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1 Literatur
1.1 Begriffserlauterungen

1.1.1 Das Konzept der 3Rs

In den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts bildete sich die Versuchstierkunde als ein
multidisziplinares Fachgebiet heraus, das sich zum einen um die Qualitat von Tierversuchen
und zum anderen um das Wohlergehen von Versuchstieren kimmert (Baumans, 2004).
Schon vor Uber 50 Jahren stellten Russel und Burch (1959) entsprechende Leitsatze, die als
die 3Rs bekannt sind, auf. Baumans (2004) fasst sie folgendermaBen zusammen:
e Replacement: Vermeidung von Tierversuchen durch in vitro und in silico Alternativen,
wie z. B. Zell- und Gewebekulturen und computergestitzte Modelle
e Reduction: Verminderung der Tierzahl durch Standardisierung, die das Tier selbst,
seine Haltung und die experimentelle Durchflhrung betrifft, sowie durch statistische
Methoden, die schon vor dem Versuch angewendet werden, z. B. Festlegung des
Versuchsdesign und der Tierzahl
e Refinement: Verbesserung des Wohlbefindens der Versuchstiere durch adaquate
Haltung und Pflege, durch angemessene Andasthesie, Analgesie und Tétung, durch
geschulte und erfahrene Durchfiihrende, durch verbesserte experimentelle Methoden
und durch Festlegung von sog. humanen Endpunkten, an denen ein Experiment beim
Uberschreiten von vorher festgelegtem LeidensausmaB vorzeitig abgebrochen
werden muss.
Die vorliegende Arbeit will einen Beitrag zum Refinement hinsichtlich der Tétung von

Labormausen leisten.
1.1.2 Wohlbefinden und Belastung

1.1.2.1 Wohlbefinden

Wohlbefinden (engl. welfare) bezieht sich auf den Zustand eines Individuums in Relation zu
seiner Umwelt und seinen Anstrengungen, sich dieser Umwelt anzupassen (Broom, 1991).
Man geht bei Tieren von Wohlbefinden aus, wenn ihr Normalverhalten oder eine
Verhaltensanpassung zur Bedurfnisbefriedigung, Bedarfsdeckung und/oder
Schadensvermeidung fluhrt. Das Tier ist zur Bewaltigung der Situation fahig und erfahrt
erwlinschtes Erleben (Broom, 1991; Pollmann und Tschanz, 2006). Wohlbefinden kann als
Gegenteil von Distress betrachtet werden und resultiert aus der Bewertung des Ausgangs
einer Situation durch das Tier (Veissier und Boissy, 2007). Wohlbefinden wird im
Allgemeinen mit einem Geflihl von Freude und Zufriedenheit assoziiert (Broom, 2011). Es ist
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ein Zustand kdrperlicher und seelischer Harmonie des Tiers in sich und mit der Umwelt (Lorz
und Metzger, 1999).

1.1.2.2 Belastung

Als Belastung wird in dieser Arbeit jegliche Empfindung und Reaktion eines Tieres
verstanden, die dessen Wohlbefinden entgegenwirken. Dazu z&hlen Distress, Schmerzen,
Angst, Leiden und Schaden. Nicht immer sind diese Begriffe klar voneinander abzugrenzen.
Sie gehen in einander Uber oder bedingen sich. So erzeugt Schmerz auch eine
Stressreaktion.

e Stress, Distress

Moberg (2000) findet, dass Stress zum Leben gehdért und an sich nicht negativ ist. Er
definiert Stress als biologische Antwort, die hervorgerufen wird, wenn ein Individuum die
Bedrohung der eigenen Homdostase (Konstanthaltung des inneren Kérpermilieus durch
Selbstregulation) wahrnimmt. Die Bedrohung stellt den Stressor dar. Wenn sie das
Wohlbefinden wirklich beeintrachtigt, empfindet das Tier Distress (Moberg, 2000). Hier fallt
es schwer, zu unterscheiden, wann eine Reaktion auf einen Stressor pathologisch oder noch
nattrlich, lebenserhaltend ist. Das US Committee on Recognition and Alleviation of Distress
in Laboratory Animals (US-amerikanischer Ausschuss zur Erkennung und Linderung von
Stress bei Labortieren) verfeinert diese Definition, indem es von einer wirklichen oder
wahrgenommenen Stérung der physiologischen Homdostase oder des psychischen
Wohlbefindens spricht und Distress zusammenfassend als einen aversiven, negativen
Zustand beschreibt, in dem Coping (Stressbewaltigungs-) und Anpassungsprozesse
scheitern, um die physiologische und psychologische Homdbostase wiederherzustellen
(National Research Council, 2008).

