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1. Einfuhrung

1.1. Die Subarachnoidalblutung

Eine Subarachnoidalblutung (SAB) beschreibt eine Blutung in den kraniellen
und/oder spinalen Liquorraum und kann nach ihrer Genese eingeteilt werden in ein

traumatisches oder spontanes Geschehen (1).

1.1.1. Ursachen und Risiken fir eine SAB
Ein Hypertonus, Rauchen und starker Alkoholkonsum konnten in Studien fur
verschiedene Lander als unabhangiger Risikofaktoren fur eine SAB eruiert werden
(2, 3). Des Weiteren zahlen laut Korja et al das weibliche Geschlecht, friihere
Myokardinfarkte, eine Vorgeschichte vorzeitiger Schlaganféalle bei der Mutter und
erhohte Cholesterinwerte bei Mannern zu weiteren Risikofaktoren fir eine SAB (4).
Ca. 80 % der spontanen SAB sind Folge einer Ruptur eines intrakraniellen arteriellen
Aneurysmas (5). Somit ist der Schwerpunkt der nachfolgenden Ausarbeitung auf

diese Genese gewahlt.

1.1.2. Diagnosestellung einer SAB
Der klinische Verdacht fur eine akute SAB erfolgt aufgrund pl6tzlich einsetzender
starkster Kopfschmerzen und geht meist parallel mit Nackenschmerzen, Ubelkeit und
Erbrechen, einer Photophobie bis hin zur Bewusstlosigkeit einher. Schatzungsweise
stirbt mindestens eine von acht Personen, bevor das Krankenhaus erreicht werden
kann und betrifft eher die jingere Population im Vergleich zu einer intrazerebralen
Hamorrhagie oder einem ischdmischem Schlaganfall (6, 7). Innerhalb von 12
Stunden nach Beginn einer Blutung tragt eine computertomographische Aufnahme
des Schadels mit einer Sensitivitat von 98% zur Erkennung einer SAB bei (8). Zeigt
trotz dringendem Verdacht auf eine SAB das CT keine Zeichen fir eine Blutung und
ist eine Bildgebung mittels MRT nicht sofort verfligbar, ist eine Lumbalpunktion
indiziert. Diese gilt ca. 6 bis 12 Stunden nach SAB am sensitivsten fur den Nachweis
von Blut im Subarachnoidalraum. Sogenannte Siderophagen, die sich mit der Zeit im
Liguor bilden, sind dabei sogar noch Monate nach Blutungsereignis im Liquor

nachweisbar (9).



Der Schweregrad einer SAB kann unter anderem anhand der Klinik nach Hunt und

Hess und/oder World Federation of Neurosurgical Societies (WFNS) eingeteilt

werden. Zweitere orientiert sich neben dem Auftritt neurologischer Defizite besonders

an der sogenannten Glasgow Coma Scale (GCS) (10).

Eine weitere mdgliche Einteilung ist nach bildmorphologischem Blutungsausmaf3

anhand

der Fisher-Klassifikation mdglich (11).

Grad | Hunt und Hess WENS

1 Asymptomatisch oder minimale GCS 15 ohne fokales Defizit
Kopfschmerzen und leichter Meningismus

2 MaRige bis starke Kopfschmerzen, GCS 13-14 ohne fokales Defizit
Meningismus, mdgliche Hirnnervenausfalle,
keine weiteren neurologischen Ausfélle

3 Somnolenz und/oder Verwirrtheit und/oder GCS 13-14 mit fokalem Defizit
leichte fokal-neurologische Ausfalle

4 Sopor, maRige bis schwere fokal- GCS 7-12 mit/ohne fokales Defizit
neurologische Ausfalle, vegetative Stérungen

5 Koma, Zeichen der Einklemmung GCS 3-6 mit/ohne fokales Defizit

Tab. 1. Einteilung der Klinik einer SAB nach Hunt und Hess und nach der WFNS (10)

Punkte | Augendffnen | Verbale Reaktion Motorische Reaktion
6 Aufforderungen werden befolgt
5 Orientiert und Reaktion gezielt auf
konversationsféhig Schmerzreiz
4 spontan Desorientiert, aber Reaktion ungezielt auf
konversationsféahig Schmerzreiz
3 Bei Unzusammenh&ngende Worter | Reaktion mit
Aufforderung Beugesynergismen auf
Schmerzreiz
2 Bei Unverstandliche Laute Reaktion mit
Schmerzreiz Strecksynergismen auf
Schmerzreiz
1 Keine Keine Reaktion Keine Reaktion
Reaktion

Tab. 2. Einteilung des neurologischen Status bei Vigilanzminderung nach GCS




Grad | Bildmorphologie

1 Kein Blut sichtbar

2 Diffuse Ablagerung oder diinne Schicht mit allen vertikalen Blutschichten

(interhemisphérische Fissur, Inselzisterne, Umgebungszisterne) < 1 mm dick

3 Lokalisierte Gerinnsel und / oder vertikale Blutschichten mit einer Dicke von
=21 mm
4 Diffuses oder kein subarachnoidales Blut, jedoch mit intrazerebralen oder

intraventrikularen Gerinnseln

Tab. 3. Bildmorphologische Einteilung der SAB nach Fisher (11)

Insgesamt zeigt die GCS als alleinige Einteilung die starkste Korrelation der in der
Klinik genutzten Skalen des Schweregrads in Bezug auf die Lebensqualitat auf (12).
Eine Risikoabschatzung ist dennoch auch nach den anderen Skalen mdglich,
beispielsweise zeigen Patienten mit einem hohen Ausgangsgrad nach WENS ein
hdheres Risiko fur friihe Hirnverletzungen, verzégerte zerebrale Ischamie und

systemische Komplikationen (13).

1.1.3. Komplikationen und Folgen der SAB
Die SAB ist ein medizinischer Notfall und geht mit einer erheblichen Morbiditat und
Mortalitat einher (14). Im Allgemeinen gilt, dass ein hoheres Alter, ein schlechter
WFNS-Grad bei klinischer Vorstellung, ein langeres Zeitintervall zwischen
Prasentation und Diagnose und das Ausbleiben einer Aneurysma-Behandlung
signifikant mit einem schlechten klinischen Outcome verbunden werden kénnen (15).
Laut der Leitlinien der Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie (DGN) ist die Letalitat
der aneurysmatischen SAB in den letzten Jahrzehnten zwar gesunken, die Inzidenz
jedoch nicht (1). Selbst nach stattgehabter bzw. laufender Therapie in einem
Krankenhaus ist die Mortalitat einer solchen Blutung hoch. Beeinflusst wird diese
besonders von dem Ausmal} des primaren neurologischen Defizits, eingeteilt, wie

bereits genannt, nach Hunt und Hess (10).

Die mit der SAB assoziierten Komplikationen bei Patienten lassen sich zeitlich in drei

Phasen einteilen:



Akut stehen im Vordergrund zum einen die Gefahr der Rezidivblutung (bspw. aus
einem Aneurysma) und das Aufkommen eines erh6hten Hirndrucks. Durch die SAB
kommt es zu einem Ubergang von Blutvolumen in den raumlich begrenzten
Subarachnoidalraum. Bleibt ein Sistieren der Blutung aus oder kommt es zu einer
Liguorzirkulationsstorung mit konsekutivem Hydrocephalus, kann eine
darauffolgende rapide Zunahme des intrazerebralen Drucks (ICP) zu einer
Einklemmung und Hypoperfusion des Hirngewebes fiihren (16). In diesem Fall ist
auch das Auftreten eines sogenannten Terson-Syndroms mdglich, eine
Glaskdrperblutung infolge einer vendsen Stase, die mit der Gefahr einer Erblindung
einhergeht und in bis zu 8 - 14,5% der SABs zu finden ist (17). Zusatzlich kann durch
Aktivierung des sympathischen Nervensystems eine akute kardiopulmonale
Instabilitat auftreten, die ebenso mit intrakranieller Hypertonie und/oder einer
beeintrachtigten zerebralen Durchblutung (CBF) einher gehen kann (13). Diese
inadaquate Perfusion des Hirngewebes fuhrt im schlimmsten Fall zu einem
ischamischen Untergang des nachgeschaltenen neuronalen Gewebes. Je nach
GroRRe des betroffenen Hirnareals fuhrt diese Pathologie erneut zu einer
intrakraniellen Hypertonie. Insgesamt sieht man die friihe Hirnverletzung am ehesten
als Resultat einer Kombination aus Einschrankung der Mikrozirkulation durch unter
anderem Mikrothrombosen, Stoérungen der Blut-Hirn-Schranke, zytotoxisch und
vasogen hervorgerufene Hirnddeme, sowie neuronale und endotheliale

Zellverletzungen an (13, 18).

Subakut lassen sich in manchen Fallen Vasospasmen oder die Entwicklung eines
Hirnddems (das selbst wiederum zu einem erhéhten ICP fihren kann) nachweisen
(16). Dabei wird angenommen, dass die verzdgerte Ischamie aufgrund eines
Zusammenspiels zwischen genannten angiographischen Vasospasmen,
Konstriktionen kleinerer Arteriolen und Thrombosebildung zustande kommt und so
eine kortikale Verteilungsischamie zur Folge hat (19, 20). Zusatzlich ist auf
allgemeine medizinische Komplikationen (bspw. Tédliche Arrhythmien,

Multiorganversagen, Lungenembolien) zu achten.

In der chronischen Phase besteht die Gefahr des Auftritts des chronischen
Hydrocephalus malresorptivus mit konsekutiver Hirndrucksymptomatik und
allgemeinen kognitiven Stérungen (16). Klinisch zeigen Patienten, die eine SAB

Uberleben im Allgemeinen zudem haufig Defizite in Gedachtnis, Exekutivfunktion und



Sprache. Diese kognitiven Beeintrachtigungen beeinflussen Aktivitaten des taglichen
Lebens, erschweren die Ruckkehr zum Arbeitswesen und gehen mit Einbul3en der
Lebensqualitat einher. Zusatzlich drohen Depressionen, Angstzustande, Mudigkeit
und Schlafstérungen. Die Ursache neuronaler Schaden wie auch der priméren
Todesursache sind in den meisten Fallen direkte Auswirkungen der Blutung selbst
(13, 14, 16, 21).

1.1.3.1. Vasospasmus
Neben der frihen Hirnschadigung, tragt das Phanomen des Vasospamus als
weiterer entscheidender Faktor zu der signifikanten Mortalitéat und Morbiditat der SAB
bei (22, 23).

Definitionsgemal ist dieser eine angiographisch darstellbare (z.B. mittels CTA oder
DSA) Verengung des Lumens einer oder mehrerer intrakranieller Hauptarterien nahe
der Schadelbasis. Nachzuweisen ist er neben einer Computertomographie-Perfusion
aul3erdem uber eine transkranielle dopplersonografische Flussmessung der A.
cerebri media. Hierbei ist das Hauptkriterium ein deutlicher Anstieg der
Blutflussgeschwindigkeit und kann bei nicht eindeutigen Ergebnissen durch den so
genannten Lindegaard Index (MCA /ICA) von einer zerebralen Hyperperfusion

unterschieden werden (24, 25).

Der Vasospasmus kann sowohl aufgrund einer Kontraktion der glatten Muskulatur
der Arterienwand als auch einer morphologischen Veranderung entlang der
Endothelflache als Reaktion auf eine Gefal3verletzung auftreten. Darliber hinaus
kann er als verzogerter Beginn eines neurologischen Defizits nach stattgehabter SAB
aufgefasst werden, von dem angenommen wird, dass er auf ein ischamisches
Geschehen oder einen Teilinfarkt des Gehirns zurtickzufuhren ist. Eine dritte
Definitionsvariante ware eine Kombination beider genannter Ansatze (sog.

symptomatischer Vasospasmus) (26).

Ein Vasospasmus tritt gewohnlich am dritten Tag nach der subarachnoidalen Blutung
auf und erfahrt seinen Hohepunkt meist zwischen dem sechsten und achten Tag.
Andauern kann er bis zu zwei bis drei Wochen. In besonders auspragender Form
kann es zu einem Hirninfarkt fihren und durch Hypoperfusion die Apoptose
nachgeschalteter Neuronen verursachen (26). Insgesamt ist der Pathomechanismus



noch nicht vollstéandig geklart, wird allerdings von vielen Mechanismen beeinflusst,

wie beispielsweise einer Reihe von Peptidhormonen wie dem Endothelin (27).

1.1.4. Therapie einer SAB
Die stationare Therapie beginnt mit einem Basismonitoring der Vitalparameter (EKG,
Pulsoxymetrie, kontinuierliche Blutdruckkontrolle), bedarfsgerechte Schmerztherapie
und je nach Bewusstseinszustand die Sicherung der Atemwege. Es folgen unter
intensivmedizinischer Uberwachung ausreichende Bettruhe, Elektrolytstabilisierung
und bei Bedarf eine antiepileptische Therapie (6).

Da wahrend einer SAB die Verteilung von Blut im Subarachnoidalraum und haufig
auch in das Gehirnparenchym und in die Ventrikel mit einem pl6tzlichen ICP-Anstieg
verbunden sein kann, sollte sich das anfangliche Monitoring auf die Verhinderung

einer neuen Blutung und Kontrolle des ICP konzentrieren (13).

Nach radiologischer Darstellung eines Aneurysmas als Blutungsquelle wird dieses
mittels Clipping oder Coiling (s. u.) schnellstméglich versorgt. Die American Heart
Association / American Stroke Association gibt als Empfehlung (Klasse IB) heraus,
eine endovaskulare oder chirurgische Sanierung deines zerebralen Aneurysmas so
frih wie mdglich durchzufiihren, um das Risiko einer erneuten aneurysmatische
Blutung nach SAB zu vermindern (7). Nach Mdglichkeit sollte das nach den
Richtlinien der Europaischen Schlaganfallorganisation zur Behandlung von
intrakraniellen Aneurysmen und Subarachnoidalblutungen innerhalb von 72 Stunden

nach Auftreten der ersten Symptome geschehen (28).

1.1.4.1. Clipping
Bei einem Clipping eines Aneurysmas handelt es sich um ein mikrochirurgisches
Verfahren am offenen Hirn. Je nach Lage des Aneurysmas variiert der Zugangsweg

und ist in manchen Fallen mikrochirurgisch gar nicht erst moglich.

