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1. Abklrzungsverzeichnis

APRP: acoustic peak rarefaction pressure

bpm: engl.: beats per minute, Herzschlage pro Minute

CAA: zerebrale Amyloidangiopathie

CBF: engl.: cerebral Blood Flow, zerebraler Blutfluss

CCT: engl.: cranial Computer Tomography, kraniale Computertomographie
cMRT: engl.: cranial Magnet Resonance Tomography, kraniale Magnetresonanzto-
mografie

CPP: engl.: cerebral perfusion pressure, zerebraler Perfusionsdruck

DSA: digitale Subtraktionsangiographie

EKG: Elektrokardiogramm

EVD: externe Ventrikeldrainage

FLAIR: engl.: fluid-attenuated inversion-recovery, spezielle MRT-Sequenz
FLASH: engl.: fast low angle shot, spezielle MRT-Sequenz

Fos: c-fos. Protein

GCS: engl.: Glasgow Coma Scale

GFAP: engl.: glial fibrillary acidic protein, saures Gliafaserprotein

GOS: Glasgow Outcome Skala

HE: Hamatoxylin-Eosin, ein Farbstoff zur Farbung von Gewebeschnitten
HU: Hounsfield Einheit

ICB: engl.: intracerebral bleeding, intrazerebrale Blutung

ICP: engl.: intracranial pressure

ICH-Score: engl.: Intracerebral Hemorrhage Score

INR: engl.: International Normalized Ratio, ein Parameter fiir das extrinsische System
der Blutgerinnung

JNK: c-Jun N-terminal Kinase

MAP: engl.: mean arterial pressure, mittlerer arterieller Blutdruck

MI: mechanischer Index

MMP-9: Metallopeptidase 9

mMRS: engl.: modified ranking scale

MRT: Magnetresonanztomographie



NF-kB: nuklearer Faktor Kappa B

NO: Stickstoffmonoxid

Rt-PA: engl.: recombinand tissue-type plasminogen activator, oder auch Alteplase
genannt

SD: engl.: standard deviation, Standardabweichung

TE: engl.: Time Echo: Echozeit in der MRT-Darstellung

TI: engl.: Time Inversion: Inversionszeit in der MRT-Darstellung

T-PA: engl.: tissue-type plasminogen activator, gewebespezifischer Plasminaktivator
TR: engl.: Time Repetition: Repetitionszeit in der MRT-Darstellung
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3. Einleitung und Ziel der Dissertation

Diese experimentelle Arbeit befasst sich mit dem Thema der spontanen intrazerebra-
len Blutung (ICB).

Der Schlaganfall spielt als eine der haufigsten Todesursachen weltweit (1) eine tra-
gende Rolle in den Morbiditats- und Mortalitatsstatistiken. Ebenfalls ist er einer der
fuhrenden Griunde fur Invaliditat und Langzeitschaden (2). Die ICB als Form des héa-
morrhagischen Schlaganfalls macht circa 10-20% der Schlaganfélle aus (3) und geht
im Vergleich mit der isch&misch bedingten Form mit einer erh6hten Mortalitat und
Morbiditat einher (4). Wahrend die klinische Forschung der letzten Jahre deutliche
Fortschritte in der Behandlung der ischamischen Schlaganfadlle machte (5), ist die
Studienlage beziiglich einer suffizienten Therapie der ICB sehr heterogen.

Bislang gilt die wenig evidenzbasierte konservative Therapie weiterhin als Standard
(6). Es existiert momentan keine allgemeine Handlungsempfehlung fir eine invasive
Therapie dieser Erkrankung (7).

Die STICH-Studie untersuchte in 2 Phasen, ob Patienten von einer frihen chirurgi-
schen Hamatomausrdumung profitieren wirden, konnte jedoch keine signifikante
Verbesserung des Behandlungserfolges feststellen, sodass keine generelle Empfeh-
lung ausgesprochen werden konnte (8,9).

Die MISTIE-Studie verfolgte den Ansatz mittels stereotaktischer Verfahren und mini-
malinvasiver Chirurgie einen Katheter in die Blutung zu platzieren. Ziel war es, mithil-
fe von lokal appliziertem rt-PA (recombinant tissue-type plasminogen activator) die
ICB aufzulésen und zu entfernen. Wahrend zu Beginn Erfolge in der Lyse der Blu-
tung erzielt wurden, konnte die Phase-3-Studie keine Verbesserung des klinischen
Behandlungserfolges nachweisen (10-12). Jedoch ergaben sich Hinweise darauf,
dass eine effektivere Clotreduktion das Outcome verbessern wuirde.

Einige Ultraschallstudien zur Behandlung isch&mischer Schlaganféalle zeigten, dass
diagnostische Ultraschallanwendungen ebenfalls das Potenzial haben, thrombolyti-
sche Effekte zu verstarken (13-17) und somit gegebenenfalls auch therapeutisch
eingesetzt werden kdnnten. Mehrere Studien wiesen darauf hin, dass eine Kombina-
tion von Ultraschall und lokaler rt-PA -Applikation die thrombolytische Wirkung ver-
starkt (18-21).



Diese Hinweise konnten von Newell et al. in der ersten klinischen Studie, die sich mit
der lokal Katheter gestitzten Ultraschall-Lyse von ICBs beschaftigte, bestétigt wer-
den (22).

Keric et al. konnten zeigen, dass Ultraschalleinstellungen im Bereich von 10 MHz
ebenfalls zur Echtzeitbildgebung und -tberwachung geeignet sind (23).

Aufgrund der Inhomogenitat der einzelnen Studien und schwierigen Datenlage zu
verschiedenen therapeutischen Parametern folgte eine in vitro Studie unserer Ar-
beitsgruppe anhand eines Clot-Modells.

In einer ersten Studie wurde die optimale zur Clot-Lyse eingesetzte rt-PA Dosis er-
mittelt (24).

Masomi-Bornwasser et al. priften in ihren Versuchen die optimalen Lysebedingun-
gen bezuglich der Ultraschallparameter in Kombination mit rt-PA und untersuchten
diese ebenfalls in Bezug auf sicherheitsrelevante Aspekte (25).

Auf der Basis dieser grundlegenden Ergebnisse befasst sich diese Arbeit mit der
erstmaligen Anwendung an einem Tiermodell. Hierzu wurde ein bereits etabliertes
Tiermodell verwendet (26), in welchem durch gesteuerte intraparenchymale Injektion
von arteriellem korpereigenem Blut in das Hirngewebe eine ICB im Schweinehirn er-
zeugt wird. AnschlieBend folgt die Anwendung unserer sonothrombolytischen Thera-
pie.

Die Auswertung erfolgt mittels Magnetresonanztomographien (MRT) nach Applikati-
on der Blutung und nach Therapie, sowie mittels histologischer und immunhistoche-
mischer Untersuchung der Schweinehirne im Anschluss an die Versuche. Dabei
werden die Volumina der Blutungen und Auswirkungen auf das umliegende Hirnge-
webe vor und nach der Therapie miteinander verglichen.

Ziel der Untersuchung ist die Ermittlung der Auswirkungen einer Kombination von rt-
PA und Ultraschall zur Therapie der ICB auf das Gehirn.

Die zentrale Fragestellung der Arbeit ist, ob diese Methode zur Behandlung von ICBs

geeignet sein kénnte und sicher durchzufiihren ist.



4. Literaturdiskussion

4.1 Intrazerebrale Blutung: Definition, Nomenklatur, Symptomatik

Die ICB gehort zur Gruppe der hamorrhagischen Schlaganfélle und ist Definitions-
gemal eine Blutung direkt in das Hirnparenchym. Zu unterscheiden sind primére von
sekundaren Blutungen. Fur die primare ICB wird auch das Synonym spontane ICB
verwendet. Sie tritt ohne direkt erkennbare Ursache, wie zum Beispiel einem voran-
gegangenen Trauma auf. Sekundére ICBs ereignen sich als Folge einer nachgewie-
senen Grunderkrankung (27).

Verursacht wird die ICB durch die Ruptur kleinkalibriger arterieller Gefal3e mit der
Folge des Blutaustritts in das Hirngewebe. Daraufhin kann es aufgrund des Massen-
effektes der Blutung zunachst zur kompressionsbedingten Ischamie des Parenchyms
und zur Ruptur weiterer GefalR3e bis hin zu einer Erh6hung des intrakraniellen Dru-
ckes kommen (28). Daher ist die klinische Symptomatik der ICB kaum von der eines
ischamischen Schlaganfalls abzugrenzen. Die Symptome sind in ihrem Schweregrad
und Verlauf sehr stark von der Lokalisation und der GroRRe der Blutung abhangig. Zu
den klinischen Auspragungen gehort allem voran ein plotzlich auftretendes neurolo-
gisches Defizit, welches sich beispielsweise als Schwéache (Parese), Missempfindun-
gen (Dysasthesie) und Taubheit (Parasthesie) einer oder mehrerer Extremitaten oder
des Gesichtsbereiches auf3ern kann. In der Regel tritt diese Symptomatik einseitig
auf der kontralateralen Seite der Schadigung auf. Als weitere klinische Zeichen kon-
nen ataktische Stérungen, Gleichgewichts-, Gang- und Koordinationsstérungen,
Probleme der Sprachproduktion und des Sprachverstidndnisses (Aphasie), Kopf-
schmerzen und Sehstdrungen eines oder beider Augen auftreten. Eine pl6tzliche
Bewusstlosigkeit kann ebenfalls Zeichen einer ICB sein, welche im Falle von grof3en
Blutungsvolumina nicht selten letal verlauft (29). Aufgefuhrt werden hier lediglich die

Hauptsymptome, da der Symptomkomplex einer ICB sehr vielfaltig sein kann.



4.2 Epidemiologie
Schlaganfélle spielen eine sehr grof3e Rolle unter den lebensgeféahrlichen Krankhei-
ten. Sie sind die zweithaufigste Todesursache weltweit (1), sowie die dritthaufigste in
Deutschland (30). Die Zahl der Neuerkrankungen betragt in Deutschland schat-
zungsweise 260000 pro Jahr und stellt somit eine der fihrenden Ursachen fir Morbi-
ditat und Mortalitat dar (31). Ebenfalls ist der Schlaganfall eine der Hauptursachen
fur Pflegebedurftigkeit und Invaliditat und hat somit neben den Auswirkungen auf Pa-
tienten und Angehérige auch betrachtliche finanzielle Folgen fir das Gesundheits-
system. Der Schlaganfall ist in seiner Behandlung und seinen Folgen eine der teu-
ersten Krankheiten (32).
Die ICB als Unterform dieser Erkrankung macht 10 bis 20% aller Schlaganfélle aus
und ist somit ebenfalls ein betrachtlicher Faktor (3). Weltweit erleiden mehr als funf
Millionen Menschen pro Jahr ICBs (33). Die Inzidenz in Europa liegt bei circa 30 pro
100000 Einwohnern (34). In den westlichen Industrienationen ist die Inzidenz der ICB
leicht rlcklaufig, allerdings steigt sie in den Landern mit mittlerem oder niedrigem
Einkommen. Dies fuhrt weltweit insgesamt zu einer Zunahme von Neuerkrankungen
(35). Weiterhin ist davon auszugehen, dass die absoluten Zahlen der ICBs zukuinftig
steigen werden, da das Erkrankungsrisiko mit zunehmendem Alter steigt und durch
den demographischen Wandel beférdert wird. Das Auftreten ist generell jedoch in je-
dem Alter mdglich, wobei Manner haufiger betroffen sind als Frauen.
Des Weiteren liegt die Inzidenz in der afroamerikanischen, hispanischen und asiati-
schen Bevolkerung hoher (36,37).
Der Anteil der ICBs an der Gesamtheit der Schlaganfélle ist zwar geringer, als die
der ischamisch bedingten, allerdings weisen sie eine hohere Mortalitdt und Morbiditat
auf (4). Die Sterblichkeitsrate nach 30 Tagen betragt bis zu 50% und nach einem
Jahr bis zu 60% (34), womit die hohe Relevanz des Themas deutlich wird.

4.3 Atiologie
Die Ursachen einer ICB unterliegen komplexen Mechanismen unterschiedlicher Na-

tur und werden im Folgenden nach absteigender Haufigkeit besprochen.



Die Hauptursache fiir spontane ICBs stellt die arterielle Hypertonie mit einem Anteil
von schatzungsweise 70 bis 80% dar (38). In der Altersgruppe zwischen 40 und 70
Jahren ist sie als Ursache am haufigsten zu finden. Fast zwei Drittel aller Menschen
Uber 65 Jahren leiden an einer arztlich diagnostizierten arteriellen Hypertonie (39). In
den USA und Europa sind es sogar 70 bis 80% der Menschen tber 70 Jahren (40).
Das Risiko des Auftretens einer Blutung erhéht sich im Durchschnitt mit jedem An-
stieg des systolischen Blutdrucks um 20 mmHg um das Anderthalbfache. Am ausge-
pragtesten ist die Risikoerhdhung in der Altersgruppe von 30 — 59 Jahren (41). Da
die Wahrscheinlichkeit eine ICB zu erleiden mit dem Lebensalter ansteigt, verdeut-
licht dies zusatzlich die Wichtigkeit der Pravention und Behandlung der arteriellen
Hypertonie und somit auch der ICB. Aufgrund der demographischen Entwicklung in

den westlichen Industrienationen erscheint dies umso bedeutsamer. (Abb. 1)
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Abbildung 1: Bevolkerungsentwicklung ab 67 Jahren

Die Abbildung zeigt die voraussichtliche Entwicklung des Bevdlkerungsanteils
ab einem Alter von 67 Jahren in Deutschland
Quelle: Statistisches Bundesamt (Destatis), 2019
Blutungen, die aufgrund einer arteriellen Hypertonie entstehen, befinden sich meist
an den typischen und haufigsten Lokalisationen (loco typico). Dazu zahlen allen vo-

ran die Basalganglien und der Thalamus mit einem Anteil von ca. 60% der Blutun-



gen. Weitere Blutungslokalisationen befinden sich lobar bzw. kortikal (ca. 25% der
Blutungen) und infratentoriell (Cerebellum 10% oder Pons 5%) (29). (Abb. 2)

Abbildung 2: Darstellung der Lokalisationen der ICB

Quelle (modifiziert): https://anatomia.library.utoronto.ca
A) Basalganglien/Thalamus

B) Infratentoriell/Cerebellum

C) Infratentoriell Pons

D) Lobéar/kortikal

Durch die andauernde Hypertonie kommt es zu arteriosklerotischen Veranderungen
der Gefallwande und somit zu einer zerebralen Mikroangiopathie. Diese destabilisiert
die GefalRwand. Eine Folge kann die Bildung von Mikroaneurysmen und lokalen Nek-
rosen sein, womit die Gefahr einer Ruptur steigt. Betroffen sind hier vor allem kleine

GefalRe im Marklager aufgrund der héheren Druckverhéltnisse (29).

