Aus der Klinik fiir Andsthesiologie und Operative Intensivimedizin
der Universitdt zu Kéln

Direktor: Universitidtsprofessor Dr. med. B. W. Bottiger

Fazilitierte Hypothermie
durch Dopamin- und Serotonin-Agonisten

nach Herz-Kreislauf-Stillstand im Rattenmodell

Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwiirde
der Hohen Medizinischen Fakultit

der Universitit zu Kéln

vorgelegt von
Andreas Schneider
aus Bad Friedrichshall

promoviert am 30. Juli 2012



Dekan: Universitétsprofessor Dr. med. Dr. h.c. Th. Krieg
1. Berichterstatter: Privatdozent Dr. med. P. Teschendorf

2. Berichterstatter: Privatdozent Dr. med. Y.-H. Choi

Ich erkldre hiermit, dass ich die vorliegende Dissertationsschrift ohne unzulédssige Hilfe
Dritter und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe; die
aus fremden Quellen direkt oder indirekt iibernommenen Gedanken sind als solche kennt-
lich gemacht.

Bei der Auswahl und Auswertung des Materials sowie bei der Herstellung des Manuskriptes
habe ich Unterstiitzungsleistungen von folgenden Personen erhalten: Privatdozent Dr. med.
Peter Teschendorf, Privatdozent Dr. med. Erik Popp.

Weitere Personen waren an der geistigen Herstellung der vorliegenden Arbeit nicht betei-
ligt. Insbesondere habe ich nicht die Hilfe einer Promotionsberaterin / eines Promotionsbe-
raters in Anspruch genommen. Dritte haben von mir weder unmittelbar noch mittelbar
geldwerte Leistungen fiir Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vor-
gelegten Dissertationsschrift stehen.

Die Dissertationsschrift wurde von mir bisher weder im Inland noch im Ausland in gleicher

oder dhnlicher Form einer anderen Priifungsbehérde vorgelegt.

-

Koln, den 15. Februar 2012 k/\_j\

I1



Die urspriingliche Idee zu dieser Arbeit hatte Herr Privatdozent Dr. med. Erik Popp. Das
endgiiltige Studiendesign wurde von ihm zusammen mit Herrn Privatdozent Dr. med. Peter
Teschendorf, Herrn Dr. rer. medic. Peter Vogel und mir selbst ausgearbeitet.

Sidmtliche Tierversuche habe ich nach einer Einarbeitung durch Herrn Dr. Popp und Herrn
Dr. Teschendorf selbststindig zusammen mit dem medizinisch-technischen Assistenten
Herrn Roland Galmbacher durchgefiihrt. Das Tiermodell des elektrisch induzierten Herz-
Kreislauf-Stillstands war in der Arbeitsgruppe bereits etabliert. Neu war die langerfristige
telemetrische Temperaturiiberwachung sowie die feedback-gesteuerte Warmung der Tiere.
Dieses System wurde von mir aufgebaut.

Die histologischen Praparate wurden vom medizinisch-technischen Assistenten Herrn Klaus
Stefan angefertigt. Die Auswertung dieser Praparate erfolgte durch mich.

Sdmtliche gewonnenen Rohdaten wurden durch mich ausgewertet und zusammengefasst.

I1



Ich danke

Herrn Privatdozent Dr. med. Peter Teschendorf fiir die ausgezeichnete Betreuung meiner
klinischen und wissenschaftlichen Ausbildung,

Herrn Privatdozent Dr. med. Erik Popp fiir die theoretische und praktische Anleitung wih-
rend ungezdhlter Stunden im Labor,

Herrn Dr. rer. medic. Peter Vogel fiir die konstruktiven Beitrdge zu dieser Arbeit,

Herrn Universitdtsprofessor Dr. med. Bernd W. Béttiger fiir das Vertrauen, das er mir von
Anfang an entgegengebracht hat,

Herrn Roland Galmbacher fiir den unermiidlichen Einsatz im Labor, ohne den diese Arbeit
ganz sicher nicht hitte stattfinden kénnen,

Herrn Klaus Stefan fiir die hervorragende Arbeit bei der Herstellung der histologischen
Prdparate,

Frau Professor Dr. med. vet. Anja Sterner-Kock, Ph.D. fiir das Mikroskop in ihrem Biiro, das
ich freundlicherweise benutzen durfte,

allen bereits erwdhnten Personen fiir die unheimlich nette Atmosphédre im Team und den
SpaR bei der Arbeit,

meinen Eltern fiir die Unterstiitzung wihrend meiner Ausbildung, ohne die ich heute nicht

dort wire, wo ich bin.

v



1.1.
1.2
1.3.
1.4.

1.5.

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

3.8.

EINLEILUNG cuvverreererrrrnsssssssesssssssssssassssssssssssssssesssssesssassssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssassssssssssssassasss 6

Epidemiologie, Klinik und Pathophysiologie des Herz-Kreislauf-Stillstands..................... 6
Therapeutische Hypothermie ..o 7
Aspekte der Thermoregulation..........cceeeeieirreeinieinsinieissieisissisississs s isssssssssassses 8
Experimentelle Modelle des Herz-Kreislauf-Stillstands ...........ccecevververrrsrvvinreinnnissirnnnnnns 9
Fragestellung dieSer ATDEIL ....cvvueveivrirreiirisisisieisisis st ess s s iss s s s s sasssanes 10
PUDLKALION covovevvierenreiisnessrnnnssnasssssessssssssssssssssssssssssssasssssssssassssssassasssssssssassssssassassssssassassssssassasssss 12
DISKUSSION ..vvovverreresssnianssssssssasssssssassssssssasssssasssssssssasssssssssasssssissassssssassassssssassassssssassassssssassasssss 24
UDBETDIICK wavvoveieriarierissiieiiss sttt ssssssssssssssssssesssssssssnnses 24
Spontane Hypothermie und kontrollierte Normothermie..........ococovvvvrrrrrverrrrrrrirnennne, 24
Mechanismen der spontanen HYPOtRErMie ........cccvvevrrevrrirrsirrenisinssssisnasisssssssssssssenens 26
D,- und 5-HT, -faziliterte HYPOthermie .........coeveuveureeuneurieineirinieiseieeeiseisieiseieiseiseasinsanns 28
Regulierte und fazilitierte Hypothermie beim Menschen.........cocveveevveveereereereencinieninnnnes 30
OULCOIME AET TIETE .uvvrvveverircirieisieisisssssisssssasssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssassans 31
Methodische EiNSChIANKUNGEN .......cvveevevrririeisrinissisissisisississsississsssssasssssssassssssassessssassosens 34
Schlussfolgerungen dieSer ArDEit.......overvrierrirrieriririsisssiisisssss s ssas s sesans 34
ZUSAMIMENTASSUIIG cv.cvovvrevereeresaresssssssssssssssssssssasssssssssassssssssssssssssssssssssssessssssssssasssssassssssssssasses 36
LIiteratUrVerZEICHNIS ... ccuvverresrurisrinsanississssssssssssssasssssssssasssssissassssssassassssssassassssssassassssssassasssss 37
LEDENSIAUL......cocvererrerersrirarsessrsesssisssssesesssessrasesssasesssasessasesssssssasssssssssssssssssessesseasesseassasens 55



1. Einleitung

1.1. Epidemiologie, Klinik und Pathophysiologie des Herz-Kreislauf-Stillstands

Bei schitzungsweise 300 000 Menschen werden jedes Jahr in der Europdischen Union auf-
grund eines aullerklinischen Herz-Kreislauf-Stillstands Wiederbelebungsmallnahmen ein-
geleitet (9, 15, 22). Bei optimaler Versorgung kann bei 40-50 % der Patienten ein Spontan-
kreislauf wiederhergestellt werden. Von diesen initial stabilisierten Patienten versterben
jedoch nochmals bis zu 75 % in den folgenden Tagen.

Ursdchlich fiir die hohe Mortalitdt sind Schdden an verschiedenen Organsystemen bedingt
durch die globale Ischdmie und anschlieRende Reperfusion. Besonders empfindlich ist dabei
das Gehirn, in dem sich nach einem Herz-Kreislauf-Stillstand in sog. selektiv vulnerablen
Regionen ein verzogerter Untergang von Neuronen beobachten ldsst, etwa im CA-1-Sektor
des Hippokampus, im Nucleus reticularis thalami oder in bestimmten Schichten des Kortex
(26, 34, 51, 95, 101, 146). Tatsiachlich kann auch klinisch zumindest nach auRerklinischem
Herz-Kreislauf-Stillstand die hohe Letalitdt in erster Linie der zerebralen Schiadigung zuge-
schrieben werden (90), nach innerklinischem Stillstand dominiert ein Multiorganversagen.
Bei iiberlebenden Patienten lassen sich durch neuropsychologische Tests in immerhin 40-
50 % der Fille dauerhafte Beeintrachtigungen kognitiver Funktionen wie Gedédchtnis, Auf-
merksamkeit und Exekution nachweisen (93, 129, 149).

Neben der zerebralen Schiadigung lédsst sich nach einem Herz-Kreislauf-Stillstand eine re-
versible systolische und diastolische myokardiale Dysfunktion (33, 80, 89, 104, 130), eine Ak-
tivierung von Leukozyten und Komplementsystem mit vermehrter Zytokinfreisetzung (2,
25, 105, 143) sowie eine Aktivierung der Blutgerinnung ohne gleichzeitige Stimulation der
endogenen Fibrinolyse (3, 24) nachweisen. Negovsky prégte in den 1960-er Jahren fiir die

Gesamtschau dieser sich gegenseitig beeinflussenden Phianomene den Begriff der Postre-
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animationskrankheit (106), die neuere Literatur spricht vom Post-Kreislaufstillstands-

Syndrom (108).

1.2. Therapeutische Hypothermie

Die therapeutische Hypothermie wurde bereits in den spdten 1950-er Jahren als neuropro-
tektive Strategie nach einem Herz-Kreislauf-Stillstand angedacht (14, 126, 154), aufgrund
der damals noch vergleichsweise eingeschrankten Moglichkeiten der Intensivmedizin aber
wieder verlassen.