Der Patient wird auf den Ricken gelagert und der Kopf in einer Mayfield-Klemme
fixiert. Befindet sich das Aneurysma auf Ebene der Schadelbasis, im Besonderen im
dorsalen Stromgebiet des Circulus arteriosus cerebri (willisii) wird der Kopf leicht
nach hinten geneigt und um 30° auf die linke (nicht dominante) Seite gedreht. Nach
Kopfrasur, sterilem Abwaschen und Sterilem Abdecken erfolgt ein bogenférmiger

Hautschnitt frontobasolateral entlang des Haaransatzes mit anschlie3ender



Praparation des Schadelknochens. Es erfolgt eine rechtsseitige pterionale
Kraniotomie mit nach Bedarf teilweiser Abtragung des Keilbeinfligels. Nach Er6ffnen
der Dura wird mikroskopisch die Sylvische Fissur aufgesucht und in dieser in die
Tiefe zur Schadelbasis prapariert. Der rechte Sehnerv, die rechte A. carotis interna
(ACI) und der N. occulomotorius werden dargestellt. In diesem Blickwinkel ist oftmals
der Hirnstamm in der Tiefe zu erkennen mit der ventral verlaufenden A. basilaris und
deren terminalen Aufzweigungen. Es erfolgt nach zuvor bildmorphologischer
Orientierung das Auffinden des Aneurysmas und dessen vorsichtige Freipraparation.
Danach wird dieses an der Basis mit einem Clip versehen, um das Lumen der
Gefallaussackung auszuschalten. Um zu prifen, ob nach dem Setzen des Clips eine
Einschrankung der Durchblutung und/oder des Stromungsprofil vor- und
nachgeschalteter Gefal3e vorliegt kann seitens der Anasthesie ein
Fluoreszenzfarbstoff, das Indocyaningrin (ICG) intravends appliziert werden. Es
werden die nachsten 90 Sekunden durch das OP-Mikroskop aufgezeichnet, das
nahe im Infrarotbereich detektiert. Sollte Einschrankungen der besagten Perfusion
auftreten wird die Position des Clips verandert mit anschlieBend erneuter Kontrolle
(101). In manchen Fallen wird intraoperativ ein vorlaufiges Clipping durchgefiihrt um
das Aneurysma besser praparieren zu kbnnen und Stenosen der zufihrenden Arterie
zu vermeiden. Da dies mit einem Risiko einer intraoperativen Ruptur des
Aneurysmas einhergeht wird individuell entschieden ob diese Technik angewandt
wird (29). Es erfolgt das Verschliel3en des OP-Feldes und eine Kontroll-CTA im

Verlauf.

1.1.4.2. Coiling
Das Coiling ist mittlerweile zur Standardbehandlung bei der aneurysmatischen SAB
geworden. Nach van Dijk et al wird im Besonderen auch fur Aneurysmen der A.
cerebri media anterior (MCA), die selbst flir Operationen sehr gut zuganglich sind,
das Coiling empfohlen (30). Fur diese MaRnahme wird nach Seldinger Technik ein
Zugang (meist 6 oder 7 Charriére bei interventionellen Verfahren; 1 Charriere
entspricht 1/3 mm) tiber die A. radialis oder A. femoralis punktiert (31, 32). Uber
diesen wird ein Mikrokatheter eingefiihrt, der eine entwundene Platinspirale in sich
tragt und einen Fuhrungsdraht aufsitzen hat. Der Katheter wird Uber die zufihrenden
GefalRe zum Aneurysma geleitet und kurz davor platziert. Unter standiger

angiografischer Kontrolle wird dann durch Vorschieben die Platinspirale innerhalb



des Aneurysmas eingesetzt, die dann durch materialbedingtes Aufwinden das
sogenannte Coil bildet. Mittels Strominjektion kann dieses vom Fuhrungsdraht
getrennt werden (33). Das Coil okkludiert durch anschlie3ende Thrombosierung und

verschlie3t damit die GefalRaussackung.

1.1.4.3. Coiling und Clipping im Vergleich
Prinzipiell beeinflussen die Konfiguration und intrakranielle Lage des Aneurysmas,
sowie die therapeutischen Moglichkeiten beztiglich medizinischer Ausstattung und
Knowhow der durchfiihrenden Arzteschaft des jeweiligen Therapiezentrums die Wahl

der Aneurysmaversorgung.

Einige Studienergebnisse zeigen, dass in Fallen, in denen beide Therapieansatze
moglich sind das endovaskulare Coiling mit einem besseren Outcome und mit
besseren Langzeitergebnissen einhergeht (34, 35). Insgesamt kommt es in ca. 30%
der Félle aneurysmatischer Blutungen zu einer erneuten Blutung. Nach einer Studie
von Lindgren et al und mehreren Studien von Molyneux et al zufolge ist das Risiko
einer Nachblutung nach beiden Verfahren gering, nach dem Coiling jedoch etwas
hoher (34-36).

Um aneurysmatische SABs bereits im Vorfeld entgegen zu wirken werden cerebrale
Aneurysmen je nach Grél3e und klinischer Beeintrachtigung oftmals schon bei
Diagnosestellung ohne aufgetretene Blutung therapiert. Hierbei zeigen neueste
Untersuchungen, dass das chirurgische Clipping mit einer niedrigeren
Nachbehandlungsrate und mit einer hdheren Inzidenz vollstandiger Okklusion
einhergeht. Beim endovaskuléaren Coiling ergaben sich ein jeweilig kirzerer
Klinikaufenthalt und eine geringere Komplikationsrate, insbesondere was die

Komplikation einer Ischamie betrifft (37).

1.1.4.4. Hirndruckmanagement
Die haufige Komplikation eines erhéhten ICP geht mit schweren Stérungen des
Hirnstoffwechsels und schlechtem Outcome einher und stellt bei Druckwerten tber
20 mmHg uber l&ngere Intervalle ein Pradiktor fir schwere Behinderungen und Tod
dar (38). Somit ist, insbesondere bei ausbleibender adaquater Vigilanz, eine
kontinuierliche Uberwachung des Hirndrucks mittels ICP-Sonde oder EVD (externe

Ventrikeldrainage) zu evaluieren.



Stevens et al verfasste ein orientiertes Vorgehen aus verschiedenen Studien bei

intrakraniellem Hirndruckanstieg oder Herniation (39):

Stufe 0: Sobald ein erhdhter Hirndruck eruiert wird, soll Gberpruft werden, ob eine
ausreichende Hirnperfusion, Ventilation und Sicherung der Atemwege vorliegen.
ICP-steigernde Stimuli wie Absaugung der Luftrohre sollten vermieden und
Elektrolytentgleisungen als auch Hyperthermie entgegengewirkt werden. Fir die
Optimierung der Venendrainage wird der Patient in Oberkérperhochlage (30°-45°)
gelagert (13, 39). Intravenos sollten lediglich iso- oder hyperosmotische Flussigkeiten
verwendet werden (39).

Stufe 1:

Kame es zu einem akuten Hydrozephalus occlusus ist die Anlage einer EVD zu
Uberdenken, tber die es moglich ist Liquor cerebrospinalis abzulassen. Zuséatzlich ist
es moglich mit hyperosmolaren Flussigkeiten wie bspw. Mannitol zu therapieren, das
alle 4-6 Stunden wiederholt werden kann. Es folgt eine regelmaRige Uberwachung
der Serumosmolalitat, da bei einer Osmolalitat > 320 mOsm / kg kein therapeutischer
Nutzen zu erwarten ist (39).

Bei Hirndruckspitzen ist eine Hyperventilation mit leichter bis mittelschwerer
Hypokapnie (PaCO2 25 — 35 mmHg) in Betracht zu ziehen, die durch
Vasokonstriktion zu einem geringeren zerebralen Blutfluss und damit geringeren
intrakranialen Volumenanteil fuhrt. Eine dauerhafte Hyperventilation des intubierten
Patienten ist hierbei zu vermeiden, da dies ansonsten Einbuf3en zerebraler Reserven
und Beeintrachtigungen des oxidativen Hirnstoffwechsels bis hin zu Ischamien mit
sich bringen wirde (13, 40). Hilfreich ist die Anwendung eines zerebralen
Oxygenierungsmonitorings (bspw. jugulare venése Oxymetrie), um eine zerebrale

Ischamie zu erfassen.

Ergeben die genannten Prozeduren keine Senkung des Hirndrucks, ist tber die
Indikation einer chirurgischen Dekompression zu diskutieren. Wenn eine diese nicht
maoglich ist eskaliert die Therapie zu Stufe 2. Spatestens zu diesem Zeitpunkt sollte
eine wiederholte Bildgebung des Kopfes durchgefiihrt werden, um ein potentiell
operativ behandelbares Korrelat zu erkennen und je nach Befund eine neue

Reevaluation einer chirurgischen Therapie vorzunehmen (39).



Stufe 2:

Nach der Verabreichung von hyperosmolaren Substanzen (HTS) wird ein erhohter
Ziel-Natriumspiegel im Serum bis 160 mmol/l angepeilt. Hintergrund dessen ist das
Ziel einen osmotisch wirksamen Gradienten zwischen Hirnparenchym und Serum
aufrecht zu halten, um den Austritt von Wasser aus dem Hirngewebe zu férdern.
Nach Stabilisierung des ICP wird der Natriumspiegel konstant gehalten bis ein
merklicher Nachlass des Hirnédems bzw. Hirndrucks zu verzeichnen ist.

Zusatzlich wird eine Erh6hung der Sedierung eingeleitet. Nach Kelly et al zeigt die
Anwendung von Propofol nebenbefundlich eine Reduktion des ICP und zeigt somit,
unter Beachtung der Gefahr eines Propofol-Infusionssysndrom bei langerer
hochdosierter Anwendung, eine winschenswerte Alternative zur Opiatsedierung (39,
41).

Sollte das Therapiekonzept der Stufe 2 nicht zur gewilinschten Hirndrucksenkung
fuhren sollte auch zu diesem Zeitpunkt wiederholt eine operative Dekompression in
Betracht gezogen werden. Zu dieser zahlen neben der ,Platzierung einer
ventrikularen Drainage, die Evakuierung einer extraaxialen Lasion (z. B. epidurales
Hamatom), die Resektion einer intrazerebralen Lasion (z. B. Lappenblutung), die
Entfernung des Gehirnparenchyms (z. B. Kleinhirnmasse) und/oder die uni- oder
bilaterale Kraniektomie/n“ (39). Auch hier gilt, wenn eine Operation nicht mdglich ist

eskaliert das Schema zu néachst hoherer Stufe.

Stufe 3:

Die MalRBhahmen dieser Stufe bergen das hdchste Risiko fir nachteilige
Auswirkungen, auch fehlen hierzu randomisierte prospektive Studien zum Nutzen.
Eine Therapieoption ist eine, unter standiger EEG-Kontrolle, Titrieren von
Pentobarbital bis zum Erreichen des gewiinschten ICP-Niveaus. Pentobarbital
beherbergt die Gefahr der Atemdepression, kardiovaskularer Instabilitat,
Immunsuppression und paralytischem lleus, dessen Anwendung muss somit einer
genauen Risiko-Nutzen Abwagung unterzogen werden (39).

Des Weiteren sieht Stufe 3 Hypothermie als mégliche protektive Malinahme vor.
Eine maRige Unterkihlung mit Zielkerntemperatur 32 — 34 °C zeigt eine wirksame
Methode zur Kontrolle der traumatischen intrakraniellen Hypertonie und ist damit mit
einer Verbesserung der Mortalitats- und Morbiditatsrate verbunden (42). Dieser

Therapieansatz wird in Stufe 3 auch bei nicht traumatischen Fallen angewandt. Zu

10



beachten ist, dass Hypothermie mit Herzrhythmusstérungen, einer Sepsis und/ oder
Elektrolytentgleisungen einhergehen kann und somit bei Anwendung einer
kontinuierlichen Uberwachung bedarf (39).

ICP-Anstieg/

Herniation

|

Stufe 0
Standardmessungen
Oberkdrperhochlage
ggofs. Kortikosteroide

i

Stufe 1
Ventrikeldrainage
Hyperosmolare
Infusionen
Hyperventilation

Stufe 2 i
Hypernatriamie Kopf-
Erh6hung —*| Bildgebung
Sedierung

!

Stufe 3
Pentobarbital
Hypothermie

—_— Chirurgische
Dekompression

Dia. 1. Vorgehen bei erhdhtem intrakraniellem Druck oder Herniation nach Stevens et al (39)

Patienten mit einem hohen WNFS-Grad (Grad 3 - 5) profitieren deutlich von einer
aggressiven Behandlung und es zeigt sich, dass die Gesamtmortalitat dieser
Patientenpopulation in den letzten vier Jahrzehnten von mehr als 50% auf ca. 35%
vermindert werden konnte. Diese Behandlung umfasst die Betreuung auf einer

speziellen neurologischen Intensivstation, das friihzeitige Ausschalten von
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Aneurysmen, die Verwendung von multimodalem Neuromonitoring, die
kontinuierliche Kontrolle von Hirndruck und Optimierung der zerebralen
Sauerstoffzufuhr, die Pravention und Behandlung von medizinischen Komplikationen,
sowie die Uberwachung und aggressive Behandlung von verzogerten zerebralen

Ischamien (13).

1.1.4.5. Blutdruckmanagement
Im Hinblick auf das Blutdruck-Management zeigen sich verschiedene Ansatze:
Im Allgemeinen kann die zerebrale Autoregulation, ein Mechanismus der den
zerebralen Blutfluss als Reaktion auf Anderungen des zerebralen Perfusionsdrucks
aufrechterhalt, bei mittleren Blutdruckwerten von ca. 60 und 150 mmHg
aufrechterhalten werden. Diese Grenze wird zusatzlich moduliert durch die Aktivitat
des Sympathikus, das Renin- Angiotensin- Aldosteron- System und autoregulative
Mechanismen (bspw. die arteriellen Kohlendioxid-Partialdruck) die den zerebralen
Blutfluss zusatzlich beeinflussen kénnen (43). Nach Budohoski et al versagt diese
Autoregulation nach SAB haufig auch bereits vor einem sichtbaren Auftritt eines
Vasospasmus (44). Somit ist die externe Einstellung des Blutdrucks eminent wichtig
zur Aufrechterhaltung der adaquaten zerebralen Perfusion.

