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Beschreibung
HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0001] Die neonatale (oder perinatale) Asphyxie,
auch bekannt als Hypoxie-Ischamie (HI), ist ein Zu-
stand, der aus der unzureichenden Sauerstoffauf-
nahme bei einem Kind wahrend der Wehen, bei der
Entbindung oder in der unmittelbar postnatalen Zeit-
spanne entsteht. Neonatale Asphyxie bleibt ein
Hauptgrund chronischer neulogischer Morbiditat so-
wie akuter Mortalitat bei Neugeborenen (Balduini et
al, 2000; Vannucci et al, 1997), wobei sie gewothnlich
zu hypoxischischamischer Enzephalopathie fiihrt.

[0002] Studien haben gezeigt, dass neonatale As-
phyxie (Hypoxie) fur eine Zeitspanne von nur sechs
Minuten zu anhaltender neurologischer Schadigung
fuhren kann. Der Verlust von Hirngewebe ist bei von
Erstickung betroffenen neugeborenen Primaten ge-
zeigt worden und korreliert mit Gedachtnisfehlfunkti-
on und spastischer Lahmung (Windle, WF, 1969).

[0003] Etwa 14,6% aller Todesfalle bei der Geburt
werden durch neonatale Asphyxie verursacht. In der
westlichen Welt leiden etwa 0,9% (d. h. 100.000 bis
130.000) Neugeborene an neonataler Asphyxie.
Etwa 15-20% davon sterben, und von den Uberle-
benden sind 25% schwer behindert, durch Langzeit-
komplikationen, wie etwa mentale Retardierung, ce-
rebrale Lahmung, Spastizitat, Lernschwierigkeiten
und/oder Epilepsie (Law et al, 1993; Periman et al,
1999). Weiterhin wird zunehmend festgestellt, dass
Kinder mit relativ milder Asphyxie, die sich zunachst
ohne Komplikationen zu erholen scheinen, Verhal-
tensprobleme in der Kindheit zeigen, die sich auf die-
se neonatale Schadigung zurlickfiihren lassen. Neo-
natale Asphyxie erflllt die Kriterien fir eine ,Orphan
Drug"-Indikation, da sie weniger als 5 Patienten von
10.000 Einwohnern betrifft, und sie ist eine lebensbe-
drohende, zu schwerwiegender geistiger Behinde-
rung fihrende Erkrankung ohne eine etablierte The-
rapie.

[0004] Es istin neonatalen Tiermodellen von HI ge-
zeigt worden, dass die Mechanismen des Zelltods,
die bei diesem Typ von Hirnschadigung beteiligt sind,
eine Kombination exzitotoxischer Schadigung (oder
Nekrose), verursacht durch die exzessive Aktivierung
von Glutamat-Rezeptoren, insbesondere von N-Me-
thyl-D-aspartat-(NMDA)-Rezeptoren (da diese Re-
zeptoren wahrend Phasen der Synaptogenese am
empfindlichsten gegeniiber Neurotoxizitat sind (Jev-
tovic-Todorovic und Olney, 2003)), und apoptotischer
Neurodegeneration (lkonomidou et al, 1989; Pohl et
al, 1999) beinhalten. Dieser Typ von Schadigung
steht in Zusammenhang mit dem Schweregrad des
hypoxischen Krankheitsereignisses (Jevtovic-Todo-
rovic und Olney, 2003), sowie aufierdem mit Unter-
schieden bei der Verletzlichkeit der verschiedenen

Hirnregionen (Northington et al, 2001). Derzeit exis-
tiert keine wirksame Therapie, um den akuten neuro-
nalen Zelltod, der durch HI verursacht wird, zu be-
kampfen, obwohl sich eine Vielzahl sowohl pharma-
kologischer als auch nicht-pharmakologischer Inter-
ventionen in experimenteller Untersuchung befindet
(Vannucci und Periman, 1997).

[0005] Die vorliegende Erfindung versucht, eine Be-
handlung fur neonatale Asphyxie bereitzustellen.

DARSTELLUNG DER ERFINDUNG

[0006] Ein erster Aspekt der Erfindung betrifft die
Verwendung von Xenon bei der Herstellung eines
Medikaments fur die Behandlung neonataler Asphy-
xie, wobei dieses Medikament fur die Verwendung in
Kombination mit Hypothermie bestimmt ist.

[0007] Ein zweiter Aspekt der Erfindung betrifft die
Behandlung neonataler Asphyxie bei einem Sauger,
der dies bendtigt, wobei man:

(a) eine therapeutisch wirksame Menge an Xenon

an den Sauger verabreicht, und

(b) den Sauger der Hypothermie unterzieht.

[0008] Ein dritter Aspekt der Erfindung betrifft die
Behandlung neonataler Asphyxie bei einem Sauger,
der dies bendtigt, durch Verabreichen einer thera-
peutisch wirksamen Menge an Xenon an den Sauger
in Kombination mit Hypothermie.

[0009] Ein vierter Aspekt der Erfindung betrifft die
Verwendung von Xenon bei der Herstellung eines
Medikaments zur Behandlung neonataler Asphyxie,
wobei es die Behandlung umfasst, einem Subjekt si-
multan, sequentiell oder getrennt Xenon in Kombina-
tion mit Hypothermie zu verabreichen.

[0010] Ein finfter Aspekt der Erfindung betrifft die
Verwendung von Xenon in Kombination mit Hypo-
thermie fur die Behandlung neonataler Asphyxie.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG
Normale Physiologie des unreifen ZNS

[0011] Die exzitatorischen (erregenden) Aminosau-
ren (EAAs) Glutamat und Aspartat sind die Hauptme-
diatoren der exzitatorischen synaptischen Transmis-
sion im reifen Zentralnervensystem (ZNS) (Dingledi-
ne und McBain, 1999). Sie spielen auflerdem eine
entscheidende Rolle bei der Ontogenie des unreifen
ZNS, wo sie an einer Anzahl physiologischer Prozes-
se, wie etwa Synaptogenese, neuronales Uberleben,
synaptische Plastizitadt und dendritische und axonale
Struktur, beteiligt sind. Jedoch kann eine exzessive
Aktivierung dieser Aminosdurerezeptoren wahrend
der Entwicklung neuronale Verletzung und Tod her-
vorrufen. Dies wird als ,Exzitotoxizitat" bezeichnet.

2/37



DE 60 2004 010691 T2 2008.12.04

[0012] Glutamat ist die haufigste der EAAs (Dingle-
dine und McBain, 1999). Es wird in synaptischen Ve-
sikeln gespeichert und bewirkt eine Calcium-abhan-
gige  Membran-Depolarisation  postsynaptischer
Membranen, wenn es aus den prasynaptischen En-
den freigesetzt wird. Glutamat bt seine exzitatori-
sche Wirkung auf eine Vielzahl von Rezeptor-Subty-
pen aus, die in den N-Methyl-D-aspar-
tat-(NMDA)-Typ und Nicht-NMDA-Typen unterteilt
werden kénnen, wobei es im sich entwickelnden ZNS
jedoch der NMDA-Rezeptorsubtyp ist, fir den her-
ausgefunden wurde, dass er die Hauptrolle bei der
mit HI assoziierten Hirnverletzung spielt (Ikonomidou
et al, 1989; Komuro, 1993; MacDonald et al, 1986).

[0013] Der NMDA-Rezeptor stellt eine Hauptsub-
klasse des Glutamatrezeptors dar, und man nimmt
an, dass Glutamat der wichtigste exzitatorische Neu-
rotransmitter im Zentralnervensystem von Saugern
ist. Wichtiger Weise ist fur die Aktivierung des
NMDA-Rezeptors gezeigt worden, dass sie das zen-
trale Ereignis ist, das zu Exzitotoxizitat und neurona-
lem Tod bei vielen Krankheitszustadnden fuhrt, und
ebenso ein Ergebnis von Hypoxie und Ischamie nach
Kopftrauma, Schlaganfall und Herzstillstand.

[0014] Der NMDA-Rezeptor ist ein ionotroper Re-
zeptor, der sich ubiquitar im ZNS findet, positioniert
auf der Oberflache sowohl postsynaptischer als auch
extrasynaptischer Membranen (Riccio und Ginty,
2002; Sattler et al, 2000). Er ist mit einem kationi-
schen Kanal gekoppelt, der sowohl fir Na*- als auch
fur Ca®"-lonen durchléssig ist, und unter normalen
physiologischen Bedingungen wird er bei einem ne-
gativen Ruhepotential der Membran durch Mg?* blo-
ckiert. Diese Blockierung wird bei einer Depolarisati-
on der Zellmembran aufgehoben, was somit den Ein-
strom von Ca?* durch den Kanal erlaubt und es dem
Rezeptor ermdglicht, seine intrazellularen Wirkungen
auszuliben (Hardingham und Bading, 2003).

[0015] NMDA-Rezeptoren sind entscheidend wich-
tig fur die normale Gehirnfunktion, und ihre Wichtig-
keit in der normalen Physiologie wird durch ihre zen-
trale Rolle beim Lernen und Gedachtnis gezeigt
(Bliss und Collingridge, 1993). Demgegenuber ist die
pathologische Aktivierung von NMDA-Rezeptoren
durch im Uberschuss vorliegendes Glutamat die
Hauptursache von neuronalem Zelltod nach einem
ischamischen Krankheitsereignis am Gehirn, auf-
grund der Zerstdrung der intrazellularen Ca?*-Regu-
lation. Dies betont die zentrale Rolle, die NMDA-Re-
zeptoren bei HI spielen.

Hypoxisch-ischamische Verletzung beim Neugebore-
nen

[0016] Damit das Gehirn funktionieren kann, ben6-
tigt es eine kontinuierliche Versorgung mit Sauerstoff
und Glukose und ist somit abhangig von einer ange-

messenen Blutzufuhr (Choi und Rothman, 1990).
Wenn die Blutzufuhr unterbrochen wird, wie im Fall
neonataler Asphyxie, so wird innerhalb von Minuten
eine hypoxisch-ischamische Schadigung an dem
stromabwartigen Gebiet auftreten. Unter diesen Be-
dingungen der Sauerstoffverknappung verschiebt
sich der Zellmetabolismus von aerob nach anaerob
(Vannucci und Perlman, 1997), was weniger effektiv
ist, um die Energieerfordernisse der Zelle abzude-
cken. Dies flihrt zu einer Leerung der Energiespei-
cher, wobei insbesondere hochenergiereiche Phos-
phatreserven, wie etwa ATP, in den neuronalen und
Gliazell-Kompartimenten beeinflusst werden (Dingle-
dine und McBain, 1999). Es erfolgt eine gleichzeitige
Akkumulation von H*-lonen, was zu Azidose filhrt,
und eine Freisetzung freier Radikale, die zu einer
weiteren Schadigung der Zellen beitragen.

[0017] Unter physiologischen Bedingungen wird die
extrazelluldre Konzentration von Glutamat durch die
Wirkung von Glutamat-Transportern, die sich in neu-
ronalen Zellen, jedoch bevorzugt exprimiert in Glia-
zellen, befinden, auf niedrigen Mengenniveaus ge-
halten (Dingledine und Mc-Bain, 1999). Es gibt meh-
rere verschiedene Arten von Tragern (Carriern) der
Glutamataufnahme, jedoch funktionieren im wesent-
lichen alle auf gleiche Weise, wobei sie zwei Na*-Kat-
ionen und ein Glutamat-Anion in die Zelle transportie-
ren, wogegen sie ein K*-Kation und ein OH™-Anion
aus der Zelle heraus und in den extrazellularen Raum
transportieren (Dingledine und McBain, 1999). Diese
Zonenpumpen arbeiten gegen einen elektrochemi-
schen Gradienten und bendétigen daher Energie in
Form von ATP, um korrekt zu funktionieren. Daher
wird die Fahigkeit dieser Pumpen, das Membran-Ru-
hepotential aufrecht zu erhalten, durch die Reduzie-
rung der ATP-Konzentration, die aus HI resultiert,
vermindert. Folglich fuhrt das Versagen der ATP-ab-
hangigen Pumpe zur Depolarisation der Membran
und zu einer Umkehr der Pumprichtung (Eilers und
Bickler, 1996; Kauppinen et al, 1988). Somit wird Glu-
tamat aus der Zelle heraus transportiert, und eine
Oberschusskonzentration an Glutamat akkumuliert
im extrazellularen Raum. Dabei steigt die Glutamat-
konzentration nicht nur aufgrund einer verminderten
Aufnahme an, sondern auch durch eine gesteigerte
Freisetzung von Glutamat aus den prasynaptischen
Enden, da die Membrandepolarisation ein Aktionspo-
tential erzeugt (Dingledine und McBain, 1999). Bei-
spiele dieser Prozesse, die zu Uberschiissigem ex-
trazellularem Glutamat fihren, sind sowohl in vitro
(Bosley et al, 1983; Hauptman et al, 1984; Pellegri-
no-Giampietro et al, 1990) als auch in vivo (Erecinska
etal, 1984; Graham et al, 1990; Ikeda et al, 1989) be-
obachtet worden.

[0018] Exzitotoxizitat findet statt, wenn das Uber-
schissige extrazellulare Glutamat kontinuierlich
postsynaptische Rezeptoren (insbesondere
NMDA-Rezeptoren) aktiviert, und der resultierende
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Calciumeinstrom erzeugt einen osmotischen Gradi-
enten, entlang dessen Wasser flie3t, was ein Quellen
der Zellen bewirkt. Es werden auRerdem Calcium-ab-
hangige Enzymsysteme in der Zelle aktiviert, und die-
se zwei Prozesse resultieren in akutem neuronalem
Zelltod (Choi und Rothman, 1990).