In den 1980-er Jahren wurden dann zunichst die tierexperimentelle (30, 31, 70, 91), spater
auch die klinische Erforschung der therapeutischen Hypothermie (19, 44, 156, 159) wieder
aufgenommen. Inzwischen liegen zwei randomisierte klinische Studien vor: Bei komatdsen
erwachsenen Patienten nach einem auBerklinischen Herz-Kreislauf-Stillstand mit Kammer-
flimmern verbessert eine Hypothermie von 32-34 °C Korpertemperatur iiber 12-24 Stunden
sowohl das Uberleben wie auch das neurologische Outcome (18, 73). Seit 2003 wird der Ein-
satz der therapeutischen Hypothermie daher von den internationalen Reanimationsleitli-
nien klar empfohlen (42, 43, 107). Beobachtende Datenerhebungen aus dem Zeitraum seit
der Einflihrung, gewissermalen ,,Phase-IV-Studien“ zur Hypothermie, konnten deren Nut-
zen weiter untermauern (55, 111, 150).

Die therapeutische Hypothermie wirkt iiber ein ganzes Potpourri an physiologischen Effek-
ten. Zunéchst einmal vermindert eine Temperaturreduktion die Stoffwechselrate und damit
den zerebralen Sauerstoffbedarf (59). Desweiteren findet sich unter Hypothermie eine Ab-
nahme reaktiver Sauerstoffspezies (69) und exzitatorischer Aminosduren (16, 58). Die
Hemmung von Gerinnungskaskaden (155) und Entziindungsreaktionen (4) konnte die ze-
rebrale Reperfusion verbessern. SchlieBlich beeinflusst die Hypothermie die Genexpression
in komplexer Weise, so werden etwa der Wachstumsfaktor Brain-derived neurotrophic fac-

tor (BDNF) oder das antiapoptotische Protein Bcl-2 vermehrt exprimiert (39, 41), wahrend

EINLEITUNG 7



das proapoptotische Protein Bax oder die Matrixmetalloproteinase 9 supprimiert werden

(41, 139).

1.3. Aspekte der Thermoregulation

Zur Einleitung einer therapeutischen Hypothermie stehen verschiedene Verfahren zur Ver-
fiigung, deren wichtigste die Oberflachenkiihlung des Patienten (18, 73), die Gabe kalter In-
fusionen (17, 82, 151) sowie die Anwendung endovaskulirer Kiihlkatheter sind (68). Alle die-
se Methoden interferieren jedoch naturgemafl mit der physiologischen Temperaturregula-
tion des Patienten. Sie verdndern ausschlieRlich den Istwert der Kérpertemperatur, nicht
den Sollwert. Gordon fiihrte hierfiir den Begriff der forcierten Hypothermie ein (53).

Unter forcierter Hypothermie werden physiologische Gegenregulationsmechanismen akti-
viert. Als eine der frithesten Reaktionen kommt es zu einem unangenehmen Kélteempfin-
den (,Frieren“), das zu willkiirlichem Gegensteuern des Organismus fiithrt (behaviorale
Thermoregulation). So kann etwa durch kérperliche Bewegung Warme erzeugt werden, das
Aufsuchen einer warmen Umgebung oder das Anlegen von Kleidung vermindert die Abgabe
von Korperwdrme an die Umgebung.

Gleichzeitig werden auch vegetative Mechanismen der Thermoregulation aktiviert. Zu-
nichst konstringieren subkutane Blutgefile, wodurch Warme im Korperkern zuriickgehal-
ten wird. Bei groReren Abweichungen der Korpertemperatur vom Sollwert kommt es zum
Muskelzittern (Shivering), bei dem infolge des stark gesteigerten Stoffwechsels der Ske-
lettmuskulatur Warme produziert wird (71).

Die Gegenregulation wirkt einerseits der therapeutisch gewiinschten Reduktion der Kérper-
temperatur entgegen, andererseits konnte sie aufgrund von Katecholaminfreisetzung (Va-
sokonstriktion) und erhéhtem Sauerstoftbedarf (Shivering) fiir kardiovaskulidre Risikopati-
enten sogar ein Risiko darstellen (46). Um die Gegenregulation zu unterdriicken, kommt ge-
genwdrtig ausschlieRlich die tiefe Sedierung des Patienten in Frage, ggf. ergdnzt um eine

Muskelrelaxation bei Shivering. Die Allgemeinanisthesie hemmt véllig unspezifisch neuro-
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nale Aktivitdt im gesamten Zentralnervensystem, einschlieBlich der Temperaturregulation
(7,99).

Demgegeniiber steht das Konzept, das Gordon als regulierte Hypothermie bezeichnete (53).
Gelingt es, den Temperatursollwert gezielt nach unten zu verstellen, fiihrt dies zu einem
Hfreiwilligen* Abkiihlen des Organismus. Es ist davon auszugehen, dass eine solche regulier-
te Hypothermie auch vom wachen Patienten ohne Nebenwirkungen toleriert wird. Im Tier-
versuch kann eine regulierte Hypothermie durch eine ganze Reihe von Medikamenten in-
duziert werden, unter anderem durch Dopamin-D,-Agonisten (8, 35, 36, 94, 110, 114, 132,

138) und Serotonin-5-HT, ,-Agonisten (10, 37, 56, 63, 65, 66, 110, 113, 160).

1.4. Experimentelle Modelle des Herz-Kreislauf-Stillstands

Zur Untersuchung der globalen zerebralen Ischimie wurden in der Vergangenheit ver-
schiedene Tiermodelle entwickelt. Hiufig angewandt wird die 4-GefdR-Okklusion mit Ver-
schluss der Arteriae carotides communes sowie der Arteriae vertebrales (124, 125). Durch
zusdtzliche Induktion einer arteriellen Hypotension lassen sich auch residuelle Blutfliisse
liber die Arteria spinalis anterior verhindern, sodass eine vollstdndige Ischdmie des Gehirns
resultiert (47).

Der Herz-Kreislauf-Stillstand stellt allerdings eine Ganzkdrperischdmie dar. Systemische
Einfliisse auf die Erholung des Gehirns in der Reperfusionsphase bleiben im Modell der 4-
GefdR-Okklusion grundsitzlich unberiicksichtigt, wie etwa instabile Kreislaufverhéltnisse
oder zirkulierende Mediatoren.

Einen groReren Bezug zur klinischen Realitdt zeigen daher Tiermodelle mit Herz-Kreislauf-
Stillstand und anschliefender Reanimation. Die Induktion kann durch elektrischen Strom-
fluss durch das Herz (23, 72, 153), intravendse Kaliumapplikation (1), Kompression der
herznahen GefiRe (119), Ausbluten (148) oder Asphyxie (77) erfolgen. Wahrend GroRtier-

modellen (z.B. Hunde, Schweine) eine groRere klinische Relevanz bescheinigt wird, bieten
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Kleintiermodelle (z.B. Ratten) den Vorteil, dass groRere Tierzahlen und genetisch verdnder-
te Tiere eingesetzt werden kdnnen (74).

In unserem Labor ist seit iber 10 Jahren ein Ratten- und Mausmodell des Herz-Kreislauf-
Stillstands durch elektrisch induziertes Kammerflimmern etabliert (5, 23, 26, 27, 83, 115,
116, 120, 121, 122, 123, 130, 143, 144, 145, 146, 147, 152). In diesem Modell wird sicher und
schnell, d.h. innerhalb von Sekunden, ein Herz-Kreislauf-Stillstand erzeugt. Als Stillstands-
dauer wurde in der Vergangenheit 6 Minuten gewahlt, wodurch sich reproduzierbar ein de-
finierter submaximaler Schaden in selektiv vulnerabeln Bereichen des Gehirns wie dem CA-
1-Sektor des Hippokampus erzeugen lief3.

Ratten zeigen nach Herz-Kreislauf-Stillstand jedoch eine wichtige Besonderheit: Die Tiere
entwickeln in den ersten Stunden der Reperfusionsphase spontan eine Hypothermie mit
Reduktion der Kérpertemperatur um mehrere Grad iiber bis zu 24 Stunden (64). Eigene spo-
radische Temperaturmessungen konnten dies auch fiir unser eigenes Modell bestdtigen. Die
Ursachen dieser Hypothermie sind bislang ungeklart, moglicherweise ist sie schlicht Folge
einer passiven Auskiithlung der Tiere.

Das Auftreten dieser spontanen Hypothermie nach Herz-Kreislauf-Stillstand bedeutet je-
doch, dass in diesem Fall die Gabe von D,- oder 5-HT,,-Agonisten nicht zu einer Reinform
der regulierten Hypothermie fiihren kann. Fiir die Sollwertverstellung bei gleichzeitiger

Auskithlung schlagen wir den Begriff der , fazilitierten Hypothermie* vor.

1.5. Fragestellung dieser Arbeit

Zunichst soll der Verlauf der spontanen Hypothermie in unserem Tiermodell charakteri-
siert und der Einfluss einer forcierten Normothermie auf das Outcome ermittelt werden.
Dabei soll auch erstmals in unserem Labor ein System zur ldngerfristigen Temperaturmes-
sung und -kontrolle nach dem Herz-Kreislauf-Stillstand etabliert werden.

Desweiteren soll untersucht werden, ob sich durch Applikation von D,- oder 5-HT,,-

Agonisten die spontane Hypothermie verstdrken ldsst (fazilitierte Hypothermie) und dies
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das Outcome giinstig beeinflusst.
SchlieRlich soll geklart werden, welchen Einfluss D,- und 5-HT,,-Antagonisten auf den Tem-
peraturverlauf haben, d.h., ob die spontane Hypothermie durch endogenes Dopamin oder

Serotonin vermittelt wird.
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Aim of the study: Therapeutic hypothermia improves outcome after cardiac arrest. Dopamine D; agonists
and serotonin 5-HT; 4 agonists lower body temperature by decreasing the set-point. We investigated the
effect of these drugs on temperature and cerebral recovery of rats after cardiac arrest.

Methods: Male Wistar-Han rats were subjected to 6 min of cardiac arrest due to ventricular fibrillation.
Following restoration of circulation, 1 mg quinpirole, 1 mg 8-OH-DPAT or vehicle were injected subcu-
taneously. Body temperature was monitored for 48 h. One additional group was kept normothermic.
Animals were neurologically tested by a tape removal test. After 7 days, histology of hippocampal CA-1
sector was analysed with Nissl and TUNEL staining.

Results: Rats became spontaneously hypothermic after cardiac arrest. Induction of hypothermia was
facilitated by both quinpirole (—0.033 +0.008 °C/min) and 8-OH-DPAT (—0.029 +0.010°C/min) when
compared to vehicle (—0.020 + 0.005 °C/min). Total ‘dose’ of hypothermia (area under the curve) was not
different. All animals showed a neurological deficit, which improved with time; after 7 days, test results
of the normothermic group (30 [11-88] s) still tended to be worse than those of the hypothermic groups
(vehicle 8 [6-14] s, quinpirole 9 [4-17] s, 8-OH-DPAT 10 [8-22] s). There were no clear differences in Nissl
or TUNEL histology after 7 days.