Eine weitere Ursache fur ICBs ist die zerebrale Amyloidangiopathie (CAA). Die CAA
ist eine Erkrankung, bei der es zur Einlagerung von B-Amyloid in die GefaRwande
der Arteriolen kommt. In der Folge entstehen Mikroaneurysmen und Wandnekrosen
und es kommt zu einer Destabilisierung der GefaRwande. Die CAA ist die haufigste

Ursache von ICBs in der Altersgruppe tber 70 Jahren. Da hier die Arteriolen betrof-
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fen sind, befinden sich die Blutungen oft lobar. Ebenfalls scheinen in der Pathophysi-
ologie das Apolipoprotein E und seine Allele €2 und €4 einen Einfluss zu haben, da
sie vermehrt mit lobéren Blutungen assoziiert sind (42).

Ein weiterer Risikofaktor fiir ICBs ist die iatrogen erzeugte Antikoagulation. Studien
zeigen, dass mit Vitamin-K-Antagonisten in Verbindung stehende ICBs zunehmen
und mit einem erhéhtem Risiko fir groRe Blutungen einhergehen (43,44). Des Weite-
ren kamen Metaanalysen zu dem Schluss, dass eine plattchenhemmende Therapie
mit Aspirin ebenfalls mit einer leichten, aber signifikanten Risikoerhéhung assoziiert
ist (45,46). Die doppelte Plattchenhemmung mit Aspirin und Clopidogrel fihrt zu ei-
nem fast doppelt so hohen Risiko wie eine Monotherapie mit Aspirin (47). Neuere di-
rekte orale Antikoagulanzien, wie Dabigatran (direkter Thrombin Inhibitor) und die
Faktor-Xa-Antagonisten Apixaban und Rivaroxaban weisen hingegen niedrigere Blu-
tungsraten auf (48). Andere Gerinnungsstorungen konnen das Risiko einer ICB
ebenfalls erh6hen, beispielsweise im Rahmen einer Leberzirrhose.

Einer der haufigen Ursachen fir ICBs in jungerem Alter sind Gefal3fehlbildungen, wie
arteriovendse Malformationen, durale Fisteln oder Kavernome. Sie gehen oft mit ei-
nem verédnderten Wandaufbau der Gefal3e einher und erhéhen somit die Wahr-
scheinlichkeit einer Ruptur (49).

Als weitere Hauptrisikofaktoren fiir das Auftreten von ICBs werden das Rauchen und
UubermafRiiger, beziehungsweise sehr hoher Alkoholkonsum angesehen, wie die welt-
weite INTERSTROKE-Studie zeigte (50). Beide Noxen schadigen das Gefa-
Rendothel und es wird davon ausgegangen, dass UbermaRiger Alkoholkonsum die
plasmatische Gerinnung und die Thrombozytenfunktion negativ beeinflussen kann.
Nach haufigem Konsum von sympathomimetischen Drogen, wie Kokain oder Am-
phetamin treten ebenfalls verstarkt Blutungen auf. Ein mdglicher Mechanismus ist in
diesem Fall der blutdrucksteigernde Effekt dieser Substanzen (3,51,52).

Einen weiteren Grund fir eine Risikoerhéhung der ICB stellt die chronische Nierenin-
suffizienz dar (53).

AulRerdem ist der Diabetes mellitus eine Hauptursache der Mikroangiopathie und mit
zerebralen Mikroblutungen assoziiert (54). Das Vorkommen von zerebralen Mikroblu-
tungen steht wiederum in Zusammenhang mit einem héheren ICB-Risiko (55).

Die Ursachen und Risikofaktoren einer ICB sind, wie bereits erortert, sehr vielfaltig

und verdeutlichen die Bedeutung dieses Themas.



4.4 Pathophysiologie
Im Folgenden werden die pathophysiologischen Hintergrinde einer ICB weiterge-
hend erlautert. Durch die Ruptur kleinkalibriger oder mittelgroRer Arterien (sog.
Rhexisblutung) kommt es zum Austritt von Blut in das Hirngewebe und es folgt pri-
mar die Verdrangung des Gewebes. Dabei spielen sowohl primare als auch sekun-
dare Mechanismen eine Rolle, von denen einige nachfolgend schematisch darge-
stellt werden. (Abb. 3)

‘ Primértrauma ‘ ‘ Sekundartrauma ‘
Masseeffekt Neuroexzitotoxizitat Inflammation Oxidativer Stress

L

Aktivierung der MMP-9, des JKN-Signalweges und weiterer Signalkaskaden

|

Neuronale und axonale Schadigung

Abbildung 3: Schema Pathomechanismen (modifiziert) (56)

Uberblick tiber wahrscheinliche pathologische Mechanismen als Folge von int-

razerebralen Blutungen

4.4.1 Priméarverletzung: Masseeffekt und Barotrauma

Durch die Ruptur weiterer kleiner umliegender Arterien wird die Blutung verstarkt.
Der dadurch entstehende Masseeffekt ist durch die mechanische Zerstérung der um-
liegenden Nerven- und Gliazellen fur die Initialsymptomatik verantwortlich. Durch das
zuséatzliche Volumen entsteht ein zunehmender intrakranieller Druck (ICP), welcher
mit der Blutungsgrof3e zunimmt. Diese Kompression hat nun vielfaltige Auswirkungen
auf das Gewebe. Es kommt zur Zerstérung der Gewebsarchitektur und zur Zerrei-

Bung der Axone durch die Expansion der Blutung und der daraus resultierenden
-8-



Druckwellen der Flussigkeit (56). Dieser und andere Mechanismen wurden ebenfalls
bei traumatischen Hirnverletzungen beobachtet (57). Der Effekt tritt in Minuten bis

Stunden nach Beginn der Blutung ein.

4.4.2 Sekundare Pathomechanismen

Abgesehen von den physikalischen Auswirkungen der Primarverletzungen kommt es
sekundar ebenfalls zu zahlreichen Pathomechanismen auf molekularbiologischer
Ebene. Dazu gehdren allem voran Neuroexzitotoxizitat, Inflammation und oxidativer
Stress. Diese drei Hauptgruppen sind malf3geblich an der Zerstérung grauer und
weiRer Substanz, sowie an der konsekutiven Entwicklung eines perifokalen Odems
beteiligt, welches die Problematik der ICP-Erhohung foérdert. Im Folgenden werden
diese Mechanismen naher erlautert.

Neuroexzitotoxizitat:

Aufgrund einer Schadigung oder eines Energiemangels der Nerven- oder Gliazellen,
beispielsweise durch Ischamie, kommt es zum Zusammenbruch des Membranpoten-
tials und der lonenhomdéosthase. Daraufhin depolarisieren diese Zellen und es folgt
eine Akkumulation von exzitatorischen Neurotransmittern, vor allem von Glutamat
oder auch von ATP im Interstitium. Diese wurden in einer praklinischen Studie be-
reits nachgewiesen (58). Aufgrund des Energiemangels ist es den Zellen nicht mehr
madglich, das Glutamat aufzunehmen. Die Akkumulation korreliert mit der Entwicklung
einer Blut-Hirn-Schrankenstérung und der Entstehung des Perifokalen Odems (59).
Pathophysiologisch kommt es durch Aktivierung von glutamatergen Rezeptoren, wie
AMPA- (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid), NMDA- (N-Methyl-
D-Aspartat) oder Kainat-Rezeptoren zu einem verstarkten Einstrom von Kalzium-
lonen in die Nervenzellen und in der Folge auch in die Mitochondrien. Daraufhin
werden Uber verschiedene Signalwege freie Radikale, reaktive Sauerstoffspezies
und proapoptotische Faktoren produziert. Diese Faktoren fihren zu einer Caspasen-
aktivierung Uber Cytochrom C und somit zur Apoptose (60). Es hat sich gezeigt, dass
die Apoptose einen wichtigen Pathomechanismus in Verbindung mit ICBs darstellt
(61). Freie Radikale wiederum schéadigen die Zellmembran und reaktive Sauer-
stoffspezies schadigen DNA, Lipide und Proteine.

Ein weiterer Mechanismus ist der Einstrom von Natrium und Chlorid durch die gluta-
materge Reaktion, welcher dem Kaliumausstrom Uberwiegt. Da dem Natrium ein
passiver Wassereinstrom folgt, kommt es zur hydroptischen Zellschwellung und der

Ausbildung eines Odems. Ebenfalls kann Glutamat selbst in noch nicht toxischen
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Konzentrationen die Zellen fur eine Komplementaktivierung sensibilisieren (62). Die-
se und viele weitere sehr komplexe molekulare Mechanismen fihren letztendlich zur
Zerstorung der Nerven- und Gliazellen tber eine gemeinsame Endstrecke, die spater
erlautert wird.

Inflammation:

Eine weitere wichtige Rolle spielt die anschlieRende Entziindungsreaktion, die durch
eine Vielzahl an Faktoren hervorgerufen wird. Durch die physikalische Schadigung,
Ischamie und die Neuroexzitotoxizitdt werden in den Nerven- und Gliazellen ver-
schiedene proinflammatorische Transkriptionsfaktoren, wie der nukleéare Faktor Kap-
pa B (NF-kB) und Gene fir die Zytokinproduktion, wie Interleukin 1 oder Tumornek-
rosefaktor a hochreguliert (63). Daraufhin kommt es zur Aktivierung von Mikroglia
und Oligodendrozyten und zur Expression von CD47-Molekilen, welche die Migrati-
on der Immunzellen ins Gewebe ermoglichen (64). Daraus folgt eine Migration von
neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen. Neutrophile Granulozyten
foérdern die Produktion toxischer Konzentrationen von Stickstoffmonoxid (NO) durch
Synthese der NO-Synthase (65).

Im Rahmen der ICB kommen die Hirnzellen ebenfalls in Kontakt mit Proteinen, die
sich im Blut befinden. Eine wichtige Rolle spielt in diesem Zusammenhang Thrombin.
Die Protease Thrombin ist ein wichtiger Faktor der plasmatischen Blutgerinnung. In
hohen Dosen fordert und induziert es ebenfalls die Aktivierung von Komple-
mentkaskaden und Mikrogliazellen und somit die Inflammation, Odembildung und
Blut-Hirn-Schrankenstérung (66).

Durch diese und noch einige weitere Prozesse kommt es zu massiven Entziindungs-
reaktionen, die ebenfalls eine wichtige Rolle in der Entstehung des vasogenen perif-
okalen Odems spielen.

Oxidativer Stress:

Nach circa 20 Stunden beginnt die Lyse der Erythrozyten, wodurch Hadmoglobin Mo-
lekule freigesetzt werden. Diese werden von dem Enzym H&m-Oxygenase in Eisen,
Biliverdin und NO gespalten. Das Hamoglobin und seine Abbauprodukte sind toxisch
fur umliegende Zellen, indem sie freie Radikale bilden (65). Das Eisen selbst wird in
die Zellen aufgenommen und zerstort diese durch die Bildung von freien Radikalen

(67). Diese greifen sdmtliche Strukturen der Zellen an.
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Letztendlich enden oxidativer Stress durch Eiseninflux und die inflammatorischen
Prozesse oft gemeinsam in der Aktivierung der Metallopepdidase 9 (MMP-9) und der
Aktivierung des c-Jun N-terminal-Kinase(JNK)-Signalweges. Die MMP-9 scheint ei-
nen der wichtigsten Faktoren in der Zerstérung von Hirngewebe darzustellen und
wird von Astrozyten, Oligodendrozyten und Leukozyten produziert. Sie ist die End-
strecke vieler Signalwege und wird zum Beispiel Uber den Receptor-for-advanced-
glycation-end-products (RAGE) - Signalweg aktiviert (68). Der JNK-Signalweg wird
hauptséachlich tber den Eiseninflux eingeleitet und ist an der Produktion von Zytoki-
nen und anderen Inflammatorischen Prozessen beteiligt (56).

Am Ende dieser zahlreichen Faktoren steht die Neurotoxizitat des Hirngewebes.

In Zusammenhang mit ICBs treten ebenfalls zahlreiche Komplikationen auf, wie in-
traventrikulare Blutungen, Ventrikeltamponaden und ein damit einhergehender Hyd-
rozephalus occlusus oder malresorptivus (28). Weiterhin kann es jederzeit zu Nach-
blutungen kommen; die Inzidenz von Krampfanféllen infolge einer ICB liegt laut einer

gréReren Erhebung bei ca. 8,1 % in den ersten 30 Tagen (69).

4.5 Diagnostik

Es ist derzeit nicht mdglich, anhand der klinischen Symptomatik zwischen einem is-
chamischen Schlaganfall oder einer ICB zu unterscheiden (70). Aus diesem Grund
sind radiologische Verfahren, wie die kraniale Computertomographie (CCT) oder die
kraniale Magnetresonanztomographie (cMRT) die effektivsten Mittel fur die Diagno-
sestellung. Da beide Verfahren in der Initialdiagnostik eine sehr hohe Sensitivitét
aufweisen (71,72) und mittlerweile integrale Bestandteile der Diagnostik sind (73,74),
stellt die CCT in der Initialsymptomatik den Goldstandard dar (Abb. 4). Die CCT be-
notigt weniger Zeit und ist kostengunstiger, weswegen sie sich direkt nach Symp-
tombeginn besser zur Unterscheidung von Blutung oder Ischamie eignet, damit
schnellstmdglich eine entsprechende Therapie eingeleitet werden kann (28).

Akute Blutungen stellen sich in der Computertomographie (CT) mit Hounsfieldeinhei-
ten (HU) von 40 bis 60 hyperdens dar. Bei einem niedrigen Hamatokritwert des Pati-
enten kann die Darstellung auch isodens erscheinen. Es lassen sich auch Aussagen
zur BlutungsgrofRe und Lokalisation treffen. Im Computertomogramm nimmt die Den-

sitat der Blutung um circa 0,7 bis 1,5 HU pro Tag ab, sodass die ICB mit der Zeit zu-
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nachst iso- und spater hypodens erscheint. Somit ist auch eine Zuordnung zum Alter
der stattgehabten Blutung méglich (75).

