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Abkulrzungsverzeichnis

%) = Durchmesser

AED = Automatisierter Externer Defibrillator
AF = Atemfrequenz

ATP = Adenosintriphosphat

CA = Herzstillstand

CoA = Coenzym A

COX = Cyclooxygenase

CPR = Kardiopulmonale Reanimation
CRP = C-reaktives Protein

DAMP = Damage-associated molekular pattern
EKG = Elektrokardiogramm

FO, = Inspiratorische Sauerstofffraktion
G = Gauge

HDL = High Density Lipoprotein

HE = Hamatoxylin-Eosin

HMG = 3-Hydroxyl-3-Methylglutaryl

HR = Herzfrequenz

i.p. = intraperitoneal

V. = intravenos

I/'R = Ischamie/Reperfusion

ID = Innendurchmesser

IL = Interleukin

KG = Korpergewicht

KHK = koronare Herzkrankheit

LDL = Low Density Lipoprotein

MAP = Mittlerer arterieller Blutdruck



mmHG = Millimeter Quecksilberséule

MMP = Matrix-Metalloproteasen

MTH = Milde therapeutische Hypothermie

NaCl = Natriumchlorid

NIBP = Nichtinvasive Blutdruckmessung

0O, = Sauerstoff

P = Partialdruck

PE = Polyethylen

Pg = Prostaglandin

PRR = Pattern recognition receptor

PTCA = Perkutane transluminale Koronarangioplastie
Ras = Rat sarcoma

ROSC = Return of spontaneous Circulation

SIRS = Systemic inflammatory response syndrome
VLDL = Very Low Density Lipoprotein

ZVK = Zentraler Venenkatheter



1. Einleitung

1.1. Der reanimationspflichtige Herz-Kreislaufstillstand

Der reanimationspflichtige Herz-Kreislaufstillstand stellt aufgrund der damit verbundenen
globalen Ischamie einen der zeitkritischsten Notfélle dar. Innerhalb weniger Minuten missen
MaRnahmen eingeleitet werden, um das Uberleben der Patienten zu sichern. Die Zeit der
Gewebsminderperfusion muss so gering wie moglich gehalten werden, um entstehende

Schéaden durch die Ischamie zu minimieren.

Jahrlich erleiden ca. 350.000 Menschen in der Europaischen Union einen
Herz-Kreislaufstillstand. Bei 50 % der betroffenen Patienten gelingt durch kardiopulmonale
Reanimationsmalinahmen die Wiederherstellung eines spontanen Kreislaufs. Von diesen
175.000 Patienten sterben jedoch ca. 70 % im Verlauf der Postreanimationsphase auf den
Intensivtherapiestationen des jeweils aufnehmenden Krankenhauses [1]. In den Vereinigten
Staaten von Amerika ist die Inzidenz der Herzstillstande pro Jahr mit 55 pro 100.000
Menschen sogar noch gréer [2]. Eine in den Neunzigerjahren durchgefilhrte Studie zeigt,
dass von 512 Herz-Kreislaufstillstdnden, bei denen eine Reanimation durchgeflihrt wurde,
nur 12 % der Patienten das erste Jahr nach Entlassung aus dem Krankenhaus Uberlebten

[3]. Diese Erfolgsrate hat sich wahrend den letzten 30 Jahren nicht verbessert.

Trotz intensiver Forschung und Bemihungen im Bereich der Reanimation und des
I/R-Schadens  (Ischamie-/Reperfusionsschaden) ist das funktionell-neurologische
Behandlungsergebnis, bezogen auf die Gesamtheit der Patienten nach wie vor
unbefriedigend schlecht [4]. Nur 0,6 - 1,8 % der Patienten tberleben ohne neurologisches
Defizit [5], was nicht nur individuelle, sondern auch soziodkonomische Folgen hat.

Im klinischen Bereich stehen dem medizinischen Personal nach erfolgreicher Reanimation
nur eine begrenzte Anzahl von Interventionen mit nachgewiesenem positiven Einfluss auf
das Behandlungsergebnis des reanimierten Patienten zur Verfligung. Zu diesen MaBhahmen
gehdren eine Milde Therapeutische Hypothermie (MTH), Optimierung der Hamodynamik und

eine frihzeitige Percutane transluminale Angioplastie (PTCA).

Um den problemlosen und frithzeitigen Ablauf der Uberlebenskette zu garantieren, wird
versucht, die breite Bevdlkerung in der Laienreanimation zu schulen und die
flachendeckende Ausstattung oOffentlicher Gebaude mit Automatischen Externen

Defibrillatoren (AED)-Geraten zu realisieren [6].



1.2. Herz-Kreislaufstillstand, Ischamie- und Reperfusionsschaden

Der Herz-Kreislaufstillstand ist definiert durch die Beendigung der geordneten mechanischen
Aktivitdt des Herzens. Klinisch imponiert dies durch das Fehlen von Lebenszeichen und
Pulslosigkeit der grof3en Arterien. Das konsekutive Fehlen der Blutzirkulation flhrt
zwangslaufig zur relativen oder absoluten Sauerstoffunterversorgung von Geweben und
Organen [6, 7]. Die Ischamie kann passager ohne Folgen bleiben. Wird jedoch eine fir das
jeweilige Gewebe spezifische Zeit Uberschritten, fuhrt die Sauerstoffunterversorgung direkt
zum Gewebsuntergang und Organversagen. Die auf eine Ischamie nachfolgende
Reperfusion ist nicht gleich bedeutend mit dem Beginn der Rekonvaleszenz, sondern kann
fir das Absterben von Zellen, die wahrend einer passageren Ischamie noch vital waren,
verantwortlich sein. Vielmehr kann sie Prozesse in Gang setzen, die einen umfangreichen,
gof. lang andauernden schadigenden Einfluss auf einen Organismus haben. Da die
ablaufenden Prozesse nicht eindeutig der Ischamie- oder Reperfusionsphase zugeordnet

werden koénnen, spricht man Ublicherweise vom I/R-Schaden [8].

Die durch den ATP-Mangel und die darauffolgende Reperfusion entstandenen freien
Sauerstoffradikale sind hochreaktiv und zerstéren durch Oxidation Endothelien, Membranen,
Enzyme und andere Proteine, welche zur Zellintegritat beitragen. Geschadigte Zellen setzen
damage-associated molecular patterns (DAMPS) frei, eine Gruppe von Molekilen, welche
das angeborene Immunsystem lber sogenannte pattern recognition receptors (TLR2, TLR4,
RAGE) aktivieren [9, 10]. Diese aktivierten Rezeptoren induzieren proinflammatorische
Kaskaden, was eine Aktivierung von NFkB sowie die verstarkte Synthese von
proinflammatorischen Zytokinen und Adh&sionsmolekillen zur Folge hat. Die verstarkte
Expression von Adhasionsmolekilen auf Leukozyten, Thrombozyten und Endothelzellen
erhoht die Viskositat des Blutes, die Aggregationsneigung der Zellen in der Blutbahn nimmt
zu und das Gerinnungssystem wird aktiviert [8, 11-13]. Die Endstrecke im Sinne der
rheologischen Eigenschaften des Blutes ist eine ausgepragte Mikrozirkulationsstorung,
welche als no-Reflow Ph&nomen bezeichnet wird [14, 15].

Auch wenn primdr nur einzelne Organe betroffen sind, kann die Intensitat dieser
Entzindungsreaktion im postischamischen Gewebe so groR sein, dass sich die
pathologische Reperfusionsantwort in entfernten Organen und Geweben manifestiert. Tritt
eine  solche systemisch-sterile  Inflammationsreaktion  unter  Beteiligung  des
Gerinnungssystems, des Immunsystems und der neuroendokrinen Achse auf, entwickelt sich
das Bild eines Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS). Im Rahmen eines
Herz-Kreislaufstillstands und anschlielender Reanimation kann diese sogenannte

Postreanimationserkrankung unbehandelt zum Multiorganversagen fiihren [8, 14].



1.3. Grundlagen

1.3.1. Cholesterin, Therapie mit HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren

Cholesterol ist essentieller Bestandteil jeder tierischen und menschlichen Zellmembran und
wird aufRerdem zur Bildung von Gallensauren und Steroidhormonen benétigt [16]. Im
Rahmen einer Dyslipoproteindmie kann eine erhohte intrazellulare Aufnahme von
cholesterinreichen Lipoproteinen jedoch u.a. zu Koronarer Herzkrankheit (KHK) oder

anderen GeféaRerkrankungen fithren [17].

2 Acetyl-CoA

l

HMG-CoA

Statine ——| J/

Mevalonat

l

Geranylgeranyl-Pyrophosphat

\l/ Geranylgeranylierte
Squalen Proteine
Cholesterin RhoA, Ras, Rac, Cdc42

Abb. 1:
Schematische Darstellung der Cholesterinbiosynthese

Die Wirkung von Statinen beruht auf einer dem Mevalonat ahnlichen chemischen Gruppe.

Infolgedessen wirken sie mit sehr hoher Affinitat als kompetitiver Inhibitor reversibel auf die



HMG-CoA-Reduktase und werden daher auch als HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren

bezeichnet.

Statine sind aktuelle Standardtherapie der Hypercholesterinamie und Dyslipoproteindmie
[18]. Sie werden sowohl in der priméaren als auch der sekundaren Préavention gegen die KHK
eingesetzt [19]. Kommerziell erhéltliche und in der Arzneimitteltherapie verwendete Vertreter
der Statine sind u.a. Simvastatin, Atorvastatin, Lovastatin, Rosuvastatin und Pravastatin. Die
genannten Wirkstoffe weisen unterschiedliche chemische und pharmakodynamische
Eigenschaften auf. Die Uberwiegende Zahl der Statine (Abb. 2) sind lipophil und kdnnen in
ihrer normalen Form ohne Ldsungsvermittler nur enteral appliziert werden. Rosuvastatin und
Pravastatin sind hydrophil und koénnten theoretisch in wassriger Lésung intravenés (i.v.)
appliziert werden. Im Gegensatz zu den restlichen Statinen unterliegt Pravastatin nicht dem
Metabolismus der Cytochrom P450-Superfamilie und gelangt weitestgehend ohne Interaktion
mit anderen Medikamenten an den Wirkort [20]. Weiterhin unterscheiden sich alle Statine
durch ihre Potenz und ihre Affinitat zur HMG-CoA-Reduktase [21].
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Abb. 2: Chemische Strukturen verschiedener Statine



1.3.2. Pleiotrope Eigenschaften der Statine

Als Pleiotropie bezeichnet man Eigenschaften eines Agens, die neben der eigentlich
vorgesehenen therapeutischen Eigenschaft beobachtet werden kdnnen. Durch die
Synthesehemmung der Mevalonsaure werden mehrere Nebenprodukte dieser Reaktion und
komplexere lIsoprenoide wie zum Beispiel Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) oder
Farnesylpyrophosphat (FPP) nicht gebildet. Diese Isoprenoidderivate sind an der
Modifizierung verschiedener Proteine (Ras, Ras-like-proteins, Rho, Rab, Rac, Cdc42) [22]
beteiligt, welche durch das Fehlen von GGPP und FPP nicht fertiggestellt und aktiviert
werden. Die GTPasen sind an einer Vielzahl von Reaktionen und Synthesewegen beteiligt,

welche auf die verschiedensten Gewebe oder Organe einen Einfluss haben [23, 24].