Conclusion: Both quinpirole and 8-OH-DPAT led to faster induction of hypothermia. However, the outcome
was not different from spontaneous hypothermia, probably because the total ‘dose’ of hypothermia was

Keywords:

Cardiac arrest
Hypothermia
Neurological dysfunction

not influenced.
© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction Two large randomised clinical trials have shown that therapeu-
tic hypothermia improves both survival and neurological outcome

Every year, an estimated 300,000 individuals in the Euro- when it is applied after ROSC.*> Therapeutic hypothermia has,

pean Union undergo cardiopulmonary resuscitation (CPR) due to
out-of-hospital cardiac arrest (CA).! Restoration of spontaneous
circulation (ROSC) can be achieved in up to 50% of these patients.
However, only about 10% are discharged alive from hospital. Most of
these deaths can be attributed to neuronal damage,? which devel-
ops as a consequence of global cerebral ischemia during CA and
reperfusion after ROSC. 40-50% of surviving patients suffer from
permanent impairment of cognitive functions such as memory,

** A Spanish translated version of the abstract of this article appears as Appendix
in the final online version at doi:10.1016/j.resuscitation.2011.07.023.
* Corresponding author. Tel.: +49 221 478 6283; fax: +49 221 478 6093.
E-mail address: andreas.schneider-@uk-koeln.de (A. Schneider).
¢ These authors contributed equally to this work.

0300-9572/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.resuscitation.2011.07.023

therefore, been implemented into international CPR guidelines
in 2003. Hypothermia can be induced by a variety of methods,
such as surface cooling, ice-cold infusions or endovascular cooling
catheters.

One certain drawback of these methods is there inability to
influence the physiological temperature set-point. Physical cooling
will thus result in counter-regulation by means of vasoconstric-
tion (heat conservation) or shivering (heat production). To suppress
unspecifically inhibit neuronal activity all over the brain, including
thermoregulation.® Induced hypothermia irrespective of the set-
point has been termed “forced hypothermia” by Gordon 30 years
ago.”

A different concept is what Gordon called “regulated hypother-
mia”. When the physiological temperature set-point is lowered
specifically, this leads to ‘voluntary’ decrease of body temperature.
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Table 1
Study groups.
Drug administration ~ Forced temperature
regulation
Spontaneous hypothermia Vehicle None

Normothermia Vehicle >37°Cfor 36 h
D, facilitated hypothermia 1 mg quinpirole None
5-HT;, facilitated hypothermia 1 mg 8-OH-DPAT None

CA was initiated by ventricular fibrillation using 12V/50Hz
alternating current and confirmed by an abrupt decrease in mean
arterial pressure to less than 25 mmHg. Ventilation was stopped.
After 6 min of CA, advanced cardiac life support including mechan-
ical ventilation (100% oxygen), chest compressions (approx. 300
per min) and the application of adrenaline (epinephrine, 20 pg/kg)
was started. After 2 min of CPR, external defibrillation (monophasic,
5], Defiport SCP 912, Hellige, Freiburg, Germany) was performed. If

ROSC was not achieved immediately, CPR was continued, defibril-
£

Regulated hypothermia can be induced in animal experiments by
different drugs, such as dopamine D, agonists or serotonin 5-HT5
agonists.39 Hypothermia response to these drugs is pronounced
in small animals, probably because their low body mass to surface
ratio abets cooling.

Our aim was to investigate whether drug-induced regulated
hypothermia improves outcome in a rat model of CA when com-
pared to forced hypothermia or normothermia. However, it is
important to know that rats amongst other small animals develop
spontaneous hypothermia after CA.' We believe that this is
caused by passive cooling under ‘general anaesthesia like effects’
of global cerebral ischemia. It might thus serve as a model of
forced hypothermia. Application of D, or 5-HT4 agonists, there-
fore, would not cause pure regulated hypothermia, but rather a
mixed form, which one might call “facilitated hypothermia”. We

or more pronounced cooling under otherwise identical conditions.
Through this, as well as by avoiding counter-regulation, facilitated
hypothermia might improve the outcome.

2. Methods

Animal experiments were approved by the governmental ani-
mal care committee and were carried out in accordance with the
European Council Directive 86/609/EEC. In a blinded setting, male
Wistar-Han rats (330-380g) were subjected to 6 min of CA with
subsequent CPR and randomised into 4 treatment groups (Table 1).
Enrolment was performed until 14 animals in each group were
available for histological analysis after 7 days of reperfusion, but
a maximum of 20 animals per group was used. A timeline of the
experiments can be found in the online supplement

lation procedures were repeated-and-application of adrenaline was
repeated after 30-60s. ROSC was confirmed by spontaneous car-
diac rhythm in conjunction with a rise in mean arterial pressure to
greater than 60 mmHg for at least 10 min. Blood gas analyses were
performed 5 and 20 min after ROSC and ventilation was adjusted if
necessary. Sodium bicarbonate was administered until metabolic
acidosis was neutralised. If ROSC could not be achieved within
5 min of CPR, resuscitation efforts were stopped. Successfully resus-
citated animals were weaned from the ventilator about 10 min after
ROSC and extubated. Catheters were removed and wounds closed.
Animals were transferred back to their cages.

2.2. Study drugs

(£)-Quinpirole (Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Germany)

d nn n
were dissolved in DMSO and the stock solutions then diluted with
normal saline. Animals were randomised after ROSC to receive a
subcutaneous 1 ml bolus containing 1 mg quinpirole, 1 mg 8-OH-
DPAT or vehicle (DMSO 2% in normal saline). Pilot experiments in
rats without CA had shown these doses of quinpirole or 8-OH-DPAT

yielded a maximum hypothermic response.

2.3. Temperature control

Body temperature of the animals was recorded every minute
during the first 48 h after ROSC (VitalView Data Acquisition System,
Mini Mitter). Animals of the normothermia group were heated with
ceramic infrared heaters (Exo Terra Heat Wave Lamp 100 W, Rolf
C. Hagen, Montreal, Canada) during the first 36 h when their body
temperature dropped below 37.3 °C. Pilot experiments had shown

2.1. Animal preparation

Under general anaesthesia (halothane 2-3% and nitrous oxide
70% in oxygen) the tracheas of the animals were intubated
(Brauntile MT 14 G, B. Braun, Melsungen, Germany) and mechani-
cally ventilated with a small animal ventilator (KTR 4, Hugo Sachs
Electronic, March, Germany) at a frequency of 60 breaths per
minute. Telemetric temperature probes (VitalView Series 4000 G2
E-Mitter, Mini Mitter, Bend, OR, USA) were implanted into the
rats’ abdominal cavities and fixed to the abdominal fat to prevent
dislocation. (Note: The E-Mitter probe was developed for record-
ing temperatures within the ‘physiological’ range of 33-41°C, but
does work properly down to 20°C (personal communication with
the manufacturer).) Polyethylene catheters (PE 50) were inserted

that this setup was able to hold body temperature within the range
of approximately 37.0-37.5 °C. Ambient temperature was 21-23 °C.

2.4. Tape removal test (TRT)

To evaluate the neurological state in all successfully resuscitated
animals, the TRT was assessed at 1, 3 and 7 days after CA. The TRT
was performed as described previously.!! This test evaluates sen-
sorimotor integration. In brief, self adhesive tapes were affixed to
each of the animals’ front paws in the distal region of the wrist.
The period until removal of both tapes by the animals using their
teeth was recorded in order to quantify neurological damage. The
test was truncated at 180s, i.e. all times greater than 179s were
recorded as ‘180s’, because preliminary experiments had shown
that most unimpaired animals would remove the tapes in less than

into the left femoral artery and vein. Tidal volumes were adjusted
according to blood gas analyses to ensure normocapnia. The arte-
rial catheter was connected to a pressure transducer (TruWave
Disposable Pressure Transducer, Edwards Lifesciences, Irvine, CA,
USA) and electrocardiographic recordings were performed using
two subcutaneous needle electrodes. An oesophageal electrode was
placed for transoesophageal induction of ventricular fibrillation.
Tympanic temperature of the animals was maintained within a
range of 37.0-37.5°C by a heating plate and fan throughout the
whole procedure.

20s. To detect a deficit it was neither relevant nor practical to wait
for more than 180s.

2.5. Brain histology

7 days after CA, the rats were re-anaesthetised and decapitated.
Brains were removed and cryofixed prior to embedding and sec-
tioning. At the hippocampal level (approx. at bregma —3.5 mm),
coronal 10 wm sections were cut and placed on poly-L-lysine-
coated glass slides.

PUBLIKATION

14




234 A. Schneider et al. / Resuscitation 83 (2012) 232-237

1004 40
_39
80 4 "
- e
g £a7
= ©
5 60 g
2 =%
> £36
5 — Spontaneous hypothermia (n = 20) s
@ 40 Normothermia (n = 20) ; 35 — Spontaneous hypothermia (n = 12)
— Quinpirole (n = 20) < Normothermia (n = 13)
— 8-OH-DPAT (n = 15) 2 —Quinpirole (n = 12)
20 34 \ —8-OH-DPAT (n = 14)
33
0
0 2 48 72 9% 120 144 168 32

Time after ROSC (h)

Fig. 1. Kaplan-Meier survival curves. Survival did not differ significantly between
groups (log rank test, p=0.19).

Cresylviolet staining (Nissl staining) was used for detection
of living neurons, and terminal deoxynucleotidyltransferase-
mediated dUTP-biotin nick end-labeling (TUNEL staining) for in situ
staining of DNA fragmentation of apoptotic bodies. Nissl-positive
and TUNEL-positive cells of the hippocampal CA-1 sector were
counted at a magnification of 400-fold. Digital photographs of the

hippocampus were used to determine the length of the CA-1 sec-
A

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Time after ROSC (h)

Fig. 2. Time course of body temperature after ROSC. Results are expressed as means.
Further analysis of the temperature curves, based on individual animal data, is
presented in Table 2.

body temperature during the first 4-8 h. Different parameters were
derived from the raw temperature data, including decline of body
temperature (slope, calculated by linear regression), temperature
minima and the area under the curve (AUC, calculated by trape-
zoidal rule) (Table 2). In both the quinpirole and the 8-OH-DPAT
group, initial decline of temperature was more rapid than in the

Dsoft ion-3-3-0l Hamb G A
D-5ottware, version 3.3, O1iympus, namourg, Germany )i

order to normalise the raw cell counts (number of cells per 1 mm).

torlcell
tor{cen

2.6. Statistical analysis

Physiological data, temperature data and cell counts are
expressed as mean + standard deviation. Data were tested for nor-
mality by Kolmogorov-Smirnov test. Statistical analysis was done
by ANOVA, followed by Bonferroni-adjusted t-tests for intergroup
comparisons. Results from the tape removal test are consid-
ered ordinal due to truncation of the test at 180s; data are
thus shown as median [1st-3rd quartile]. Statistical analysis was
done by Kruskal-Wallis test, followed by Bonferroni-adjusted
Mann-Whitney U-test. Survival was analysed by the log rank test,
dose-response relationship between hypothermia and neuronal
survival was analysed by the Pearson correlation test. SPSS software

vehicle group. Total ‘dose’ of hypothermia (AUC relative to normal
body temperature; time spent below 34 °C) did not differ between
the groups.