Im weiteren Verlauf ist die Magnetresonanztomographie (MRT) der CT zur Bestim-
mung der Ausdehnung und der Ursachenermittlung Uberlegen, da sie eine detaillier-
tere Darstellung zulasst. Somit kdnnen auch Mikroblutungen (Abb. 5), Tumore oder
eine CAA festgestellt werden, die in der Computertomographie nicht sichtbar sind,
bzw. magnetresonanztomographisch besser interpretiert werden kénnen (76). Aus
diesem Grund wird die MRT oft zur Verlaufskontrolle und bei unklarer Genese zur
weiteren Ursachenforschung eingesetzt. Eine neuroradiologische Verlaufskontrolle
wird am Folgetag und gegebenenfalls bei klinischer Verschlechterung empfohlen
(77).

In manchen Fallen kann zur Detektion von Gefal3pathologien, wie arteriovenésen
Malformationen oder Aneurysmen auch eine CT-, MR- oder digitale Subtraktionsan-
giographie (DSA) sinnvoll sein.

Zusatzlich zur radiologischen Diagnostik gehoért neben einer Anamnese und Erhe-
bung des individuellen Risikoprofils auch eine ausfuhrliche Laborchemische Diagnos-

tik, insbesondere der Gerinnungsparameter (29).

Abbildung 4: CT- Aufnahme einer ICB

Dargestellt ist eine ICB im Transversal- (links),

sowie Coronarschnitt (rechts) (71)
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Abbildung 5: T2*- gewichtete Gradientenechosequenz einer ICB

Die schwarzen Pfeile markieren kleine punktférmige hypointense Areale, wel-

che tiefen Mikroblutungen entsprechen (71)

4.6 Therapie
Da die ICB ein hochakutes Notfallereignis darstellt, ist es von grofR3er Wichtigkeit, die
Diagnose schnellstmoéglich zu sichern, um eine Therapie einleiten zu kdnnen. Initial
sollten die Patienten in spezialisierten Zentren, wie einer Stroke-Unit oder einer Neu-
rointensivstation versorgt werden, da dies einen signifikanten Einfluss auf das Out-
come hat (78). Des Weiteren scheinen standardisierte Therapieregime auf Neuroin-
tensivstationen ebenfalls von Vorteil zu sein (79-81). Da es aktuell kontroverse Evi-
denz fur chirurgische Therapien gibt, steht zunachst die konservative Versorgung im
Fokus. Im Folgenden wird auf die verschiedenen Therapiemdglichkeiten eingegan-

gen.

4.6.1 Konservative Behandlung

Direkt nach dem Akutereignis stehen das Monitoring, die Stabilisierung von Vitalpa-
rametern und der Ausgleich des Elektrolyt- und Flussigkeitshaushaltes im Vorder-
grund. Des Weiteren empfiehlt die European Stroke Organisation in ihren Leitlinien
zur Therapie der spontanen ICB eine antihypertensive Therapie bis zu einem systoli-
schen Blutdruckwert von <140 mmHg (6). In den INTERACT-Studien zeigte sich,
dass sich eine schnelle Blutdrucksenkung ginstig auf die Hamatomexpansion aus-
wirkt (82,83). Es wurde ebenfalls die Sicherheit einer frihen Blutdrucksenkung und
die Auswirkungen auf den zerebralen Blutfluss (CBF) untersucht (84). Ziel dieses
Blutdruckmanagements ist es, Nachblutungen und somit eine Vergrof3erung des

Hamatoms zu vermeiden.
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Im Falle eines Blutungsgeschehens unter antikoagulatorischer Therapie oder ande-
ren Koagulopathien, ist mit einem erhdhten Risiko von Hamatomexpansion und
Nachblutungen zu rechnen und somit auch mit einem schlechteren Outcome. An-
tikoagulatorische Medikamente und Thrombozytenaggregationshemmer sollten direkt
abgesetzt und wenn moglich mittels Antidot antagonisiert werden. Eine Empfehlung
zur Gabe von Thrombozytenkonzentraten bei Patienten mit vorhergehender Platt-
chenhemmung ist Gegenstand aktueller Forschung und kann aufgrund widerspruch-
licher Ergebnisse nicht ausgesprochen werden (85), wéhrend eine erhdhte Internati-
onal Normalized Ratio (INR) durch intravendse Gabe von Vitamin K und Prothrom-
bin-Komplex-Konzentrat in den Normbereich gesenkt werden sollte (86).

Ein Monitoring des intrakraniellen Druckes (ICP) beim bewusstlosen Patienten sollte
ebenfalls gewahrleistet sein. Durch die Druckerh6hung im kndchernen Schéadel kann
es zur Verminderung des cerebralen Blutflusses (CBF) und damit zur Ischamie
kommen. Weitere Folgen sind Parenchymschaden, bis hin zu Einklemmungen und
eine damit einhergehende Erh6hung der Mortalitat (87). Eine Senkung des ICPs ist
daher ab einem Wert von 220 mmHg erforderlich. Die drucksenkende Therapie kann
Oberkdrperhochlagerung, ausreichende Analgesie, forcierte Hyperventilation und die
Gabe von osmotisch wirksamen Medikamenten, beispielsweise Mannitol oder hyper-
toner Kochsalzlésung beinhalten. ICP-Erh6hungen entstehen aul3erdem im Rahmen
von Nachblutungen, der Bildung von perifokalen Odemen oder Blutungseinbriichen
in das Ventrikelsystem, welche 45% der Patienten erleiden (88). Infolgedessen er-
hoht sich der ICP durch einen Hydrocephalus occlusus oder malresorptivus und es
kann die Anlage einer externen Ventrikeldrainage (EVD) oder eine Kraniotomie notig
werden.

Das Auftreten von epileptischen Anfallen, welche h&aufig mit lobéaren Blutungen ein-
hergehen, sollte mit Benzodiazepinen, oder Phenytoin behandelt werden. Eine gene-
relle Anfallsprophylaxe wird von der Deutschen Gesellschaft flir Neurologie nicht
empfohlen (27).

Bis auf die antihypertensive Behandlung gehdren alle hier genannten Therapieemp-
fehlungen einer sehr niedrigen Evidenzklasse an, da oft wenig randomisiert-
kontrollierte Studien (RCTs) und viele Studien mit widersprichlichen oder wenig aus-
sagekraftigen Ergebnissen vorliegen (6). Die meisten konservativen Malinahmen
orientieren sich lediglich an der Behandlung von Komplikationen, sodass der Effekt

auf Gesamtmortalitat und -morbiditat oft unklar ist. Als weitere direkte Therapieoptio-

-14 -



nen sind daher chirurgische Interventionen, wie die chirurgische Hamatomausrau-

mung oder minimalinvasive Techniken zu diskutieren.

4.6.2 Chirurgische Hamatomausraumung

Aufgrund der verschiedenen Pathomechanismen liegt es nahe, dass Patienten von
einer frihen chirurgischen Hamatomausrdumung und somit einer Entlastung des
Hirngewebes profitieren konnten. Dieser Fragestellung nahm sich die STICH-Studie
von 2005 an (8). In dieser multizentrischen Studie wurden tber 1000 Patienten mit
einer spontanen supratentoriellen ICB eingeschlossen und in zwei Kohorten rando-
misiert. Die Therapiegruppe wurde innerhalb von 24 Stunden mit einer chirurgischen
Hamatomausraumung behandelt, wahrend die Kontrollgruppe einem konservativen
Behandlungsschema zugefiihrt wurde. Nach einem halben Jahr wurde der Therapie-
erfolg mithilfe von Fragebdgen und der Glasgow Outcome Skala (GOS) evaluiert. Es
zeigte sich, dass die chirurgische Hamatomausrdumung kein signifikant besseres
Outcome vorweisen konnte als die konservative Therapiegruppe. In der Subgrup-
penanalyse fiel jedoch auf, dass eine Patientengruppe mit einem Glasgow Coma
Scale (GCS) von 29, oberflachlichen lobaren Blutungen von 10 - 100 ml Gré3e und
ohne Ventrikeleinbruch profitieren kdnnten. Diese Vermutung konnte die STICH-2-
Studie, in die Uber 600 Patienten eingeschlossen und in welcher die Therapiegruppe
innerhalb von 12 Stunden einer chirurgischen Hamatomausraumung unterzogen
wurde, nicht bestétigen. Die Operationsmethode wurde jedoch als sicher identifiziert
und es fanden sich Hinweise darauf, dass dieses Verfahren einen kleinen klinisch
relevanten Uberlebensvorteil fir die Patienten haben kénnte (9).

In einer weiteren Studie wurde die Rolle von ICP und CPP (zerebraler Perfusions-
druck) im Rahmen einer chirurgischen Therapie untersucht. Dabei wurde festgestellt,
dass der préoperative ICP Einfluss auf neurologische Verschlechterungen und die
Mortalitéat innerhalb der ersten drei Tage nach der Blutung hat, allerdings nicht auf
den Therapieerfolg nach sechs Monaten. Postoperativ haben ICP, sowie CPP einen
Einfluss auf das Outcome der nachsten drei Tage, sind aber ebenfalls nicht relevant
fur den Therapieerfolg nach sechs Monaten. Die chirurgische Therapie wiederum
zeigte einen positiven Effekt auf die Entwicklung des ICP und des CCP und somit auf
das kurzfristige Outcome des Patienten (89).

Daraus ergibt sich, dass die chirurgische Therapie eine Option fur bestimmte Kons-
tellationen zur Sicherung des kurzfristigen Uberlebens sein konnte. Eine Metaanaly-

se von 14 Studien zeigte, dass Patienten von einer chirurgischen Intervention profi-
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tieren kdnnen, wenn sie innerhalb von acht Stunden nach der Blutung erfolgt, die
Hamatomgrof3e zwischen 20 und 50 ml liegt, oder der GCS zwischen neun und zwolf
Punkten betragt (90).

Eine weitere Mdglichkeit zur Hamatomevakuation besteht in minimalinvasiven Tech-

niken.

4.6.3 Minimalinvasive Chirurgie und Thrombolyse

Hierbei wird in der Regel mithilfe einer erfolgten Bildgebung und entsprechender Na-
vigationssoftware ein neurochirurgischer Zugang uUber die Schéadelkalotte direkt zur
Blutung geschaffen. Die stereotaktischen Verfahren erlauben in dem Falle eine sehr
hohe Genauigkeit (91). Der Uber ein Bohrloch eingefiihrte Katheter dient dabei als
Arbeitskanal (92). Ziel ist es, wie im Falle der konventionellen Chirurgie méglichst viel
Volumen der Blutung zu evakuieren, um die Konsequenzen des Masseneffektes und
der Odembildung friihzeitig zu unterbrechen. Ziel der minimalinvasiven Technik ist
hierbei, im Gegensatz zur chirurgischen Hamatomausrdumung deutlich weniger
Hirngewebe zu verletzen und das Risiko fiir Komplikationen wie Infektionen und Blu-
tungen zu minimieren. Die Sicherheit dieser Verfahren konnte bereits bestatigt wer-
den (93). Fur die minimalinvasive Therapie mit Aspiration und Irrigation der Blutung
konnte in einer Studie eine signifikante Volumenreduktion der Blutung erreicht wer-
den. Die Hinzunahme von rt-PA konnte diesen Effekt sogar steigern (94). Rt-PA ist
die rekombinante Variante des kdrpereigenen Enzyms t-PA (tissue-type plasminogen
activator). T-PA ist ein gewebespezifischer Plasminogenaktivator und Bestandteil der
korpereigenen Fibrinolyse. Er wandelt an Fibrin gebundenes Plasminogen zu Plas-
min um und fuhrt so zu einer Fibrinolyse (95). In der Behandlung von ischdmischen
Schlaganféallen hat sich die systemische Gabe von rt-PA zur Rekanalisierung von
Blutgefal3en bewahrt und ist bereits fester Bestandteil der Akuttherapie (5). Da eine
stattgehabte Blutung aufgrund des hohen Risikos von Nachblutungen eine absolute
Kontraindikation flr den systemischen Einsatz von rt-PA darstellt, wurde sich in die-
sem Fall fur eine lokale Therapie entschieden (96).

In Schweineversuchen konnte bereits gezeigt werden, dass eine minimal invasive
Aspiration der Blutung in Kombination mit vorheriger Instillation von rt-PA sehr effek-
tiv in der HAmatomevakuation ist und mit einer verminderten Massewirkung einher-
geht (97,98). Da eine fibrinolytische Therapie mit einer vermehrten perifokalen
Odementwicklung einhergehen kann (98), wurde in einem weiteren Tierversuch mit

spaterer Zugabe eines Plasminogenaktivator-Inhibitors die Reaktion auf die Clot-
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Lyse und Odementwicklung untersucht. In dieser Studie verringerte sich die Lyserate
des rt-PAs mit der Zugabe des Inhibitors. Jedoch verringerte sich die Entstehung des
perifokalen Odems nach der Lyse ebenfalls (99). Weitere haufige Nebenwirkungen,
welche vor allem in der systemischen Anwendung beobachtet wurden, sind haupt-
séachlich mit der erhdhten Blutungsneigung vergesellschaftet. Dazu z&hlen Blutungen
in diversen Organsystemen, einschliel3lich zerebraler Hamorrhagien. Aul3erdem wur-
de das Auftreten von Lungenddemen, Herzversagen, Hypotension, Schock und al-
lergischen Reaktionen beobachtet. Psychiatrische Nebenwirkungen wie Angst, De-
pression und Delir kbnnen in seltenen Fallen ebenfalls auftreten (96).

Eine kleine klinische Studie lieferte bereits im Jahr 1994 erste Hinweise auf eine ge-
steigerte Effektivitat der Hamatomaspiration von ICBs in Kombination mit rt-PA (100).
Die CLEAR-III-Studie verglich an einem Patientenkollektiv von 500 Teilnehmern die
Wirkung von einer Behandlung mit lokal appliziertem rt-PA und einer 0,9% Natrium-
chlorid-Lésung. Eingeschlossen wurden Patienten mit intraventrikularen Blutungen,
einer Unterform der ICB. Dabei zeigte sich, dass die Therapie mit rt-PA deutlich ef-
fektiver als die Kontrolle bezuglich der Volumenreduktion der Blutung und sicher
durchzufihren ist; allerdings konnte kein signifikanter Unterschied im funktionellen
Therapieerfolg nach 180 Tagen festgestellt werden (101).

