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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1. Schmerzempfindung und Narkose bei Friih- und Neugeborenen

Uber die Frage, ob und in welcher Weise der neugeborene Mensch Schmerz erlebt und
spurt, ist im Laufe der Jahrhunderte viel diskutiert worden.

1563 erklart der schweizerische Chirurg und Padiater Felix Wurtz, dass der zu
spiirende Schmerzgrad umso gréRer werde, je kleiner und unreifer das Kind sei.”

Der Glaube, dass der geflhlte Schmerz eines Sauglings starker sei als der des
Erwachsenen bestand etwa bis Mitte des 19. Jahrhunderts. Zu dieser Zeit glaubte man
auch, den Ursprung und die Intensitat mit gelbtem Auge aus der Schmerzreaktion im
Gesicht des Kindes ablesen zu kénnen.?

Dies wurde 1872 von Charles Darwin in seinem Werk The Expression of Emotions in
Man and Animal bestritten. Er behauptete, dass das Schreien und Grimassieren von
Neugeborenen nicht Ausdruck von Schmerz, sondern viel mehr gewohnliche Reflexe
seien und dass der vermeintliche Ausdruck von Schmerz bei ,Tieren, Neugeborenen,
Wilden und Geisteskranken“ unter keinen Umstanden ein echtes Schmerzerlebnis

implizieren kénne.?

Der Psychiater und Neurologe Paul Emil Flechsig beobachtete im selben Jahr, dass die
Myelinisierung der Nervenfaser nicht kontinuierlich, sondern mit wechselnder
Geschwindigkeit geschieht. Daraus schloss er, dass die noch nicht myelinisierten
Fasern beim neugeborenen Kind nicht funktionstlichtig seien, und dass deswegen die
Sensorik beim neugeborenen Kind nur unvollstandig ausgebildet sein kénne.*

Aufgrund dieser Entdeckung und fortschreitender Erkenntnisse der experimentellen
Embryologie Uber die Entwicklung des zentralen Nervensystems, war man schliefilich
bis in die 1980er Jahre der Meinung, das Neugeborene kdnne keinen oder nur in
geringem MaRe Schmerz verspiiren.® Zusiatzliche Hinweise fiir die Richtigkeit dieser
Theorie sah die Wissenschaft darin, dass a) Kinder sich generell nicht an Ereignisse in
der frGhen Kindheit erinnern kdnnten, dass b) die Schmerzbahn zwischen Thalamus
und Kortex bei Neugeborenen nicht vollstandig und funktionstlichtig ausgepragt sei und
dass c) im Tiermodell nur reflexartige Reaktionen auf Schmerzstimuli beobachtet

werden konnten.®
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In der Praxis fuhrte dies zu mangelnder bis fehlender Schmerztherapie bei Frih- und
Neugeborenen.®’

1952 hatte der franzdsische Neurologe André-Thomas die bisherigen Erkenntnisse tber
die Funktionalitat der Myelinscheide beim Neugeborenen in Frage gestellt, nachdem er
in Studien mit neugeborenen Versuchstieren beobachtet hatte, dass auch nicht-
myelinisierte Nervenfasern erregt werden kénnen.®

Trotz dieser Beobachtung war es jedoch bis in die frihen 80er Jahre Ublich, kleine
chirurgische Eingriffe (z. B. Zirkumzisionen) und bis in die 70er Jahre sogar
Laparotomien (z. B. zur Versorgung angeborener Zwerchfellhernien) bei Frih- und

Neugeborenen mit ungeniigender bis fehlender Analgesie durchzufiihren.®%'?

Die medizinische Praxis anderte sich erst, als durch fortgeschrittene Labortechnik und
Monitoriberwachung wahrend einer Operation die Vitalparameter Kkontinuierlich
gemessen und Laborwerte im Verlauf kontrolliert werden konnten. Ohne Analgesie
konnte hierbei ein Anstieg von Herzfrequenz und Blutdruck sowie u. a. erhdhte Werte
von Kortikosteroiden'"®, Glukagon'® oder Katecholaminen'® im Plasma nachgewiesen
werden. So wurde erstmals 1983 eine Regionalanasthesie zur Beschneidung von

reifgeborenen méannlichen Neonaten empfohlen."”'8

Die Erkenntnis, dass Sauglinge und Kleinkinder ebenso Schmerz empfinden wie
Erwachsene und folglich einer suffizienten Narkose und Analgesie bedurfen, ist heute
allgemein anerkannt und hat nicht zuletzt zur Etablierung der Kinderanasthesie als

eigene Subspezialisierung in der Anasthesie gefihrt.
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1.2. Verwendete Medikamente zur Anasthesie von Friih- und Neugeborenen

Die Frage nach der Vertraglichkeit und den Auswirkungen einer neonatalen Anasthesie
auf den Organismus eines Fruh- bzw. Neugeborenen konnte bisher nicht endgultig
geklart werden, da keine umfangreichen wissenschaftlichen Daten zur Anwendung von
Anasthetika bei Kindern existieren. Aus diesem Grund besal3en bis vor einigen Jahren
die meisten der zur anasthesiologischen Versorgung von Frih- und Neugeborenen
verwendeten Medikamente in Deutschland keine Zulassung fiir diese Altersgruppe.’
Die Verwendung von Medikamenten ohne Zulassung oder auflerhalb der vom
Hersteller angegebenen Anwendungsgebiete (sog. Off-label use) ist in der Padiatrie

allgemein ein aktuelles, landeriibergreifendes Problem.?*%*

Mittlerweile sind einige Anasthetika, die heute haufig zur Narkose von Neonaten
verwendet werden, in Deutschland hierflr zugelassen (s. u.), doch es existieren keine
entsprechenden Leitlinien der AWMF (Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften e.V.). Auch die FEAPA (Federation of the European
Associations of Paediatric Anaesthesia) und die DGAI (Deutsche Gesellschaft fir
Anasthesiologie und Intensivmedizin) beschranken sich in ihren aktuellen

“2% quf

~-Empfehlungen fur die anasthesiologische Versorgung von Kindern in Europa
grundsatzliche Vorgehensweisen und Kklinikstrukturelle Voraussetzungen fir die
Anasthesie von Kindern und geben dabei keine speziellen Empfehlungen zur

Medikation bei Allgemeinanasthesien.

Man darf deshalb davon ausgehen, dass die angewendeten Konzepte bzw.
Medikamente zur Narkoseeinleitung und -aufrechterhaltung bei Frih- und

Neugeborenen in deutschen Kliniken sowie international erheblich variieren.

Medikamente, die heute zur Narkoseeinleitung und —aufrechterhaltung bei Frih- und
Neugeborenen sowie Sauglingen Verwendung finden, sind vor allem Opiate,
Barbiturate (z. B. Thiopental und Methohexital), Propofol und (S-)Ketamin; als
Inhalationsnarkotika werden Sevofluran, Isofluran und Lachgas verwendet.?® Das bis
vor wenigen Jahren regelhaft eingesetzte Halothan ist in den meisten Kliniken aus der
klinischen Praxis verschwunden. Bei Sauglingen ab einem Alter von sechs Monaten
wird haufig Midazolam als Pramedikation verabreicht.?®?” Wahrend beispielsweise fiir

Barbiturate® und zentral wirksame Analgetika®® eine Zulassung fiir Kinder ab einem
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t30

und fur Propofol fur Kinder ab einem Monat besteht™, existieren fur die Verwendung

von volatilen Anasthetika®® keine derartigen Altersbegrenzungen.

Derzeit werden in deutschen Kliniken zur anasthesiologischen Versorgung von Neu-
und Frihgeborenen bzw. von Sauglingen unter anderem Propofol und Sevofluran
verwendet.?” In der hier vorliegenden Studie wurden diese deshalb Substanzen
ausgewahlt, um deren neuropsychologischen Auswirkungen bei neonataler Anwendung
tierexperimentell zu untersuchen. Hierbei wurden die Auswirkungen einer Mononarkose
mit Propofol bzw. Sevofluran sowie die Kombination beider Substanzen mit Midazolam
getestet. Die Eigenschaften der drei Medikamente werden in den Abschnitten 1.2.1. bis

1.2.3. naher beschrieben.

1.2.1. Propofol

Propofol (2,6-Diisopropylphenol) ist ein kurzwirksames Injektionsnarkotikum, das als
1%- oder 2%ige Emulsion angeboten wird und seit der Erstbeschreibung in den 80er
Jahren auf Grund seiner gunstigen pharmakokinetischen Eigenschaften zunehmend
haufiger Verwendung findet. Aufgrund der hohen Lipophilie und schnellen
Biotransformation fuhrt die parenterale Applikation zu raschem Bewusstseinsverlust,
der bei Ublicher Dosierung etwa vier bis acht Minuten anhalt. Propofol verstarkt die
inhibitorische Funktion der Neurotransmitter y-Aminobuttersaure (GABA) und Glycin am
GABAAa- bzw. Glycin-Rezeptor und ist gleichzeitig am exzitatorischen glutamatergen N-
methyl-d-aspartat-(NMDA-)Rezeptor als Antagonist wirksam.>'?

Wegen seiner rasch einsetzenden Wirkung und guten Vertraglichkeit ist Propofol ein
geschatztes und haufig angewendetes Anasthetikum und Sedativum.

1%iges Propofol ist gemaly der Fachinformation in Deutschland zur Narkoseeinleitung
und -aufrechterhaltung bei Kindern ab einem Alter von 1 Monat zugelassen, die 2%ige
Emulsion ab 3 Jahren.*

Zu den unerwunschten klinischen Nebenwirkungen gehoéren neben Blutdruckabfall und
Atemdepression®' lebhafte, selten auch unangenehme Trdume mit teils sexuellen
Phantasien® beim Abklingen der Wirkung, Krampfanfille®® und das sog. Propofol-
Infusionssyndrom. Dieses wurde haufiger bei Kindern als bei Erwachsenen

beschrieben, insbesondere wenn sie Uber einen langeren Zeitraum mit Propofol sediert
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wurden®. Haufig wurde das Propofol-Infusionssyndrom in Verbindung mit
Atemwegsinfektionen beobachtet,® das durch eine schwere metabolische Azidose,
Rhabdomyolyse®, Nierenversagen und Herzversagen® charakterisiert ist. Todesfalle
traten insbesondere dann auf, wenn ein schweres Krankheitsbild vorlag und Dosen
iber 5 mg/kg/h Uber eine ldngere Dauer (> 48 h) verabreicht wurden.*® Katecholamine

und Kortikosteroide kénnen als Trigger-Faktoren wirken.*®

1.2.2. Sevofluran

Sevofluran (Fluormethyl-2,2,2-trifluoro-1-(trifluoromethyl)ethylether) gehért zu den
neueren volatilen Anasthetika. Es verstarkt die hemmende Wirkung von GABA am
GABAa-Rezeptor und wirkt zudem Uber Glycin- sowie neuronale nikotinische
Azetylcholin-Rezeptoren.*>*” Eine Hemmung der glutamatergen Erregung am NMDA-
Rezeptor und am  a-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionsaure-(AMPA-
)Rezeptor wurde 2005 einmalig bei Untersuchungen am Atemzentrum dezerebrierter
Hunde beschrieben.*® Flurane (Isofluran, Desfluran, Sevofluran und Enfluran) zeichnen
sich allgemein durch Niedermolekularitat, einen hohen Dampfdruck und einen niedrigen
Siedepunkt aus.*® Sevofluran ist im Vergleich zu herkémmlichen Inhalationsanasthetika
(wie z. B. Isofluran) besser steuerbar (Blut-Gas-Verteilungskoeffizient fir Sevofluran:
0,65; fiir Isofluran: 1,40) und hat einen vergleichsweise angenehmen Geruch.* Die
fehlende Atemwegsreizung macht Sevofluran zum bevorzugten Inhalationsnarkotikum
bei der Narkoseeinleitung von Kindern. Zudem zeigte es in tierexperimentellen und

klinischen Studien kardioprotektive Eigenschaften,*®*?

weshalb Sevofluran auch gerne
bei alteren Patienten eingesetzt wird. Eine unerwinschte Nebenwirkung ist das haufige
Auftreten postoperativer Agitationszustande bei Kindern unter sechs Jahren.** Bei
gegebener Disposition kann Sevofluran, wie auch die anderen halogenierten
Kohlenwasserstoffe, die zur Inhalationsnarkose verwendet werden, eine maligne
Hyperthermie auslésen.*

Die Fachinformationen der Sevofluran-Praparate indizieren Sevofluran zur Einleitung
und —aufrechterhaltung einer Inhalationsnarkose bei Erwachsenen und Kindern, ohne

dabei auf Altersbeschrankungen hinzuweisen.?®
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1.2.3. Midazolam

Midazolam  (8-Chlor-6-(2-fluorphenyl)-1-methyl-4H-imidazo[1,5-a][1,4]benzo-diazepin)
ist ein wasserlosliches Benzodiazepin und bewirkt im ZNS vor allem eine Verstarkung
der inhibitorischen Wirkung des Neurotransmitters GABA am GABAa-Rezeptor.*
Midazolam wird in der Kinderanasthesie ab einem Alter von ca. sechs Monaten, wenn
das Kind zu ,fremdeln” beginnt, rektal, nasal oder oral verabreicht, um bei den jungen
Patienten Anxiolyse und Sedierung sowie eine anterograde Amnesie fur den Zeitraum
der Narkoseeinleitung zu erreichen.

Fur die intravendése Anwendung von Midazolam besteht eine Zulassung zur Sedierung
auf der Intensivstation fur Frih- und Reifgeborene, fur die rektale Pramedikation ab
einem Alter von sechs Monaten.*®

Schwerwiegende kardiorespiatorische Depression bis hin zu Apnoe und Herzstillstand
treten gehauft bei kombinierter Anwendung mit Opiaten und Barbituraten auf.*’*°
Insbesondere bei Frih- und Neugeborenen wird ein Auftreten von Myokloni durch
Midazolam beschrieben.’®®" Vor allem bei &lteren Patienten und Kindern kann es eine
sog. paradoxe Reaktion hervorrufen, die mit Erregungszustanden, Aggressivitat und
Schlaflosigkeit einhergeht.*

Bei abruptem Absetzen von Midazolam nach langerer Anwendung (> 48 h) auf der
Intensivstation kdnnen ahnliche Symptome als Entzugserscheinungen beobachtet
werden.®® Nebenwirkungen wie gastrointestinale Beschwerden, Hautirritationen und

anaphylaktischer Schock sind insgesamt sehr selten (Indizenz: < 0,01 %).*°

1.3. Wirkmechanismen und Neurotoxizitat von Anasthetika

Anasthetika wirken durch selektive Modulation der neuronalen Aktivitat verschiedener
ZNS-Areale, wobei nach neueren Erkenntnissen der Thalamus fur die kortikale
Inhibition mit konsekutivem Bewusstseinsverlust eine entscheidende Rolle zu spielen
scheint.>* Als Angriffsorte fiir Anasthetika auf molekularer Ebene dienen verschiedene

Rezeptoren,3%°>%

wobei neben GABAAs- und NMDA-Rezeptoren bisher eine ganze
Reihe Ligand-gesteuerter lonen-Kanale beschrieben wurde: Glycin-Rezeptoren,
nikotinische Azetylcholin-Rezeptoren, 5-HT3 (5-Hydroxytryptamin Typ 3)-, AMPA- und

Kainat-Rezeptoren.®” Volatile Anasthetika kdnnen auRerdem auch an Kalium-Kanéle
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binden.®® Bei manchen der heterogen vorkommenden Rezeptortypen reagieren nur
einzelne Subtypen sensitiv auf Anasthetika.®’

Auch die ublicherweise heute in der Kinderanasthesie verwendeten Anasthetika wie
auch die unter 1.2. beschriebenen Substanzen wirken vor allem Uber a) die Stimulation
durch GABA am inhibitorisch wirkenden GABAa-Rezeptor (z.B. Benzodiazepine,
Barbiturate, Propofol, Etomidate, Isofluran, Enfluran, Desfluran, Sevofluran und
Halothan)®® und/oder b) die Hemmung der glutamatergen neuronalen Exzitation durch
NMDA-Rezeptor-Antagonismus (Ketamin, Lachgas).?*®

(Eine Ausnahme bilden hierbei die Opiate, welche als Agonisten und Antagonisten an
den w12-, k- und 6-Opioid-Rezeptoren ihre Wirksamkeit entfalten.)