e Schmerz

Schmerz beim Menschen ist eine unangenehme sensorische und emotionale Erfahrung, die
durch tatsachliche oder mégliche Gewebsschadigung verursacht wird oder wie solch eine
beschrieben wird (IASP Task Force on Taxonomy, 1994). Im Gegensatz zum Menschen, der
sich verbal oder mithilfe von Analogskalen &uBern kann, ist die Schmerzerfassung oder
Schmerzmessung bei Tieren so nicht méglich. Es scheint angebracht, deshalb bei Tieren
von Schmerz&uBerungen und Schmerzreaktionen, die wir erkennen kdnnen, zu sprechen, da
der Schmerz an sich, so wie ihn das Tier erlebt, uns verborgen bleibt. Aufgrund von
Analogien des Nerven- und Muskuloskeletalsystems von Mensch und (Wirbel-)Tier kann
davon ausgegangen werden, dass Tiere Schmerzen ahnlich wie Menschen empfinden (Lorz
und Metzger, 1999).
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e Angst

Angst ist ein ,unangenehmer emotionaler Zustand in Erwartung eines stark negativen
Ereignisses” (Sambraus, 1997). Sie stellt einen evolutionar konservierten Ablauf dar, der das
Uberleben sichert, indem er die Vermeidung von oder die Flucht vor Beutefangern oder
bedrohlichen Situationen auslést (Ohman und Mineka, 2001). Angst wird in echten oder
scheinbar bedrohlichen Situationen empfunden und ist von einer vegetativen Symptomatik
begleitet.

Auch hier gelten die unter Schmerz erlauterten Prinzipien, dass wir die wahre Angst eines
Tieres nicht erfassen kénnen, nur die Angstreaktionen und AngstauBerungen, jedoch mittels
Analogieschluss durchaus vom Mensch auf das Tier extrapolieren kénnen.

e Leiden
Leiden ist ein Zustand, der aus Schmerzen und/oder Distress resultieren kann, wenn diese
eine genlgend lange Dauer und/oder gentugend hohe Intensitat aufweisen. Ein Tier leidet,
wenn es Schmerzen oder Stress nicht mehr ertragen kann (FELASA, 1994). Wenn ein Tier
leidet, ist es nicht mehr fahig, seine Situation zu bewaltigen und es erfahrt unerwiinschtes
Erleben (Pollmann und Tschanz, 2006).

e Schaden
Man spricht von Schaden, wenn der kérperliche oder seelische Zustand eines Tieres
vortibergehend oder dauerhaft zum Schlechteren hin verandert wird (Hirt et al., 2003). Als
Beispiele  kénnen  Abmagerung, Verletzung, Stérung des Verhaltens und
Gesundheitsschaden genannt werden. Schmerzen und Leiden kénnen damit einhergehen,

sind aber keine Voraussetzung fir Schaden (Hackbarth und Lickert, 2002).
1.1.3 Bewusstsein, Narkose, Tod

1.1.3.1 Bewusstsein, Bewusstseinsverlust

In dieser Arbeit wird unter Bewusstsein ein gradueller Zustand der Wachheit verstanden, in
dem ein Organismus zur Wahrnehmung (Sinnesreiz, Emotion), Intentionalitdt und Handlung
fahig ist. Dieser Bewusstseinszustand kann flieBend durch eine Allgemeinanasthesie in
einen Narkosezustand mit Bewusstseinsverlust Gbergehen.