Eine weitere groRangelegte klinische Studie untersuchte die méglichen Vorteile einer
lokalen rt-PA-Therapie. In der ersten Phase der MISTIE-Studie deutete sich bereits
das erhdhte Lysepotential einer Therapie mit rt-PA an (10). In Phase zwei wurden
daraufhin 96 Patienten mit spontanen ICBs eingeschlossen. Eine Gruppe wurde
konservativ und jeweils eine Kohorte mit 0,3 bzw. 1,0 mg rt-PA achtstindlich bis zu
neunmal behandelt. Dabei zeigte sich kein Unterschied beztglich Mortalitat, Infektio-
nen oder symptomatischen Blutungen zwischen allen Gruppen. Lediglich etwas mehr
asymptomatische Blutungen traten in den rt-PA-Gruppen auf. Nach 180 Tagen ent-
wickelte sich in den Behandlungsgruppen ein besseres funktionelles Outcome vergli-
chen mit der konservativen Therapie. Des Weiteren erwies sich die Dosis von 1,0 mg
rt-PA effektiver als die Gabe von 0,3 mg bei einem vergleichbaren Blutungsrisiko
(11). In Phase drei wurden dann in einer randomisiert kontrollierten verblindeten Stu-
die 255 Patienten mit ICBs, welche mit rt-PA therapiert wurden mit 251 Patienten
verglichen, welche eine konservative Behandlung erhielten. In dieser Studie wurde
das Outcome mit verschiedenen Parametern bis zu einem Jahr nach stattgehabter

Blutung evaluiert. Es wurde keine signifikante Verbesserung des Outcomes fir die
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Therapiegruppe festgestellt, allerdings zeigte die Studie einige Vorteile einer rt-PA-
Therapie im Vergleich zur rein konservativen Behandlung. Die Behandlung wurde
weiterhin als sicher evaluiert und kein vermehrtes Auftreten von negativen Begleiter-
scheinungen festgestellt. Au3erdem zeigten sich in der Behandlungsgruppe signifi-
kant weniger ICP-Erh6hungen, CCP-Erniedrigungen, schwere Begleitkomplikationen
in den ersten 30 Tagen und weniger Todesfélle in den ersten 180 Tagen. Des Weite-
ren korrelierte das Volumen der Clotreduktion nicht mit den Punktwerten der modifi-
zierten Ranking Skala (mRS-Skala). Die Subgruppenanalyse veranschaulichte, dass
Patienten, welche das chirurgische Ziel (Clotvolumen <15 ml) erreichten, eine Risiko-
reduktion von 10,5% und eine geringere Mortalitat gegentber der konservativen Be-
handlung vorwiesen (12).

Somit wurde gezeigt, dass eine thrombolytische Lokaltherapie sehr effektiv sein
konnte, wenn der chirurgische Endpunkt erreicht wird. Leider war dies in dieser Stu-
die bei lediglich 146 von 250 (58%) Patienten der Fall (12). Aus diesem Grund ist es
von groRer Bedeutung diese Therapie weiterzuentwickeln, um hdhere Lyseraten zu
erzielen und den maoglichen Behandlungserfolg fur mehr Patienten sicherzustellen.
Da es in der MISTIE-Studie bereits Hinweise darauf gab, dass rt-PA-Dosen zwischen
0,3 und 1,0 mg sicher und effektiv sind, fihrte unsere Arbeitsgruppe einen Dosisfin-
dungsstudie an einem In-vitro-Clotmodell durch. In dieser Studie zeigte sich, dass die
optimale Lyserate bei einer Clotgréf3e von 25 bis 50 ml im Bereich einer Dosis von
1,0 mg liegt und wahrscheinlich ca. 85% der Gesamtlyse bereits in den ersten 15 Mi-
nuten stattfinden. Weiterfihrend zeigten diese Versuche, dass der Lyseerfolg mit
dem Alter der Clots sinkt (24). Aufgrund dieser Ergebnisse entschieden wir uns in

unserem Versuch mit einer rt-PA-Dosis von 1,0 mg zu arbeiten.

4.6.4 Ultraschall und seine medizinische Bedeutung

Eine weitere Mdglichkeit Blutgerinnsel aufzulésen, bietet der Ultraschall.

Ultraschall stellt eine Form der Bewegungsenergie dar, durch welche Teilchen ver-
schiedener Medien in Schwingung versetzt werden kénnen. In Schwingung versetzte
Teilchen wiederum kénnen benachbarte Teilchen ebenfalls in Schwingung verset-
zen. Dieser Mechanismus benétigt die Anwesenheit von Teilchen und verursacht die
Ausbreitung der Schallwellen im entsprechenden Medium. Dies begriindet wiederum
die Notwendigkeit von Leitmedien wie Wasser oder Gel. Aufgrund der Schwingungs-
eigenschaften wird der Raum zwischen den Teilchen wechselnd komprimiert und er-

weitert. Dieser Wechseldruck wird als Schalldruck bezeichnet. Ab einer Frequenz
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von = 20 Kilohertz (kHz) spricht man von Ultraschall, welcher sich aul3erhalb der
menschlichen Horschwelle befindet. Ab einer Frequenz von einem Gigahertz wird
definitionsgemal von Hyperschall und unterhalb von 1600 Hz von Infraschall ge-
sprochen (102).

In der Medizin wird sich der sogenannte piezoelektrische Effekt zu Nutze gemacht.
Er beruht auf der Tatsache, dass sich Kristalle und andere Festkorper aufgrund der
Anlage von elektrischer Spannung elastisch verformen kénnen und wiederum auf-
grund mechanischer Verformung elektrische Spannung entstehen kann. Somit ent-
stehen im Rahmen der Anlage von wechselnden Potentialen mechanische Schall-
wellen aufgrund der Verformung der Kristalle (103). Die sich ausbreitenden Wellen
werden nun an Medien mit verschiedenen Schallwellenwiderstanden (Impedanzen)
gebrochen und reflektiert und treffen wieder auf die Kristalle im Schallkopf, die sich
daraufhin verformen und elektrische Signale weiterleiten. Durch einen Bildwandler
erzeugt das Ultraschallgeréat auf diese Weise ein dynamisches Bild, welches sich auf
den Dichteunterschieden der verschiedenen Organe begrindet (104). Je hoher die
Dichte eines Stoffes, desto grol3er ist auch die Absorption der Schallwellen. Je mehr
Schallwellen absorbiert werden, desto mehr kinetische Energie wird dabei in Warme
umgewandelt. Dies kann an Stellen mit groBen Impedanzspringen, wie der Grenze
von Knochen und Weichteilen zu Problemen fihren. Thermische Effekte sind abhan-
gig von Frequenz, Intensitat und Dauer der Schallwirkung. Ebenfalls wirkt der Kno-
chen aufgrund seiner hohen Absorption als Hindernis und die Frequenz verhalt sich
proportional zur Absorption der Schallwellen. Daraus folgt, dass Ultraschallwellen mit
einer niedrigen Frequenz eine héhere Eindringtiefe, allerdings zu Lasten der Auflo-
sung vorweisen. Schallwellen hoher Frequenzen hingegen dringen weniger tief ein,
besitzen dafir jedoch ein besseres Auflésungsvermogen (102).

Somit ergeben sich Parameter, die je nach Einsatzgebiet variiert werden kénnen. Zu
diesen zahlen Frequenz und Leistung. Ultraschallwellen geben eine bestimmte Men-
ge an Energie pro Zeit an Ihre Umgebung ab, welche in Joule pro Sekunde angege-
ben wird. Dies entspricht der Leistung in Watt. Daraus ergibt sich wiederum die In-
tensitat, welche in Leistung pro Flache angegeben wird (W/cm?2) (102). Die Beschal-
lungsdauer wiederum wird Uber die Frequenz (wie oft wird der Ultraschall in einer Mi-
nute an- und wieder abgeschaltet) variiert. Die Pulsationsdauer kann in Bezug zur
Periodendauer ebenfalls variiert werden. Das Verhaltnis der Zeit, in der der Ultra-

schall angeschaltet beziehungsweise ausgeschaltet ist, wird in Prozent angegeben
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und als Duty-Cycle (Pulslangen-, Pulsweitenmodulation) bezeichnet. Ein Duty-Cycle
von 100% entsprache einer kontinuierlichen Beschallung, beispielweise bei einem
cw(continuous wave)-Ultraschall. Bei einer geringeren Duty-Cycle-Einstellung ist die
Zeitliche Gesamtdauer der Beschallung zwar geringer, dafir entstehen grof3ere
Amplituden und somit mehr Energie, die fur einen kirzeren Zeitraum auf das Gewe-
be einwirkt (105).

Fur die Verwendung von Ultraschall in der Medizin gibt es eine Vielzahl an Mdglich-
keiten. Ein Grol3teil entfallt auf die diagnostische Bildgebung, bei der Frequenzen
von 1 bis 40 MHz eingesetzt werden. Therapeutisch findet der Ultraschall ebenfalls
vielfaltig Anwendung. Die thermischen Absorptionseffekte werden sich beispielswei-
se mittels HIFU (hochintensiv-fokussierter Ultraschall) in der Hyperthermiebehand-
lung bei Tumoren oder Mikroporationsverfahren zu Nutze gemacht. Bei diesen Ver-
fahren gelingt es Medikamente, DNA oder andere Zellbestandteile durch natirliche
Membranen und somit in Zellen einzubringen. In niedriger Intensitéat findet er Anwen-
dung zur Durchblutungs- und Wundheilungsférderung. In der Zahnheilkunde wird Ult-
raschall zur Extraktion von Zahnstein und zur Reinigung von Instrumenten eingesetzt
(104,106).

4.6.5 Mechanismen der Sonothrombolyse

Wenn der Plasminogenaktivator auf den Blutclot trifft, bindet er hauptsachlich an
oberflachlichen Rezeptoren und hat aufgrund der Dichte des Fibrinnetzes keine Mdg-
lichkeit, an tiefer liegende Strukturen zu binden. Aus diesem Grund kommt es zu ei-
ner eingeschrankten Lysefahigkeit bei alleiniger rt-PA-Anwendung (107).

Auf der anderen Seite zeigt die alleinige Ultraschallapplikation ebenfalls nur einge-
schrankte Erfolge in der Fibrinolyse (25). In-vitro-Versuche konnten zwar zeigen,
dass Ultraschallanwendungen in der Lage sind, Fibrin zu zerkleinern und Fibrinfa-
sern aufzulockern, allerdings ist dieser Mechanismus reversibel (21).

Diesem Effekt liegen Mechanismen wie Kavitationen und ,Acoustic streaming“ zu
Grunde.

Als Kavitationen werden Hohlraume bezeichnet, die sich unter Einfluss eines Ultra-
schallfeldes bilden und deren Inhalt aus Gas oder Vakuum besteht. Sie entstehen in
der negativen Druckphase als Produkt der Sogwirkung auf das Gewebe und bilden
sich in Zusammenhang mit der Verwendung hoher Schallintensitdten. Es werden
stabile und instabile Kavitationen unterschieden. Stabile Kavitationen oszillieren in

vorgegebener Frequenz und Resonanz und unterliegen keiner GrofRenzunahme
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(104). Sie kénnen unterstitzend auf die Ultraschallthrombolyse wirken und diese
verstarken (18,108). In Verbindung mit Gasblaschen in Kontrastmitteln wurden Kavi-
tationseffekte ebenfalls erfolgreich dazu genutzt Thromben aufzulésen (109).

Durch einen Ultraschallimpuls in Flussigkeiten wird eine Form von nicht linearer
Stromung erzeugt. Diese Stromung ist urséachlich fur die Entwicklung von Scherkraf-
ten. Entsteht sie durch oszillierende Blaschen, spricht man von ,acoustic
microstreaming“ (106). Dieser Mechanismus wird als einer der Hauptverantwortlichen
fur die gesteigerte Wirksamkeit der Sonothrombolyse diskutiert. Er scheint die Ein-
dringtiefe und Diffusion des rt-PAs zu steigern und die Disaggregation des Fibrinnet-
zes zu férdern (20,21,110).

Bei Kombination beider Methoden zeigte sich, dass Ultraschall die Wirkung von rt-PA
verstarken kann. Dies geschieht durch eine vermehrte Aufnahme und tiefere Penet-
ration in den Clot (20). Auf dieser Grundlage lasst sich die gesteigerte Lysefahigkeit
des kombinierten Verfahrens erklaren. (Abb. 6)

Der Hauptfaktor als messbarer Parameter, der direkt mit der Lysequalitat zusam-
menhangt, ist der Schallspitzendruck (,acoustic peak rarefaction pressure®; APRP),
welcher in kPa angegeben wird (107). Hierauf wird im Verlauf in Bezug auf sicher-

heitsrelevante Aspekte noch naher eingegangen.

Abbildung 6: Wirkmechanismus der Sonothrombolyse (25)

A) Schematische Darstellung des Fibrinnetzwerkes in einem Blutclot (grun).

B) Die Dreiecke symbolisieren das rt-PA, welches bei alleiniger Anwendung
oberflachlich verbleibt und dabei Fibrinfasern auflost.

C) Darstellung der reversiblen Disaggregation des Fibrinnetzes unter Ultra-
schall.
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D) Ultraschall verhilft den rt-PA-Molekllen zu einer vermehrten Aufnahme,
sowie einer grol3eren Eindringtiefe in das Fibrinnetz. Dies wiederum fuhrt zu
einer gesteigerten Lyse und irreversiblen Spaltung des feinen Fibrinnetzes.
(25)

4.6.6 Nebenwirkungen der Sonothrombolyse

Die verschiedenen Wirkmechanismen der Ultraschallanwendung stellen gleichzeitig
auch deren potenzielle Nebenwirkungen dar. Die Menge an Energie, die hierbei auf
das Gewebe trifft, entscheidet in diesem Fall Gber Wirkung und Nebenwirkung. Im
Rahmen von Ultraschall kann es zu thermischen, mechanischen und chemischen Ef-
fekten kommen, welche anschlieRend néher erlautert werden. Als Folge kdénnen un-
ter Ultraschall Parenchymnekrosen, ICBs, Subarachnoidalblutungen, Blut-Hirn-
Schrankenstoérungen, vasogene und zytotoxische Odeme, sowie VergréRerungen
von ischamischen Arealen entstehen (111,112). Aus diesem Grund sind die Sicher-
heitsaspekte von groRer Bedeutung. Ein wesentlicher Risikofaktor sind thermische
Effekte.