3.3. Tape removal test

Before CA, all animals removed the tapes within seconds (Fig. 3).
1 day after ROSC, the test had to be cancelled after 180s in all
but four animals. In the following days, the time needed for tape
removal decreased. There was a trend towards worse results in the
normothermia group, but differences between the groups were not
significant.

3.4. Cell count in hippocampal CA-1 sector

version 15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) was used.
3. Results

75 animals were randomised to four groups, of which 51 sur-
vived until 7 days after CA. A flow diagram illustrating animal
numbers can be found in the online supplement. Physiological or
resuscitation procedure parameters, such as body weight, resus-
citation time, number of defibrillation attempts, arterial blood

The number of NissI-positive, i.e. viable neurons in hippocampal
CA1 sector was between 15.5 and 34.0 cells per 1 mm (Fig. 4a).
The number of TUNEL-positive, i.e. apoptotic neurons was between
121.3 and 139.7 cells per 1 mm (Fig. 4b). The differences between
the groups were not significant.

In an additional analysis, histological outcome was compared
with the degree of hypothermia, irrespective of group allocation

p=001"

pressure, body temperature or arterial blood gas analyses, were F 180 — oot 1001150t ——
not different between the study groups before randomisation. More ‘g’ 160
detailed data can be found in the online supplement. 13 10
s
. S 120
3.1. Survival 2
‘6 100
= - hypothermia
Seven-day survival was between 60.0 and 93.3% (Fig. 1), the dif- R mmanermia
ferences between the groups were not significant. In most cases, E 601 msonopaT
death occurred during the first two days after CA. T 40 oo
g __pmodsr
5 20 i i
3.2. Time course of body temperature during recovery from CA E 0 L < & l L
L pre CPR 1 d after ROSC 3 dafter ROSC 7 d after ROSC

Animals from the normothermia group were kept strictly nor-
mothermic, while animals from the other groups all developed
hypothermia during the first 24 h after CA (Fig. 2, raw data can
be found in the online supplement). There was a bimodal fall of

Fig. 3. Results from the tape removal test before and after CPR. Results are
expressed as median, 1st/3rd quartile (boxes), minimum/maximum (whiskers).
* Kruskal-Wallis test. 1 Compared with spontaneous hypothermia, Bonferroni-
adjusted Mann-Whitney U-test.
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Table 2
Analysis of the time course of body temperature after ROSC.

Spontaneous Normothermia (n=13) Quinpirole (n=12) 8-OH-DPAT (n=14)
hypothermia (n=12)
Slope between 30 and 120 min —0.020 + 0.005 Not determined —0.033+£0.008 —0.029+0.010 p<0.001°
(°C/min) p<0.0012 p=0.042
1st minimum (°C) 35.7+0.6 Not determined 344+1.0 346+0.7 p<0.001°
p=0.005% p=00012
Time of 1st minimum (min) 123 £ 24 Not determined 160458 116+29 p=0.03>
p=0.212 p=1.00°
NN 33608 Not determined 32610 33011 p=0.001>
p=0.04* p=0.532
Time of 2nd minimum (min) 417 +£ 152 Not determined 5154256 400 + 165
Time of reaching 1101 + 252 Not determined 1223+329 1008 +297
normothermia (min)
Area under the curve between —2448 + 1338 —464 +820 —3829+2495 -2643+£2185 p=021°
0and 48h (°C x min)
Time below 34 °C (min) 250 + 253 Not determined 577 +439 299+324 p=0.006>
p=0.142 p=1.00°

Data are expressed as mean =+ standard deviation. Pilot experiments in rats without cardiac arrest had shown that their body temperature was 37.0-38.5 °C; normothermia

was thus defined as >37.0°C, the area under the curve was calculated relative to 37.8°C.

4 Compared with spontaneous hypothermia, Bonferroni-adjusted t-test.
b ANOVA.

a 8 - b 200 {
- 180
= 160
£ 60 £
g = 140 1
& 50 o
2% 3 120
g o
o
o B 4
ERd Z 100
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I o
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8 CECE
Z 20 2
40 4
10 20 |
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hypothermia
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Spontaneous  Normothermia Quinpirole 8-OH-DPAT

Fig. 4. Results from histological analysis of hippocampal CA-1 sector, including Nissl (a) and TUNEL stain (b). Results are expressed as mean, standard deviation. Cell counts

did not differ significantly between groups (ANOVA, Nissl p =0.34, TUNEL p=0.43).

(Fig. 5). For both Nissl and TUNEL histology, there was a clear cor-
relation between increasing ‘dose’ of hypothermia (i.e. AUC more
negative) and neuronal survival.

4. Discussion

Our study shows that the D, agonist quinpirole as well as the
5-HT; 5 agonist 8-OH-DPAT facilitate hypothermia after CA in rats.
Induction of hypothermia by D, agonists has been demon-
strated in different species, including rats,®!2-1> mice,!6 cats,!”

250

— Niss|
~—— TUNEL

200

rhesus monkeys '8 and humans.!® The effect is mediated by
the anterior hypothalamus® and is indeed associated with a
downward shift of the thermoregulatory setpoint (regulated
hypothermia). Rats treated with D, agonists actively choose lower
ambient temperatures,? ie. they enhance heat loss by means
of behavioural thermoregulation. Vegetative thermoregulatory
mechanisms induced by D, agonists include vasodilation'213 and
decreased metabolism.’> The hypothermia inducing effect of D,
agonists seems to mirror the role of endogenous dopamine in ther-
moregulation. Heat exposure as well as increased endogenous heat

Cell count (1/mm)

2000 0 -2000 -4000 -6000 -8000 -10000
Hypothermia AUC (°Cxmin)

Fig.5. Comparison between the ‘dose’ of hypothermia (AUC relative to normal body
temperature)and neuronal survival, based onindividual animal data fromall groups.
Dose-response analysis was done with Pearson correlation test.
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production during exercise increase extracellular dopamine in the
hypothalamus,'72° which might then promote heat loss.'2

5-HT;s agonists are also capable of inducing hypothermia
amongst various species, including rats, %222 mice,?! rabbits,?3
piglets?* and humans.2> They act through the brain?* and lead to
vasodilation?324 and decreased heat production.?4 Yet, the physi-
ological role of serotonin is more controversial.

Our study shows that both quinpirole and 8-OH-DPAT are capa-
ble of facilitating hypothermia after CA in rats. With both agents,
with the vehicle group. Furthermore, minimum temperature in the
quinpirole group was lower than in the vehicle group, while such
an effect could not be shown in the 8-OH-DPAT group. However,
facilitation of hypothermia was transient after both quinpirole and
8-OH-DPAT. We calculated the area under the curve to describe the
total ‘dose’ of hypothermia and did not find any significant differ-
ences between the groups. These observations can most possibly
be explained by the fact that we had chosen single bolus appli-
cation of the study drugs. When quinpirole is given to healthy
rats, hypothermia lasts for 4-6 h (own pilot experiments and Ref.
14); hypothermia induced by 8-OH-DPAT lasts for 1-2 h (own pilot
experiments and Ref. 21). However, our pilot experiments had
shown that simple infusion setups were not able to sufficiently
maintain hypothermia for longer periods. Repeated application of
both quinpirole and 8-OH-DPAT leads to rapid development of

able trend towards worse results in the normothermia group.
Neuronal survival as determined by hippocampus histology was
also worst in the normothermia group, but this was far from being
statistical significant. These results are opposed by an older study
in which spontaneous hypothermia after asphyxial CA in rats had
been shown to improve body weight, neurological deficits and neu-
ronal death.'® Body temperature of both the hypothermia and the
normothermia group was within the same range as in our study.
To further assess our results, we have correlated histological out-
ome witit tne aegree o1 nypo erimia. rné resu d n ne
with a dose-response relationship as discussed above. Looking at
the details of this analysis, two animals stand out which have had
remarkably little neuronal damage (those two animals on the far
rightinFig.5); one animal had received quinpirole, one 8-OH-DPAT.
Even if those two animals were considered outliers, the correla-
tion between more hypothermia and better outcome would persist.
However, in those two animals, hypothermia was by far the most
pronounced. Since other CA and CPR parameters were unremark-
able in these animals, it is tempting to speculate that the seeming
lack of neuroprotection by hypothermia as compared to normoth-
ermia in our study was due to the fact that hypothermia had not
been pronounced enough.
This study was based on the assumption that regulated
hypothermia (or facilitated hypothermia) provided better neuro-
protection than forced hypothermia. Even if the time course of body

tolerance against the hypothermia inducing effect.’>26 Even if 8-
OH-DPAT is administered via target-controlled infusion systems to
maintain stable plasma concentrations, there is a gradual increase
of body temperature over time.?? For practical reasons, we decided
to investigate the effect of a single bolus of quinpirole or 8-OH-
DPAT on hypothermia after CA. This approach seemed justified in
regard to clinical practice since it is easy to maintain hypothermia
for 24 h after rapid induction.