Mechanismen des Zelltods

[0019] Es ist immer angenommen worden, dass
neuronaler Zelltod aus einem von zwei Mechanismen
heraus entsteht: Nekrose und Apoptose, wie als Hy-
pothese von Wyllie et al (Wyllie et al, 1980) vorge-
schlagen. Jedoch sind diese Kategorien jingst in
Frage gestellt worden, nachdem mehr Anhaltspunkte
ans Licht gekommen sind, um nahe zu legen, dass
Zelltod in die folgenden Kategorien unterteilt werden
sollte: exzitotoxischer Zelltod und Apoptose (Olney,
2003). Der exzitotoxische Zelltod ist beschrieben
worden als ein nekrotischer Prozess (Gwag et al,
1997; Katja und Green, 2001), als ein apoptotischer
Prozess, und als ein Kontinuum dieser beiden (Leist
und Nicotera, 1998; Nakajima et al, 2000). Apoptose
und Nekrose werden gewdhnlich durch ihr deutlich
verschiedenartiges morphologisches Erscheinungs-
bild voneinander unterschieden. Apoptose erfordert
ATP und die Synthese neuer Proteine und wird iden-
tifiziert durch Zellschrumpfung, Chromatin-Verklum-
pung mit Margination und die Bildung membranum-
schlossener apoptotischer Korperchen, wogegen
Nekrose durch Kernschrumpfung mit karyorrhekti-
schen und pyknotischen Zellkernveranderungen er-
kannt wird (Hill et al, 1995).

[0020] Es ist fir den Zelltod durch HI herausgefun-
den worden, dass dieser eine anfangliche Phase der
Nekrose beinhaltet, gefolgt von einer verzdgerten
Welle von apoptotischem Zelltod (Northington et al,
2001). Der dadurch entstehende Verletzungstyp
scheint sowohl zeit- als auch positionsabhangig zu
sein, wobei die anfangliche nekrotische Verletzung
auf das ipsilaterale Vorderhirn in einem Neugebore-
nenrattenmodell von HI beschrankt ist, und die verzo-
gerte apoptotische Verletzung im Thalamus auftritt
(Northington et al, 2001). Dies deutet darauf hin, dass
die verschiedenen Hirnregionen eine unterschiedli-
che Verletzlichkeit gegenlber jedem Typ von Zelltod
zu unterschiedlichen Zeiten nach HI zeigen kénnen.

[0021] In der normalen Entwicklung ist Apoptose ein
regulares Ereignis, durch das unerwlnschte oder ge-
schadigte Neuronen ,Selbstmord begehen" (lkono-
midou et al, 2001). Bei HI wird der anfangliche exzi-
totoxische Zelltod durch eine exzessive Aktivierung
von NMDA-Rezeptoren vermittelt, was in der unkon-
trollierten Freisetzung von Glutamat resultiert, was
wiederum die umgebenden Neuronen schadigt. Die
natirliche Antwort auf Schadigung wahrend der Syn-
aptogenese besteht fiir die Neuronen darin, den pro-
grammierten Zelltod zu initiieren (Olney, 2003), und

man nimmt an, dass dies ein Mechanismus ist, der
aktiviert wird, um das benachbarte Gewebe zu schiit-
zen (Leist und Nicotera, 1998).

Xenon als ein neuroprotektives Mittel

[0022] Es ist in der Technik bekannt, dass der
NMDA-Rezeptor eine wesentliche Rolle bei der syn-
aptischen Plastizitat spielt, die vielen hdheren kogni-
tiven Funktionen zugrunde liegt, wie etwa dem Ge-
dachtnis und dem Lernen, ebenso wie bei bestimm-
ten nozizeptiven Signalwegen und bei der Schmerz-
empfindung (Collingridge et al, The NMDA Receptor,
Oxford University Press, 1994). Zusatzlich deuten
bestimmte Eigenschaften der NMDA-Rezeptoren
darauf hin, dass diese an der Informationsverarbei-
tung im Gehirn beteiligt sein kdnnten, die dem Be-
wusstsein selbst zugrunde liegt.

[0023] NMDA-Rezeptorantagonisten sind aus einer
Reihe von Grinden therapeutisch wertvoll. Erstens
verleihen NMDA-Rezeptorantagonisten eine tiefgrei-
fende Antischmerzwirkung (Analgesie), einen hoch-
gradig erstrebenswerten Bestandteil allgemeiner An-
asthesie und Sedierung. Zweitens sind NMDA-Re-
zeptorantagonisten unter vielen klinisch wichtigen
Umstanden (einschliellich Ischdmie, Hirntrauma,
neuropathischen Schmerzzustanden und bestimm-
ten Typen von Krampfen) neuroprotektiv. Drittens
verleihen NMDA-Rezeptorantagonisten ein wertvol-
les Mall an Amnesie.

[0024] In Anbetracht der Wichtigkeit der NMDA-Re-
zeptoren bei der Pathogenese von HI ist es ange-
messen, dass NMDA-Antagonisten als mdgliche
neuroprotektive Mittel erforscht worden sind. Fir vie-
le NMDA-Antagonisten, wie etwa MK-801 und Keta-
min, ist gezeigt worden, dass sie sowohl bei In vitro-
als auch bei In vivo-Modellen neuroprotektiv sind (Al-
bers et al, 1989; Arias et al, 1999; Choi et al, 1988;
Kudo et al, 2001). Jedoch ist trotz dieser ermutigen-
den Ergebnisse fir NMDA-Rezeptorantagonisten
auch gezeigt worden, dass sie psychotomimetische
Nebenwirkungen beim Menschen besitzen (Krystal
et al, 1994) und Schadigung am posterioren Cingu-
lum (PC) und den retrosplenialen Cortizes (RS) ver-
ursachen (Olney et al, 1991). Zusétzlich flhren viele
konventionelle NMDA-Rezeptorantagonisten zur
Produktion unfreiwilliger Bewegungen, einer Stimu-
lierung des sympathischen Nervensystems, einer In-
duktion von Neurotoxizitat bei hohen Dosen (die er-
heblich ist, da NMDA-Rezeptorantagonisten geringe
Starken als allgemeine Anasthetika besitzen), einer
Dampfung des Myokard und Krampfférderung unter
einigen Epilepsie-auslésenden Musterbedingungen,
z. B. ,Kindling" (Wlaz P et al, Eur. J. Neurosci. 1994;
6: 1710-1719). Es hat auflerdem erhebliche Schwie-
rigkeiten bei der Entwicklung neuer NMDA-Rezepto-
rantagonisten gegeben, die befahigt sind, die
Blut-Hirn-Schranke zu durchqueren.
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[0025] Xenon ist ein apolares inertes Gas, das ein
wirkungsstarker NMDA-Antagonist ist (Franks et al,
1998). Wie fur andere NMDA-Antagonisten ist auch
hier gezeigt worden, dass es gegenuber vielen For-
men von neuronaler Verletzung, sowohl in vitro (Pet-
zelt et al, 2003) als auch in vivo (Homi et al, 2003;
Wilhelm et al, 2002) neuroprotektiv wirkt. Anders als
viele andere der NMDA-Rezeptorantagonisten ist
Xenon jedoch nicht neurotoxisch (Ma et al, 2002). Ein
weiterer Vorteil der Verwendung von Xenon als ein
NMDA-Antagonist besteht darin, dass das Molekiil
ein inertes, flichtiges Gas ist, das rasch Uber die At-
mung eliminiert werden kann.

[0026] Xenon besitzt zahlreiche weitere glinstige Ei-
genschaften. Seit seiner ersten Verwendung in der
Chirurgie (Cullen SC et al, Science 1951; 113:
580-582) hat eine Zahl von Forschungsgruppen ge-
zeigt, dass es ein exzellentes pharmakologisches
Profil besitzt, einschliel3lich des Fehlens metaboli-
scher Nebenprodukte, einer tief greifenden Analge-
sie, schnellem Wirkungseintritt und schneller Erho-
lung, sowie minimalen Wirkungen auf das kardiovas-
kulare System (Lachmann B et al, Lancet 1990; 335:
1413-1415; Kennedy RR et al, Anaesth. Intens. Care
1992; 20: 66-70; Luttropp HH et al, Acta Anaesthesi-
ol Scand. 1994; 38: 121-125; Goto T et al, Anesthe-
siology 1997; 86: 1273-1278; Marx T et al, Br. J. Ana-
esth. 1997; 78: 326-327). Dariber hinaus, da Xenon
ein kleines ungeladenes Atom ist, kann es leicht
durch die Blut-Hirn-Schranke hindurch treten und so-
mit einen raschen Wirkungseintritt hervorrufen (Na-
kata et al, 2001). Es besitzt auBerdem einen sehr
niedrigen Blut:Gas-Verteilungskoeffizienten, was ein
rasches Heraustreten aus der Xenon-Betaubung ge-
wahrt (Goto et al, 1997). Zusatzlich zu diesen Vortei-
len ist Xenon nichtexplosiv, ungiftig und unreaktiv
(Shichino et al, 2002), und dies macht Xenon zu ei-
nem idealen Kandidaten zur Verwendung als neuro-
protektives Mittel beim Neugeborenen.

[0027] Wie hier verwendet, bezeichnet der Begriff
Lheuroprotektives Mittel" ein Mittel, das befahigt ist,
eine Neuroprotektion bereitzustellen, d. h. eine neu-
ronale Einheit, wie etwa ein Neuron, vor einer auftre-
tenden Verletzung, z. B. einer ischamischen Verlet-
zung oder einer traumatischen Verletzung, zu schit-
zen.

Hypothermie als ein neuroprotektives Mittel

[0028] Talbot zeigte 1941 als Erster die neuropro-
tektiven Eigenschaften von Hypothermie fir die chir-
urgische Anwendung (Talbot, 1941). Derzeit findet
die einzige Routineanwendung der Hypothermie
beim kardiopulmonalen Bypass statt, um das Gehirn
vor intra-operativer Ischamie zu schitzen. Jedoch
hat es mehrere Publikationen gegeben, die die thera-
peutische Wirkung von Hypothermie bei anderen Mo-
dellen der Gehirnverletzung zeigen. Beispielsweise

existieren zahlreiche Verdffentlichungen, die die
gunstige Wirkung von Hypothermie sowohl bei In vit-
ro- (Onitsuka et al, 1998) als auch bei In vivo-Model-
len neonataler Asphyxie (Debillon et al, 2003; Tre-
schera et al, 1997) zeigen. Es ist gezeigt worden,
dass eine direkte Korrelation zwischen Gewebever-
letzung und dem Ausmal der Hirnabkuhlung besteht
(Towfighi et al, 1994), und bei normoxischen Bedin-
gungen fihrt jede Abnahme der Koérpertemperatur
um 1°C zu einer 5% Abnahme der Hirnstoffwechsel-
rate (Vager and Asselin, 1996).

[0029] Der Mechanismus, durch den Hypothermie
ihre neuroprotektive Wirkung ausuibt, muss noch auf-
geklart werden, jedoch sind viele Theorien postuliert
worden. Studien haben nahe gelegt, dass die Mecha-
nismen, durch die die Hypothermie protektiv wirkt,
temperatur- und zeitabhangig sind und an mehr als
einem Punkt entlang der Kaskade der Ereignisse, die
zur HI-Verletzung fuhren, wirken kénnten (Vager und
Asselin, 1996). Dies wird durch die Tatsache gestitzt,
dass fur eine moderate Temperatur von 31°C gezeigt
wurde, dass sie neuroprotektiv wirkt, indem sie den
cerebralen Energiestoffwechsel herabsetzt, wahrend
eine milde Hypothermie von 34°C, obwohl ebenfalls
neuroprotektiv, keine Wirkung auf den Energiestoff-
wechsel hat und daher Uber einen anderen Mecha-
nismus wirken muss (Vager und Asselin, 1996). Eine
andere Studie durch Taylor et al (Taylor et al, 2002)
zeigte, dass Hypothermie, die nach dem HI-Krank-
heitsereignis eingeleitet wurde, wirksamer war als int-
ra-ischamische Hypothermie, und sie schlugen vor,
dass dies an einer Verringerung schadigender Effek-
te liegen kénnte, die wahrend der Erholungsphase
auftreten. Ein Beispiel fir einen solchen Mechanis-
mus kdnnte darin bestehen, dass die Hypothermie
die exzitotoxische Schadigung vermindert, die wah-
rend der Reperfusion auftritt (Taylor et al, 2002). Es
sind viele andere Mechanismen des Schutzes durch
Hypothermie vorgeschlagen worden, einschlieRlich
der Reduzierung reaktiver Sauerstoffspezies (Taylor
et al, 2002), einer Reduzierung der Gewebe-Azidose
(Chopp et al, 1989) und der Abschwachung der nach
HI stattfindenden (post-HI) neuronalen Apoptose (Xu
et al, 2002).

Xenon und Hypothermie in Kombination

[0030] Wie oben erwahnt, betrifft ein erster Aspekt
der vorliegenden Erfindung die Verwendung von Xe-
non bei der Herstellung eines Medikaments fir die
Behandlung neonataler Asphyxie bei einem neonata-
len Subjekt, wobei das Medikament zur Verwendung
in Kombination mit Hypothermie bestimmt ist.

[0031] Wie hier verwendet, bezieht sich der Begriff
"Hypothermie" darauf, dass ein bestimmtes Subjekt
(in diesem Fall ein neonatales Subjekt) hypothermi-
schen Bedingungen unterzogen wird, beispielsweise
durch Verringern der Kérpertemperatur bevorzugt um
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3-5°C durch passive oder aktive Techniken. Typi-
scherweise fuhrt es zu einer Abnahme des Metabo-
lismus der Kérpergewebe des Subjekts, wenn dieses
hypothermischen Bedingungen unterzogen wird, wo-
durch der Sauerstoffbedarf verringert wird.

