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1 Einleitung und Ziel der Dissertation

In Europa erleiden jedes Jahr ca. 89 pro 100.000 Personen einen Herzkreislaufstillstand (HKS)
auRerhalb des Krankenhauses. Die Uberlebensraten bis zur Krankenhausentlassung sind
dabei mit 8 % weiterhin niedrig. (1, 2) Trotz intensiver Forschung im Bereich der
Neuroprotektion stellt der Post-Reanimations-Hirnschaden (post-cardiac arrest brain injury,
PCABI) weiterhin eine der Haupttodesursachen dar. (3-5) Aufgrund der schlechten Prognose
des HKS kommt der Pravention eine wichtige Rolle bei der Verhinderung eines friihzeitigen,
HKS-bedingten Todes zu. (6) Tritt ein HKS dennoch auf, ist die frihzeitige Initiierung der
kardiopulmonalen Reanimation (cardiopulmonary resuscitation, CPR) mit qualitativ
hochwertigen Thoraxkompressionen und einer frihzeitigen Defibrillation (wenn indiziert)
entscheidend fiir das Uberleben. (7) Ziel ist dabei zunéchst die Wiederherstellung eines

spontanen Kreislaufs (return of spontaneous circulation, ROSC).

Im Bereich der bestmdglichen Beatmungsstrategie ist nur wenig und haufig widersprichliche
Evidenz vorhanden. (6, 8) In den letzten Jahren wurden folglich Thoraxkompressionen
gegenuber der Beatmung priorisiert. (9, 10) Die Beatmung hat aufgrund der Veranderung des
intrathorakalen Drucks einen Einfluss auf die Koronardurchblutung, den kardialen Auswurf
unter Reanimation, den vendsen Ruckfluss und den intrakraniellen Druck. (11-14) Der
Untersuchung innovativer Beatmungsformen und deren Einfluss auf den PCABI kommt daher
eine besondere Bedeutung fir die Reanimationsforschung zu. In einer Pilotstudie der
Arbeitsgruppe des Verfassers der Dissertation =zeigte die Beatmungsform der
Ultra-Niedrigtidalvolumenbeatmung (ultra low tidal volume ventilation, ULTVV) gegenuber der
intermittierenden Positivdruckbeatmung (intermittent positive pressure ventilation, IPPV) eine
reduzierte zerebrale Inflammation und geringere Beatmungsdriicke bei gleichzeitig adaquater
Oxygenierung und Decarboxylierung. (15) In der vorliegenden Folgestudie wurde daher der
Einfluss einer ULTVV im Vergleich zur IPPV umfangreicher untersucht. Hierfir wurden
langere, realitatsnahe No-Flow-Zeiten nach Beginn des HKS und eine langere
Nachbeobachtungszeit von 20 Stunden (h) gewahlt. Die vorliegende Dissertation untersucht
im Rahmen der Folgestudie den Einfluss der Beatmungsform auf den neurologischen
Schaden. Hierfur wurden zuvor die Null- und Alternativhypothese wie folgt definiert:
Nullhypothese: Die Beatmung mittels ULTVV im Vergleich zu IPPV unter Reanimation im
Schweinemodell zeigt keinen Unterschied im Einfluss auf den neurologischen Schaden.
Alternativhypothese: Die Beatmung mittels ULTVV ist im Vergleich zu IPPV unter Reanimation

im Schweinemodell mit einem geringeren neurologischen Schaden assoziiert.



Hierzu diente als primarer Endpunkt der histologisch und molekularbiologisch nachweisbare
neurologische Schaden der Versuchstiere mit erreichtem ROSC und als sekundarer Endpunkt
das Erreichen eines ROSC.

Zur Einordnung der zugrundeliegenden Studie und vor dem Hintergrund eines geringen
Fortschritts im Bereich der Reanimation und Neuroprotektion (16-20) werden zudem
wissenschaftliche und klinische Probleme in der Reanimationsforschung dargestellt. Fir die
Bewertung des experimentellen neurologischen Schadens im Grofdtiermodell ist bisher kein
Goldstandard verfugbar. Im Rahmen dieser Dissertation wurde daher ein neuartiger, einfach
anwendbarer morphologisch-histologischer Score entwickelt und mittels Inter- und
Intra-Observer-Reliabilitdt validiert. Grundlagen dieses Scores sind bereits in einem
Buchkapitel veroffentlich. (21) Weiterhin zeigte sich im Rahmen dieser Dissertation eine
fehlende anatomische Definition der Unterregionen des Hippocampus (HC). Diese konnte in
Zusammenarbeit mit dem Institut fir Neuropathologie erarbeitet werden und soll in Kirze

publiziert werden. (22)



2 Literaturdiskussion

2.1 Historische Annaherung

Ein Blick in die Geschichte stellt in der Forschung eine wichtige Perspektive dar, um Fehler
der Vergangenheit nicht zu wiederholen und den Innovationscharakter neuer Entdeckungen
realistischer zu bewerten. In der Geschichte der CPR finden sich u. a. das langjahrige
Festhalten an veralteten Methoden, das Ignorieren von neuen Erkenntnissen und andererseits

das vorschnelle Umsetzen neuartiger Methoden ohne ausreichende Evidenz (23-25).

,We continue to ignore sound medical evidence for comfortable known practices.
We often will jump to new technologies without proven benefits. To avoid the
mistakes of the past, we must temper innovation with reasoned skepticism, and

traditional thinking with an open mind.” (23)

So wurden die Thoraxkompressionen, wie wir sie heute kennen, erstmals 1892 vom deutschen
Friedrich Maass publiziert (26). Dies erlangte jedoch wenig Aufmerksamkeit und es wurde
zunachst an der Wiederbelebung am offenen Herzen festgehalten, bis die Publikation von
Jude, J.R. et al. 1961 (27) die Wende hin zur modernen CPR brachte. (23-25) Die ersten
Mund-zu-Mund-Beatmungen wurden mdglicherweise bereits um 1300 vor Christus von
hebraischen Hebammen durchgefihrt. (28) Ab dem 18. Jahrhundert wurde hierzu vermehrt
publiziert und seit den 1960er Jahren konnte sich die endotracheale Intubation und
Positivdruckbeatmung als Standard in der CPR etablieren. (23-25) Im Bereich der
Neuroprotektion wurde 1991 im Eréffnungspaper des Buches ,Advances in Brain

Resuscitation“ (29) optimistisch prophezeit:

“One can foresee that pharmacological treatment during brain resuscitation will
include a combination of at least two types of calcium antagonists (...) and free
radical scavengers/iron chelators, perhaps supplemented with moderate

hypothermia.” (30)

Dem historischen Optimismus stehen diverse Fehlschlage pharmakologischer Ansatze
zur Neuroprotektion nach HKS gegenuber. (16-18) Dies ist der Fall, obwohl bereits Ende
des 20. Jahrhunderts methodische Verbesserungen in der neuroprotektiven Forschung

angemahnt wurden. (31, 32)



2.2 Herzstillstand
2.2.1  Nomenklatur und Atiologie

Die Nomenklatur des HKS stellt ein semantisches Problem dar. Daher wurde 1991 die

Nomenklatur mittels ,Utstein-Kriterien® vereinheitlicht und kontinuierlich Gberarbeitet. (33-36)

“Cardiac arrest is the cessation of cardiac mechanical activity as confirmed by the

absence of signs of circulation.” (35)

Hinsichtlich der Ursachen eines HKS wird unterschieden zwischen medizinischer (vermutet
kardial, unbekannt oder andere medizinische Ursache) und nicht-medizinischer (Trauma,
Drogen-Uberdosierung, Ertrinken, Stromschlag oder extern-asphyktisch) Ursache. (35) Eine
ungenaue Feststellung der Todesursache (37) und Verwendung uneinheitlicher Definitionen
(36, 38-40) erschweren die Zuordnung zur tatsachlichen Todesursache und somit die Angabe
korrekter Inzidenzen. Dementsprechend variiert der Anteil bspw. der kardialen Atiologie des
auBerklinischen HKS (out-of-hospital cardiac arrest, OHCA) in Studien zwischen 50 und 91 %.
(41)

2.2.2 Epidemiologie

In Deutschland wurden im Jahr 2022 hochgerechnet ca. 60.000 Patient*innen nach OHCA
durch den Rettungsdienst reanimiert. (42) Die Inzidenz des OHCA in Europa wurde mit 89 pro
100.000 Einwohner*innen (variierend zwischen 53 wund 166) angegeben, mit
Laienhelfer*innen-CPR in 58 % (13-82 %) der Falle, ROSC-Raten von 33 % (8-42 %) und
Uberleben bis Krankenhausentlassung von 8 % (0-18 %). Variationen im Outcome entstehen
vermutlich aufgrund unterschiedlicher Rickmeldequoten, Unterschieden in der HKS-Ursache
inkl. Komorbiditaten, Lai*in-Reanimationsraten sowie heterogenen Rettungs- und
Krankenhaussystemen. (1, 2) Wdeiterhin variiert bei prognostizietem schlechten
neurologischen Outcome die Entscheidung fur oder gegen die Beendigung oder Vorenthaltung
lebenserhaltender MalRnahmen (Withdrawal or Withholding of Life-Sustaining Therapy, WLST)
weltweit deutlich. (43) Dennoch zeigten sich international vergleichbare Zahlen mit
ROSC-Raten von 29,7% (95%Cl 27,6-31,7%) und ein Uberleben bis
Krankenhausentlassung von 8,8 % (95 % CI 8,2-9,4 %). (44) Das 1-Jahres Uberleben nach
OHCA lag bei 7,7 % (44) und nach innerklinischem HKS (in-hospital cardiac arrest, IHCA) bei
13,4 %. (45) Aktuelle Daten zum OHCA stlitzen sich meist auf die durch den Rettungsdienst
versorgten OHCA und kénnten somit die Inzidenz unterschatzen. Im Krankenhaus werden u.a.
aufgrund von Do-Not-Rescucitate Festlegungen und unterschiedlicher Definitionen nicht alle
Todesfalle als IHCA erfasst. (1) Detaillierte Kenntnisse Uber die Epidemiologie des HKS

dienen zum Vergleich verschiedener Versorgungssysteme und als Grundlage zur Bewertung



neuer Behandlungsstrategien. (2, 46, 47) In westlichen Landern versterben Patient*innen in
den ersten Tagen nach HKS vorwiegend aufgrund anhaltender kardiovaskularer Instabilitat
oder WLST. (48, 49) Dabei ist die PCABI-bedingte WLST nach OHCA in 73 % und nach IHCA
in 27 % der Falle die Todesursache. (4, 5, 49) Ein Hirntod stellt nur in einer Minderheit der
Falle die Todesursache dar (Abb. 1). (48, 50, 51)
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PRSPPI PPN ARARARRARA
RRRRARARAARAA
RRARARARRAAA

\AAAAAAAAL,

\AAAAAAAAL,

\AAAAAAAAL,

e 1900000000
YoVVeveY 1990000000
VOVVVVVIVIVYY 190000010 °0F

@ Conscious (@ Braindeath
Comatose Poor neurological outcome
Neurological improvement ¥ Refractory shock or organ failure

Deaths following withdrawal of treatment /i Favourable neurological outcome
for predicted adverse neurological outcome ~ ® Death

Abbildung 1: Outcome nach Krankenhausaufnahme in Folge eines OHCA
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Ein gutes neurologisches Outcome kann definiert werden mittels der zerebralen
Performanz-Kategorien (cerebral performance categories, CPC): Die Stufen 1 und 2 (keine bis
geringe neurologische Behinderung) von 5 Stufen gelten als gutes neurologisches Outcome.
Dabei wurde eine CPC von 3 (schwerer neurologischer Schaden) bis zum Jahr 2006 als gutes
neurologisches Outcome und seitdem Uberwiegend als schlechtes neurologisches Outcome
gewertet. Als weiteres Tool zur Einschatzung des neurologischen Outcomes wird die
modifizierte Rankin-Skala (mRS) von 0 (keine Symptome) bis 6 (Tod) empfohlen. Die
genannten Tools decken jedoch nicht suffizient kognitive, soziale, emotionale, physische
Probleme, Schmerz und Fatigue ab, welche haufig nach HKS zu einer Einschrankung der

Lebensqualitat fihren. (3, 5)



2.2.3 Pathophysiologie des Herzstillstands

Ein Herzstillstand flihrt zum Sistieren des kardialen Schlagvolumens und zur Unterbrechung
der Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung aller Organe. (4, 35) Die resultierende
Ganzkoérperischamie fihrt zu einem globalen Gewebe- und Organschaden. (52) Aufgrund der
geringen Kapazitat des Gehirns zu anaerobem Stoffwechsel fuhrt der HKS innerhalb von
wenigen Sekunden zum zerebralen Energiemangel. Klinisch aufert sich dies 9-21 Sekunden
nach Beginn des HKS durch Auftreten von Bewusstlosigkeit, nach weniger als 30 Sekunden
zeigt sich ein isoelektrisches Elektroenzephalogramm, kortikal evozierte Potentiale sind

allerdings noch nach mehreren Minuten nachweisbar. (53)

Der HKS stellt den Endpunkt von verschiedenen reversiblen und irreversiblen
Krankheitsbildern dar. Die Atiologie hat dabei Einfluss auf die Pathophysiologie und konsekutiv
auf die Prognose. (54, 55) Respiratorisches Versagen verursacht einen starkeren
Hirnschaden, wahrend bei einem primar kardialen HKS eine starkere kardiale Dysfunktion
resultiert. Bei respiratorischer Ursache entstehen bereits vor dem HKS Abnormalitaten im
zelluldren Metabolismus mit Verbrauch von Energiereserven. (56) Dagegen ist bei plétzlichem,
kardialem HKS das Blut in den Pulmonalvenen, dem linken Herzen und dem arteriellen System
noch oxygeniert und kein pathologischer Metabolismus vorausgehend. (54) Zudem stellt die
Lunge ein Sauerstoff-Reservoir dar. (12) Nach Erreichen eines ROSC bei HKS mit
respiratorischer Ursache kommt es zu einer starkeren Reperfusion, mehr freien Radikalen und
oxidativem Stress. Dadurch entsteht vermutlich ein starker ausgepragter Hirnschaden und

somit eine schlechtere neurologische Prognose. (54, 56)

Pathophysiologische Folgen des HKS entstehen teils erst Stunden nach einem ROSC. Nach
OHCA (57, 58) tritt in bis zu 50 % und nach IHCA in bis zu 71,9 % (59) ein akutes
Lungenversagen (Acute Respiratory Distress Syndrome, ARDS) auf. HKS-assoziierte
Risikofaktoren fir ein ARDS sind u.a. Aspiration, Lungenkontusion durch
Thoraxkompressionen, systemische Inflammation und Reperfusionsverletzung. (60) Die
Schaden an den einzelnen Organen wie bspw. Darm, Lunge und Gehirn beeinflussen sich

zudem gegenseitig negativ. (61)

2.2.4 Therapie

Seit 1974 werden von der American Heart Association (AHA) und seit 1992 vom ERC Leitlinien
mit evidenzbasierten Empfehlungen zur CPR verdéffentlicht. (62) Die Grundlage der CPR bildet
der Basic Life Support (BLS): Nach Feststellen eines HKS und Notruf werden bei
Erwachsenen Thoraxkompressionen (untere Sternumhélfte, 100-120/min, 5-6 cm,

vollstandige Entlastung) und Mund-zu-Mund-Beatmungen (bis zum Heben des Brustkorbs) im



Verhaltnis 30:2 durchgefuhrt. Wenn verfugbar, soll ergdnzend zum BLS frihzeitig ein
automatischer externer Defibrillator (AED) angeschlossen werden, um bei Detektion eines
defibrillierbaren Rhythmus einen Schock abzugeben. (7) Als Alternative zu manuellen
Thoraxkompressionen sind seit Jahren mechanische Reanimationshilfen (mCPR) verflgbar.
Bisherige Studien konnten keinen relevanten Uberlebensvorteil bei der routinemaRigen
Verwendung von mCPR zeigen. (6, 63) In einer Meta-Analyse zeigte sich eine hohere
Inzidenz an Verletzungen durch mCPR ohne signifikanten Unterschied an lebensbedrohlichen
Verletzungen. (64) Die Verwendung von mCPR wird bisher aufgrund des fehlenden
Outcome-relevanten Vorteils nicht routinemafig empfohlen. (6) Weitere Veranderungen der
Thoraxkompressionen wie bspw. eine veranderte Druckposition (unteres Drittel Sternum) oder
die Verwendung von Hilfsmitteln zur aktiven Kompression-Dekompression (active
compression-decompression, ACD) zur Optimierung der Dekompressionsphase konnten in
Studien positive Ergebnisse zeigen, werden aber aufgrund unzureichender Evidenz nicht

standardmafig empfohlen. (6, 7, 65)

Auf den BLS aufbauend werden im Rahmen des Advanced Life Support (ALS) weitere
MafRnahmen wie die manuelle Defibrillation, Intubation und Medikamentengabe erganzt
(Abb. 2). AuRerdem konnen Ultraschall und erweiterte Techniken wie extrakorporale CPR
(eCPR) zum Einsatz kommen. Zudem werden reversible Ursachen therapiert. (6)
Anpassungen des ALS-Algorithmus bei Patientinnen auf der Intensivstation oder im

Operationssaal sind in den Leitlinien aufgefuhrt. (66)
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2.2.5 Beatmung unter Reanimation

Die aktuellen Empfehlungen zur Beatmung wahrend CPR haben ein niedriges Evidenzniveau.
(6) Im Bereich BLS wird eine Mund-zu-Mund-Beatmung Uber 1 Sekunde bis zum Heben des
Brustkorbs empfohlen. Dabei sollen die Thoraxkompressionen nicht langer als 10 Sekunden
unterbrochen werden. Sollte der*die Laienhelfer*in untrainiert in der Beatmung oder nicht in
der Lage sein zu beatmen, sollen nur Thoraxkompressionen durchgefuhrt werden. (7) Im
Rahmen des ALS soll zunachst mit Basis-Atemwegstechniken (z. B. Beatmungsbeutel,
oropharyngealen bis hin zu supraglottischen Atemwegshilfen) gearbeitet werden. Eine
endotracheale Intubation kann von erfahrenen Anwender*innen durchgefuhrt werden. Hierfur
sollten die Thoraxkompressionen nicht langer als 5 Sekunden unterbrochen werden. Der
Intubationserfolg sollte kapnographisch gesichert werden. Sobald eine supraglottische oder
endotracheale Intubation erfolgt ist, wird eine kontinuierliche Beatmung von
10 Atemhiben/min bei durchgehenden Thoraxkompressionen empfohlen. Bei inadaquater
Beatmung (deutliche Leckage) durch eine supraglottische Atemwegshilfe sollen

Thoraxkompressionen und Beatmung im Verhaltnis 30:2 durchgeflihrt werden. (6)

Insgesamt wird in den Leitlinien die Beatmung unter CPR zugunsten qualitativ hochwertiger
Thoraxkompressionen und einer friihen Defibrillation zuriickgestellt. (6, 7) Besonders wahrend
eines hypoxischen HKS spielt die Beatmung aber eine wichtige Rolle. (11, 54) Aktuell wird nur
im Falle der Neugeborenen- oder Kinderreanimation oder fur professionelle Helfer*innen bei

Ertrinkungsunfallen ein Vorgehen mit Priorisierung der Beatmung empfohlen. (68-70)

Tidalvolumen

Im Jahr 1992 empfahlen die Leitlinien von AHA und ERC ein Tidalvolumen (Vi) von
800-1200 ml. (71, 72) In verschiedenen Studien wurden u. a. das erhdhte Risiko einer
Magenuberbldhung bei hohem V: und eine potenziell inadaquate Oxygenierung bei niedrigem
Vidiskutiert. (73-76) In der Folge wurde ein Vi von 5-6 ml pro Kilogramm Kérpergewicht (kgkG)
(ca. 500-600 ml) (77) vom ERC empfohlen, zunachst jedoch als ,Kompromiss® zwischen
divergierenden Empfehlungen und pathophysiologischen Uberlegungen ein Vi von
10 ml/kgKG (700-1000 ml) in die BLS-Leitlinie im Jahr 2000 tbernommen. (9) Im Rahmen des
ALS wurde im Jahr 2000 bei Verflgbarkeit von Sauerstoff eine Reduktion auf 400-600 ml
empfohlen. (78, 79) Seit 2005 wurde auch im BLS ein V; von 6-7 ml/kgkKG empfohlen. (10, 80,
81) In den aktuellen Leitlinien wird kein konkretes Vi, sondern eine Beatmung bis zur Hebung

des Thorax, empfohlen. (6)



Beatmungsfrequenz

Die Empfehlungen zur Beatmungsfrequenz (respiratory rate, RR) unter CPR haben sich bei
fehlender robuster Evidenz in den letzten Jahrzehnten nicht gedndert. Die Leitlinien von AHA
und ERC empfahlen 1992 10-12 Atemhube/min. (71, 72) Aktuelle Leitlinien empfehlen nach
durchgefuhrter Intubation eine RR von 10 Atemhiben/min. (6) Allerdings wird seit Jahren von
Hyperventilationen unter CPR und damit einhergehenden negativen Auswirkungen berichtet.
(82) Es finden sich nach wie vor praklinisch, klinisch, in Simulationen und Umfragen deutliche
Abweichungen der Empfehlungen zur Beatmung mit haufig auftretender Hyperventilation, teils
aber auch Hypoventilation. (83-88) Dagegen zeigten sich in der Sekundaranalyse einer
OHCA-Interventionsstudie Uberwiegend adaquate RR. (89) Zur Reduktion von menschlichen
Einflussfaktoren kdénnen Feedback-Systeme in Simulationstrainings eine Verbesserung

hinsichtlich leitliniengerechter RR und V; zeigen. (90, 91)

Pathophysiologische Uberlegungen zur Beatmung unter Reanimation

Unter CPR kommt es zu einer gegenseitigen Beeinflussung von Beatmung und Blutfluss durch
Thoraxkompressionen. (92) Bei konventioneller CPR wird der vendse Rickstrom zum Herzen
lediglich durch die Thorax-Reexpansion wahrend der Dekompressionsphase verursacht, da
physiologische Faktoren wie die Entspannung des rechten Ventrikels, die Muskelpumpe und
der negative intrathorakale Druck durch die aktive Inspiration fehlen. Uberdruckbeatmung oder
positiver endexspiratorischer Druck (positive endexpiratory pressure, PEEP) erhéhen den
intrathorakalen Druck und vermindern somit potenziell den vendsen Rickstrom. (11) Der
intrathorakale Druck =zeigte sich zudem im Tierexperiment antiproportional zur

Koronarperfusion und zum Uberleben und steigerte den intrazerebralen Druck. (13)

Durch héhere RR, erhdhtes V: und eine reduzierte Exspirationszeit kann in der Theorie ein
Auto-PEEP mit konsekutivem Airtrapping entstehen. (14) Eine Veranderung des Verhaltnisses
von Inspiration zu Exspiration (I:E) zugunsten der Exspirationszeit konnte diesem Problem
entgegenwirken. (93) Unter CPR kdnnen Atelektasen infolge von durch Thoraxkompressionen
verursachter Lungenkontusion und pulmonaler Stauung entstehen. Weiterhin kénnten diese
durch eine ineffektive Beatmung verstarkt werden. (14) Zusatzlich wird das Phdnomen des
Atemwegsverschlusses unter CPR diskutiert. (94) Aufgrund der Lungenvolumenreduktion
durch Thoraxkompressionen kann es besonders bei prolongierter CPR zum Kollabieren der
Atemwege kommen. Die kapnographische Detektion dieses Phanomens und die Einstellung
eines PEEP nahe der Atemwegsverschlussgrenze kénnten daher ein weiterer Aspekt zur

Optimierung der Beatmung unter CPR sein. (95)
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Die Anwendung eines PEEP erhoht den intrathorakalen Druck und konnte dadurch in der
Theorie zu einem geringeren venodsen Ruckfluss fuhren. (11) Andererseits kann die
Verwendung eines PEEP im tierexperimentellen Modell (bis 16 mmHg untersucht) die
Beatmungsdriicke (96) und die Oxygenierung (97) ohne Verschlechterung bzw. sogar mit
Verbesserung des systolischen Blutdrucks optimieren. Dies kénnte u. a. durch einen
verbesserten Blutfluss aufgrund verringerter pulmonalvaskularer Resistance erklart werden.
Eine ideale Beatmungsform sollte somit den vendsen Rickstrom und den Gasaustausch in
ein optimales Verhaltnis bringen und weiterhin einen mdglichst geringen Lungenschaden und

intrakraniellen Druck verursachen. (11)

Neue Beatmungskonzepte

Zur Reduktion potenzieller Schaden durch die Beatmung wurde das Konzept einer passiven
Beatmung, teils mit Oxygenierung, untersucht. (98, 99) Thoraxkompressionen erzeugen
jedoch nur geringe Vi, welche den anatomischen Totraum nicht Ubersteigen. (100) Die
passiven V; kénnen durch einen hoéheren PEEP in der Simulation (101) und im
Schweinemodell (102) gesteigert werden. Insgesamt wird die passive Ventilation aufgrund

inadaquater Decarboxylierung und Hyperkapnie als Folge nicht empfohlen. (11, 103)