Die wichtigsten pleiotropen Wirkungen der Statine nach Liao&Laufs [24]:

e Verstarkte eNOS-Aktivitat und -Aktivierung

® Hemmung der Freisetzung freier Radikale

® Hemmung von Endothelin-1

® Hemmung der Oxidation von LDL

e Verstarkte Mobilisierung von endothelialen Progenitorzellen

e Verminderung der Anzahl und Aktivitait von Entzlndungszellen und
Entziindungsmediatoren (z.B. IL6, IL10, PgE Il, NFKB) [13]

e Erniedrigung des CRP-Spiegels (C-reaktives Protein)

® Verminderte Produktion und Aktivitat von Makrophagen und
Matrix-Metalloproteasen (MMP)

e Verminderte Freisetzung von Thromboxan A,

e Hemmung der vermehrten Expression von Adhasionmolekilen

e Verringerung der Plasminkonzentration

Durch die Wirkung der Statine verringert sich die Blutviskositat, die Gerinnungs- und
Entzindungsantwort des Korpers wird gehemmt, atherosklerotische Plaques werden
stabilisiert und das Endothel wird geschiitzt [24]. Neuere Studien belegen, dass diese von
der Cholesterinsenkung unabhangigen Wirkungen der Statine kurz nach Applikation
eintreten [25]. Nach Prinz et al. kann durch sofortige i.v. Applikation von Rosuvastatin das

therapeutische Fenster nach ischamischem Stroke um wenigstens 4 Stunden verlangert
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werden. Andere Applikationsformen wie intraperitoneal oder peroral sind im Akutfall nicht
empfehlenswert (siehe Anhang Abb. 17) [26]. In einer weiteren Arbeit beschreibt Prinz et al.,
dass unter Statintherapie die cerebrale Infarktgréfie nach Ischamie um 40 % verringert
werden konnte. 2 Tage nach Beendigung der Statintherapie konnte dieser protektive Effekt
nicht mehr beobachtet werden und die NO-Konzentration sank um 32 % unter das
Ausgangsniveau ab [25]. Endres et al. postulierten 2008 eine mogliche Indikation fir
i.v.-Statine bei Patienten mit akuten Gefal3krankheiten, kritisch-kranken Patienten ohne
Mdglichkeit einer enteralen Ernahrung, Praventivversorgung von chirurgischen Patienten mit
hohem kardiovaskularem Risiko und perioperative Therapie von Patienten mit paroxysmalem
Vorhofflimmern. Jedoch sind intravends applizierbare Statine im klinischen Alltag nicht

verfugbar [27].



2. Ziel der Studie

Ziel der Arbeitsgruppe ist die ldentifikation therapeutischer Optionen zur Verbesserung der
Uberlebensrate und der funktionell-neurologischen Regeneration nach I/R-Schaden im
Tiermodell. Hierzu wurde ein hochstandartisiertes Kleintierreanimationsmodell etabliert [28].
Zur Quantifizierung der funktionell-neurologischen Regeneration nach Herzkreislaufstillstand
und kardiopulmonaler Reanimation (CA/CPR) wurden mehrere neurophysiologische Tests
durchgefuhrt.  Aufgrund des 28-tagigen Beobachtungszeitraums kdnnen auch
Verédnderungen untersucht werden, welche sich erst spat im Verlauf des "postcardiac arrest

syndromes" entwickeln.

Endres und Laufs postulierten 2005 die Notwendigkeit von i.v.-Statinen. Bevor diese
Praparate im klinischen Alltag zugelassen werden, so die Autoren, miissen noch weitere
Studien sowie pharmakologische Gutachten durchgeflihrt werden [27]. Im Rahmen der
vorliegenden Tiermodell-Studie stellten wir uns die Frage, welchen Einfluss das Pravastatin
auf das globale Behandlungsergebnis von Mausen nach 10-minitigem Herz-

Kreislaufstillstand und kardiopulmonaler Reanimation in einer Langzeitbeobachtung hat.



3. Material und Methoden

Bei dieser Arbeit handelt es sich um einen prospektiv-randomisierte, tierexperimentelle
Studie. Alle Tierexperimente wurden unter Einhaltung der gesetzlichen Tierschutzrichtlinien
durchgefihrt  und  durch  das  zustandige Landesamt flr  Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei, Mecklenburg-Vorpommern unter dem Zeichen
LALLF MV/TSD/7221.3-1.1-073/10 genehmigt.

3.1. Versuchstiere

Fur die Versuche wurden weibliche Mause des C57BL/6J Stammes (Charles River,
Deutschland), jeweils mit einem Korpergewicht von 20-24g, nach eigener Aufzucht am
Rudolf-Zenker-Institut fiir Experimentelle Chirurgie Rostock (IEC) verwendet und unter
standardisierten Bedingungen in Gruppen von 5 Tieren pro Kafig gehalten. Futter und
Wasser war allen Tieren ad libitum zuganglich. Die Versuchstiere akklimatisierten sich vor
Versuchsbeginn 7 Tage in den Raumlichkeiten der Zentralen Versuchstierhaltung
(Laborbedingungen: 12 stindiger Hell-Dunkelrhythmus, konstante Raumtemperatur von
22 °C und konstante Luftfeuchtigkeit von 45 %).

3.2. Experimentelles Protokoll

3.2.1. Vorversuch

3.2.1.1. Lipoproteinuntersuchung

Im Vorfeld der Langzeitstudie wurde Uberprift, ob die intraventése Medikamentengabe im
Mausmodell den gleichen klinischen Effekt auf die Blutwerte des Versuchstiers hat wie beim
Menschen. Fir die Basalwerte wurden 10 mit Xylazin/Ketanest narkotisierte C57BL/6J
Méause laparotomiert, die Vena cava inferior freiprapariert und 0,5 ml Blut entnommen. Nach
der Blutentnahme, der Blutstillung sowie dem Wundverschluss wurden die Versuchstiere
wieder in die Kéafige gebracht. Die folgenden 7 Tage konnten sich die M&use von der
Operation erholen. Im Anschluss wurde den Versuchstieren in Isofluran-Kurznarkose die
Testsubstanz Pravastatin (2,0 mg/kgKG) 8 Tage lang jeweils morgens in den retrobulbéren
Venenplexus appliziert. Nach Abschluss des Interventionszeitraums wurden die
Versuchstiere wieder laparotomiert und 0,5 ml Blut aus der Vena cava inferior entnommen.

Das Blut wurde im Labor mittels enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) auf dessen
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Gesamtcholesterin, high density lipoprotein (HDL) und low density lipoprotein/very low

density lipoprotein (LDL/VLDL) hin untersucht.

3.2.1.2. Beatmung

Wahrend der eigentlichen Reanimationsstudie war es aufgrund der notwendigen Invasivitat
nicht maglich arterielle Blutgasanalysen (BGA) durchzufihren. Deshalb wurde zu Beginn der
Modelletablierung Uberprift, ob die Beatmungseinstellungen korrekt und damit die Beatmung
der Mause suffizient war. Hierzu wurde bei einer Gruppe von Mausen eine arterielle
Blutgasanalyse durchgefiihrt. Diese wurde nach einer zweistiindigen Beatmung mit einer
Beatmungsfrequenz von 130/min, einem Tidalvolumen von 10 pl/g und einer inspiratorischen
Sauerstofffraktion (FO,) von 0,21 durchgefihrt. Des Weiteren wurden zur Bestimmung einer
suffizienten Spontanatmung arterielle Blutgasanalysen 8 Stunden nach Reanimation

entnommen.

3.2.2. Praparation, Ablauf der Reanimation

Um die nachfolgenden neurologischen Tests nicht negativ zu beeinflussen, mussten alle
chirurgischen Interventionen so wenig invasiv und atraumatisch wie mdglich ablaufen. Die
Versuchstiere wurden durch eine intraperitoneale (i.p.) Injektion von Ketamin (12 pg/gKG)
und Xylazin (8 ug/gKG) narkotisiert. Sie wurden auf dem Rucken unterhalb eines Mikroskops
(Leica M651, Leica Microsystems Hamburg) gelagert. Um die Augen vor Austrocknung zu
schitzen, wurden diese mit Panthenolsalbe behandelt. Die Versuchstiere wurden mit einem
22 G Tubus orotrachel intubiert und mit einem Tidalvolumen von 10 pl/gKG sowie einer
Atemfrequenz (AF) von  130/min  unter  Zuhilfenahme eines  mechanischen
Ventilationssystems beatmet (MiniVent; Hugo Sachs, March-Hugstetten). Bis zur Induktion
des Herzstillstands (CA) wurden die Mause mit Raumluft (FO, 0,21) beatmet. Zur
Uberwachung und Konstanthaltung der Korperkerntemperatur auf 36 °C wurden die Tiere
auf einer rickgekoppelten Warmeplatte mit rektaler Temperatursonde (Effenberg, Pfaffing,
Deutschland) fixiert. Um den Koérperwdrmeverlust wahrend der Narkose zu verringern,

wurden die Mause mit Kompressen und Warmeisolationsfolie abgedeckt.
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Abb. 3: Reanimationsarbeitsplatz mit intubiertem Versuchstier

Das hamodynamische Monitoring erfolgte Uber eine Elektrokardiogramm- (EKG) Ableitung,
der Blutdruckmessung an der Schwanzwurzel und der plethysmografischen
Pulskurvenmessung der Schwanzarterie (AD Instruments; Spechbach, Deutschland). Die
Daten wurden mittels PC aufgezeichnet (AD Instruments; Spechbach, Deutschland). Nach
erfolgreicher i.p. Anasthesie und Lagerung, wurde die zuvor enthaarte ventrale Halsregion
der Maus medial ertffnet und die Vena jugularis externa dextra freiprapariert. In diese wurde
ein Polyethylenkatheter als Zentraler Venenkatheter (ZVK) eingebracht und fixiert (PE 50; ID
0,28 mm; Portex, Hythe, Grol3britannien).

Nach Instrumentierung des Tieres und einer Stabilisierungsphase von 15 Minuten erfolgte
die Induktion des Herzstillstands durch die i.v. Gabe von 80 ug/kgkG Kaliumchlorid (KCI).
Verifiziert wurde der Herzstillstand durch Asystolie im EKG und Pulslosigkeit der
Schwanzarterie. Gleichzeitig wurde die Beatmung pausiert. 10 Minuten nach Induktion des
Herz-Kreislaufstillstands, wurde mit der kardiopulmonalen Reanimation (CPR) begonnen.
400 po/kgKG Adrenalin sowie 0,05 ml der Testsubstanzen (Pravastatin 0,5 mg/kgKG vs.
NaCl 0,9 %) wurden Uber den ZVK appliziert, die mechanische Beatmung wurde wieder
aufgenommen und die Maus mit 450 Thoraxkompressionen pro Minute reanimiert. Da
hierbei Drucktiefe und Frequenz von entscheidender Bedeutung sind, wurden die
Thoraxkompressionen maschinell durchgefiihrt und von einer umgebauten Nahmaschine
tbernommen (Privileg Typ Voll Zick Zack) [28]. Zu Beginn der Reanimation wurde mit einer
FiO, von 1,0 (Tidalvolumen: 12 pl/gKG; AF: 200/min) beatmet, nach 2 min wurde auf eine
FiO, von 0,6 und weitere 18 min spater auf 0,4 reduziert.

Die erfolgreiche Reanimation der Maus stellte sich durch spontane, koordinierte
Herzaktionen im EKG, einer Pulskurve Uber der Schwanzarterie und der sichtbaren
Herzaktion durch die Thoraxwand dar.
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Narkose: Ketamin/Xylazin i.p.

l

Intubation, Beatmung(F;0, : 0,21),
EKG, NIBP, Temperaturmessung, ZVK

v
Induktion des Herz-Kreislaufstillstands

3%
Globale Ischamie: 10 min

A 4

CPR
(Frequenz 450/min; Adrenalin 400 ugfkgkis)

NaCl 0,9 % (0,15 ml)l lPravastatin 0.5 mg/kgKG (0,15 ml)

Extubation; Nachbeobachtung

l

1x tgl. 0,1 ml i.v. (in Isoflurane-Kurznarkose)
Pravastatin 0.5 mg/kgKG vs. NaCl 0,9 %

Abb. 4: Interventionsablaufschema

Das Protokoll sah vor, dass die Reanimationsbemiihungen eingestellt wurden, wenn nach
3-minitiger Reanimation und zweimaliger Nachinjektion von 200 pg/kgkG Adrenalin kein

eigener Spontankreislauf erkennbar war.

Nach Erlangung eines Spontankreislaufs (ROSC) und weiteren 60 Minuten
Stabilisierungsphase, wurde den Versuchstieren 0,1 ml der Testsubstanz
(Pravastatin 0,5 mg/kgKG vs. NaCl 0,9 %) uber den ZVK appliziert. Weitere 10 Minuten
spater wurde der ZVK entfernt, das Gefal} ligiert und die Haut durch Naht (Prolene 6.0
Firma: Ethicon Johnson&Johnson, Belgien) verschlossen. Im Anschluss konnte das
Versuchstier extubiert werden, sofern Augenlidreflexe, suffiziente Spontanatmungs-

bemihungen und Reaktionen auf Pfotenstimulation aufweisbar waren.
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Nach erfolgreicher Extubation wurden die Versuchstiere in ein gleichbleibend auf 30 °C
erwarmtes Terrarium verbracht, um in Ruhe zu regenerieren. Die darauffolgenden Stunden
wurden die Mause mittels einer Warmebildkamera (siehe Anhang Abb. 18) Gberwacht. Zur
postoperativen Schmerztherapie wurde dem Trinkwasser Metamizol (250 mg/dl)

beigemischt.