[0032] Wie oben erwahnt, ist die Verwendung von
Hypothermie bei der Behandlung neonataler Asphy-
xie in der Technik gut dokumentiert (siehe z. B. Volpe,
2001; Gunn et al, 2000). Jedoch hat es bis zum heu-
tigen Zeitpunkt in der Technik keine Lehre und keinen
Vorschlag gegeben, dass Hypothermie in Kombinati-
on mit der Verabreichung von Xenon verwendet wer-
den kénnte. Ebenso wenig hat es irgendwelche An-
deutungen darliiber gegeben, dass eine derartige
Kombinationstherapie zu einer solch Uberraschen-
den und unerwarteten Verstarkung bei der resultie-
renden neuroprotektiven Wirkung fihren wurde.

[0033] Vorherige Studien durch den Anmelder ha-
ben gezeigt, dass Xenon neuroprotektive Eigen-
schaften besitzt. Insbesondere die WO 01/08692, de-
ren Inhalt hier durch Referenz in Bezug genommen
wird, betrifft die Verwendung von Xenon als ein neu-
roprotektives Mittel und/oder als Inhibitor der synap-
tischen Plastizitat. Jedoch gibt es im Stand der Tech-
nik weder Lehren noch Anregungen, dass Xenon
wirksam als neuroprotektives Mittel im Kontext der
vorliegenden beanspruchten Erfindung sein wiirde.

[0034] Bei einer bevorzugten Ausflihrungsform der
Erfindung wird das Xenon mit einem pharmazeutisch
vertraglichen Verdiinnungsmittel, Hilfsstoff oder Tra-
ger gemischt.

[0035] Beispiele solcher geeigneter Hilfsstoffe fiir
die verschiedenen unterschiedlichen Formen phar-
mazeutischer Zusammensetzungen, die hier be-
schrieben sind, sind im "Handbook of Pharmaceutical
Excipients", 2. Auflage, (1994), herausgegeben von
A Wade und PJ Weller, zu finden.

[0036] Vertragliche Trager oder Verdinnungsmittel
fur die therapeutische Verwendung sind in der phar-
mazeutischen Technik wohlbekannt und sind z. B.
beschrieben in Remington's Pharmaceutical Sci-
ences, Mack Publishing Co. (A. R. Gennaro, Ausga-
be von 1985). Beispiele geeigneter Trager beinhalten
Laktose, Starke, Glukose, Methylcellulose, Magnesi-
umstearat, Mannitol, Sorbitol und dergleichen. Bei-
spiele geeigneter Verdlinnungsmittel beinhalten
Ethanol, Glycerol und Wasser.

[0037] Die Auswahl des pharmazeutischen Tragers,
Hilfsstoffs oder Verdiinnungsmittels kann im Hinblick
auf die beabsichtigte Verabreichungsroute und die
pharmazeutische Standardpraxis erfolgen. Die phar-
mazeutischen Zusammensetzungen kdénnen als oder
zusatzlich zu dem Trager, Hilfsstoff oder Verdin-
nungsmittel (ein) beliebige(s) geeignete(s) Bindemit-

tel, Gleitmittel, Suspendiermittel, Beschichtungsmit-
tel oder Solubilisiermittel (Losungsvermittler) umfas-
sen.

[0038] Beispiele geeigneter Bindemittel beinhalten
Starke, Gelatine, naturliche Zucker, wie etwa Gluko-
se, wasserfreie Laktose, frei-flieRende Laktose, be-
ta-Laktose, MaissuRmittel, natirliches und syntheti-
sches Gummi, wie etwa Akaziengummi, Tragacanth
oder Natriumalginat, Carboxymethylcellulose und
Polyethylenglykol.

[0039] Beispiele geeigneter Gleitmittel beinhalten
Natriumoleat, Natriumstearat, Magnesiumstearat,
Natriumbenzoat, Natriumacetat, Natriumchlorid und
dergleichen.

[0040] Konservierungsstoffe, Stabilisatoren und
Farbstoffe kdnnen in der pharmazeutischen Zusam-
mensetzung bereitgestellt werden. Beispiele von
Konservierungsstoffen beinhalten Natriumbenzoat,
Sorbinsdure und Ester von p-Hydroxybenzoesaure.
Antioxidantien und Suspendiermittel kbnnen eben-
falls verwendet werden.

[0041] Die vorliegende Erfindung ist auch auf die
Behandlung von Tieren anwendbar. In dieser Hin-
sicht betrifft die Erfindung weiterhin die Verwendung
von Xenon in Kombination mit einem veterindrmedi-
zinisch vertraglichen Verdinnungsmittel, Hilfsstoff
oder Trager.

[0042] Fir die veterindrmedizinische Verwendung
wird das Xenon typischerweise in Ubereinstimmung
mit der normalen veterindrmedizinischen Praxis ver-
abreicht, und der Veterinarchirurg wird das Dosie-
rungsschema und die Verabreichungsroute bestim-
men, die fur ein bestimmtes Tier am geeignetsten
sein werden.

[0043] Das Xenon kann auch in Kombination mit ei-
nem anderen pharmazeutisch aktiven Mittel verab-
reicht werden. Das Mittel kann jedwedes geeignete
pharmazeutisch aktive Mittel sein, einschliel3lich an-
asthetischer oder sedierender Mittel, die die GA-
BAergene Aktivitat fordern. Beispiele solcher GA-
BAergener Mittel beinhalten Isofluran, Propofol und
Benzodiazapine.

[0044] Bei einer bevorzugten Ausflihrungsform wird
das Xenon in Kombination mit einem fliichtigen anas-
thetischen Mittel, bevorzugt Isofluran, Sevofluran
oder Desfluran, verabreicht.

[0045] Das Xenon kann auch in Kombination mit an-
deren aktiven Bestandteilen, wie etwa L-Typ-Calci-
umkanal-Blockern,  N-Typ-Calciumkanal-Blockern,
Substanz-P-Antagonisten, Natriumkanalblockern,
purinergen Rezeptorblockern oder Kombinationen
hiervon verabreicht werden.
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[0046] Das Xenon kann durch jedweden geeigneten
Auslieferungsmechanismus oder durch zwei oder
mehr geeignete Auslieferungsmechanismen verab-
reicht werden.

[0047] Bei einer besonders bevorzugten Ausfih-
rungsform wird das Xenon durch Perfusion verab-
reicht. Im Kontext der vorliegenden Erfindung bezieht
sich der Begriff ,Perfusion" auf die Einfiihrung eines
Sauerstoff/Xenon-Gemischs in, sowie die Entfernung
von Kohlendioxid aus einem Patienten unter Verwen-
dung einer spezialisierten Herz-Lungen-Maschine. In
allgemeinen Begriffen ersetzt die Herz-Lungen-Ma-
schine die Funktion von Herz und Lunge und stellt
eine blutfreie, bewegungslose Operationsflache fir
den Chirurgen bereit. Der Bedienende der Herz-Lun-
gen-Maschine (,Perfusionist") ventiliert das Blut des
Patienten, um den Spiegel an Sauerstoff und Kohlen-
dioxid zu kontrollieren. Im Kontext der vorliegenden
Erfindung fuhrt der Perfusionist aulerdem Xenon ins
Blut des Patienten ein. Der Perfusionist treibt das Blut
dann in das arterielle System zuriick, um den nahren-
den Blutfluss zu allen lebenswichtigen Patientenor-
ganen und -Geweben wahrend der Operation bereit-
zustellen.

[0048] Bei einer besonders bevorzugten Ausfih-
rungsform liegt das Medikament in gasférmiger Form
VOr.

[0049] Bei einer weiteren hochgradig bevorzugten
Ausfihrungsform wird das Xenon durch Inhalation
verabreicht. Bevorzugter wird das Xenon durch Inha-
lation eines 70-30%igen (v/v) Xenon/Sauerstoff-Ge-
mischs verabreicht.

[0050] Bevorzugter wird das Xenon in Form eines
20-70%igen (v/v) Xenon/Luft-Gemischs verabreicht.

[0051] Bei wiederum einer anderen bevorzugten
Ausfihrungsform der Erfindung liegt das Medika-
ment in Form einer FlUssigkeit oder Losung vor.

[0052] Bevorzugt wird die Flissigkeit in Form einer
Lésung oder einer Emulsion, die aus sterilen oder
sterilisierbaren Loésungen hergestellt wird, verab-
reicht, und wobei diese intravends, intraarteriell, in-
trathecal, subkutan, intradermal, intraperitoneal oder
intramuskular injiziert werden kénnen.

[0053] Bei einer besonders bevorzugten Ausfiih-
rungsform wird das Xenon in Form einer Lipid-Emul-
sion verabreicht. Die intraventse Formulierung ent-
halt typischerweise eine Lipid-Emulsion (wie etwa die
kommerziell erhaltlichen Emulsionen Intralipid® 10,
Intralipid® 20, Intrafat®, Lipofundin® S oder Liposyn®,
oder eine Emulsion, die zur Maximierung der Léslich-
keit in spezifischer Weise formuliert wurde), die die
Loslichkeit des Xenons hinreichend erhéht, um den
gewunschten klinischen Effekt zu erreichen. Weitere

Informationen Uber Lipid-Emulsionen dieser Art sind
zu finden in G. Kleinberger und H. Pamper, Infusions-
therapie, 108-117 (1983) 3.

[0054] Die Lipidphase der vorliegenden Erfindung,
die das Gas l6st oder dispergiert, wird typischerweise
aus gesattigten und ungesattigten langkettigen und
mittelkettigen Fettsaureestern mit 8 bis 30 Kohlen-
stoffatomen gebildet. Diese Lipide bilden in wassriger
Lésung Liposomen. Beispiele beinhalten Fischoél und
Pflanzendle, wie etwa Sojabohnendl, Disteldl oder
Baumwollsamendl. Die Lipid-Emulsionen der Erfin-
dung sind typischerweise Ol-in-Wasser-Emulsionen,
bei denen der Anteil an Fett in der Emulsion glinstiger
Weise 5 bis 30 Gew.-% betragt, und bevorzugt 10 bis
20 Gew.-%. Ol-in-Wasser-Emulsionen dieser Art wer-
den oft in Gegenwart eines Emulgators, wie etwa So-
ja-Phosphatid, hergestellt.

[0055] Die Lipide, die die Liposomen der vorliegen-
den Erfindung bilden, kénnen natirlich oder synthe-
tisch sein und beinhalten Cholesterol, Glykolipide,
Sphingomyelin, Glukolipide, Glykosphingolipide,
Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin, Phos-
phatidylserin, Phosphatidylglycerol, Phosphatidylino-
sitol.

[0056] Die Lipid-Emulsionen der vorliegenden Erfin-
dung kénnen auch zusatzliche Komponenten umfas-
sen. Diese kdnnen Antioxidantien, Zusatzstoffe zur
isotonischen Angleichung der Osmolaritat der die Li-
pidphase umgebenden wassrigen Phase an das Blut,
oder Polymere, die die Oberflache der Liposomen
modifizieren, beinhalten.

[0057] Es ist festgestellt worden, dass betrachtliche
Mengen an Xenon zu einer Lipid-Emulsion hinzu ge-
geben werden kdnnen. Selbst mit einfachsten Mit-
teln, bei 20°C und normalem Druck, kann Xenon in
Konzentrationen von 0,2 bis 10 ml oder mehr pro ml
Emulsion geldst oder dispergiert werden. Die Kon-
zentration an geléstem Gas ist von einer Anzahl von
Faktoren abhangig, einschlieBlich der Temperatur,
dem Druck und der Lipid-Konzentration.

[0058] Die Lipid-Emulsionen der vorliegenden Erfin-
dung kénnen mit gasformigem Xenon beladen wer-
den. Im allgemeinen wird eine Vorrichtung mit der
Emulsion gefillt, und Anasthetika, wie etwa Gase
oder Dampfe, geleitet durch gesinterte Glas-Sprudel-
vorrichtungen, werden der Immersion in der Emulsi-
on unterzogen. Man lasst die Emulsion sich bei ei-
nem gewahlten Partialdruck mit dem Gas oder
Dampf des Anasthetikums aquilibrieren. Bei Lage-
rung in gasdichten Behaltern zeigen diese Li-
pid-Emulsionen eine hinreichende Stabilitat fir das
Anasthetikum, um wahrend konventioneller Lage-
rungszeitspannen nicht als ein Gas freigesetzt zu
werden.
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[0059] Die Lipid-Emulsionen der vorliegenden Erfin-
dung koénnen derart geladen werden, dass das Xe-
non auf Sattigungsniveau vorliegt. Alternativ kann
das Xenon in niedrigeren Konzentrationen vorhan-
den sein, unter der Vorraussetzung z. B., dass die
Verabreichung der Emulsion die gewilinschte phar-
mazeutische Aktivitat hervorbringt.

[0060] Die bei dieser Erfindung verwendete Xe-
non-Konzentration kann die Minimalkonzentration
sein, die bendtigt wird, um die gewiinschte klinische
Wirkung zu erreichen. Es ist fur einen Arzt gebrauch-
lich, die tatsachliche Dosis zu bestimmen, die fir ei-
nen individuellen Patienten am geeignetsten sein
wird, und diese Dosis wird mit dem Alter, Gewicht und
der Antwort des jeweiligen Patienten variieren. Es
kann natirlich individuelle Umstande geben, bei de-
nen hohere oder niedrigere Dosisbereiche glinstig
sind, und diese liegen im Schutzumfang dieser Erfin-
dung.

[0061] Bevorzugt liegt das Medikament in einer
Form vor, die fur die intravendse, neuraxiale oder
transdermale Auslieferung geeignet ist.

[0062] Bevorzugt wird das Xenon simultan, in Kom-
bination, sequenziell oder separat mit Hypothermie
verabreicht.

