Aus der Klinik fir Neurologie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Neuroprotektion bei fokaler zerebraler Ischamie der

Ratte durch prakonditionierenden oxidativen Stress

Zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von
Melanie Bleiss-Ahrens, geb. Ahrens
aus Potsdam



Gutachter/in: 1. Prof. Dr. med. U. Dirnagl
2. Prof. Dr. U. Heinemann

3. Prof. Dr. med. M. Schwaninger

Datum der Promotion: 16.05.2010



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung

1.1.
1.2.
1.3.

1.4.

Klinischer Hintergrund
Neuroprotektion und Ischimietoleranz
Pathophysiologie der fokalen zerebralen Ischimie
1.3.1. Fokale zerebrale Ischiamie: Infarktkern und Penumbra
1.3.2. Fokale zerebrale Ischdmie: Schadensmechanismen
1.3.2.1. Exzitotoxizitét
1.3.2.2. Periinfarktdepolarisationen
1.3.2.3. Inflammation
1.3.2.4. Apoptose
Oxidativer Stress
1.4.1. Hyperbare Sauerstofftherapie
1.4.2. Freie Radikale

1.4.3. Antioxidative Mechanismen

2. Zielstellung dieser Arbeit

3. Methoden

3.1. Tierhaltung und Versuchsanordnung

3.2 Priakonditionierung

3.3. Permanente fokale zerebrale Ischidmie

3.4. Postoperative Untersuchungen und Beurteilung der funktionellen Beeintridchtigung
3.5. Quantitative Analyse des Infarktvolumens

3.6. Messung der freien Radikale

3.7. Messung der antioxidativen Enzyme

3.8. Histologische Beurteilung des Hirngewebes nach hyperbarer Sauerstofftherapie
3.9. Statistik

— O O N O W

12
13
14
14
15
16
17

19

20
20
20
21

22
23
23
24
24



4. Ergebnisse

4.1.
4.2.
43.
4.4,
45.
4.6.

4.7.
4.8.
4.9.

Sicherheit der Prikonditionierung

Ausschluss und Letalitédt von Tieren

Physiologische Parameter

Operationsdauer und Narkosetiefe

Funktionelle Beeintrdchtigung

Infarktvolumetrie

4.6.1. Priakonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff

4.6.2. Reiner Sauerstoff bzw. Behandlung mit Dimethylthiourea
Messung freier Radikale

Enzymatische Radikalfinger

Schidigung durch hyperbare Sauerstofftherapie?

5. Diskussion

6. Zusammenfassung und Ausblick

7. Literaturverzeichnis

8. Anhang

8.1. Abkiirzungsverzeichnis
8.2. Lebenslauf

8.3. Selbstindigkeitserkldrung
8.4. Danksagung

25
25
25
26
26
27
27
28
28
29
30
30

32

41

42

51

51

53

54
55



1.01. Einleitung

Diese Arbeit ist einer besonderen Form der Neuroprotektion dediziert: der Ischdmietoleranz bei
zerebraler Ischidmie. Ischimietoleranz existiert bei globaler und fokaler zerebraler Ischidmie.
Ischidmietoleranz bezeichnet die Fahigkeit von Zellen und Geweben durch einen subletalen,
ischimie-induzierenden Reiz mehr Widerstandskraft gegen einen darauffolgenden stirkeren
ischamischen Reiz zu erlangen. Dabei wird ein zelleigenes Uberlebensprogramm aktiviert.
Unsere Hoffnung ist es, den Prozess dieses endogen aktivierten Schutzes detailliert zu verstehen

und dadurch eine effektive Neuroprotektion beim Menschen umzusetzen.

Ziel der Neuroprotektion bei zerebraler Ischdmie ist die Bewahrung der Nervenzelle vor dem
Zelltod. Durch Interaktion mit den am ischdmischen Zellschaden beteiligten
pathophysiologischen Abldufen wird deshalb versucht, den Zelltod zu vermindern. In den letzten
zweil Dekaden wurde eine Vielzahl unterschiedlicher Substanzen und Methoden identifiziert, die
im Tierversuch eine Reduktion des durch die Ischimie bedingten morphologischen Schadens
bewirken. Beim Menschen fehlt bisher die Umsetzung dieses Therapiekonzeptes. Unsere
Hoffnung jedoch ist, dass durch die weitere Erforschung der Pathophysiologie der zerebralen
Ischimie und der Ischimietoleranz und konsekutiv durch die Beeinflussung der
Schadensmechanismen der zerebralen Ischimie neue Therapiemoglichkeiten entstehen. Unsere
Hoffnung ist es, Hirninfarktpatienten durch neue Erkenntnisse aus dieser Forschung in naher

Zukunft besser behandeln zu konnen.

Im Folgenden mochte ich deshalb zuerst auf die sozialmedizinische Bedeutung des Schlaganfalls
als einer der fiihrenden Griinde fiir Morbiditit, bleibende Behinderung und Mortalitit eingehen.
Danach werde ich den bisherigen Wissensstand zur Neuroprotektion und Ischdmietoleranz bei
Mensch und Tier zusammenfassend darstellen. Darauffolgend wende ich mich der
Pathophysiologie der fokalen zerebralen Ischimie zu, da es ohne ein Verstindnis dieser
unmoglich ist, effektivere neuroprotektive Behandlungsmoglichkeiten zu entwickeln.
AbschlieBen mochte ich die Einleitung mit einem Uberblick iiber oxidativen Stress und die in
unserem Schlaganfallmodell angewandte Methode zur Erzeugung einer Ischdmietoleranz — die

hyperbare Sauerstofftherapie



1.2. Klinischer Hintergrund

Von dem héufig gravierenden Ereignis Schlaganfall sind jdhrlich etwa 2,5 — 4/1000 Patienten
betroffen. Etwa 20-25% dieser Patienten erleiden eine intrazerebrale oder subarachnoidale
Blutung. Bei etwa 75-80% der Patienten handelt es sich um eine (meist) fokale zerebrale
Ischdmie (Hirninfarkt). Die Sterblichkeitsrate der Patienten mit Schlaganfall betrigt etwa 30%
im ersten Jahr. Der liberwiegende Teil der Betroffenen iiberlebt die Erkrankung. Die Préivalenz
betrigt etwa 5 — 8/1000 Patienten. In der Bundesrepublik Deutschland sind demzufolge etwa
400000 — 600000 Menschen von einem Schlaganfall betroffen. 50 — 60% der betroffenen
Patienten miissen mit Behinderungen leben, etwa die Hilfte davon bleibt dauerhaft invalide und
pflegebediirftig. 10% der betroffenen Patienten erleiden innerhalb von 2 Jahren und 24% der
Patienten innerhalb von 5 Jahren einen erneuten Hirninfarkt (Kolominsky-Rabas 2001 und
2006). 7 — 40% der Patienten hatten vor dem Hirninfarkt mindestens eine transiente ischiamische
Attacke (Weih 1999, Arboix 2004, Schaller 2005). Das Risiko einen Hirninfarkt zu erleiden ist
nach einer oder sogar mehreren transienten ischdmischen Attacken etwa um 10% erhoht

(Johnston 2000).

Die frithe und gezielte Behandlung des Hirninfarktes kann heutzutage bei nur etwa 5% der
Patienten in der Akutphase mit einer systemischen oder intraarteriellen Thrombolyse beginnen.
Grund dafiir ist das enge Zeitfenster, das es nur innerhalb von 3 bis maximal 6 Stunden erlaubt,
eine systemische oder intraarterielle Thrombolyse durchzufiihren. AuBerhalb dieses Zeitfensters
ist die Schadenskaskade der zerebralen Ischiamie bereits zu weit fortgeschritten. Komplikationen,
vor allem Blutungen, wiren die Folge. Eine Prophylaxe bzw. neuroprotektive Therapie in der

Frithphase der Erkrankung steht derzeit nicht zur Verfiigung.

Wiinschenswert wire auch der Einsatz einer prophylaktischen Therapie bei Hochrisikopatienten,
z.B. bei Interventionen und Eingriffen, die einen Hirninfarkt verursachen konnen und bei
Patienten mit einer transienten ischamischen Attacke. Fiir Deutschland liegen keine genauen
Daten zum Hirninfarkt-Risiko bei Patienten mit transienter ischdmischer Attacke vor. Eine
epidemiologische Bevolkerungsstudie aus Rochester, Minnesota zeigte, dass 36% der Patienten
mit transienter ischdmischer Attacke innerhalb von 7 Jahren, 21% davon bereits innerhalb eines
Monats einen Hirninfarkt erlitten (Brown 1998). Einer neueren Studie entsprechend wird von
einem Hirninfarkt-Risiko von 5% innerhalb einer Woche und 10-15% innerhalb von 3 Monaten

nach transienter ischdmischer Attacke ausgegangen (Giles 2009).



Diese Zahlen machen deutlich, dass neuroprotektive Therapien mit Behandlungsbeginn vor dem

Akutereignis sinnvoll wiren.

Im Folgenden mochte ich nun den derzeitigen Wissensstand zur Neuroprotektion und
Ischdmietoleranz ausfiihrlicher darstellen. Dabei konzentriere ich mich auf die fokale zerebrale
Ischimie, da dieses Schlaganfallmodell dem ischidmischen Hirninfarkt des Menschen entspricht

und in unseren Versuchen angewandt wurde.

1.2. Neuroprotektion und Ischimietoleranz

Neuroprotektion hat den Schutz der Nervenzelle vor dem Zelltod zum Ziel. Dieser Schutz kann
durch von auBlen zugefiihrte Substanzen und Stimuli und durch die Aktivierung von zelleigenen
Uberlebensprogrammen hervorgerufen werden. Dieser Vorgang wird bei der Erzeugung einer
Ischidmietoleranz genutzt. Dabei fiihrt eine Vorbehandlung, die sogenannte Prikonditionierung
zum Schutz vor den Auswirkungen eines spiteren ischimischen Schadens. Prikonditionierung
bedeutet, dass man vor der schddigenden Ischiamie einen milderen Reiz zur Toleranzerzeugung

einsetzt.

Die Entstehung einer Toleranz bei zerebraler Ischdmie wurde erstmals 1990 von Kazuo
Kitagawa in einem globalen Ischimiemodell bei Wiistenrennmiusen beschrieben (Kitagawa
1990). Die Arbeitsgruppe konnte durch einen wiederholten kurzen und nicht-schiddigenden
ischdmischen Reiz vor der schidigenden zerebralen Ischdmie einen Schutz der Nervenzellen des
Hippokampus erzeugen. 1991 konnte dieselbe Arbeitsgruppe zeigen, dass diese Ischimietoleranz
nicht nur im Hippokampus, sondern auch im zerebralen Kortex, in den Stammganglien und dem
Thalamus existiert (Kitagawa 1991). 1993 gelang es der Arbeitsgruppe von Simon die Methode
auf die fokale zerebrale Ischdmie zu iibertragen (Simon 1993). Seither konnten weitere
Arbeitsgruppen bei globaler und fokaler zerebraler Ischimie mit verschiedensten Reizen die
Entstehung einer Ischdmietoleranz demonstrieren. Aufler dem subletalen ischdmischen Reiz

wurden beispielsweise folgende prikonditionierenden Reize untersucht:

- Apoptose-regulierend: Kaspase-Inhibition (Schulz 1999, Ferrer 2003, Shioda 2007);

- inflammatorisch: Tumornekrosefaktor-alpha (Nawashiro 1997), Interleukin-1-Rezeptor-
Antagonisten (Lucas 2006), Lipopolysaccharide (Rosenzweig 2007), Antikorper gegen
leukozytir-endotheliale Adhédsionsmolekiile (Wang 2007);

- metabolisch: Hypoxie (Sharp 2004);



- pharmakologisch: z.B. 2-Deoxyglucose, 3-NPA, Erythromycin (Rejdak 2001); Anésthetika
(Kapinya 2002, Wang 2008).

- physikalisch: Hyperthermie (Steiger 2007), Hypothermie (Ren 2004), Spreading Depression
(Thompson 2005);

Im Tierversuch kann die Schadensreduktion bei der globalen zerebralen Ischimie 60% bis 90%
und bei der fokalen zerebralen Ischimie zwischen 20 und 60 % erreichen (Weih 2004). Was aber
der oder die zugrundeliegenden endogenen Mechanismen der Ischidmietoleranz sind, ist weiter
nur unzureichend verstanden. Vermutet wird, dass denen der Schadenskaskade bei fokaler
zerebraler Ischdmie zugrunde liegenden Prozessen eine entscheidende Funktion zukommit.
Samtliche prikonditionierenden Reize greifen in die Schadensmechanismen ein und fiihren zu
Veridnderungen unterschiedlicher, evtl. sogar gleichzeitig mehrerer pathophysiologischer
Vorginge der fokalen zerebralen Ischdmie. Auf zellulirer und molekularer Ebene werden
Schutzmechanismen aktiviert, die letztendlich zur Neuroprotektion fithren. Bestandteil der
Signaliibertragung ist dabei die Verdnderung von Transkriptionsvorgédngen mit darauffolgend
verdnderter Genexpression und verdnderter Proteinbiosynthese. Einerseits ist hier die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren zu nennen, die zur Umschreibung eines definierten
Genabschnittes der Desoxyribonukleinsdure (DNA) und Synthese von einstringiger
Ribonukleinsdure (RNA) fiihrt. Diese fungiert dann als Boten-RNA und bewirkt die Translation
der kodierten Proteine in den Ribosomen. Einige der bei der Ischimietoleranz bedeutsamen Gene
und entstehenden Proteine wurden bereits identifiziert. Dazu gehoren rasch aktivierbare Gene,
die sog. ,immediate early genes, Hitzeschock-Proteine, Radikalfdnger, antiinflammatorische
Mediatoren, Wachstumsfaktoren und Anti-Apoptosegene (Ginsberg 2003). Andererseits kommt
es zur Inhibition von Transkriptions- (Dhodda 2004) und Translationsvorgingen. Dabei werden
Proteine, die zur Zellschidigung bei zerebraler Ischdmie fiithren, vermindert gebildet. Beispiele
sind die veridnderte Expression von Rezeptoren nach globaler und fokaler zerebraler Ischamie
(Pellegrini-Giampietro 1992; Wahlestedt 1993) und die verdnderte Funktion von Ionenkanilen
(Stenzel-Poore 2004).