Thermische Effekte

Temperaturerhbhungen entstehen vor allem durch Absorption von Schallwellen am
Ubergang von Materialien, welche groRe Impedanzunterschiede aufweisen, bei-
spielsweise am Ubergang von Parenchym und Knochen. Die Temperaturerhbhung
verhalt sich linear zur Intensitéat (106). Vor allem in Bereichen mit hohen Intensitaten
stellen thermische Effekte ein Problem dar (113,114). Die vorangegangenen Versu-
che konnten zeigen, dass es bei niedrigen Intensitdten und einer Frequenz von 10
MHz lediglich zu moderaten Temperaturerhéhungen kommt (0,53 + 0,75 °C) (25).

Zu den mechanischen Effekten gehotren Kavitationen, Scherkrafte und ,acoustic
streaming®.

Kavitationen

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen stabilen Kavitationen wachsen instabile
Kavitationen stetig und drohen in der positiven Druckphase zu kollabieren (104). Im
Rahmen dieses Kollapses wird Energie in Form von mechanischen und thermischen
Reizen frei, die das Gewebe nachhaltig schadigen kénnen. Die Bildung von schadi-
genden freien Radikalen wird ebenfalls diskutiert (102,115,116).

Das Auftreten von Kavitationen ist abhéngig von Intensitat und Frequenz des Ultra-

schallfeldes und somit auch von den Spitzenschalldriicken (102). Aufgrund der po-
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tenziellen Gefahren, wie Blutungen, Odeme und Nekrosen, ist es jedoch in unserem
Fall zunachst sinnvoll, Frequenzen und Intensitaten zu wahlen, die eine Entstehung
von instabilen Kavitationen vermeiden. Vorherige Untersuchungen zeigen, dass die
Schwelle zur Entstehung von Kavitationen bei einem mechanischen Index (Ml) von
<0,7 liegt, weshalb ein Ml in diesem Bereich auch im Hirngewebe zu empfehlen ist
(117,118). Der MI errechnet sich unter anderem aus dem APRP, der Frequenzab-
hangigkeit und dem Dampfungsfaktor des betreffenden Gewebes und gibt die Wahr-
scheinlichkeit der Entstehung von Kavitationen an (119). Aus diesem Grund spielt er
im Rahmen der Sicherheitsaspekte eine wichtige Rolle. Zu den weiteren mechani-
schen Effekten zahlen die Scherkrafte und das sogenannte ,acoustic streaming®.

JAcoustic streaming” und Scherkréfte

Acoustic streaming spielt, wie bereits erlautert insbesondere als Forderer der Sono-
thrombolyse eine wichtige Rolle. Wenn die nicht linearen Flussigkeitsstromungen
und die daraus resultierenden Scherkrafte zu stark oder unkontrolliert frei werden,
kann es zu mechanischen Gewebeschaden kommen. Dies geschieht beispielsweise
als Folge von instabilen Kavitationen (102,104).

Die beschriebenen Mechanismen haben Effekte auf die Wirkung und Nebenwirkun-
gen von therapeutischen Ultraschallanwendungen und beeinflussen sich in einem

komplexen Zusammenspiel gegenseitig.

4.6.7 Sonothrombolyse

Wie bereits beschrieben wird der Ultraschall in vielfaltigen Anwendungen therapeu-
tisch genutzt. Dass die Anwendung von Ultraschall ebenfalls effektiv zur Lyse von
Blutgerinnseln beziehungsweise Blutclots eingesetzt wird und die Lysefahigkeit von
rt-PA verbessern kann, wurde bereits in verschiedenen praklinischen Studien gezeigt
(20,21). Pieters et al. zeigten, dass bereits im niedrigen Frequenzbereich die Lysefa-
higkeit von rt-PA verstarkt wird (19). Allerdings traten in Tierversuchen erhebliche
Nebenwirkungen auf, sodass einige Versuche aufgrund einer hohen Mortalitat abge-
brochen werden mussten (111,112). Ein Grof3teil der aktuellen Forschung kon-
zentriert sich auf die Behandlung von ischamischen Schlaganféllen mittels Ultraschall
und systemischer Gabe von rt-PA.

Eine grol3e Rolle hierbei spielt der Einsatz transkranieller Doppler- und Duplexverfah-
ren. Es konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von transkraniellem Ultraschall mit
diagnostischen Frequenzen die Rekanalisationsraten bereits ohne den Einsatz von

rt-PA steigern kann (16). Die Kombination aus Ultraschall in diagnostischen Fre-
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guenzen und rt-PA erwies sich in verschiedenen Studien jedoch als deutlich effekti-
ver verglichen mit dem Einsatz von rt-PA oder Ultraschall allein (13,17). Eine Arbeit
aus dem Jahr 2000 beobachtete eine bessere Rekanalisationsrate in Patienten unter
gleichzeitiger diagnostischer 2-MHz-Dopplerkontrolle im Vergleich mit einer Kohorte,
die ausschlie3lich mit rt-PA behandelt wurde (14). Diese Ergebnisse konnten die
Phasen 2 und 3 der CLOTBUST-Studie gerade in Bezug auf ein verbessertes Out-
come nicht bestatigen, Hinweise auf eine erhdhte Rekanalisationsrate fanden sich
dennoch. Die Mortalitatsraten unterschieden sich zwischen den Gruppen nicht signi-
fikant. (15,120). Es konnte lediglich gezeigt werden, dass die Ultraschallanwendung
nicht mit einem héheren Risiko fur Blutungen assoziiert ist. Je nach Lokalisation des
Gerinnsels ist die transkranielle Applikation jedoch limitiert, da die Schadelknochen
fur diagnostische Frequenzen eine Barriere darstellen und die Ultraschallwirkung
durch Reflexion aufheben oder abschwachen kénnen (113).

Des Weiteren gibt es Studien, welche von einer gesteigerten Lysefahigkeit von rt-PA
mit Kontrastmitteln und anderen Echosignalverstarkern in Kombination mit 2 MHz
Doppler- oder Duplexultraschall berichten. Durch die Entstehung kleiner Gasbléas-
chen wird die rt-PA Thrombolyse verstarkt. Allerdings stehen diese Mdoglichkeiten
ebenfalls im Zusammenhang mit Nebenwirkungen, wie Blutungen oder Gefaf3scha-
den (110).

Eine weitere Moglichkeit stellt die Applikation von Ultraschall mithilfe eines intraha-
matomalen Katheters dar. Newell et al. behandelten neun ICB-Patienten in lhrer Ver-
suchsreihe mit lokal appliziertem rt-PA in drei Dosen (0,3 mg) und einer stereotak-
tisch platzierten Ultraschallsonde. Die Behandlung erfolgte mit einem cw-Ultraschall
und einer Frequenz von 2 MHz Uber 24 Stunden. Dabei konnte eine Volumenab-
nahme der Blutung von durchschnittlich 59 + 5% erreicht werden. Dieses Ergebnis
scheint im Vergleich zur MISTIE-I-Studie bzw. MISTIE-IlI-Studie mit einer durch-
schnittlichen Clotreduktion von 46% bzw. 69% vielversprechend. Darlber hinaus
zeigte sich diese Therapie als sicher (22). Im Gegensatz zu den transkraniellen Ult-
raschallverfahren existiert fir die intralasionale Anwendung ausschliel3lich die be-
schriebene Studie, weswegen es kaum verlassliche Daten beziglich der optimalen
Einstellungen der Parameter gibt. Keric et al. zeigten in einer praklinischen Studie,
dass eine endosonografische Ultraschallsonde von 10 MHz in B-Mode, Doppler- und

Duplexeinstellungen sehr gut geeignet ist, intrakranielle Strukturen hochauflésend
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darzustellen und den Verlauf von ICBs und der Odementstehung in Echtzeitbildge-
bung zu verfolgen (23).

Im Folgenden stellte sich die Frage, ob ein diagnostischer Ultraschall in dieser Fre-
quenz ebenfalls dafir geeignet ist, die rt-PA-gestitzte Thrombolyse zu verstarken
und in seiner Anwendung auch sicher ist. Dieser Fragestellung widmeten sich Ma-
somi-Bornwasser und Kollegen mithilfe ihres in vitro Clotmodells (25). Da eine der
potenziell schadlichen Wirkungen des Ultraschalls die thermische Belastung darstellt,
malfien sie in einem Agarosemodell und im Wasserbad TemperaturerhGhungen mit
verschiedenen Frequenzen von 5,5 bis 10 MHz und bewerteten sie als sicher. Eben-
so erfolgte in der Mikroskopie kein Nachweis von Kavitationen bei 10 MHZ. An-
schlieBend wurden der Lyseradius und die Lyseeffektivitat der verschiedenen Fre-
quenzen, der unmittelbar mit der Lysequalitdt zusammenhangende APRP und die
optimale Schalldauer ermittelt. Die Lysegrenze des APRP betrug 516 £113,4 kPa. Da
die vorangegangene rt-PA-Studie ohne Ultraschall zeigte, dass altere Clots weniger
gut auf die rt-PA-Lyse ansprechen (24), wurden die Versuche mit B-Mode-Ultraschall
an Clots mit einem Alter von 1,5, 24 und 48 Stunden durchgefuhrt. Dabei zeigte sich,
dass die Kombination von rt-PA und Ultraschall am effektivsten ist und sich im Ge-
gensatz zur alleinigen rt-PA-Gabe keine signifikante Abnahme des Lyseerfolgs in
den alteren Clots darstellte. Der optimale Lyseradius (5 cm) und -erfolg wurden mit
einer Frequenz von 10 MHz erreicht, welche gleichzeitig den geringsten mechani-
schen Index (0,55) aller Frequenzen aufwies und somit auch unter dem von Apfel et
al. (117) empfohlenen Grenzwert von 0,7 liegt. Die optimale ermittelte Behandlungs-
dauer betrug eine Stunde (25).

Somit liegt die Schlussfolgerung nahe, dass eine intralasionale Ultraschallanwen-
dung mit einer Frequenz von 10 MHz zur Sonothrombolyse mit gleichzeitiger Echt-
zeitbildgebung geeignet und sicher ist.

Zur weiteren Evaluation ist die Anwendung an einem In-vivo-Modell unter der Vo-
raussetzung der Einhaltung der drei Prinzipien fur Tierversuche von No6ten. Diese
besagen, Tierversuche wenn maoglich zu vermeiden, die Anzahl der Tiere auf das
kleinstmogliche Mal3 zu verringern und das Leiden auf das unerlassliche Mal3 zu be-
schréanken (121).
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5. Material und Methoden

5.1 Versuchstiere
Die in dieser Dissertation beschriebene Untersuchung wurde vom lokalen Ethikkomi-
tee des Landesuntersuchungsamtes Rheinland-Pfalz in Ubereinstimmung mit den
aktuellen Leitlinien des Tierschutzgesetzes und den Institutsleitlinien fir Tierschutz
und experimentellen Handlungsweisen der Universitatsmedizin der Johannes Guten-
berg-Universitat Mainz vorab gepruft und genehmigt (Tierversuchsantragsnummer:
23177-07/G14-1-094).
Far alle Versuche wurden mannliche Hausschweine der deutschen Landras-
se/Pietrain (Sus scrofa/Sus domestica) verwendet. Die Tiere stammten aus dem Fer-
kelzuchtbetrieb Bernd Eisenmenger in Schwabsheim, wogen zwischen 30 und 35 kg
und waren zu dem Zeitpunkt der Messungen zwei bis drei Monate alt.
Im Rahmen dieser Arbeit fand ein bereits etabliertes Tiermodell (26) mit einer Modifi-
kation Anwendung: die Menge des autologen arteriellen Blutes zur Blutungsapplika-
tion wurde von 1,7 ml im Originalmodell auf 5 ml in folgenden Versuchen erhoht.

5.2 Versuchsablauf
Um die Vergleichbarkeit der verschiedenen Versuchsgruppen zu gewabhrleisten, folg-
ten alle Kohorten dem gleichen zeitlichen Schema. Die Vorbereitung der Tiere und
Applikation der ICB nahm einen Zeitraum von zwei bis zweieinhalb Stunden in An-
spruch. Anschlieend folgte die erste MRT-Bildgebung. Die Therapie wurde nach ei-
ner einstindigen Einwirkzeit eingeleitet. Unabhangig vom Therapieverfahren betrug
die Zeit bis zur zweiten MR-Bildgebung weitere zwei Stunden. Darauf folgte die Eu-
thanasie des Versuchstieres, um nach Eintritt des Todes das Cerebrum entnehmen

zu koénnen.
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5.3 Vorbereitung

5.3.1 Sedierung und Narkose

Materialien

Midazolam Injektionslésung Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Azaperon Injektionslosung Stresnil®, Jannsen-Cilag, Neuss,
Deutschland

Atropin Injektionslésung B. Braun, Melsungen, Deutschland

Thiopental Rotexmedica, Trittau, Deutschland

Piritramid Injektionslésung Piritramid-hameln, Hameln Pharma Plus
GmbH, Hameln, Deutschland

Venenverweilkantlen GroRRe 22G Vasofix®, B. Braun, Melsungen,
Deutschland

Spritzenpumpe Perfusor® secura, B. Braun, Melsungen

Deutschland

Endotrachealtubus 6,5 oder 7,0 mm @ Rischelit®, Teleflex Medical GmbH,

Fellbach

Beatmungsgerat (Servo Ventilator 900 B®, Siemens-
Elema)

Xylocain Pumpspray 10% AstraZeneca, Cambridge, Grol3britanni-
en

Kapnometer Capnomac Ultima, Datex Engstrom Divi-

sion, Helsinki, Finnland

Zur Pramedikation erhielten die Tiere eine intramuskulére Mischinjektion aus Mida-
zolam (0,3 -0,5 mg/kg Korpergewicht), Azaperon (2 mg /kg Korpergewicht) und Atro-
pin (0,033 mg/kg Koérpergewicht). Anschlie3end erfolgte die Anlage einer Venenver-
weilkanile in eine Ohrvene und die Narkoseeinleitung mittels Thiopental (7-10 mg/kg
Korpergewicht). Die Narkose wurde mit einer Infusion von 125 — 200 mg Thiopental

pro Stunde Uber eine Spritzenpumpe aufrechterhalten.
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Die orotracheale Intubation gelang mittels Laryngoskops und langem geraden Fo-
regger-Spatel (GroRe 4) in Rickenlage. Der Endotrachealtubus mit Cuff wurde mit
Lidocain-Spray befeuchtet und unter Sicht eingefuhrt. Die Lageuberprifung erfolgte
kapnometrisch und auskultatorisch. Daraufhin wurde der Tubus unter Cuffdruckkon-
trolle geblockt und fixiert. Die volumenkontrollierte Beatmung mittels Beatmungsgera-
tes mit einem Tidalvolumen von 100 — 125 ml/kg Korpergewicht, einem Fluss von 4,2
+ 1,5 I/min und einer Atemfrequenz von 19-25/min unterlag einer Adaptation an arte-
riell gemessene Blutgaswerte und endtidale Kohlenstoffdioxidwerte fir physiologi-
sche pH-Werte (7,4) und Sauerstoff-, sowie Kohlenstoffdioxidpartialdriicke (6,3 — 6,5
kPa). Blutgasanalysen wurden etwa dreistiindlich durchgefuhrt. Die inspiratorische
Sauerstofffraktion lag im Durchschnitt bei 25 — 26 %.

