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erhohung im AICH-Modell. Bohrer, Sondierungsstab, Spitzwinkel und aufgeblasener Fogarty-
Katheter (von oben nach unten) (15 a). CCT mit intrakraniell platziertem, aufgeblasenem
(oY T YA = 14 =L T (1 3 o ) SRS 89

Abbildung 16 a und b: Anlegen der Kandiile in das rechte Vorhofohr zur Perfusion des Schweins. Nach
Setzen der Tabaksbeutelnaht im Bereich des rechten Herzohres (Abb. 16 a) wird eine 8 mm
lange Inzision gesetzt. Nach dem Einflihren der Kanile wird diese mit einer vorgelegten Naht
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|. EINLEITUNG

Der Hippocampus stellt, als wichtige Schaltstelle des limbischen Systems, ein sehr sensibles
Hirnareal dar. Bereits eine moderate Hypoxie sowie Hypotension kdénnen zu einem
Untergang der Hippocampusneurone fiihren. Insbesondere die Neurone der CA1/2-Region
sind besonders empfindlich gegenliber kurzzeitigen Ischamie- sowie Hypotoniephasen (Ito
et al. 1975; Kirino 1982; Chen HH und Liu 1996; Chen J et al. 1996). Diese Zellschadigung
kann in unterschiedlichen Schweregraden auch im Rahmen eines akuten Schadel-Hirn-
Traumas (SHT) sowie bei einem akuten Lungenversagen/,Acute Respiratory Distress
Syndrome” (ARDS) entstehen.

Das SHT und ARDS sind komplexe Krankheitsbilder mit einer schlechten Prognose und
hohen Mortalitat (30-60%) (Kampfl et al. 1998; Mclntyre et al. 2000; Suchyta et al. 2003).
Bei bis zu 23 % der Patienten, die eine Schadelhirnverletzung erleiden, kommt es zu einer
Kombination dieser Krankheitsbilder (Bratton und Davis 1997; Zygun et al. 2005). Dies
erhoht die Mortalitdt und das Risiko fiir bleibende Behinderungen um das Dreifache
(Bratton und Davis 1997; Holland et al. 2003; Mascia et al. 2008). Ausdruck der neuronalen
Schadigung sind neuropsychologische Folgen, wie Beeintrachtigung der Gedachtnisfunktion
und Verhaltensstorungen, die bei nahezu allen Patienten im ersten Jahr nach dem Trauma
auftreten (Hopkins et al. 1995; Manns et al. 2003). Die Beeintrachtigungen des
Gedachtnisses werden dabei durch hypoxische Schiaden des Hippocampus, insbesondere
der Region CA1 und CA2 bestimmt (Rempel-Clower et al. 1996).

Der genaue Einfluss eines ARDS bzw. der Kombination eines ARDS und SHT auf die Neurone
des Hippocampus ist ein wenig erforschtes Gebiet. Es gibt verschiedene Hinweise, dass ein
ARDS bereits einen neuronalen Schaden auslost (Fries et al. 2005) und durch eine
Kombination eines ARDS und SHT die neuronale Schadigung im Hippocampus potenziert
wird (Jenkins et al. 1989; Chesnut et al. 1993; Hopkins et al. 1995; Rempel-Clower et al.
1996; Bramlett et al. 1999; Manns et al. 2003). Diese Auswirkungen sowie die Interaktion
verschiedener Traumata auf die neuronale Integritdt des Hippocampus sollen in der

vorliegenden Studie naher untersucht werden.
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1 Schadel-Hirn-Trauma

1.1 Definition und Einteilung

Das Schadel-Hirn-Trauma (SHT) ist eine durch duRere Gewalteinwirkung hervorgerufene,
offene oder geschlossene Verletzung des Kopfes bzw. des Gehirns mit primarer und
sekundarer Verletzungsfolge (Meixensberger J 1999).

Der Gesamtprozess des SHT wird neuroradiologisch in eine primare und eine sekundare
Schadigung unterteilt (Le und Gean 2009). Die primare Schadigung ist eine direkte Folge der
auf den Schadel wirkenden Gewalt und umfasst irreversibel zerstorte Zellen einerseits und
funktionsgestdrte Neurone andererseits, die aber prinzipiell Gberleben und regenerieren
(Penumbra) kénnen (Futrell und Millikan 1996; Back 1998). Die sekundéare Schadigung ist
eine Folge der biomolekularen und physiologischen Veranderung, welche durch die primare

Gewalteinwirkung entsteht.

Fir die Einteilung des SHT gibt es verschiedene Moglichkeiten, wobei sich international die
Einteilung in drei Schweregrade: leicht, mittel und schwer, anhand der Neurologie
durchgesetzt hat. Dabei dient der in der Glasgow-Koma-Skala (GCS) erfasste Summenscore

als Beurteilungskriterium (Teasdale und Jennett 1974).

Schweregrade SHT Glasgow-Koma-Skala  Bewusstlosigkeit
(Punkte)
Grad 1 = leichtes SHT 13-15 < 1 Stunde, EEG-

Veranderungen fiir maximal

24 Stunden
Grad 2 = mittelschweres SHT 9-12 < 24 Stunden
Grad 3 = schweres SHT <8 > 24 Stunden und/oder

Hirnstammzeichen

Tabelle 1: Schweregrade des SHT nach der Glasgow-Koma-Skala

1.2 Epidemiologie

Das SHT gehort sowohl in den Industrie- als auch in den Entwicklungslandern zu den
haufigsten Ursachen fir Tod und Behinderung (Thurman et al. 1999; Ghajar 2000; Langlois

et al. 2006; Myburgh et al. 2008). Betroffen sind meist junge Menschen, v.a. mannlichen
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Geschlechts, die durch einen Verkehrsunfall ein SHT erleiden (Murray und Lopez 1997). Die
Inzidenz des SHT wird mit 2 Millionen Fallen pro Jahr weltweit angegeben, von denen 25%
der Patienten versterben und 25-30% lebenslange Folgen zuriickbehalten (Morganti-
Kossmann et al. 2002; McCarthy 2003).

Nur ca. 40% der Personen mit einem SHT sind nach ein bis zwei Jahren wieder fahig zu
arbeiten (van Velzen et al. 2009). Dariiber hinaus flihren die hohe Inzidenz des SHT und die
Tatsache, dass insbesondere junge Menschen betroffen sind, zu gesamtwirtschaftlichen
Folgen. Es entstehen hohe Defizite an produktiver Arbeitskraft, woraus ein zunehmender
Druck auf das Gesundheitswesen resultiert (Hyder et al. 2007).

Durch ein protokoll-orientiertes Trauma-Management sowie eine schnellere und bessere
Behandlung konnte die Mortalitat des SHT von 50% in den 1970er Jahren auf 17,9% in 2003
reduziert werden (Jennett et al. 1977; Rutland-Brown et al. 2006). Als Ursache fir den
Riickgang der Inzidenz und der Mortalitdit werden neben dem Management und der

Therapie auch MaRBnahmen zur Pravention angesehen.

Die sekundare Schadigung des Gehirns, v.a. der ICP-Anstieg mit folgender Herniation des
Hirnstamms, ist die Haupttodesursache und entscheidend fiir das Outcome der stationaren
Patienten mit SHT (Ghajar 2000; Sahuquillo und Arikan 2006; Greve und Zink 2009). Dabei
erliegen 90% der Patienten, die an einem SHT versterben, in den ersten 48 Stunden nach

dem Trauma ihren Verletzungen.

1.3 Pathophysiologie

1.3.1 Primarer Schaden

Der primare Schaden des SHT entsteht durch eine dullere Gewalteinwirkung. Dabei kommt
es durch Kontusion und Scherkrafte sowie Blutungen zu Verletzungen des Hirnparenchyms
und seinen Versorgungsstrukturen. Kontusion (Akzelerations-/Dezelerationsverletzungen)
und Blutung fiihren zu fokalen Schadigungen in der grauen Substanz, wahrend Scherkrafte
zu diffusen axonalen Schidigungen (DAI) und Odem fithren (Demann und Leisman 1990;
Blumbergs et al. 1994; McLean 1995). Die klinischen Zeichen dieser primaren Schadigung
sind Vigilanzstérung und Koma, die nicht kompressionsbedingt sind (Stocker et al. 2000).

In der initialen Traumaphase werden haufig nur wenige Axone zerstort, wobei dies
hauptsachlich durch auftretende Rotationskrafte verursacht wird (Maxwell et al. 1993). Im

Verlauf entstehen viele dysfunktionale Zellen, die jedoch initial nicht irreversibel geschadigt
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sind. In den auf das Trauma folgenden Stunden und Tagen kommt es zur weiteren
Zerstorung der Axone und es bildet sich die sekundare Schadigung aus (Chesnut et al. 1993;

Maxwell et al. 1993).

1.3.2 Sekundarer Schaden

Der langsam fortschreitende sekundare Schadigungsprozess stellt eine metabolisch-
hamodynamische Kaskade dar, die zu einem weitverteilten Untergang von Neuronen,
Gliazellen und Axonen fihrt (Gentry 1994; Park et al. 2008). Der gestorte Zellmetabolismus
und die Storung der lonenhomodostase fiihren mit der gestorten Autoregulation des
zerebralen Blutflusses und einem Hirnédem zu einer zerebralen Ischdamie und einem
Anstieg des ICP, der letztendlich zu einer subfalzialen Herniation fiihren kann (Graham et al.

1989).

Trauma-induzierte neurochemische Veranderungen

Durch die bei der primaren Schadigung entstandene Instabilitdit der Axonmembranen
kommt es zu lonenverschiebungen. Dies hat vor allem einen intrazelluldren Kalziumanstieg
sowie den Verlust von Kalium und die Anhaufung von Natrium zur Folge. Die Stérung der
Kalziumhomoostase durch Depolarisation, durch Glutamat-vermittelte lonenkanéle sowie
andere zelluldre Prozesse ist ein Schlisselaspekt im Fortschreiten der sekundéaren
Schadigung. Durch die hohe intrazellulare Kalziumkonzentration werden verschiedene
Mechanismen induziert, die zum Zelluntergang fiihren. Dazu gehoren die Aktivierung von
Enzymen, Transmitterfreisetzung, Sekretion parakriner Stoffe, Induktion der
Lipidperoxidation und Radikalbildung sowie die Aktivierung von intraaxonalen Proteasen

(Noble et al. 1992; Lipton und Rosenberg 1994; Arundine et al. 2004).

Glutamat ist neben Aspartat der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im ZNS
(McLennan 1983; Fonnum 1984; Lipton und Rosenberg 1994) und ein wichtiger
biochemischer Faktor des zerebralen Sekundarschadens nach Ischamie und Trauma. Des
Weiteren spielt Glutamat bei kognitiven Prozessen, wie Lernen oder Gedéachtnisfunktion,
eine Rolle.

Seine Wirkung entfaltet Glutamat Uber zwei verschiedene Rezeptoren, den AMPA (a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) -Rezeptor und den NMDA (N-methyl-
D-aspartic acid) -Rezeptor, die nach Aktivierung den Einstrom von Kalzium gewahren. Bei

beiden Rezeptoren kommt es nach einem SHT zu Funktionsanderungen, die zu einem
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erhdhten Kalziumeinstrom mit der Folge einer Uberladung und neuronalen
Ubererregbarkeit fiihren (Park et al. 2008). Durch eine Schidigung der prasynaptischen
lonenpumpen sowie kalziumvermittelte Exozytose kommt es zu der Freisetzung vesikular
gespeicherten Glutamats. Dies hat in hohen Dosen eine neurotoxische Wirkung, welche als
Exzitotoxizitdt bezeichnet wird (Olney 1969). Die Folge dieser Vorgdnge ist ein zelluldres
Odem sowie ein irreversibler struktureller Schaden und letztlich der Zelluntergang mit
resultierender Dysfunktion nach TBI (Noble et al. 1992; Lipton und Rosenberg 1994). Der
Zelluntergang wird Uber Glutamat auch auf ischdmisch nicht geschadigte Zellen
ausgebreitet. Dies geschieht durch die Bindung der Exzitotoxine (Glutamat) im

Extrazelluldarraum an verschiedene, physiologisch vorhandene Rezeptoren (Farber 1990).

Des Weiteren kommt es durch die verdnderte Kalziumhomd&ostase neben dem
exzitatorischen Zelltod zur Apoptose der Neurone. Dabei flihrt der erhéhte intrazelluldre
Kalziumspiegel zur Schwellung und Depolarisation der Mitochondrien, die so funktionslos
werden (Verweij et al. 2000; Kim et al. 2003). Dies fuihrt durch die Freisetzung von freien
Radikalen direkt zur Induktion der Apoptose oder indirekt Giber den Verlust der oxydativen
Phosphorylierung und ATP-Mangel zum Zelltod (Kontos 1989; Kim et al. 2003; Saelens et al.
2004).

Intrakranieller Druck und Perfusion nach SHT

Intrakranielle Blutungen und Hirnddem sind beim Sekundarschaden neben den
neurochemischen Verdnderungen von besonderer Bedeutung. Sie fillhren zu einem
gesteigerten ICP mit der Folge einer zerebralen Ischamie, Hirnschwellung und der Gefahr

einer lebensbedrohlichen Herniation (Baethmann et al. 1982).

Blutungen im Gehirn entstehen infolge des primaren oder sekundaren Traumas. Diese
konnen Uber eine Stimulation der Freisetzung von exzitatorischen Aminosauren (Glutamat)
sowie freier Radikale und NO die sekundadre Schadigung verstarken. Zudem hat Blut im

interstitiellen Raum eine proinflammatorische Wirkung (Greve und Zink 2009).

Das Hirnddem ist Folge der Ischamie und der neurochemischen Verdanderungen im Rahmen
eines SHT. Dabei kommt es durch die Zellschadigung zum Verlust der Integritat der Blut-
Hirn-Schranke (BBB) sowie der Stérung der Autoregulation des zerebralen Blutflusses (CBF)

mit der Folge eines Hirnddem:s.
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Gemeinsam fiihren das Hirnddem und die intrakranielle Blutung zu einer Volumenzunahme
im knochernen Schadel, die in einem Anstieg des intrakraniellen Druckes (ICP) miindet. Die
Wirkung dieser Volumenzunahme ist in der Monroe-Kellie-Doktrin, formuliert von Burrows
1848, beschrieben. Sie besagt, dass die Summe der drei Komponenten innerhalb der
Schadelhoéhle, das Hirngewebe (ca. 88%), das Blut (Volumen bei Vasokonstriktion 3%, bei
Vasoparalyse 11%) und der Liquor (ca. 3-5%), immer gleich bleiben missen, um den ICP
konstant zu halten. Nach voribergehender Kompensation durch die anderen
Kompartimente resultiert eine weitere Volumenzunahme mit Anstieg des ICP. Dabei folgt

die Druck-Volumen-Beziehung einer exponentiellen Funktion (Stocker et al. 2000).

Phase des ICP-Anstiegs Pathophysiologie

Kompensationsphase Kompensierte Raumforderung, ICP konstant, Autoregulation
intakt
Kritische Phase Zunehmende Raumforderung, ICP-Anstieg, CBF nimmt ab,

zerebrales Blutvolumen nimmt zu, Autoregulation gestort

Terminale Phase Raumforderung fiillt intrakranielle Reserveraume komplett aus,
exponentieller ICP-Anstieg, exponentielle Zunahme des
zerebralen Blutvolumens, Autoregulation gestort

Hirntod ICP = MAP, zerebraler Durchblutungsstillstand

Tabelle 2: Phasen des ICP-Anstiegs

Infolge eines ICP-Anstiegs kommt es zum Abfall des zerebralen Perfusionsdruckes (CPP), zu
ischdmischen Infarkten durch den niedrigen CPP, zu druckbedingten Nekrosen der Gyri
parahippocampales sowie transtentorieller oder transforaminaler Herniation mit
konsekutivem Hirnstamminfarkt. Zudem spielt das Sistieren der Hirndurchblutung

(ICP=MAP) eine entscheidende Rolle.

Der CPP ist als Differenz zwischen dem mittleren arteriellen Druck (MAP) und dem ICP
(CPP= MAP-ICP) definiert und fir die zerebrale Perfusion ausschlaggebend. Sinkt der CPP
unter 60 mmHg, kommt es zu einem Abfall des zerebralen Gefilwiderstandes
(CVR=CPP/CBF) (Bratton et al. 2007). Die resultierende zerebrale Vasodilatation fiihrt zur
Zunahme des intrazerebralen Blutvolumens (CBV) und somit zu einem weiteren ICP-
Anstieg. Dies fuhrt in einem Circulus vitiosus zu einem kontinuierlichen ICP-Anstieg und

Untergang von Hirngewebe durch Ischdmie und Infarzierung (Chesnut et al. 1993; Stocker
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et al. 2000). In bereits geschadigten Hirnarealen kommt es durch die Minderperfusion zur
Freisetzung freier Radikale und zusatzlicher vasoaktiver Substanzen, besonders auch im
Rahmen der Reperfusion. Dies erklart den maRgeblichen Einfluss der zerebralen
Minderperfusion auf den neurologischen Verlauf von SHT-Patienten (Robertson et al. 1992;

Kelly et al. 1997).

Die Dysfunktion der zerebralen Autoregulation, welche auf der Kontrolle des
zerebrovaskuldren Widerstandes und der intakten BBB basiert, ist ebenfalls eine Folge des
SHT. Unter physiologischen Bedingungen bewirkt die Autoregulation, dass der zerebrale
Blutfluss bei einem mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) von 50-150 mmHg konstant
bleibt. Zu einem lokalen oder globalen Zusammenbruch der Autoregulation kommt es
bereits bei einem Trauma mit einem GCS von 13-15 sowie bei Hypoxie, Ischdmie und
Hyperkapnie. Daraus resultiert eine direkte Kopplung der zerebralen Perfusion an den
arteriellen Blutdruck, welche bei bis zu einem Drittel der Patienten nach SHT angenommen
wird (Bouma et al. 1992). Durch die Kopplung fuhrt ein starker Abfall des systemischen
Blutdruckes zu einer Reduktion der zerebralen Durchblutung und folgender zerebralen
Ischdmie. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein Abfall des systolischen Blutdruckes auf
unter 90 mmHg eine starke Erhéhung der Mortalitat nach sich zieht (Chesnut et al. 1993;
Chesnut 1995).

Hirngewebesauerstoffpartialdruck (PtiO,)

Die Messung des Hirngewebesauerstoffpartialdrucks Gber eine parenchymatoés platzierte
Sonde im Gehirn ist eine Moglichkeit die zerebrale Oxygenierung zu kontrollieren und
Ischdmien zu erfassen. Der Partialdruck im Hirngewebe liegt physiologisch zwischen 20-40
mmHg und wird insbesondere von der Sauerstoffsattigung des arteriellen Blutes (PaO,) und
dem CBF bestimmt (Maas et al. 1993; Hoffman 1999). Kommt es z.B. im Rahmen eines SHT
zu einem Abfall des CBFs als Folge eines ICP-Anstiegs, ist das Gehirn auf eine vermehrte
Sauerstoffausschopfung des arteriellen Blutes angewiesen. Ist dies nicht ausreichend
gegeben, kommt es zu einer sekundaren zerebralen Hypoxie oder Ischamie. Die PtiO,-
Hypoxiegrenze wird von Valadka et al. mit 15 mmHg beschrieben (Valadka et al. 1998).
Dieser Grenzwert fir eine Hypoxie variiert in verschiedenen Studien mit Werten zwischen 5
und 20 mmHg jedoch sehr stark (Kiening et al. 1996; van Santbrink et al. 1996; Sarrafzadeh
et al. 1998; Menzel et al. 1999; Meixensberger et al. 2001). Eine Studie von van den Brink

et al. zeigte bezliglich der grolen Schwankungsbreite, dass zwei gleichzeitig im Gehirn
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platzierte Katheter  nicht den gleichen Absolutwert angeben, jedoch
Sattigungsschwankungen gleichzeitig und in die gleiche Richtung von den Kathetern
angegeben wurden (van den Brink et al. 2000). Die Heterogenitdit des
Sauerstoffpartialdruckes innerhalb des Gehirngewebes ist eine weitere Erklarung fiir die
starke Schwankung (Lubbers et al. 1994). Ebenso kdnnen Mikrohamorrhagien im Bereich
der Messsonde die Messwerte beeinflussen (van den Brink et al. 1998).

Die Dauer und das Ausmal’ einer zerebralen Hypoxie stehen in Beziehung zu der Mortalitat
der betroffenen Patienten (Valadka et al. 1998; van den Brink et al. 2000; Maloney-
Wilensky et al. 2009). PtiO,-Werte von < 10 mmHg fir 10-15 min korrelieren bereits mit
einem schlechteren Outcome der Patienten und einem hoheren Risiko zu versterben (van
den Brink et al. 2000; Meixensberger et al. 2001; Maloney-Wilensky et al. 2009). Aber auch
PtiO,-Werte von < 15 mmHg fiir 4 Stunden haben den gleichen Effekt (van den Brink et al.
1998).

1.4 Therapie

Die primare diffuse axonale Schadigung durch die Kontusion des Gehirns lasst sich nicht
beeinflussen. Das Ziel einer effektiven, friihen Therapie ist die Vermeidung der Entstehung
von Sekundarlasionen und systemischer Schadigung (Zink 2001). Das Ziel ist es, die
Penumbra zu erhalten. Dabei spielen die Erhaltung einer addaquaten zerebralen Perfusion,
der zerebralen Oxygenation und des systemischen Blutdruckes eine entscheidende Rolle
(Tang und Lobel 2009). Dem Management des systemischen und intrakraniellen
physiologischen Zustandes, wie ICP-Monitoring und Flissigkeitsmanagement, wird zurzeit
der groRte Einfluss auf Uberleben und Outcome bei einem SHT zugeschrieben (Park et al.

2008).

1.4.1 Hypoxdmie, Hypotension und zerebraler Perfusionsdruck

Hypoxdmie und Hypotension treten bei einem GroRteil der Patienten mit einem SHT vor
allem im prastationaren, jedoch auch im stationdren Bereich auf und erhéhen signifikant
das Risiko fiir eine sekundare Hirnschadigung und fiir ein schlechteres neurologisches
Outcome (Chesnut et al. 1993; Fearnside et al. 1993; Stocchetti et al. 1996). Beide gehéren
zudem zu den potentesten Pradiktoren fir die Mortalitat (Chesnut et al. 1993; Stahel et al.

2008). Studien haben gezeigt, dass in der Praklinik eine Hypoxdamie (Sa0, < 90%, bzw. PaO,
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< 60 mmHg) bei 27-55% der Patienten und bei 16-32% der Patienten eine Hypotension
(Blutdruck < 90 mmHg) auftritt (Pietropaoli et al. 1992; Chesnut et al. 1993).

Die Hypoxamie tritt bereits bei einer 10-20 min dauernden Hypotension auf und erhéht
signifikant die Mortalitat (Jones et al. 1994; Wang et al. 2001). Durch eine friihzeitige
endotracheale Intubation konnte das Risiko im Rahmen eines isolierten schweren SHT zu
versterben von 50% auf 23% reduziert werden (Winchell und Hoyt 1997).