Das Konzept der intrathorakalen Druckregulation hat zu verschiedenen innovativen
Beatmungsansatzen gefihrt. (65) Hierzu zahlt eine zu den Thoraxkompressionen
synchronisierte Beatmung (chest compression synchronized ventilation, CCSV). Hierbei soll
jeder Beatmungshub die externe Kompression des Herzens unterstitzen. Zudem wird jede
Beatmung vor Ende der Kompressionsphase gestoppt, um den vendsen Blutriickfluss
wahrend der Dekompressionsphase nicht zu beeintrachtigen. CCSV zeigt im Schweinemodell
verbesserte Outcome-Parameter. (104-106) Ein weiterer Ansatz ist die Integration eines
Impedanzschwellengerats (impedance threshold device, ITD) in den Beatmungskreislauf. Das
ITD generiert einen negativen intrathorakalen Druck unter CPR mit dem Ziel eines
verbesserten venosen Ruckflusses. Dieser Effekt kann durch ACD erhéht werden.
Untersuchungen zu ITD und ACD, teils in Kombination mit erhdhtem Oberkdrper, zeigten

bisher divergierende Ergebnisse. (11)

Die Vorgangerstudie der Dissertationsstudie verglich IPPV (RR 10/min, V: 8-9 ml/kgKG),
passive Beatmung (O2-Flow 10 L/min) und ULTVV (RR 50/min, V;2-3 ml/kgKG) miteinander.
Hierbei zeigte ULTVV eine suffiziente Oxygenierung und Beatmung unter CPR bei gleichzeitig
geringeren Beatmungsdricken und intrathorakalem Druck. Zudem zeigte sich ein geringerer

pulmonaler Shunt und eine geringere zerebrale Zytokinexpression. Wahrend bei der passiven
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Beatmung der arterielle Kohlenstoffdioxidpartialdruck (paCO3) signifikant erhéht war, war dies
bei ULTVV nicht der Fall. Nach ROSC zeigten sich vergleichbare paCO. Werte. (15)

2.2.6 Postreanimationsphase

Direkt mit dem Erreichen eines ROSC beginnt die Postreanimationsphase. Nach dem
ABCDE-Vorgehen sollten Patient*innen wenn mdglich intubiert werden und eine Normoxie
(arterieller Sauerstoffpartialdruck (paO2) 75-100 mmHg (Millimeter Quecksilbersaule),
Normokapnie (paCO2 35-45 mmHg), Normotension (MAD von > 65 mmHG), Normoglykédmie
(140-180 Milligramm pro Deziliter (mg/dL)) und Normovolamie angestrebt werden. (5) Eine
insuffiziente Herstellung physiologischer Verhaltnisse vermindert die Wahrscheinlichkeit eines
guten neurologischen Outcomes. (107) Die genauen Zielwerte sind Bestandteil fortlaufender
Untersuchungen. Bspw. hat CO. einen Einfluss auf den intrazellularen pH, den metabolischen
Energie- und Sauerstoffbedarf und den zerebralen Blutfluss. (108) Ein protektiver Effekt durch

einen héheren paCO: konnte aber nicht gezeigt werden. (109-111)

Dartber hinaus bildet die Behandlung der Ursache des HKS bspw. mittels
Koronarangiographie eine wichtige therapeutische Saule. (5) Therapeutisches
Temperatur-Management (TTM) dagegen steht aufgrund divergierender Ergebnisse in der
Diskussion, wird aber aktuell empfohlen. Zudem gehoért auf der Intensivstation ein
multimodales neurologisches Assessment mit klinischer Untersuchung,
elektrophysiologischen Messungen, Biomarkern und Bildgebung 72h nach HKS zur
Postreanimationsbehandlung. Vor und nach Krankenhausentlassung sollen physische und
nicht-physische Einschrankungen untersucht und eine Rehabilitation angeschlossen werden.
(3,5)

12



2.3 Postreanimationssyndrom

Auf der Basis der von Dr. Viadimir Negovsky 1972 als ,postresuscitation disease”
beschriebenen Pathophysiologie wurde 2008 das pathophysiologische Konzept des
,post-cardiac arrest syndrome* (Postreanimationssyndrom, PCAS) entwickelt. (112, 113)
PCAS tritt nach ROSC aufgrund der vorangegangen Ganzkoérperischamie und nachfolgender

Reperfusion auf. Die vier Kernelemente des Postreanimationssyndroms sind:

1
2
3

4) persistierende, den Herzstillstand auslésende Pathologie

) PCABI

) Post-Reanimations-Myokard-Dysfunktion (post-cardiac arrest myocardial dysfunction)

) systemische Ischamie-/Reperfusionsreaktion

)

Die einzelnen Komponenten gelten dabei als potenziell reversibel, beeinflussen sich negativ
und sind daher Bestandteil von Studien zur Verbesserung des Outcomes nach HKS. Fur den

neurologischen Schaden sind PCABI und die (systemische) Ischamie-/Reperfusionsreaktion

von besonderer Bedeutung.

2.3.1 Nomenklatur des hypoxisch-ischamischen Hirnschadens

Neben dem Ausdruck ,post-cardiac arrest brain injury“ (PCABI) findet sich in der Literatur
vielfach der Ausdruck des hypoxisch-ischamischen Hirnschadens (hypoxic-ischemic brain
injury, HIBI). Zusatzlich finden sich Ausdricke wie “Post-Cardiac Arrest HIBI” (114) bzw.
.post-cardiac arrest hypoxic-ischemic brain injury”’(5) oder “Brain injury after cardiac arrest”
(3). Dabei wird keine klare Definition zur Trennung der Begrifflichkeiten vorgenommen. (21,

115, 116) Im Folgenden soll unterschieden werden zwischen:

HIBI: Hirnschaden, der auf histologischer Ebene festgestellt wird
PCABI: Hirnschaden, der auf Kklinischer Ebene (z.B. klinische Untersuchung,

Neuromonitoring) festgestellt wird

2.3.2 Post-Cardiac-Arrest Brain Injury

PCABI umfasst ein breites klinisches Spektrum von milden Einschrankungen (CPC 2 oder
mRS 1) bis hin zum Hirntod. Die Pathophysiologie des PCABI lasst sich in primaren (kein
Kreislauf: no flow) und sekundaren Schaden (ROSC mit Reperfusion) einteilen und findet
hauptsachlich in Minuten bis Tagen nach dem HKS statt. Die CPR (Minimalkreislauf: low flow)
wird z. T. dem primaren oder sekundaren Schaden zugeordnet. Eine genaue Unterscheidung

scheint aufgrund der vielfaltigen Wechselwirkungen nicht moglich. Das Verstandnis der
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Pathophysiologie, insbesondere des sekundaren Hirnschadens, erdffnet jedoch ein Zeitfenster

fur potenzielle neuroprotektive Therapiestrategien. (3, 4, 18)

Der primare Hirnschaden entsteht, sobald Hypoxie, Ischdmie oder die Kombination
ausgepragt genug sind, um eine Depolarisation der neuronalen Zellmembran zu verursachen.
Dies ist innerhalb von wenigen Minuten nach Beginn des HKS mit resultierendem Sauerstoff-,
Glukose- und Adenosin-Triphosphat-Mangel sowie Verlust des mitochondrialen, inneren
Membranpotentials der Fall. In der Folge werden exzitatorische Neurotransmitter freigesetzt
und fUhren letztendlich zur Induktion des Zelltods. (3, 18) Nach Erreichen eines ROSC I6st die
plétzlich einsetzende Reperfusion ein komplexes Wechselspiel aus verschiedenen
pathophysiologischen Prozessen wie bspw. einer gestorten Calcium-Hamostase mit
resultierender Exzitotoxizitdt und Zelltod sowie einer Aktivierung des Immunsystems mit
folgender Gewebeinflammation aus (sekundarer Hirnschaden). (4, 18) Durch eine konsekutive
mikrovaskulare und endotheliale Dysfunktion, gestorte Autoregulation, oxidativen Stress und
Hirnédem entsteht ein Circulus vitiosus mit neuronalem Zelluntergang als Folge. (4, 18)
Hypotension, Hypo-/Hyperoxie, erhéhter Hirndruck, Krampfanfalle, Hypo-/Hyperglykamie und

Hyperthermie sind Folge sowie teilweise Ursache dieses Schadens. (3, 4, 18)

2.3.3 Pravention, Diagnostik und Therapie des Hirnschadens

Die Reduktion des primaren Hirnschadens lasst sich in erster Linie durch frihzeitige
Wiederherstellung eines spontanen Kreislaufs erreichen. Eine suffiziente CPR begrenzt
zudem den primaren Hirnschaden. Inwieweit diese ausreicht, um einen addquaten zerebralen
Blutfluss zu etablieren, ist unklar. Sandroni et al. geben an, dass unter CPR ca. 25 % des
normalen zerebralen Blutflusses erreicht werden koénnen, jedoch 40-50% fir die
Aufrechterhaltung der neuronalen Integritdt und Vermeidung zusatzlicher Schaden notwendig
seien. (4, 65) Demgegenuber steht das Phanomen des Erwachens wahrend CPR mit
Augendffnen, aktiven Bewegungen oder einfachen (Schmerz)-AuRerungen bei weiterhin
vorliegendem HKS. (117, 118) Zudem gibt es Berichte von Uberleben ohne oder mit geringem
neurologischen Schaden trotz prolongierter (> 20 min) CPR. (119) Unter suffizienter CPR ist

somit ein ausreichender Kreislauf zum Erhalt der neuronalen Integritat grundsatzlich moglich.

Diverse Praventions- und Therapieansatze wurden in den letzten Jahrzehnten experimentell
und klinisch untersucht. Dabei zeigte keine Strategie zur Neuroprotektion Uberzeugende
Resultate, lediglich das TTM wird insgesamt eher positiv bewertet. (3, 16, 17) Bei der
wissenschaftlichen Untersuchung des Outcomes nach HKS sind eine Vielzahl von
Einflussfaktoren zu beachten. (39, 120) In Reviews zu PCABI werden die Grundkondition der

Patient*innen vor HKS und auRere Faktoren nicht explizit diskutiert. (3, 4, 18) Dabei kdnnen
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HKS-assoziierte Faktoren (Lai*innenreanimation, Atiologie, Rhythmus),
Patient*innen-assoziierte Faktoren (Schweregrad der systemischen Inflammation, Versagen
der Autoregulation, fortbestehende zerebrale Ischamie) und Therapie-assoziierte Faktoren
(Thrombolyse, TTM, ECMO) das Ausmal von PCABI beeinflussen. (5, 121) So korrelierten
bspw. ein niedriger Hdmoglobinwert (18), Untergewicht (122, 123) und Diabetes mellitus (124)
mit einem schlechteren Outcome. Experimentell zeigten zudem sozial isolierte Mause ein
schlechteres Outcome. (125, 126) Geringe soziale Kontakte sind direkt assoziiert mit erhdhter
allgemeiner, kardiovaskularer Mortalitat (127) und gute soziale Kontakte sind assoziiert mit
langsamerem kognitiven Abbau. (128) In Wohngebieten (129, 130) und bei Individuen (131)
mit einem  niedrigen  soziobkonomischen  Status zeigen  sich  niedrigere
Lai*innenreanimationsraten und ein schlechteres Outcome nach OHCA. Somit kdnnten
diverse individuelle Faktoren einen Einfluss auf das Outcome haben und mégliche Confounder
in Studien darstellen. (18) Entsprechend einer niederlandischen prospektiven Registerstudie
mit 1.332 Patient*innen ab 70 Jahren bestimmten jedoch CPR-assoziierte Faktoren und nicht
Komorbiditdten das Outcome. (132) Strukturell kdnnte nach Krankenhausentlassung eine
ungenigende Rehabilitation eine Rolle spielen. Bisher ist allerdings nur wenig Evidenz zu
Rehabilitation nach PCABI verfugbar. (3, 5)

Die Erstellung einer frihzeitigen neurologischen Prognose stellt weiterhin eine besondere
Herausforderung dar. Im Rahmen des multimodalen Assessments werden Biomarker im Blut,
welche von verletztem neuronalen Gewebe freigesetzt werden, eingesetzt. Aktuell wird von
den Leitlinien die Bestimmung der neuronenspezifischen Enolase 72h nach ROSC empfohlen.
(5) Als weiterer Biomarker wird u. a. Neurofilament light zur Detektion des Schadens der
weilen Gehirnsubstanz und des Axonschadens diskutiert. In einem aktuellen systematischen
Review mit Uber 10.000 Patient*innen zeigte Neurofilament light die hochste Spezifitat 48 h

nach ROSC zur Vorhersage eines schlechten Outcomes. (133)

2.3.4 Systemische Ischamie/Reperfusions-Reaktion

Im Rahmen des HKS ist die Zufuhr von Sauerstoff und Nahrstoffen sowie der Abtransport von
Metaboliten abrupt gestoppt. Unter CPR wird dies nur geringfligig wiederhergestellt und auch
nach Erreichen eines ROSC besteht haufig weiterhin eine inadaquate Versorgung mit
anaerobem Metabolismus. Dies flhrt zu einer generalisierten Aktivierung von
immunologischen Prozessen sowie der Gerinnungskaskade mit vielen Parallelen zur
Pathophysiologie der Sepsis. (52) Im Rahmen des PCAS wird eine komplexe immunologische
Reaktion ausgeldst, an der u. a. freie Radikale, Lipopolysaccharide, Tumornekrosefaktor
alpha (TNF-a), Interleukine (IL), Leukozytose, das Komplementsystem und T-Lymphozytose

beteiligt sind. (134) Die Unterscheidung zwischen angemessener und pathologischer
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Inflammation und folglich eine Unterscheidung zwischen der Inflammation als Ursache oder

Konsequenz des Schadens ist schwer bis unmoglich. (134, 135)

Zytokine spielen eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese des PCAS. Zytokine sind
kleine, kurzlebige Proteine mit autokriner, parakriner und endokriner Signalfunktion. (136)
Pro-und antiinflammatorische Zytokine stehen normalerweise in einem fragilen
Gleichgewicht. Durch z.B. Sepsis oder HKS wird dieses gestért und ein
Zytokin-Freisetzungs-Syndrom bis hin zum Zytokin-Sturm kann ausgel6st werden. Nach
initialer Freisetzung von IL-1 (137) und TNF-a (138-141) kommt es zu einer sekundaren
Ausschuttung weiterer Zytokine. (138, 142, 143) Die sehr komplexe Dynamik unterscheidet
sich jedoch gerade in der Anfangsphase interindividuell. Dies erschwert den Einsatz von

Zytokin-Messungen zur Prognoseabschatzung oder Entwicklung von Therapieansatzen. (135)

IL-1 beta ist ein Uberwiegend proinflammatorisches Zytokin und hat eine pyretische Wirkung.
(135) IL-1 beta wird im Gehirn hauptsachlich von Mikroglia produziert und spielt eine wichtige
Rolle bei immunologischen und nicht-immunologischen Prozessen im Gehirn. (144) Dabei hat
es konzentrationsabhangig einen Einfluss auf Lernprozesse, Verhalten,
Kortison-Ausschittung und das Auftreten von Fatigue. (144, 145) IL-6 (146) ist ein
proinflammatorisches, pyretisches Zytokin, induziert eine Akute-Phase-Reaktion und wird als
fuhrender Marker im Rahmen der inflammatorischen Pathophysiologie diskutiert. (135, 147)
Zusatzlich hat IL-6 abhangig von dem Rezeptor-Signalweg auch antiinflammatorische
Funktionen (136), erhéht die GefaBpermeabilitat und aktiviert die Gerinnungskaskade. (148)

In Studien korrelierten erhéhte Inflammationsmarker wie IL-6 (138, 149, 150), C-reaktives
Protein (CRP) (149, 151), Procalcitonin (152, 153), Komplement-Aktivatoren-Produkt C3bc
(154), TNF-a (155) oder Leukozyten (156) mit einem schlechten Behandlungsergebnis (Tod
oder schlechtes neurologisches Outcome) nach CPR. Bei Untersuchungen zu mehreren
Inflammationsmarkern in der gleichen Studie zeigten sich heterogene Ergebnisse mit
Angiopoetin-2 (157), cilliarem neurotrophem Faktor (IL-6 Familie) und IL-17 (158) oder IL-6
(138) als Inflammationsmarker mit der starksten Assoziation zu einem schlechten Outcome.
Allerdings war bspw. in einer Studie eine IL-6-Erhdhung mit einer erhdhten Mortalitat, aber
nicht mit dem funktionellen Outcome assoziiert. (138) Im experimentellen Setting des HKS
werden Inflammationsmarker vereinzelt als Surrogat-Parameter zur Antizipation einer
Verbesserung des Outcomes durch eine Intervention genutzt. (15, 159-161) Methodisch zu
unterscheiden ist die Messung der Boten-Ribonukleinsdure (messenger ribonucleid acid,
mRNA)-Expression (Molekularbiologie siehe 3.4) von der Messung des fertig translatierten

Proteins (Immunassay siehe 3.5). Dariber hinaus sollte bei der Beurteilung von
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Inflammationsmarkern bertcksichtigt werden, dass die Art des biologischen Materials bzw.
des Kérperkompartiments Einfluss auf die Konzentration von Inflammationsmarkern hat. (135,
162, 163) Im Liquor zeigte sich in einer kleinen prospektiven Studie eine héhere Sensitivitat
fur die gewahlten IL-6- und IL-8-Grenzwerte im Vergleich zum Serum 48h nach OHCA. (142)
Zudem war nach HKS im Blutplasma eine Erhéhung von TNF-a nur bei 54 % (164) bzw. 36 %

(138) und von IL-1 beta in 31 % (138) der untersuchten Patient*innen nachweisbar.

Die systemische Ischamie- und Reperfusionsreaktion geht neben der systemischen
Inflammation auch mit einer gestérten Gefalregulation einher. Zudem kommt es durch
Ausschuttung von antiinflammatorischen Zytokinen und Aktivierung der
Hypothalamus-Hypophysen-Achse mit Ausschuttung von Kortison (165) zu einer
Immunsuppression mit resultierender erhdhter Infektanfalligkeit. (52, 143) Darlber hinaus
findet ein Crosstalk zwischen den verschiedenen Organen untereinander und dem
Immunsystem statt. (162) In Tiermodellen konnte die Einwanderung von peripheren
Makrophagen in das Gehirngewebe nachgewiesen werden, wobei unklar war, ob die Zellen
die Bluthirnschranke Gberschreiten oder sich an die GefaBwande anlagern. (134, 166, 167) Es
besteht entsprechend einer Multi-Center-Studie eine signifikante Assoziation zwischen

Inflammation und ARDS, welches wiederum mit einer schlechten Prognose assoziiert ist. (57)
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2.4 Histologische Bewertung des neurologischen Schadens

Fir die Bewertung des experimentellen neurologischen Schadens gibt es aktuell keinen
etablierten Goldstandard oder eine breit etablierte Best-Practice-Technik. Bei der Auswahl der
Methodik ist daher hinsichtlich des Umfangs eine Balance zwischen Detektion des relevanten
Schadens (so viele Untersuchungen wie nétig) und der Vermeidung unnétiger Methodik mit
Verbrauch von finanziellen und personellen Ressourcen (so wenig wie moglich) zu suchen.
(168, 169) Die im Folgenden dargestellten Uberlegungen zielen auf die Entwicklung einer
einfach zu etablierenden und durchfiihrbaren Basisdiagnostik ab. Grundlagen hierfur sind
bereits in zwei Publikationen mit dem Autor dieser Dissertation als Co-Autor veroffentlicht bzw.

werden in Kirze veroéffentlicht. (21, 22)

2.41 Hirnregionen zur Bewertung des neurologischen Schadens und anatomische
Besonderheiten
HIBI findet sich beim Menschen primar in Hirnregionen, welche vulnerabel auf
hypoxisch-ischamische Situationen reagieren. Hierzu zahlen HC, Kortex, Zerebellum und
Thalamus. (4, 18, 52) Nach HKS zeigten Verstorbene den schwersten Schaden im HC (170)
und bei Uberlebenden war ein HC-Schaden im MRT mit schlechtem neurologischen Outcome
verbunden. (171, 172) Im Schweinemodell zeigten sich neurologische Veranderungen im
Kortex, Striatum und HC. Im HC war speziell das Cornu ammonis 1 (CA1) betroffen. Die
Lokalisationen im Schweinegehirn sind mit dem genannten humanen Verteilungsmuster
vergleichbar und korrelierten mit dem neurologischen Outcome. (173, 174) Laut einer anderen
Studie am Schweinemodell waren histopathologische HIBI-Veranderungen in CA1, Nucleus
caudatus und Putamen mit schlechteren neurologischen Testergebnissen assoziiert. (175) Ein
besonderes Augenmerk in der Literatur liegt auf dem Sommer-Sektor, ein Bereich, der CA1
und Teile des angrenzenden Subiculums umfasst und als selektiv vulnerabel beschrieben
wurde. (176, 177) Hierzu finden sich jedoch divergierende Ergebnisse. So konnte bspw. in
einer Studie im Schwein keine selektive Vulnerabilitat festgestellt werden. Allerdings wurde
eine mdglicherweise zu kurze Nachbeobachtungszeit (72 h) als Ursache diskutiert. (173) In
einem Rattenmodel mit einer Nachbeobachtungzeit von bis zu einer Woche konnte eine
selektive Vulnerabilitat nicht nachgewiesen werden, der HC war dennoch die am starksten

betroffene Hirnregion. (178)

Anatomische Grundlagen
HIBI-Forschung mit einem translationalen Ansatz sollte sich auf vulnerable Regionen
fokussieren, welche bereits in verschiedenen Spezies identifiziert wurden. Der HC ist Teil des

Archikortex, besteht aus drei Schichten und ist im Temporallappen des Gehirns lokalisiert.
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(179) Der HC lIasst sich in Gyrus Dentatus (DG), CA und Subiculum unterteilen (Abb. 3). Dabei
finden sich im HC verschiedene Zelltypen. In der CA-Region sind Pyramidenzellen und im DG
Koérnerzellen vorhanden. (180) Das CA wiederum lasst sich grundsatzlich in vier Felder
unterteilen. (181) In einer Vergleichsstudie von Ratte, Meerschwein, Kaninchen und Katze
zeigten sich nur geringe Unterschiede im Bereich des HC. CA4 variiert jedoch zwischen
verschiedenen Spezies und war schwer von CA3 zu unterscheiden, insbesondere im
Meerschwein. (182) In Ratten lieR? sich teils kein CA4 abgrenzen und stattdessen wurde eine
Hilarregion, in der CA und DG sich verbinden, beschrieben. (183, 184) Eine von der
Arbeitsgruppe dieses Dissertationsprojekts aktuell erarbeitete anatomische Einordnung der
CA-Regionen zeigt Abb. 3. (22)

CA4

Y

>

Abbildung 3: Ubersichtsaufnahme Hippocampus
Darstellung in HE-Férbung. Eingezeichnet sind die Aufnahmepositionen von Cornu ammonis (CA) 1-4 und Gyrus
dentatus (DG). Das Bild wurde durch Kombination kleinerer Bilder mit Adobe Photoshop Lightroom 6.14 (Adobe

Systems Incorporated) aufgenommen. Mal3stabsbalken = 200 um.

Neben dem HC kann HIBI in verschiedenen Spezies auch im Kortex nach HKS gefunden
werden. Der Kortex von Saugetieren zeigt Unterschiede in Form, GréRe und Neuronenzahl.

(185) Der Schweinekortex ist, wie der menschliche Neokortex, in 6 Schichten unterteilt. (186)
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Pyramidenzellen finden sich in Schicht 2-6. Schicht 1 beinhaltet keine Neurone mit Ausnahme
von wenigen inhibitorischen Neuronen und Gliazellen. (187) HIBI im Schweinekortex kann mit
Ausnahme von Schicht 1 in allen 6 Schichten gefunden werden. Allerdings fanden sich in

Schicht 2, 3 und 5 mehr ischamische Neurone. (173) Abb. 4 zeigt die Aufnahmepositionen.
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Abbildung 4: Ubersichtsaufnahme Kortex
Darstellung in HE-Férbung. Eingezeichnet sind die Aufnahmepositionen von der Kortexkuppe und dem Kortextal.
Die Aufnahmefelder sind jeweils am Ubergang von Kortex-Schicht 1 zu -Schicht 2 ausgerichtet. Das Bild wurde
durch Kombination kleinerer Bilder mit Adobe Photoshop Lightroom 13.0.1 (Adobe Systems Incorporated)

aufgenommen. Mal3stabsbalken = 100 um.