[0063] Wie hier verwendet, wird ,simultan" verwen-
det, um auszudricken, dass das Xenon gleichzeitig
mit der Hypothermie verabreicht wird, wogegen der
Begriff ,in Kombination" verwendet wird, um auszu-
dricken, dass das Xenon, wenn schon nicht simul-
tan, dann ,sequenziell" in einem Zeitrahmen verab-
reicht wird, in dem Xenon und die Hypothermie beide
eine therapeutische Wirkung zeigen, d. h. sie sind
beide verfiigbar, um therapeutisch im gleichen Zeit-
rahmen zu wirken. Somit kann es die ,sequenzielle”
Verabreichung erlauben, dass das Xenon innerhalb
von 5 Minuten, 10 Minuten oder im Bereich von Stun-
den vor der Hypothermie verabreicht wird, vorausge-
setzt, die Xenon-Halbwertszeit im Blutkreislauf ist
derart, dass es in einer therapeutisch wirksamen
Menge vorliegt, wenn das neonatale Subjekt den Hy-
pothermiebedingungen ausgesetzt wird.

[0064] Bei einer weiteren bevorzugten Ausfih-
rungsform der Erfindung wird das Neugeborene der
Hypothermie vor der Behandlung mit Xenon unterzo-
gen.

[0065] Im Gegensatz zu ,in Kombination" oder ,se-
quenziell" wird ,separat" hier verwendet, um auszu-
drlicken, dass die Llicke zwischen der Verabreichung
des Xenons und der Exposition des neonatalen Sub-
jekts der Hypothermie gegeniber signifikant ist, d. h.
das Xenon koénnte nicht mehr im Blutstrom in einer
therapeutisch wirksamen Menge vorliegen, wenn das
neonatale Subjekt Hypothermiebedingungen ausge-

setzt wird.

[0066] Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
das Xenon sequenziell mit Hypothermie verabreicht.

[0067] Bevorzugter wird das Xenon sequenziell vor
der Hypothermie verabreicht.

[0068] Bei einer weiteren bevorzugten Ausfih-
rungsform wird das Xenon separat vor der Hypother-
mie verabreicht.

[0069] Bei einer bevorzugten Ausfihrungsform wird
das Xenon sequenziell nach der Hypothermie verab-
reicht.

[0070] Bei einer weiteren bevorzugten Ausfih-
rungsform wird das Xenon separat nach der Hypo-
thermie verabreicht.

[0071] Bevorzugter wird das Xenon sequenziell
oder simultan mit der Hypothermie verabreicht, be-
vorzugter simultan.

[0072] Bei einer bevorzugten Ausfihrungsform der
Erfindung wird das Xenon in einer therapeutisch wirk-
samen Menge verabreicht.

[0073] Bei einer weiteren bevorzugten Ausfih-
rungsform wird das Xenon ist einer sub-therapeu-
tisch wirksamen Menge verabreicht. Mit anderen
Worten wird das Xenon in einer Menge verabreicht,
die unzureichend ware, um die gewinschte thera-
peutische Wirkung zu erzeugen, wenn sie in Abwe-
senheit der hypothermischen Bedingungen verab-
reicht wirde.

[0074] Noch bevorzugter besitzt die Kombination
aus Xenon und Hypothermie eine synergistische Wir-
kung, d. h. die Kombination ist synergistisch.

[0075] Bei einer besonders bevorzugten Ausfih-
rungsform wird das Xenon vor dem hypoxischen
Krankheitsereignis verabreicht. Somit ist es bei einer
bevorzugten Ausflhrungsform so, dass das Xenon
dem Neugeborenen vor der Geburt Uber die Mutter
verabreicht wird, z. B. durch Verabreichung an die
Mutter vor oder wahrend der Wehen. Bevorzugt wird
das Xenon der Mutter fUr bis zu etwa 48 oder 24
Stunden vor der Geburt verabreicht, bevorzugter bis
zu etwa 12 Stunden, bevorzugter bis zu etwa 6 Stun-
den oder 3 Stunden oder 1 Stunde vor der Geburt.
Nach der Geburt wird das Neugeborene dann den
hypothermischen Bedingungen unterzogen.

[0076] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die
Behandlung neonataler Asphyxie bei einem Sauger,
der dies bendtigt, wobei man:
(a) eine therapeutisch wirksame Menge an Xenon
an die Mutter des Saugers vor und/oder wahrend
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der Wehen verabreicht; und
(b) den Sauger nach der Geburt der Hypothermie
unterzieht.

[0077] Bevorzugtwird die Hypothermie flr eine Zeit-
spanne von wenigstens etwa 6 Stunden, bevorzugter
von wenigstens etwa 12 Stunden nach dem hypo-
xisch-ischamischen (HI) Krankheitsereignis aufrecht-
erhalten.

[0078] Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
die Hypothermie fir eine Zeitspanne von etwa 6 bis
etwa 24 Stunden nach dem hypoxisch-ischamischen
(HI) Krankheitsereignis aufrechterhalten.

[0079] Bevorzugtwird die Hypothermie flr eine Zeit-
spanne von wenigstens etwa 6 Stunden, bevorzugter
von wenigstens etwa 12 Stunden, nach der Geburt
aufrechterhalten.

[0080] Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
die Hypothermie fir eine Zeitspanne von etwa 6 bis
etwa 24 Stunden nach der Geburt aufrechterhalten.

[0081] Bevorzugt wird die Behandlung in Uberein-
stimmung mit der Erfindung innerhalb von etwa 6
Stunden im Bezug auf das hypoxisch-ischamische
(HI) Krankheitsereignis, und bevorzugter innerhalb
von etwa 2 Stunden im Bezug auf das hypoxisch-is-
chamische Krankheitsereignis gestartet.

[0082] Die Hypothermie kann passiv erzeugt wer-
den, indem man ein Absinken der Temperatur zu-
lasst, ohne die Kdérpertemperatur dabei zielgerichtet
aufrecht zu erhalten. Da sie poikilotherm sind, neh-
men Neugeborene rasch die Temperatur ihrer Umge-
bung an. Alternativ kann der Patient aktiv hypotherm
gemacht werden, indem man gezielt dessen Umge-
bungstemperatur reduziert.

[0083] Ein zweiter Aspekt der Erfindung betrifft die
Behandlung neonataler Asphyxie bei einem Sauger,
der dies bendtigt, indem man:
(a) eine therapeutisch wirksame Menge an Xenon
an den Sauger verabreicht; und
(c) den Sauger der Hypothermie oder hypothermi-
schen Bedingungen unterwirft.

[0084] Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist
der Sauger ein neugeborenes Subjekt in den ersten
vier Wochen nach der Geburt. Bevorzugter befindet
sich der Sauger in den ersten zwei Wochen, noch be-
vorzugter in der ersten Woche nach der Geburt.

[0085] Bevorzugt ist der Sauger ein Mensch.

[0086] Bevorzugt wird der Saduger Bedingungen mil-
der Hypothermie unterworfen. Wie hier verwendet,
bezieht sich der Begriff ,milde" Hypothermie typi-
scherweise auf eine Abnahme der Kerntemperatur

von 37°C bis auf etwa 33°C.

[0087] Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
die Temperatur des Saugers auf einer Temperatur
von etwa 31°C bis etwa 36°C gehalten.

[0088] Bevorzugter wird die Temperatur des Sau-
gers auf einer Temperatur von etwa 32°C bis etwa
36°C, bevorzugter von etwa 32°C bis etwa 35°C,
noch bevorzugter von etwa 33°C bis etwa 35°C ge-
halten.

[0089] Bevorzugte Ausfuhrungsformen fir den
zweiten Aspekt der Erfindung sind die gleichen, wie
sie oben im Hinblick auf den ersten Aspekt beschrie-
ben sind.

[0090] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die
Behandlung neonataler Asphyxie bei einem Sauger,
der dies bendtigt, durch die Verabreichung einer the-
rapeutisch wirksamen Menge an Xenon an den Sau-
ger in Kombination mit Hypothermie.

[0091] Wiederum ein weiterer Aspekt der Erfindung
betrifft die Verwendung von Xenon bei der Herstel-
lung eines Medikaments fir die Behandlung neona-
taler Asphyxie, wobei die Behandlung die simultane,
sequenzielle oder separate Verabreichung von Xe-
non in Kombination mit Hypothermie an ein Subjekt
umfasst.

[0092] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die
Verwendung von Xenon in Kombination mit Hypo-
thermie fur die Behandlung neonataler Asphyxie.

In Vivo-Studien

[0093] Unter Verwendung eines Tiermodells fir HI
wurden neu geborene Ratten unabhangig voneinan-
der der Behandlung mit Xenon und Hypothermie un-
terzogen. Fir Xenon wurde gezeigt, dass es bei den
Neugeborenen neuroprotektiv gegenlber HI wirkt, in-
dem es die Menge an apoptotischem Zelltod redu-
ziert, wahrend Hypothermie weniger effektiv zu sein
schien. In Kombination wirkten Xenon und Hypother-
mie Uber einen anti-apoptotischen Mechanismus
neuroprotektiv (Fig. 17). lhre kombinierte Wirkung
wurde als synergistisch ermittelt.

[0094] Das neonatale Ratten-Modell fir HI ist sehr
gut etabliert und ist fir die Verwendung bei einer An-
zahl vorheriger Studien validiert worden (Levine,
1960; Rice et al, 1981). Fir das Alter der bei diesem
Modell verwendeten Ratten wurde herausgefunden,
dass sich dieses entsprechend der Gehirnreife beim
zeitlich normal geborenen menschlichen Neugebore-
nen verhalt (Clancy et al, 2001; Ikonimidou et al,
1989), sodass ein angemessen genauer Vergleich
zwischen den beiden angestellt werden kann.
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[0095] Wahrend der Hypothermieexperimente wur-
de die Temperatur der Rattenbabys unter Verwen-
dung einer Sonde Uberwacht, die in den Cortex eines
der Babys eingesetzt wurde. Die Sonde bendtigte
etwa 15 Minuten, um zu aquilibrieren, und dies wurde
ermdglicht, indem man die Startzeit des Versuchs hi-
nauszogerte, bis die Sonde begann, die korrekte
Temperatur aufzuzeichnen. Es gab Fluktuationen der
Temperatur um den Mittelwert, jedoch wurden diese
durch kontinuierliche Uberwachung und, wie es notig
war, manuelle Anpassung des Wasserbades, kontrol-
liert. Es wurde nur eine Ratte pro Gruppe hinsichtlich
der Temperatur iberwacht, um das Trauma, das den
Ratten gegenuber verursacht wurde, und auch den
Schaden, der am Cortex durch die Sonde verursacht
wird, zu minimieren; Ratten mit der eingesetzten
Sonde konnten nicht fir die histologische Analyse
verwendet werden.

[0096] Fur das anasthetische Gas Xenon ist gezeigt
worden, dass es Neuroprotektion bei verschiedenen
Modellen adulter neuronaler Verletzung zeigt. Derzeit
existieren keine verdffentlichten Daten, um den glei-
chen neuroprotektiven Effekt von Xenon bei Neuge-
borenen zu bestatigen. Die Ergebnisse dieser Studie
bekraftigen die vorherigen Ergebnisse, dass Xenon
signifikante neuroprotektive Eigenschaften besitzt
und legen zusatzlich nah, dass sich diese Neuropro-
tektion auch auf neonatale Modelle der Hirnverlet-
zung, die durch Hypoxie-Ischamie induziert wird, er-
streckt.

[0097] Es ist seit langem bekannt, dass die Aktivie-
rung des NMDA-Subtyps des Glutamat-Rezeptors
bendtigt wird, um die anhaltende neuronale Verlet-
zung und den Tod bei HI aufrecht zu erhalten, und es
ist gut dokumentiert, dass Xenon seine analgetische
und anasthetische Wirkung tber die Blockade dieser
Rezeptoren ausubt; somit ist postuliert worden, dass
die neuroprotektiven Eigenschaften von Xenon ein
Ergebnis dieses Antagonismus sind. Zuvor haben
mehrere andere NMDA-Antagonisten Neuroprotekti-
on bei In-vitro-Studien gezeigt, haben jedoch schliel-
lich versagt, wenn sie in klinischen Situationen ver-
wendet wurden (Muir und Lees, 1995). Der Grund
hinter diesem klinischen Versagen ist unbekannt, je-
doch ist es moglich, dass die Blockade des Glutamat-
rezeptor-Subtyps unzureichend ist, um vor Verlet-
zung zu schitzen, was implizieren wirde, dass Xe-
non seine neuroprotektive Wirkung durch einen an-
deren Mechanismus auslbt.

[0098] In der vorliegenden Studie ist gezeigt wor-
den, dass Xenon Uber einen anti-apoptotischen Me-
chanismus in signifikanter Weise gegeniiber neona-
taler HI schiitzt. Sowohl Apoptose als auch Nekrose
sind wichtige Komponenten des neuronalen Verlusts
nach HI-Verletzung, jedoch scheint Apoptose der
wichtigere Typ von Zelltod bei der Bestimmung des
neonatalen Schicksals zu sein (Taylor et al, 1999).