Die Hypotension bei SHT wurde in einer Studie von Manley et al. 2001 untersucht (Manley
et al. 2001). Diese zeigte, dass die zweimalige, kurzzeitige Hypotension die Mortalitat bei
einem SHT mit GCS < 13 erhoht. Die Vermeidung bzw. schnelle Korrektur der Hypotension
ist daher fester Bestandteil der Therapie eines SHT (Fearnside et al. 1993; Bratton et al.
2007).

Die Reduktion des CPP mit Folge einer neuronale Ischamie tritt u.a. im Rahmen einer
Hypotension oder einem Anstieg des intrakraniellen Druckes, welcher bei 40% der
Patienten mit einem SHT auftritt, auf (Miller et al. 1977). Die kritische Grenze zur
Entstehung einer Ischdamie liegt bei einem CPP von < 50-60 mmHg, sodass der Richtzielwert
fir die Therapie des CPP zur Senkung der Mortalitat zwischen 50-70 mmHg liegt (Rosner et
al. 1995; Foundation 2007). Ist die Aufrechterhaltung eines addquaten CPP durch
Stabilisierung des mittleren arteriellen Blutdruckes (MAP) nicht moglich, wird immer
zunachst die Senkung des ICP durchgefiihrt (Foundation 2007). Eine Erhéhung des CPP
durch Flussigkeitsgabe auf Gber 70 mmHg sollte aufgrund der Gefahr der Entstehung eines
»Adult Respiratory Distress Syndrome” (ARDS) vermieden werden (Contant et al. 2001;
Bratton et al. 2007).

Unabhangig vom CPP-Wert empfiehlt die ,, Brain Trauma Foundation” ab einem ICP von 20-
25 mmHg eine Therapie zur ICP-Senkung zu beginnen, da eine ICP-Erh6hung auf > 20 mmHg
fur Gber 5 min zu einem signifikant schlechteren Outcome fiihrt (Saul und Ducker 1982;
Ratanalert et al. 2004; Foundation 2007). Zur Senkung des ICP kommen initial konservative
und im Verlauf auch chirurgische MaBnahmen in Betracht. Eine zeitnahe Methode zur
Senkung eines hohen ICP ist die Oberkdrperhochlagerung um 30°-35° (Neurologie 2008). Zu
den BasismalRnahmen gehéren neben der Lagerung, die Applikation von hyperosmolaren
Substanzen wie Mannitol (Wakai et al. 2007), die Analgosedierung, die moderate
Hyperventilation (PaCO, 35 mmHg) und bei Vorhandensein einer externen Ventrikelsonde
das intermittierende oder kontinuierliche Ablassen von Liquor (Stocchetti et al. 2005;

Neurologie 2008).
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Parameter zur zerebralen Protektion Empfehlungen

Oxygenierung Sa0, > 90%, PaO, > 60 mmHg
Blutdruck Systolischer RR > 50 mmHg
Zerebraler Perfusionsdruck (CCP) (MAP-ICP) > 50 mmHg

Tabelle 3: Empfehlungen fiir eine optimale zerebrale Protektion bei SHT (Stocchetti et al. 1996)

Eine weitere Chance zur Verbesserung der Prognose der Patienten liegt in der
therapeutischen Beeinflussung der sekundaren Folgen eines SHT durch neuroprotektive
Medikamente. Die Forschungsschwerpunkte hinsichtlich dieser Therapie sind insbesondere
Schiden an den Neuronen, der Glia und den GefiRen, die durch intrazellulire Ca*'-
Akkumulation, durch freie Radikale, (iber Rezeptoren oder entziindliche Prozesse bzw.

Zytokine vermittelt werden zu verhindern.

1.5 Prognose

Die Prognose fiir Patienten, die das initiale Trauma Uberlebt haben, ist abhdngig von der
Schadigung der weilRen Substanz (Fork et al. 2005; King et al. 2005; Park et al. 2008). Diese
axonale Schddigung ist zudem vermutlich fir den GroRteil der kognitiven Defizite
verantwortlich und ein entscheidender Faktor fir das Outcome (Maxwell et al. 1997;
Jennett et al. 2001; Meythaler et al. 2001). In der Friihphase ist die Prognose jedoch nur
sehr ungenau abschatzbar. Als wesentliche Faktoren haben sich die Dauer der
Bewusstlosigkeit, begleitende neurologische Storungen und das Alter erwiesen (Firsching
und Frowein 1990). Dabei wird das Outcome von Patienten nach einem schweren SHT von
zahlreichen Faktoren, darunter dem initialer GCS und dem intrakranieller Druck sowie dem
primaren Fehlen einer Hypoxie und Hypotonie beeinflusst (Davis et al. 2009). Trotz rasanter
Fortschritte in der Intensivtherapie und rickldufiger Mortalitdt ist die Prognose des
schweren SHT nach wie vor ungiinstig: Etwa 30-40% der Patienten versterben, 2-14% der
Patienten Uberleben im apallisches Syndrom (,permanent vegetative state"), 10-30% der
Patienten bleiben schwer und 17-20% mittelgradig behindert (Kampfl et al. 1998). Lediglich
7-27% der Patienten mit einem schweren SHT erholen sich gut (Masson et al. 2001;

Neurologie 2008).
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2 ,, Adult Respiratory Distress Syndrome*

2.1 Definition und Einteilung

Das ,, Adult Respiratory Distress Syndrome” (ARDS), welches 1967 erstmals durch Ashbaugh
et al. beschrieben wurde, ist eine in Stadien verlaufende, akute respiratorische Insuffizienz
und tritt als gemeinsame Endstrecke verschiedener lungenschadigender Faktoren auf
(Ashbaugh et al. 1967). Ursache des alle Altersklassen betreffenden , Acute Lung Injury”
(ALI) und ARDS sind direkte (Pneumonie, Aspiration, Ertrinken, Fettembolie,
Lungenkontusionen, alveoldre Blutungen oder Rauchgasinhalation) oder indirekte (Sepsis,
Schock, Transfusionen oder Pankreatitis) Schadigungen der Lunge (Wheeler und Bernard
2007).

Bei der amerikanisch-europdischen Konsensus-Konferenz 1992 wurde das ,Akute
Lungenversagen’ erstmals definiert und in das ,Acute Lung Injury” (ALl) und ,Adult
Respiratory Distress Syndrome” (ARDS) unterteilt (Tabelle 4) (Bernard GR et al. 1994). Beide
sind charakterisiert durch das pl6tzliche Auftreten (akuter Beginn < 7 Tage) einer klinisch
signifikanten Hypoxdamie mit einem Verhadltnis des arteriellen Sauerstoffpartialdruckes zur
inspiratorischen Sauerstofffraktion [Pa0,]/[FiO,] < 300 mmHg fiir ALI, bzw. < 200 mmHg fir
ARDS. Zudem liegt im Rontgenbild eine diffuse beidseitige Lungeninfiltration mit
pulmonalem Odem vor, wobei als Ursache eine Hypertonie im linken Atrium
ausgeschlossen sein muss. Dies ist bei einem Wedgedruck/pulmonal kapillarem
Verschlussdruck (PCWP) < 18 mmHg in der Pulmonalarterie gegeben (Wheeler und Bernard
2007). Weiterhin liegt durch den in der Definition gegebenen akuten Beginn keine

chronische Lungenerkrankung zugrunde (Engelmann 2005).
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Merkmal

ALl

ARDS

Radiologisches Merkmal

Beginn

Oxygenierung

Pulmonaler Kapillardruck

(PCWP)

Bilaterale Infiltrate in der
frontalen Thoraxaufnahme
Akut

[Pa0,] / [FiO,] (Horovitz-
Index) < 300 mmHg
(unabhangig vom PEEP)

< 18 mmHg (falls gemessen)
oder fehlende Zeichen einer

Linksherzinsuffizienz

Bilaterale Infiltrate in der
frontalen Thoraxaufnahme
Akut

[Pa0,] / [FiO,] (Horovitz-
Index) < 200 mmHg
(unabhangig vom PEEP)

< 18 mmHg (falls gemessen)
oder fehlende Zeichen einer

Linksherzinsuffizienz

Tabelle 4: Definition von , Acute Lung Injury” (ALl) und ,Adult Respiratory Distress Syndome” (ARDS) nach
den Empfehlungen der amerikanisch-europadischen Konsensuskonferenz (Bernard GR et al. 1994)

2.2 Epidemiologie

Die Inzidenz des ALI und ARDS variieren relativ stark und liegen weltweit bei 1,5-16 Fallen
pro 100 000 Einwohnern (Thomsen und Morris 1995; Garber et al. 1996; Hudson und
Steinberg 1999; Arroliga et al. 2002). Ebenso schwankt die Mortalitdt aufgrund der
multiplen Atiologien verhiltnismiRig stark und liegt zwischen 30-60% (Mclntyre et al. 2000;
Suchyta et al. 2003). In der ALIVE-Studie (,Acute Lung Injury Verification Epidemiology“) von
2003 wurde sie fiir alle hospitalisierten Patienten in Europa mit 55% angegeben. Dabei
bestehen jedoch deutliche Unterschiede zwischen der Mortalitdt von ALl mit 30% und der
des ARDS mit 60% (Roupie et al. 1999; Brun-Buisson et al. 2004). Als Ursache fiir die hohe
Mortalitdtsrate wird nicht die Hypoxie, sondern die Entstehung eines Multiorganversagen

(MODS) bei den Patienten angesehen (Bersten et al. 2002).

2.3 Pathophysiologie

Bei der Entwicklung eines ARDS/ALI kommt es durch die verschiedenen Faktoren zu einer
gemeinsamen pathophysiologischen Endstrecke. Humorale und zellulire Mechanismen
sowie inflammatorische Kaskaden fihren zu einem ateriovendsen Shunt, einem
Lungenddem, einer pulmonalen Hypertonie, einer verminderten pulmonalen Compliance
und durch das Ventilations-Perfusions-Ungleichgewicht zu einer refraktaren Hypoxdamie
(Leaver und Evans 2007). steht bei

Dabei einer direkten Lungenschadigung die

Konsolidierung im Vordergrund, wahrend bei einer indirekten Schadigung das interstitielle
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Lungenddem und die Atelektasen im Vordergrund stehen (Gattinoni et al. 1998). Die
Verteilung des ARDS/ALI innerhalb der Lungen ist nicht homogen. In den tiefen basalen
Lungenabschnitten treten das Lungenédem und die Atelektasen sowie eine Konsolidierung
der Lunge auf, wohingegen andere Lungenareale relativ weniger geschadigt sind (Goodman
1996; Leaver und Evans 2007). Jedoch kénnen auch gesund aussehende Areale von einer

betradchtlichen inflammatorischen Reaktion betroffen sein (Pittet et al. 1997).

Die Induktion der Entziindungsreaktion findet Gber die Bildung von Zytokinen (z.B. IL-1R, IL-
6 oder TNF-a) und weiteren proinflammatorischen Faktoren statt (Ware und Matthay
2000). Infolge der alveoldren Inflammation und der Zerstorung der Alveolarepithelzellen
Typ | entsteht eine erhdhte pulmonalkapilldre Permeabilitdt (Leaver und Evans 2007). Es
kommt zur Bildung von zellularen Infiltraten, Blutungen und einem proteinreichen
interstitiellen/alveoldren Lungendédem sowie in der Spatphase zu hyalinen Membranen
(Ware und Matthay 2000). Zeitgleich flihren oxidativer Stress und die inflammatorischen
Zytokine zu einem Surfactantverlust. Dieser miindet in der Entstehung eines Ventilations-
Perfusions-Missverhdltnisses v.a. in den dorso-basalen Lungenkompartimenten,
Atelektasen und einer Hypoxdmie (Wheeler und Bernard 2007). Dabei sind die
wesentlichen Ursachen der Hypoxdamie, neben der Zunahme des intrapulmonalen Rechts-
Links-Shunts (Qs/Qt), die Abnahme des Lungenvolumens und ein Anstieg der alveoldren
Hypoventilation (Villar et al. 2004). Die Schadigung des Lungengewebes und der damit
verbundene Flussigkeitsibertritt wird durch die Wirkung von Elastasen in den Alveolen und
Kapillaren noch verstarkt (Wheeler und Bernard 2007). Weiterhin fihren die durch die
Hypoxdamie hervorgerufene  Vasokonstriktion, der Kapillarverschluss durch
Thrombembolien und die Kompression der GefdRe durch das Lungenddem zu einem

erhoéhten pulmonalarteriellen Druck (Wheeler and Bernard 2007).

2.4 Therapie

Die Therapie des ARDS ist sehr komplex und umfasst sowohl spezielle Beatmungsmodi, als

auch medikamentdse und supportive Therapien.

2.4.1 Maschinelle Beatmung und positiver end-exspiratorischer Druck (PEEP)

Zur Reduktion der Mortalitdt und der extrapulmonalen Komplikationen wird bei einem

ARDS eine lungenprotektive Beatmung angewendet (Gajic et al. 2004). Diese wird mit
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geringen Tidalvolumina (6ml/kg KG) und Limitierung des Spitzendruckes zum Schutz der
Lunge durchgefiihrt (2000; Oba und Salzman 2000; Wheeler und Bernard 2007). Die
niedrigen Tidalvolumina fiihren jedoch zu einer Abnahme der Residualkapazitat und
vermehrter Atelektasenbildung, welche in einer Zunahme des pulmonalen Shunts minden.
Aus diesem Grund ist eine gleichzeitige Erhaltung des positiven end-exspiratorischen
Druckes (PEEP) nétig, um diesen Mechanismen entgegenzuwirken (Falke et al. 1972;
Esteban et al. 2002; David und Werner 2007). Durch den PEEP werden zudem bereits
atelektatische Areale wieder rekrutiert. Diesbeziiglich wird nach dem aktuellen Stand der
Forschung empfohlen, den niedrigsten PEEP/FiO, Quotienten anzustreben, bei dem
ausgehend von einem Tidalvolumen von 6ml/kg bei geschatztem Korpergewicht, eine

ausreichende Oxygenierung gewahrleistet ist (Wheeler und Bernard 2007).

Sind die Grenzen der konventionellen lungenprotektiven Beatmungstherapie erreicht
(Pmax 35 mbar, Pplateau 32 mbar, Vt 6 ml/kg), existieren alternative Verfahren, wie die
Hochfrequenz-Oszillation-Ventilation (HFOV) oder ein temporéarer Lungenersatz durch eine

extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO) um die Oxygenierung sicherzustellen.

2.4.2 Lagerung

Die Lagerungstherapie ist eine der supportiven Therapien bei ARDS. lhr Ziel ist es v.a. durch
die Drehung der Patienten von der Riicken- in die Bauchlage die Umverteilung des
Blutflusses sowie der Ventilation der Lunge zu erreichen. Somit werden Areale mit
geringerer Schadigung besser versorgt und eine verbesserte Oxygenierung erzielt (Gattinoni
et al. 2001; Beuret et al. 2002; Engelmann 2005). Durch die Bauchlagerung wird zudem die
Rekrutierung atelektatischer Lungenabschnitte erleichtert (Lamm et al. 1994). In einer
Studie von Mancebo et al. 2006 konnte gezeigt werden, dass die Oxygenierung dadurch in
60% der Falle verbessert wurde. Es kam jedoch zu keiner Verringerung der Mortalitat

(Mancebo et al. 2006).

2.5 Prognose

Bei Patienten mit einem ARDS/ALI regeneriert sich die Lungenfunktion, wenn die initiale
Hypoxdamie (berlebt wird, meist vollstdndig (Suchyta et al. 1993; Herridge et al. 2003),
wohingegen neuropsychiatrische und psychosoziale Probleme sowie funktionelle

Einschrankungen langfristig eine Rolle spielen (Hopkins et al. 1999; Herridge et al. 2003).
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Das Outcome der Patienten beziglich der Lungenfunktion wird neben dem
Krankheitsverlauf durch chronische Erkrankungen, Immunsuppression, Sepsis und das
Auftreten von nicht-pulmonalen Organversagen beeinflusst (Bersten et al. 2002). In der
Regel regeneriert sich die Lungenfunktion jedoch innerhalb von 6-12 Monaten zu
Normalwerten (Suchyta et al. 1993) und selten kommt es als Langzeitfolge des ARDS/ALI zu
einer fortschreitenden Lungenfibrose und pulmonaler Hypertension (Leaver und Evans
2007).

Neuropsychologische Probleme treten jedoch bei nahezu allen Patienten im ersten Jahr
nach ARDS auf, insbesondere wenn die Sauerstoffsattigung <80 % war (Hopkins et al. 1999).
Diese umfassen eine Minderung der Gedachtnisfunktionen, der Aufmerksamkeit und den
Riickgang kognitiver Fahigkeiten. Die Beeintrachtigungen des Gedachtnisses werden dabei
durch hypoxische Schaden des Hippocampus, insbesondere der Region CAl1 und CA2
bestimmt (Rempel-Clower et al. 1996). Insgesamt kénnen die genannten Defizite riicklaufig
sein, bei einem Drittel der Patienten bleiben sie jedoch ldanger als ein Jahr bestehen
(Hopkins et al. 1999; Herridge et al. 2003). Dabei ist die Regenerationszeit abhangig von der
Dauer der Hyoxamie (Hopkins et al. 1999).

Eine Studie von Herridge et al. zeigte zudem eine funktionelle Beeintrachtigung bei allen
Patienten ein Jahr nach einem ARDS. Diese sind insbesondere auf eine muskuldre Schwache

sowie Muskelschwund zuriickzufiihren (Herridge et al. 2003).

3 Schadel-Hirn-Trauma in Kombination mit einem ,Acute

Respiratory Distress Syndrome*

Die Entwicklung eines ARDS nach einem Trauma und einer dadurch auftretenden
Kombination der Schadigungen tritt bei 12-18% aller Traumata auf und erhoéht die
Mortalitat (Leaver und Evans 2007). In verschiedenen Studien konnte eine Interaktion -
,organ cross talk” - zwischen einem SHT und nicht-neurologischen Organstérungen,
insbesondere einem ARDS gezeigt werden (Bratton und Davis 1997; Holland et al. 2003;
Lopez-Aguilar et al. 2005; Zygun et al. 2005). Dabei war eine respiratorische Insuffizienz mit
einem Pa0,/FiO,-Verhaltnis von < 300 bei 20-23% der Patienten nachweisbar (Bratton und
Davis 1997; Zygun et al. 2005). Die Kombination einer isolierten Hirnschadigung und einem
ALI/ARDS erhoht das Risiko zu versterben oder permanent im vegetativen Status zu
verbleiben um das Dreifache (Bratton und Davis 1997; Holland et al. 2003; Mascia et al.

2008). Ein Zusammenhang zwischen dem Schweregrad des SHT und der Entwicklung eines
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ALl konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Bratton und Davis 1997; Holland et al.
2003).

Die Entstehung dieser Schadigungskombination infolge eines SHT beruht auf verschiedenen
Mechanismen. Zum Einen kann es durch die Hirnstammschadigung zu einer
Katecholaminausschiittung und einer systemischen inflammatorischen Reaktion kommen,
die zu einem neurogenen Lungenédem flihren. Dies spielt eine entscheidende Rolle in der
Entstehung des ARDS (Eberhard et al. 2000; Holland et al. 2003; Yildirim et al. 2004). Zum
Anderen kann bei einem erhohten ICP die Aufrechterhaltung des zerebralen
Perfusionsdruckes durch zu viel Flissigkeitsgabe in einem ARDS/ALI minden (Robertson et
al. 1999; Contant et al. 2001).

In der histopathologischen Untersuchung der Gehirnschnitte bei vorliegendem ARDS und
SHT zeigen sich deutliche Unterschiede durch die zusatzliche Hypoxie nach einem SHT im
Vergleich zum alleinigen SHT. Es werden zusatzlich zu der charakteristischen Schadigung
des Hippocampus in der CA3-Region auch pyknotische, eosinophile Neurone auch in der
CA1 und CA2 Region sichtbar (Bramlett et al. 1999). Fir diese zuséatzliche neuronale

Schadigung kdnnten inflammatorische Reaktionen verantwortlich sein (Fries et al. 2005).

4 Der Hippocampus

4.1 Lokalisation und Aufbau

Der Hippocampus, an der medialen Wand des Seitenventrikels lokalisiert, stellt eine
wichtige Schaltstelle des limbischen Systems dar und stammt phylogenetisch von dem
Archipallium ab. Unter dem Begriff Hippocampus oder der Hippocampus-Formation werden
das Ammonshorn (CA), der Gyrus dentatus (GD) und das Subiculum zusammengefasst,
welche alle unterschiedliche zytoarchitektonische Gebiete darstellen. Durch komplexe
intrinsische Verbindungen sind diese Elemente miteinander verknipft. Im Unterschied zum
Iso- oder Neokortex, welche sechsschichtig sind, ist der Archikortex (limbisches System)

vierschichtig, der Hippocampus dreischichtig aufgebaut.

Bei einem Querschnitt durch den Hippocampus senkrecht zu seiner Langsachse zeigen sich
zwei u-formig gebogene, ineinandergreifende Hirnwindungen, das Ammonshorn und der
Gyrus dentatus. Das Ammonshorn wird von dem Gyrus dentatus, einem Kérnerzellband
umgriffen und wird in die vier zytologischen Zonen CA1 bis CA4 aufgeteilt. Von diesen sind

nur die CAl- und die CA3-Region anatomisch und funktionell von Bedeutung. Die
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glutamatergen Pyramidenzellen bilden im Ammonshorn ein schmales Band von Neuronen
mit basalen und apikalen Dendriten, welches sich in den verschiedenen Zonen
unterscheidet. Die CAl-Region, auch Regio superior genannt, enthdlt kleine
Pyramidenzellen und ist dem Subiculum und der CA2-Region benachbart. Die CA2-Region
beinhaltet ein schmales, dichtes Band groRerer Pyramidenzellen und grenzt an die Regio
inferior, die CA3-Region. Diese umfasst ein breites, lockeres Band groRer Pyramidenzellen.
Den aufgelockerten Abschluss bildet die CA4-Region, die vom Gyrus dentatus umgriffen
wird. Die Kornerzellen des Gyrus dentatus sind ebenfalls in einer schmalen Schicht
angeordnet, ihre Dendriten sind jedoch nur apikal in der Molekularschicht lokalisiert. Die
gesamte Struktur zieht sich C-férmig rostrodorsal von den septalen Nuclei des basalen
Vorderhirns Gber das Diencephalon in den Temporallappen (Amaral und Witter 1989;

Bernard und Wheal 1994).

4.2 Pathophysiologie und Einfluss von Hypoxie/Ischimie

Die subkortikal gelegenen Hippocampusneurone reagieren im Vergleich zu anderen
Neuronen des Kortex oder des Rickenmarks besonders empfindlich auf einen
Sauerstoffmangel (Ito et al. 1975; Kirino 1982). Infolge einer Hypoxie oder Ischdmie kommt
es zu einer Schadigung bzw. dem Untergang der Neuronen in den sensiblen Regionen des
Hippocampus. Dabei variiert die Sensibilitdt zwischen den verschiedenen Gebieten des
Ammonshorns in Bezug auf einen Sauerstoffmangel. Insbesondere die CAl- und die CA2-
Region sind besonders empfindlich, sogar gegentiber kurzen Ischamiezeiten (lto et al. 1975;
Kirino 1982; Chen HH und Liu 1996; Chen J et al. 1996), wohingegen die CA3-Region und der
Gyrus dentatus weniger empfindlich auf eine Hypoxie reagieren (Kirino und Sano 1984;
Schmidt-Kastner und Freund 1991). In der CA3-Region reagieren die Zellen vielmehr sehr
sensitiv gegenliber einer Akuten Intrakraniellen Hypertension (Vallet und Charpiot 1994;
Nawashiro et al. 1995; Cheung et al. 2001).