Zur Analgesie erhielten die Tiere zu Beginn einen Bolus von 7,5 mg Piritramid. Diese
wurde nach Anlage eines zentralen Venenkatheters in der Vena femoralis mit 10 —

15 mg pro Stunde Uber eine Spritzenpumpe fortgefuhrt.

5.3.2 Monitoring

Materialien

EKG-Elektroden Kendall/Arbo, Tyco Healthcare, Neu-
stadt, Deutschland

Schleuse 6 Fr. Terumo, Eschborn, Deutschland

Messschlauch MX544B, Medex Medical Ltd, Kenning-
ton, GroRbritannien

Transducer Medex MX860, Medex Medical Ltd, Ken-
nington, Grol3britannien

Monitor Sirecust 1261, Siemens, Minchen,
Deutschland

Warmekissen Homeothermic Blanket Control Unit,
Harvard Apparatus, Holliston, Massa-
chusetts, USA
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Die Uberwachung der Tiere erfolgte (iber ein drei-Kanal-Elektrokardiogramm und ei-
ner invasiven Blutdruckmessung in der Arteria femoralis Uber eine Schleuse, einen
Messschlauch und einen Transducer. Die Ableitungen der Vitalparameter wurden
Uber einen Monitor dargestellt.

Die Uberwachung und Korrektur der physiologischen Kérperkerntemperatur (38,5 +
0,5 °C) wurde wahrend der Operationsdauer mittels einer rektalen Sonde und eines

rickgekoppelten Warmekissens gewahrleistet.

5.4 Trepanation und Applikation der intrazerebralen Blutung

Materialien

Schere, Spreizer, Nadelhalter, Pinzetten,

Aesculap, Tattlingen, Deutschland

Spatel

Einmalskalpell Cutfix®, B. Braun, Melsungen, Deutsch-
land

Nahtmaterial Prolene 4-0, Ethicon, Norderstedt,

Deutschland

Bohrer

Drucksonde

Raumedic®, Helmbrechts, Deutschland

Einmalspritze 10 ml

Injekt®, B. Braun, Melsungen, Deutsch-
land

Programmierbare Spritzenpumpe

Type 540210, TSE Systems, Bad Hom-
burg, Deutschland

Ballonkatheter 10 Fr (Abb. 12)

Fogarty® Venen-Thrombektomie Kathe-
ter, Edwards Lifescience Corporation,

Irvine, Kalifornien, USA

Modifizierter Blasenkatheter 16 Fr (Abb.
12)

Unomedical, Conva Tec, Deeside,

GrofRRbritannien

Knochenwachs

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Combi-Stopper

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Plastiklineal
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Nachdem das Tier tief in Narkose versetzt wurde, erfolgte nach Rasur und Desinfek-
tion der Haut eine sagittale, ca. 8 cm lange Inzision der medialen Schadelhaut. An-
schlieBend wurde die Kopfschwarte entlang der Inzision ca. 2 bis 3 cm nach lateral
vom Schadelknochen geldst und das Operationsgebiet mit einem Spreizer offenge-
halten. Daraufhin wurde 1,0 cm lateral und 2,3 cm anterior der Sutura coronalis auf
beiden Seiten ein Bohrloch durch die Schadelkalotte angelegt. In das linke Bohrloch
mit einem Durchmesser von 0,5 cm wurde eine Sonde zur Messung des intrazereb-
ralen Druckes eingefiihrt (Abb. 7) und die R&nder mit Knochenwachs verschlossen.

Das rechte Bohrloch mit einem Durchmesser von 1,0 cm diente zur Applikation der
ICB. Hierflr folgte die Einfihrung eines 10-French-Ballonkatheters um 2,5 cm ortho-
gonal zur Schadeloberflache und die anschlieRende zweiminitige Vordehnung mit 5

ml Raumluft, die danach langsam abgezogen wurde (Abb. 8).

Abbildung 7: Operationssitus nach Bohrlochanlage

Darstellung des Operationssitus nach Anlage der beiden Bohrlécher mit Hirn-

drucksonde (rechts im Bild)

Daraufhin wurde der Ballonkatheter durch einen 10-Fr-Zwischenkatheter mit Sprit-
zenpumpenanschluss ersetzt, um die ICB zu applizieren. AnschlieRend wurden dem
Versuchstier Uber den arteriellen Zugang in der Arteria femoralis 5 ml Blut mit einer
Einmalspritze entnommen und diese mit einer Verlangerungsleitung vom Typ Hei-
delberger versehen. Es folgte die Injektion von 5 ml Blut mittels einer programmier-

baren Spritzenpumpe mit einer konstanten Rate von 3 ml/min. (Abb. 9)
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Abbildung 8: Operationssitus ICB-Applikation

Darstellung der Applikation der ICB lber einen Ubergangs-
katheter mit Verlangerung vom Typ Heidelberger und ICP-Sonde

SchlieRlich wurde der Ubergangskatheter, welcher der Injektion diente, durch einen
gekurzten und von uns mit seitlich vier Perforationen von jeweils 4 mm Durchmesser
versehenen 16-Fr-Blasenkatheter ersetzt und mit einem Combi-Stopper verschlos-
sen. Dieser Katheter wurde ebenfalls 2,5 cm tief orthogonal eingefiihrt. Die Perforati-
onen befanden sich im Bereich von 2 cm ab Katheterspitze. Der Verschluss des
Operationssitus und die Fixierung des Therapiekatheters erfolgten mittels Nahtmate-
rial.

Der intrakranielle Druck wurde kontinuierlich im Rahmen der ICB-Applikation gemes-
sen, die Drucksonde anschlieRend entfernt und das rechte Trepanationsloch mit
Knochenwachs verschlossen. Danach folgte die MRT-Bildgebung zur Grél3en- und
Lagekontrolle der ICB und zur Beurteilung der Diffusion, Perfusion und der Odemzo-

ne.

5.5 MR-Bildgebung und Auswertung
Die Bildgebung erfolgte mithilfe eines kranialen 3-Tesla-Magnetresonanztomografen
(MAGNETOM Prisma, Siemens, Minchen) unter Verwendung einer flexiblen 4-
Kanal-Spule. Wahrend der Untersuchung befanden sich die Versuchstiere in Narko-
se und wurden invasiv beatmet. Bei den durchlaufenen Sequenzen handelt es sich
um T1- und T2-gewichtete strukturelle Darstellungen, diffusionsgewichtete Bildge-

bung sowie Perfusionsbildgebung mit und ohne Kontrastmittel. Die aus T1-, T2*-, T2-
-31 -



und protonendichtegewichteten Protokollen bestehende strukturelle Bildgebung wur-
de zur Unterdriickung von stérenden Umgebungssignalen um ein ,fluid-attenuated
inversion-recovery“ (FLAIR)-Protokoll erganzt.

Die VolumenpixelgdlRe der T1l-gewichteten Gradienten-Echo-Bilder betrug 0,7 mm
mit einer Repetitionszeit (TR) von 2180 ms, einer Echozeit (TE) von 3,65 ms und
einer Inversionszeit (TI) von 1100 ms.

Im Rahmen der T2- und Protonenechosequenzen wurden Dual-Turbo-Spin-Echo-
Protokolle mit einer TR/TEL/TE2 von 3600 ms/9.6 ms/94 ms, Schichtdicken von 3
mm und einer Auflésung von 0,56 mm x 0,56 mm verwendet.

Das FLAIR-Protokoll enthielt eine TIRM(turbo inversion magnitude)-Sequenz mit
zugrundeliegenden TR/TE/TI von 9000ms, 81ms und 2500ms und einem
Auflésungsverhaltnis entsprechend der T2-Bildgebung.

Die T2*-Wichtung enthielt eine ,fast low angle shot“(FLASH) Pulssequenz mit einer
Ebenenauflésung von 0,7 mm x 0,7 mm und einer Schichtdicke von 3 mm.

Die Perfusionssequenzen wurden ohne Kontrastmittel mithilfe arterieller Spinmarkie-
rung und mit Kontrastmittel mittels Suszeptibilitatswichtung ermittelt. Die Auflésung
der arteriellen Spinmarkierung betrug 2,8 mm x 2,8 mm mit einer Schichtdicke von 6
mm. Im Anschluss an diese Sequenz folgte die EPI-Pulssequenz mit der Gabe von
Gadolinium-Kontrastmittel (0,1 mg/kg Kdrpergewicht, Gadovist®, Bayer Vital GmbH,
Leverkusen) uber die Vena femoralis zehn Sekunden nach Start der Messung. Die
Auflésung betrug hier 1,4 mm x 1,4 mm mit einer Schichtdicke von 3 mm.

Die Diffusionsdaten entstanden mit den gleichen Auflésungsparametern durch eine
EPI (echo planar imaging)-Sequenz.

Die Geratesoftware errechnete Diffusionskoeffizient, fraktionelle Anisotropie, Trace-
gewichtete, sowie diffusionsgewichtete Bilder, Perfusionsdaten und den relativen
Blutfluss.

Die Messung des Blutvolumens erfolgte mittels iPlan (Brainlab®)-Software. Die Vo-
lumina der Odemzone, der Diffusionsrestriktion und Umgebungsblutungen ermittel-
ten wir mithilfe der Software Sectra® (Abb. 10 und 11). Die Hamatomgrof3e ergab
sich aus den Schnittvolumina der T2*- und T1-Aufnahmen. Die Odemzone definier-
ten wir als Hyperintensitaten in den FLAIR-Sequenzen abzlglich der Volumina von

Diffusionsrestriktionen in der diffusionsgewichteten Bildgebung.
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Abbildung 9: MRT T2-Wichtung (122)

Darstellung einer T2*-gewichteten Aufnahme einer weil3 markierten rechts-
frontalen ICB mithilfe der Sectra®-Software.

Abbildung 10: MRT Diffusion (122)

Darstellung einer diffusionsgewichteten Aufnahme einer rechts-frontalen 1CB.

Die Diffusionsrestriktion wurde mithilfe der Sectra®-Software ebenfalls weil}
markiert.
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5.6 Therapie

5.6.1 Therapiegruppen

Art der Therapie Gruppengrof3e: n
Gruppe 1 (ICB konservativ) | Drainage 3
Gruppe 2 (ICB+rtPA) Applikation von rtPA lokal + | 6
Drainage
Gruppe 3 (ICB+Sono) Ultraschall lokal + Drainage |6
Gruppe 4(ICB+rtPA+Sono) | Kombination aus rtPA und | 6
Ultraschall + Drainage

Die Versuchstiere wurden in vier Therapiegruppen randomisiert. Die konservative
Gruppe wurde ausschlieB3lich mit der Anlage einer intrahdmatomalen Drainage be-
handelt (n=3). Die zweite Gruppe wurde zusatzlich mit rt-PA (recombinant tissue-type
plasminogen activator, Alteplase) therapiert (n=6). Gruppe drei bekam eine Ultra-
schalltherapie, anstatt des rtPAs (n=6). Und die vierte Gruppe wurde mit der Kombi-
nation aus rt-PA, Ultraschall und einer anschlieBenden Drainage therapiert (n=6). Die
Therapie- und die Drainagedauer betrug bei allen Tieren jeweils eine Stunde.

Vier Versuchstiere mussten aus der Studie ausgeschlossen werden, zwei Tiere auf-
grund von technischen Problemen in der MRT, ein Versuch scheiterte an techni-
schen Problemen mit dem Kathetersystem und ein Tier verstarb nach der Applikation

der ICB an Herz-Kreislauf-Versagen.

5.6.2 Durchfuhrung

Materialien

Drainage X-tra®, Promedics, Dusseldorf, Deutschland

Drainagesystem VentrEX®, Neuromedex, Hamburg, Deutsch-
land

Ultraschallsonde 10 Fr (Abb. 12) AcuNav™, Biosense Webster, Irvine, Kalifor-
nien, USA

Ultraschallgerat Acuson Sequoia™ 512 Ultrasound Systems,
Siemens, Miinchen, Deutschland

rt-PA Actilyse®, Boehringer Ingelheim, Ingelheim,
Deutschland
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Abbildung 11: Darstellung verwendeter Katheter

1: Fogarty Ballonkatheter 10 Fr zur Vordehnung des Hirngewebes

2: Ubergangskatheter mit Perforationen zur Applikation der ICB

3: gekurzter Blasenkatheter 16 Fr mit 4 seitlichen Perforationen (& 4 mm) als
Therapiekatheter

4: Ultraschallsonde

Nach der Durchfihrung der MRT wurde der Versuchsgruppe vier 1 mg rt-PA in 1 ml
Wasser flr Injektionszwecke lokal Gber den modifizierten Blasenkatheter verabreicht
und dieser mit 1 ml physiologischer Kochsalzlosung gespiilt. Anschlie3end folgte die
Einfihrung der Ultraschallsonde in das Zentrum der Blutung. Normalerweise findet
dieser Katheter Anwendung bei endokardialer sonographischer Bildgebung (123).
Die verwendete Frequenz des Ultraschalls betrug 10 MHz und der mechanische In-
dex 0,55. Mit dieser Frequenz gelang es, zuerst mittels Bildgebung die richtige Loka-
lisation des Schallkopfes zu gewahrleisten und diesen dann therapeutisch einzuset-
zen. Der Schallkopf wurde mittig in die Blutung eingebracht und absorbierte Schall-

wellen nach lateral in Form eines kegelférmigen Schallfensters. Aus diesem Grund
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wurde die Ultraschallsonde nach 30 Minuten Schallzeit um 180 Grad gedreht und
weitere 30 Minuten in dieser Position belassen, um beide Seiten der Blutung zu be-
schallen. Schlie3lich wurde der Ultraschallkatheter entfernt und ein schwerkraftge-
steuertes Drainagesystem angeschlossen, das eine Stunde lang unter regelmafiiger
Ablaufspilung verblieb, um den Abfluss der gelésten Clotbestandteile zu gewéhrleis-
ten. Versuchsgruppe zwei wurde mit 1 mg in 1 ml rt-PA behandelt und an das Drai-
nagesystem angeschlossen. Gruppe drei erhielt die Ultraschallbehandlung ohne rt-
PA mit anschlieender Drainage, wahrend die Kontrollgruppe eins ohne weitere Be-
handlung lediglich an das Drainagesystem angeschlossen wurde.