Innerhalb der ersten 48 Stunden nach Blutungsbeginn steht die Gefahr einer
Nachblutung des Aneurysmas im Vordergrund. Nach den Richtlinien der American
Heart Association / American Stroke Association sollte sowohl prophylaktisch und
praklinisch (unter Berlcksichtigung einer ausreichenden zerebralen Perfusion), wie
auch bei diagnostizierten rupturiertem Aneurysma der mittlere arterielle Blutdruck
den Wert von 110 mmHg und/oder der systolische Blutdruckwert 160 mmHg nicht
Uberschreiten (7).

Dem entgegen setzt sich die Ansicht, dass nach der Sicherung eines Aneurysmas
als Blutungsquelle aufgrund einer gestorten zerebralen Autoregulation der Perfusion
und der hohen Gefahr eines verzdgerten Vasospasmus ein Bluthochdruck tolerabel
ist und als eine vielversprechende Komponente der hyperdynamen Therapie

Anwendung finden kann (45).
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1.1.4.6. Therapie des Vasopasmus
Zur Prophylaxe als auch als akute Therapie erster Wahl steht der liguorgangige,
gefalldilatierende Calciumantagonist Nimodipin, dessen Anwendung eine signifikante
wirksame Risikoreduktion fUr ein verzdogertes neurologischen Defizits aufweist (46,
47).

Darlber hinaus galt die sogenannte Tripple H-Therapie (Induktion von Hypervolamie,
Hypertonie und Hamodilution) lange Zeit als vielversprechende
Behandlungsmethode. Es wurde jedoch festgestellt, dass lediglich die induzierte
Hypertonie (in Synergie mit hyperdynamischer Therapie) anstelle von Hypervolamie
und Hamodilution eine vielversprechende Wirkung bei der Umkehrung des

Vasospasmus aufweist (25).

Hiertber hinaus findet die invasivere sogenannte perkutane Angioplastie
Therapieanwendung. In dieser wird eine manuelle Ballondilatation vom Karotissiphon
bis zu den Segmenten der vorderen und mittleren Hirnarterien und von der
Wirbelarterie zu den Segmenten der hinteren Hirnarterien durchgefihrt. Dies
geschieht tiber ein kurzes Zeitintervall bei sehr geringem Druck und fiihrt zu einer
sofortigen Erhéhung des arteriellen Kalibers. Insgesamt kommt es unter dieser

Methode zu sehr guten Langzeitergebnissen (48, 49).

Als weitere Therapieoption sei die lokale Vasodilatatorinfusionen genannt, in der
Nimodipin, Nicardipin oder Milrinon tber die A. carotis oder A. vertebralis (kurzzeitige
Wirkung) verbreicht wird. Dies findet des Ofteren auch Anwendung mit bzw. wahrend

einer perkutaner Angioplastie (25, 49).

1.2. Neuroprotektion

Nach Wiendl et al ist eine vernlnftige Definition von Neuroprotektion die Erhaltung
der "neuronalen Struktur und / oder Funktion® und wird allgemein als Mittel zur
Verhinderung von neuronalen Schaden tber kurze oder langere Zeit verstanden.
Innerhalb dieser geschaffenen Zeitrdume stehen Praventions-, Rettungs- und
Reparaturmechanismen im Fokus, die alle einen potenziellen Einfluss auf das

neuronale Uberleben haben (50).
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Ziel der Neuroprotektion im Falle einer experimentell provozierten SAB ist es die
sekundare Schadigung nach bereits stattgehabter Verletzung des Hirngewebes zu

vermindern oder sogar vollstandig zu verhindern.

1.2.1. Neuroprotektive Ansatze von Edelgasen
Die Edelgase, zu denen Helium, Neon, Argon, Krypton, Xenon, das radioaktive
Radon und das kunstlich erzeugte radioaktive Oganesson gehdren, bilden die 8.
Hauptgruppe im Periodensystem der Elemente. Edelgase existieren bei
Raumtemperatur als einatomige Gase und werden aufgrund ihrer geringen
chemischen Reaktivitat auch Inertgase genannt (51). Diese chemische Inertheit
verhindert kovalente Bindungen mit anderen Molekilen unter normalen Temperatur-
und Druckbedingungen, sind jedoch paradoxerweise biologisch aktiv (52, 53). Durch
ihren ungeladenen und unpolaren Zustand werden sie gut vom lipophilen
Hirngewebe aufgenommen und kénnen sich dort dementsprechend gut verteilen
(54). Nicht alle Edelgase zeigten bisher neuroprotektive Eigenschaften. Wahrend
Xenon und Argon solche zugeschrieben werden konnten (s. u.) zeigten Krypton und

Neon im jeweils selben experimentellen Setting keinerlei solcher Effekte (55, 56).

Untersuchungen des am h&ufigsten vorkommenden Edelgases Helium ergaben was
die Neuroprotektion betrifft widersprichliche Ergebnisse. Es gab experimentelle
Studien, im Besonderen auf traumatische Hirnverletzungen basierend, die auf ein
Ausbleiben einer Wirkung oder gar auf Neurotoxizitat verwiesen, aber auch Modelle

die einen protektiven Ansatz von Helium zeigten (55-57).

Neben analgetischen und anasthetischen Eigenschaften ist das Edelgas Xenon im
Laufe der letzten Jahre zu einem wichtigen Bestandteil der internationalen
Forschung im Bezug der Neuroprotektion geworden (58, 59). Schon mehrfach
konnte diese In vitro als auch in vivo bewiesen werden, daher ist dessen biologische
Wirkung am besten dokumentiert (52, 57, 59, 60). Besonders hervorgehoben wird
seine neuroprotektive Wirkung in Synergie mit Hypothermie (61-63). Ferner erschien
eine Therapie mit Xenon in Tiermodellen eine vielversprechende Option flr den
Schutz von Organtransplantaten (64). Da es nur ca. 8,75 x 10"-6 % der

atmospharischen Gase ausmacht wird, zahlt es zu den selteneren Edelgasen (60).
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Die Hauptmechanismen der neuroprotektiven Wirkung von Xenon wird der
Verringerung der Ischdmie-induzierten Neurotransmitterfreisetzung als
unspezifischer Kanalblocker (u. a. AMPA- und Kainatrezeptoren in kortikalen
Neuronen) und der kompetetiven Bindung und damit Blockierung des glutaminergen
N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) —Rezeptors zugesprochen. Als Antagonist des NMDA
Rezeptors verhindert Xenon den Einstrom von Calcium-lonen in die Zelle, der
eigentlich Uber verschiede Mechanismen fir die Einleitung und Fortschreitung von
Apoptose verantwortlich ist (59, 65). Zu den genannten Mechanismen die zum
Zelltod fuhren kénnen gehdort bspw. eine Veranderung der Lipidmembranstabilitat,
eine Aktvierung von Calpain, das wiederum eine Aktivierung der pro-apoptotischen
Kinase p83 zur Folge hat und eine Dysfunktion der Mitochondrien mit der Folge

eines intrazellular erhéhten oxydativen Stresses (59).

1.2.1.1. Das Edelgas Argon
Bei dem Edelgas Argon mit Ordnungszahl 18 handelt es sich um ein gasférmiges
und nicht toxisches, geruchloses Element, das bei Temperaturen unter -185,85°C
kondensiert (66). Im Gegensatz zu Xenon zeigt Argon eine geringere Reizung der
Atemwege und fehlt es an einer anasthetischen Wirkung. Letzteres kann situativ
bedingt als Vorteil gewertet werden, da eine Verabreichung des Gases ohne
Beeintrachtigung des tatsachlichen neurologischen Status des Patienten

vorgenommen werden kann (67, 68).

Trotz dem Wissen, dass Argon neuroprotektive Eigenschaften besitzt, konnte noch
nicht vollstandig geklart werden welche molekularen Mechanismen dafur
verantwortlich sind. Loetscher et al kamen auf das Ergebnis, dass die beste Wirkung
in vivo unabhangig des Mechanismus bei einer Konzentration von 50 Vol.-%

inhaliertem Argon entwickelt wird (69).

Ansatze Uber die Wirkweise von Argon sind jedoch schon vorhanden: In einer
vergleichenden Publikation von Ulbrich et al in der eine Studie Giber den Ischamie-
Reperfusionsschaden im Ratten-Retina-Modell vorgestellt wird, wird aufgrund der
GroRRe des Argon-Molekils ein rezeptorvermittelter Signalweg tber die Inhibition der
TLR2 und TLR4 — Rezeptoren in den Vordergrund gestellt (siehe Abb. 1). Uber diese
Rezeptoren wird natirlicherweise ein Signalweg induziert, der Giber verschiedenste

Enzyme und Proteinexpressionen am Ende der Kaskade durch proinflammatorische
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Zytokine, wie bspw. das NF-kB, die Apoptose der Zelle einleitet. Ein Zwischenschritt
dabei umfasst die Aktivierung der genannten proinflammatorischen Zytokine unter
anderem durch die Extrazellular regulierte Kinasel / 2 (ERK1 / 2). Durch die
experimentellen Studien von Ulbrich und Kollegen konnte nachgewiesen werden,
dass durch Anwendung von Argon durch Inhibition zum einen eine signifikante
Verringerung der TLR 2- und TLR 4- Rezeptorexprimierung einhergeht und zum
anderen ein signifikanter Anstieg der Phosphorylierung von ERK1 / 2 stattfindet, die
somit inaktiv wird. In beiden Fallen kommt es damit zur Verhinderung der
Apoptoseeinleitung. In weiteren Untersuchungen wurde jeweils eine gezielte
Hemmung der TLR-Signalibertragung und ERK1 / 2-Phosphorylierung durchgefihrt.
In beiden Ansétzen blieb eine Hemmung der Apoptose durch Argon aus. Dies lasst
schlussfolgern, dass Argon lediglich in Kombination beider Wechselwirkungen seine
antiapoptotische Wirkung erzielen kann. Als Nebeneffekt der durch Argon induzierte
Kaskade kommt es zur Erhaltung des Mitochondrienmembranpotentials und damit
Reduktion von oxidativem Stress (66, 67). Relativ aktuell im Jahr 2016 zeigten
Studien von Hollig et al zudem, dass der hypoxieinduzierte Faktor 1a (HIF 1a) und
die Hamoxygenase 1 (HO-1) im Hippocampus nach Argonapplikation erhéht waren
und sich insgesamt 24 Stunden nach SAB vergleichend eine hdhere Dichte an noch
funktionsfahigen Neuronen in den Hippocampusproben der Argongruppe zeigte (70).
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Pro-inflammatory cytokines
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Abb. 1. Die molekularer Beeinflussung von Argon im intrazellularen Apoptose-Signalweg nach Ulbrich
et al (66)

In weiteren Studien zeigten Zhao et al., dass Argon, genauso wie Xenon, in
Kombination mit Hypothermietherapie zumindest im Rattenmodel einen wirksamen
Schutz vor ischamischen Hirnverletzungen zeigt (64).
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2. Zielsetzung

Bislang gibt es verschiedene Ansétze die eine Neuroprotektion von Edelgasen
allgemein in vitro als auch in vivo erbrachten. Hierunter stand vor allem Xenon als
Edelgas im Mittelpunkt der Forschung. Da es jedoch nur sehr selten vorkommt,
werden Alternativen gesucht, womit u. a. das Edelgas Argon beziiglich weiterer
neuroprotektiver Ansatze immer mehr in den Fokus der Forschung riickt. Im
Gegensatz zu Xenon ist Argon kostengunstiger, haufiger vorkommend und besitzt

bei normobarem Druck keine narkotische Wirkung. Die bisherigen Forschungen

beziehen sich hierbei meist auf die Neuroprotektion nach einem Schadelhirntrauma.

Im Rahmen der folgenden Arbeit soll das Edelgas Argon bei einer SAB mittels

etablierten endovaskularen Faden-Perforationsmodell an der Ratte getestet und auf

seine neuroprotektiven Effekte hin untersucht werden.
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3. Materialien und Methoden

Die experimentelle Durchfihrung an den Versuchstieren wurde gemaf § 6 Abs. 1
Satz 2 Nr. 4 TschG (Tierschutzgesetz) angezeigt und durch das Landesamt fur
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz, Rheinland-Pfalz Deutschland genehmigt
(Aktenzeichen 177-07/G).

3.1. Versuchstiere und Tierhaltung

Als Versuchstiere dienen mannliche Ratten vom Typ Sprague Dawley. Ihr Soll-
Kdrpergewicht bei Ausgangssituation und Versuchsbeginn wurde auf 250 - 3509
festgelegt. Die Tiere wurden im Tierversuchsstall im Untergeschoss des
Universitatsklinikum Mainz jeweils einzeln in Makrolon-Typ-IIl H-Ké&figen gehalten.
Diese wurden standartmalf3ig mit Weichholzgranulat ausgestreut und regelmafig mit
Futter und Wasser bestiickt. Die Raumtemperatur des Stalls liegt durchgehend bei
20 - 24°C und es herrscht eine Luftfeuchtigkeit von ca. 50% vor. Des Weiteren

unterliegt der Stall einem Hell-Dunkel-Rhythmus von zw6lf Stunden.

3.2. Versuchsqruppen

Die Grundlage der experimentellen Arbeit bilden vier Untersuchungsgruppen:

Eine Gruppe von Tieren erhalt eine manuell provozierte SAB und wird nachtraglich
fir 60 Minuten mit einem Argon/Sauerstoffgemisch (1:1) ventiliert (= SAB; n = 18
Versuchstiere). Die zweite Gruppe erhélt keine SAB und wird trotzdem fir 60
Minuten mit genanntem Gemisch ventiliert (= SHAM; n = 22 Versuchstiere). In
Gruppe drei wird den Tieren eine SAB gesetzt, ohne daraufhin ventiliert zu werden (=
Kontrolle; n = 10 Versuchstiere). Die vierte Gruppe beinhaltet Tiere, die keine SAB

erhalten und auch nicht ventiliert werden (= K 2; n = 3 Versuchstiere).