An jedem der folgenden 5 Tage erhielten die Uberlebenden Versuchstiere in
Isofluran-Kurznarkose eine intravendse Injektion von entweder 0,1 ml NaCl 0,9 %
(CA/CPR - NaCl 0,9 %) oder 0,1 ml Pravastatin 0,5 mg/kgKG (CA/CPR - Pravastatin) in den

linken retrobulbaren Venenplexus.
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3.3. Auszuwertende Parameter

Der Beobachtungszeitraum dieser Untersuchung betrug 28 Tage. Die untersuchten

Parameter waren:

Uberleben

Korpergewicht

Neuroscore

Allgemeinzustand

Funktionell-neurologische Tests
o0 Rotarod-Test
0 Elevated-Plus-Maze-Test

o Water-Maze-Test

Aufgrund des identischen Phanotyps der beiden Gruppen konnten die Tests der zuvor

eingeteilten Gruppen weiterhin von einem verblindeten Untersucher durchgefiihrt werden.

Neuro-physiologische Testverfahren

Water-Maze-Test
X X X X X ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?

RotaRod

Elevated-Plus-Maze

X X X X X X X X X X X
Neuroscore

X X X X X X X X X X X
Korpergewicht

X X X X X X X X X X X

Intubation, Beatmung; CA/CPR 10 min

i.p.-Narkose (Xylazin/Ketanest)
NaCl 0,9 % vs. Pravastatin

3V

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 9 14
Beobachtungszeit [d]

Abb. 5: Ablaufschema der neuro-physiologischen Testverfahren; vor Teilnahme an der postinterventionellen Testphase wurde
die Eignung der Tiere neu evaluiert
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3.3.1. Uberleben

Das Uberleben stellte den wichtigsten Verlaufsparameter der Studie dar. Es wurde ein
Beobachtungszeitraum von 28 Tagen gewahlt. Innerhalb der ersten 12 Stunden nach
Intervention wurde das Uberleben der Tiere stiindlich uberprift. An den folgenden Tagen
wurden die Tiere dreimal pro Tag begutachtet.

3.3.2. Kérpergewicht

Das Gewicht und dessen Verlauf wahrend des Beobachtungszeitraums stellen einen sehr
sensitiven Parameter fur das Befinden der Versuchstiere dar. Um eine Vergleichbarkeit der
Gruppen in Bezug auf das Korpergewicht zu erméglichen und den Einfluss interindividueller
Unterschiede zu verringern, wurde das relative Kdrpergewicht untersucht. Der Ausgangswert
aller Mause war 100% an Tag 0. Gemessen wurde téaglich morgens um 7.00 Uhr
(Waage: MXX-212, Denver Instruments, Géttingen, Deutschland).

Abb. 6: Gewichtsmessung
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3.3.3. Neuroscore

In Anlehnung an die Glasgow Coma Scale (GCS), die den neurologischen Status beim
Menschen beschreibt, l&sst sich auch der neurologische Score bei Mausen und Ratten
erheben [30]. Die vorliegende Einschéatzung der Vigilanz und Motorik basiert auf einer
Modifikation nach Abella et al. [31].

Hierbei werden, ahnlich der GCS, fir verschiedene neurologische Qualitdten (Bewusstsein,

Atmung, Koordination, Aktivitat, Korneal- und Stellreflex) maximal 12 Punkte verteilt.

Neuroscore

Bewusstsein

1. keine Reaktion auf Kneifen in den Schwanz 0

2. geringflgige Reaktion auf Kneifen in den Schwanz 1

3. normale Reaktion auf Kneifen in den Schwanz 2
Kornealreflex

1. kein Blinzeln 0

2. trages Blinzeln 1

3. normales Blinzeln 2
Atmung

1. irregulares Atemmuster 0

2. verminderte Atemfrequenz, normales Atemmuster 1

3. Normale Atemfrequenz, normales Atemmuster 2
Stellreflex

1. Keine Drehbewegung 0

2. Langsames Umdrehen 1

3. spontanes und schnelles Umdrehen 2
Koordination

1. keine Bewegung 0

2. moderate Ataxie 1

3. normale Koordination 2
Bewegung und Aktivitéat

1. keine spontane Bewegung 0

2. verlangsamte Bewegung 1

3. spontane Bewegung 2
maximal mdgliche Punktzahl 12

Tab. 1: Neuroscore
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3.3.4. Allgemeinzustand

Der Allgemeinzustand (AZ) der Tiere wurde an jedem Untersuchungstag erhoben. Klinisch
auffallige Beeintrachtigungen der Maus aufgrund cerebraler Lasionen wurde in Anlehnung an
das neurologische Gradingsystem von Bederson et al. [32] in vier verschiede Schweregrade
eingeteilt. Bei der Bewertung erhalten die Mause einen Punktwert zwischen 0-3, wobei O

einen sehr guten und 3 einen sehr schlechten AZ beschreibt.

Allgemeinzustand

Fellbeschaffenheit /-pflege

1. sauber, glanzend 0

2. struppig, verklebt 1
Nahrungsaufnahme

1. Maus frisst 0

2. Maus frisst nicht 1
Bewegung

1. normale Bewegung 0

2. verlangsamte oder kein Bewegung 1

0 Punkte - keine Beeintrachtigung
1 Punkt - leichte Beeintrachtigung
2 Punkte - massige Beeintrachtigung
3 Punkte - starke Beeintrachtigung

Tab. 2: Bewertungskriterien zur Einschatzung des Allgemeinzustands
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3.3.5. RotaRod-Test

Der RotaRod-Test ist im Rahmen der Verhaltensphysiologie ein etabliertes Modell zur
Beurteilung der motorischen Kraft, Ausdauer, Geschicklichkeit, Gleichgewichtsempfinden
und Koordination von Nagetieren. Der Test kann vor allem nach cerebraler und cerebellarer
Schadigung eingesetzt werden [33]. Die Versuchstiere wurden auf einen rotierenden Zylinder
gesetzt, der sich mit 12,5 Umdrehungen/min bewegte. Dabei stand der Zylinder 45 cm
oberhalb des Bodens und wurde seitlich von 2 schwarzen Plastikplatten eingefasst, um die
Maus daran zu hindern sich vom Untersuchungszylinder zu entfernen (Abb. 7). Die Tiere
mussten pro Untersuchungstag 3 x 5 min laufen. Zwischen den einzelnen Versuchen hatten
die Mause eine einminitige Erholungsphase. Im Allgemeinen stellen neunhundert Sekunden
fur ein gesundes Versuchstier nach einer kurzen Lernphase keinerlei Problem dar.

Abb. 7: RotaRod-Testaufbau
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3.3.6. Water-Maze-Test

Aufgrund der hohen Hypoxiesensibilitat erwartet man den grof3ten Schaden bei plétzlichem
Herzstillstand im Hirngewebe, wobei der Hippocampus und das Striatum zu den
hypoxiesensibelsten Hirnregionen gehoren [34]. Da die Hippocampusregion des Gehirns
sehr stark in das Lernvermdgen des Individuums eingebunden ist, kann eine Schadigung
dieser Hirnregion zu verminderter Lern- und Ged&chtnisleistung fuihren. Diese Lern- und
Reproduzierfahigkeit des Gehirns lasst sich mit dem etablierten Versuchsaufbau des
Water-Maze-Tests untersuchen [35]. Durch die Water-Maze-Testung wird festgestellt, ob
den Versuchstieren das Erlernen einer bestimmten raumlichen Position mdglich ist und ob
sie sich nach einem zehnminitigen Herz-Kreislaufstillstand mit CPR an das zuvor Erlernte

erinnern kénnen. Im Verlauf der Nachbeobachtungsphase wird untersucht, ob raumliches
Neulernen nach CA/CPR mdglich ist [36, 37].

Abb. 8: Bassin des Water-Maze-Tests (& 80 cm; Wassertiefe 15 cm; Wassertemperatur ca. 25 °C)

Der Test bestand aus einem geflllten Bassin (& 80cm; Wassertiefe 15cm;
Wassertemperatur ca. 25 °C) und einem darin befindlichen Stein (5 cm x5 cm x 14 cm),
dessen Trittplattform ca. 1 cm unter der Wasseroberflache lag, auf welcher sich die Tiere in
Sicherheit bringen kdnnten. Die Position der Plattform war am Beckenrand mit gut sichtbaren
Hinweisreizen optisch markiert (siehe Abb. 8).

Die Konditionierung der Tiere begann 5 Tage vor der geplanten Intervention. Sie wurde bis
zum 1. Tag vor der Intervention morgens und abends mit 5 Versuchen fortgefihrt. Das
Versuchstier wurde immer an der gleichen Stelle (in Abb. 9 mit X markiert), und in gleicher
Schwimmrichtung in das Bassin gegeben. Um auszuschlie3en, dass die Tiere den Stein
durch die Oberflaiche des Wassers sehen konnten, wurde dem Wasser laktosefreie Milch
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zugefuhrt, sodass es sich tribte. Daher dienten nur noch die Markierungen an den Wanden

als Orientierungspunkte.

Da dieser Test gerade nach einer Reanimation sehr anstrengend fir die Tiere sein kann,
mussten diese einen ausreichenden Grad der Erholung erreicht haben. Voraussetzungen fir
die Teilnahme waren ein Neuroscore von 12, ein Anstieg des Korpergewichts und
mindestens einmal durchgéngig absolvierte 300 Sekunden im RotaRod-Test. Um die Tiere
nicht zu Uberlasten, wurde dieser Test an den ersten 3 postoperativen Schwimmtagen nur
einmal taglich durchgefuhrt. Nach dem 3. Schwimmtag wurden die Versuchstiere neu
konditioniert. Dies wurde realisiert, indem die Position der Plattform gedndert wurde,
entsprechend den Markierungen an der Bassinwand. Der neue Standort der Plattform wurde

dann jeweils morgens und abends weitere funf Tage angelernt.

1. Praoperative Plattformposition il

2. Konditioniertes Gedachtnis
postoperativ abrufen.
Plattformposition ll

3. Postoperative Neukonditionierung
Plattformposition

Abb. 9: Schematischer Water-Maze-Versuchsaufbau
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3.3.7. Elevated-Plus-Maze-Test

Um die Verhaltensphysiologie der beiden Gruppen miteinander vergleichen zu kénnen,
wurde der Elevated-Plus-Maze-Test herangezogen. Er ist ein etabliertes neuro- und
verhaltensphysiologisches Testverfahren zur Beurteilung von Aktivitat, Angstlichkeit und
Neugier von Nagetieren.

Der Testaufbau besteht aus einem seitlich offenen und einem geschlossenen Arm, welche
senkrecht zueinander stehen und mittig verbunden sind (siehe Abb. 10). Die Arme sind 5 cm
breit und 30 cm lang. Um die Tiere daran zu hindern vom Testaufbau zu springen, steht das
Kreuz 60 cm erhoht tGber dem Boden. Fiur die Mause ist es daher auf dem geschlossenen
Steg sicherer, als auf dem offenen. Eine Kamera zeichnet das Verhalten wahrend des
zehnmindtigen Tests auf.

Zu Beginn wurde die Maus in die Mitte des Kreuzes gesetzt und bewegte sich dann auf den
Armen des Labyrinths. Der Untersucher ermittelte spater anhand des Videos die
zuriickgelegte Strecke, die Anzahl, wie oft die Maus sich auf die Hinterlaufe stellte um sich
gegen die Wand zu stemmen und die Zeitdauer, welche auf dem offenen und dem

geschlossenen Arm verbracht wurde [38].

Abb. 10: Versuchsaufbau des Elevated-Plus-Maze-Tests

3.4. Histologie

Um die Auswirkung der Ischdmie auch auf zellularer Ebene nachzuweisen, wurden von der
Arbeitsgruppe in Kooperation mit dem Rostocker Institut fir Anatomie histologische
Praparate aus dem Lungen-, Herz-, Leber- und Hirngewebe der toten Versuchstiere
angefertigt. Die histologischen Praparate wurden einerseits von getdteten Mausen, welche

die Beobachtungsphase komplett beendet haben, aber auch von Mausen, die pramortal sehr
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auffallige Anzeichen neurologischer Stérungen aufwiesen, angefertigt. Die entnommenen
Gewebe wurden unmittelbar nach Entnahme in 4 %igem Formalin fixiert, spater gefarbt
(HE-Farbung, Nissl-Farbung) und nach Einbettung in Paraffin im Mikrotom geschnitten. Die

Begutachtung, Auswertung und Beurteilung erfolgte durch das Anatomische Institut Rostock.

