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I Einleitung

.1 Die Bedeutung der Friihphase der aneurysmatischen
Subarachnoidalblutung
Trotz jahrelanger, intensiver Forschung ist es bisher nicht gelungen, die Morbiditat und

Mortalitdt der aneurysmatischen Subarachnoidalblutung (SAB) signifikant zu senken
[169]. Der Fokus dieser Bemiihungen lag in den letzten Jahrzehnten vor allem auf der
frihen Erkennung und Behandlung des verzogert, typischerweise zwischen Tag 4 und 14
auftretenden, symptomatischen Vasospasmus’ und somit einer zerebralen Ischamie, die
mit einer hoheren Rate an klinischen Komplikationen, reduzierter Alltagsaktivitat,
schlechterer kognitiver Leistungsfahigkeit und einer insgesamt hoheren Mortalitat
einhergeht sowie mit einem insgesamt schlechteren neurologischen Outcome assoziiert
ist [79]. Zusatzlich zu diesem Derangement der GefdlBlumina im Sinne einer Spastik
kommen inflammatorische Prozesse [206] [251], metabolische Entgleisungen im
Hirnstoffwechsel [128] sowie Faktoren, die einerseits die Sauerstoffversorgung
kompromittieren, wie beispielsweise eine Thrombozytenaktivierung mit konsekutiver
Mikrothrombosierung [81] der HirngefdaRe oder andererseits den Sauerstoffverbrauch
erhohen, wie z.B. wellenformige, elektrische Entladungen der Hirnoberflache (CSD). Die
Gesamtheit dieser moglichen Ereignisse wird unter dem Oberbegriff ,,delayed ischemic
neurological deficits” (DIND) zusammengefasst und beinhaltet potentiell strukturelle

Schaden des Hirngewebes [46].

In der CONSCIOUS-1-Studie (Clazosentan to Overcome Neurological iSChemia and
Infarct OccUring after Subarachnoid hemorrage) wurde untersucht, ob der Endothelin-
A-Antagonist Clazosentan die Entwicklung eines verzégerten Vasospasmus verhindern
und die neurologische Erholung nach einer SAB verbessern kann. Die Ergebnisse dieser
Studie haben gezeigt, dass trotz suffizienter Vasospasmus-Kontrolle keine Verbesserung
des neurologischen Outcome erreicht werden konnte [197] [194]. Die aktuelle
Forschung hat sich vom Bereich der verzogert auftretenden, zerebralen Folgen des
Vasospasmus wegbewegt, hin zur Hypothese eines multifaktoriellen, frithen
Hirnschadens (EBI) [179] und der Therapie der Friihphase in den ersten 24 Stunden nach
dem Ereignis [39].




Es gibt Grund zu der Annahme, dass mit einer optimalen Therapie, moglichst zeitnah
nach dem Ereignis, nicht nur die Akut-, sondern auch die Langzeitfolgen der

Subarachnoidalblutung besser therapiert werden kénnten.

Aktuell gibt es keinen spezifischen Behandlungsalgorithmus fiir die Friihphase der SAB
in der Notfallmedizin. Die notarztliche Sofortdiagnostik sowie die AkutmaRnahmen
entsprechen denen der Einsatzmeldung ,nichttraumatische Bewusstseinsstorung” [95].
Prinzipiell gilt nach Erhebung der Basisdiagnostik und Sicherung der Vitalparameter ein
schnellstmoglicher Transport als Goldstandard, da praklinisch keine ursachliche
Therapie erfolgen kann. Gerade bei erhadrtetem Verdacht auf eine subarachnoidale
Blutung wiirde aber prinzipiell die Moglichkeit bestehen, vor Eintreffen in die Klinik das
kurative Fenster auszudehnen, da die folgende ischamische Kaskade einen gewissen
zeitlichen Verlauf zeigt und ein primarer Gewebeschaden in Form einer intrazerebralen
Einblutung im Gegensatz zum Schadel-Hirn-Trauma (SHT) beispielsweise nicht vorliegt.
Die zum grofSten Teil praklinisch ablaufenden Veranderungen der Hirnphysiologie, die
direkt im Anschluss an die Ruptur des Hirnbasisaneurysmas und zusatzlich zum
mechanischen Trauma der Blutung selbst stattfinden, subsummiert man unter dem
Begriff des EBI. Die Eckpfeiler dieser Kaskade, die Grote und Hassler bereits 1988
grundsatzlich beschrieben haben [91], sind ein gesteigerter Hirndruck und dadurch eine
verminderte Hirndurchblutung mit frihem Perfusionsdefizit bei partieller bis totaler
Hirnischamie  sowie  weitere = komplexe Veranderungen, die ihrerseits
Folgeerscheinungen bedingen kdnnen. Dazu zahlen beispielsweise ein akutes Hirnédem
[190], ein Versagen der Blut-Hirn-Schranke (BHS) mit beeintrachtigter Homoostase und
lonenverschiebungen, eine gestorte, intrakranielle Blutdruck-Autoregulation, ein
Hydrocephalus, vaskuldre Konstriktionen mit Basallaminadestruktion sowie oxidativem
Stress, Inflammationsreaktionen [197] und der Untergang von Nervenzellen im Sinne
einer neuronalen Apoptose [65]. Friedrich et. al konnten 2012 zeigen, dass die ersten
Alterationen von Gefdl3zellen und Neuronen nach einer experimentellen SAB nicht
allmahlich binnen der ersten 24 Stunden, sondern bereits innerhalb der ersten zehn
Minuten nach Blutung beginnen. Nekrosen sind nach 60 Minuten sicher nachzuweisen

[77].




Die gesamten pathophysiologischen Zusammenhdnge wahrend und nach einer
Subarachnoidalblutung scheinen extrem weitreichend und sind bislang nur
unzureichend verstanden, was einer kausalen Therapie derzeit im Wege steht.
Insgesamt bleibt festzuhalten, dass auf dem Feld des sekundaren Hirnschadens viele
Mechanismen nachvollziehbar erscheinen, deren Therapien aber letztlich nicht die

erhofften Erfolge in den neurologischen Langzeitergebnissen gebracht haben [39].

Die vorgelegte Studie ist Teil eines groReren Rahmenprojektes, das vor dem Hintergrund
des bestehenden Wissens Uber die pathophysiologischen Vorgange in der Friihphase
der SAB diverse etablierte, einfach anzuwendende und in der Flache verfiigbare
Therapieformen auf ihre neuroprotektiven Eigenschaften in der Frithphase nach einer
Subarachnoidalblutung hin testet, ohne die anschliefende klinische Diagnostik zu
kompromittieren oder den Transport in eine geeignete Zielklinik zu verzégern. Es
wurden einerseits die Effekte einer milden iatrogen-induzierten Hypothermie von 34°C
sowie andererseits die Auswirkungen nach intravendser Applikation eines
Hydroxyethylstarke-haltigen Praparates (Hyper-HES) mit 4 ml/kg Korpergewicht
Gesamtdosis nach experimenteller Subarachnoidalblutung bei Ratten in Bezug auf
Hamodynamik, Hirndruck und kranielle Perfusion, funktionelles neurologisches Defizit

und histologischen Zellschaden hin untersucht.

Der neuroprotektive Effekt der Hypothermie unter ischamischen, zerebralen
Bedingungen ist unbestritten. So wird die Hypothermie routinemaRig beispielsweise in
der Herz- und Gefal3chirurgie, bei Behandlungen komplexer Aneurysmen der Hirngefale
(A. carotis interna und A. basilaris) sowie kardiopulmonaler Wiederbelebungen [17]
[137] mit einem wieder hergestellten Spontankreislauf (ROSC) eingesetzt. In der aktuell
glltigen Fassung der Reanimationsleitlinie von 2015 des Deutschen Rates fir
Wiederbelebung (www.grc-org.de) wird eine Temperaturkontrolle von 32°-36°C fiir
mindestens 24 Stunden empfohlen. Hier wird auBerdem der Begriff des ,targeted
temperature management” (TTM) dem Begriff der therapeutischen Hypothermie der
Vorzug gegeben [64]. Grundlage sind mehrere Therapieempfehlungen der Advanced

Life Support Task Force des International Liaison Committee on Resuscitation [203].



http://www.grc-org.de/

Wahrend der letzten Dekaden wurden die neuroprotektiven Eigenschaften einer milden
therapeutischen Hypothermie (MTH) in mehreren experimentellen Studien zum
traumatischen und ischamischen Hirnschaden untersucht [27] [30] [26] [149]. Die MTH
hat in nahezu allen experimentellen Versuchsreihen ein auRergewohnliches Potential in
Bezug auf den Schutz vor Gewebsuntergang gezeigt [141] [103] [220] [186]. Bislang
konnten diese Effekte jedoch nicht reproduzierbar in klinische Studien zum Thema der
traumatischen Hirnschaden umgesetzt werden [4]; aktuell laufen Versuche zum Einsatz
bei embolischen Ereignissen [87]. Der Grund fur die fehlende Wirksamkeit in den
vorliegenden Studien, insbesondere beim SHT, kénnte sein, dass zum Zeitpunkt der
klinischen Aufnahme, der Diagnosefindung und damit dem Therapiebeginn der Grol3teil
des irreversiblen Schadens bereits etabliert ist. Es ist denkbar, dass die
Therapieversuche per MTH in diesen Studien schlicht zu spat gestartet worden sind,
bzw. aus Griinden der klinischen Symptomatik gar nicht friiher gestartet werden
konnten. Experimentelle Studien zum neuroprotektiven Potenzial der MTH nach SAB
sind rar; auch weil sich die subarachnoidale Blutung klar von ischamischen und
traumatischen Hirnschadigungen unterscheidet, nicht zuletzt in ihrer ganz eigenen
Pathophysiologie. ~ Wahrend beim  apoplektischen Insult (soweit keine
Thrombolyse/Thrombektomie erfolgen kann) oder beim SHT normalerweise zum
initialen Zeitpunkt des Ereignisses der Gesamtschaden bereits zum groRen Teil gesetzt
ist, zeigt sich bei Patienten nach einer SAB zundchst eine initiale, globale Ischamie,
gefolgt von einem lange andauernden zerebralen Niederfluss-Intervall, das vor allem auf
friihe vasospastische Effekte zurlickgefihrt wird. Dieser Umstand birgt die Gefahr einer
prolongierten Energiedepletion und macht damit den Zeitpunkt der initialen Therapie
kritisch. Eine hypotherme Therapie, die friih genug appliziert werden kann, kénnte
diesem Energiedefizit entgegenwirken und somit neuroprotektiv sein. In einer kleinen
klinischen Versuchsreihe konnten Kuramatsu et al. demonstrieren, dass Patienten nach
Subarachnoidalblutungen von einer MTH profitieren kdnnen, wenn diese friih genug

gestartet wird [120].




Unsere Hypothese stellt nun den friihen Zeitpunkt der Kiihlung in den Fokus mit der
Hypothese, dass die Kiihlung idealerweise bereits erfolgt sein misste, bevor der Patient
die Folgen des Niederfluss-Intervals und damit des verzogerten Hirnschadens

bewaltigen muss.

Zur Therapie mit Hyper-HES werden mehrere potentielle Wirkmechanismen diskutiert.

Der Fokus liegt auf den folgenden drei grundlegenden Prinzipien:

- 1) Osmotisch wirksame Substanzen extrahieren Wasser aus dem Hirnparenchym
und sorgen somit fiir eine quantitative GroRenreduktion durch Erhéhung der
Osmolaritat des extrazellularen Kompartiments.

- 2) Osmotisch wirksame Substanzen sorgen fiir eine Verschiebung von freiem
Wasser in das Gefdl3ssystem, wobei die intravasale Volumenzunahme im Verlauf
zum Anstieg des Blutdruckes sowie der kardialen Auswurfleistung fihrt, die
ihrerseits den zerebralen Blutdruck steigern. Das Ziel ist, eine gegebenenfalls
noch funktionierende vasokonstriktive Autoregulation auszultésen, die sich in
einem Abfall des zerebralen Blutvolumens und damit des intrakraniellen Druckes
glinstig auswirken kann.

- 3) Hydroxyethylstarkehaltige Praparate konnten glinstig in die Vasoregulation
der zerebralen Mikrozirkulation eingreifen, indem die Viskositat des Blutes sowie
die Endothelschwellung herabgesetzt werden und eine gewisse Dehydratation
der Erythrozyten erreicht werden kann. Diese Effekte verbessern den zerebralen
Blutfluss und sorgen in Verbindung mit einer Vasokonstriktion fiir eine
verbesserte Hirnperfusion, die das Sauerstoffangebot wieder in normwertige

Bereiche steigern konnte [55] [94].




Eine Studie von Niermann et al. beschreibt zudem, dass die Verwendung von hypertoner
Natriumchlorid-Lésung in einem Okklusionsmodell der A. cerebri media das im Serum
enthaltene Antidiuretische Hormon (ADH) reduzieren kénnte, das wiederum durch
seine Wirkung auf die Permeabilitdit und die Elektrolytkandle Einfluss auf den
Wasserhaushalt der Neurogliazellen nimmt [151]. Des Weiteren wird diskutiert, ob der
Einsatz von hypertoner Natriumchlorid-Lésung die inflammatorische Antwort durch
Hemmung der Leukozytenaktivierung sowie der Endothel-vermittelten Adhdsion zu
vermindern mag [173] [207]. Eine sehr friihe und aggressive Therapie der zerebralen
und endothelialen Schwellung kénnte sich unserer Hypothese nach daher doppelt
positiv auswirken: zundchst in der Behandlung des erhdhten intrakraniellen Drucks (wie
ebenfalls in der aktuellen S3-Leitlinie zur Polytrauma-Versorgung [54] und der S2e-
Leitlinie Schadel-Hirn-Trauma bei Erwachsenen [53] bei Verdacht auf transtentorielle
Herniation empfohlen), der einen unabhangigen, negativen Pradiktor fir ein schlechtes
neurologisches Outcome darstellt [139] [40] und in der Behandlung 6dematdser
GefaBveranderungen, die moglicherweise direkter Ausléser einer Ischamie sein kénnten

und diese langfristig unterhalten.




1.2 Atiologie der Subarachnoidalblutung
Die Subarachnoidalblutung (SAB) ist eine Einblutung in den Subarachnoidalraum

zwischen die beiden Hirnhdute Pia mater und Arachnoidea mater. Generell muss
zwischen der wesentlich haufigeren, traumatischen Genese und sogenannten nicht-
traumatischen (,spontanen”) Subarachnoidalblutungen unterschieden werden. Bei
Ersteren handelt es sich um eine Begleiterscheinung eines Schadel-Hirn-Traumas, also
ein Krankheitsbild mit vollig anderer pathophysiologischer Entitat. In dieser Studie
werden daher nur Mechanismen der spontanen SAB experimentell modelliert und

untersucht.

In etwa 85% der nicht traumatischen Ereignisse ist die Ursache ein rupturiertes
Aneurysma (GefalRaussackung) einer basalen hirnversorgenden Arterie. Bei nur
ungefahr 4 % der Falle wird eine spontane SAB durch eine vaskuldare Malformation, eine
arterielle Dissektion, einen oberflachlichen Tumor oder eine entziindliche
GefaRerkrankung ausgelost. In den restlichen Fallen kann keine kausale Ursache fiir die
Blutung gefunden werden, wobei ohne klaren Blutungsfokus die Blutmenge meist
deutlich geringer und die Prognose in der Regel wesentlich glinstiger zu sein scheint, bei
insgesamt weniger schweren neurologischen Defiziten und einem geringeren

Nachblutungsrisiko [224].

Aneurysmen lassen sich nach ihrer Pathogenese in drei verschiedene Arten

unterscheiden:

1. Aneurysmaverum
2. Aneurysma spurium

3. Aneurysma dissecans

Im Bereich der Hirnbasisarterien treten echte Aneurysmen (verum) mit etwa 98% am
haufigsten auf [122]. Weiterhin kann nach Lokalisation und Form subklassifiziert sowie nach
gestielter oder sackférmiger Aneurysmabasis unterschieden werden.

Klassische Pradilektionsstellen fiir Aneurysmen sind arterielle Abgdange und GefaRgabelungen.
Diese Lokalisationen mit maximalem hamodynamischen Stress in Verbindung mit dem

systolischen Spitzendruck flihren bei veranderter Stromungsmechanik zu einer starken

Beanspruchung der GefaBwand.




Die Folgen einer solchen Dauerbelastung in Verbindung mit vor allem einer Schwache
der Tunica media (mittlere Schicht der arteriellen GefaRwand) kénnen aneurysmatische

Aussackungen der GefaBwand sein [176].
Die haufigsten Lokalisationen einer SAB sind [89]:
e 85-95% im Karotisstromgebiet

- A. communicans anterior

- Intrakranieller Verlauf der A. carotis interna, v.a. am Abgang der A.
communicans posterior, der A. choroidea anterior und am Carotis-
Terminus

- A. cerebri media, v.a. im Bereich der Mediabifurkation

e 5-15% im vertebro-basildren Stromgebiet

Die GroRe der Aneurysmen variiert erheblich von wenigen Millimetern bis hin zu
Zentimetern. Im Vergleich von extra- zu intrakraniellen HirngefaRen zeigt die Histologie
der intrakraniellen Arterien generell einen diinnwandigeren Aufbau sowie im Fall der
Tunica media muskeldarmere und weniger elastische Eigenschaften [241]. Zudem
befinden sich im Subarachnoidalraum generell weniger Binde- und Stiitzgewebe zur
mechanischen Stabilisierung der Gefafle. Das Blutverteilungsmuster der SAB ist
abhangig von der Art und Lage des Aneurysmas, der Menge des ausgetretenen Blutes
und der Erweiterungsmoglichkeit des Subarachnoidalraumes. Meist finden sich
Ansammlungen innerhalb der basalen Zisternen, in der Silvi’'schen Fissur, dem
Interhemispharenspalt und in schweren Fallen im Ventrikelsystem sowie im

Hirnparenchym selbst [89].
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1.3 Epidemiologie der Subarachnoidalblutung
Nach kardiovaskuldren Ereignissen und malignen Tumorprozessen stehen

zerebrovaskulare Erkrankungen, laut der Daten der Gesundheitsberichtserstattung des
Bundes von 2015 (www.gbe-bund.de), weiterhin in der Spitzengruppe der
Todesursachenstatistik in Deutschland mit 56.982 Todesfallen [86]. Etwa 5% dieser
apoplektischen Ereignisse werden in westlichen Landern durch eine SAB verursacht
[226]. GemaR der gangigen Studienlage erleiden in Industrienationen etwa 10/100.000
Einwohnern und Jahr eine spontane Subarachnoidalblutung. Fir das Jahr 2015 waren
im Bundesgebiet konkret 12,1/100.000 oder absolut 9.886 Fille zu verzeichnen [85]. In
einer alteren Studie fur den stiddeutschen Raum betrifft es ca. 6/100.000 Bewohnern
[118]. Weltweit schwankt die Inzidenz stark zwischen 2/100.000 Einwohnern und Jahr
in China und 22/100.000 Einwohnern und Jahr in Finnland [100]. Autopsieergebnisse
und Zufallsbefunde bei neuroradiologischen Untersuchungen zeigen, dass 1-5% der
Gesamtpopulation symptomlose, intrakranielle Aneurysmatrager zu sein scheinen [227]
[23]. Der Altersgipfel blutender Aneurysmen liegt etwa zwischen dem 55. und 60.
Lebensjahr, wobei 20% der Betroffenen 15 - 45 Jahre alt sind [20]. Abbildung 1 zeigt
exemplarisch  die  Altersverteilung der Patienten mit nachgewiesener

Subarachnoidalblutung in Wiirzburg fiir das Jahr 2017.
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Altersverieilung SAB-Patienten Wiirzbung 2017
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Abbildung 1 (2018): Altersverteilung der SAB-Patienten im Raum Wiirzburg 2017

So sind, im Gegensatz zu ischamischen Schlaganfallen, haufiger junge und aktive
Patienten im berufsfahigen Alter betroffen. Dies sorgt in Verbindung mit der Schwere
der Erkrankung in der Gruppe der zerebrovaskuldren Erkrankungen fiir etwa ein Drittel
der verlorenen Lebensjahre allein durch eine stattgehabte SAB. Global betrachtet ist die
aneurysmatische SAB eine der fliihrenden Ursachen fir friihzeitigen Tod, (schwere)

Behinderung im Alltag [1] und verfriihtes Ausscheiden aus dem Erwerbsleben.

Eine vereinfachte Mortalitatsstatistik zur SAB [89]:

15% versterben praklinisch

15% versterben in den ersten 24 Stunden nach klinischer Aufnahme

15% versterben wahrend des 2. und 14. Tages in der Klinik

15% versterben wahrend der 2. und 8. Woche nach SAB

15% versterben zwischen 2 und 24 Monaten nach SAB

25% (iberleben die Initial- und Therapiephase langfristig
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Die Letalitdat der SAB steigt von 13% bei initial wachen, bis hin zu 75% bei initial

komatdsen Patienten [111] und liegt nach 30 Tagen etwa bei 35% [69].

Diese Kategorisierung nach initialem Bewusstseinszustand ist im weiteren Krankheits-
und Behandlungsverlauf der wichtigste prognostische Faktor fiir die neurologische
Wiederherstellung [89]. Das Blutungsrisiko und die Wahrscheinlichkeit, an den Folgen
einer SAB zu versterben, erhdhen sich insgesamt mit zunehmendem Alter [125]. Die
Inzidenz unterscheidet sich laut gangiger Lehrmeinung leicht zwischen Mannern und
Frauen, zu Ungunsten der weiblichen Subgruppe. Dieser Unterschied zwischen den
Geschlechtern beginnt um das 55. Lebensjahr und steigt mit zunehmendem Lebensalter.
Die Auswertung der aktuellen Ergebnisse des MONICA-Projektes (Multinational
MONItoring of Trends and Determinants in CArdiovascular Disease) der WHO (World
Health Organization) konnte diese generelle Annahme allerdings nicht in allen

untersuchten Populationen bestéatigen [100].
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|.4 Risikofaktoren der Subarachnoidalblutung
Nikotin- und Alkoholabusus sowie arterielle Hypertonie gelten als gesicherte

Risikofaktoren und sind der Pravention theoretisch sehr gut zuganglich [70] [213]. Dies
wird ebenfalls durch eine aktuelle Veroffentlichung von Etminan et al. aus 2019
suggeriert, die die, global gesehen deutliche, aber regional stark unterschiedlich
sinkende Inzidenz der aneurysmatischen SAB von 1980 bis 2010 mit der Reduktion des
systolischen Blutdrucks sowie des Nikotinabusus® korrelieren [66]. Weitere
Erkrankungen, die ein erhohtes Allgemeinrisiko fiir eine Aneurysmaruptur bergen
konnen, sind das Ehlers-Danlos-Syndrom Typ IV [212], das Marfan-Syndrom [212], die
fibromuskulare Dysplasie und die autosomal polyzystische Nierenerkrankung [183] [28].
Ebenfalls scheinen eine Hypercholesterindmie sowie eine angiographisch gesicherte
Familienanamnese fiir aneurysmatische Erkrankungen bei mehr als zwei Verwandten
die Wahrscheinlichkeit einer SAB zu erh6hen. Das Rupturrisiko des Aneurysmas geht vor
allem von seiner GréRBe und dessen Dynamik, der Lokalisation [158] und seiner
immanenten Morphologie aus [174]. Es ist ebenfalls erhéht, wenn multiple Aneurysmen
bestehen [204] oder bereits eine Aneurysmaruptur liberlebt wurde [101]. Der 5-Jahres-
Risiko-Score PHASES zielt auf eine Abschatzung des kumulativen Risikos bei gesichertem,
nicht rupturierten Aneurysma ab [90]. Derzeit steht eine weitere studientechnische

Validierung dieses Scores noch aus.
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1.5 Klinik der Subarachnoidalblutung
Die aneurysmatische Subarachnoidalblutung manifestiert sich klinisch fast immer mit

schlagartig auftretenden, heftigsten Kopfschmerzen (,Vernichtungskopfschmerz”),
deren raumliche Zuordnung sich nicht mit der Blutungslokalisation decken muss und ist
oft vergesellschaftet mit Bewusstseinsstérungen, Erbrechen/Ubelkeit, Synkopen,
Photophobie, Hypertension, Herzrhythmusstorungen, fokal neurologischen Defiziten
bis hin zu Hirnnervenausfillen und/oder Meningismuszeichen, die durch eine Reizung
der Hirnhdute bei direktem Blutkontakt ausgelost werden  konnen.
Differentialdiagnostisch ist bei reiner Kopfschmerzsymptomatik ohne
Begleiterscheinungen an eine Migrane-Attacke oder das reversible, zerebrale
Vasokonstriktionssyndrom (RCVS) zu denken, die zumeist selbstlimitierend sind und
benigne verlaufen [60]. In ungefdhr 10% der Falle kommt es im Rahmen einer SAB zu
einer akuten Visus-Verschlechterung durch eine Glaskorpereinblutung (Terson-

Syndrom) [136].