3.3. Das Tiermodell der SAB

Da die Anatomie des Hirngewebes und dessen Blutversorgung sehr der des

Menschlichen gleicht, wurden fir experimentelle Studien die Neuroprotektion
betreffend im Allgemeinen besonders Ratten und Mause als Versuchstiere

herangezogen.
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3.3.1. Manuelle Provokation einer SAB
Um eine SAB zu indizieren wurde nach einem endovaskularen Perforationsmodell
(EVP) fur Ratten gearbeitet, das oft verwendet wird, um den Verlauf von
Hirnverletzungen bei akuter SAB zu beobachten (71). Im Gegensatz zum Modell der
direkten Blutinjektion wird bei der angewandten EVP zum einen das Trauma
nachempfunden, das bei einer Aneurysma-Perforation stattfindet und es kbnnen zum
andern pathophysiologische Ereignisse die wahrend einer potentiellen Nachblutung
auftreten beobachtet werden. Es findet somit eine hamorrhagische Hirnlasion unter
realem arteriellem Blutdruck statt und kommt der menschlichen SAB sehr nahe (71-
73). Im Vergleich spricht Gules et al davon, dass der Schweregrad der aufgetretenen
Vasospasmen in beiden Modellen ungefahr gleich ist, das EVP-Modell jedoch mit
hoherer Mortalitat einhergeht (74). Sehba et al spricht dem gegentber von einem
vergleichsweise friheren Auftritt des Vasospasmus (nach 24 Stunden, anhaltend bis
ca. 72 Stunden) mit geringerer Schwere im EVD-Modell im Besonderen die MCA und
A. basilaris betreffend (71).

Das genaue Vorgehen des Perforationsmodells wird unter Punkt 3.5. ,Praparation

und Versuchsdurchfuhrung® beschrieben.

3.4. Versuchsvorbereitung

3.4.1. Wiegen und Narkose
Zu Beginn wird das Tier gewogen und das Gewicht protokolliert (Soll = 250 - 3509).
Ein praoperativer Neurostatus wird erhoben wie unter Punkt 3.6. ,Klinisch-

neurologische Testung der Versuchstiere® beschrieben.

Es folgt eine Sedierung des Tieres mittels Isofluran (1-Chloro-2,2,2-
triflouroethyldiflouromethylether; Forene® 100% (V/V) Inhalationsflissigkeit) in einem
Behaltnis, das Anschluss an einen Narkoseverdampfer (DRAGER Vapor 19.3) hat.
Diese findet bei einem Druck von 1013 mbar (herstellergenormt) mit 1Vol% fir ca. 30
Sekunden statt. Es folgt mittels Subkutannadel (NADELTYP) eine intraperitoneale
Gabe einer gewichtsadaptierten Wirkstoffkombination: 68 mg/kg KG
Ketaminhydrochlorid (Parke-Davis GmbH Ketanest® Injektionsflaschchen 50mg/ml
auf 10ml) und 0,36 mg/kg KG Medetomidinhydrochlorid (zoetis Dorbene vet®
Injektionsflaschchen 1mg/ml auf 10ml). Nach einer Wirkdauer von ca. 10 Minuten

wird mit einer atraumatischen Pinzette zur Reflextestung ein Schmerzreiz an der
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Schwanzspitze und an der linken Vorderpfote des Tieres gesetzt, sowie die Kornea
mit einer Wattespitze gereizt um die Tiefe der Narkose zu eruieren. Erst bei
entsprechender Narkosetiefe bzw. ausbleibenden Reflexen wird weiter verfahren.

3.4.2. Rasur und Fixation
Mit einem elektrischen Rasierer (FAVORITA II, REF GT 104, Aesculap AG & Co.)
wird das Tier am Hals und an der Kalotte oberhalb des linken Auges auf eine
Haarlange von 0,5 mm geschoren. Beide Korneae werden mit einer Augensalbe
(Cornegel ®, Bausch + Lomb 10 ml Tube) grof3ziigig bedeckt und vorsichtig mit
Wattepads abgedeckt und abgeklebt um diese vor dem Austrocknen zu bewahren.
Es folgt die stereotaktische Fixation des Tieres. Dabei wird der Kopf durch zwei
Bolzen, die jeweils in den Meatus externus eingeftihrt wird und einer Aufh&dngung der

Zahne gehalten.

Abb. 2. Fixierung der Versuchstiere zur Laserdoppleranlage

Wahrend der gesamten Prozedur liegt das Tier auf einem Temperaturpad, das
mittels Feedbacks einer rektalen Temperatursonde die Korperkerntemperatur auf
physiologischen 36,5 °C bis 37,5 °C erhalt.

3.4.3. Laserdoppler - Flowmetrie
Uber dem linken Auge, etwas kaudal gehalten, wird ein ca. 1 cm langer Schnitt
gesetzt und stumpf bis auf den Schadelknochen prapariert. Mit einem Mikrobohrer
wird ein im Durchmesser ca. 2 mm grof3es Loch in die Schadelkalotte bis auf die
Dura mater gebohrt und darauf geachtet, dass diese dabei nicht verletzt wird. Eine
an ihrem Ende flach abgetrennte Laserdopplersonde wird senkrecht auf die Dura

mater aufgebracht und mit einem Tropfen Sekundenkleber (Sekundenkleber
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blitzschnell MINIS, UHU, Deutschland) fixiert. Mit dieser wurde der Blutfluss sowie
Flussanderungen detektiert und dokumentiert. Hiermit sollte geprift werden, ob unter
Anwendung einer Ventilation mit Argon das Phanomen der Hypoperfusion nach

Beginn einer SAB beeinflusst wird.

Wie bereits beschrieben, spielt die akute Hypoperfusion des Hirngewebes eine grol3e
Rolle fir die Neuropathologie und somit fir das Outcome einer SAB. Laut Schubert
et al kann angenommen werden, dass der Umfang des aufkommenden Perfusions -
Missverhaltnisses die Auswirkungen der primaren Hirnverletzung widerspiegelt und
dadurch ein spezifischer Anhaltspunkt fur sekundére Zelluntergénge darstellen kann,
unabhangig des ICP. Zugeschrieben wird dieses Ereignis hauptsachlich der

Entwicklung akuter Vasospasmen (20, 75).

3.4.4. Anlage der arteriellen Blutdrucksonde
Das Tier wird vorsichtig aus der Statik gelést und auf den Rucken umgelagert. Es
folgt das Uberpriifen des Augenschutzes und der Sitz der Laserdopplersonde.
Danach wird kaudal der Schwanzwurzel des Tieres eine ca. 1,0 cm lange Inzision
gesetzt und stumpf die A. caudalis mediana prapariert. Diese wird mittels Pinzette
kranial aufgespannt und mit einer Mikroschere angeschnitten. Distal dieses Schnittes
wird die Arterie mittels Bipolarer Pinzette verddet. Durch den gesetzten Schnitt wird
die Blutdrucksonde (PE50 Katheter) ca. 1 -1,5 cm intravasal nach proximal
eingefuhrt und mittels zweier als Ligatur dienenden 2-0-Faden (MERSILENE SH
Plus, nicht resorbierbar, ETHICON © Johnson & Johnson Medical GmbH) von extern
fixiert. Ggf. muss die Sonde vor Druckmessung gespult werden.

3.4.4.1. Physikalische Grundlagen der Blutdruckrelevanz
Im Allgemeinen gilt, dass der zerebrale Perfusionsdruck (CPP) als Orientierung fur
den globalen zerebralen Blutfluss (CBF) verwendet werden kann. Dieser lasst sich

durch folgende Gleichung anndhern (39):

CPP = MAP — ICP

CPP = zerebraler Perfusionsdruck
MAP = Mittlerer arterieller Druck

ICP= intrazerebraler Druck
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Kommt es zu einem Hirndruckanstieg muss, um eine gleichbleibender zerebraler
Perfusionsdruck aufrecht zu erhalten, der mittlere arterielle Druck ebenfalls steigen.
Dies geschieht im besten Fall durch bereits erlauterte Autoregulation.

Im klinischen Setting spielt bei oftmals pathologisch aufgehobener zerebraler
Autoregulation die Genese des Hirndruckanstiegs und die damit einhergehende
Therapiemoglichkeiten eine entscheidende Rolle.

3.4.5. Blutgasanalyse
Um einen Uberblick uber die Blutgase zu erhalten wird sowohl vor als auch nach der
Prozedur und nach Ventilation mit dem Argon - Sauerstoffgemisch eine

Blutgasanalyse durchgefihrt.

3.5. Praparation und Versuchsdurchfithrung

Die Vorderpfoten des Tieres werden mit Klebeband (Leukosilk®, BSN medical,
Deutschland) auf Schulterh6he neben dem Kdorper vorsichtig auf der Unterlage
befestigt. Zur Schonung des N. Vagus, der im Operationsfeld seinen Verlauf nimmt
und damit einer mdglichen Manipulation ausgesetzt ist, werden zwei Ampullen
Atropin (entsprechend 1mg; 0.5mg/ml Glasampulle Atropinsulfat, B Braun Melsungen
AG, Deutschland) intraperitoneal appliziert. Da das Tier wahrend des Versuchs
urinieren wird folgen im Verlauf je zwei bis drei intraperitoneale Applikationen von
2ml NaCl-Lésung (Isotone Kochsalzlésung 0,9%, B Braun Melsungen AG,
Deutschland), um den Wasserhaushalt des Tieres zu balancieren. Diese finden vor
Eroffnung des Operationsgebietes, nach der Versuchsdurchfiihrung vor der
Ventilation, sowie nach der Ventilation statt. Dementsprechend erhalten die
Kontrollgruppe und die K2 - Gruppe zwei, SHAM und SAB drei Applikationen von je 2

ml NaCl Lésung.

Mit dem Skalpell wird ein Schnitt gesetzt, der ca. 2 cm unterhalb der Mandibula
beginnt und bis zum Jugulum des Tieres reicht (ca. 3 cm). Ein Gewebespreizer dient
zum Offenhalten des Operationsgebietes. Mittels Mikropinzette wird stumpf die
rechte A. carotis communis (CCA) und die kranial gelegene Carotisgabel, sowie
deren Abgénge A. carotis interna (ACI) und A. carotis externa (ECA) freigelegt. Zur

Pravention einer Verletzung des rechten N. Vagus wird dieser zusatzlich vorsichtig
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freigelegt und mittels Ligatur markiert. Es folgt das Abklemmen der A. carotis
communis ca. 5 mm proximal der Bifurkation sowie der nach laterokranial

verlaufenden A. carotis interna ca. 5 mm distal der Bifurkation jeweils mittels

Gefaliclip.

Abb. 3. Eine mikroskopische intraoperative Darstellung der Bifurkation der rechten CCA

In manchen Fallen fuhrt die ECA ihren ersten Abgang die A. thyroidea superior
relativ nahe der Bifurkation. Wenn diese ihren Ursprung innerhalb der ersten 5 mm
des proximalen Abschnittes der ECA findet wird sie verdédet und vom Hauptstamm
abgetrennt, um darauffolgende Blutungen nach Eréffnung der Gefal3e zu vermeiden.
Die ECA wird ca. 5 mm distal der Bifurkation mittels bipolarer Pinzette verédet und
proximal dieser Verédung mittels Mikroschere eréffnet. Ein zuvor auf 5 cm spitz
zugeschnittener Faden der Gro3e 5-0 (PROLENE, monofil, nicht resorbierbar,
ETHICON © Johnson & Johnson Medical GmbH) wird nun tber den offenen Stumpf
ECA Uber die Bifurkation in die ACI bis zum Gefaliclip eingeftihrt. Der Gefaliclip der
ACI wird entfernt und der Faden wird vorgeschoben bis zu einem Widerstand. Dieser
Widerstand stellt, mit der Ausnahme naturlicher Gefaldanomalien, die Bifurkation der
A. cerebri media (MCA) und A. cerebri anterior (ACA) dar. Es gilt an dieser Stelle
mittels spitzen Fadenendes die Gefaliwand zu perforieren und somit eine
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Subarachnoidalblutung auszulésen. Im Mittel wird der Faden vom Stumpf der ECA

1,8 — 2,2 cm vorgeschoben, um eine Perforation zu erlangen.

ACA
N MCA
%
Zugang
ACI 4
ECA
CCA

Abb. 4. Schema zur Perforation an der Bifurkation von ACA und MCA

Nach vermeintlicher Perforation wird der Faden wieder herausgezogen und der
Stumpf der ECA verddet. Durch Entfernen des Gefal3clips unterhalb der Bifurkation
erfolgt die Reperfusion des Hirns tber die rechte CCA. Es werden zehn Minuten
abgewartet, um eine Veranderung der Laserdoppler-Flowmetrie und des mittleren
arteriellen Blutdrucks zu beobachten und zu detektieren. Es folgt die Halsnaht und
die zweite Applikation von 2 ml NaCl Losung intraperitoneal (s.0.). Das Tier wird auf
dem Ricken liegend belassen, von der Fixation der Vorderful3e gelést und nun mit
einem Argon-Sauerstoffgemisch (Firma Linde Gas Therapeutics GmbH,
OberschlielBheim; Zusammensetzung 50% Argon 5.0, Rest Sauerstoff 4.5 mit
standardisierter Herstellertoleranz und Messunsicherheit) unter Verwendung von
Kapnometrie bei einem Druck von 5 bar und einer Labor-Zimmertemperatur von 21 -
24°C fur 60 Minuten ventiliert. Dies wird durch eine selbst konstruierte Atemmaske
gewabhrleistet, die Uber einen Schlauch mit der Gasflasche verbunden ist. Ein
Flowmeter ist zwischengeschaltet, um einen gleichméafigen Flussdruck von 5 bar

einstellen und kontrollieren zu kénnen.
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Abb. 5. Ventilation des Argon-/Sauerstoffgemisches

Nach den 60 Minuten wird dem Tier Atimapezolhydrochlorid (Pfizer Alzane ®
Injektionsflaschchen 5mg/ml auf 10ml) in der Dosierung 2 mg/kg KG sowie eine
gewichtsadaptierte Schmerzmedikation in Form von Tramadolhydrochlorid
intraperitoneal verabreicht. Dem Tier wird die rektale Temperatursonde gezogen und
es wird zurick in den Kéfig gelegt. Unter einer Rotlichtlampe, die 40 cm oberhalb des
Tieres angebracht wird, wird die Ratte warmgehalten, bis sie wieder wach geworden
ist. Es wird eine Wasserflasche prapariert mit 5 Hiben Tramdolhydrochlorid (AbZ
Tramadol 100 mg/ml Tropfen; 1 Hub entspricht 5 Tropfen) auf 100 ml Wasser, zur

weiteren Schmerzlinderung.