3.5. Auswertung und Statistik

Zur Darstellung der Daten wurden die Programme SigmaStat 3.5° und SigmaPlot 10.0°
(Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA) verwendet. Die Daten fir die
Kaplan-Maier-Uberlebenskurve wurden mittels survival log-rank Test analysiert. Alle Daten
wurden mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung untersucht. Weiterhin
wurden zur statistischen Auswertung der Ergebnisdaten, Rangsummentest nach
Mann-Whitney zum Vergleich nicht parametrischer Daten durchgefiihrt. Zum Vergleich
zweier normalverteilter Stichproben verwendete man den Student’s t-Test oder ANOVA. Fir
multiple Gegenuberstellungen wurde zur Analyse die Home-Sidak Methode verwendet. Der

Unterschied der Teilnehmerzahl am Water-Maze-Test nach CA/CPR wurde durch den
x>-Test bewertet. Die Werte wurden als Mittelwert + Standartabweichung, bzw. bei

Nichtnormalverteilung als Median und Interquartilabstanden ([25 % - 75 %]) dargestellit.

Das Signifikanzniveau wurde grundséatzlich auf 5 % (*p<0,05) festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1. Lipoproteinuntersuchung

Die tagliche intravendse Applikation von 2 mg/kgKG Pravastatin zeigte eine signifikante
Reduktion der Plasmakonzentration des Gesamtcholesterols im Vergleich zur Injektion von
NaCl 0,9 % (Basal: 101,8 +4,2; NaCl 0,9 % 105,1 +5,5 vs. Pravastatin 89,4 + 2,6*;
*p < 0,05). Nennenswerte Auswirkungen auf den HDL und LDL/VLDL-Stoffwechsel konnten

nach 8 Tagen nicht nachgewiesen werden.

*
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Abb. 11: Statinabhangige Veranderungen im Lipidstoffwechsel der Maus, Untersuchungszeitraum 8 Tage; Mittelwerte + SD
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Abb. 12: Relative Koérpergewichtsentwicklung der Versuchstiere, Tag 0 = 100 %, Beobachtungszeitraum 8 Tage,
Mittelwerte + SD
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Der Verlauf des taglich gemessenen Korpergewichts zeigt einen tendentiell deutlichen
Gewichtsverlust bei den mit Pravastatin behandelten Tieren. Ausgehend von 100 % konnte

bei der Pravastatingruppe am 8. Tag ein Gewicht von 96,74 + 0,59 vs.
NaCl 0,9 %: 101,5 + 0,25 gemessen werden.
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4.2. Allgemeine Parameter der Reanimation

Die insgesamt 70 Versuchstiere wurden am Morgen der Intervention per Losverfahren der
CA/CPR - Pravastatin oder CA/CPR -NaCl 0,9 % -Gruppe zugeordnet. Aufgrund von
Problemen bei der Reanimation (Praparationszeit >30 min, hoher intraoperativer Blutverlust,
Venenabriss, Dislokation von Tubus- oder i.v. - Katheter wahrend CPR) mussten 8 Tiere
ausgeschlossen werden. Nach Reanimation konnte bei allen 62 Tieren ein Spontankreislauf

hergestellt werden.

Ausgangsbedingungen vor CA

Parameter CA/CPR 10 min - NaCl 0,9 % CA/CPR 10 min - Pravastatin
n=31 n=31
Korpergewicht [g] 20,65 [+ 2,2] 21,8 [+ 2,0]
Herzfrequenz [1/min] 245 [+ 27] 238 [+ 31]
MAP [mm Hg] 103 [+ 10] 105 [+ 12]
Korpertemperatur [°C] 36,0 [+ 0,1] 36,0 [+ 0,1]

Parameter der kardiopulmonalen Reanimation

ROSC Zeit [s] 87 [+ 25] 70 [ 25]
ROSC Rate 100 % 100 %

Adrenalin (ug) 15[+ 5] 15[ 5]
Extubation (min) 138 [+ 12] 133 [+ 8]

1 h post CA/CPR

Herzfrequenz [1/min] 440 [+ 30] 430 [+ 28]
MAP [mm Hg] 75 [+ 10] 80 [+ 12]
Korpertemperatur [°C] 36,3 [+ 0,2] 36,4 [£0,1]

2 h post CA/CPR

Herzfrequenz [1/min] 320 [+ 40] 305 [+ 37]
MAP [mm Hg] 65 [+ 7,5] 65 [+ 8]
Korpertemperatur [°C] 36,0 [+ 0,1] 36,0 [+ 0,1]

Tab. 3: Ausgangsbedingungen und Parameter wahrend sowie nach CA/CPR; Mittelwerte + SD
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4.3. Uberleben

Der wichtigste Parameter in dieser Untersuchung war das Uberleben der Versuchstiere in
einem Beobachtungszeitraum von 28 Tagen. Wie in Abb. 13 dargestellt, wiesen die mit
Pravastatin behandelten Tiere einen signifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber den mit
NaCl0,9% behandelten Tieren auf (CA/CPR - Pravastatini 54,8% vs.
CA/CPR - NaCl 0,9 %: 29 %; *p<0,05). Ab dem dritten Tag nach Reanimation verstarb in der

CA/CPR - Pravastatingruppe 1 Tier, im Gegensatz zur Kontrollgruppe in welcher 7 Tiere

verstarben.
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Beobachtungszeit [d ]

Abb. 13: Uberleben der Versuchstiere CA/CPR - Pravastatin vs. CA/CPR - NaCl 0,9 %; Beobachtungszeitraum 28 Tage,
Statistik: Kaplan-Meier logrank Analyse, *p<0,05

Am Ende des 28 tagigen Untersuchungszeitraums waren 17 Tiere aus der Pravastatin-
gruppe und 9 Tiere aus der Kontrollgruppe am Leben.
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4.4. Kérpergewicht

Beide Gruppen zeigten einen deutlichen Gewichtsabfall an den ersten beiden postoperativen
Tagen. Die Tiere der Kontrollgruppe nahmen am 2. und 3. postinterventionellen Tag deutlich
mehr ab, als die Tiere der CA/CPR - Pravastatingruppe (2.: CA/CPR - NaCl 0,9 %:
81,9 + 0,94 vs. CA/CPR - Pravastatin: 84,3 + 0,78; 3.: CA/CPR - NaCl 0,9 %: 79,2 + 1,54 vs.
CA/CPR - Pravastatin: 83,2 +1,49). Nach dem 3. postinterventionellen Tag nahmen die
Tiere der CA/CPR - Pravastatingruppe an Gewicht zu, wohingegen die Tiere der
Kontrollgruppe immer noch abnahmen. Bei den Tieren der Kontrollgruppe wurde eine
Gewichtszunahme am 5. postoperativen Tag beobachtet. Danach nahmen alle noch
lebenden Tiere beider Gruppen an Gewicht zu, wobei die Tiere der Kontrollgruppe starker
zunahmen als jene mit Pravastatin behandelten Tiere. Am Ende des Beobachtungszeitraums
waren die Tiere der Kontrollgruppe schwerer als die Versuchstiere der
CA/CPR - Pravastatingruppe (CA/CPR - NaCl 0,9 %: 102,0 + 2,04 vs. CA/CPR - Pravastatin:
97,8 £ 1,09). Die Gewichtsunterschiede der beiden Gruppen lagen bis zum Ende des

Untersuchungszeitraums unterhalb des Signifikanzniveaus.
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I CA/CPR-NaCl 0,9 % I CA/CPR - Pravastatin
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80
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Abb. 14: Relative Kodrpergewichtsentwicklung der Versuchstiere, Tag 0 = 100 %, Beobachtungszeitraum 28 Tage;
Mittelwerte + SD
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4.5. Neuroscore

Am Morgen der Intervention wurde die Versuchsmaus begutachtet und ihr der
Ausgangswert 12 zugeteilt. Am 1. postoperativen Tag zeigten die Tiere der
CA/CPR - Pravastatingruppe einen besseren neurologischen Zustand als die Tiere der
Kontrollgruppe (CA/CPR - Pravastatin: 11 [10 - 12] vs. CA/CPR - NaCl 0,9 %: 11 [9,5 - 12]).
Dieser knappe Unterschied der beiden Gruppen zeigte sich auch an den Tagen
3 (CA/CPR - Pravastatin: 12 [12-12] vs. CA/CPR - NaCl 0,9 %: 12[11-12]) und
4 (CA/CPR - Pravastatin: 12 [12 - 12] vs. CA/CPR - NaCl 0,9 %: 12 [11 - 12]). Im weiteren
Verlauf zeigten sich die Mause beider Gruppen neurologisch unauffallig. Zu keiner Zeit

konnte eine statistische Signifikanz festgestellt werden.
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Abb. 15: Neuroscore nach Reanimation Tag 1-5
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4.6. Allgemeinzustand

Am Tag der Reanimation wurde der Zustand aller in die Auswertung eingeflossenen Tiere
mit sehr gut beurteilt. Dies entsprach dem Zahlwert 0. Am 1. Tag nach der Reanimation war
eine Verschlechterung des Allgemeinzustands beider Gruppen Kklar erkennbar
(CA/CPR - NaCl 0,9 %: 1,5[1- 3] vs. CA/CPR - Pravastatin: 1 [1 - 2]). Wahrend sich der
Ausgangszustand der Kontrollgruppe ab dem Tag 7 einstellte, war der Ausgangszustand der
CA/CPR - Pravastatingruppe 3 Tage friher realisiert (CA/CPR - NaCl 0,9 %: 0,5[0 - 1] vs.
CA/CPR - Pravastatin: 0[0-0]). Ab dem 7. Tag prasentierten sich die noch lebenden

Versuchstiere in einem subjektiv sehr guten Allgemeinzustand.

Allgemeinzustand

CA/CPR - NaCl 0,9 % CA/CPR - Pravastatin

n=231 n=31
Tag
0 0[0-0] 0[0-0Q]
1 15[1-3] 1[1-2]
2 1[0-2] 1[0-2]
3 1[0-1] 0[0-1]
4 0,5[0-1] 0[0-0Q]
5 0[0-1] 0[0-0]
7 0[0-0] 0[0-0Q]
9 0[0-0] 0[0-0]
11 0[0-0] 0[0-0Q]
14 0[0-0] 0[0-0]
28 0[0-0] 0[0-0Q]

Tab. 4: Allgemeinzustand der Versuchstiere, Beobachtungszeitrum 28 Tage, Median [25 - 75 Perzentile],
Statistik: Student’s t-Test
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4.7. RotaRod-Test

Die Ergebnisse des Rotarod-Tests sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Am Tag 1 vor der
Reanimation wurden die Tiere an den Versuch gewodhnt. Die Tiere beider Gruppen waren am
ersten préaoperativen Tag fast identisch im RotaRod-Test (CA/CPR - NaCl 0,9 %:
603 [324 - 669] vs. CA/CPR - Pravastatin: 618 [310 - 900]) genau wie am Operationstag
selber (CA/CPR - NaCl 0,9 %: 851 [671 - 900] vs. CA/CPR - Pravastatin: 900 [682 - 900]).
Die gelaufenen Zeiten des ersten postoperativen Tages waren in beiden Gruppen deutlich
reduziert (CA/CPR - NaCl 0,9 %: 38 [5 - 620] vs. CA/CPR - Pravastatin 41 [7 - 382]).