Im Hinblick auf den Menschen konnte zwar bisher mit keiner der potentiell einsetzbaren
Therapien eine zuverlidssige Neuroprotektion erreicht werden. So wurden z.B. mehr als 49
neuroprotektive Substanzen in 209 abgeschlossenen klinischen Studien untersucht, von denen
keine einen neuroprotektiven Effekt beim Menschen zeigte (Gladstone 2002, Young 2007).

Demgegeniiber finden sich aber bei Patienten mit transienten ischdmischen Attacken (TIA) sehr



wohl Hinweise auf eine existierende Ischdmietoleranz beim Menschen: So wurde z.B. in einer
retrospektiven Fall-Kontrollstudie gezeigt, dass diese Patienten bei Eintritt eines Hirninfarktes
sowohl ein geringeres neurologisches Defizit, als auch ein besseres Langzeitergebnis nach 15
Monaten aufwiesen (Weih 1999 und 2000). Eine andere Arbeitsgruppe fand in einer
prospektiven Studie heraus, dass Patienten mit vorheriger transienter ischdmischer Attacke
geringere neurologische Ausfélle bei Aufnahme in die Klinik und eine geringere funktionelle
Beeintriachtigung im weiteren Verlauf zeigten (Moncayo 2000). Bei Patienten, die mit einer
intraarteriellen Thrombolyse beim qualifizierenden Hirninfarkt behandelt wurden, wurde eine
retrospektive Analyse unterschiedlicher Parameter vorgenommen. Es fand sich ein besseres
Outcome im Vergleich zu Patienten ohne vorherige TIA. Zusitzlich zeigte sich eine
Abhingigkeit der funktionellen Verbesserung vom Intervall zwischen TIA und Schlaganfall
sowie von der Dauer und Anzahl der transienten ischdmischen Attacken. Korrelierend lieBen
sich in einer Untergruppe dieser Patienten kleinere Infarkte in der Bildgebung nachweisen
(Schaller 2005). Eine Infarktverkleinerung, gemessen in der T2- und Diffusionswichtung im
MRT, wurde auch in einer weiteren retrospektiven Studie bei Patienten mit territorialem

Hirninfarkt und vorheriger TIA gefunden (Wegener 2004).

Aufgrund der oben erwihnten Tatsache, dass die Ubertragung tierexperimenteller Daten auf den
Menschen bisher nicht gelang, mochte ich im Folgenden einen Uberblick iiber die
Pathomechanismen der fokalen zerebralen Ischdmie 1im Tiermodell geben. Die
Grundvoraussetzung fiir effektive neuroprotektive Therapien ist das Verstindnis der komplexen
pathophysiologischen Vorginge. Gelingt es uns z.B. protektive und destruktive Gene und
Genprodukte, sowie die zugrundeliegenden zelluliren und molekularen Mechanismen der
Signalkaskade genauer zu charakterisieren, lassen sich vielleicht sinnvolle Ansidtze zur

prophylaktischen und frith beginnenden Therapie des Hirninfarktes er6ffnen.

1.3. Pathophysiologie der fokalen zerebralen Ischimie

1.3.1. Fokale zerebrale Ischidmie: Infarktkern und Penumbra

Die Funktion des Gehirns ist aufgrund seines hohen Energieverbrauchs und der fehlenden
Energiereserven in besonderer Weise von einer ausreichenden Versorgung mit Sauerstoff und

Glukose abhingig. Eine Unterbrechung der Substratzufuhr durch eine Mangeldurchblutung fiihrt

innerhalb sehr kurzer Zeit zunidchst zu reversiblen (funktionellen), spdter zu irreversiblen



(strukturellen) Schiden des Hirnparenchyms. Bei der fokalen zerebralen Ischdmie resultiert die
Mangeldurchblutung aus dem thrombotischen oder thrombembolischen Verschluss einer
Hirnarterie. Dieser Verschluss kann permanent oder transient (bei Rekanalisation und
Reperfusion) sein. Dauert die Unterbrechung der Durchblutung bzw. die Mangeldurchblutung

lange genug an, kommt es zur Ausbildung eines Hirninfarktes.

Normal durchblutetes Hirngewebe weist einen Blutfluss von mehr als 100 ml/100g/min auf.
Bereits bei geringer Reduktion des Blutflusses beginnen metabolische und funktionelle

Veridnderungen im Gewebe (Hossmann 1994 und 2006).

Metabolisch ist bereits bei Reduktion auf 55 ml/100mg/min die Proteinbiosynthese auf ca. 50%
vermindert (Mies 1991). Ab einem Blutfluss von etwa 35 ml/100g/min ist die Proteinbiosynthese
erloschen (Paschen 1992). Bei Werten von etwa 25 - 35 ml/100g/min beginnt die Anhidufung von
Laktat durch vermehrte anaerobe Glykolyse mit konsekutiver Azidose im ischimischen Gewebe.
Gleichzeitig lisst sich eine Abnahme des ATP-Gehaltes im Gewebe finden (Obrenovitch 1988).
Letztendlich findet sich dann der Zusammenbruch der Ionenhomdostase und die anoxische

Depolarisation der Zellen bei Flusswerten unter 15 ml/100g/min (Hossmann 1994).

Funktionell lédsst sich beim Menschen eine Beeintriachtigung der elektrischen Aktivitit bei einer
Herabsetzung des Blutflusses auf Werte zwischen 15 und 25 ml/100g/min finden (Morawetz
1979). Bei Wiederherstellung des Blutflusses und damit normaler Sauerstoff- und
Glucoseversorgung lésst sich eine Wiederherstellung der elektrischen Aktivitdt im betroffenen
Gewebe nachweisen (Astrup 1977). Bei Primaten ldsst sich eine noch reversible Hemiparese bei
Werten von 23 ml/100g/min nachweisen. Die Reversibilitit der fokalneurologischen
Symptomatik verliert sich bei einer Reduktion des Blutflusses unter 18 ml/100g/min (Morawetz

1979).

Histologisch tritt die Gewebenekrose bei der permanenten zerebralen Ischimie bei Blutflussraten
unter 24 ml/100g/min und bei der transienten zerebralen Ischédmie unter 12 ml/100g/min ein

(Jones 1981).

Die Zellschiadigung bei der fokalen zerebralen Ischdmie entwickelt sich zeitlich in einer
komplexen Abfolge von Schadensmechanismen, auf die ich in den folgenden Erlduterungen

noch ausfiihrlich eingehen werde. Auch rdumlich entwickelt sich der Zellschaden im Infarktkern
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und die eher funktionelle Beeintrichtigung in der Infarktperipherie unterschiedlich. Wihrend im
Infarktkern die Durchblutung stark herabgesetzt oder ganz zum Erliegen gekommen ist, weist die
Peripherie iiber Kollateralen noch eine ausreichende Durchblutung zur Aufrechterhaltung der
strukturellen Integritdt auf. Dieser Bereich zwischen Infarktkern und normal durchblutetem
Hirngewebe wird Penumbra (= Halbschatten) genannt. Die Ischdmieschwelle ist entsprechend
den vorherigen Ausfiihrungen bei einem kritischen Blutfluss von etwa 20 ml/100mg/min
definiert. Die Penumbra hingegen weist einen Blutfluss zwischen 20 und 40 ml/100mg/min auf
(Ginsberg 2003). Im Gegensatz zum Kerngebiet, das bei ausreichend langer Dauer und Intensitit
der Mangeldurchblutung (Unterschreitung der Ischimieschwelle) dem Untergang geweiht ist und
neuroprotektiven Therapien nicht zugénglich ist, ist die Penumbra der potentielle Angriffsort von
neuroprotektiven Therapien. Der Funktionsverlust der Penumbra ist teilweise oder vollstindig
reversibel, wenn der Blutfluss durch Reperfusion wiederhergestellt oder die
Schadensmechanismen der zerebralen Ischdmie beeinflusst werden. Die Penumbra infarziert,
wenn die schiadigenden Prozesse ununterbrochen einwirken und es ebenso zur Unterschreitung

des kritischen Blutflusses kommt.

Beim Menschen kann das Existieren der Penumbra mittels PET- und SPECT-Untersuchungen
und anhand neuerer Studien auch im Computer- und Kernspintomogramm durch ein
Missverhiltnis zwischen Diffusion und Perfusion belegt werden (Lovblad 2003, Muir 2006,
Ebinger 2009).

1.3.2. Fokale zerebrale Ischiamie: Schadensmechanismen

Hirngewebe ist stirker als andere Gewebe von einer ausreichenden Versorgung mit Sauerstoff
und Glukose abhiingig. Die Energie-Gewinnung (ATP-Synthese) erfolgt hauptséchlich iiber die
oxidative Phosphorylierung. Kommt es durchblutungsbedingt zum Substratmangel erliegen die
ATP-Produktion und damit die ATP-abhingigen Ionenpumpen der Zellmembran. Die
Ionengradienten zwischen Intra- und Extrazelluldrraum konnen nicht aufrechterhalten werden.
Das Membranpotential bricht zusammen. Es resultiert die anoxische Depolarisation von Nerven-
und Gliazellen. Bei einer kritischen Minderung des Blutflusses im betroffenen Gewebe kommt
es also zum Erliegen des normalen Substrat- und Energiehaushaltes. Zeitlich iiberlappend und
teilweise  aufeinanderfolgend setzen dann die Phasen der Exzitotoxizitit, der

Periinfarktdepolarisationen, der Inflammation und der Apoptose ein.
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1.3.2.1. Exzitotoxizitit

Die Exzitotoxizitit beschreibt eine sich selbst erhaltende und verstirkende Ubererregung von
Nerven- und Gliazellen. Nach der anoxischen Depolarisation der Zellen werden exzitatorische
Aminosduren, allen voran Glutamat, in den Extrazellularraum ausgeschiittet. Durch den Ausfall
der energieabhidngigen lonenpumpen und den Verlust des Natriumgradienten konnen diese nicht
reabsorbiert werden. Sie unterhalten den exzitatorischen Prozess. Es werden spezifische
Rezeptoren (NMDA, AMPA, Kainat) und spannungsabhingige Kalziumkanile aktiviert.
Kalzium aus dem Extrazellularraum und aus intrazelluldren Speichern akkumuliert in der Zelle.
Gleichzeitig stromt Natriumchlorid in die Zelle ein. Kalium verldsst die Zelle. Sekundir
resultiert durch die Verdnderung des osmotischen Gradienten ein zytotoxisches Hirnddem, das
weitere negative Effekte tiber die Erhohung des intrakraniellen Druckes, die Kompression von
Hirngefidlen und letztendlich die Herniation von Hirnanteilen haben kann. Extrazellulédres
Kalium wird teilweise von Gliazellen aufgenommen und fiihrt osmotisch in diesen zur
Zellschwellung. Das massiv erhohte intrazelluldre Kalzium fungiert unreguliert als sekundirer
Botenstoff und aktiviert eine Vielzahl von destruktiven Prozessen. Proteinkinasen,
Endonukleasen, Proteasen und Lipasen gehoren zu den beteiligten Enzymen. Es resultiert die
Schidigung von DNA und Mitochondrien (Endonukleasen), des Zytoskeletts (Proteasen) und die
Zerstorung neuronaler Membranen und des Endothels von Gefden (Phospholipasen).
Proteinkinasen fithren dariiber hinaus durch Phosphorylierung zur verinderten Funktion von
Rezeptoren und Membrankanilen. Es werden zum Beispiel weitere Kalziumkanéle aktiviert.
Bereits in dieser ersten Phase kommt es auch zur vermehrten Bildung von freien
Sauerstoffradikalen, auf die ich im letzten Kapitel der Einleitung noch ausfiihrlicher eingehen
werde. Freie Radikale ihrerseits fungieren als zusitzliche Aktivatoren entziindlicher Prozesse

und der Apoptose.

1.3.2.2. Periinfarktdepolarisationen

In der Penumbra besitzen die Zellen zunédchst noch ausreichend Energie zur Wiedererstellung
des Ionengleichgewichtes. Sie konnen repolarisieren. Durch extrazelluldr angereichertes Kalium
und Glutamat der benachbarten Zellen werden aber weitere Depolarisationen, die
Periinfarktdepolarisationen ausgelost. Als Folge dieser kommt es zu einem fortschreitenden
Energieverlust der angrenzenden Zellen, bis diese nicht mehr in der Lage sind zu repolarisieren.