Im Rahmen eines SHT entsteht haufig eine Hypoxie, deren Ursache Uberwiegend ein ARDS
ist (Chesnut 1995). Wird diese Hypoxie nicht kontrolliert, entsteht schnell eine zerebrale
Ischamie durch sekundare Mechanismen (Bramlett et al. 1999). Die Schadigung der
Neuronen manifestiert sich histomorphologisch frithestens nach 4-6 Stunden, gewdhnlich
nach 12-18 Stunden durch eine eosinophile Zellnekrose. Dabei zerfallen die Nissl-Schollen
der Nervenzellen, das Zytoplasma wird eosinophil und die Zellkerne werden zunachst

randstandig und schlieRlich pyknotisch (Riede at al. 2004). Ein spater Untergang der
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Neurone, der ,delayed neuronal death”, nach 2-3 Tagen wurde von Kirino Anfang der 80er

Jahre infolge einer kurzen Ischamiephase beschrieben (Ito et al. 1975; Kirino 1982).

Die Pathophysiologie des neuronalen Zelluntergangs im Hippocampus wird vermutlich
entscheidend durch die extrazelluldare Glutamatkonzentration bestimmt. Nach einer
Ischdamie kommt es zu einem starken Anstieg der extrazelluldren Glutamatkonzentration bis
in toxische Bereiche. Dabei nimmt man an, dass die hohe Sensitivitdt der
Hippocampusneurone gegenliber Ischdmie auf die hohe Dichte von Glutamatrezeptoren
zuriickzufiihren ist (Barks et al. 1988). Diese Theorie wird durch die Ubereinstimmung der
Verteilung der Glutamatrezeptoren mit den durch Hypoxie geschadigten Arealen bestarkt
(McDonald und Johnston 1990).

Bei erhohter extrazelluldarer Glutamatkonzentration wird in der CAl-Region eine starke
Anhaufung von Kalzium beobachtet (Kirino 2000). Dies fuhrt zur Aktivierung von Enzymen,

die durch Spaltung von Proteinen und Lipiden zum Zelluntergang fihrt.

5 Schadigungsmodelle

Experimentelle Modelle des SHT und ARDS werden zur Simulation der Phasen sowie der
Pathophysiologie der Schadigung genutzt, um so durch ein genaueres Verstdndnis der

Zusammenhange die Therapie und Interventionsmoglichkeiten zu verbessern.

5.1 SHT-Modell

Zur Untersuchung der Mechanismen und Folgen eines SHT wurden verschiedene Modelle
des SHT entwickelt, die jeweils spezifisch fir bestimmte Fragestellungen sind. So werden
flir die Untersuchung der Biomechanik andere Modelle angewendet, als fir die
Untersuchung der molekularen Mechanismen des Gewebeuntergangs (Denny-Brown und
Russell 1940; Rall et al. 2003).

Das ,Fluid Percussion“-Modell, bei dem Uber die geschlossene Dura ein Druckimpuls mit
einer Flussigkeit auf das Gehirn ausgelibt wird, ist neben Modellen mit induzierter
Hamorrhagie eins der am Meisten verwendeten Modelle (Pfenninger et al. 1989). Ein sehr
viel seltener verwendetes Modell ist die Induktion des SHT durch einen intrakraniell
platzierten Ballon, bei dem der ICP gezielt gesteuert werden kann (Contreras et al. 2003;
Lopez-Aguilar et al. 2005). Dabei wird durch die Fillung des intrakraniell platzierten

Fogarty-Katheterballons mit NaCl-Losung der intrakranielle Druck dauerhaft angehoben
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4

und so eine Begriff Akute Intrakranielle Hypertension/,Acute Intracranial Hypertension”

(AICH) AICH simuliert.

Aufgrund der Anwendung eines Druckmodells in der vorliegenden Studie wird im weiteren
Verlauf der Arbeit anstatt des Begriffs ,Schadel-Hirn-Traumata“ (SHT) der Begriff Akute

Intrakranielle Hypertension/, Acute Intracranial Hypertension” (AICH) verwendet.

5.2 ARDS-Modell

Zur Simulation und Erforschung des ARDS gibt es verschiedene Schadigungsmodelle, die
dem ARDS vergleichbare Lungenschadigungen erzielen sollen. Die Schadigungen der Lungen
werden zum Einen direkt durch saline Auswaschungen, Instillation von Magensaure oder
Inhalation von Schadgasen hervorgerufen. Zum Anderen ist die indirekte Schadigung der
Lunge durch lungenschidigende Substanzen wie Olsidure, Bleomycin oder Endotoxin
moglich. Die am Meisten verwendeten Modelle sind das erstmals 1980 von Lachmann et al.
beschriebene saline Auswaschmodell, welches durch Auswaschung des Surfactants eine
Schadigung - vergleichbar der frithen Phase des ARDS - erzeugt sowie das in dieser Studie

verwendete Olsduremodell (Lachmann et al. 1980).

5.2.1 Olsiure-Modell

Nachdem die Olsdure zunichst fiir die Simulation eines Fettemboliesyndroms verwendet
wurde, erfolgte 1968 erstmals die zentralventse Applikation zur Induktion einer nicht
kardiogen bedingten Lungenschadigung (Jefferson und Necheles 1948; Ashbaugh und
Uzawa 1968).

Die Olsiure fiihrt zu einer Erhéhung der pulmonalen Permeabilitdt und einer verminderten
Compliance, wodurch eine extravaskuldare Flissigkeitsansammlung entsteht, die
radiologisch als alveolares Lungenddem nachgewiesen werden kann. Durch die verminderte
Compliance werden bei gleichbleibenden Atemzugvolumina zudem erhdhte
Beatmungsdriicke notig und eine massive Gasaustauschstérung ist die Folge. Weiterhin
werden durch die Olsdure Thromben gebildet, die zu einer Obstruktion der BlutgefiRe und
folgender Konstriktion der Arterien mit der Folge einer pulmonalarteriellen Hypertonie
flihren (Neumann et al. 2000). Die Folgen dieser Mechanismen machen das ARDS-Modell

mit einem ARDS bei Patienten vergleichbar.
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6 Ziel der vorliegenden Untersuchung zur Interaktion zwischen ARDS

und AICH

Im Rahmen der Dissertation, die ein Teil einer Gesamtstudie zur Interaktion zwischen AICH
und ARDS darstellt, wird der Einfluss eines ARDS und einer AICH bzw. deren Kombination
auf die Neurone des Hippocampus untersucht. Die mogliche Schadigung des Hippocampus,
induziert durch verschiedene Traumata, ist relevant fur die Beurteilung der Interaktionen

zwischen ARDS und AICH bzw. einer moglichen Potenzierung dieser Schadigungen.

Fir die Versuche wird eine akute intrakranielle Hypertension durch eine intrakranielle
Druckerhéhung mittels Ballonkatheter, ein ARDS durch eine intravendse Gabe von Olsiure
sowie deren Kombination in verschiedenen Versuchsgruppen an Hausschweinen induziert.
AnschlieBend erfolgt eine histomorphologische Untersuchung der Gehirne zur Beurteilung
der Auswirkungen der Traumata auf die Neurone des Hippocampus.

Die Neurone des hypoxiesensiblen Hippocampus werden zur Erfassung des AusmaRes und
Schweregrades der Schadigung anhand einer H.E.-Farbung untersucht. Nachgewiesen
werden hier insbesondere durch Hypoxie und Hypotonie geschadigte Nervenzellkorper in
den Regionen des Hippocampus. Je nach Ausmal der Hypoxie treten unterschiedlich starke

Schaden der Neurone auf.
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[l. MATERIAL UND METHODIK

7 Material

7.1 Versuchstiere

Fir die Versuchsreihen wurden mit Genehmigung der Tierschutzkommission 28 weibliche
Schweine (Laufer) mit einem mittleren Gewicht von 65,76 * 6,2 kg, welches einem Alter von
ungefahr 4-6 Monaten entspricht, verwendet. Die Tiere stammten aus dem Versuchsgut
Relliehausen der Landwirtschaftlichen Fakultat der Universitdt Gottingen und wurden
eigens fir Tierversuche geziichtet.

Die Schweine wurden ca. 3 Tage vor den geplanten Versuchen in die Zentrale
Tierexperimentelle Einrichtung der Medizinischen Fakultdt der Universitdat Gottingen
geliefert und 24 Stunden vor Versuchsbeginn in Nahrungskarenz, jedoch nicht in
Wasserkarenz gehalten. Es erfolgte eine tierdrztliche Betreuung, die einen gesunden
Zustand der Tiere vor Versuchsbeginn bestatigte. Im Versuchsverlauf wurden die
Vitalparameter regelmaRig kontrolliert sowie eine ausreichende Analgesie und Sedierung
sichergestellt.

Die Verwendung von Schweinen fiir die Versuchsreihe hat den Vorteil, dass die Physiologie
und die Anatomie 3hnlich der des Menschen ist. Dies erméglicht eine gute Ubertragbarkeit

der Ergebnisse auf den Menschen.

7.2 Verbrauchsmaterialien

Eine Tabelle der Verbrauchsmaterialien befindet sich im Anhang.

8 Methodik

8.1 Versuchsvorbereitung

Die Pramedikation der Schweine erfolgte mit einer Mischung aus Azaperon (4 mg/kg KG
i.m.) (Stresnil, Janssen, Osterreich), Ketanest (4 mg/kg i.m.) (Ketaminol, Vetpharma, Ziirich,
Schweiz), welche seitlich am Nacken intramuskular appliziert wurde. Im Folgenden wurde
eine Ohrvene mittels Venenverweilkaniile punktiert und die Narkose mit einer

Bolusinjektion Pentobarbital (5 mg/kg i.v.) eingeleitet.
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Die Intubation wurde mit einem endotrachealen Tubus (Portex 6,5, Portex, Deutschland) in
Bauchlage durchgefiihrt und anschlieRend eine lungenprotektive Beatmung begonnen.
Diese erfolgte volumenkontrolliert mit einem Tidalvolumen (Vt) 8-10 ml/kg KG, einem PEEP
von 5 cm H,0, einem Inspirations-/Exspirationsverhaltnis von 1:2 und einer FiO, von 1,0 mit
einem Servo Ventilator 300 Argus (Siemens, Deutschland). Die Kontrolle der Oxygenierung
fand regelmaRig mittels Blutgasanalysen (ABL 700 Series, Radiometer Copenhagen,
Brgnshgj, Danemark) statt. Bei unzureichender Oxygenierung bzw. zu hohen CO,-Werten
wurde die Frequenz oder das Tidalvolumen (maximal 10 ml/kg KG) angepasst. Dabei wurde
der PaCO, stets kleiner 60mmHg gehalten. Der endexspiratorische CO,-Gehalt wurde
mittels Kapnographie (Datex Capnomac Ultima, Finnland) kontinuierlich Gberwacht.

Die Narkose wurde durch kontinuierliche Gabe von Ketamin (10 mg/kg/h) und Midazolam
(1 mg/kg/h) mittels Spritzenpumpe lber den gesamten Versuch aufrechterhalten und der
jeweiligen Situation angepasst, sodass eine gleichmaRige und schmerzfreie Narkose der
Tiere zu jedem Zeitpunkt gewahrleistet war.

Ein kontinuierliches Monitoring beinhaltete die Messung des Blutdrucks und der peripheren
Sauerstoffsattigung sowie der Aufzeichnung des EKG.

Wahrend des Versuchs erfolgte die Gabe von Ringer-Laktat-Losung i.v. mit einer
Infusionsrate von 3-4 ml/kg pro Stunde zur Erhaltung stabiler hdamodynamischer
Verhéltnisse.

Zur weiteren Versuchsvorbereitung wurden die Schweine nach der Intubation und Anlage

des Basismonitorings auf den Riicken gelagert.

8.2 Druckmessung, Himodynamik und Blutgase

Die arterielle Druckmessung wurde mittels PiCCO-Katheter (Pulsiokath, 4-French FT PV
2024; PULSION Medical Systems AG, Miinchen, Deutschland) durchgefihrt. Fiir die Anlage
erfolgte eine ultraschallgesteuerte Punktion der A. femoralis sowie das Einflihren des
Katheters in Seldingertechnik. Diese Technik wurde ebenfalls zur Anlage eines 3-lumigen
Zentralen Venenkatheters (ZVK) in die linke V. jugularis interna sowie fiir die Anlage einer 5-
French Schleuse in die rechte V. jugularis interna am lateralen Halsdreieck verwendet. Uber
die Schleuse wurde der Pulmonaliskatheter (VOLEF-Katheter, PULSION Medical Systems AG,
Miinchen, Deutschland) in die Pulmonalarterie eingeschwemmt und in Wedgeposition
fixiert. Mit dem Pulsion System (PiCCO Plus, PULSION Medical Systems AG, Miinchen,
Deutschland), bestehend aus PiCCO- und VOLEF-Katheter, konnten die hdmodynamischen

und volumerischen  Parameter durch transpulmonale  Thermodilution und
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Pulskonturanalyse bestimmt werden. Zur Messung der Parameter wurde dreimalig vom
selben Untersucher 20 ml eisgekihlte 0,9% NaCl-Lésung injiziert. Zu den durch dieses
Verfahren bestimmten Parametern gehoren das Herzzeitvolumen, der systemische und
pulmonale Druck, das extravaskuldre Lungenwasser sowie das intrathorakale Blutvolumen.

Die Messung des intrathorakalen und intraabdominellen Druckes erfolgte mittels
Spiegelbergsonden (HDM 13.3, Spiegelberg). Diese wurden mit einer Konstruktion aus zwei
Tuben intrathorakal und intraabdominell platziert. Die Prifung der korrekten Lage der
Messsonden erfolgte zum Einen durch vorheriges Abmessen des ,Nasen“-Messpunkt-
Abstandes und zum Anderen durch manuelle Druckerhéhung im Thorax bzw. Abdomen.

In regelmaRigen Abstdnden wurden arterielle und gemischtvendse Blutgasanalysen (ABL
700 Series, Radiometer Copenhagen, Brgnshgj, Danemark) untersucht.

Waren diese Vorbereitungen fiir die Messung der Hdmodynamik, der verschiedenen Driicke
und der Blutgase abgeschlossen, wurde das Tier zur Anlage der zerebralen Messeinheit

wieder in Bauchlage gedreht.

8.3 Zerebrale Messungen

Zu den zerebral bestimmten Parametern gehorten der intrakranielle Druck, der
Hirngewebesauerstoffpartialdruck (PtiO,) sowie die zerebrale Temperatur. Die Messungen
dieser Werte fand mit einem Licox®-Monitoring (Integra Neuroscience Ratingen GmbH, Kiel
Mielkendorf, Deutschland) statt. Zur Anlage dieser Messeinheit wurde zundchst der
Schadelknochen freigelegt. Dies erfolgte Uber einen Schnitt entlang der Sagittalnaht
zwischen den Augen, wodurch die Haut eréffnet wurde. AnschlieBend wurde der
Schadelknochen zunachst mit Hilfe eines Elektrocutters und spater stumpf frei prapariert.
Zur Orientierung fir das zu setzende Bohrloch dienten die Sagittalnaht, die Koronarnaht
und die Position in Bezug auf die Augen des Tieres. Das Bohrloch fiir das Licox®-Monitoring
(Abbildung 12 im Anhang) wurde in der linken Schadelhélfte lateral der Sagittalnaht und
kaudal bzw. kranial der Koronarnaht gesetzt. Dies entspricht der Verbindungslinie zwischen
den Augen. Nach dem Setzen des Bohrloches wurde die Dura mater und die Arachnoidea
durch das Bohrloch mit einem spitzen Haken durchstochen, sodass im nachsten Schritt eine
Flihrungsschraube hinein gedreht werden konnte. Diese diente als Halterung fir die
Messsonden, welche als Nachste eingefihrt wurden. Dazu gehorten die Licox®-
Mikrokatheter Sauerstoffmesssonde, die Temperaturmesssonde und die ICP-Messsonde
(GMS, Kiel, Deutschland). Die ICP-Messsonde wurde mit einem Licox® Camino

Druckmonitor (Integra Neuroscience GmbH, Ratingen, Deutschland) verbunden, die
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Sauerstoff- und Temperaturmesssonden wurden mit dem Licox® CMP Monitor verbunden.
Nach Fixierung der Messsonden mittels der Stellschraube wurde das Bohrloch mit
Knochenzement verschlossen.

Die Kalibrierung der ICP-Messsonde erfolgte jeweils vor Versuchsbeginn anhand der

Herstellerangaben.

Die Bestimmung des CPP erfolgte durch Berechnung anhand des MAP und ICP. Es wurde
vom mittleren arteriellen Druck (MAP), an den Messpunkten, der Mittelwert der
maximalen ICP-Werte der jeweiligen Gruppe subtrahiert. Aus den erhaltenen Werten fir

die vier Messpunkte wurde anschlieRend ein Mittelwert gebildet.

8.4 Datenerfassung

Die Erfassung und Verarbeitung der physiologischen Messdaten erfolgte mit dem ,,Modular
Intensiv Care Data Acquisition System” (MIDAS) (Kooperationsentwicklung der Abteilung
An3sthesiologie Universitdtsmedizin Gottingen/ Dr. P.Herrmann und dem Institutfiir
Biomedizinische Technik Hochschule Mannheim/ Dr. X.P.Nguyen), welches in der Lage ist
alle analogen Echtzeitdatenparallel zu erfassen, hochauflésend zu digitalisieren, auf einem
Rechner synchron darzustellen und in einem allgemein zugdnglichen Datenformat zu

speichern.

8.5 Versuchsprotokoll und Messpunkte

Nach abgeschlossener Versuchsvorbereitung wurden die Schweine in Bauchlage in eine
speziell gefertigte Transporteinheit gelagert, in der sie bis zum Ende des Versuchs
verblieben. In dieser Einheit erfolgte der Transport in die Computer-Tomographie (CT) des
Zentrums fir Radiologie der Universitatsmedizin Goéttingen. Dort erfolgten nach Messung
der Ausgangsparameter die Induktion der Schadigungen und die weitere
Versuchsdurchfiihrung.

Nach korrekter Lagerung der Schweine wurden sowohl ein Schadel-CT, ein Lungen-CT als
auch ein Abdomen-CT durchgefiihrt sowie die Ausgangswerte aller Messparameter
bestimmt. Im Anschluss erfolgte die randomisierte Einteilung der Schweine in vier Gruppen:
1. Kontrollgruppe (K), 2. Isoliertes AICH (AICH), 3. Isoliertes ARDS (ARDS) und 4.
Kombination von AICH und ARDS (AICH+ARDS).
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Die Messungen fanden in allen Gruppen zu den folgenden Zeitpunkten statt: 1.
Ausgangswerte bei 0 min (ohne Schadigung) (Ty), 2. nach 60 min (Tgg), 3. nach 120 min (T1y)
und 4. nach 240 min (T,4). Neben den bereits erwdhnten Parametern wurden zu diesen
Zeitpunkten ein CCT sowie ein CT der Lunge in Inspirations- und Exspirationsstellung
durchgefihrt. Um die CT-Aufnahmen in der jeweiligen Atemlage durchfiihren zu kénnen,
wurde ein Verbindungsschlauch zwischen Tubus und Beatmungsschlauch mittels einer
Maschinenklemme wéahrend des CT-Scans verschlossen. Die Dauer des CT-Scans vom Apex
bis zur Basis der Lunge dauerte 12-19 Sekunden, sodass dies keine Belastung des Tieres
darstellte. In der AICH-, der ARDS- und der Kombinations-Gruppe fand jeweils eine weitere
Ausgangsmessung nach Induktion der Schadigung statt.

Fiir die Computer Tomographische Untersuchung wurde ein GE LightSpeed VCT Gerat (GE
Medical Systems, Wisconsin, USA) verwendet. Die Aufnahmen wurden mit folgenden
Einstellungen durchgefiihrt: Schichtdicke 5 mm mit einem Intervall von 0,5 mm, 100 mA

und 100 kV.

Die Blutentnahme fiir die BGAs an den Messpunkten erfolgte arteriell Gber den PiCCO-
Katheter in der Leiste und gemischtvends Gber den Pulmonaliskatheter. Zur Vermeidung
einer Verdinnung wurden jeweils 5 ml Blut vor der Entnahme abgezogen, die dem Tier
unmittelbar transfundiert wurden. Anhand dieser Proben erfolgte umgehend nach
Entnahme eine Blutgasanalyse. Des Weiteren wurden ein kleines Blutbild, der Quick, die
PTT, das CRP, die S100R sowie die NSE bestimmt. Daneben wurden Blutproben unmittelbar
nach Entnahme eingefroren, um im Verlauf in der Klinischen Chemie der
Universitdtsmedizin Gottingen mittels ELISA IL-6, IL-1R und TNF-alpha bestimmen zu

kénnen.

8.6 Schddigungsmodelle

8.6.1 Modell der Akuten Intrakraniellen Hypertension

Die akute intrakranielle Hypertension wurde durch die dauerhafte Erhéhung des
intrakraniellen Druckes (Contreras et al. 2003; Lopez-Aguilar et al. 2005) durch einen
intrakraniell platzierten Fogarty-Katheter (Fogarty-Katheter 8/22 F, Linge 80 cm,
Ballonvolumen 42 ml, Edwards Lifesciences Germany GmbH, Unterschleissheim,
Deutschland), welcher mit NaCl-Lésung gefillt wurde, induziert. Zur intrakraniellen

Platzierung des Katheters wurde ein zweites Bohrloch in der Schadelkalotte bendtigt.
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Dieses wurde in der gleichen Héhe wie das initiale Bohloch fiir die Licox®-Messsonden
gesetzt, jedoch auf der rechten Schadelhdlfte in ausreichendem Abstand zu den
Messkathetern. Die Dura mater wurde mit dem Spitzwinkel durchstochen und anschlieRend
der Kanal fur den Fogarty-Katheter mit einem diinnen Metallstab vorsondiert, um den
empfindlichen Katheter moglichst atraumatisch in das Gehirn einzufiihren. Nachdem der
Katheter ca. 4 cm tief, mittig im Gehirn, in ausreichender Entfernung von den Messsonden
platziert wurde (Abbildung 15 im Anhang), erfolgte eine Lagekontrolle mittels CCT.
AnschlieBend wurde das Bohrloch mit Knochenwachs verschlossen und der Ballon des
Katheters langsam mit NaCl-Lésung gefullt. Bei Erreichen eines ICP von > 30 mmHg wurde
der Ballon geblockt. Bei konstanter ICP-Messung wurde im Versuchsverlauf der ICP

dauerhaft Gber einem Wert von 30 cmH,0 gehalten.