Das GABAa-Rezeptorsystem, durch welches u. a. Vigilanz, Angstlichkeit,
Gedachtnisleistung und Muskelspannung beeinflusst und reguliert werden kann, erfahrt
aktuell aufgrund seiner Bedeutung als einer der Hauptangriffspunkte fir Anasthetika
groRe Aufmerksamkeit in der Literatur.®*®*®® Da der GABAa-Rezeptor aufgrund
verschiedener Kombinationen von bisher 19 verschiedenen identifizierten
Untereinheiten an ein breites molekulares Spektrum binden kann,* ist beinahe fiir alle
Anasthetika - auRer fiir relativ niedermolekulare Narkosemittel wie Xenon® - eine starke
agonistische Wirkung am GABAa-Rezeptor beschrieben. In hoher Dosierung kdnnen
manche Substanzen auch in Abwesenheit von GABA den Rezeptor direkt stimulieren.>*
Zusatzlich zu den synaptischen GABAa-Rezeptoren, deren Stimulation eine schnelle
und kurzfristig auftretende ,phasische Inhibition® bewirkt, existieren auch
extrasynaptische GABAa-Rezeptoren, welche die lang anhaltende sog. ,tonische
Inhibition* vermitteln.>*

Rezeptoren an glutamatergen Synapsen gliedern sich in non-NMDA- und NMDA-
Rezeptoren,®” wobei non-NMDA-Rezeptoren die schnelle Komponente der
postsynaptischen Exzitation bewirken und in relativ geringem Malde sensitiv gegenuber
Anasthetika sind. Die langsame Transmission an der Synapse wird dagegen Uber
NMDA-Rezeptoren reguliert, die sowohl pra-, intra-, und postsynaptisch lokalisiert sein
kénnen. Sie weisen — ahnlich wie beim GABAa-Rezeptorsystem — aufgrund der Vielfalt
an molekularstrukturellen Untereinheiten eine hohe Variabilitdt des kinetischen und
pharmakologischen Wirkspektrums auf®” und stellen dadurch auch fiir viele
anasthesiologisch wirksame Substanzen eine wichtige Bindungsstelle dar.®®

Fur viele Anasthetika ist jedoch der genaue Wirkmechanismus noch immer Gegenstand

kontroverser Diskussion.**%+%970
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Vor wenigen Jahren wurde gezeigt, dass die Verabreichung von Substanzen mit
glutamatergen und/oder GABAergen Wirkmechanismen (z. B. Neuroleptika und
Barbiturate) wahrend der Synaptogenese zu einer ausgepragten Verstarkung
neuronaler Apoptosevorgdnge im neonatalen Gehirn von Ratten filhren kann.”""
Vergleichbare Eigenschaften besitzt auch Ethanol, eine Substanz, die Uber beide
erwahnten Mechanismen wirkt. In diesem Fall ist das klinische Korrelat der zerebralen

Schadigung durch Ethanol das Fetale Alkohol-Syndrom.”?

Aufgrund dieser Beobachtungen gingen Jevtovic-Todorovic et al. 2003 der Frage nach
potentieller Neurotoxizitat der Ublicherweise verwendeten Medikamente in der
Anasthesie nach. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass eine klassische
Narkosekombination aus Midazolam, N,O und Isofluran zu einer ausgepragten
Neurodegeneration im neonatalen Gehirn von Ratten fUhrte. Hierbei traten Apoptosen
verstarkt insbesondere im Hippokampus auf, einer Region, der eine grol3e Bedeutung
bei kognitiven Prozessen zukommt. Nach der Narkose im Neugeborenenalter konnten

bei den erwachsenen Tieren Defizite im Lernverhalten nachgewiesen werden.”

Histologische Untersuchungen am Gehirn von neugeborenen Ratten haben gezeigt,
dass auch 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von Propofol eine signifikant
erhdhte Apoptoserate zu zahlen war.”>"® In einem vergleichbaren Versuchsdesign mit
dem Benzodiazepin Diazepam konnten ebenfalls neurodegenerative Effekte
hervorgerufen werden,”” wahrend Sevofluran keine zusétzlichen Apoptosen zu

induzieren schien’®.

1.4. Verhaltenstests zur Neurotoxizitat

Neben der akut nachweisbaren Schadigung auf zellularer Ebene ist die Frage nach
langfristigen, funktionellen Defiziten im Verlauf nach neonataler Anasthetika-Exposition
interessant. Aussagekraftige klinische Langzeitstudien zur Frage der Neurotoxizitat von
Anasthetika bei der Anwendung im Frih- und Neugeborenenalter gibt es nicht. Die
bisher durchgefuhrten tierexperimentellen Untersuchungen zu diesem Thema lassen
jedoch ein neurotoxisches Potential einzelner Anasthetika oder ihrer Kombinationen

vermuten.’*®

10
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Die vorliegende Studie soll deshalb mit Hilfe umfangreicher Verhaltenstests mit Ratten
die Hypothese prifen, ob sich nach neonataler Anwendung aktuell verwendeter
anasthetischer Substanzen bleibende Verhaltensdefizite bzw. -auffalligkeiten ausbilden
konnen. Um Auswirkungen dieser Art aufzudecken, wurden die neonatal behandelten

Tiere ab einem Alter von sieben Wochen den Verhaltenstests unterzogen.

Da in den in Abschnitt 1.3. zitierten Untersuchungen insbesondere in hippokampalen
Hirnarealen erhohte Apoptoseraten detektiert wurden, waren korrelierende
Verhaltensauffalligkeiten entsprechend der Funktion dieser Hirnregion in den Bereichen
Lernen, Gedachtnis und Angstverhalten zu erwarten.

Lernen und Gedachtnis sind im Tierexperiment nicht leicht voneinander abzugrenzen,
da sie untrennbare Teile ein und desselben Prozesses sind.” Eine Form des Lernens
ist die Aufnahme von Information Uber die Sinnesorgane, die Speicherung dieser
Information im Gehirn und die Abrufung des Gespeicherten bei Bedarf (sog.
deklaratives / explizites Gedéchtnis).”

Eine weitere Form des Lernens ist die Habituation, die eine Form des sog. implizierten,
nicht-deklarativen (unterbewussten) Lernens darstellt. Habituation bedeutet Gewdéhnung
an einen sich wiederholenden Reiz, sodass die Reaktion darauf allmahlich immer
schwacher wird. Man spricht auch von einer erlernten Verhaltensunterdrt'Jckung.80

In den vielen entwickelten Lern- und Gedachtnistests lassen sich jedoch meist nur
einzelne Aspekte kognitiver Leistungen untersuchen und beobachten.

Zusatzlich wurde die Motorik der Tiere untersucht, da sie ebenfalls das Resultat eines
komplexen neuronalen Zusammenspiels darstellt, welches durch neuronale Defizite auf
verschiedenen Ebenen der Reizweiterleitung und —verarbeitung mafgeblich

beeintrachtigt werden kann und sich leicht in Verhaltenstests Uberprufen |asst.

Anhand der Leitlinien der OECD (Organisation for Economic Co-operation and
Development) zur Testung von Neurotoxizitat’® wurden Verhaltensversuche
ausgewahlt, die eventuell vorhandene neuropsychologische Auswirkungen einer
Schadigung des Hippokampus detektieren kdnnen. Es wurde ein Versuchsprogramm
durchgefuhrt, das mittels einfacher Tests ein breites Spektrum an Verhaltensweisen
erfassen konnte. Es handelte sich hierbei um zwei Lern- und Gedachtnistests, die
insbesondere die Prifung von raumlichem Lernen (im Morris-Water-Maze-Test) und

Habituationslernen (im Hole-Board-Test) miteinbezogen, sowie um zwei motorische
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Tests. In diesen konnten die motorische Aktivitat der Tiere in Ruhe d. h. ohne
Beeinflussung und in gewohnter Umgebung (im Home-Cage-Activity-Test) sowie ihr
Angstverhalten und ihre motorische Aktivitat in einer flir sie ungewohnten Umgebung

(im Open-Field-Test) beurteilt werden.

1.5. Fragestellung

Die neonatale Anwendung von Anasthetika ist insbesondere hinsichtlich ihrer
Langzeiteffekte bislang nur unzureichend untersucht. Wie in Kapitel 1.3. dargelegt, gibt
die aktuelle Literatur Anlass zu der Vermutung, dass einige der aktuell verwendeten
Medikamente zur Anasthesie von Friuh- und Neugeborenen potentiell
neurodegenerative Auswirkungen auf das Gehirn haben kénnten.”*"

In der vorliegenden Studie wurde deshalb folgende Fragestellung tierexperimentell

untersucht:

Gibt es neben den in der Literatur beschriebenen neurodegenerativen Effekten
langfristige neuropsychologische Konsequenzen hinsichtlich Motorik, Lernverhalten,
Gedéachtnisleistung und Angstlichkeit durch eine neonatale An&sthesie mit Propofol
oder Sevofluran als Einzelsubstanz bzw. die Kombination beider Substanzen mit

Midazolam?

12
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Versuchstiere

Fur die Experimente wurden mannliche und weibliche Wistar-Ratten vom BgVV
(Bundesinstitut fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin, Berlin)
und von den FEM (Forschungseinrichtungen der Experimentellen Medizin — Charité,
Universitatsmedizin Berlin) verwendet. Die trachtigen Muttertiere wurden in die
tierexperimentelle Einrichtung verbracht und die Geburt erfolgte dort nach
Akklimatisierung. Pro Wurf wurden 10-25 Jungtiere geboren.

Am sechsten Lebenstag fand die Narkosebehandlung statt (siehe Abschnitt 2.2.). Dabei
wurden Kontrolltiere und behandelte Tiere aus demselben Wurf enthommen. So
entstand fur jede Gruppe von behandelten Tieren eine jeweilige Kontroligruppe aus
deren Geschwistern, wodurch eventuell vorhandene genetisch bedingte
Verhaltensunterschiede reduziert wurden.

Kontrolltiere und behandelte Tiere wurden dauerhaft mit Fellmarkierungen und ab dem
14. Lebenstag mit einer Ohrkerbe versehen. Mit einem Alter von 21 Tagen wurden die
Tiere vom Muttertier getrennt und von nun an geschlechtergetrennt jeweils a vier bis
sechs Tiere in Makrolon-Standardkafigen Typ IV (40 cm x 60 cm x 25 cm) unter einem
kinstlichem Lichtregime mit der hellen Phase von 6.00 bis 18.00 Uhr gehalten.
Kontrolltiere und behandelte Tiere wurden gemeinsam in einer Gruppe gehalten. Die
Lichtintensitat im Tierstall betrug im Mittel 200 Lux, die Raumtemperatur 22 + 2 °C und
die relative Luftfeuchtigkeit 5515 %.

Wasser und Standardpellets von Altromin ® 1324 (Hannover, Deutschland) standen ad

libitum zur Verfugung.
Die Durchfuhrung der in dieser Arbeit vorgestellten Tierversuche wurde unter der

Tierversuchsnummer G 0144/04 des Landesamtes fur  Arbeitsschutz,

Gesundheitsschutz und technische Sicherheit in Berlin (LAGeTSi) genehmigt.
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2.2. Verwendete Substanzen

Die Narkosen wurden als Mononarkose mit dem Injektionsanasthetikum Propofol oder
dem inhalativen Anasthetikum Sevofluran oder in der 3-fach-Kombination zusatzlich mit
dem Benzodiazepin Midazolam als Pramedikation durchgefihrt. Zur Flussigkeits- und
Glucosesubstitution bzw. als Verdunnungsmittel wurde sog. ,Pad-ll-Lésung®

(Padiatrische Elektrolytldsung 2) und 5%ige Glucose-Ldsung eingesetzt (Tab. 1).

Tab. 1: Verwendete Substanzen bei der neonatalen Anasthetika-Behandlung

Substanz Hersteller

Propofol Fresenius Kabi Deutschland GmbH
Propofol 1% (10mg/1ml) MCT Fresenius, | (Bad Homburg, Deutschland)

Emulsion zur Injektion oder Infusion

Sevofluran Abbott GmbH & Co. KG
Sevorane® (Wiesbaden, Deutschland)
Midazolam Hoffmann - La Roche AG
Dormicum® (Grenzach-Wyhlen, Deutschland)
Padiatrische Elektrolytlosung 2 Fresenius Kabi Deutschland GmbH

(Zusammensetzung: Glucose Xylit 50 g/I, | (Bad Homburg, Deutschland)
Na®* 70 mmol/l, K* 18 mmol/l, Ca** 1,5
mmol/l, Mg™ 2 mmol/l, CI' 63,8 mmolll,
Acetat 26,5 mmol/l, Malat 2 mmol/l,
Glycerohydrogenphosphat 5 mmol/l)

Glucose B.Braun Melsungen AG

Glucose-Ldsung 5% (Melsungen, Deutschland)

14
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2.3. Behandlung der Tiere

Die neugeborenen Wistar-Ratten wurden am 6. Lebenstag entsprechend der
nachfolgenden Schemata behandelt (vgl. Abb. 1-3). Dabei gab es drei

Behandlungsgruppen und die entsprechenden Kontrolltiere:

1. Tiere mit Propofol-Narkose (n=23)

2. Tiere mit Sevofluran-Narkose (n=15)
3. Tiere mit einer Kombinationsnarkose aus Midazolam, Propofol und Sevofluran
(n=13)

+ Kontrolltiere (fur die Propofol-Gruppe: n=11, fur die Sevofluran-Gruppe: n=14 und fur

die Kombinationsgruppe: n=15)

Propofol und Midazolam wurde intraperitoneal injiziert, wobei darauf geachtet wurde,
dass durch Kopftieflage der Tiere wahrend des Einstichs und durch Lokalisation der
Einstichstelle im lateralen, kaudalen Bereich des Abdomens das Risiko einer
Darmverletzung durch die Kanule so weit wie mdglich minimiert wurde.

Die Durchfuhrung der inhalativen Anasthesie mit Sevofluran erfolgte in einer
Inkubationskammer.

Als Vorbereitung zur Behandlung wurden die Tiere mit einem wasserfesten Marker auf
dem Rucken nummeriert und gewogen.

Sowohl wahrend der Mononarkosen mit Propofol und Sevofluran als auch wahrend der
Kombinationsnarkose wurde der Zustand eines jeden behandelten Tieres von Beginn
der Narkose an bis zwei Stunden nach Beendigung der Anasthetika-Gabe bezlglich der
Atemfrequenz, des Hautkolorits und der Spontanbewegungen visuell iberwacht, alle 15
Minuten mit je 0-3 Punkten bewertet (vgl. Tab. 2) und dokumentiert. Das hierzu
verwendete System zur Punktevergabe wurde auf der Basis empirisch gewonnener
Daten aus Pilotversuchen entwickelt, um retrospektiv Aussagen Uber das Mal} der
Narkosetiefe zu den jeweiligen Zeitpunkten der Behandlung treffen zu konnen. Bei der
Propofol-Narkose, die ohne Inkubationskammer durchgefihrt wurde und somit die
Versuchstiere jederzeit frei zuganglich waren, wurde zusatzlich die motorische Reaktion
auf eine Uberkopfstellung bzw. einen Schmerzreiz (bei fehlenden Spontanbewegungen)

in die Punktevergabe miteinbezogen.
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Fur die Dauer der Behandlung aller Tiere wurde dabei ein durchschnittliches Mal} der

Narkosetiefe entsprechend einem Punktebereich zwischen 2,5 und 1 angestrebt.

Tab. 2: Punkte-System zur Uberwachung der neugeborenen Tiere wihrend der Narkose

Punkte:| Atemfrequenz Hautkolorit motorische Reaktion
3 > 80/min rosig spontan vorhanden
2 60 - 80/min rosig spontan” / bei Uberkopfstellung® vorhanden
1 40 - 60/min rosig nicht” / bei Schmerzreiz® vorhanden
0 < 40/min blass bei Schmerzreiz® nicht vorhanden

A: fir Sevofluran- und Kombinationsnarkose (mit Inkubationskammer) B: fiir Propofol-Anasthesie (ohne Inkubationskammer)

Die Kontrolltiere wurden ebenfalls fur die gesamte Dauer der Narkose von der Mutter
getrennt. Um eine Hypothermie der Tiere zu verhindern, befanden sich alle Tiere
wahrend der gesamten Dauer der Behandlung auf einem Warmekissen (ca. 30 °C).

Alle Tiere (auch die Kontrolltiere) erhielten bei der Propofolnarkose zwei Stunden bzw.
bei der Sevofluran- und Kombinationsnarkose drei Stunden nach Trennung vom
Muttertier 0,5 ml 5%ige Glucose-Ldsung als subkutane Injektion, um Hypoglykamie und
Dehydratation vorzubeugen.

Nach Beendigung der Narkose wurden die Tiere zusammen mit der Kontrollgruppe zum
Muttertier zurlickgesetzt, sobald sie eine rege motorische Aktivitat in Verbindung mit
einem normalen Muskeltonus zeigten (etwa zwei Stunden nach Beendigung der
Anasthetika-Gabe).

2.3.1. Anasthesie mit Propofol

Den neugeborenen Tieren wurde Propofol dreimal im Abstand von 90 Minuten (blaue
Pfeile in Abb. 1) mit einer Dosis von 30 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal injiziert
(Kanule 0,5 x 16mm). Um die kleinen Wirkstoffmengen applizieren zu kénnen wurde
Propofol 1% im Verhaltnis 1:5 mit Pad-llI-Lésung verdinnt und emulgiert.

Alle Tiere bekamen zwei Stunden nach Trennung vom Muttertier 0,5 ml 5%ige Glucose-
Losung subkutan in eine Nackenfalte injiziert (vgl. Abb. 1: gelber Pfeil). Nach
Beendigung der Narkosewirkung wurden die behandelten Tiere mit den Kontrolltieren in

den gemeinsamen Kafig zurick zum Muttertier gesetzt.
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Propofol: 3 x 30 mg/kg KG i.p.

1. Gabe Propofol 2. Gabe Propofol 3. Gabe Propofol
] | | | | | |
0 Minuten 90 120 180

T

0,5 ml Glucose 5 % s.c.

i.p. = intraperitoneal, KG = Kdrpergewicht, s.c. = subkutan

Abb. 1: Zeitliches Behandlungsschema der Anasthesie mit Propofol.