Dieser Vorgang setzt sich unaufhaltsam, wellenartig immer weiter in die Peripherie des
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Infarktkerns fort und fiihrt im Verlauf von Stunden dazu, dass auch die zunidchst nur reversibel
geschidigten Randbereiche des Infarktes irreversibel geschidigt werden. Neben dem Verlust der
funktionellen Integritit kommt es auch zum Verlust der strukturellen Integritit. Die Penumbra
wird zunehmend ein Bestandteil des ischidmischen Areals. Die Arbeitsgruppe von Mies konnte
tierexperimentell einen linearen Zusammenhang zwischen Anzahl der
Periinfarktdepolarisationen und InfarktgroBe zeigen (Mies 1993). Hartings und Kollegen wiesen
nach, dass dieser Prozess bis zu 2 Tagen anhilt und zur Infarktausdehnung fiihrt (Hartings 2003).
Hinweise auf die Existenz von Periinfarktdepolarisationen beim Menschen fanden sich in zwei
aktuelleren Studien. Diese untersuchten transiente Depolarisationen nach traumatischen
Hirnverletzungen und Blutungen bzw. nach Subarachnoidalblutungen (SAB). In beiden Studien
wurden transiente Depolarisationen bei mindestens 50% der Patienten gefunden (Fabricius 2006;
Dreier 2006). Etwa die Hilfte der Patienten (7 Patienten) mit SAB hatten ein klinisches Korrelat
dieser transienten Depolarisationen und 4 dieser Patienten entwickelten ischdmische Infarkte

(Dreier 2006).

1.3.2.3. Inflammation

Entziindungsmediatoren (z.B. Tumornekrosefaktor-alpha, Interleukin-1, Interleukin-6) werden
innerhalb von Stunden nach dem Infarkt durch Kalzium-abhéngige sekundire Botenstoffe, durch
freie Radikale und durch die Hypoxie getriggert. Durch sie werden Adhésionsmolekiile in den
Endothelzellen aktiviert, die mit den komplementiren Rezeptoren der Neutrophilen interagieren
(Kato 1996). Neutrophile heften sich an die Endothelwand an und durchdringen diese, um in das
Hirnparenchym einzudringen. Getriggert durch Chemokine folgen Makrophagen und
Monozyten. Diese Zellen unterhalten den Entziindungsprozess durch die Freisetzung von
weiteren Zytokinen, zytotoxischen Enzymen und freien Radikalen. Der Entziindungsvorgang
fiihrt zur Verschlechterung der Mikrozirkulation durch die Penetration der Entziindungszellen
und Endothelzerstorung sowie durch eine Vasokonstriktion ausgelost durch die Mediatoren.
Durch Zytokine werden unzihlige toxische Mediatoren, Zelladhédsionsproteine und Apoptose-
induzierende Faktoren aktiviert (Tomita 1996). Auerdem kommt es bereits in der Frithphase der
fokalen zerebralen Ischdmie zur Aktivierung von ortsstindigen Astrozyten und Mikroglia. Diese
unterhalten den Prozess und fithren ebenso wie die Blutzellen zur Produktion toxischer

Mediatoren, von Zytokinen und von Enzymen (Stoll 1998).
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1.3.2.4. Apoptose

Apoptose ist im Gegensatz zur Nekrose ein Zelluntergansphiinomen, das nicht unkontrolliert als
Antwort auf einen letalen Schaden ablduft. Die Apoptose ist ein programmierter Zelltod, der
durch verschiedene Faktoren moduliert und gesteuert werden kann. Apoptotische Vorginge
werden nach mehreren Stunden, teilweise nach Tagen bis Wochen in der Infarktperipherie bei
der fokalen zerebralen Ischimie beobachtet (Li 1995, Andersson 2006). Uber eine intrinsische
oder extrinsische Aktivierung von Prokaspasen, den sog. Initiator-Kaspasen 2, 8, 9 und 10
entstehen die Exekutoren der Apoptose: Zystein-Proteasen, zusammengefasst in der Gruppe der
Kaspasen. Dabei kommt es extrinsisch zur rezeptorvermittelten Bindung und Aktivierung der
Prokaspasen 8 und 10 und intrinsisch iiber diverse Stimuli zur Freisetzung von Zytochrom C in
das Zytosol, das zur Aktivierung der Prokaspase 9 fiihrt. Die sog. Effektor-Kaspasen 3, 6 und 7
bewirken dann die Elimination der Zelle. Die Kaspase 3 zum Beispiel inaktiviert die DNA-
Reparaturenzyme Poly-(ADP-Ribose-)Polymerase (PARP) und DNA-abhingige Proteinkinase
(Chan 2004, Sugawara 2004). Andere Kaspasen fithren zur Inhibition der Transkription von
Boten-RNA und degradieren zytoskeletale und nukledre Strukturproteine (MacManus 1997). Bei
der Apoptose spielen modulierende Faktoren, wie z.B. (1) die kompetitive Hemmung auf
Rezeptorebene oder der Einsatz falscher Rezeptoren, (2) Verdnderungen der Gegenspieler der
Bcl-Familie, die die Durchlissigkeit der Mitochondrienmembran fiir Zytochrom C beeinflussen
und (3) virale Kaspase-inhibierende Proteine und synthetische Kaspase-Inhibitoren eine

entscheidende Rolle.

Nachdem ich nun die Pathophysiologie der fokalen zerebralen Ischidmie etwas ausfiihrlicher
dargestellt habe, mochte ich zum Abschluss meiner Einleitung auf die hyperbare
Sauerstofftherapie eingehen. Gleichzeitig gebe ich einen Uberblick iiber freie Radikale und

antioxidative Mechanismen und ihre Rolle in der fokalen zerebralen Ischiamie.

1.4. Oxidativer Stress

Oxidativer Stress bezeichnet das Missverhiltnis resultierend aus einer vermehrten Bildung freier
Radikale und der verminderten Kompetenz der Zelle, diese wieder abzubauen. Bei fokaler
zerebraler Ischdmie kommt es als Folge der Schadensmechanismen zur vermehrten Bildung

freier Radikale. Gleichzeitig ist der Gehalt des Gehirns an antioxidativen Enzymen und
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nichtenzymatischen Antioxidantien vergleichsweise zu anderen Organen gering.

Zu einer vermehrten Bildung freier Radikale kann es aber nicht nur durch endogene Vorginge
(z.B. Infektionen, chronische Entziindungen, Ischidmie), sondern auch durch unterschiedliche
externe Verdnderungen kommen. Ein Beispiel hierfiir ist die hyperbare Sauerstofftherapie. Diese
bezeichnet die Behandlung in einer Uberdruckkammer mit reinem Sauerstoff bei erhohten
Umgebungsdrucken. Die hyperbare Sauerstofftherapie ist nach den bisherigen Erkenntnissen

eine sichere Methode, erhohte Konzentrationen freier Radikale zu erzeugen.

1.4.1. Hyperbare Sauerstofftherapie

Hyperbare Sauerstofftherapie wird seit etwa 1960 medizinisch angewandt: zuerst bei Gasbrand,
spater auch Dbei Kohlenmonoxid-Vergiftungen, Tauchunfillen, Bestrahlungsschiden,
nekrotisierender  Fasziitis, therapierefraktirer —Osteomyelitis, schweren traumatischen
Gewebsschiden, Brandwunden und AbstoBungsreaktionen bei Hauttransplantaten. Es wurden
bisher Druckwerte von 1 bis 3 Atmosphiren iiber dem normalen Luftdruck mit einer maximalen
Behandlungsdauer von 120 Minuten angewandt, ohne dass dabei schwerwiegende
Nebenwirkungen beim Menschen auftraten. Zu den hdufigsten Nebenwirkungen unter diesen
Bedingungen zdhlen eine reversible Myopie, Barotraumen bei zu schneller Druckédnderung und
gelegentlich epileptische Anfille (Wang 2003). Bei wiederholter Therapie kann es zu tracheo-

bronchialen Symptomen mit reversibler Lungenfunktionseinschrankung kommen.

Viele Effekte der hyperbaren Sauerstofftherapie sind bereits gut beschrieben: Die hyperbare
Sauerstofftherapie normalisiert den Wassergehalt des Gehirns und vermindert das Hirnodem (Al-
Waili 2005). AuBerdem wird bei fokaler zerebraler Ischdmie die Durchlédssigkeit der Blut-Hirn-
Schranke vermindert (Veltkamp 2005). Weiter konnte in Gefdfendothelien nach hyperbarer
Sauerstofftherapie eine verdnderte Leukozytenfunktion und -anheftung wihrend der
Entziindungsphase im ischimischen Skelettmuskel gezeigt werden (Zamboni 1993). Auch im
Gehirn wurde eine verdnderte Leukozytenfunktion durch hyperbaren Sauerstoff nach
Kohlenmonoxidvergiftung beschrieben (Thom 1993). Untersuchungen bei Mensch und Tier
konnten auch zeigen, dass es in bestrahltem Gewebe nach Sauerstoffexposition zur Neubildung
von Kapillargefilen kommt (Marx 1990). Inwiefern es in gesundem Gewebe und speziell im
Gehirn nach Exposition mit hyperbarem Sauerstoff zur Angiogenese kommt ist unklar.
Blutflussalterationen unter hyperbarer Sauerstofftherapie bei fokaler zerebraler Ischimie sind

kaum untersucht. In einem globalen Ischdmiemodell wird bei Hasen eine Abnahme des
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zerebralen Blutflusses beschrieben (Mink 1995). Bei gesunden Tieren und Menschen fiihrt
hyperbare Sauerstofftherapie zur Reduktion des zerebralen Blutflusses (Omae 1998).
Gleichzeitig steigt aber der Sauerstoffpartialdruck an, was zur Konstriktion von Arteriolen

fithren konnte und somit die Reduktion des zerebralen Blutflusses erkliaren wiirde.

Hyperbarer Sauerstoff erhoht weiter die Menge freier Radikale in allen Geweben (Yusa 1987,
Ay 2007). Korrelierend ldsst sich eine erhohte Menge an Lipidperoxiden nach hyperbarer
Sauerstofftherapie im Tierexperiment nachweisen. Die Lipidperoxidation ist ein indirektes Maf3
fir die anfallende Menge freier Radikale. Der Anstieg der Lipidperoxide ist direkt nach
Exposition mit hyperbarem Sauerstoff am groften, um dann bereits nach 3 Stunden wieder
abzufallen und nach 24 Stunden Normalwerte zu erreichen (Noda 1983). Gleichzeitig werden im
Hirngewebe von Ratten die antioxidativen  Enzyme  Superoxiddismutase und
Gluthationperoxidase nach einmaliger Exposition vermehrt gebildet (Ay 2007). Dieser Effekt
verdndert sich ebenso mit der Zeit. Ein Maximum wird bei einer Stunde beschrieben (Korkmaz
2007). Bei Riickenmarks- oder kardialer Ischdmie ist auch nach hyperbarem Sauerstoff als
prakonditionierender Stimulus ein vermehrte Bildung antioxidativer Enzyme nachgewiesen

worden (Nie 2006; Kim 2001).

1.4.2. Freie Radikale

Freie Radikale spielen eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie der fokalen zerebralen
Ischimie. In der Schadenskaskade der fokalen zerebralen Ischimie werden freie Radikale bereits
in der ersten Phase der Exzitotoxizitit durch den destruktiven Abbau unterschiedlicher Substrate
exzessiv gebildet. Auch durch das Fortschreiten der Schadenskaskade entstehen weitere freie
Radikale. Von Bedeutung ist die Bildung freier Radikale besonders in den Regionen in denen

Sauerstoff ausreichend zur Verfiigung steht: in der Penumbra und nach Reperfusion.

Bei der fokalen zerebralen Ischimie werden vor allem Superoxid (O,®") und Hydrogenperoxid
(H20,) gebildet. Diese entstehen einerseits durch Elektronenverlust aus der mitochondrialen
Atmungskette und dem Elektronentransport des endoplasmatischen Retikulums und der
Kernmembran bei nekrotischer Zellschiddigung, andererseits aus der Aktivierung einer Vielzahl
von Enzymen bei der Zellschiddigung. In Anwesenheit von katalytisch wirkenden Eisen- oder
Kupferionen, die intrazerebral ausreichend vorhanden sind und bei zerebraler Ischdmie vermehrt

in ungebundener Form vorliegen, entsteht aus diesen beiden Radikalen das hochreaktive
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Hydroxyl-Radikal (OHe). Zusitzlich wird durch eine hohe Konzentration von Protonen an der
Zellmembran durch Reaktion mit Superoxid das reaktivere und besser Membran-permeable
Perhydroxyl-Radikal (HO,®) gebildet. Die Kalzium-Kalmodulin-abhingige Aktivierung der
Stickoxid-Synthasen 1 und 3 und im Verlauf von Stunden auch erfolgende Aktivierung der
Stickoxid-Synthase 2 durch ortsstindige und infiltrierende Entziindungszellen ldsst weiter
Stickoxid (NOe) entstehen. Superoxid und Stickoxid bilden das hochreaktive Peroxynitrit-
Radikal. Bei physiologischen pH-Wert zerfillt dieses zu Hydroxyl- und Nitrogendioxid (NO;e)-
Radikalen.