Beim Menschen kann der Bewusstseinsverlust als Ausbleiben einer Antwort auf einen
sinnvollen verbalen Befehl gemessenen werden. Diese fehlende Reaktion korreliert sehr gut
mit dem Verlust des Stellreflexes (loss of righting reflex = LORR) bei Tieren (Franks, 2008).
Der LORR wird deshalb als Zeichen des Bewusstseinsverlusts bei Studien zur
Inhalationsanasthesie an Ratten und Mausen verwendet (Imas et al., 2004; Imas et al.,
2005). Beim LORR kann das Tier sich nicht mehr selbsttdtig aus einer Seiten- oder

3
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Ruckenlage in die aufrechte Position bringen.

1.1.3.2 Narkose, Allgemeinanasthesie und Anasthesietiefe

Narkose ist ein Zustand, der durch Bewusstlosigkeit und eine Aufhebung aller muskularer
Bewegungen, eine Muskelrelaxation, eine langsame flache Atmung und eine fehlende
Reflexaktivitat gekennzeichnet ist (Buxton, 1911).

Als Ziel der Allgemeinanasthesie kann die Narkose gelten. Die Allgemeinanasthesie des
Menschen ist ein medikamentds induzierter Bewusstseinsverlust, in dem der Patient keine
gezielten Reaktionen zeigt, auch nicht bei schmerzhaften Reizen (Gross et al., 2002). Ein
ideales Narkotikum soll im Rahmen einer Allgemeinandsthesie Amnesie, Anxiolyse,
Muskelrelaxation, Immobilitat, kardiovaskulare und respiratorische Stabilitat, Unterdriickung
von Reaktionen auf noxische Reize und Bewusstlosigkeit erzeugen (Urban und Bleckwenn,
2002). Weiterhin sollen beim Einsatz eines idealen Narkotikums Erbrechen, Zittern,
Exzitationen und Krampfanfalle nicht auftreten (Urban und Bleckwenn, 2002). Hinsichtlich
der Analgesie gehen die Meinungen verschiedener Autoren auseinander. Flr einige ist die
Schmerzempfindungslosigkeit bei Verlust des Bewusstseins erreicht (Antognini und
Carstens, 2002), fur andere bei der Unterdrickung von Reflexen auf chirurgische
Reize/Schmerzreize  (Hug, 1990) ohne Gabe von Muskelrelaxantien.  Ein
Allgemeinanasthetikum erzeugt Bewusstlosigkeit und auBerdem in unterschiedlichem Grad
eine Unterdriickung der Schmerzwahrnehmung (Flecknell, 2009a).

Guedel (1951) beobachtete Ethernarkosen am Menschen und stellte ein Schema der
Anasthesiestadien auf (s. Tab. 1.1). Mit zunehmender Etherkonzentration im Blutplasma
werden die einzelnen Stadien der Reihe nach durchlaufen (Urban und Bleckwenn, 2002).
Nimmt die Narkosemittelkonzentration bei abklingender Narkose ab, findet der umgekehrte
Vorgang statt. Die Zuordnung zu einem Stadium orientiert sich am Erregungs- bzw.
Dampfungszustand des zentralen Nervensystems. Dieses Schema trifft in dieser Form nur
auf Inhalationsnarkosen mit einer Substanz zu. Der An&sthesieverlauf stellt ein Kontinuum
dar, es kdnnen keine festen ,Haltestellen® ausgemacht werden (Buxton, 1911; Gross et al.,
2002).

In vorliegender Arbeit werden unter dem Begriff der Narkosegase die hier verwendeten
Substanzen  Kohlendioxid (CO,), Isofluran und Sevofluran verstanden. Mit

Inhalationsanéasthetika sind hier nur die Substanzen Isofluran und Sevofluran gemeint.
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Tab. 1.1 Anéasthesiestadien

Stadien modifiziert nach Guedel (1951), Merkmale nach Rang und Mitarbeiter (2003)

*Guedel (1927) beschreibt die Bewusstlosigkeit innerhalb der Exzitationsphase, Rang und Mitarbeiter
(2003) ordnen sie der ersten Stufe des Toleranzstadiums zu. Die Ubergénge der einzelnen Phasen
sind flieBend.