2.4.2 Schnitttechnik

Die verwendete makroskopische Verarbeitung des Gehirngewebes hat einen relevanten
Einfluss auf die Ergebnisqualitat. Nach erfolgter Formalinfixierung ist besondere Sorgfalt bei
der Schnitttechnik nétig. Ein suboptimaler bzw. variabler Schnittwinkel oder Druck auf das
Gewebe wahrend des Schnittprozesses kann einen Einfluss auf die Gewebequalitat und den
auszuwertenden Hirnabschnitt haben. Zur Bestimmung des Schnittwinkels wird teilweise die
Forel-Achse genannt, welche eine virtuelle rostro-occipitale Linie durch das Prosencephalon
ist. Sie entspricht einer Verbindungslinie zwischen Commissura anterior und Commissura
posterior und ist somit nicht von aufen sichtbar. Es wird diskutiert, ob die Mitte oder die obere

bzw. untere Kante der Kommissuren als Schnittpunkt verwendet werden sollte. (188)
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2.5 Tiermodell und ethische Einordnung

Zur experimentellen CPR-Forschung eignen sich verschiedene Tiermodelle. Vereinfacht lasst
sich zwischen Kleintiermodell (insb. Nagetiere wie Maus, Ratte) und GroRtiermodell (meist
Schwein, seltener Hund, Affe) unterscheiden. Aufgrund der vergleichbaren Anatomie und
Physiologie von Saugetieren sind Nagetiere grundsatzlich geeignet, zeigen jedoch
Unterschiede bei bspw. héheren Herzfrequenzen oder spontanem Sinusrhythmus nach
induziertem VF. (189) Der Vorteil des Kleintiermodells liegt in der einfacheren Haltung der
Tiere sowie besseren Kontrolle von Variablen wie Reduzierung von genetischer Variabilitat
oder Modulierung von Vorerkrankungen. Im Grof3tiermodell dagegen sind die anatomischen
GroRenverhaltnisse ahnlicher zum Menschen. Daher z&hlt das Schwein zu den am besten
etablierten Tiermodellen in der CPR-Forschung. Zudem ist im Vergleich zur Maus die
Genexpression im Schwein ahnlicher zu der des Menschen. (190) Auf makroskopischer,
neurologischer Ebene zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen verschiedenen Spezies.
Schweine haben dabei das gréfite Gehirn von allen gangigen Labortieren. (191) Wahrend
Menschen ein gyrenzephales Gehirn (mit Furchen) haben, haben Nagetiere ein
lissenzephales Gehirn (keine Furchen). (192) Schweine haben ein gyrenzephales Gehirn
(193, 194) mit einem kortikal sechsschichtigen Aufbau. (186)

Weltweit wurden 2005 hochgerechnet 115,2 Millionen und 2015 hochgerechnet
192,1 Millionen Tiere fur Forschungszwecke verwendet. (195) In der Européaischen Union zeigt
sich in den letzten Jahren ein abnehmender Trend an Tierversuchen. (196, 197) Weiterhin
hohe Zahlen zu Tierexperimenten rucken Fragen zur Tierethik in den Fokus. Die
Grundsatzfrage lautet dabei, ob Tierversuche nétig fur den medizinischen Fortschritt sind. Die
Mehrheit der Bevolkerung halt den Einsatz von  Tierversuchen  unter
Schaden-Nutzen-Abwagung fiir akzeptabel. (198) Es besteht in der Ethik Gberwiegend ein
Konsens uber das Vorhandensein von moralischen Verpflichtungen des Menschen gegentber
empfindungsfahigen Tieren. Dabei unterscheiden sich die verschiedenen Theorien in der
Begrindung und in der konkreten Ausgestaltung dieser Pflichten. Die Schwierigkeit jeder
dieser Ethiktheorien ist der Vorwurf einer ,ldeologie“, welche nur von einem Teil der
Bevolkerung geteilt wird. Daher hat sich in der Tierforschung das dogmafreie 3R-Prinzip
etabliert. Demnach sollen Tierversuche moglichst vermieden (Replacement), die Zahl der
Tiere reduziert (Reduction) und das Wohlergehen der Tiere gesteigert werden (Refinement).
(199) Das 3R-Prinzip ist mittlerweile in der Wissenschaft breit akzeptiert und gesetzliche
Grundlage der Europaischen Richtlinie zum Schutz der fir wissenschaftliche Zwecke
verwendeten Tiere. (198, 200-202) Fur die Klassifizierung eines Experiments als ,ethisch
akzeptabel“ muss zudem eine fundierte Methodik verwendet werden, welche geeignet ist, die

Fragestellung beantworten zu kénnen. Ein experimentelles Modell dient der Vereinfachung
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der Komplexitat der Realitat. Der Kontrolle von vielen Variablen im experimentellen Modell
steht jedoch ein heterogenes Auftreten dieser Variablen in der klinischen Realitat gegeniber.
(203) Daher sollten positive Effekte im Tiermodell robust, funktionell und klinisch relevant

sowie in verschiedenen Laboren reproduzierbar sein. (202, 204)

Um eine Abwagung zwischen Schaden und Nutzen treffen zu kdnnen, ist eine nahere
Definition dieser Aspekte noétig. Schaden wird dabei Uberwiegend als negativer Einfluss
(tatsachlich oder potenziell) auf das Wohlergehen der Tiere definiert. Dies umfasst negative
Effekte auf die Gesundheit oder das subjektive Erleben (z. B. Schmerz oder Angst). (202) Je
nach Definition wird auch der Tod des Tieres negativ bewertet, da dadurch zukiinftiges
positives Erleben unmdglich wird. (202, 205) Gemaly der europdischen Union wird der
Schweregrad des Verfahrens eingeteilt in ,non-recovery” (ganzlich unter Vollnarkose, keine
Wiederherstellung der Lebensfunktion), gering (kurzfristige, geringe Beeintrachtigung), mittel
(z. B. postoperative Schmerzen und Leiden) oder schwer (z. B. starke oder dauerhaft
mittelstarke postoperative Schmerzen). (200) Schwieriger oder fast unmdglich zu definieren
ist der Nutzen von Forschung. Dies ist besonders im Bereich der Grundlagenforschung der
Fall, da die Unvorhersehbarkeit ein entscheidendes Element von Forschung ist. Daher liegt in

der Schaden-Nutzen-Abwagung aktuell haufig der Fokus auf der Schadensreduzierung. (202)

In Teilbereichen der HKS-Forschung ist zudem in-vitro-Forschung moglich (Replacement).
Bspw. lasst sich auf zellularer Ebene der Schaden durch Reperfusion nach Ischamie
untersuchen und hierdurch mégliche pharmakologische Ansatzpunkte identifizieren. (206,
207) Nicht-pharmakologische Interventionen mit Einfluss auf ganze Organsysteme (z. B.
Beatmung) lassen sich jedoch weiterhin nur in vivo untersuchen, da Alternativen wie
technische Modelle, Organmodelle oder Computersimulation bisher fir die CPR-Forschung

nicht etabliert sind.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialliste

3.1.1  Geréateliste
Tabelle 1: Laborgeréte

Produkttyp

Produktbezeichnung

Firma

Firmensitz

Beatmungsgerat

Engstréom Carestation

General Electrics

Frankfurt a.M.,
Deutschland (D)

Bildschirm Fiberoptik aView Ambu GmbH Bad Nauheim, D
Blutgasanalyse BGA ABL 90 Flex Radiometer Krefeld, D
Defibrillator Corpuls C3 GS Kaufering, D
Elektromedizinische
Gerate G. Stemple
Druckiiberwachung LogiCal Smiths Medical Grasbrunn, D
GmbH
Fiberoptik aScope 4 Broncho Regular Ambu GmbH Bad Nauheim, D
HZV-Messung PiCCO 2 PULSION Medical Pulsion Medical
Systems SE Systems SE,

Feldkirchen, D

Infusomat Volumed 5000 Diabolo Fresenius Kabi AG Bad Homburg, D
Laryngoskopgriff Laryngoskopgriff Medicon eG Tuttlingen, D
Laryngoskopspatel Stainless Macintosh-Spatel Risch+Welsh Allyn  Sulzbach, D
Intraarterielle O»- NeoFox-GT Ocean Insight Largo, US
Messung
MIGET-MMIMS Oscilogy LCC Oscilogy Folsom P.A., United
System States of America (US)
Mikroskop CX 43RF Olympus Tokyo, Japan
Corporation
Mikroskop Kamera SC50 Olympus Tokyo, Japan
Corporation
Perfusor Perfusor fm B. Braun Melsungen Melsungen, D
AG
Pipette 100-1000 pl Eppendorf AG Hamburg, D
Pulsoximetrie Masimo Radical 7 Masimo Corporation Irvine, US
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Reanimationsgerat

Corpuls CPR

GS Kaufering, D

Elektromedizinische

Gerate G. Stemple

Reanimationsgerat

LUCAS 2

Physio-Control

Redmond, US

Uberwachungsmonitor

S5

Datex Ohmeda
GmbH

Duisburg, D

Ultraschall

Micro Maxx Ultrsound System

Fujifilm Sonosite

Bothell, US

Ultraschall-Kopf

MicroMaxx HFL38/13-6 MHz

Fujifilm Sonosite

Bothell, US

Warmesystem Warmtouch Patient Warming Medtronic Minneapolis, US
System
Wobbelgenerator Model 8202 Voltcraft Hirschau, D
Zentrifuge EBA 3S Andreas Hettich Tuttlingen, D
GmbG & Co.KG
NIRS Invos 5100C Oximeter Medtronic Minneapolis, US
cerebral/somatic
3.1.2 Verbrauchsmaterial
Tabelle 2: Verbrauchsmaterial
Produkttyp Produktbezeichnung Firma Firmensitz
3-Wege-Hahn BD Luer connecta Becton Dickinson Franklin Lakes, US

Aufziehkantle

BD Microlance 3 20G

Becton Dickinson

Franklin Lakes, US

Beatmungsbeutel

SPUR I

Ambu GmbH

Bad Nauheim, D

Beatmungsmaske

feline/canine small anesthesia

mask

Midmark

Dayton, US

Blutentnahmerohrchen

Monovette Serum Gel/Li-Hep-

Gel/EDTA-K/Luer-Lock-Adapter

Sarstedt AG & Co. KG

Numbrecht, D

Defibrillationselektroden

Corpatch Easy

GS Elektromedizinische

Gerate G. Stemple

Kaufering, D

Desinfektionsmittel

Octeniderm farblos

Schiilke & Mayr GmbH

Norderstedt, D

DNA-Spray bei

Organentnahme

RNaseZap-Spray

Thermo Fisher Scientific

Waltham, US

EDTA (MIGET)

CAS-Nr. 139-33-3

Merck KGaA

Darmstadt, D

Einbettkassette

Gewebe-Einbettkassette

Universal

Kabe Labortechnik
GmbH

NUmbrecht-
Elsenroth, D
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Gefallschleuse

Radifocus Introducer Schleuse
Fr. 5/6/7/8, 10cm

Terumo International

Systems

Shibuya, Japan

Gefallschleuse

Percutanous sheath introducer
set 8,5/9 Fr

Arrow International

Cleveland, US

Glasspritze (MIGET)

Dissolved Gas Analysis 5 mlin
1/5 ml, Lock Tip

Cadence Science Inc.

Cranston, US

Infusionsbesteck Infusionsset Codan Medizinische Lensahn, D
Geréate

Magensonde Salem Sump PVC Medtronic Minneapolis, US

NIRS Sensor INVOS Cerebral/Somatic Medtronic Minneapolis, US

Oximetry Adult Sensor

Perfusorleitung

Injectomat line 150cm

Fresenius Kabi

Bad Homburg, D

Perfusorspritze

Original-Perfusor-Spritze 50 ml

B. Braun Melsungen AG

Melsungen, D

PiCCO Monitor System

Picco Monitoring Kit

Pulsion Medical Systems

Minchen, D

Pipettenspitze

Quality Pipette Tips

Sarstedt AG & Co. KG

Numbrecht, D

Pulmonaliskatheter

PA Katheter Swan Ganz 7,5 Fr
110 cm

Edwards Lifesciences

Corporation

Irvine, US

Punktionskanule

Seldinger Nadel mit Fixierfligel

Smiths Medical

Deutschland

Grasbrunn, D

Sekretbeutel Sekretbeutel mit NRV ASID BONZ GmbH Herrenberg, D
Spritzen BD Discardit 11 1, 2, 5, 10, 20 ml  Becton Dickinson Franklin Lakes, US
Stimulationskatheter VascoStim B 2/5F Vascomed Binzen, D
Thermodilutionskatheter PIiCCO Katheter 5F Pulsion Medical Systems Mdinchen, D
Tubus Rusch sterile endotracheal tube  Wirutec Rusch Sulzbach, D

7.0/7.5

Venenverweilkanule

Vasofix Safety 22G-16G

B. Braun Melsungen AG

Melsungen, D

ZVK-Lege-Set ZVK-Lege-Set, Version 5 Wagner Kliniksbedarf Remscheid, D
3.1.3 Medikamente
Tabelle 3: Medikamente und MIGET-Reagenzien
Wirkstoff Handelsnhame Firma Firmensitz
Amiodaron HCL Amiodaron HCL Hikma Pharma GmbH Martinsried, D
150 mg/ml
Atracuriumbesilat Atracurium 50 mg/5 ml Hikma Pharma GmbH Martinsried, D
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Arginin-Vasopressin

Pitressin Injection 20
I.LE./ml

Pfizer Inc.

New York City,
us

Azaperon

Stresnil 80 mg

Lilly Deutschland GmbH,
Abteilung Elanco Animal
Health

Bad Homburg, D

Azeton (MIGET)

CAS-Nr. 67-64-1

Merck KGaA

Darmstadt, D

Desfluran (MIGET)

CAS-Nr. 57041-67-5

Baxter Deutschland
GmbH

Unterschleiflheim,
D

Diethylether (MIGET)

CAS-Nr. 60-29-7

Merck KGaA

Darmstadt, D

Enfluran (MIGET)

CAS-Nr. 139-33-3

Merck KGaA

Darmstadt, D

Epinephrin Suprarenin 1 mg/ml, Sanofi-Aventis GmbH Frankfurt a.M., D
25 ml
Durchstechflasche
Fentaylcitrat Fentanyl 0,05 mg/mi Janssen-Cilag GmbH Neuss, D
Formalinaldehydldsung Roti-Histofix 4 % Carl Roth GmbH + Co. Karlsruhe, D

4 %

KG

Glukose 5 % & 40 %

Glukose 5 % & 40 %

B.Braun Melsungen AG

Melsungen, D

Heparin-Natrium

Heparin-Natrium
250001E/5 ml

Ratiopharm GmbH

Ulm, D

Kaliumchlorid

1 M Kaliumchlorid
Lésung 7,46 % 20 mi

B.Braun Melsungen AG

Melsungen, D

Ketaminhydrochlorid Ketamin 50 mg Hameln Pharmaceuticals Hameln, D
GmbH

Krypton 4.7 (MIGET) CAS-Nr. 7439-90-0 Westfalen AG Munster, D

Midazolamhydrochlorid Midazolam 10 mg Hameln Pharmaceuticals Hameln, D

GmbH

Natriumchlorid

NaCl 0,9 %

B.Braun Melsungen AG

Melsungen, D

Norepinephrin

Arterenol 5 mg/50 ml

Sanofi-Aventis GmbH

Frankfurt a.M., D

Propofol

Propofol 2 % 20 mg/ml

Fresenius Kabi
Deutschland GmbH

Bad Homburg, D
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Schwefelhexafluorid 3.0 CAS-Nr. 2551-62-4 Messer Group GmbH Sulzbach/Taunus,
(MIGET) D

Sterofundin Sterofundin 1/1 E ISO B.Braun Melsungen AG ~ Melsungen, D
1000 ml

3.1.4 Gerate Neuropathologie
Tabelle 4: Neuropathologische Aufarbeitung

Produkttyp Produktbezeichnung Firma Firmensitz
Automatisches Mikrotom HM 355S Expredia Essendonk, NLD
Dako Bluingpuffer Code Nr. CS702 Aglient Santa Clara, US
Dako Cover Glass
24 x 50 mm Code Nr. CS704 Aglient Santa Clara, US
Dako Eosin Code Nr. CS 701 Aglient Santa Clara, US
Dako Hamatoxylin Code Nr. CS700 Aglient Santa Clara, US
Eindeckmittel CAS Nr. 1330-20-7 Expredia Kalamazoo, US
SAV Liquid Production Flintsbach am
Ethanol 70/80/96/100 % CAS Nr. 64-17-5 GmbH Inn, D
Histologie-Wasserbad HI 1210 Leica Barrington, US
Sakura Finetek Europe
Paraffin-Arbeitsplatz Tissue-Tek TEC 5 B.V. Alphen, NLD
Trockenschrank Heraeus UT6 Thermo Fisher Scientific Waltham, US
Vakuuminfiltrationsprozessor Tissue-Tek VIP 6 Sakura Finetek Europe  Alphen, NLD
B.V.

3.1.5 Gerate Molekularbiologie und Immunassay

Tabelle 5: Geréte fiir Molekularbiologie und Immunassay

Produkttyp Produktbezeichnung Firma Firmensitz

Mikroplattenleser MRX TC Il Dynex Technologies Chantilly, US

Mikroplattenschittler Unimax 2010 Heidolph Schwabach, D
Roche Diagnostics

PCR-Analysesystem Light Cycler 480 GmbH Mannheim, D

Reagenzglasschuttler REAX Control Heidolph Schwabach, D

Schwingmihle MM 300 Retsch GmbH & Co. KG  Haan, D

27



Spektrophotometer NanoVue General Electrics Frankfurt a.M., D

Zentrifuge Centrifuge 5804 R Eppendorf AG Hamburg, D
VWR International

Zentrifuge VWR Micro Star 17R GmbH Darmstadt, D

3.1.6 Verbrauchsmaterial Molekularbiologie

Tabelle 6: Verbrauchsmaterial fiir Molekularbiologie

Arbeitsschritt Produktbezeichnung Firma Firmensitz

RNA Extraktion 70 % Ethanol
Buffer RPE Wash

RNA Extraktion buffer Qiagen GmbH Hilden, D
Buffer RWT Wash

RNA Extraktion buffer Qiagen GmbH Hilden, D

RNA Extraktion Chloroform
Collection Tubes (1,5

RNA Extraktion ml; 2 ml) Qiagen GmbH Hilden, D
gDNA Eliminator

RNA Extraktion Solution Qiagen GmbH Hilden, D

RNA Extraktion Metallkugel

RNA Extraktion QIlAzol Lysis Reagent Qiagen GmbH Maryland, US

RNA Extraktion RNase-freies Wasser Qiagen GmbH Hilden, D
Rneasy Mini Spin

RNA Extraktion Column Qiagen GmbH Hilden, D
Sterile, Rnase-freie

RNA Extraktion Pipetten Spitzen

RNA Extraktion Trockeneis

Erstellung cDNA

Datenbank gDNA Wipeout Buffer Qiagen GmbH Hilden, D

Erstellung cDNA Quantiscript Reverse

Datenbank Transcriptase Qiagen GmbH Hilden, D

Erstellung cDNA

Datenbank Quantiscript RT Buffer ~ Qiagen GmbH Hilden, D

Erstellung cDNA

Datenbank RNase-freies Wassser  Qiagen GmbH Hilden, D
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Erstellung cDNA

Datenbank RT Primer Mix Qiagen GmbH Hilden, D
ABsolute Blue QPCR Thermo Fisher
Quantifizierung qt-PCR Mix, SYBR Green Scientific Waltham, US
Thermo Fisher
Quantifizierung qt-PCR MgCI2 Scientific Waltham, US
Quantifizierung qt-PCR Primer Eurofins Genomics Ebersberg, D

Thermo Fisher

Quantifizierung qt-PCR ROX Reference Dye Scientific Waltham, US
3.1.7 Verbrauchsmaterial Immunassay
Tabelle 7: Verbrauchsmaterial fiir Inmunassay

Arbeitsschritt Produktbezeichnung Firma Firmensitz

Immunassay Diluted Wash Buffer R&D Systems, INC. Minneapolis, US

Immunassay Stop Solution R&D Systems, INC. Minneapolis, US

Immunassay Calibrator Diluent RD5T R&D Systems, INC. Minneapolis, US
Calibrator Diluent RD6-

Immunassay 32 R&D Systems, INC. Minneapolis, US

Immunassay Assay Diluent RD1-63  R&D Systems, INC. Minneapolis, US

Immunassay Conjugate R&D Systems, INC. Minneapolis, US
Unmixed Color

Immunassay Reagent A R&D Systems, INC. Minneapolis, US
Unmixed Color

Immunassay Reagent B R&D Systems, INC. Minneapolis, US
Porcine IL-6 Standard

Immunassay (2500 pg/ml) R&D Systems, INC. Minneapolis, US

Immunassay Porcin IL-6 Control R&D Systems, INC. Minneapolis, US
Porcine TNF-a

Immunassay Standard (1500 pg/ml)  R&D Systems, INC. Minneapolis, US

Immunassay Porcine TNF-a Control  R&D Systems, INC. Minneapolis, US

Immunassay Microplate Wells R&D Systems, INC. Minneapolis, US
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3.1.8 Software
Tabelle 8: Software

Produkttyp Softwarebezeichnung Firma Firmensitz
Biologische Bildanalyse Fiji 2.3.0 Image J (NIH) Bethesda, US
Herkunftssicherungs- und hi-tier.de Bayerisches Munchen, D
Informationssystem fur Tiere Staatsministerium

Ernahrung, Landwirtschaft

und Forsten
Bildbearbeitungssoftware Photoshop  Lightroom Adobe Systems San José, US

6.14 und 13.0.1 Incorporated
Literaturverwaltungsprogramm EndNote 20 Clarivate Philadelphia,
us

MIGET-Software MIMIS control software Oscillogy LLC Folsom, US

(mod. Version 1.02)

Mikroskop Bildsoftware

cellSens Entry 2.1

Olympus Corporation

Tokyo, Japan

Sauerstoffpartialdruckdokumentat NeoFox Viewer Ocean Insight Largo, US
ion
Statistikprogramm R4.3.2 R-Foundation Wien,
Osterreich
Statistikprogramm SPSS Statistics 27.0.1  IBM Armonk, US
Tabellenkalkulationsprogramm Excel Microsoft Corporation Remond, US
Textbearbeitungsprogramm Word Microsoft Corporation Remond, US
Vitalparameterdokumentation LabChart ADInstruments Dunedin,
Neuseeland
Vitalparameterdokumentation S/5 Collect Datex-Ohmeda GmbH Duisburg, D
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3.2 Versuchsdurchfuhrung

Alle Versuche wurden im Labor fur Experimentelle Intensivmedizin der Klinik far
Anasthesiologie (Klinikleitung: Univ.-Prof. Dr. C. Werner, Laborleitung: PD Dr. R. Rimmler,
PD Dr. A. Ziebart, zuvor Prof. Dr. E. Hartmann) im Gebaude 911 der Universitatsmedizin der

Johannes Gutenberg-Universitat Mainz durchgefuhrt.

3.2.1  Versuchstiere

Das Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz genehmigte die Versuche unter der
Tierversuchsnummer G 16-1-042. Die Fallzahlplanung erfolgte empirisch auf der Basis der
Vorgangerstudie. Als Versuchstiere wurden 72 deutsche Landrassenschweine (sus scrofa
domestica) von einem lokalen Zuchter (Lindenhof Eisenmenger) verwendet. Es handelte sich
um 62 mannliche und 9 weibliche Tiere, bei einem Tier war das Geschlecht nicht dokumentiert.
Die fur die neuropathologische Auswertung verwendeten Tiere waren mannlich mit Ausnahme
von Tier 55 (IPPV 4) und Tier 56 (Sham). Die Tiere waren 12-16 Wochen alt und hatten ein
Gewicht von 26-37 kg.

3.2.2 Tiervorbereitung

Im Folgenden soll die Vorbereitung des Tieres vor dem Ausldsen eines Kammerflimmerns
(ventricular fibrillation, VF) beschrieben werden, welche in der Arbeitsgruppe des Verfassers
bereits etabliert ist. (21, 208, 209) Nach intramuskularer Injektion von 10 mg Midazolam
(Hameln Pharmaceuticals GmbH  Hameln, Deutschland (D)), 50 mg Ketamin (Hameln
Pharmaceuticals GmbH Hameln, D) und 80 mg Azaperon (Lilly Deutschland GmbH Bad
Homburg, D) zur Sedierung und Stressabschirmung der Tiere erfolgte der Transport durch
den Zichter am Morgen des jeweiligen Versuchstages in das Labor. Dort angekommen
erfolgte die Anlage einer peripheren Venenverweilkanile (B. Braun Melsungen AG
Melsungen, D) am Ohr des Tieres. Uber diese wurde die Narkose mit 4 pg/kgKG
(Mikrogramm/Kilogramm Kérpergewicht) Fentanyl (Janssen-Cilag GmbH Neuss, D),
4 mg/kgKG Propofol (Fresenius Kabi Deutschland GmbH Bad Homburg, D) und
0,5 mg/kgKG Atracurium (Hikma Pharma GmbH Martinsried, D) eingeleitet. Die Uberwachung
wurde mittels Pulsoxymetrie (Masimo Radical 7, Masimo Corporation Irvine, US) und
Uberwachungsmonitor (S5 mit S/5 Collect Software, Datex Ohmeda GmbH Duisburg, D)
sichergestellt. Das Tier wurde zunachst Uber 2-3 Minuten mittels Beatmungsmaske mit einer
inspiratorischen Sauerstofffraktion (fraction of inspired oxygen, FiO.) von 1,0 einer RR von
30/min, einem PEEP von 5 mmHg, einem |:E von 1:2, einem Spitzendruck (pressure
maximum, PMax) von 40 mmHg und einem V; von 6-8 ml/kgKG mittels Beatmungsgerat

(Engstrom Carestation, General Electrics Frankfurt a.M., D) praoxygeniert. Im Anschluss
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wurde das Tier konventionell mit Laryngoskop oder mit Hilfe einer Fiberoptik (aScope 4
Broncho Regular, Ambu GmbH Bad Nauheim, D) endotracheal intubiert. (210) Der
Intubationserfolg wurde mittels Auskultation und Kapnographie sichergestellt und die FiO, auf
0,4 reduziert. Die RR wurde anhand des endexspiratorisch gemessenen Kohlenstoffdioxid
(etCO,) mit einem Zielwert von 35-45 mmHg angepasst. Uber die Venenverweilkaniile am Ohr
wurde eine kontinuierliche Narkose mittels zwei Perfusoren (Perfusor fm, B. Braun Melsungen

AG Melsungen, D) appliziert. Hierfur wurden Propofol in 2%-L&sung und Fentanyl verwendet.