8.6.2 Modell des ARDS

Fiir das ARDS-Modell wurde die Applikation von Olsiure (Olsiure, Riedel-de Haen, Sigma-
Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland) verwendet, welche sich
insbesondere fir die Induktion einer schweren Lungenschadigung eignet (Neumann und
Hedenstierna 2001). Die Gabe der Olsiure erfolgte liber den zentralen Venenkatheter in
den rechten Vorhof (Schuster 1994). Dabei wurden 0,1-0,2 ml/kg KG auf 10 ml NaCl
aufgezogen und in 0,05 ml/kg KG-Schritten appliziert. Nach relativer Normalisierung des
Blutdruckes und der Herzfrequenz nach der jeweiligen Applikation wurde jeweils die
nachste Einheit verabreicht. Fiir das Erreichen des ARDS wurde nach vollstandiger Gabe der
Olsdure eine Stunde gewartet. Dann erfolgte durch eine Blutgasanalyse die Kontrolle des
Pa0,/FiO,, welcher fir eine ausreichende Schadigung < 200 mmHg sein sollte. Sobald dieser
Wert erreicht war und sich stabilisiert hatte, wurde das ARDS als komplett induziert

angesehen.

8.6.3 Modell des ARDS und der AICH

Zur Induktion des Kombinationsschadens wurde zunachst das ARDS durch Gabe von
Olsdure nach oben genanntem Prinzip hervorgerufen. AnschlieRend wurde durch das
Einfihren eines Fogarty-Katheters entsprechend dem AICH-Modell der erhoéhte

intrakranielle Druck erzeugt.
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8.6.4 Kontrolle

Die Kontrolltiere wurden wie die Tiere der anderen Gruppen behandelt, ohne dass ein

ARDS oder AICH induziert wurde.

8.7 Perfusion und Organentnahme

Zur histopathologischen Untersuchung der Organe wurden diese in situ nach Versuchsende
mit Paraformaldehyd perfundiert, anschlieRend entnommen, aufgearbeitet und analysiert.
Nach dem letzten Messpunkt bei T, wurden die Schweine wieder in die Tier-OP Einheit
transportiert. Dort erfolgte der Abbau aller empfindlichen sowie nicht mehr benétigten
Messapparate, bevor mit der weiteren Praparation begonnen wurde. Fiir die addaquate
Narkose und Uberwachung der Vitalparameter wurde neben der Beatmung und dem EKG,
die Perfusoren mit Ketamin und Midazolam sowie die arterielle Blutdruckmessung
belassen. Die zeitweise bendtigte Blutdruckmedikation wurde Uber die ebenfalls belassene
Schleuse gegeben.

Fiir die Anlage der Kreiselpumpe zur Perfusion der Tiere erfolgte die Umlagerung aus der
Transporteinheit auf den OP-Tisch und die dortige Fixierung in Riickenlage. Nach Erreichen
einer ausreichenden Narkosetiefe und Analgesierung wurde mit einer medialen
Sternotomie der Brustkorb des Schweins ertffnet. Die Lunge wurde stumpf von der
Brustwand abgel6dst, um eine Beschadigung beim Spreizen des Brustkorbs zu vermeiden.
AnschlieRend erfolgte die Offnung des freigelegten Perikards und dessen Fixierung iiber
N&hte an der Thoraxwand, sodass das Herz mit den Gefdllen dargestellt war.

Die Perfusion der Tiere erfolgte Uber Kanillen im rechten Vorhof und in der Aorta
ascendens. Fir die Kanilierung des rechten Vorhofes wurde nach dem Legen einer
Tabaksbeutelnaht eine 8 mm lange Inzision gesetzt und die Kanile eingefiihrt. Diese wurde
mit der vorgelegten Naht fixiert. Der Zufluss der Perfusion erfolgte Uber eine Aortenkaniile,
die 2-3 cm oberhalb der Aortenwurzel platziert wurde. Zur Anlage der Kaniile wurde die
Aorta zunachst freiprapariert und anschliefend eine 5 mm lange Inzision gesetzt, sodass die
Kantle problemlos eingefiihrt werden konnte. Mit einem Schlauch (ca. 1 cm Durchmesser)
erfolgte die Verbindung mit der Kreiselpumpe, mit der zunachst 20 Liter NaCl-Losung zum
Auswaschen bzw. Verdlinnen des Blutes geférdert wurde. Dies erfolgte mit einem
kiinstlichen Herzzeitvolumen von 3,5 I/min und wurde bei schlagendem Herzen
durchgefiihrt, um die Perfusion zu unterstitzen. Nach ausreichender Auswaschung des

Blutes erfolgte der Wechsel auf Paraformaldehyd zur Perfusion. Des Weiteren wurde ein
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geschlossener Kreislauf hergestellt. Die Perfusion mit PFA erfolgte (iber 10 min, wobei zur
besseren Perfusion die Lage der Aortenkaniile wahrend der Perfusion variiert wurde. Mit
dieser Methode wurde sichergestellt, dass sowohl das Gehirn, als auch der Rumpf mit den

Organen ausreichend durch Paraformaldehyd fixiert wurden.

Zur histopathologischen Aufarbeitung wurden sowohl vor Perfusion, als auch nach
Fixierung mit PFA Gewebeproben entnommen.

Vor Perfusion erfolgte die Entnahme von zwei Lungengewebsstilicken (5 mm x 5 mm grof3),
die sofort in Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff fixiert wurden. Weiterhin erfolgte die
Absaugung von Bronchialsekret unter sterilen Bedingungen.

Zu den nach der Perfusion entnommenen Organen bzw. Geweben gehéren neben dem
Gehirn, die Lunge, das Herz sowie Proben von Leber, Milz und Nieren. Diese wurden nach

Entnahme in PFA weiter fixiert und schlieBlich aufgearbeitet.

8.8 Weiterverarbeitung der Gehirne: Praparation und Aufarbeitung

Fiir die Untersuchung der Gehirne wurden diese nach Entnahme zundchst in Formalin
weiter fixiert und jeweils 24 Stunden vor der weiteren Aufarbeitung gewassert. Zur
Herstellung der Gewebeproben des Gehirns erfolgte zunachst eine Trennung des GroBhirns
und des Kleinhirns inklusiv Hirnstamm. AnschlieBend wurde das GroBhirn von frontal nach
okzipital in der Transversalebene und das Kleinhirn in der Horizontalebene in Richtung
Medulla oblongata in 5 mm dicke Scheiben geschnitten. Nach Zerteilung des Gehirns
wurden folgende Gewebeproben entnommen: Frontalhirn rechts, Basalganglien,
Ammonshorn rechts und links, Kleinhirn, Medulla oblongata, Mittelhirn und Okzipital
rechts. Diese wurden in einem Einbettautomat (Shandon-Hypercenter XP, Life Science
international LTD, England) nach Standardprotokoll (ber 36 Stunden in Paraffin
eingebettet. Nach Aushartung und Kihlung wurden die Gewebeblocke mithilfe eines
Mikrotoms (Leica SM 2000R, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland)
geschnitten. Es wurden von allen Arealen jeweils 1 um dicke Schnitte fiir die H.E.-Farbung
angefertigt. Diese wurden zur weiteren Fixierung und beginnenden Entparaffinierung tGber
Nacht bei 60° C gelagert. Vor der Farbung erfolgte die Entparaffinierung und Wasserung

entsprechend dem Protokoll im Anhang.
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8.9 HE-Farbung

Es wurde die Hamalaun-Loésung nach Meyer verwendet, welche nach dem Filtrieren
gebrauchsfertig war. Fir die Eosin-Losung wurde 1% Eosin in 70% Isopropylalkohol
verwendet, diese filtriert und anschliefend 1 ml Eisessig zugefligt. Das Protokoll der

verwendeten H.E.-Farbung befindet sich im Anhang.

8.10 Auswertung

8.10.1 Histologie

Fiir die Beurteilung des Einflusses eines ARDS, einer AICH und deren Kombination auf eine
Schadigung des Gehirns spielt der Hippocampus eine entscheidende Rolle. Der
Hippocampus reagiert sehr sensibel auf verminderte Oxygenierung, sodass diese Region im
Zentrum des Interesses steht (Ito et al. 1975; Kirino 1982).

Die Auswertung der Hippocampusregionen, die in CA1/2, CA3/4 und Gyrus dentatus
zusammengefasst wurden, fand nach der Farbung mit einem Fotomikroskop (Olympus
BX51TF, Olympus Official CO. Ltd., Japan) statt. Hierzu wurden Objektive mit den
VergroRRerungsfaktoren 4-fach, 10-fach, 20-fach, 40-fach und 100-fach verwendet. Zunachst
erfolgte eine Ubersichtseinstellung zur Definition der Grenzen zwischen den Regionen mit
anschlieRender genauer Betrachtung der Neuronen in Hinblick auf hypoxische Schadigung.
Dabei wurden Neurone als geschadigt gewertet, bei denen mindestens zwei der folgenden
Kriterien erflllt waren: Schrumpfung der Zellen (trianguldare Form), Kernpyknose und
eosinophile Degeneration (Tabelle 5). Die Auswertung fir jede Region erfolgte jeweils fir

den linken und rechten Hippocampus.

Abbildung 1: Hippocampus im Querschnitt mit Einteilung der Regionen. CAl: Region CA1, CA4:
Region CA4 und GD: Gyrus dentatus.
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Kriterien fiir einen Zellschaden

Schrumpfung der Neurone (trianguldre Form)
Kernpyknose

Eosinophile Degeneration der Neurone

Tabelle 5: Kriterien des angewandten Scores fiir eine Zellschddigung

Abbildung 2: Ungeschidigte Neurone der CAl-Region im Hippocampus (Kontrollgruppe, Tier 1).
Die intakten Neurone haben einen leicht exzentrischen Kern mit gut erkennbarem Nukleolus,
basophiles Zytoplasma.

Zur Klassifizierung des Schweregrades der Schadigung im Hippocampus wurde eine durch
einen Neuropatholgen entwickelte Beurteilung angewendet (Tabelle 6). Dabei wurden
anhand der GroRe der Schadigung unterschiedliche Punktzahlen (Score) pro Region, mit

den Regionen CA1/2, CA3/4 und Gyrus dentatus, vergeben.

Score  GroRe des Zellschadens

1 einzelne geschadigte Zellen (ca. 5-10 Zellen)
| geschéadigte Zellgruppen
] Verbande von geschadigten Zellen

v ausgepragter Zellverlust

Tabelle 6: Score fiir den neuronalen Zellschaden im Hippocampus
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Abbildung 3: Intaktes Zellband der CA1/2- Region (linke Abbildung) und CA3/4-Region (rechte
Abbildung) (Kontrollgruppe, Tier 1). Das Zellband stellt sich regelmaBig mit eosinophilen Neuronen
und gleicher Neuronendichte in allen Abschnitten dar.

Abbildung 4: Geschidigte Neurone der CA1/2-Region (AICH-Gruppe, Tier 20). Das Zellband ist
unregelmaRig (linke Abbildung) und die geschadigten Neurone sind geschrumpft, basophil mit
einer Kernpyknose (rechte Abbildung).

Bei der Auswertung der neuronalen Schadigung erfolgte zum Erreichen eines
Objektivitatsgrades eine zweifache, zeitlich voneinander getrennte Beurteilung. Dies
geschah verblindet von dem gleichem Untersucher und wurde anschlieRend
stichprobenartig durch einen Neuropathologen kontrolliert. In die statistische Auswertung

ging jeweils der héchste Score aller Beurteilungen pro Region und Gehirnschnitt ein.

In der statistischen Auswertung wurden der Mittelwert und die Standardabweichung sowie

die Signifikanz bestimmt.

8.10.2 Statistik

Fir die statistische Analyse zur Berechnung von Mittelwerten und Standartabweichung der
erhobenen Messergebnisse wurde die Software Statistica (Statistica 8.0 fiir Windows,
StatSoft, Europa) verwendet. Zum Vergleich von Messparametern wurde in den vier

Gruppen der Kruskall-Wallis-Test durchgefiihrt. Der Mann-Whitney U-Test wurde zum
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Vergleich  zwischen den  Gruppen durchgefiihrt. Es wurde jeweils eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant angenommen.
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[1l. ERGEBNISSE

9 Versuchscharakteristika

Fiir die Versuche wurden 28 weibliche Schweine verwendet, die in vier Gruppen zu je 7

Tieren eingeteilt wurden. Keines der Tiere ist vor Ende des Versuchs verstorben.

10 Kontrollgruppe

10.1 HE- Farbung

In der Kontrollgruppe zeigt sich vornehmlich ein homogenes, intaktes Zellbild mit einer
relativ groBen Zahl an unbeschadigten Nervenzellen im Hippocampusband. Die intakten
Nervenzellen stellen sich basophil dar, besitzen einen leicht exzentrischen Kern und einen
gut erkennbaren Nukleolus (siehe Abbildung 2). Des Weiteren ist eine leicht kdrnige
Struktur zu erkennen, welche durch die Nissl-Schollen im Endoplasmatischen Retikulum
entsteht. In den Hippocampusstrukturen der Kontrollgruppe werden jedoch von einigen
Zellen die Kriterien fir einen hypoxischen Zellschaden erfiillt. Dabei sind in der CA1/2
Region die grofRten Veranderungen mit einem Mittelwert des Schadigungsscores von 2,00,
wobei die Standardabweichung 1,00 betragt. Im Gyrus dentatus ist bei der Mehrzahl der
Tiere (5/7) keine Verdnderungen zu sehen und es ist im Mittel eine Schadigung von 0,29 mit
einem Median von 0 (25%-Quartil 0, 75%-Quartil 0,5). Die Schadigung in der CA3/4 Region

liegt zwischen den anderen beiden Regionen bei 1,14 + 0,69.

CA1/2 CA3/4 Gyrus dentatus CA1-4 gesamt

Score 2,00+1,00 1,14+0,69 0,29 (Median 0, 25%-Quartil 1,57 + 0,94
0, 75%-Quartil 0,5)

Tabelle 7: Mittelwerte des neuronalen Schadigungsscores in den Hippocampusregionen der
Kontrollgruppe
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10.2 Hirngewebssauerstoffpartialdruck (PtiO,)

Die Messung des Hirngewebssauerstoffpartialdrucks fand mit Hilfe einer parenchymatdse
Messsonde statt. In der Kontrollgruppe blieben die Werte im kompletten Versuchsverlauf
stabil und mit einer Bandbreite von 25,0 + 6,7 mmHg bis 27,1 £+ 50 mmHg im

physiologischen Bereich (Tabelle 8).

TO TGO T120 T240

Kontrolle 27,1+£5,0 27,0+11,8 25,0+6,7 25,5+3,5

Tabelle 8: PtiO, in mmHg zu den Messpunkten in der Kontrollgruppe

10.3 Intrazerebraler Druck und zerebraler Perfusionsdruck (ICP und CPP)

Die kontinuierliche, intrakranielle Druckmessung erfolgte bei allen Versuchsgruppen tber
eine parenchymatoése ICP-Messsonde.

In der Kontrollgruppe lag der ICP-Wert zum Zeitpunkt Ty im Mittel bei 10,6 + 2,7 mmHg und
zeigte wahrend des Versuchs eine minimale Schwankung mit einem mittleren maximalen
Wert von 11,5 + 0,6 mmHg. Die ICP-Werte der Kontrollgruppe lagen somit wahrend der

Versuche innerhalb des physiologischen Bereiches.

Der mittlere CPP lag fir die Kontrollgruppe bei 66,3 mmHg mit einer Standardabweichung
von 3,0 mmHg und einer Bandbreite von 62,93 mmHg bis 69,19 mmHg. Eine ausreichende
Perfusion des Gehirns war somit in der Kontrollgruppe gegeben und der obere Grenzwert

fiir den optimalen Perfusionsbereich wurde nicht tiberschritten.
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10.4 Arterieller Sauerstoffpartialdruck (PaO,)

Die Beatmung der Tiere erfolgte mit einem inspiratorischen Sauerstoffanteil (FiO,) von 1,0.
Durch BGA-Messungen  erfolgte im  Versuchsverlauf  die  Kontrolle der
Sauerstoffpartialdriicke im Blut. In der Kontrollgruppe zeigte sich bei dem verwendeten
FiO, ein (ber den gesamten Versuchszeitraum gleichbleibender arterieller

Sauerstoffpartialdruck (siehe Tabelle 9) in der BGA.

TO T60 T120 T240

Kontrolle 486,4 + 54,5 455,6 £ 78,2 468,1 £ 95,6 470,4 £73,6

Tabelle 9: Sauerstoffpartialdruck (Pa0,) in mmHg zu den Messpunkten in der Kontrollgruppe

11 AICH-Gruppe

11.1 HE- Farbung

Das Zellband in den Hippocampusschnitten der AICH-Gruppe ist inhomogen und es sind in
allen Regionen hypoxische Neurone zu sehen. Die geschddigten Neurone zeigen ein
eosinophiles Zytoplasma und die Zellkérper sowie die Zellkerne erscheinen geschrumpft.
Des Weiteren ist die Zellform trianguldar und die kornige Struktur des Zytoplasmas ist
verloren gegangen. Diese Verdnderungen sind am Stérksten in der CA1/2 Region zu finden,
mit einem Mittelwert von 2,14 und einer Standardabweichung von 1,21, wobei die
Bandbreite des Schadigungsscores 1 bis 4 betrdgt. Der hypoxische Zellschaden in den
anderen beiden Regionen ist sehr viel geringer ausgepragt. In der CA3/4 Region liegt der
Mittelwert bei 1,29 mit einer Standardabweichung von 1,25 und einer Bandbreite von 0 bis
3. Im Gyrus dentatus, in dem der Mittelwert bei 0,57 (Median 0, 25%-Quartil 0, 75%-Quartil
1,00) liegt, kam es bei 4/7 Tieren zu keiner Schadigung. Die Bandbreite betragt zwischen 0
und 2.

CA1/2 CA3/4 Gyrus dentatus CA1-4 gesamt

Score 2,14+1,21 1,29+1,25 0,57 (Median 0, 25%-Quartil 2,00 + 1,00
0, 75%-Quartil 1,00)

Tabelle 10: Mittelwerte des neuronalen Schadigungsscores in den Hippocampusregionen bei der
AICH-Gruppe
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11.2 Hirngewebssauerstoffpartialdruck (PtiO,)

Der Hirngewebssauerstoffpartialdruck lag bei Versuchsbeginn im physiologischen Bereich
mit 29,3 £ 11,7 mmHg. Nach Induktion des AICH kam es zu einem Abfall des PtiO, unter den
kritischen Wert von 15 mmHg. Zu den Messpunkten T, und T4 lag die PtiO, bei 10,7 £ 9,1
mmHg und 4,8 + 4,2 mmHg. Die Messwerte zu den Zeitpunkten Tgg, T1ound Ty  zeigen

einen signifikanten Unterschied (p< 0,05) zum Messwert Tj,.

TO T60 T120 T240

AICH 29,3 £11,7 14,5 £ 13,6* 10,7 £9,1* 4,8 £4,2*

Tabelle 11: PtiO,-Werte in mmHg zu den Messpunkten in der AICH-Gruppe; * p< 0,05 vs. T,

11.3 Intrazerebraler Druck und zerebraler Perfusionsdruck (ICP und CPP)

Der intrakranielle Druck lag in der AICH-Gruppe bei Versuchsbeginn zum Zeitpunkt Ty im
physiologischen Bereich bei 7,5 + 3,5 mmHg. Nach Induktion des AICH stieg der maximale
Mittelwert auf 36,1 + 5,8 mmHg und blieb im Versuchsverlauf zwischen 30 mmHg und 40

mmHg, wodurch das Kriterium fir das Modell des AICH erfullt war.

Die zerebrale Perfusion war in der AICH-Gruppe aufgrund des hohen ICP im Vergleich zu
einem normalen mittleren arteriellen Druck reduziert. Der Mittelwert der Messpunkte lag

fiir den CPP bei 38,6 + 5,8 mmHg mit einer Bandbreite von 30,5 mmHg bis 44,0 mmHg.

11.4 Arterieller Sauerstoffpartialdruck (PaO,)

Der Pa0, hat in dieser Gruppe eine Bandbreite von 394,71 + 46,28 mmHg bis 470,71 %

62,82 mmHg und lag so bei einem FiO, von 1,0 im physiologischen Bereich.

TO TGO T120 T240

AICH 450,71 £53,40 470,71 +62,82 394,71 + 46,28* 431,14 + 109,02

Tabelle 12: Sauerstoffpartialdruck (PaO,) in mmHg zu den Messpunkten der AICH-Gruppe;
*p<0,05vs. Ty
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12 ARDS-Gruppe

12.1 HE- Farbung

In der ARDS-Gruppe ist, wie auch in der AICH-Gruppe, die starkste hypoxische
Zellschadigung in der CA1/2 Region lokalisiert. Im Mittel liegt der Schadigungsscore in
dieser Region bei 2,57 mit einer Standardabweichung von 0,98, welches geschadigten
Zellgruppen entspricht. Die Bandbreite reicht dabei von 1 bis 4. In der CA3/4 Region betragt
der mittlere Schadigungsscore 1,71 + 0,76 mit einem Schadigungsbereich von 0 bis 3. Im
Gyrus dentatus ist bei 2/7 Schnitten keine Veranderung der Zellen sichtbar. Im Mittel liegt
die Schadigung bei 1,14 + 0,9 mit einer Bandbreite 0 bis 2.

CA1/2 CA3/4 Gyrus dentatus CA1-4 gesamt

Score 2,57 £0,98 1,71+£0,76 1,14 £ 0,90 2,14 +0,95

Tabelle 13: Mittelwerte des neuronalen Schadigungsscores in den Hippocampusregionen bei der
ARDS-Gruppe

12.2 Hirngewebssauerstoffpartialdruck (PtiO,)

In der ARDS-Gruppe lag der Ausgangswert des PtiO, bei 33,2 + 11,4 mmHg und nahm im
Versuchsverlauf ab. Zum Zeitpunkt T1y lag der Messwert mit 11,6 £ 6,2 mmHg unter der
kritischen Grenze von 15 mmHg. Zu den Messpunkten Tg, und T,49 lagen die PtiO,-Werte bei
18,2 + 12,8 mmHg und 17,2 + 8,8 mmHg. Diese Werte zeigen zum Ausgangswert ebenso

wie der Wert vom Messpunkt Ty,q einen signifikanten Unterschied.

TO TGO T120 T240

ARDS 332+11,4 18,2 +12,8* 11,6 +6,2* 17,2 +8,8*

Tabelle 14: PtiO,in mmHg zu den Messpunkten in der ARDS-Gruppe; * p< 0,05 vs. T,

12.3 Intrazerebraler Druck und zerebraler Perfusionsdruck (ICP und CPP)

Der ICP-Wert zeigte, dhnlich wie in der Kontrollgruppe, bei den Tieren mit ARDS keine
signifikanten Veranderungen wahrend der Versuche. Mit einem mittleren Wert von 11,5 +
2,5 mmHg zum Zeitpunkt T, stieg der ICP auf einen mittleren maximalen Wert von 19,9 +
0,9 mmHg und lag so unterhalb der Schwelle von 20-25 mmHg ab der eine Senkung des

intrakraniellen Druckes empfohlen wird.