3.6. Klinisch-neurologische Testung der Versuchstiere

Schon in vorigen Studien konnte belegt werden, dass Ratten nach kinstlich
hinzugezogener SAB signifikante Verhaltensauffalligkeiten unter Anderem in Bezug
auf lokomotorische Aktivitdten zeigen konnen (76). Somit erfolgte sowohl vor als
auch 12 Stunden nach der Intervention (nach vollstandigem Abklingen der Narkose)
ein Neuroscoring, um im Vorfeld eine neurologische Unversehrtheit und im
Nachhinein eine neurologische Beeintrachtigung des jeweiligen Versuchstieres zu
manifestieren. Dieses Neuroscoring wurde von einer unabhangigen Person
durchgeflihrt, die keinerlei Informationen zur Behandlungsart des jeweiligen Tieres
erhielt. Durch diese Verblindung des Untersuchers konnte gewahrleistet werden,

dass eine individuelle Erwartungshaltung das Ergebnis der Testungen verfalscht.
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Die Testung verlief durch eine etwas abgewandelte Version des Schemas nach
Nedelmann et al, dessen Ergebnis in Form einer Punktzahl eine hohe Korrelation mit
dem Ausmal einer zerebralen Ischamie und damit Untergang von Neuronen bei
Ratten zeigt (77) . Wir behielten aus diesem Schema folgende Testungen bei: Zum
einen das Hochheben der Ratte am Schwanz. Hierbei ist eine kontralaterale
Vorderpfotenflexion als Parese und das Hochwinden des Koérpers Richtung Schwanz
als pathologisch zu werten. Danach wird das Versuchstier wieder auf einen ebenen
Untergrund abgesetzt und beobachtet ob ein sogenanntes ,circling®, also ein Drehen
im Kreis, ein ,driftig“ also Abweichen auf eine Seite oder eine Unbeweglichkeit ggfs.
auch Vigilanzminderung bei freiem Auslauf auftritt und ebenfalls als Pathologie zu
werten ist. Es folgt die Beriihrung der Schnurrhaare und das Setzen akustischer
Reize (das Klatschen in die Hande), kommt es zu keiner Reaktion ist auch dies als
pathologisch zu sehen. Zuletzt wird das Gleichgewicht durch Druckausiibung auf
jeweils eine Seite getestet und beobachtet ob das Tier seinen Kurs trotzdem halten

kann.

Wir erganzten die Testung mit dem sogenannten ,Righting“ und ,Placing“. Beim
Righting wird die Ratte auf den Riicken gelegt und beobachtet ob diese fahig ist sich
instinktiv wieder eigenstandig auf den Bauch zu rollen. Das Placing beschreibt das
Aufrechterhalten des Gleichgewichtes beim Bewegen des Untergrundes (in unserem

Fall das Schwenken der Untersucherflache).

Die genauen Ergebnisse des Neuroscores werden in Dia. 9. aufgezeigt.

3.7. Gewebeuntersuchung

Aufgrund erhdhter Mortalitat nach SAB wurde schon 12 Stunden nach dem Setzen
der Hirnblutung nach genanntem Neuroscoring die Entfernung des Rattenhirns

durchgefuhrt.

Die Rattenhirne wurden ohne Hinweis der Zugehdrigkeit der Versuchsgruppe dem
Neuropathologischen Institut der Universitatsmedizin Mainz tibergeben zur weiteren
histopathologischen und immunhistochemischen Untersuchung, deren Ergebnisse im

Weiteren genannt werden.
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3.7.1. Pufferapplikation
Um eine adaquate Konservierung des Hirns fur weitere Untersuchungen zu
gewabhrleisten wurde die Injektion von 600 ml Phosphatpuffer (Zusammensetzung:
150-200mI NaH2PO4 x H20 (0,1 mol entspricht 13,8 g/L mit PH 4,4) mit 500ml
Na2HPO4 x 2H20 (0,1 mol entspricht 17,3 g/L mit PH 9,4)) mit PH 7,4 bei noch
bestehender Kreislaufzirkulation vorgenommen.
Im Vorfeld wurden die genannten 600 ml des Puffers in ein Infusionssystem uberfihrt
und dieses entliftet. Am Ende des Infusionssystems wurde eine stumpfte

Aufziehkanile angebracht.

Das Versuchstier wurde in eine durchsichtige, luftdichte Box mit Anschluss an eine
Kohlenstoffdioxid-Flasche gesetzt. Kohlenstoffdioxid wurde der Box so lange
hinzugefuhrt bis bei dem Versuchstier eine Kohlenstoffdioxid-Narkose eintrat. Hierbei
wurde drauf geachtet, dass der Zeitpunkt vor dem Eintritt eines
Herzkreislaufstillstandes abgepasst wurde. Im Mittel wurde das Gas flur 2 - 3 Minuten

hinzugeflgt unter Beobachtung des Atemrhythmus und der Vigilanz.

Danach wurde das Tier rucklings in eine Nierenschale gelegt und die Reflexe wie
schon vor Intervention ausgiebig getestet. Erst nach Ausbleiben dieser wurde die
Prozedur weitergefihrt. Unterhalb des Sternums wurde mit einer Schere der
Bauchraum erdéffnet. Des Weiteren kam es nach Perforation des Zwerchfells zu
einem Kollabieren beider Lungenfliigel. Der Brustkorb wurde linksseitig entlang des
Sternums durch Durchtrennung der Rippenbdgen eroffnet. Durch einen Spreizer
wurde das noch schlagende Herz freigelegt. Nun wurde mit der stumpfen
Aufziehkanule der linke Ventrikel punktiert und diese mittels Klemme fixiert. Es folgte
die Perforation des rechten Atriums und Starten der Infusion zum Ausschwemmen
des gesamten Blutes und Konservierung des gesamten Korpers mit Fokus auf das
Hirn. Die Pufferlosung bewirkte durch eine Elektrolytverschiebung eine Kontraktion
aller perfundierten Extremitaten und des Kiefers des Versuchstieres.

Nach Applikation der gesamten 600 ml wurde die Infusion entfernt.
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3.7.2. Entnahme des Gehirns
Es folgte die Kraniektomie des Tieres. Hierzu wurde ein Schnitt medial des Schadels
gesetzt und mittels Spreizer die Schadelkalotte freigelegt. Es erfolgte die Entfernung
der Musculi Temporales beidseits der Kalotte und die vorsichtige Erdéffnung des
Schadels entlang der Sutura sagittalis. Von diesem Schnitt aus wurden Teile der
Kalotte vorsichtig mit einer kleinen Zange nach temporal entfernt bis das Hirn
komplett frei lag. Mit einem Dissektor wurde das Hirn nun durch Durchtrennung der
basalen Hirnnerven und des Hirnstamms von der Schéadelbasis gelost und
mobilisiert. Das Hirn, wie auch die Schadelbasis werden makroskopisch beziiglich
einer Subarachnoidalblutung beurteilt und schlief3lich in genanntem Phosphatpuffer

konserviert.

3.7.3. Neuropathologische Begutachtung
Nach Uberfiihrung der konservierten Rattenhirne an das neuropathologische Insititut
der Universitadtsmedizin Mainz wurden diese in Paraffin eingebettet und coronare
Hirnschnitte angefertigt. Es erfolgte zunachst eine HE-Farbung, um die Versuchstiere
im Hinblick auf stattgehabte oder ausgebliebene SAB morphologisch einzuteilen.
Des Weiteren wurden die Praparate immunhistochemisch auf die Expression von
GFAP und Ibal untersucht und verglichen. Im letzten Schritt wurde die jeweilige A.
basilaris bezuglich ihres Durchmessers, ihrer Durchflussflache und Gefal3dicke

bemessen.

3.7.3.1. GefalBmorphologie der Aa. basilares
Wie bereits erwahnt ist es dem zerebralen Gefaldsystem durch Autoregulation
moglich trotz Anderungen des Blutdrucks bzw. des zerebralen Perfusionsdrucks
einen stabilen zerebralen Blutfluss aufrechtzuerhalten (43, 78).
Unter normalen Umstadnden kommt es durch eine Regulation des arteriellen
GefalRdurchmessers (herbeigefiihrt durch verschiedenste myogene, neurogene,
endotheliale und metabolische Reaktionen auf die nicht weiter eingegangen wird) zur
Anderungen des zerebrovaskularen Widerstands, und damit zu einer Stellschraube
fur die zerebrale Perfusion (78).
Nach Budohoski et al versagt diese zerebrale Autoregulation allerdings nach einer

SAB, haufig auch schon bevor ein Vasospasmus tberhaupt sichtbar wird (44). Damit
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kann die Auswirkung eines Vasopasmus vorerst nicht oder zumindest nicht
hinreichend adaquat durch autogene Regulationsmechanismen kompensiert werden.
Um eine messbares Korrelat Im Bezug zum Auftritt eines Vasospasmus und der
cerebralen Perfusion neben den Messungen mit dem Laserdoppler zu erhalten
wurden die Hirnschnitte histomorphologisch an den Aa. basilares gemessen. Dafur
wurde der GefalRdurchmesser, die Gefal3durchflussflache und die GefalRwanddicke

in den einzelnen Gruppen erhoben und miteinander vergleichen.

3.7.3.2. Gliafibrillares saures Protein (GFAP)
GFAP ist ein IFlll-Protein (intermediares Filament) das in Astrozyten und
Ependymzellen des ZNS, in nicht-myelinisierenden Schwann-Zellen des PNS und in
enterischen Gliazellen vorkommt und bei der Wundheilung von Neuronen exprimiert
wird. Die GFAP-Genaktivierung und Proteininduktion spielen nach ZNS-Verletzungen
und Neurodegeneration eine entscheidende Rolle bei der Astroglia-Zellaktivierung
(Astrogliose). GFAP und seine Abbauprodukte werden nach traumatischen Hirn- und
Ruckenmarksverletzungen sowie bei Schlaganfallen freigesetzt. Damit stehen sie als
Korrelat fur die Astrozytenaktivitat und als Biomarker fuir besagte neurologischen
Erkrankungen zur Verfugung (79). Klinisch kann das gebildete Wundgewebe aus
Astroglia die axonale Regeneration und die funktionelle Wiederherstellung von

Neuronen storen (80).

3.7.3.3. lonisierendes Calcium-bindendes Adaptermolekil (Ibal)
Bei Ibal handelt es sich um ein Protein, das ausschlie3lich von Mikrogliazellen und
Makrophagen exprimiert wird. Kommt es zur Aktivierung von Mikrogliazellen
aufgrund einer Ischamie oder einer Degeneration von Nervengewebe folgt eine
Hochregulation der Ibal-Expression. Damit steht die Ibal - Konzentration als
Pendant fur die Mikrogliaaktivitat und Schadigung von Nervengewebe.
Mikrogliazellen im Allgemeinen regulieren unter anderem die Immunabwehr des

Hirngewebes und die Regeneration zerstorten Nervengewebes (81).
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4. Ergebnisse

Insgesamt wurde mit 30 Tieren in der SAB(+) Argon Gruppe (= SAB) gearbeitet,
hiervon sind 13 Tiere vor Erreichen der Phosphatpuffer-Applikation verstorben
(Mortalitat 43,3%) und bei 10 Tieren (33,3%) konnte die Applikation erfolgreich
durchgefiuihrt und damit eine histologische Begutachtung eingeleitet werden. Bei 9
Tieren (30,0%) konnte eine adaquate arterielle Blutdruckmessung und bei 8 Tieren

(26,7%) eine adaquate Laserdopplermessung detektiert werden.

22 Tiere wurden in die Sham(+) Argon Gruppe (= SHAM) miteingeschlossen, davon
ist keines der Tiere verfruht verstorben (0,0%). 13 Tiere konnten erfolgreich Puffer-
appliziert und histologisch ausgewertet werden (59,1%) und bei 6 Tieren (27,3%)
konnte eine adaquate arterielle Blutdruckmessung, bei 5 Tieren (22,7%) eine

adaquate Laserdopplermessung durchgefihrt werden.

10 Tiere gehorten der SAB(-) Argon Gruppe (= Kontrolle) an, wovon 2 verfriiht
verstorben sind (20,0%). 4 Versuchstiere wurden erfolgreich mit Phosphatpuffer
perfundiert und standen zur histologischen Begutachtung aus (40,0%). Insgesamt
konnten bei 6 Tieren (60,0%) bzw. 3 Tieren (30,0%) jeweils eine adaquate arterielle

Blutdruck- und Laserdopplermessungen eruiert werden.

Zuletzt zahlten 3 Versuchstiere zur Sham(-) Argon Gruppe (= K2), von denen jedes
histopathologisch ausgewertet werden konnte. Bei 2 der Versuchstiere gelang eine

Laserdoppler-, bei nur einem Tier eine adaquate arterielle Blutdruckmessung.

Morphologische Analyse der Rattenhirne

Nachdem die auswertbaren Rattenhirne nach Konservierung in diinne Scheiben
geschnitten wurden, wurden sie mittels Hamatoxylin-Eosin eingefarbt und

mikroskopisch begutachtet.

In der SAB(+) Gruppe lie3en sich bei n= 13 ausgewerteten Hirnen 8 Tiere mit
intraventrikularer Blutung (IVB mit 61,5 %) und 3 Tiere mit intraparenchymaler
Blutung (ICB mit 23,0 %) nachweisen. In der SAB(-) Gruppe konnten bein =5
Tieren 4 Tiere mit intraventrikularer Blutung (IVH mit 80,0%) und 1 Tier mit

intraparenchymaler Blutung (ICB mit 20,0%) erfasst werden.
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VB ICB
SAB + Argon (n =13) | 8 (= 61,5%) 3 (= 23,0%)
SAB — Argon (n = 5) 4 (= 80,0%) 1 (= 20,0%)

Tab. 4. Verteilung der Versuchstiere nach Art der intrakraniellen Blutung

Je nach makroskopischem Ausmalf der Blutung konnten die Tiere der SAB-Gruppen
nach Grad I-lll eingeteilt werden. Zur SAB(+) Argon Gruppe konnten von n = 18 Tiere
5 Tiere Grad | (27,8%), 8 Tiere Grad Il (44,4%) und 5 Tiere Grad Il (27,8%)
zugeordnet werden. Aus der SAB(-) Argon Gruppe verteilten sich die Zahlen der

n= 10 Tiere auf 4 Tiere zu Grad | (40,0%), 3 Tiere zu Grad Il (30,0%) und 3 Tiere zu
Grad 11 (30,0%).