Anasthesiestadium Merkmale

L

Psychische Dampfung, verminderte Reaktion auf Schmerzreize

! Analgesie abhangig vom verwendeten Narkotikum

Tiefe Sedation, Exzitationen (unkoordinierte Reaktionen, die z. B. bis
] Exzitation zu Konvulsionen, Opisthotonus und ungerichteten Fluchtreaktionen
reichen kdnnen), Bewusstlosigkeit*

Stufe 1: Bewusstlosigkeit*, Muskelentspannung, keine Reaktion auf Umwelt-
Hypnose reize, auf schmerzhafte Reize wird reflexartig geantwortet
]| K] ?)trtji];ﬁré.ische Keine Reaktion auf Schmerzreize, regelm&Bige Atmung, mit
5 . L
P | Toleranz zunehmender Narkosetiefe wird die Atmung flacher
gtufe 3 . Massive Atem- und Kreislaufdepression
epression
IV | Asphyxie Atemstillstand, kein fihlbarer Puls, Bradykardie und Arrhythmie, fihrt

bei Herzstillstand zum Tod

Die Bestimmung der Anésthesietiefe stellt bis heute ein noch nicht zufriedenstellend geléstes
Problem dar. Beim Menschen kommen wahrend einer Allgemeinnarkose in der Regel
aufwandige Uberwachungsapparaturen zum Einsatz, die z. B. die Gehirnstréme und
klinische Parameter der Herz-Kreislauf- und Atmungsfunktionen messen. Die Werte miissen
kontinuierlich Uberpruft und interpretiert werden. Eine Weiterentwicklung stellt die Einfiihrung
eines Narkoseindexes, wie z. B. Narcotrend Index oder Bispectral Index, dar, dessen
fortlaufende computergestiitzte Berechnung jedoch ebenfalls die Messungen der
Gehirnstréme zur Grundlage hat (Schultz et al., 2008). Das Analgesiemonitoring wahrend
eines operativen Eingriffs kann mittels elektromyografischer Aufzeichnung des RIlI-Reflexes,
der die zweite Komponente des nozizeptiven Flexorreflexes darstellt und der nur durch
intensive Stimulation ausgeldst wird, durchgefiihrt werden. Beim Schwein korreliert dieser
Reflex sehr gut mit dem Zwischenklauenreflex (Rintisch, 2010). Als probate und ohne
apparativen Aufwand durchzufihrende Methode bewahrt sich in der Tiermedizin noch immer
die Testung bestimmter Reflexe, die in fester Reihenfolge mit zunehmender Narkose

erléschen. Die nachstehende Tab. 1.2 gibt eine kleine Auswahl wieder.
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Tab. 1.2 Reflexe zur Bestimmung der Anésthesietiefe
modifiziert nach Westhues und Fritsch (1961)

Reflex

Pharynx- und
Larynxreflexe

Beschreibung

Woirgen, Erbrechen,
Schlucken, Husten bei
Berthrung der Pharynx-
bzw. Larynxschleimhaut

Anéasthesiestadium
und Phase des
Reflexausfalls

Stadium I,
Ende Stufe 1

Bemerkung

Lidreflex

Lidschluss bei Betupfen
der Wimpern oder des
Lidrandes

Stadium I,
Ende Stufe 1

Nicht verlasslich bei
Barbituratnarkosen

Kornealreflex

Lidschluss bei Betupfen
der Kornea

Stadium I,
Ende Stufe 2

Zurlckziehen der

Zwischenzehen/ Extremitat bei kraftigem Stadium I, Beugereflex auf

-klauenreflex Kneifen der Zwischen- Stufe 2-3 Rickenmarkebene
zehen/ -klauenhaut

Pupillarreflex Pupillenverengung bei Stadium 1V wird schon im Stadium

Lichteinfall ins Auge [l schwacher

1.1.3.3 Tod, Euthanasie

Der Tod bedeutet den irreversiblen Verlust des Bewusstseins kombiniert mit dem Verlust der
Fahigkeit zu atmen. Tod ist die Folge des irreversiblen Ausfalls dieser Funktionen im Gehirn
(Gardiner et al., 2012).