Es erfolgte dreimal die Gabe von Propofol (blaue Pfeile) im Abstand von je 90 min (Dosierung: siehe
Abbildung). Nach 120 min erhielten alle Tiere (auch die Kontrolltiere) eine subkutane Injektion mit

Glucose-L6sung (gelber Pfeil).

2.3.2. Anasthesie mit Sevofluran

Fur die sechsstundige Mononarkose mit Sevofluran wurden die neugeborenen Ratten in
eine luftdicht verschlossene Inkubationskammer (Billups-Rothenburg Inc., Del Mar,
Kalifornien, USA) verbracht. Abbildung 2 zeigt das zeitliche Behandlungsschema.

Uber ein Narkosegerat mit angeschlossenem Vapor (F. Stephan GmbH Medizintechnik,
Gackenbach) mit einem Frischgaszufluss von 0,2-0,4 I/min (FiO, 0,21) wurde
Sevofluran mit einer angestrebten inspiratorischen Narkosegas-Konzentration von 3-5
Vol% eingeleitet. Die Gasausleitung erfolgte passiv. Gaskonzentrationen in der Kammer
(Kohlendioxid, Sauerstoff, Sevofluran) wurden kontinuierlich gemessen (Capnomac,
Datex-Ohmeda, Duisburg). Eine innerhalb der Kammer gemessene Kohlendioxid-
Konzentration von 0,5 Vol% wurde nicht Gberschritten.

Die angestrebte Sevoflurankonzentration von 3-5 Vol% wurde in Pilotversuchen
dahingehend ermittelt, dass Asphyxie und Hypoventilation vermieden, gleichzeitig aber
eine tiefe Narkose aufrechterhalten wurde.

Drei Stunden nach Beginn der Behandlung erhielten sowohl die behandelten Tiere als
auch die Tiere der Kontrollgruppe 0,5 ml 5%ige Glucose-L6sung als subkutane Injektion
in eine Nackenfalte (gelber Pfeil in Abb. 2). Hierfur wurde die Inkubationskammer kurz

geoffnet und die Tiere herausgenommen.
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0,5 mlIGlucose 5 % s.c.

Sevofiuran 4 Vol.% Uber 6 Stunden ﬂ

| | | | | | | | | | | | |
0 Minuten 180 360

s.c. = subkutan

Abb. 2: Zeitliches Behandlungsschema der Anasthesie mit Sevofluran.
Das rote Band Uber der Zeitleiste markiert die 6-stiindige Inhalationsnarkose mit Sevofluran. Drei
Stunden nach Beginn der Behandlung erhielten alle Tiere (auch die Kontrolltiere) eine subkutane

Injektion einer 5%igen Glucose-Ldsung (gelber Pfeil).

Die Narkosetiefe wurde Uber Atemfrequenz, Hautkolorit und Spontanbewegungen der
Tiere kontrolliert (vgl. Abschnitt 2.3.), da eine Beurteilung der Reaktion auf
Schmerzreize nur unter Unterbrechung der Gaszufuhr und damit Unterbrechung der

Narkose moglich gewesen ware.

2.3.3. Kombinationsnarkose mit Midazolam, Propofol und Sevofluran

Um Asphyxie und Hypoventilation wahrend der Kombinationsnarkose zu vermeiden,
musste die Propofol-Dosis im Vergleich zur Mononarkose halbiert und die Sevofluran-
Applikationsdauer und —konzentration reduziert werden.

Wie in Abbildung 3 als griner Pfeil dargestellt, erhielten die neugeborenen Tiere
zunachst eine intraperitoneale Injektion Midazolam mit einer Dosis von 1 mg/kg KG
(KandlengroRe: 0,5 x 16 mm). Um die kleinen Wirkstoffmengen applizieren zu kdnnen,
wurde Midazolam 0,5% (Hoffmann - La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) im
Verhaltnis 1:50 mit Pad-II-Losung verdinnt.

Nach 30 Minuten erfolgte die erste intraperitoneale Gabe von Propofol (Propofol 1% im
Verhaltnis 1:10 mit Pad-II-Losung verdinnt) mit einer Dosis von 15 mg/kg KG.

Nach weiteren 15 Minuten wurden die Tiere in die Inkubationskammer (Billups-
Rothenburg Inc., Del Mar, Kalifornien, USA) gesetzt (Aufbau: siehe 2.3.2.), und die
vierstindige  Sevofluran-Narkose = mit  einer  angestrebten  exspiratorischen
Gaskonzentration von 2 Vol% durchgefuhrt (in Abb. 3 als rotes Band dargestellt). Zwei

weitere Propofol-Injektionen erfolgten wahrend der Sevofluran-Narkose im Abstand von
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je 90 Minuten (blaue Pfeile in Abb. 3). Diese waren ebenso wie die subkutane Glucose-
Gabe von 0,5 ml 5%iger Losung nach 180 Minuten (Abb. 3: gelber Pfeil) mit einem

Offnen der Inkubationskammer und der Herausnahme der narkotisierten Tiere

verbunden.
0,5 mlGlcose 5 % s.c.
Midazoem 1,0 mgkg KG ip. ﬂ
; Sevofluran 2 Vol % tber 4 Stunden
| | ] ] ] ] ] ] ] ] ] | |
OMin. 30 120 180 210 300 360
Propofol 15 mgkg KG ip. Propofol15 mgkgKG ip. Propofol 15 mgkg KG ip.

i.p. = intraperitoneal, KG = Kdrpergewicht, s.c. = subkutan
Abb. 3: Behandlungsschema mit der Kombination: Midazolam, Propofol und Sevofluran.

Zunachst erfolgte eine Midazolam-Gabe zu Beginn der Behandlung (griner Pfeil). Nach 30 min wurde die
erste Dosis Propofol gefolgt von zwei weiteren Propofol-Gaben im Abstand von je 90 min (blaue Pfeile)
verabreicht. Das rote Band Uber der Zeitleiste (Minute 45 — 285) entspricht einer vierstindigen
Inhalationsnarkose mit Sevofluran. Drei Stunden nach Beginn der Behandlung erhielten alle Tiere incl.

der Kontrolltiere Glucose-Ldsung als subkutane Injektion (gelber Pfeil).
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2.4. Verhaltenstests

Zur Detektion von Verhaltensauffalligkeiten nach Anasthetika-Behandlung im
Neugeborenenalter wurden bei den dann adulten Tieren ab der 7. Lebenswoche vier
Verhaltenstests durchgefihrt und folgende Eigenschaften bzw. Fahigkeiten darin

beurteilt (in Klammern jeweils der Zeitpunkt der Testdurchfliihrung):

Motorische Tests:
Open-Field-Test: motorische Aktivitat und Angstverhalten in einer fur das
Versuchstier ungewohnten Umgebung (7. Woche)

Home-Cage-Activity-Test: motorische Ruhe-Aktivitat (12. Woche)

Lern- und Gedachtnistests:
Morris-Water-Maze-Test: raumliches Lernen (8.-9. Woche)

Hole-Board-Test: Habituationslernen (11. Woche)

Mannliche und weibliche Tiere wurden dabei getrennt untersucht, um eventuell
vorhandene geschlechtsspezifische Unterschiede im Verhalten berlcksichtigen zu

konnen.

Jeweils zu Beginn der Tests wurde das Korpergewicht der Tiere mit einer digitalen

Waage (MC1 Laboratory LC 2200, Sartorius AG, Gaéttingen, Deutschland) gemessen.

2.4.1. Der Open-Field-Test

Der Open-Field-Test dient der Beurteilung von motorischen Funktionen und
Angstlichkeit. Mit inm kann ein breites Spektrum an Verhaltensweisen wie Lokomotion
und Erkundungsverhalten untersucht werden. Er basiert auf Verhaltensstudien von Hall
aus dem Jahre 1934, der die Versuchstiere in einer weitrdumigen, quadratischen und
nach oben offenen Box beobachtete.?’ Die Bewertung der Lokomotion kann durch
Messung der insgesamt zurickgelegten Wegstrecke erfolgen. Um die sog. vertikale

Motorik d. h. das Aufrichteverhalten der Tiere zu beurteilen, werden die sog. Rearings
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(= Aufrichten der Tiere auf die Hinterbeine) gezahlt. Angstlichkeit scheint dabei haufig
mit einer verminderten Lokomotion einherzugehen.®?®® So meiden Tiere mit einem
hoheren Angstniveau die offene Flache und bewegen sich hauptsachlich in der
AuRenzone entlang der schiitzenden Wande (sog. Thigmotaxis).?%® Mutigere Tiere
hingegen sind generell neugieriger, betreten ofter den inneren Bereich des Open Fields
und weisen ldngere Aufenthaltszeiten dort auf.®® Misst man die Zeit, welche die Tiere im
Inneren bzw. nahe der Umrandung des Open Fields verbringen, so lasst sich der Open-

Field-Test auch angstassoziiert bewerten.?’

Das Open Field hat eine quadratische Grundflache von 100 cm x 100 cm, ist von vier
29 cm hohen Wanden umgeben und befindet sich in einer schallgeschutzten
Untersuchungskammer, damit das Tier wahrend des Versuchs in Ruhe ist. Uber dem
Open Field ist eine Kamera angebracht, die mit dem Computer auRerhalb des Raumes
verbunden ist. Damit sich die weiRe Ratte optisch vom Untergrund abhebt und so vom
Computer detektiert werden kann, besteht die Grundflache aus schwarzem PVC, die

Wande aus weil3 gestrichenem Holz.

® ® @® C ®

i 4uBere Zone
¢ 75 cm

innere Zone

29 cm

e & & 8
I . )

e &8 & @

100 cm

Abb. 4: Open Field: schematische Darstellung. Die quadratische Grundflache des Open Fields ist
imaginar in eine aufiere und eine innere Zone (dunkelgrau unterlegt) gegliedert. Diese Unterteilung

existiert nur im Computer und ist nicht an der Apparatur erkennbar.

Die Apparatur wurde mit mehreren indirekten Lichtquellen ausgeleuchtet, so dass in der

Mitte des Open Fields eine Lichtintensitat von 180 Lux erreicht wurde.

Wie in Abbildung 4 dargestellt, wurde zur Auswertung des Tests bezuglich des

Angstverhaltens der Tiere die Grundflache des Open Fields (100 x 100 cm) am
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Computer in eine imaginare innere (75 x 75 cm) und eine auldere Zone getrennt. Ein

Vermeiden der inneren Zone wurde als angstliches Verhalten gewertet.

Zu Versuchsbeginn wurden die Tiere in die Mitte der Grundflache gesetzt und fur funf

Minuten im Open Field beobachtet. Es wurden folgende Parameter erfasst:

Der innerhalb von funf Minuten zurickgelegte Wegstrecke [m]
Die Anzahl des Aufrichtens auf die Hinterbeine (Rearings) [n]

Die Anzahl der Eintritte in die innere Zone [n]

B wDnh =

Die Zeit des Aufenthalts in der inneren Zone [s]

2.4.2. Der Home-Cage-Activity-Test

Beim Home-Cage-Activity-Test wurden die Versuchstiere im Vergleich zu anderen
Tests a) uber einen sehr langen Zeitraum (72 h) und b) in Ruhe d. h. ohne
Beeinflussung in gewohnter Umgebung beobachtet. Flir die Durchfihrung des Tests
wurden sie in Einzelkafige (Makrolon-Standardkafige Typ Il) gesetzt, auf denen je ein
mit dem Computer verbundener Infrarot-Sensor angebracht war.

Mit Hilfe dieser Sensoren konnte die Aktivitat der einzelnen Tiere durch Erkennung
eines Korperwarmebilds und dessen Bewegung gemessen werden. Auch kurze
Bewegungen im Bereich von Millisekunden und Rearings (Aufrichten auf die
Hinterbeine) wurden durch eine Weitwinkelfunktion der Sensoren hierbei erfasst.

Da diese Technik unabhangig von Licht funktioniert d. h. Messungen auch in Dunkelheit
durchgefuhrt werden kdnnen, konnte im Home-Cage-Activity-Test auch der Tag-Nacht-
Rhythmus untersucht werden. Ratten sind nachtaktiv, weshalb das Aktivitatsniveau
Ublicherweise in der Dunkelphase hoher liegt als in der Hellphase (Raumbeleuchtung
von 6.00 bis 18.00 Uhr). Da Infrarot-Strahlung die Kunststoff-Wande der Kafige nicht
durchdringt, interferierten die Sensoren benachbarter Kafige nicht miteinander.

Die Aktivitat der Tiere wurde Uber 72 Stunden gemessen. Die sensorisch erfassten
Zahlerpunkte wurden dabei als Summe in je 15-minutigen Intervallen mit Hilfe des
Computer-Programms InfraMot, Version 1.2 (TSE Systems GmbH, Bad Homburg,
Deutschland) aufgezeichnet.®

Wahrend dieser Zeit wurde darauf geachtet, dass die Tiere nicht gestort wurden.
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2.4.3. Der Morris-Water-Maze-Test

Der Morris-Water—Maze-Test ist ein Lerntest, mit dem neben Lernen und Gedachtnis
auch analytisches Vermogen, Verhaltensstrategien und raumliches
Vorstellungsvermdgen erfasst und beurteilt werden kénnen.®® Es ist derzeitig das
meistgenutzte Modell, um Lern- und Gedachtnisfahigkeiten bei Mausen und Ratten zu
testen und wurde von G. M. Morris entwickelt*®. Es handelt sich hierbei um einen
raumlichen Navigationstest, bei dem das Tier schwimmend eine nicht sichtbare
Plattform finden muss, um aus dem Wasser zu gelangen. Nagetiere sind hdchst
motiviert, moglichst schnell und auf direktem Wege das Wasser zu verlassen.

Das Morris Water Maze besteht aus einem runden, 60 cm tiefen Becken mit einem
Durchmesser von 200 cm, das zu einer Hohe von 42 cm mit Wasser (Temperatur 19 £
2 °C) gefullt ist. An der Wand sind aus der Perspektive des schwimmenden Tieres
oberhalb des Beckenrandes Symbole (Quadrat, Dreieck, Kreis) angebracht, die dem
Versuchstier die Orientierung im Raum erleichtern sollen. Uber dem Becken befindet
sich eine Videokamera (vgl. Abb. 5), die mit einem Computer verbunden ist. Mit Hilfe
einer entsprechenden Software kann so die Schwimmstrecke der Ratte aufgezeichnet,
gespeichert und ausgewertet werden.

Die Plattform (10 cm x 10 cm) ist hohenverstellbar und besteht aus transparentem
Plexiglas, sodass sie fur die schwimmenden Tiere im Wasser unsichtbar erscheint.

Der Untersuchungsraum war einheitich mit 180 Lux mittels Leuchtstoffrohren

ausgeleuchtet (gemessen Uber dem Becken).
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Abb. 5: Schematischer Aufbau des Morris Water Maze (in Anlehnung an Wolfer et al., 199891). Das runde
Schwimmbecken befindet sich in der Mitte eines (quadratischen) Raumes, dessen Wande mit
Orientierungshilfen versehen sind. Zentriert Gber dem Schwimmbecken ist eine Videokamera angebracht,
die Uber eine Verbindung mit einem Computer verfigt. Mit Hilfe entsprechender Software kann so die

Schwimmestrecke der Ratte aufgezeichnet, gespeichert und ausgewertet werden.

Zur Durchfuhrung und Auswertung des Tests wird die runde Grundflache des Beckens
in vier gleichgrof3e, imaginare Quadranten unterteilt (vgl. Abb. 6: PQ, LQ, GQ und RQ).

Am ersten Tag wurden die Versuchstiere fur 90 Sekunden schwimmen gelassen, um
herauszufinden, welcher Quadrant ohne Plattform bevorzugt bzw. gemieden wird
(Habituation, Tag 1). Wie in Abbildung 6 auf der linken Seite dargestellt ist, wurden die
Tiere daraufhin taglich in jeweils drei Durchlaufen a 90 Sekunden mit Plattform Uber
acht Tage hinweg getestet (Probe Trials, Tag 2 — 9). Fur jedes Tier wurde die Plattform
in der Mitte eines imaginaren Quadranten, der weder bevorzugt noch gemieden worden
ist, 1 cm unterhalb der Wasseroberflache aufgestellt. Die Plattform verbleib wahrend
der gesamten acht Tage fur jedes Tier im jeweiligen Quadranten stehen. Die Anzahl der
Tiere, fur welche die Plattform in einem bestimmten Quadranten stand, war
ausgeglichen. Jeden Tag wurden die Tiere von drei Startpunkten aus ins Wasser

gelassen: jeweils in der Mitte des Quadranten links, gegenuber und rechts vom
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Plattformquadranten (in Abb. 6 je mit LQ, GQ und RQ gekennzeichnet). Nach Erreichen
der Plattform durften die Tiere 30 Sekunden dort verweilen, wurden dann aus dem
Wasser genommen und eine Minute in einen Kafig unter eine Warmelampe gesetzt,
bevor mit dem nachsten Durchlauf begonnen wurde. Erreichte ein Tier innerhalb von 90
Sekunden die Plattform nicht, so wurde es manuell auf die Plattform gesetzt, wo es 30
Sekunden sitzen durfte. Stets wurden die Zeit [s] und die geschwommene Strecke bis
zum Erreichen der Plattform mit Hilfe der PC-Software VideoMot 2 (TSE Systems, Bad
Homburg, Deutschland) gemessen bzw. aufgezeichnet. Von einem Lernerfolg wurde
gesprochen, wenn die bendtigte Zeit spatestens an Tag 4 signifikant kirzer als an Tag
2 war. Die in Abbildung 6 A gezeichnete Linienfuhrung zur Plattform hin entspricht in
etwa der zielgerichteten Schwimmroute eines gut lernenden Tieres nach ca. zwei bis
funf Versuchstagen.