Nach Anlage einer peripheren Venenverweilkanlle in die Vena epigastrica caudalis

superficialis wurde die Narkose Uber diese weiter verabreicht. Eine Sterofundininfusion

(5 ml/kgKG; B.Braun Melsungen AG Melsungen, D) wurde vor Intervention mit 150 ml/h

infundiert und zusatzlich ein Sterofundinbolus (30 mI/kgKG) verabreicht. Ultraschallgesteuert

(Micro Maxx Ultrsound System mit MicroMaxx HFL38/13-6 MHz Fuijifilm Sonosite Bothell, US)

wurden sterile Katheter in Seldingertechnik in die Femoralisgefal3e platziert:

Arteria femoralis links: 5 French Schleuse (Radifocus Introducer Schleuse Fr. 5/6/7/8,
10 cm Terumo International Systems Shibuya, Japan) und
arterielle Blutdruckmessung, Temperatursonde PiCCO-System
(Pulse Contour Cardiac Output; Picco Monitoring Kit,
Pulsion Medical Systems Munchen, D)

Vena femoralis links: 7 French Schleuse und Swan-Ganz-Katheter (Pulmonalarterien
(PA)-Katheter; PA-Katheter Swan Ganz 7,5 Fr 110 cm,
Edwards Lifesciences Corporation Irvine, US) mit Messung
des zentralvendésen Drucks (ZVD) und PiCCO-System
(Injektionstemperaturmessung)

Arteria femoralis rechts: 5 French Schleuse und intravasale O-Partialdruckmessung
Flourometer (NeoFox-GT Ocean Insight Largo, US)

Vena femoralis rechts: 8-9 French Schleuse (Percutanous sheath introducer set 8,5/9
Fr Arrow International Cleveland, US) und Stimulationskatheter
(VascoStim B 2/5F, Vascomed Binzen, D)

Das PiCCO-System dient dem erweiterten hdmodynamischen Monitoring. Es kombiniert
transkardiopulmonale Thermodilution und Pulskonturenanalyse. Zunachst wird ein 10 ml
Bolus einer auf 4 Grad Celsius (°C) gekuhlten 0,9 % Kochsalzlésung (B.Braun Melsungen AG
Melsungen, D) uber die am zentralvendsen Katheter konnektierte Injektionskomponente
injiziert. Die Temperaturveranderung uber die Zeit wird Uber die arterielle Sonde detektiert.
Der Vorgang wird zur Bildung eines Mittelwerts dreimal wiederholt. Hierdurch wird die Sonde

fur die Kkontinuierliche Pulskonturenanalyse kalibriert und zum Messzeitpunkt das
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Herzzeitvolumen (HZV), das extrazellulare Lungenwasser und der globale enddiastolische

Volumenindex bestimmt. (211)

Ein PA-Katheter dient ebenfalls dem erweiterten hamodynamischen Monitoring. Der Katheter
wird vends zum Herzen vorgeschoben und durch das rechte Herz bis in die Arteria pulmonalis
eingeschwemmt. Hierdurch kann u. a. der pulmonal arterielle Druck am distalen Ende des
Katheters oder der ZVD am proximalen Ende gemessen werden. Weiterhin kann Uber
Blutentnahmen die zentralvendse Sattigung bestimmt werden. (212, 213) Der PA-Katheter
wurde monitorgestitzt in die Arteria pulmonalis oder alternativ (bei fehlendem Erfolg der
Platzierung in der Arteria pulmonalis) in den rechten Ventrikel vorgeschoben, um bei den

folgenden Messungen gemischt-vendses Blut entnehmen zu kénnen.

Die intravasale O.-Partialdruckmessung erfolgte mittels Fluorometer. Unter Verwendung von
LED-Licht und Photodioden-Detektion kann dabei der O,-Partialdruck in Echtzeit gemessen
werden. (214)

Die zerebrale Sauerstoffsattigung wurde kontinuierlich mittels Nahinfrarot-Spektroskopie
(NIRS; Invos 5100C Oximeter cerebral/somatic Medtronic Minneapolis, US) gemessen. Nach
Rasur wurden die Nahinfrarot-Licht-Elektroden (INVOS Cerebral/Somatic Oximetry Adult
Sensor, Medtronic Minneapolis, US) auf dem frontalen Schadel platziert. NIRS wird zur
nicht-invasiven Messung der zerebralen, regionalen Sauerstoffsattigung eingesetzt. NIRS
beruht dabei wie die Messung der peripheren Sauerstoffsattigung auf dem photometrischen
Prinzip, bendétigt allerdings keinen pulsatilen Blutfluss. Somit eignet es sich auch zum Einsatz
unter CPR. Im Wellenlangenbereich von 700 bis 1300 Nanometer (nm) kénnen Lichtstrahlen
effektiv durch biologisches Material transmittiert werden. (215) Der Anteil des vendsen
Blutvolumens am zerebralen Blutvolumen wird mit 70-80 % angegeben, sodass NIRS
hauptsachlich venoses Blut erfasst (Abb. 5). (216)

Die Defibrillations-Elektroden (Corpatch Easy GS, Elektromedizinische Gerate G. Stemple
Kaufering, D) wurden nach einer Rasur in anterior-posterior Position geklebt. Zur besseren
Fixierung des Tiers unterhalb des Druckstempels des mCPR (LUCAS 2 Physio-Control
Redmond, US) wurde das Tier in einer Vakuummatratze in Rickenlage immobilisiert. Zur
Erhéhung der Vergleichbarkeit der Ausgangssituation wurde ein Rekrutierungs-Mandver der
Lunge durchgefiihrt. Hierzu wurde der PEEP fiir 30 Sekunden auf 15 mmHg erhéht und dann
tber 30 Sekunden schrittweise auf 5 mmHg reduziert. Eine durchgangige Uberwachung war
mittels Pulsoxymetrie, Kapnographie, invasivem Monitoring und NIRS gewahrleistet. Zudem

erfolgte eine kontinuierliche Temperaturiberwachung mittels der Temperatursonde des
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PiCCO-Systems. Bei Abfall der Korpertemperatur unter 37 °C wurde das Tier mittels
Warmedecke gewarmt.

Transmitter

D
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Abbildung 5: Darstellung der NIRS-Ableitung

(A) Elektrodenpositionierung beim Menschen (B) Signalableitungen beider Hemisphéren (C) Das Signal des
proximalen Rezeptors wird von dem des distalen subtrahiert. Somit werden lediglich Informationen tieferer
Hirnareale dargestellt. (D) Displays: Grol3e Zahlen stellen die aktuelle zerebrale Sauerstoffsattigung dar, kleine

Zahlen die zu Beginn festgehaltene Baseline-Messung jeweils fiir die rechte (R) und linke (L) Hemisphére. (217)

In Abb. 6 ist der Versuchsablauf als Ubersicht dargestellt. Die Tiere wurden randomisiert einer
der 5 Gruppen zugeordnet: IPPV 4 (10 Tiere), IPPV 8 (14 Tiere), ULTVV 4 (11 Tiere), ULTVV
8 (11 Tiere), Sham (5 Tiere).

IPPV 4: 4 Minuten No-Flow-Time, dann IPPV
IPPV 8: 8 Minuten No-Flow-Time, dann IPPV
ULTVV 4: 4 Minuten No-Flow-Time, dann ULTVV
ULTVV 8: 8 Minuten No-Flow-Time, dann ULTVV
Sham: Kontrollgruppe ohne Intervention
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intramuskulare Sedierung des Versuchstiers und Transport

!

Versuchsvorbereitung: Narkose, Intubation, Monitoring, Randomisierung

1 BLH
Reanimationsversuch: Auslésung VF mittels Stimulationskatheter
4 min NoFlow 8 min NoFlow
‘ 8 min BLS i ‘ 8 min BLS l
IPPV 4: ULTVV 4: IPPV 8: ULTVV 8: CPR1
- Thoraxkompressionen - Thoraxkompressionen - Thoraxkompressionen - Thoraxkompressionen (:th
- Tidalvolumen: 8-10 ml/kg - Tidalvolumen: 2-3 ml/kg - Tidalvolumen: 8-10 ml/kg - Tidalvolumen: 2-3 ml/kg min
- Frequenz: 10/min - Frequenz: 50/min - Frequenz: 10/min - Frequenz: 50/min BLS)
L | 1 | |
ALS mit Defibrillation und Medikamentengabe
1. Defibrillation -> Suprarenin, Vasopressin
2. Defibrillation
3. Defibrillation -> Suprarenin, Vasopressin, Amiodaron
4. Defibrillation CPR 2
I (nach 4.
5. Defibrillation Schock)
6. Defibrillation -> Suprarenin, Vasopressin, Amiodaron
7. Defibrillation
8. Defibrillation
9. Defibrillation -> Suprarenin, Vasopressin
10. Defibrillation
l Sobald ROSC erreicht TO
Kein ROSC 1
Uberwachung fiir ca. 20 Stunden T1-12
Versuchsende Organentnahme

Abbildung 6: Ubersicht Versuchsablauf
3.2.3 Reanimationsversuch

Vor Beginn der Intervention wurde das Tier erneut mit 0,8 mg/kgKG Atracurium relaxiert. Uber

die GefalRschleuse in der rechten Arteria femoralis wurde ein Stimulationskatheter intravasal
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platziert und unter Abgabe von Wechselstrom mit ca. 100 Hertz bis zum rechten Vorhof
vorgeschoben. Bei Einsetzen des provozierten VF wurde die Beatmung getrennt und es folgte
je nach Versuchsgruppe eine vier- bzw. achtminutige No-Flow-Zeit ohne jegliche Manipulation
am Tier (keine Beatmung, keine Thoraxkompression, keine Medikamentengabe).
AnschlieRend wurde mit der CPR gemal Leitlinien des ERC 2015 (63) begonnen. Zunachst
wurde ein achtminltiger BLS mit Thoraxkompressionen und Beatmung durchgefuhrt. Die
Thoraxkompressionen wurden automatisiert und kontinuierlich durch die mCPR mit einer
Frequenz von 100 + 2 Kompressionen/min und einer Tiefe von 40 bis 53 mm durchgefihrt.
Die maschinelle Beatmung erfolgte mit einem PMax von 40mmHg, einem FiO. von 1,0 und

einem |:E von 1:1. Je nach Versuchsgruppe wurden aulRerdem folgende Parameter gewahlt:

IPPV: Vi von 8-10 mi’kgKG, RR von 10/min
ULTVV: Vi von 2-3 ml/kgKG, RR von 50/min

Nach achtminutiger BLS-Phase wurden die MaRnahmen gemal ALS erweitert. In einem
zweiminutigen Intervall erfolgten Rhythmusanalyse und bei VF oder pulsloser ventrikularer
Tachykardie eine Schockabgabe mit 200 Joule (Corpuls C3, GS Elektromedizinische Gerate
G. Stemple Kaufering, D). Nach der ersten, dritten, sechsten und neunten Defibrillation wurden
je 10 pg/lkgkG (1 mg) Epinephrin (Suprarenin 1 mg/ml, Sanofi-Aventis GmbH
Frankfurt a.M., D) und 15 Internationale Einheiten (IE) Vasopressin (Pitressin Injection
20 I.E./ml, Pfizer Inc. New York City, US) appliziert. Nach der dritten und sechsten Defibrillation
wurden je 5 mg/kgKG (150 mg) Amiodaron (Amiodaron HCL 150 mg/ml Hikma Pharma GmbH
Martinsried, D) appliziert. Bei Erreichen eines ROSC wurden die CPR-MalRnahmen beendet
und der Zeitpunkt des ROSC festgelegt. Wurde nach zehn Defibrillationen kein ROSC erreicht,

galt der Versuch als beendet und das Tier wurde aus der Studie ausgeschlossen.

3.2.4 Uberwachungsphase

Mit Erreichen des ROSC begann die ca. 20-stiindige Uberwachungsphase. Die Beatmung
wurde auf die Einstellungen vor CPR geandert. PEEP und FiO, wurden gemafR der
ARDS-Network-Tabelle (218) nach Messung des paO2 angepasst. Die RR wurde anhand des
paCO; gesteuert und ein physiologischer Zielwert im Bereich 35-45 mmHg angestrebt. Des
Weiteren erfolgte eine kontinuierliche Infusion von Sterofundin (3 ml/kgkKG/h) und ein
Sterofundinbolus (30 mI/kgkG) nach Erreichen des ROSC. Bei einem mittleren arteriellen
Druck < 60 mmHg erfolgte eine Katecholamintherapie mit Noradrenalin (Arterenol 5 mg/50 mi
Sanofi-Aventis GmbH Frankfurt a.M., D) zum Erreichen eines Ziel-Mitteldrucks > 60 mmHg.
Bei Anzeichen eines Volumenmangels (persistierend niedriger Blutdruck, erhdhte

Pulswellendifferenz, PIiCCO-Messung) wurde 250 ml Sterofundin verabreicht. Im Falle des
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Auftretens von Fieber (> 39,9 °C) wurden kiihlende MaRnahmen (kalte Infusion, Kihlung mit
Eis) vorgenommen. Bei therapierefraktarer Instabilitdt wurde der Versuch in Absprache mit
dem Versuchsleiter beendet und das Versuchstier ausgeschlossen. Weiterhin wurde das
Versuchstier wahrend des gesamten Versuchs klinisch Uberwacht und bei Anzeichen einer
unzureichenden Narkose (z. B. einzelne kurze Bewegungen) wurde die Narkose vertieft. Bei
starker Fillung der Harnblase wurde ultraschallgesteuert ein suprapubischer Blasenkatheter
etabliert. Die Gesamtausfuhr wurde dokumentiert und vor Organentnahme eine Probe des

Sammelurins zur Messung des Kreatinins bzw. der Kreatinin-Clearance abgenommen.

3.2.5 Messzeitpunkte

Wahrend des gesamten Versuchs erfolgte ein kontinuierliches Monitoring und die digitale
Dokumentation (LabChart, ADInstruments Dunedin, Neuseeland) der folgenden
Vitalparameter: Herzfrequenz (HF), Arterieller Blutdruck, ZVD, partielle Sauerstoffsattigung

(SpO2), Temperatur, Beatmungsparameter inkl. Kapnographie.

Zuséatzlich wurden vor Beginn der CPR (baseline healthy, BLH), nach Erreichen des ROSC
(Messzeitpunkt 0 (T0)), im Anschluss stindlich (T1-T8) und spéater alle 3 h (T9-T12) folgenden
Messungen durchgefihrt:
- HZV und hamodynamisches Monitoring
- Venose und arterielle BGA
- Dokumentation aller Laufraten der Medikamente
- Blutentnahme (BLH, TO, T5, T12): eine Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)-Monovette und 2 Serum-Monovetten (Monovette Serum
Gel/Li-Hep-Gel/EDTA-K/ Luer-Lock-Adapter, Sarstedt AG & Co. KG Numbrecht, D)
- Multiple Inertgas-Eliminationstechnik (MIGET) (BLH, TO, T5, T12) nach Gabe eines
Bolus von 5000 IE Heparin

Bei der MIGET (Oscilogy LCC Oscilogy Folsom P.A., United States of America (US) handelt
es sich um ein Verfahren zur Bestimmung des Ventilations-Perfusionsverhaltnisses. Hierfur
wird ein Gasgemisch mit sechs inerten (in Blut und Ausatemluft unveranderten) Gasen (siehe
Medikamentenliste 3.1.3) verabreicht, welche in der Lunge eliminiert oder in der Blutbahn
zurlickgehalten werden. Durch Messung der Konzentrationsdifferenz zwischen arteriellen und
venosen Blutproben kann auf das Ventilations-Perfusionsverhaltnis geschlossen werden.
(219)

Eine Serum-Monovette wurde nach zehnmindtiger Ruhephase fur zehn Minuten bei

3000 Umdrehungen pro Minute (U/min) zentrifugiert, das Serum abpipettiert und bei -20 °C
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zur Lagerung eingefroren. Die zweite Serum- sowie die EDTA-Monovetten wurden zur
Labordiagnostik im Zentrallabor der Universitatsmedizin Mainz genutzt. Hier wurden ein
kleines Blutbild, Kreatinin, Harnstoff, Glutamat-Pyruvat-Transaminase und
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase bestimmt. Die Messung der
Ventilations-Perfusionsverhaltnisse der Lunge erfolgte mittels MIGET. (219) Hierzu wurde die
MIGET-Infusion mit 240 ml/h mittels Infusomat (Volumed 5000 Diabolo Fresenius Kabi AG
Bad Homburg, D) kontinuierlich appliziert und nach Infusion von mindestens 3 ml/kgkG die
Messung begonnen. Wahrend der CPR wurden beim Messpunkt CPR 1 (4 Minuten nach
Beginn BLS) eine MIGET-Messung und eine vendse und arterielle BGA abgenommen. Beim

Messpunkt CPR 2 (nach dem vierten Schock) erfolgte zudem eine arterielle BGA.

3.2.6 Versuchsabschluss und Organentnahme

Am Ende der Uberwachungsphase erfolgte die Bauchlagerung des Versuchstiers. Unter
weiterhin adaquater Narkosetiefe erfolgte zur Vorbereitung einer Kraniotomie zunachst ein
Hautschnitt Gber dem frontalen Kranium. Im Anschluss erfolgte die intravendse Gabe einer
letalen Dosis Kalium (20-40 ml, 1 M Kaliumchlorid Ldsung 7,46 % 20 ml, B.Braun Melsungen
AG Melsungen, D) und die parallel durchgefiihrte Kraniotomie. Hierdurch konnte die zerebrale
Hypoxiezeit kurzgehalten und gleichzeitig unnétiger Stress flr das Versuchstier verhindert
werden. Unmittelbar nach Kraniotomie erfolgte die Gehirnentnahme. Im Anschluss wurde die
linke Hemisphare in Formalin (Roti-Histofix 4 %, Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, D) flr
die spatere histologische Untersuchung konserviert. Aus der rechten Hemisphare wurden
jeweils drei Proben (ca. 2 x 2 x 2 mm) aus HC und frontalem Kortex flir molekularbiologische
Untersuchungen prapariert sowie je eine Probe (ca. 5 x 5 x 5 mm) als Backup fur ggf. weitere
histologische Untersuchungen entnommen. Die Probengefalle wurden vor der definitiven
Lagerung fur die weitere Diagnostik in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Parallel zur
Praparation des Gehirns wurde das Tier erneut auf den Ricken gedreht und es erfolgte die
Organentnahme von Lunge, Leber und Niere. Die Untersuchungen dieser Organe und
dazugehodrigen Versuchsparameter sind Bestandteil der Dissertationsschriften von
Kolleg*innen der Arbeitsgruppe (Victoria Buschmann, Philipp Conzelmann, Thomas Baller)
und wurden bereits publiziert. (220-224)

Nach Abschluss der Organentnahme sowie nach einem vorzeitigen Versuchsende wurde der

Tierkadaver gemals der Verordnung (EG) Nr. 1774/2002  sowie  des

Tierische Nebenprodukte-Beseitigungsgesetzes durch eine externe Firma entsorgt.
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3.3 Histologische Aufarbeitung
3.3.1  Probenzuschnitt

Die linke Gehirnhemisphare wurde zur gleichmaligen Aufnahme des Formalins in das
Gewebe fur mindestens zwei Monate zur Fixation in Formalin 4 % gelagert. Im Anschluss
erfolgte die Vorbereitung auf die histologischen Untersuchungen. Hierfir erfolgte zunachst
gemal des im Labor bisher durchgeflihrten Verfahrens der Grobschnitt des HC und
Frontalkortex in 2-3 mm dicke Blocke. Der Grobschnitt wurde parietal um ca. 30° nach rostral
angewinkelt durchgefiihrt. Das Institut fir Neuropathologie der Universitatsmedizin Mainz
(Leitung Univ.-Prof. Dr. C. Sommer) Ubernahm die Paraffineinbettung der Blockschnitte, den
Feinschnitt und die Farbungen mit Hamatoxylin-Eosin (HE) und Nissl. Nachdem in der
mikroskopischen Auswertung eine grofte Varianz des Anschnitts des HC auffiel, erfolgte in
Kooperation mit dem Institut fir Neuropathologie der Universitatsmedizin Mainz eine Korrektur
der Schnitttechnik. Das zwischenzeitlich weiterhin in Formalin 4 % gelagerte Gehirngewebe
wurde dann senkrecht zur Forel-Achse geschnitten. Der Schnitt erfolgte durch den
Temporallappen auf Hohe des ersten Sulcus, welcher okzipital des Sulcus centralis gelegen
ist. Dies entsprach der Ebene A2.00 mm des stereotaktischen Atlas des Schweinehirns. (225)
Der in der gleichen Schnittebene gelegene Kortex wurde ebenfalls mitbeurteilt. Die neue

Schnittserie wurde durch das Institut fir Neuropathologie gleichermafien weiterbearbeitet.

Zuvor wurden durch das Institut fir Neuropathologie institutseigene Versuchstiernummern
erstellt und diese den Labornummern zufallig zugeordnet, sodass flir die folgenden
Untersuchenden eine Verblindung entstand. Im Rahmen der oben genannten Fehlerbehebung
erfolgte einmalig eine zwischenzeitliche Entblindung. Die weitere Bearbeitung der Schnitte

erfolgte wieder verblindet anhand der Labornummern.

A B C

]

"/

.

B

\ \
\ )

N

~

’j\
M\
7~
/

= =)

S
2

Rl
o~ £ T~ ”\7
AN

\

/

A

2-3 mm

Abbildung 7: Schematische Darstellung Zuschnitt Histologie Hippocampus
A) Zuschnitt der linken Hemisphére B) Feinschnitt des Paraffinblocks und Féarbung: Hadmatoxylin-Eosin (hellblau),
Nissl (dunkelblau), Leerschnitt 1,2,3 (grau) C) Objekttrdger mit Feinschnitt
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3.3.2 Probeneinbettung, Feinschnitt und Farbung

Durch eine*n Mitarbeiter*in des Instituts fir Neuropathologie erfolgte die weitere Verarbeitung
der Blockschnitte. Uber Nacht wurde das Gewebe automatisiert mithilfe eines
Vakuuminfiltrationsprozessors (Tissue-Tek VIP 6, Sakura Finetek Europe B.V.Alphen,
Niederlande) mit Paraffin durchtrankt. AnschlieBend erfolgte das Ausblocken am
Paraffin-Arbeitsplatz (Tissue-Tek TEC 5, Sakura Finetek Europe B.V. Alphen, Niederlande).
Nach Hartung des Paraffins erfolgte der Feinschnitt mithilfe des automatischen Mikrotoms (HM
355S, Expredia Essendonk, Niederlande). Hierbei wurde zunachst tberstehendes Paraffin
scheibenweise entfernt, bis das Gehirngewebe gleichmafllig mit einer geraden Schnittkante
frei lag. Anschlie3end erfolgte der Feinschnitt. Es wurden 25 je 3-4 um dicke Schnitte erstellt.
Diese wurden jeweils wenige Sekunden zundchst in einem kalten Wasserbad
(Raumtemperatur) und anschlieend wenige Sekunden in einem warmen
Histologie-Wasserbad (48 °C) geglattet. Anschliefend wurde der Feinschnitt auf einen
Objekttrager aufgezogen und mittels Deckglas eingedeckt. Danach erfolgte die Trocknung der
Objekttrager im Warmeschrank bei 70 °C fir 15 Minuten. Die Objekttrdger wurden
anschliefend nach dem Schema HE und Nissl gefarbt, gefolgt von drei Leerschnitten. Diese
Serie wurde flinfmal wiederholt. (Abb. 7) Am haufigsten wird in Studien zur Bewertung von
HIBI eine HE- und alternativ eine Nissl-Farbung verwendet. Teilweise werden zusatzlich z. B.
immunhistologische Farbungen wie ionisiertes Calcium-bindendes Adaptermolekil 1
verwendet. (173, 226-228) Da in der vorliegenden Studie der Fokus auf der Erstellung eines
allgemein einfach anzuwendenden histopathologischen Scores lag, wurde als primare
Farbung HE gewahlt. Die Leerschnitte dienten fur moglicherweise weitere bendtigte
Farbungen. Die Farbungen der Feinschnitte wurden durch das Institut flir Neuropathologie

nach einem etablierten Protokoll durchgefuhrt (Anhang 8.1, 8.2).