Euthanasie setzt sich aus den griechischen Wortstammen eu mit der Bedeutung ,gut“ und
thanatos als der ,Gott des Todes“ zusammen. In der vorliegenden Arbeit wird unter
Euthanasie das Herbeifihren des Todes bei einem Tier verstanden. Es liegt in der
Verantwortung des Menschen, die Tétung mit dem héchsten MaB an Respekt und so

tierschutzgerecht wie méglich durchzufihren.
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1.2 Tierschutzgerechtes Téten von Laborméausen

1.2.1 Griinde fir eine Tétung

Laut aktueller Statistik des Bundesministeriums fir Erndhrung, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz wurden im Jahr 2011 in Deutschland Uber 2,4 Millionen Labornager fir
Versuche und andere wissenschaftliche Zwecke verwendet (BMELV, 2012). Labormause
stehen mit Uber 2 Millionen zahlenmaBig an der Spitze. Trotz erfolgreicher Bemihungen,
Tierversuche einzuschranken oder durch tierfreie Alternativen zu ersetzen, steigt die
verwendete Anzahl an Mausen kontinuierlich. Dies ist hauptsachlich auf die Erzeugung und
den Einsatz von neuen transgenen Mauslinien in der Forschung sowie auf die Umsetzung
der Verordnung (EG) Nr. 2006/1907/EG zur Registrierung, Bewertung, Zulassung und
Beschrankung von Chemikalien (REACH), die viele Tierversuche vorschreibt,
zurickzufiihren. Am Ende des Versuches steht meist die Tdétung, entweder fir die
Gewinnung von Zellen und Geweben fir die in vitro-Forschung, fir die Gewinnung von Blut-
und anderen Proben, fur die pathologische und weitere Diagnostik oder an humanen
Endpunkten (Charbonneau et al., 2010). Diese wissenschaftlichen und ethischen Griinde
werden auch in den § 4 und § 9 Abs. 2 Nr. 6 des deutschen Tierschutzgesetzes aufgefiihrt.
Die Richtlinie 2010/63/EU zum Schutz der flr wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere
fordert nach Versuchsende die Tétung, wenn nach Versuchende zu erwarten ist, dass ein
Tier mittel- oder schwergradige Schmerzen, Leiden oder Angste empfinden oder
mittelschwere oder schwere dauerhafte Schaden erleiden wird. In entsprechender Weise
findet man diese Pflicht, Tiere zu téten, auch im § 9 Abs. 2 Nr. 8 TSchG. Des Weiteren ist es
nach §10 des Tierschutzgesetzes fiir Lehrzwecke legitim, Tiere zu téten. Uberdies kann bei
der Zucht von Labortieren eine betrachtliche Anzahl an Uberzahligen Tieren anfallen,
besonders, wenn nur Tiere eines Geschlechtes oder Tiere mit spezifischen genetischen
Eigenschaften benétigt werden. Obwohl wirtschaftliche Grinde dahinter zu vermuten sind
und diese laut § 9 Abs. 2 Nr. 3 TSchG keine verninftigen Grinde fir eine Tétung darstellen,
duldet die zustandige Landesbehdérde (Landesamt fiir Gesundheit und Soziales in Berlin)
momentan das Toten dieser Uberzahligen Tiere. Sind die Haltungskapazitaten eines
Unternehmens erschépft, ergibt sich daraus grundsétzlich kein vernlnftiger Grund zur
Tétung (Hirt et al., 2007). Sollen Tiere getdtet werden, weil man eine Abgabe nicht flr
mdglich héalt, muss man erst alle zumutbaren Bemihungen unternommen haben, zum einen
die Tiere verhaltensgerecht unterzubringen und zum anderen ein zukilnftiges Entstehen
Uberzahliger, nicht weitervermittelbarer Versuchstiere auszuschlieBen (Hirt et al., 2007). Ein

Teil dieser Uberzahligen Tiere wird jedoch auch als Futtertiere getétet.
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1.2.2 Definitionen und Kriterien einer tierschutzgerechten Tétung