[0099] Dem apoptotischen Tod geht oft die Aktivie-
rung zahlreicher Gene (einschlief3lich Transkriptions-
faktoren) voraus, wobei diese entweder pro-apopto-
tisch oder anti-apoptotisch sein kénnen. Da Xenon in
den apoptotischen Zelltod einzugreifen scheint, ist es
moglich, dass es seine Wirkung auf eines dieser
Gene ausubt, oder an irgendeinem Punkt entlang des
apoptotischen Signalwegs. Derzeit gibt es Anhalts-
punkte fur zwei verschiedene Apoptosewege: den
extrinsischen Weg und den intrinsischen Weg. Der
extrinsische Weg (auch bezeichnet als der
,Death-Rezeptor-Pathway") beinhaltet die Bindung
von Zytokinen an Death-Rezeptoren, die Caspase 8
aktivieren, was wiederum die ,ausfiihrende Caspa-
se", Caspase 3, aktiviert, die damit fortfahrt, den apo-
ptotischen Zelltod zu induzieren (Mehmet, 2000). Der
intrinsische Pathway ist stark abhangig von Mito-
chondrien und beinhaltet eine Steigerung der mito-
chondrialen Membranpermeabilitat, die durch das
pro-apoptotische Protein bax verursacht wird. Dies
fuhrt zur Freisetzung von Cytochrom c, der Bildung
eines Komplexes aus Cytochrom c, Apaf-1 (Apopto-
se-Proteaseaktivierender Faktor-1) und Caspase-9,
sowie zur nachfolgenden Aktivierung von Caspase-3.
Es ist absolut méglich, dass Xenon auf irgendeinen
dieser beiden Signalwege einwirkt, wobei es jedoch
Anhaltspunkte gibt, die nahe legen, dass die durch HI
induzierte apoptotische Neurodegeneration tber den
mitochondrialen Weg und das Auslésen bax-abhan-
giger mitochondrialer Veranderungen vermittelt wird
(Taylor et al, 1999). Weiterhin ist fir den NMDA-Ant-
agonisten Ketamin gezeigt worden, dass dieser ge-
gen unvollstandige cerebrale Ischamie und Reperfu-
sion schitzt, indem frihzeitig die Balance zwischen
pro- und anti-apoptotischen Proteinen moduliert wird,
und zwar durch das Inhibieren des durch HI induzier-
ten Anstiegs von bax (Engelhard et al, 2003). Es ist
somit moéglich, dass Xenon die Apoptose inhibieren
kdnnte, indem es bax herunterreguliert. Bcl-2 ist ein
anti-apoptotisches Protein, das die Wirkung hat, die
Permeabilitdt der Mitochondrien zu verringern und
somit die Freisetzung von Cytochrom c inhibiert. Fir
seine Uberexpression ist gezeigt worden, dass sie
die neuronale Schadigung verringert, die durch tran-
siente globale cerebrale Ischamie bei Rennmausen
verursacht wurde (Engelhard et al, 2003). Daher ist
das Heraufregulieren von bcl-2 ein weiteres potenti-
elles Target fur Xenon. Da Xenon unpolar und fettlds-
lich ist, ist es in der Lage, sich im Korper weit zu ver-
teilen. Es kann Membranen durchdringen und folglich
kann es auch eine Wirkung im Zellkern besitzen, in-
dem es die Gentranskription verandert, um Signalwe-
ge des Uberlebens heraufzuregulieren oder die RNA-
und Proteinsynthese pro-apoptotischer Molekile zu
inhibieren.

[0100] Es wurde fir die Antinekrose durch Xenon
gezeigt, dass diese im Cortex bei 48 Stunden signifi-
kant ist, nicht jedoch im Gyrus (Eig. 16). In allen an-
deren Zeitgruppen war Xenon nicht antinekrotisch.
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Eine mdgliche Erklarung hierfur besteht darin, dass
es in Ubereinstimmung mit einer vorherigen Studie
(Northington et al, 2001) eine zweite Welle des ne-
krotischen Zelltods nach 48 Stunden gibt, die nur im
Cortex erkennbar ist. Dies wirde den Anstieg des
Prozentsatzes nekrotischer Zellen erklaren, die bei
den Positivkontrollen, im Vergleich zu 16 und 24 h,
nach 48 Stunden vorlagen. Obwohl nicht sicher ist,
wie Xenon eine antinekrotische Wirkung im Cortex
bei 48 Stunden ausiibt, mag es so sein, dass Xenon,
obwohl es unfahig ist, Nekrose zu verhindern, die vor
seiner Verabreichung erfolgt (wie in den Gruppen mit
16 und 24 Stunden), es jedoch irgendwie in der Lage
ist, die zweite nekrotische Welle zu bekampfen, die
nach seiner Verabreichung stattfindet. Eine anfangli-
che Nekrose erfolgt bereits nach nur 3 Stunden nach
dem HI-Anfall (Northington et al, 2001), und zu die-
sem Zeitpunkt ist Xenon noch nicht verabreicht wor-
den. Es ist daher unwahrscheinlich, dass es in der
Lage ist, einen Prozess, der bereits stattgefunden
hat, anzuhalten oder umzukehren. Die zweite nekro-
tische Welle erfolgt jedoch zu einem Zeitpunkt, an
dem Xenon im Gehirn seit 48 Stunden anwesend
war, und dies liegt nah, dass die Anwesenheit von
Xenon bei Beginn der Nekrose in der Lage sein kdnn-
te, diesen Typ von Zelltod zu verringern. Es muss
weitere Arbeit fertig gestellt werden, um den genauen
Mechanismus dieser Interaktion festzustellen.

[0101] Vorherige Studien haben gezeigt, dass milde
Hypothermie mit 33°C neuroprotektiv gegeniiber is-
chamischer neuronaler Verletzung ist (Gusto et al,
1987). Andere Studien haben nahe gelegt, dass die-
se Neuroprotektion Uber einen anti-apoptotischen
Mechanismus erreicht wird (Xu et al, 2002). Experi-
mente haben gezeigt, dass es keine Neuroprotektion
bei 16 h oder 24 h gab (Eig. 13 bzw. Fig. 15).

[0102] Bei 48 Stunden jedoch wurde eine signifikan-
te Neuroprotektion sowohl im Cortex als auch im Gy-
rus erreicht, jedoch Gber unterschiedliche Mechanis-
men. Im Cortex wirkt Hypothermie antinekrotisch,
und im Gyrus wirkt sie anti-apoptotisch (Eig. 16). Die
Daten in dieser Studie erklaren nicht diesen Effekt,
jedoch koénnte eine mogliche Erklarung darin beste-
hen, dass verschiedene Gehirnregionen eine unter-
schiedliche Verletzlichkeit zeigen (Northington et al,
2001). Im Cortex findet die zweite nekrotische Welle
(oben diskutiert) zu einer Zeit statt, zu der die Hypo-
thermie bereits verabreicht wurde, und dies steigert
die Wirksamkeit. Im Gyrus jedoch gibt es keine ver-
zogerte Nekrose, und somit wird kein anti-nekroti-
scher Effekt beobachtet. Anti-Apoptose scheint der
neuroprotektive Mechanismus in dieser Region zu
sein, und es ist moglich, dass der erwartete anti-apo-
ptotische, neuroprotektive Effekt von Hypothermie,
der zu den friheren Zeitintervallen nicht offenkundig
ist, nach langeren Zeitspannen zutage treten kann.

[0103] Die Ergebnisse zeigten, dass 20% Xenon

und 35°C Hypothermie bei Verwendung in Kombina-
tion ein erstaunliches Malk an Neuroprotektion bereit-
stellten. Da diese Werte keine Neuroprotektion be-
reitstellten, wenn jedes Mittel fur sich alleine verwen-
det wurde, kann das Ergebnis nicht durch einen addi-
tiven Mechanismus erklart werden, sondern muss
stattdessen durch eine synergistische Interaktion
zwischen den beiden Mitteln begriindet sein.

[0104] Zusammenfassend hat die vorliegende Stu-
die gezeigt, wie ein In vivo-Modell der Ratte verwen-
det wird, um zu zeigen, dass Xenon neuroprotektivim
Neugeborenen ist und signifikant gegenlber Apopto-
se schutzt, die durch hypoxisch-ischamische Verlet-
zung induziert wird. Die Daten dieser Studie legen
auflerdem nah, dass Xenon und Hypothermie, wenn
sie in Kombination bei dem gleichen Modell verwen-
det werden, synergistisch interagieren, um den apo-
ptotischen Zelltod dramatisch zu verringern. Dement-
sprechend kann diese Kombination eine wirksame
Behandlung darstellen, um vor den verheerenden
neurologischen Konsequenzen neonataler Asphyxie
zu schitzen.

[0105] Die vorliegende Erfindung wird weiterhin mit-
tels Beispiel und unter Bezugnahme auf die folgen-
den Figuren beschrieben, wobei:

[0106] Eig. 1 die Beziehung zwischen der Schadi-
gung, wie gemessen durch den Verlust des Gehirn-
gewichts (Verhaltnis rechte Hemisphéare/linke Hemis-
phare), und der Dauer der hypoxischen Phase (in Mi-
nuten) in Sprague-Dawley-Ratten zeigt.

[0107] Eig.2 Gehirnschnitte von Sprague-Daw-
ley-Ratten, die 90 Minuten der hypoxisch-ischami-
schen Verletzung erduldet haben, zeigt.

[0108] Fig.3 den Haupt-Zellschaden, der bei
Sprague-Dawley-Ratten 24 Stunden nach einer
90-minutigen Hypoxie-Ischamie ersichtlich ist, zeigt.

[0109] FEig.4 die Konzentrationsabhangigkeit der
Xenon-Neuroprotektion (Verhaltnis des Gewichts der
rechten Hemisphare/linken Hemisphare gegenuiber
der Xenon-Konzentration) zeigt.

[0110] Fig. 5 die Wirkung von 70% Xenon auf die
neurologischen Funktionen, die langere Zeit nach
dem hypoxisch-ischdmischen (HI) Krankheitsereig-
nis bestimmt wurden, zeigt.

[0111] Fig. 6 die neuroprotektive Wirkung (Verhalt-
nis rechte Hemisphare/linken), beobachtet mit N,
bzw. Xenon, wenn Xenon 2 Stunden nach dem
HI-Krankheitsereignis verabreicht wird, vergleicht.

[0112] Eig.7 die Wirkung milder Hypothermie auf
den neuroprotektiven Effekt von Xenon (LDH-Freiset-
zung gegenuber der Xenon-Konzentration, % atm)
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zeigt.

[0113] Fig. 8 eine van't Hoff-Auftragung des naturli-
chen Logarithmus der LDH-Freisetzung, aufgetragen
gegen die reziproke absolute Temperatur, zeigt.

[0114] Fig. 9 eine Photographie der zweckgerichtet
aufgebauten luftdichten Kammern zeigt, die fir die
Gaszufuhr verwendet wurden. Das Wasserbad und
der geschlossene Kreislauf des Xenon-Ausliefe-
rungssystems sind ebenfalls dargestellt.

[0115] Fig. 10 zeigt einen schematischen Zeitver-
lauf des verwendeten Verfahrens. 60 Minuten ist die
Zeitspanne, die fir die Operation bei n = 12 Babys
verwendet wird. Die Erholungsphasen wurden beim
Muttertier durchgefiihrt. Die verwendeten Interventio-
nen waren: scheinbehandelte Tiere, Positivkontrol-
len, 75% Xenon (Restmenge: Sauerstoff), 33°C Hy-
pothermie, 20% Xenon (25% Sauerstoff, 55% Stick-
stoff), 35°C Hypothermie und eine Kombination von
35°C Hypothermie und 20% Xenon. Solange nicht
anders angezeigt, wurden die Tiere bei 37°C gehal-
ten und atmeten ein Gasgemisch aus 25% Sauer-
stoff, aufgefullt mit Stickstoff als Restmenge. Die
scheinbehandelten Tiere erhielten einen Einschnitt,
jedoch kein Abbinden oder HI, und Positivkontrollen
erhielten sowohl die Operation als auch HI. Die Tiere
in jeder Gruppe wurden gleichmafig zwischen den
verschiedenen Erholungsphasen (16, 24 und 48 h)
aufgeteilt, bevor sie getotet wurden.

Abkurzungen: HI, Hypoxie-lschamie.

[0116] Eig.11 zeigt (A) den Sagittalschnitt eines
Rattenhirns, modifiziert, von der Internetseite cul-
ty.virginia.edu/.../RatBrainLabels.ipg. Die durchbro-
chene Linie stellt die Flache des Gehirns dar, an der
die Koronalschnitte (B) vorgenommen wurden, etwa
-3,6 mm vom Bregma. (B) zeigt einen mit Cresyl-Vi-
olett gefarbten Koronalschnitt. Die Kastchen zeigen
die Regionen an, wo die Zahlrahmen platziert und die
Zellen analysiert wurden; das obere Kastchen zeigt
den Cortex, und das untere Kastchen zeigt den Gy-
rus. Das X" liegt auf einer Offnung, die absichtlich
mit einem Sicherheitsstift erzeugt wurde, um die
nicht-abgebundene (contralaterale) Hemisphare zu
zeigen.

[0117] Fig. 12 zeigt eine mikroskopische Aufnahme
des Cortex (mit Cresyl-Violett gefarbt), aufgenom-
men mit einer 100x Ol-Immersionslinse und einer
Axiocam Digitalkamera, was den Unterschied des
morphologischen Erscheinungsbilds zwischen einer
apoptotischen, nekrotischen und lebensfahigen Zelle
zeigt. Lebensfahige Zellen werden weniger intensiv
angefarbt als beide Typen von Zelltod und besitzen
daher ein blasseres Zytoplasma, wogegen tote Zel-
len dunkler angefarbt werden. Nekrotische und apo-
ptotische Zellen werden auf Basis ihrer verschiede-

nen Zellkernerscheinungsbilder unterschieden — ne-
krotische Zellkerne sind grof3 und unregelmafig ge-
formt, wogegen apoptotische Zellkerne klein, einge-
schrumpft und kugelférmig sind.