Es gibt Hinweise, dass Patienten, die eine SAB erlitten haben, im Verlauf ein hoheres
Risiko haben, auch an extrazerebralen Organsystemen zu erkranken [230]. Dies betrifft
neben Anamien, Elektrolytentgleisungen und metabolischen Veranderungen vor allem
das kardiopulmonale System mit neurogenem Lungendédem, Pneumonien,
(paroxysmalem) Vorhofflimmern, Herzrhythmusstérungen oder der neurogenen
Stresskardiomyopathie (NSC), bei der es vermutlich durch den gesteigerten Hirndruck
zu einer Symphatikusaktivierung kommt, die ihrerseits fir eine Hyperkontraktilitat des
Myokards durch einen Katecholamin-Exzess sorgt [144] und schon im Akutgeschehen
der SAB fur subendokardiale Ischamien bis selten hin zu einer akuten Herzinsuffizienz
fihren kann. Vor allem die kardialen Co-Morbiditaten gehen mit verlangerten
Krankenhausaufenthalten und einem insgesamt schlechteren Gesamtergebnis einher

[80].
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1.6 Klinische Einteilung der Subarachnoidalblutung
Die gebrauchlichste Klassifikation der Subarachnoidalblutung ist die 1968 von W.E. Hunt

und R.M. Hess publizierte Einteilung des Schweregrades nach klinischen Parametern,
vor allem des Bewusstseins zum Zeitpunkt der Blutung [99]. Diese Klassifikation erweist
sich als sehr prazise zur prognostischen Einschatzung des weiteren Krankheitsverlaufes
und des neurologischen Endergebnisses. Patienten mit einer geringeren initialen
Einstufung nach Hunt & Hess zeigen eine geringere Reduktion der zerebralen

Durchblutung und haben in der Regel ein besseres neurologisches Resultat [189].

Analog findet die Schweregradeinteilung der World Federation of Neurological Surgeons
(WENS) Verwendung, die sich an der initial flir das Schadel-Hirn-Trauma bei
Erwachsenen eingefiihrten Glasgow Coma Scale (GCS) orientiert [210]. Tabelle 1 zeigt
die Einteilung nach Hunt & Hess in Bezug auf WFNS und GCS mit entsprechender

neurologischer Symptomatik und dem eventuellen motorischen Defizit.
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Hunt & Hess

Symptome

WEFNS

GCS

Motorisches Defizit

Leichter Kopfschmerz,
ggf. leichter
Meningismus, kein

neurologisches Defizit

15

Keines

Kopfschmerzen,
Meningismus, ggf.
Hirnnervenstérung,
sonst kein

neurologisches Defizit

14-13

Keines

Somnolenz oder
Konfusion, leichte fokale
Ausfalle, neurologisches

Defizit

14-13

Vorhanden

Stupor, maRige bis
schwere Hemiparese,
evtl.
Dezerebrationsstarre
und vegetative

Stérungen

12 bis 7

Keines oder vorhanden

Tiefes Koma,
Dezerebrationsstarre,
moribundes Aussehen,

Strecksynergismen

6 bis 3

Keines oder vorhanden

Tabelle 1 (2019): Schweregradeinteilung der SAB nach Hunt & Hess in Bezug auf WFNS und GCS in Anlehnung an

Teasdale et al. 1988 [210]
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1.7 Diagnostik der Subarachnoidalblutung
Der Goldstandard in der bildgebenden Diagnostik bei Verdacht auf eine subarachnoidale

Blutung ist die kranielle Computertomographie (cCT). Diese Methode ist in der Lage, in
sehr kurzer Zeit sowohl die Lokalisation (nach Art der Blutverteilung), als auch das
Ausmal’ der Blutung und eventuell bereits eingetretene Komplikationen, wie z.B. einen
okklusiven Hydrozephalus, intrazerebrale oder intraventrikulare Hamatome sicher
darzustellen. Die Qualitat der Diagnostik sinkt allerdings mit zeitlichem Abstand zum
Ereignis. Liegt die Sensitivitat innerhalb der ersten zw6lf Stunden nach Ruptur bei Gber
98%, sinkt sie auf etwa 75% nach 72 Stunden und auf nur noch 50% nach einer Woche
[48]. Bei primar negativem cCT-Befund, aber bestehendem klinischen Verdacht auf eine
Subarachnoidalblutung, wird zusatzlich eine Lumbalpunktion des Liquorraumes
angestrebt, wobei klarer und unauffalliger Liquor eine SAB in den vergangenen 14 Tagen
nahezu ausschlieBt [62]. In den letzten Jahren wurden ebenfalls
Magnetresonanztomographie-Untersuchungen evaluiert, um die in der cCT nicht
erkennbaren subarachnoidalen Blutungen zu diagnostizieren. Diese Verfahren sind
jedoch noch nicht Teil der standardmaRigen Aufarbeitung bei bestehendem Verdacht

auf eine SAB.

Im Falle einer nachgewiesenen, akuten Subarachnoidalblutung folgt in der Regel eine
digitale  Subtraktionsangiographie (DSA) der intrakraniellen GefdaBe zur
Diagnosesicherung sowie zur Bestimmung der genauen Lokalisation der Blutungsquelle
und der Konfiguration des Aneurysmas [34]. Neben der neuroradiologischen
Untersuchung ist schon beim Verdacht auf eine SAB eine transkranielle
Doppersonographie (TCD) indiziert. Diese Untersuchung dient einerseits dem Nachweis
bereits vorhandener Gefallverengungen, andererseits bildet der initiale Befund den

Basiswert einer etwaigen Verlaufskontrolle [170].
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Neuere Verfahren zur Therapiekontrolle und frilhen Erfassung von Ischamien umfassen
beispielsweise Microdialyseverfahren [181], die Bestimmung des ,brain tissue oxygen
partial pressure” und die Erhebung des regionalen zerebralen Blutflusses, wobei die
enge klinisch-neurologische Verlaufsbeobachtung sowie die TCD und gegebenenfalls
Perfusions-Computertomographien (P-CT) die sensitivsten Parameter fir einsetzende

Vasospasmen darstellen [235].

Zusatzlich zu den erwahnten klinischen Einteilungen, kennt die Neuroradiologie die
Klassifikation nach Fisher, erstbeschrieben im Jahr 1980 [72]. Diese richtet sich

hauptsachlich nach dem AusmalR der im cCT sichtbaren Blutung, bzw. deren Verteilung:

Grad | keine Blutung im cCT sichtbar
Grad Il Subarachnoidalblutung von weniger als 1 mm Breite
Grad lll  Subarachnoidalblutung von mehr als 1 mm Breite, ohne

Ventrikeleinbruch
Grad IV Subarachnoidalblutung jeder Breite mit Ventrikeleinbruch oder

Ausdehnung ins Gehirnparenchym

Ein praventives Screening von Angehdorigen eines SAB-Patienten wird aktuell nicht
empfohlen. Liegen allerdings Hinweise auf eine familidare Aneurysmenhaufung (mehr als
zwei erstgradige Angehorige mit SAB bzw. Aneurysma, autosomal-dominante
polyzystische Nierenerkrankung oder monozygote Zwillingen) vor, kann eine
Magnetresonanzangiographie oder eine computertomographisch gesteuerte
Angiographie zur Abklarung sinnvoll sein [171]. Bei etwa einem Drittel aller

Aneurysmapatienten lassen sich zudem multiple Aneurysmen diagnostizieren [148].
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1.8 Therapie der aneurysmatischen Subarachnoidalblutung
Es geht in diesem Kapitel um eine allgemeine Ubersicht der bereits gesicherten
Therapieempfehlungen, die sich hauptsachlich auf den Bereich des sekundaren
Hirnschadens beziehen. Durch klinische Studien und Tierexperimente konnten in der
Vergangenheit Optionen entwickelt werden, die sich vor allem zweier Komplikationen
annehmen; zum einen der Verhinderung einer Rezidivblutung und zum anderen der
Vermeidung von vasospastischen Effekten auf das Hirngewebe. Die grofSte Gefahr fir
Uberlebende einer SAB besteht in der Nach- oder Zweitblutung. Diese ist in den ersten
drei Tagen nach dem initialen Ereignis am hochsten, mit ungefahr einem Drittel aller Re-
Rupturen in den ersten drei Stunden und etwa die Halfte innerhalb der ersten sechs
Stunden nach der initialen SAB [209]. Die Ausschaltung sollte demnach so zeitnah wie
moglich erfolgen, da die Mortalitdt ansonsten deutlich erhéht ist und eine definitive
Therapie der moglichen sekundaren Folgen erst nach Ausschaltung der Blutungsquelle
begonnen werden kann [43]. Fir die Ausschaltung eines Aneurysmas stehen prinzipiell
zwei Vorgehensweisen zur Verfligung, die vor allem abhangig von der Lokalisation und
somit der endovaskuldren und chirurgischen Erreichbarkeit interdisziplindar abgewogen
und eingesetzt werden:
- neuroradiologisch-interventionell durch kathetergestitztes
Austamponieren  (,Coiling”) des  Aneurysmasacks  mittels
Platinspiralen
- neurochirurgisch in mikrochirurgischer Technik mittels Abklemmen

des Aneurysmahalses durch einen Titanclip

Ein gewisses Restrisiko fir eine erneute Ruptur scheint bei aggressiver Therapie und
unter optimaler medizinischer Versorgung zu verbleiben [146]. Direkt im Anschluss an
einen kontrolliert-erfolgreichen Verschluss wird in der S1-Leitlinie zur Behandlung der
Subarachnoidalblutung eine Thromboseprophylaxe mit niedermolekularen Heparinen
empfohlen [171]. Antifibrinolytische Therapien fiihren zu keiner Verbesserung im

Gesamtverlauf [178] und verhindern Nachblutungen nur unzuverlassig [9].
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Die weiteren BasismalRnahmen beziehen sich zunachst auf Bettruhe, das Vermeiden von
abrupten und starken Pressakten sowie normwertige Glukose- und Natriumwerte im
Serum [171]. Im Vordergrund steht zudem eine aktive Fieberpravention, da sich gezeigt
hat, dass Hyperthermie im Verlauf der intensivmedizinischen Behandlung zu einem
schlechteren Ergebnis fuhrt [71] [250] [7]. Zur Friiherkennung moglicher
GefalRkonstriktionen und einer fiir die Prognose ebenso relevanten Hypovoldamie
werden in der ersten Zeit taglich transkranielle Dopplersonographien, eine genaue
FlUssigkeitsbilanzierung sowie weiteres intensivmedizinisches Monitoring bendtigt.
Neuere Literatur deutet darauf hin, dass Patienten mit einer schweren SAB von diesem
erweiterten hadmodynamischen Monitoring im Sinne einer Pulskontur-Herzzeitvolumen-
Uberwachung (z.B. per PiCCO) profitieren [245]. Dies erscheint durch die im Verlauf der
Erkrankung auftretenden Elektrolytstorungen und kardiopulmonalen Affektionen
erklarbar und einleuchtend. Die Hypovolamien griinden sich in den allermeisten Fallen
auf eine bestehende Hyponatriamie, die in 10-30% der Gesamtpatienten laborchemisch
im Serum nachweisbar ist [43] und langsam unter Kontrollen bis zur Normwertigkeit
substituiert werden sollte. Ein erniedrigtes Serumnatrium bedeutet ein etwa dreifach
erhohtes Risiko fiir verzogerte zerebrale Ischamien [240]. An dieser Stelle sei kurz auf
die Krankheitsentitat des zerebralen Salzverlustsyndroms (CSWS) hingewiesen, bei dem
es nach einer zerebralen Schadigung (z.B. durch eine SAB, ein SHT, iatrogen oder
apoplektisch) zur Hyponatridamie und Dehydratation kommen kann. Typischerweise
finden sich bei Betroffenen deutlich erhéhte Spiegel der natriuretischen Peptide (ANP,
BNP). Diskutiert wird aulerdem ein vegetativer Einfluss auf die Nieren, was in der
Summe zu einer Natriurese und konsekutiv durch parazelluldre Transporte (,solvent

drag”) zum Wasserverlust flihren kann [140].

Der klinische Standard zur Behebung einer kompromittierten Hirnperfusion ist die
hamodynamische Augmentation bestehend aus Euvolamie, ggf. durch Hamodilution

oder Erythrozytenkonzentratgabe [49] [43].
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Das vormals verbreitete Konzept der ,triple-H“-Therapie (Hypervoldmie, Hypertonie
und Hamodilution) ist weitgehend verlassen, auch weil es keine kontrolliert-
randomisierte Studie gibt, die einen beweisbaren Nutzen dieses Verfahrens im Bereich
der Prophylaxe oder der Therapie des DIND gezeigt hatte [177] [49]. Eine Arbeit von
Togashi et al. impliziert im Gegenteil ein schlechteres neurologisches Outcome bei
Patienten mit prophylaktisch augmentiertem, mittleren arteriellen Blutdruck (MABP)
durch Volumengabe [219]. Die generellen Risiken liegen im Bereich zerebraler oder
pulmonaler Odembildung, eines (erneuten) intrakraniellen Druckanstiegs oder

moglicher Rezidivblutungen.

Diskutiert wird auBerdem, den kardialen Auswurf selektiv anzuheben, um den
zerebralen Blutfluss zu unterstiitzen, aber eine Erhohung des MABP moglichst zu
umgehen [108]. Das Thema der Blutdruckeinstellung nach aneurysamtischer SAB ist
somit ein anhaltender Diskurs in der Fachwelt. Einerseits muss versucht werden, eine
bestmogliche Perfusion der kompromittierten Hirndurchblutung zu sichern,
andererseits darf durch einen zu hohen Blutdruck keine Nachblutung riskiert werden.
Aktuell gilt daher ein recht unspezifischer Wert von 60 - 90 mm Hg MABP sowie eine
systolische Druckeinstellung unter 160 mm Hg vor der Versorgung des Aneurysmas als
Empfehlung [43]. Die Verabreichung von Nimodipin (60 mg alle 4 Stunden) ab
Diagnosesicherung kann bei der Risikoreduktion von verzogerten ischamischen,
neurologischen Defiziten hilfreich sein [58]. Dies ist wohl weniger auf direkte Effekte in
der Hdmodynamik zurtickzufiihren, als vielmehr auf eine Verminderung der zerebralen
Azidose nach SAB [15]. Diese Annahme wird unterstitzt durch eine Arbeit von Thomas
et al. aus dem Jahr 2008, die unter Nimodipin keinen Einfluss auf die Mortalitdt sehen,
wohl aber einen Schutz vor Zellverlusten propagieren [216]. Einen neuen Ansatz zur
verbesserten Hirnperfusion bietet die permissive Hyperkapnie, bei der die bekannten

vasodilatatorischen Effekte von Kohlendioxid (CO;) ausgenutzt werden sollen [237].
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Die Liquordrainage als Behandlung eines akuten Hydrozephalus, der bei 15-20% aller
Erkrankten nachweisbar ist [93], erfolgt mittels externer Ventrikeldrainage (EVD). Bei
persistierender Symptomatik ist eine permanente Liquorableitung erforderlich, die
entweder ventrikuloarteriell (VA-Ableitung) oder ventrikuloperitoneal (VP-Ableitung)

angelegt werden kann.

Insgesamt muss man konstatieren, dass der lange verfolgte Ansatz zur Bekdmpfung des
angiographisch diagnostizierten Vasospasmus in Bezug auf das neurologische
Endergebnis nicht zufriedenstellend erfolgreich gewesen ist [242]. Es sollte vielmehr das
friihe Perfusionsdefizit als wahrscheinlich grundlegende Ursache in den

Behandlungsfokus der Therapie riicken.
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1.9 Pathophysiologie der aneurysmatischen Subarachnoidalblutung
Die pathophysiologischen Vorgange bei der Subarachnoidalblutung sollen in dieser

Arbeit nach dem Prinzip der sofort einsetzenden Prozesse der ,early brain injury” (EBI)
und der daran anschliefenden, verzogerten Ablaufe der ,delayed cerebral ischemia“
(DCI) dargestellt werden [65]. Allgemein gelten die Dauer der Blutung und die
ausgetretene Blutmenge als bestimmende GrofRen fir den klinischen Verlauf. Aus diesen
GroRen ergibt sich in der Regel der initiale Grad nach Hunt & Hess als, wie schon

erwahnt, prognostisch wichtigstem Faktor [22] [182].

1.9.1 ,Early brain injury”
Zeitlich werden hier Ablaufe skaliert, die sofort nach dem Blutungsereignis bis etwa 24

Stunden danach ihren Anfang nehmen. Dazu zdhlen der pl6tzliche Anstieg des
intrakraniellen Drucks (ICP) [228] mit konsekutivem Abfall des kraniellen
Perfusionsdrucks (CPP) [153] und des zerebralen Blutflusses (CBF) mit der Folge einer
globalen-zerebralen Ischamie. Diese dauert in der Regel einige Minuten, erholt sich bei
fallendem ICP rasch, wird jedoch begleitet von einer sofort einsetzenden akuten
Vasokonstriktion der hirnversorgenden GefalRe mit gestorter Autoregulation [12] [29],
die mehrere Stunden anhalten kann und, je nach Auspridgung, eine relevante
Minderversorgung des Gehirns bedingen kann. In diesem Rahmen kénnen akute, fokal-
neurologische Defizite, eine Beeintrachtigung der Blut-Hirn-Schranke [113], frih-
apoptotische Vorgange sowie das Entstehen eines zytotoxischen Hirnddems beobachtet
werden.

1.9.1.1 Friihes Perfusionsdefizit

Das austretende Blut in den subarachnoidalen Raum sorgt je nach Intensitat des
Hamatoms fir eine plotzliche intrakranielle Drucksteigerung (physiologischer Normwert
0-20 mm Hg) innerhalb der geschlossenen Kalotte und stellt eine akut lebensbedrohliche
Erkrankung durch eine Minderperfusion des Hirnparenchyms mit folgender Ischamie
dar [31]. Bei Anstiegen des ICP bis auf ein Niveau des arteriellen Mitteldrucks ist in der
Regel ein primar letaler Ausgang die Folge, da der hirneigene Perfusionsdruck und damit

der zerebrale Blutfluss vollstédndig zum Erliegen kommt [221] [234].
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Es gilt folgende Formel zum Verstandnis des zerebralen Perfusionsdrucks [106]:

zerebraler Perfusionsdruck (CPP)

= mittlere arterieller Blutdruck (MABP) — intrakranieller Druck (ICP)

Die Korrelation zwischen Anstieg des intrakraniellen Drucks und der Menge an
ausgetretenem Blut ist klinisch sowie tierexperimentell belegt. Die Monroe-Kellie-
Hypothese besagt, dass im als geschlossen anzusehenden Raum der Schadelkalotte die
Summe der drei Hauptkomponenten Hirngewebe, Blut und Liquor cerebrospinalis zur
Aufrechterhaltung eines konstanten Drucks immer gleich sein muss. Kommt es zu
plotzlichen Verschiebungen in der Gleichung, wie z.B. bei einer Subarachnoidalblutung
durch zusadtzliche Blutmengen, bestehen nur minimale Ausgleichs- bzw.
Evasionsmoglichkeiten. Die Folge ist eine zerebrale Ischdmie auf dem Boden eines
kompromittierten Hirnperfusionsdrucks [234]. Im physiologischen Zustand ist das
Gehirn durch eine funktionierende Autoregulation in der Lage, alltagliche
Schwankungen des systolischen Blutdrucks zwischen 50 — 150 mm Hg auszugleichen und
so eine konstante Perfusion zu gewdhrleisten. Im Rahmen einer SAB wird diese
Autoregulation regelhaft beeintrachtigt [109] [164] [175] und verschiebt sich in Richtung
eines hyperkontraktilen Zustands, was meist einen zusatzlichen Abfall des CBF zur Folge
hat und damit die bereits bestehende zerebrale Ischamie augmentieren kann [159]. Der
ICP und damit der CPP erholen sich sehr schnell, teilweise innerhalb von Minuten von
ihren maximalen Ausschldagen. Der CBF zeigt sich im Vergleich zur Kontrollgruppe auf
Tage hinaus deutlich kompromittiert [133]. Diese Diskrepanz in der Erholungszeit
zwischen CPP und CBF lasst darauf schliefen, dass ein Prozess im Sinne einer akuten
Vasokonstriktion in der frihen Phase nach einer SAB ablaufen muss, der nach
Uberwindung der initialen ICP-Spitze die Kompromittierung des CBF aufrechterhilt
[232]. Nach heutigem Stand des Wissens scheint somit eine Phase der globalen Ischamie
durch Verringerung des CPP von einigen Minuten Lange in eine Gber Stunden bis Tage
andauernde Phase des friih einsetzenden Perfusionsdefizits, verursacht durch eine

akute Vasokonstriktion, Gilberzugehen [236].
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Mit Hilfe eines Polarisationsmikroskops wurden tierexperimentell [75] sowie in der
Frihphase der operativen SAB-Versorgung Spasmen an kleinen intrakraniellen GefaRen
dokumentiert [222], so dass eine Ubertragung der Erkenntnisse vom Tiermodell in den

klinischen Alltag sinnvoll erscheint.

Es muss darauf hingewiesen werden, dass betroffene Patienten unter optimalen
Bedingungen in der Regel nicht friher als 15 Minuten nach der initialen
Aneurysmaruptur von einem (Not-)Arzt beurteilt werden. Die folgende langsame
Erholung des CBF, als wesentliche Determinante fiir den initialen neurologischen Status
des Patienten, stellt den aussagekraftigsten Messparameter flr das spatere
neurologische Resultat dar [52] [125]. Diese Kausalitat ist im Tiermodell ebenfalls sehr
gut belegt [13] [78] und spiegelt sich in einem hohen Grad nach Hunt & Hess.

1.9.1.2 Akut fokal neurologisches Defizit

Die Ursachen fiir ein akut, fokal neurologisches Defizit nach einer SAB sind vielfaltig.
Denkbar sind vor allem initale Ischamien durch die akuten vasokonstriktiven oder
thrombotische Prozesse, begleitende Krampfanfille, direkte Einblutungen ins
Hirnparenchym aus dem Aneurysma, ein erhohter Hirndruck durch die Blutungmenge
selbst sowie die Lage und GroRe des Aneurysmas (z.B. PCOM-Aneurysmen mit Druck auf
den Nervus oculomotorius und Stérungen der Pupillomotorik). Haufige Symptome sind
Bewusstseinsveranderungen, periphere Paresen oder Hirnnervenausfille, die je nach
Lokalisation und Schweregrad der Blutung unterschiedlich ausgepragt sein kdénnen.
Mildere (Prodromal-)Zeichen koénnen beispielsweise ein plotzlich einsetzender,
passagerer Kopfschmerz sein [130].