46 Ill. Ergebnisse

Der CPP Wert lag in dieser Gruppe zwischen 52,9 mmHg und 58,4 mmHg mit einem
Mittelwert von 55,6 mmHg und einer Standardabweichung von 2,5 mmHg. Damit ist eine

ausreichende Perfusion gegeben.

12.4 Arterieller Sauerstoffpartialdruck (Pa0,)

Der Wert der Ausgangsmessung zeigte mit 498,57 + 60,41 mmHg einen normalen
arteriellen Sauerstoffpartialdruck bei einer FiO, von 1,0. Nach Induktion des ARDS ist das
Kriterium fir das angewendete ARDS-Modell, [PaO,]/[Fi02] < 200 mmHg, fir den

kompletten Versuch erfillt.

TO T60 T120 T240

ARDS 498,57 + 60,41 150,64 £91,24* 171,40+ 23,24* 149,80 + 98,03*

Tabelle 15: PaO, in mmHg zu den Messpunkten in der ARDS-Gruppe; * p< 0,05 vs. T,

13 AICH in Kombination mit ARDS

13.1 HE- Farbung

Bei der Kombination des AICH und ARDS sind in der CA1/2 Region sowie in der CA3/4
Region in allen Schnitten hypoxische Zellschadigungen zu sehen. Diese sind in der CA1/2
Region starker ausgepragt als in der CA3/4 Region. Im Gyrus dentatus sind neben den
hypoxischen Zellen auch unbeschéadigte Zellen zu sehen.

Im Mittel liegt die Schadigung in der CA1/2 Region bei 3,43 mit einer Standardabweichung
von 0,53 und einer Bandbreite der Zellschadigung von 3 bis 4. In der CA 3-4 Region betragt
der Mittelwert 2,71 + 1,11 (Bandbreite von 1 bis 4). Im Gyrus dentatus liegt der Median bei
0 (25%-Quartil 0, 75%-Quartil 1).

CA1/2 CA3/4 Gyrus dentatus CA1-4 gesamt

Score 3,43+0,53 2,71+1,11 0,57 (Median 0, 25%-Quartil O, 3,02 £0,92
75%-Quartil 1,00)

Tabelle 16: Mittelwerte des neuronalen Schadigungsscores der Hippocampusregionen bei der
Kombinationsgruppe
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13.2 Hirngewebssauerstoffpartialdruck (PtiO,)

In der Kombinationsgruppe sank der PtiO, von einem Ausgangswert von 30,8 £ 7,0 mmHg
auf 10,9 + 5,8 mmHg zum Zeitpunkt Tg,. Die Werte vom Zeitpunkt T1y9 und T4 lagen mit
10,8 + 5,4 mmHg und 7,3 + 2,1 mmHg ebenfalls unter dem kritischen Grenzwert von 15

mmHg. Diese drei Werte zeigten einen signifikanten Unterschied zum Ausgangswert.

TO TGO T120 T240

ARDS + AICH 30,8+7,0 10,9 £5,8* 10,8 £5,4* 7,3+2,1*

Tabelle 17: PtiO, in mmHg zu den Messpunkten; * p< 0,05 vs. T,

13.3 Intrazerebraler Druck und zerebraler Perfusionsdruck (ICP und CPP)

Bei der Kombination der Schadigungen lag der mittlere ICP-Wert zum Zeitpunkt T, bei 11,4
+ 3,9 mmHg und stieg auf einen mittleren maximalen Wert von 32,0 + 3,5 mmHg nach

Induktion des AICH, wodurch das Kriterium fur ein AICH erfullt war.

Der zerebrale Perfusionsdruck der Kombinationsgruppe war im Mittel 38,35 + 3,1 mmHg

mit einer Bandbreite zwischen 30 mmHg und 40 mmHg.

13.4 Arterieller Sauerstoffpartialdruck (PaO,)

Entsprechend den Kriterien des ARDS-Modell ist der PaO, bzw. der [Pa0,]/[FiO2] im

Kombinationsmodell wie in der ARDS-Gruppe kleiner 200 mmHg.

TO TGO T120 T240

ARDS + AICH 493,17 £ 66,50 155,17 +53,73 140,15+ 36,68 110,02 £37,71

Tabelle 18: Pa0, in mmHg zu den Messpunkten bei der Kombinationsgruppe



48 Ill. Ergebnisse

14 Zusammenfassung der Ergebnisse aller Gruppen

14.1 HE-Farbung

Die Bestimmung des Schadigungsscores der Hippocampusneurone der verschiedenen
Regionen erfolgte in der H.E.-Farbung der Schnitte. Dabei zeigt sich in der als selektiv
vulnerabel geltenden CA1/2 Region, im Vergleich zu den anderen Hippocampusregionen,
die starkste hypoxiebedingte Schadigung bei allen Versuchsgruppen (siehe Abbildung 5).
Der mittlere Schadigungsgrad dieser Region betragt 1,71 + 0,95 in der Kontrollgruppe, 2,14
+ 1,21 bei isoliertem AICH, 2,57 + 0,98 in der ARDS-Gruppe und 3,43 + 0,53 bei der
Kombination der Schaden. Somit zeigt sich in dieser Region ein signifikanter Unterschied
(p< 0,05) des Schadigungsscores zwischen der Kombinationsgruppe und der Kontroll- sowie
der AICH-Gruppe. Es zeigte sich hingegen kein signifikanter Unterschied der
Schadigungsscores zwischen der Kontrollgruppe und der ARDS- bzw. der AICH-Gruppe.

Je groRer die Schadigung in der CA1/2 Region ist, desto mehr auffillige Befunde kénnen bei
allen Gruppen, auch in der CA3/4 Region und im Gyrus dentatus erhoben werden.
Prinzipiell zeigen sich im Gyrus dentatus jedoch relativ wenige Veranderungen mit
Mittelwerten zwischen 0,29 (Median 0, 25%-Quartil 0, 75%-Quartil 0,5) und 1,14 + 0,9,
wobei der Grad der Schadigung mit dem Grad in den anderen Regionen korreliert. Der
Schiadigungsscore der CA3/4 Region ist in der Hohe des Schadigungsgrades in allen Gruppen

etwas unterhalb der CA1/2 Region.
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Abbildung 5: Neuronaler Zellschaden in der CA1/2-Region (Mittelwert und Standardabweichung)
in den verschiedenen Versuchsgruppen. * Signifikanter (p < 0,05) Unterschied zwischen der
ARDS+AICH-Gruppe und der AICH-Gruppe sowie zwischen der ARDS+AICH-Gruppe und der
Kontrollgruppe.

Kontrolle AICH ARDS Kombination

CA1/2 1,71+ 0,95* 2,14 £1,21* 2,57 +0,98 3,43+0,53

Tabelle 19: Mittelwerte und Standardabweichungen der CA1/2 Region in den verschiedenen
Versuchsgruppen; * p< 0,05 ARDS+AICH vs. Kontrolle und ARDS+AICH vs. AICH
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Abbildung 6: Mittelwerte des neuronalen Schadigungsscores in den verschiedenen Gruppen nach
Hippocampusregionen angeordnet. Die stirkste Schadigung der Neurone ist in der CA1/2-Region
zu finden.

CA1/2-Region CA3/4-Region Gyrus dentatus
Kontrolle 1,1 0,5 0,1
AICH 1,6 0,9 0,3
ARDS 2,0 1,4 0,6
ARDS + AICH 2,4 2,0 0,3

Tabelle 20: Mittelwerte des neuronalen Zellschadens in den Hippocampusregionen

14.2 Hirngewebssauerstoffpartialdruck (PtiO,)

Der Hirngewebssauerstoffpartialdruck wurde mit einer parenchymatos platzierten Sonde
des Licox®-Monitoring gemessen. Die korrekte Lage der Messsonde in der weillen Substanz
und in moglichst weiter Entfernung um Fogarty-Katheter wurde in einem CCT jeweils vor
Versuchsbeginn kontrolliert. Der Ausgangswert der PtiO, lag bei allen Gruppen mit einer
Bandbreite von 27,1 + 5,0 mmHg bis 33,2 £+ 11,4 mmHg im physiologischen Bereich. Nach
Induktion der Schadigungen kam es in der AICH und in der Kombinationsgruppe zu einem
Abfall der PtiO,-Werte in den hypoxiekritischen Bereich (< 15 mmHg). Dabei lagen die
Werte fur die Messpunkte Tgo, T Und T4 signifikant niedriger (p< 0,05) als zu dem
Ausgangsmesswert bei T,. In der ARDS-Gruppe zeigte sich ebenfalls ein signifikanter (p<

0,05) Rickgang des Sauerstoffpartialdruckes im Hirngewebe im Vergleich zum Messwert



51 Ill. Ergebnisse

vom Zeitpunkt T,. Die Werte lagen im Mittel jedoch tiber 15 mmHg. Fiir die AICH- und die
ARDS-Gruppe waren die PtiO,-Werte zu den Messpunkten ebenfalls signifikant (p< 0,05)
niedriger gegeniber der Kontrollgruppe. In der Kombinationsgruppe konnten zu den
Zeitpunkten Ty und T,y signifikante Unterschiede (p< 0,05) zu den PtiO,-Werten der ARDS-

Gruppe dokumentiert werden.

T T0
|

:

c B TG0

) mT120

=

mT240
Kontrolle AlICH ARDS ARDS+AICH
Abbildung 7: Sauerstoffsattigung im Gehirngewebe, ” p< 0,05 vs. ARDS
To Teo LETY) Taao

Kontrolle 27,1+5,0 27,0+ 11,8 25,0+ 6,7 255+3,5
AICH 29,3+11,7 14,5 £ 13,6* 10,7 £9,1* 4,8 £ 4,2
ARDS 332+11,4 18,2 £+ 12,8+ 11,6 £ 6,2* 17,2 + 8,8+
ARDS+AICH 30,8+7,0 10,9 £ 5,8~ 10,8 + 5,4+ 7,312,1

Tabelle 21: PtiO, in mmHg zu den Messpunkten in den Versuchsgruppen, (* p< 0,05 vs. Ty; ° p< 0,05
vs. Kontrolle; A p< 0,05 vs. ARDS)



52 Ill. Ergebnisse

14.3 Hirngewebesauerstoffpartialdruck (PtiO,) und neuronaler Schadigungsgrad

Die PtiO,-Werte zu den vier Messpunkten und der neuronale Schadigungsgrad des
Hippocampus der Versuchsgruppen sind gemeinsam in der Abbildung 8 dargestellt.

In der AICH-Gruppe zeigten sich zu den Messpunkten nach Induktion des AICH konstant
PtiO,-Werte unter 15 mmHg. Dies flhrte in der Auswertung des neuronalen Schadens in
der Hippocampusregion CA1/2 zu einem Score von 2,14 * 1,21. In der ARDS-Gruppe liegen
zwei von drei PtiO,-Werten nach Induktion des ARDS liber 15 mmHg. Daraus resultiert ein
neuronaler Schadigungsscore von 2,57 + 0,98. Die PtiO,-Werte der Kombinationsgruppe
sind dhnlich der Werte der AICH-Gruppe mit konstanten Werten unter 15 mmHg. Im

neuronalen Schadigungsscore stellt sich dies mit 3,43 £ 0,53 dar.

PtiO2 in mmHg und Zellchidigung

Kontrolle AlCH ARDS ARDS+AICH

ETO WTeO T120 MWT240 MmZellschidigung

Abbildung 8: PtiO, in mmHg zu den Messpunkten und neuronaler Zellschaden in der
Hippocampusregion CA1/2 in den Versuchsgruppen. Der gestrichelte und der feine Strich
entsprechen PtiO.,.

Zellschadigung: * p < 0,05 zwischen der ARDS+AICH-Gruppe und der AICH-Gruppe sowie zwischen
der ARDS+AICH-Gruppe und der Kontrollgruppe. Sauerstoffsittigung im Gehirngewebe: » p< 0,05
vs. ARDS. Der fette Strich entspricht dem neuronalen Zellschaden.
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To Teo T2 Taa0 CA1/2
Kontrolle 27,1+5,0 27,0+11,8 25,0+ 6,7 25,5+3,5 1,71 £ 0,95#
AICH 29,3+11,7 14,5+13,6~ 10,7%9,1* 4,814,2~ 2,14 +1,21#
ARDS 332+11,4 18,2+12,8~ 11,6+6,2 17,2+8,8* 2,57 +0,98
ARDS+AICH 30,8%7,0 10,9 £5,8+~~ 10,8+5,4*+ 7,3+2,1= 3,43+0,53

Tabelle 22: PtiO,-Werte in mmHg und Zellschidigung in der CA 1/2 Region des Hippocampus. * p<
0,05 vs. Ty; ° p< 0,05 vs. Kontrolle; A p< 0,05 vs. ARDS. # p < 0,05 zwischen der ARDS+AICH-Gruppe
und der AICH-Gruppe sowie zwischen der ARDS+AICH-Gruppe und der Kontrollgruppe.

14.4 Intrazerebraler Druck (ICP)

Die mit dem Licox®-Monitoring durchgefiihrte ICP-Messung zeigte fiir alle Gruppen einen
vergleichbaren Ausgangswert (Kontrolle 10,6 + 2,7 mmHg, AICH 7,5 + 3,5 mmHg, ARDS 11,5
+ 2,5 mmHg, ARDS+AICH 11,4 + 3,9 mmHg). Dieser lag fur alle Gruppen im physiologischen
Bereich. Im Versuchsverlauf stieg der ICP-Wert in der AICH-Gruppe (36,1 £ 5,8 mmHg) und
der ARDS+AICH-Gruppe (32,0 £+ 3,5 mmHg) signifikant an und blieb stabil zwischen 30
mmHg und 40 mmHg. In der Kontrollgruppe und der ARDS-Gruppe zeigte sich kein
signifikanter Anstieg des ICP mit maximalen Mittelwerten von 11,5 £+ 0,6 mmHg und 19,9 +

0,9 mmHg.

14.5 Zerebraler Perfusionsdruck (CPP)

Der mittlere CPP-Wert, bestimmt aus der Differenz des MAP und ICP, lag bei der Kontroll-
und bei der ARDS-Gruppe oberhalb der kritischen Grenze fiir eine zerebrale Ischdmie von
50-60 mmHg. In der AICH- und der Kombinations-Gruppe wurde dieser Grenzwert fiir eine
Ischdmie unterschritten.

Die kritische Grenze zur Entstehung eines ARDS bei einem CPP von > 70 mmHg durch starke
Volumengabe in der Therapie des verminderten CPP wurde in keiner der Versuchsgruppen

Uberschritten.
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14.6 Sauerstoffpartialdruck (PaO;)

Der Sauerstoffpartialdruck wurde zu den Messpunkten durch Blutgasanalysen bestimmt.
Dabei war dieser bzw. das damit in Verbindung stehende Verhaltnis von [Pa0,] zu [FiO2] in
der Kontroll- und AICH-Gruppe gleichbleibend im physiologischen Bereich mit Werten
zwischen 394,71 + 46,28 mmHg und 486,43 + 54,94 mmHg. In der ARDS- und der
ARDS+AICH-Gruppe lag der PaO, nach Induktion des Lungenschadens deutlich unter 200
mmHg. Die Bandbreite der Mittelwerte ab Messpunkt T¢, (nach Induktion des Schadens)
reichte beim ARDS von 149,80 + 98,03 mmHg bis 171,40 + 23,24 mmHg. In der Gruppe mit
der Kombination von ARDS und AICH reichte die Bandbreite des PaO, von 110,02 + 37,71
mmHg bis 155,17 + 53,73 mmHg und lag somit noch unterhalb der Werte der ARDS-

Gruppe.
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Abbildung 9: PaO,-Werte in mmHg zu den vier Messpunkten in den Versuchsgruppen
TO TGO T120 T240
Kontrolle 486,43 + 54,94 455,57 + 78,22 468,13 + 95,62 470,43 + 73,64
AICH 450,71 + 53,40 470,71+ 62,82 394,71 £46,28+ 431,14 + 109,02
ARDS 498,57 £ 60,41 150,64 + 91,24* 171,40 £ 23,24 149,80 + 98,03*

ARDS+AICH 493,17 £ 66,50 155,17 £ 53,73~ 140,15 £ 36,68+ 110,02 + 37,71*

Tabelle 23: PaO,-Werte in mmHg zu den Messpunkten in den Versuchsgruppen. * p< 0,05 vs. Ty; °
p< 0,05 vs. Kontrolle
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14.7 Kohlendioxidpartialdruck (PaCO;)

Der Kohlendioxidpartialdruck wurde ebenso wie der Sauerstoffpartialdruck in den
durchgefuhrten Blutgasanalysen bestimmt.

Zum Senken des ICP wird eine moderate Hyperventilation von 30-35 mmHg empfohlen, die
durch Rickgang des zerebralen Blutflusses sowie zerebralen Blutvolumens den ICP
beeinflusst. In allen Gruppen wurden jedoch sehr viel hohere PaCO,-Werte toleriert bzw. in
den Gruppen mit ARDS war eine ausreichende Eliminierung des CO2 aufgrund der
Lungenschadigung nicht moglich. Die Gruppen mit ARDS und mit ARDS+AICH zeigten
ungefahr gleich hohe PaCO,Werte.
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Abbildung 10: PaCO, in mmHg in den Versuchsgruppen zu den Messpunkten
TO T60 T120 T240
Kontrolle 41,76 £ 4,99 44,06 + 7,98 41,84 +5,42 34,90+5,39
AICH 41,44 +1,72 46,20+ 9,29 44,09 + 8,80 35,67 +£5,03
ARDS 39,37 £ 6,85 65,13 £ 15,71 64,60 £ 12,66* 62,57 £ 6,27+
ARDS+AICH 39,42+ 2,37 62,70 £9,20* 60,70 £ 7,18+ 58,78 * 8,89+

Tabelle 24: PaCO,-Werte in mmHg aller Gruppen zu den Messpunkten. * p< 0,05 vs. Ty; ° p< 0,05

vs. Kontrolle
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14.8 pH-Werte

Der arterielle pH-Wert (siehe Tabelle im Anhang), welcher in den Blutgasanalysen
mitbestimmt wurde, lag in der Kontrollgruppe zu den vier Messpunkten zwischen 7,36 %
0,07 und 7,42 £ 0,08. In der AICH-Gruppe reichte die Bandbreite von 7,31 + 0,10 bis 7,46 +
0,11 und in der ARDS-Gruppe von 7,17 = 0,09 bis 7,41 £ 0,12. In der Kombinationsgruppe
war der pH-Wert allgemein am weitesten im azidotischen Bereich mit Werten zwischen

7,19+ 0,06 und 7,37 £ 0,08.
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V. DISKUSSION

Die vorliegende Studie zur Beurteilung der neuronalen Schadigung des Hippocampus bei
ARDS, AICH oder einer Kombination von AICH und ARDS ist ein Teil einer Studie zum Effekt
einer akuten, intrakraniellen Druckerhéhung auf die Funktion und Morphologie gesunder
und vorgeschadigter Lungen. Ziel dieses Teils der Studie ist es, anhand von experimentell
induziertem AICH und ARDS bzw. deren Kombination die verschiedenen Einfllisse auf den
hypoxiesensiblen Hippocampus zu untersuchen. Dabei sind insbesondere eine Ischdamie
durch Hypoperfusion infolge eines ICP-Anstieges sowie eine Hypoxie von Interesse. Diese
Beurteilung erfolgt durch eine sich an den Versuch anschlieRende neuropathologische
Auswertung der durch Olsdure und/oder intrakranielle Druckerhéhung hervorgerufenen
neuronalen Schadigungen. Dabei lagen zwei Fragestellungen der Arbeit zugrunde: Zum
Einen wurde untersucht, ob ein ARDS in Abwesenheit eines AICH zum Untergang von
Neuronen des Hippocampus fihrt; zum Anderen sollte die Hypothese lberpriift werden,
dass die Kombination eines AICH und ARDS im Vergleich zum isolierten AICH und im
Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer signifikant hoheren Schadigung der
Hippocampusneurone fihrt. Ein wichtiger Aspekt ist die am Tier ermittelten Ergebnisse auf
die am Menschen durch ARDS und AICH hervorgerufene Folgen zu Ubertragen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit sollen dabei helfen die Auswirkungen eines AICH und eines ARDS
bzw. deren Kombination auf die neurologischen Folgen von betroffenen Patienten und den
Effekt durch ,organ cross talk” auf andere Organe besser zu verstehen und neue

Therapieoptionen zu entwickeln.

15 Diskussion der Methoden

In den durchgefiihrten Versuchen wurde, wie bereits im Material- und Methodenteil
erldutert, ein Olsauremodell (ARDS-Modell) sowie ein intrakranielles Druckmodell (AICH-
Modell) verwendet, um die neuronale Auswirkung dieser Schadigungen auf den
Hippocampus zu ermitteln. Hierflir wurden alle Tiere nach demselben Protokoll
analgosediert und instrumentiert. Somit erhielt auch die Kontrollgruppe ein zerebrales
Monitoring (ICP, PtiO,, Temperatur). Aufgrund des geringen Gehirnvolumens kam es
warscheinlich auch in der Kontrollgruppe zu einer potenziellen Hirnschadigung.
AnschlieBend erfolgte die Einteilung in vier Versuchsgruppen mit der Induktion eines

isolierten AICH und eines isolierten ARDS sowie der Kombination der Schadigungen. Zudem
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wurde der Versuchsablauf ohne Schadigungen an einer Kontrollgruppe durchgefiihrt.
Danach wurden Uber einen Zeitraum von jeweils 240 min die entsprechenden Versuche
durchgefiihrt und der daraus resultierende Schaden im Hippocampus anschlieBend

beurteilt.

15.1 Tierexperimenteller Ansatz und methodische Limitationen

Die Experimente wurden an weiblichen Schweinen mit einem Alter zwischen 4-6 Monaten
durchgefiihrt. Es wurde eine Versuchsgruppengrofle mit n=7 gewahlt, die eine
MindestgroRe erfiillte und eine biometrische Interpretation der Ergebnisse noch
ermoglichte. Dennoch ist die Aussagekraft aufgrund der geringen GruppengréRe
eingeschrankt. Aufgrund der ethischen Handlungsprinzipien und der Richtlinien fir
Tierversuche wurde jedoch auf gréRere Gruppen verzichtet.

Die Verwendung einer Ketamin-Midazolam-Analgosedierung erfolgte bewusst, da sie die
Standardsedierung aller neurochirurgischen Patienten auf der anaesthesiologischen
Intensivstation darstellt. Dabei wird das Ketamin als Analgetikum sowie als Anasthetikum
eingesetzt. Die Vorteile dieser Substanz liegen in der Stimulation des Herzkreislaufsystems.
Die bekannte neuroprotektive Wirkung muss jedoch kritisch gesehen werden, da sie
mogliche Einflisse auf den Hippocampus eventuell limitiert hat (Koerner und Brambrink
2006; Craven 2007).