[0118] Fig. 13 zeigt, dass Xenon bei 16 h Uber ei-
nen anti-apoptotischen Mechanismus neuroprotektiv
wirkt. Spezifischer ausgedriickt, zeigt Fig. 13 Dia-
gramme fir den apoptotischen und nekrotischen
neuronalen Tod, der durch hypoxische Ischamie in-
duziert wird, und die Wirkungen von 75% Xenon und
33°C Hypothermie auf einen solchen Zelltod nach 16
h in (A) dem Cortex und (B) dem Gyrus. In beiden
Hirnregionen steigerte Xenon in signifikanter Weise
den Prozentanteil lebensfahiger Zellen und verringer-
te ebenso den Prozentanteil apoptotischer Zellen,
wenn man dies mit Positivkontrolltieren verglich. Im
Cortex verringerte die Hypothermie den Prozentan-
teil apoptotischer Zellen, obwohl sie nicht zu einer
Steigerung der Zahl lebensfahiger Zellen flihrte, wes-
halb sie hier nicht als neuroprotektiv betrachtet wer-
den kann. Die Ergebnisse sind Mittelwerte +SD(n =
3). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 gegentiiber Po-
sitivkontrollen.

[0119] Eig. 14 zeigt eine Mikroskopieaufnahme, die
den Cortex und den Gyrus bei scheinbehandelten
Tieren, Positivkontrollen und 75% Xenon-Tieren nach
16 Stunden zeigt. Die 75%-Gruppe ist im Erschei-
nungsbild der scheinbehandelten Gruppe ahnlicher
als der Positivkontrollgruppe. Die bestatigt die neuro-
protektive Wirkung von Xenon bei 16 Stunden. Der
Gyrus der Kontrollgruppe ist hinsichtlich der Form
verzerrt, was auf die gesteigerte Menge an Zelltod
und Vakuolen-Bildung zurtickgeht.

[0120] Fig. 15 zeigt, dass Xenon bei 24 h Uber ei-
nen anti-apoptotischen Mechanismus neuroprotektiv
wirkt. Spezifischer ausgedriickt, zeigt Fig. 15 Dia-
gramme fir den apoptotischen und nekrotischen
neuronalen Tod, der durch hypoxische Ischamie in-
duziert wird, sowie die Wirkungen von 75% Xenon
und 33°C Hypothermie auf einen derartigen Zelltod
bei 24 h in (A) dem Cortex und (B) dem Gyrus. In bei-
den Gehirnregionen bewirkt Xenon einen signifikan-
ten Anstieg des Prozentanteils lebensfahiger Zellen
aufgrund einer verringerten nekrotischen Zellzahl.
Die Ergebnisse sind Mittelwerte +SD(n = 3). *p < 0,05
gegeniber Positivkontrollen.

[0121] Fig. 16 zeigt, dass Xenon bei 48 h Uber ei-
nen anti-apoptotischen Mechanismus neuroprotektiv
wirkt. Spezifischer ausgedriickt, zeigt Fig. 16 Dia-
gramme fir den apoptotischen und nekrotischen
neuronalen Tod, der durch hypoxische Ischamie in-
duziert wird, sowie die Wirkungen von 75% Xenon
und 33°C Hypothermie auf einen derartigen Zelltod
bei 48 h in (A) dem Cortex und (B) dem Gyrus. Xenon
wirkt Uber einen anti-apoptotischen Mechanismus
sowohl im Cortex als auch im Gyrus neuroprotektiv.
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Zusatzlich besitzt Xenon eine anti-nekrotische Wir-
kung im Cortex. Eine Hypothermie von 33°C scheint
in beiden Gehirnregionen neuroprotektiv zu wirken,
jedoch durch einen unterschiedlichen Mechanismus
— sie ist anti-nekrotisch im Cortex und anti-apopto-
tisch im Gyrus. Die Ergebnisse sind Mittelwerte
+SD(n = 3). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 gegen-
Uber Positivkontrollen.

[0122] Fig. 17 zeigt, dass eine Kombination von Xe-
non und Hypothermie synergistisch interagiert, um
eine anti-apoptotische Neuroprotektion zu bewirken.
Spezifischer ausgedriickt, zeigt Fig. 17 Diagramme
fur den apoptotischen und nekrotischen neuronalen
Tod, der durch hypoxische Ischamie induziert wird,
und die Wirkung einer Kombination aus 20% Xenon
und 35°C Hypothermie auf einen solchen Zelltod bei
16,24 und 48 hiin (A) dem Cortex und (B) dem Gyrus.
Es war kein Unterschied zu sehen, wenn man die
20% Xenongruppe und die 35°C Hypothermiegruppe
mit den Positivkontrollen verglich, d. h. bei diesen
Werten gab es keine Neuroprotektion. Wenn diese
Werte jedoch in Kombination verwendet werden, gab
es einen dramatischen Anstieg des Prozentanteils le-
bensfahiger Zellen aufgrund einer signifikanten Ab-
nahme der Zahl apoptotischer Zellen im Vergleich zu
Positiv-Kontrolltieren. Im Gyrus stellte die Kombinati-
on eine zusatzliche anti-nekrotische Wirkung bei 24 h
bereit. Die Ergebnisse sind Mittelwerte +SD(n = 3). *p
< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 gegeniber Positiv-
kontrollen.

[0123] Eine detailliertere Diskussion dieser Figuren
ist im folgenden Beispielabschnitt zu finden.

BEISPIELE
BEISPIEL 1
Modell der neonatalen Asphyxie

[0124] Sieben Tage alte, postnatale Sprague-Daw-
ley-Ratten wurden unter chirurgischer Betaubung
(1%—-1,5% Isofluran in reinem Sauerstoff) dem Abbin-
den der rechten Halsschlagader unterzogen. Nach
dem Abbinden wurden die Tiere zu ihren Muttern zu-
rickgebracht und in einen speziell gestalteten Be-
reich mit konstanter Raumtemperatur (23°C) und
Luftfeuchtigkeit (48%) gesetzt. Einen Tag nach der
Chirurgie wurden die neugeborenen Ratten in eine
speziell gestaltete Kammer mit 8% Sauerstoff in
Kombination mit 0, 20, 40, 60 oder 70% Xenon (mit
Stickstoff als Restanteil) flir 90 min bei 37°C gesetzt
(die Temperatur wurde durch ein auf3en an der Kam-
mer vorbeilaufendes Wasserbad gehalten). Am
post-experimentellen Tag 7 wurden die Ratten (14
Tage alt) getotet, und ihre Gehirne wurden entnom-
men. Das Verhaltnis des Gewichts der rechten ge-
geniber der linken Hemisphare (R/L-Verhaltnis) wur-
de berechnet. Rattenbabys in einigen Gruppen lief3

man fir bis zu 30 Tage des postnatalen Alters leben,
wobei zu dieser Zeit ihre neuromotorische Funktion
und Koordination mittels etablierter Protokolle be-
stimmt wurde (neuromotorischer Test und Drehstab-
test).

[0125] Die Ergebnisse zeigten, dass bei zunehmen-
den Zeiten der Hypoxie eine Schadigung (wie ge-
messen durch den Verlust an Hirngewicht) nur dann
offenkundig wurde, wenn die Hypoxie 90 Minuten
Uberschritt (Fig. 1). Somit wurde die Standardzeit-
spanne der hypoxischen Verletzung auf 90 Minuten
festgelegt.

[0126] Gehirnschnitte von Tieren, die 90 Minuten
der Hypoxie-Ischamie-Verletzung erlitten, sind in
Fig. 2 dargestellt. In grofRerem Detail zeigt Fig. 2
(Zentrum) eine schwere anatomische Schadigung
(an der Hirnseite, die die Verletzung erlitt — linke Seite
in dieser Ansicht), wenn man dies mit Kontrolltieren
(links) verglich. Die Hirnschnitte auf der rechten Seite
stammen von Tieren, die die gleiche Hypoxie-Ischa-
mie erlitten haben, jedoch wahrend der hypoxischen
Zeitspanne 70% Xenon einatmeten. Diese Gehirne
sehen nahezu normal aus, was die bemerkenswerte
Neuroprotektion zeigt, die von Xenon erbracht wird.

[0127] Der wesentliche zelluldare Schaden, der 24
Stunden nach 90-minitiger Hypoxie-Ischamie er-
kennbar ist, ist in Fig. 3 gezeigt.

[0128] Die Konzentrationsabhangigkeit der Neuro-
protektion durch Xenon (Verhaltnis von rechtem He-
mispharengewicht/linkem gegenliber der Xenonkon-
zentration) ist in Fig. 4 gezeigt. In gréRerem Detail
zeigt Eig. 4 die Verhaltnisse von ipsilateralem/contra-
lateralem Hemispharengewicht im 14-Tage-alten
Rattenhirn nach Hypoxie/lschamie mit oder ohne ver-
schiede Konzentrationen an Xenon im Alter von 7 Ta-
gen. Die Neuroprotektion ist selbst bei subanastheti-
schen Konzentrationen offenkundig. Bei den Kon-
trolltieren wurde die Halsschlagader abgebunden, je-
doch wurde keine Hypoxie verabreicht. Die Ergebnis-
se sind Mittelwerte +SEM(n =5 - 8). *P < 0,01 gegen-
tber 8% O,,.

[0129] Die Wirkung von 70% Xenon auf die neurolo-
gischen Funktionen, bestimmt Iangere Zeit nach dem
hypoxisch-ischamischen (HI) Krankheitsereignis, ist
in Fig. 5 dargestellt. Am postnatalen Tag 7 wurde die
rechte Halsschlagader abgebunden, und die Ratten-
babys wurden fir 90 min einer hypoxischen Umge-
bung ausgesetzt (8% Sauerstoff + 70% Xe, Restan-
teil Stickstoff). DreilRig Tage nach dem Krankheits-
ereignis wurden die Ratten im Hinblick auf ihre neu-
romotorische Funktion bewertet, dies unter Verwen-
dung von (A) einer Palette, beinhaltend Tests der
Griffoewegung, -Starke und der Schwebebalkenleis-
tung (bewertet nach einer Skala von 0-9), und (B)
dem Gleichgewicht auf einem Drehstab, ein Stan-
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dardtest des Gleichgewichts und der neuromotori-
schen Funktion. Der Datenpunkt einer einzelnen Rat-
te ist die Summe von drei Tests. Die horizontalen Bal-
ken zeigen den Mittelwert fir jede Gruppe an.

[0130] Die neuroprotektive Wirkung (Verhaltnis von
rechter Hemisphére zur linken), beobachtet mit N,
bzw. Xenon, ist in Fig. 6 gezeigt, wenn Xenon 2 Stun-
den nach dem HI-Ereignis verabreicht wird. In groRie-
rem Detail zeigen die Daten, dass Xenon wirksam ist,
eine Neuroprotektion bereitzustellen, selbst wenn es
2 Stunden nach dem Ende der hypoxischen Phase
verabreicht wird. Dargestellt sind die Verhaltnisse
des ipsilateralen/contralateralen Hemispharenge-
wicht im 14 Tage alten Rattenhirn nach 90 min des
hypoxisch-ischadmischen Krankheitsereignisses und
dann 2 Stunden Erholungsphase, gefolgt von der Ex-
position gegentber 70% N, oder 70% Xe + 30% O,
fur 90 min bei 7 Tage alten Tieren. Die Ergebnisse
sind Mittelwerte £SEM(n = 6).

[0131] Die Wirkung von milder Hypothermie auf die
neuroprotektive Wirkung von Xenon (LDH-Freiset-
zung gegenuber der Xenon-Konzentration, % atm) ist
in Fig. 7 dargestellt. Eine maRige Hypothermie er-
zeugt eine sehr grofle und unerwartete Steigerung
der Neuroprotektion durch Xenon. Die Abkihlung um
4 Grad steigert stark die Wirkung von Xenon beim
Blockieren der LDH-Freisetzung. In gréfterem Detail
zeigt diese Figur die Wirkung einer Kombination aus
Xenon und Hypothermie auf die durch Sauer-
stoff-Glukose-Verknappung (OGD) induzierte Frei-
setzung von Laktatdehydrogenase (LDH). Fig.7
zeigt die Ergebnisse der Exposition neuronaler Kultu-
ren gegeniber 75 Minuten OGD in Gegenwart stei-
gender Konzentrationen an Xenon, entweder bei
37°C (rot) oder bei 33°C (blau). Die ED,,-Werte flr
Xenon bei 37°C gegeniliber Xenon bei 33°C betrugen
35,9 +/- 2,15% bzw. 11,5 +/- 2,0% (Mittelwert
+SEM). Die neuronale Verletzung wird als ein Pro-
zentanteil der maximalen LDH-Freisetzung nach 75
Minuten OGD und 6 Stunden Erholung in Abwesen-
heit entweder von Xenon oder Hypothermie ausge-
driickt. Die Punkte reprasentieren Mittelwerte, mit
Fehlerbalken, die die Standardfehler anzeigen.

[0132] Das Ausmall der Temperaturabhangigkeit
des Prozesses ist in Fig. 8 gezeigt, die eine van't
Hoff-Auftragung des natirlichen Logarithmus der
LDH-Freisetzung, aufgetragen gegen die reziproke
absolute Temperatur, darstellt. Aus der Steigung ei-
ner solchen Auftragung kann die Enthalpie-Verande-
rung des Prozesses berechnet werden, wobei deren
GroRe ein Mal fur die Temperaturabhangigkeit ist.
Die in rot dargestellten Daten zeigen die Wirkung der
Temperatur auf die LDH-Freisetzung in Abwesenheit
von Xenon. Die Reduzierung der Freisetzung bei Re-
duzierung der Temperatur ist erwartet, aber mafig.
Wenn 12,5% Xenon anwesend sind, ist die Tempera-
turabhangigkeit sehr grof und unerwartet. Hypother-

mie scheint daher die neuroprotektiven Wirkungen
von Xenon in hohem Malle zu verstarken. Dement-
sprechend legen die Ergebnisse nahe, dass Hypo-
thermie und Xenon synergistisch als neuroprotektive
Mittel wirken.