Rotarod-Test
Zeit [s]

CA/CPR - NaCl 0,9 % CA/CPR - Pravastatin

n=31 n=31
Tag

-1 603 [324 — 669] 618 [310 — 900]
0 851 [671 — 900] 900 [682 —900]
1 38 [6 - 620] 41 [7 — 382]

2 391 [98 — 599] 309 [16 — 696]
3 401 [138 — 733] 670 [321 — 890]
4 610 [227 — 900] 900 [723 — 900]*
5 810 [578 — 894] 900 [696 — 900]*
7 900 [712 —900] 900 [820 — 900]
9 900 [900 - 900] 900 [900 — 900]
11 900 [900 — 900] 900 [900 — 900]
14 900 [900 — 900] 900 [900 — 900]
28 900 [900 — 900] 900 [900 — 900]

Tab. 5: Ergebnisse wahrend des Rotarod-Tests, Beobachtungszetraumn 28 Tage, Median [25 - 75 Perzentile],

Statistik: Students t-Test

Nach den ersten 3 Tagen konnte ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt
werden (CA/CPR - NaCl 0,9 %: 401 [138 - 733] vs. CA/CPR - Pravastatin: 670 [321 - 890]),
welcher in den zwei Folgetagen signifikant wurde (Tag 4: CA/CPR-NaCl0,9 %:
610 [227 - 900] vs. CA/CPR - Pravastatin: 900 [723 - 900]*; Tag 5: CA/CPR - NaCl 0,9 %:
810 [578 - 894] vs. CA/CPR - Pravastatin: 900 [696 - 900]*). Ab dem 7. postinterventionellen

Tag waren die gelaufenen Zeiten der Giberlebenden Tiere beider Gruppen fast identisch.
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Tag 2

900+
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Zeit [s]
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NaCl 0,9 % Pravastatin

Tag 4
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NaCl 0,9 % Pravastatin

Tag 3

9001
7504
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Zeit [s]
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1501

O_

h

NaCl 0,9 % Pravastatin

Tag 5

90C 1
757
600 7

= 450
30C

Zeit [s]

15C

,*F

NaCl 0,9 % Pravastatin

Abb. 16: RotaRod-Test der Tage 2 - 5, Beobachtungszeitraum 28 Tage, Median [25 - 75 Perzentile], Statistik: Student’s t-Test
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4.8. Water-Maze-Test

Am Test nahmen 17 von 31 Tieren der CA/CPR - Pravastatingruppe teil, sowie 8 von 31
Tieren aus der Kontrollgruppe (CA/CPR - Pravastatin: 54,8 % vs. CA/CPR - NaCl 0,9 %:
25,8 %). Die Auswertung der Testdaten ergab, dass die Versuchstiere vor der
Randomisierung das Auffinden der Plattform erlernen konnten. Beim ersten Versuch
brauchten die Tiere 14 [7 - 30]s, um die Plattform zu finden, wohingegen sie am letzten
Konditionierungstag 6[2 - 17]s bendtigten. Nach Randomisierung, Praparation und
Reanimation zeigten die Zeiten des postinterventionellen Schwimmens im direkten Vergleich
der beiden Gruppen keinen deutlichen Unterschied. (Tag X: CA/CPR - NaCl 0,9 %:
11 [4 - 27] vs. CA/CPR - Pravastatin: 10 [5 - 18]; Tag X+3: CA/CPR - NaCl 0,9 %: 7 [4 - 13]
vs. CA/CPR - Pravastatin: 5 [3 - 14]).

Die Uberlebenden Tiere beider Gruppen wiesen die Fahigkeit zum Neuerlernen der Position
der Plattform im Wasser auf. Am 1. Tag der Neukonditionierung konnte im Gruppenvergleich
bei der CAJ/CPR - Pravastatingruppe ein besseres Ergebnis festgestellt werden
(CA/CPR - NaCl 0,9 %: 18 [10 - 32] vs. CA/CPR - Pravastatin: 13 [7 - 25]; *p<0,05). Bis zum
Ende des Tests fand die CA/CPR - Pravastatingruppe die Rettungsplattform schneller als die
Kontrollgruppe (CA/CPR - NaCl 0,9 %: 8[4-12] vs. CA/CPR - Pravastatin: 5 [3 - 10];
*p<0,05).
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Water-Maze-Test

n=31 n=31

Lernphase vor CA/CPR Zeitin s - Median [25 - 75 Perzentile]

Erster Kontakt (Tage X-5) 14 [7 - 30]

Tag vor Reanimation (Tag X-1) 6[2-17]*

CA/CPR - NaCl 0,9 % CA/CPR - Pravastatin

*p<0,05 Tag -5 vs Tag -1

Teilnahme am Test nach CA/CPR (Uberlebende Tiere; Eingangskriterien)

Teilnehmer nach CA/CPR

n (%) 25.8 % 54,8 %*
Frihestmoglicher Tag der Zeit in d - Median [25 - 75 Perzentile]
Teilnahme am Test
(Tag X) 5[3 - 8] 3[2- 5]

*p<0,05 NaCl vs. Pravastatin

*p<0,05

Test nach CA/CPR Zeit in s - Median [25 - 75 Perzentile]

Erster Versuch

nach Reanimation (Tag X) 1114 - 27] 10 [5 - 18]
Dritter Versuch

nach Reanimation (Tag X+3) 71[4-13] 5[3-14]

Erster Versuch der 18 [10 - 32] 13 [7 - 25]

Neukonditionierung

Letzter Versuch der 8[4-12]* 5[3-10]*
Neukonditionierung
*p<0,05 CA/CPR - NaCl 0,9 % *p<0,05 CA/CPR - Pravastatin
Tag 10 vs. Tag 15 Tag 10 vs. Tag 15

Tab. 6: Ergebnisse Water-Maze-Test, Statistik: Student’s t-Test, x> Test; *p<0,05
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4.9. Elevated-Plus-Maze-Test

Der Elevated-Plus-Maze-Test zeigte in keiner der getesteten Qualitaten einen signifikanten

Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen.

Elevated-Plus-Maze

CA/CPR - NaCl 0,9 %

n=31
Tag O
gelaufene Strecke [cm] 761 +£43,3
Zeit auf dem offenen Arm [s] 0[0-18]
Aufrichten 165+14
Tag 1
gelaufene Strecke [cm] 210 [30 - 600]
Zeit auf dem offenen Arm [s] 0[0-0]
Aufrichten 0[0-2]
Tag 2
gelaufene Strecke [cm] 315 [120 - 450Q]
Zeit auf dem offenen Arm [s] 0[0-0]
Aufrichten 1[0-4]
Tag 3

gelaufene Strecke [cm]

210 [98 — 480]

Zeit auf dem offenen Arm [s] 0[0-79]
Aufrichten 2[0-7]
Tag 5
gelaufene Strecke 456 + 64,8
Zeit auf dem offenen Arm [s] 0[0-4,5]
Aufrichten 7[0-13]
Tag 7
gelaufene Strecke [cm] 618 + 66,8
Zeit auf dem offenen Arm [s] 0[0-12]
Aufrichten 10+£1,2

CA/CPR - Pravastatin
n=31

645 + 35,1
7[0-15]
13,9+ 1,2

450 [82 — 840]
0[0-0]
00— 6]

240 [83 — 570]
0[0-0]
1[0 — 7]

285 [90 — 450]
0[0-0]
410-7]

500 + 53,1
0[0-1]
85— 16]

591 + 77,4
0[0-2]
97+14

Tab. 7: Ergebnisse des Elevated -Plus-Maze-Tests; Tag 0 - 7, Median [25 - 75 Perzentile]; Statistik: Student’s t-Test
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Elevated-Plus-Maze

Tag 9
gelaufene Strecke [cm]
Zeit auf dem offenen Arm [s]
Aufrichten

Tag 11
gelaufene Strecke
Zeit auf dem offenen Arm [s]
Aufrichten

Tag 14
gelaufene Strecke [cm]
Zeit auf dem offenen Arm [s]
Aufrichten

Tag 28
gelaufene Strecke [cm]
Zeit auf dem offenen Arm [s]
Aufrichten

CA/CPR - NaCl 0,9 %
n=31

450 [390 — 570]
0[0-8]
8 [5 — 15]

390 [330 — 645]
0[0-1]
11 [6 — 15]

450 [360 — 540]
0[0- 3]
13+2,7

420 [292 — 945]
0[0-0]
7[3 - 14]

CA/CPR - Pravastatin
n=31

510 [435 — 885]
0[0-5]
10,5 [8 — 17]

450 [315 — 690]
0[0-2]
9[6 - 12]

570 [360 — 750]
0[0- 8]
11,4+15

450 [292 — 608]
00— 6]
9[4 - 16]

Tab. 8: Ergebnisse des Elevated -Plus-Maze-Tests; Tag 9 - 28, Median [25 - 75 Perzentile]; Statistik: Student’s t-Test

Die gelaufene Distanz aller Mause verkurzte sich am ersten Tag nach der Intervention stark.
Vor allem bei den Tieren der Kontrollgruppe war eine verminderte Aktivitdt am ersten
postoperativen  Tag zu erkennen, jedoch ohne  statistische  Signifikanz
(CA/CPR - NaCl 0,9 %: 210 [30 — 600] vs. CA/CPR - Pravastatin: 450 [82 — 840]). In den
folgenden Tagen der Studie gab es keine Unterschiede im Laufverhalten der
Versuchsgruppen, die am letzten Tag der Untersuchung fast identische Laufdistanzen
aufwiesen (CA/CPR - NaCl 0,9 %: 420 [292 - 945] vs. CA/CPR - Pravastatin:
450 [292 - 608]). Auch der Gruppenvergleich, wie oft sich die Mause auf ihre Hinterbeine
stellten, lie3 keine signifikanten Unterschiede zwischen der Fall- und der Kontrollgruppe
erkennen. Ebenso die gemessene Zeit, welche die Mause auf dem offenen Steg des
Elevated-Plus-Maze-Tests verbrachten, zeigte zwischen den Gruppen keinen eindeutigen

Unterschied.
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4.10. Histologie

Im Lungengewebe gestorbener Tiere beider Gruppen zeigte sich eine Verdickung der
Basalmembran, sowie leukozytare Infiltrate. Das Lebergewebe stellte sich mit vakuolisierten
Hepatozyten dar, sowie mit sich in Apoptose befindlichen Zellkernen. Die Gewebeproben

aus Niere und Herz zeigten sich unauffallig (siehe Anhang Abb. 19+20).

In den durchgefuihrten histologischen Schnitten durch die Hippocampusregion, erkennt man
deutlich die Neurodegeneration nach Herz-Kreislaufstillstand im Vergleich der beiden
histologischen Préparate vor allem in der CA-1 Region. Nicht ganz so eindrucksvoll aber
dennoch bemerkenswert, lie sich in den CA-2 und CA-3 Regionen eine Reduktion der

Neuronendichte nachweisen (siehe Anhang Abb. 21).

Zusammengefasst entstanden deutliche hypoxieinduzierte Veranderungen im Gehirn-,

Lungen- und Lebergewebe in beiden Gruppen nach CA/CPR.

In den angefertigten Gewebepraparaten getdteter Tiere, die den gesamten
Beobachtungszeitraum von 28 Tagen (berlebten, zeigten sich nach Ende des

Beobachtungszeitraums keine pathologischen Veranderungen.
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5. Diskussion

5.1. Ergebnisse

5.1.1. Uberleben

Nach dem gesamten Beobachtungszeitraum von 28 Tagen weist die
CA/CPR - Pravastatingruppe  eine  signifikant  hohere  Uberlebensrate als  die
CA/CPR - NaCl 0,9 % - Gruppe auf. In den ersten 4 Tagen der Postreanimationsphase
starben in den beiden Gruppen fast identisch viele Tiere. Das Versterben dieser Tiere kann
auf die Ischamie durch den CA und der anschlieBenden CPR zurlickgefuhrt werden. Das
darauffolgende Zeitintervall ist flr die Ergebnisinterpretation der vorliegenden Studie das
eigentlich Wichtige. Ab dem 4. Tag entstand eine deutliche Divergenz zwischen den beiden
Versuchsgruppen. Im Gegensatz zur Kontrollgruppe, in welcher 7 Tiere verstarben, starb in
der CA/CPR - Pravastatingruppe nur noch 1 Tier (CA/CPR - Pravastatin. 3% vs.
CA/CPR - NaCl 0,9 %: 23 %, *p<0,05). Es kann davon ausgegangen werden, dass der
protektive Effekt des Pravastatins der Grund fir diesen signifikanten Unterschied der beiden
Uberlebenskurven ist. Weiterhin liegt der Schluss nahe, dass der protektive Effekt des
Pravastatins nicht sofort, sondern mit einer Latenz auftritt. Somit ist ein nicht gemessener
oder nicht dargestellter positiver Effekt auf z.B. die Hamodynamik als Ursache flr eine

initiale bessere Phase unwahrscheinlich.

5.1.2. Korpergewicht

Da das Korpergewicht tageszeitlichen Schwankungen unterworfen ist, wurde die
Gewichtsmessung jeden Tag zur gleichen Zeit durchgefiihrt. Somit kann ausgeschlossen
werden, dass die Gewichtsmessung durch die zirkadiane Rhythmik des Gewichtverlaufs
verfalscht wurde. Ist der AZ der Tiere beeintrachtigt fressen und trinken sie weniger, was zur
Gewichtsreduktion fuhrt. Demnach korrelieren das Gewicht und der Allgemeinzustand der
Tiere. Im Hinblick auf das hohere Gewicht der CA/CPR - Pravastatingruppe in der friihen
Postreanimationsphase kann nun postuliert werden, dass mit Pravastatin behandelte
Versuchstiere schneller regenerieren als jene Tiere, die nur Trégerldsung appliziert
bekommen haben.