Die initiale Beatmung der Tiere erfolgte lungenprotektiv und volumenkontrolliert mit einem
niedrigem Tidalvolumen und einem PEEP von 5 cmH,0 (Falke et al. 1972; Gattinoni et al.
2001; Wheeler und Bernard 2007). Dariiberhinaus wurde fiir die Tiere eine physiologische
Bauchlage gewahlt. Eine Studie von Bickenbach et al. hat gezeigt, dass durch die Ventiltion
mit kleinen Tidalvolumina die Freisetzung von Zytokinen, im Vergleich zu grofRen
Tidalvolumina, signifikant verringert wurde (Bickenbach et al. 2009). Daher kénnten durch
diese lungenprotektive Beatmung Interaktionen zwischen dem Gehirn und der Lunge

minimiert bzw. unterbunden worden sein.

Die Versuchsdauer betrug bei allen Gruppen 240 min, sodass langfristig auftretende
Interaktionen zwischen Gehirn und Lunge aufgrund des zeitlimitierenden Faktors eventuell
nicht beriicksichtigt wurden. Eine ldangere Versuchsdauer war allerdings aufgrund der
Nutzung und Durchfiihrung der Versuche in der Computertomographie der Radiologie der

Universitatsmedizin Gottingen nicht moglich.
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15.2 Schadigungsmodell des ARDS und der AICH

Die Auspragung sowie die Ursache einer Akuten Intrakraniellen Hypertension und des
akuten Lungenversagens (,Adult Respiratory Distress Syndrome”) sind in der
Humanmedizin sehr vielfaltig, sodass vergleichende Studien nur begrenzt moglich sind. Aus
diesem Grund kann man auf reproduzierbare in-vivo-Tiermodelle nicht verzichten. Sie
ermoglichen einerseits einen objektiven Vergleich und andererseits erlauben sie durch eine
postmortale Entnahme des Hippocampus eine histopathologische Untersuchung. Ein
weiterer Vorteil des Tiermodells ist die Méglichkeit der Kontrolle und Uberwachung
verschiedener Parameter vor, wahrend und nach Induktion der Schadigung sowie eine

zeitliche Steuerung.

15.2.1 AICH-Modell

Etablierte ,Acute Intracranial Hypertension“-Modelle sind das , Fluid Percussion“-Modell,
die induzierte intrakranielle Blutung sowie das ,,Impact Acceleration“-Modell (Pfenninger et
al. 1989). In diesen Modellen ist es jedoch nicht mdglich, den ICP manuell zu beeinflussen.
Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie das Modell der intrakraniellen
Druckerh6hung mittels Fogarty-Katheter zur Induktion des AICH verwendet (Takada et al.
1998; Contreras et al. 2003; Lopez-Aguilar et al. 2005). Die Verwendung dieses Modells
ermoglichte eine gezielte Untersuchung der Einfliisse des intrakraniellen Druckes mit der
Moglichkeit, den ICP manuell zu adaptieren.

Ein Nachteil des Ballonmodells liegt in der Art der Induktion des AICH, die die Akzelerations-
und Dezelerationskomponente der primdren Schadigung der Akuten Intrakraniellen
Hypertension nur begrenzt beriicksichtigen kann. Diese Komponenten rufen bei einem
AICH fokale Schadigungen hervor, die jedoch in diesem Modell bereits durch die Platzierung
des Ballons hervorgerufen werden. Durch den Ballon werden zudem auch Scherkrafte auf
das Gehirn ausgelibt, die allerdings im Vergleich zu einem Trauma sehr viel geringer
ausfallen und so weniger diffuse axonale Schadigungen hervorrufen. Klinische Zeichen
dieser primaren Schadigung sind Vigilanzstérung und Koma, die nicht kompressionsbedingt
sind, aufgrund der Narkose bei den Versuchstieren nicht untersucht werden konnten
(Stocker et al. 2000).

Das angewandte Ballonmodell ermdglicht neben der direkten Hirnschadigung auch eine
sekunddre Schadigung, die (ber metabolisch-hdamodynamische Prozesse zu einem

weitverteilten Untergang von Neuronen, Gliazellen und Axonen fiihrt (Gentry 1994; Park et
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al. 2008). Dabei kommt es lber verschiedene Mechanismen - insbesondere durch eine
Hypoperfusion - zu einer zerebralen Ischdmie mit der Folge eines ICP-Anstiegs und der
Gefahr der Herniation (Graham et al. 1989). Im vorliegenden Modell wird bereits mit dem
erhohten ICP eine Ischamie induziert, die wiederum Uber Vasodilatation den ICP erhoht.
Gleichzeitig finden jedoch auch die metabolischen Verdnderungen in den geschadigten
Neuronen statt. Durch ein AICH wird jedoch selten eine Blutung ausgel6st, so dass eine
mogliche inflammatorische Reaktion im vorliegenden Modell nur eingeschrankt
bericksichtigt ist.

Um die Schwankungsbreite der Schadigung moglichst gering zu halten und eine exakte
Datenerhebung zu ermdglichen, wurde die vorbereitende Prdparation und Induktion des
AICH jeweils von derselben Person mit groRter Sorgfalt durchgefiihrt. Insgesamt ist nicht
auszuschliefen, dass die verschiedenen AICH-Modelle die Lunge unterschiedlich

beeinflussen.

15.2.2 Olsduremodell des ARDS

In dieser Studie wurde das Olsduremodell zur intravendsen Induktion eines ARDS
verwendet. Dieses Modell entspricht keinen atiologischen Ansdtzen des ARDS und stellt
nicht das komplette Bild des ARDS dar, es sind jedoch eine Vielzahl von physiologischen und
pathologischen Gemeinsamkeiten dieses Modells mit dem ARDS zu finden (Schuster 1994).
Sowohl bei dem Olsduremodell des ARDS als auch bei betroffenen Patienten kommt es zu
einem nicht kardial-bedingtem Lungenddem, einer intravaskuldaren Stauung und
Koagulation von Blut sowie endothelialen und epithelialen Zellnekrosen neben alveoldren
Blutungen. Diese Verdnderungen treten im Olsduremodell diffus, insbesondere in den
schwerkraftabhangigen Lungenabschnitten, auf und sind somit dhnlich der Schadigung bei
einem ARDS. Weiterhin kommt es zu einem Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes, wobei
die Entstehungsmechanismen unterschiedlich sein konnen. Durch die intravendse
Applikation der Olsdure wird die Lungenschidigung indirekt induziert, wodurch bei der
Entstehung auch inflammatorische Zellen beteiligt sind. Die Entwicklung des ARDS in
diesem Modell &hnelt somit der bei Patienten, die oft mit Sepsis und
Entzindungsvorgangen assoziiert wird (Pagnamenta et al. 2000).

Die durch diese Methode hervorgerufenen Anderungen der respiratorischen Mechanismen
sowie des Gasaustausches am Schweinemodell sind mit den Veranderungen durch das
,Saline wash out“-Modell nicht komplett identisch (Luecke et al. 2006). Die Schadigung bei

diesem Modell basiert nur auf einem Surfactantmangel (Auswaschung) und es kann durch
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einmaliges ,,Blahen” der Lungen eine nahezu normale Sauerstoffsattigung der Tiere wieder
erreicht werden. Somit stellt das ,saline wash out“-Modell ebenfalls keine ideale Simulation
des ARDS dar. Aus diesem Grund ist der Vergleich mit anderen Studien, die das ,saline
wash out” Modell zur Induktion des ARDS verwendet haben, begrenzt moglich.

Es wird angenommen, dass das Olsduremodell vor allem die frilhe Phase des ARDS
reprasentiert, in der es zu Interaktionen zwischen der Lunge und anderen Organen kommt.
Die spateren Phasen des ARDS wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.

Ein Nachteil dieses Modelles liegt, genau wie beim AICH-Modell, im Fehlen von
standardisierten Verfahrensabldufen zur Induktion der Schadigung. Zur Induktion des ARDS
wurde aus diesem Grund der PaO,/FiO,-Quotient als Indikator fiir eine vollstandige
Entwicklung des ARDS genommen. Dabei galt ein PaO,/FiO,-Quotient von < 200 mmHg als
vollstandige Induktion des ARDS bei der der Versuch begonnen wurde (Bernard GR et al.

1994).

15.3 Histopathologische Auswertung

In diesem Teil der Arbeit wurden morphologische Anderungen der Schweinegehirne,
verursacht durch die verschiedenen Schadigungsmodelle, untersucht. Diese histologische
Untersuchung fand zwangsldufig nur nach Versuchsende (T40) statt. Anderungen der Tiere
im Verhalten und im kognitiven Bereich konnten aufgrund des Versuchsaufbaus nicht
durchgefihrt werden.

Zur Untersuchung des neuronalen Zellschadens im Hippocampus waren einige
vorbereitende Schritte notig. Dazu gehoren die Fixierung, Entnahme und Einbettung des
Gehirns, einschlieBlich Schneiden und Farben. Diese Schritte kénnen jedoch Artefakte
erzeugen und dadurch zu falschen Schlussfolgerungen fiihren. Dabei haben schlecht fixierte
histologische Schnitte ,dark neurons“ oder ,red neurons” als typische Artefakte. Diese
haben dunkle, geschrumpfte Zellkerne, die morphologisch hyperchromatischen
Nervenzellkernen sehr ahnlich sehen. Hyperchromatische Nervenzellkerne werden im
Endstadium der ischamischen Zellschadigung gefunden (Eke et al. 1990). Durch eine
Fixierung des Gewebes mit Paraformaldehyd kann die Qualitat der histologischen Praparate
erheblich gebessert und so die Artefakte minimiert werden (Brown und Brierley 1968).

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurden die Hirnschnitte mit der H.E.-Farbung, einer

Standardfarbung der Histologie und Histopathologie, durchgefiihrt.
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Der Zellstoffwechsel von neuronalen Zellen wird unter Energiemangel bzw. Hypoxie,
welches z.B. bei einem AICH der Fall ist, auf anaerobe Glykolyse umgestellt. Das dadurch
anfallende Laktat bewirkt eine Verschiebung des pH-Wertes in den sauren Bereich, welches
eine Anfarbung mit Eosin ermoglicht. Dabei ist jedoch der Unterschied zwischen einer
nekrotischen und einer apoptotischen Zelle nicht moglich. AuRerdem ist der Untergang
selektiver vulnerabler Nervenzellen im Hippocampus ein Prozess, der eine gewisse Zeit
dauert (Kotapka et al. 1992). Aus diesem Grund sollten zur Erfassung des gesamten
AusmalRes der Schadigung die Tiere erst nach einiger Zeit (min. 48 Stunden) untersucht
werden, was in dieser Studie nicht durchfuhrbar war.

Studien von Tashlykov et al. und Kotapka et al. zeigten, dass bei einseitig induziertem,
mildem AICH eine beidseitige, gleichmaRige Schadigung der Hippocampi in beiden
Hemispharen auftritt (Kotapka et al. 1992; Tashlykov et al. 2007). Dies wurde bei der
histopathologischen Auswertung der Gehirnschnitte bericksichtigt. Nach zweifach
verblindet durchgefiihrter Untersuchung der Schnitte des rechten und linken Hippocampus
fand die statistische Auswertung statt. In diese ging jeweils nur der schlechtere Wert aus
dem Schadigungsscore des Hippocampus der rechten und linken Hemisphare ein, da gemal
den genannten Studien jeweils beide Hippocampi gleichermaRen geschadigt sind.

Die Kriterien flr den Zelluntergang werden in der Literatur unterschiedlich bewertet. So
gehen Minamisawa et al. und Ito et al. davon aus, dass die in der H.E.-Farbung eosinophil
gefarbten Neurone beschadigt, jedoch noch uberlebensfahig sind (Ito et al. 1975;
Minamisawa et al. 1990). Garcia et al. hingegen sehen genau wie Wyllie et al. die eosinophil
gefarbten Zellen bereits als abgestorben an. In der vorliegenden Studie wurden neben dem
Kriterium der Eosinophilie, die Kernpyknose und der Zerfall der Nissl-Schollen zur Definition
des Zelluntergangs gewertet. Von diesen drei Kriterien mussten jeweils zwei Kriterien
erfillt sein, damit ein Neuron als geschadigt gewertet wurde. Durch die Kombination der
Schadigungskriterien ist sicher von einem Untergang der Neuronen auszugehen, wenn sie

erfillt sind.

16 Diskussion der Ergebnisse

16.1 Physiologische Variablen

Wahrend der Durchfihrung der Versuche wurde zu den vier definierten Messpunkten
To= 0 min, Tg= 60 min, Ti30= 120 min und Ty= 240 min verschiedene Vitalparameter

erhoben und dokumentiert. Des Weiteren wurden vor und im Verlauf des Versuchs neben
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diesen Vitalparametern unter anderem die Hamodynamik sowie der ICP, der arterielle
Sauerstoffpartialdruck, der arterielle Kohlendioxidpartialdruck und der
Gehirngewebssauerstoffpartialdruck bestimmt. Diese Messungen sind notwendig, um
eventuelle Einflisse der Parameter auf das AusmaR des zerebralen Schadens zu erkennen
und eine Vergleichbarkeit der Versuche zu schaffen. Vor Beginn des Versuchs erfolgte

zudem die Bestimmung des Korpergewichts der Tiere.

16.1.1 Mittlerer arterieller Blutdruck

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) war zu allen Messpunkten bei den verschiedenen
Versuchsgruppen sehr konstant zwischen 67,10 + 9,05 mmHg und 80,67 + 20,57 mmHg.
Alle Werte liegen somit im physiologischen Bereich (> 60 mmHg) und haben keinen Einfluss

auf die Versuchsergebnisse.

16.1.2 Herzfrequenz

Die Herzfrequenzen der Kontroll- und AICH-Gruppe liegen konstant im physiologischen
Bereich (siehe Tabelle im Anhang). In der AICH-Gruppe kommt es im Versuchsverlauf zu
einem Anstieg der Herzfrequenz, welcher gegenliber dem Ty-Wert und der Kontrollgruppe
jedoch nicht signifikant ist. Signifikante Anstiege (p < 0,05) der Herzfrequenz sind jedoch in
der ARDS-Gruppe und der ARDS+AICH-Gruppe gegeniber den Ausgangswerten zu
verzeichnen. Des Weiteren ist der Anstieg im Versuchsverlauf der ARDS+AICH-Gruppe
signifikant gegeniber der Kontrollgruppe und fir den Tg- und Ti0- Messpunkt auch
gegeniber der ARDS-Gruppe. Bei gleichzeitig vermindertem Schlagvolumen (siehe Tabelle
im Anhang) ist die erhohte Herzfrequenz als Kompensationsmechanismus zur
Aufrechterhaltung des erniedrigten HZV zu sehen. Die Herzfrequenz lag somit nicht
konsequent im physiologischen Bereich, sodass eine Beeinflussung der Ergebnisse nicht

auszuschlieBen ist.

16.1.3 Arterieller pH-Wert

Der arterielle pH-Wert hat bei der ARDS- und der Kombinationsgruppe signifikant (p < 0,05)
niedrigere Werte als bei der Kontrollgruppe (siehe Tabelle im Anhang). Der niedrigste Wert
lag in diesen Gruppen bei 7,19 = 0,06. In der AICH-Gruppe waren keine signifikanten
Veranderungen zu verzeichnen. Eine Beeinflussung der Ergebnisse ist aufgrund der

dennoch recht stabilen pH-Werte unwahrscheinlich, jedoch nicht auszuschliel3en.
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16.1.4 Korpergewicht

Die Tiere der drei Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe zeigen hinsichtlich ihres
Gewichtes keine signifikanten Unterschiede, die zu einer Beeinflussung des Versuchs hatten
flihren kénnen. Das Durchschnittsgewicht der Tiere lag bei 61 kg mit einer Bandbreite von

52-65 kg.

16.2 H.E.-Farbung

Die H.E.-Farbung des Hippocampus erfolgte bei allen Gruppen zur Beurteilung des
neuronalen Schadigungsgrades. Bei diesen entstandenen neuronalen Lasionen handelt es
sich um Zellnekrosen bzw. einer der Apoptose dhnlichen Zelluntergangsform, dem , delayed
neuronal death”. In dieser Studie konzentriert sich die histologische Betrachtung
ausschlieBlich auf die Hippocampusregion, da diese Region gegenilber hypoxischen
Einflissen und Hypoperfusion als selektiv vulnerabel gilt (Ito et al. 1975; Kirino 1982). Bei
geringster Hypoxie sind bereits apoptotische Zellen nachzuweisen, auch wenn sonst im
Gehirn noch keine Veranderungen zu finden sind (Yue et al. 1997). Die auftretende Nekrose
ist in der H.E.-Farbung morphologisch gekennzeichnet durch den Zerfall der Nissl-Schollen,
durch eosinophiles Zytoplasma und durch randstidndige bzw. pyknotische Zellkerne (Riede
et al. 2004).

Die H.E.-Farbung wurde anhand dieser Kriterien des Zelluntergangs zur quantitativen
Auswertung der Schwere der neuronalen Schadigung im Hippocampus herangezogen,
welcher in die Regionen CA1/2, CA3/4 und den Gyrus dentatus unterteilt wurde. Dabei
zeigte sich in allen Praparaten der Versuchsgruppen eine bilaterale Schadigung der
Neurone, wobei die Befunde in den Versuchsgruppen unterschiedliche Ausmalie hatten.
Zudem war in allen Gruppen die starkste Schadigung der Hippocampusneurone in der
CA1/2-Region zu finden.

Diese Befunde stimmen mit der Literatur Gberein, in der die CA1-Region des Hippocampus
als Empfindlichste gegeniiber Hypoxie und Ischamie gilt (Kirino und Sano 1984; Schmidt-
Kastner und Freund 1991). Sehr empfindlich ist zudem auch die CA2-Region (Chen et al.
1996), die aus diesem Grund in der Auswertung der histologischen Prdparate mit der CA1-
Region zusammengefasst wurde. Ein weiterer Grund flr die Zusammenfassung der
Regionen ist die relativ geringe GroRe der CA2-Region und die schwierige Abgrenzung zur
CA1-Region trotz der deutlich geringeren NeuronengréRe (Iwai et al. 2000).

Die CA3-Region und der Gyrus dentatus zeigen weniger Zellschaden durch Hypoxie als die

CA1/2-Region, welches ebenfalls mit anderen Studien Ubereinstimmt (Kirino und Sano



65 IV. Diskussion

1984; Schmidt-Kastner und Freund 1991). Die in der Literatur beschriebene, sehr viel
sensitivere Reaktion der CA3-Region auf ein AICH im Vergleich zur CA1/2-Region konnte in
der vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden (Vallet und Charpiot 1994; Nawashiro

et al. 1995; Cheung et al. 2001).

16.2.1 Hirngewebssauerstoffpartialdruck

Eine intrazerebrale, parenchymatos platzierte Messsonde ermoglichte die Erfassung eines
auftretenden verminderten Sauerstoffpartialdrucks im Gehirngewebe durch Hypoxie oder
einer Ischamie durch Hypoperfusion. Die gemessenen PtiO,-Werte hangen von der
Beziehung der Messsonde zu den Kapillaren ab, da sowohl der Durchmesser des GefaRes
als auch die Diffusionsdistanz den Wert beeinflussen (Lubbers et al. 1994). Weiterhin
konnen Mikrohdmorrhagien im Bereich der Messsonde die Messwerte beeinflussen (van
den Brink et al. 1998). Aus diesem Grund wird eine Lagekontrolle der intrazerebralen
Messeinheit im CCT empfohlen, um eine korrekte Lage der Messsonde in unbeschadigten
Gehirnarealen zu gewahrleisten (Lubbers et al. 1994). Durch dieses CCT konnte weiterhin
sichergestellt werden, dass die Bestimmung der PtiO, nicht direkt in stark komprimierten
Gehirnarealen erfolgte. Eine Studie von van den Brink et al. zeigte weiterhin, dass zwei
gleichzeitig im Gehirn platzierte Katheter nicht unbedingt den gleichen Absolutwert
angeben. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Sattigungsschwankungen von beiden
Kathetern gleichzeitig und in die gleiche Richtung angezeigt werden (van den Brink et al.
2000).

Zum Ausgangszeitpunkt lagen die PtiO,-Werte in allen Versuchsgruppen im physiologischen
Bereich zwischen 20-40 mmHg. In der AICH-, ARDS- und ARDS+AICH-Gruppe kam es zu
einem signifikanten (p< 0,05) Abfall der PtiO,-Werte in Bezug auf die Ausgangswerte dieser
Gruppen und in Bezug auf die Kontrollgruppe. In der AICH- und Kombinationsgruppe war
dieser Abfall starker ausgepragt als in der ARDS-Gruppe. Beeinflusst wird der PtiO,-Wert
insbesondere durch den PaO,-Wert und den CBF (Maas et al. 1993; Hoffman 1999). Dies
erklart, Gber den Abfall des CBFs als Folge des ICP-Anstiegs und einer so entstehenden
Ischdmie, den starken Abfall der PtiO,-Werte in den Gruppen mit einem AICH.

Nach Valadka et al. tritt ab einem PtiO,-Wert von unter 15 mmHg eine Hypoxie auf (Valadka
et al. 1998). Es ist jedoch zu beachten, dass in andere Studien dieser Grenzwert zwischen 5
und 20 mmHg angegeben wird (Kiening et al. 1996; van Santbrink et al. 1996; Sarrafzadeh
et al. 1998; Menzel et al. 1999; Meixensberger et al. 2001). Verschiedene Studien zeigten,

dass PtiO,-Werte von < 10 mmHg fiir bereits 10-15 min zu einem schlechteren Outcome
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flihren (van den Brink et al. 2000; Meixensberger et al. 2001; Maloney-Wilensky et al.
2009). Den gleichen Effekt haben jedoch auch PtiO,-Werte von < 15 mmHg fiir 4 Stunden
(van den Brink et al. 1998). In dieser Studie haben wir den Grenzwert bei < 15 mmHg
entsprechend Valadka et al. gewahlt. Die Versuchsdauer lag bei 4 Stunden. Nach Induktion
der Schadigung waren die PtiO,-Werte in der ARDS-Gruppe am hoéchsten. Im Mittel lag
dieser stets tiber 15 mmHg. In der AICH- und der Kombinationsgruppe hingegen kam es zu
einem Abfall der PtiO,-Werte im Mittel auf 10 mmHg. Es wurde somit die gewdhlte PtiO,-

Hypoxiegrenze nicht in allen Gruppen unterschritten.

16.3 Versuchsgruppen
16.3.1 Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe wurde durch das Setzen des intrakraniellen Bohrloches sowie der
Platzierung des intrakraniellen Monitorings ebenfalls eine neuronale Schadigung
verursacht. So wurde den anderen Versuchsgruppen gegeniiber eine vergleichbare
Situation geschaffen. In dieser Gruppe fand keine Lungenschidigung statt. Uber die
Versuchsdauer zeigten sich keine signifikanten Veranderungen der Messparameter. In der
H.E.-Farbung prasentierte sich eine Schadigung der Neurone im Hippocampus mit einem
Score von 2,0 + 1,0 in der CA1/2-Region, einem Score von 1,14 + 0,69 in der CA3/4-Region
und von 0,29 mit einem Median von 0 (25%-Quartil 0, 75%-Quartil 0,5) im Gyrus dentatus.
Diese sind am ehesten auf die intrakraniell platzierte Messeinheit zuriickzufiihren, die eine
potenzielle Traumatisierung darstellt (Bild 15 b im Anhang). Im Rahmen der Anlage der
intrakraniellen Messsonden kam es zu Schwankungen der ICP- und CPP-Werte, die sich
jedoch stets im physiologischen Bereich befanden. Da die Kontrollgruppe allerdings als
Referenzgruppe fir die Beurteilung von signifikanten Unterschieden zur AICH-, ARDS- und
AICH+ARDS-Gruppe genommen wurde und die Gruppen somit vergleichbar blieben.