Zur Uberprifung des Lernerfolgs wurde am zehnten Tag (Spatial Probe) die Plattform
entfernt. Wie in Abbildung 6 auf der rechten Seite zu sehen ist, wurden die Tiere
diesmal gegenuber des ursprunglichen Plattformquadranten ins Wasser gesetzt. Es
wurde die Zeit gemessen, die in den jeweiligen Quadranten geschwommen bzw.
gesucht wurde. Tiere, die wahrend der Tage 2 bis 9 gut gelernt haben, suchen bei der
Spatial Probe vornehmlich dort nach der Plattform, wo sie sich vorher befunden hat,
namlich im Quadrant PQ. Als Beispiel hierfur dient die gezeichnete Schwimmstrecke in
Abbildung 6 B).

A. Place version B. Spatial probe
nicht sichtbare Plattiorm, 3 Durchlaufe 4 80 s ohne Plattform,1 Durchlaufa 90 s
fiir 8 Tage

RQ PQ RQ
('iﬁk ju‘) fi‘i?k

Abb. 6: Quadrantenaufteilung des Morris Water Maze.

b

Fur die Auswertung des Tests wurde die Grundflache des MWM in vier imaginare Quadranten (PQ =
Plattformquadrant, LQ = linker Quadrant, GQ = gegenuberliegender Quadrant und RQ = rechter
Quadrant) aufgeteilt. Die in A gezeichnete Linienfihrung zur Plattform hin entspricht in etwa der
zielgerichteten Schwimmroute eines gut lernenden Tieres nach ca. 3-5 Tagen. Die gezeichnete
Schwimmestrecke in B ist beispielhaft flr die Spatial Probe (ohne Plattform), da hier das Tier vornehmlich

dort nach der Plattform sucht, wo sie sich vorher befunden hatte, ndmlich im Quadrant PQ.
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2.4.4. Der Hole-Board-Test

Mit diesem Test kdnnen die gerichtete Exploration, die Lokomotion (zurlckgelegte
Strecke pro Zeit) sowie auch das Habituationslernen beurteilt werden,* wenn das Tier
an zwei aufeinander folgenden Tagen auf dem Hole Board beobachtet wird.

Das Hole Board ist eine quadratische Apparatur mit einer Grundflache von 50 x 50 cm,
in der sich das Versuchstier frei bewegen kann. Es ist von vier 38 cm hohen Wanden
umgeben und besteht aus schwarzem PVC.

Auf dem Boden befinden sich in gleichmafiger Anordnung 16 gleichgrofde Locher im
Abstand von 10 cm. Die Lécher haben einen Durchmesser von 2,5 cm, sodass das Tier
(aus Neugier) seinen Kopf hindurch stecken kann (= ,Nose poke®).

Die Abnahme der Lokomotion sowie der sog. Rearings (Aufrichten des Tieres auf die
Hinterbeine, vgl. Open-Field-Test) und Nose pokes von Tag 1 zu Tag 2 werden dann
als Habituation gewertet.***

Wie beim Open-Field-Test befindet sich die Apparatur in einem separaten kleinen
Raum, damit das Tier wahrend des Versuchs von aufieren Einflissen optischer und
akustischer Art geschutzt ist. Uber dem Open Field ist eine Kamera angebracht, die mit

dem Computer auRerhalb des Raumes verbunden ist.

Die Tiere wurden an zwei aufeinander folgenden Tagen jeweils 10 Minuten lang auf
dem Hole Board beobachtet. Mit Hilfe des Computer-Programms VideoMot 2, Version

5.39 (TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland) wurde dabei gemessen:
1. Die Anzahl der Nose pokes [n]

2. Die innerhalb von 10 Minuten zurtckgelegte Wegstrecke [m]

3. Die Anzahl des Aufrichtens auf die Hinterbeine (Rearings) [n]
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2.5. Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde das PC-Programm SigmaStat® 3.0 (Systat
Software Inc., San Jose, Kalifornien, USA) in Verbindung mit dem Graphik-Programm

desselben Herstellers (SigmaPlot® 9) verwendet. Die durchgefihrten Tests zur

statistischen Auswertung sind in Tabelle 3 aufgefuhrt:

Tab. 3: verwendete Tests zur statistischen Auswertung der Ergebnisse.

Test auf
Normalverteilung:

Kolmogorov-Smirnov-Test

bei normalverteilten Werten

Bei nicht normalverteilten
Werten

Open-Field-Test:

t-Test
(behandelte Tiere vs.
Kontrolltiere)

Mann-Whitney
Summationstest
(behandelte Tiere vs.
Kontrolltiere)

Morris-Water-Maze-Test:

(Place Version)

1-Weg-Varianzanalyse mit
wiederholten Messungen

Morris-Water-Maze-Test:

(Spatial Probe)

1-Weg-Varianzanalyse ohne
wiederholte Messungen,
Holm-Sidak-Test (PQ vs. brige
Quadranten des Water Maze)

Hole-Board-Test:

t-Test flr gepaarte Stichproben
(Tag 1 vs. Tag 2)

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test (Tag 1 vs. Tag 2)

Home-Cage-Activity-
Test:

2-Wege-Varianzanalyse mit
wiederholten Messungen

Koérpergewicht:

t-Test (behandelte Tiere vs.
Kontrolltiere)

Mannliche und weibliche Tiere wurden zunachst getrennt untersucht. Da bei den

Kontrolltieren

unterschiede®%

eventuell

Zu erwartende

geschlechtsspezifische

Verhaltens-

jedoch nicht auftraten (siehe Kap. 3.2.5.), wurden die Ergebnisse

beider Geschlechter zusammengefasst. Sie werden im folgenden Kapitel 3 jeweils als

Mittelwerte mit den entsprechenden Standardfehlern vorgestellt.

Die Signifikanz wurde fur p<0,05 definiert.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Uberwachung der Tiere wihrend der Behandlung

Mit Hilfe des in Kap. 2.3. aufgefuhrten Punkte-Systems (Tab. 2) wurden die
neugeborenen Tiere wahrend der Anasthetika-Behandlung Uberwacht. Abbildung 7
zeigt die durchschnittliche Punktevergabe als zeitliche Verlaufskurven wahrend der
jeweiligen Narkosedauer der Mononarkose mit Propofol und Sevofluran sowie der
Kombinationsnarkose. Alle drei Gruppen bewegten sich bezuglich der durchschnittlich
vergebenen Punkte auf der y-Achse stets in einem Bereich > 1. So sank das
durchschnittliche Punkteniveau aller behandelten Tiere gegen Ende der jeweiligen
Narkose auf knapp Uber 1 und erreichte bei den Tieren mit Mononarkose etwa zwei
Stunden nach Beendigung der Anasthetika-Gabe wieder den Ausgangswert (vgl. Abb. 7
A und B). Tiere mit Kombinationsnarkose erholten sich ein wenig langsamer; der
Ausgangswert wurde hier erst nach drei Stunden wieder erreicht (vgl. Abb. 7 C). Je ein

Tier mit Propofol- bzw. Kombinationsnarkose verstarb wahrend der Behandlung.
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3 D 1. Propofol-Gabe ﬂ 2. Propofol-Gabe ﬂ
3. Propofol-Gabe
2 o
c
-]
o 1
0 - \ n=24 (ein Tier verstarb nach 135 min) \
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330
Beginn der Behandlung Zeit [min]
B.
3 -
c
S
o 1
01 Sevofluran-Anasthesie n=15
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480
Zeit [min]
C.
ﬂ1. Propofol-Gabe
3 -
‘Er ﬂz. Propofol-Gabe
% 2 4 Midazolam- ﬂ 3. Propofol-Gabe
c Gabe
>
o 1
0 - Sevofluran-Anasthesie | n=14 (ein Tier verstarb nach 240 min) |
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480

Zeit [min]

Abb. 7 A-C: Uberwachung der Tiere wihrend der Anisthetika-Behandlung mittels Punktesystem.
Die Mittelwerte (= SEM) der vergebenen Punktzahlen (schwarze Punkte) reprasentieren den Zustand der
Tiere wahrend der Narkose (vgl. Tabelle 2, Kap. 2.3.). Alle Tiere lagen im angestrebten Punktebereich

zwischen 2,5 und 1. A: Anasthesie mit Propofol, B: Andsthesie mit Sevofluran, C: Kombinationsnarkose.
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3.2, Korpergewichtsentwicklung

Bei der Kontrolle der Kérpergewichtsentwicklung war 24 Stunden nach der Behandlung
eine reduzierte Gewichtszunahme bei den behandelten Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu beobachten. Diese wurde jedoch bis zur siebten Lebenswoche
ausgeglichen, sodass im Zeitraum der Tests (zwischen der 7. und der 12.
Lebenswoche) keine Unterschiede mehr zwischen behandelten Tieren und
Kontrolltieren zu verzeichnen waren (vgl. Abb. 8 A-C). Das Korpergewicht wurde jeweils
unmittelbar vor Durchfihrung der Verhaltenstests in der siebten, achten, elften und

zwolften Lebenswoche gemessen.

600 600
—e— Tiere mit Propofol-Anasthesie —e— Tiere mit Sevofluran-Anéasthesie |
500 4 —O— Kontrolltiere 500 4 —O— Kontrolltiere
400 -| 400 -
= =
300 A 300 |
200 A 200 -
100 H g 100 1
4 8 1 12 A 8 11 12
Woche Woche
600
—e— Tiere mit Kombinationsnarkose
500 - —O— Kontrolltiere
400 -
=
300 -
200 -
100 . . 1A .
7 8 1 12
Woche

Abb. 8 A-C: Analyse der Kérpergewichtsmessungen.

Die Verlaufskurven zeigen die Korpergewichtsentwicklung der Tiere Uber funf Wochen (Mittelwerte =
SEM). Es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen behandelten Tieren (schwarze Punkte) und
Kontrolltieren (weile Punkte) zu beobachten. A: Tiere mit Propofol-Anasthesie: n=23 (Kontrolltiere:
n=11), B: Tiere mit Sevofluran-Anasthesie: n=15 (Kontrolltiere: n=14), C: Tiere mit Kombinationsnarkose:
n=13 (Kontrolltiere: n=15).
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3.3. Verhaltenstests

Fur die Untersuchung der Auswirkung einer neonatalen Anasthesie auf das Verhalten
adulter Tiere wurden die Ergebnisse der Verhaltenstests der behandelten Tiere mit
denen der Kontrolltiere verglichen.

Die Testergebnisse werden im Folgenden nicht in der Reihenfolge ihrer
chronologischen Durchfuhrung vorgestellt, sondern nach der Einteilung in motorische
Tests (Open-Field- und Home-Cage-Activity-Test) und Lern- und Gedachtnistests
(Morris-Water-Maze- und Hole-Board-Test).

3.3.1. Open-Field-Test

Die Ergebnisse des Open-Field-Tests gliedern sich in die vier Test-Kategorien
.Rearings®, ,Zurickgelegte Wegstrecke®, ,Eintritte in die innere Zone* und ,Aufenthalt in
der inneren Zone“. In den Abbildungen 9-11 sind die Mittelwerte der funfminutigen
Messungen mit den jeweiligen Standardfehlern als Saulendiagramme fur die

Kontrollgruppe in weil und fur die behandelten Tiere in rot dargestellt.

3.3.1.1. Tiere mit Propofol-Anasthesie

Bei der Untersuchung der Tiere mit neonataler Propofol-Andsthesie ergaben sich in
keiner der vier gemessenen Testkategorien signifikante Unterschiede zwischen
behandelten Tieren und der Kontrollgruppe. Ein behandeltes Tier musste aus der
Wertung genommen werden, da es Uber die Wand der Apparatur aus dem Versuchsfeld

kletterte. Alle Messwerte waren normalverteilt.
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A. Rearings B. Zuriickgelegte Wegstrecke
60
50 60 A
40 T T
E w) E™
201 20
10 1
o r 0 .
Kontrolltiere Tiere mit Propofol-Anésth. Kontrolltiere Tiere mit Propofol-Anésth.
Durchschnittliche Anzahl der Rearings (Aufrichten Durchschnittlich zurtickgelegte Wegstrecke.

der Tiere auf die Hinterbeine).

C. Eintritte in die innere Zone D. Aufenthalt in der inneren Zone
25 60
20 4 50
40
15
=i I @ 30
10
20 T
5 4
10 -
0 o T
Kontrolltiere Tiere mit Propofol-Anésth. Kontrolltiere Tiere mit Propofol-Anésth.
Durchschnittliche Anzahl der Eintritte in die innere Durchschnittliche Aufenthaltsdauer (Summe d. Einzel-
Zone des Open Fields (vgl. 2.4.1.). aufenthalte) in der inneren Zone des Open Fields.

Abb. 9 A-D: Open-Field-Test der Tiere mit Propofol-Anasthesie.
Zwischen behandelten Tieren und Kontrolltieren waren keine signifikanten Verhaltensunterschiede zu
verzeichnen. Alle Werte waren normalverteilt. Kontrolltiere (wei3): n=11, Tiere mit Propofol-Anasthesie

(rot): n=22 (ein Tier kletterte aus der Apparatur).

3.3.1.2. Tiere mit Sevofluran-Anasthesie

Die Tiere mit Sevofluran-Anasthesie verhielten sich in drei der vier Kategorien des
Open-Field-Tests genauso wie die Kontrolltiere (vgl. Abb. 10). Sowohl die Anzahl der
innerhalb von funf Minuten durchgefihrten Rearings (vgl. Abb. 10 A) als auch die
insgesamt in dieser Zeit zurlckgelegte Wegstrecke (vgl. Abb. 10 B) waren gleich. Auch
betraten die behandelten Tiere genauso oft die innere Zone des Open Fields wie die
Kontrolltiere (vgl. Abb. 10 C).
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Die Gesamtaufenthaltsdauer innerhalb dieses Bereichs der Apparatur war jedoch bei

den behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant vermindert (vgl. Abb.

10 D). Wie bei der Propofol-Gruppe musste auch hier ein behandeltes Tier aus der

Wertung genommen werden, da es wahrend des Versuchs aus der Apparatur kletterte.

Die Werte fur ,Zurlckgelegte Wegstrecke“ und ,Eintritte in die innere Zone®“ waren

normalverteilt, im Gegensatz zu den Messungen der Kategorien ,Rearings® und

LJAufenthalt in der inneren Zone*.

A. Rearings

60

50

40

[n]

30

20

10

Kontrolltiere Tiere mit Sevofluran-Anasth.

Durchschnittliche Anzahl der Rearings (Aufrichten

der Tiere auf die Hinterbeine).

C. Eintritte in die innere Zone

25

20 4

Kontrolltiere Tiere mit Sevofluran-Anasth.

Durchschnittliche Anzahl der Eintritte in die innere
Zone des Open Fields (vgl. 2.4.1.).

B. Zuriickgelegte Wegstrecke

60 -

40 4

20 +

Kontrolltiere Tiere mit Sevofluran-Anasth.

Durchschnittlich zurlickgelegte Wegstrecke.

D. Aufenthalt in der inneren Zone

60

p=0,025
*

50 A

40 A

[s]

30 A

20 4

10 4

Kontrollltiere Tiere mit Sevofluran-Anasth.

Durchschnittliche Aufenthaltsdauer (dargestellt als
Summe der Einzelaufenthalte) in der inneren Zone

des Open Fields.

Abb. 10 A-D: Open-Field-Test der Tiere mit Sevofluran-Anasthesie.

Die behandelten Tiere hielten sich signifikant weniger in der inneren Zone auf (D). Kontrolltiere (weil3):

n=14, Tiere mit Sevofluran Anasthesie (rot): n=14 (ein Tier kletterte aus der Apparatur). *=p<0,05

(Sevofluran vs. Kontrolle).
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3.3.1.3. Tiere mit Kombinationsnarkose

Versuchstiere nach neonataler Kombinationsnarkose zeigten genauso viele Rearings
(vgl. Abb. 11 A) wie die Kontrolltiere, legten jedoch eine signifikant langere Wegstrecke
innerhalb von funf Minuten zurtck (vgl. Abb. 11 B). Die behandelten Tiere zeigten
aulRerdem signifikante Unterschiede beim Vermeiden bzw. Bevorzugen bestimmter
Bereiche des Open Fields: sie betraten seltener in die innere Zone des Open Fields ein

und hielten sich insgesamt kurzer dort auf (vgl. Abb. 11 C+D).