Die hochreaktiven Peroxynitrit- und Hydroxyl-Radikale fiihren zu Einzelstrangbriichen und
Basenmodifikationen der DNA mit konsekutiver Aktivierung der Poly(ADP)-Ribose-
Synthethase, die zur Erschopfung der intrazelluliren NAD-Menge fithren kann und damit
Riickwirkungen auf den Energiestoffwechsel und die intrazelluldre Kalziumkonzentration zeigt.
Stickoxid bewirkt zusitzlich die Desaminierung und Nitration von DNA-Bestandteilen. Weitere
Schéddigung durch Radikale bestehen in der Storung der Atmungskette, der Lipidperoxidation
und der Oxidation von Strukturproteinen und daraus resultierender Membranschidigung mit

verdnderter Permeabilitit und Rezeptorverinderungen.

1.4.3. Antioxidative Mechanismen

Die Entgiftung freier Radikale geschieht unter physiologischen Bedingungen durch verschiedene
Enzyme. Die zytosolische Superoxiddismutase, die Kupfer und Zink als Kofaktoren benotigt,

und die mitochondriale Superoxiddismutase, die Mangan als Kofaktor benotigt, metabolisieren

Superoxid entsprechend der Gleichung 1:

(1) 202'_ + 2H* H202 + 02.

Das Endprodukt Hydrogenperoxid kann iiber zwei Stoffwechselwege eliminiert werden: zum
einen erfolgt durch das Enzym Katalase die Umwandlung zu Sauerstoff und Wasser (Gleichung
2); zum anderen baut das Enzym Gluthationperoxidase Hydrogenperoxid zu den gleichen
Endprodukten (Gleichung 3) ab. Diese Reaktion ist an das Vorhandensein von Gluthation in
reduzierter Form gebunden. Die erneute Bereitstellung des Glutathions erfolgt NADPH-

abhingig iiber das Enzym Gluthationreduktase (Gleichung 4).
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(2) 2 H,O» 2 H,O + O,.

(3) 2 GSH + H,0O GSSG + 2 H,O + O..

(4) GSSG + 2 NADPH 2 GSH + 2 NADP

Nicht-enzymatische Radikalfinger umfassen die Oxidationen von Vitamin E zum Endprodukt
Tocopherylquinon und von Vitamin C zum Endprodukt Dehydroascorbinsdure. Weitere

Antioxidantien sind Gluthation, L-Methionin, Zystein, Zoeruloplasmin und Transferrin.
Pharmakologisch kann die Menge freier Radikale z.B. durch Allopurinol, durch

Dimethylsulfoxid und Dimethylthiourea, sowie durch Deferoxamin, Mannitol und Barbiturate

vermindert werden.
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2. Zielstellung dieser Arbeit

Oxidativer Stress spielt in der Pathophysiologie der fokalen zerebralen Ischdmie eine wichtige
Rolle. Einerseits werden freie Radikale bereits sehr friih in der Schadenskaskade der zerebralen
Ischimie gebildet. Sie haben selbst eine schidigende Wirkung und aktivieren und unterhalten
dariiber hinausgehend destruktive Prozesse. Besonders betroffen sind davon Hirnbereiche, die
eine kollaterale Blutversorgung erhalten (Penumbra) bzw. reperfundiert werden (z.B. nach
Thrombolyse). Diese Bereiche sind potentiell einer Neuroprotektion zuzufithren. Andererseits
konnen freie Radikale moglicherweise aber auch eine Schutzfunktion haben. Sie fungieren in
vielen Bereichen als Signaltransduktoren. Beispiele hierfiir sind die Beeinflussung der Wirkung
und Sekretion von Zytokinen, von Wachstumsfaktoren und Hormonen, sowie die Modulation

von Ionenkanilen, der Apoptose und der Transkription.

Die hyperbare Sauerstofftherapie fiihrt zur vermehrten Bildung freier Radikale. Gleichzeitig ist
die hyperbare Sauerstofftherapie im Vergleich zu anderen prikonditionierenden Reizen eine
milde Form der Prikonditionierung. Wir wihlten diese Methode, da sie auch beim Menschen
ohne gravierende Nebenwirkungen therapeutisch einsetzbar ist.

Prikonditionierung durch hyperbaren Sauerstoff war bisher nur in einem globalen
Ischdmiemodell untersucht worden. Die globale Ischdmie entspricht aber nicht dem Hirninfarkt
des Patienten, so dass eine Erzeugung dieser Ischidmietoleranz im fokalen Ischdmiemodell
untersuchenswert war.

Demzufolge sollten folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1.) Fihrt die Prikonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff auch bei permanenter fokaler

zerebraler Ischiamie der Ratte zur Schadensreduktion?

2.) Spielen freie Radikale eine Rolle bei dieser Prikonditionierung?

3.) Kommt es zu Veridnderungen der antioxidativen Enzyme?

4.) Hat die hyperbare Sauerstofftherapie per se eine schiadigende Wirkung?
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3. Methoden

3.1. Tierhaltung und Versuchsanordnung

Die Tierversuche wurden unter strenger Einhaltung des Tierschutzgesetzes und nach
Genehmigung durch die Senatsverwaltung fiir Gesundheit und Soziales Berlin durchgefiihrt. Die
Experimente wurden von Landesamt fiir Gesundheit und Arbeitssicherheit genehmigt. Die Tiere
wurden préoperativ gemeinschaftlich gehalten und hatten freien Zugang zu Nahrung und
Wasser. 12 Stunden vor der Operation bestand Nahrungskarenz. Die Experimente erfolgten an
119 ménnlichen Wistar-Ratten. 85 der Versuchstiere wurden in die einzelnen Versuchsgruppen
aufgeteilt (s. Abb. 1). Bei weiteren 28 Tieren erfolgte die Bestimmung der freien Radikale und
der Enzymaktivitdten. Auerdem wurde bei 6 Tieren das Hirngewebes hinsichtlich schidigender

Wirkungen der hyperbaren Sauerstofftherapie beurteilt.

119 Versuchstiere

85 Versuchstiere 28 Versuchtiere 6 Versuchstiere
Versuchsgruppen Messung freier Radikale histologische
und der Enzymaktivéten Untersuchungen
I I

5 Versuchstiere 80 Versuchstiere 19 Versuchstiere 9 Versuchstiere
AusschiuB Auswertung Messung freier Radikale Messung der
von der Enzymaktivitaten
Auswertung
!—j—\ !—j—\ l !—j—\
[ I ]
2 Versuchstiere 3 Versuchstiere 63 Versuchstiere | | 17 Versuchstiere 4 Versuchstiere 7 Versuchstiere 8 Versuchstiere 5 Versuchstiere 6 Versuchstiere
Prakonditionierung | | andere Griinde Behandlung Kontrollen Kontrollen Prékonditionierung Prékonditionierung Kontrollen Prékonditionierung
3atm 1 Tag 5 Tage 5 Tage
| | | [ ] [
30 Versuchstiere 8 Versuchstiere 25 Versuchstiere 4 Versuchstiere 3 Versuchstiere 5 Versuchstiere 3 Versuchstiere 3 Versuchstiere 3 Versuchstiere
Prékonditionierung Sauerstoff DMTU ohne DMTU mit DMTU ohne DMTU mit DMTU ohne DMTU mit DMTU

—

18 Versuchstiere | | 12 Versuchstiere | | 12 Versuchstiere | | 13 Versuchstiere
2 atm 2,5 atm mit ohne
Prékonditionierung | | Prakonditionierung

Abbildung 1: Flussdiagramm der Versuchsanordnung.

3.2. Prikonditionierung

Die  Versuchstiere der beiden Prikonditionierungs-Gruppen  wurden an  flinf
aufeinanderfolgenden Tagen in einer luftdicht abgeschlossenen Kammer behandelt. Es wurden
jeweils zwei Tiere gleichzeitig behandelt. Die Vorbehandlung unter hyperbaren Bedingungen
und 100% Sauerstoff dauerte jeweils eine Stunde. Die ersten Versuche wurden dabei mit einem

Druck von 3 Atmosphiren iiber dem normalen Luftdruck durchgefiihrt. Da sich darunter zeigte,
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dass diese Versuchsreihe aufgrund von gravierenden Nebenwirkungen nicht sicher zu Ende
gefiihrt werden konnte, wurde die hyperbare Kammer darauffolgend nur unter einen Druck von 2
bzw. 2,5 Atmosphiren iiber dem normalen Luftdruck gesetzt und kontinuierlich mit reinem
Sauerstoff durchflutet. Die Druckerhhung und der Druckablass erfolgten dabei langsam zu-
bzw. abnehmend, da bei einer zu raschen Druckidnderung Nebenwirkungen zu erwarten waren.
Am 6. Tag erfolgte dann die Operation entsprechend dem wunten beschriebenen
Schlaganfallmodell. Dass Intervall zwischen letzter Behandlung und Operation betrug 24

Stunden.

3.3. Permanente fokale zerebrale Ischimie

Die Narkose wurde mit 4%igem Halothan in reinem Sauerstoff initiiert und anschlieend in einer
Kopfmaske mit 0,5 — 1% Halothan in einem Gemisch aus 70% Stick- und 30% Sauerstoff
intraoperativ fortgefiihrt. Die Korpertemperatur der Tiere wurde bei 37,5 °Celsius +/— 0,5 mittels
einer Heizmatte konstant gehalten. Blutdruck und Temperatur wurden kontinuierlich iiberwacht.
RegelmidlBige  Blutgasanalysen und  Blutzuckerbestimmungen erfolgten. Fiir das
Blutdruckmonitoring und fiir die Blutabnahmen wurde die Schwanzarterie mit einem

Silikonschlauch kaniiliert. Alle Wunden wurden mit 2%igem Xylocain-Gel versorgt.

Zur Erzeugung der Ischdmie benutzten wir das gering modifizierte Hakenmodell nach Brint
(Brint 1988). Die A. cerebri media rechts wurde permanent verschlossen. Zusitzlich wurde die
rechte A. carotis communis permanent und die linke A. carotis communis temporér verschlossen.
Durch den temporédren bilateralen Verschluss gelingt es, konstantere Infarktvolumina durch
Reduktion der kollateralen Versorgung des ischdmischen Areals aus der gegeniiberliegenden

Hemisphire bei der Wistar-Ratte zu erzeugen (Chen 1986).

Zur Darstellung der Karotiden wurden die Tiere auf dem Riicken gelagert und lidngs in der Mitte
des Halses eine Inzision vorgenommen. Mittels stumpfer Priparation wurde die Muskulatur bis
zur Trachea durchtrennt. Dann wurden jeweils die A. carotis communis im seitlich der Trachea
verlaufenden Gefdl3-Nervenstrang dargestellt. Der ventrolateral verlaufende N. vagus und die V.
jugularis interna wurden freipridpariert und die rechte A. carotis communis mit einem Faden
umschlungen und permanent ligiert. Die linke A. carotis communis wurde mit einem
Silikonschlauch, der mit einer Klemmvorrichtung versehen war, umschlungen und zunichst

offen gelassen. Als nichster Schritt wurde die rechtsseitige A. cerebri media dargestellt. Dazu
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wurden die Ratten in einer Kopfhalterung fixiert und der Knochen durch Léngsinzision der
Galea freigelegt. Dann wurde der M. temporalis bis hinunter zum Kieferfortsatz durchtrennt und
der Kieferfortsatz entfernt. Nachdem so der Knochen im Bereich des hinteren Jochbogens
ausreichend dargestellt ist, erfolgte die Kraniotomie. Durch ein 2-4 mm grof3es Bohrloch wurde
die Dura dargestellt und vorsichtig gefenstert. Die darunter liegende A. cerebri media wurde kurz
oberhalb der Kreuzungsstelle mit der inferioren Hirnvene in der Fissura rhinalis mit einem
beweglichen Haken aufgenommen, etwa 1 mm angehoben und dann thermisch distal des
Abgangs der lentikulostriiiren Aste durchtrennt. AnschlieBend wurde sofort die im Bereich der
linken A. carotis communis liegende Schlinge fiir 1 Stunde verschlossen. Die Kopfwunde wurde
verschlossen. Die Tiere wurden aus der Kopthalterung befreit und fiir die restliche Zeit in
leichter Narkose gehalten. Nach Ende der Istiindigen Okklusionszeit wurde die Halswunde
verschlossen und die Narkose beendet. Die Tiere wurden nach dem Erwachen in ihre

Unterbringung gebracht.

3.4. Postoperative Untersuchung und Beurteilung der funktionellen Beeintrichtigung

24 Stunden und 4 Tage nach der Operation wurden die Tiere klinisch-neurologisch von einem
verblindeten Untersucher beurteilt. Entsprechend der Beschreibung von Bederson erfolgte eine
Beurteilung des neurologischen Defizits durch Einteilung in folgende Schweregrade: Grad O:
kein funktionelles Defizit, Grad 1: Parese des Vorderfusses mit Streckdefizit, Grad 2: Parese des
Vorderfusses mit Streckdefizit und verminderter Widerstand gegeniiber seitlicher Bewegung,
Grad 3: entsprechend Grad 2 mit zusitzlichen Torsionsbewegungen des Rumpfes (Bederson
1986). Téglich wurden das Gewicht, die Korpertemperatur und der Blutglukosegehalt der Tiere

erfasst. Sie erhielten Nahrung und frisches Wasser.