Neither quinpirole nor 8-OH-DPAT improved neuronal outcome
in our study when compared to the vehicle group. One possible
explanation might be the limited effect of these drugs on the time
course of body temperature after CA. It seems reasonable that there
is a ‘dose-response relationship’ between the extent of hypother-
mia and neuroprotection; actual data are, however, scarce. In one
study, outcome after CA in rats was improved by both hypothermia
but there was no difference between 35 and 33°C.2” When new-
born piglets were subjected to bilateral carotid artery occlusion
and hypoxia, both 33 and 35°C hypothermia for 24 h improved
neuronal survival when compared to normothermia (38.5-39°C),
yet 33°C was more effective in cortical neurons, 35°C in basal
ganglia neurons.?8 Inrats subjected to middle cerebral artery occlu-
sion, there was a U-shaped curve of effectiveness: while 33 and
34°C hypothermia reduced stroke volume and neurological deficit
when compared to normothermia (37°C), 36, 35 and 32°C did
not.2? With constant temperature, duration of hypothermia seems
to determine the outcome. When gerbils were subjected to bilat-
eral carotid artery occlusion, the efficacy of 28-32 °C hypothermia
to avoid neuronal death increased continuously with longer dura-
tion of hypothermia (30 min, 1h, 2h, 4h, no additional benefit of
6h).39 When both degree and duration of hypothermia are con-

temperature was identical, avoidance of counter-regulation should
be beneficial. However, we cannot exclude the possibility that there
had not been noticeable counter-regulation in the vehicle group
which was considered as a model of forced hypothermia. Although
spontaneous hypothermia after CA in rats has been described
before,'” the physiology underlying this phenomenon remains
presently unknown. In our model of 6 minutes of CA due to ven-
tricular fibrillation, the animals are unconscious for 12-24 h after
ROSC. We therefore hypothesised that hypothermia was a conse-
quence of ‘general anaesthesia like effects’, i.e. lack of motor activity
and general cerebral dysfunction including thermoregulation.®
However, we cannot exclude the possibility that spontaneous
hypothermia after CA in rats represents a type of endogenous
regulated hypothermia. It has been shown that conscious rats
develop hypothermia after severe haemorrhage as well as during

temperatures, which proves regulated hypothermia. Hypothermia
might here serve as an evolutionary protector against cerebral
damage. Hypoxia-induced hypothermia is attenuated by pretreat-
ment with D, or 5-HT; antagonists.3435 In contrast, haloperidol
(D, antagonist) or WAY 100635 (5-HT;4 antagonist) did not
influence the time course of body temperature in our model
(data not shown).

A different explanation for the lack of additional protection by
quinpirole or 8-OH-DPAT might be that a possible benefit from
their action on thermoregulation was counteracted by pharmaco-
logical side-effects. In particular, both quinpirole and 8-OH-DPAT
cause hypotension and bradycardia.3®:37 CA per se leads to haemo-
dynamic instability due to myocardial dysfunction, arrhythmias
and peripheral vasodilation.?® Since autoregulation of cerebral
blood flow is often defective after CA3° any decrease in arte-

stant, the outcome improves when hypothermia is induced earlier
after reperfusion.3?3! As discussed above, both quinpirole and 8-
OH-DPAT led to more rapid development of hypothermia in our
study, but did not influence the area under the curve, which we
calculated as a measure of total hypothermia ‘dose’. It seems pos-
sible that the subtle differences were insufficient to alter neuronal
survival.

However, we were surprised to find that the hypothermia
groups did not differ clearly from those animals which were kept
normothermic. Only at the tape removal test, there was a remark-

rial blood pressure might lead to critical cerebral hypoperfusion.
On the other hand, although both quinpirole and 8-OH-DPAT
failed to improve neuronal outcome, survival seemed to be higher
in the 8-OH-DPAT group. Such a benefit, unless it was random,
could only be explained by other systemic side-effects of 8-OH-
DPAT, e.g. platelet inhibition.*C However, this remains highly
speculative.

Finally, the apparent lack of neuroprotection by facilitated
hypothermia in our study might be explained by methodologi-
cal limitations. First, the number of animals might have been too
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small to reach statistical significance, particularly as we have had
included more than two groups in our study. Second, neurological
deficits of rats 7 days after CA are quite subtle even when com-
pared to healthy individuals''; comparing different CA groups by
neurological tests is thus challenging.

5. Conclusions
Our study confirmed that rats develop spontaneous hypother-

5 2

the 5-HT 4 agonist 8-OH-DPAT facilitated hypothermia induction,
but failed to alter the overall ‘dose’ of hypothermia. Neurologi-
cal and histological outcome was not different from spontaneous
hypothermia. Although the theoretical concept of regulated
hypothermia after CA seems promising, it proves difficult to be
investigated in the rat model. Since spontaneous hypothermia is
thus pronounced, it should be difficult to find additional effects
by hypothermia-facilitating drugs. On the other hand, spontaneous
hypothermia might even be important in CA studies in rats which
do not focus on body temperature. To avoid possible confounding,
prolonged temperature control should strictly be established.
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Physiological variables before and after cardiac arrest

Spontaneous |Normothermia | Quinpirole 8-OH-DPAT
hypothermia (n=13) (n=12) (n=14)
(n=12)
Before cardiac arrest
Weight (g) 362+ 23 354 +24 355+ 19 355 +22
Mean arterial pressure (mmHg) |60 £ 11 58+8 58+8 56 +9
Temperature (°C) 37402 374102 374102 37.3+0.2
O, tension (mmHg) 257 £ 62 257 £ 50 254 + 47 259 + 33
CO, tension (mmHg) 383 373 373 37+3
pH 7.41+0.05 7.41+0.05 7.39 £ 0.06 7.40 £ 0.04
Base excess (mmol/l) -0.8+3.1 -19+28 -2.8+3.0 -21+26
Haemoglobin (g/dl) 123+0.9 124 +0.9 122+04 12.3+0.9
5 min after ROSC
Mean arterial pressure (mmHg) |65 + 13 76 + 21 65+ 12 66 + 15
Temperature (°C) 37.2+02 37.3+02 37.2+02 37202
O, tension (mmHg) 439 + 55 450 + 48 425 + 66 451 + 38
CO; tension (mmHg) 33+5 34+5 36+7 33+4
pH 7.22+0.05 7.23+0.05 7.17 £ 0.06 7.21+£0.04
Base excess (mmol/l) -146+23 -13.6+25 -15.4+3.0 -149+22
Haemoglobin (g/dl) 129+0.8 13.5+1.2 13.3+0.5 13.2+1.3
20 min after ROSC
Mean arterial pressure (mmHg) |85+ 7 889 879 89+8
Temperature (°C) 37402 37502 37.5+0.2 374+0.2
O, tension (mmHg) 382+72 389 + 67 392 + 100 398 + 80
CO, tension (mmHg) 47+ 6 47+5 49+7 47+ 3
pH 7.31+0.04 7.32+0.04 7.30+0.07 7.31+0.03
Base excess (mmol/l) -3.2+37 -2.1+3.5 -3.3+4.0 -3.0+£25
| Haemogiobin (g/dt) 15509 156 1.0 15407 15.3+0.9

Data are expressed as mean + standard deviation.

(ANOVA).

Results did not differ significantly between groups

PUBLIKATION

19



shAep / Jaye ulelq jo uonosssiqg
shep / pue ‘¢ ‘| Jo)e }s8) [erowal ade|

0S0Y Jeye ulw Qg pue G se ||am se ajejs Apeajs Bulnp seshjeue seb poo|q [eliapy
(jos3u09o ainjesadwa} anloe)
ainjesadwa) pue ainssaid poojq [elSHE JO BulojuoWw SNONURUOD

Y 8%—0 Buunp ainjessdwa} jo BuloyuOW SNONURUOD

P

Bnip Apnis
40 uoneysIuIWpPY

00¢ gl (0] ]
| | | 111 L1111
alels
Kianoooy 2SO0y udd \"40) Apeaig uoneledaid
syooys suuydsuids
-lajunoo + Joddns
|eoujos|e 91| o1seq uole||qly JejndUjusSA
J0 Jels J0 Jelg 10 uondNpuU|
("xew) \
S 4 09 14 4 0

20

PUBLIKATION



(1 =u) ¢ dnoig —
(g =u) ¢ dnoig —
(2 =u) zdnoig —
(g =u) | dnoug —
¥z = u) shep 2 uiyym paiqg

(v =u) (zL =u) (gL =u) (zL =u)
uoisnyadal uoisnyadal uoisnyadal uoishpadal
J0 shep 2 J0 shep 2 J0 shep 2 J0 shep 2
A A A A

(0z =u)
(GL=u) (0z =u) (0z=u) elwayjodAy
1vda-HO-8 sjoJiduind e|WIBY}oWIOoN snoauejuodsg
¥ dnoig ¢ dnoug Z dnouig | dnoio
A A A A
(§2=U)

uoljesiwopuey

21

PUBLIKATION



8y

(4) OSOY 4oye By
v» O 9 ¢ 8 vz 0z 9l

8y

1vda-HO-8

(u) 9SOy 43ye SwIL
vw Or 9 2€ 8 ¥z 0z 9l

cl

0oe

43
B33
rve
IS¢
o€
- L€
I 8¢
I 6€

- 0¥

elwIayjouLIoN

o€

K43
€€
I €
I Ge
o€
r.le
r 8¢
I 6€

allti4

(9,) @anjesadwa) Apog

(2,) @ainmesadwa) Apog

(4) OSOY 49y dwiI)
8y vy Ob 96 2€ 8 ¥ 0z 9 2T

ajoaduind

(u) 9SOy Jaye sl
8 vy Or 9 2€ 8 ¥z 0z 9l

elwsayjodAy snosuejuodg

0¢

M ce
M €€
M ve
=
I 9¢

A

I 8¢
I 6€

allti4

(D,) @anjesadwa) Apog

(2,) aanesadwa) Apog

22

PUBLIKATION



8-OH-DPAT
90
Time after ROSC (min)

— o

(9,) @anjesadwa) Apog

90

Time after ROSC (min)
90

Time after ROSC (min)

.8
£
£
]
<
K] ©
3 °
£ £
> [
3 £
8 3
2 g
L}
o o
5 - o @
&
(2]
o o
r ™ r ™

..w..-. °© ..m,,,, [S]

r r

o (o2} o] ~ © 0 < @ N o D « ~ © v < [l N

< (] 5] ™ o o o @ 3l < i3] 3¢l (3] (3] el Lyl o o
(2,) aanesadwa) Apog (D,) @anjesadwa) Apog

PUBLIKATION 23




3. Diskussion

3.1. Uberblick

Sowohl Quinpirol als auch 8-OH-DPAT beschleunigten in der vorliegenden Studie die Induk-
tion einer Hypothermie bei Ratten nach Herz-Kreislauf-Stillstand. Jedoch kam es auch ohne
diese Substanzen zu einer spontanen Hypothermie, die wir durch eine ldngerfristige Tem-
peraturmessung detailliert beschreiben. Eine Verbesserung des Outcomes durch Quinpirol

oder 8-OH-DPAT fand sich nicht.