[0133] Detailliertere Studien sind in Beispiel 2 unten
dargestellt.

BEISPIEL 2
MATERIALIEN & METHODEN

[0134] Diese Studie ist konform mit dem United
Kingdom Animals (Scientific Procedures) Act von
1986 und wurde durch das Home Office (U.K.) ge-
nehmigt.

Tiermodell der Hypoxie-lschamie

[0135] Diese Studie verwendete ein 7-Tage-altes
(p7) Rattenmodell der fokalen HI, bei dem das Muster
der Hirnverletzung demjenigen der hypoxisch-ischa-
mischen Verletzung beim zeitlich normal geborenen
menschlichen Neugeborenen ahnelt (Johnston,
1983).

[0136] p7-Sprague-Dawley-Rattenbabys (Gewicht
zwischen 10 und 14 g) von Harlan, U.K., wurden ei-
nem zuvor beschriebenen Modell der HI-Verletzung
(Levine, 1960; Rice et al, 1981) unterworfen. Kurz
dargestellt, wurden die Rattenbabys mit 2% Isofluran
betaubt, bevor sie dem dauerhaften, unilateralen Ab-
binden der rechten Halsschlagader unterzogen wur-
den, wobei hierfirr ein Mittellinien-Halseinschnitt und
5.0 Seidennahtmaterial verwendet wurden. Sobald
die Operation abgeschlossen war, wurden die Babys
aus der Betdaubung aufgeweckt und wurden bis zum
Zeitpunkt des Versuchs zum Muttertier zurtickge-
bracht.

[0137] 1 Stunde nach der Chirurgie wurden die Ba-
bys der Hypoxie ausgesetzt, indem man sie in zweck-
gerichtet konstruierte, luftdichte Kammern einsetzte,
die partiell in ein 37°C-Wasserbad eingetaucht wurde
(Fig. 9). Es wurde eine hypoxische Zeitspanne von
90 Minuten gewahlt, da vorherige Experimente ange-
zeigt hatten, dass hypoxisch-ischamische Schadi-
gung, wie gemessen durch das Hemispharenge-
wicht, nach dieser Zeitspanne maximal ist. Die Hypo-
xie wurde durch einen kontinuierlichen Fluss von be-
feuchtetem 8%igem Sauerstoff mit Stickstoff als Re-
stanteil induziert, und dieses Gemisch wurde alle 15
Minuten durch einen Datex Ohmeda (Bradford, U.K.)
Uberwacht. (Alle Gase wurden von BOC bereitge-
stellt.)

Experimentelle Behandlungen

[0138] Nach der HI wurden die Babys fir 4 Stunden
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zur Erholung zu den Muttertieren zurlickgesetzt, wo-
nach sie fur 90 Minuten einer der unten genannten
experimentellen Behandlungen unterzogen wurden.
Daten aus friiheren Experimenten zeigten, dass die
optimale Zeit, bei der die Intervention anzuwenden
ist, entweder gleichzeitig mit der HI oder 4 Stunden
danach war. Es existierte kein signifikanter Unter-
schied zwischen den beiden Zeitspannen, und somit
wurde 4 h nach dem Krankheitsereignis als der Zeit-
punkt ausgewahlt, um die Intervention anzuwenden,
da dieser fiir am klinisch relevantesten gehalten wur-
de.

[0139] Die Babys wurden fiir 16, 24 und 48 Stunden
nach der Behandlung zu ihren Mittern zurlckge-
setzt, bevor sie getdtet wurden (Northington et al,

2001) (Fig. 10).

Kontrollen

[0140] Die Kontrollgruppen bestanden aus (a) un-
behandelten Geschwistertieren, bei denen ein Ein-
schnitt, jedoch kein Abbinden vorgenommen wurde
(d. h. scheinbehandelte Tiere), verwendet als Nega-
tivkontrollen, und (b) Geschwistertieren, die HI, nicht
jedoch der experimentellen Intervention ausgesetzt
wurden, um als Positivkontrollen zu dienen. Diese
Tiere wurden 90 Minuten bei 37°C und einem Gasge-
misch, zusammengesetzt aus 25% Sauerstoff und
Stickstoff als Restanteil, ausgesetzt.

Versuchsratten

[0141] Bei den Versuchsratten war es nach HI und
der Erholung so, dass die Versuchsratten 90 Minuten
lang mit einer der finf unten dargestellten experimen-
tellen Interventionen behandelt wurden. Jede der funf
Behandlungen wurde bei einer separaten Gruppe
von Ratten durchgefiihrt.

Behandlung mit Hypothermie

[0142] Die Rattenbabys machten 90 Minuten der
Behandlung mit milder Hypothermie (33°C) durch.
Ein Baby wurde zufallig ausgewahlt, und unter Isoflu-
ran und lokaler Betdubung wurde eine Temperatur-
sonde (Mini-Mitter Co. Inc., Bend, OR, USA) in den
Cortex eingefiihrt und mit einem Superklebstoff in
Position gehalten. Alle Babys wurden dann in die luft-
dichten Kammern (wie zuvor) eingebracht, und ein
Gemisch aus 25% Sauerstoff und Stickstoff als Rest-
anteil wurde hindurchgepumpt. Die Kammern wur-
den teilweise in ein Wasserbad eingetaucht, das so
aufrechterhalten wurde, dass es die Kortikaltempera-
tur der Babys auf exakt 33°C hielt, wie gemessen
durch die Temperatursonde und die Vital View Com-
putersoftware. Diese Temperatur wurde so ausge-
wahlt, dass sie ,milde" Hypothermie reprasentiert
und wurde somit als klinisch bedeutsam eingestuft,
da sie ein gutes Gleichgewicht zwischen Nebenwir-

kungen und Nutzen bereitstellt. Nach 90-minUtiger
Behandlung erhielten die Babys eine Erholungspha-
se bei ihrer Mutter, bis sie getdtet wurden. Das Baby
mit der in Position befindlichen Temperatursonde
wurde unmittelbar nach dem Versuch ausgesondert,
und sein Gehirn wurde nicht fiir die Analyse verwen-
det.

Behandlung mit Xenon

[0143] Fir die Behandlung mit Xenon folgte man
dem gleichen experimentellen Muster, jedoch wurde
anstelle der Hypothermie das Wasserbad auf 37°C
gehalten, und das Gasgemisch wurde fiir 90 Minuten
durch 25% Sauerstoff plus 75% Xenon ersetzt. Das
Gas wurde einem zweckgemaly konstruierten ge-
schlossenen System zugefiihrt, um ein Austreten von
Xenon zu minimieren (Fig. 9). Wiederum wurden die
Babys, bis sie getotet wurden, zu ihren Muttern zu-
rickgesetzt.

Kombinationsprotokoll

[0144] Bei dem Kombinationsbeispiel wurden die
Ratten sowohl der Hypothermie als auch Xenon
gleichzeitig fir 90 Minuten unterzogen. Wiederum
wurden die Babys in luftdichte Kammern eingesetzt,
jedoch wurden die Temperaturen bei dieser Gelegen-
heit auf 35°C gehalten, und das Gasgemisch bestand
aus 25% Sauerstoff, nur 20% Xenon und Stickstoff
als Restanteil. Fir diese Temperatur und Xenonkon-
zentration wurde in vorherigen Versuchen gezeigt,
dass sie dem sich entwickelnden Gehirn keinen neu-
roprotektiven Nutzen verleiht, wenn sie unabhangig
voneinander verwendet werden. Somit ist durch die
Verwendung dieser Werte jedweder neuroprotektive
Nutzen ein Zeichen von Synergie zwischen den bei-
den Mitteln. Nach der Behandlung wurden die Babys
zu ihren Muttern zuriickgebracht, bis sie getotet wur-
den.

[0145] Um zu zeigen, dass die in der Kombinations-
gruppe verwendeten Werte keine Neuroprotektion
verliehen, wenn sie unabhangig voneinander ver-
wendet wurden, wurden zwei weitere Gruppen von
Versuchsratten verwendet: eine Gruppe machte die
Hypothermie (wie zuvor) bei 35°C durch, und die an-
dere Gruppe wurde Xenon bei einer Konzentration
von 20% ausgesetzt.

Gewebepraparation
Ernten des Gehirns

[0146] Die Gehirne wurden 16, 24 und 48 h nach
dem Ende des Versuchsprotokolls entnommen.

[0147] Die Tiere wurden mit einer Uberdosis an
Pentobarbital (100 mg/kg) intraperitoneal getotet und
dann mit 2,5 u/ml Heparin in PBS (ber transkardiale
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Perfusion durch den linken Ventrikel von Blut befreit.
Darauf folgte eine Perfusion mit 20 ml 4% Paraform-
aldehyd in PBS und nachfolgende Gehirnentnahme.
Die Gehirne wurden uber Nacht im gleichen Fixier-
mittel nachfixiert. Fir jede Zeitgruppe war die Anzahl
an Kontroll- oder Versuchsgehirnen gleichmaRig auf-
geteilt, wobei diese entweder als Gefrierschnitte fur
die Immunhistochemie in Scheiben geschnitten oder
fur die histologische Analyse in Paraffin eingebettet
wurden. Um zwischen den ipsilateralen und contrala-
teralen Hemispharen zu unterscheiden, wurde eine
Papierklammer verwendet, um ein Loch in der cont-
ralateralen, nicht betroffenen (linken) Hemisphéare zu
erzeugen, bevor geschnitten wurde.

Paraffineinbettung

[0148] Nach dem Fixieren wurden die Gehirne fur
die Histologie unter Verwendung eines Histokinette
2000 Gewebeeinbettungsprozessors (Leica U.K.,
Ltd., Milton Keynes, U.K.) dehydriert und dann in Pa-
raffin-Wachsblécken eingebettet. Die in Paraffin ein-
gebetteten Gehirne wurden unter Verwendung eines
Mikrotoms (Leica, Deutschland) in Koronalschnitte
mit einer Dicke von 5 pm geschnitten. Eig. 10.3 ver-
anschaulicht die Gehirnregion, aus der die Schnitte
entnommen wurden. Es wurden etwa 20 Schnitte aus
jedem Gehirn in der Region des Hippocampus ent-
nommen (da dies die Region ist, die am empfindlichs-
ten gegenuber HI-Verletzung ist), und zwar etwa -3,6
mm vom Bregma.

Gefrierschnitte

[0149] Sobald die Gehirne Uber Nacht nachfixiert
worden waren, wurden sie in 30% Sucrose in PBS
(enthaltend auBerdem 2 mg/ml an Natriumazid) frost-
geschitzt und im Kihlschrank fiir 48 h oder bis sie
auf den Boden des Roéhrchens abgesunken waren,
gelagert. Die Gehirne wurden dann in O.C.T.-Verbin-
dung (BDH, Poole, England) bei —22°C gefroren, und
es wurden Koronalschnitte von 30 pym auf einem
Gleitkryostaten geschnitten (Bright Instrument Com-
pany Ltd., Huntingdon, U.K.). Die geschnittenen Ge-
hirne wurden im Kihlschrank in Wells gelagert, die
0,1 M PBS und 1 mg/ml an Natriumazid enthielten,
bevor sie fir die Immunhistochemie angefarbt wur-
den (siehe unten).

Farbeprozeduren
Histologie
[0150] Die in Paraffin eingebetteten Schnitte wur-
den auf Objekttrager gebracht und mit Cresylviolett

fur die Histologie angefarbt, wie zuvor beschrieben
(Wilhelm et al, 2002).

Neuropathologische Analyse von Nekrose und Apop-
tose

Histologische Mikroskopie

[0151] Die neuronale Verletzung wurde durch die
histologische Analyse von Paraffin-Gehirnscheiben,
die mit Cresylviolett angefarbt worden waren, be-
stimmt. Cresylviolett ist ein basischer Farbstoff, der
an saure Komponenten des neuronalen Zytoplas-
mas, wie etwa RNA-reiche Ribosomen, und auch an
die Zellkerne und Nukleoli der Nervenzellen, bindet.
Diese Technik wurde verwendet, um die Zelllebens-
fahigkeit zu bestimmen, und ob nicht-lebensfahige
Zellen Apoptose oder Nekrose auf Basis der validier-
ten morphologischen Kriterien (Nakajima et al, 2000)
zeigen.

[0152] Jede Versuchsgruppe bestand aus drei Zeit-
gruppen (16, 24, 48 h), und jede Zeitgruppe enthielt
drei Tiere (somit waren neun Tiere insgesamt in jeder
Versuchsgruppe). Es wurden pro Tier drei Scheiben
aus der Hirnregion ausgewabhlt, die sich —-3,6 mm vom
Bregma befand (Eig. 11). Die Scheiben wurden dann
in Zeitgruppen einsortiert und fiir den Experimentator
im Bezug auf die Intervention unkenntlich gemacht.

[0153] Zwei Regionen von der ipsilateralen Seite je-
des Gehirns wurden unter Verwendung eines
BX60-Lichtmikroskops (Olympus, Southall, U.K.)
analysiert — eine im Cortex und eine im Gyrus des
Hippocampus (Fig. 11). Es wurde eine 40x Objektiv-
linse mit einem Gitterchen verwendet, um die Ge-
samtzahl der Zellen, die in dem Gitter erschienen,
auszuzahlen. Die Zellen wurden aufgrund ihres mor-
phologischen Erscheinungsbilds entweder als le-
bensfahig, apoptotisch oder nekrotisch einklassifi-
ziert, und der Prozentanteil jedes Zelltyps wurde fir
jede der Gehirnregionen verzeichnet. Eine Axio-
cam-Digitalkamera (Zeiss, Goéttingen, Deutschland)
wurde zusammen mit dem Mikroskop verwendet, um
Mikroskopiebilder der Gehirnschnitte aufzunehmen.