3.5. Quantitative Analyse des Infarktvolumens

4 Tage nach der Operation wurden die Tiere mit 4 %igem Halothan in reinem Sauerstoff tief
narkotisiert und rasch dekapitiert. Das Gehirn wurde entfernt und in 2-Methylbutan bei — 30 °C,
gefolgt von fliissigem Stickstoff bei — 70 °C gefroren und zunichst gelagert. Nach wenigen
Tagen wurden im Mikrotom bei —20 °C fortlaufende Schnitte von 20-40 um Dicke in 400 pm
Intervallen angefertigt und einen Tag spéter mit Vanadium Acid Fuchsin gefdrbt (Victorov

1993). Die Infarktareale von 30-35 seriellen Hirnschnitten wurden von einem verblindeten
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Untersucher computergestiitzt mit einem Bildverarbeitungsprogramm berechnet. Das
Gesamtinfarktvolumen wurde direkt durch Aufsummierung der einzelnen Infarktareale und
Multiplikation mit dem Abstand der Schnitte ermittelt. Eine Korrektur des Infarktareals
hinsichtlich des Hirnddems war nicht notwendig, da sich dieses bereits nach 3 Tagen

zuriickbildet (Lin 1993).

3.6. Messung der freien Radikale

Die Messung freier Radikale auf direktem Wege ist schwierig, da diese in der Regel keine
stabilen Produkte sind. Als indirekte Methode hat sich die Messung iiber die Lipidperoxidation
etabliert. Als ein Endprodukt ist Malondialdehyd zu nennen. Malondialdehyd ist ein sehr
fliichtiges Nebenprodukt der Peroxidation ungesittigter Fettsduren. Malondialdehyd bildet mit
Thiobarbitursidure ein Reaktionsprodukt, das aufgrund seiner roten Farbe spektralphotometrisch
bei 534 nm quantifiziert werden kann. Die Menge des entstehenden Malondialdehyd-
Thiobarbitursidure-Reaktionsproduktes wurde im Fliissigchromatographen entsprechend der
Methode von Wong und Mitarbeitern bestimmt (Wong 1987). Entgegen der Methode von Wong
erfolgte die Bestimmung nicht in Protein-freien Proben. Deshalb wurde der Proteingehalt
entsprechend der von Bradford beschriebenen Methode bestimmt (Bradford 1976) und der
MDA-Gehalt in pMol/mg Protein angegeben. Die Werte wurden bei insgesamt 19 Tieren (4
Kontrollen, 4 Tiere nach eintdgiger Prikonditionierung, 3 Tiere nach eintdgiger
Prikonditionierung  mit  vorheriger =~ DMTU-Behandlung, 5 Tiere mit 5-tdgiger
Prikonditionierung, 3 Tiere nach 5-tigiger Prédkonditionierung mit vorheriger DMTU-
Behandlung) bestimmt. Die Bestimmung erfolgte in jeder Probe genau zweimal. Da es sich um
sehr fliichtige Reaktionsprodukte handelt, wurden die Proben zur Bestimmung der freien
Radikale und der antioxidativen Enzyme sehr rasch nach der letzten Behandlung entnommen.
Dazu wurden die Tiere sofort nach der Prikonditionierung dekapitiert, der Kopf in fliissigem
Stickstoff gefroren und die Proben bei — 20 bis — 30°C in einem Kryostat entnommen und

aufbereitet.

3.7. Messung der antioxidativen Enzyme

Die Aktivititen der Kupfer-Zink- und Mangan-Superoxiddismutase wurden, gemessen am

Abbau von Superoxid-Radikalen, spektralphotometrisch entsprechend der Methode von Bolann
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und Mitarbeitern bestimmt (Bolann 1991 und 1996). Die Aktivitit der Katalase wurde, gemessen
an der Umsetzung von Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff, spektralphotometrisch bei
280 nm entsprechend einer Methode von Aebi bestimmt (Aebi 1984 und 1986). Die Werte
wurden in Unit pro Liter gemessen und die Messwerte der Kontrolltiere als 100% der
Enzymaktivitit angesehen. Die Messwerte der Versuchsgruppen wurden dann dazu ins
Verhiltnis gesetzt. Die Bestimmung der Enzymaktivititen erfolgte bei insgesamt 9 Tieren (5
Kontrollen, 3 Tiere nach 5-tdgiger Prikonditionierung, 3 Tiere nach 5-tégiger

Prikonditionierung und vorheriger DMTU-Behandlung).

3.8. Histologische Beurteilung des Hirngewebes nach hyperbarer Sauerstofftherapie

Zur histologischen Beurteilung wurden 6 Gehirne von hyperbar prikonditionierten Tieren nach
transkardialer Perfusion und Fixation untersucht. Dazu wurden 20 um dicke Schnitte des
gesamten Gehirns im Mikrotom angefertigt und mit Hdmatoxylin/Eosin, Vanadium-Acid-
Fuchsin- oder Nissl-Farbung aufbereitet. Danach erfolgte die Beurteilung unter dem

Lichtmikroskop von einem erfahrenen Untersucher.

3.9. Statistik

Alle Daten sind als Mittelwert und zugehorige Standardabweichung angegeben. Die statistische
Analyse der physiologischen Parameter und Infarktvolumina sowie der freien Radikale erfolgte
mittels Student’s t-test oder ANOVA gefolgt vom Tukey post hoc Test. Die funktionellen
Parameter wurden mittels Mann-Whitney U-Test verglichen. Als statistisch signifikant wurde ein

p-Wert < 0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Sicherheit der Prikonditionierung

Zwei Versuchstiere wurden zu Beginn der Versuchsrethen mit einem anderen
Prikonditionierungsmodell bei 3 Atmosphéren iiber dem normalen Luftdruck behandelt. Eines
dieser Tiere erlitt am 4. Prikonditionierungstag einen generalisierten Krampfanfall, so dass die
Prikonditionierung abgebrochen werden musste. Das zweite der Tiere entwickelte am 2.
Prikonditionierungstag ein Lungenddem und verstarb noch wihrend des Druckablasses.
Aufgrund dieser gravierenden Nebenwirkungen der hyperbaren Sauerstofftherapie bei 3
Atmosphiren tiber dem normalen Luftdruck wurden alle darauf folgenden Versuche mit 2,5 bzw.
2 Atmosphéren iiber dem normalen Luftdruck durchgefiihrt. Dabei beobachteten wir nur bei
einem Tier der gesamten Versuchsreihe geringe und zunéchst reversible Atemprobleme wéhrend
der Pridkonditionierung. Dieses Tier verstarb aber intraoperativ nach einem Atemstillstand.
Weitere Nebenwirkungen wurden wihrend und nach der Prikonditionierung nicht beobachtet.
Die Tiere zeigten alle wihrend der schrittweise vorgenommenen Druckerhhung und noch kurze
Zeit danach in der hyperbaren Kammer eine deutliche Antriebssteigerung mit Fluchtversuchen,
vermehrtem Putzen und Kopfschiitteln. Nach Gewodhnung an die verdnderten
Umgebungsbedingungen war bei allen Tieren eine iiberwiegende Lethargie mit gehduften
oromandibulidren Bewegungen und Putzbewegungen bis zum Ende der Prikonditionierung zu

beobachten.

4.2. Ausschluss und Letalitit von Tieren.

Insgesamt 5 Tiere wurden nicht in die Bewertung aufgenommen. Zwei Tiere aus der
anfanglichen Versuchsplanung mit 3 Atmosphédren iiber normalem Luftdruck, bei denen
gravierende Nebenwirkungen auftraten. Ein Tier, das intraoperativ verstarb und nicht
ausgewertet werden konnte. Zwei Tiere, die postoperativ infolge einer Nahrungsverweigerung
und Kachexie vor Beendigung des 4. Tages verstarben. Die Infarktvolumina wurden ausgewertet
aber bei ungewohnlich grofen Infarktarealen nicht in die Auswertung mit einbezogen, da
methodische Fehler vorlagen: bei einem Tier ein persistierender bilateraler Karotisverschluss
und bei dem anderen eine zu weit proximale Okklusion vor Abgang der lentikulostridren

Arterien.
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4.3. Physiologische Parameter

Die physiologischen Parameter der Versuchsgruppen sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Es
fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen in den einzelnen
untersuchten Parametern. Untersucht wurden préaoperativ das Gewicht sowohl vor der
Prikonditionierung als auch vor der Operation, intraoperativ der Blutdruck, die Temperatur, der
Sdure-Basen-Haushalt und die Blutglukosewerte sowie postoperativ die Temperatur, der

Hématokrit und die Blutglukosewerte.

Gruppe Kontrollen 2 atm 2,5 atm Sauerstoff | DMTU+HBO DMTU
Anzahl n=17 n=18 n=12 n=8 n=12 n=13
Pra- bzw. intraoperative Werte
Gewicht [g] 291 £ 19 283+ 19 283 + 23 299 + 22 302 + 16
Gewicht [g] 302+ 19 30128 31527 307 £ 27 288+ 18 295 + 22
Blutdruck [mmHg] 85+ 15 89+ 19 101 +18 89+15 91 +12 89 +19
Temperatur [ C] 37,5+0,4 37,5+0,5 37,5+0,3 37,5+0,4 37,5+0,5 37,5+0,4
Glukose [mmol/l] 7614 78+1,5 7,712 6,6 £1,5 8,0+23 6,3+24
pH 7,364 £0,047 | 7,363 £0,053 | 7,337 +£0,057 | 7,383 +0,048 | 7,390 £ 0,045 | 7,353 £ 0,059
pCOz[kPa] 52,45 +7,59 48,35 +7,75 48,81 £ 7,87 45,74 + 8,28 53,61 +7,04 59,99 + 9,60
pO? [kPa] 186,01 29,18 | 201,38 + 40,86 | 202,35 + 21,92 | 189,02 + 45,32 | 190,49 + 21,87 178,98 +
BE 2,7+28 0,8+24 2,2+3,4 1,024 58+23 48+25
Postoperative Werte
Temperatur [ C] 37,5+0,5 37,5+0,6 375+0,5 37,5+0,6 37,5+0,9 37,5+0,6
Héamatokrit [%] 48 +6 50+5 48 +4 48 +7 505 515
Glukose [mmol/l] 3,4+0,6 3,6+0,6 3,7+0,4 3,9+0,3 3,6+0,8 3,3+0,7

Tabelle 1: Physiologische Werte der einzelnen Versuchsgruppen; prd- bzw. intraoperativ: Gewicht vor
Glukose, pH-Wert, Kohlendioxid-
Sauerstoffpartialdruck, Baseexzess sowie postoperativ: Temperatur, Hidmatokrit, Glukose; Mittelwerte und

Prikonditionierung und vor Operation, Blutdruck, Temperatur, und

Standardabweichung sind angegeben.

4.4. Operationsdauer und Narkosetiefe

Die Operationsdauer betrug 2 bis 3 Stunden (im Mittel 2,3 bis 2,9) ohne wesentliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen. Dabei lieBen sich die niedrigsten
Narkosetiefen wihrend der 1-stiindigen Okklusionszeit verzeichnen. Zu Beginn und am Ende der

Operationen wurde bedingt durch die Manipulationen am Tier eine hohere Narkosetiefe benotigt.
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4.5. Funktionelle Beeintrichtigung

Alle Versuchstiere zeigten nach der Operation ein sehr geringes fokal-neurologisches Defizit mit
einem Medianwert von 1 in allen Gruppen. Die Verteilung der Schweregrade ist in Abbildung 2
dargestellt. Eine statistische Signifikanz lie} sich bei dem Vergleich der Versuchsgruppen nicht

nachweisen.

1 1
1 2 3 3
5 5 3

Kontrolle 2atm 2,5atm Sauer stof f DMTU/ 2atm DMTU Kontrolle 2atm 2,5atm Sauer stof f DMTU/ 2atm DMTU

Abbildung 2: Sidulendiagramme der funktionellen Beeintriachtigung, Schweregrade nach Bederson am ersten
postoperativen Tag (rechts) und am vierten postoperativen Tag (links); Fliachen: oben (hellgrau gepunktet) =

Schweregrad 2, Mitte (mittelgrau) = Schweregrad 1, unten (dunkelgrau gepunktet) = Schweregrad 0.

4.6. Infarktvolumetrie

Bei der Auswertung der Infarktvolumina zeigten sich nach Farbung mit Vanadium Acid Fuchsin
ganz {iberwiegend kortikale Infarkte. Bei insgesamt 12 Versuchstieren (5 Kontrollen, 5
prikonditionierte Tiere und je ein Tier in der mit DMTU-behandelten bzw. mit DMTU-
behandelten und prikonditionierten Gruppe) lieBen sich striatale Infarktanteile finden. Diese
wurden in die Infarktvolumenmessung mit einbezogen.