Nach 28 Tagen lagen die Tiere der CA/CPR - Pravastatingruppe noch unterhalb ihres
Ausgangsgewichts, wohingegen die Kontrollgruppe schon mehr als 100 % erreicht hatte. Bei
Betrachtung der Ergebnisse aus den Vorversuchen (Abb.12 und Abb.14) zeigt sich, dass die

Therapie mit Pravastatin eine Reduktion des Kdrpergewichts zur Folge hat [39]. Dies lasst
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den Schluss zu, dass die Wirkung der Statine wahrscheinlich fiir das niedrige Gewicht am

Tag 28 verantwortlich ist.

5.1.3. Neuroscore und Allgemeinzustand

Da die Bederson-Kriterien genau definiert und gut anwendbar sind, kann davon
ausgegangen werden, dass der Neuroscore den Zustand der Maus annahernd genau
widerspiegelt. Des Weiteren nahm ein verblindeter Untersucher die Werte auf, was eine
zusatzliche Fehlerquelle ausschloss. Allerdings ist die Diskriminierung dezenter
Unterschiede bei dieser Einschatzung sehr schwer und womdglich kein geeignetes
Hilfsmittel unmittelbar nach der Reanimation. Die Ergebnisse zeigen, dass die
CA/CPR - Pravastatingruppe bis zum 4. postoperativen Tag im Durchschnitt hohere
Neuroscore Werte aufwies als die Kontrollgruppe. Die schnellere neuronale Erholung der mit
Pravastatin behandelten Tiere war bis zum 5. Tag zu beobachten. Eine Erklarung dafir ist,
dass Pravastatin nicht nur das Uberleben der Tiere verbessert, sondern auch die akut

schadigenden Mechanismen inhibiert und somit weniger neuronales Gewebe zerstort wird.

Im Vergleich zum ,Neuroscoring” ist der Einfluss des Bewerters bei der Erhebung des
Allgemeinzustands deutlich hoher, da die Grenzen nicht starr definiert sind. Durch
Verblindung und eine grof3e Anzahl von Versuchstieren konnte der AZ der Tiere als grobe
Einschéatzung fur den Gesundheitszustand der Versuchstiere nach der Intervention gut
verwendet werden. Trotz weiterhin kritischer Betrachtungsweise war ersichtlich, dass vom
1. bis zum 4. Tag in beiden Tests &hnliche Ergebnisse erzielt wurden. So zeigten die Tiere
der CA/CPR - Pravastatingruppe im Zeitraum kurz nach Reanimation AZ -und
Neuroscorewerte, die auf eine schnellere Regenerationsfahigkeit schlieBen lieRen. Ab Tag 7
zeigte sich keine Verdnderung des Allgemeinzustands der Uberlebenden Tiere beider
Gruppen. Eine Erklarung kénnte sein, dass sich die nicht gestorbenen Tiere beider Gruppen

sich fast vollstandig erholten.

Ein groRBer Nachteil bei der Verwendung der beiden Bewertungsmethoden ist, dass nur die
Uberlebenden Tiere untersucht werden konnten, und den toten Versuchstieren kein Wert
zugeordnet wurde. Die Konsequenz daraus war, dass sich die CA/CPR - NaCl 0,9 % -
Gruppe falsch positiv darstellte. Die erste Einstufung wurde erst 24 Stunden nach CPR
durchgefiihrt, was ein weiterer Kritikpunkt ist. In zukilnftigen Untersuchungen sollte eine
Anderung des Vorgehens erfolgen und 4, 8, 12 sowie 24 Stunden nach CPR der Neuroscore
und der Allgemeinzustand des Versuchstieres erhoben werden.
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5.1.4. Rotarod-Test

Am Tag O (= Ausgangswert) waren alle Versuchstiere identische Zeiten gelaufen. Auch am
ersten postoperativen Tag erzielten alle Tiere &hnliche Ergebnisse. An diesem Punkt der
Untersuchung war noch kein Effekt des Pravastatins auf die Regeneration der Versuchstiere
darstellbar. Die identischen Ergebnisse im Rotarod-Test kurz nach CA/CPR war eine direkte
Folge des Herzstillstands, der globalen Ischamie und der kardiopulmonalen Reanimation.
Am dritten Tag nach Reanimation begannen sich die mit Pravastatin behandelten Tiere
schneller zu regenerieren als die Kontrollgruppe. Dies konnte bis zum 7. Tag durch die
langeren Laufstrecken im Rotarod-Test objektiviert werden und liel3 darauf schlieRen, dass
die Eigenschaften des Pravastatins einen frihzeitigen, positiven Effekt auf die globale

Regeneration haben. Die genauen Mechanismen missen noch aufgeklart werden.

Im Rahmen des Versuchsaufbaus konnte sich ab Tag 7 die Motorik, Ausdauer und
Geschicklichkeit aller Tiere, die bis dahin tberlebt haben, nicht mehr verbessern und blieben

im Durchschnitt auf einem sehr hohen Niveau.

5.1.5. Water-Maze-Test

Um zu vermeiden, dass bereits reanimierte Versuchstiere aufgrund neurologischer und
motorischer Defizite im Bassin ertrinken bzw. Wasser aspirieren, wurden Kriterien
aufgestellt, die erfullt sein mussten, bevor ein Versuchstier fir den Test wieder zugelassen
wurde. Die Zahl der Versuchstiere, die in den jeweiligen Gruppen zum Water-Maze-Test
postoperativ zugelassen und ausgewertet werden konnte, betrug in der CA/CPR -
Pravastatingruppe 17 Tiere und in der Kontrollgruppe 8. Es gab keine Verluste von

Versuchstieren aufgrund von Ertrinken.

Praoperativ und in der ersten postoperativen Phase des Tests zeigten beide Gruppen
ahnliche Zeiten. Die wichtigste Frage war, ob die Tiere nach der Reanimation neu
konditioniert werden kdnnen, also schon Gelerntes vergessen und Neues erlernen kénnen.
In diesem Fall stellte die Neukonditionierung die neue Position des rettenden Plateaus dar.
Am ersten Tag der Neukonditionierung waren die Zeiten beider Gruppen identisch. An den
Folgetagen zeigte die CA/CPR - Pravastatingruppe eine bessere Lernfahigkeit als die
Kontrollgruppe, wobei aber auch den Tieren der CA/CPR - NaCl 0,9 % - Gruppe ein
Lerneffekt nachgewiesen werden konnte.

Aus der CA/CPR - Pravastatingruppe konnten mehr Tiere zum Water-Maze-Test zugelassen
werden und deren Zeiten bis zum Auffinden der Rettungsplattform waren kirzer als jene der
Kontrollgruppe. Bei allen Versuchstieren konnte eine progrediente Verbesserung der
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Funktionalitdt hypoxie-sensibler Areale des Gehirns vermutet werden, was sich in den
kirzeren Schwimmzeiten im Water-Maze-Tests zeigte [35]. Einen klaren Vorteil der Therapie
mit Pravastatin in Bezug auf die Prozesse im Striatum und Hippocampus kénnen aus den
gewonnenen Ergebnissen nicht getatigt werden. Jedoch kann man aus den Daten folgern,
dass bei den Tieren, die einen solchen anstrengenden Test antreten und komplett

absolvieren kdnnen, wenig neuronaler Schaden induziert wurde.

5.1.6. Elevated-Plus-Maze-Test

Die Grundiuberlegung zum Elevated-Plus-Maze-Test ist die Annahme, dass gesunde, nicht
physisch oder psychisch eingeschrankte Tiere, neugieriger sind als Kranke und sich mehr
bewegen, eine langere Zeit auf den offenen Armen verbringen und auch ofter vom
geschlossenen auf den offenen Arm laufen. Auch das Strecken erfordert mehr Energie als

das Herumkrabbeln auf Vorder- und Hinterlauf.

Der Elevated-Plus-Maze-Test ist, wie im Vorfeld beschrieben, ein etablierter
Versuchsaufbau. Im Rahmen der Studie war er jedoch weniger aussagekraftig als erhofft.
Der Test ist sehr storanféllig auf Reize von auf3en wie zum Beispiel Bewegungen des
Personals und Gerdusche im und auflerhalb des Untersuchungszimmers, die das
Versuchstier ablenken und einschichtern. Dartber hinaus ist es moglich, dass der
Versuchsaufbau mit nur 4 Armen den Nagetieren nach mehreren aufeinanderfolgenden
Testtagen zu monoton wurde und sie daher nach und nach die Motivation verloren, sich in

dem beschréankten Bereich zu bewegen und zu strecken.

Eigentlich sollte der Test mdgliche Verhaltensanderungen aufzeigen, die Mause nach
CA/CPR entwickeln [40]. Am ersten Tag der Untersuchung liefen alle Tiere sehr lange
Strecken und streckten sich oft entgegen der Wand und haufig Gber den Rand des offenen
Stegs, was als natirliche Neugierde der Nagetiere interpretiert wurde. Im Verlauf der
Nachbeobachtung hatten Mause beider Gruppen an verschiedenen Tagen, unterschiedliche
Laufstrecken als auch unterschiedliche Aufenthaltszeiten auf dem offenen und
geschlossenen Steg. Teilweise verbrachte eine Maus am 5. postoperativen Tag 3 Minuten
auf dem offenen Steg und am 9. Tag keine einzige Sekunde, was im Widerspruch dazu
stand, dass sie zum spateren Zeitpunkt einen hoéheren Neuroscore aufwies und langere

Strecken im Rotarod-Test lief. Somit konnte kein verwertbares Ergebnis erzielt werden.

Aufgrund der beschriebenen Fehler des Tests und Einfliisse, die unvorhersehbar auf ihn
einwirkten, koénnen die beiden Versuchsgruppen anhand der Ergebnisse des
Elevated-Plus-Maze-Tests nicht aussagekréftig verglichen werden. Mdglicherweise ist dieser

Test kein geeignetes Testverfahren fir Reanimationsstudien.
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Ein Ansatz zur Verbesserung der Aussagekraft des Tests ware, den Test nicht so oft wie im
vorliegenden Versuch durchzufiihren. So wiirde méglicherweise die angeborene Neugier der
Nagetiere auf neue und ,spannende” Versuche bestehen bleiben. Auch sollte das
Versuchskreuz in einem Raum aufgebaut werden, in welchem es keinerlei Ablenkung fiir die
Maus gibt, was leider in dem hier vorliegenden Versuch aufgrund der Raumlichkeiten des

Instituts nicht realisiert werden konnte.

5.1.7. MRT

Die Untersuchung mittels Magnetresonanztomographen wurde im Institut fiir Neuroradiologie
in Greifswald durchgefiihrt. Das Team versprach sich von der Untersuchung Bilder wie bei
einem menschlichen Gehirn, in welchem ischamische Areale leicht darstellbar sind:
parenchymale 6demattse Veranderungen, verschmalerte Ventrikel, hyperintense Strukturen
in Arealen, die auch peripher motorische und sensible Stérungen erklaren [41]. Im
Gegensatz zu den post mortem angefertigten histologischen Schnitten konnten lebende

Versuchstiere sequenziell untersucht werden.

Da in mehreren Mausehirnen pathologisch verénderte Areale gefunden wurden, lasst dies
den Schluss zu, dass bei Mausen &ahnliche Ablaufe stattfinden wie beim Menschen (siehe
Anhang Abb. 22). Allerdings konnten nicht bei allen untersuchten Tieren solch
aussagekraftigen Pathologien festgestellt werden, obwohl sie auch motorische Defizite
aufwiesen. Die Grunde hierfur kdnnen vielféltig sein. Moglicherweise war die Zeit zwischen
Auftreten des Defizits und dem Tod der Maus so kurz, dass eine intracerebrale Veréanderung
im 7 Tesla MRT noch nicht sichtbar war. Eine andere Erklarung ist, dass die motorischen
Defizite nicht cerebralen Ursprungs waren, sondern direkt durch die Ischamie des
Bewegungsapparats verursacht wurden (z.B. spinale Ischamie mit konsekutiver Paraparese

der Hinterlaufe).