3.3.3 Histopathologische Auswertung

Fir die histologische Auswertung wurde ein Olympus Mikroskop mit Kamera (CX 43RF mit
SC50, Olympus Corporation Tokyo, Japan) in einer Dunkelkammer zur besseren
Kontrastierung verwendet. Es erfolgte die mikroskopische Darstellung der zu untersuchenden
HC- und Kortexregionen. Hierbei wurde immer unter gleichen Belichtungseinstellungen
mikroskopiert (Filter BF; 2/3 Belichtung; Blende 1,25; Belichtung manuell 1,097 ms). Fur die
weitere Auswertung wurden mittels Olympus cellSens Entry 2.1 Software digitale Aufnahmen
mit 200-facher VergréRerung von den Zielregionen eines jeden Schnittes zur Auswertung und
Archivierung angefertigt. Die Bilder hatten eine GrofRe von 2560 x 1920 Pixel (558,95 x
419,21 uym). Im Anschluss wurden die Neurone mittels der Software Fiji (Fiji 2.3.0, Image J

(NIH) Bethesda, US) (229) anhand des neuropathologischen Scores gezahlt.
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Im Rahmen der histologischen Auswertung stellt sich die Frage, welche und wie viele
Regionen des Gehirns reprasentativ fir den gesamten neurologischen Schaden untersucht
werden sollten. Der HC gehdrt allgemein zu den am haufigsten untersuchten Hirnarealen. In
einer Studie mit 22 untersuchten Hirnarealen zeigten sich im Kortex, Nucleus caudatus,
Putamen, HC, Kleinhirn und Thalamus signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe. (173) Da
die anderen Hirnregionen dem HC allerdings in der Detektion von HIBI nicht Gberlegen waren,
scheint eine Beschrankung auf den HC in Kombination mit einer weiteren bekannt vulnerablen
Region als ausreichend. Dieser pragmatische Ansatz wird auch in anderen Studien verfolgt.
(226) Die Hirnareale DG, CA4, CA3 und Kortex (Kuppe und Tal) lassen sich mikroskopisch
gut identifizieren. Schwierigkeiten bestehen bei der genauen Position von CA1 und CA2. Das
CA des humanen HC ist im Bereich CA1 deutlich verbreitert, insb. im Vergleich mit dem HC
der Maus. (184) Im HC des Schweins lasst sich ebenfalls eine Verbreiterung des CA
feststellen. Bisher fand sich keine genaue anatomische Definition der Regionen CA1, CA2 und
CA3 im Landrassenschwein. Anhand des Calcium-bindenden Proteins calbindin-D28K like
und des Arginin-Vasopressin-Rezeptors 1B konnte die Region CA2 und die Abgrenzung zu
CA1 und CA3 im Rahmen des vorliegenden Forschungsprojektes eindeutig definiert werden
(Abb. 8). (22)
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Abbildung 8: Definition der Zonen des Cornu ammonis

Die oberen beiden linken und das obere rechte Bild zeigen den gleichen Abschnitt des Hippocampus. Zur Farbung
wurde ein Antikérper gegen AVPR1B (oben links), CaBP-Li (Calbindin; oben rechts) und Hadmatoxylin-Eosin (HE;
oben mittig links) verwendet. Die Ubergangszonen von CA3/CA2 und CA2/CA1 sind vergréBRert dargestellt. (22)

In jedem Feinschnitt wurden digitale Aufnahmen der Regionen CA1, CA2, CA3, CA4, DG des

HC sowie eine Talaufnahme und eine Kuppenaufnahme des Kortex angefertigt. Pro
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Versuchstier und pro Farbung wurden somit regelhaft 30 digitale Aufnahmen angefertigt.
Wenn der HC zweimal vollstdndig im Feinschnitt angeschnitten war, wurden digitale
Aufnahmen beider angeschnittenen HC-Anschnitte angefertigt, diese gezahlt und fir jede

Region der Mittelwert gebildet.

3.3.4 Erstellung eines neuropathologischen Scores

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde in einem mehrstufigen Prozess ein
neuropathologischer Score erstellt. Nach Einarbeitung in die bisherige Methodik der
Arbeitsgruppe erfolgte eine erste Sichtung der mikroskopischen Bilder sowie eine
Testzahlung. Aufgrund von Schwierigkeiten bei der Zuordnung einzelner Neurone zu den
Kategorien HIBI und Regular erfolgte eine ausfiihrliche Uberarbeitung der Methodik. Nach
erneuter, umfassender Literaturrecherche erfolgte die Erstellung des Scores mittels klar
definierter Kriterien fur die Zuordnung zur Kategorie Regular, HIBI oder INC. Im Anschluss
erfolgte eine stichprobenartige Kontrollzdhlung durch eine Mitarbeiterin des Instituts fur
Neuropathologie zur Uberpriifung der Anwendbarkeit des Scores und weiteren Uberarbeitung
der Kriterien. Zur besseren Einordnung von morphologischen Grenzfallen wurden im
Konsensverfahren mit dem Institut fir Neuropathologie verschiedene Neurone in einer
Entscheidungshilfe zur Einordnung von Neuronen zusammengetragen. Die erstellten Kriterien

dienten zusammen mit der Entscheidungshilfe als Schulungsgrundlage fur die Testzahlung.

Zur Validierung der Kriterien wurden zufallig 7 Personen aus der Arbeitsgruppe ausgewahlt
und in einer gemeinsamen Fortbildung von den 2 Erstellenden des Scores in die Thematik und
die Verwendung der Software Fiji eingearbeitet. Bei der Testzahlung von 4 Bildern hatten die
Untersuchenden die Mdglichkeit, Ruckfragen zur Anwendung der Kriterien und der
Entscheidungshilfe zu stellen. Im Anschluss zahlten alle 9 Personen getrennt voneinander
jeweils 8 Bilder aus der Region CA, Kortex und DG. Die Ergebnisse wurden separat in einer
Tabelle erfasst (Excel, Microsoft Corporation Remond, US). Zur Uberpriifung der
Intra-Observer-Reliabilitdt wiederholten 5 zufallig ausgewahlte Untersuchende die Zahlung

nach 3 Monaten.

3.3.5 Kiriterien fur die Zellzéhlung

Nach der Fixation und Farbung des Schnitts sollten die Gehirnareale histologisch anhand
eines standardisierten Prozesses ausgewertet werden. (230) Hierfir wurden Uber die
Bildausschnitte von CA1, CA2, CA3, DG mit der Software Fiji drei Zahlboxen (je 853 x 853
Pixel; 186,24 x 186,24 um) Uber das Neuronenband gelegt. Somit wurde pro Bild eine Flache
von 3 x 34.685 um?, insgesamt somit 104.061 um? gezahlt. Fiir Bildausschnitte aus Kortex
(Tal und Kuppe) und CA4 wurde der gesamte Bildausschnitt (2560 x 1920 Pixel;
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558,95 x 419,21 um), also eine Gesamtflache von 234.320,47 uym? gezahlt. Im Bereich des
Kortex und CA4 wurde der gesamte Bildausschnitt gezahlt, da hier die Neuronen Uber den
gesamten Ausschnitt verteilt sind. Im Bereich CA1, CA2, CA3 und DG wurden nur Neurone
des Neuronenbands innerhalb der Zahlboxen gezahlt. Als Kriterien zum Zahlen von Zellen im
Verhaltnis zur Position im Quadrat bzw. zum Bildrand (CA4, Kortex) wurde festgelegt: (231)
- Kriterien fur Zellen, die in die Z&hlung eingeschlossen werden:
o Zellsoma liegt komplett im Quadrat
o Zellsoma berihrt die obere oder rechte Kante des Quadrates
- Kiriterien fiir Zellen, die NICHT in die Zahlung eingeschlossen werden
o Zellsoma liegt komplett auBerhalb des Quadrates

o Zellsoma berlhrt die untere oder linke Kante des Quadrates

Die Zuordnung der Neurone zu einer Kategorie erfolgte anhand morphologischer Kriterien
(Tabelle 9). Nach Validierung des Scores wurden die digitalen Bilder der Zielregionen zur
Qualitatssicherung erneut durch den Verfasser dieser Dissertation ausgewertet. Mit der
Software Fiji wurden Neurone entsprechend den Kriterien zur Neuronenbewertung markiert

und gezahlt. Im Anschluss wurden die Werte der einzelnen Feinschnitte pro Tier addiert.

3.3.6 Neuronenbewertung und Cell Counting

Um Neurone morphologisch einer Kategorie zuordnen zu konnen, sind moglichst prazise
Kriterien notwendig. Der Zelltod ist ein umfangreiches Forschungsthema und kann in
verschiedenen Formen wie u. a. Apoptose, Nekrose, Autophagie oder Mischformen auftreten.
(232, 233) Die verschiedenen Formen koénnen als regulierter Zelltod zusammengefasst
werden und ein breites Spektrum an morphologischen und immunmodulatorischen
Eigenschaften aufweisen. (234) Eine sterbende Zelle befindet sich in einem reversiblen
Prozess, bis mit einer ersten irreversiblen Phase ein Point of no Return Uberschritten wird.
Hierbei werden verschiedene Prozesse wie bspw. eine massive Kaspasen-Aktivierung
diskutiert, jedoch fehlt bisher eine allgemeingiltige Definition. (234, 235) Das Auftreten von
morphologischen Kriterien variiert mit der Schwere von und Dauer nach dem pathologischen
Event und kann daher nur unter standardisierten, experimentellen Bedingungen verglichen
werden. (227) Zur Auswertung des neurologischen Schadens im experimentellen Setting
werden verschiedene Zelltoddefinitionen und verschiedene subjektive oder semiquantitative
Scores verwendet. (173, 175, 226, 227, 236, 237) Die Scores wurden allerdings zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach HKS bzw. ROSC angewendet. (173, 226, 238) Ein Score
verwendete Cell Counting (CC) zur Ermittlung des Prozentsatzes geschadigter Neurone an
der Gesamtzahl der Neurone in demselben Bereich. (175, 238) CC dient aber auch der

Angabe gesunder Neurone pro mm? pro Region. (226) Wiederum ein anderer
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semiquantitativer Score gibt Odem, eosinophile neuronale Nekrose und Infarkt als
neuropathologische Veranderungen an und gewichtet diese anhand eines ,weighting factors®.
(173)

Im Rahmen dieser Dissertation wird ein Score zur Evaluation der hypoxischen
Neuronenschadigung nach HKS und CPR erstellt (Tabelle 9, Abb. 10+ 11), der die
Definitionen von Hoque et al. und Stummer et al. als Grundlage verwendet. (226, 239) Die
Unterscheidung zwischen regelrechten und HIBI-Neuronen ist nicht immer eindeutig moglich.
Manche Neurone erfiillen Kriterien beider Kategorien. Eine Zwischenphase kann als
ischamische neuronale Veranderung (ischemic neuronal change, INC) bezeichnet werden.

Jedoch ist es unklar, ob diese Neurone reversibel oder irreversibel geschadigt sind. (240)

Tabelle 9: Morphologische Kriterien zur Neuronenbewertung
(Modifiziert nach 226, 239)

Kriterien
Regelrechte 1) Nukleolus klar abgrenzbar
Neurone 2) Nukleus klar abgegrenzt, rund/oval
und/oder

Zytoplasma sichtbar und mit glatter Membran abgrenzbar vom

umliegenden Gewebe

HiBI 1) Nukleolus nicht klar abgrenzbar

2) Nukleus
o nicht klar abgrenzbar
und/oder
o hyperchromatisch (dunkler als Zytoplasma), pyknotisch

(verkleinert)

3) Zytoplamsa/Zellgrenze
o verformt: entrundet oder triangular
und/oder
o Hypereosinophil (HE) bzw. erhéhte Basophilie (Nissl)
und/oder

o Zellhomogenisierung, verkleinert (Schrumpfungssaum)

INC Kriterien teils von regelrechten und teils von HIBI-Neuronen erfilllt,
sodass keine klare Zuordnung in eine Kategorie mehr moglich ist.
Haufig weisen die Neurone Kriterien von HIBI auf, allerdings ist der

Nukleolus noch gut abgrenzbar.
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Abbildung 9: Darstellung der Neuronen unterschiedlicher Kategorien in HE-Farbung

A) Regulére Neurone: Nukleolus, Nukleus und Zytoplasma sind klar abgrenzbar. B) HIBI Neurone: Nukleolus und
Nukleus sind nicht klar abgrenzbar, der Nukleus ist hyperchromatisch und teils pyknotisch. Das Zytoplasma ist teils
entrundet, hypereosinophil und insgesamt st eine deutliche Zellhomogenisierung/-verkleinerung mit
Schrumpfungssaum erkennbar. C) Links INC Neuron: Der Nukleolus ist zwar zu erahnen, aber nicht mehr eindeutig
abgrenzbar. Nukleus und Zytoplasma sind noch abgrenzbar. Rechts HIBI Neuron: Der Nukleolus ist nicht
abgrenzbar, der Nukleus ist abgrenzbar, aber hyperchromatisch und pyknotisch. Eine Zellhomogenisierung und ein
verkleinertes Zytoplasma mit Schrumpufungssaum sind ebenfalls vorhanden. A-C: Deutlich kleinere Zellen sind
Gliazellen. Mal3stabsbalken 20 um.

Abbildung 10: Beispielbild CA2 (HE_537.5_CA2)

Darstellung des Neuronenbands im Bereich CA2. Reguldre Neurone sind markiert. Zwischen diesen Neuronen liegen

ebenfalls Regular wirkende Neurone, bei denen der Nukleolus nicht angeschnitten ist und sie deshalb nicht exakt
bewertet werden kénnen. Im Bild befinden sich zudem zahlreiche Gliazellen, welche durch ihre geringere Gré3e von
Neuronen unterschieden werden kénnen. Die Z&hlboxen wurden (iber das Band gelegt und zur Erfassung méglichst
aller Neurone vertikal ausgerichtet. Messbalken = 50um.
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Zu beachten ist das mdgliche Auftreten von ,dark neurons®, welche mit HIBI-Neuronen
verwechselt werden konnen. Diese sind basophil (blau) und kénnen aufgrund ihrer
Schrumpfung und dunkleren Erscheinung als HIBI-Neurone (hypereosinophil, rot)
missinterpretiert werden. (227, 241-245) Andere pathologische Korrelate wie eine
Inflammation im umgebenden Gewebe (aktivierte Mikroglia) oder Vakuolisierung des
umgebenden Neuropils fehlen bei dark neurons. (245) Als Ursachen dieses Phanomens
werden u. a. postmortales Trauma (241, 242) und Depolarisation (246) diskutiert, wobei die

genaue Ursache und der Mechanismus bisher unbekannt sind. (227, 245)

Gliazellen wurden von der CC exkludiert. Sie kénnen von Neuronen durch geringere GroRde,
kleineren Nukleus und kein oder kaum sichtbares Zytoplasma unterschieden werden. (226)
Eine detailliertere Definition und einen Algorithmus zur Unterscheidung verschiedener

Zellarten im Gehirn stellten Garcia-Cabezas et al. vor. (247)

46



3.4 Molekularbiologische Aufarbeitung
3.4.1 RNA-Extraktion

Durch sofortiges Einfrieren der ca. 2 x 2 x 2 mm grof3en Proben aus HC und frontalem Kortex
mit fllissigem Stickstoff und anschlieBende Lagerung bei - 20 °C war die RNA vor Anderungen
im Expressionsprofil geschitzt. Zur quantitativen Bestimmung der fir TNF-a, IL-1 und IL-6
codierenden mRNA-Konzentration im HC und Frontalkortex erfolgte die RNA-Extraktion aus
den gefrorenen Proben durch eine Mitarbeiterin des Labors. Dies wurde anhand eines
etablierten Protokolls mithilfe des Qiagen RNeasy Universal Handbuchs (Protokol: Purification
of Total RNA Using the RNeasy Plus Universal Mini Kit, Qiagen GmbH Hilden, D) durchgefuhrt.

Homogenisierung

Zunachst wurden zu den gefrorenen Proben in einem 2 ml Reaktionsgefall eine 5 mm
Metallkugel und 900 pl Quiazol hinzugefigt. AnschlieBend erfolgte die Zerkleinerung und
Fettldsung durch Zentrifugation (20.000 U/min) in der Schwingmuihle (MM 300 Retsch GmbH
& Co. KG Haan, D) fur 2 Minuten, wobei einmalig die Position in der Schwingmuhle rotiert
wurde. Nach funfmindtiger Inkubation unter Raumtemperatur wurde zunachst zur
Neutralisierung mdglicher DNA-Kontamination 100 yl gDNA-Eliminator fir 15 Sekunden auf
dem Reagenzglasschiittler (REAX Control, Heidolph Schwabach, D) vermischt. AnschlieRend
wurde 180 pl Chloroform hinzugefiigt und ebenfalls fir 15 Sekunden auf dem
Reagenzglasschuttler vermischt. Nach dreiminutiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte
die Zentrifugation (12.000 U/min) bei 4 °C fur 15 Minuten. Hierdurch entstanden neben einer
farblosen, wassrigen Phase mit RNA eine weile Interphase und eine rote, organische Phase.
AnschlieRend wurde die wassrige Phase (ca. 600 pl) in ein Reaktionsgefal® pipettiert und

600 pl 70 % Ethanol hinzugefigt. Durch Auf- und Abpipettieren erfolgte eine Durchmischung.

RNA-Extraktion

Die gemischte Probe wurde auf eine ,Mini-spin-column“-Extraktionssaule, welche aus einem
Filtersystem und einem Auffanggefald besteht, pipettiert. Durch 15-seklindige Zentrifugation
bei 10.000 U/min wurde die Probe getrennt. Der Durchlauf wurde verworfen. Es erfolgte die
Zugabe von 700 pl Buffer RWT, Zentrifugation fur 15 Sekunden bei 10.000 U/min und
anschlielendes Verwerfen des Durchlaufs. Dies wurde mit 500 ul Buffer RPE, Zentrifugation
und Verwerfen wiederholt. AnschlieRend wurde zum Trocknen erneut 500 ul Buffer RPE
einpipettiert und die Probe fir 2 Minuten bei 10.000 U/min zentrifugiert. Zum Nachtrocknen
wurde die Filtersaule in ein neues, trockenes Reaktionsgefal gestellt und dieses fir eine

Minute bei 12.000 U/min zentrifugiert. Die Filtersdule wurde nun in ein frisches Reaktionsgefafy
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gestellt und zusammen mit 40 pl RNase-freiem, destilliertem Wasser fir eine Minute bei
10.000 U/min zentrifugiert.

RNA-Konzentrationsmessung

Mithilfe eines Spektrophotometers (NanoVue, General Electrics Frankfurt a.M., D) wurde die
RNA-Konzentration gemessen. Zusatzlich wurde zur Bestimmung der Reinheit das Verhaltnis
der Extinktion der Wellenlange 260 nm (Nukleinsduren) zu 280 nm (Proteine) bzw. 230 nm
(Salze, hier hauptsachlich Guanidinethiocyanate fir die Reinigung der RNA) in der Probe

gemessen. Die Proben wurden bei -80 °C eingelagert.

3.4.2 Erstellung einer cDNA-Bibliothek

Durch eine Mitarbeiterin der Klinik flir Anasthesiologie erfolgte die Erstellung einer
komplementdren DNA-Bibliothek (cDNA) und die anschlieRende Quantifizierung dieser.
Mittels reverser Transkriptase wurde die RNA in cDNA Uberschrieben. Hierfur wurde nach
einem etablierten Protokoll ein Transkriptase-Set (Quantitect Reverse Transcrition, Qiagen
GmbH Hilden, D) verwendet. Zwischen den Arbeitsschritten wurden die Reaktionsgefale auf

Eis gelagert.

Die RNA-Proben wurden aufgetaut und es wurden 2 ul gDNA Wipeout Buffer sowie 1 ug
eluierte RNA (Menge aus Konzentrationsbestimmung aus 2.4.1 berechnet) in einem
Reaktionsgefall gemischt und mit RNase-freiem, destilliertem Wasser auf 14 pl aufgefullt. Im
Anschluss erfolgte eine zweiminUltige Inkubation bei 42 °C. Danach wurden 1 ul Quantiscript
Reverse Transkriptase, 4 yl Quantiscript RT Buffer sowie 1 pyl RT Primer mix hinzugefugt und
gemischt. Es folgte eine Inkubation bei 42 °C fur 15 Minuten. Das Gemisch wurde dann auf
95 °C erhitzt und die Reverse Transkriptase so inaktiviert. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei
-20 °C.

3.4.3 Quantifizierung mittels real-time quantitativer PCR

Die relative Quantifizierung der cDNA-Bibliothek erfolgte mittels quantitativer
Polymerase-Kettenreaktion (quantitative polymerase chain reaction, gqPCR). Die Auswertung
erfolgte im Advanced Modus des PCA-Analysesystems (Light Cycler 480, Roche Diagnostics
GmbH Mannheim, D) mit Standards und mit Kalibrator. Unter Verwendung des Absolute Blue
QPCR Mix (SYBR Green, Thermo Fisher Scientific Waltham, US) und der fir das Zielgen
komplementaren Oligonukleotid-Frequenzen (Primer; siehe Anhang 8.3) wurden Beginn und
Ende des Zielgens markiert. Primer fur jeweils das 3‘-Ende (Sensorsonde/Forward) und das
5-Ende (Ankersonde/Reverse) bildeten dabei ein Paar. Die Sonden waren zur Detektion mit

einem Fluoreszenzfarbstoff verbunden. Durch die PCR konnten die Sonden an den
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komplementaren Strang binden und im gebunden Zustand Licht emittieren. Wurde die
Sensorsonde mittels Lichtimpuls angeregt, emittierte sie einen 470 nm Lichtimpuls. Dies fiihrte
wiederum zur Anregung der Ankersonde (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer), welche

einen 640 nm Lichtimpuls emittierte. Dieser wurde durch den Light Cycler in Echtzeit detektiert.

Proportional zu der Menge der gPCR-Produkte nimmt die Fluoreszenz zu. Zunachst startet
die Zunahme langsam, geht dann in eine exponentielle Phase lber und endet mit einer
Plateauphase. Die Quantifizierung der gPCR erfolgte wahrend des Beginns der exponentiellen
Phase am crossing point (Cp-Wert bzw. Ct-Wert). Zur korrekten Bestimmung des
crossing point waren im verwendeten Light Cycler die Standardkurven mit bekannten
Ausgangskonzentrationen fur das gewinschte Zielgen hinterlegt. Zur Qualitatssicherung und

Validierung der Ergebnisse waren Kalibratoren definierter Konzentration vorhanden.

Die Quantifizierung erfolgte relativ zur Messung von Veranderungen der Genexpression. Daflr
wurden zwei Target-Sequenzen (Target-Gen, das analysiert wird und Referenzgen PPIA
(248)) in den jeweiligen Proben verglichen. Das Referenzgen ist ein konstitutiv exprimiertes
Gen, welches konstant exprimiert wird und nicht reguliert ist. Dieses dient als Basis zur
Normalisierung von Unterschieden der Gesamtmenge an mRNA bzw. cDNA zwischen den
einzelnen Proben. Das Ergebnis ist das Verhaltnis dieser beiden Gene als dimensionslose
Zahl.

Die gPCR wurde mit den jeweiligen spezifischen Primern gemaR dem Protokoll in Anhang 8.4
auf 96-Well Plates im Light Cycler durchgeflhrt.
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3.5 Immunassay

Das bei den Messzeitpunkten durch Zentrifugation abgetrennte Serum wurde bei -20 °C
gefroren fur die Auswertung gesammelt. Nach dem Auftauen wurden die Proben zur
Bestimmung der IL-6 und TNF-a Konzentration durch eine Mitarbeiterin der Klinik fur
Anasthesiologie gemall dem Protokoll (Quantikine Porcine IL-6 bzw. TNF-a Immunassay,
R&D Systems, INC., Minneapolis, US) weiterverarbeitet (Sandwich Enzyme-linked

Immunosorbent Assay).

Die Mikroplatte war mit polyklonalen Antikdrpern gegen IL-6 bzw. TNF-a (Schwein)
beschichtet. In jedes Fach der Mikroplatte wurden 50 pl des Assay Diluent RD1-63 pipettiert.
AnschlieRend wurde gemal einer vorher definierten Abfolge 50 ul der jeweiligen (IL-6 oder
TNF-a) Standard- oder Kontrollldsung oder des zu messenden Serums hinzugeftigt. Es folgte
eine zweistindige Inkubation auf einem Mikroplattenschittler (Unimax 2010, Heidolph
Schwabach, D) mit 500 + 50 Umdrehungen pro Minute, um die gesamten vorhandenen IL-6
bzw. TNF-a Proteine an den Antikdrper zu binden. Anschliefend wurde jedes Fach 4-mal zur
Entfernung ungebundener Substanzen mit 400 yl Wasch Puffer und anschlieBender
vollstandiger Aspiration der Flissigkeit gewaschen. Im nachsten Schritt wurden 100 pl
Konjugat (IL-6 oder TNF-a Antikdrper, mit Enzym verbunden) hinzugefligt, die Mikroplatte
abgedeckt und diese erneut fur 2 h auf dem Mikroplattenschittler inkubiert. Der vorherige
Waschschritt zur Entfernung ungebundener Konjugat-Reste wurde wiederholt. 100 pl Substrat
Lésung wurde hinzugefligt und 30 min geschutzt von Licht inkubiert. Danach wurden 100 pl
Stopp LOsung hinzugefiigt. Das mittels Antikorper an IL-6 bzw. TNF-a gebundene Enzym
katalysierte eine Farbreaktion, welche im Mikroplattenleser (MRX TC II, Dynex
Technologies Chantilly, US) bei 450 nm (Referenzfilter 570 nm) gemessen wurde. Dabei war
die Intensitat des Lichtsignals proportional zur vorhandenen Menge an IL-6 bzw. TNF-a in der
Probe.
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3.6 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte in Absprache mit dem Institut fir Medizinische Biometrie,
Epidemiologie und Informatik der Universitdtsmedizin Mainz. Als Software wurde SPSS
Statistics (SPSS Statistics 27.0.1, IBM Armonk, US) verwendet.