3.2. Spontane Hypothermie und kontrollierte Normothermie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal in unserem Labor ein System zur ldnger-
fristigen Temperaturmessung in Ratten nach Herz-Kreislauf-Stillstand etabliert. Das ver-
wendete VitalView-System basiert auf 15,5 x 6,5 mm grof3en sowie 1,05 g schweren Sonden,
die problemlos in die Bauchhohle der Tiere implantiert werden kénnen. Grundlage der
Sonde ist ein Oszillator, der Radiowellen mit temperaturabhingiger Frequenz aussendet
(bei 37 °C ca. 800 Hz). Diese werden von einer Empfangseinheit unter dem Kifig registriert,
durch eine entsprechende Software wird die Frequenz der Radiowellen in eine Temperatur
umgerechnet.

Wihrend sonst im Kleintierlabor die rektale Temperaturmessung hdufig als Standard ange-
sehen wird, besitzt das VitalView-System demgegeniiber zwei entscheidende Vorteile (60):
Zum einen konnen sich die Tiere wiahrend der Messung frei bewegen und frei verhalten, es
ist kein stressbehaftetes Handling durch den Experimentator erforderlich. Zum anderen
konnen beliebig viele Messungen zeitlich eng aufeinanderfolgen, sodass ein quasi kontinu-

ierlicher Temperaturverlauf aufgezeichnet werden kann. Dabei stimmt die durch das Vital-
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View-System ermittelte Korpertemperatur mit der Rektaltemperatur hervorragend tiber-
ein.

Im Rahmen der Vorarbeiten fiir die vorliegende Studie bestimmten wir zundchst die Kor-
pertemperatur nicht-reanimierter Ratten. Diese schwankte zwischen 37,0 °C und 38,5 °C mit
dem Maximum gegen 00:00 Uhr und dem Minimum gegen 12:00 Uhr. Die ermittelten Werte
stimmen gut mit Angaben zur normalen Korpertemperatur von Ratten aus der Literatur
liberein (127, 128). Sie dienten im Weiteren als Ausgangspunkt fiir die kontrollierte Nor-
mothermie und fiir die mathematische Analyse des Temperaturverlaufs nach Herz-
Kreislauf-Stillstand.

Nach Herz-Kreislauf-Stillstand entwickelten die Tiere ohne weitere Intervention innerhalb
der ersten 24 Stunden der Erholungsphase eine ausgeprigte Hypothermie mit variablem
Verlauf und einem Minimalwert der Kérpertemperatur von 32,6-35,0 °C (Mittelwert 33,6
°C). Unsere Daten stimmen gut mit dem Temperaturverlauf iiberein, den Hickey et al. bei
Ratten nach asphyktischem Herz-Kreislauf-Stillstand beobachtet haben (64).

Neben der reinen Messung der Kérpertemperatur konnte im Rahmen dieser Studie zudem
erstmals in unserem Labor ein System etabliert werden, um die spontane Hypothermie zu
verhindern und die Tiere kontrolliert normotherm zu halten. Hierfiir wurden iiber die Vi-
talView-Software Halbleiterrelais angesteuert, mit Hilfe derer Infrarotstrahler an- bzw.
ausgeschaltet wurden.

Die Korpertemperatur der Tiere wurde dabei auf den unteren physiologischen Bereich ein-
reguliert, etwa 37,0-37,5 °C. Dadurch wurde zum einen eine Hypothermie sicher vermieden,
zum anderen aber auch endogene Rhythmen normwertiger Kérpertemperaturen ermdog-
licht ohne die Gefahr einer akzidentellen Uberhitzung. Dabei zeigte sich, dass in der Regel
16-24 Stunden nach dem Herz-Kreislauf-Stillstand keine Warmung mehr erforderlich war.
Der in dieser Studie gewahlte Uberwachungsbereich von 36 Stunden erscheint damit gut
geeignet, um eine spontane Hypothermie in jedem Fall auszuschlieRen.

Es erscheint plausibel, dass die spontane Hypothermie das Outcome in Studien, in denen bei

Ratten ein experimenteller Herz-Kreislauf-Stillstand erzeugt wird, beeinflussen kénnte (64).
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In Anbetracht der interindividuellen Variabilitit des Temperaturverlaufs diirfte die Hypo-
thermie eine nicht unerhebliche StérgroRe darstellen, die in fritheren Arbeiten unserer
Gruppe moglicherweise nicht hinreichend beriicksichtigt wurde. Das in dieser Arbeit erst-
mals etablierte System zur kontrollierten Normothermie nach dem Herz-Kreislauf-
Stillstand wurde deshalb als Standard in alle anschlieRenden Studien iibernommen (121,

144).

3.3. Mechanismen der spontanen Hypothermie

Obwohl die spontane Hypothermie von Ratten nach Herz-Kreislauf-Stillstand bereits vor 10
Jahren in der Literatur beschrieben wurde (64), sind die ihr zugrunde liegenden Mechanis-
men unklar.

Erfahrungsgemill sind in unserem Modell des sechsminiitigen Herz-Kreislauf-Stillstands
mit anschlieBender Reanimation die Tiere flir etwa 12-24 Stunden tief bewusstlos. Es er-
scheint naheliegend, dass eine sehr umfassende Stérung der Gehirnfunktion vorliegt, die
moglicherweise die Thermoregulation miteinschlief3t. In diesem Fall wére die Hypothermie
Folge einer passiven Auskithlung, verstarkt dadurch, dass die Tiere sich nicht bewegen. Dies
wire vergleichbar mit der bekannten Hypothermieneigung wihrend einer Allgemeinands-
thesie (100). Alle klinisch gebrduchlichen eine Allgemeinanisthesie induzierenden Substan-
zen wirken ebenfalls tiber eine breite und unspezifische Hemmung des Zentralnervensys-
tems. Abhingig von der Dosierung dieser Substanzen verbreitert sich der Bereich der Kor-
pertemperatur, in dem es zu keiner aktiven Gegenregulation kommt. Mechanismen, die ei-
ner Hypothermie entgegenwirken (Vasokonstriktion, Muskelzittern), werden ebenso ge-
hemmt wie diejenigen, die bei Hyperthermie gegensteuern (Schwitzen) (7, 99). Die Hypo-
thermie wihrend einer Allgemeinanisthesie ist also nicht Ausdruck einer Sollwertverstel-
lung, sondern einer ,,partiellen Poikilothermie®.

Interessanterweise findet sich auch beim Menschen nach Reanimation eine Phase der Hy-

pothermie (18, 57, 73, 97). Auch hier scheint es naheliegend, von einer allgemeinen Fehl-
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funktion des Zentralnervensystems unmittelbar nach der Ischdmie auszugehen. Diese An-
nahme wird untermauert durch retrospektive Analysen von Patienten, die mit einer thera-
peutischen Hypothermie behandelt wurden. Patienten mit schlechtem Outcome erreichen
die Zieltemperatur iiblicherweise frither (62, 157), oder anders ausgedriickt: Je stirker der
Schaden durch den Herz-Kreislauf-Stillstand, desto groRer die Hypothermieneigung.
Insgesamt ist die spontane Hypothermie beim Menschen mit Kérpertemperaturen um 34-
35 °C deutlich weniger ausgeprégt als bei der Ratte. Dies scheint dadurch erklarlich, dass bei
kleineren Tieren Korperwirme sehr viel leichter abgegeben wird, da ihre Kérperoberfliache
im Verhiltnis zur Kérpermasse erheblich gréRer ist. Beim Menschen ist die Phase der Hypo-
thermie nach Herz-Kreislauf-Stillstand aulerdem kurz und geht nach wenigen Stunden
hiufig in eine Hyperthermie tiber (50, 73, 142). Diese kdnnte Folge einer systemischen Ent-
ziindungsreaktion in der Reperfusionsphase sein, in der es durch zirkulierende Zytokine zu
einer Verstellung des Temperatursollwerts nach oben kommt (2, 105, 136, 143). Ein dhnli-
cher biphasischer Temperaturverlauf mit initialer Hypo- und anschlieBender Hyperthermie
ist auch von Patienten nach Subarachnoidalblutung bekannt (141).

Eine zweite mdgliche Erklarung fiir die Hypothermie nach Herz-Kreislauf-Stillstand konnte
eine endogene regulierte Hypothermie sein, also eine aktive Verstellung des Temperatur-
sollwerts nach unten. Tatsdchlich konnte bei Ratten nach hdmorrhagischem Schock sowie
wihrend Hypoxie die Entstehung einer regulierten Hypothermie gezeigt werden (29, 54). In
beiden Fillen suchen die Ratten bei vollem Bewusstsein aktiv kiithlere Umgebungstempera-
turen auf (behaviorale Thermoregulation), was die Sollwertverstellung beweist. Moglicher-
weise hat sich die Hypothermie hier im Rahmen der Evolution als endogener Schutzmecha-
nismus vor zerebraler Schadigung entwickelt. Die Hypoxie-induzierte Hypothermie kann
dabei durch Vorbehandlung mit dem D,-Antagonisten Haloperidol oder dem 5-HT,,-
Antagonisten WAY 100635 gehemmt werden (11, 12, 49, 137).

Um zu iiberpriifen, ob dhnliche Effekte auch nach Herz-Kreislauf-Stillstand eine Rolle spie-
len, verabreichten wir Ratten nach Reanimation 0,25 mg Haloperidol bzw. 0,5 mg WAY

100635. Die Dosierung leiteten wir aus Vorversuchen an nicht-reanimierten Tieren ab. Da 1
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mg Quinpirol bzw. 1 mg 8-OH-DPAT eine maximale Hypothermieantwort induzierten und
0,25 mg Haloperidol bzw. 0,5 mg WAY 100635 diesen Effekt vollstandig blockierten, erschien
plausibel, dass auch die Wirkung von endogenem Dopamin bzw. Serotonin komplett aufge-
hoben werden sollte. Verglichen mit Placebo, wurden jedoch nach Herz-Kreislauf-Stillstand
Temperaturabfall, -minimum und -erholung durch Haloperidol oder WAY 100635 nicht be-
einflusst.

Es zeigt sich, dass unterschiedliche Formen der zerebralen Schidigung nicht unbedingt zu
gleichartigen Reaktionen des Organismus fithren. Unklar bleibt jedoch, inwiefern es sich um
einen qualitativen oder einen quantitativen Unterschied handelt. Unsere Beobachtungen
schlieBen eine endogene reguliert Hypothermie nach Herz-Kreislauf-Stillstand nicht
zwangsldufig aus. Es konnte auch sein, dass ein solches ,,Programm* aufgrund der umfas-
senderen zerebralen Schiadigung, wie sie durch die Bewusstlosigkeit der Tiere belegt wird,
nicht mehr aktiviert werden kann. Oder es konnte aktiviert werden, durch passive Auskiih-

lung aber iiberlagert werden.