1.9.1.3 Zytotoxisches und vasogenes Hirnédem

Die Entwicklung eines Hirnddems gehort neben der Rezidivblutung und vasospastischen
Effekten zu den Hauptgrinden der extrem hohen Mortalitdt und Morbiditdt einer
Subarachnoidalblutung. Das Auftreten korreliert gut mit einem friihen Perfusionsdefizit
und scheint in seiner Auspragung vom Ausmald der globalen-zerebralen Ischamie und

der akuten Vasokonstriktion abzuhangen [238] [248].
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Definiert ist ein Odem des Hirnparenchyms als Ansammlung von Gewebswasser, das zu
einer Erhohung des Hirnvolumens fiihrt [8]. Der resultierende ICP-Anstieg sorgt fiir eine
zusatzliche Depression des zerebralen Blutflusses und eine prolongierte Ischamiezeit.
Unterschieden werden Hirnddeme zum einen nach ihrem Auftreten, d.h. generalisiert
oder (peri-)fokal, zum anderen nach ihrer zytotoxischen oder vasogenen Pathogenese

[116].

Das zytotoxische Hirnddem bildet sich bereits Minuten nach experimenteller SAB [25]
und ist gekennzeichnet durch eine intrazelluldre Flissigkeitsansammlung aufgrund von
Hypoxie-bedingten Energiedefiziten durch Minderperfusion mit Beeintrachtigung der
lonenaustauscher (v.a. der Natrium-Kalium-ATPase) und dem Zusammenbruch der
lonenregulation, beispielsweise durch ungeregelte neuro-elektrische Entladungen oder

direkt zytotoxische Wirkung von Hamoglobin und seiner Abbauprodukte.

Das vasogene Hirnddem beruht hauptsachlich auf dem durch die Ischdmie bedingten
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke (BHS). Diese Permeabilitatsstorung, v.a. des
Endothels, sorgt folgend fiir einen ungeregelten Flissigkeitsibertritt in den extravasalen

Raum.

Beide Formen kdnnen in der Frithphase der SAB auftreten [18]; das vasogene Hirnédem
in der Regel mit einem spateren Beginn als das zytotoxische.

1.9.1.4 Hydrocephalus occlusus

Bedingt durch einen subarachnoidalen Resorptionsblock oder einen Verschluss der
abfihrenden Liquorwege (z.B. durch Einblutung in die Hirnventrikel) entwickelt etwa ein
Flinftel aller Patienten in der Akutphase der SAB einen behandlungsbedirftigen
Hydrocephalus occlusus [93] [88]. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass dieser im
endovaskuldren Perfusionsmodell an der Ratte sogar in etwa 40 % der Falle innerhalb
von 24 Stunden auftritt und als Indikator fir einen deutlich schlechteren Verlauf zu
werten ist [155] [121]. Zusatzlich spielt der Hydrocephalus occlusus als obstruktiver
Prozess im Liquorabflusssystem, zumindest bei ausgedehnten Blutungen, eine weitere,
entscheidende Rolle im Hirndruckverlauf, der die Perfusion vor allem periventrikular

kompromittieren kann [223].

-25-



1.9.2 ,Delayed cerebral ischemia”
Mit einer Verzogerung von einigen Tagen kann nach einer SAB eine klinisch-

neurologische Verschlechterung auftreten. Diese Gefahr besteht vor allem zwischen Tag
3 und Tag 20 nach der Aneurysmaruptur, mit einer maximalen Frequenz zwischen Tag 4
und 10 [89]. Die Griinde dafiir sind bislang nicht vollstandig geklart und wahrscheinlich
multifaktoriell. Nachgewiesen sind Modulationen im Bereich des Endothels, der
sympathischen Gefalinnervation, der Einfluss direkter, vasoaktiver
Mediatorsubstanzen und inflammatorische Prozesse. Als kompromittierende Faktoren
sind beispielsweise ein sekundar auftretender Vasospasmus mit reduzierter
Perfusionskapazitat sowie elektrische Entladungen (,spreading depolarizations”) und
andere Prozesse denkbar, die mit einem erhdohten Energiebedarf einhergehen, der bei
reduzierter Hirnperfusion nicht gedeckt werden kann. Nachdem ein schlechter initialer
Status nach der SAB (hoher Grad nach Hunt & Hess) mit einem erhéhten Risiko fir die
Entwicklung einer verzogerten Ischdmie verbunden ist [89], erscheint es nicht
unwahrscheinlich, dass bereits in der Friihphase der SAB entscheidende Weichen fir die
Entwicklung eines solchen verzogerten neurologischen Defizits gestellt werden [82].
Eine pathophysiologische Verbindung zwischen EBI und DCI ist jedoch noch nicht
eindeutig bekannt, kénnte aber z.B. metabolischer oder inflammatorischer Genese sein.
1.9.2.1 ,Spreading depolarization”

Der Ausdruck ,spreading depolarization” beschreibt ein Phdnomen, das lange als Folge
einer lange anhaltenden Vasokonstriktion verstanden wurde und bei Patienten mit
traumatischen und atraumatischen Hirnverletzungen regelhaft beobachtet wird. Das
Auftreten, vor allem aber die Gesamtdauer dieser Entladungen sind ein pragnantes
Kriterium fiir ein schlechteres klinisches Outcome [59]. Es handelt sich um spontan
auftretende Entladungen von Nerven- und Gliazellen, die sich wellenartig liber weite
Teile des Kortex bis liber die ganze Hemisphare ausbreiten kdnnen. Die folgenden
Verschiebungen der lonengradienten von Intra- und Extrazellularraum bedingen vor
allem einen ungeregelten Flissigkeitsaustausch und kénnen somit ein Hirnédem

unterhalten und augmentieren.
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Neueren Untersuchungen zufolge ist dieses Phdnomen aber eher als eigenstandiger
Mechanismus in der Entwicklung einer verzogerten zerebralen Ischamie zu sehen, da es
anscheinend keinen Zusammenhang zwischen Schweregrad der Vasospasmen und dem
Auftreten von ,spreading depolarizations” gibt. Es wird vermutet, dass langere
Entladungszeiten einen groReren kortikalen Schaden verursachen kdnnen [92]. Eine
mogliche Begriindung kénnte sein, dass nach derartigen Entladungen ein enormer
Energiebedarf besteht, um die lonenhdmostase sowie die Zellmembranpotenziale
wiederherzustellen, der bei reduzierter Durchblutung und Perfusionskapazitat nicht
gedeckt werden kann.

1.9.2.2 Inflammatorische Vorgidnge

Aus dem klinischen Alltag und aus experimentellen Versuchen ist bekannt, dass
Hamoglobin aulRerhalb des GefdaBlumens ein hohes zytotoxisches Potenzial besitzt [73].
Eine Reaktion auf diesen Reiz ist die leukozytdre Elimination in Hamoglobin-
Haptoglobin-Komplexen [32]. Diese Folge stellt sich auch nach einer Hirnblutung ein und
ist ein erschopfbarer Prozess, der einen dauerhaften (pro-)inflammatorischen Zustand
im Gewebe herstellen kann [61]. Innerhalb kurzer Zeit kommt es zur Expression von
hochspezifischen Zell-Zell-Adhdsionsmolekiilen an der luminalen Seite des Endothels
[199]. Der folgende Ablauf der Diapedese, also des Durchtritts von Leukozyten nach
extravasal, ist eine gut verstandene und ubiquitdr ablaufende Kaskade. Die
Besonderheit im Subarachnoidalraum ist, dass es im Gegensatz zu anderen
Korperregionen keinen Lymphabfluss aus diesem Gebiet gibt und die normale
Liquorresorption in den meisten Fallen durch das Hamatom gestort ist. Es kommt nun
zum Zellzerfall und der Anhdufung von Degranulationsresten, was wiederum zur
Freisetzung von beispielsweise Endothelin-1 und anderen Zytokinen fiihrt, die ihrerseits
zytotoxisch und inflammatorisch wirken kdnnen [208]. Ein weiterer Effekt von
extravasalem Hamoglobin nach SAB ist das AnstoRen der Arachidonsdurekaskade durch
hochreaktive, freie Radikale (ROS). Unter physiologischen Umstdanden entstehen sie als
Abbau-, Zwischen- oder Nebenprodukte in der Zellatmungskette und werden durch

zelleigene Enzyme eliminiert.
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Fallen vermehrt Radikale an und ist die korpereigene Reserve zur Elimination erschopft,
wirken diese Radikale extrem zytotoxisch, vor allem an besonders empfindlichen
Strukturen wie Endothelzellen, Neuronen und glatter GefdalBmuskulatur. Daraus
resultiert einerseits eine Freisetzung von vasoaktiven Substanzen aus der Zellmembran
und andererseits wird die Zellmembranintegritat direkt verletzt.

1.9.2.3 Metabolische Entgleisungen

Die komplexen metabolischen Veranderungen nach einer SAB sind ein weites Feld
aktueller wissenschaftlicher Bemiihungen. Grundsatzlich vollzieht sich wahrscheinlich
ein Wechsel in der Energiegewinnung der betroffenen Neuronen, bei der der
physiologisch aerob-oxidative Hauptweg dauerhaft eingeschrankt wird. Als Korrelate
zeigen sich hyperglykotische Phasen, die mit einem schlechten Outcome in Verbindung
gebracht werden [154]. Aktuell werden z.B. Lactat- und Pyruvatkonzentrationen als
messbare Parameter eines solchen derangierten Metabolismus untersucht. Weitere
Forschungen konzentrieren sich auf molekulare Prozesse als Angriffsort einer Therapie
[201]. In Mikrodialyseversuchen konnten nach experimenteller SAB erhohte Laktat- und
Pyruvatspiegel festgestellt werden, was fiir einen reduzierten Einschluss von Pyruvat als
Energiesubstrat in den Citrat-Zyklus spricht und eine kompensatorisch anaerobe
Verwertung wahrscheinlich werden lasst [234]. Weitere Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe in diese Richtung zeigten eine reduzierte Aktivitat des
Pyruvatdehydrogenase-Komplexes [128]. Ob diese Stoérung des aeroben Stoffwechsels
primar auf die SAB zurickzufihren oder als Folge der in der Akutphase auftretenden
Durchblutungsstérung zu werten ist, kann nach aktuellem Stand des Wissens nicht

beantwortet werden.
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.10 Fragestellung dieses Versuchsvorhabens
In  friheren Versuchen der Arbeitsgruppe wurden die Folgen einer

Subarachnoidalblutung auf die Hirndurchblutung, die neurologische Erholung sowie den
morphologischen Schaden im Gehirn dargestellt und quantifiziert. Der Fokus lag dabei
auf der Friihphase der Erkrankung und den Vorgidngen des akuten Hirnschadens. Die
Erkenntnisse liber die pathophysiologischen Vorgange in dieser Phase legen eine
neuroprotektive Wirksamkeit verschiedener Methoden und Pharmaka nahe, die in
einem umfassenden Projekt untersucht werden sollen. Diese Arbeit stellt ein Teilprojekt

dieses Vorhabens dar.

Die Hinweise auf eine Schadigung des aeroben Metabolismus in der Friihphase der SAB
legen nahe, dass Methoden, die friihzeitig den metabolischen Bedarf reduzieren, den
Schaden nach einer SAB reduzieren kdnnen. In dieser Arbeit wurde deshalb zum einen

die Wirkung einer milden therapeutischen Hypothermie (MTH) untersucht.

Des Weiteren tritt frihzeitig nach einer SAB, moglicherweise auch als Folge eines
derangierten aeroben Stoffwechsels, ein generalisiertes Hirnédem sowie eine
Endothelzellschwellung auf, die durch eine friihzeitige aggressive Therapie mit Hyper-
HES moglicherweise adressiert werden kénnen. Diese Hypothese wurde im Rahmen

dieser Arbeit ebenfalls untersucht.
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I Material & Methoden

II.1  Projektrahmen
Die nachfolgend beschriebenen Tierversuche wurden im Rahmen des von der Regierung

von Unterfranken genehmigten Tierversuchsantrags AZ 55.2-25.31.01-16/10 in der
Arbeitsgruppe Vaskuldare Neurochirurgie an der Neurochirurgischen Klinik und Poliklinik

des Universitatsklinikums Wirzburg durchgefihrt.

Verwendet wurde das in der Arbeitsgruppe etablierte und standardisierte,
experimentelle endoluminale Fadenmodell der Subarachnoidalblutung bei

narkotisierten Ratten.

II.L2  Versuchstiere
Dieses Fadenmodell nach Bederson [12] zur Induktion einer Subarachnoidalblutung bei

Ratten ist in modifizierter Form in unserer Arbeitsgruppe lange etabliert. Bei den
behandelten Versuchstieren handelt es sich um 31 mannliche Sprague-Dawley-Ratten
(Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) mit einem Korpergewicht bei
Versuchsbeginn zwischen 305 — 400 g in der Kontrollgruppe, 255 — 505 g in der
Versuchsgruppe Hydroxyethylstarke und 245 — 567 g in der Versuchsgruppe
Hypothermie. Alle Versuchstiere wurden im Tierstall der Neurologischen und
Neurochirurgischen Klinik und Poliklinik des Universitatsklinikums Wdirzburg in
Macrolon-Kafigen Typ IV bei konstanter Temperatur 20°C + 1°C sowie konstanter
Raumluftfeuchtigkeit von 58% gehalten. Uber eine Zeitschaltuhr wurde ein
zwolfstiindiger Tag-Nacht-Rhythmus eingehalten. Futter (Ssniff Spezialdidaten, Soest,
Deutschland mit 18.000 IE/kg Vitamin A, 1280 IE/kg Vitamin D3 und 120 mg/kg Vitamin
E) und Wasser standen ad libitum zur Verfiigung. Die Verbringung in den
tierexperimentellen Operationssaal sowie die Nachbetreuung liber 24 Stunden bis zur
Totung erfolgte unter gleichen Umweltvoraussetzungen mit dem Unterschied, dass ab
dem Entnahmezeitpunkt aus dem Gruppenkafig Macrolon-Einzelkafige Typ Il verwendet

wurden.
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1.3 Versuchsablauf

[1.3.1 Narkoseinduktion und -aufrechterhaltung
Die Narkoseinduktion erfolgte per inhalationem mit 4 Vol.-% Isofluran CP 1ml/ml (CP

Pharma, Burgdorf, Deutschland) mit Hilfe eines Isofluran Drager Vapor 19.3 (Dragerwerk
Libeck AG, Libeck, Deutschland) jeweils nach einem standardisierten Verfahren durch

Einsetzen des Versuchstieres in einen Glaszylinder bis zur sicheren Hypnose.

Nach Erloschen der Schutzreflexe und Priifung der Narkosetiefe durch Ausfall des
Zwischenzehenreflexes erfolgte die Sicherung des Atemwegs per endotrachealer
Intubation unter Sicht mit Hilfe eines OP-Mikroskops (Zeiss Contraves, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Deutschland). Als Endotrachealtubus diente ein modifizierter
Venenverweilkatheter der GroRe 16G (Vasofix Brauntile, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland). Dieser wurde auf eine Schaftlange von 22 mm gekiirzt, um
eine Ein-Lungen-Ventilation bestmdglich zu vermeiden und nach dem initialen Zuschnitt
nochmals frontal entgratet, um etwaige Intubationsschaden zu umgehen. Der weibliche
Luer-Lock-Adapterkonus des Venenverweilkatheters wurde mit Hilfe von Silikonband
und einem Y-Verbindungsstiick luftdicht mit dem Beatmungsgerat verbunden. Es folgte
die Verifizierung der seitengleichen Bellftung per Auskultation der Lungen. Die
anschlieende druck-kontrollierte Beatmung und Aufrechterhaltung der inhalativen
Narkose wahrend der Perioperativphase wurde durch einen Kleintierrespirator (Animal
Respirator 4600, Rhema Labortechnik, Hofheim im Taunus, Deutschland) mit einer
Initialatemfrequenz von 100/min und einer 2,5 Vol.-% lIsofluransattigung bei 40%
Sauerstoff und 60% Raumluft sichergestellt. Dieser Aufbau sorgte fiir eine ausreichende
Hypnosetiefe und eine nicht kompromittierte zerebrale Autoregulation wahrend der
chirurgischen Manipulationen. Die Narkosetiefe wurde fortlaufend durch Ausfall des
Zwischenzehen- sowie des Korneal- und Lidschlussreflexes vor Beginn, wahrend des
operativen Eingriffs und in der Nachbetreuungsphase gewahrleistet. Zum
perioperativen Schutz vor kornealer Reizung oder Austrocknung wurden die Augen
wiederholt mit Augenschutzcreme (Corneregel, Dr Mann Bausch und Lomb GmbH,

Deutschland) behandelt sowie die oralen Schleimhaute regelmaRig benetzt.
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[1.3.2 Instrumentierung der Operationssensorik

11.3.2.1 Blutdruckiiberwachung
AnschlieRend diente die Katheterisierung der Schwanzarterie (A. caudalis mediana) zur

kontinuierlichen Messung des arteriellen Blutdrucks. Erster Praparationsschritt war die
mediane Inzision der Cutis direkt oberhalb der Arterie. Nach Freilegung und
Mobilisierung der Arterie unter mikroskopischer Sicht (Zeiss Contraves, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Deutschland) erfolgte ein temporares Clipping proximal und distal des
Praparationsgebietes mit anschlieBender Inzision der Arterie. Uber die Inzision wurde
ein Polyethylenkatheter mit einem Lumendurchmesser von 0,58 mm (A. Hartenstein,
Laborbedarf GmbH, Wiirzburg, Deutschland) in die Arterie nach proximal eingefiihrt und
per Fadenligatur fixiert. AnschlieRend wurde der proximal dazu liegende Clip entfernt,
um einen physiologischen Blutfluss zu gewahrleisten. Das distale Inzisionsende wurde
per Fadenligatur dauerhaft verschlossen. Abbildung 2 zeigt diesen perioperativen
Zustand. Ab diesem Zeitpunkt erfolgte die kontinuierliche Aufzeichnung des mittleren
arteriellen Blutdrucks tber einen Uberwachungsmonitor (Hellige Servomed SML 108,

Hellige GmbH, Freiburg im Breisgau, Deutschland).

Abbildung 2 (2015): Darstellung der katheterisierten Schwanzarterie bei Ratten
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11.3.2.2 Blutgasanalysen zur Uberwachung der physiologischen Parameter
Zusatzlich diente der intraarterielle Katheter zur regelmaRigen Abnahme von arteriellen

Blutproben zur arteriellen Blutgasanalyse (BGA) und somit zur Optimierung der
Narkosefihrung und damit der Vergleichbarkeit der Versuchstierergebnisse.
Gemessene Parameter waren hier der arterielle pH-Wert, sowie der peripher-arterielle
Sauerstoff- (Pa0;) und Kohlendioxidanteil (PaCO,). Eine erste Bestimmung der Blutgase
erfolgte unmittelbar nach Anlage des Katheters mit Hilfe eines BGA-Gerats
(Blutgasanalysegerat RAPIDPoint 400/405 AutomaticQC Cartridge, Siemens Healthcare
GmbH, Erlangen, Deutschland). Zielwerte waren ein arterieller pH-Wert von 7,36 — 7,44

sowie ein Pa0O; von 80 — 120 mm Hg und ein PaCO; von 36 — 44 mm Hg.

Direkt vor Auslosen der Subarachnoidalblutung wurde eine erneute Blutprobe
entnommen, um abweichende Parameter vor dem Blutungsereignis standardisieren zu

kénnen.

Nach Induktion der SAB erfolgten die BGA in den Abstanden 60 Minuten, 120 Minuten
und 180 Minuten mit bedarfsweiser Modifikation der Beatmungsparameter.

11.3.2.3 Temperaturkontrolle

Die Instrumentierung der Neurosensorik begann mit der Ermittlung der Hirntemperatur
Uber eine speziell angefertigte Temperatursonde (Thermocoax, Stapelfeld,
Deutschland), die an der Schadelbasis unterhalb des M. temporalis per transkutaner
Miniinzision und vorsichtigem Vorschieben platziert wurde. Die Aufrechterhaltung der
Korpertemperatur richtete sich nach der Versuchsgruppe (Normothermie = 37,0°C,
Hypothermie = 34°C, Hydroxyethylstiarke = 37,0°C) und wurde Uber eine feedback-
gesteuerte Warmelampe (Exo Terra PT-2052, Hagen GmbH & Co. KG, Holm,
Deutschland) erreicht.

11.3.2.4 Bestlickung mit CBF/ICP-Sonden

Die Praparationen der zwei Laser-Doppler-Flowmetrie-(LDF)-Sonden (Sonde P5b, Moor
Instruments, Axminster, GroRbritannien) sowie einer Hirndrucksonde (Typ Camino,
Integra Life Sciences, Plainsboro, USA) erfolgten unter mikrochirurgischer Sicht durch
ein Operationsmikroskop (Zeiss Contraves, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland )

Uber Bohrlochtrepanationen.
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Zur Anlage wurden die Tiere aus der vormaligen Riickenlage in Bauchlage gedreht. Per
medianem Haut- und Weichteilschnitt erfolgte die Praparation der Schadelkalotte. Die
Bohrlochanlagen der LDF-Sonden erfolgten standardisiert zwei Millimeter posterior und
funf Millimeter lateral des Bregma im Os parietale, um eine eventuelle Perforation der
vendsen Sinusoiden zu vermeiden und sicher das Versorgungsgebiet der A. cerebri
media abbilden zu kénnen. Die Dura mater wurde bei dieser Praparation geschont, um
eine Verfalschung der Hirndruckmessung durch direkte Verletzung der Hirnoberflache

oder Liquorverlust zu verhindern.

Das separate Bohrloch der Hirndruckmessung wurde ebenfalls standardisiert rechts
frontal 0,5 mm anterior und drei Millimeter lateral des Bregma angelegt. Die Dura mater
wurde hier punktuell eroffnet und die Kortexoberflache bipolar koaguliert, um eine

intraparenchymale Lage der Sonde zu erreichen.

Alle drei Bohrlochtrepanationen hatten einen Durchmesser von 1,5 mm und wurden mit
einer Dental-Bohrmaschine (KaVo EWL 3-36V Typ 900, KaVo Elektrotechnisches Werk,
Leutkirch im Allgdu, Deutschland) in Verbindung mit einem 1 mm Diamant-Fraskopf

angelegt. Abbildung 3 veranschaulicht die fertig angelegten Trepanationsstellen.
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Abbildung 3 (2015): Darstellung der Bohrlochtrepanationsstellen fiir die LDF-Sonden sowie fiir die
Hirndruckmesssonde bei Ratten

Nach Anlage aller drei Bohrlécher wurden die Tiere wieder in Riickenlage gebracht, um
eine stereotaktische Fixierung der Kopf-Halsregion mittels stumpfer, atraumatischer
Ohrfixierungen (non-perforating earbars) unter Schonung der Trommelfelle zu

ermoglichen.

In die symmetrisch angelegten, hinteren Bohrlocher wurden unter Zuhilfenahme jeweils
eines Mikromanipulators bilateral die beiden LDF-Sonden platziert, justiert und fixiert.
Uber einen Laser-Doppler-Monitor (MBF3D Laser-Doppler Flowmeter, Moor
Instruments, Axminster, GrofRbritannien) konnte nun der lokale zerebrale Blutfluss
(LCBF) bilateral im Zeitraum von dreiBig Minuten vor bis drei Stunden nach Auslésen der
SAB im Versorgungsgebiet der A. cerebri media kontinuierlich in Echtzeit gemessen und
aufgezeichnet werden. Die Aufzeichnungsrate betrug 2 Hz. Per definitionem galt der
Uber der rechten Hemisphéare abgeleitet LDF-Wert (LDF-1) als ipsilateral, da tGber dieser

Hemisphare die GefalRperforation ausgeldst wurde.

-35-



Die Anlage der Hirndrucksonde erfolgte analog zu den LDF-Sonden per
Mikromanipulator im rechts-anterioren Bohrloch durch Einbringen der Sonde in das
Hirngewebe und anschlieBender Nullwert-Tarierung. Die Werte wurden kontinuierlich
in Echtzeit mit einer Auflésung von 2 Hz per Datenerfassungsgerat (Camino V420-7,

Integra Neurosciences, Hampshire, GroBbritannien) aufgezeichnet.