3.6.1 Validierung histopathologischer Score

Die Ermittlung der Inter-Observer-Reliabilitat erfolgte mittels Intra-Klassen-Korrelation. Bei
fehlenden Daten zur erwartbaren Ubereinstimmung konnte keine vorherige Power-Kalkulation
durchgefihrt werden. Die Vorbereitung und Auswahl der statistischen Methodik erfolgten
durch den Verfasser dieser Dissertation. Die Errechnung der Intra-Klassen-Korrelation wurde
durch einen Statistiker des Instituts fur medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik
(Manuel Herbst) mit der Software R durchgefihrt. (249) Die Bewertung des
Intra-Klassen-Korrelations-Koeffizienten wurde in schlecht (< 0,5), durchschnittlich (0,5-0,75),
gut (0,75-0,9) und sehr gut (= 0,9) unterteilt. (250)

Die Intra-Observer-Reliabilitat (Retest-Reliabilitat) wurde anhand einer Pearson-Korrelation fur
5 Untersuchende und pro Zelltyp (Regulér, INC, HIBI) bestimmt. (251) Die Pearson-Korrelation
wurde als sehr gut (0,7-1), gut (0,5-0,7) oder mittel (0,3-0,5) angegeben. (252)

3.6.2 Statistik der Versuchsergebnisse

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte als explorative Analyse.
Aufgrund der teils geringen Gruppengrofie der ROSC-Tiere wurden jeweils die 4- und
8-Minuten-Gruppen zusammengefasst. Zur Darstellung der Messwerte nach Messzeitpunkt
wurden die Mittelwerte zusammen mit dem einfachen Standardfehler dargestellt. Die

Nullhypothese wurde bei Unterschreiten des Signifikanzniveaus (p) von < 0,05 abgelehnt.

Aufgrund der geringen Fallzahlen auch in den zusammenfassten Untergruppen wurde eine
fehlende Normalverteilung angenommen. (253) Daher erfolgte die Auswertung bei einmaliger
Messung der Variablen mittels Kruskal-Wallis-Test und bei mehrfacher Messung (verbundene
Stichprobe) mittels Friedman-Test. (254, 255) Hierbei wird die asymptotische Signifikanz
(zweiseitiger Test) berichtet. Bei signifikanten Gruppenunterschieden erfolgten paarweise
Vergleiche der Gruppen mittels Dunn-Test mit post-hoc Bonferroni-Korrektur, um zu ermitteln,
zwischen welchen Gruppen der Unterschied besteht (angepasste Signifikanz flir mehrere
Tests). Zur Errechnung der Effekistarke r von signifikanten Ergebnissen im
Kruskal-Wallis-Test wurde der z-Wert (Standardteststatistik) durch die Wurzel der
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StichprobengroRe geteilt. Nach Cohen wurde die Effektstarke r ab 0,1 als schwach, ab 0,3 als
mittel und ab 0,5 als stark angegeben. (256, S. 79-81)

Die Prifung von Korrelation zwischen der Zeit bis zum Erreichen eines ROSC und den
Ergebnissen der Molekularbiologie, des Serums und des Anteils an HIBI-Neuronen wurde

mittels Spearman-Korrelation (Angabe der zweiseitigen Signifikanz) durchgefihrt.

Aufgrund von starken AusreilRern der Inflammationsmarker im Serum wurden die Daten um
die Ausreil3er bereinigt. Ausreifler wurden definiert als Abweichung gréRer als der 1,5-fache
Interquartilsabstand des 3. Quartils. (257) Hierbei wurden die Gesamtdaten eines
Inflammationsmarkers als Referenz verwendet und somit einmalig Ausreif3er fir TNF-a und

IL-6 definiert. Die weitere Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis- bzw. Friedman-Test.
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4 Ergebnisse

4.1 Allgemeine Studiendaten

Im Rahmen der Studie wurden insgesamt 52 Tiere untersucht. Bei dem zunachst verwendeten
Corpuls CPR (GS Elektromedizinische Gerate G. Stemple, Kaufering, D) als mCPR konnte
kein ROSC erreicht werden. Daher wurden die weiteren Versuche mit LUCAS 2 durchgefuihrt
und ein Vergleich der beiden mCPR-Gerate separat ausgewertet. (258) Zur Darstellung der
Methodik wurde ein weiteres Tier verwendet. (208) Nach Randomisierung und Ausschluss von
7 Tieren konnten 45 Versuchstiere in die Gesamtauswertung eingeschlossen werden. In die
detaillierte Auswertung inkl. histologischer Untersuchung wurden ROSC-Tiere, welche am
Ende der Uberwachungszeit am Leben waren, eingeschlossen. Dies war bei 15 Tieren der
Fall. (Abb. 12)

Schweine verwendet (n = 52)

Ausgeschlossen (n=7)

- Defekte Defibrillationselektrode (n = 1)

- Herzfehler (n =3)

_, | - Kein arterieller Druck nach wenigen
Minuten (n=1)

- Artielles pO2 Uber PA-Katheter (n =1)

- Darstellung Methodik fiir Jove-Publikation
(n=1)
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Abbildung 11: CONSORT Flow-Chart

7 Tiere wurden vor Randomisierung ausgeschlossen. Hierunter eines aufgrund der Messung eines arteriellen
Sauerstoffpartialdrucks (pO.) tiber den pulmonalarteriellen (PA) Katheter. Nach Wiederherstellung eines spontanen
Kreislaufes (ROSC) erfolgte eine 20-stiindige Nachbeobachtung. Tiere, welche vor Organentnahme (OE) starben,

wurden ausgeschlossen.
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Hinsichtlich des sekundaren Endpunktes Erreichen eines ROSC zeigt sich kein Unterschied
zwischen der Beatmungsintervention (ULTVV4: 40 %, IPPV4: 40 %, ULTVVS8: 20 %,
IPPV8: 20 %, jeweils n = 10). Auch in der Gesamtzeit aus No-Flow und Low-Flow (CPR) bis
zum Erreichen eines ROSC (Minimum 16 Minuten, Maximum 32 Minuten, Mittelwert
21 Minuten) zeigt sich zwischen den Versuchsgruppen im Kruskal-Wallis-Test kein
signifikanter Unterschied (p=0,192; n=12). (Abb. 13) Es besteht keine signifikante
Korrelation (Spearman) der Zeit bis ROSC mit dem PCR-Ergebnis von HC TNF-a
(Korrelationskoeffizient 0,176; p =0,606; n=11), HC IL-1 (Korrelationskoeffizient 0,097;
p=0,777; n=11), HC IL-6 (Korrelationskoeffizient 0,180; p =0,596; n =11), Kortex IL-1
(Korrelationskoeffizient 0,577; p = 0,063; n = 11), Kortex IL-6 (Korrelationskoeffizient 0,476;
p =0,139; n=11). Ebenfalls zeigt sich keine signifikante Korrelation (Spearman) fir das
histologische Ergebnis (Anteil HIBI gesamt: Korrelationskoeffizient -0,023 p = 0,946; n = 11)
oder die Inflammation im Serum: Serum TNF-a T6 (Korrelationskoeffizient 0,167; p = 0,448;
n =11), Serum TNF-a T12 (Korrelationskoeffizient 0,540; p = 0,086; n = 11), Serum IL-6 T12
(Korrelationskoeffizient 0,430; p = 0,187; n = 11). Eine signifikante Korrelation (Spearman)
findet sich fir Kortex TNF-a (Korrelationskoeffizient 0,675; p = 0,063; n = 10) und Serum IL-6
T6 (Korrelationskoeffizient 0,614; p = 0,044; n = 11).
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Abbildung 12: Zeit ab VF bis ROSC nach Versuchsgruppe
Darstellung aller Tiere, welche eine Wiederherstellung eines spontanen Kreislaufes (ROSC) erlangten nach
Versuchsgruppe. Auf der Y-Achse ist die Zeit vom Einsetzen des Kammerflimmerns (VF) bis zur ROSC

aufgetragen.
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Zellzahl

4.2 Validierung des histopathologischen Scores

4.2.1 Intra-Klassen-Korrelation
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Abbildung 13: Mehrliniendiagramme der Zellzdhlung zur Score-Validierung
Die X-Achse zeigt die Untersucher*innen 1-9 je fiir die Neuronenarten Regular (Regulér; links), ischemic neuronal change (INC; mittig)
und hypoxisch-ischdmischer Hirnschaden (HIBI; rechts). Auf der Y-Achse ist die Anzahl gezéhlter Zellen nach den Gehirnregionen Cornu
ammonis (CA; obere Reihe), Cortex (mittlere Reihe) und Gyrus dentatus (DG; untere Reihe) abgebildet. Jede Linie stellt ein bewertetes
Bild dar. Berechnung und Abbildung erstellt von Manuel Herbst. Signifikanzen nachtréglich ergénzt *** = sehr gute Ubereinstimmung
(>0,9), p < 0,001. (***) = gute Ubereinstimmung (0,75-0,9), p < 0,001. ##t = durchschnittliche Ubereinstimmung (0,5-0,75), p <0,001.
Die Validierung des Scores durch 9 Untersucher*innen zeigt eine gute Ubereinstimmung fir
den Anteil an HIBI-Neuronen (0,87 (0,79-0,93); p < 0,001; je 8 Bilder aus 3 Regionen). Fur
Regulare Neurone lasst sich eine durchschnittliche bis gute Ubereinstimmung (CA: 0,88,
Kortex: 0,66, DG:0,61; je p<0,001), fur HIBI-Neurone eine gute bis sehr gute
Ubereinstimmung (CA: 0,93, Kortex: 0,82, DG: 0,84; je p <0,001) erzielen. Bei insgesamt
geringer Zahl an INC-Neuronen zeigen sich hier keine signifikanten Ergebnisse. (Abb. 14) Die
Intra-Klassen-Korrelation nach Region zeigt eine gute Ubereinstimmung fir CA (0,87
(0,71-0,97); p <0,001) und Kortex (0,82 (0,63-0,95); p<0,001) und eine sehr gute
Ubereinstimmung fiir den DG (0.87 (0.79-0.93); p < 0,001).
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4.2.2 Intra-Observer-Reliabilitat
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Abbildung 14: Differenz der Zellzéhlung von 1. und 2. Zahlung (Intra-Observer-Reliabilitét)

Auf der X-Achse aufgetragen sind die Untersucher*innen 1,4,5,6,8 jeweils fiir die Neuronenarten Regulér (links), ischemic
neuronal change (INC; mittig) und hypoxisch-ischdmischer Hirnschaden (HIBI; rechts). Auf der Y-Achse ist die Differenz
zwischen erster und zweiter Zellzdhlung nach den Gehirnregionen Cornu ammonis (CA; obere Reihe), Kortex (mittlere Reihe)
und Gyrus dentatus (DG; untere Reihe) als Boxplot fiir die 8 Bilder pro Region dargestellt. Kreis = Ausrei3er,
* = mittlere Korrelation (0,3-0,5) zwischen erster und zweiter Zdhlung, p < 0,05. *** = sehr gute Korrelation (0,7-1) zwischen

erster und zweiter Z&hlung, p < 0,001.

Abb. 15 zeigt die Differenz der Wiederholungszahlung von 5 =zuféllig ausgewahlten
Untersuchenden. Es zeigen sich fir Regulare (0,904-0,966; p < 0,001) und HIBI-Neurone
(0,907-0,990; p < 0,001) sehr gute Korrelationen nach Pearson im Wiederholungstest. Bei
insgesamt wenig vorhandenen INC-Neuronen besteht in der Wiederholungszahlung in
absoluten Zahlen nur eine geringe Abweichung mit einer mittleren bis sehr guten Korrelation
(0,405-0,835; p < 0,05).
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4.3 Neurologische Auswertung

4.3.1 Histologie
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150 Abbildung 15: Mittelwerte der Zellzéhlung nach Regionen
Dargestellt sind die Ergebnisse der Zellzdhlung aufgeteilt
nach Reguldren Neuronen, ischaemic neuronal change
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(INC) und hypoxisch-ischdmischer Hirnschaden (HIBI) fiir
Cormnu ammonis 1 (CA1), CA2, CA3, CA4, Gyrus
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Als primarer Endpunkt ist der histologisch und molekularbiologisch nachweisbare
neurologische Schaden festgelegt. Die histologische Zellzdhlung zeigt keinerlei signifikante
Unterschiede flr die Zahl der gezahlten Regularen, INC- oder HIBI-Neurone innerhalb einer
Region (pro Region n=15; CA3 n=13). (Abb. 16) Bei 5 Tieren ist der HC im Feinschnitt
doppelt angeschnitten (2x Sham, 2x ULTVV 4, 1x IPPV 8). Hier werden beide HC-Anschnitte
gezahlt und hieraus der Mittelwert gebildet. Bei 2 Tieren ist CA3 nicht zu identifizieren
(1x IPPV4, 1x Sham). Daher wird CA3 bei der Gesamtauswertung nicht bericksichtigt.

Auch flr den Anteil an HIBI-Neuronen an der Gesamtzahl (HIBI + Regular) zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede im Kruskal-Wallis-Test (pro Region n =15; CA3 n=13) nach
Versuchsgruppen (zusammengefasst): CA1 (p = 0,478), CA2 (p = 0,126), CA3 (p = 0,287),
CA4 (p = 0,382), DG (p = 0,639), Kuppe (p = 0,476), Tal (p = 0,638), Gesamtauswertung ohne
CA3 (p = 0,404). (Abb. 17)
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Abbildung 16: Prozentualer Anteil von HIBI nach Gehirnregion und Versuchsgruppe
Dargestellt ist der prozentuale Anteil von Neuronen mit hypoxisch-ischdmischem Hirnschaden (HIBI) an der Gesamtzahl
(Regulér + HIBI) fiir Cornu ammonis (CA) 1-4, Gyrus dentatus (DG), Kortex Kuppe, Kortex Tal und Gesamt (ohne CA3)

aufgeteilt nach zusammengefassten Gruppen. Fehlerbalken = 1 Standardfehler.
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Bei der Betrachtung der Regionen unabhangig der Versuchsgruppe zeigt sich der geringste
Anteil an HIBI in CA1 (Mittelwert = 0,11 + 0,05) und im Kortex Tal (Mittelwert = 0,08 + 0,03).
Der hdchste Anteil an HIBI zeigt sich in CA3 (Mittelwert = 0,38 + 0,11) und CA4

(Mittelwert = 0,37 + 0,07). Bei fehlender Normalverteilung besteht nach Kruskal-Wallis-Test
(pro Region n = 15; CA3 n = 13) ein signifikanter Unterschied mit jeweils starkem Effekt
zwischen CA1 und Kuppe (p = 0,038; r = 0,57) und zwischen CA1 und CA4 (p = 0,012;
r=0,63). (Abb. 18)
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Abbildung 17: Box-Plot des Anteils von HIBI nach Region

Dargestellt ist der prozentuale Anteil von Neuronen mit hypoxisch-ischdmischem Hirnschaden (HIBI) an der
Gesamtzahl (Regulér + HIBI) unabhéngig von der Versuchsgruppe fiir Cornu ammonis (CA) 1-4, Gyrus dentatus
(DG), Kortex Kuppe, Kortex Tal. Kreis = Ausreiler, * = p < 0,05 zwischen CA1 und CA4 sowie CA1 und Kuppe.
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4.3.2 Inflammationsmarker Hirngewebe (Molekularbiologie)

Der primare Endpunkt der molekularbiologischen Auswertung von HC und Kortex (Gruppen
zusammengefasst) zeigt signifikante Unterschiede zu Sham im Kruskal-Wallis-Test fur TNF-a
im HC (p=0,02; n=16, zwischen Sham und IPPV p =0,035; r=0,76), fur IL-6 im HC
(p =0,003; n =16, zwischen Sham und ULTVV p =0,002) und IL-6 im Kortex (p = 0,014;
n = 16, zwischen Sham und IPPV p = 0,024, r = 0,84). Durchgangig zeigt sich fir Sham-Tiere

die geringste molekularbiologische Inflammation (Abb. 19)
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Abbildung 18: PCR-Ergebnis von Hippocampus und Kortex fiir TNF-a, IL-6 und IL-1

Darstellung der postmortalen Expression von TNF-a (oben links), IL-6 (oben rechts) und IL-1 (unten) von Hippocampus und
Kortex nach zusammengefassten Gruppen relativ zur Expression des Referenzgens PPIA. * = p < 0,05 IPPV und Sham
**=p < 0,01 zwischen ULTVV und Sham. Fehlerbalken = 1 Standardfehler.
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4.3.3 Inflammationsmarker Serum (ELISA)

Fir IL-6 im Serum zeigt sich ein Absinken zum Zeitpunkt T6 (BLH: 49,35 pg/ml,
T6: 12,67 pg/ml, T12: 240,19 pg/ml). Fir TNF-a zeigt sich ein Absinken des Mittelwertes zu
T12 (BLH: 127,07 pg/ml, T6: 135,62 pg/ml, T12: 132,33 pg/ml). Ein Absinken der Inflammation
nach einem HKS wird als unplausibel gewertet und daher werden Ausreil3er definiert als
Abweichung gréRer als der 1,5-fache Interquartilsabstand des 3. Quartils. (257) Nach
Ausschluss von Ausreif3ern zeigt sich im Friedman-Test ein signifikanter Anstieg von IL-6 (je
n = 14) in der Gruppe IPPV (p = 0,039, zwischen BLH und T12 p =0,04; r = 0,88). Keine
signifikanten Anderungen bestehen fir ULTVV (p = 0,264) und Sham (p = 0,097) sowie fiir
TNF-a (je n=15) in allen Gruppen: IPPV (p=0,105), ULTVV (p=0,105) und Sham
(p =0,074). Ebenfalls findet sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen im
Kruskal-Wallis-Test fir IL-6 zum Zeitpunkt BLH (p = 0,352; n = 21), T6 (p = 0,797; n = 16) oder
T12 (p = 0,455; n=16) und TNF-a zum Zeitpunkt BLH (p = 0,237; n=24), T6 (p = 0,272;
n=16) oder T12 (p = 0,762; n = 16). (Abb. 20)
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Abbildung 19: Mehrliniendiagramm von IL-6 und TNF-a im Serum

Darstellung der Serum-IL-6 Werte (oben) und TNF-a-Werte (unten) zu den drei Messzeitpunkten baseline healthy (BLH),
T6 und T12 nach zusammengefassten Gruppen. Links: Rohdaten, deutliche Ausreil3er fiihren zu hohen Werten (pg/ml)
auf der Y-Achse. Rechts: Nach Ausschluss von Ausreil3ern. * = p < 0,05 von IPPV zwischen BLH und T12.

Fehlerbalken = 1 Standardfehler.
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4.3.4 Nahinfrarot-Spektroskopie
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Abbildung 20: Mehrliniendiagramm der Nahinfrarot-Spektroskopie (NIRS)

Darstellung der Ergebnisse der NIRS-Messung nach zusammengefassten Gruppen. Der Ausgangswert baseline
healthy (BLH) wurde genormt auf 100 und bei den folgenden Messzeitpunkten die Verdnderung ausgehend vom
Ausgangswert dargestellt. Die HKS-Messzeitpunkte No-Flow, CPR1 und CPR2 entfallen bei Sham, sodass hier
TO erneut auf 100 genormt wurde. ### = p < 0,01 zwischen den Messzeitpunkten jeweils innerhalb von ULTVV,
IPPV und Sham. ** = p < 0,01 zu TO zwischen ULTVV und Sham. (*) = p < 0,05 zu TO zwischen IPPV und Sham.
*=p < 0,05 zu T4 zwischen ULTVV und Sham. Fehlerbalken = 1 Standardfehler.

Die zerebrale, regionale Sauerstoffsattigung mittels NIRS-Messung wurde zum Zeitpunkt BLH
normiert auf 100 (Sham zusatzlich TO = 100). In allen Gruppen zeigt sich ein Anstieg im
Verlauf, zudem zeigt sich in den Interventionsgruppen ein deutlicher Abfall mit Einsetzen des
HKS und unter CPR. Der Unterschied im Zeitverlauf ist fir alle Gruppen im Friedman-Test
(n = 16) signifikant: IPPV (p < 0,001) und ULTVV (p <0,001) und Sham (p = 0,028). Mittels
Kruskal-Wallis-Test werden Unterschiede zwischen den Gruppen flr jeden einzelnen
Zeitpunkt ermittelt (TO-T4 n = 17; T6-T12 n = 16). Hierbei zeigen sich hdhere Werte fir Sham
als fur ULTVV zu TO (p = 0,007; r=0,92) und héhere Werte fir Sham als fir IPPV zu TO
(p=0,028; r=0,78). Weiterhin ist Sham gegenliber ULTVV erhéht zum Zeitpunkt T4
(p =0,020; r = 0,82). (Abb. 21)
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5 Diskussion

5.1 Kiritische Wertung der Ergebnisse

In der zugrunde liegenden Studie konnten nach Ausschluss 45 Tiere randomisiert werden.
Von den 5 Sham-Tieren verstarb 1 Tier kurz vor Versuchsende. Von den 40 Interventionstieren
erreichten 12 Tiere ein ROSC und 11 Tiere Uberlebten bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums. Fir den primaren Endpunkt Histologischer Schaden und den
sekundaren Endpunkt Erreichen eines ROSC zeigt sich kein signifikanter
Gruppenunterschied. Fir den primaren Endpunkt molekularbiologischer Schaden zeigt sich
im HC ULTVV signifikant gegentiber Sham hinsichtlich der TNF-a-Messung und IL-6 erhoht.
In der IPPV-Gruppe zeigt sich gegenuber Sham eine signifikante Erhéhung von IL-6 im Kortex.
Die NIRS zeigt eine signifikante Veranderung im Messverlauf fur ULTVV, IPPV und Sham.
Zwischen den Gruppen besteht ein signifikanter Unterschied lediglich zum Zeitpunkt TO
(Sham > IPPV) und T4 (Sham > ULTVV). Hinsichtlich der Inflammationsmarker im Serum

zeigen sich keine signifikanten Unterschiede.

Die ROSC-Rate von 30 % ergibt sich insbesondere aufgrund der geringen ROSC-Rate in den
beiden 8-Minuten-Gruppen (je 20 %). In einer vergleichbaren Studie von Tan et al.
(32 Schweine, 30,8 + 3,1 kg, 4 oder 8 Minuten untherapiertes VF, dann 10 min BLS, dann
ALS) zeigten sich deutlich hdhere ROSC-Raten. Hier hatten nach der 2. Defibrillation in den
4-Minuten-VF-Gruppen 7 von 8 Tieren ein ROSC. Bei 8 Minuten VF hatten bei einem V; von
10 ml/kgKG ebenfalls 7 von 8 Tieren, bei einem V; von 7 ml/kgKG hatten 3 von 8 Tieren ein
ROSC. Im Gegensatz zu der Studie dieser Dissertation wurde hier ohne PEEP (statt 5 mmHg)
und mit einem |:E von 1:2 (statt 1:1) beatmet. Zudem erfolgte die Defibrillation mit 120 Joule
(statt 200 Joule). (259) In der Studie dieser Dissertation waren nach Start des
ALS-Algorithmus inkl. Medikation und Defibrillation mindestens 3 Defibrillationen (mindestens
4 Minuten ALS; mindestens 16 Minuten ab Auslésen VF) bis zum Erreichen eines ROSC
notwendig. In der Studie von Tan et al. wurde bereits nach der 1. bzw. 2. Defibrillation ein
ROSC erreicht. (259) Auch Hdogler et al. erreichten héhere ROSC-Raten nach untherapiertem
VF von 7 Minuten (6 von 8 ROSC) und 10 Minuten (7 von 8 ROSC). Allerdings erfolgte vor der
ersten Medikamentengabe (Vasopressin) in dieser Studie nur eine 3-minttige BLS-Phase und
die Defibrillation wurde bereits 5 Minuten spater und mit bis zu 3 aufeinander folgenden
Defibrillationen durchgefihrt. (115) Mit 30% liegen die ROSC-Raten in der Studie dieser
Dissertation somit unter den durchschnittlichen experimentellen ROSC-Raten (= 70 %), unter
den ROSC-Raten des OHCA in der EuReCa Two Studie (33 %) und deutlich unter der
Utstein-Gruppe (Beobachteter HKS, initial schockbarer Rhythmus) des OHCA (59 %). (2, 260)
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Insgesamt liegt aufgrund der Kombination aus 4 bzw. 8 Minuten No-Flow-Zeit und 8 Minuten
BLS die Zeit bis zur ersten Defibrillation je nach Gruppe bei 12 bzw. 16 Minuten. Dies hatte
den Zweck, aufgrund erwartbar langerer Reanimationszeiten die Intervention Beatmung unter
Reanimation Uber einen langeren Zeitraum anwenden zu kdnnen. Weiterhin sollte die klinische
Situation des OHCA, bei der die mediane Eintreffzeit des Rettungsdienstes bei unter 9 Minuten
liegt, moglichst realistisch abgebildet werden. (261-264) Durch Lai*innenreanimation,
telefonische CPR-Anleitung oder First Responder koénnen schon vor Eintreffen des
Rettungsdienstes BLS-MalRnahmen durchgefuihrt werden, sodass die 8 Minuten BLS diese
Situation widerspiegeln sollen. Im Falle des OHCA reduziert eine Verzdgerung der
Defibrillation pro Minute die Uberlebenswahrscheinlichkeit bis zur Krankenhausentlassung um
10-12 %. (265) Daher stellt das Studiendesign mit verzdégertem Beginn von BLS und
Defibrillation eine Situation mit geringerer Uberlebenswahrscheinlichkeit dar. (266) Weiterhin
konnten die prainterventionelle Tiergesundheit oder Unterschiede in der Beatmung, mCPR
(u. a. genauer Druckpunkt) oder Defibrillationsstrategie (Joule, 1 Defibrillation vs. 3er Serie)

ursachlich fur geringere ROSC-Raten sein.