Durch die Stabilitdt der verschiedenen Parameter in der Kontrollgruppe ohne induziertes
AICH oder ARDS, jedoch unter sonst vergleichbaren Bedingungen, ist der vorliegende
Versuchsaufbau zur Untersuchung der Verdanderungen durch die Schadigungsmodelle

geeignet.

16.3.2 AICH-Gruppe

Im ,, Acute Intracranial Hypertension“-Modell wurde zur Induktion des Traumas ein Fogarty-

Katheter (iber ein intrakranielles Bohrloch intrazerebral positioniert und durch dosiertes



67 IV. Diskussion

Aufblasen des Ballons der intrakranielle Druck dauerhaft auf > 30 mmHg gesteigert (Takada
et al. 1998; Contreras et al. 2003; Lopez-Aguilar et al. 2005). Als Folge kam es zu einem, im
Vergleich zur Kontrollgruppe, verstarkten Zellschaden im Hippocampus, welcher am
ehesten auf die intrakranielle Druckerh6hung mit folgender Hypoperfusion und Ischamie
zuriickzufihren ist. Der CPP, welcher ausschlaggebend fir eine ausreichende zerebrale
Perfusion ist, lag in der AICH-Gruppe unter der kritischen Grenze fir eine neuronale
Ischdmie von 50-60 mmHg (Rosner et al. 1995; Foundation 2007). Die PtiO,-Werte zeigten
einen signifikanten (p< 0,05) Abfall gegenlber der Kontrollgruppe und dem Ausgangswert
der AICH-Gruppe. Zu den Messpunkten Tgg, T1y0 Und T4 lagen die Werte jeweils unter 15
mmHg und somit im hypoxischen Bereich (Valadka et al. 1998). Im Hippocampus lag der
neuronale Schadigungsscore in der CA1/2-Region bei 2,14 + 1,21, in der CA3/4-Region bei
1,29 + 1,25 und im Gyrus dentatus bei 0,57 mit einem Median von 0 (25%-Quartil 0, 75%-
Quartil 1). Gleichzeitig kam es durch den sehr hohen ICP (zwischen 30 und 40 mmHg) zu
einem verminderten zerebralen Perfusionsdruck, der im Versuchsverlauf im Mittel bei 38,6
+ 5,8 mmHg lag (Chesnut et al. 1993; Stocker et al. 2000). In der Klinik treten dieser erhéhte
ICP mit einem verminderten zerebralen Perfusionsdruck und damit einer Hypoxie bei 70%
der Patienten mit schwerem AICH auf (Chesnut et al. 1993; Stahel et al. 2008).

Bezlglich des zusatzlichen Einflusses eines PEEP auf den ICP gibt es verschiedene
Studienergebnisse. Wahrend McGuire et al. keine Verdnderung des ICP bei Variation des
PEEP zwischen 5 und 15 cmH,0 bei neurochirurgischen Patienten feststellten, fanden
Cooper et al. und Videtta et al. einen deutlichen Anstieg des ICP ab einem PEEP von
10 cmH,0 (Matthews et al. 1995; McGuire et al. 1997; Videtta et al. 2002). Der in der
vorliegenden Studie verwendete PEEP von 5 cmH,0 sollte nach dieser Studienlage keinen
Einfluss auf die Versuchsergebnisse haben.

Die hohe Vulnerabilitat gegenliber Hypoxie bzw. Ischamie des Hippocampus ist gut bekannt
(Ito et al. 1975; Kirino 1982; Raghupathi 2004; Tashlykov et al. 2007). Auch von Raghupathi
und Jorge et al. wurde diese Art der Schadigung beschrieben, die einen Zellverlust von
Hippocampusneuronen nach AICH feststellen (Raghupathi 2004; Jorge et al. 2006).
Unterschiedlich sind jedoch die Angaben zu der Dauer zwischen der Induktion eines AICH
und des zu erkennenden Zellunterganges im Hippocampus. Diese variieren zwischen
wenigen Stunden (Dietrich et al. 1994; Riede et al. 2004), einem halben Tag und bis zu drei
Tagen nach einem Trauma (Kotapka et al. 1992; Tashlykov et al. 2007). Unter
Berlicksichtigung dieser unterschiedlichen Meinungen sollte es in der vorliegenden Studie

bereits zu einer ausreichenden Schadigung der Neurone gekommen sein. Eine
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moglicherweise sehr viel starker hervorgerufene Veranderung der Neurone des
Hippocampus durch die Versuchsmodelle kann aufgrund der begrenzten Versuchsdauer
jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Ein weiterer Mechanismus der Zellschadigung ist die verzogert oder chronisch ablaufende
neuronale Degeneration, die im Zeitverlauf zu einer Zunahme eines bestehenden
Zellschadens flihrt (Dietrich et al. 1994; Colicos et al. 1996). Dies konnte in der vorliegenden
Studie durch eine Versuchsdauer von 240 Minuten nicht bericksichtigt werden. Bei dieser
Form der Degeneration der Neurone wird davon ausgegangen, dass der Zelluntergang
durch den exzitatorischen Neurotransmitter Glutamat auch auf ischdmisch nicht
geschadigte Zellen ausgebreitet wird. Dies geschieht durch die Bindung der Exzitotoxine
(Glutamat) im Extrazellularraum an verschiedene physiologisch vorhandene Rezeptoren
(Barks et al. 1988; Farber 1990). Diese Hypothese wird durch die Verteilung der
Glutamatrezeptoren im Hippocampus unterstiitzt, die mit den Regionen, die durch Hypoxie
und Ischamie geschadigt werden, Ubereinstimmt (McDonald und Johnston 1990). Zudem
kommt es nach einem AICH bzw. der damit verbundenen Ischdmie zu einem starken
Anstieg der extrazelluldren Glutamatkonzentration bis in toxische Bereiche (Kirino 2000).
Nicht nur fiir die verspatete Zelldegeneration sondern auch fiir die akute Schadigung spielt
Glutamat eine entscheidende Rolle. Die Zellen der CA1-Region des Hippocampus werden
direkt durch Glutamat induzierte Exzitotoxizitdit oder globale Hypoxie geschadigt
(Lowenstein et al. 1992).

Ob es sich bei dem Zelluntergang der Neuronen um Nekrose (Kirino 2000) oder Apoptose
(McCarthy 2003; Raghupathi 2004; Tashlykov et al. 2007) handelt, steht zum aktuellen
Stand der Forschung nicht fest. Raghupathi hat diesbeziiglich eine Hypothese aufgestellt,
dass sowohl Apoptose als auch Nekrose bei neuronaler Degeneration nebeneinander
innerhalb einer neuronalen Zelle zu finden sind. Eine weitere Hypothese gibt die
Traumastdrke als ausschlaggebend fiir den Ablauf der Apoptose oder Nekrose an

(Raghupathi 2004).

16.3.3 ARDS-Gruppe

Das ,Adult Respiratory Distress Syndrom” wurde bei den Schweinen durch intravendse
Applikation von Olsdure induziert. Diese experimentelle Lungenschadigung hat eine Vielzahl
von physiologischen und pathologischen Gemeinsamkeiten mit dem ARDS (Schuster 1994).

Der PtiO,-Wert zeigte einen signifikanten Riickgang gegeniber T, und der Kontrollgruppe.

Die Werte lagen jedoch meist Gber 15 mmHg und somit Gber der Hypoxiegrenze (Valadka
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et al. 1998). Im Vergleich zu der AICH- und der Kombinationsgruppe, in denen die PtiO,-
Werte unter 15 mmHg lagen, ist die Hypoxie geringer ausgepragt. In der neuronalen
Schadigung zeigt sich jedoch in der ARDS-Gruppe (2,57 * 0,98) eine ausgepragtere
Schadigung als in der AICH-Gruppe (2,14 + 1,21). Der neuronale Schaden in der ARDS-
Gruppe zeigt gegeniiber dem der AICH-Gruppe keinen signifikanten (p< 0,05) Unterschied
im Vergleich zur Kombinationsgruppe. Es ist daher davon auszugehen, dass extrazerebrale
Faktoren die Hippocampusneurone bei einem ARDS beeinflussen. Eine Immunantwort, die
von der ARDS-geschadigten Lunge ausgeht bzw. eine allgemein inflammatorische Reaktion,
werden als Ursache angesehen (Dinkel et al. 2004; Raabe et al. 2005).

In einer Studie von Fries et al. wurde der Effekt von unterschiedlich induzierter Hypoxamie
auf den Hippocampus untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die durch ein ARDS-
Modell verursachte Hypoxie zu Schaden in der CA1- und CA2-Region fiihrte, wohingegen
eine Hypoxamie durch einen verminderten Sauerstoffanteil (FiO,) in der Inspirationsluft bei
der Ventilation keine neuronalen Schaden im Hippocampus verursacht (Fries et al. 2005).
Dieser Effekt des ARDS konnte in der vorliegenden Studie nicht bestatigt werden. Der
Schadigungsscore der CA1/2-Region zeigte in der H.E.-Farbung mit einem Wert von 2,57 +
0,98 keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Bei bereits bestehender
intrazerebraler Schadigung durch die intrazerebralen Messsonden sind mogliche neuronale
Schaden durch ein ARDS eventuell nicht ausschlaggebend genug, um signifikante
Unterschiede gegeniiber der Kontrollgruppe zu erzielen. In der Studie von Fries et al. kam
es jedoch zu , dark neurons” bzw. ,red neurons”, welche Artefakte durch die Fixierung der
Gewebsschnitte darstellen. Diese sehen den morphologisch hyperchromatischen
Nervenzellkernen einer hypoxischen Zellschadigung sehr dhnlich. Aus diesem Grund ist der
Effekt des isolierten ARDS auf den Hippocampus in der Studie von Fries et al. in Frage zu
stellen. Weiterhin fallen im Vergleich der beiden Studien diverse Unterschiede auf, die
sowohl in der Definition des ARDS, in der Lagerung der Versuchstiere als auch in der
Versuchslange zu finden sind. In der vorliegenden Studie wurde das Modell des ARDS als
komplett induziert angesehen, sobald der PaO,/FiO,-Quotient fir 60 min weniger als 200
mmHg betrug, entsprechend den Kriterien der ,American-European Consensus Conference
on ARDS” (Bernard GR et al. 1994). Fries et al. hingegen wahlten mit einem PaO,/FiO,-
Quotienten von weniger als 100 mmHg lber 60 min als Mal fiir eine komplette Induktion
des ARDS einen sehr viel niedrigeren Wert. Im Versuchsverlauf lag so der mittlere
Pa0,/FiO,-Quotient in der Studie von Fries et al. bei 60,4 + 7,1 mmHg, wohingegen dieser

Quotient in der vorliegenden Studie mit einem Wert von 150,64 + 91,24 mmHg zum



70 IV. Diskussion

Zeitpunkt Tgo, 171,40 + 23,24 mmHg bei Ty, und zum Zeitpunkt T, mit 149,80 + 98,03
mmHg dauerhaft deutlich hoher lag. Beziglich der Ventilation zeigten sich in der
protektiven Durchfihrung keine Unterschiede zwischen den beiden Studien (Vt 8-10 ml/kg
KG, PEEP 5 cm H,0, I:E-Verhéltnis 1:2 und FiO, 1,0). In der vorliegenden Studie wurden die
Schweine im Versuchsverlauf allerdings in Bauchlage gelagert, welches im Vergleich zur
Riickenlagerung im Versuch von Fries et al. einen positiven Effekt auf die Oxygenierung hat.
Dieser Effekt der Bauchlagerung konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen werden
(Gattinoni et al. 2001; Beuret et al. 2002; Engelmann 2005).

Ein weiterer entscheidender Unterschied besteht in der Versuchsdauer, die in dieser Studie
vier Stunden und in der Studie von Fries et al. zwolf Stunden betrug. Dies wirkt sich
insbesondere auf den Untergang der Neurone im Hippocampus aus. In der Literatur ist eine
hypoxische bzw. ischamische Schadigung des ZNS histomorphologisch friihestens nach 4-6
Stunden, gewohnlich nach 12-18 Stunden zu erkennen (Riede et al. 2004), sodass in der
vorliegenden Studie langfristige Anderungen durch den zeitlimitierenden Faktor nicht
beriicksichtigt werden konnten.

Deutliche Unterschiede zeigen sich zudem auch in der histopathologischen Auswertung der
Gehirnschnitte. Bei einer Schnittdicke der Praparate von 1 um in dieser Studie sind die
Schnitte sehr viel diinner als die der Studie von Fries et al mit einer Dicke von 4 um. Zudem
unterscheiden sich die Kriterien fir den Zelluntergang zwischen den beiden Studien.

Die aufgeflihrten Unterschiede zwischen den beiden Studien zeigen insgesamt einen
schonenderen Versuchsaufbau dieser Studie im Vergleich zur Studie von Fries et al.. Die
durch ein isoliertes ARDS hervorgerufene Schadigung der Neurone im Hippocampus in der
Studie von Fries et al. kann aus diesem Grund zum Teil auch auf den aggressiveren
Versuchsaufbau zurlickgefihrt werden. Diese Hypothese wird von einer Studie von
Rosenthal et al. unterstiitzt, die den Einfluss des PaO,/FiO,-Quotienten auf den
Hirngewebssauerstoffpartialdruck (PtiO,) an Patienten mit AICH untersucht hat (Rosenthal
et al. 2008). Dabei konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einem hdéheren Pa0,/FiO,-
Quotienten bei Steigerung der FiO, vom Ausgangswert auf 1,0 auch eine hdhere
Sauerstoffgewebesattigung des Gehirns erreichen als Patienten mit einem niedrigeren
Pa0,/FiO,-Quotienten. Dieser niedrige Pa0,/FiO,-Quotient als auch die Riickenlagerung der
Tiere fihrte zu einer sehr viel schlechteren Oxygenierung der Schweine als in der
vorliegenden Studie. Die deutlich langere Versuchsdauer von zwdlf Stunden ermdglichte
zudem die Entstehung einer moglichen, im ausgedehnterem Schadigungsprozess

entstandenen, Veranderung der Neurone im Hippocampus. Diese vermehrte Schadigung
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der Neurone des Hippocampus wurde zudem von der Schnittdicke der Praparate von 4 um
unterstitzt, welche zu einer sehr viel hoheren Dichte der geschadigten Neurone in den
jeweiligen Schnitten des Hippocampus fihrt.

Es muss allerdings auch betrachtet werden, dass Fries et al. in ihrer Studie unterschiedliche
Einflisse der durch ARDS und verminderten FiO, hervorgerufenen Hypoxdamie gezeigt
haben. Ein Grund flr diese hippocampale Schadigung in der Versuchsgruppe mit ARDS
konnte in der inflammatorischen Reaktion gesehen werden. Auch hier ist die deutlich
langere Versuchsdauer der Studie von Fries et al. zu bericksichtigen, da dies der
inflammatorischen Reaktion sehr viel mehr Zeit und die Moéglichkeit zur Ausbreitung lasst.
Es ist bekannt, dass Inflammation zu einem neurologischen Schaden vor allem im
Hippocampus beitragt (Dinkel et al. 2004). Des Weiteren konnten Francis et al. zeigen, dass
es durch Organdysfunktionen zu einer inflammatorischen Reaktion im Gehirn kommt
(Francis et al. 2004). So fuhrt ein ARDS zu einem Anstieg der proinflammatorischen
Zytokinen. Zudem prasentierten Lou et al., dass sowohl die Blut-Hirn-Schranke als auch die
Blut-Lungen-Schranke bei pathophysiologischen Veranderungen durchladssiger wird, was die
Kommunikation der Lunge mit dem Gehirn fordert (Lou et al. 1997). Diese
Studienergebnisse sind eine mogliche Erklarung fir das Auftreten der Schadigung im ARDS-

Modell in der Studie von Fries et al..

16.3.4 ARDS+AICH-Gruppe

Die Kombination eines ARDS und AICH ist eine haufige Folge des zunachst isolierten AICH.
Bei 20-25% der Patienten mit AICH kommt es im Krankheitsverlauf zum Auftreten eines
ALI/ARDS (Bratton und Davis 1997; Holland et al. 2003). Diese Kombination von
Schadigungen verschlechtert das neurologische Outcome signifikant und ldsst die
Mortalitdt um das Zweifache im Vergleich zum alleinigen AICH ansteigen (Bratton und Davis
1997; Holland et al. 2003). Einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Schwere eines
AICH und der Entwicklung eines ALl konnte allerdings nicht nachgewiesen werden (Holland
et al. 2003).

In der vorliegenden Studie erfolgte die Induktion der Schadigung fiir die Kombination des
AICH und ARDS entsprechend den Modellen des isolierten AICH und ARDS. Dabei wurde das
AICH induziert, sobald das ARDS stabil war.

Durch die Kombination der Schadigungen kam es zu einem Abfall der PtiO,-Werte auf im
Mittel 10 mmHg (Tg0 10,9 £ 5,8, T150 10,8 £ 5,4 und T4 7,3 £ 2,1) und damit zu einer Hypoxie

im gesamten Versuchsverlauf. Die Werte zum Messpunkt Tgo und T4 Waren signifikant (p<
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0,05) verringert gegenliber denen der ARDS-Gruppe. Weiterhin fihrte die Kombination der
Schaden zu einem signifikanten Anstieg (p < 0,05) des Untergangs von Neuronen in der
CA1/2-Region des Hippocampus im Vergleich zur Kontrollgruppe und der isolierten AICH-
Gruppe. Der Schadigungsscore lag in der H.E.-Farbung in dieser Gruppe bei 3,43 £ 0,53. Fir
die CA3/4-Region betrug dieser 2,71 = 1,11 und fir den Gyrus dentatus 0,57 (Median 0O,
25%-Quartil 0, 75%-Quartil 1,00), was keine signifikanten Unterschiede darstellte.

Als Ursache fiir den signifikanten Unterschied in der hippocampalen Schadigung der CA1/2-
Region kann eine mogliche synergetische Wirkung des AICH und ARDS angesehen werden.
Die mogliche synergetische Wirkung des ARDS und AICH wurde von Lopez Aguilar et al.
ndher betrachtet. In einer Studie zum Einfluss eines schweren AICH auf die pulmonale
Empfindlichkeit gegeniiber mechanischem oder ischdmischem Stress konnte gezeigt
werden, dass durch eine massive Gehirnschadigung die Vulnerabilitat der Lunge gegeniiber
folgendem Stress erhéht wird (Lopez-Aguilar et al. 2005). Dabei wird angenommen, dass
die erhohte Vulnerabilitdt durch biologische Mechanismen zustande kommt (Lopez-Aguilar
et al. 2005). Im Unterschied zur vorliegenden Studie wurde bei der Studie von Lopez-Aguilar
et al. bei der Beatmung kein PEEP verwendet, die Tidalvolumina der beiden Studien
stimmen jedoch mit maximal 10 ml/kg KG tberein. Die Induktion des schweren AICH wurde
von Lopez-Aguilar et al. ebenfalls mit einem Fogarty-Katheter induziert, wobei der ICP mit
einem Wert von iber 150 mmHg deutlich hoher lag.

Einen Einfluss auf die peripheren Organe durch das geschadigte Gehirn wird auch in der
Transplantationsmedizin untersucht. Hier konnte gezeigte werden, dass Patienten die ein
Organ eines hirntoten Patienten erhielten ein schlechteres Outcome hatten gegeniber
Empfangern von Lebendspendern (Bouma et al. 2009; Catania et al. 2009). Die Ursache
wird in einer Induktion des Immunsystems durch den Hirntod gesehen, die zu einer
endothelialen Dysfunktion und der Freisetzung von Zytokinen (u.a. IL-6, -8 und -10) und so
zu einer Verdnderung in den peripheren Organen fihrt (Bouma et al. 2009; Catania et al.
2009). Aufgrund dieser Studienlage wurde in der vorliegenden Arbeit auf einen Hirntod
verzichtet, der einen massiven Einfluss auf die Versuchsergebnisse gehabt hatte.

Die erhohte Vulnerabilitdt der hippocampalen CA1/2-Region gegeniiber einem sekundéren
ischamischen Ereignis nach AICH haben Jenkins et al. und Chesnut et al. in Studien gezeigt
(Jenkins et al. 1989; Chesnut et al. 1993). Dies konnte auch von Bramlett et al.
nachgewiesen werden. Sie zeigten, dass durch eine Hypoxie bei bestehendem AICH ein
signifikanter Anstieg der histopathologischen Schdden in der CA1/2-Region des

Hippocampus im Vergleich zum alleinigen AICH hervorgerufen wird (Bramlett et al. 1999).
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Der extrazellulare Glutamatspiegel im Hippocampus, der nach Kombination von AICH mit
Hypoxie langer erhoht bleibt als bei alleinigem AICH, konnte dies erklaren (Katoh et al.
1997). Fur diese Erklarung spricht auch, dass die Verteilung der Glutamatrezeptoren mit
den durch Ischdmie und Hypoxie verstarkt geschadigten Arealen Gbereinstimmt (McDonald
und Johnston 1990).

Bei Entstehung synergetischer Schadigungsmechanismen der Hippocampusneurone wird
eine inflammatorischen Reaktion, die sowohl von der Lunge als auch vom Gehirn ausgeht,
angenommen. Diese gegenseitige Beeinflussung der Lunge und des Gehirns wird durch
einige identische biochemische Mediatoren der Inflammation beider Organe ermdglicht.
Diese werden in den Blutstrom freigesetzt und in einiger Entfernung durch die Interaktion
mit spezifischen Rezeptoren wahrgenommen (Masek et al. 2003). Bei einem AICH gehen die
inflammatorischen Mediatoren des Gehirns vor allem von der Mikroglia und den Astrozyten
aus. Die durch pathologische Ereignisse erhohte Permeabilitdit sowohl der Blut-Hirn-
Schranke als auch der Blut-Lungen-Schranke erméglicht den Ubertritt der Mediatoren in die
Peripherie und die Schadigung der Lunge (Lou et al. 1997; Morganti-Kossmann et al. 2002;
Habgood et al. 2007). Zudem scheint die Infiltration von aktivierten Neutrophilen in die
Lunge bei der Entstehung eines ARDS von entscheidender Bedeutung zu sein (Yildirim et al.
2004). Die Hypothese der inflammatorischen Reaktion wird durch eine Studie von Yan et al.
auf molekularer Ebene unterstitzt. Demnach wird der Nrf2-ARE-Signalweg, welcher
essenziell fir den Schutz vor Inflammation und oxidativem Stress ist, in der Lunge nach
einem AICH aktiviert, um diese vor den inflammatorischen Mediatoren zu schitzen (Yan et
al. 2008). Auf der anderen Seite gibt es ebenfalls eine Immunantwort, die von der ARDS-
geschadigten Lunge ausgeht und zu einer Schadigung des Hippocampus fihrt (Raabe et al.
2005). Dabei ist bereits eine inflammatorische Reaktion per se schadigend fur die
Hippocampusneurone (Dinkel et al. 2004). Utagawa et al. haben diesbeziiglich eine hohe
Empfindlichkeit des traumatisierten Gehirns gegeniiber erhohten, peripher entstandenen
IL-1R-Plasmaspiegeln nachgewiesen. Diese halt bis zu 24 Stunden nach dem Trauma an und
flhrt zum Untergang von Neuronen (Utagawa et al. 2008).