5.1.8. Histologie

Wie beschrieben, zeigten sich bei einigen wenigen ausgewahlten Tieren im Leber-, Nieren-
und Lungengewebe Veranderungen, die auf eine Ischamie zuriickzufihren sind. Aufgrund
der multiplen Gewebsuntergange innerhalb eines Organismus war es beim Eréffnen und der
Begutachtung des Tierkdrpers meist nicht mdglich ein einzelnes Organ fiir das frihzeitige

Versterben eines Versuchstieres verantwortlich zu machen.
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In den angefertigten Praparaten der hippocampalen Region der M&ausehirne lieRen sich, wie
gezeigt, Verdnderungen nachweisen, welche als neuronale Gewebsuntergdnge nach
Ischdmie zu interpretieren sind. Wie dargestellt, zeigte sich die CA-1 Region des
Hippocampus verschmalert, was auf einen ischamieinduzierten Neuronenuntergang
hindeutet [42]. Somit ist histologisch gesichert, dass der Herz-Kreislaufstillstand und die
Reanimation zu Zelluntergdngen in der Region fihren kénnen. Diese sind jedoch nur bei
einigen Tieren deutlich erkennbar gewesen. Die Unterschiede im Water-Maze-Test sind wohl
eher Ausdruck fur die bessere globale Erholung der mit Pravastatin behandelten
Tiere [35, 36].

5.2. Kleintiermodell zur kardiopulmonalen Reanimation

Die Pathophysiologie der Postreanimationserkrankung und die damit verbundenen
Reaktionen und Interaktionen in den Geweben und Organen sind hochkomplex. Es
interagieren das Immunsystem, das neuroendokrine System sowie das Gerinnungssystem
miteinander. Daher kénnen Aussagen uber das globale Behandlungsergebnis nicht im
Rahmen von in-vitro-, oder Einzelorganuntersuchungen getroffen werden. Die einzig
zufriedenstellende Losung scheint die Untersuchung eines ganzen Individuums zu sein. Das
Kleintiermodell mit Ratte oder Maus ist in der Grundlagenforschung ein sehr wichtiges
Instrument und im Rahmen der Reanimationsforschung fest etabliert. Im Gegensatz zu
Groldtieren wie Schwein oder Hund, haben Mause einen sehr schnellen Vermehrungszyklus,
sind kosten- und platzglnstig zu halten und eignen sich somit sehr gut zur Zucht fir

experimentelle Studien.

Wahrend der postinterventionellen Beobachtungsphase werden im vorgestellten Modell die
Versuchstiere neurokognitiven Tests unterzogen. Mit deren Hilfe kann die Regeneration in
verschiedenen Bereichen, wie z.B. dem Allgemeinzustand, der Ausdauer und der Kognition
quantifiziert werden. Durch die Verwendung dieser Methoden werden die erzielten
Ergebnisse dieser Untersuchung mit anderen Studien vergleichbar. Neben den etablierten
neurophysiologischen Tests flr Nagetiere gibt es auch eine Vielzahl kommerziell erhaltlicher
Sets zur Kleintierlabordiagnostik. Durch gentechnische Einflussnahme der Zichter stehen
heutzutage eine grofRe Vielfalt an Nagetieren zur Verfigung. Speziell gezuichtete Knock-out-
oder rezeptor-depletierte Versuchstiere finden vielfach Verwendung in der heutigen
Forschung. Sie erdffnen die Mdoglichkeit zur Untersuchung sowohl verschiedener
therapeutischer Interventionen als auch genetischer Einflisse.

Wichtig fur die Aussagekraft der Versuche ist die Vergleichbarkeit zwischen Maus und

Mensch. Das Mauseherz weist eine ahnliche Anatomie wie die des Menschen auf. Es besitzt
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Vorhofe und Ventrikel und der MAP (Mittlerer arterieller Druck) liegt bei narkotisierten
Méausen zwischen 70 mmHg und 90 mmHg vergleichbar mit dem des Menschen [29]. Das
Herz-Kreislaufsystem der Maus ist in Aufbau und Funktion gut mit dem des Menschen zu
vergleichen, weshalb ahnliche Reaktionen auf einen Herz-Kreislaufstillstand mit
anschlieliender Reanimation zu erwarten sind [43]. Da die Postreanimationserkrankung nach
ROSC nur ungenugend auf zellularer und molekularbiologischer Ebene erfasst werden kann,
muss im Rahmen der Reanimationsforschung auch auf ein lebendes Versuchsobjekt

zuriickgegriffen werden.

5.2.1. Geschlecht des Versuchstiers

Es wurden ausschlieRlich weibliche Tiere fir die Reanimationsversuche verwendet. In
vorangegangenen Studien mit mannlichen Mausen des C57BL/6J Stammes (Charles River,
Deutschland) ergaben sich schwerwiegende Probleme, welche die Forschungsgruppe dazu
zwang die weiteren Versuche mit weiblichen Versuchstieren fortzufiihren. In Pilotversuchen
zeigte der Grof3teil der ménnlichen Versuchstiere ab dem 4. bis zum 10. postoperativen Tag
deutliche Anzeichen einer obstruktiven Harnblasenentleerungsstérung mit postrenalem
Nierenversagen (siehe Anhang Abb. 23). Im Rahmen der Zustandsverschlechterung der
Tiere konnten die gesammelten Ergebnisse zur neuronalen Regeneration nicht ausgewertet
werden. Da es nicht mdglich war die genaue Problemursache zu eliminieren, ein verkurzter
Beobachtungszeitraum jedoch nicht erwiinscht war, wurde auf die Verwendung weiblicher
Tiere zuruckgegriffen. Bei der Entscheidung weibliche Versuchstiere zu verwenden, wurden
mogliche positive Einflisse des Ostrogens in Kauf genommen. Dieses wirkt sich
nachweislich positiv auf die ischamieinduzierten Apoptosevorgange im Hippocampus aus
[44]. Gibson et al. beschrieben 2004, dass eine Behandlung mit Progesteron das Auftreten
und die Ausdehnung von postischdmischen Hirnddemen reduziert [45]. Weiterhin wird
Progesteron in der Literatur als Radikalfanger beschrieben, wodurch weniger peroxidativer

Gewebsschaden verursacht wird [46].

Um die Versuchsgruppen trotz dieser moglichen zyklusbedingten positiven Effekte auf das
Uberleben und die kognitiven Fahigkeiten der weiblichen Maus vergleichen zu konnen,
wurde eine grofRe Versuchstieranzahl verwendet. Somit ist es statistisch méglich, aufgrund
der kurzen Zyklusdauer der weiblichen Maus (4 Tage) und der an verschiedensten
Zeitpunkten des Zyklus stattfindenden Intervention, den mdglichen hormonellen Einfluss zu

minimieren.
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5.2.2. GroRRe, Alter und Gewicht des Versuchstiers

Im Mittel erreichten die Tiere nach einer Lebenszeit von 12 - 16 Wochen ein Kérpergewicht
von 20 - 24g am Tag O der Untersuchung. Tiere, welche das erforderliche Gewicht unter-
oder Uberschritten, waren nicht geeignet, da die Praparation und Beatmung durch abnorm
verteiltes Fettgewebe erschwert wurde, und keine gleichbleibenden Versuchsbedingungen
erreicht werden konnten. Da es sich bei den Versuchstieren um junge, vitale Mause ohne
wesentliche Organerkrankungen handelte, ist die Vergleichbarkeit mit einer Reanimations-

situation beim vorerkrankten Menschen reduziert (Arteriosklerose, KHK etc.).

5.2.3. Gruppengrolie

Vor der Aufnahme der Versuche wurde eine statistische Poweranalyse durchgefiihrt. Mit der
zuvor festgelegten GruppengroRe von jeweils n = 35 M&ausen wurde der Versuch im
Vergleich zu anderen Reanimationsstudien grof3 geplant [31, 47, 48]. Ziel dieser erheblichen
GruppengrofRen war es, dass mdglichst viele Storfaktoren beseitigt und Abweichungen in
den Analysen ausgeglichen werden konnten. In die finale Auswertung gelangten 31 Tiere pro

Gruppe aufgrund der Ausschlusskriterien, die angewandt wurden.

5.3. Material und Methoden

5.3.1. Narkose und Beatmung

Das in dieser Untersuchung durchgeflihrte Anésthesieverfahren ist etabliert und Ublich bei
Nagetierexperimenten. Aufgrund des protektiven Effekts volatiler Anasthetika und der nicht
auszuschlieRenden Beeinflussung auf das Untersuchungsergebnis, wurde auf diese Art der
Anasthesie wahrend der Intervention verzichtet [49]. Die Narkose, bestehend aus Ketamin
und Xylazin, wurde zu Beginn der Intervention i.p. eingeleitet. Die Intubation der Tiere
ermdglichte die Kontrolle der Atemfrequenz und des Atemzugvolumens, um somit
physiologische pO2- und pCO2-Werte in der Lunge der Tiere zu schaffen und
aufrechtzuhalten, die sich bei Spontanatmung unter Narkose verandern wirden [50]. Um
eine moglichst reale Ausgangssituation fir die Reanimation zu schaffen, wurde das
Versuchstier nach Narkoseeinleitung und Intubation zunachst mit Raumluft (FO,: 0,21)
beatmet. Eine hohere prainterventionelle  Sauerstoffkonzentration wirde einer
Praoxygenierung gleichkommen und hatte somit eine Verfalschung der Hypoxiezeit zur
Folge. In anderen Reanimationsmodellen wurde Uber den gesamten Zeitraum des

Versuches eine FO2 Uber 0,21 verwendet, teilweise sogar 100 %iger Sauerstoff insuffliert
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(Zusammenfassung siehe Anhang Tab. 9). Um mdglichst kongruent mit den Vorgaben der
American Heart Association zu arbeiten, wurde in der vorliegenden Arbeit erst nach
10 minatigem CA und zu Beginn der CPR mit Einschalten des Beatmungsgeréts eine FO2

von 1,0 verwendet.

5.3.2. Blutdruckmessung

Bei Nagetieren wie auch beim Menschen kann die Blutdruckmessung invasiv, mittels
arteriellem Katheter oder nichtinvasiv mittels Blutdruckmanschette erfolgen. In dieser
Untersuchung wurde die nichtinvasive Messmethode mittels pneumatischer Manschette
verwendet. Der zeitliche Aufwand und das Trauma einer Katheterinstallation stand in keiner

Relation zur méglicherweise genaueren Blutdruckerfassung mittels invasiver Methode [54].

Bereits vor Beginn dieser Untersuchung wurde durch die Arbeitsgruppe eine Versuchsreihe
durchgefuhrt, in welcher der Einfluss einer invasiven Blutdruckmessung mittels eines
Millar-Tip-Katheters gegeniber einer nicht invasiven tail-cuff Blutdruckmessung auf das
Uberleben der Tiere getestet wurde. Die Lange des Kreislaufstillstandes betrug 3 Minuten.
Dabei zeigte sich, dass schon die Einlage des Millar-Tip-Katheters in den arteriellen Kreislauf
der Maus das Uberleben bereits 7 Tage nach Reanimation deutlich verschlechtert
(siehe Anhang Abb. 24). Ein weiteres Problem ist, dass es durch die Punktion und Ligatur
des arteriellen GefaRes nach Entfernung des Katheters zu einer zusatzlichen fokalen
Ischamie kommen kann. Diese Ischdmie und deren Folgen kann in beiden Gruppen die

Ergebnisse der motorischen und neurologischen Tests verfalschen.

5.3.3. Temperaturmessung

Nach Lagerung der narkotisierten Maus konnte eine Temperatursonde rektal eingebracht
werden. Somit war es maoglich, die Korperkerntemperatur wahrend des gesamten
Interventionszeitraums aufzuzeichnen. Die Sonde war mit einer als Lagerungstisch
dienenden Warmeplatte rickgekoppelt, wodurch die Koérpertemperatur des Versuchstiers
konstant bei 36 °C eingestellt werden konnte [55]. Im durchgefihrten Versuch wurde eine
durchgéngige Normothermie der Versuchstiere aufrechterhalten, aufgrund der protektiven
Auswirkungen der Hypothermie durch extra- oder intrakorporale Kihlung bei Herz-
Kreislaufstillstand [6, 56]. Ahnlich genaue Mdglichkeiten der Temperaturmessung wurden
aufgrund deren Invasivitat und den damit verbundenen Risiken, nicht in Betracht gezogen.
Im Gegensatz zu Groldtieren oder auch Menschen, werden Nagetiere nach CA/CPR
hypotherm [57-60]. Die Hypothermie bei Nagern ist eine Erklarung fir deren gutes Outcome

46



nach langerem Herz-Kreislaufstillstand. Da die Tiere alle unter den gleichen rdumlichen
Bedingungen gehalten wurden, wirde sich eine Verminderung der Kdrpertemperatur bei
allen Tieren gleich stark einstellen und kann als systemischer Fehler gewertet werden. Die

Ergebnisse der Gruppen bleiben daher vergleichbar.