Grad | Grad I Grad Il

Abb. 6. Makroskopischer Grad der SAB

Grad | Grad I Grad Il
SAB + Argon (n = 18) 8 (= 44,4%) 7 (= 38,9%) 3 (=16,7%)
SAB - Argon (n = 10) 4 (= 40,0%) 3 (= 30,0%) 3 (= 30,0%)

Tab. 5. Verteilung nach Ausmalf des Blutungsgeschehens

Mortalitatsrate

Wahrend sich in den beiden SHAM-Gruppen eine jeweils 100 prozentige
Uberlebensrate in den ersten 12 Stunden ab Argonventilation ergab, zeichnete sich
in der SAB(+) Argon Gruppe eine Mortalitatsrate von 43,3 % und in der SAB(-) Argon
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Gruppe ohne Argonventilation eine Mortalitatsrate von 20,0 % innerhalb der ersten

12 Stunden nach Ventilation ab.

In Bezug auf alle insgesamt mit dem EVP-Modell intervenierten Tiere zeichnete sich
bei n = 37 und 14 verstorbenen Tieren vor Hirnentnahme eine Mortalitatsrate von
37,84% ab.

SAB + Argon o -
SAB - Argon Mortalltatsr.a.te in %
Sham - Argon 24 Stunden Uberleben in %

Sham + Argon

0 20 40 60 80 100

Dia. 2. 24-Stunden-Uberleben und Mortalitatsrate in %

Arterieller Mitteldruck und regionale zerebrale Perfusion

Insgesamt zeigte sich in den SAB-Gruppen mit und ohne Argonventilation als auch in
der Sham-Gruppe mit Argonventilation kein signifikanter Unterschied bezlglich des
zerebralen Blutflusses im Zeitlichen Verlauf. Wahrenddessen konnte jedoch in den
drei genannten Gruppen eine signifikante Senkung des mittleren arteriellen

Blutdrucks eruiert werden.

ml/g/min SAB(+) Argon SAB(-) Argon Sham(+) Argon
(n=8) (n =6) (n =5)

Vor Schnitt — 141,77 £ 71,70 162,48 £ 71,06 154,53 + 64,23

Praparation

SAB-Provokation
/ausbleibende SAB

123,64 + 60,85

118,60 + 90,47

117,03 + 44,06

— Schliel3en
Ventilation 104,53 + 45,33 121,87 + 69,85 113,27 + 47,81
p-Wert 0,388 -> n.s. 0,396 = n.s. 0,218 - n.s.

Tab. 6. ANOVA 1-way Auswertung regionaler zerebrale Perfusion in ml/g/ml im zeitlichen Vergleich
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mmHg SAB(+) Argon SAB(-) Argon Sham(+) Argon
(n=9) (n=6) (n=6)

Vor Schnitt — 101,10 + 19,16 120,27 + 18,45 110,19 + 24,67

Praparation

SAB-Provokation 68,16 + 19,49 67,86 + 13,42 75,80 + 12,91

/ausbleibende SAB

—Schlief3en

Ventilation 64,72 £9,71 61,22 + 4,65 73,76 £ 6,11

P-Wert < 0,00 - signifikant | < 0,00 - signifikant | < 0,00 - signifikant

Tab. 7. ANOVA 1-way Auswertung des mittleren arteriellen Blutdruck (in mmHg) im zeitlichen
Vergleich.

200
150
[O===5
7\ —

100 —
50
0

Vor Schnitt Praparation SAB SHAM Ruckzug Ventilation
«==@==SAB-Argon ==@==SAB+Argon SHAM+Argon Sham-Argon

Dia. 3. Der regionale zerebrale Blutfluss aller Gruppen im Zeitverlauf

160

120

100 =
80
60

40
20
0
Vor Schnitt Praparation SAB SHAM Riickzug Ventilation
=@==SAB-Argon ==@==SAB+Argon SHAM+Argon SHAM-Argon

Dia. 4. Der mittlere art. Blutdruck (Mittelwerte) im Vergleich der einzelnen Gruppen im Verlauf.
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Gruppe 1 = SAB - Argon
Gruppe 2 = SAB + Argon
Gruppe 3 = Sham + Argon
Gruppe 4 = Sham - Argon

Einfacher Boxplot von LD Schritt: Gruppe
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200,000000

100,000000 .

,000000

LD

Gruppe

Dia. 5. Mittelwerte der Laserdopplermessungen (rCBF) in ml/g/min bei SAB-Provokation/ bei
ausbleibender SAB in den einzelnen Gruppen

Einfacher Boxplot von LD Schritt: Gruppe
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100,000000 .

000000

Gruppe

Dia. 6. Mittelwerte der Laserdopplermessungen (rCBF) in ml/g/min wahrend der Argon- Ventilation in
den einzelnen Gruppen
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Einfacher Boxplot von mmHg Schritt: Gruppe
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Dia. 7. Mittelwerte der mittleren art. Blutdruckmessungen in mmHg kurz nach SAB-Provokation/
ausbleibender SAB bis Argon-Ventilation in den einzelnen Gruppen

Einfacher Boxplot von mmHg Schritt; Gruppe
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Dia. 8. Mittelwerte der mittleren art. Blutdruckmessungen in mmHg wéahrend der Argon-Ventilation in

den einzelnen Gruppen
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Es wurden die Mittelwerte der Laserdoppler- und mittleren arteriellen
Blutdruckmessungen in den einzelnen Gruppen wéhrend SAB-Provokation /
ausbleibender Perforation, sowie in der Zeitspanne zwischen besagtem Ereignis und
Ventilation und wéahrend der Ventilation selbst verglichen. Insgesamt ergaben sich

jeweils keine signifikanten Unterschiede im Vergleich der einzelnen Gruppen.

SAB + SAB — Sham + Sham — p-Wert
Argon Argon Argon Argon
rCRB in Perforation | (n = 8) (n=16) (n=5) (n=2) 0,995 >
ml/g/min 127,37 £ 118,37 123,64 + 116,72 + n.s.
67,58 95,57 45,00 39,98
Perforation | (n = 8) (n=16) (n=5) (n=2) 0,980 ->
bis 119,91 + 118,83 110,42 + 100,26 + n.s.
Ventilation | 57,76 94,21 47,34 22,78
Ventilation | (n = 8) (n =3) (n=5) 0,811 >
104,53 £ 121,87 + 120,73 £ n.s.
45,33 69,85 49,40
Art. Perforation | (n =9) (n=6) (n=6) (n=1) 0,508 »>
Blutdruck 72,42 + 64,55 + 78,41 + 84,13 n.s.
in mmHg 22,34 6,02 15,75
Perforation | (n = 9) (n=6) (n=6) (n=1) 0,089 >
bis 63,90 + 63,25 + 73,20 + 99,20 n.s.
Ventilation | 14,34 12,00 10,12
Ventilation | (n=9) (n=3) (n=6) 0,069 >
64,72 + 61,22 + 73,78 + n.s.
9,71 4,65 9,10

Tab. 8. ANOVA 1-way Auswertung der Mittelwerte des rCRB und arteriellen Blutdrucks mit
Standartabweichung in den einzelnen Gruppen.

Histopathologische Analyse

Die Hirne wurden zuerst mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt, eine Standartfarbomethode in
der Histologie. Hierbei farbt das Hamatoxylin Strukturen die sauer bzw. basophil sind
(z.B. DNA oder Ribosomen) blau und das Eosin basische Zellstrukturen (z.B.

Proteine des Zytoplasma oder der Mitochondrien) rot.
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Das zu untersuchende Rattenhirn wird direkt nach der Entnahme mittels
Phosphatpuffer (Natriumdihydrogenphosphat- mit Dinatriumhydrogenphosphat)
konserviert und mittels 1:10 verdinnter 40%iger Formaldehydlésung 24 Stunden
fixiert. Es folgt das stufenweise Entwéassern durch Einlegen in Alkohol in
aufsteigender Ethanol-Konzentration fir jeweils weitere 24 Stunden. Dies beinhaltet
5 Entwasserungsstufen. Die Hirne werden daraufhin jeweils dreimal weitere 24
Stunden bei 60°C in drei eigenen mit Paraffin gefullten Gefal3en eingebettet. Dies

fihrt zu einem Ersetzen des Alkohols als Intermedium durch Paraffin.

Es folgt das Anfertigen koronarer Hirnschnitte mittels Mikrotom mit einer Dicke von 3
pum und das Anbringen die Schnitte auf mit Eiwei3glycerin beschichtete Objekttrager.
Die Schnitte werden daraufhin Entparaffiniert, in dem sie jeweils 3 Minuten in 8
aufeinander folgenden Lésungen gestellt werden. Diese bestehen aus Xylol,
Isopropanol und Brennspiritus und unterscheiden sich in ihrer jeweiligen
Konzentration. Die Schnitte erscheinen daraufhin farblos und kdnnen dann eingeféarbt

werden.

Die Hamatoxylin-Eosin Farbung der Hirnschnitte wird mit dem Einlegen in
Hamatoxylinlosung (Hamatoxylin nach MAYER) bei leicht sauren Verhaltnissen fur 5
Minuten begonnen mit nachfolgendem Uberfiihren in destilliertes Aqua fiir wenige
Sekunden und zweimaliges Uberfiihren in Leitungswasser fiir jeweils 3 Minuten.
Hierdurch kommt es zu einem Farbumschlag von braunlich zu blaulich. Danach
werden die Praparate in 50%igen Brennspiritus, dann in Eosinldsung jeweils auch fur
3 Minuten eingelegt und schlussendlich in Isopropanol ausgeschwenkt und weitere 5
Minuten in Isopropanol Stufe 2 eingelegt. Es folgt das Ubertragen der Schnitte in
Xylol Stufe 1 fur drei und Xylol Stufe 2 fur finf Minuten. Die fertig eingefarbten
Schnitte werden nun mit Kunstharz eingeschlossen und mikroskopisch begutachtet

werden.

Bei 3 Tieren der SAB(+) Argon Gruppe konnte mittels HE-Farbung
histomorphologisch Ischamien (23,0%) dargestellt werden. Diese fanden sich in

keiner der anderen Tiergruppen.
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Abb. 7. Fokale Ischamie in Gruppe SAB + Argon (HE-Farbung) (Bild aus dem Institut der
Neuropathologie Universitatsmedizin Mainz)

Zur Farbung der Praparate beztglich GFAP und IbA1 werden GFAP- bzw IbA1l-
Primarantikdrper verwendet. Den entparaffinierten Hirnschnitten wird der Antikdrper
appliziert, die Schnitte werden inkubiert, gespult und dann mit einem
Polymerdetektor behandelt und erneut gespult. Daraufhin folgt das Dehydrieren und

ein Deckglaschen wird angebracht.

Hierzu werden parallel eine positive und negative Gewebekontrolle angelegt, in
denen sich die Vorbereitung der Praparation und Fixation gleichen. Kommt es in der
positiv- Kontrolle zu keiner adaquaten positiven Farbung oder in der negativ-
Kontrolle zu einer spezifischen Farbung gelten die Testergebnisse in gleichem
Verfahren als ungultig. Erst dann kdnnen im Vergleich nachfolgend pathologische

Schlusse gezogen werden.

Insgesamt zeigten sich sowohl beziglich der Exprimierung von GFAP als auch von

Ibal kein signifikanter Unterschied innerhalb der vier Gruppen.
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Abb. 8. Exprimierung von GFAP in den mit Argon ventilierten Gruppen (links SAB + Argon; rechts
Sham + Argon); kein signifikanter Unterschied (Bilder aus dem Institut der Neuropathologie
Universitatsmedizin Mainz)

Abb. 9. Exprimierung von Ibal in den mit Argon ventilierten Gruppen (links SAB + Argon; rechts Sham
+ Argon); kein signifikanter Unterschied (Bilder aus dem Institut der Neuropathologie
Universitatsmedizin Mainz)

Morphologie der A. basilaris

Der GefalRdurchmesser der A. basilaris zeigte in der SAB(+) Argon Gruppe eine
Lange von 189.1 um = 67.1 um (SEM), in der SAB(-) Gruppe 306.4 pm = 97.9 um
(SEM), in der Sham(+) Argon Gruppe 199.3 pm = 53.9 um (SEM) und in der
Sham(-)Argon Gruppe eine Lange von 278.9 um + 38.9 um (SEM). Hieraus
resultieren signifikant kleinerer Gefalddurchmesser in beiden Versuchsgruppen mit
Argonventilation (p = 0,0117 ANOVA).

Bezuglich der GefalRwanddicke zeigte sich in der SAB(+) Gruppe eine Dicke von
15.2 um £ 6.3 pm (SEM), in der SAB(-) Argon Gruppe 14.0 um + 2.1 pm (SEM), der
Sham (+) Argon Gruppe 12.8 pm %= 2.0 um (SEM) und in der Sham(-) Argon Gruppe
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eine Dicke von 13.8 um £ 2.5 um (SEM). Insgesamt ergab sich hieraus kein
signifikanter Unterschied der Gefa3wanddicke innerhalb der Versuchsgruppen (p =
0,5648 ANOVA).

Die Durchflussflache der einzelnen Aa. basilares beliefen sich im jeweiligen Mittel auf
51303 um2 = 17610 umz2 (SEM) in der SAB(+) Argon Gruppe, auf 103249 um?2 +
57451 pym? in der SAB(-) Argon Grupp, auf 54915 um?2 + 13311 pm?2 in der Sham (+)
Argon Gruppe und auf 117934 um?2 + 65825 ym? in Sham(-) Argon Gruppe. Dies
ergab damit eine signifikant kleinere Flache (p= 0,0021 ANOVA) in den beiden
Argon-Gruppen.

Vergleicht man nun auch das Verhaltnis der GefaRdurchmesser zur Gefal3wanddicke
ergibt sich kein signifikanter Unterschied in den Argon-ventilierten Gruppen zu den
unventilierten Gruppen (p = 0,1044 ANOVA).