[1.3.3 Induktion der Subarachnoidalblutung
Zur Pradparation der Halsgefille verblieben die Tiere in Riickenlage, fixiert im

stereotaktischen Rahmen. Die endovaskuldre Fadenpunktionstechnik bei Ratten geht
auf ein 1995 vorgestelltes Praparationsmodell nach Bederson zuriick [12]. Das Modell
ist eines der wenigen Tiermodelle zur artifiziellen Auslosung einer SAB, das, sofern
korrekt angewendet, sehr gut reproduzierbare Blutungen in einem fest definierten Areal

auslost, wie Hollig et al. aktuell evaluiert haben [98].

Beginnend mit einer rechts-paramedianen Hautinzision am Hals zwischen Manubrium
sterni und der Mandibula sowie dem stumpfen Auftrennen des Platysma, wurde die
rechte Glandula submandibularis frei prapariert, mobilisiert und nach lateral per
Fasshdkchen aus dem Operationsgebiet herausgehalten. Es folgte die Spaltung der
oberflachlichen Halsfaszie und die Darstellung der Mm. sternocleidomastoideus,
digastricus et sternohyoideus sowie deren Mobilisierung und Fixierung mittels
Hakensperrer, um die Ubersicht im OP-Gebiet zu optimieren. Nach Tiefenprédparation
entlang der rechten A. carotis communis als Leitstruktur erfolgte die Identifizierung und
Mobilisierung der Carotisbifurkation sowie sukzessive der Ae. carotis communis, externa

et interna.

Die A. carotis externa wurde an ihrem kraniellen Ende per Fadenligatur (7-0 Vicryl,
Ethicon, Johnson & Johnson, Norderstedt, Deutschland) verschlossen. Die Ae. carotis
communis et interna wurden temporar mittels Microclip (Zen Temporary Clip No. 10-b
13x0,4 mm, Ohwa Tsusho Co. Ltd., Tokyo, Japan) vom Blutstrom getrennt. Abbildung 4

illustriert diesen Operationsschritt.
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Abbildung 4 (2015): Darstellung der geclippten A. carotis communis (A), der geclippten A. carotis interna (B) sowie
der kraniell legierten A. carotis externa (C) bei kaudal vorgelegter Fadenligatur (D) bei Ratten

Bei anliegender Blutleere konnte die Arteria carotis externa je nach VersuchstiergréfRe
fiinf bis sieben Millimeter rostral der Carotisbifurkation inzidiert werden. Uber diesen
intraarteriellen Zugang wurde ein monofiler, apikal schrag-spitz zugeschnittener
Kunststofffaden (3-0 Prolene, Ethicon, Johnson & Johnson, Norderstedt, Deutschland)
in das Lumen eingebracht und mittels einer vorgelegten Fadenligatur (7-0 Vicryl,
Ethicon, Johnson & Johnson, Norderstedt, Deutschland) gesichert. Das folgende
Absetzen der A. carotis externa knapp proximal der kraniellen Ligatur ermdglichte ein
Umklappen des stehenden GefaRstumpfes mit dem inserierten Prolene-Faden an der
Carotisbifurkation in Flussrichtung der A. carotis interna und ein vorsichtiges

Vorschieben des Perforationsfadens bis zu deren temporarem Clip.

Durch das Entfernen zuerst des Interna-, dann des Communis-Clips war es nach einer
30-minltigen Stabilisierungsphase unter physiologischer Perfusion moglich, den
Perforationsfaden entlang des Gefallverlaufes der A. carotis interna nach intrakraniell

einzuschwemmen.
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Durch einen Abfall im ipsilateralen, zerebralen Blutfluss konnte die korrekte Lage der
Fadenspitze in der A. carotis interna am Ursprung der A. cerebri media verifiziert
werden. Abbildung 5 stellt in schwarz schematisch den angestrebten, endovaskularen

Fadenverlauf im Hirnstromgebiet dar.

MCA

PA

ECA

Abbildung 5 (2018): Schematische Darstellung des endoluminalen Fadenmodells der SAB bei Ratten; ACA= A. cerebri
anterior, MCA= A. cerebri media, PCA= A. cerebri posterior, PA= A. palatina, ICA= A. carotis interna, ECA= A. carotis
externa, OA= A. occipitalis

-38 -



Abbildung 6 zeigt den OP-Situs zum Zeitpunkt direkt vor Induktion der
Subarachnoidalblutung. Die eigentliche Perforation findet statt, indem der Faden zwei
bis drei Millimeter weiter in Richtung intrakraniell auf das Carotissiphon hin

vorgeschoben wird.

Abbildung 6 (2015): Darstellung des Fadenverlaufes in der A. carotis interna nach intrakraniell (C) am sorgfiltig
préparierten und geschonten N. Vagus (B) und Fadenligatur am umgeklappten Stumpf der A. carotis externa bei
Ratten (A)

Eine erfolgreiche Perforation im gewilinschten Zielbereich zeigte sich durch einen
schlagartigen Anstieg in der Hirndruckiberwachung sowie einen bilateralen Abfall im

zerebralen Fluss tiber den LDF-Sonden.

Nach gesicherter Perforation wurde der Prolene-Faden sofort zurlickgezogen, um eine
nicht-kompromittierte Perfusion im Stromgebiet der A. carotis interna und damit die
Ausbildung der Subarachnoidalblutung zu gewahrleisten. Es erfolgte eine Ligatur des
Arteria carotis externa-Stumpfes. Die potentielle Ischdmiezeit betrug wahrend aller

Eingriffe unter vier Minuten.
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[1.3.4 Operationsende und Narkoseausleitung
Nach Verschluss des arteriellen Zugangs an der A. carotis externa und voélligem

Entfernen aller Fremdmaterialien sowie Kontrolle auf Blutstille im Operationsgebiet
erfolgte ein schichtweiser Wundverschluss unter anatomischen MaRgaben mit
Einzelknopfndahten (3-0 Prolene, Ethicon, Johnson & Johnson, Norderstedt,
Deutschland), sofern die Versuchsreihe keine anderweitige Praparation, wie z.B. die
Anlage eines zentralen Venenkatheters, notwendig machte. Es begann die jeweilige

Uberwachungs- und Aufzeichnungsphase.

Nach Abschluss der Monitorphase wurden alle Bohrlochzugdnge sowie die arterielle
Blutdruckmessung, der zentralvenése Zugang und die Temperaturiberwachung lege
artis versorgt. Alle Hautwunden wurden schrittweise verschlossen. Zur
Narkoseausleitung wurden die Versuchstiere in Riickenlage verbracht und das Isofluran
unter einem Sauerstoffanteil von 100% mit einem Frischgasfluss von 2 |/min lGber den

Respirator ausgewaschen.

Nach Wiedererlangen der Schutzreflexe und einer suffizienten Spontanatmung wurden
die Tiere extubiert und zur postoperativen Uberwachung in ihren Kifig zuriickgelegt.
Dieser wurde liber eine Warmeplatte (MEDAX Typ 13501, Nagel GmbH, 24109 Kiel,
Deutschland) fiir die 24-stiindige Nachbeobachtungsphase mit 36°C auf eine

Kafiginnenraumtemperatur von 32°C £ 1°C beheizt.

[1.3.5 Intraoperative Arbeitsschritte der Hypothermie- Versuchsgruppe und der
dazugehdrigen Kontrollgruppe
Innerhalb der Normothermiegruppe (=Kontrollgruppe) wurde die Hirntemperatur der

Versuchstiere durchgehend unverdndert bis zum Ende der Monitorphase

aufrechterhalten.

Die Versuchstiere der Reihe Hypothermie wurden 15 Minuten im Anschluss an das
Auslosen der SAB und dem darauffolgenden Wundverschluss von extern gekihlt. Dazu
verblieben die Tiere in Rickenlage. Der Korperstamm wurde seitlich mit jeweils
vorgekiihlten (120 Minuten im Kuahlschrank bei 6°C) Kaltekompressen (Kalt/Warm
Mehrfach Kompresse, 8,5 x 13 cm, WUNDmed GmbH & Co. KG, Abenberg, Deutschland)
bedeckt.
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Zudem war ein skalierbares Raumluftgeblise (Miiholos Speedy 1500, MUHOLOS-WERK
Alfred Miller GmbH & Co., Niefern, Deutschland) in 40 Zentimetern Abstand Uber den
Tieren fest installiert, das fiir ein schnelleres Absenken der Kdrpertemperatur sorgte.
Die Zielhirntemperatur von 34°C wurde im Mittel nach 32,3 Minuten erreicht. Um diese
Temperatur fiir den Versuchszeitraum von 180 Minuten konstant zu halten, wurde die
temperaturgesteuerte Warmelampe (Exo Terra PT-2052, Hagen GmbH & Co. KG, Holm,
Deutschland) von 37°C auf 34°C umprogrammiert. Nach Abschluss der Monitorphase
wurden die Tiere innerhalb von 60 Minuten per Temperatursteuerung Uber die

Warmelampe von extern auf 37°C wiedererwarmt.

[1.3.6 Intraoperative Arbeitsschritte der Hydroxyethylstarke-Versuchsgruppe und der
dazugehdrigen Kontrollgruppe
Die Versuchstierreihen mit Hyper-HES und deren Kontrollgruppe (0,9% NaCl-Losung)

bendtigten zur zweizeitigen, individualisierten Volumenapplikation einen zentralen
Gefallzugang. Dieser wurde als zentraler Venenkatheter (ZVK) direkt anschlieBend an
die SAB ebenfalls rechts-cervikal in die V. jugularis externa platziert. Dies erfolgte per
Praparation der Vene lateral der Glandula submandibularis. Zunichst wurde der
kranielle Anteil ligiert, dann der kaudale Anteil mobilisiert und per Faden unterminiert.
Diese Fadenvorlage diente im Verlauf zur Fixierung des Katheters in der Vene. Etwas
kaudal des vorgelegten Fadens wurde ein temporéarer Clip gesetzt. Bei Blutleere im
Operationsgebiet wurde die Vene inzidiert und ein Polyethylenkatheter mit
Lumendurchmesser von 0,28 mm (A. Hartenstein, Laborbedarf GmbH, Wirzburg,

Deutschland) eingefiihrt, nach zentral vorgeschoben und per Fadenvorlage fixiert.

Die Applikation von Hydroxyethylstirke erfolgte zu zwei im Versuchsprotokoll
definierten Zeitpunkten mit jeweils der halben individuellen Dosis (4 ml/kg
Korpergewicht Gesamtdosis), zunachst 15 Minuten nach Auslésen der SAB und im
Verlauf wiederholt nach 150 Minuten Gesamtdauer nach SAB per Kurzinfusion. Analog
dazu erfolgte die ebenfalls zweizeitige Applikation von isotonischer Kochsalzlésung (0,9
% NaCl-Kurzinfusion) in der Dosierung von 4 ml/kg Korpergewicht Gesamtdosis tiber den

ZVK in der Kontrollgruppe.
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Nach Abschluss der Infusionstherapie wurde die V. jugularis externa vollstandig ligiert
und zusatzlich bipolar koaguliert. Der anschlieBende Wundverschluss erfolgte nach
anatomischen MalRgaben. Wahrend des gesamten perioperativen Verlaufs wurden die
Tiere per temperaturgesteuertem Warmeerhalt (Exo Terra PT-2052, Hagen GmbH & Co.

KG, Holm, Deutschland) bei 37,0°C Hirntemperatur gehalten.

[1.3.7 Datenerfassung
Die Datenerfassung erfolgte mit einem Apple PowerMac G3 (Apple Inc., Cupertino, USA)

in Verbindung mit einem analog-digital Datenwandler (ADInstruments PowerLab/8sp,
ADInstruments Ltd., Oxford, GrolRbritannien) und der Datenerfassungs-Software
LabView (National Instruments, Minchen, Deutschland) ({ber die gesamte
Versuchsdauer in Echtzeit. Die Aufzeichnungsbreite umfasste den intrakraniellen
Hirndruck, die zerebrale Hirndurchblutung beider Hemispharen sowie den mittleren
arteriellen Blutdruck. Alle Werte wurden mit einer zeitlichen Auflésung von 2 Hz
aufgezeichnet. Zur Datenreduktion wurden Wert-Matrizen zur Ermittlung des jeweiligen

Mittelwertes erstellt.
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1.4 Protokolle der Versuchsgruppen
Die Versuche gliederten sich in zwei Versuchsreihen.

In der ersten Versuchsreihe erfolgte der Vergleich der milden, therapeutischen

Hypothermie mit einer normothermen Kontrollgruppe.

In der zweiten Versuchsreihe wurde die friihe Therapie mit Hydroxyethylstarke mit einer

Kontrollgruppe verglichen.

[1.4.1 Versuchsreihe 1: Hypothermie vs. Kontrolle
Gruppe 1: In dieser Gruppe wurde nach Auslosen der SAB die Kérpertemperatur durch

externe Kihlung auf 34°C abgesenkt und (ber den feedback-kontrollierten
Regelmechanismus mithilfe der Warmelampe iber 180 Minuten auf diesem Niveau
konstant gehalten. AnschlieRend erfolgte die langsame Erwarmung lber etwa 60

Minuten per Warmelampe.

Gruppe 2: Die Korpertemperatur wurde wahrend der gesamten Monitoringphase bei
37,0°C per Warmelampe konstant gehalten.

[1.4.2 Versuchsreihe 2: Hydroxyethylstarke vs. Kontrolle

Gruppe 3: Den Versuchstieren wurden zwei Kurzinfusionen mit einer Gesamtdosis von
4 ml/kg Korpergewicht Hyper-HES verabreicht. Die erste Kurzinfusion tGber 5 Minuten
wurde 15 Minuten nach Auslosen der SAB appliziert. Eine weitere Dosis wurde 150

Minuten nach Auslésen der SAB, ebenfalls Gber 5 Minuten per Kurzinfusion, gegeben.

Gruppe 4: Den Versuchstieren dieser Gruppe wurden zu den gleichen Zeitpunkten tGber
die gleiche Dauer die gleichen Volumina isotoner Kochsalzlésung (0,9% NaCl) per

Kurzinfusion verabreicht.
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.5  Postoperative Kontrolle 24 Stunden nach Induktion der
Subarachnoidalblutung
Bei allen eingeschlossenen Tieren erfolgte zundchst eine prdoperative Sichtung

hinsichtlich psychischer oder physischer Verhaltensauffalligkeiten. Nach erfolgtem
Eingriff wurde das Uberleben in 6-stiindigen Intervallen kontrolliert und sichergestellt.
Nach insgesamt 24 Stunden erfolgte eine detaillierte klinische und neurologische
Untersuchung.

[1.5.1 Gewichtsverlauf

Die Versuchstiere wurden jeweils prdoperativ und 24 Stunden nach SAB auf einer
digitalen Waage (Prazisionswaage 440-47, Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern,
Deutschland) gewogen und das Gewicht dokumentiert. Futter (Ssniff Spezialdidaten mit
18.000 IE/kg Vitamin A, 1280 IE/kg Vitamin D3 und 120 mg/kg Vitamin E, Soest,
Deutschland) und Wasser wurden analog zur praoperativen Situation ad libitum zur
Verfligung gestellt.

[1.5.2 Neurologische Funktion

Um ein objektives Bild des postoperativ-neurologischen Zustands jedes Versuchstieres
zu erhalten, wurde das klinische Funktionsdefizit anhand zweier standardisierter Neuro-
Scores 24 Stunden nach SAB erhoben. Dazu wurden die Tiere jeweils in einen grof3en,
offenen Kafig verbracht und 15 Minuten zur Akklimatisierung abgeschirmt. Dies diente
der Beurteilung von Bewusstsein, Verhalten, Motorik und sensorischer Kapazitat. Die
Testungen wurden allesamt durch einen fir die Versuchsgruppen verblindeten

Untersucher durchgefihrt.

Der Aktivitats-Score [231] beinhaltet eine flinf-stufige Punkteskala:
Normale Spontanaktivitdt = 4 Punkte
Leicht reduzierte Spontanaktivitat = 3 Punkte
Keine Spontanaktivitat, aber Bewegung nach Schmerzreiz = 2 Punkte
Keine Aktivitat = 1 Punkt

Tod = 0 Punkte
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Der modifizierte Bederson-Hemiparese-Score [14] [214] ist nach einer sechs-stufigen

Punkteskala wie in Tabelle 2 aufgebaut:

Neurologisch unauffillige Versuchstiere mit | 5 Punkte
normalem Stellreflex (Tier streckt beim

Anheben beide Vorderpfoten)

Eingeschrankter Stellreflex (Tier beugt beim | 4 Punkte
Anheben und Anndherung an den Boden die
zur Blutung kontralateral liegende

Vorderpfote)

Verminderter Widerstand und Instabilitat bei | 3 Punkte

lateralem Druck hinter der Schulter

Unkontrollierte  Kreisbewegungen nach | 2 Punkte

Festhalten am Schwanz (,,Circling”)

Spontanes Circling bei freier Bewegung auf | 1 Punkt

dem Boden

Keine spontan-motorische Aktivitat 0 Punkte

Tabelle 2 (2019): Bederson-Hemiparese-Score in Anlehnung an Bederson et al. 1986 [14]
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.6 Quantifizierung des ischamischen Schadens
Insgesamt 24 Stunden nach Auslésen der SAB und der abschlieBenden neurologischen

Untersuchung wurden die Versuchstiere erneut mit 4 Vol.% Isofluran narkotisiert.
AnschlieBend erfolgte die intraperitoneale Bolus-Injektion von 50 mg Thiopental (Inresa
Arzneimittel GmbH, Freiburg, Deutschland). Nach Erléschen jeglicher Reflexe und
Schmerzreaktionen erfolgte eine Thorakotomie sowie eine Kardiomyotomie am Apex
cordis, um einen abgestumpften Butterfly-Katheter (Butterfly®-25 short, Abbott GmbH,
Wiesbaden, Deutschland) in den noch pumpenden linken Ventrikel einzubringen und in
situ zu fixieren. AnschlieRend wurde das rechte Herzohr eroffnet. Uber den
linksventrikuldaren Zugang wurde zunachst eine Aussplilung mit 100 ml physiologischer
Kochsalzlosung (B. Braun-Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) durchgefiihrt, bevor
sich eine 15-minltige Perfusionsfixierungsphase mit 4%-Phosphat gepufferter
Paraformaldehydlosung unter dem Druck von 150 cm Wassersaule per
Druckinfusionsbeutel anschloss. Ein zusatzlich angelegter Clip auf der Aorta abdominalis
sorgte flr eine erh6hte Anflutung des Paraformaldehyds in der oberen Zirkulation,

inklusive des Hirnkreislaufes, und damit fir eine schnelle Fixierung des Hirngewebes.

Die Hirnentnahme erfolgte nach Wiedereroffnung der Bohrlochtrepanationswundnaht
Uber der Kalotte. Folgend wurde das Schadeldach von okzipital nach rostral per
interorbitaler Schnittfiihrung er6ffnet. Nachdem das Riickenmark sowie beide Nn. optici
et olfactorii abgesetzt waren, konnte das Versuchshirn mit Hilfe eines breiten Spatels

schonend entnommen werden.
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I1.6.1 Makroskopische Quantifizierung der subarachnoidalen Blutmenge
Nach Loslosung aus der Schadelgrube wurde die makroskopisch sichtbare Blutung

anhand des standardisierten, semi-quantitativen Fisher-Scores [72] beurteilt und wie

folgt dokumentiert:

- Grad 0: kein sichtbares Blut

- Grad 1: Blutfahnen sichtbar, aber kein Blutkoagel

- Grad 2: unilaterales Blutkoagel

- Grad 3: generalisiert-bilaterales, basales Blutkoagel (exemplarisch in
Abbildung 7)

- Grad 4: intrazerebrales Himatom mit oder ohne subarachnoidale

Einblutung

Abbildung 7 (2015): Versuchshirn mit
Subarachnoidalblutung Fisher Grad 3

Im Anschluss wurden die Hirne bei 6°C fiir 24 Stunden in EinzelgefaBen, gefillt mit 4

Vol.-% Paraformaldehyd, gelagert.
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II.L7  Histomorphologische Bestimmung des neuronalen Zellschadens
Die histologische Aufarbeitung zur morphometrischen Auswertung begann mit einer

Dehydrierungsreihe  der eingelagerten  Versuchstierhirne in  aufsteigenden
Alkoholbadern (70 Vol.-% -> 90 Vol.-% -> 96 Vol.-%) in einem Dehydrierungsautomaten
(Thermo Scientific STP 120, Thermo Fischer Scientific, Dreieich, Deutschland) und der
anschliefenden Einbettung in Paraffin. Die weitere Aufarbeitung in den Folgetagen
begann am Mikrotom (Slide 2003, pfm AG, Koéln, Deutschland), wobei von jedem
Versuchstierhirn jeweils acht 4 um dicke Serienschnitte der Zielregion im Hippocampus
im Abstand von 400 um gemacht und auf Objekttrdager aufgebracht wurden. Es folgte

eine Selektion auf jeweils vier Schnitte pro Versuchstierhirn nach optischer Qualitat.

[1.7.1 Morphometrie unter Hdmatoxylin-Eosin-Farbung
Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung schloss sich direkt an den Zuschnitt an, sodass drei

vordefinierte Bereiche der Hippocampus-Region CA-1 (Bregma -3.24, -4.92, -6.12,
bestimmt aus Paxinos/Watson ,The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates” [165])
aufgesucht und zur Aufarbeitung beider Hemispharen dokumentiert werden konnten.
Die visuelle Analyse nach vitalen Neuronen und solchen mit L3sionen sowie deren
Anzahl wurde von einem fiur die Versuchsreihen verblindeten Untersucher unter
Zuhilfenahme eines Lichtmikroskops (Leica DMI 3000 B, Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland) bei 40-facher VergroRerung durchgefiihrt. Das Mikroskop war
direkt mit einer digitalen Bildentwicklereinheit (Leica DFC 450 C, Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Deutschland) verbunden und konnte in Echtzeit per Universal-Serial-
Bus (USB) Bilder auf einen Personal Computer (PC) libertragen. Die Bilddokumentation,
Bearbeitung und Auswertung erfolgte mittels Software (Leica Application Suite 4.5, Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland). Die Aufnahmen wurden in eine normierte
Groe und Position geordnet und per definiertem Rahmen (0,2 mm x 0,3 mm) fiir die

Auszdhlung vorbereitet.

Vitale Neurone waren per definitionem solche mit basophilem Zytoplasma und
intaktem, scharf abgrenzbarem Nukleus, wohingegen Zellen mit Lasionen durch
pyknotische Zellkerne oder Karyolyse auffielen [172] [243]. Die Anzahl der beschadigten

Zellen wurde als Ratio zu allen sichtbaren Zellen im Zielbereich dokumentiert.
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[1.7.2  Immunhistochemische Einfdarbung
Die immunhistochemische Einfarbung erfolgte durch eine erste Waschung in Phosphat

gepufferter Salzlosung (PBS) und anschliefender Blockierung mit 10% Horse Serum in
PBS. AnschlieRend wurde der priméare Antikorper (Cleaved Caspase-3 antibody Asp175,
1:300, Cell Signaling Technology, Cambridge, GroRRbritannien) aufgetragen und zwolf
Stunden Uber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank inkubiert. Am Folgetag wurde ein zweites
Mal in PBS gewaschen, der sekundare Antikorper (Cy3 conjugate goat and rabbit IgG,
Jackson Immunoresearch Laboratories Inc., Suffolk, GroRBbritannien) hinzugegeben und
fir eine weitere Stunde bei Raumtemperatur (21°C) inkubiert. Es folgte die letztmalige
Waschung per PBS. Alle Praparate wurden zusatzlich mit 4/,6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI) gefarbt.