Wird in der Klinik bei bestehendem AICH und erhéhtem ICP versucht den CPP zur besseren
Gehirnperfusion auf > 60-65 mmHg zu heben, kann durch diese MaRnahme ein ARDS
entstehen (Contant et al. 2001; Bratton et al. 2007). In der vorliegenden Studie ist mit
einem mittleren CPP-Wert von 38,3 = 3,1 mmHg in der Kombinationsgruppe die
Verstarkung des ARDS und eine dadurch hervorgerufene Verschlechterung der

Oxygenierung auszuschlieRen. Der mittlere CPP in der Kombinationsgruppe stimmt mit dem
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CPP-Wert der AICH-Gruppe (Mittelwert 38,6 £ 5,8 mmHg) annahernd tberein. Dies lasst auf
eine vergleichbare Sauerstoffversorgung in beiden Versuchsgruppen schlieen. Mit einem
mittleren Perfusionsdruck von ca. 38 mmHg ist die kritische Grenze fiir eine Ischamie, die
bei 50-60mmHg liegt, in beiden Gruppen deutlich unterschritten (Rosner et al. 1995;
Foundation 2007). In der Kombinationsgruppe waren die Schiaden der Neurone des
Hippocampus dennoch signifikant hoher als in der AICH-Gruppe. Dies deutet daraufhin,
dass es zu einem ,organ cross talk” kommt, welcher vermutlich Glber Mechanismen in der
Lunge zu der entsprechend starkeren Schadigung des Hippocampus in der
Kombinationsgruppe fiihrt. Aufgrund der verringerten PtiO,-Werte in der

Kombinationsgruppe ist eine Hypoxie am ehesten als Ursache zu sehen.

16.4 Klinische Aspekte fiir den Menschen

Eine Akute Intrakranielle Hypertension und ein ARDS sowie deren Kombination flihren
meist zu einer bleibenden Schadigung der betroffenen Patienten. Dabei ist das ARDS die
haufigste, nicht-neurologische Organschadigung infolge eines AICH (Zygun et al. 2005). Bei
70% der Patienten, die ein ARDS {iberleben, kommt es zu neurologischen
Beeintrachtigungen sowie zu kurz- oder langzeitiger Gehirnschadigung (Hopkins et al.
2005). Dazu gehoéren sowohl die verminderte Funktion von Gedachtnis, Sprache und
Kognition als auch emotionale Beeintrachtigungen und Verhaltensstérungen (McCarthy
2003; Hopkins et al. 2005; Tashlykov et al. 2007). Diese neuropsychiatrischen Probleme
verzogern die Riickkehr der betroffenen Patienten in den Beruf um Monate oder sogar
dauerhaft (Hopkins et al. 1999; Herridge et al. 2003). Die Beeintrachtigung der
Gedachtnisfunktion ist dabei mit einem hypoxischen Schaden des Hippocampus assoziiert
(Hopkins et al. 1995; Manns et al. 2003). Volpe et al. konnte in einer Studie mit Ratten
zeigen, dass speziell der Verlust von Neuronen in der CAl-Region signifikant mit der
Gedachtnisfunktion korreliert (Volpe et al. 1992).

In einer Studie haben Tashlykov et al. gezeigt, dass bereits milde AICH zu neurologischen
Defiziten fihren kénnen (Tashlykov et al. 2007). Den Einfluss von Akuter Intrakranieller
Hypertension speziell auf den Hippocampus haben u.a. Jorge et al. ndher untersucht. Dabei
zeigte sich, dass abhangig von der Starke des AICH das Hippocampusvolumen abnimmt. Bei
schwerem AICH war das Volumen des Hippocampus nach dem Trauma geringer als bei
mildem AICH (Jorge et al. 2006).

In der vorliegenden Studie konnte der Effekt des ARDS und der Kombination des ARDS mit

einem AICH gezeigt werden. Das isolierte ARDS hat bereits einen negativen Effekt auf das
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Gehirn. Durch die synergetische Wirkung in der Kombination mit dem erhohten
intrakraniellen Druck bei einem AICH entstehen bei einem Kombinationstrauma starkere
neuronale Schaden im Hippocampus. Diese gravierenden, zum Teil bleibenden
Beeintrachtigungen der Patienten infolge eines ARDS und AICH sollen in Zukunft durch
gezielte Therapien vermieden werden. Fiir eine adaquate Therapie sind experimentelle
Forschungen der bisher noch unbekannten Zusammenhdnge noétig. Insbesondere die
Mechanismen, die zu einer signifikant gesteigerten Schadigung des Hippocampus bei
Kombination eines ARDS und AICH auftreten, missen noch weiter erforscht werden. Dies
ermoglicht eventuell in der Zukunft eine gezielte Blockierung der Inflammation, die zu einer

Zunahme des Traumas flihren.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen eines ,Acute Respiratory Distress
Syndrome” (ARDS), einer Akuten Intrakraniellen Hypertension/,Acute Intracranial
Hypertension” (AICH) und deren Kombination auf die neuronale Integritat des Hippocampus
im Tiermodel untersucht. Beurteilt wurden die Neurone der CA1/2-Region des
Hippocampus, die besonders empfindlich gegenliber Hypoxie und Hypoperfusion reagieren
(Ito et al. 1975; Kirino 1982; Chen HH und Liu 1996; Chen J et al. 1996). Im Rahmen von
ARDS und AICH kommt es neben einer hohen Mortalitat (30-60%) (Kampfl et al. 1998;
Mclntyre et al. 2000; Suchyta et al. 2003) zu einer Beeintrachtigung der Gedachtnisfunktion
und Verhaltensstorungen (Hopkins et al. 1995; Manns et al. 2003). Diese werden
insbesondere durch hypoxische Schiden der CA1/2-Region des Hippocampus bestimmt
(Rempel-Clower et al. 1996). Die Interaktion der Traumata und eine mogliche Potenzierung
der neuronalen Schaden stehen im Fokus dieser Arbeit.

Es wurden vier Versuchsgruppen mit jeweils sieben Tieren untersucht: Kontrollgruppe,
AICH, ARDS sowie eine Kombination aus ARDS und AICH. Das ARDS wurde durch eine
intravendse Applikation von Olsiure induziert, die intrakranielle Druckerhdhung mittels
intrazerebral platziertem Fogarty-Katheter und die Kombinationsschadigung erfolgte durch
die Induktion des AICH bei gleichzeitiger Induktion eines ARDS. Nach einer Versuchsdauer
von 240 min erfolgte die histomorphologische Untersuchung der Hippocampi im Hinblick
auf das Ausmal’ der neuronalen Schadigung. In der HE-Farbung wurden anhand eines durch
einen Neuropathologen festgelegten Scores die geschadigten Neurone pro
Hippocampusregion bestimmt. Die Beurteilung der Neurone erfolgte anhand der
Schrumpfung der Zellen (trianguldre Form), der Kernpygnose und einer eosinophilen
Degeneration. Dabei kam es je nach AusmaR der aufgetretenen Hypoxie und des zerebralen
Perfusionsdruckes (CPP) zu einer unterschiedlich starken Schadigung.

In der hypoxie- und ischdmiesensiblen CA1/2-Region des Hippocampus zeigte sich in allen
Gruppen die starkste neuronale Schadigung. Die Hypothese einer signifikant (p< 0,05)
starkeren Schadigung dieser Hippocampusregion durch ein Kombinationstrauma im
Vergleich zum isolierten AICH und als in der Kontrollgruppe, konnte in der vorliegenden
Studie bestatigt werden. Die Hypothese einer signifikanten (p< 0,05) neuronalen
Schadigung in der CA1/2-Region durch ein alleiniges ARDS, welches eine Studie von Fries et

al. gezeigt hatte, konnte jedoch nicht bestatigt werden (Fries et al. 2005).
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Weiterhin wurde im Versuchsverlauf ein Abfall des Hirngewebssauerstoffpartialdrucks
(PtiO,) unter den hypoxischen Grenzwert von 15 mmHg (Valadka et al. 1998) in der AICH-
und der Kombinationsgruppe registriert. Der nachgewiesene synergistische Effekt des AICH
und ARDS auf die neuronale Schadigung in der hippocampalen CA1/2-Region ist am Ehesten
im Rahmen eines sogenannten ,,organ cross talk” zu erklaren. Dies umfasst durch Traumata
entstandene inflammatorische Reaktionen sowohl der Lunge als auch des Gehirns, die
durch einige identische biochemische Mediatoren der Organe die gegenseitige
Beeinflussung ermoglicht. Es ist bekannt, dass eine derartige Inflammation zu einem
neurologischen Schaden vor allem im Hippocampus beitrdgt (Dinkel et al. 2004).

Die Verhinderung der Interaktion der Traumata und die Schadigung der
Hippocampusneurone ist ein wichtiger weiterer Forschungsansatz zur Pravention bzw.

Therapie der Folgen von ARDS und AICH.
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VI. ANHANG

Tabelle 25: Verbrauchsmaterialien der Versuche

Handelsname Hersteller

VOLEF-Katheter PV2047 VoLEF PULSION Medical
Systems AG, Miinchen,

Deutschland

Schleuse

Sauerstoffmesssonde Brain Oxygen Catheter-Micro- Licox®, Integra, Kiel,

Probe Deutschland

Fogarty-Katheter Fogarty-Katheter, 43 ml, Edwards Lifesciences
8/22F, Linge 80 cm Germany GmbH,
Unterschleissheim,

Deutschland

Tubus Tubus Portex 6,5 Portex, Deutschland

Perfusor Leitung
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Perfusor-Einmalspritze 50 ml

Atemfilter

Tabelle 25: Verbrauchsmaterialien der Versuche
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Tabelle 26: Verwendete Gerate bei den Versuchen

Handelsname Hersteller

Blutgasanalysegerat ABL 700 Series Radiometer Copenhagen,

Radiometer Brgnshgj, Danemark

Pulsion System PiCCO Plus Pulsion Medical Systems
AG, Minchen,

Deutschland

CcT GE LightSpeed VCT General Electrics

Ambubeutel

CT Ventilator

Druckaufnehmer

Monitor DATEX Ohmeda S/5 General Electrics

Tabelle 26: Verwendete Gerdte bei den Versuchen
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16.5 Herstellung von Losungen fiir Perfusion und histologische Bearbeitung

16.5.1 PBS-Herstellung

Herstellung von 1 Liter PBS:
9,55g PBS (PBS Dulbecco L182-50 Biochrom pH 7,4) in 1 Liter Aqua destillata I6sen.

16.5.2 Paraformaldehyd (PFA)-Herstellung

Herstellung von 1 Liter PFA:
80g PFA (PFA, Merk, Best. Nr.: 104005 1000) mit 1 Liter PBS auffiillen und bis max. 70° C
abgedeckt erwdarmen. Nachdem sich das PFA vollstandig gelost hat, mit einem weiteren

Liter PBS auffillen. AnschlieRend filtrieren.

Tabelle 27: Absteigende Alkoholreihe zur Entparaffinierung und Wasserung

Substanz Zeit Wiederholung
Xylol 5 min 3
Isoxylol 1 min 1
100%iger Alkohol 4 min 2
90%iger Alkohol 3 min 1
70%iger Alkohol 3 min 1
50%iger Alkohol 3 min 1
Aqua dest 5 sek 1

Tabelle 27: Absteigende Alkoholreihe zur Entparaffinierung und Wasserung
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Tabelle 28: Aufsteigende Alkoholreihe

Substanz Zeit Wiederholung
50%iger Alkohol 3 sek 1
70%iger Alkohol 3 sek 1
90%iger Alkohol 3 sek 1
100%iger Alkohol 3-5 min 2
Isoxylol 3 min 1
Xylol 3 min 3

Eindeckeln der Schnitte mit

Eukitt

Tabelle 28: Aufsteigende Alkoholreihe

Tabelle 29: Farbeprotokoll der HE-Farbung

Substanz Zeit

Wiederholung

Absteigende Alkoholreihe Siehe Tabelle

Hamatoxylin 5 sek
Aqua dest 5 sek
HCI Alkohol zum 3 sek

Differenzieren

Leitungswasser (flieBend) 10 min
Eosin 5 min
Aqua dest 5 sek

Aufsteigende Alkoholreihe Siehe Tabelle

und Eindeckeln

Tabelle 29: Farbeprotokoll der HE-Farbung

VI. Anhang
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Tabelle 30: Himodynamische Parameter
TO T60 T120 T240

HF, min™
Kontrolle 79423 86+ 16 96 + 19 85+ 20
AICH 78+ 19 102 £ 23 118 + 32* 112 £ 34
ARDS 80+ 16 110 + 21* 123 + 26* 120 + 19*
ARDS+AICH 91+18 148 + 30*°A 156 + 27*°A 145 + 37*°
MAP, mmHg
Kontrolle 76+ 15 81+21 80+ 14 74+12
AICH 77 £19 75+10 66+7 80+19
ARDS 78+13 73+13 77+ 14 74+9
ARDS+AICH 74 +12 71+9 69 +12 67+9
ZVD, mmHg
Kontrolle 6,7 +4 6,7 £4,5 6,2+4,3 7,2+3,7
AICH 6,6%2,5 6,629 59+3,2 6,5%3,5
ARDS 6,0+1,6 7,1+3,0 8,3+4,3 7,7 +4,5
ARDS+AICH 6,1+2,3 7,6+2,2 8,1+2,4 8,8+3,1
€O, l.min"
Kontrolle 7,5+1,5 7,1+1,6 7,3+1,3 6,9+1
AICH 8,0+1,3 9,5+1,9 13+5,4° 12,7 +5,3°
ARDS 7,6+1,6 7,1+2,4 7,8+2,8 7,4+2,6
ARDS+AICH 6,71 7,5+2,7 7,1+23 8,6+2,6
SV, ml
Kontrolle 82+18,2 80,2 +22,1 78,2 +17,2 80,9 + 20,3
AICH 92,3 +25,1 89,2 + 25,1 93,2 27,2 98,5 + 24,9
ARDS 90,1+ 15,1 59,2 + 14,4* 66,9 + 16,9* 58,6 +12,8*
ARDS+AICH 86,2+ 17,4 56,1+ 18,7*° 46,3 £ 14,4*°A 59 + 17,4*
mPAP, mmHg
Kontrolle 23,3+4,7 21,1+2,4 21,2+2,1 21,0+4,2
AICH 19,7 42,0 21,7+4,3 22,9+3,0 20,7 +4,2
ARDS 20,6 +4,3 38,9 £ 4,2*° 39,6 + 6*° 39,9 +£5,6%°
ARDS+AICH 22,9+3,7 43,0+ 1,6*°A 42,7 +2,5*° 43,1+7,6*°

Tabelle 30: Himodynamische Parameter. Mittelwerte der jeweils sieben Tiere pro Gruppe mit

deren signifikanten Unterschieden: * p< 0,05 vs. Ty; ° p< 0,05 vs. Kontrolle; A p< 0,05 vs. ARDS
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TO TGO T120 T240
Pa0,, mmHg
Kontrolle 486 + 55 455 + 78 468 + 96 470 + 74
AICH 451 + 53 471+ 62 395 + 46* 431 +109
ARDS 499 + 60 151 £ 91%*° 171 £ 23*° 150 £ 98*°
ARDS+AICH 493 + 66 155 £ 54*° 140 £ 37*° 110 £ 38*°
PaCO,, mmHg
Kontrolle 41,8 £5,0 44+ 8,0 41,8 5,4 34,9+5,4
AICH 41,4+1,7 46,20+ 9,3 44,1+8,8 35,7+5,0
ARDS 39,4+6,8 65,13 + 15,7*° 64,6 £12,7*° 62,6 £ 6,3*°
ARDS+AICH 39,4+2,4 62,70+ 9,2%° 60,7 +7,2%° 58,8 + 8,9*°
pHa
Kontrolle 7,42 0,08 7,36 £ 0,07 7,38 £ 0,08 7,40 £ 0,06
AICH 7,40 + 0,06 7,31+0,10 7,32£0,11 7,46 0,11
ARDS 7,41+0,12 7,17 £ 0,09° 7,19 +£0,07° 7,23 £ 0,05°
ARDS+AICH 7,37 £ 0,08 7,19 + 0,06° 7,21 +0,08° 7,26 +0,07°
5a0,, %
Kontrolle 99,9+0,2 99,9+0,1 99,9+0,2 99,94 + 0,05
AICH 99,9 + 0,05 99,9+0,3 99,8+0,3 99,89+0,2
ARDS 99,8 + 0,2 95,7 + 4,4* 95,5 + 4,0 94,83 +5,8
ARDS+AICH 99,9+0,2 98,1+ 1,5* 97,6 +1,5* 93,65 + 6,5*
SVO,, %
Kontrolle 86,0+ 6,8 90,9+2,9 88,6 +4,6 84,3+9,6
AICH 92,2+4,3 94,8 +3,9 90,9 +9,3 89,6 +7,2
ARDS 85,0+7,3 62,5 £ 9,5*° 65,2 £ 9,8*° 63,4 £ 5,4*°
ARDS+AICH 89,3 3,0 72,5+ 6,7*° 76,0 + 8,8* 66,7 +9,4%°
Shunt fraction, %
Kontrolle 7,2+2,8 8,7+3,8 8,2+3,7 8,2+3,6
AICH 9,0+2,7 7,8+2,8 11,7 £2,1* 9,9+5,3
ARDS 6,8 £3,0 22,9 +4,3%° 21,9 + 5,9%° 23,0+ 4,7*°
ARDS+AICH 7,4+3,2 22,6 +2,3%° 23,9+1,8*° 26,4+ 3,6*°

Tabelle 31: Pulmonaler Gasaustausch und Gehirnsauerstoffsattigung. Mittelwerte der jeweils
sieben Tiere pro Gruppe mit deren signifikanten Unterschieden: * p< 0,05 vs. Ty; ° p< 0,05 vs.
Kontrolle; A p< 0,05 vs. ARDS
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Abbildung 11 a und b: Gerate der Versuche

Abbildung 11 a und b: Messturm zur
Uberwachung der Vitalparameter sowie
Aufzeichnung der Messparameter (Abb.
links). PiCCO- und VoLEF-Messeinheiten zur
Bestimmung der hdamodynamischen
Parameter (Abb. oben) (Abb. 11 a nach
Sauter 2011, S.25).
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Abbildung 12: Anlage der zerebralen Messeinheit

o

Abbildung 12 a und b: Anlage des Licox®-Monitoring: Hautschnitt entlang der Sagittalnaht mittig
zwischen den Augen (Abb. 12 a nach Sauter 2011, S.34). Nach Einsetzen des Hautspreizers stumpfe
Praparation der Schadelkalotte und Darstellung der Koronarnaht (Abb. 12 b).

Abbildung 12 c und d: Setzen des Bohrlochs in der linken Schadelhdlfte, lateral der Sagittalnaht
und kaudal bzw. kranial der Koronarnaht (Abb. 12 c). Durchstechen der Dura mater und der
Arachnoidea mit einem spitzen Haken (Abb. 12 d).

Abbildung 12 e: Nach Eindrehen der Fiihrungsschraube werden die Messsonden in das Gehirn
eingefiihrt. Dazu gehoren die Licox®-Mikrokatheter Sauerstoffmesssonde, die
Temperaturmesssonde und die ICP-Messsonde. AnschlieBend wird das Bohrloch luftdicht mir
Knochenzement abgedichtet.
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Abbildung 13: Anlage des PiCCO -Katheters

Abbildung 13 a-d: PiCCO-Katheter in der Leiste zur Messung der hamodynamischen Parameter in
Kombination mit dem VoLEF-Katheter. Die Punktion der A.femoralis zur Anlage des PiCCO-
Katheters erfolgt ultraschallgesteuert mit anschlieBender Anlage des Katheters in Seldingertechnik
(Abb. 13 a-c nach Sauter 2011, S.32).



88 VI. Anhang

Abbildung 14: Lagerung der Schweine

Abbildung 14 a und b: Riickenlagerung zur Anlage des PiCCO-Katheters und des VoLEF-Katheters
neben anderen Messsonden (Abb. 14 a). Transporteinheit mit Schwein im CT der Abteilung fiir
Radiologie der Universitdtsmedizin Gottingen (Abb. 14 b).

Abbildung 14 c und d: Lagerung des Schweins in einer mobilen Transporteinheit im CT. Das Tier
verblieb im gesamten Versuchsverlauf in Bauchlage in der Transporteinheit (Abb. 14 c nach Sauter
2011, S.30).
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Abbildung 15: Instrumente fiir die Anlage des Fogarty-Katheters

Abbildung 15 a und b: Instrumente zur Anlage des Fogarty-Katheters zur intrakraniellen Druck-
erh6hung im AICH-Modell. Bohrer, Sondierungsstab, Spitzwinkel und aufgeblasener Fogarty-
Katheter (von oben nach unten) (15 a). CCT mit intrakraniell platziertem, aufgeblasenem Fogarty-
Katheter (15 b) (Abbildungen nach Sauter 2011, S. 37).
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Abbildung 16: Anlage der Vorhof- und Aortenkaniile zur Perfusion

Abbildung 16 a und b: Anlegen der Kaniile in das rechte Vorhofohr zur Perfusion des Schweins.
Nach Setzen der Tabaksbeutelnaht im Bereich des rechten Herzohres (Abb. 16 a) wird eine 8 mm
lange Inzision gesetzt. Nach dem Einfiihren der Kaniile wird diese mit einer vorgelegten Naht
fixiert (Abb. 16 b) (Abbildungen nach Sauter 2011, S.39).

Abbildung 16 «c¢: Das Anlegen der
Aortenkaniile erfolgt 2-3 cm oberhalb der
Aortenwurzel. Nach erfolgter Freipraparation
der Aorta wird eine 5 mm lange Inzision
gesetzt und die Kaniile eingefiihrt. Uber die
Aortenkaniile erfolgt der Zufluss bei der
Perfusion.
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Abbildung 17: Gehirnentnahme

Abbildung 17 a und b: Hammer und MeiBel (Abb. 17 a) und Knochensdge (Abb. 17 b) fiir die
Gehirnentnahme nach Versuchsende.

& AN

Y 4
Vil
Abbildung 17 c und d: Ansicht des Gehirns eines Tiers mit AICH nach der Entnahme. Ansicht von
kaudal (Abb. 17 c) und Ansicht von kranial (Abb. 17 d).

Abbildung 17 e: Rechter und linker Hippocampus (Pfeile) in einer Gehirnscheibe nach der
Gehirnentnahme und Zerteilung.
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