A. Rearings B. Zuriickgelegte Wegstrecke
&0 p=0,030
0 60 4 *
40
T — 40 4
T 3 £ T
20 20 |
10
0 r 0 :
Kontrolltiere Tiere m. Kombinationsnarkose Kontrolltiere Tiere m. Kombinationsnarkose
Durchschnittliche Anzahl der Rearings . Durchschnittlich zurtickgelegte Wegstrecke.
C. Eintritte in die innere Zone D. Aufenthalt in der inneren Zone
25 60
20 ] p=0,014 50 - p=0,002
* 0] *
15 T T

[s]

30 A

20 A

) . B

Kontrolltiere Tiere m. Kombinationsnarkose Kontrolltiere  Tiere m. Kombinationsnarkose

Durchschnittliche Anzahl der Eintritte in die innere Summe der Einzelaufenthalte) in der inneren Zone
Zone des Open Fields (vgl. 2.4.1.). des Open Fields.

Abb. 11 A-D: Open-Field-Test der Tiere mit Kombinationsnarkose.

Die Tiere mit Kombinationsnarkose richteten sich wahrend des Tests genauso haufig auf (A), legten
jedoch durchschnittlich eine signifikant ldngere Wegstrecke innerhalb von funf Minuten zurtck (B).
Dennoch betraten sie seltener als die Kontrolltiere die innere Zone des Open Fields (C), was sich auch
signifikant auf die Aufenthaltsdauer in diesem Bereich der Apparatur auswirkte (D). Alle Werte bis auf die
Kategorie ,Rearings® waren normalverteilt. Kontrolltiere (weiR): n=15, Tiere mit Kombinationsnarkose
(rot): n=13. *=p<0,05.
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3.3.2. Home-Cage-Activity-Test

Die Aktivitat im Heimatkafig wurde Uber 72 h gemessen. In den Abbildungen 12 (A-C)
sind die mit Hilfe des Infrarot-Sensors gemessen Zahlerpunkte als Mittelwerte der drei

Messtage mit ihren Standardfehlern Uber 24 h aufgetragen.
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Abb. 12 (A-C): Untersuchung der Aktivitat im Heimatkafig liber 24 h (Home-Cage-Activity-Test).

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von gemessenen Zahlerpunkten eines Infrarot-Sensors Utber 24 h.
(Die urspringliche Messung lief Uber 72 h). Die zirkadiane Rhythmik der nachtaktiven Tiere ist deutlich
erkennbar. Behandelte Tiere: schwarze Punkte, Kontrolltiere: weile Punkte. A: Tiere mit Propofol-
Anasthesie: n=23 (Kontrolltiere: n=11), B: Tiere mit Sevofluran-Anasthesie: n=15 (Kontrolltiere: n=14), C:

Tiere mit Kombinationsnarkose: n=13 (Kontrolltiere: n=15).
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Der grau unterlegte Block in den Abbildungen entspricht der Zeit ohne Raumlicht von
18:00 bis 6:00 Uhr. Auf den Abbildungen ist der zirkadiane Rhythmus der nachtaktiven
Tiere (Kontrolltiere: weille Punkte, behandelte Tiere: schwarze Punkte) deutlich zu
erkennen, d. h. bei allen Tieren war ein Anstieg des Aktivitatsniveaus wahrend der
Dunkelphase zu verzeichnen. Es bestanden jeweils keine Unterschiede zwischen
behandelten Tieren und der Kontrollgruppe. Der ,Aktivitats-Peak” um ca. 10:00 Uhr

entspricht dem taglichen Nachfullen von Wasser und Futter.

3.3.3. Morris-Water-Maze-Test

Die Analyse der Ergebnisse des Morris-Water-Maze-Tests setzt sich zusammen aus
der sog. ,Lernkurve“ der Place Version (Tag 2-9 mit Plattform) sowie aus einem
Saulendiagramm zur Spatial Probe (Tag 10 ohne Plattform) zur Uberpriifung des
Lernerfolgs.

In den ,Lernkurven® zur Place Version sind auf der y-Achse die jeweils bendtigten
Zeitspannen bis zum Erreichen der Plattform (y-Achse) im Verlauf Uber acht
Versuchstage (x-Achse) eingetragen. Bei den hierbei gemessenen Zeiten zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den behandelten Tieren und der
Kontrollgruppe (vgl. Abb. 13, 15 und 17).

Das Saulendiagramm zur Spatial Probe gibt Auskunft Uber die Gesamtschwimmdauer
innerhalb der einzelnen Quadranten des Morris Water Maze am zehnten Versuchstag
ohne Plattform. Alle behandelten Tiere wie auch die Kontrolltiere schwammen bzw.
suchten signifikant am langsten im ehemaligen Plattformquadrant PQ (vgl. Abb. 14, 16
und 18).
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3.3.3.1. Tiere mit Propofol-Anasthesie

Die ,Lernkurven® der Place Version in Abbildung 13 zeigen fur Kontrolltiere (weil3e
Punkte) und behandelte Tiere (schwarze Punkte) denselben Verlauf, d. h. dass beide

Gruppen im Verlauf von acht Tagen jeweils gleich viel Zeit bendtigten, die Plattform zu

lokalisieren.
70 4 ; ; 5 :
—e— Tiere mit Propofol-Anasthesie
60 4 —O— Kontrolltiere
50 A

p<0,001 fur beide Gruppen

*

40 -

[s]

30 4

20 A

10 A

Tag
Abb. 13: Morris-Water-Maze-Test (Place Version) fiir Tiere mit Propofol-Anasthesie.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der durchschnittlich bendtigten Schwimmdauer in Sekunden bis
zum Auffinden der Plattform im zeitlichen Verlauf von Tag 2 bis Tag 9. Kontrolltiere: n=11 (wei3e Punkte),

behandelte Tiere: n=23 (schwarze Punkte). x=p<0,001 (Tag 3-9 vs. Tag 2) fur beide Gruppen.

Bei der Uberpriifung des Lernerfolgs durch Entfernen der Plattform am zehnten Tag
schwammen beide Gruppen signifikant am langsten innerhalb des urspriunglichen
Plattformquadranten PQ (vgl. Abb. 14).
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Kontrolltiere Tiere mit Propofol-Anasth.

Abb. 14: Morris-Water-Maze-Test (Spatial Probe) fiir Tiere mit Propofol-Anasthesie.

Die signifikante Bevorzugung des Plattformquadranten PQ ist bei beiden Gruppen deutlich zu erkennen.
Alle Werte waren normalverteilt. Kontrolltiere: n=11 (links), behandelte Tiere: n=23 (rechts). *=p<0,001
(PQvs. LQ, GQ, RQ).
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3.3.3.2. Tiere mit Sevofluran-Anasthesie

Auch bei der Sevofluran-Gruppe zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
behandelten Tieren und der Kontrollgruppe. Die Kurven beider Tiergruppen in Abb. 15

beschreiben im achttagigen Verlauf dieselben Schwimmzeiten bis zum Auffinden der

Plattform.

707 —e— Tiere mit Sevofluran-Anasthesie

—O— Kontrolltiere
60 A
50 1 p<0,001 fur beide Gruppen
1

40 I * I
)

30 A

20 A

10 A

Tag
Abb. 15: Morris-Water-Maze-Test (Place Version) fiir Tiere mit Sevofluran-Anasthesie.
Die Mittelwerte (+ SEM) der durchschnittlich bendtigten Schwimmdauer bis zum Auffinden der Plattform
im zeitlichen Verlauf von Tag 2 bis Tag 9 bilden die sog. ,Lernkurve®. Kontrolltiere: n=14 (weifle Punkte),

behandelte Tiere: n=15 (schwarze Punkte). x=p<0,001 (Tag 3-9 vs. Tag 2) fur beide Gruppen.

Am 10. Tag konnte beim Suchen der (entfernten) Plattform die deutliche Bevorzugung
des ehemaligen Plattformquadrant PQ bei beiden Gruppen gleichermallen beobachtet
werden (vgl. Abb. 16).
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Abb. 16: Morris-Water-Maze-Test (Spatial Probe) fiir Tiere mit Sevofluran-Anasthesie.

Die signifikante Bevorzugung des Plattformquadranten PQ ist bei beiden Gruppen deutlich erkennbar.
Alle Werte waren normalverteilt. Kontrolltiere: n=14 (links), behandelte Tiere: n=15 (rechts). Bei
x=p<0,001 (PQvs. LQ, GQ, RQ).
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3.3.3.3. Tiere mit Kombinationsnarkose

Auch bei Tieren, die eine Kombinationsnarkose erhalten hatten, konnte wahrend der
Place Version des Morris-Water-Maze-Tests ein Lernerfolg (Definition: vgl. Abschnitt
2.4.3.) beobachtet werden, welcher sich hier einen Tag spater als bei den Kontrolltieren

einstellte. Dennoch lernten beide Gruppen, die Plattform zu lokalisieren (vgl. Abb. 17).

70 —e— Tiere mit Kombinationsnarkose
—O— Kontrolltiere
60 -
p<0,001 fur Kontrolltiere
50 - * |
0 p<0,001 fir beh. Tiere
@ *
30 A
20 A
10 A
0

Tag

Abb. 17: Morris-Water-Maze-Test (Place Version) fir Tiere mit Kombinationsnarkose.

Es zeigten sich keine Unterschiede im Verlauf der gemessenen Mittelwerte (+ SEM) der durchschnittlich
bendtigten Schwimmdauer (y-Achse) bis zum Auffinden der Plattform im zeitlichen Verlauf von Tag 2 bis
Tag 9. Kontrolltiere: n=15 (weille Punkte), Tiere mit Kombinationsnarkose: n=13 (schwarze Punkte).

*=p<0,001 (Tag 3-9 vs. Tag 2 fur Kontrolltiere bzw. vs. Tag 3 fur behandelte Tiere).

Ein Bevorzugtes Schwimmen im ehemaligen Plattformquadranten konnte in der Spatial

Probe auch fur Tiere mit Kombinationsnarkose beobachtet werden (vgl. Abb. 18).
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104 ::::::1 rZzZ71 LQ = linker Quadrant
:.:.:,1 EXX3 GQ = gegenuberliegender Quadrant
0 D’O‘OQ =—= RQ = rechter Quadrant

Kontrolltiere Tiere mit KomlbinatiOnsnarkose

Abb. 18: Morris-Water-Maze-Test (Spatial Probe) fiir Tiere mit Kombinationsnarkose.

Beide Gruppen zeigten am zehnten Versuchstag eine signifikante Bevorzugung des Plattformquadranten
PQ. Kontrolltiere: n=15 (links), Tiere mit Kombinationsnarkose: n=13 (rechts). *=p<0,001 (PQ vs. LQ,

GQ, RQ). Alle Werte waren normalverteilt.
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3.3.4. Hole-Board-Test

Das Ergebnis des Hole-Board-Tests setzt sich aus den drei gemessenen Kategorien
.Rearings®, ,Nose pokes“ und ,Zurlckgelegte Wegstrecke” zusammen. In den
Saulendiagrammen der Abbildungen 19-21 ist der zweite Tag jeweils durch
Querstreifung gekennzeichnet. Links sind jeweils die Ergebnisse der Kontrolltiere in
weil} angetragen, rechts die der behandelten Tiere in rot.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Verhaltenstests insgesamt waren insbesondere
im Hole-Board-Test ausgepragte Verhaltensauffalligkeiten zu beobachten: Sowohl bei
Tieren mit Propofol-Anasthesie als auch bei Tieren mit Kombinationsnarkose konnten
hier signifikante Unterschiede im Habituationsverhalten im Vergleich zur Kontrollgruppe
aufgezeigt werden.

Die in Abschnitt 2.4.4. beschriebene Abnahme der drei gemessenen Parameter zum
zweiten Versuchstag hin, die bei den Kontrolltieren zu erwarten gewesen ware, konnte
bzgl. der ,Rearings* bei keiner der drei Kontrollgruppen beobachtet werden. Die Anzahl
der Nose pokes und die zurickgelegte Wegstrecke verringerten sich zum zweiten Tag

hin allerdings bei allen Kontrollgruppen durchwegs signifikant.

3.3.4.1. Tiere mit Propofol-Anasthesie

Tiere mit neonataler Propofol-Narkose zeigten im Hole-Board-Test im Vergleich zu den
Kontrolltieren deutliche Verhaltensauffalligkeiten: Bei beiden Gruppen war zwar zum
zweiten Tag hin eine signifikante Abnahme der Nose pokes zu zahlen (vgl. Abb. 19 A),
jedoch nahm die innerhalb der 10 Minuten gelaufene Wegstrecke bei den behandelten
Tieren zum zweiten Tag hin nicht ab (vgl. Abb. 19 B). Die Anzahl der Rearings blieb von
Tag 1 zu Tag 2 bei den Kontrolltieren gleich, nahm jedoch bei den behandelten Tieren
zum zweiten Tag hin signifikant zu (vgl. Abb. 19 C). Somit erkundeten die Propofol-
behandelten Tiere die Apparatur am zweiten Tag noch genauso intensiv wie am ersten,

d. h. sie habituierten nicht an die neue Umgebung.
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A. Nose pokes B. zuriickgelegte Wegstrecke
60 4 0]  p<0,001
- p=0,002 p=0,001 *

* * T

40 4 T 20 4

[n]
[m]

30 1

Kontrolltiere Tiere mit Propofol-Anésth. Kontrolltiere Tiere mit Propofol-Anésth.

N\

Anzahl der durchschnittlich verrichteten Nose pokes Durchschnittlich zurtickgelegte Wegstrecke.
(Tiere stecken den Kopf in ein Loch des Hole Boards).

C. Rearings
80 4
p=0,018
60 4 *
— I —Tag 1
£ 0 ez Tag 2

20 4

Kontrolltiere Tiere mit Propofol-Anésth.

Durchschnittliche Anzahl der Rearings (Aufrichten auf die Hinterbeine).

Abb. 19 A-C: Hole-Board-Test fir Tiere mit Propofol-Anasthesie.

Im Vergleich der Messungen von Tag 1 (leere Saule) und Tag 2 (Querstreifung) zeigten die behandelten
Tiere keine adaquate Abnahme des Erkundungsverhaltens zum zweiten Tag hin (vgl. B und C). Sie
habituierten damit schlechter als die Kontrolltiere. Alle Werte waren normalverteilt. Kontrolltiere (weil):

n=11, Tiere mit Propofol-Anasthesie (rot): n=23. *=p<0,05 (Tag 1 vs. Tag 2).
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3.3.4.2. Tiere mit Sevofluran-Anasthesie

Beim Hole-Board-Test verhielten sich die Tiere mit neonataler Sevofluran-Anasthesie
genauso wie die Kontrolltiere: die Anzahl der verrichteten Nose pokes nahm zum
zweiten Tag hin signifikant ab (vgl. Abb. 20 A) und die innerhalb von 10 Minuten
zuruckgelegte Wegstrecke wurde bei beiden Gruppen zum zweiten Tag hin signifikant
kirzer (vgl. Abb. 20 B). Alle Tiere zeigten dieselbe Anzahl an Rearings an beiden
Tagen (vgl. Abb. 20 C). Die Sevofluran-behandelten Tiere habituierten ebenso wie die

Kontrollgruppe an die neue Umgebung.

A. Nose pokes B. zuriickgelegte Wegstrecke
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Kontrolltiere  Tiere mit Sevofluran-Anasth. Kontrolltiere  Tiere mit Sevofluran-Anasth.
Anzahl der durchschnittlich verrichteten Nose pokes Durchschnittlich zurtickgelegte Wegstrecke.

(Tiere stecken den Kopf in ein Loch des Hole Boards).

C. Rearings
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==z Tag 2

[n]

40
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Kontrolltiere  Tiere mit Sevofluran-Anasth.

Durchschnittliche Anzahl der Rearings (Aufrichten auf die Hinterbeine).

Abb. 20 A-C: Ergebnis des Hole-Board-Tests fur Tiere mit Sevofluran-Anéasthesie.

Zu sehen ist eine signifikante Abnahme von Nose pokes (A) und zurtckgelegter Wegstrecke (B) zum
zweiten Tag hin sowie gleichbleibende Anzahl der Rearings (C) gleichermal3en bei beiden Gruppen.
Somit ergaben sich keine Unterschiede zur Kontroligruppe. Alle Werte waren normalverteilt. Leere Saule:
Tag 1, Querstreifung: Tag 2. Kontrolltiere (weif3): n=14, Tiere mit Sevofluran-Anasthesie (rot): n=15. * =
p<0,05 (Tag 1 vs. Tag 2).
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3.3.4.3. Tiere mit Kombinationsnarkose

Tiere mit neonataler Kombinationsnarkose zeigten - ahnlich wie die Propofol-Gruppe -
signifikante Verhaltensauffalligkeiten im Hole-Board-Test: Die behandelten Tiere
zeigten zum zweiten Tag hin ein gleich bleibendes Erkundungsverhalten bei den Nose
pokes im Gegensatz zu abnehmenden Nose-poke-Zahlen bei der Kontrollgruppe.

Eine Habituation konnte damit bei den behandelten Tieren nicht beobachtet werden
(vgl. Abb. 21 A). In den Kategorien ,Zurlckgelegte Wegstrecke“ und ,Rearings”
ergaben sich keine Unterschiede (vgl. Abb. 21 B und C).
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(Tiere stecken den Kopf in ein Loch des Hole Boards).
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Abb. 21 A-C: Hole-Board-Test fiir Tiere mit Kombinationsnarkose.