Allgemein bleibt festzuhalten, dass die Qualitdat der immunhistochemischen Farbung
bzw. der verwendeten Antikérper maRgeblich von der sorgfiltigen Reinigung der
antigen-spezifischen Antikorperfraktion bei der Antikérperherstellung sowie der
spateren Lagerung und Verwendung abhangig ist. Die diesbeziiglichen
Herstellervorgaben sind exakt eingehalten worden. Die grundlegenden Regeln der
»go00d laboratory practice” waren obligat. Die Vorbereitung und Durchfiihrung der
Einfarbephasen wurden ausschlieBlich von einer Person an einem Ort durchgefiihrt, um

Storeinflisse zu minimieren.

Die visuelle Analyse nach Caspase-3 positiven Zellen wurde von einem fir die
Versuchsreihen  verblindeten Untersucher und unter Zuhilfenahme eines
Fluoreszensmikroskops (Leica DMI 3000 B, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland) unter 40-facher VergroRerung durchgefiihrt. Das Mikroskop war direkt mit
einer digitalen Bildentwicklereinheit (Leica DFC 450 C, Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland) verbunden und konnte in Echtzeit per USB Bilder auf einen PC
Ubertragen. Die Bilddokumentation, Bearbeitung und Auswertung erfolgte mittels
Software (Leica Application Suite 4.5, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland)
auf dem angeschlossenen PC. Die Aufnahmen wurden in eine normierte GréRe und
Position geordnet und per definiertem Rahmen (0,2 mm x 0,3 mm) fiir die Auszahlung

vorbereitet.
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Die Anzahl der beschadigten Zellkerne (Kriterien analog zur Hamatoxylin-Eosin-Farbung)
wurde als Ratio zu allen sichtbaren Zellen im Zielbereich dokumentiert. Abbildung 8 zeigt
zusammengefasst eine Ubersicht der verwendeten Firbemethoden, des endgiiltigen
Overlays zur Auszahlung sowie exemplarisch Zellkerne mit sicheren Lasionszeichen

durch weil3e Pfeilmarkierungen.

Abbildung 8 (2017): Zusammenstellung der histologischen Fdrbemethoden; A: Himatoxylin-Eosin-Férbung; B: 4°,6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI)-Fdrbung; C: Caspase-3-Fdrbung; D: Overlay DAPI/Caspase-3-Fdrbungen; Pfeile in A
und D verweisen jeweils auf Zellkerne mit Lésionszeichen in Anlehnung an Prunell et al. 2003 [177] und Wolf &
Wartenberg 2012 [250]
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[1.8  Statistische Datenauswertung
Die statistische Analyse erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 4 (GraphPad

Software, Inc., La Jolla, California, USA). Die graphische Ausgabe erfolgte mit Hilfe von
Microsoft Excel 2013 und Microsoft Powerpoint 2013 (Microsoft Corporation,
Redmond, USA).

Die aufgenommenen Parameter der Monitorphase wurden per t-Test flir ungepaarte
Stichproben analysiert. Die Normalverteilung wurde per D’Agostino-Pearson-Test
geprift. Ein Unterschied wurde als signifikant angenommen, wenn der p-Wert unter
dem Signifikanzniveau mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 5% lag (= p < 0,05). Alle

Ergebnisse sind als Mittelwert (MW) * Standardabweichung (SD) dargestellt.
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Il Ergebnisse

1.1 Vorbemerkungen zu den Versuchsreihen
Vor Beginn der eigentlichen Versuchsreihen wurden nach dem obligaten

Tierversuchskundekurs einige Vorversuche unternommen, um Sicherheit im generellen
Umgang mit den Versuchstieren, dem Instrumentarium, der Narkoseeinleitung und
Intubation mit folgender suffizienter Beatmung, der Instrumentierung der Mess- und
Uberwachungssensorik, der Operationstechnik unter der Pramisse komplikationsloser
und moglichst kurzer Operationsverlaufe mit identischen Blutungsinduktionen sowie
moglicher Komplikationen zu erlangen und durch die schnelle Serienreife eine

groRtmogliche Vergleichbarkeit zu erreichen.
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1.2 Einfluss der milden Hypothermie auf die Entstehung und Auspragung des
frihen Hirnschadens nach Subarachnoidalblutung

[11.2.1 Pathophysiologische Verdnderungen vom Zeitpunkt 30 Minuten vor bis 180
Minuten nach Auslésen der Subarachnoidalblutung

111.2.1.1 Verdnderungen der physiologischen Parameter
Die dokumentierten Versuchswerte von pH, arteriellem Sauerstoffpartialdruck (PaO;)

und arteriellem Kohlendioxidpartialdruck (PaCO;), wie in Tabelle 3 dokumentiert,

zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den verglichenen Gruppen.

pH-Wert 30 Minuten vor 5 Minuten vor SAB 60 Minuten nach 120 Minuten nach
SAB SAB SAB
Hypothermie-Gruppe 7,44 £ 0,04 7,39 £ 0,04 7,38 £ 0,04 7,36 £0,04
Kontroll-Gruppe 7,43 £0,03 7,39+0,04 7,40 £ 0,03 7,41 +£0,03

PaO; (mm Hg)

30 Minuten vor

SAB

5 Minuten vor SAB

60 Minuten nach

SAB

120 Minuten nach
SAB

Hypothermie-Gruppe

1179+17,8

111,4+10,2

132,1+23,3

116,8 £ 27,7

Kontroll-Gruppe

112,3+12,6

107,8 £ 13,9

111,6 £12,9

114,1+10,1

PaCO; (mm Hg)

30 Minuten vor

5 Minuten vor SAB

60 Minuten nach

120 Minuten nach

SAB SAB SAB
Hypothermie-Gruppe | 35,1+ 5,6 38,2t5,6 38,7:7,8 41,6 £6,7
Kontroll-Gruppe 38,8£3,9 40,8+ 4,8 39,1£4,9 37,5t4,9

Tabelle 3 (2017): pH-, PaO,-, PaCO,-Wertevergleich der Blutgasanalysen in der Hypothermie-Gruppe vs. Kontroll-

Gruppe
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111.2.1.2 Veréinderungen des mittleren arteriellen Blutdruckes (MABP), des intrakraniellen Druckes

(ICP) sowie des zerebralen Perfusionsdruckes (CPP) vor und nach SAB
Mittlerer arterieller Blutdruck (MABP)
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Abbildung 9 (2016): zeitliche Verldufe des MABP, des ICP sowie des CPP vor und nach SAB in der Hypothermie-Gruppe vs. Kontroll-Gruppe
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Der MABP erhohte sich in der Kontrollgruppe (=Normothermie) nach Auslésen der SAB
von einem Ausgangswert von 83 + 19 mm Hg auf ein Maximum von 89 £ 15 mm Hg nach
5 Minuten und sank folgend auf 78 £ 17 mm Hg nach 60 Minuten bzw. 78 £ 22 mm Hg
nach 180 Minuten ab. Ausgehend von einem Basiswert von 85 + 23 mm Hg ergab sich in
der Hypothermiegruppe ein Maximalwert von 87 + 22 mm Hg 30 Minuten nach SAB, der
sich folgend auf 74 £ 19 mm Hg nach einer Stunde und auf 66 + 16 mm Hg nach drei
Stunden abschwachte. Zu keinem Zeitpunkt nach SAB zeigte sich in der Differenz des

MABP zwischen den zwei Gruppen eine Signifikanz.

In der Kontrollgruppe stieg der ICP bei einem Ausgangswert von 9 £ 6 mm Hg auf ein
Maximum von 46 + 17 mm Hg eine Minute nach SAB. 60 Minuten nach Auslésen ergab
sich ein Wert von 20 + 9 mm Hg, der bis zum Ende des Uberwachungszeitraumes mit 21
+ 9 mm Hg weitgehend konstant war. Die Hypothermiereihe verzeichnete einen
maximalen Wert ebenfalls eine Minute nach SAB mit 42 + 24 mm Hg, kommend von
einem Basiswert bei 8 £ 2 mm Hg. Eine Stunde nach SAB ergab sich ein Wert von 8 £ 6
mm Hg; drei Stunden nach SAB von 11 + 6 mm Hg. Die Differenz zwischen beiden

Gruppen war signifikant von Minute 15 nach SAB bis zum Ende der Aufzeichnungsphase.

Beim CPP der Kontrollgruppe ergab sich ein Ausgangswert von 74 + 23 mm Hg, der eine
Minute nach SAB sein Minimum von 28 + 21 mm Hg erreichte und sich in der Folge von
58 £ 24 mm Hg nach einer Stunde auf 57 £ 23 mm Hg nach drei Stunden erholen konnte.
Zum Vergleich zeigte die Hypothermiegruppe einen Ausgangswert von 77 + 30 mm Hg,
der nach einer Minute auf 35 + 25 mm Hg abfiel und sich nach einer Stunde auf 66 + 20
mm Hg bzw. nach drei Stunden auf 55 + 19 mm Hg steigerte. Zu keinem Zeitpunkt nach

SAB zeigte sich in der Differenz des CPP zwischen den zwei Gruppen eine Signifikanz.
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111.2.1.5 Verédnderungen des lokal-zerebralen Blutflusses (LCBF) vor und nach SAB
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Abbildung 10 (2016): zeitliche Verldufe des ipsi- sowie kontralateralen LCBF vor und nach SAB in der Hypothermie-

Gruppe vs. Kontroll-Gruppe
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Der ipsilaterale (rechts-hemispharische) CBF der Kontrollgruppe fiel eine Minute nach
SAB auf ein Minimum von 25,8 + 18,6% des Index und erholte sich auf 55,7 + 42,3% nach
einer Stunde bzw. auf 87,7 £ 47,6% nach drei Stunden. In der Hypothermiegruppe zeigte
der ipsilaterale CBF ebenfalls nach einer Minute sein Minimum mit 21,8 + 18,5% des
Index, bevor sich eine Erholung nach einer Stunde auf 68,8 + 64,8% und nach drei
Stunden auf 85,7 +45,6% einstellte. Zu keinem Zeitpunkt nach SAB zeigte sich in der

Differenz zwischen den zwei Gruppen eine Signifikanz.

Der kontralaterale (links-hemispharische) CBF zeigte in der Kontrollgruppe nach einer
Minute ein Minimum von 32,1 + 22,5% in Bezug auf den Index, der sich nach 60 Minuten
auf 56,6 £ 14,0% und weiter auf 79,2 + 22,8% nach drei Stunden verbessern konnte. In
der Hypothermiegruppe zeigte sich eine Minute nach SAB ein Abfall auf 34,6 £ 19,1%,
der sich Uber 46,2 + 27,0% nach einer, bzw. auf 66,4 + 39,9% nach drei Stunden erholte.
Die Differenzen waren signifikant von Minute 120 an durchgehend bis zum Ende der

Monitorphase.

[11.2.2 Klinische Untersuchungen 24 Stunden nach Induktion der
Subarachnoidalblutung
111.2.2.1 Mortalitct

Ein Tier aus der Kontrollversuchsreihe starb wahrend der Narkoseinduktion.

Bei der endotrachealen Intubation eines weiteren Tieres aus der Hypothermiereihe
ergaben sich Schwierigkeiten bei der Einstellung des Atemweges, die mehrfache
Intubationsversuche erforderlich machten. Nach komplikationslosem Narkose- und
Operationsverlauf zeigte das Tier nach Extubation eine schwerwiegende respiratorische
Insuffizienz und musste kurz nach vollstandiger Beendigung der Narkose eingeschlafert
werden. Eine daran anschlieRende Laryngoskopie zeigte massive Schwellungszeichen /
Odembildung im Bereich des Larynx sowie pharyngeale Einblutungen, die

wahrscheinlich auf die mehrfachen Intubationsversuche zuriickzufihren sind.

Keines der weiteren Versuchstiere musste von der Studie ausgeschlossen werden oder

verstarb perioperativ vor dem festgesetzten Totungszeitpunkt 24 Stunden nach SAB.
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111.2.2.2 Neurologische Funktion
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Abbildung 11 (2016): Vergleich der neurologischen Funktion nach Aktivitét in der Hypothermie-Gruppe vs. Kontroll-
Gruppe nach SAB

In der normothermen Kontrollgruppe zeigten sechs Tiere eine leicht eingeschrankte
Aktivitat, zwei weitere nur nach externem Stimulus und ein Tier zeigte keinerlei
Aktivitat. In der Hypothermiegruppe zeigten alle Tiere eine normale Aktivitat. Es zeigte
sich demnach ein Trend zu besserer neurologischer Leistungsfahigkeit in der
Behandlungsgruppe. Die gesamte Aktivitatsauswertung erfolgte durch einen fir die

Versuchsreihen verblindeten Untersucher, wobei der Unterschied nicht signifikant war.

Der modifizierte Hemiparese-Score nach Bederson ergab in der Kontrollgruppe drei
neurologisch unauffallige Versuchstiere, vier mit eingeschrankten Stellreflexen, eines
mit unkontrollierten Kreisbewegungen beim Hochheben am Schwanzende und eines
mit spontanem ,Circling” im Ké&fig. Demgegeniiber zeigten sich in der
Hypothermiegruppe neun neurologisch unauffillige Tiere und eines mit spontanem
,Circling” bei freier Bewegung im Kafig. Die gesamte Aktivitatsauswertung erfolgte
durch einen fiir die Versuchsreihen verblindeten Untersucher, wobei der Unterschied

nicht signifikant war.
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111.2.2.3 Gewichtsverdnderungen
Alle eingeschlossenen Versuchstiere erholten sich problemlos von der

Allgemeinanasthesie und hatten Zugang zu Wasser und Futtermittel ad libitum.
Trotzdem kam es sowohl in der Kontrollgruppe sowie in der Hypothermiegruppe zu
einem nicht signifikanten Unterschied beim Gewichtsverlust von 12,4 + 3,3 % bzw. 10,9
+2,7%.

111.2.2.4 Makroskopische Blutungsintensitdt (Fisher-Score)

Das Ausmal} der makroskopisch erfassbaren subarachnoidalen Blutungen nach der

Entnahme der Hirne unterschied sich nicht signifikant zwischen den Versuchsgruppen.

In der Hypothermiegruppe zeigte sich ein Tier mit Grad 1 (Blutfahnen sichtbar, aber kein
Blutkoagel), finf Tiere mit Grad 2 (unilaterales Blutkoagel) und vier Tiere mit Grad 3
(generalisiert-bilaterales, basales Blutkoagel). Das Ergebnis zeigte fiir die Kontrollgruppe
vier Tiere mit Grad 1 (Blutfahnen sichtbar, aber kein Blutkoagel), drei Tiere mit Grad 2
(unilaterales Blutkoagel) und weitere drei Tiere mit Grad 3 (generalisiert-bilaterales,

basales Blutkoagel).
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[11.2.3 Histologische Aufarbeitung durch (Fluoreszenz-)mikroskopische
Schadensbewertung der Hippocampus-Region CA-1
111.2.3.1 Himatoxylin-Eosin-Fdrbung
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Abbildung 12 (2016): Vergleich des Zellschadens im Hippocampus in Himatoxylin-Eosin-Fdrbung nach SAB in der
Hypothermie-Gruppe vs. Kontroll-Gruppe

Im Rahmen der visuellen Auszdhlung unter dem Mikroskop bei Farbung mit
Hamatoxylin-Eosin wurden in der Kontrollgruppe 13,7 + 6,8% der hippocampalen Zellen
im Zielgebiet CA-1 als histologisch eindeutig geschadigte Neuronen klassifiziert.
Demgegeniiber stehen 4,6 + 3,1% geschadigte Zellen in der Hypothermiegruppe (** =p
< 0,01). Dies zeigte eine signifikante Reduktion von beeintrachtigten Neuronen in der
Behandlungsgruppe. Es konnten keine Zeichen territorealer oder lakunarer Infarktareale
als Hinweis auf eine GefdaBokklusion oder zerebralen Vasospasmus ausgemacht werden.
Die gesamte Auswertung erfolgte durch einen fiir die Versuchsreihen verblindeten

Untersucher.
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111.2.3.2 Immunhistochemische Férbung
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30

N
o
!

=
(=]
1
—

%der gesamtenCA-1-Zelkzahlung

Normothermie Hypothermie

Abbildung 13 (2016): Vergleich des Zellschadens im Hippocampus in immunhistochemischer Férbung nach SAB in der
Hypothermie-Gruppe vs. Kontroll-Gruppe

Die Kontrollgruppe zeigte in der fluoreszenzmikroskopischen Begutachtung im
Zielgebiet CA-1 des Hippocampus einen Wert von 7,9 + 2,0% Caspase-3 positiver Zellen
an der Gesamtzellzahl. Die Hypothermiegruppe kam auf einen Wert von 7,0 + 2,9%. Die
gesamte Auswertung erfolgte durch einen fir die Versuchsreihen verblindeten

Untersucher.
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I11.3  Einfluss der intravendsen Applikation von Hydroxyethylstarke auf die
Entstehung und Auspragung des friihen Hirnschadens nach
Subarachnoidalblutung

I11.3.1 Pathophysiologische Veranderungen vom Zeitpunkt 30 Minuten vor bis 180
Minuten nach Auslésen der Subarachnoidalblutung

111.3.1.1 Veréinderungen der physiologischen Parameter
Alle dokumentierten Versuchswerte von pH, arteriellem Sauerstoffpartialdruck (PaO;)

und arteriellem Kohlendioxidpartialdruck (PaCO), wie in Tabelle 4 dokumentiert,

zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den verglichenen Gruppen.

pH-Wert 30 Minuten vor 5 Minuten vor SAB 60 Minuten nach 120 Minuten nach
SAB SAB SAB
HES-Gruppe 7,41+0,07 7,39+0,03 7,37+£0,03 7,40+ 0,06
Kontroll-Gruppe 7,42 0,03 7,40 £ 0,03 7,40 £ 0,03 7,42 0,03

PaO; (mm Hg)

30 Minuten vor

5 Minuten vor SAB

60 Minuten nach

120 Minuten nach

SAB SAB SAB
HES-Gruppe 111,4 £ 24,6 97,9+12,0 107,6 £ 15,2 114,5+13,7
Kontroll-Gruppe 111,0+ 12,6 105,4 + 13,9 101,7+12,9 108,1+10,1

PaCO; (mm Hg)

30 Minuten vor

5 Minuten vor SAB

60 Minuten nach

120 Minuten nach

SAB SAB SAB
HES-Gruppe 36,6 +4,9 39,6 2,4 39,8+2,9 38,5+4,8
Kontroll-Gruppe 39,6 +3,9 40,7 +4,8 40,3+4,9 36,1+4,9

Tabelle 4 (2017): pH

-, Pa0,-, PaCO,-Wertevergleich der Blutgasanalysen in der HES-Gruppe vs. Kontroll-Gruppe
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111.3.1.2 Veréinderungen des mittleren arteriellen Blutdruckes (MABP), des intrakraniellen Druckes
(ICP) sowie des zerebralen Perfusionsdruckes (CPP) vor und nach SAB
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Abbildung 14 (2016): zeitliche Verldufe des MABP, des ICP sowie des CPP vor und nach SAB in der HES-Gruppe vs.
Kontroll-Gruppe
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Der MABP erhdhte sich in der Kontrollgruppe (NaCl) nach Auslésen der SAB von einem
Ausgangswert von 82 = 19 mm Hg auf ein Maximum von 88 £ 17 mm Hg nach 5 Minuten
und sank auf 75 £ 17 mm Hg nach 60 Minuten bzw. 72 £ 17 mm Hg nach 180 Minuten
ab. In der HES-Gruppe steigerte sich der MABP ausgehend von einem Basiswert von 74
1 17 mm Hg auf ein Maximum von 75 £ 15 mm Hg nach einer Minute und verblieb von
da an konstant bis zum Endwert von 73 £ 18 mm Hg nach 180 Minuten. Zu keinem
Zeitpunkt nach SAB zeigte sich in der Differenz des MABP zwischen den beiden Gruppen

eine Signifikanz.

In der Kontrollgruppe (NaCl) stieg der ICP von einem Ausgangswert von 8 £+ 6 mm Hg auf
ein Maximum von 48 + 15 mm Hg eine Minute nach Auslésen der SAB, um dann nach 60
Minuten bis zum Ende der Aufzeichnungsphase nach 180 Minuten auf einem Wert von
19 + 9 mm Hg konstant zu verbleiben. In der HES-Gruppe steigerte sich der ICP von
einem Ausgangswert von 9 £ 5 mm Hg auf ein Maximum von 52 + 29 mm Hg nach einer
Minute, um in der Folge auf 10 £ 5 mm Hg nach 60 Minuten und 12 £ 4 mm Hg nach 180
Minuten zu fallen. Die Unterschiede zwischen beiden Gruppen waren von Minute 15

nach Auslésen der SAB bis zum Ende der Aufzeichnungsphase signifikant (* = p < 0,05).

In der Kontrollgruppe (NaCl) verringerte sich der CPP von einem Ausgangswert von 76
17 mm Hg auf ein Minimum von 31 + 17 mm Hg nach einer Minute, um sich folgend auf
57 £ 19 mm Hg von Minute 60 bis zum Ende der Aufzeichnungsphase nach 180 Minuten
zu erholen. In der HES-Gruppe sank der CPP von einem Ausgangswert von 65 + 15 mm
Hg auf ein Minimum von 26 + 22 mm Hg nach einer Minute, um sich in der Folge auf 59
+ 17 mm Hg nach 60 Minuten bzw. 61 + 17 mm Hg nach 180 Minuten zu erholen. Zu
keinem Zeitpunkt nach der SAB zeigte sich in der Differenz des CPP zwischen den beiden

Gruppen eine Signifikanz.
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111.3.1.5 Veréinderungen des lokal-zerebralen Blutflusses (LCBF) vor und nach SAB
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Abbildung 15 (2016): zeitliche Verldufe des ipsi- sowie kontralateralen LCBF vor und nach SAB in der HES-Gruppe vs.

Kontroll-Gruppe
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Der ipsilaterale (rechts-hemispharische) CBF der Kontrollgruppe fiel eine Minute nach
SAB auf ein Minimum von 30 + 28% des Index ab, um sich in der Folge nach 60 Minuten
auf 56 + 41% bzw. nach 180 Minuten auf 80 + 54% zu erholen. In der HES-Gruppe
verringerte sich die lokale Durchblutung nach einer Minute auf ein Minimum von 20 *
19% im Vergleich zum Index und erholte sich im Verlauf auf Werte von 82 + 45% nach
einer Stunde und 154 + 53% nach drei Stunden. Die Unterschiede zwischen beiden
Gruppen waren ab Minute 150 bis zum Ende der Aufzeichnungsphase nach 180 Minuten

signifikant (* = p < 0,01).

Der kontralaterale (links-hemispharische) CBF zeigte in der Kontrollgruppe nach einer
Minute einen Abfall auf das Minimum von 36 * 33% des Index und erholte sich auf 58 +
13% nach 60 Minuten bzw. 80 * 21% nach drei Stunden. In der HES-Gruppe sank die
kontralaterale Hirndurchblutung auf ein Minimum von 28 + 18% nach einer Minute, um
sich folgend nach 60 Minuten auf 79 + 40% bzw. 135 + 66% nach 180 Minuten zu
erholen. Der Unterschied zum Zeitpunkt 180 Minuten nach Auslésen der SAB war
signifikant.

[11.3.2  Klinische Untersuchungen 24 Stunden nach Induktion der
Subarachnoidalblutung

111.3.2.1 Mortalitct
Zwei Versuchstiere der Kontrollgruppe verstarben im Rahmen der Narkoseeinleitung an

Asphyxie.

Ein Tier der HES-Gruppe benoétigte mehr als einen Versuch vor korrekter endotrachealer
Intubation und verstarb kurz nach Extubation trotz unauffalligem Versuchsverlauf. Das
Tier entwickelte zuvor eine schwerwiegende respiratorische Insuffizienz und musste
eingeschlafert werden. Eine anschlieRende Laryngoskopie zeigte eine ausgedehnte
pharyngeale Blutung und diffuse Schwellungen am Larynx, wahrscheinlich im

Zusammenhang mit den multiplen Intubationsversuchen.

Ein weiteres Versuchstier der HES-Gruppe verstarb vor Ablauf der festgesetzten 24-

stiindigen Uberlebensphase.
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Keines der weiteren Versuchstiere musste von der Studie ausgeschlossen werden oder

verstarb perioperativ vor dem festgesetzten Totungszeitpunkt 24 Stunden nach SAB.