3.4. D,- und 5-HT,,-faziliterte Hypothermie

Die Induktion einer Hypothermie durch D,-Agonisten ist in der Literatur fiir zahlreiche Spe-
zies dokumentiert, darunter Ratten (8, 35, 36, 94, 110, 114, 132, 138), Mause (35, 133), Katzen
(131), Rhesusaffen (52) und Menschen (38, 117, 134). Die Wirkung wird dabei durch den an-
terioren Hypothalamus (8) vermittelt und ist mit einer Sollwertverstellung nach unten as-
soziiert (regulierte Hypothermie). Ratten suchen nach Gabe eines D,-Agonisten aktiv kiltere
Umgebungstemperaturen auf (8, 98), d.h., sie fordern die Warmeabgabe durch behaviorale
Thermoregulation. Vegetative thermoregulatorische Mechanismen durch D,-Agonisten um-
fassen eine Vasodilatation (36, 94, 110) sowie einen verminderten Stoffwechsel (94, 114). Die
Hypothermie-induzierende Wirkung von D,-Agonisten scheint dabei die Rolle von Dopamin
im Rahmen der endogenen Thermoregulation widerzuspiegeln. Warmeexposition ebenso

wie eine vermehrte endogene Warmeproduktion wiahrend korperlicher Arbeit erhdhen die
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extrazelluldren Dopaminspiegel im Hypothalamus (61, 79, 131), wodurch eine vermehrte
Wirmeabgabe geférdert werden kdnnte (36).

5-HT,,-Agonisten induzieren ebenfalls eine Hypothermie {iber Speziesgrenzen hinweg, so in
Ratten (10, 37, 56, 63, 65, 66, 110, 113, 160), Mdusen (63), Kaninchen (112), Schweinen (28, 67)
und Menschen (20, 92, 103, 118, 135, 158). Die Wirkung wird durch das Gehirn vermittelt (10,
28, 65, 67), es kommt zu Vasodilatation (28, 110, 112, 113) und verminderter Warmeproduk-
tion (28, 67, 113). Die physiologische Rolle von Serotonin ist jedoch weniger eindeutig.

In unserer Studie verstirkten (fazilitierten) sowohl Quinpirol wie auch 8-OH-DPAT die
spontane Hypothermie nach Herz-Kreislauf-Stillstand bei Ratten. Als MaR fiir den Ge-
schwindigkeitsabfall berechneten wir die mittlere Steigung der Temperaturkurve. Sowohl
Quinpirol wie auch 8-OH-DPAT fiihrten zu einem schnelleren Temperaturabfall im Ver-
gleich zur Placebo-Gruppe. Desweiteren war auch die minimale K&rpertemperatur in der
Quinpirol-Gruppe niedriger als in der Placebo-Gruppe; fiir 8-OH-DPAT war dies nicht der
Fall.

Der fazilitierende Effekt auf die spontane Hypothermie war jedoch sowohl bei Quinpirol wie
auch bei 8-OH-DPAT nur voriibergehend. Wir berechneten die Flache unter der Tempera-
turkurve (bezogen auf 37,8 °C als Mittelwert der Normothermie) als MaR fiir die ,,Gesamtdo-
sis“ der Hypothermie. Diesbeziiglich gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Die wahrscheinlichste Erkldarung besteht darin, dass wir die Testsubstanzen als
einmaligen Bolus nach Reanimation verabreicht haben. In Vorversuchen an nicht-
reanimierten Tieren hielt die Hypothermie nach Quinpirol ca. 4-6 Stunden an, nach 8-OH-
DPAT 1-2 Stunden. Dies entspricht den Erfahrungen aus der Literatur (37, 56, 63, 66, 132).
Gleichzeitig hatten unsere Vorversuche jedoch auch gezeigt, dass auch unter kontinuierli-
cher Infusion der Testsubstanzen kaum eine Verldngerung der Hypothermie zu verzeichnen
war. Es wurde gezeigt, dass es bei repetitiver Gabe von Quinpirol oder 8-OH-DPAT zu einer
raschen Toleranzentwicklung kommt (76, 78, 88, 102, 138). Selbst wenn die Plasmakon-

zentration von 8-OH-DPAT durch technisch anspruchsvolle ,, Target-controlled infusion®-
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Systeme konstant gehalten wird, findet sich ein stetiger Temperaturanstieg mit fortlaufen-
der Dauer des Versuchs (160).

Wir haben uns daher aus praktischen Griinden bewusst entschieden, den Effekt der einma-
ligen Bolusgabe von Quinpirol oder 8-OH-DPAT auf die Hypothermie nach Herz-Kreislauf-
Stillstand zu untersuchen. Klinisch ist dieser Ansatz zu rechtfertigen, da es nach einem
Herz-Kreislauf-Stillstand von gréRter Bedeutung ist, dass die Temperatur méglichst rasch
und nebenwirkungsfrei gesenkt wird (31, 85). Dies ist mit einer ausschlieRlich physikali-
schen Kiithlung des Patienten nicht immer zu gewahrleisten. Die Aufrechterhaltung einer

Hypothermie nach erfolgreicher Einleitung gelingt jedoch in fast allen Fillen problemlos.

3.5. Regulierte und fazilitierte Hypothermie beim Menschen

Die Wahl auf D,- und 5-HT,,-Agonisten bei der Planung dieser Studie fiel nicht zuletzt des-
halb, weil entsprechende Substanzen auch klinisch angewandt werden. D,-Agonisten wie
Bromocriptin und Cabergolin sind zugelassen fiir die Therapie des Morbus Parkinson sowie
zur Hemmung der Prolaktinsekretion, der 5-HT,,-Agonist Buspiron ist ein Anxiolytikum.

In der Tat bewirken D,- und 5-HT,,-Agonisten auch beim Menschen eine Hypothermie (20,
38,92, 103, 117, 118, 134, 135, 158). Allerdings betragt die Abnahme der Kérpertemperatur in
der Regel nur wenige Zehntelgrade. Hierfiir lassen sich zwei Ursachen ausmachen. Wie be-
reits erwdhnt haben Kleintiere aufgrund des ungiinstigeren Verhiltnisses von Korperober-
flache zu Kérpermasse grundsitzlich eine groere Neigung, Kérperwidrme an die Umgebung
abzugeben. Zum anderen ist festzustellen, dass Quinpirol bzw. 8-OH-DPAT als die Prototy-
pen voller Agonisten am D,- bzw. 5-HT,,-Rezeptor gelten. Die am Menschen getesteten Sub-
stanzen sind dagegen nur partielle Agonisten, d.h. auch bei maximaler Dosierung bleibt die
Effektstdrke hinter der des jeweiligen vollen Agonisten zurtick.

Nichtsdestotrotz zeigen diese Daten, dass die Induktion einer regulierten Hypothermie auch

beim Menschen grundsitzlich moglich ist. Klinisch kénnte man sich vorstellen, entspre-
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chende Substanzen mit einer physikalischen Kiihlung zu kombinieren (fazilitierte Hypo-

thermie), um eine therapeutische Hypothermie schneller und effektiver einzuleiten.

3.6. Outcome der Tiere

Die Gabe von Quinpirol oder 8-OH-DPAT fiihrte in dieser Untersuchung nicht zu einer Ver-
besserung von neurologischer Funktion oder Histologie im Vergleich zu Placebo.

Eine mdgliche Erklarung hierfiir kénnte sein, dass beide Substanzen nur einen geringen Ef-
fekt auf den Verlauf der Korpertemperatur nach Herz-Kreislauf-Stillstand hatten. Es er-
scheint plausibel, dass es fiir den neuroprotektiven Effekt der Hypothermie eine ,,Dosis-
Wirkungs-Beziehung® gibt. Diesbeziiglich harte Daten sind jedoch rar. In einer Untersu-
chung an Ratten nach Herz-Kreislauf-Stillstand verbesserte sowohl eine Hypothermie mit
35 °C Kérpertemperatur als auch mit 33 °C fiir jeweils 24 Stunden das Outcome im Vergleich
zu Normothermie (37 °C), es gab jedoch keinen Unterschied zwischen 35 °C und 33 °C (96).
Bei neugeborenen Schweinen, die einer beidseitigen Okklusion der Arteria carotis bei
gleichzeitiger Hypoxie unterzogen wurden, verbesserten sowohl eine Hypothermie von 33
°C als auch von 35 °C fiir jeweils 24 Stunden das neuronale Uberleben im Vergleich zur
Normothermie (38,5-39 °C), 33 °C war jedoch effektiver in kortikalen Neuronen, 35 °C in
Neuronen der Basalganglien (75). Bei Ratten nach Verschluss der Arteria cerebri media fand
sich eine U-formige Wirkungskurve: Wihrend eine Hypothermie von 33 °C und 34 °C In-
farktgroRe und neurologisches Defizit im Vergleich zur Normothermie (37 °C) verkleiner-
ten, war dies bei 36 °C, 35 °C und 32 °C nicht der Fall (84).

Ist die Temperatur konstant, scheint die Dauer der Hypothermie maRgeblich fiir das Out-
come zu sein. Bei Rennmiusen nach beidseitigem Verschluss der Arteria carotis verminder-
te eine Hypothermie von 28-32 °C den Untergang von Neuronen umso effektiver, je ldnger
die Hypothermie andauerte (30 Minuten, 1 Stunde, 2 Stunden, 4 Stunden, kein zusitzlicher

Nutzen nach 6 Stunden) (31). Wenn sowohl die Temperatur als auch die Zeitdauer der Hy-
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pothermie konstant sind, verbessert sich das Outcome, je frither die Hypothermie nach der
Reperfusion eingeleitet wird (31, 85).

Sowohl Quinpirol als auch 8-OH-DPAT fiihrten in unserer Studie zu einer schnelleren Einlei-
tung der Hypothermie, hatten jedoch keinen Einfluss auf die Flache unter der Kurve, die wir
als Mal fiir die ,,Gesamtdosis“ der Hypothermie ermittelt haben. Es kdnnte sein, dass diese
Unterschiede zu gering waren, um das neuronale Uberleben zu beeinflussen.

Wir waren jedoch iiberrascht, dass sich die Tiere in den Hypothermie-Gruppen nicht klar
von denjenigen Tieren unterschieden, die normotherm gehalten worden waren. Lediglich
beim Tape-Removal-Test fand sich ein markanter Trend zu schlechteren Ergebnissen in der
Normothermie-Gruppe. Das neuronale Uberleben, gemessen an der Histologie des hippo-
kampalen CA-1-Sektors, war ebenfalls am schlechtesten in der Normothermie-Gruppe, der
Unterschied war jedoch weit entfernt von statistischer Signifikanz. Unsere Ergebnisse ste-
hen damit denen einer fritheren Untersuchung gegeniiber, in der sich bei Ratten nach as-
phyktischem Herz-Kreislauf-Stillstand durch die spontane Hypothermie Korpergewicht,
neurologischer Schaden und neuronales Uberleben verbessert hatten (64). Die Kérpertem-
peratur sowohl der Hypothermie- wie auch der Normothermie-Gruppe war dabei in dersel-
ben GréRBenordnung wie in unserer Studie.