Nach Prikonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff zeigte sich in den beiden Versuchsgruppen
ein signifikant geringeres Infarktvolumen. Dieser Effekt lie} sich durch die Vorbehandlung mit
dem nichtenzymatischen Radikalfingers Dimethylthiourea (DMTU) antagonisieren.
Dimethylthiourea selbst fiihrte in der entsprechenden Kontrollgruppe zu keiner Veridnderung des
Infarktvolumens, insbesondere zu keiner Volumenzunahme. Zusitzlich wurde der Effekt von
reinem Sauerstoff bei atmosphirischem Luftdruck beurteilt. Reiner Sauerstoff fiihrte zu keiner
Verianderung des Infarktvolumens, insbesondere zu keiner Volumenabnahme. Die Ergebnisse

sind zusammengefasst in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Infarktvolumina der einzelnen Versuchsgruppen (Kontrollen n=17, 2 atm n=18, 2,5 atm n= 12,
Sauerstoff n=8, DMTU/2 atm n=12, DMTU n=13); dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung. « p < 0,05
im Vergleich zur Kontrollgruppe sowie im Vergleich zur mit DMTU vorbehandelten und mit 2 Atmosphiren
priakonditionierten Gruppe (DMTU/2 atm). - p < 0,05 im Vergleich zur mit DMTU-behandelten Gruppe.

4.6.1. Prikonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff

Nach Prikonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen fiir
jeweils eine Stunde zeigte sich im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen ein signifikant
geringeres Infarktvolumen von 28 % in der mit 2 Atmosphiren behandelten Gruppe und von 31
% in der mit 2,5 Atmosphiren behandelten Gruppe (113 £ 50 mm’bzw. 108 + 38 mm’vs. 156 +
54 mm’ in der Kontrollgruppe, p < 0,05). Ebenso zeigt sich eine signifikante Abnahme des
Infarktvolumens dieser beiden Gruppen im Vergleich mit der hyperbar prikonditionierten und
vorher mit dem Radikalfinger DMTU behandelten Gruppe (113 £ 50 mm’ bzw. 108 + 38 mm’
vs. 153 + 40 mm’ in der Kontrollgruppe, p < 0,05) sowie der mit 2,5 Atmosphiren
prikonditionierten Gruppe im Vergleich zu den mit DMTU-behandelten Tieren ohne vorherige

hyperbare Sauerstoffbehandlung (108 + 38 mm’vs. 154 + 58 mm’, p < 0,05).
4.6.2. Reiner Sauerstoff bzw. Behandlung mit Dimethylthiourea
Die Behandlung mit reinem Sauerstoff unter atmosphérischen Luftdruck zeigte im Gegensatz zu

den hyperbar prikonditionierten Tieren keinen Unterschied des Infarktvolumens im Vergleich zu

den Kontrolltieren (139 + 58 mm’ bzw. 156 + 54 mm’, p = 0,48). Tendenziell findet sich zwar im
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Mittel ein geringeres Infarktvolumen als bei den Kontrolltieren, eine statistische Signifikanz lédsst
sich hier aber bei Vergleich der Gruppen nicht finden.

Die mit Dimethylthiourea vor der hyperbaren Prikonditionierung behandelten Tiere zeigten
dhnliche Infarktvolumina wie die Kontrolltiere (153 + 40 mm’®bzw. 156 + 54 mm’, p = 0,87). Die
Infarktvolumina der beiden DMTU-Gruppen war im Mittel nahezu gleich (153 + 40 mm’ und
154 £ 58 mm’, p = 0,98).

4.7. Messung freier Radikale

Mittels der indirekten Messung freier Radikale ldsst sich ein Anstieg der Menge an
Malondialdehyd im Gewebe der Tiere finden, die einmalig mit hyperbarem Sauerstoff behandelt
wurden (56 = 5 pMol/mg vs. 44 + 5 pMol/mg, p < 0,05). Nach fiinf Tagen sind die Werte wieder
vergleichsweise zu den Kontrollen abgefallen (49 + 6 pMol/mg bzw. 44 + 5 pMol/mg, p = 0,30)
(s. Abbildung 4).

60 .

50 7

pMol MDA/mg Protein
—_ (3% ) B
(=) (=) (=) (=] (=]

Abbildung 4: Freie Radikale gemessen anhand der Entstehung von Malondialdehyd (MDA) aus der Peroxidation
freier Fettsduren, Werte sind in pMol Malondialdehyd pro mg Protein angegeben; Kontrollen (n=4), ROS 1: iiber 1
Tag mit hyperbarem Sauerstoff behandelte Tiere (n=4), ROS 5: iiber 5 Tage mit hyperbarem Sauerstoff behandelte
Tiere (n=5), DMTUI: iiber 1 Tag mit DMTU behandelte Tiere (n=3), DMTUS: iiber 5 Tage mit DMTU behandelte
Tiere (n=3). * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe und p < 0,01 im Vergleich zur DMTU1-Gruppe.

Die Behandlung mit dem nichtenzymatischen Radikalfanger Dimethylthiourea ldsst nach einem

Tag und nach 5 Tagen keinen Anstieg der Radikalmenge im Gewebe erkennen. Die
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Radikalmenge ist in beiden Gruppen nahezu gleich und dhnlich denen der Kontrollgruppe (42 +
3 pMol/mg bzw. 44 + 5 pMol/mg, p = 0,48 bzw. 0,14 fiir die beiden DMTU-Gruppen). Der
zeitliche Verlauf kann anhand dieser Daten nicht genauer beurteilt werden, da wir nur am Tag 1

und am Tag 5 untersuchten.

4.8. Enzymatische Radikalfénger

Die Messung enzymatischer Radikalfanger im Hirngewebe prikonditionierter Tiere ergab einen
leichten Anstieg der Mangan-Superoxiddismutase und der Katalase. Die Kupfer/Zink-
Superoxiddismutase zeigte keine Verdnderung der Enzymaktivitit im Vergleich zu den
Kontrollen. FEine weitere Versuchsgruppe sollte auch hier den Effekt der Gabe von
Dimethylthiourea beurteilen. Beziiglich der Mangan-Superoxiddismutase erfolgten hier keine
Enzymaktivititsbestimmungen, die Kupfer/Zink-Superoxiddismutase zeigte keine Veridnderung
und die Katalase einen deutlichen Anstieg der Enzymaktivitdt nach Gabe von Dimethylthiourea
vor der hyperbaren Prikonditionierung (s. Tabelle 2). Es fanden sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen in den untersuchten Enzymaktivitéten.

Gruppe (n) Kontrolle (5) 2 atm (3) DMTU/2 atm(3)
Mn-SOD 100+ 9 112+ 25 n.d.

Cu/Zn-SOD 100+ 6 96+ 6 96+ 18
Katalase 100 + 34 113+ 16 165+ 36

Tabelle 2: Relative Aktivitit enzymatischer Radikalfinger im Hirngewebe von Ratten, Enzymaktivititen der
Kontrollen entsprechen 100%; Kontrollen (n= 5), 2 atm (n=3), DMTU/2 atm (n=3).

4.9. Schidigung durch hyperbare Sauerstofftherapie?

Lichtmikroskopische Untersuchungen unterschiedlicher Gehirnregionen (Kortex, Striatum,
Hippokampus, Kleinhirn und Medulla oblongata) hyperbar prikonditionierter Tiere ergaben
keine Hinweise auf strukturelle Lisionen des Hirngewebes. Die Abbildung 5 zeigt ausgewdhlte
Schnitte im Bereich des Hippokampus und des Kortex mit unterschiedlichen Firbungen und

VergroBerungen.
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Abbildung 5: a) frontaler Kortex, tiefe Layer, HE-Féarbung, 25fache Vergroferung; b) Kortex in Hohe des
Hippokampus, tiefe Layer, HE-Farbung, 10fache Vergroferung; c) Kortex, tiefe Layer, VAF-Farbung, 25fache
Vergroferung; d) Kortex, Nissl-Farbung, 40fache Vergroferung; e) Kortex, Layer 1 & 2, HE-Farbung, 25fache
VergroBerung; f) Striatum, Nissl-Farbung, 25fache Vergrofierung; g) Hippokampus in Hohe des Hilus und der Fa.
dentata, HE-Farbung, 16fache VergroBerung; h) Hippokampus, CA 1, HE-Fiarbung, 10fache VergroBerung; i)
Hippokampus CA 2/3, HE-Fiarbung, 10fache VergroBerung.
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5. Diskussion

Prikonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff fiihrte bereits im globalen Ischimiemodell zur
Ischdamietoleranz im Hippokampus von Wiistenrennméusen (Wada 1996). In der vorliegenden
Arbeit konnen wir erstmals zeigen, dass diese Form der endogenen Neuroprotektion auch im

fokalen Ischdmiemodell bei permanenter zerebraler Ischdmie der Ratte existiert.

Als Grundlage der nun folgenden Diskussion fasse ich die Ergebnisse dieser Arbeit nochmals

zusammen:

(1) Die Prikonditionierung der Wistar-Ratte mit hyperbarem Sauerstoff an 5
aufeinanderfolgenden Tagen fiihrt zu einer Reduktion des Infarktvolumens um ca. 30 %.

(2) Dabei ist am 1. Tag der Prikonditionierung ein Anstieg freier Radikale zu beobachten,
der am 5. Tag der Prikonditionierung wieder auf Normalwerte abgefallen war.

3) Der Effekt der Prikonditionierung wird durch die Gabe des Radikalfingers
Dimethylthiourea aufgehoben. Dimethylthiourea fithrt zu keinen gréBeren
Infarktvolumina.

4) Es fanden sich keine Hinweise auf eine strukturelle Schidigung des Gehirns nach 5-
tagiger hyperbarer Sauerstofftherapie bei 2 bzw. 2,5 Atmosphiren bei unbehandelten
Tieren.

5) Als Trend finden sich am Tag 5 der Prikonditionierung erhohte Enzymaktivititen der

Mangan-Superoxiddismutase und der Katalase.

Der prikonditionierende Effekt von hyperbarem Sauerstoff (bezogen auf die InfarktgroBe und
funktionelles Outcome) wurde tierexperimentell auch in weiteren Studien untersucht. Dabei
wurden sowohl unterschiedliche Spezies genutzt, als auch verschiedene Ischimiemodelle
angewandt. Mehrere Studien untersuchten zusitzlich den Effekt bei Anwendung unmittelbar

nach fokaler zerebraler Ischdmie im Tierexperiment.

Unsere eigene Arbeitsgruppe konnte bei SV129-Méusen eine Prikonditionierung durch
hyperbare Sauerstofftherapie in einem fokalen Isch@miemodell bei permanenter zerebraler
Ischiamie zeigen (Prass 2000). Im Gegensatz dazu fand sich jedoch bei transienter zerebraler

Ischidmie der SV129-Miusen keine Reduktion des Infarktvolumens nach Prikonditionierung mit
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hyperbarem Sauerstoff. Ebenso lieB3 sich bei C57BL/6-Miusen weder bei der permanenten, noch
bei der transienten fokalen zerebralen Ischidmie eine Infarktvolumenreduktion nachweisen. Im
letztgenannten Miuse-Stamm wurden verschiedene Ischimiezeiten und
Prikonditionierungsprotokolle von uns untersucht, die keine anderen Ergebnisse erbrachten.
Xiong und Mitarbeiter zeigten eine Infarktvolumenreduktion und Besserung des neurologischen
Defizits bei Ratten, die nach 3 bzw. 5 Tagen Prikonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff einer
transienten fokalen zerebralen Ischimie unterzogen wurden. Hingegen zeigte sich bei
permanenter fokaler Ischdmie kein Effekt auf das Infarktvolumen und das neurologische Defizit
(Xiong 2000). Diese Arbeitsgruppe untersuchte weiter die Abhédngigkeit des Effektes von der
Anzahl der Tage der hyperbaren Prikonditionierung. Es stellte sich heraus, dass die Therapie
tiber 5 Tage wirksamer war, als eine Therapie iiber 3 Tage.

Ostrowski und Kollegen untersuchten den prikonditionierenden Effekt von hyperbarem
Sauerstoff in einem globalen Ischdmiemodell bei Ratten. Sie fanden heraus, dass die
Prikonditionierung in ihrem Modell ebenso zur Ischidmietoleranz fiihrt. Dariiber hinaus fand sich
eine funktionelle Verbesserung und eine geringere Mortalitét der Tiere (Ostrowski 2007).
Ebenfalls in einem globalen Ischdmiemodell zeigten Hirata und Kollegen eine
Toleranzentwicklung durch Prikonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff. Interessanterweise
wandten diese genau dasselbe Prikonditionierungsprotokoll wie wir an und untersuchten die
Neuronendichte 1m  Hippokampus nach  unterschiedlichen Intervallen zwischen
Prikonditionierung und schddigender Ischdmie. Es fand sich ein Maximum der Ischidmietoleranz
bei einem Intervall von 12 Stunden. Bei einem Intervall von 72 Stunden hingegen fand sich kein
Effekt mehr (Hirata 2007).

Eine Studie bei der spinalen Ischimie bei Kaninchen zeigte, dass sowohl ein geringeres
neurologisches Defizit als auch eine groere Anzahl normaler spinaler Neurone nach vorheriger
Behandlung mit hyperbarem Sauerstoff zu finden sind. Zusitzlich wurde in dieser Studie
gezeigt, dass kein solcher Effekt bei hyperbarer Behandlung unter normalem Sauerstoffgehalt

vorhanden ist (Dong 2002).