Die behandelten Tiere (rote Saulen, n=13) zeigten im Vergleich zu den Kontrolltieren (weiRe Saulen,
n=15) keine Reduktion der Nose pokes zum zweiten Tag hin (A). Die Messungen der innerhalb von 10
Minuten zurlckgelegten Wegstrecke (B) sowie der Rearings (C) ergaben keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen. Alle Werte waren normalverteilt. =p<0,05 (Tag 1 vs. Tag 2).

43



ERGEBNISSE

3.3.5. Geschlechtsspezifisches Verhalten der Kontrolltiere

In den durchgefiuihrten Tests zeigten sich zwischen mannlichen und weiblichen
Kontrolltieren keine signifikanten Verhaltensunterschiede. Die folgenden Abbildungen

zeigen dies in den Ergebnissen des Open-Field-Tests (Abb. 22), des Morris-Water-

Maze-Tests (Abb. 23) und des Hole-Board-Tests (Abb. 24).
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C. Eintritte in die innere Zone
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Durchschnittliche Anzahl der Eintritte in die innere
Zone des Open Fields (vgl. 2.4.1.).

B. Zuriickgelegte Wegstrecke
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D. Aufenthalt in der inneren Zone
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des Open Fields.

Abb. 22 A-D: Geschlechtsspezifische Analyse des Open-Field-Tests fiir die Kontrolitiere.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen mannlichen (m: weille Saulen, n=26) und

weiblichen (w: rote Saulen, n=14) Tieren gefunden werden.

44



ERGEBNISSE

[s]

50 -

40 -

30 4

[s]

20 4

10 -

1 PQ = Plattformquadrant
zZzZ71 LQ = linker Quadrant

EXX2 GQ = gegeniiberliegender Quadrant

70 4
—e— Kontrolltiere (m)
60 4 —O— Kontrolltiere (w)
50 A
40 | p<0,001 fur beide Gruppen
30 4
20 A
10 A
0 . . : -
2 3 4 6 e 8 9
T Fp<0,001— T
—p<0,001—
* % *
*
5 *
-
4
R
5
Iede

RQ = rechter Quadrant

Kontrolltiere (m)

Kontrolftier

0]

(w)

Abb. 23 A+B: Geschlechtsspezifische Analyse der Kontrolltiere im Morris-Water-Maze-Test.

A: Place Version (Tag 2-9 mit Plattform): Die durchschnittlich benétigten Zeitspannen bis zum Auffinden

der Plattform sind dargestellt im zeitlichen Verlauf von Tag 2-9. B: Spatial Probe (Tag 10 ohne Plattform):

Die jeweils geschwommenen Zeiten pro Quadrant fur PQ, LQ, GQ und RQ zeigen sowohl bei ménnlichen

(m, links) als auch bei weiblichen (w) Tieren (rechts) gleichermal3en eine signifikante Bevorzugung des

Plattformquadranten (PQ). Weder in der Place Version noch in der Spatial Probe konnten signifikante

Unterschiede zwischen mannlichen (n=26) und weiblichen (n=14) Tieren beobachtet werden. x=p<0,001

(fir Place Version: Tag 3-9 vs. Tag 2, flr Spatial Probe: PQ vs. LQ, GQ und RQ).
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A. Nose pokes B. Zuriickgelegte Wegstrecke
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(Tiere stecken den Kopf in ein Loch des Hole Boards).
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Abb. 24 A-C: Geschlechtsspezifische Analyse der Kontrolltiere im Hole-Board-Test.

Ménnliche (m: weifle Saulen, n=26) und weibliche Tiere (w: rote Sdulen, n=14) verhielten sich im Hole-
Board-Test gleich. Tag 1(w) vs. Tag 1(m) und Tag 2(w) vs. Tag2 (m) waren nicht signifikant. *=p<0,05
(Tag 1 vs. Tag 2).
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4. DISKUSSION

Diese Untersuchungen wurden durchgefuhrt, um eventuell vorhandene Veranderungen
im Verhalten adulter Ratten, die neonatal mit Anasthetika behandelt wurden, in
Verhaltenstests zu detektieren.

In zwei der vier durchgeflhrten Verhaltenstest konnten signifikante Unterschiede
zwischen den behandelten Tieren und der Kontrollgruppe beobachtet werden: Die
Propofol-Gruppe wies im Hole-Board-Test ein reduziertes Habituationsverhalten auf, die
Sevofluran-Gruppe vermied es im Open-Field-Test, die innere Zone der Apparatur zu
betreten. Tiere mit neonataler Kombinationsnarkose zeigten ein Mischbild der beiden
zuvor geschilderten Verhaltensauffalligkeiten. Der folgende Abschnitt 4.1. geht auf die

Interpretation dieser Verhaltensweisen naher ein.

41. Ergebnisse der Verhaltenstests

G. M. Morris fand heraus, dass hippokampale Lasionen das Verhalten von Ratten und
von Méausen im Morris-Water-Maze-Test beeintrachtigen kénnen.®”*® Zudem wurde
dem Morris-Water-Maze-Test eine hohe Sensitivitat fur Beeintrachtigungen des GABA-
bzw. Glutamat-Transmitter-System nachgewiesen.? Signifikante Defizite im raumlichen
Lernen, wie sie nach der Kombinationsnarkose mit Midazolam, Lachgas und Isofluran
bei Jevtovic-Todorovic et al.”* auftraten, konnten nach neonataler Propofol- oder
Sevofluran-Mononarkose genauso wenig wie nach einer Kombinationsnarkose der
beiden Substanzen mit Midazolam beobachtet werden, obwohl es - basierend auf
histologischen Untersuchungen - Hinweise auf eine neuronale Schadigung in
hippokampalen Hirnarealen nach Anwendung von Propofol bei Neugeborenen gibt.75

Verhaltensdefizite bei Ratten mit hippokampalen Lasionen wurden des Ofteren bereits
als sehr komplex beschrieben: So zeigten sich solche Tiere zwar beeintrachtigt, eine
versteckte (d. h. Unter-Wasser-)Plattform zu finden, konnten eine Plattform jedoch
problemlos lokalisieren, wenn sie sich — wie in dem hier verwendeten Versuchsmodell -
jedes mal im selben Abstand und in der selben Richtung im Bezug auf
Orientierungshilfen (z. B. Symbole an der Wand) befand.”™ Es wurde auBerdem

beobachtet, dass das Ausmafll des Lerndefizits beim raumlichen Lernen mit dem
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Volumen des geschadigten Hippokampusgewebes korreliert und dorsale Lasionen des
Hippokampus groRere Effekte zeigen als ventrale.'®'% Eine Aufschliisselung nach
dorsaler und ventraler Lokalisation der Apoptosen in der Hippokampusregion nach
Propofol-Gabe liegt in unseren Untersuchungen nicht vor.”

Im Hole-Board-Test konnten bei zwei behandelten Gruppen Verhaltensunterschiede im
Vergleich zu den Kontrolltieren gefunden werden. Der Test diente der Untersuchung

2 wobei die Anzahl der untersuchten Locher des Hole

des Habituationsverhaltens,®
Boards (Nose pokes), die insgesamt zurlckgelegte Wegstrecke und die Anzahl der
Rearings (Aufrichten auf die Hinterbeine) als Kriterien exploratorischer Aktivitat
interpretiert wurden. Am zweiten Versuchstag sollte die Abnahme der
Explorationsaktivitat auf Habituation bzw. Gewohnung der Versuchstiere an die neue
und unbekannte Umgebung hinweisen.** Tiere mit Propofol-Anésthesie habituierten
schlechter d. h. sie untersuchten die Testapparatur am zweiten Tag noch genauso
intensiv wie am ersten, obwohl alle Tiere die Testapparatur schon aus dem ersten
Versuchstag kannten. Moglicherweise verfugten sie Uber ein schlechteres
Objektgedachtnis als die Kontrolltiere, was die fehlende Abnahme der zurtickgelegten
Wegstrecke und die Zunahme der Rearings der behandelten Tiere am zweiten
Versuchstag erklaren konnte.

Tiere mit Sevofluran-Anasthesie zeigten lediglich im Open-Field-Test signifikante
Verhaltensauffalligkeiten. In diesem Test wird die natlrliche Aversivitat der Ratten

t,341% um die Angstlichkeit der Tiere

gegenuber groflen und ,fremden“ Raumen genutz
zu untersuchen.’®*'% |n den gewonnenen Ergebnissen der vorliegenden Studie zeigten
Tiere mit Sevofluran-Anasthesie ein angstlicheres Verhalten als die Propofol- und
Kontrolltiere, indem sie signifikant weniger Zeit in der inneren Zone der Apparatur
verbrachten.

Bei der Testung der Tiere mit Kombinationsnarkose wiederholten sich schlie3lich, wie
erwartet, qualitativ sowohl die Ergebnisse der Propofol- als auch der Sevofluran-
Gruppe: In einer der drei Kategorien des Hole-Board-Tests zeigte sich eine signifikant
verminderte Habituation sowie im Open-Field-Test eine gesteigerte Angstlichkeit, d. h.
sie bevorzugten es wie die Sevofluran-Gruppe, sich in der dulleren Zone der Testflache
aufzuhalten. Zudem zeigten sie im selben Versuch eine vermehrte lokomotorische
Aktivitat (d. h. eine signifikant langere Wegstrecke) im Vergleich zu den Kontrolltieren.
In der Literatur wird ein direkter Zusammenhang zwischen exploratorischer Aktivitat und

Angstlichkeit der Tiere beschrieben.'® Es existieren allerdings widerspriichliche
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Meinungen zur Interpretation der Lokomotion als Angstparameter: Wahrend
Untersuchungen an Ratten im Open-Field-Test darauf hinwiesen, dass gerade kurzere

107

Wegstrecken mit starkerer Angstlichkeit der Tiere einhergehen kénnen,'" vertritt eine

andere Arbeitsgruppe die Meinung, dass die Lokomotion im Open-Field-Test als

Angstparameter nicht herangezogen werden diirfe."®

Zusammenfassend ist bei der Betrachtung dieser Ergebnisse ein Zusammenhang mit
den bisherigen histologischen Untersuchungen zur Neurotoxizitdt der untersuchten
Medikamente postulierbar (vgl. Kap. 1.3.), sodass aus Daten der Literatur
moglicherweise abgeleitet werden kann, dass die Ursache des veranderten Verhaltens
ein Anasthetika-induzierter Anstieg der Apoptoserate im neonatalen Gehirn sein
kénnte."®

Der folgende Abschnitt 4.2. soll einen Uberblick geben, wann und unter welchen

Umstanden Apoptosevorgange im Gehirn allgemein auftreten kénnen.

4.2. Neuronale Apoptosevorgange im neonatalen Gehirn

Jeden Tag werden im menschlichen Kérper ca. 60 x 10° Zellen neu gebildet. Um diesen
Zellumsatz zu ermdglichen, werden Uberschissige, nichtfunktionelle oder geschadigte
Zellen zumeist durch programmierten Zelltod entfernt. Ein Gleichgewicht von Zellteilung
und Zelltod sorgt daflr, dass bei der Regeneration von Organen und Organsystemen
ihre Zellzahl relativ konstant bleibt. Wahrend der Embryonalentwicklung und des
gesamten Wachstums spielt der programmierte Zelltod bei der ,Einschmelzung“ oder
Reorganisation von Strukturen eine wichtige Rolle (z. B. Thymusatrophie,
Interdigitalfalten).”'®""" Auch bei der Gehirnentwicklung spielt der programmierte
Zelluntergang eine wichtige Rolle.

Kerr et al. beobachteten 1972 bei dieser Art von Zelltod deutliche morphologische
Unterschiede zur Nekrose und fiihrten so den Begriff ,Apoptose” ein."'? Anders als bei
der Nekrose, bei der die Zellorganellen zugrunde gehen, die Zellen aufplatzen und der
Zellinhalt (u. a. Enzyme, Sauerstoffradikale und Zytokine) in das umgebende Gewebe
ausgeschittet wird und dort Entzindungsreaktionen hervorruft, bleiben bei der
Apoptose Zellmembran und Zellorganellen intakt. Viele Moleklile wie auch

proinflammatorische Substanzen werden so zuruckgehalten und intrazellular abgebaut.
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Zu Beginn der Apoptose kann eine Verringerung des Zellvolumens beobachtet werden,
der Zellkern schrumpft und das Chromatin verdichtet sich (Pyknose). Weiterhin werden
auf der Zelloberflache apoptotischer Zellen Signalmoleklle exprimiert, die sie fur

Makrophagen zur Phagozytose kennzeichnen.'"®

Die Signaltransduktionswege der Apoptose sind komplex, jedoch weitgehend geklart.
Kaskadenartig werden durch Abspaltung inhibitorischer Molekulbestandteile
proteinabbauende Enzyme (Kaspasen) aktiviert, die letztendlich zum Abbau
apoptoserelevanter Substrate fiinren.""° Es sind bis heute drei Signalwege bekannt,
Uber die die sog. Kaspasenkaskade ausgeldst werden, um so den programmierten
Zelltod einleiten zu kdnnen: ein extrinsischer Weg, der uber sog. ,Todesrezeptoren® (z.
B. CD-95-, FAS- oder TNF-1-Rezeptor) vermittelt wird, ein intrinsischer (sog.
,mitochondrialer®) Signalweg und ein alternativer Weg uber das endoplasmatische

Retikulum wurden bisher beschrieben.’'*"1®

Der Todesrezeptorsignalweg ermoglicht Uber ein Adaptermolekil (FADD: FAS-
associated death domain protein) die Rekrutierung von Procaspase-8 an den sog. CD-
95-Rezeptor-Ligand-Komplex (engl.: death inducing signaling complex, DISC). Dadurch
wird Procaspase-8 autoproteolytisch aktiviert und kann die Kaspasenkaskade starten.
Das initiale Ereignis im mitochondrialen Signalweg ist die Freisetzung von Zytrochrom C
aus dem Mitochondrium. Im Zytosol I6st Zytrochrom C die an die Hydrolyse von dATP
gekoppelte Ausbildung des sog. Apaf-1/Procaspase-9-Apoptosomkomplexes aus.
Dadurch wird Procaspase-9 autoproteolytisch aktiviert und die Kaspasenkaskade

eingeleitet.’®

An der Modulation der Empfindlichkeit bzw. der Neigung zur Apoptose einzelner Zellen
ist die intrazellulare Expression der Regulatorproteine Bcl-2 und Bcl-xL malgeblich
beteiligt, die die Freisetzung von Cytochrom C blockieren, sowie die der Kaspase-3 als

Endglied der Kaspasenkaskade (sog. Effektorkaspase).””

Im Tiermodell mit neugeborenen Ratten schien eine (durch Anasthetika induzierte)
vermehrte Expression des sog. brain derived neurotrophic factor (BDNF) sowie die
vermehrte Auspragung des niedrig-affinen Neurotrophin-Rezeptors p75"'° im
zerebralen Kortex zur Aktivierung der Apoptosekaskade zu fiihren.""® BDNF gehort zur
Familie der Neurotrophine und ist mittels hoch-affiner Bindung am TrkB-Rezeptor u. a.
an Differenzierung, Funktionserhalt und synaptischer Plastizitdt von Nervenzellen

beteiligt.”"1"
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Werden Apoptosen durch externe Stimuli induziert (z. B. medikamentds), scheint
auBerdem der Zeitpunkt der Behandlung der Tiere eine groRe Rolle zu spielen.
Besonders empfindlich auf metabolische Einwirkungen sowie auf die Applikation von
Anasthetika reagieren Neurone wahrend der Phase des sog. brain growth spurt, d. h.
wahrend des Zeitpunkts der maximalen Hirnwachstums-Geschwindigkeit. Dieser wird
bei verschiedenen Lebewesen zu verschiedenen Zeitpunkten im Bezug zur Geburt
erreicht.** Eine erhdhte Empfindlichkeit gegeniiber apoptotischen Vorgangen werden
wahrend dieses Zeitraumes nicht nur Neuronen, sondern auch Oligodentrozyten und
Astrozyten im unreifen Gehirn zugeschrieben, insbesondere nach einer Zellschadigung
durch freie Radikale."""

Anders als beim Menschen, wo die Synaptogenese vom letzten Trimenon der
Schwangerschaft bis etwa zwei Jahre nach der Geburt andauert,® ist diese Phase bei
der Ratte ein rein postnatales Ereignis, das um den 6. Lebenstag seinen Hohepunkt
erreicht und etwa zwei bis drei Wochen andauert''. Der Zeitpunkt der Behandlung der
Versuchstiere wurde deshalb auf den 6. Lebenstag festgelegt. Yon et al. beschrieben,
dass eine spatere Anasthetika-Behandlung am 14. Lebenstag — d. h. gegen Ende der
Synaptogenese bei der Ratte — keine Aktivierung der Signaltransduktion zur Apoptose
zur Folge hatte.'?

Neben den bekannten Ursachen wie Hypoxie, Hypoglykamie, Ischamie, Infektion und
Epilepsie sind weitere Triggerfaktoren fur apoptotische Vorgange bei Neugeborenen
bekannt: Stressoren aller Art, z. B. die Trennung vom Muttertier,'”® postoperative

Unterernahrung'?*'?°

sowie haufiges Anfassen (sog. ,Handling‘) durch den
Menschen'® in der Neonatalperiode kdénnen eine erhohte Neurodegeneration
hervorrufen.