111.3.2.2 Neurologische Funktion
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Abbildung 16 (2016): Vergleich der neurologischen Funktion nach Aktivitét in der HES-Gruppe vs. Kontroll-Gruppe
nach SAB

In der Kontrollgruppe (NaCl) zeigten sechs Tiere eine leicht eingeschrankte Aktivitat,
zwei weitere nur nach externem Stimulus und ein Tier zeigte keinerlei Aktivitat. In der
HES-Gruppe zeigten sechs Tiere eine normale Aktivitat. Vier Versuchstiere waren in ihrer
Aktivitat leicht eingeschrankt und zwei weitere Tiere zeigten Bewegungen nach
Schmerzreiz. Es zeigte sich demnach ein Trend zu besserer neurologischer
Leistungsfahigkeit in der Behandlungsgruppe. Die gesamte Aktivitatsauswertung
erfolgte durch einen fir die Versuchsreihen verblindeten Untersucher, wobei der

Unterschied nicht signifikant war.
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111.3.2.3 Gewichtsverdnderungen
Alle eingeschlossenen Versuchstiere erholten sich  problemlos von der

Allgemeinandasthesie und hatten Zugang zu Wasser und Futter ad libitum. Trotzdem
verloren die Tiere der Kontrollgruppe 12,4 + 3,7% ihres Korpergewichts, die Tiere der
HES-Gruppe 12,6 + 8,0%. Es bestand keine Signifikanz.

111.3.2.4 Makroskopische Blutungsintensitdt (Fisher-Score)

Das Ausmall der makroskopisch erfassbaren, subarachnoidalen Blutungen nach der

Entnahme der Hirne unterschied sich nicht signifikant zwischen den Versuchsgruppen.

In der HES-Gruppe wurden sechs Tiere mit Grad 2 (unilaterales Blutkoagel), vier Tiere
mit Grad 3 (generalisiert-bilaterales, basales Blutkoagel) und zwei Tiere mit Grad 4
(intrazerebrales Hdmatom mit oder ohne subarachnoidale Einblutung) bewertet. In der
Kontrollgruppe zeigten funf Tiere Grad 2 (unilaterales Blutkoagel), drei Tiere Grad 3
(generalisiert-bilaterales, basales Blutkoagel) und ein Tier Grad 4 (intrazerebrales

Hamatom mit oder ohne subarachnoidale Einblutung).
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[11.3.3 Histologische Aufarbeitung durch (Fluoreszenz-)mikroskopische
Schadensbewertung der Hippocampus-Region CA-1
111.3.3.1 Himatoxylin-Eosin-Fdrbung
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Abbildung 17 (2016): Vergleich des Zellschadens im Hippocampus in Himatoxylin-Eosin-Férbung nach SAB in der
HES-Gruppe vs. Kontroll-Gruppe

Die visuelle Erfassung unter dem Mikroskop bei Farbung mit Hamatoxylin-Eosin ergab
fur die Kontrollgruppe einen Anteil von 14,7 + 7,0% an geschadigten Neuronen im
Bereich der CA-1 Region des Hippocampus, wahrend in der HES-Gruppe der Anteil bei
6,5 + 2,5% lag (** = p < 0,01). Dies zeigte eine signifikante Reduktion von
beeintrachtigten Neuronen in der Behandlungsgruppe. Es konnten keine Zeichen
territorealer oder lakundrer Infarktareale als Hinweis auf eine GefaRokklusion oder
zerebralen Vasospasmus ausgemacht werden. Die gesamte Auswertung erfolgte durch

einen fur die Versuchsreihen verblindeten Untersucher.
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111.3.3.2 Immunhistochemische Férbung
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Abbildung 18 (2016): Vergleich des Zellschadens im Hippocampus in immunhistochemischer Fidrbung nach SAB in der
HyperHES-Gruppe vs. Kontroll-Gruppe

Die Kontrollgruppe zeigte in der fluoreszenzmikroskopischen Begutachtung im
Zielgebiet der hippocampalen CA-1 Region einen Wert von 7,9 £ 2,1% an Caspase-3
positiven Zellen, in der HES-Gruppe lag der Wert bei 7,9 + 3,2% auf dhnlichen Niveau
ohne statistische Signifikanz. Die gesamte Auswertung erfolgte durch einen fir die

Versuchsreihen verblindeten Untersucher.
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IV Diskussion

IV.1 Experimentelles Modell und Studienziel
Die durchgefiihrten Experimente fanden im Rahmen eines umfassenden Projekts an der

Neurochirurgischen Klinik und Poliklinik des Universitatsklinikums Wuirzburg statt und
verfolgten allesamt das Ziel, verschiedene notfallmaRig anwendbare MalBnahmen in der
Akutphase der aneurysmatischen Subarachnoidalblutung auf ihr mogliches
neuroprotektives Potenzial und eventuelle Transferierbarkeit in die friihe klinische oder
sogar praklinische Versorgung zu testen. Zu diesem Zweck wurden in ihrer Wirkung und
in ihrem Nebenwirkungsprofil gut verstandene Pharmaka und therapeutische
Behandlungskonzepte auf die Eigenschaft hin untersucht, den neurologischen und
histologischen Schaden nach einer aneurysmatischen Subarachnoidalblutung zu
begrenzen. Die Moglichkeiten zur Erforschung der vor allem frihen
pathophysiologischen Vorgdnge im Rahmen einer SAB beim Menschen sind sehr
begrenzt, da sich die betroffenen Patienten in dieser Phase entweder noch nicht in einer
Klinik befinden oder die Diagnose nicht sofort gestellt werden kann. Sollte dies doch der
Fall sein, so hat in dieser Phase eine komplette Instrumentierung zur wissenschaftlichen
Befunderhebung (z.B. Mikrodialyse, Gewebesauerstoffmessung, funktionelle
Bildgebung) keinen Vorrang. Die neuronalen Verdanderungen sowie die Depression des
Hirnstoffwechsels, v.a. der pH-bedingte Abfall des Sauerstoffgewebedrucks, beginnen
nicht schleichend tiber Stunden, sondern kénnen frithzeitig nach einem Blutungsereignis
nachgewiesen werden [233] [97] [50]. Die geringen Stoffwechselreserven der Neuronen
in Kombination mit dem bestehenden Perfusionsdefizit sorgen fiir neuro-nekrotische

Vorgange innerhalb der ersten Stunde nach SAB [202] [77].

Zur Erforschung pathophysiologischer Vorgdnge sowie zum Screening, welche
Therapieformen potenziell hilfreich sein konnten, ist die Nutzung von
tierexperimentellen Modellen somit unverzichtbar. Die Standardisierung und damit die
mogliche Reproduzierbarkeit der jeweils einzelnen Modelle machen es moglich, gezielt
Veranderungen physiologischer Variablen zu verfolgen und ihre eventuelle
Beeinflussbarkeit zu untersuchen sowie diese Beobachtungen mit klinischen und

histopathologischen Befunden zu korrelieren.
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Die aktuell verbreiteten Ischamiemodelle setzen vorwiegend auf Nagetiere, deren
Vorteile einerseits in geringeren Kosten bei Unterbringung, Nahrung, Zucht und Menge
der Applikationsmedikamente liegen und andererseits eine sehr hohe Vergleichbarkeit
zu hoheren Lebewesen in Form von Anatomie und Physiologie bei gleichzeitiger

Homogenitat durch Inzuchtlinien bieten.

Im Vergleich zu anderen Tiermodellen, in denen eine SAB durch Injektion von autologem
Blut in die basalen Zisternen simuliert wird, hat das in unseren Versuchsreihen
verwendete Fadenperforationsmodell unter anderem den entscheidenden Vorteil, dass
es die pathophysiologischen Vorgange in der Friihphase der SAB hervorragend abbildet,

da es - sehr realitdtsnah - auf einem Austritt von Blut aus einem Hirngefal} beruht.

Im Folgenden werden aus Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe erhobene Daten und
Graphiken als Referenzen der zu erwartenden Abldufe nach experimenteller SAB
angefiihrt. Der pathophysiologische Verlauf ohne Intervention ist charakterisiert durch
einen plotzlichen Anstieg des intrakraniellen Drucks (ICP) aufgrund des nach extravasal
einschieflenden Blutes in einen Raum ohne Expansions- oder Evasionsmoglichkeit. Es
folgt ein abrupter Abfall des zerebralen Perfusionsdrucks (CPP) und damit des lokal-

zerebralen Blutflusses (LCBF).

In der nachfolgenden Abbildung 19 ist zunachst der zeitliche Verlauf einer Versuchsreihe
ohne Auslosung einer SAB (control) im Vergleich zu einer Versuchsreihe mit Auslésung
einer SAB ohne therapeutische Intervention (SAH) in Bezug auf den zerebralen
Perfusionsdruck aufgetragen. Deutlich ist der sofortige Abfall des CPP und konsekutiv

des ipsilateralen LCBF direkt nach Auslésen der SAB in Abbildung 20 zu erkennen.
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Abbildung 19 (2017): zeitlicher Verlauf einer SAB ohne Therapie (SAH) in Bezug auf den CPP im Gegensatz zu einer
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Abbildung 20 (2017): zeitlicher Verlauf einer SAB ohne Therapie (SAH) in Bezug auf den ipsilateralen LCBF im
Gegensatz zu einer Kontrollgruppe ohne SAB (control) nach Westermaier et al. 2009 [232]
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Interessant sind die weiteren Verlaufe, bzw. die verschiedenen Erholungstendenzen.
Wahrend sich der zerebrale Perfusionsdruck binnen 30 Minuten nach SAB ohne
Intervention (SAH-Gruppe, Abbildung 19) wieder nahezu auf Ausgangswerte
normalisiert hat, bleibt der ipsilaterale zerebrale Blutfluss (SAH-Gruppe, Abbildung 20)
Uber Stunden signifikant kompromittiert. Diese Diskrepanz zwischen den zeitlichen
Verlaufen des CPP und des LCBF ist nicht grundlegend verstanden. Vermutet wird fir

diese Phase ein friihes Perfusionsdefizit.

Nennenswerte Nachteile des von uns verwendeten Modells bestehen in der gréReren
Heterogenitat der Versuchsgruppen, insbesondere weil das subarachnoidale
Blutvolumen nicht gut standardisiert werden kann und einer in der Literatur
beschriebenen hohen Mortalitat, von zum Teil (iber 50%. Eine derart hohe Sterblichkeit
konnten wir in den aktuellen Versuchsreihen nicht reproduzieren. Dies mag daran
liegen, dass im Rahmen der akribisch tGberwachten, tiefen Narkose die arteriellen
Blutdruckwerte zum Zeitpunkt der SAB-Induktion eher im unteren Normbereich lagen,
was moglicherweise zu einer weniger ausgepragten SAB fihrte. Dies suggerieren
ebenfalls die zwar initial hohen, sich im Verlauf aber schnell erholenden ICP-Werte.
Insgesamt entsprechen die pathophysiologischen Veranderungen und auch die
Blutverteilung den aus der Literatur bekannten Prozessen und kénnen als reprasentativ

fir eine schwere SAB gelten [232].

Um als potentielle Erst- oder Notfalltherapie nach einer Subarachnoidalblutung in Frage
zu kommen, mussen bestimmte Kriterien von vornherein erfiillt sein. Hierzu zdhlen vor
allem die einfache Durchfiihrbarkeit der Behandlung, eine hohe, moglichst
flachendeckende Verfligbarkeit der bendtigten Ressourcen und der Ausschluss von
Kontraindikationen bei moglichen klinischen Differentialdiagnosen. Diese umfassen im
Falle der SAB vor allem den embolischen Schlaganfall, ,versteckt“-traumatische
Hirnverletzungen, Intoxikationen, Anfallsereignisse im Sinne von Synkopen oder
Epilepsien, den Myokardinfarkt, das akute Koronarsyndrom oder metabolische

Ursachen als Basis fiir eine initiale Bewusstlosigkeit.
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V.2 Therapie durch milde therapeutische Hypothermie von 34°C
Ein altbekannter [27] [30] Ansatz ist die milde therapeutische Hypothermie (MTH) als

Form der experimentellen Neuroprotektion nach Traumata [42] und Ischdamien [217].
Vor allem die Lange des hypothermen Intervalls, die ideale Temperatur, sowie die Lange
der Abkiihl- und Aufwarmphasen sind im Rahmen von primaren Hirnschadigungen nicht
standardisiert, ganz im Gegenteil zur Verwendung der kontrollierten Hypothermie,
beispielsweise in der modernen Herz-Thorax-Chirurgie [117] oder im Rahmen einer
primar erfolgreichen Reanimation bei wiederhergestelltem Spontankreislauf (ROSC).
Die neurologischen Langzeitergebnisse sowie die Rate an Gesamtiiberlebenden nach
einer Reanimation werden durch die MTH verbessert. Dies gilt im Besonderen fir
defibrillierbare Herzrhythmusstérungen, bei denen ein beobachtetes Kammerflimmern
besteht [17]. In den aktuellen Empfehlungen des European Resuscitation Council (ERC)
wird daher im Sinne einer Neuroprotektion, bei fehlenden Kontraindikationen, klar zu
einer MTH mit weitgehend freigestellter Zieltemperatur von 32-36°C geraten [152].
Erste Auswertungen aus dem rettungsdienstlichen Bereich zeigen auf, dass dies

logistisch ebenfalls praklinisch moglich ist [68].

Es wird regelmaRig publiziert, dass es unter (prolongierter = >24 Stunden) Hypothermie
ein klinisch verbessertes neurologisches Outcome bei einer Reihe von Krankheitsbildern
(z.B. OHCA, Neurotrauma, SAB, Hirndrucksymptomatik) zu geben scheint [163] [132],
wahrend auch schon eine Minimierung der InfarktgréfRe und eine Verbesserung des
funktionellen Defizits durch eine Kombinationstherapie von milder Hypothermie und
Mehrfachmedikation beschrieben worden ist [246] und somit von einem
gewebeprotektiven Effekt ausgegangen werden kann [141] [103] [220] [186]. Auch der
Versuch einer milden Hypothermie bei Eingriffen zur Behandlung intrakranieller
Aneurysmen hat gezeigt, dass das Verfahren bei SAB-Patienten der Grade Hunt & Hess
I-11l sicher durchgefiihrt werden kann, wobei sich jedoch bisher keinerlei Verbesserung
des neurologischen Ergebnisses ausmachen liel? [218]. Bisher ist es bei traumatischen
Hirnschdden ebenfalls nicht gelungen, eine Translation der vielversprechenden

tierexperimentellen Ergebnisse in die Klinik zu erreichen.
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In mehreren Multicenter-Studien konnte zwar eine Senkung des erhéhten Hirndrucks
nachgewiesen werden, jedoch zeigte sich auch hier keine Verbesserung des klinischen

Outcome [4] [45].

Aus dieser Studienlage resultiert, dass es im Moment keine definitiven Protokolle fiir die
klinische Anwendung der hypothermen Therapie bei zentral-neurologischen Lasionen
gibt sowie keinerlei Datenlage, an der ihr vermeintlicher Erfolg gemessen werden
konnte. Dennoch gibt es bereits einige Autoren, die der Hypothermie konkreten,
positiven Einfluss zuschreiben, etwa im Bereich der Glukosedepletion, der
Laktatakkumulation und der Verhinderung des zytotoxischen Hirnédems. Im Jahr 2017
veroffentlichten Crompton et al. eine groRe Meta-Analyse und kamen zu dem Ergebnis,
dass die milde therapeutische Hypothermie fir Erwachsene mit traumatischer
Hirnschadigung vorteilhaft ist, bei Kindern jedoch nicht empfohlen werden kann [47].
Zudem konnten Schubert et al. durch weitere Arbeiten zeigen, dass auch unter
Hypothermie die zerebrale Autoregulation erhalten und dem friihen Perfusionsdefizit

entgegengewirkt werden kann [187] [188].

Im Rahmen der aktuellen Forschungsbemiihungen lauft derzeit in Australien,
Neuseeland und europadischen Landern eine grofle Hypothermiestudie, die nachweisen
soll, dass die neuroprotektiven Eigenschaften bei traumatischen Hirnschaden

vorhanden sind [150].

Die EUROTHERM3235-Studie zeigte keinen signifikanten Benefit bei Patienten mit
schwerem Schadel-Hirn-Trauma durch eine Behandlung mit milder Hypothermie. So war
die ICP-Kontrolle zwar effektiv, eine Verbesserung der neurologischen Erholung blieb
jedoch aus [163]. Die Verhinderung des posthypothermischen Fiebers sei demnach der
entscheidende Faktor fiir ein besseres neurologisches Ergebnis. Die Hypothermie solle
demnach nur eine Rescue-Therapie bleiben, bei ansonsten therapierefraktaren
Hirndruckverlaufen [124] [3]. Den Hauptkritikpunkt bei der Verknipfung der
EUROTHERM3235-Studienergebnisse mit einer friihzeitigen, hypothermen Therapie
zeigen O’Leary et al. [156] und Cooper et al. [44] in ihren Analysen der Studie.
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Lediglich 10% der letztlich eingeschlossenen Patienten wurden innerhalb der ersten
zwolf Stunden nach dem Ereignis gekiihlt. Es kann also keinesfalls daraus geschlossen
werden, dass die EUROTHERM3235-Studienergebnisse eine valide Aussage zur

prophylaktischen Kiihlung nach einer Subarachnoidalblutung liefern kénnen.

Kuramatsu et al. konnten 2015 hingegen zeigen, dass die Hypothermie als
Therapieverfahren zwar keinen Einfluss auf das Auftreten oder die Dauer der
angiographisch nachweisbaren Vasospasmen zu haben scheint, aber das Ausmal} der
makrovaskuldren Spastik sowie die Spitzenflussgeschwindigkeiten signifikant reduzieren
kann, was mit einer messbaren Reduktion der verzégert zerebralen Ischdamie einherging
und im Endeffekt doppelt so vielen Patienten sechs Monate nach dem Ereignis ein gutes
neurologisches Resultat ermdglichte, verglichen mit der Kontrollgruppe ohne frithe
hypotherme Therapie [120]. Dies scheint sich mit unseren tierexperimentellen Daten zu

decken.

Ziel der experimentellen Versuchsgruppe Hypothermie dieser Arbeit war es, am
standardisierten, experimentellen Modell zu untersuchen, ob eine gezielte, milde
Hypothermie zeitnah nach dem Blutungsereignis das friihe Perfusionsdefizit und dessen
Folgen direkt nach aneurysmatischer SAB positiv beeinflussen und entscheidend auf den

neurologischen Ausgang wirken kann.
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IV.2.1 Hypothermie-Versuchsgruppe
Wie andere vergleichbare Arbeiten zu verschiedenartigen Hirnschadigungen zuvor,

zeigen auch die Ergebnisse dieser Untersuchung den stark neuroprotektiven Charakter
der milden therapeutischen Hypothermie (MTH) im tierexperimentellen Modell der
aneurysmatischen Subarachnoidalblutung. Die MTH als Initialtherapie erflllt alle
eingangs geforderten Voraussetzungen eines Notfallverfahrens, da das Risikoprofil und
die moglichen Nebenwirkungen klinisch und experimentell gut erforscht sind und die
Therapie auch bei etwaigen Differentialdiagnosen nicht kontraindiziert ist [162].
Technisch scheint eine hypotherme Therapie, klinisch sowie praklinisch, relativ einfach
durchfiihrbar und kénnte somit als Ubergangstherapie im direkten Anschluss an eine

Subarachnoidalblutung bis zur Sicherung der Diagnose dienen.

In dieser Studie fanden wir in der mit milder Hypothermie behandelten Versuchsgruppe
einen Trend hin zu erhohten mittleren arteriellen Blutdriicken sowie signifikant
niedrigeren intrakraniellen Druckwerten wahrend der Kihlungsphase, was sich
insgesamt in einem hoheren zerebralen Perfusionsdruck innerhalb der ersten 60

Minuten nach Subarachnoidalblutung widerspiegelte.

Eine Aneurysmaruptur wurde bei Patienten nur selten unter klinischen
Uberwachungsbedingungen aufgezeichnet; die Chronologie der physiologischen
Verdanderungen in der Akutphase, die auf eine solche Ruptur folgen, sind jedoch in
diversen Experimenten durch verschiedene Forschungsgruppen beschrieben worden
[220] [225] [12] [188] [239]. Zu den wiederkehrenden pathophysiologischen
Erkenntnissen gehoren unter anderem, dass der ICP nach einer kurzen, teils heftigen
Ausschlagsspitze in Folge des einschieRenden Blutes nach Perforation schnell wieder
absinkt und danach fiir Stunden auf leicht erhhtem Niveau verbleibt. Einhergehend mit
diesem plotzlichen Anstieg zeigt sich ein abrupter Abfall des kraniellen Perfusionsdrucks

und damit des Blutflusses.
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Der ischamische Hirnschaden lasst sich als die Funktion von Schwere der Ischamie und
Zeitdauer unter ischamischen Verhaltnissen verstehen. Wenn es demnach gelingen
kann, die Phase der eingeschrankten Hirndurchblutung zu verkiirzen, sollte sich auch
eine Verbesserung des klinischen und histologischen Schadens nachweisen lassen. Dazu
ist es notwendig, eine moglichst friihe Einleitung der Kiihlung, am besten binnen
Minuten nach SAB als idealem Zeitpunkt zur Behandlung mit hypothermen MaRBnahmen
zu forcieren. Abhangig von den Begleitumstanden ist hierbei eine aktive Kiihlung notig
oder nicht, denn es scheint, als ob die Induktion zur Allgemeinandsthesie in
Vorbereitung einer (Schutz)-Intubation nach schweren Subarachnoidalblutungen im
praklinischen Bereich bereits zu einem gewissen Verlust der Temperaturautoregulation
fuhrt [200]. Torok et al. haben Effekte der frithen (1 — 3 Stunden nach SAB) mit Effekten
der spaten (3 —5 Stunden nach SAB) Hypothermie als Behandlungsoption verglichen und
einen starken neuroprotektiven Effekt bei friher, milder Hypothermie (33°C)
ausmachen konnen. Dieser Effekt tritt ebenfalls bei spat begonnener Kiihlung ein,
jedoch in deutlich verminderter Form, was ebenfalls den Schluss nahelegt, dass eine friih
initilerte Hypothermie den meisten Nutzen in Bezug auf die Neuroprotektion bringen
wird [220]. Dem anschlieBend haben Choi und Mitarbeiter in einer kleinen, prospektiven
Pilotstudie zeigen kdnnen, dass Hypothermie sowohl die Rate an Vasospasmen und
schweren sekundaren Hirnschaden senken konnte, was sich in einer Verbesserung des
funktionellen Outcomes und einer niedrigeren Mortalitat wiederspiegelte [38]. Die
Hypothermie wurde allerdings erst nach erfolgreichem Coiling oder Clipping initiiert, so
dass das ideale Fenster zur Neuroprotektion eventuell sogar verpasst worden ist. Auch
wenn zu erwarten ware, dass, wie bei anderen Krankheitsbildern, die experimentell
untersucht wurden (z.B. dem ischamischen Schlaganfall [186]), eine prophylaktische
Therapie am effektivsten sein dirfte, entspricht dies nicht dem madglichen
therapeutischen Fenster nach einer SAB in der Realitdt. Die friihestmogliche
therapeutische Intervention bei Patienten mit einer schweren SAB ist wahrscheinlich

nicht vor einer Frist von 15 Minuten maglich.
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Selbst wenn ein sehr zeitnah verstdandigter Notarzt bereits friither vor Ort sein sollte,
besteht die oberste Prioritat zunachst in der Sicherung der Vitalfunktionen sowie des
Atemweges, bevor gezielte Therapiemallnahmen fiir das vermutete Krankheitsbild
eingeleitet werden kénnen. Deshalb wurde in diesem Modell ein Therapiebeginn von 15
Minuten nach Auslosen der SAB gewahlt. Zu diesem Zeitpunkt haben der ICP und CPP
wieder fast normale Werte angenommen, die zerebrale Perfusion (CBF) ist aber noch

auf Stunden hinaus erniedrigt.