A) B) C)

e

\

4

Abbildung 12: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes (122)

A) Versuchstier mit einliegender Sonde zur ICP-Messung links frontal und
mittig intrah&matomal platziertem Therapiekatheter rechts frontal

B) Darstellung des Lysekatheters im Rahmen der rt-PA-Therapie (Markierung
blauer Pfeil) nach der ersten MRT

C) Nach einstundiger Therapie folgte die Anlage eines schwerkraftgesteuerten

Drainagesystems flr eine weitere Stunde, um den Abfluss des nun flissigen
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Teiles des Blutclots zu gewahrleisten (Markierung roter Pfeil). Im Anschluss an
die Drainagezeit erfolgte die zweite MR-Bildgebung

D) Darstellung des Versuchstieres wahrend der Ultraschalltherapie. Uber den
intrahdmatomalen Katheter wird die Ultraschallsonde (schwarz markiert) mittig
in die Blutung eingefiihrt. Sie absorbiert Schallwellen von lateral kegelférmig
(grine Wellen). Nach 30 Minuten Schallzeit folgt eine Drehung um 180 Grad

zur Beschallung der anderen Seite fiir weitere 30 Minuten.

5.7 Ergebnissicherung
Nach Entfernung der Drainage folgte eine weitere MR-Bildgebung von einer Stunde
Dauer mit identischer Auswertung.
Anschliel3end begann die Euthanasie des Tieres mit der intravendsen Gabe von 40
mval Kaliumchlorid und der restlich verbliebenen Narkosemedikamente. Nach Fest-
stellung des sicheren Todes erfolgte die Entnahme des Cerebrums, das zunéchst in

einer vierprozentigen Paraformaldehydldsung fixiert wurde.

5.7.1 Statistische Analyse

Fur die statistische Analyse wurde die GraphPad PRISM Software (Version 8)
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA) gewahlt. Fur alle Variablen erfolgte die An-
gabe des 95%-Konfidenzintervalls und der mittleren Standardabweichung (SD). Der
Vergleich der Daten erfolgte mittels einer einfaktoriellen Streuungsanalyse. Zum
Vergleich der paarweisen Post-hoc-Mittelwerte und der korrigierten p-Werte wurde
der Tukey-Test eingesetzt. Als statistisch signifikant wurden in unserer Analyse zwei-
seitige p-Werte von unter 0,05 betrachtet.

Fir die Erstellung einer Korrelation zwischen den Blutungsvolumina vor der Therapie
und der erfolgten Volumenreduktion der Blutung nach Therapie fand die Spe-
arman’sche Rangkorrelation Anwendung. Gleiches gilt fur die Korrelation der Diffusi-

onsrestriktionen vor- und nach der Behandlung.
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6. Ergebnisse

6.1 Hamatomvolumen

Das durchschnittliche intrazerebrale Blutungsvolumen vor Therapie betrug in der
Kontrollgruppe (n=3) 3,11+0,22 cm?3. Das der Therapiegruppe 2 (rt-PA, n=6) betrug
3,44+0,42 cm3, die durchschnittlichen Volumina der Gruppe 3 (Ultraschall, n=6) er-
reichten 3,38+0,56cm3 und die Gruppe 4 (rt-PA + Ultraschall, n=6) zeigte im Durch-
schnitt ein Blutungsvolumen von 3,89+0,88 cms3. Damit waren die Volumina aller

Gruppen auf einem vergleichbaren Niveau.

Nach der Therapie zeigten sich signifikante Unterschiede in den mittleren Endvolu-
mina zwischen den verschiedenen Gruppen. Am deutlichsten gilt dies fur die Be-
handlungsgruppe 4 (rt-PA + Ultraschall), die einen Wert von 1,51+0,5 cm?3 erzielte.
Dieser Wert ist signifikant niedriger als das posttherapeutische Volumen der rt-PA-
Gruppe (Gruppe 2), welche ein Endvolumen von 4,41+0,61 cm? erreichte (p=0,0278).
Ebenso zeigt sich ein signifikant niedrigeres Volumen im Vergleich mit der Ultra-
schallgruppe (Gruppe 3), welche einen Wert von 2,75+0,44 cm3 erzielte (p=0,0023)
und der Kontrollgruppe mit 3,05+0,21 cm3 (p=0,002). (Abb. 14)
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Abbildung 13: Hamatomvolumina vor und nach der Therapie (122)
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In diesem Boxplot sind die intrazerebralen Blutungsvolumina in cm?3 auf der y-
Achse und zeitlich vor- und nach der Therapie auf der x-Achse aufgetragen.
,* zeigt die signifikante Volumendifferenz nach der Behandlung zwischen der
Gruppe 4 (rt-PA + Ultraschall) und der Gruppe 2 (rt-PA) mit einem p-Wert von
0,0278. ,*** zeigt die signifikanten Volumenunterschiede zwischen der kombi-
nierten Therapiegruppe (Gruppe 4) und der Kontrollgruppe (Gruppe 1) nach
Behandlung mit einem p-Wert von 0,002, sowie zwischen der mit Ultraschall
behandelten und der kombiniert therapierten Gruppe mit einem p-Wert von
0,0023.

Somit erreichte Gruppe 4 (rt-PA + Ultraschall) die hochste mittlere Volumenreduktion
von 62+5%. Diese Ergebnisse sind signifikant h6her gegentber der Volumenredukti-
on aller anderen Gruppen. Die Kontrollgruppe erreichte eine mittlere Volumenreduk-
tion von 2+1%, Gruppe 2 (rt-PA) von 30%+12% und Gruppe 3 (Ultraschall) von
18+8%. Die Volumenreduktion dieser drei Gruppen im Vergleich zur Gruppe 4 (rt-PA
und Ultraschall) war mit einem p-Wert von <0,0001 hochsignifikant, ebenso die von
Gruppe 2 (rt-PA) im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,0007) (Abb. 15).
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Abbildung 14: relative Volumenreduktion (122)

-39 -



Boxplot, in dem auf der y-Achse die relative Hamatomvolumenreduktion in
Prozent aufgetragen ist, sowie die verschiedenen Behandlungsgruppen auf
der x-Achse. ,**** zeigt die signifikante Volumenreduktion von Gruppe 2 ver-
glichen mit der Kontrollgruppe mit einem p-Wert von 0,0007. ,****“ zeigt die
signifikante relative Volumenreduktion von Gruppe 4 mit den jeweiligen ande-

ren Behandlungsgruppen mit einem p-Wert von <0,0001.

6.2 Monitoring der Vitalzeichen
Der durchschnittliche ICP aller Gruppen betrug 10,36+1,83 mmHg vor, 79,13 +14,85
mmHg wahrend und 12,15+4,24 mmHg nach Applikation der ICB. (Abb. 16)
Sichtbar ist ein deutlicher Anstieg des intrakraniellen Druckes im Rahmen der Appli-

kation der ICB mit spontaner Erholung der Werte im Anschluss, die noch leicht tber

dem Ausgangsniveau liegen.
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Abbildung 15: Intrakranieller Druck (ICP) (122)
Aufgetragen sind die durchschnittlichen ICP-Werte aller Versuchsgruppen
(n=21) auf der y-Achse in Relation zum Zeitpunkt vor, wahrend und nach Ap-

plikation der ICB auf der x-Achse.

Die durchschnittliche Herzfrequenz betrug in der Kontrollgruppe 70,33+13,44 Schla-
ge pro Minute (bpm), Gruppe 2 erreichte 80,48+25,9 bpm, Gruppe 3 zeigte eine mitt-
lere Herzfrequenz von 77,03+11,58 bpm und die Herzfrequenz der Gruppe 4 betrug

106,7+21,25 bpm (Abb. 17).
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Abbildung 16: Herzfrequenzen (122)

Dieses Balkendiagramm zeigt die durchschnittlichen Herzfrequenzen der Ver-
suchstiere in Schlagen pro Minute (y-Achse) bezogen auf die verschiedenen

Versuchsgruppen (x-Achse)

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) der Kontrollgruppe betrug 77,93+10,42 mmHg,
der MAP der Gruppe 2 zeigte 87,42+12,28 mmHg, die Gruppe 3 erzielte im Durch-
schnitt einen MAP von 85,66+11,43 mmHg und die Gruppe mit der Kombinationsthe-
rapie wies einen MAP von 77,79+12,71 mmHg auf.

(Abb. 18)
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Abbildung 17: : Mittlerer arterieller Blutdruck (122)

Dieses Balkendiagramm zeigt den durchschnittlichen mittleren arteriellen
Blutdruck in mmHg (y-Achse) in den verschiedenen Versuchsgruppen (x-
Achse)

Somit weisen alle Versuchsgruppen vergleichbare Vitalparameter auf.
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6.3 Diffusionsrestriktionen

Die Auspragung der Diffusionsrestriktion in der kranialen MRT bewegte sich im
Durchschnitt in allen Gruppen auf einem vergleichbaren Niveau. Nach der Blutungs-
applikation betrug sie in der Kontrollgruppe 5,1+8,83 cm3, in der Gruppe 2 5,51+7,14
cm?, die Gruppe 3 erreichte durchschnittliche Werte von 14,1+10 cm? und die Gruppe
der Kombinationstherapie zeigte Werte von 8,39+9,53 cm3. Nach Therapie ergaben
sich Mittelwerte von 10,77+9,33 cm3 in der Kontrollgruppe, 8,69+14,38 cm3 in Gruppe
2, 14,95+9,77 cm3 in Gruppe 3 und 9,77+9,27 cm? in Gruppe 4 (Abb. 19). Somit zeig-
te sich in allen Gruppen eine leichte Erh6hung nach der Behandlung.
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Abbildung 18: Volumen der Diffusionsrestriktionen (122)

In diesem Balkendiagramm sind die Volumina der Diffusionsrestriktionen der
Gruppen 1 - 4 in cm3 (y-Achse) mit Mittelwert und Standardabweichung vor
und nach Therapie (x-Achse) dargestellt. (Kontrollgruppe: n=3, Gruppe 2 — 4:

jeweils n=6)

Die durchschnittliche Erh6hung der Diffusionsrestriktion nach Therapie fiel in der
Kontrollgruppe mit 5,67+9,02 cm?3 am hochsten aus. In der rt-PA-Gruppe (Gruppe 2)
erhodhte sich die Diffusionsrestriktion im Mittel um 3,18+10,03 cm?, in der Ultraschall-
gruppe (Gruppe 3) um 0,85+5,48 cm?3 und in der Gruppe der Kombinationstherapie
um 0,82+11,58 cm3 (Abb. 20).
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Abbildung 19: Differenzen der Diffusionsrestriktionen (122)

In diesem Boxplot-Diagramm sind die Volumina der Differenzen der Diffusi-
onsrestriktionen vor und nach Therapie auf der y- Achse in cm? dargestellt.

Auf der x-Achse sind die verschiedenen Versuchsgruppen aufgefihrt.

Zwischen der Volumenreduktion und Diffusionsrestriktion nach der Therapie bestand
keine Korrelation (r = -0,02). Ebenso konnte keine Korrelation zwischen dem initialen
Blutungsvolumen und der Diffusionsrestriktion vor Therapie ermittelt werden. (r =
0,275).

In der Perfusionsgewichteten Bildgebung ergaben sich keine Hinweise auf Hyper-
oder Hypoperfusion. Des Weiteren zeigte die MRT-Bildgebung keine intrakranielle
Vasokonstriktion oder Odeme der perihamatomalen Zone.

Nach Applikation der ICB zeigte sich eine kleine perihamatomale Blutung bei jeweils
einem Tier der Gruppe 2 (rt-PA) und der Gruppe 4 (rt-PA + Ultraschall). Die Blutun-
gen wiesen ein kleines Volumen von < 0,6 cm? auf und blieben im weiteren Verlauf

groRenstabil.

-43 -



7. Diskussion

Es bestehen aktuell noch zahlreiche Unklarheiten beziglich der Therapie der intraze-
rebralen Blutung. Derzeit stellt nach wie vor die konservative Behandlung einen gro-
Ben Teil der Therapieempfehlungen der aktuellen Leitlinien dar (27), auch wenn der
Erfolg dieser Handelsempfehlungen Uberschaubar ist. Die Tatsache, dass grof3e Un-
tersuchungen zeigten, dass einige Patienten von einer chirurgischen Hamatomaus-
raumung profitieren (8,9), untermauert die Moglichkeit und Notwendigkeit von weite-
ren Behandlungsoptionen.

Eine Reihe von klinischen und praklinischen Studien beschaftigte sich mit minimalin-
vasiven Behandlungsstrategien der spontanen ICB mithilfe von lokal appliziertem rt-
PA (3-5, 68, 69, 71). Dabei zeigte sich unter anderem, dass eine suffiziente Redukti-
on des Blutungsvolumens einen wichtigen Faktor fur die Prognose der Patienten
darstellt (12). Es beschaftigte sich bislang lediglich eine Studie von Newell et al. mit
der Moglichkeit einer intrahamatomalen Ultraschallbehandlung in Kombination mit rt-
PA (22). Soweit bekannt, ist unsere Studie die erste, in der eine kombinierte Behand-
lung mit Ultraschall und rt-PA an einem In-vivo-ICB-Modell durchgefiihrt wird. In der
Vergangenheit setzten sich zahlreiche Arbeiten, darunter auch Phase-3-Studien mit
der transkraniellen Anwendung von Ultraschall zur Thrombolyse in der Behandlung
von ischamischen Schlaganféllen auseinander (14-17,19,111,112,120), wobei teil-
weise erhebliche Nebenwirkungen beschrieben wurden. In Vorgangerstudien wurden
in vitro bereits die optimalen Lysebedingungen bezlglich der Ultraschallparameter
(25) und der erforderlichen rt-PA-Dosis (24) ermittelt und auf relevante Sicherheits-
aspekte untersucht (25). Darauf aufbauend konnten eine moglichst geringe Ver-
suchstieranzahl gewahrleistet und die Bedingungen fir potenzielle weiterfihrende
Studien bezuglich der ICB-Therapie optimiert und standardisiert werden. Somit wur-
de eine Arbeit nach den Richtlinien des 3-R-Konzeptes fir Versuchstiere (Radice,
Replace, Refine) ermdglicht.