Abb. 10. Abb. 11. Abb. 12.
Basilararteriendurchmesser Basilararterienwanddicke GefaRdurchflussflache

(Bilder aus dem Institut der Neuropathologie Universitdtsmedizin Mainz)
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SAB(+) SAB(-) Sham(+) Sham(-) P-Wert

Argon (n= | Argon (n= | Argon (n= | Argon (n=

10) 4) 13) 3)
GefaRdurchmesserin | 189.1 + 306.4 £ 199.3 + 278.9 + 0.0117
pum 67.1 97.9 53.9 38.9
GefaRwanddicke in 152+6.3 |14.0+21 |128+20 |13.8+25 |0.5648~>
pum n.s.
Gefaldurchflussflache | 51303 + 103249 + 54915 + 117934 + 0.0021
in um2 17610 57451 13311 65825
Verhéltnis 143+5,7 |225+82 |16,2+55 |20,9+6,7 |0,1044 >
GefaRdurchmesser zu n.s.
GefaRBwanddicke

Tab. 9. ANOVA 1-way Auswertung der GefalRdurchmesser/ GefalRwanddicke/ GefaRdurchflussflache/
Verhéltnis GefaRdurchmesser zu Gefalwanddicke mit Standartabweichung im Uberblick.

Neuroscore

In allen Gruppen zeigten die Versuchstiere praoperativ keine neurologischen Defizite

und dementsprechend ein Neuroscore-Wert von 0 Punkten. Aus der SAB(+) Argon

Gruppe (1) konnte von 18 Tieren ein postoperativer Neuroscore erhoben werden,
deren Mittelwert sich auf 1,33 belauft. In der SAB(-) Argon Gruppe (3) belief sich die

Testung auf 6 Tiere mit Mittelwert von 1,0. Von der Sham(+) Argon (2) Gruppe

konnte von 21 Tieren ein postoperativer Wert eruiert werden mit Mittelwert von 0,57

und in der Sham(-) Argon (4) wurden alle 3 Tiere einem neuroscore unterzogen mit

einem Mittelwert von 0,0.

14 133

1,2
0,8

0,4
0,2

Mittelwerte Neuroscore

0,6 0,48

Dia. 9. Postoperative Mittelwerte im Neuroscore
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ANOVA

Neuroscore
Mittel der
Quadratsumme df Quadrate F Sig.
Zwischen Gruppen 9,429 3 3,143 1,038 ,385
Innerhalb der Gruppen 133,238 44 3,028
Gesamtsumme 142,667 47

Tab. 10. ANOVA 1-way Statistische Auswertung des postoperativen Neuroscores.

Insgesamt ergab sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich der vier Gruppen

(p= 0,385).
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5. Diskussion

Untersucht wurde die neuroprotektive Wirkung von Argon anhand des mittleren
arteriellen Blutdrucks, der regionalen zerebralen Perfusion, der pra- und
postoperativen Klinik der Versuchstiere im Neuroscoring und der Expression von
GFAP und Ibal in vier Versuchsgruppen, davon zwei Kontrollgruppen. Deutlich
eindriicklich war eine Mortalitatsrate von 37,84 % unter allen Tieren 12 Stunden
postinterventionell mit durch das EVP-Modell durchgefihrte SAB-Provokation.
Insgesamt zeigte sich in allen genannten Parametern kein signifikanter Unterschied in

den Versuchsgruppen in Bezug auf eine Argonventilation.

Zusatzlich wurde ein Vergleich der Gefalimorphologie der Aa. basilares in den
einzelnen Versuchsgruppen durchgefihrt, in dem sich eine signifikant kleinere
Gefaldurchflussflache und signifikant kleinerer Gefal3durchmesser in den mit Argon
ventilierten SAB-Gruppen zeigten. Diese Ergebnisse erbringen den dringenden
Verdacht auf einen vorzeitig aufkommenden Vasospasmus und ein damit
einhergehendes schlechteres Outcome unter Argonventilation. Dazu passend zeigte
sich bei 3 Tieren (23,0%) lediglich der SAB(+) Argon Gruppe histomorphologisch
eine fokale Ischamie. Dagegen spricht ein ausbleibend signifikanter Unterschied des
postoperativen Neuroscores.

Auswertungen zerebrale regionale Perfusion und mittlerer arterieller Blutdruck

Um bei steigendem intrazerebralem Druck einen adaquaten zerebralen
Perfusionsdruck zu erhalten kommt es eigentlich im Rahmen der zerebralen
Autoregulation zu einer Erhdhung des mittleren arteriellen Drucks. Nach Conzen et al
ist ein schneller ICP-Anstieg mit einer ausgepragten und friilhen, aber anhaltenden
Stoérung der zerebralen Autoregulation verbunden (82). Eine direkte ICP-Messung
war in unserem Setting nicht moéglich, daher ist dieser Faktor nicht reprasentiert.

In unseren Untersuchungen zeigte sich in der SAB(+) Argon-, der SAB(-) Argon- und
Sham(+) Gruppe eine signifikante Blutdrucksenkung im Verlauf des Experiments, die
sich in den Gruppen untereinander jedoch nicht signifikant unterschied. Ein Vergleich
zur Sham(-) Gruppe blieb aus, da die Messungen des Blutdrucks nur bei einem Tier

gelang und ein Vergleich mit n = 1 nicht valide ist. Insgesamt wird unsererseits somit
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angenommen, dass die zerebrale Autoregulation ausbleibt und nicht durch
Ventilation mit Argon positiv beeinflusst wird. Ein moglicher anderer Faktor fur eine
Blutdrucksenkung ist die Narkose, die in unserem Fall mit Ketanest und Isofluran
eingeleitet wurde. Lee et al beschreibt in Untersuchungen eine Barorezeptoren
unterdriickende Wirkung von Isofluran Gber das sympathische Nervensystem. Somit
kann es zu einer Unterdrtickung eines reflektorischen Blutdruck- und
Herzfrequenzanstiegs kommen, die wiederum die Versuchsergebnisse

beeintrachtigen kdnnen (83).

In Bezug auf eine Wirkung inerter Gase auf die regionale zerebrale Perfusion
ergaben verschiedene Studien Ansatze die eine Wirkweise von Argon wider-, die von
Xenon jedoch belegen. Beispielsweise wird in tierexperimentellen Studien von
Schmidt et al beschrieben, dass unter therapeutischer Anwendung des Edelgases
Xenon in Schweinen ein signifikanter Anstieg der regionalen Perfusion im
Hirnstamm, der GrofRhirnrinde, der Medulla oblongata und im Kleinhirn ohne
zusatzlichen Anstieg in weiteren Organen detektiert werden konnte (84). Eine
Wirkung inerter Gase auf die zerebrale Perfusion im Tiermodell steht somit fest. Dem
entgegen zeigte Griine et al 2017 in am (hier mannlichen) Menschen durchgefiihrten
Untersuchungen, dass das Edelgas Argon unter anderem weder Einfluss auf die
zerebrale Perfusion noch auf den mittleren arteriellen Druck oder den
Hirnperfusionsdruck hat (85). In unseren Untersuchungen ergaben sich hierzu
passend keine signifikanten Unterschiede der regionalen zerebralen Perfusion nach

Argonventilation.

Untersuchungen bezuglich der regionalen zerebralen Perfusion unabhangig der
Wirkung inerter Gase wurden bspw. von Schubert et al an Patienten und von
Westermaier et al in Tierversuche vorgenommen. Insgesamt ergab sich hier neben
einem ICP-Anstieg eine signifikante Reduktion des regionalen zerebralen Blutflusses
und zerebralen Perfusionsdrucks (86, 87). Wie bisher schon beschrieben konnten wir
diese Ergebnisse auch in den Kontrollgruppen nicht belegen. Fraglich bleibt hier, ob
im Allgemeinen die Anbringung der Laserdopplersonde suffizient war. Jedoch ist
auch zu beachten, dass die Laserdopplermessung in unserem Setting nur eine
unilaterale regionale und kortikale Perfusionsmessung erlaubte und damit neben

Messungen der Gegenseite auch intraparenchymale Anderungen der Perfusion nicht
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erfasst werden. Westermaier et al beispielsweise nahmen vergleichend eine

bilaterale kortikale Messung des regionalen zerebralen Blutflusses vor (87).

Ein weiter aufkommender Aspekt ist die Frage nach der Verteilung des Edelgases
Argon im Hirngewebe und damit die einhergehende mdgliche Beeinflussung dessen
Wirkung. Eine direkte Messung von Argonmolekilen oder dessen Konzentration in
Hirngewebe wurde bisher noch nicht beschrieben. Sanders et al berichtet in seinen
vergleichenden Untersuchungen jedoch dass sich inerte Gase aufgrund der
ungeladenen und unpolaren Eigenschaften leicht im Gehirn verteilen und sich gut in
amphiphile Bindungshohlrdume innerhalb von Proteinen eingliedern kdnnen (54, 88).
Nach Studien von Ohta et al zufolge ist die Speicherung und/oder Freisetzung von
Inertgas aus Kdrperspeichern durch Perfusion bestimmt. Ohne genannte signifikante
Anderung der zerebralen Perfusion ist aus diesem Gesichtspunkt davon
auszugehen, dass kein verandertes zerebrales Angebot des Edelgases in den mit
Argon ventilierten Gruppen vorherrscht (89).

Da die Tiere narkotisiert, jedoch nicht intubiert wurden und spontan weiter atmeten
war eine unzureichende Oxygenierung wahrend des experimentellen Eingriffs nicht
auszuschlieBen. Neben dem bekannten Umstand dass eine Hypoxie zu neuronalen
Schaden fuhren kann, beschreibt Lopez et al auch eine potenzielle schadliche Rolle
der zerebralen Hyperoxygenierung, die wiederum einen negativen Einfluss auf das
neurologische Outcome haben kénnte (90). Um einen Uberblick der Oxygenierung
zu erhalten wurden stichprobenartig BGA- Analysen arteriellen Blutes der Tiere vor
und nach Argon-Ventilation durchgefiihrt. Das Blut wurde hierfir aus der
Schwanzarterie gewonnen, in der die Blutdrucksonde einlag. Vor Ventilation zeigte
sich in allen Gruppen postinterventionell ein normwertiger Sauerstoffpartialdruck
zwischen 80 und 110 mmHg. Nach Ventilation blieb dieser bis auf insgesamt zwei
Ausnahmen weiterhin im Normbereich. Dieses Ergebnis schliel3t jedoch weder eine
intrainterventionell passagere Hypoxigenierung oder passagere

Hyperoxygenierung/en wahrend der Ventilation aus.

Auswertung Gefallmorphologie

Yang et al untersuchten 2018 im SAB-Rattenmodell die aufkommenden

Veranderungen nach SAB-Provokation bezlglich der Gefal3morphologie der A.
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basilaris. Es wurden SAB-Tiere sowohl scheinoperierten und nicht operierten Tieren
gegenubergestellt und postinterventionell nach insgesamt 7 Tagen der
Gefalldurchmesser und die Gefal3durchflussflache des A. basilaris verglichen. In der
Auswertung zeigten sich beide Parameter in der SAB-Gruppe signifikant verringert
(91). Unsere histomorphologische Auswertung ergab sowohl ein signifikant kleinerer
GefalRdurchmesser als auch kleinere Durchflussflache in den mit Argon ventilierten
Gruppen, beide Ergebnisse ohne zusatzlich signifikanten Unterschied zur
Gefallwanddicke. Dies hatte nach dem Gesetz von Hagen-Poiseuille und mit Sicht
auf den Volumenstrom zur Folge, dass ein erhdhter GefalRwiderstand entsteht und
insgesamt ohne autoregulativen Ausgleich ein vermindertes Blutvolumen pro
Zeiteinheit den gemessenen Gefal3abschnitt passieren wirde. Hierzu passend
fanden sich bei 23,0 % der ventilierten SAB-Gruppe fokale Ischamien, ohne dass
diese auch in anderen Gruppen zu finden waren. Verglichen zu den genannten
Studien von Yang et al zeigte unsere SAB(-)Argon-Gruppe die den Versuchstieren
von Yang et al entsprechen wirden keine Gefaldmorphologischen Veranderungen
12 Stunden nach SAB-Provokation. Hier steht besonders die zeitliche Diskrepanz im
Vordergrund. Allerdings zeigte unsere SAB(+) Argon Gruppe dieselben Ergebnisse
wie die Hauptversuchsgruppe von Yang et al bereits 12-24 Stunden nach SAB-
Provokation und unter Argonventilation. Dies hebt hervor, dass unseren
Untersuchungen zufolge die Inhalation mit Argon einen insgesamt nachteiligen Effekt

auf die GefalBmorphologie mit sich bringt.

Expression von GFAP und Ibal

Zur Kontrolle einer molekularen Reaktion des Hirngewebes auf Argon entschieden
wir uns fur die Expression von GFAP, als Zeichen der Astrozytenaktivitat, sowie Ibal
zur Objektivierung einer Mikrogliaaktivitat. Wie bereits erwahnt gibt es mittlerweile
publizierte Studien, wie die von Hollig et al, in denen die Expression von Parametern
innerhalb des schon beschriebenen Argonwirkungsmechanismus gemessen und
verglichen wurden, wahrend in unseren Experimenten lediglich genannte indirekte
Parameter als Korrelat von ZNS-Verletzungen und Neurodegeneration verglichen
wurden (70). Somit ist zu betonen, dass unsere Ergebnisse und deren Auswertung
bezuglich einer Neuroprotektion auf immunhistochemischer Ebene als nur

richtungsweisend und nicht als vollstédndig ausreichend anzusehen sind.
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Da eine SAB durch verschiedene Umstande wie beispielsweise dem Vasospasmus
mit der Komplikation einer Ischdmie einhergehen kann betrachten wir in der
Diskussion auch Studien die sich im Besonderen mit der neuroprotektiven Wirkung
von Argon bei zerebralen Ischamien beschéftigen. In Studien von Liu et al konnte
nach Argonventilation eine signifikante Unterdriickung der Mikroglia- und
Makrophagen- Aktivierung als Zeichen einer geringeren postischamischen
Entziindungsreaktion durch verminderten Nachweis von IbAl in der Penumbra von
zerebralen Ischamien dargestellt hier ohne signifikanten Unterschied in den
Gruppen. In unseren Ergebnissen zeigten jedoch auch die 23 % mit einer Ischamie
einhergehenden Tiere der SAB(+) Argon Gruppe keine signifikanten Unterschied der
GFAP und Ibal Expression.