Obwohl sich die Pathophysiologie der Modelle mit globaler Ischamie und Reperfusion
von der einer Subarachnoidalblutung in Bezug auf Lange der Ischamiezeit sowie
Zeitpunkt, Dauer und AusmalR der Reperfusion unterscheiden, lassen sich einige
Gemeinsamkeiten feststellen. Wahrend experimentelle Studien, die die Effekte von
Ganzkorperhypothermie ohne speziellen Fokus auf eine bestimmte Art von Hirnschaden
legen, zeigen, dass der zerebrale Blutfluss als Ergebnis einer metabolischen Kopplung
[160] [180] nach einem Ereignis abfallt, zeigt die Forschung im Bereich der
Hypothermieeffekte nach ischamischer oder traumatischer Hirnldsion ein
differenziertes Bild in Bezug auf den zerebralen Blutfluss. Einige Autoren berichten von
einer Reduktion des Blutflusses [141] [36] [104] [24] oder gar keinem Effekt [96] [249]

wahrend der Kiihlung nach experimentellem Hirnschaden.

Schubert et al. untersuchten die Effekte von moderater Hypothermie von 32°C auf
physiologische Parameter, den zerebralen Blutfluss sowie Gewebemetabolite in einem
SAB-Tiermodell, bei dem Blut direkt in die Cisterna magna injiziert wird. Unter
Zuhilfenahme der zerebralen Mikrodialyse haben die Autoren eine Verbesserung
hinsichtlich der metabolischen Erschépfung und der konsekutiven Ausschiittung von
exzitatorischen Aminosauren beobachten kdnnen. Die Studie quantifizierte allerdings
nicht, ob diese Verbesserung im Bereich des Hirnmetabolismus eine Reduktion des
Gewebeschadens nach sich gezogen hat. Verglichen mit der normothermen
Kontrollgruppe zeigte sich eine geringere Auspragung der akuten Hypoperfusion unter

den hypothermen Versuchstieren [188].
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Dieses Ergebnis im Bereich des zerebralen Blutflusses unterscheidet sich deutlich von
unseren in dieser Phase, das lediglich fiir die direkt posthamorraghische Zeit nach dem
Ereignis innerhalb der Kihlungsphase eine Differenz zwischen Kontroll- und
Hypothermiegruppe zugunsten einer verbesserten Perfusion bei Kiihlung zeigt. Nach
Erreichen unserer Zieltemperatur von 34°C tendieren die gekihlten Versuchstiere eher
zu niedrigeren Durchblutungswerten als die Kontrollgruppe; vermutlich durch eine,

zumindest noch teilweise, erhaltene metabolische Kopplung.

In Experimentalreihen unter passagerer Okklusion der Arteria cerebri media (MCAO-
filament model [37]) konnte gezeigt werden, dass die sofortige postischdamische
Hyperperfusion, die ihrerseits wahrscheinlich zum ischamischen Schaden beitragt (z.B.
durch Freisetzung von ROS) sowie das verzogerte Perfusionsdefizit, das fir einen
kompromittierten Abtransport von Stoffwechselabbauprodukten sorgt und die
Korrektur des metabolischen Status durch eine milde therapeutische Hypothermie
verbessert werden konnten [239] [35]. Diese Ergebnisse konnten Zeichen einer teilweise

erhaltenen Autoregulation nach ischamischen Ereignissen sein.

Baldwin et al. beobachteten eine Verzogerung in der friihen, postischdmischen
Hypoperfusionsphase (30 Minuten nach Reperfusion) in einem Hundemodell mit
globaler Ischamie unter milder Hypothermie, allerdings ohne Einfluss auf die initiale
Hyperperfusion oder auf verzégerte postischamische Hypoperfusionzeitpunkte. Fiir ihre
Versuche wurde kein GefdaRokklusionsmodell verwendet, sondern die Autoren
injizierten artifiziellen Liquor nach intraventrikular bis der zerebrale Perfusionsdruck
zum Erliegen kam. Die Reperfusion war ein Effekt der Liquorreduktion und damit der

Erholung des CPP [10].

Der Effekt der Hypothermie kénnte demnach in groBem MaRe davon abhangig sein,
welches Experimentalmodell und welcher Versuchsaufbau gewahlt werden. Die
Tatsache, dass Schubert et al. 2008 wie oben beschrieben, im Gegensatz zu unseren
Ergebnissen in Bezug auf den CBF eine Zunahme nach SAB feststellen, konnte an der
verwendeten Methode der direkten Injektion von Blut in den Subarachnoidalraum

liegen.
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Diese hoch standardisierte Methode in Bezug auf Blutungsmenge und deren
Lokalisation, die vorwiegend zu Untersuchungen des posthamorraghischen
Vasospasmus eingesetzt wird, vermindert den CBF kurzzeitig auf nahezu Null, zeigt aber
eine insgesamt eingeschrankte Erholung des CBF im Vergleich zum von uns verwendeten
endovaskularen Perforationsmodell und entspricht aufgrund der fehlenden, aber
dennoch typischen GefaRldasion nach Aneurysmaruptur nicht der Pathophysiologie beim
Menschen. Dies fiihrt unter Umstanden zu konkreten Unterschieden in der Bewertung
der neuroprotektiven Effekte sowie Therapien und Pharmaka zur Verbesserung der

Hirndurchblutung unter Hypothermie.

Ein positiv inotroper Effekt, basierend auf einer Verbesserung der linksventrikuldaren
Myokardkontraktilitat wahrend kontrollierter Kiihlung wurde ebenfalls beschrieben [2].
Hier suggerieren die Autoren, dass eine Abklhlung der Kerntemperatur zu einer
Reduzierbarkeit der eingesetzten positiv-inotropisch wirksamen Pharmaka filihren
konne. Neben den neuroprotektiven Eigenschaften der Hypothermie ware ein solcher
Begleiteffekt vor allem bei Patienten mit schwerer SAB, die im Verlauf zusatzlich mit
kardialer Instabilitat oder hypotensiven Kreislaufzustdanden [211] [57] [84] belastet sind
(vgl. 1.5) ein erfolgversprechender Nutzen. Da es keine relevanten Kontraindikationen
fir die Einleitung einer milden Hypothermie in Bezug auf die denkbaren
Differentialdiagnosen zur Subarachnoidalblutung zu geben scheint, eignet sich das
Verfahren prinzipiell als Initialtherapie und kénnte nach weiterer Evaluation sogar im

praklinischen Bereich gestartet werden.

In den hier vorgestellten Ergebnissen zeigt sich eine Diskrepanz zwischen den
immunhistochemischen und histologischen Endpunkten. Zwar konnte gezeigt werden,
dass die Versuchstiere der Hypothermie-Gruppe einen verminderten histologischen
Schaden in den Hamatotoxylin-Eosin-gefarbten Schnitten aufweisen, jedoch keine

reduzierte Rate an Caspase-3 positiven Zellen zeigen.
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Caspasen (Cysteine-dependent ASPartate-specific ProteASE) sind eine Gruppe von
intrazellularen Enzymen und besitzen entscheidende Funktionen in der Ausfiihrung der
Apoptose bei Sdugetieren. Die Aktivierung kann Uber extrinsische sowie intrinsische
(mitochondriale) Pfade erfolgen, ist sehr fein reguliert und komplex. Die Caspase-3 ist
eine sogenannte Effektor-Caspase und wird durch Initiator-Caspasen gespalten, was
durch eine Umlagerung der zwei Spaltprodukte eine Uberfiihrung in die aktive Form
bedingt. In der medizinischen Forschung macht man sich diese Spaltung zu Nutze, in
dem kommerziell verfligbare Antikorper spezifische Bindungsstellen an ausschliefRlich
gespaltener und somit aktivierter Caspase-3 besetzen. Dieser Vorgang erlaubt die hoch

selektive Quantifizierung von Zellen, die den apoptotischen Zelltod durchlaufen werden.

Die Diskrepanz in der histologischen Auswertung konnte darauf hindeuten, dass die
milde therapeutische Hypothermie nur eine voriibergehende Wirkung hat. Allerdings
haben sich in experimentellen Studien globaler und fokaler Ischdmie auch nach langerer
Beobachtungszeit protektive Wirkungen gezeigt, sodass dies eher unwahrscheinlich ist.
Vielmehr koénnte die Dauer der Kihlung angesichts der komplexen und in
unterschiedlichen Sequenzen ablaufenden Vorgiange in unserer Versuchsanordnung
insgesamt zu kurz gewesen zu sein, um pathophysiologische Prozesse zu verlangsamen
bzw. voriibergehend aufzuhalten. Die hypotherme Therapie wurde nach 180 Minuten
beendet, die Gehirne nach 24 Stunden entnommen und analysiert, was moglicherweise
nicht ausreichend lange war, um den Schaden und damit die Initiation der Apoptose-
Kaskaden soweit zu unterbinden, dass eine Diskriminierung zwischen den

Versuchsgruppen moglich gewesen ware.
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IV.3  Therapie durch Hydroxyethylstarke-Applikation
Praparate auf Hydroxyethylstarke-(HES)-Basis dienen als kolloidale

Blutplasmasubstitutionsprdaparate  zur  Prophylaxe oder Behandlung einer
intravaskularen Hypovolamie. Es handelt sich bei unserem Versuchsvorhaben konkret
um Voluven® (HES 130/0,4) 6% (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Oberursel,
Deutschland), ein aus verzweigten Glukoseketten aufgebautes Molekil mit einem
Substitutionsfaktor von 0,4 und einem molaren Gewicht von 130.000 Dalton, das aus
pflanzlichem und dem korpereigenen Glykogen verwandten Amylopectin synthetisiert
wird. Eine teilweise Hydroxyethylierung der Ketten ist nétig, um einerseits den schnellen
Abbau durch Amylasen im Blut zu verhindern und andererseits die gesamte Verbindung
hydrophil zu halten, um letztlich die Verweildauer im Plasma des Patienten zu erhéhen.

Die Isotonie der Losung wird durch eine balancierte Azetatlésung erreicht.

Die Wirkungsweise aller Produkte auf HES-Basis beruht auf dem Prinzip der
Kolloidosmose. Ein Vergleich mit bestehender Literatur zu Experimenten mit
hydroxyethylstarkehaltigen Medikamenten lasst vermuten, dass die Effekte in hohem
MalSe von der Dosis abhangig zu sein scheinen. Im Rahmen einer Hypovolamie, z.B. beim
anaphylaktischen Schockgeschehen, ist die Hamostase gestort und es kommt zum
ungeregelten Ubertritt von freier Fliissigkeit nach extravasal. In der Folge bildet sich ein
Odem. Es konnte gezeigt werden, dass nach traumatischer Hirnschidigung und einer
HES-Therapie die Hirnschwellung deutlich geringer war, als in Vergleichsgruppen, die

ausschlieBlich kristalloide Losungen erhielten [105].

Vor allem kardiopulmonale Komplikationen, wie z.B. ein Lungendédem oder eine
generelle Hypervolamie, sind im Rahmen einer Subarachnoidalblutung und deren
(veralteter) triple-H-Therapie nicht ungewdhnlich und haben groBen Einfluss auf den
klinischen Verlauf [74]. Diesem Umstand muss in der klinischen Praxis durch ein
geeignetes Monitoring, insbesondere der kardialen Auswurfleistung, Rechnung
getragen werden, um eine balancierte, euvoldmische Therapie zwischen

kardiopulmonalem und neuronalem System zu gewahrleisten.
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Auch unter Verwendung von hyperton-hyperonkotischen Lésungen sollte die kardiale
Funktion regelhaft dokumentiert werden, um eine eventuelle Verschlechterung der
Kreislaufsituation und damit einem erhéhten Risiko fur eine kritische
Durchblutungsstérung im Rahmen eines Vasospasmus mit Ausbildung eines
neurologischen Defizits entgegen wirken zu kdnnen. Durch den aufgebauten
onkotischen Druck kommt es zu einer Riickverlagerung von Wasser nach intravasal und
in der Folge zu einer Abnahme des Gewebedédems und einer intravasalen
Volumenexpansion mit allen hamodynamischen Konsequenzen. Um einen
Flassigkeitsmangel im Interstitium zu vermeiden, sollte eine kolloidale immer von einer
supportiv-kristalloiden Therapie begleitet werden. Es bleibt zu erwahnen, dass die
Versuchstiere der Kontrollgruppe, die mit isotonischer Kochsalzlésung (Natriumchlorid
0,9%) behandelt wurden, nicht auf das Auftreten einer Azidamie hin getestet wurden.
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen legen nahe, dass diese erst bei groflen
Gesamtvolumina relevant zu werden scheint und daher in unserem Fall vernachlassigt

werden kann [135].

HES-haltige Produkte waren bis 2013 ein fester Bestandteil in der Notfall- und
Intensivmedizin, wenngleich es auch zu dieser Zeit schon Diskussionen um Indikationen
und Nebenwirkungen gab. Nachdem die Daten eines bis 2011 fihrenden Forschers auf
dem Gebiet fiir kolloidhaltige Infusionsldsungen stark in Zweifel gerieten, wurde nach
Auswertung zweier Folgestudien im Juni 2013 die Marktzulassung fiir derartige
Produkte durch die Europaische Arzneimittel-Agentur (EMA, London, GroRbritannien)
deutlich eingeschrankt [145] [166]. Britische und US-amerikanische Beho6rden
schrankten den Gebrauch in der Folge ebenfalls stark ein. Es wurde propagiert, dass der
Einsatz von Hydroxyethylstarke im klinischen Alltag bei Patienten mit Sepsis ein hdheres
Sterberisiko mit sich brachte, als ein alleiniger Einsatz kristalloider Losungen. Zudem
sollte es haufiger zu akuten Nierenschadigungen und schweren Gerinnungsstérungen

kommen.
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Perner et al. revidierten allerdings ihre initial gezogenen Schliisse und kommen nach
Auswertung der Langzeitergebnisse zu dem Schluss, dass es keine Unterschiede in den
Mortalitatsraten nach einer Behandlung mit hydroxyethylstarkehaltigen Losungen oder
Ringer-Laktat-Produkten bei septischen Patienten gibt [167]. Ein direkter Vergleich zur
Vorgangersubstanz Hydroxyethylstarke 200/0,5 zeigte ein in etwa gleiches MalR an
Volumenexpansion, jedoch weniger hamostatische Nebenwirkungen bei Voluven® (HES
130/0,4) 6% [123]. Aktuelle Studien zu diesem Thema sehen zudem keine
Beeintrachtigung der Nierenfunktion bei ansonsten nierengesunden Patienten [107]
[110] [119] [114]. Mizzi et al. kommen weiterhin zu dem Schluss, dass der Einsatz auch
bei Patienten mit vorbestehender renaler Beeintrachtigung zu verantworten sei [138].
Ebenfalls entkraftet scheint der Verdacht der hoéheren Blutungsgefahr oder der

verlangerten Krankenhausaufenthalte [102].

Momentan gelten weiterhin die Empfehlungen des Ausschusses fiir Risikobewertung
(PRAC) der EMA sowie vor allem des Bundesinstituts flir Arzneimittel und
Medizinprodukte (BfArMm, Bonn, Deutschland) unter der initialen
Anwendungsbeschrankung  fir  Hydroxyethylstarke  vom  15.11.2013, mit
Informationsbriefen vom 18.10.2016, 02.08.2018 und zuletzt vom 26.04.2019 sowie mit
einer Revision des ,,Rote Hand-Brief” vom 13.08.2018, in der wiederholt explizit vor der
unsachgemalRen Nutzung Hydroxyethylstarke-haltiger Infusionen gewarnt und der

immer noch zu hohe klinische Verbrauch der Substanz bemangelt wird [19].

Zusammengefasst soll Hydroxyethylstirke bei hypovolamen Kreislaufzustanden nur
noch verabreicht werden, sofern kristalloide Losungen keine ausreichende Wirkung
aufweisen und dann auch nur in der niedrigst wirksamen Dosis bis zum Erreichen der
Normotonie fur maximal 24 Stunden. Weiterhin bestehen Kontraindikationen fir
kritisch kranke Patienten in intensivmedizinischer Behandlung mit septischen
Krankheitsbildern, schweren Verbrennungen, eingeschrankter Nierenfunktion oder
Nierenersatztherapie, intrakranieller oder zerebraler Blutung, bei Hyperhydratation
(inklusive Lungenédem), bei Dehydratationen, schweren Gerinnungsstérungen sowie

bei schweren Leberfunktionsstérungen.
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Konkret bezogen auf die Beeinflussung nach aneurysmatischen SAB gibt es neben der
erwarteten Senkung des intrakraniellen Drucks direkt nach dem Ereignis sowie der
Wirkung auf das Hirngewebe im Rahmen der Odembildung und endothelialer
Veranderungen einige Hinweise, dass HES eine schnellere Clot-Bildung induzieren kann,
deren Starke allerdings weniger widerstandsfahig zu sein scheint. Diese Annahme
basiert auf Versuchsreihen mittels Thromboelastographie [247]. Es ist vorstellbar, dass
ein friher endogener Verschluss per Clotting die Intensitdt und damit das Ausmal’ der

SAB glinstig beeinflussen kann.

Zudem gibt es Hinweise, dass zerebrale Vasospasmen unter einer kolloidhaltigen
Therapie geringer ausfallen und die intrazerebralen Lumina der hirnversorgenden
Arterien durch eine Verhinderung der Apoptose von glatter GefaBmuskulatur erweitert
zu sein scheinen [126]. SchlieBlich kann man davon ausgehen, dass eine moglichst friihe
Wiederherstellung der Normotonie einer schnelleren Erholung des zerebralen
Blutflusses zutraglich ist. In diesem Zusammenhang spielt der kolloidosmotische Druck
wahrscheinlich eine entscheidende Rolle in der Beeinflussung des zytotoxisch-

vasogenen Hirnddems.

Ziel der HES-Versuchsgruppe dieser Arbeit ist zu zeigen, dass eine friih eingeleitete,
Hydroxyethylstarke-basierte Therapie das Perfusionsdefizit direkt nach einer
aneurysmatischen SAB positiv beeinflussen kann, fiir eine schnellere hamodynamische
Stabilisierung sorgt, dem zytotoxisch-vasogenen Hirnddem entgegenwirkt und somit

entscheidend auf den neurologischen Ausgang wirken kann.

IV.3.1 Hydroxyethylstarke-Versuchsgruppe
In diesem Versuchsteil wurden die Effekte der friihen (15 Minuten nach SAB) und

wiederholten Gabe (150 Minuten nach SAB) von Hyper-HES in der Dosierung (nach
Herstellervorgabe) von insgesamt 4 ml/kg Kérpergewicht auf den zerebralen Blutfluss
und den neurologischen Zellschaden untersucht. Es konnten eine dauerhafte Senkung
des intrazerebralen Drucks, eine signifikante Erhéhung des Blutflusses sowie eine
Reduktion des hippocampalen Schadens nachgewiesen werden. Dieses Muster wurde
bereits in einer vorherigen Studie zur akuten Behandlung mit Stickstoffmonoxid-(NO)-

Donatoren nach experimenteller SAB beobachtet und publiziert [129].
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Auch in unserer klinischen Alltagserfahrung zeigt sich Hyper-HES weiterhin als geeignete
Substanz, um einen gesteigerten Hirndruck sicher und zeitnah zu senken sowie instabile
Kreislaufsituationen schnell zu kontrollieren, die auf rein kristalloide Substitution nicht
mehr addquat reagieren. Beide Komplikationen zeigen sich regelhaft bei Patienten in

der Friihphase nach SAB.

Analog zur vorherigen Versuchsgruppe unter hypothermer Therapie konnte durch eine
frihe und wiederholte, gewichtsadaptierte Applikation von HES ein glinstiger Effekt im
Experimentalmodell zur Subarachnoidalblutung gezeigt werden. Es zeigte sich ebenfalls
eine eindeutige Diskrepanz zwischen dem visuell erfassbaren Zellschaden in der
Hamatoxylin-Eosin-Farbung und der Auswertung der Immunofluoreszenzfarbung
mittels Caspase-3. An dieser Stelle sei auf den systematischen Nachweis der Progression
des hippocampalen Zellschadens nach SAB durch Ordy et al. in der histologischen
Gesamtauswertung der Hypothermie-Versuchsgruppe hingewiesen (Kapitel 1V.4) [157].
Moglicherweise ist die Wirkungsdauer nach initialer Gabe und der Wiederholungsdosis
zu kurz, um die Entstehung des neuronalen Schadens dauerhaft zu verhindern, sondern

verzogert unter Umstanden dessen Auftreten lediglich.

Experimentelle Studien zur Entwicklung des Hirnddems nach SAB decken die ersten zwei
bis drei Tage nach artifizieller Blutung ab. In einer Ubersichtsarbeit zur Pathogenese und
klinischen Bedeutung des globalen Hirnddems nach SAB kommen Mocco et al. zu dem
Schluss, dass der initiale ICP-Anstieg und der konsekutive Abfall des CPP die Startpunkte
einer Kaskade bilden, die in etwa 20% der untersuchten Patienten zur Entwicklung eines
Hirnédems fiihren [139], das fir sich allein schon einen unabhangigen Risikofaktor fiir
eine schlechte neurologisches Erholung darstellt [41]. Der weitere Verlauf sowie die
persistierende Ischamie werden durch einen dauerhaft niedrigen CBF unterhalten. Es
kommt zudem zu endothelialen Apoptosevorgiangen sowie einem partiellen
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke (BHS), die mit ihrer physiologischen Funktion
als Barriere zur Aufrechterhaltung des besonderen intrazerebralen Milieus notwendig

ist.
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Das Gehirn ist in seiner Funktion von einer konstanten Sauer- und Nahrstoffversorgung
abhangig. Diese kann nur durch eine kontinuierliche Durchblutung sowie durch
stoffselektiven Ubertritt von extra- nach intravasal und vice versa aufrechterhalten
werden. Diese zerebrale Gewebshdmostase verhindert den Eintritt potentiell
neurotoxischer Substanzen und sorgt fiir einen geregelten Austausch in Bezug auf
beispielsweise lonen, Aminosauren, Proteine oder auch Neurotransmitter. Histologisch
setzt sich die BHS zum GrofSteil aus Endothelzellen im Kapillarbett und den
dazwischenliegenden ,tight junctions” zusammen. Diese konnen bei ischdmischen
Ereignissen schnell und schwer beeintrachtig werden [18] [185] [51]. In der Folge kommt
es zu Kapillarlecks, bei denen Versuche, diese mit Hilfe von sogenannten ,gap junction
inhibitors” zu verschlieRen, im Sinne der Neuroprotektion nicht erfolgreich gewesen
sind [6]. Konkret anzunehmen sind Schaden an der Basalmembran im Sinne einer
Abloésung des Endothels durch den Verlust von vor allem Kollagen Typ IV, so dass von
einer erhohten Durchldssigkeit dieses Abschnittes der GefaBwand ausgegangen wird
[196]. Es kommt zum Austritt von Flissigkeit aus dem Kapillarsystem in das Hirngewebe,
einem sogenannten vasogenen Hirnddem mit einem zusatzlichen Anstieg des
intrakraniellen Drucks [147]. Zudem gibt es eine Reihe von nachgewiesenen
Mediatoren, die ihrerseits die Homoéostase beeinflussen kdnnen. Dazu gehodren etwa
Bradykinin [168], Serotonin, Histamin [229], Phosholipase A, [11], Arachidonsdaure,
Prostaglandine, Leukotriene [21], freie Radikale [142] oder NO [161]. Vor allem die
therapeutische Regulation dieses potenten Vasodilatators scheint sinnvoll, da dieser
regelhaft nach einer SAB erniedrigt scheint [198] [191] und sein Potenzial, wie oben
bereits beschrieben, angedeutet hat. Den Endpunkt dieser Kaskade bildet ein gemischt
zytotoxisch-vasogenes Hirnédem [139]. In einer vorigen Studie unserer Arbeitsgruppe
konnte gezeigt werden, dass der zeitliche Verlauf innerhalb von sechs Stunden nach
experimenteller SAB von einer kontinuierlichen Zunahme des Hirnwassergehalts
charakterisiert ist [238]. Daneben kommt es sehr zeitnah zu einer Schwellung der

Endothelzellen selbst.
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In einer Studie zu Verdanderungen der BHS in einem Ratten-Schlaganfall-Modell konnten
Garbuzova-Davis et al. Schwellungen am endoplasmatischen Retikulum und ein
Auftreten von mehreren, groflen Vakuolen im Zytoplasma von Endothelzellen
nachweisen [83]. Weiterhin zeigten die Mitochondrien der meisten Zellen strukturelle

Abnormitaten.