GABA und Glutamat scheinen hierbei durch Modulation und Steuerung von
Zellproliferation, Neuroblastenmigration und Dendritenreifung eine SchlUsselrolle bei
der friihen Gehirnentwicklung zu spielen.'?"?8

Da die drei in dieser Studie verwendeten Anasthetika ihre Wirkung u. a. dber GABA
und/oder Glutamat entfalten, wird in Abschnitt 4.3. auf die Bedeutung dieser Transmitter

in der frihen Gehirnentwicklung naher eingegangen.
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4.3. Bedeutung von Glutamat und GABA in der Gehirnentwicklung

Neurotransmitter wie Glutamat und GABA funktionieren nicht allein als Effektoren der
Signaltransduktion an der Synapse, sondern sie scheinen auch durch nicht-synaptische
Wirkmechanismen bereits in sehr fruhen Stadien der Gehirnentwicklung eine
entscheidende Rolle zu spielen. Hierbei wird eine parakrine, diffuse d. h. nicht-
synaptische Wirkungsweise der Transmitter beschrieben, im Kontrast zur schnellen,
fokussierten Wirkung an der Synapse.'?

GABA-positive Zellen kdnnen ab der sechsten Gestationswoche gefunden werden'°
und auch die exzitatorisch wirkende Aminosaure Glutamat ist schon wahrend der ZNS-
Entwicklung vorhanden.™  Gleichzeitig exprimieren neuronale Stammzellen,
migrierende Neuroblasten und unreife Neurone transmitterspezifische
Rezeptoren.'3213

Die Proliferation neuronaler Progenitorzellen ist einer der ersten wichtigen Schritte der
Cortex-Bildung, wobei der sog. Neocortex aus einer ventrikularen und einer

134
t3

subventrikularen Zone besteht'”". Wahrend Precursor-Zellen der ventrikularen Zone im

adulten Gehirn schrittweise durch ependymale Zellen mit beschrankter Fahigkeit zur

5

Proliferation ersetzt werden,”™ bleibt die subventrikulire Zone lebenslang als

proliferative Zellpopulation bestehen'*"*”. Die Rolle von GABA und Glutamat bei der
Progenitorzellproliferation ist im Tiermodell ausfiihrlich untersucht worden.'' %8142
Sowohl durch Applikation von GABA als auch von Glutamat wird durch Verkirzung des
Zellzyklus die Zellproliferation der ventrikularen Zone erhoht, die Proliferationsrate der
subventrikuldren Zone zugleich verringert.'® Diese gegensétzliche Modulation von
ventrikularen und subventrikuldaren Progenitorzellen scheint entscheidend zum
neokortikalen Wachstum beizutragen.”®'** GABA und Glutamat agieren zudem als
trophische Faktoren der neuronalen Differenzierung zur Auspragung des

127,144

Dendritenbaums und scheinen durch chemotaktische Effekte auch die

Neuroblastenmigration von der ventrikularen Zone zur sog. cortical plate, dem spateren
Neokortex zu beeinflussen'#"14214°,

Auch externe Stimuli wie subkutane Injektion von hochdosiertem Glutamat bewirkte
zudem im Tiermodell eine akute Nekrose von Nervenzellen in bestimmen
Hirnarealen.”® '’ Eine Blockade des Glutamat-Rezeptors vom NMDA-Typ fiihrte
dagegen zu ausgepragter Apoptose im sich entwickelnden Gehirn”" und zu limitierter

Synapsenausbildung im Hippokampus.'*® Transgene Tiere mit einem Funktionsverlust
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des NMDA-Rezeptors zeigten erhdohte Apoptoseraten in bestimmten Hirnarealen
wahrend der Synaptogenese’*® und starben kurz nach der Geburt'°.

Die meisten verwendeten Anasthetika verfligen Uber GABAerge und glutamaterge
Wirkmechanismen. Es ist daher leicht vorstellbar, dass die neonatale Anwendung von
Anasthetika nachteilige Effekte fur das sich entwickelnde Gehirn mit sich bringen
konnte, indem diese die zur regelrechten Gehirnentwicklung bendtigte feine Balance
aus GABA und Glutamat stéren. Abschnitt 4.3. soll einen groben Uberblick tber die
vorhandene Literatur zu o. g. Wirkungen von Anasthetika geben und betrachtet hierbei
schwerpunktmafig die in der vorliegenden Studie verwendeten Medikamente Propofol,

Sevofluran und Midazolam.

4.4. Einfluss von Anasthetika auf die ZNS-Entwicklung

Fur Propofol wurde in vitro eine selektive Neurotoxizitat fur subventrikulare GABAerge
Neurone, nicht aber fiir Astroglia bei neugeborenen Ratten nachgewiesen.™’
Histologisch konnten nach Propofol-Gabe vermehrte Apoptoseraten im Hippokampus
beobachtet werden” und auch an Zellen des zerebralen Kortex neugeborener Tiere
wurde gezeigt, dass Propofol dosisabhangig die Apoptose GABAerger Neurone
induzieren kann, wahrend andere Zelltypen wie Oligodendrozyten und Astrozyten in
ihrer Entwicklung unbeeintrachtigt blieben™. Auch eine Beeinflussung des
Dendritenwachstums wird im o. g. in-vitro-Modell mit GABAergen Neuronen'® bei

klinisch relevanten Konzentrationen von Propofol beschrieben'®

. Im Gegensatz zu
Untersuchungen mit unreifen Nervenzellen konnte in einem in-vitro-Modell an drei
Wochen alten hippokampalen Zellen kein Hinweis auf Neurotoxizitat sogar bei hohen

Konzentrationen von Propofol gefunden werden.’?

Dies entspricht den oben
beschriebenen Beobachtungen zur Sensitivitat von Neuronen gegenuber Apoptose-
induzierenden Substanzen, welche bei Ratten um den sechsten Lebenstag einen
Hohepunkt zu erreichen scheint (vgl. Abschnitt 4.1.). Es liegt deswegen die Vermutung
nahe, dass auch die Auspragung der potenziellen Neurotoxizitat von Propofol stark vom
Entwicklungsstadium abhangt, in dem die unreifen Neurone dem Medikament exponiert
werden. Die Ergebnisse der Verhaltenstests der Tiere (vgl. Abschnitt 3.2.4.1.), die am
sechsten Lebenstag eine Mononarkose mit Propofol erhielten, lassen ebenfalls ein

neurotoxisches Potential von Propofol vermuten.
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Der genaue Wirkmechanismus der volatilen Anasthetika wird gegenwartig noch

t % dennoch steht fest, dass auch diese u. a. tiber GABA-mimetische und/oder

diskutier
NMDA-antagonistische Wirkungsweisen verfugen. Fur Halothan wurde bereits vor 20
Jahren eine Beeintrachtigung von Dendritenwachstum und —ramifikation sowie eine
erniedrigte Synapsendichte nach pranataler Exposition nachgewiesen.”™ Auch fir

Lachgas™® und Isofluran""°®

wurden neurodegenerative Wirkungen beschrieben. Die
in vitro beobachteten Apoptosen nach neonataler Mononarkose mit Isofluran 1,5 Vol%
traten nach einer Narkosedauer von mindestens funf Stunden auf. Desweiteren wurde
auch hier ein Zusammenhang zwischen dem Ausmal der Neurodegeneration und dem
Alter der Tiere am Tag der Narkose bzw. der Narkosedauer (vgl. Abschnitt 4.4.1.)
vermutet.”” Zu dem chemisch verwandten Sevofluran konnte trotz seiner Wirkung am
GABAAx-Rezeptor bis heute kein Hinweis auf neurodegenerative Effekte nach neonataler
Anwendung gefunden werden.'® Inhalativen Anasthetika wie Isofluran und Sevofluran
werden nach Studienergebnissen in vivo und in vitro sogar neuroprotektive
Eigenschaften bei vorubergehenden Phasen intraoperativer Ischamie und

Hypoglykdmie zugeschrieben.®®’

Bei transient supprimierter O2- und Glucose-
Versorgung von reifen, gemischten zerebralen Zellkulturen der Ratte konnte in vitro die
Glutamat-Aufnahme der Glia- und Nervenzellen durch Sevofluran stabilisiert werden.'®?
Entsprechend zeigten die Tiere nach neonataler Sevofluran-Anasthesie in den
Verhaltenstests im Vergleich zu den anderen Gruppen keine umfassenden Defizite
komplexer Lernmechanismen, sondern lediglich subtile Veranderungen des
Angstverhaltens (vgl. 3.2.1.2.).

Eine Apoptose-induzierende Wirkung wird auch flir das am GABAa-Rezeptor-Komplex
wirksame Medikament Midazolam beschrieben.'® In vitro waren hier die Effekte auf
Differenzierung und Entwicklung GABAerger Neurone allerdings sehr unterschiedlich’*:
Auch hohe Konzentrationen von Midazolam (>25 ug/ml) schienen weit geringere Effekte
auf die neuronale Differentierung und Uberlebensrate der Zellen auszuliben als geringe
Dosen von Propofol. Eine Hypothese zur Erklarung dieses Phanomens ist der
unterschiedliche Angriffsort am GABAa-Rezeptor-Komplex: Wahrend Propofol die
Phosphorylierung an der f-Untereinheit des GABAa-Rezeptors induziert, greifen
Benzodiazepine selektiv die a-Untereinheit des Rezeptors an.'® Eine weitere Erklarung
ergibt sich aus der Vermutung, dass Propofol im Gegensatz zu Benzodiazepinen auch
Uber GABAa-unabhangige Wirkmechanismen verflgt. So wurde fir Propofol auch eine

inhibitorische Wirkung am NMDA-Rezeptor bei hippokampalen Neuronen beschrieben
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sowie die Fahigkeit zur Signalintereferenz mittels nikotinerger Acetylcholin-
Rezeptoren'®® und Ca?*-Kanalen vom T-Typ'®.

Da Midazolam im klinischen Alltag haufig als Pramedikation vor einer Narkose
verabreicht wird, wurden in der hier vorliegenden Studie nicht die Auswirkungen von
Midazolam allein, sondern die der Anwendung in Kombination mit anderen Anasthetika
getestet, um die Frage nach additiven oder synergistischen Effekten bei der Gabe
mehrerer anasthetischer Wirkstoffe zu untersuchen. Ein Argument fur die Anwendung
von Kombinationsnarkosen allgemein ist die Vermutung, dass potenzielle
Nebenwirkungen der Einzelsubstanzen durch die geringere Dosierung bei kombinierter
Anwendung verringert werden konnen. Diese Hypothese ist bis dato nicht
wissenschaftlich belegt. Fredriksson et al. zeigten 2007, dass bei zehn Tage alten
Mausen eine Kombinationsnarkose aus einem GABAa-Agonisten (Propofol oder
Thiopental) und Ketamin, einem NMDA-Antagonisten, apoptotische Neurodegeneration
mit resultierenden kognitiven Defiziten zur Folge hatte, die Mononarkose mit Propofol
oder Thiopental jedoch kaum.”®

Tiere, die in hier vorliegender Studie neonatal mit einer Kombinationsnarkose aus
Midazolam, Propofol und Sevofluran behandelt worden waren, zeigten sechs bzw. zehn
Wochen spater Verhaltensauffalligkeiten im Open-Field- und Hole-Board-Test, die an
die Auswirkungen der Mononarkosen mit Propofol und Sevofluran erinnerten (vgl.
Abschnitt 3.2.1.3. und 3.2.4.3.). Dass die signifikanten Unterschiede im Hole-Board-
Test der Tiere mit Kombinationsnarkose in nur einer der drei gemessenen Kategorien
zu finden waren, koénnte eventuell auf die Dosisreduzierung der Anasthetika
zurickzufihren sein — insbesondere auf die hier verminderte Propofol-Dosis, bei
dessen Einzeltestung Verhaltensauffalligkeiten in zwei Kategorien signifikant auftraten.
Experimentelle Studien zeigten jedoch bisher auf, dass gerade die Kombination
mehrerer Substanzen Schadigungen auf zerebrokortikaler Ebene potenzieren
kann.”®'% Die simultane Gabe niedriger Konzentrationen von Lachgas und Ketamin
bewirkte beispielsweise eine ausgepragtere Neurodegeneration als es die einfache
Addition beider Einzelwirkungen erklaren konnte.”™® Eine &hnlich potenzierende
Wirkung schien die Simultangabe von Midazolam und Ketamin'® oder eine
Kombinationsnarkose mit Isofluran, Lachgas und Midazolam’™ zu haben. Die
verhaltenspharmakologischen Auswirkungen von Midazolam als Einzelsubstanz wurden

bislang in der Literatur und auch in der vorliegenden Studie nicht untersucht.
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4.5. Methodenkritik

Legen die oben genannten Ergebnisse der tierexperimentellen Verhaltens-
untersuchungen die Hypothese nahe, dass Langzeitfolgen einer neonatalen Anasthesie
tatsachlich vorhanden und nachweisbar sind, so muss dennoch gepruft werden, mit
welcher Eindeutigkeit die hier aufgetretenen Verhaltensauffalligkeiten auf die neonatale
Anwendung der Anasthetika zurtckzufuhren sind. Das Kapitel 4.5. befasst sich deshalb
mit den Kritikpunkten der Methodik und des experimentellen Settings bei der
Behandlung der Tiere. Hierbei spielen vor allem die physiologischen Unterschiede und

Besonderheiten einer Ratte im Vergleich zum Menschen eine wichtige Rolle.

4.5.1. Dauer der Exposition gegeniuiber Anasthetika

Einen interessanten Gedanken verfolgten Clancy et al. 2001, indem sie die
artspezifische Dauer der Gehirnentwicklung verschiedener Saugetiere in zeitlicher
Relation zu ihrer Lebensdauer betrachteten, und dabei errechneten, dass eine
Behandlungsdauer von wenigen Stunden beim Menschen einer
Medikamentenexposition von einigen Wochen bei der Ratte entspricht.’®” Aus dieser
Uberlegung wiirde folgen, dass die neurodegenerativen Veranderungen im hier
vorliegenden Versuchsmodell nach Ubermalig langer Medikamentenexposition
auftraten — vergleichbar mit der Schadigung bei fetaler Alkoholembryopathie nach
monatelanger Exposition durch einen maternalen Alkoholmi3brauch. Dies ist ein haufig
zu findender Kritikpunkt in Studien zur Neurotoxizitit von Anasthetika."'! Ergebnisse
neuerer Studien scheinen diesen Einwand zu widerlegen: Auch durch einmalige
Exposition gegenuber Narkosemitteln in subanasthetischer Dosis konnten zwei- bis
vierfach erhdhte Apoptoseraten im Gehirn von Mausen wahrend der Phase der
Synaptogenese hervorgerufen werden.'® In vitro wurde beobachtet, dass auch kurze
Einwirkzeiten von Anasthetika die neuronale Entwicklung durch Stérung von
Dendritenwachstum und -ramifikation ungunstig beeinflussen kbnnen, ohne Apoptosen

zu induzieren,°4168
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4.5.2. Folgen von intra-/postoperativer Mangelernahrung

Die neugeborenen Ratten waren wahrend der Behandlung mit Anasthetika vom
Muttertier getrennt (d. h. sie erhielten keine Muttermilch) und begannen wegen der
prolongierten Wirkung der Anasthetika erst ca. drei bis funf Stunden nach Ruckkehr
zum Muttertier suffizient zu trinken. Parallel zeigten die behandelten Tiere der
vorliegenden Studie 24 Stunden nach der Behandlung eine geringere
Gewichtszunahme (vgl. Abschnitt 3.5.) als die Kontrolltiere, welche mdglicherweise auf
das initial veranderte Trinkverhalten zurickzufuhren war. Signifikant reduziertes
Gewicht war bei den herangewachsenen Tieren (sechs Wochen spater) zwar nicht
mehr zu beobachten, doch haben Kklinische und experimentelle Studien einen
Zusammenhang zwischen Mangelernahrung im Kindesalter und verminderter
Gehirnentwicklung  mit  Lernbehinderungen  bei  menschlichen  Sauglingen
gezeigt124,125,169,17o_

Als ,Mangelerndhrung” wird in diesen Studien die verminderte Kalorienaufnahme und
die daraus resultierende, Uber einen langeren Zeitraum bestehende Hypoglykamie
bezeichnet. Frih- und Neugeborene sowie Kinder mit einem zusatzlichen Risiko zur
Hypoglykdmie erhalten perioperativ fir eine kontinuierliche Glucosezufuhr von 5

mg/kg/min (Vollelektrolytidsungen mit 1 — 2,5 %iger Glucose).?®'""

Um hypoglykdmischen Zustanden vorzubeugen, bekamen die Versuchstiere in hier
vorliegender Studie wahrend der Behandlung 0,5 ml 5%ige Glucose-Losung subkutan
appliziert. Hypoglykamie ist deshalb als Ursache der reduzierten Gewichtszunahme
wahrend der Behandlung weniger wahrscheinlich als vielmehr ein vorlibergehender
Mangel an Mineralstoffen (insbesondere Calcium), Proteinen und Fetten zum Aufbau

von Knochen, sowie Muskel- und Fettgewebe.

4.5.3. ,Monitoring“ der Tiere wahrend der Behandlung

Anasthetika wirken nicht nur auf das ZNS, sondern beeinflussen dosisabhangig auch
Kreislauf und Atmung, sodass aus einer Uberdosierung verminderte Organperfusion,
Gewebshypoxie und -azidose resultieren kdnnen. Diese kdnnen wiederum Ursachen fur

vermehrte Apoptosevorgange sein. Eine qualitativ vergleichbare, kontinuierliche
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Uberwachung der Vitalparameter wie beim Menschen ist bei neugeborenen Ratten
jedoch nicht durchfiihrbar.