Aus den geringen ROSC-Raten folgt eine niedrige statistische Aussagekraft. Hierdurch kann
ein R-Fehler mit fehlender Ablehnung der Nullhypothese begangen werden. (267) Dies ist ein
bekanntes Problem in der Tierforschung. Nach dem 3R-Prinzip sollten méglichst wenige Tiere
verwendet werden. Studien mit zu geringer Power fiihren zu Unter- oder Uberschétzung von
Effekten, schlechter Reproduzierbarkeit und somit Ressourcenverschwendung. (268, 269) Bei
bisherigen Tierstudien zur CPR wird haufig keine Berechnung der StudiengréfRe berichtet.
(270, 271) Auch im Rahmen der Dissertationsstudie wurde keine Power-Kalkulation
durchgefuhrt, sodass lediglich eine explorative Datenanalyse mdglich war. In zukunftigen

Studien sollte, wenn méglich, eine Power-Kalkulation durchgefiihrt werden.

5.1.1 Beatmungsparameter

Die allgemeinen  Beatmungsparameter (paO., paCO;, Horovitz-Index,  Pmax,
Beatmungsmitteldruck, PEEP) wurden bereits in einer anderen Dissertation beschrieben und
daher hier nicht gesondert ausgewertet. Es zeigte sich zusammenfassend weder wahrend der
Reanimation noch im Nachbeobachtungszeitraum ein relevanter Unterschied zwischen IPPV
und ULTVV. Lediglich zwischen Sham und ULTVV =zeigten sich signifikante
Gruppenunterschiede. Eine lungenprotektivere Beatmung durch ULTVV zur Vermeidung
eines ARDS (15) konnte somit nicht gezeigt werden. Allerdings zeigte sich ULTVV hinsichtlich
der Beatmungsparameter gegentber IPPV nicht unterlegen. Dies ist bemerkenswert, da in der
Theorie bei ULTVV aufgrund der niedrigen V: eine héhere Totraumventilation stattfindet. (221,
222)
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Bei der Beurteilung der Beatmung ist der Einfluss auf Faktoren wie Oxygenierung,
Decarboxylierung, kardialer Output und vendéser Riickfluss zu beachten. Dabei spielt u. a. das
Vi in Kombination mit RR und FiO; eine relevante Rolle. (73, 74, 106) Auch das Timing von
Thoraxkompression und Beatmung hat aufgrund intrathorakaler Driicke einen relevanten
Einfluss. Thoraxkompressionen wahrend manueller Beatmung kénnen einen Riickstrom der
Luft (reversed airflow) verursachen und hierdurch zu einer Fragmentierung der Inspiration
fuhren. (272) Die notige Inspirationszeit konnte bei prolongierter CPR mit resultierend
reduzierter Lungencompliance noch langer sein. (92) Neue Beatmungsansatze wie ULTVV,
CCSV oder ITP versuchen diese verschiedenen Faktoren in ein optimales Gleichgewicht zu
bringen, befinden sich jedoch noch in der wissenschaftlichen Evaluation. Entsprechend der
Vorgangerstudie und der Dissertationsstudie konnte bei ULTVV trotz geringer Beatmungszeit
und geringem V; Uber mehrere Minuten eine adaquate Oxygenierung und Decarboxylierung
im Schweinemodell aufrechterhalten werden. (15, 221) Erganzend ist zu beachten, dass
das Vit und die RR Einfluss auf das etCO: haben und somit ggf. beatmungsadaptierte
etCO,-Werte notwendig sind. (273)

Unklar ist, wie lange eine CPR durchgefihrt werden muss, damit Veranderungen der
Beatmung einen Einfluss auf das Outcome haben. Spezielle Beatmungsstrategien wie ULTVV
mit einem geringen PEEP konnten z. B. zur Pravention eines Atemwegsverschlusses unter
prolongierter CPR eine Rolle spielen (95). Durch die Etablierung von mCPR und eCPR kdénnte

die Relevanz der Beatmung aufgrund langerer CPR-Zeiten in Zukunft zunehmen.

5.1.2 Histologie

Fir den primaren Endpunkt der histologischen Auswertung zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede fur alle untersuchten Neuronenarten (Regular, INC, HIBI) und den relativen
Anteil an HIBI-Neuronen zwischen den Gruppen. Bemerkenswert ist hierbei besonders, dass
kein signifikanter Unterschied zwischen der Sham-Gruppe und den Interventionsgruppen
festgestellt werden konnte. Diese Feststellung ist kongruent mit den weiteren
histopathologischen Auswertungen dieser Studie. So konnte lediglich in der Nierenhistologie
ein hoéherer Schaden in der ULTVV-Gruppe gegenliber Sham festgestellt werden. Die
histologische Auswertung der Niere von IPPV gegeniber Sham und der Lunge und Leber
zwischen allen Gruppen zeigten keine signifikanten Gruppenunterschiede. Allerdings finden

sich Uberwiegend Tendenzen eines geringen Organschadens in der Sham Gruppe. (220, 221)

In der Literatur findet sich vielfach die Beschreibung einer selektiven Vulnerabilitat (CA1,
Sommer-Sektor). CA1 soll dabei besonders vulnerabel auf Hypoxie reagieren (176, 177). Dies

konnte allerdings in einer Schweine- (173) und einer Rattenstudie (178) nicht reproduziert
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werden. Eine Analyse des Anteils von HIBI nach Gehirnregion, unabhangig von der
Versuchsgruppe in der Studie dieser Dissertation, zeigte bemerkenswerterweise CA1 als die
am wenigsten von HIBI betroffene Region. So bestand ein signifikanter Unterschied zu Kortex
Kuppe und zu CA4, welche die beiden Regionen mit dem héchsten Anteil an HIBI darstellten.
Die Vergleichbarkeit der verschiedenen Studien ist allerdings aufgrund unterschiedlicher

Nachbeobachtungszeiten eingeschranki.

5.1.3 Inflammationsmarker

Bei der Untersuchung der Inflammationsmarker im Serum zeigen sich vereinzelt deutliche
AusreilRer. Dabei ist insbesondere der deutliche Abfall von IL-6 von BLH auf T6 unplausibel,
da durch den HKS eine Erhdéhung der Inflammationsparameter zu erwarten ist. Nach
mathematischem Ausschluss (1,5-facher Interquartilsabstand zum 3. Quartil) der Ausreil3er
zeigen sich grafisch plausiblere Daten. Allerdings besteht nur fur IL-6 bei IPPV eine
signifikante Anderung im Zeitverlauf zwischen BLH und T12. Bei allen weiteren Auswertungen
besteht weder ein Unterschied im Zeitverlauf noch zwischen den Gruppen zu den einzelnen
Messzeitpunkten. Bisher hat sich kein Inflammationsmarker zur Prognoseabschatzung
durchgesetzt. Eine mogliche Ursache konnte in den teils gleichzeitig vorliegenden pro- und
antiinflammatorischen Effekten liegen. Jedoch werden insgesamt hohen Konzentrationen
negative Effekte zugeschrieben. Je nach Studie wurden unterschiedliche Marker préaferiert.
(siehe 2.3.4) Nach HKS waren im Blutplasma nur bei 30-54 % der untersuchten Patient*innen
erhéhte TNF-a- bzw. IL-1-R-Werte nachweisbar. (138, 164) Die dargestellten Zytokine spielen
somit eine Rolle im PCAS und korrelieren mit einem schlechten Outcome. Fir die Detektion
der systemischen Ischamie-und Reperfusionsreaktion bedarf es allerdings weiterer

Forschung zur Etablierung methodischer Standards.

Far den primaren Endpunkt der molekularbiologischen Auswertung zeigen sich die niedrigsten
Werte in allen Auswertungen (HC, Kortex jeweils TNF-q, IL-6, IL-1) in der Sham-Gruppe. Dies
spricht fUr die Plausibilitdt der Messung. Gruppenunterschiede zeigen sich vereinzelt zwischen
Sham und ULTVV bzw. IPPV, nicht jedoch zwischen den beiden Interventionsgruppen. Fir
ULTVV kann insgesamt etwas mehr Inflammation nachgewiesen werden. Hier zeigen sich
TNF-a und IL-6 im HC gegenuber Sham signifikant erhéht, wahrend fir IPPV nur IL-6 im Kortex
signifikant erhoht ist. Somit lasst sich zwar auf allgemein mehr zerebrale Inflammation nach
HKS schliel3en, allerdings kein relevanter Unterschied durch die Beatmungsform feststellen.
Fir die Quantifizierung der molekularbiologischen Proben wurde als Referenzgen PPIA
verwendet. PPIA wurde als Referenzgen in Schweinezellen bereits validiert. (274) Es wird in
verschiedenen Geweben beschrieben, allerdings fehlt bisher eine konkrete Beschreibung fir

Gehirngewebe. (248) In vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe zeigten sich plausible
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Ergebnisse unter Verwendung von PPIA. (15, 159) Eine ausfuhrliche Validierung als
Referenzgen fur neuronales Gewebe sollte dennoch in zukiinftigen Studien vorgenommen

werden.

5.1.4 Nahinfrarot-Spektroskopie

Durch die Normierung der NIRS-Werte (BLH = 100, Sham TO = 100) lasst sich die relative
Veranderung der zerebralen Oxygenierung messen und hierdurch Ruckschlisse auf die
zerebrale Durchblutung schlieBen. Die NIRS zeigt eine signifikante Veradnderung im
Messverlauf fur ULTVV, IPPV und Sham. Durch Erreichen eines ROSC kommt es zur
Reperfusion mit zerebraler Hyperamie. (3, 4, 18) Dies lasst sich im NIRS anhand eines
Anstieges Uber den Ausgangswert hinaus erkennen. Allerdings besteht zwischen den
Gruppen ein signifikanter Unterschied lediglich zum Zeitpunkt TO (Sham > IPPV) und T4
(Sham > ULTVV). Durch den Anstieg in der Sham-Gruppe lasst sich zeigen, dass allein die

Narkose eine zerebrale Hyperamie ausldst.

NIRS ist ein etabliertes Verfahren zum intraoperativen Neuromonitoring. Eine Korrelation von
NIRS und Outcome kann fiir Schock (275) und CPR (276, 277) gezeigt werden. Fir einen
kausalen Nutzen des Einsatzes von NIRS fir das Outcome gibt es aber bisher keine
ausreichende Evidenz. (275, 278, 279) In einer experimentellen Studie zum hypothermen HKS
konnte NIRS keinen Gruppenunterschied zwischen einer Gruppe unter Normoxie und einer
unter Hyperoxie detektieren. Die Messung der oxygenierten Cytochrome a,az im
Gehirngewebe korrelierte allerdings signifikant mit dem histologischen Schaden. (280) In der
Arbeitsgruppe der vorliegenden Dissertationsstudie zeigt sich die invasive Messung der
Sauerstoffsattigung des Gehirngewebes zuverlassiger gegenuber der NIRS-Messung
insbesondere bei niedrigen Sauerstoffsattigungen. (281) Aufgrund der Invasivitat kdnnte dies
jedoch Einfluss auf die spatere histopathologische Bewertung haben, sodass in der
vorliegenden Dissertationsstudie die NIRS-Messung gewahlt wurde. Die NIRS-Messung kann
durch die Differenzen in der Positionierung, durch Alter, Schadelgeometrie, Gehirn
Temperatur, Odem oder pH beeinflusst werden. (280) Zudem kann das Signal durch die
extrazerebrale Durchblutung beeinflusst werden, sodass die Detektion einer zerebralen

Hypoxie eingeschrankt ist. (282)

Zusammenfassend zeigt sich in der vorliegenden Studie ULTVV als nicht unterlegen zu IPPV.
Allerdings zeigen alle Outcome-Messungen Einschrankungen und sollten daher nur in der
Gesamtbewertung beurteilt werden. Die Uberwiegend fehlende Differenz zwischen Sham- und

Interventions-Tieren sollte kritisch hinterfragt werden.
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5.2 Methodik
5.2.1  Versuchsdurchfihrung

Bei dem gewahlten Versuchsaufbau handelt es sich um eine in der Arbeitsgruppe des Autors
bereits etablierte Methodik. (15, 159, 208, 258) Durch direktes Auslésen eines VF mittels
Stimulationskatheter wird ein plétzlicher Herztod simuliert. Ein systematisches Review zu
verschiedenen HKS-Modellen zeigte, dass mit 54 % die Auslésung eines VF die haufigste
verwendete Methodik ist. (260) Zur Simulation eines kardial bedingten HKS ist zudem ein
(temporares) VerschlieRen der Koronararterien mittels Ballonkatheter in Kombination mit
elektrisch ausgeléstem VF maoglich. (283) Da nach plétzlichem HKS bei zuvor Gesunden in
Autopsien in  35% der Falle Myokardinfarkte vorlagen (284), kann ein
Koronarokklusions-Modell die Pathophysiologie des kardialen HKS und somit die klinische
Realitat wahrscheinlich besser abbilden. Allerdings ist hierfir die Verfugbarkeit einer
Koronarangiographie nétig (283), welche in dem Versuchslabor der Arbeitsgruppe flr
experimentelle Groftierforschung in Mainz nicht zur Verfigung steht. In Abgrenzung zur
kardialen Atiologie wird in 25 % der HKS-Modelle ein asphyktischer HKS simuliert. (260)

Die Durchfuhrung des BLS und ALS erfolgte gemal aktueller Leitlinien mit leichten
Modifikationen. Zur besseren Standardisierung zwischen den Tieren wurde zu
Versuchsbeginn eine endotracheale Intubation und im Verlauf die Thoraxkompression mittels
mCPR (LUCAS 2) durchgefuhrt. Die Verwendung von mCPR im klinischen Setting kann
erwogen werden, (6) geht allerdings mit hdherer Inzidenz an Verletzungen einher (64). Im
Versuchsaufbau dieser Dissertation wurde zunachst mit der mCPR Corpuls CPR gearbeitet.
Aufgrund hoher Inzidenzen an thorakalen Verletzungen und fehlendem Erreichen eines ROSC
wurde auf das mCPR-Gerat LUCAS 2 gewechselt. (258) Die Medikamentengabe unter CPR
wurde von den Leitlinien wie folgt modifiziert: Es erfolgten eine friihere Adrenalin-Gabe (bereits
nach 1. Defibrillation) und zusatzlich Vasopressin-Gaben. Aus Schweinereanimationsstudien
ist bekannt, dass dies die ROSC-Wahrscheinlichkeit erhdht. (191, 285-287) Zusatzlich wurde
vor Auslésen des HKS erneut medikamentds relaxiert, um Einflussfaktoren wie
Schnappatmung zu reduzieren, welche die Uberlebenswahrscheinlichkeit erhéhen kénnen.
(76, 288) Zur kontinuierlichen Sedierung und Analgesie wurden auch unter CPR Propofol und
Fentanyl verabreicht. Aufgrund der kardiodepressiven Wirkung dieser Medikamente kdnnte
dies die Wahrscheinlichkeit des Erreichens eines ROSC reduzieren. Vor dem Hintergrund
eines moglichen Erwachens unter suffizienter CPR (117, 118) reduziert die kontinuierliche

Sedierung und Analgesie jedoch potenziell die Belastung des Tieres.
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Nach Erreichen eines ROSC wurde kein TTM durchgefiuhrt. TTM sollte nach aktuellen
Leitlinien durchgefuhrt werden, es besteht jedoch keine klare Evidenz fir den Einsatz von
TTM. (3, 5) TTM wird insb. zur Neuroprotektion, also zur Reduzierung des sekundaren
Hirnschadens eingesetzt. Bspw. hat Hypothermie einen Einfluss auf Pharmakodynamik und
Bioakkumulation von IL-1-Antagonisten im Gehirn. Daher schlussfolgern manche Autor*innen,
dass bei experimentellen Studien zur Untersuchung neuroprotektiver Substanzen ein TTM
durchgefiihrt werden sollte, um die klinische Ubertragbarkeit zu erhéhen. (289) Schweine
haben allerdings eine erhdhte physiologische Kérperkerntemperatur (38,3-39,3 °C). (290,
291) Auf TTM wurde somit bei nicht eindeutiger Evidenzlage und zur potenziellen Erhéhung
eines Unterschiedes des Hirnschadens verzichtet. Eine Kihlung bei eindeutigem Fieber

(> 39,9 °C) war nur bei einem Tier notwendig.

Die Versuche erfolgten gemaft dem Versuchsprotokoll. Die genannten Abweichungen von der
Leitlinie wurden somit bei allen Versuchen gleichbleibend durchgefiihrt. Die Abweichungen

kénnen die Ubertragbarkeit der Experimente auf die Klinik reduzieren.

In der IPPV-Gruppe wurden die Tiere mit einem Vivon 8-10 ml/kgKG beatmet. Seit 2005 wird
ein Vi von 6-7 ml/kgKG (500-600) bei niedriger vorhandener Evidenz empfohlen. (10, 80, 81)
In den aktuellen Leitlinien findet sich keine Angabe eines V.. Es soll beatmet werden, bis sich
der Brustkorb sichtbar hebt. (6) Das in der IPPV-Gruppe verwendete Vivon 8-10 ml/kgKG
entspricht alteren Empfehlungen von zuletzt 2001. (9) Aufgrund einer geringen Evidenzlage
zum optimalen V: und einer geringen Standardisierung der Beatmung in der Realitat (siehe

2.2.5) wurde das leicht erhéhte V: als adaquat fir eine experimentelle Untersuchung bewertet.

5.2.2 Bewertung des neurologischen Schadens

Im klinischen Setting dient eine multimodale Untersuchung zur Abschatzung der
neurologischen Prognose. (3, 5) Im experimentellen Setting ist bisher kein Standard
vorhanden. Eine neurologische Beurteilung wenige Tage nach ROSC (173, 174, 260) erhdht
die Wahrscheinlichkeit, klinisch relevante Auswirkungen zu messen. Histologische
Ergebnisse, Biomarker und apparative Ergebnisse sind dagegen Surrogatparameter und
geringe Effekte auf dieser Ebene haben somit nur eine reduzierte Wahrscheinlichkeit auf
Detektion klinisch relevanter Vorteile in klinischen Studien. (202, 204) Ein neurologisches
Assessment setzt jedoch eine langere Nachbeobachtungszeit und eine entsprechende
Laborinfrastruktur voraus. Zudem steigt die Tierbelastung hierdurch nach europaischen
Richtlinien von ,non-recovery“ auf mittel bis schwer. (200) Zum Erreichen einer héheren
klinischen Relevanz der Ergebnisse und im Umkehrschluss Reduktion von Studien mit

geringer Aussagekraft, lasst sich diese héhere Belastung jedoch tierethisch rechtfertigen.
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Letztendlich muss eine Balance zwischen Kostenaufwand, vorhandener Infrastruktur,
prognostischer Aussagekraft der verschiedenen Methodiken und tierethischen Aspekten
gefunden werden. Die Evaluation von Surrogat-Parametern in Scores und die Validierung
dieser durch klinische Assessments bilden hierflr eine wichtige Grundlage. (31, 173) Die
Erstellung eines neuropathologischen Scores in dieser Dissertation sollte dem nachkommen.
In Zukunft kbnnte dieser durch weitere Untersuchungen wie Biomarker (z. B. Neurofilament

light) erganzt werden. (133)

Fir die histopathologische Auswertung ist der optimale Zeitpunkt der Organentnahme unklar.
Somit ist nicht bekannt, inwiefern der histologische Schaden wenige Stunden nach HKS mit
dem neurologischen Outcome korreliert. (31) In der vorliegenden Studie war in der
histologischen Untersuchung HIBI feststellbar. Dies lasst auf eine ausreichende
Nachbeobachtungszeit schlieen. Weitere Studien sind notwendig, um die optimale

Nachbeobachtungszeit z. B. mit geringem Auftreten von INC-Neuronen zu definieren.

Fixierung

Fir die Fixierung des Gewebes lasst sich zwischen Perfusions- und postmortaler Fixierung
unterscheiden. Die Perfusionsfixierung wird zur Reduktion von Artefakten (169) wie
dark neurons (245) empfohlen. Zur Untersuchung des neuropathologischen Schadens nach
HKS wird dies in verschiedenen Studien praktiziert. Diese Studien beschranken sich jedoch
auf das neurologische Outcome. (173, 226) Seltener wird eine postmortale Fixierung
durchgefuhrt. Diese korrelierte in einer Studie jedoch ebenfalls mit dem neurologischen
Assessment. (292)

Entsprechend dem Laborstandard wurde in der vorliegenden Dissertation eine Fixierungszeit
von mindestens 2 Monaten gewahlt. In der Literatur finden sich kirzere Zeiten von einer
Woche (226) bzw. mindestens 2 Wochen (173). In einem Positionspapier zum Umgang mit
neurologischem Gewebe in toxikologischen Studien wird eine Fixierungszeit von mindestens
48 h empfohlen. (168) Somit kann in zuklnftigen Studien eine deutlich kurzere Fixierungszeit

verwendet werden.

Makroskopischer Gehirnschnitt

Zur Vorbereitung des mikroskopischen Schnitts erfolgte der makroskopische Schnitt der in
Formalin eingelegten Gehirnhalfte. Dies stellt einen methodisch schwierigen Schritt dar,
welcher einen relevanten Einfluss auf das Ergebnis haben kann. Der HC liegt im
Temporallappen, ist von auflen nicht sichtbar und eine klare auflere Landmarke zur

Orientierung fehlt. Im 31 kg schweren Schwein hat er einen Durchmesser von ca. 1-1,5 mm
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(Vgl. Abb. 3 Ubersichtsaufnahme HC). Bei im Mittel 58 kg schweren Schweinen mit einem
Gehirngewicht von im Mittel 94,5 g hat der HC eine Gesamtlange von 17 mm (Ebene
A 10,0 mm bis P 7,0 mm). (225) Die anatomischen Verhaltnisse kénnen zwischen einzelnen
Tieren, je nach Alter oder bei Pathologien wie intrakranieller Blutung oder Hirnédem variieren.
Zudem kann sich durch (unabsichtliche) Variation des Schnittwinkels in drei Ebenen der
Anschnitt verandern. Aufgrund dieser Einflussfaktoren bei gleichzeitig kleiner Grofke der
Zielstruktur HC ist somit mit unterschiedlich angeschnitten HC-Anteilen zu rechnen. In den
meisten Publikationen wird nicht ndher spezifiziert, an welcher Stelle und insb. in welchem
Winkel der Schnitt des HC erfolgte. (173, 226, 228, 292) In einer Studie wurde zwischen
ventralem und dorsalem HC unterschieden und es fanden sich vergleichbare Ergebnisse.
(173) In der Studie dieser Dissertation musste der Schnittwinkel nach anfanglich
unzureichenden HC-Anschnitten korrigiert und einige Gehirnhalften erneut geschnitten
werden. Hierdurch konnte ein Anschnitt aller Anteile des HC mit Ausnahme von CA3 bei zwei
Tieren erreicht werden. Daher wurde CA3 in der Gesamtbewertung nicht berilcksichtigt.
Weiterhin war der HC bei 5 Tieren im Feinschnitt zweimal vollstandig angeschnitten, wurde
daher doppelt gezahlt und der Mittelwert verwendet. Die Methodik wurde fir zukinftige
Arbeiten in der Arbeitsgruppe angepasst und bedarf der weiteren Evaluation. Aufgrund der
geringen Grole des HC ist jedoch mit einem Anteil an unvollstandigen oder doppelten
Anschnitten zu rechnen. Auch beim Schnitt des Kortex ist auf eine korrekte Schnittfiihrung zu
achten. Durch Orientierung an auf3eren Landmarken (z. B. Gyrus centralis) lasst sich hier

allerdings eine bessere Standardisierung erreichen.