Nach Studien von Kooijman et al ist eine GFAP (Astrozyten)- und lba- (Mikroglia /
Makrophagen) Expression als etablierte Marker fur die Neuroinflammation nach SAB
stark mit dem Schweregrad der SAB verbunden (92). In unseren Untersuchungen
ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede in den einzelnen Gruppen
bezuglich der Expression beider Paramater 12 bis 24 Stunden sowohl nach Argon-
Ventilation als auch in den Kontrollgruppen und das obwohl jegliche
Blutungsauspragungen reprasentiert waren (siehe Abb. 6 und Tab. 5, S. 32). Ein
dem unseren sehr &hnliches Ergebnis erbrachte eine Studie von Fahlencamp et al,
die in einem in-vivo-Modell einen passageren Verschluss der mittleren Hirnarterie
induzierten und die Auswirkungen von Argon auf die aufkommende zerebrale
Ischamie untersuchten. Die verwendete Argonkonzentration (50:50 zu Sauerstoff)

und Ventilationsdauer (60 Minuten) entsprachen denen unseres Settings (93).

Im Allgemeinen kommt unter anderem die Frage auf ab wann eine Exprimierung von
Ibal und GFAP uberhaupt physiologisch eingeleitet wird und messbar ist. Laut
Studien von Lee et al wurde bereits 12 Stunden nach induziertem Trauma am
Rattenhirn eine vermehrte Expression von GFAP nachgewiesen und in
Untersuchungen von Shtaya zeigte sich nach 24 Stunden bereits eine dreifache
Konzentration von Ibal nach ICH-Provokation (80, 94). Der zeitliche Aspekt ist in
unserem Protokoll mit Hirnentnahme 24 Stunden nach Argon-Ventilation festgelegt
worden und ware somit eingehalten. In den meisten Fallen mussten die Tiere jedoch
verfriht (12 Stunden nach Argon-Ventilation) mit Phosphat-Puffer perfundiert werden

da sich ihr klinischer Zustand rapide verschlechterte und drohten vor Erreichen des
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24 Stunden - Intervalls zu versterben. Dies legt damit den Verdacht nahe, dass die
Expression von GFAP und Ibal aus zeitlichen Grunden in unserem Setting nicht
adaquat erfasst werden konnte. Dem entgegen stehen jedoch die schon erwahnten
gleichen Ergebnisse von Fahlenkamp et al, deren Auswertung mit der Hirnentnahme

nach eingehaltenen 24 Stunden eingeleitet wurde (93).

Da die anfangliche Aktivierung der Mikroglia bei zerebralen Ischamien auf eine
Stoérung der Blut-Hirn-Schranke zurtckgeftihrt wird, konzentrieren sich viele
Untersuchungen bezuglich der Neuroprotektion durch Argon auf die ischamische
Grenzzone, die in unserem Setting nicht im Vordergrund steht. Hier wird die
Konzentration des exprimierten Ibal als einer der auschlaggebenden Werte genutzt
(68, 95). Fraglich ist hier also ob die Expression im Besonderen von Ibal in unserem
Model eine grof3e Aussagekraft hat, da hier die Ischdmie als Komplikation einer SAB

und nicht als induziertes Untersuchungskorrelat behandelt wird.

Kritik am EVP-Tiermodell

Obwohl das EVP-Modell als eines der aussagekraftigsten Modelle im Bezug seiner
Aussagekraft der Relevanz fir den Menschen darstellt, bringt es auch Nachteile mit
sich.

Aufgrund einer erhéhten Komplexitat des experimentellen Settings geht das EVP-
Model mit einer erheblichen Mortalitatsrate von ca. 44 — 46 % nach Prunell et al und
Park et al einher (71, 96, 97). Auch in unserem Fall zeigte sich eine hohe
Mortalitatsrate aller dem EVP-Modell unterzogenen SAB-Tiere von 37,84 %
innerhalb der 24 Stunden nach Ventilation. Es kam damit bei manchen Tieren
aufgrund einer rasanten Verschlechterung des Allgemeinzustandes zu einer
vorzeitigen Phosphatpuffer-Perfusion (vor Ablauf der 24 Stunden nach Argon-
Ventilation) um zumindest eine adaquate Konservierung der Hirne zu erreichen.
Nicht dazu passend erschien die Auspragung des Grades der Hirnblutung der
Uberlebenden Tiere, wovon 44,4% der SAB(+)Argon Gruppe und 40,0% der SAB(-
)Argon Gruppe lediglich Grad | und nur jeweils 16,7% bzw. 30,0% Grad Il zeigten.
Dies fuhrt zur Annahme, dass die hohe Mortalitat multifaktorieller Genese entspringt
und nicht allein das Ausmal3 der ausgeldsten Hirnblutung zu dieser fuhrt.
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Ein weiterer wichtiger Aspekt des EVP-Modells ist, dass die Perforation der ICA-
Bifurkation blind erfolgt. Der Operateur leitet sich rein durch das Gefuhl eines
nachgebenden Widerstandes, ohne direktes Feedback. Ein indirekter Marker wére
ein steigender ICP, der jedoch nicht zwangslaufig zu detektieren ist. Dies kann dazu
fuhren, dass eine wiederholte Penetration der Arterie und ggfs. auch eine direkte
Verletzung des Hirngewebes und/oder eine subdurale Blutung zustande kommen
kann und damit ein grof3eres Trauma wie eigentlich erwinscht verursacht wird (96,
98). Park et al entwickelte hierzu verschiedene Vorgehensweisen und Techniken um
der im EVP- Model mit subduralem Hamatom einhergehender steigenden Mortalitat
entgegen zu wirken (96). In unserem Modell war eine direkte ICP- Messung nicht
maoglich, somit war die Gefahr flr genanntes Problem erhoht. In der
makroskopischen Begutachtung konnte eine intraventrikulare Blutung bei 61,7 % der
SAB- Gruppe mit Argonventilation und bei 66,7 % der SAB-Gruppe ohne
Argonventilation festgestellt werden. Desweiteren zeigte sich eine intraparenchymale
Blutung bei 80,0 % in der SAB-Gruppe mit Argonventilation und 20,0 % in der SAB-

Gruppe ohne Argonventilation.

Der Schweregrad einer SAB ist wie schon beschrieben von einen ICP-Spitzenanstieg
und das raumfordernde Volumen des Blutes im Subarachnoidalraum abh&ngig.
Westermaier et al beschreibt eine Korrelation zwischen der genutzten Filamentgrole
im EVP-Modell und ICP, sowie CPP. Mit zunehmender Gro3e des Filaments zeigt
sich die Zunahme des ICP und die Abnahme des CPP namlich starker ausgepréagt
(87). Nicht mit eingeschlossen ist die Auspragung der Blutung selbst. Durch
weitgehend unkontrollierte Perforation der ICA- Bifurkation ist eine
Reproduzierbarkeit besagter Auspragung daher sehr schlecht. Dementsprechend
kam es auch in unseren Experimenten zur Provokation verschiedenster SAB-Grade

mit unregelmafiger Verteilung (s. Abb 6 und Tab. 5).

Um im Speziellen einen Vasospasmus nach einer SAB zu untersuchen wird oftmals
nicht das EVP- Modell sondern das sogenannte Doppelinjektionsmodel verwendet.
Wie bereits erwahnt haben jedoch einzelne Studien gezeigt, dass sich ein
Vasospasmus im EVP- Modell vergleichsweise friiher entwickelt, ca. 24 Stunden
nach Perforation. Da in unserem Setting die Hirnentnahme meist vor Ablauf der 24
Stunden postinterventionell stattfand ist es durchaus mdglich, dass der Nachweis

von Vasospasmen in Form der einzelnen oben beschriebenen Messungen der Aa.
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basilares zeitlich zu friih stattfand und die Nachweise falschlich in der Gesamtsumme

als zu niedrig detektiert wurden.

Insgesamt werden tierexperimentelle Studien fast ausschlief3lich an nur einem
Tierstamm mit jeweilig gleichem Geschlecht durchgefiihrt. Grund dafir sind im
Allgemeinen Unterschiede in u. a. der Intensitat einer Blutung, von anatomischen
Gegebenheiten und hormoneller Einwirkungen (71). Das fuhrt dazu dass die
Ergebnislagen solcher Studien nicht fur die Allgemeinheit geltend gemacht werden
konnen und spricht schlussendlich generell fir die Notwendigkeit die experimentellen
Ansatze mit mehreren Tierstammen und beiden Geschlechtern durchzufiihren und

diese in einen Vergleich zu setzen um aussagekraftigere Ergebnisse zu erzielen.

Die inhalative Argonkonzentration in Bezug auf fokale zerebrale Ischamien und

auf das neurologische Outcome

Wir verwendeten in unseren Experimenten eine 50%ige Argonkonzentration fur die
Inhalation der Versuchstiere. Entsprechend Loetscher et al ist diese als die
Konzentration mit bestem neuroprotektivem Potential beschrieben (69). Auch durch
Ryang et al wurde festgestellt, dass mit Ventilation von 50%iger Argon-Konzentration
bestimmte positive Effekte zu eruieren waren, beispielsweise ein deutlich
vermindertes Infarktvolumen nach passagerer Okklusion der MCA (99). David et al
kam auf dasselbe Ergebnis, jedoch nur bei Tieren, die vor oder wahrend der
provozierten Ischdmie eine Inhalation mit Argon erfuhren. Fand die Inhalation
postischamisch statt zeigte sich nach durch Okklusion der MCA provozierte
intrazerebrale Ischdmie sogar eine gro3ere zerebrale Schadigung (100). In beiden
genannten Studien ergab sich neurologisch kein verbessertes Outcome, das mit
unseren Ergebnissen in denen sich kein signifikanter Unterschied im Neuroscore der
Gruppen untereinander zeigte korreliert. Ischamien zeigten sich auch in unseren
Untersuchungen, diese allerdings nur in 23,0 % der SAB(+) Argon Gruppe. Wie
schon erwahnt mussten aufgrund der hohen Mortalitatsrate und rapider
Verschlechterung der Klinik in manchen Féllen die Tiere verfriht (12 Stunden nach
Argon-Ventilation) mit Phosphat-Puffer perfundiert werden. Somit konnte eine spéat
aufkommende Ischdmie nach SAB und eine Beeinflussung einer neuroprotektiven
Wirkung durch Argon nicht ausgeschlossen bzw. detektiert werden. Die betroffenen

ischamischen Hirnregionen wurden jedoch nicht in ihrem Infarktvolumen gemessen
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und verglichen, somit kann eine Beeinflussung von Argon auf das Infarktvolumen
nicht bewiesen oder ausgeschlossen werden. Zudem fand bei uns keine induzierte
Okklusion sondern eine Ischamie im Zusammenhang mit einer SAB statt, wie genau
sich der Hergang ereignet ist unklar, jedoch fanden wir den Hinweis flr einen

Zusammenhang mit einem friihzeitig auftretenden Vasospasmus.

Genannten Studienergebnissen die Argonkonzentration betreffend gegentber steht
eine Studie von Ma et al, die 2019 in Untersuchungen mit Inhalation von 70%igem
Argon zeigte, dass sich hierunter sowohl das neurologische Outcome, die allgemeine
Erholung und das Infarktvolumen bei direkter Anwendung postischamisch als
signifikant verbessert zeigten. Das neurologische Outcome und die kdrperliche
Erholung der Versuchstiere konnten auch nach 2 stiindig postischamisch
verzogertem Beginn mit der Argonventilation oder sogar mit Ventilation erst nach
Reperfusion nachgewiesen werden (101). Demzufolge scheint das Wiederholen
unserer Experimente mit hoherer Argonkonzentration und zusatzlichem Einschluss

der Evaluation von Ischamievolumina vielversprechend.

Neuroscore

Bezlglich des neurologischen Outcomes zeigte sich in unseren Untersuchungen, wie
auch in Studien von Hdéllig et al kein signifikanter Unterschied in den
Veruchsgruppen, auch im Hinblick auf die Tatsache, dass alle Auspragungen einer
SAB vertreten waren (70). Dem entgegenzusetzen sind die Ergebnisse von Kooijman
et al, in denen der Grad der Blutung stark mit dem akuten neurologischen Score
korreliert (92). Hier nochmalig zu nennen ist die mit dem Modell einhergehende hohe
Mortalitat, unter dieser viele Tiere aufgrund verfriihten Todes gar nicht erst einem
postoperativen Neuroscoring unterzogen werden konnten und somit aus der Wertung
fallen. Insgesamt muss also angenommen werden, dass eine Korrelation zwischen
dem Blutungsrad und dem neurologischen Outcome auch in unserem Setting nicht

auszuschliel3en ist.
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6. Zusammenfassung

Die SAB stellt einen medizinischen Notfall dar, betrifft eher die jungere Population
und geht mit einer erheblichen Morbiditat und Mortalitéat einher. Immer mehr rickt die
Neuroprotektion in den Vordergrund einer unterstitzenden Mal3nahme schon
bestehender Therapieoptionen von Hirnblutungen und Schadel-Hirn-Traumen. Hier
wurde bereits eine neuroprotektive Wirkung des Edelgases Xenon nachgewiesen.
Da dieses sehr selten vorkommt wird an Alternativen der Nutzung inerter Gase

geforscht, unter anderem auch Argon.

In unseren Untersuchungen wurde die neuroprotektive Wirkung des Edelgases
Argon wahrend einer akuten Subarachnoidalblutung im Rattenmodell im Speziellen

im EVP-Modell vorgenommen.

Insgesamt konnten wir keine neuroprotektive Wirkung des Edelgases Argon in Bezug
auf mittleren arteriellen Blutdruck, regionaler cerebralen Perfusion, neurologisches
Outcome und Expression von GFAP und IbAl feststellen. Histomorphologisch fanden
wir eher einen nachteiligen Effekt in Bezug auf die GefalBmorphologie nach inhalativer

Anwendung des Gases nach akuter SAB.
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