Die Méoglichkeit der Uberwachung der Tiere mittels Blutgasanalysen erwies sich
ebenfalls als schwierig: Eine GefalRpunktion bei den kleinen Tieren (mit einem
Kdrpergewicht von ca. 10-23 g) war in Pilotversuchen nicht durchfuhrbar. Eine direkte
kardiale Punktion beeinflusste Kreislauf und Gasaustausch (z. B. durch eine hohe
punktionsbedingte Inzidenz von Pneumothoraces) derart, dass Blutgasanalysen dieses
Punktats keine verlasslichen Werte erbrachten, und die Blutentnahme auf Grund des
ohnehin geringen Blutvolumens der Tiere haufig mit deren Tod einherging. (Der Tod der
beiden neugeborenen Tiere, die wahrend der Propofol- bzw. Kombinationsnarkose
starben (vgl. Abb. 7 A und C), trat moglicherweise in Folge einer perforierenden Gefal3-
oder Darmverletzung durch die Blindpunktion des Intraperitonealraums ein.)

Obwohl zur Prophylaxe eines intravasalen Volumendefizits intermittierend ein
Flussigkeitsbolus subkutan injiziert wurde, konnte eine Zielparameter-orientierte
Uberwachung des Volumenhaushaltes nicht erfolgen. Stattdessen wurden engmaschig
die Atemfrequenz, das Hautkolorit und die motorische Reaktion durch ein Punkte-
System Uberwacht (vgl. Abschnitt 2.3.: Tabelle 2). Bei der Betrachtung der
dokumentierten Punkteverlaufe ist festzustellen, dass alle behandelten Tiere mit einer
Atemfrequenz > 40/min und rosigem Hautkolorit stets kardiorespiratorisch stabil waren
und gleichzeitig bei verringerter, aber nicht fehlender motorischer (Rest-)Aktivitat eine

angemessene Narkosetiefe erreicht wurde.

4.5.4. Dosis-abhangige Wirkung von Anasthetika

Die verwendeten Anasthetika zeigten ein dosisabhangiges Wirkspektrum. Die bei den
neugeborenen Versuchtieren angewendete Propofol-Dosis von 3 x 30 mg/kg KG bei der
Testung als Einzelsubstanz lag ebenso wie die halbe Propofol-Dosis in der
Kombinationsnarkose weit Uber der bei Sauglingen und Kleinkindern gebrauchlichen
Dosierung von 2-5 mg/kg KG bei der Einleitung und 5-10 mg/kg KG/h fur die
Narkoseaufrechterhaltung. In der Veterinarmedizin ist bekannt, dass die zur Narkose
bendtigte Dosis fiir kleinere Tiere hoéher liegt als fiir groRere.'? So betragt
beispielsweise die entsprechende Dosis von Midazolam fur eine Maus (5 mg/kg KG)

das Fiinffache der Dosis fiir ein Kaninchen (1 mg/kg KG).""
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In Pilotversuchen wurden Dosisfindungsuntersuchungen mit dem Ziel einer tiefen
Narkose bei erhaltener Spontanatmung durchgefuhrt. Niedrigere Dosierungen flhrten
zu keiner ausreichenden Narkosetiefe. Mdglicherweise beeinflusste der gewahlte
Applikationsweg ebenfalls die erforderliche Dosis.

Dennoch ist die Betrachtung der Ergebnisse der Verhaltenstests in Bezug auf die
unterschiedliche Dosierung von Propofol interessant: Das schlechtere Abschneiden der
Tiere mit Propofol-Mononarkose (Propofol-Dosis: 3 x 30 mg/kg KG) im Hole-Board-Test
im Vergleich zu den Tieren mit Kombinationsnarkose (Propofol-Dosis: 3 x 15 mg/kg KG)
konnte durch eine dosisabhangige neuronale Schadigung erklart werden. Aus dieser
Hypothese wirde eine vorrangige Schadigung durch Propofol auch wahrend der

Kombinationsnarkose folgen.

4.5.5. Die Rolle von Schmerzstimuli und ,,Erleben‘ der Narkose

Es wird vermutet, dass wiederholte Schmerzstimuli in der Neonatalphase ahnlich wie

die Trennung vom Muttertier'®

als Stressfaktor zu vermehrten Apoptosevorgangen
filhren kénnen.' Einen Schmerzstimulus erhielten jedoch nicht nur die behandelten
Tiere beim Einstich der Kanule (fir die i.p.-Medikamentenapplikation) — wobei die
behandelten Tiere nur bei der ersten Injektion ,wach“ waren - , sondern auch die
Kontrolltiere bei der subkutanen Injektion der Glucose-L6sung (vgl. Abschnitt 2.3.1. und
2.3.3.).

Da auch intraperitoneale Injektionen physiologischer NaCl-Losung ohne anasthetisches
Agens (sog. sham injections) Veranderungen im Verhalten hervorzurufen scheinen,'”
ist eine berechtigte Kritik am Modell das Fehlen solcher Placebo-Injektionen.

Gascon et al. aulRerten den Hinweis, dass der perioperative Stress, der unter klinischen
Bedingungen fur ein gesteigertes Exzitationsniveau am NMDA-Rezeptor sorgen wirde,
im Tiermodell im Vergleich zur klinischen Situation fehlt."” Auf dieser Grundlage wird
von der Arbeitsgruppe argumentiert, dass ohne die gesteigerte NMDA-Exzitation als
Ausgangssituation — wie es im klinischen Kontext der Fall sei - die Anwendung von

Anasthetika zur einer Suppression des normalen, basalen Exzitiationsniveaus fiihre.'"
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4.6. Schlussfolgerungen

Die vorliegende Studie zeigt, dass adulte Tiere nach neonataler Propofol-Narkose
signifikante Unterschiede im Habituationsverhalten gegentber unbehandelten
Kontrolltieren aufweisen kdonnen. Diese Defizite waren bei der Versuchstiergruppe mit
neonataler Kombinationsnarkose ebenfalls zu beobachten.

Auch Sevofluran-behandelte Tiere zeigten signifikante Verhaltensauffalligkeiten: Im
Open-Field-Test fiel ein Vermeidungsverhalten gegenlber der inneren offenen Flache
der Testapparatur auf (vgl. Abschnitt 3.1.2.), was als Angstlichkeit der Tiere gedeutet
werden kann.* Histologisch konnte jedoch nach neonataler Sevofluran-Narkose - im
Gegensatz zu Propofol- und Kombinationsnarkose — von unserer Arbeitsgruppe keine
signifikant erhdhte Apoptoserate nachgewiesen werden."”

Bei Tieren, die neonatal eine Kombinationsnarkose mit Propofol, Sevofluran und
Midazolam erhalten hatten, wurde im Open-Field-Test dasselbe Verhaltensmuster wie
bei der Sevoflurangruppe beobachtet (vgl. Abschnitt 3.1.3.).

Die eindeutige Zuweisung zu einer Substanz als Ursache fur die beobachteten
Verhaltensdefizite nach einer Kombinationsnarkose bleibt jedoch schwierig, da zum
einen auch fiir Midazolam eine Apoptose-induzierende Wirkung nachgewiesen ist,'"®
und zum anderen die unterschiedliche Dosierung der Einzelsubstanzen sowie
Interaktionen der Medikamente untereinander das Geschehen auf zellulérer Ebene

maRgeblich beeinflussen kénnen."*%1%3

Fur Propofol, Sevofluran und Midazolam gilt eine stimulierende Wirkung am

3237 In  Anbetracht dieses

inhibitorischen GABAa-Rezeptor als nachgewiesen.
gemeinsamen Wirkmechanismus der drei untersuchten Substanzen unterstitzen die
vorgestellten Daten die Hypothese, dass die Stimulation des GABAa-Rezeptors einen
Pathomechanismus flr apoptotische Neurodegeneration darstellt. Die dennoch sehr
unterschiedlichen Ergebnisse der drei getesteten Tiergruppen in den Verhaltenstests -
insbesondere im Vergleich zwischen Propofol- und Sevofluran-behandelten Tieren -
konnten dadurch erklart werden, dass zusatzlich zur GABAa-Rezeptor-Stimulation
sowohl fur Propofol als auch flr Sevofluran eine Vielzahl unterschiedlicher Ligand-
gesteuerter lonenkanile bei der Wirkungsentfaltung beschrieben sind®, die das
neurotoxische  Potenzial der Substanzen moglicherweise  mitbeeinflussen.

Beispielsweise wird die fur Propofol nachgewiesene glutamaterge Wirkung am NMDA-
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Rezeptor,? durch welche die regelrechte Entwicklung des Hippokampus ebenfalls

gestort werden kann'®, fiir Sevofluran noch diskutiert.3%°469:7

4.7. Ausblick

Auf der Suche nach Strategien, um oben beschriebene Nebenwirkungen der
neonatalen Anwendung von Anasthetika zu vermeiden bzw. zu verringern, wurde in
tierexperimentellen Apoplex-Versuchen und bei neurodegenerativen Erkrankungen die
Gabe von 17-p-Estradiol als mdgliche Form der Neuroprotektion beschrieben.’® Das
Hormon scheint hierbei die mitochondriale Funktion zu stabilisieren, welche bei
neuronalen Zellnekrosen bzw. —apoptosen und damit bei der Atiologie
neurodegenerativer Erkrankungen eine entscheidende Rolle spielt.”®® Kiirzlich wurde
17-a-Estradiol, ein Strukturanalogon des p-Estradiols, als Neuroprotektivum vorgestellt,
das bezlglich seiner neuroprotektiven Eigenschaften genauso effektiv wie sein Isomer,
jedoch nur in 3uRerst geringem MaRe hormonaktiv ist,'®" was den Einsatz dieser
Substanz als vielversprechende Moglichkeit zur Neuroprotektion erscheinen lasst.

In in vivo-Versuchen wurde nach Gabe von Neurotrophinen wie BDNF eine
Neuroprotektion nach Ischamie/Hypoxie'® sowie in Epilepsie- und Trauma-

183,184 orreicht.

Modellen
Auch Melatonin konnte — vermutlich durch antioxidative Wirkung — die neurotoxische
Wirkung einer Narkosekombination aus Isofluran, Lachgas und Midazolam zu
reduzieren.”® In ersten klinischen Untersuchungen mit rekombinanten Erythropoietin
bei Patienten mit einem Verschluss der Arteria cerebri media erwies sich Erythropoietin
als neuroprotektiv, indem sich das Infarktareal reduzierte und sich der neurologische
Zustand verbesserte.”®® Es besteht deshalb die Hypothese, dass rekombinantes
Erythropoietin als praventives Neuroprotektivum flr kranke Frih- und Neugeborene
eingesetzt werden konnte, die im Rahmen einer Sedierung, Schmerztherapie oder
Narkose zwangslaufig Medikamenten mit evtl. neurotoxischem Potenzial ausgesetzt

sind.

Trotz der neuroprotektiven Maglichkeiten bleibt die Neurotoxizitat von Anasthetika in der
Neonatalperiode ein viel diskutiertes Thema in der Literatur.’®"""87.188 Opwohl aus

tierexperimentellen Ergebnissen nur eine sehr unprazise Risikoevaluation fur den
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Menschen erfolgen kann, kdnnen diese Untersuchungen vielleicht dennoch einen
Beitrag zur Entwicklung neuroprotektiver Strategien in der Kinderanasthesie leisten. Da
systematische Studien zur Neurotoxizitat bei unterschiedlicher Dosis und
Expositionszeit an menschlichen Neugeborenen aus ethischen Grinden nicht moglich

sind, erscheinen zukinftige Untersuchungen an Primaten als Ausblick sinnvoll.

Die Frage, ob die Kurzzeitanwendung von Anasthetika in der Neonatalperiode beim
Menschen permanente kognitive Defizite verursacht, bleibt offen. Die Notwendigkeit
einer adaquaten Anasthesie bei chirurgischen Eingriffen an Frih- und Neugeborenen

189-191
t899

sowie an Kleinkindern ist jedoch beleg und muss trotz der hier diskutierten

Beobachtungen gefordert werden.

Die hier dargestellten Ergebnisse sollten dazu auffordern, klinische Studien zu diesem
Thema zu initieren, da nur auf diesem Wege letztlich die Licke zwischen in-vitro-

Neurowissenschaft und klinischer Medizin tUberbrickt werden kann.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Untersuchung wurden die funktionellen Auswirkungen des

Einsatzes von Anasthetika in der Neonatalperiode untersucht.

Neurodegenerative Effekte nach Anwendung von GABAergen und glutamatergen
Medikamenten wahrend der Phase der Synaptogenese wurden in der Literatur
mehrfach beschrieben.”""*"® In histologischen Untersuchungen konnten durch eine
Kombinationsnarkose mit Midazolam, Lachgas und Isofluran bei neugeborenen Ratten
erhdhte Apoptoseraten insbesondere im Hippokampus induziert werden.” Auch nach
Anasthesie mit Propofol als Einzelsubstanz sowie einer Kombinationsnarkose aus
Ketamin und Propofol bzw. Ketamin und Thiopental wurde im neonatalen Gehirn von

Ratten ein neurotoxischer Effekt nachgewiesen.”

Um die langfristigen Auswirkungen einer solchen neuronalen Schadigung nach
neonataler Exposition gegenuber Anasthetika detailliert zu untersuchen, wurden drei
Gruppen Wistar-Ratten am sechsten Lebenstag jeweils mit Propofol und Sevofluran als
Einzelsubstanz sowie mit einer Narkosekombination beider Medikamente mit
Midazolam behandelt und anschlieRend ab einem Alter von sieben Wochen

ausfuhrlichen Verhaltenstests unterzogen.

Die motorische Aktivitat wurde sowohl im Open-Field-Test als auch im Heimatkafig
untersucht. Der sog. Morris-Water-Maze-Test diente der Uberpriifung des rdumlichen
Lernens. Hierbei mussen die Tiere innerhalb von acht Tagen lernen, in einem
Wasserbecken eine fur sie nicht sichtbare Plattform 2zu finden. Um das
Habituationslernen, d. h. das Sich-Gewdhnen an eine neue Umgebung, zu
untersuchen, wurde der Hole-Board-Test an zwei aufeinander folgenden Tagen
durchgefuhrt. Zwischen den einzelnen Test wurde eine Pause von einer Woche

eingeflgt, in der die Tiere ungestort in ihrem Heimatkafig belassen wurden.

Die behandelten Ratten zeigten hierbei dieselbe Gewichtszunahme wie die
Kontrolltiere. Auch in den Untersuchungen zur motorischen Aktivitat im Heimatkafig
sowie zum raumlichen Lernen ergaben sich keine Unterschiede zwischen beiden

Gruppen. So erlernten alle behandelten Tiere im Morris-Water-Maze-Test gleich schnell
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wie die Kontrolltiere, in einem Wasserbecken eine Plattform zu lokalisieren, die sich —
fur die Tiere nicht sichtbar — knapp unter der Wasseroberflache befand.

Im Hole-Board-Test zeigte sich jedoch, dass die Tiere mit neonataler Propofol-Narkose
weniger an die neue Umgebung habituierten als die Kontrolltiere. So erkundeten sie die
Apparatur am zweiten Versuchstag noch genauso intensiv wie am ersten.
Sevofluran-behandelte Tiere zeigten im Open-Field-Test signifikante
Verhaltensauffalligkeiten, welche auf vermehrte Angstlichkeit hindeuten.

Bei der Testung der Tiere, die neonatal eine Kombinationsnarkose erhalten hatten,
konnten die Ergebnisse der Propofol- und Sevofluran-Einzeltestungen qualitativ
wiederholt werden, jedoch — vermutlich aufgrund der reduzierten Dosis von Propofol

und Sevofluran im Kombinationschema — mit geringerer Auspragung.

Insgesamt zeigen die Untersuchungen, dass die neonatale Narkose mit Propofol (als
Einzelsubstanz sowie in Kombination mit Sevofluran und Midazolam) zu keinen
Veranderungen der motorischen Aktivitat bei den adulten Ratten fuhrte; der Einfluss auf
das Lernverhalten muss differenziert betrachtet werden. Wahrend das raumliche Lernen
nicht beeintrachtigt war, so scheint Propofol - appliziert als neonatale Mononarkose
sowie in Kombination mit Midazolam und Sevofluran - zu langerfristigen Defiziten beim
Habituationslernen flhren zu koénnen. Derartige Veranderungen konnten nach

neonataler Anasthesie mit Sevofluran nicht beobachtet werden.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass neonatale Mononarkosen mit Propofol wie
auch Kombinationsnarkosen von Propofol, Sevofluran und Midazolam durch Einfluss
auf hippokampale Zellen kognitive Defizite verursachen kdnnen, die sich bis ins
Erwachsenenalter nachweisen lassen.

Da zu den Langzeitfolgen der neonatalen Anwendung von Anasthetika keine klinischen
Studien vorliegen, muss die Interpretation dieser Daten und die Ubertragung der
Ergebnisse auf den Menschen mit grof3er Vorsicht geschehen, und klinische Studien

sollten initiiert werden.
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