[0154] Die Kriterien der Zuordnung der Zellen zu je-
der Kategorie waren wie folgt (Fig. 12):
1. Zellen, die einen der beiden Typen von Zelltod
(Apoptose oder Nekrose) erlitten, nahmen die
Cresylviolettfarbe intensiver auf als lebensfahige
Zellen, die regelmaRig geformt und mit blassem
Zytoplasma, sowie einem klar sichtbaren, dunkle-
ren Zellkern waren.
2. Zellen, die als apoptotisch einklassifiziert wur-
den, besalen sehr dunkel gefarbte, geschrumpfte
Zellkerne, die kugelig geformt waren, sowie eine
intakte Zellmembran, oft mit einer umgebenden
Region der Vakuolen-Bildung.
3. Nekrotische Zellen jedoch, obwohl ebenfalls
sehr intensiv angefarbt, besallen sehr unregelma-
Rig geformte, vergréRerte Zellkerne.
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[0155] Die Anzahl apoptotischer, nekrotischer und
lebensfahiger Zellen wurde als ein Prozentanteil der
Gesamtzellzahl ausgedriickt und fiir jeden Objekttra-
ger vermerkt. Es wurde dann fir jedes Tier ein mittle-
rer Prozentwert aus den drei Objekttragern berech-
net, sodass jedes der drei Tiere in einer Zeitgruppe
nur einen Wert besalR. Es wurde ein weiterer Mittel-
wert aus diesen drei Tieren bestimmt, um nur einen
Wert fiir jede Zeitgruppe zu erhalten, und es wurde
die Standardabweichung vermerkt.

Statistische Analyse

[0156] Die Datenanalyse wurde unter Verwendung
eines Einweg-ANOVA, gefolgt von Student-New-
man-Keuls, wo es passend war, durchgefiihrt. Ein
p-Wert von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant
betrachtet.

ERGEBNISSE
Xenon und Hypothermie als unabhangige Mittel

Xenon wirkt im Neugeborenen durch einen anti-apo-
ptotischen Mechanismus neuroprotektiv

[0157] Die mikroskopische Analyse von Hirnregio-
nen des Cortex und Hippocampus zeigte die neuro-
protektiven Eigenschaften von Xenon durch das ahn-
liche morphologische Erscheinungsbild von mit Xe-
non behandelten Gehirnen im Vergleich zu scheinbe-
handelten Gehirnen, und den Unterschied im Er-
scheinungsbild, wenn man dies mit Gehirnen von
Ratten verglich, die nicht mit Xenon behandelt wor-
den waren (Eig. 14). Durch die Verwendung von Xe-
non bei seiner Maximalkonzentration (75%) wurde
eine tiefgreifende Neuroprotektion gegenuber hypo-
xischischamischer Verletzung bei neugeborenen
Ratten erreicht, und dies wurde mittels histologischer
Analyse von mit Cresylviolett angefarbten Hirnschei-
ben quantifiziert. Die unabhangige Verwendung die-
ser Xenonkonzentration verringerte in signifikantem
MaRe den apoptotischen Zelltod und erhdhte die Zahl
lebensfahiger Zellen. Nach 16 h war die Apoptose im
Cortex von 36,5% * 2,5% bei den Positivkontrollen
auf 8,5% * 1,6% (p < 0,001) reduziert, und die Zahl
lebensfahiger Zellen stieg von 52,9% * 2,3% in Posi-
tivkontrollen auf 80,6% + 0,2% (p < 0,001) (Fig. 13A).
Im Gyrus wurde die Apoptose von 33,6% * 1,8% bei
den Positivkontrollen auf 13,9% + 2,4% (p < 0,01)
verringert, und die Anzahl lebensfahiger Zellen stieg
von 56,5% + 2,6% bei den Positivkontrollen auf
77,1% £ 3,3% (p < 0,01) (Fig. 13B). Die 24 h- und 48
h-Gruppen (Fig. 15 bzw. 16) zeigten ahnliche Ergeb-
nisse wie die 16 h-Gruppe, wobei Xenon eine statis-
tisch signifikante Anti-Apoptose zeigte, wenn man
dies mit den Positivkontrolltieren verglich, und zwar
sowohl im Cortex als auch im Gyrus.

[0158] Fur die Anti-Nekrose durch Xenon wurde ge-

zeigt, dass sie im Cortex nach 48 Stunden statistisch
signifikant ist, wo es die Nekrose von 16,6% + 0,2%
bei den Positivkontrollen auf 10,7% + 0,4% (p < 0,01)
verringerte (Fig. 16A). Xenon war jedoch im Gyrus
bei 48 h nicht anti-nekrotisch (Fig. 16B). Bei allen an-
deren Zeitgruppen (16 h und 24 h) war Xenon nicht
antinekrotisch.

90 Minuten der 33°C-Hvpothermie nach moderater
HI ist ineffektiv

[0159] Es wurde keine Neuroprotektion bei
33°C-Hypothermie nach 16 oder 24 h beobachtet
(Fig. 13 bzw. Fig. 15). Bei 16 h schien die Hypother-
mie eine signifikante anti-apoptotische Wirkung im
Cortex zu haben, jedoch, da die Zahl lebensfahiger
Zellen statistisch nicht verschieden gegenuiber den
Positivkontrolltieren war, kann geschlussfolgert wer-
den, dass diese Intervention keine Neuroprotektion
bereitstellte. Bei 48 h jedoch wirkte Hypothermie Gber
einen anti-nekrotischen Mechanismus im Cortex
neuroprotektiv, reduzierte die nekrotische Zellzahl
von 16,6% = 0,2% bei den Positivkontrollen auf 12%
+ 2,3% und steigerte die Anzahl lebensfahiger Zellen
von 43% + 3,4% auf 52,3% + 3,1% (Fig. 16A). Im Gy-
rus war es bei 48 h so, dass Hypothermie Neuropro-
tektion in einer anti-apoptotischen Weise bereitstellte
(Fig. 16B).

Xenon und Hypothermie in Kombination

Die Behandlung mit 20% Xenon alleine zeigt keine
Neuroprotektion

[0160] Im Gegensatz zu den mit 75% Xenon erhal-
tenen Ergebnissen bietet 20% Xenon keine neuro-
protektive Wirkung. Bei Betrachtung der Fig. 17 ist zu
sehen, dass der Prozentanteil an Apoptose, der sich
im Cortex der 20% Xenon-Gruppe bei 16 h findet,
36% * 5,7% betragt, im Vergleich zu 37% + 2,5% bei
den Positivkontrolltieren (p > 0,05), und der Prozent-
anteil an Lebensfahigkeit 51% £ 7,8% im Vergleich zu
53% * 2,3% betragt (p > 0,05) (d. h. es gibt keinen
statistischen Unterschied zwischen der 20%-Gruppe
und der Positivkontroll-Gruppe). Die Daten flir den
Gyrus erbrachten sehr dhnliche Ergebnisse.

Die Behandlung mit 35°C Hypothermie alleine zeigt
keine Neuroprotektion

[0161] 35°C Hypothermie, die alleine verwendet
wird, ist unwirksam gegen HI und zeigt keinen statis-
tischen Unterschied in beiden der Hirnregionen,
wenn man dies mit Positivkontrollen vergleicht. Der
Prozentanteil an Apoptose betragt 48% + 10,1% ge-
genuber 37% + 2,5% bei den Positivkontrollen, und
der Prozentanteil der Zelllebensfahigkeit betragt 44%
+ 10,3% gegeniber 53% + 2,3%.

[0162] Die Behandlung mit einer Kombination aus
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20% Xenon plus 35°C Hypothermie zeigt synergisti-
sche Neuroprotektion Gber einen anti-apoptotischen
Mechanismus. Durch die Verwendung nachweislich
unwirksamer Interventionen entweder mit Xenon
(20%) oder Hypothermie (35°C) in Kombination wur-
de eine tiefgreifende synergistische Neuroprotektion
in beiden Hirnregionen und Uber alle drei Zeitgruppen
(16, 24 und 48 h) ber einen anti-apoptotischen Me-
chanismus gezeigt. Eine post-ischamische Applikati-
on der Kombinationsbehandlung reduzierte in signifi-
kanter Weise das Ausmalf des apoptotischen Zell-
tods und steigerte den Anteil lebensfahiger Zellen
(siehe Fig. 17). Nach 16 Stunden im Cortex wurde flr
die Reduzierung der Apoptose aufgrund der Kombi-
nationstherapie herausgefunden, dass sich diese
von 358% * 5,7% und 47,6% * 10,1% in der
20%-Xenon-Gruppe bzw. 35°C-Hypothermiegruppe
auf nur 7,2% + 2% in der Kombinationsgruppe belief
(p < 0,01 bzw. p < 0,001), wobei die lebensfahigen
Zellen von 51% + 7,8% und 43,7% * 10,3% auf
82,3% % 4,9% (p < 0,01 in beiden Gruppen) gestei-
gert wurden. Die Daten fiir den Gyrus erbrachten
ahnliche Ergebnisse (Fig. 17B), abgesehen von der
24 h-Gruppe, die einen anti-nekrotischen und ebenso
einen anti-apoptotischen Schutz bereitzustellen
schien.

[0163] In Anbetracht der Tatsache, dass von den
einzelnen Mitteln keine Neuroprotektion bereitgestellt
wurde, sind die Ergebnisse der Kombination erstaun-
lich und Ubertreffen das Erwartete sicher bei weitem.
Das Ausmals der Neuroprotektion, das durch die
Kombination zweier einzeln unwirksamer Interventio-
nen bereitgestellt wird, zeigt, dass in vivo zwischen
Xenon und Hypothermie Synergie besteht.
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Patentanspriiche

1. Verwendung von Xenon bei der Herstellung ei-
nes Medikaments zur Behandlung von neonataler
Asphyxie in einem neugeborenen Subjekt, wobei das
Medikament fur eine Verwendung in Kombination mit
Hypothermie bestimmt ist.

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Xe-
non mit einem pharmazeutisch vertraglichen Verdin-
nungsmittel, Hilfsstoff oder Trager gemischt wird.

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder Anspruch
2, wobei das Medikament gasférmig ist.

4. Verwendung nach Anspruch 3, wobei das Me-
dikament mittels Inhalation verabreicht werden soll.

5. Verwendung nach einem der vorangegange-
nen Anspriche, wobei das Xenon in Form eines 20-
bis 70%-igen v/v-Gemischs aus Xenon/Luft verab-
reicht werden soll.

6. Verwendung nach Anspruch 1 oder Anspruch
2, wobei das Xenon mittels Perfusion verabreicht
werden soll.

7. Verwendung nach Anspruch 1 oder Anspruch
2, wobei das Medikament die Form einer Flissigkeit
oder einer Lésung hat.

8. Verwendung nach Anspruch 7, wobei das Me-
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dikament die Form einer Lipidemulsion hat.

9. Verwendung nach Anspruch 7 oder Anspruch
8, wobei das Medikament eine Form hat, die fiir eine
intravendse, neuraxiale oder transdermale Verabrei-
chung geeignet ist.

10. Verwendung nach einem der vorangegange-
nen Anspriiche, wobei das Xenon gleichzeitig mit,
aufeinanderfolgend mit oder separat mit Hypother-
mie verabreicht werden soll.

11. Verwendung nach Anspruch 10, wobei das
Xenon gleichzeitig mit Hypothermie verabreicht wer-
den soll.

12. Verwendung nach einem der vorangegange-
nen Anspriche, wobei das Xenon der Mutter des
neugeborenen Subjekts vor der Geburt verabreicht
werden soll.

13. Verwendung nach Anspruch 12, wobei das
Xenon der Mutter des neugeborenen Subjekts vor
den oder wahrend der Wehen verabreicht werden
soll.

14. Verwendung nach Anspruch 13, wobei das
Xenon der Mutter des neugeborenen Subjekts fiir bis
zu etwa 24 Stunden vor der Geburt verabreicht wer-
den soll.

15. Verwendung nach einem der vorangegange-
nen Anspriiche, wobei die Hypothermie fiir eine Zeit-
dauer von wenigstens etwa sechs Stunden nach dem
hypoxisch-ischamischen (HI-)Krankheitsereignis auf-
rechterhalten werden soll.

16. Verwendung nach einem der vorangegange-
nen Anspriiche, wobei die Hypothermie fiir eine Zeit-
dauer von etwa 6 bis etwa 24 Stunden nach dem hy-
poxisch-ischamischen (HI-)Zustand aufrechterhalten
werden soll.

17. Verwendung nach einem der vorangegange-
nen Anspriche, wobei das Xenon in einer therapeu-
tisch wirksamen Menge verabreicht werden soll.

18. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis
16, wobei das Xenon in einer subtherapeutisch wirk-
samen Menge verabreicht werden soll.

19. Verwendung nach einem der vorangegange-
nen Anspriche, wobei das Xenon in Kombination mit
einem Anasthetikum, ausgewahlt unter Isofluran, Se-
vofluran und Desfluran, verabreicht werden soll.

20. Verwendung nach einem der vorangegange-
nen Anspriiche, wobei das neugeborene Subjekt ein
Sauger ist und die Temperatur des Saugers auf einer
Temperatur von etwa 32°C bis etwa 36°C gehalten

werden soll.

21. Verwendung nach Anspruch 20, wobei die
Temperatur des Saugers auf einer Temperatur von
etwa 33°C bis etwa 35°C gehalten werden soll.

22. Verwendung von Xenon bei der Herstellung
eines Medikaments zur Behandlung von neonataler
Asphyxie, wobei die Behandlung die Verabreichung
von Xenon in Kombination mit Hypothermie an ein
Subjekt gleichzeitig, aufeinanderfolgend oder ge-
trennt voneinander umfalf3t.

Es folgen 16 Blatt Zeichnungen
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