Um unsere Ergebnisse weiter zu analysieren, haben wir das histologische Outcome mit dem
AusmalR der Hypothermie, gemessen an der Fliache unter der Kurve, korreliert. Die Ergeb-
nisse sind dabei gut mit einer Dosis-Wirkungs-Beziehung in Einklang zu bringen, wie sie
oben diskutiert wurde. Betrachtet man die Analyse genauer, fallen zwei Tiere mit auffallend
niedrigem neuronalen Schaden auf. Eines dieser Tiere hatte Quinpirol erhalten, das andere
8-OH-DPAT. Selbst wenn man diese beiden Tiere als Ausreiller betrachtet, bleibt die positive
Korrelation zwischen dem AusmaR der Hypothermie und dem neuronalen Uberleben be-
stehen. Es ist jedoch festzustellen, dass bei diesen beiden Tieren die Hypothermie mit Ab-
stand am stdrksten ausgeprédgt war. Da die anderen Parameter beziiglich Herz-Kreislauf-
Stillstand und kardiopulmonaler Reanimation unauffallig waren, verleitet dies zur Spekula-

tion, dass die scheinbar nicht vorhandene Neuroprotektion durch die Hypothermie im Ver-
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gleich zur Normothermie dadurch bedingt sein konnte, dass die Hypothermie zu gering
bzw. zu variabel ausgepragt war.

Grundlage dieser Untersuchung war die Annahme, dass die regulierte (oder fazilitierte) Hy-
pothermie stiarker neuroprotektiv wirksam wére als die forcierte Hypothermie. Selbst bei
gleichem Zeitverlauf der Korpertemperatur, sollte das Ausbleiben von Gegenregulation von
Vorteil sein. Wir kénnen jedoch nicht ausschlieBen, dass auch in der Placebo-Gruppe, die
wir als Modell fiir eine forcierte Hypothermie geplant hatten, gar keine Gegenregulation
vorhanden war. Wie beschrieben, konnten durch eine allgemeine Fehlfunktion der Thermo-
regulation Gegenregulationsmechanismen ausbleiben, zum anderen kénnen wir nicht véllig
ausschlieBen, dass die spontane Hypothermie von Ratten nach Herz-Kreislauf-Stillstand ei-
ne Form der regulierten Hypothermie darstellt.

Eine andere Erkldrung fiir die fehlende zusitzliche Protektion durch Quinpirol oder 8-OH-
DPAT konnte darin liegen, dass ihre Wirkung auf die Thermoregulation durch pharmakolo-
gische Nebenwirkungen tiberdeckt wird. Insbesondere bewirken sowohl Quinpirol als auch
8-OH-DPAT eine arterielle Hypotonie und eine Bradykardie (32, 40, 86, 109). Nach Herz-
Kreislauf-Stillstand liegt typischerweise eine hdmodynamische Instabilitit vor, bedingt
durch myokardiale Dysfunktion, Arrhythmien und periphere Vasodilatation (33, 89, 104). Da
die Autoregulation des zerebralen Blutflusses nach Herz-Kreislauf-Stillstand héufig nicht in-
takt ist (140), kann prinzipiell jede Abnahme des arteriellen Blutdrucks zu einer kritischen
zerebralen Minderperfusion fithren. Tatsdchlich war in epidemiologischen Studien das Auf-
treten hypotensiver Episoden nach Herz-Kreislauf-Stillstand mit einer erhéhten Mortalitét
assoziiert (87).

Andererseits ist festzustellen, dass trotz des fehlenden Einflusses von Quinpirol oder 8-OH-
DPAT auf neuronale Outcome das Uberleben in der 8-OH-DPAT-Gruppe am héchsten zu sein
schien. Falls dieser scheinbare Effekt nicht zufillig ist, kann er eigentlich nur durch andere
systemische Nebenwirkungen von 8-OH-DPAT erklédrt werden. Hier kdme insbesondere eine
Thrombozytenaggregationshemmung durch 8-OH-DPAT in Betracht (13). Neben der plas-

matischen Gerinnung (3, 24) werden nach Herz-Kreislauf-Stillstand auch thrombozytire

DISKUSSION 33



Kaskaden aktiviert (21, 48), in der Folge kommt es zu regionalen Reperfusionsstérungen in
der Mikrozirkulation (No-Reflow-Phinomen) (6, 45). Thrombozytenaggregationshemmer
geraten daher nach Herz-Kreislauf-Stillstand zunehmend in den Fokus der Aufmerksamkeit
(81). Inwiefern diese Erklarung fiir den scheinbaren Uberlebensvorteil in der 8-OH-DPAT-

Gruppe in unserer Studie zutrifft, ist jedoch hochst spekulativ.

3.7. Methodische Einschrinkungen

Es ist nicht auszuschlieRen, dass eine zu geringe Tierzahl dazu beigetragen hat, dass kein
Unterschied im Outcome zwischen den Gruppen, insbesondere der Normothermie im Ver-
gleich zur Hypothermie, nachgewiesen werden konnte.

Desweiteren ist festzustellen, dass es ganz grundsatzlich schwierig ist, mit neurologischen
Tests Schidden bei Ratten 7 Tage nach Herz-Kreislauf-Stillstand nachzuweisen. Die Unter-
schiede auch zu gesunden Tieren sind ausgesprochen subtil (5), sodass es umso schwieriger
ist, Unterschiede zwischen verschiedenen Gruppen reanimierter Tiere zu finden.
SchlieRlich ist anzumerken, dass unsere Studie keine nicht-ischdmische, ,,schein-operierte*
Kontrollgruppe enthielt. Der Verlauf und das AusmaR der Schidigung kann daher nur mit
historischen Kontrollen verglichen werden, entspricht jedoch den Erfahrungen unserer Ar-

beitsgruppe (5, 23, 26, 83, 115, 116, 120, 121, 122, 123, 130, 143, 144, 145, 146, 147, 152).

3.8. Schlussfolgerungen dieser Arbeit

Unsere Arbeit bestdtigt die Erfahrung, dass Ratten nach Herz-Kreislauf-Stillstand eine spon-
tane Hypothermie entwickeln. Diese wird durch Gabe des D,-Agonisten Quinpirol wie auch
des 5-HT,,-Agonisten 8-OH-DPAT fazilitiert, wenngleich die ,,Gesamtdosis* der Hypother-
mie durch die Bolusgabe nicht beeinflusst wird. Neurologisches und histologisches Outcome

zeigten keinen Unterschied zur Placebogruppe.
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Das Konzept der regulierten Hypothermie nach Herz-Kreislauf-Stillstand erscheint grund-
sdtzlich vielversprechend, die experimentelle Untersuchung im Rattenmodell st68t hier je-
doch an Grenzen. Aufgrund der ausgeprigten spontanen Hypothermie ist es schwierig, ei-
nen zusitzlichen Effekt durch Hypothermie-induzierende bzw. -fazilitierende Substanzen
zu finden.

Gleichzeitig ist die spontane Hypothermie ein wichtiger Faktor, der grundsitzlich bei allen
Untersuchungen bei Ratten nach Herz-Kreislauf-Stillstand beachtet werden muss, auch
wenn nicht primér die Kérpertemperatur untersucht wird. Um eine Beeinflussung der Stu-
die durch méglicherweise unterschiedliche Temperaturverldufe zu vermeiden, sollte immer
ein prolongiertes Temperaturmanagement nach dem Herz-Kreislauf-Stillstand etabliert

werden.
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4, Zusammenfassung

Hintergrund: Die therapeutische Hypothermie reduziert Mortalitit wie Morbiditdt nach
Herz-Kreislauf-Stillstand. Dopamin-D,- und Serotonin-5-HT,,-Agonisten senken die Korper-
temperatur durch Verstellung des Sollwerts. Die vorliegende Arbeit untersucht die Wirkung
des D,-Agonisten Quinpirol und des 5-HT,,-Agonisten 8-OH-DPAT auf die Kérpertemperatur
und den zerebralen Schaden von Ratten nach Herz-Kreislauf-Stillstand.

Methoden: Minnliche Wistar-Han-Ratten wurden einem 6-miniitigen Herz-Kreislauf-
Stillstand durch Kammerflimmern ausgesetzt. Nach Wiederherstellung eines Spontankreis-
laufs wurden 1 mg Quinpirol, 1 mg 8-OH-DPAT oder Placebo subkutan verabreicht. Die Kor-
pertemperatur wurde fiir 48 Stunden kontinuierlich aufgezeichnet. Eine zusatzliche Gruppe
von Tieren wurde nach der Reanimation streng normotherm gehalten. Die Tiere wurden
vor dem Herz-Kreislauf-Stillstand sowie nach 1, 3 und 7 Tagen mittels Tape-Removal-Test
neurologisch untersucht. Nach 7 Tagen wurden histologische Schnitte des hippokampalen
CA-1-Sektors angefertigt und in Nissl- und TUNEL-Farbung ausgewertet.

Ergebnisse: Nach Herz-Kreislauf-Stillstand fand sich bei allen Tieren eine spontane Hypo-
thermieneigung. Die Einleitung der Hypothermie wurde durch Quinpirol wie auch durch 8-
OH-DPAT beschleunigt. Die ,,Gesamtdosis“ der Hypothermie, ausgedriickt durch die Fldche
unter der Kurve, unterschied sich nicht zwischen den Gruppen. Alle Tiere zeigten einen
neurologischen Schaden im Tape-Removal-Test, der sich im Verlauf wieder zuriickbildete;
die Ergebnisse der Normothermie-Gruppe blieben nach 7 Tagen tendenziell schlechter als
die der Gruppen mit Hypothermie. Es gab keine klaren Unterschiede in der Histologie nach
7 Tagen.

Schlussfolgerung: Quinpirol und 8-OH-DPAT fiihrten beide zu einer schnelleren Einleitung
der Hypothermie nach Herz-Kreislauf-Stillstand. Das Outcome unterschied sich jedoch nicht
von dem nach spontaner Hypothermie, wahrscheinlich weil die ,,Gesamtdosis* der Hypo-

thermie nicht beeinflusst wurde.
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