Bei der postischimischen Anwendung von hyperbarem Sauerstoff bei transienter fokaler
zerebraler Ischdmie der Ratte, zeigt sich eine Reduktion des Infarktvolumens und eine
Verbesserung des funktionellen Outcomes. Diese Wirkung existiert bei Exposition 3 bzw. 6
Stunden nach Beginn der Reperfusionsischdmie. Bei Anwendung spiter als 6 Stunden nach dem
ischdmischen Ereignis und Reperfusion konnte keine Wirkung mehr nachgewiesen werden. Eine

Wirksamkeit bei permanenter fokaler zerebraler Ischimie fand sich iiberhaupt nicht (Lou 2004;
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Badr 2001).

In einer anderen tierexperimentellen Studie konnte hingegen mittels
Magnetresonanztomographie gezeigt werden, dass die postischimische Anwendung von
hyperbarem Sauerstoff auch in einem permanenten Ischimiemodell die InfarktgroBBe reduziert
und das funktionelle Outcome verbessert (Schibitz 2004).

Eine weitere Arbeitsgruppe untersuchte den Effekt von normo- und hyperbarem Sauerstoff nach
permanenter fokaler zerebraler Ischimie von Mdiusen (Veltkamp 2006). Dabei wurden zwei
unterschiedliche Techniken zur Ischimieerzeugung genutzt. Im Ergebnis fiihrte hyperbarer,
geringer auch normobarer Sauerstoff zwar zur Infarktvolumenreduktion bei lokaler Koagulation
der A. cerebri media. Bei Verschluss der A. cerebri media durch ein Fadenmodell zeigte sich
jedoch kein Effekt in diesem permanenten Ischdmiemodell. Daraufhin wurde in einer
Versuchsgruppe eine Reperfusion durchgefiihrt, die wieder zur Infarktvolumenreduktion fiihrte.
Die Autoren diskutierten schlussfolgernd, dass der Unterschied durch die unterschiedlichen
Techniken (Astverschluss versus kompletter Verschluss der A. cerebri media) zu erkliren sein
kann. Kritisch anzumerken ist jedoch, dass unterschiedliche Endpunkte (7 Tage versus 24

Stunden) zur Infarktvolumenmessung in den beiden Ischdmiemodellen angewandt wurden.

Zusammengefasst ist den obigen Untersuchungen und unseren Ergebnissen folgend zu vermuten,
dass hyperbarer Sauerstoff durchaus zur Ischdmietoleranz fiihrt. Diese kann nach bisheriger
Studienlage sowohl durch hyperbaren Sauerstoff als prikonditionierender Stimulus, als auch bei
Anwendung nach der Ischimie mit einem Zeitfenster von maximal 6 Stunden hervorgerufen
werden. Dieser Effekt scheint aber bisher nur inkonstant und eher gering ausgeprégt zu sein. Er
scheint dariiber hinaus von vielen unterschiedlichen Faktoren (z.B. Spezies und Rasse,
Ischimiemodell, Dauer und Intensitit der Prékonditionierung, Intervall zur schiddigenden
Ischimie) beeinflusst zu werden.

Weitere  unterschiedliche  Prikonditionierungsintervalle ~ und  Verdnderungen  der
Prikonditionierungsdauer sowie —parameter wurden weder von uns, noch von anderen
Arbeitsgruppen untersucht. Ebenso findet sich derzeit keine weitere Literatur zum Einfluss
unterschiedlicher Ischimiemodelle und unterschiedlicher Intervalle zwischen Prikonditionierung
und schiddigender Ischdmie. Weiterfithrende Studien unter Beachtung dieser Aspekte konnten
eine Optimierung des Konzeptes der Prikonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff mit sich

bringen.
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Da es sich bei der hyperbaren Sauerstoffbehandlung — im Vergleich zu anderen Modellen - um
eine milde Form des prikonditionierenden Stresses handelt und die Wirksamkeit ausreichend gut
belegt ist, stellte sich uns die Frage der zugrundeliegenden zelluliren und molekularen
Mechanismen. Wie ldsst sich die Entstehung der Ischidmietoleranz bei hyperbarer
Sauerstofftherapie erkldren? Spielt oxidativer Stress eine Rolle und welche weiteren

Transduktoren bzw. Effektoren der Ischimietoleranz lassen sich moglicherweise finden?

Hyperbarer Sauerstoff fiihrt zu einem Anstieg freier Sauerstoffradikale (Yusa 1987). Jerret
beschrieb bereits 1973 die vermehrte Bildung von Hydrogenperoxid bei Exposition mit
hyperbarem  Sauerstoff (Jerrett 1973). Piantadosi und Tatro bestimmten die
Hydrogenperoxidkonzentration in unterschiedlichen Hirnregionen nach Exposition mit
hyperbarem Sauerstoff anhand der Katalase-Aktivitdit und fanden einen Anstieg der
Hydrogenperoxidformation als Ausdruck vermehrt entstehender freier Radikale (Superoxid-
Radikal) bei exponierten Ratten (Piantadosi und Tatro 1990). Oter und Kollegen untersuchten
den Effekt von hyperbarem Sauerstoff in unterschiedlichen Geweben. In der Lunge, in
Erythrozyten und im Gehirn fand sich ein Anstieg von Thiobarbiturat-Reaktionsprodukten
bereits bei 100% Sauerstoff unter atmosphirischem Luftdruck und darauffolgend bei bis zu 3
Atmosphiren ansteigenden Druckwerten. Vermehrte Thiobarbitursdure-Reaktionsprodukte als
Marker fiir freie Radikale fanden sich auch bei hyperbaren Bedingungen (3 Atmosphiren) und
Raumluft im Gehirn. Zusitzlich fand sich ein Anstieg der Aktivitit der Superoxiddismutase in
allen 3 Geweben unter hyperbarem Sauerstoff (Oter 2005). In den folgenden Studien zeigte die
Arbeitsgruppe weiter, dass diese Effekte von hyperbarem Sauerstoff in Abhédngigkeit zur
Expositionsdauer stehen (Oter 2007, Korkmaz 2008).

Dass hyperbarer Sauerstoff zur Bildung freier Radikale fiihrt, lieB sich auch in unseren
Versuchen bestétigen: bereits am Tag 1 der Prikonditionierung zeigte sich ein deutlicher Anstieg
des Malondialdehydgehalts, der dann am Tag 5 der hyperbaren Sauerstoffbehandlung wieder
nahezu auf Normalwerte abgefallen war. Moglicherweise findet sich ein Maximum des Anstiegs
zwischen dem ersten und dem fiinften Priakonditionierungstag. Auch hier existieren bisher leider
keine Untersuchungen zum genauen zeitlichen Verlauf des Anstiegs freier Radikale. Ebenso
fanden sich in der Literatur keine ausfiihrlichen Angaben zur entstchenden Menge freier
Radikale bei Anwendung unterschiedlicher Prikonditionierungsprotokolle (z.B. Variationen des
Drucks, der Zeit und der Frequenz). Nur die oben bereits angefiihrte Untersuchung von Korkmaz
zeigte einen Einfluss der Expositionsdauer auf die Menge entstehender freier Radikale und

antioxidativer Enzyme (Anstieg der Superoxiddismutase).
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Als weiterer Schritt wurde auch von uns die antioxidative Kapazitit nach der Priakonditionierung
mit hyperbarem Sauerstofftherapie untersucht. Es fand sich in unseren Versuchen, leider nur als
Trend, eine vermehrte Aktivitdit der Mangan-Superoxiddismutase und Katalase bei den
prikonditionierten Tieren. Die Relevanz dieser beiden Enzyme in der Entstehung der
Ischdmietoleranz in unserem Modell und der zeitliche Verlauf veridnderter Enzymaktivititen sind
aber noch vollkommen unklar. Zur genaueren Beurteilung wéren hier ebenfalls weitere
Untersuchungen notwendig. Die Aktivitit der Kupfer/Zink-Superoxiddismutase hingegen wurde
durch hyperbaren Sauerstoff in unserem Modell nicht beeinflusst.

Ahnliche Ergebnisse konnte auch die Arbeitsgruppe von Wada zeigen. Sie fanden nach
Prikonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff nur eine verinderte Expression der Mangan-
Superoxiddismutase in ithrem globalen Ischimiemodell (Wada 2000). In der fokalen zerebralen
Ischémie steht dieser Nachweis bisher aus.

Weitere Hinweise auf eine Verdnderung antioxidativer Mechanismen nach hyperbarer
Sauerstofftherapie ergeben sich aus anderen Organen bzw. Geweben: In einem Modell der
spinalen Ischdmie bei Hasen fand sich nach Prikonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff eine
verstirkte Aktivitdt der Katalase und Superoxiddismutase (Nie 2005). Bei myokardialer
Ischamie von Ratten wurde eine erhohte Genexpression und Enzymaktivitit der Katalase nach
Prikonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff nachgewiesen (Kim 2001). In beiden Versuchen
konnte der Effekt durch einen Katalase-Inhibitor und bei dem spinalen Ischdmiemodel zusétzlich
durch Gabe von Dimethylthiourea, einem unspezifischen Radikalfinger antagonisiert werden.
Insgesamt konnten unsere und die Ergebnisse anderer Versuchsgruppen somit auf die mogliche
Funktion antioxidativer Enzyme als ein weiterer Schritt der Signaliibertragung in der Entstehung

einer Ischiamietoleranz hinweisen.

Die wichtige Funktion freier Radikale und antioxidativer Mechanismen bei der
Toleranzentstehung bei zerebraler Ischidmie wird auch durch weitere
Prikonditionierungsversuche unterstiitzt. Weisbrot-Lefkowitz und Mitarbeiter konnten in einem
Reperfusionsmodell bei transgenen Miusen, die die intrazellulire Gluthationperoxidase
tiberexprimieren zeigen, dass eine Ischimietoleranz entsteht. Dabei wurden zudem ein
verminderter nekrotischer sowie apoptotischer Zelltod und eine verminderte Gliaaktivierung
beobachtet (Weisbrot-Lefkowitz 1998, Ishibashi 2002). Durch eine exogene, speziell konjugierte
Superoxiddismutase und durch die vermehrte Expression dieses enzymatischen Radikalfingers

in transgenen Miusen ldsst sich ebenso bei transienter fokaler zerebraler Ischidmie
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(Reperfusionsischdmie) eine Neuroprotektion im Tierexperiment erreichen (Chan 1996). Bei
permanenter fokaler zerebraler Ischimie hingegen konnte kein neuroprotektiver Effekt der
Kupfer-Zink-Superoxiddismutase nachgewiesen werden (Chan 1996; Fujimura 2001). Warner
schlussfolgerte in einem Review-Artikel, dass die Kupfer-Zink-Superoxiddismutase eher eine
Rolle in der Reperfusionsischdmie zu spielen scheint, was auch den fehlenden Anstieg der
Enzymaktivitit in unseren Versuchen erklidren kann (Warner 2004). Demgegeniiber scheint die
Mangan-Superosxiddismutase sowohl eine Rolle in der Reperfusions- (Kim 2002) als auch in
der permanenten fokalen zerebralen Ischimie (Murakimi 1998) zu spielen.

Weiter unterstiitzt wird diese Rolle des oxidativen Stresses in der Pathophysiologie der fokalen
zerebralen Ischdmie und der Entstehung einer Ischdmietoleranz durch Versuche an Knockout-
Tieren. Bei Fehlen genetischer Informationen zur Bildung der Superoxiddismutasen kommt es
zur InfarktvolumenvergroBerung und Verschlechterung des neurologischen Defizits (Mikawa
1995, Kondo 1997). Auch hier scheint bzgl. der Kupfer-Zink-Superoxiddismutase die
Reperfusionsischiamie eine entscheidende Voraussetzung zu sein, da der Effekt im permanenten

fokalen zerebralen Ischdmiemodell nicht nachweisbar ist (Fujimura 2001).

Fujimura et al. konnten weiter zeigen, dass die zytosolische Kupfer-Zink-Superoxiddismutase
eine Rolle bei der Membranpermeabilitit der Mitochondrienmembran fiir Zytochrom C, das
seinerseits als Aktivator der intrinsischen Signalgebung der Apoptose wirkt, bei der
Reperfusionsischdmie zu spielen scheint (Fujimura 2000). Existieren moglicherweise dhnliche
Interaktionen fiir andere Antioxidantien bzw. besteht eine Interaktion zwischen freien Radikalen
und der Apoptose und finden sich diese Phinomene auch bei fehlender Reperfusion?