Nach Beendigung der Reanimation und Extubation des Tieres wurde auch die
Temperatursonde entfernt, da die Temperaturmessung nicht mehr mdglich war ohne das
Tier einem erheblichen Stress in der Aufwachphase auszusetzen. Das Tier wurde in ein
30 °C warmes Terrarium gebracht und die ersten 24 Stunden nach Reanimation mit einer
Warmebildkamera Uberwacht. Somit konnte die Koérperkerntemperatur von 36 °C

aufrechterhalten werden (siehe Anhang Abb. 18).

5.3.4. Zentraler Venenkatheter

Nach i.p.-Injektion der Narkosemedikamente und der anschlielenden Lagerung wurde
begonnen einen ZVK in der rechten Vena jugularis externa zu installieren. Somit wurde
sichergestellt, dass wahrend des gesamten Reanimationsversuchs ein i.v.-Zugang zur
Verfligung stand, Uber welchen die Substanzapplikation durchgefiihrt werden konnte. Dies
geschieht ohne groRReren Blutverlust und ist aufgrund des nur ca. 8 mm langen Hautschnitts
und einer durchschnittlichen Installationsdauer von 10 Minuten minimalinvasiv. In vielen
vorangegangenen Studien wurden Medikamente Uber den Magendarmtrakt appliziert ohne
zu kontrollieren, wie viel Prozent des Wirkstoffs wirklich resorbiert, respektive eliminiert
wurde. Mit der Installation eines Venenkatheters hat man die Sicherheit, dass 100 % der

applizierten Substanz in den Blutkreislauf gelangt.

Im Anschluss an die CPR wurde der Katheter explantiert und das Gefal3 ligiert. Die nach
Explantation mit Nahtmaterial versorgte Wunde beeintrachtigte die Versuchstiere in den

Folgetagen nicht.

5.3.5. Kardiale Asystolie und Kardiopulmonale Reanimation

Wie auch in kardiochirurgischen Operationen am Menschen, erfolgte die Induktion der
kardialen Asystolie durch Kaliumchlorid. Die kardioplegische Lésung wurde Uber den ZVK
appliziert, welche ca. 10 Sekunden spater zum Herzstillstand fiihrte. Die Kaliumzufuhr selbst
hatte jedoch keinen weiteren Einfluss auf das Outcome der Tiere, wie man in
vorangegangenen Studien feststellen konnte. Etwa 10 Minuten nach ROSC befand sich

keine erhthte Konzentration von Kalium mehr im Blutkreislauf [28]. Da die neurologische
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Regeneration im Fokus der Untersuchung stand, stellte die Kardioprotektion durch
Kaliumchlorid keinen Fehler im Versuchsaufbau dar. Eine alternative Methode wére die
Induktion von Kammerflimmern, was eher der préklinischen Situation vor CPR entspricht.
Dies konnte nicht realisiert werden, da die technischen Vorraussetzungen fehlten. Weiterhin
wurde in diversen Studien bewiesen, dass Kammerflimmern bei Nagetieren haufig spontan

in einen Sinusrhythmus konvertiert.

Wie in den Abschnitten zuvor beschrieben, wurde nach 10-minttigem Herzstillstand mit der
CPR begonnen. In vorangegangenen Untersuchungen wurde die Dauer der Asystolien
variiert (siehe Anhang Tab. 9). Es ist davon auszugehen, dass der Schaden den die
einzelnen nicht versorgten Organe davontragen umso grof3er ist, je langer die Asystolie und
somit die globale Ischamie ist. Aufgrund der im Verlauf des gesamten Reanimationsprojekts
verbesserten Operationstechnik und der daraus resultierenden verkirzten Eingriffszeiten,
konnte die CA - Zeit auf 10 Minuten verlangert werden, um eine 29 %ige Sterberate in der
Kontrollgruppe zu erreichen. Die Ischdmie ist somit geniigend lang, um einen méglichen

Nutzen von Pravastatin im vorliegenden Versuch untersuchen zu kénnen.

5.3.6. Nachbeobachtungszeitraum

Die vorliegende Untersuchung war explizit als Langzeituntersuchung angelegt worden, um
die langerfristigen Auswirkungen des I/R-Schadens genauer beurteilen zu kdnnen. Da
Umbauvorgénge in neuronalen Gewebe langsam voranschreiten und sich auch noch Monate
nach einer Ischamie Zellen in der Regeneration befinden, ist es wichtig, nicht nur die
Akutsituation nach CA/CPR auszuwerten. Die meisten Arbeitsgruppen wahlten Nach-
beobachtungszeitraume von 24 Stunden bis 7 Tage (siehe Anhang Tab. 9). Da Patienten
nach Uberlebtem CA/CPR mehr als 7 Tage unter arztlicher Kontrolle verbleiben, und sich die
Auswirkungen des Reperfusionsschaden auch noch weit langer als 7 Tage zeigen, ist es
wichtig, die Beobachtungszeitspanne so lange wie méglich zu wahlen. Im Gegensatz zu dem
hier  durchgefihrten Modell, hatte man innerhalb einer kirzer angelegten
Beobachtungsphase die 8 Tiere, welche nach dem 7. Tag verstarben, nicht erfasst. Dies

unterstreicht die Wichtigkeit einer langen postinterventionellen Beobachtungsphase.
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5.4. Mogliche Mechanismen

Im Vorfeld dieser Untersuchung wurde von den meisten Arbeitsgruppen, welche sich mit
globaler Ischdmie befassten, dargestellt, dass Statine neben ihrer Funktion als
Cholesterinsyntheseinhibitoren auch andere, sogenannte pleiotrope Eigenschaften besitzen.
Die Ursache hierfir sind vermutlich die verringerte Synthese von Ras, Ras-ahnlichen
Proteinen, RhoA und Rac als Nebenprodukte der Cholesterinbiosynthese [23, 24, 61, 62].
Dies bedeutet fur das ischamische Gewebe weniger apoptotische Zellen, verbesserte
GefalRwandprotektion, verminderte Entziindungsreaktion durch Immunmodulation, weniger

freie Radikale und vermindertes Auftreten von Thrombosen der Mikrozirkulation [61].

Laboranalysen, um die Mechanismen der Statinwirkung aufzuklaren, waren kein Bestandteil
dieser Langzeituntersuchung. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Fr. PD Dr. Wagner
wurden in-vitro Analysen zur Wirkung von Pravastatin auf Endothelzellen durchgefiihrt
(Matrigel -Angiogenese-Assay; Spharoid-Assay). Es zeigte sich ein positiver Effekt des
Pravastatins auf die Netzwerkbildung von humanen Endothelzellen. Intensive
Grundlagenforschung ist zukiinftig notig um sowohl die genauen Prozesse in Endothelien als
auch die protektiven Mechanismen der Statine wahrend einer Inflammationsreaktion

darzustellen. Diese Arbeit liefert in diese Richtung nur erste Hinweiszeichen.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde speziell die globale funktionell-
neurologische Regeneration nach CA/CPR untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchung
weisen deutlich auf die Notwendigkeit von i.v.-Pravastatin und der Aufdeckung seiner
zugrundeliegenden protektiven Mechanismen im Rahmen der Postreanimationserkrankung
hin.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von wasserléslichem Pravastatin auf das
Uberleben und die funktionell-neurologische Regeneration von Mausen nach
Herz-Kreislaufstillstand und Reanimation untersucht. Man ging durch vorbestehende Studien
davon aus, dass sich pleiotrope Effekte des hydrophilen HMG-CoA-Reduktaseinhibitors
positiv auf die Postreanimationserkrankung des Versuchstiers auswirken konnten. Wahrend
des 28-tagigen Versuchs wurden Parameter wie Korpergewicht, Uberleben,
Allgemeinzustand und Neuroscore der Versuchstiere von einem verblindeten Beobachter
aufgezeichnet und ausgewertet. Zur Evaluation von motorischen und kognitiven Fahigkeiten
wurden etablierte Testverfahren, wie der Rotarod-Test, der Water-Maze-Test und der
Elevated-Plus-Maze-Test hinzugezogen. Als herausragendes und aussagekraftigstes
Testkriterium wurde die Uberlebenskurve bewertet, in welcher sich anschaulich das
signifikant bessere Uberleben der Pravastatingruppe darstellen lieR (Pravastatin: 54,8% vs.
NaCl: 29%; *p<0,05) und somit die gestellte Hypothese beweist. Auch im Rahmen der
Gewichtsmessung und der neurologisch-kognitiven Tests wurden Unterschiede zu Gunsten

der CA/CPR - Pravastatingruppe herausgefunden.

Wir folgern somit aus den gewonnen Daten, dass die Pravastatingabe nach CA/CPR eine
Verbesserung des Uberlebens und der neurologisch-kognitiven Fahigkeiten bewirkt. Im
Hinblick auf den Klinischen Alltag kénnte das multimodale Therapiekonzept nach CA/CPR

um die Pravastatingabe erweitert werden.
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7. Thesen

10.

Pravastatin verbessert die Uberlebensrate und die funktionell-neurologische

Regeneration von Mausen nach CA/CPR.

Im Gegensatz zu den cholesterinsenkenden Effekten haben die pleiotropen Effekte

des Pravastatins einen friheren Wirkungseintritt.

Tiermodelle sind im Rahmen der Grundlagenforschung zu Herz-Kreislaufstillstand und

Reanimation unabdingbar.

Nach Herzstillstand und Reanimation kommt es zu einer systemisch-sterilen

Entziindungsreaktion unter Beteiligung des Gerinnungs- und Immunsystems.

Weitere Untersuchungen zur Verbesserung der Uberlebensrate und der

neurologischen Regeneration nach CA/CPR sind notwendig.

Um die neurologisch-funktionelle Regeneration nach CA/CPR zu beurteilen sind

Langzeitstudien unverzichtbar.

Eine intravendse Formulierung fiir Statine ware wiinschenswert und sollte entwickelt

werden.

Enterale Medikamentenapplikation nach CA/CPR ist im Mausmodell aufgrund

auftretender Magendarmatonie ungeeignet.

Mannliche C57BL/6J Mause scheinen im Rahmen von Langzeituntersuchungen zur

Postreanimationserkrankung ungeeignet zu sein.

Weitere Untersuchungen sind notwendig um die genauen Mechanismen der pleiotropen

Effekte von Pravastatin aufzudecken.
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8. Anhang

Abb. 17: Geflllter Magen bei einer Maus nach CA/CPR. Deutlich zu erkennende gastrointestinale Parese mit
Magenentleerungsstorung.

Abb. 18: Kontrolle der Kdrperkerntemperatur wahrend der Postreanimationsphase mittels Warmebildkamera
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Abb. 19: Histologische Schnitte (HE-Farbung) durch Herzmuskel (Iinks)nd Lunengewebe (rechts) einer Maus nach CA/CPR.
Deutlich erkennt man im Lungenpréparat die verdickte Basalmembran und die leukozytaren Infiltrate.

Abb. 20: Histologische Schnitte (HE-Farbung) durch das Leber-(links) und Nierengewebe (rechts) einer Maus nach CA/CPR. Im
Rahmen der ischamischen Hepatitis lassen sich im Lebergewebe nekrotische und azidophile Kérper (apoptotische Zellen)
nachweisen.

” e

i -;}-. - S g » .A : K i b
istologische Schnitte (Nissl-Farbung) du us vor CA/CPR (links) und nach
CAJ/CPR. Deutlich lasst sich in der CA-1 Region (mit * markiert) die verminderte Neuronendichte nachweisen.
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Abb. 22: Schadeluntersuchung im 7 Tesla - MRT; links: gesunde Maus; rechts: Maus nach CA/CPR mit neurologischen
Defiziten: deutlich sind die 6dematdsen Areale und die verschmalerten Ventrikel zu erkennen (mit * markiert).

- 7

e~ - o
Abb. 23: Obstruktive Harn

o L
blase nach CA/CPR bei mannlichen C57BL/6J M&usen (Charles River, Deutschland)
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Abb. 24: Vergleich invasiver und nichtinvasiver Blutdruckmessung nach 3 minttigem CA und CPR

Reanimationsmodelle

Autor Zeit CA F.O, Nachbeobachtung

Abella et. al [31] 8 min 1.0 72 Stunden
Bottiger et. al [48] 5 min 0.3 7 Tage

Dezfulian et. al [51] 12 min 0.5 24 Stunden

Menzebach et. al [28] 3 min 0.4 72 Stunden
Nakano et. al [52] 10 min 1.0 3 Tage
Neigh et. al [37] 8 min 1.0 5 Tage
Norman et. al [53] 8 min - 7 Tage

Tab. 9: Vergleich verschiedener Reanimationsmodelle
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und auch in Teilen keine Kopien anderer Arbeiten dargestellt habe.”

Zurich, den 20.01.2016

Steffen Wagner
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