Fir diese Untersuchung wurde ein etabliertes Tierversuchsmodell (26) mit einer ent-
scheidenden Veranderung herangezogen: anstatt einer Menge von 1,7 ml autologem
arteriellem Blut wurden 5 ml zur Blutungsapplikation eingesetzt. Dadurch konnte ein
besseres GrofRenverhdltnis in Bezug auf die Volumina von Blutungen im menschli-
chen Organismus gewahrleistet werden. Auf dieser Grundlage war es moglich, volu-
menstabile, intrazerebrale Blutungen zu simulieren. Die Vitalwerte aller Tiere beweg-

ten sich in physiologischen Bereichen (124). Die durchschnittlichen ICP-Werte betru-
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gen vor Applikation der ICB 10 mmHg, stiegen wéhrend der Applikation auf 80
mmHg an und normalisierten sich in einem Zeitfenster von 10 bis 20 Minuten wieder.
Diese Beobachtungen spiegeln die ausgepragte akute kompensatorische Kapazitat
des Gehirns wider und konnten zur Aufklarung des Sachverhaltes beitragen, dass
manche Patienten in der Lage sind, die akute Phase von sehr ausgepragten ICBs zu
Uberleben.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten eine signifikante Clotvolumenreduktion
von 59 + 5 % mit einer einmaligen Anwendung der kombinierten Therapie aus 1 mg
rt-PA lokal und intrahdmatomaler Ultraschallanwendung. Die erreichte Volumenre-
duktion stellte sich als doppelt so effektiv dar, wie die der Behandlungsgruppen mit
alleiniger Ultraschallanwendung (18%) und alleiniger rt-PA-Therapie (30%). Diese
Ergebnisse decken sich mit denen der In-vitro-Vorgangerstudien, in denen sich die
Clotreduktion noch etwas ausgepragter zeigte (19,25). Im Gegensatz zur MISTIE-
Studie (12) bendtigte die kombinierte Therapie lediglich eine einmalige Anwendung
von 1 mg rt-PA, um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. Im MISTIE-Protokoll hin-
gegen waren bis zu neun Dosen rt-PA mit jeweils 0,3 mg bzw. 1 mg rt-PA pro Gabe
notig. Der Grund fir die verbesserte Wirkung der kombinierten Therapie beruht auf
der zugrundeliegenden Disaggregation der Fibrinnetze (25). Vorherige Untersuchun-
gen gaben Hinweise darauf, dass es durch die Ultraschalleinwirkung zu einer rever-
siblen Lockerung der Fibrinfasern kommt, welche die Clotdichte verringert. Somit
kann vermehrt rt-PA an Bindungsstellen im Clotinneren gelangen und durch ,a-
coustic streaming” tiefer in das Hamatom eindringen (19-21). Ein weiterer grol3er
Vorteil der intrahamatomalen Ultraschallanwendung ist die Mdglichkeit der hochauf-
l6senden intrakraniellen Echtzeitbildgebung, die es moglich macht, den Verlauf von
Blutvolumenveranderungen und Odembildung in B-Bild-, Doppler- und Duplex-
Einstellungen sichtbar zu machen (23). Dadurch kénnten risikobehaftete Transporte
der Patienten auf Intensivstationen zur CT-Bildgebung reduziert werden.

In der aktuellen Literatur werden die genauen Pathomechanismen der ICB kontro-
vers diskutiert, beispielsweise in Bezug auf das Vorhandensein von sekundéaren neu-
ronalen Verletzungsmustern und Ischamie (125-127); dabei sind zahlreiche mdgli-
che sekundare Pathomechanismen wahrscheinlich (56,58,65). Die Entstehung einer
Penumbra wurde ebenfalls diskutiert, aktuelle Arbeiten kamen jedoch zu keinem ein-
deutigen Ergebnis (128,129). Weiterhin gibt es Hinweise auf die Entstehung von hy-
perakut auftretenden Diffusionsrestriktionen, die mit einem schlechten klinischen
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Outcome assoziiert sind (130). In der Studie von Kidwell et al. wurden bei drei von
zwolf Patienten, die in den ersten sechs Stunden nach Symptombeginn CT- und
MRT-Bildgebungen erhielten, perihAmatomale Diffusionsrestriktionen beobachtet.
Alle drei Patienten zeigten im Anschluss deutliche klinische und radiologische Ver-
schlechterungen. Eine Arbeit von Garg et al., in der 121 Patienten mit spontaner ICB
untersucht wurden, konnte die Ergebnisse von Kidwell et al. bestatigen. 49,6% aller
Patienten zeigten Diffusionsrestriktionen, die mit einem schlechteren mRS-Score
nach 3 Monaten und einer schlechteren Genesung assoziiert waren (131).

Die Studienlage fur das Auftreten von Hypoperfusionen ist ebenfalls sehr heterogen.
Direkt benachbarte Hypoperfusionen konnten in Kidwells Studie nicht beobachtet
werden (130), lediglich diffuse hypoperfundierte Bereiche auf der ipsilateralen Seite
der Blutung. Dies ist ein Indikator dafir, dass eine partielle diffuse Ischamie wahr-
scheinlich aufgrund einer GefalR3kompression mdglich ist. In einer weiteren Arbeit
konnten ebenfalls keine perihAmatomalen Hypoperfusionen in einem Tiermodellver-
such innerhalb von zwdlf Stunden nach Blutungsbeginn detektiert werden (132).
Zazulia et al. hingegen konnten reduzierte Sauerstofffraktionen in der perihAmatoma-
len Zone nachweisen, allerdings ohne Hinweise fiir ein ischdmisches Geschehen
(133).

In dieser Arbeit konnte unsererseits in 70% der Versuchstiere lediglich eine sehr ge-
ringe Diffusionsrestriktion mittels MRT vor und eine leichte Erhéhung nach Therapie
festgestellt werden. Das betraf jedoch alle Gruppen, einschlief3lich der Kontrollgrup-
pe. Somit ergab sich weder eine Korrelation der Diffusionsrestriktion mit dem initialen
Blutungsvolumen noch mit der erreichten Volumenreduktion. Daraus kann geschlos-
sen werden, dass es keinen Zusammenhang von Diffusionsrestriktion und der ge-
wahlten Therapie besteht. Eine mogliche Ursache fir das Auftreten konnte das hohe
Volumen der applizierten Blutung im Vergleich zur Gro3e des Schweinehirns sein.
Weiterhin konnten in der MRT-Diagnostik keine Minderperfusionen, Hyperperfusio-
nen oder Odeme festgestellt werden. Dass furr die Gesamtheit dieser Faktoren keine
signifikanten Beobachtungen gemacht werden konnten, ist eventuell den Limitatio-
nen dieser Studie geschuldet. Aufgrund der friihen Bildgebung ist es wahrscheinlich,
dass die Zeit nicht fur die Entwicklung der sekundaren Pathomechanismen ausreich-
te.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der MRT konnte in der weiterfihrenden Untersu-

chung unserer Arbeitsgruppe mittels HE-Farbung eine Odembildung nachgewiesen
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werden (122). Diese Beobachtung steht im Einklang mit den Ergebnissen anderer
Untersuchungen, in denen ein frilhes perihamatomales Odem detektiert wurde
(26,125,134). Als mogliche Erklarungen werden hier unter anderem der Austritt von
Serumproteinen in das Interstitium aufgrund eines erhohten hydrostatischen Druckes
wahrend der Hamatomentstehung, Blutprodukte, Thrombin und eine Clotretraktion
genannt (26,135). Die Ergebnisse der Kollegen zeigten signifikant erhéhte Odemkon-
figurationen der Kontrollgruppe, die perihAmatomal, aber auch auf der kontralatera-
len Seite nachgewiesen werden konnten; das steht in einem klaren Kontrast zu den
Ergebnissen in den Behandlungsgruppen, welche keine Odeme in den kontralatera-
len Hemispharen aufwiesen (122). Diese weiterfuhrenden Beobachtungen bestétigen
jene von Wagner et al. In ihrem Tierversuch zeigte sich eine mogliche Reduktion des
perihamatomalen Odems, sowie eine Pravention des vasogenen Odems im Rahmen
einer fruihen Hamatomreduktion mittels rt-PA-Fibrinolyse (97).

In der immunhistochemischen weiteren Auswertung im Anschluss an unsere Versu-
che ergaben sich Hinweise auf eine frihe gliale Aktivierung durch héhere GFAP-
Spiegel der unbehandelten Gruppe (122), die mit einem schlechteren klinischen The-
rapieerfolg assoziiert sind. Diese erhdhten GFAP-Spiegel kdnnten als Zeichen einer
Blut-Hirn-Schrankenstérung und einer Destruktion von Astrozyten gedeutet werden
und daher kinftig als frihe Biomarker in der préaklinischen Phase eine Rolle in der
Beurteilung von Verlauf und Therapie von ICBs spielen (136-139). Diese Beobach-
tungen stiitzen die Ergebnisse, die hinsichtlich der Odembildung vorliegen.
Abschliel3end ist herauszustellen, dass die kombinierte Therapie aus rt-PA und Ult-
raschall, welche in dieser Studie Anwendung fand, sicher und sehr effektiv ist. Es
konnten keine negativen Nebeneffekte in der MR-Bildgebung beobachtet werden.
Ebenso zeigten sich in weiterfihrenden Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe in
der HE-Farbung und Immunhistochemie keine schadigenden Auswirkungen (122),
die in anderen Studien unter anderen Ultraschallmodalitaten beobachtet wurden
(13,14,16,111,113,140).

Diese Studie weist einige wichtige Limitationen auf, die die Aussage einschranken
kénnen. Die Zahl der eingeschlossenen Tiere ist klein, weiterhin sind Beobachtungen
Uber einen langeren Zeitraum notig, um sekundare neuronale Verletzungsmuster
besser auswerten zu kdnnen. Darlber hinaus liegen in unserem Modell aufgrund der

Injektion des Blutes nicht exakt dieselben pathophysiologischen Voraussetzungen
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verglichen mit einer spontanen ICB im menschlichen Organismus vor. Das betrifft im
Speziellen das mikrovaskulare Milieu.

Weiterfihrende Versuche mit einer groReren Anzahl von Versuchstieren und einem
langeren Beobachtungszeitraum sind nétig, um sekundare pathologische Mechanis-

men darstellen und Heilungsprozesse sowie den Therapieerfolg besser evaluieren zu
kénnen.
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8. Zusammenfassung und Ausblick

Die intrazerebrale Blutung stellt eine Erkrankung mit sehr hoher Morbiditat und Mor-
talitdt und einen nicht unerheblichen Teil der Schlaganfélle weltweit dar. Deswegen
ist es von zentraler Bedeutung, geeignete Therapieverfahren fur Patienten zu entwi-
ckeln. Aktuell gibt es wenig evidenzbasierte Therapien fur diese Erkrankung und die
Studienlage wird mitunter sehr kontrovers diskutiert.

Es finden sich jedoch Hinweise dafir, dass ein wichtiger Bestandteil einer geeigne-
ten Therapie die frihe und madglichst effektive Hamatomreduktion ist. Einige kleine
und groRRe randomisierte Studien (10-12,22) konnten bereits die Effektivitat und Si-
cherheit von minimalinvasiver Chirurgie in Kombination mit einer lokalen intrahama-
tomalen rt-PA-Instillation nachweisen. Es fanden sich im Rahmen dieser Arbeiten
Hinweise darauf, dass Patienten von einer noch effektiveren Clotlyse profitieren
konnten.

Da bereits vorhandene Studien von einer méglichen Verstarkung der rt-PA-Lyse
durch Ultraschall berichteten, beschatftigt sich diese experimentelle Arbeit mit den
Auswirkungen einer Kombinationstherapie aus ultraschall- und Katheter gestutzter rt-
PA-Thrombolyse an einem bereits etablierten Tiermodell. Die Behandlung erfolgt mit-
tels einer Ultraschallsonde, die nach vorheriger lokaler rt-PA-Applikation direkt in die
Blutung eingefuhrt wird. In In-vitro-Vorgangerstudien wurden bereits die optimale rt-
PA-Dosis und Ultraschallparameter ermittelt und auf ihre Sicherheit gepruft. Weiter-
hin zeigte sich, dass eine hochaufloésende Echtzeitbildgebung mit der gewahlten Fre-
guenz mdglich ist.

In unseren Versuchen konnten wir am Tiermodell zeigen, dass die lokale Behand-
lung mit 1 mg rt-PA und einstindiger hochfrequenter intrahamatomaler 10-MHz-
Ultraschallapplikation sich als die signifikant beste und eine sichere Therapie zur
Clotreduktion im Vergleich zur alleinigen rt-PA oder Ultraschallanwendung zeigt. Ne-
gative Nebenwirkungen konnten in den verschiedenen Therapiegruppen verglichen
mit der Kontrollgruppe nicht ermittelt werden, wobei die biologischen Effekte auf das
umliegende Gewebe in vivo evaluiert wurden.

Die effektive Wirkung dieser Therapie ist auf eine synergistische Wirkung von rt-PA
und der Ultraschallapplikation zuriickzufiihren. Hierbei kommt es zu einer mechani-

schen Disaggregation der Fibrinstruktur durch die Ultraschallanwendung und somit
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zu einer verbesserten Eindringtiefe des rt-PA in den Blutclot. Durch diesen und wei-
tere Mechanismen wird die Lysefahigkeit verstarkt.

Trotz guter Ergebnisse sind weiterfihrende Studien mit gréReren Versuchszahlen
und langeren Beobachtungszeitrdumen nétig, um weitere Ruckschlisse auf Patho-

physiologie, Heilungsverlauf und Therapieerfolg ziehen zu kénnen.
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