Auf der Ebene der Antioxidantien konnte Fujimuras Arbeitsgruppe bei transienter (Noshita
2001) und permanenter (Fujimura 1999) fokaler zerebraler Ischiamie bei knockout-Miusen,
denen das Gen fiir die Mangan-Superoxiddismutase fehlte, eine vermehrte Freisetzung von
Zytochrom C und konsekutiv verstirkte DNA-Fragmentierung bzw. Kaspase 9-Inaktivierung
nachweisen. Dementsprechend scheint auch die Mangan-Superoxiddismutase im transienten und
permanenten Ischdmiemodell die Zytochrom C-Freisetzung in das Zytosol und damit die
Apoptose zu regulieren. In kultivierten Neuronen transgener Miduse und in der Leber von
transgenen Tieren selbst wurde nachgewiesen, dass eine vermehrte Expression der
Gluthationperoxidase zur verminderten Aktivierung der Kaspase 3 und zur Inhibition der
Apoptose fiithrt (Ran 2004 und 2006). Dabei scheint vorhergehend auch die verdnderte
Freisetzung von Zytochrom C eine Rolle zu spielen (Ran 2004). Die enzymatischen

Radikalfidnger Kupfer-Zink- und Mangan-Superoxiddismutase sowie die Gluthationperoxidase
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scheinen demzufolge einen regulierenden Einfluss iiber die verinderte Zytochrom C-Freisetzung
bei der intrinsischen Aktivierung der Apoptose zu haben.

Auf der Ebene nichtenzymatischer moglicher Interaktionen konnte fiir Peroxynitrit gezeigt
werden, dass es in geringer Konzentration einen neuroprotektiven Effekt iiber die Veridnderung
an den Todesrezeptoren bei der extrinsischen Aktivierung der Apoptose ausiibt (Bolanos 2004).
In einem Modell der traumatischen Hirnschiddigung hingegen fanden sich Hinweise auf eine

Kaspase-3-Inhibierung durch direkte chemische Verinderung an der Protease (Lau 2006).

Inwiefern es durch Prikonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff durch die erhohte Aktivitét
der Mangan-Superoxiddismutase und Katalase zur moglichen Inhibition der intrinsischen
Aktivierung der Apoptose kommt ist von uns nicht untersucht worden. Hingegen beschiftigten
sich Wada und Mitarbeiter in ihrem globalen Ischimiemodell der Wiistenrennmaus etwas
ausfiithrlicher mit den zugrunde liegenden Mechanismen der Ischdmietoleranz nach hyperbarer
Prikonditionierung. Sie fanden nach der Behandlung mit hyperbarem Sauerstoff nicht nur einen
Anstieg der Immunreaktivitdt fiir die Mangan-Superoxiddismutase sondern zusétzlich eine
vermehrte Expression des antiapoptotischen Gens Bcl-2 (Wada 2000 und 2001). Weitere
Untersuchungen zur moglicherweise verdnderten Expression der Bcl-Genfamilie nach
hyperbarer Sauerstoff-Prikonditionierung und daraus eventuell resultierenden Verdnderungen
der Signalkaskade bei zerebraler Ischiimie fanden sich in der Literatur nicht. Eine aktuelle Studie
untersuchte aber die Wirkung von hyperbarem Sauerstoff auf diese Gene bei postischdmischer
Anwendung. Sie fanden eine vermehrte Expression von Bcl-2 im Hippokampus von Ratten nach
fokaler zerebraler Ischimie (Huang 2007). Zusitzlich fand sich eine verminderte Expression der
HIF-1 alpha-Untereinheit, die in der Regulation von Transkriptionsvorgingen verschiedener
Enzyme eine Rolle spielt. Andere Arbeitsgruppen konnten in Zelllinien zeigen, das Bcl-2 und
Bcl-x dhnlich den Superoxiddismutasen einen regulierenden FEinfluss auf die Apoptose-
Aktivierung ausiiben (Yang 1997, Rosse 1998). Dabei scheint die Apoptose-inhibierende
Wirkung des Bcl-x durch direkte Bindung an Zytochrom C im Mitochondrium (Kharbanda
1997) und des Bcl-2 durch Verdnderungen an einem fiir Zytochrom C durchldssigen Ionenkanal
der Mitochondrien (Marzo 1998) zu entstehen. Ein weiterer Effekt von hyperbarem Sauerstoff
hinsichtlich der Beeinflussung apoptotischer Vorgidnge bei globaler zerebraler Ischimie wurde
von Ostrowski und Mitarbeitern untersucht. Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass es zu einer
verminderten p38-Immunreaktivitit und erhohter Expression von BDNF kommt. Zusitzlich

fanden sie Hinweise auf eine Beeinflussung frither apoptotischer Vorginge (Ostrowski 2007).
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Aus den oben genannten Erkenntnissen leitet sich die Frage her, ob die Beeinflussung
apoptotischer Vorginge der oder ein moglicher gemeinsamer Endweg neuroprotektiver
Mechanismen sein konnte? Fungiert z.B. oxidativer Stress als die oder eine mogliche Schaltstelle
zwischen Zelltod und Uberleben der Zelle bei der Apoptose-Aktivierung? Diese Fragen bleiben
zundchst noch unbeantwortet. Da aber die Entstehung einer Ischidmietoleranz bzw. die
Neuroprotektion vor allem in der Penumbra eine grof3e Rolle spielt, ist es sehr gut moglich, dass
Neuroprotektion durch Apoptose-regulierende Mechanismen hervorgerufen wird.

Li und Mitarbeiter untersuchten nimlich den zeitlichen Verlauf apoptotischer Vorginge nach
transienter fokaler Ischimie der Ratte und fanden dabei heraus, dass in der Grenzzone des
ischdmischen Infarktes eine vermehrte DNA-Fragmentierung und zunehmende Anzahl
apoptotischer Zellen bereits Y2 Stunde nach dem Infarkt, mit einem Maximum bei 24 bis 48
Stunden und dann anhaltend bis zu 4 Wochen auftritt. Dabei handelte es sich in der
tiberwiegenden Anzahl um apoptotische Neuronen, geringer um Astrozyten und Endothelzellen
(Li 1995). Auch die der Apoptose vorausgehende Kaspase-Aktivierung ist in der Literatur
ausreichend fiir die zerebrale Ischdmie belegt (Benchoua 2001). Dabei spielen sowohl die ex-
und intrinsische Kaspase-Aktivierung als auch Kaspase-unabhéngige Signalkaskaden eine Rolle
(Ferrer 2003). Bei der ex- und intrinsischen Kaspase-Aktivierung kommt der Kaspase 3 eine
entscheidende Rolle zu, deren vermehrte Expression zu gréferen Infarktvolumina fiihrt und
deren Inhibition zur Infarktvolumenreduktion fiihrt (Kerr 2004; Endres 1998). In einem
Prikonditionierungsmodell konnte gezeigt werden, dass der Kaspase 3 eine zentrale Rolle in der
Induktion der Ischdmietoleranz in diesem Modell zukommt und das dariiber hinaus die
Aktivierung der Kaspase 3 durch einen Radikalfinger aufgehoben wurde (McLaughlin 2003).
Freie Radikale und die antioxidative Kapazitit einer Zelle konnten eine solche Regulator-
Funktion in den Signalkaskaden des Zelltodes innehaben. Versuche mit transgenen Tieren
erhirten diese Vermutung, da es bei Superoxiddismutase-iiberexprimierenden Tieren zu einem
Schutz durch Beeinflussung der Kaspase-Aktivierung und bei Superoxiddismutase-defizienten
Tieren zu einer Verstirkung des ischimischen Schadens kommt. (Sugawara 2002; Murakami

1998).

AbschlieBend mochte ich festhalten, dass freie Radikale und antioxidative Mechanismen nicht
nur in unseren Untersuchungen eine Schliisselfunktion in der Erzeugung der Ischdmietoleranz
innehaben. Welche weiteren Signalwege, Gene und Genprodukte und letztendlich Effektoren
jedoch in der Toleranzentstehung eine Rolle spielen ist weiter nur inkomplett entschliisselt.

Anhand unserer Daten und der Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen scheint die weitere Forschung
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auf dem Gebiet der Ischidmietoleranz durch Prikonditionierung im Hinblick auf eine effiziente
Neuroprotektion sehr sinnvoll. Neuroprotektive Therapien sind trotz bisheriger klinischer
Misserfolge weiter ein vielversprechendes Konzept der Zukunft. Grundlage dieser Therapien ist
die fortgehende Untersuchung der Pathomechanismen der zerebralen Ischimie sowie die
genauere Charakterisierung protektiver und destruktiver Prozesse. Obwohl bereits deutliche
Fortschritte in den letzten Dekaden zu verzeichnen sind, bleibt die Pathophysiologie der
zerebralen Ischdmie ein komplexer Prozess, der weiterer Forschung zur Aufdeckung der
Signalkaskaden bedarf. Das Verstindnis von Zelltod und Uberleben der Zelle setzt die
Dechiffrierung der letztendlich zur Neuroprotektion fithrenden intrazelluldren Signale und
Signalwege voraus. Gelingt es diese exakter zu charakterisieren, gelingt es uns hoffentlich in der

Zukunft effektivere Therapien fiir Hirninfarktpatienten zu entwickeln.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die effektive Behandlung von Hirninfarktpatienten bereits vor oder wihrend des Akutereignisses
hat entscheidenden Einfluss auf die Prognose der Patienten. Vor dem klinischen Hintergrund,
dass die frithzeitige Behandlung des Hirninfarktes limitiert ist, wurden in den letzten Jahrzehnten
die Pathomechanismen der zerebralen Ischimie sowie neuroprotektive Mechanismen intensiv
erforscht.

In dieser Arbeit wurde tierexperimentell untersucht, ob eine hyperbare Sauerstofftherapie im
fokalen zerebralen Ischimiemodell eine Ischdmietoleranz hervorruft und was die
zugrundeliegenden Mechanismen sind. Deshalb wurden Wistar-Ratten einer permanenten
fokalen zerebralen Ischiamie unterzogen, nachdem sie an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen mit
hyperbarem Sauerstoff prikonditioniert wurden. Verglichen wurden dabei unbehandelte
Kontrollen und hyperbar priakonditionierte Tiere. Weiter beurteilt wurde der Effekt von reinem
Sauerstoff und der Effekt des nichtenzymatischen Radikalfingers Dimethylthiourea.
Ausgewertet wurden das Infarktvolumen, die Entstehung freier Radikale und das Verhalten
enzymatischer Radikalfinger. Als Ergebnis fand sich eine ca. 30%ige Reduktion des
Infarktvolumens bei den hyperbar prikonditionierten Tieren. Zusitzliche kam es zu einem
Anstieg freier Radikale im Hirngewebe der prikonditionierten Tiere und zu einem tendenziellen
Anstieg der enzymatischen Radikalfinger Mangan-Superoxiddismutase und Katalase. Dieser
Effekt konnte durch den nichtenzymatischen Radikalfanger komplett aufgehoben werden, was
fiir die entscheidende Rolle der freien Radikale in diesem Modell spricht. Eine Schidigung durch
hyperbare Sauerstofftherapie im Hirngewebe unbehandelter Ratten fand sich nicht.

Wir konnten somit in diesem Tiermodell der fokalen zerebralen Ischimie erstmals zeigen, dass
die Behandlung mit hyperbarem Sauerstoff zur vermehrten Bildung freier Radikale fiihrt. Uber
weitere, uns bisher noch unbekannte Mechanismen kommt es initiiert durch den oxidativen
Stress zur Ischidmietoleranz und damit Neuroprotektion in diesem Modell. In Zusammenschau
unserer Ergebnisse und der Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen spielen hier aufler oxidativem
Stress vermutlich weitere Signalgeber und Signalwege eine Rolle. Vorstellbar ist, dass durch
verschiedene Mechanismen ein gemeinsamer Endweg aktiviert wird, der zur Neuroprotektion
fiihrt. Moglicherweise spielen hier apoptose-regulierende Vorginge gefolgt von einer Inhibition
apoptotischer Vorginge, vor allem in der Penumbra der zerebralen Ischimie, eine wichtige
Rolle. Die weitere Erforschung dieser komplexen Kaskade von Ereignissen, die zur

Ischdamietoleranz und Neuroprotektion fiihren, ist eine Herausforderung fiir die Zukunft.
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8. Anhang

8.1. Abkiirzungsverzeichnis

3-NPA

ANOVA
AMPA
ATA
ATM
ATP
BDNF

DNA
DMTU
GSH
GSSG
i
H,O
H,0,
HO,e
HBO
HIF

N.
NAD
NADP, NADPH
NMDA
NOQOe
NO,e
M.
MDA
MRT
0O,

3-Nitropropionsiure

Arteria

analysis of variance
o-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionsiure
technische Atmosphére mit dem Bezugspunkt Null
Atmosphire mit dem Bezugspunkt des Luftdrucks
Adenosintriphosphat

brain-derived neurotrophic factor

Celsius

Desoxyribonukleinsdure

Dimethylthiourea

Gluthation

Glutathiondisulfid

Wasserstoff

Wasser

Hydrogenperoxid

Perhydroxyl-Radikal

hyperbaric oxygenation

hypoxia inducible factor

Nervus

Nicotinamidadenindinukleotid
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat
N-Methyl-D-Aspartat

Stickoxid

Nitrogendioxid

Musculus

Malondialdehyd

Magnetresonanztomographie

Sauerstoff
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O,
OHe
PARP
PET
RNA
SAB
SPECT

VS.

Superoxid

Hydroxyl-Radikal
Poly-(ADP-Ribose-)Polymerase
Positronen-Emissions-Tomographie
Ribonukleinsédure

Subarachnoidalblutung

Single Photon Emission Computed Tomography
Vena

VErsus
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8.2. Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht veroffentlicht.

53
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