Fir die histologische Auswertung wurde nur die linke Hemisphare verwendet, um aus der
rechten Hemisphare molekularbiologische Proben gewinnen zu kénnen. In einer Studie im
Schwein zeigte sich jedoch beim Vergleich des histologischen Assessments beider

Hemispharen kein signifikanter Unterschied. (173)

Weiterhin kann unterschieden werden zwischen einer Bewertung des gesamten Gehirnareals
(173) und der Auswertung der mikroskopischen Sichtfelder mittels Zellzahlung (226). Zur
besseren Objektivierung der Ergebnisse wurde die Verwendung der mikroskopischen
Sichtfelder festgelegt und 5 Gehirnschnitte pro Tier bewertet. Zu beachten hierbei ist, dass die
Auswahl der Felder einen deutlichen Einfluss auf das Ergebnis haben kann, wenn
HIBI-Neurone nur in einem kurzen Abschnitt der Hirnregion vorhanden sind. Daher sollten

mehrere Areale in der gleichen Region oder mehrere Gehirnschnitte untersucht werden.
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Zellzahlung

Fir eine zuverlassige Zellzédhlung bedarf es mdglichst eindeutiger morphologischer Kriterien.
Schon die Unterscheidung von Neuronen zu anderen Zellen im Gehirn kann Schwierigkeiten
bereiten. Durch die Einfihrung von einem Score konnte dies verbessert und die
Inter-Observer-Reliabilitdt erhdht werden. Hierbei schien eine dinne Schnittdicke (1 uym) die
Beurteilung zu erschweren, da u. a. der Nukleolus nur selten angeschnitten war. (247) Bei der
Verwendung einer Schnittdicke von 3-4 ym in dieser Dissertation konnte der Nukleolus bei
regelrechten Neuronen haufiger angeschnitten werden. Eine Schnittdicke von 4 ym (173, 228)
bzw. 6 uym (226) wurde auch in anderen Studien verwendet. Zusatzlich zur Zellzdhlung wurde

der relative Anteil an HIBI-Neuronen an HIBI- und Regularen Neuronen betrachtet.

72



5.3 Erstellung und Validierung eines neuropathologischen Scores

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnten morphologische Kriterien zur Bewertung
von HIBI erstellt und durch eine gute bis sehr gute Inter- und Intra-Observer-Reliabilitat
validiert werden. Bisherige Studien verwenden verschiedene Zelltoddefinitionen und
verschiedene subjektive oder semiquantitative Scores. (173, 175, 226, 227, 236, 237)
Definitionen zu morphologischen Kriterien von HIBI von Hoque et al. und Stummer et al.
dienten als Grundlage zur Erstellung eines Kriterienkatalogs. (226, 239) Hoque et al. nennen
dabei zwar verschiedene Charakteristika von ischamischer Zytopathologie, legen sich
allerdings nicht auf klare Kriterien fest. (226) Stummer et al. definieren ebenfalls lediglich
regulare Neurone eindeutig. (239) Zur Beurteilung von HIBI insb. durch neuropathologisch

unerfahrene Untersuchende sind daher klare Kriterien notwendig.

Auf zellularer Ebene ist ein Point of no Return, also der Beginn der definitiv irreversiblen
Zellschadigung, schwer zu definieren. (235) Eine besondere Herausforderung im Bereich der
morphologischen Kriterien ist daher die Einordnung von unklaren Befunden. Dies
bericksichtigt die vorliegende Arbeit durch Einfihrung der Kategorie INC und die Einordnung
schwieriger Befunde in eine Entscheidungshilfe. Da jedoch nicht festgelegt werden kann, ob
INC reversibel oder irreversibel ist (240), erfolgte eine Zahlung von INC, ohne diese in die
Gesamtauswertung aufzunehmen. Zwischen den Untersuchenden zeigte sich eine schlechte
Ubereinstimmung fir INC (CA 0,2; Kortex 0,1; DG 0,12). Die Intra-Observer-Reliabilitat fir INC
zeigte eine mittlere bis hohe Korrelation. Die Anzahl an INC-Neuronen war insgesamt gering
(Abb. 14), sodass hier kleinere Unterschiede in der Zahlung statistisch einen starkeren Einfluss

hatten. Daher sollte die Definition dieser Kategorie in Zukunft weiterentwickelt werden.

Die statistische Auswertung der Validierung der morphologischen Kriterien erfolgte mittels
Intra-Klassen-Korrelation. Zur Bewertung des Koeffizienten liegen verschiedene
Einordnungen vor. (250, 293) Hierbei wurde die konservative Einordnung verwendet, welche
erst ab einem Koeffizienten tiber 0,9 von einer sehr guten Ubereinstimmung spricht. (250) Als
Hauptkriterium fir die spatere Auswertung wurde der Anteil an HIBI-Neuronen gewahit. Hierfur
zeigte sich eine gute bis sehr gute Inter-Observer-Reliabilitat (0,82-0,94) und im
Wiederholungstest eine sehr gute Korrelation. Dabei zeigt sich die beste Ubereinstimmung fiir
das CA des HC. Somit konnte nach kurzer Einweisung eine zuverlassige Anwendung des

neuropathologischen Scores durch unerfahrene Untersucher*innen gezeigt werden.

Hogler et al. konnten in einer Studie eine gute Ubereinstimmung ihres histologischen
Schadens-Scores mit einer neurologischen Untersuchung vor Tétung der Tiere feststellen.

Allerdings wurden hier ebenfalls keine klaren Kriterien zur Zellbewertung angegeben. (173)
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Zur Erhohung der klinischen Relevanz ware eine weitere Validierung der in dieser Dissertation
erarbeiteten Kriterien durch Korrelation mit einer neurologischen Untersuchung sinnvoll. Da
dies aktuell aus organisatorischen und strukturellen Griinden im Labor der Arbeitsgruppe
dieser Studie nicht moglich ist, ist hierfir eine Kooperation mit einem anderen Labor in Zukunft
denkbar.

Erste Studien untersuchten eine automatisierte Zellzadhlung mittels Kunstlicher Intelligenz.
2014 zeigten sich noch negative Ergebnisse. (294) Neuere Erkenntnisse zeigen im Bereich
von HIBI-Detektion bereits Fortschritte. (295) Jede Kiinstliche Intelligenz benétigt jedoch einen
moglichst grofien Datensatz, anhand dessen ein Lernen stattfinden kann. Somit kann eine
Vielzahl von menschlich durchgefiihrten und dokumentierten Zellzédhlungen als Datensatz

dienen, um hiermit perspektivisch eine Kunstliche Intelligenz trainieren zu konnen.
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5.4 Limitationen
5.4.1 Limitationen der Ubertragbarkeit der Studie

Die durchgefiihrte Studie beinhaltet verschiedene Einschrankungen. Durch geringe
ROSC-Raten in verschiedenen Subgruppen und methodische Schwierigkeiten mit u. a. der

Notwendigkeit einer zwischenzeitlichen Entblindung ist die Aussagekraft stark eingeschrankt.

Limitationen der Ubertragbarkeit aus dem Schweinemodell auf den Menschen ergeben sich

durch das geringe Gewicht und die geringe KorpergréRe. Zusatzlich zeigt bspw. Schweineblut
unter Low-Flow-Bedingungen eine deutlich erhéhte Viskositat. (296) Dartber hinaus sollten
weitere Artefakte beachtet werden wie interne Confounder (z. B. genetische Unterschiede,
subklinische Infektion) oder externe Confounder (z. B. Transport). (297) Ein grundlegendes
Problem von experimentellen Studien ist haufig die Verwendung junger Tiere ohne
Komorbiditaten. Dies wird auch in der Schlaganfallforschung fiir eine geringe Ubertragbarkeit
von Studienergebnissen verantwortlich gemacht. (298) In der CPR-Forschung gibt es flir das
Rattenmodell erste Ansatze einer Verwendung alterer Tiere. Dies war mit langerer Zeit bis
ROSC, geringerer hyperdynamischer Blutdruckreaktion und verstarkter endothelialer

Aktivierung assoziiert. (160)

Weiterhin verstarben ein Tier in der IPPV-4-Gruppe und ein Sham-Tier wahrend des
Nachbeobachtungsphase. Insb. das Versterben des Sham-Tieres stellt die Frage nach der
Belastung durch die 24-stiindige Narkose als Einflussfaktor auf die Outcome-Parameter. Das
verstorbene Sham-Tier hatte zuvor plétzlich eine massive Gasaustauschstérung entwickelt
und zeigte pulmonal eine sehr hohe Sekretlast. Anhand des klinischen Bildes wurde daher der
Verdacht auf die Exazerbation eines vorbestehenden Infektes gestellt. Die Uberpriifung der
allgemeinen Tiergesundheit vor Versuchsbeginn zum Ausschluss von z. B. Tieren mit latenten
Infektionen kénnte hier einen méglichen Confounder reduzieren. Das Pig major acute-phase
Protein, ein Akute-Phase-Protein in Schweinen, kénnte hierfir verwendet werden. (299) Die
hohe Ausschlussrate der vorliegenden Studie noch vor Randomisierung (6 von 52 Tieren
aufgrund technischer oder klinischer Probleme) ist vor dem Hintergrund des 3R-Ansatzes
kritisch zu betrachten. Bei einer Voruntersuchung konnten moglicherweise Tiere mit
Herzfehlern (hier 3 von 52 Tieren) schon vor dem Transport in das Labor ausgeschlossen

werden.
Grundvoraussetzung fur die kontrollierte Anwendung von ULTVV mit 100 % Sauerstoff ist das

Vorhandensein eines Beatmungsgerats und Sauerstoff. Im Rahmen des BLS liel3e sich

ULTVV durch kleine Vi mit einem Beatmungsbeutel und Raumluft darstellen. Ein

75



Beatmungsbeutel ist allerdings bei Lai*innenreanimationen selten verfugbar. Dartber hinaus
werden bei Verwendung von Raumluft hdhere Vi zur Oxygenierung empfohlen. (78, 79) Somit

scheint ULTVV realistisch aktuell nur im ALS-Setting anwendbar.

Eine weitere Limitation der Studie ist die Verwendung eines kardialen HKS-Modells mit
vorhandenen Sauerstoffreserven in Blut und Lunge. Bei respiratorischem HKS spielt die
Oxygenierung und Decarboxylierung eine gréBere Rolle. (54) Im Bereich der Atiologie ist
weiterhin zu bedenken, dass neurologische Ursachen zur dritthaufigsten Ursache des HKS
zahlen. (300) Entscheidend ist dabei, dass im Falle eines neurologisch bedingten HKS ein
akuter neurologischer Schaden eine veranderte Pathophysiologie nach sich zieht. Daher sind
mogliche positive Effekte von ULTVV im kardialen HKS-Modell nicht zwangslaufig auf HKS

mit respiratorischer oder neurologischer Ursache Ubertragbar.

Weiterhin ist die fehlende Verblindung der Intervention anzumerken. Diese stellt im Falle der
Untersuchung komplexer Interventionen wie der Beatmungsform eine besondere
Herausforderung dar. Eine einfache Verblindung lasst sich durch Abdecken des
Beatmungsgerats darstellen, sodass nur eine Person den Beatmungsmodus kennt. Allerdings
konnten durch Gerausche der Beatmung und Thoraxbewegungen Rickschlisse auf den
gewahlten Beatmungsmodus gezogen werden. Fur eine zuverlassige Verblindung waren
somit zwei Teams notig: Ein Team flur die Zeit der Intervention und ein Team fir die
Vorbereitung und spatere Nachbeobachtung. Dies wirde einen deutlichen Kosten- und
Personalmehraufwand bedeuten. Bislang wird eine Verblindung zur Intervention in

experimentellen HKS-Studien nicht durchgefiihrt. (8)

Aufgrund eines fehlenden Goldstandards zur neuropathologischen Evaluation konnte der
primare Endpunkt vor Studienbeginn nicht konkret definiert werden. Vielmehr wurde die
histologische Auswertungsmethode der Studie anhand der Gehirnschnitte dieser Studie
erstellt und validiert. Durch Erstellung und Validierung des neuropathologischen Scores kann
der Anteil an HIBI-Neuronen in zukunftigen Studien als (priméarer) Endpunkt gewahlt werden.
Hierdurch sollte im Rahmen dieser Dissertation ein Beitrag zur methodischen

Weiterentwicklung und Reduktion des Reporting Bias geleistet werden.

5.4.2 Allgemeine Limitationen aktueller neuroprotektiver Forschung

Die deutlichen Limitationen der Studie geben Anlass zur breiteren Reflexion der aktuellen
Reanimationsforschung. Grundlage wissenschaftlichen Arbeitens ist eine wissenschaftliche
Integritdt und der respektvolle Umgang mit Studienteilnehmer*innen und Tieren. (301) Die

Forschung, insbesondere die praklinische Tierforschung, steht auch innerhalb der
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wissenschaftlichen Community in der konstruktiven Kritik. (31, 302, 303) In den letzten
Jahrzehnten ist eine Stagnation im Bereich der neuroprotektiven Forschung zu verzeichnen.
Trotz intensiver Forschung und teils vielversprechenden experimentellen Ansatzen scheitern
in klinischen Studien insbesondere pharmakologische Ansatze zur Neuroprotektion nach HKS
(16-18), Schlaganfall (268, 298, 304) oder traumatischem Hirnschaden (305, 306). Damit
wurde der vor 30 Jahren in der neuroprotektiven Forschung teils vorhandene Optimismus
enttauscht. (30, 307) Den geringen Fortschritten stehen allein in den USA Investitionen von
ca. 42 Millionen US-Dollar pro Jahr in der CPR-Forschung gegentber. (308) Seit 1996 dienen
die Utstein-Style-Leitlinien fir einheitliches Berichten als Grundlage fur die CPR-Forschung.
(32) Systematische Reviews zur experimentellen CPR-Forschung zeigen jedoch nach wie vor
eine grofRe Heterogenitat in Definitionen, Methodik und Reporting sowie ein hohes Bias-Risiko.
(8,17, 260, 270)

Reporting

Insbesondere wenn es sich um negative Ergebnisse handelt, werden viele Studien nicht
publiziert. (309) Entsprechend einer Untersuchung an zwei deutschen Universitatsklinika
wurden nur 67 %, nach Ausschluss von Dissertationen sogar nur 58 % der Tierstudien
publiziert. Dies scheint problematisch aufgrund der Legitimierung von Tierforschung,
Verschwendung von wissenschaftlichen Ressourcen, unnétigen Wiederholung von
Tierexperimenten und inkompletter, potenziell verzerrter praklinischer Evidenz als Grundlage
fur klinische Studien. (19) Ergebnisse der zugrundeliegenden Studie dieser Dissertation fur
die Organsysteme Lunge, Niere und Leber sowie der Vergleich der beiden verwendeten
mCPR wurden bereits publiziert. (220, 222, 258) Die Publikation der neurologischen Daten ist
in Planung und findet aufgrund der Erstellung des neuropathologischen Scores im Rahmen

dieser Dissertation zeitlich verzogert statt.

Es existieren verschiedene Tools und Checklisten zur Reduktion des Bias-Risikos und
Verbesserung der Reporting-Qualitat wie bspw. die ARRIVE-Leitlinie. (310-312) Es lasst sich
jedoch nur eine geringe, langsame Verbesserung der adressierten Reporting-Probleme
feststellen. (313-316) Neben niedrigen Publikationsraten bestehen weitere fragwirdige
Praktiken wie selektives Berichten, p-Hacking (nachtragliche Anpassung der Testparameter,
bis Ergebnisse signifikant werden) oder HARKing (Bildung von Hypothesen nach Feststehen
der Ergebnisse). (317) Da der primare Endpunkt histologischer Schaden zu Beginn nicht
konkret definiert werden konnte, unterliegt die vorliegende Arbeit diesem Bias-Risiko. Nach
dem Vorbild klinischer Studien soll die vorherige Registrierung von Tierstudien zur
Bias-Reduktion und zu einer Verminderung von Duplikaten parallel durchgefihrter,
vergleichbarer Studien fuhren. (318-321)

77



Studiendesign

Zur Erhéhung der Studienqualitat ist eine Planung bspw. anhand des PREPARE-Protokolls
moglich. (297) Als konkrete Ma3nahmen zur Qualitatsverbesserung von In-vivo-Forschung
sollten fiir verschiedene Zielparameter klare Verfahrensanweisungen etabliert werden. In der
vorliegenden Studie waren Zielparameter entsprechend der Leitlinie
Postreanimationsbehandlung (Normoxie, Normokapnie, Normotension, Normovolamie,
Normoglyamie) (5) definiert. Konkrete Verfahrensanweisungen waren bspw. fur die
Beatmungseinstellung nach ROSC vorhanden (ARDS-Network-Tabelle). Fir andere
Zielparameter war dies nicht detailliert gegeben (bspw. Temperatur). Hinzu kommen
unterschiedliche Outcome-Messungen. (298) Durch einheitliches Berichten von Tier- und
Versuchscharakteristika und Standardmessungen wurde die Vergleichbarkeit von Studien
erhéht werden. (17, 260) Basismessungen, Verfahrensanweisungen und Zielparameter fur
verschiedene Organsysteme sind flr das Schweinemodell teilweise bereits verfligbar, werden
jedoch noch nicht standardisiert eingesetzt. (165, 283, 322). Der im Rahmen dieser
Dissertation erstellte Score zur Bewertung des neurologischen Schadens kénnte erganzend

als eine histologische Basisuntersuchung verwendet werden.

Translation

Die Ursache von Fehilschlagen von klinischen Studien ist jedoch nicht nur auf der
experimentellen Seite zu suchen. Die Untersuchung von Interventionen bei HKS ist aufgrund
des schwer vorhersehbaren Auftretens, der Heterogenitat der Patient*innenpopulation und
vielfaltiger Einflussfaktoren (siehe 2.3.3) schwierig. (323) Mediane Zeiten vom Notruf bis zur
ersten Medikamentengabe von 19 bis 25 Minuten trotz medianer Ankunftszeiten des
Rettungsdienstes von weniger als 9 Minuten stellen die Aussagekraft von manchen klinischen
Studien in Frage. (261-264) Daher stellt die Verbesserung der Rettungssysteme nicht nur
einen klinischen Vorteil, sondern auch eine wichtige Grundlage fir die Qualitat zuklnftiger
Studien dar. (323)
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation sollten erste positive Ergebnisse der neuartigen
Beatmungsform  Ultra-Niedrigtidalvolumenbeatmung  (ULTVV) im  Vergleich  zur

intermittierenden Positivdruckbeatmung (IPPV) weiterfihrend untersucht werden.

Nach Auslosen eines Kammerflimmerns und Reanimation bei 40 eingeschlossenen
Landrassenschweinen zeigte sich der sekundare Endpunkt Wiederherstellung eines
spontanen Kreislaufs (ROSC) identisch zwischen ULTVV und IPPV. Fir den primaren
Endpunkt des histologisch und molekularbiologisch nachweisbaren Schadens zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Interventionsgruppen. Hier konnte lediglich ein
signifikanter Unterschied zur Sham-Kontrollgruppe mit jeweils héheren Werten fur ULTVV im
HC und IPPV im Kortex gezeigt werden. Somit wird die Nullhypothese angenommen.
Bemerkenswerterweise war der geringste histologische Schaden in der als hypoxieempfindlich
geltenden Region Cornu ammonis (CA) 1 zu finden. Die Nahinfrarot-Spektroskopie und die
Inflammation im Serum zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Interventionsgruppen. Limitierend muss die niedrige Fallzahl bei geringen ROSC-Raten und
das Versterben eines Sham-Tieres in der Uberwachungsphase festgestellt werden. Weiterhin
sind methodische Einschrankungen wie eine zwischenzeitliche Entblindung und eine

ungenaue Definition des primaren histologischen Endpunktes anzumerken.

Zur Qualitatssteigerung der Auswertung des neuropathologischen Schadens wurde in der
vorliegenden Dissertation ein histopathologischer Score entwickelt und durch Vergleich von
verschiedenen Untersuchenden validiert. Es konnte fir Reguldre Neurone und Neurone mit
hypoxisch-ischamischem Hirnschaden (HIBI) eine gute bis sehr  gute
Inter-Observer-Reliabilitdt und sehr gute Intra-Observer-Reliabilitat festgestellt werden. Nach
dem aktuellen Wissensstand des Autors ist dies die erste Validierung von morphologischen
Kriterien zur Bewertung von HIBI im Schweinemodell. Weiterhin zeigte sich im Rahmen dieser
Dissertation eine Unterbestimmtheit der Hippocampus(HC)-Region CA2. Diese konnte in

Zusammenarbeit mit dem Institut fir Neuropathologie anatomisch definiert werden.

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass sich die neuartige Beatmungsform ULTVV
im Vergleich zur Standardbeatmung unter Reanimation im Schweinemodell hinsichtlich des
neurologischen Schadens als nicht unterlegen zeigt. Die geringen Uberlebensraten in der
vorliegenden  Studie und die diskutierten methodischen Probleme in der
Reanimationsforschung geben jedoch Anlass zur weitergehenden Qualitatssteigerung in der

Forschung zum Herz-Kreislauf-Stillstand.
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8 Anhang

8.1 Protokoll des Instituts fur Neuropathologie zur HE-Farbung

1. Schnitte Entparaffinieren

2. Hamalaun 3 min

3. FlieRend wassern 10 min

4. 96 % Ethanol 20 sec (ca.)

5. Eosin 1 min

6. 2x 96 % Ethanol 2x 1 min (ca.)

7. 2x 100 % Ethanol 2x 1 min (ca.)

8. 3x Xylol 3x 1 min

9. Eindecken mit Cytoseal XYL (Expredia, Essendonk, NLD) und Deckglaschen

8.2 Protokoll des Instituts fur Neuropathologie zur Nissl-Farbung

1. Schnitte Entparaffinieren mit Aqua (destilliert)

2. 2 % wassrige Kresylechtviolett Losung mit doppeltem Filterpapier filtrieren 5 min
3. Mit Aqua (destilliert) spulen 1 min

4. 70 % Ethanol mit einigen Tropfen Eisessig kurz

5. 2x 96 % Ethanol zum differenzieren einige Sek - 1 min
6. 2x 100 % Ethanol einige Sek - 1 min
7. Xylol 1 min (ca.)

8. Eindecken mit Cytoseal XYL (Expredia, Essendonk, NLD) und Deckglaschen

Im Ergebnis zeigen sich Zellkerne und Nissl-Substanz violett, Nervenzellen ganz schwach

blau und der Rest farblos.
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8.3 Zielgen-Primer fur PCR

Tabelle 10: Zielgen-Primer fiir PCR

Zielgen Nukleosidfrequenz Definition Version
TNFalpha CCCAgAAggAAgAgTTTCCA Sus scrofa tumor necrosis factor (TNF ~ NM_214022
(Forward) superfamily, member 2) (TNF), mRNA.

TNFalpha CggCTTTgACATTggCTACA

(Reverse)

IL6 CCAATCTgggTTCAATCAggA Sus scrofa interleukin 6 (interferon, NM_214399
(Sensor) beta 2) (IL6), mRNA.

IL6 gTggTggCTTTgTCTggATTC

(Anker)

IL1b ACCCTgCAgCTggAggAT Sus scrofa interleukin 1, beta (IL1B), NM_214055
(Foward) mRNA

IL1b CCTTTggAgTTTCCCAggA

(Reverse)

PPIA CTTTCACAgAATAATTCCAQQATT Sus scrofa peptidylprolyl isomerase A NM_214353
(Sensor) (cyclophilin A) (PPIA), mRNA.

PPIA ggACAAgATgCCAggACC

(Anker)
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8.4 Programm zum Zielgennachweis mittels LightCycler

Material:
0,25 pl Primer F
0,25 pl Primer R

5 ul Mastermix (FastStart Taq Polyermerase, PCR-Puffer, dNTP-Mix,
5-fach konzentriert
4,5 ul Wasser (H20)
1 pl cDNA
Programm:
AbsGreen 58 °C - 10s - 15s
Tabelle 11: Programm zum Zielgennachwesis mittels LightCycler
Temperatur Zeit Einheit Zyklen
(Zeit)
Prainkubation 95 °C 15 min
Denaturierung 95 °C 10 sec
Annealing 58 °C 10 sec 50
Extension 72 °C 15 sec
Meling 95 °C 5 sec
55°C 1 min 1
97 °C (Slope = 2,2 °C/sec)
Cooling 40 °C 10 sec 1

MgCI2),
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8.5 R-Code zur Errechnung der Inter-Rater-Korrelation

The ICC-value for the **inter-rater reliability** is calculated using
* a twoway random-effects model,

* the single rater type,

* the absolute agreement definition.

We evaluate the inter-rater reliability of the **first assessment**.

)
HHBHHBHHBHH B HHR R
# function my_icc()
HHBHHBHHBHH B HHR R
tmp <- data %>%
pivot_wider(
names_from = "Untersucher",
values_from = "Prop_HIBI",
names_prefix ="U_"
) %>%
filter(Auswertung == 1)
p.round <- function(p) {
out <- ifelse(p < 0.001, "< 0.001", round(p,3))
return(out)}
my_icc <- function(region) {
df <- tmp %>%
filter(Region %in% region) %>%

select(-Auswertung,-Region,-Bild)

erg <- irr::icc(
df,
model = "twoway", # both subjects and raters are considered as random effects
type = "agreement”,
unit = "single")

out <- ¢(
paste(round(erg$value,2), " (", round(erg$lbound,2), "-", round(erg$ubound,2), ")"),
p.round(erg$p.value))

return(out)}

()
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