Diese Nachweise, in Verbindung mit einer gesteigerten, posthamorraghischen
Endothelin-1-Sekretion als hochpotentem Vasokonstriktor [63] [215], kdnnten nicht nur
eine Kausalitdt beim Zusammenbruch der BHS darstellen, sondern ebenfalls ein zu
Grunde liegender Mechanismus der vom Endothel ausgeldsten luminalen Verengung

und damit der Minimalflussphasen nach einer Ischamie sein.

Hydroxyethylstarkehaltige Losungen zur Hamodilution haben ebenfalls bekannte
Einflisse auf die Blutviskositdt, die Thrombozytenfunktion und die allgemeine
Koagulationsfahigkeit. In der Literatur ist die Lehrmeinung zu jedem dieser Punkte nicht
einheitlich, wenngleich ein GroRteil der Autoren (bereinstimmt, dass eine
intraoperative Gabe in grolReren Mengen zu einer hoheren Viskositdat und
Hyperkoagulation fihrt. Sossdorf et al. konnten in einer in-vitro Studie
proinflammatorische Effekte durch Thrombozytenaktivierung nachweisen, in dem das
Blut gesunder Freiwilliger mit verschiedenen Mengen und Konzentrationen von HES
vermengt worden ist. Die Autoren fanden eine zunehmende Expression von CD62 und
Formationen von Plattchen-Neutrophilen- und Plattchen-Monozyt-Konjugaten [205].
Einige in-vivo- und in-vitro-Serien berichten im Gegensatz dazu von einer Inhibition der
Plattchenfunktion [127] [134] [244]. Hier muss allerdings festgehalten werden, dass
dieser Effekt jeweils nur fur die Vorgangersubstanz HES 200/0,5 beschrieben worden ist
und nicht fur HES 130/0,4. Betrachtet man die gestorte Mikrozirkulation zeitnah nach
einer SAB [195] [13], die eng mit der Plattchenaktivierung verwoben scheint, darf
dennoch eine Augmentation der Koagulation unter einer kolloidalen Therapie im Sinne
etwaiger ischamischer Areale nicht unterschatzt werden und sollte konsequent unter

Beobachtung stehen.
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Die Effekte einer Therapie mit Hydroxyethylstdrke-haltigen Substanzen als friihe
Behandlungsmethode nach SAB wurden neben anderen osmotisch wirksamen Agenzien
bereits friiher untersucht [16]. Die Autoren konnten im Vergleich mit unseren
vorgelegten Ergebnissen einen weniger ausgepragten CBF-Anstieg nachweisen sowie
keinerlei neuroprotektive Effekte im hippocampalen Bereich erkennen. Der Vergleich zu
unseren Ergebnissen im Rahmen der Neuroprotektion muss allerdings besonders

beleuchtet werden.

Wahrend in unserer Studie der Schaden am Hippocampus bereits nach 24 Stunden
aufgenommen wurde, untersuchten Bermiiller et al. den Zellschaden sieben Tage nach
dem Ereignis. Ungliicklicherweise wurde daraus geschlossen, dass eine frithe, osmotisch
wirksame Therapie keinerlei Auswirkungen auf die Neuroprotektion im Hippocampus
habe. Betrachtet man aber das breite Spektrum der einflussnehmenden Aspekte und
die multifaktorielle Pathogenese, die zur letztendlichen Gesamtauspragung der SAB und
der neurologischen Erholungsfahigkeit flihren, ist es nicht unwahrscheinlich, dass der
therapeutische Effekt einer friihen, einmaligen Gabe eines osmotischen wirksamen
Agens mit der Zeit moglicherweise verblasst. Dieser Umstand kame vor allem bei
Geweben, wie etwa dem Hippocampus zum Tragen, die hoch vulnerabel und damit
anfallig fir jede Form von Ischamie, chronischer Hypoperfusion oder inflammatorischen
Vorgangen sind. Bezugnehmend auf unsere Beobachtung eines CBF-steigernden
Effektes durch eine wiederholte HES-Applikation, muss darauf hingewiesen werden,
dass Bermuiller et al. nur jeweils eine einzelne Dosis verabreicht haben, wohingegen in
unserer Studie 15 Minuten nach SAB eine erste und zum Zeitpunkt 150 Minuten nach
SAB eine zweite Dosisinjektion erfolgten. Bis zu diesem Zeitpunkt dhneln sich die CBF-
Verldufe der beiden Studien mit einer tendenziellen, aber nicht signifikanten Steigerung
der Hirnperfusion nach kolloidaler Substitutionstherapie. In unserer Versuchsreihe
verbesserte sich der CBF nach der zweiten Injektion weiter, was eine Dosisabhdngigkeit
des Effekts nahelegt und uns zu dem Schluss bringt, dass eine noch aggressivere,
osmotisch wirksame Therapie den CBF vor allem in der Friihphase abermals verbessern
konnte. Offen bleibt in diesem Bereich, ob weitere Repetitionen mit einer Erhéhung der

Gesamtdosis/kg Korpergewicht einen weiteren Benefit bringen konnen.
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Da unser Zeitfenster fiir die neurologische Nachbeobachtung versuchsantragsbedingt
nur 24 Stunden betrug, kann nicht beantwortet werden, ob der Einsatz von Hyper-HES
einen Effekt auf den erhohten Hirndruck, die Durchblutung und die neurologische

Erholung iber den Beobachtungszeitraum hinaus haben kann.

Weitere Studien werden klaren missen, ob verdnderte Regime mit hyperton-
hyperonkotische  Losungen oder Kombinationstherapien unter  kolloidaler
Supplementierung den erhofften neuroprotektiven Langzeiteffekt zeigen konnen.
Denkbar ware der Ansatz als mogliche Erweiterung der Initialtherapie zur Ausdehnung

des kurativen Fensters auch im praklinischen Bereich.
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V.4  Histologische Gesamtauswertung
Die histologische Aufarbeitung unserer Versuchstierhirne zeigt eine Diskrepanz

zwischen dem visuell erfassbaren Schaden per Hamatoxylin-Eosin-Farbung und den
Vergleichsschnitten derselben Proben unter Caspase-3-Immunofloureszenz sowohl in
der mit therapeutischer Hypothermie als auch in der mit Hydroxyethylstarke
behandelten Versuchsgruppe. Ordy et al. beschreiben, dass sich der Zellschaden in der
CA-1-Region des Hippocampus durch einen Verlust an Pyramidalzellen bereits am ersten
Tag nach einer Vier-Gefaf3-Okklusion im Rattenmodell sicher nachweisen lasst. Dieser
Zellschaden vergrolRert sich in den darauffolgenden Tagen [157]. Andere Gruppen sehen
ebenfalls vor allem die Neuronen der CA-1 Region als hochsensibel fiir ischdamische
Ereignisse an [112] [5]. Der histologisch nachzuweisende Zellschaden unserer
Kontrollgruppe bewegt sich im Rahmen dessen, was vorherige Studien unserer

Arbeitsgruppe bereits herausgefunden haben [129].

In  beiden Versuchsarmen konnte durch die jeweilige Intervention der
Gesamtzellschaden nach 24 Stunden Uberlebenszeit im Vergleich zur Kontrollgruppe
stark vermindert werden, wobei festgehalten werden muss, dass dies nur auf den visuell
nachzuweisenden Schaden nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung zutrifft. Die Aufarbeitung
der Immunofluoreszenzfarbung zeigt sowohl in der mit Hypothermie als auch in der mit
Hydroxyethylstarke behandelten Versuchsgruppe lediglich einen marginalen
Unterschied an Caspase-3 positiven Zellen als Apoptosemarker im untersuchten
Zielbereich des Hippocampus zugunsten der Interventionsgruppen. Berlicksichtigt man,
dass ein fehlender Nachweis des histologischen Zelltodes aber noch keine endgiiltige
Aussage (Uber die Funktionalitit der Neurone zuldsst, weisen die Ergebnisse
moglicherweise darauf hin, dass einerseits die Gesamtkiihlungszeit von 180 Minuten in
der Hypothermiegruppe sowie andererseits die zweizeitige Applikation mit 4 ml/kg
Korpergewicht in der Hydroxyethylstarke-Gruppe gegebenenfalls zu wenig aggressiv
gewesen sein kdnnten, um einen weiteren Verlust an Pyramidalzellen im Hippocampus

effektiv zu verhindern und damit die verzogerte Ausweitung des Schadens zu begrenzen.
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Fiir beide Versuchsarme wird demnach angenommen, dass eine intensivierte oder tber
einen langeren Zeitraum durchgefiihrte Therapie starkere neuroprotektive Effekte
zeigen konnte. Weiterhin bleibt offen, ob die untersuchten Therapieansatze eventuell
nur in der Lage sind, das zeitliche Fenster bis zur Vollauspragung des sekundaren
Hirnschadens zu vergroRern und damit zwar effektive und friih verfligbare, aber nur

passager wirksame Interventionsmoglichkeiten darstellen.
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IV.5 Grenzen dieser Studie
Der zugrundeliegende Tierversuchsantrag dieser Studie beinhaltet einige limitierende

Faktoren, die nach Auswertung der Ergebnisse erwdahnenswert sind.

Es gilt als gesichert, dass ein gewisser Anteil der Zellen an Apoptose zu Grunde geht [33].
Bezugnehmend auf die oben erwdhnten, nicht eindeutig zu wertenden Ergebnisse
unserer Studie im Vergleich der Histologie unter Hamatoxylin-Eosin-Farbung und der
Immunhistologie in beiden Versuchsgruppen bei einem Uberleben der Versuchstiere
von nur 24 Stunden nach SAB, sollte ein lingeres Uberleben der Versuchstiere in
Folgeversuchen unbedingt angestrebt werden, um eine bessere Diskriminierung in
puncto Histologie, neurologischen Defiziten und Letalitat zu erreichen. Dies kdnnte die
potentiell protektiven Eigenschaften der Hypothermie wie auch von Hydroxyethylstarke
in den immunhistologischen Auswertungen deutlicher werden lassen. In diesem
Zusammenhang lasst sich mutmalen, dass unsere generell geringe Letalitat der
Versuchstiere in den Experimenten ebenfalls in Zusammenhang mit der kurzen

Gesamtiiberlebenszeit nach SAB in Zusammenhang steht.

Daneben kann diese Studie durch die kleine Tieranzahl in jeder Versuchs- und der
Kontrollgruppe sicherlich nur einen ersten Anhalt geben, welche MaBnahmen und

Therapien erfolgsversprechend sein kdnnen und verfolgt werden sollten.

Generell birgt das endovaskuldare Fadenperforationsmodell potentiell intrinsische
Fehlerquellen, vor allem in Form der akzidentellen Hirnischamie durch ein zu langes
Verweilen des Fadens in der Arteria carotis interna im Zuge der GefaBperforation im
Mediastromgebiet. Diese Zeit wurde in unserer Arbeit jeweils dokumentiert und betrug
bei keinem Versuchstier mehr als 4 Minuten, was eine neurologische Beeinflussung

unwahrscheinlich werden lasst.

Die Quantifizierung der Blutungsintensitat jedes einzelnen Tieres nach dem Fisher-Score
wurde dokumentiert, aber nicht in die Ergebnisse und die Auswertung dieser Arbeit
aufgenommen, da sich keine Korrelation zwischen Blutungsgrofie und neurologischem
Ergebnis gezeigt hat. Zudem war die Bewertung der Intensitdt nicht durch einen

verblindeten Untersucher gewahrleistet.
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IV.5.1 Hypothermie
Die Technik der Abkihlung bei den Versuchen in hypothermer Behandlung ist

vollstandig experimentell, selbst entwickelt und nicht fiir jedes Versuchstier in Bezug auf
das Eigengewicht individualisiert. Fraglich bleibt, ob eine schnellere Abkihlung der
Versuchstiere auf die Zielhirntemperatur von 34°C den neuroprotektiven Effekt
verstdarken kann. Eine Arbeit von Kim et al. zeigte im Rahmen von Reanimationen keine
Uberlegenheit der raschen Einleitung einer MTH mit kalter, intravendser Flissigkeit
[115]. Es muss jedoch bedacht werden, dass es im Rahmen dieser Arbeit um mogliche
Notfalltherapien zur Erweiterung des kurativen Fensters geht und so scheint ein
multimodales Kiihlschema Uber bereits bestehende Gefdllzugidnge und von extern
sinnvoll. Es kann zudem keinerlei Aussage dazu getroffen werden, unter welchem
Regime die Wiederaufwarmung am vorteilhaftesten gelingen kann. Implementierte
Schemata aus der Postreanimationstherapie nach MTH, beispielsweise die Leitlinien des

ERC, sollten hier konsultiert werden.

Nebenwirkungen, Komplikationen und Veranderungen der Homdostase einer MTH
konnten in unserem Versuchsaufbau nur im Rahmen der kurzen Interventionszeit von
24 Stunden untersucht werden. Wie sich beispielsweise die Gerinnungskaskaden unter
einer eventuell notwendigen Heparintherapie verhalten wiirden, das Infektionsrisiko
durch die kaltebedingte Immunsuppression Auswirkungen im Verlauf hatte oder sich
hamodynamische Veranderungen (QT-Zeitverlangerungen, arrhythmogenes Potential)
mit einem erniedrigten Ansprechen auf eine moégliche Katecholamintherapie auswirken,

kann im Rahmen der kurzen Beobachtung nicht dargestellt werden.

IV.5.2 Hydroxyethylstdrkehaltige Praparate
Die Hauptkritikpunkte zum Einsatz Hydroxyethylstarke-haltiger Praparate im klinischen

Alltag liegen derzeit in der vermutet héheren Gesamtletalitat durch immunsuppressive
Nebenwirkungen sowie erhdohte Raten an akuten Nierenschadigungen und schweren
Blutungsereignissen. Aufgrund des Studienaufbaus mit kurzer Uberlebenszeit nach dem
Ereignis ist es dieser Arbeit nicht moglich, Aussagen zu den vermeintlichen
Nebenwirkungen einer Hydroxyethylstarketherapie, wie sie derzeit vom BfArM

publiziert sind, zu treffen.

-96 -



Ebenso kann keinerlei Aussage dazu getroffen werden, ob etwaige Alternativen wie z.B.
Gelatinelosung mit ihrer weitgehenden Gerinnungsneutralitit und mutmallich
fehlendem renalen Nebenwirkungsprofil praklinisch weiter an Bedeutung gewinnen
konnen. Die Gesamtletalitdt scheint in unserem speziellen Aufbau mit gesunden
Versuchstieren allerdings nicht erhoht. Fir eine Testung von konkreten
Nebenwirkungen der Therapie sollten die Versuchstiere deutlich langer als 24 Stunden

Uberleben dirfen.
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IV.6  Starken dieser Studie
Das modifizierte endovaskuldre Fadenperforationsmodell nach Bederson stellt ein, nicht

nur in unserer Arbeitsgruppe, sehr gut etabliertes Modell zur Auslésung einer
Subarachnoidalblutung bei Ratten dar. Die ausgeldsten Blutungen entsprechen vom
Ausbreitungsmuster am ehesten dem, was wir als Subarachnoidalblutung nach einer
Aneurysmaruptur klinisch beim Menschen beobachten. Weitere Analogien liegen im
plotzlichen Anstieg des intrakraniellen Drucks mit folgendem Abfall der zerebralen
Perfusion und deren posthdamorraghischen Erholungsphasen. Durch die groRe
Beliebtheit dieses Modells ist ein standardisiertes Vorgehen nach Protokollen wahrend
der gesamten perioperativen Phase gewahrleistet und eine Vergleichbarkeit zwischen

den Ergebnissen der verschiedenen Arbeitsgruppen moglich.

Andsthesiologisch  beschranken wir uns auf |Isofluran zur Einleitung und
Aufrechterhaltung der gesamten Operation. Volatile Anasthetika, vor allem die Gruppe
der Flurane, besitzen neben einem gewissen relaxierenden ebenfalls organoprotektiven
Charakter, kombiniert mit einer quantitativ zu vernachlassigenden, hepatischen
Metabolisierungsrate [131]. Die vasodilatativen Eigenschaften von Isofluran, die
prinzipiell die Mdglichkeit einer Nachblutung oder einer Hirnédembildung beinhalten,
scheinen in unserem Fall vernachlassigbar, da keines der eingeschlossenen
Versuchstiere im Verlauf an einer derartigen Komplikation verstorben ist. Weitere
Vorteile von Isofluran fir unsere Zwecke sind die gute intraoperative Steuerbarkeit, die
vorhandene analgetische Komponente, die zusatzliche Gaben von Analgetika in
unserem Versuchsaufbau liberflissig machten sowie die geringe Akkumulationsgefahr

mit eventuellen postoperativen Komplikationen.

Die durchgehende Temperaturkontrolle der Versuchstiere ist fester Bestandteil des
Studienprotokolls. Es konnte bereits im Vorfeld gezeigt werden, dass eine
Objektivierbarkeit der Ergebnisse nur gegeben ist, sofern die Hirntemperatur der
Versuchstiere vergleichbar ist, da schon kleine Abweichungen das AusmalR des
Hirnschadens beeinflussen kdnnen [27] sowie nicht unbedingt mit der

Korperkerntemperatur korrelieren missen [143].
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Die Laser-Doppler-Flowmetrie berechnet im Gegensatz zu alternativen Messtechniken,
wie z.B. radioaktiven Tracern oder Clearance-Methoden, die allesamt absolute Werte
ausgeben, die relative Veranderung der zerebralen Perfusion im Zielvolumen von 1
mm?3. Es besteht eine sehr hohe Korrelation zwischen den prozentual erfassten Werten
der LDF-Sonden und absolut ermittelten Vergleichswerten anderer Techniken [67]. Die
Moglichkeit der sehr prazisen raumlichen und zeitlichen Auflésung der Laser-Doppler-
Flowmetrie erlaubt es, die Schwankungen des regionalen Blutflusses im Rahmen eines

ischamischen Ereignisses prazise zu erfassen [56].

Bei der Ableitung des Hirndrucks per Sonde besteht unser Arbeitsgruppenstandard in
einer Anlage unter Er6ffnung der Dura mater. Dieses Vorgehen sichert einerseits eine
exakte Ableitung des Hirndrucks, die flr die Qualitatssicherung des Experiments
entscheidend ist und ist andererseits realitatsnaher im Sinne eines moglichen

zuktnftigen klinischen Transfers in die Humanmedizin.

Die vollstandig digitale Aufnahme aller physiologischen Messdaten (MABP, ICP, LDF
beidseits) erlaubt nicht nur eine schnellere postexperimentelle Analyse einer groRen
Datenmenge, sondern ist ebenfalls intraoperativ von entscheidender Bedeutung,
beispielsweise zur Verifizierung der Auslésung einer Subarachnoidalblutung unter

Zuhilfenahme der in Echtzeit erhobenen LDF-Daten in Verbindung mit dem ICP.

Die Aufzeichnung des pra- und postoperativen Gewichts aller Versuchstiere dient zur
Objektivierbarkeit der Studienergebnisse. Die Varianz im Ausgangsgewicht und deren
postoperativ gemessene Gewichtsabnahme, die iber alle drei Versuchsgruppen etwa

gleich ist, scheinen zu zeigen, dass die Ergebnisse gewichtsunabhangig gelten kbnnen.
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Vv Zusammenfassung dieses Versuchsvorhabens
Beide Studienarme demonstrieren unabhangig voneinander, dass sowohl die friihe

Induktion einer milden Hypothermie von 34°C, als auch die zeitnahe und wiederholte
Administration von Hyper-HES direkt nach experimenteller Auslésung einer
Subarachnoidalblutung den intrakraniellen Druck reduzieren und den zerebralen
Blutfluss in der ersten Phase des Krankheitsverlaufes positiv beeinflussen kdnnen.
Obwohl weder die Hypothermie, noch die kolloidosmotische Therapie alleine in der Lage
zu sein scheinen, das mogliche Auftreten eine auf die Blutung folgenden Hirnlasion
vollstandig aufzuhalten, lassen sich dennoch neuroprotektive Eigenschaften aus den
Experimentalreihen ableiten. Da derzeit keine relevanten Kontraindikationen fiir eine
Initiierung der beiden Verfahren in den Differentialdiagnosen zur SAB bekannt sind,
konnten die kontrollierte Kiihlung und die osmotische Hamodilution von Patienten mit
diesem Krankheitsbild als tragende Therapien in der akuten Phase bis zur definitiven

klinischen Versorgung als Erweiterung des kurativen Fensters eingesetzt werden.

Zusatzliche Fragestellungen, die sich wahrend der Auswertung in unserer Arbeitsgruppe
gestellt haben, beschéftigen sich in der Kiihlungsphase vor allem damit, ob eine Zeit von
180 Minuten in Hypothermie ausreichend ist, um einen anhaltenden Schutz vor
neuronalem Zellverlust zu gewahrleisten oder dieser Effekt nur passager ist. Weiterhin
bleibt noch zu klaren, ob es ausschlaggebend ist, welche Methode neben der aktiven,
extrakorporalen Kithlung zum schnellen, aber steuerbaren und im praklinischen Bereich

anwendbaren Erreichen der Zieltemperatur verwendet werden sollte.

Im Bereich der osmotischen Therapie ist derzeit fraglich, ob eine Gesamtdosisanpassung
von > 4ml/kg Korpergewicht sinnvoll ware, ebenso wie Wiederholungen der

Administration im Verlauf oder Verkiirzung der Applikationsintervalle.

Die pathophysiologischen Kaskaden in der akuten Phase der SAB sind multifaktoriell und
sehr komplex. Dazu zdhlen wu.a. lokal parakrine, systemisch kardiovaskulare,

inflammatorische und metabolische Faktoren [192].
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Esistanzunehmen, dass ein Therapieangriff an mehreren unterschiedlichen Punkten der
Kaskade am erfolgversprechendsten ist. Zu bedenken bleibt, dass eine Kombination von
zwei  effektiven Monotherapien nicht notwendigerweise einen additiven
neuroprotektiven Nutzen nach sich ziehen muss. Mehrere Behandlungspfade in
weitgehend unabhdngiger Wirkweise untereinander werden wohl den grofSten
Zusatznutzen erbringen konnen. Als unterstitzende Therapieform wird die milde
therapeutische Hypothermie schon langer diskutiert [184], wobei sich neben onkotisch
wirksamen Medikamenten vor allem die Regulation von Stickstoffmonoxid-Donatoren
als Partner anbieten wiirde, deren Wirksamkeit in experimentellen Studien bereits
nachgewiesen werden konnte [129] [193]. Weiterhin kdmen beispielsweise
Modulationen der Thrombozytenadhadsion nach SAB und damit Einflisse auf den
zerebralen Blutfluss [195] sowie auf das Endothel selbst und die Basallamina [76] als

kombinierbare Pfade in Betracht.

Insgesamt entsprechen sowohl die hypotherme Therapie als auch die osmotisch-
wirksame Therapie mit Hydroxyethylstarke nach unseren Resultaten der primaren
Zielsetzung der Studie. Die Moglichkeit einer prinzipiell (berall verfligbaren,
kostengiinstigen und gut steuerbaren Frithphasentherapie nach SAB ohne
Kompromittierung der initialen Diagnostik und der klinischen Differentialdiagnosen

scheint hier jeweils gegeben zu sein.
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