Von Mickwitz (1976) definiert tierschutzgerechtes Téten folgendermaBen:

,Eine tierschutzgerechte Tétung muB zu einer synchron mit dem schmerzlosen Erléschen
des BewuBtseins einsetzenden oder unmittelbar folgenden totalen, irreversiblen Aufhebung
der Lebensfunktion eines Tieres fuhren.*

In der englischsprachigen Literatur wird oft der Begriff ,humane euthanasia“ als
tierschutzgerechtes Téten verwendet. Der Canadian Council on Animal Care definiert
tierschutzgerechte Euthanasiemethoden als solche, die Schmerz und Stress minimieren und
die zuverlassig, reproduzierbar, irreversibel, einfach, sicher und schnell sind (Charbonneau
et al., 2010).

In Tab. 1.3 sind die Punkte zusammengefasst, die bei der Beurteilung einer Tétungsmethode
beachtet werden sollten. Sie umfassen Faktoren, die sowohl das Tierbefinden direkt
betreffen, als auch solche, die sich indirekt auf das Tierwohlergehen auswirken. Nicht zu
vernachlassigen sind Faktoren, die den die Tétung Durchfihrenden betreffen. Auch der
Tierversuch selbst muss Beachtung finden. Die ideale T&étungsmethode, die allen
geforderten Kriterien gerecht wird, gibt es bisher nicht.

Tab. 1.3 Kriterien einer tierschutzgerechten Tétung
nach Erlauterungen der American Veterinary Medical Association (AVMA, 2007)

Bereich ‘ Kriterien

o Erzeugung der Bewusstlosigkeit und des Todes so schmerz-, stress-,
angst- und furchtlos wie méglich

Dauer bis Eintreten der Bewusstlosigkeit

Zuverlassigkeit

Irreversibilitat

Kompatibilitat mit der Tierart, dem Alter und Gesundheitszustand

Tier

Sicherheit und Arbeitsschutz

Verflgbarkeit der Substanz und Potential zum Substanzmissbrauch
Emotionale Effekte auf Durchfiihrende und Zuschauer

Leicht zu wartende Ausriistung

Relation zwischen erforderlicher Ausriistung und Zweck

Durchflihrende/r

o Kompatibilitdt mit nachfolgender Auswertung, Untersuchung oder

Tierversuch Verwendung der Gewebeproben

e Sicherheit fir Beutefanger und Aasfresser bei Verfiitterung der

Sonstiges Karkasse

Von Mickwitz (1976) wirft erganzend folgende Fragen auf:
e Ist eine vollkommenere technische L6sung mdéglich?
e Wie ist die wirtschaftliche Durchflihrbarkeit der Methode?
e Besteht die Mdglichkeit der Verschleppung von Tierseuchen?

¢ Wird die Umwelt durch eine Tétungsmethode beeintrachtigt?
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Des Weiteren sollte die Tétung in einem vom Tierhaltungsraum getrennten Raum stattfinden
(CCAC, 1993).

1.2.3 Derzeitige Tétungspraxis

Die nachfolgend vorgestellten Methoden werden in der Tierversuchsrichtlinie 2010/63/EU als
angemessene und anzuwendende Tétungsmethoden fir Nagetiere aufgelistet. Sie stellen in
der EU den Standard dar. Die Erlauterungen zu den einzelnen Punkten sind dem Dokument
EFSA-Q-2004-105 ,Gutachten des Wissenschaftlichen Gremiums fir Tiergesundheit und
Tierschutz auf Ersuchen der Kommission zur Biologie und zum Wohlergehen von Tieren, die
fir Versuchszwecke und andere wissenschaftliche Zwecke verwendet werden“ der
Europaischen Behoérde fur Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority)
entnommen.

Beim Einsatz von zur Inhalation geeigneten Substanzen kénnen mehrere Tiere gleichzeitig,
vorzugsweise in ihrem Heimatkafig, und ohne Fixierung euthanasiert werden. Alle anderen
Methoden erfordern eine Einzeltierbehandlung. Der Durchfiihrende muss geibt und sicher in
der Handhabung sein, um eine korrekte und tierschutzkonforme Tétung zu gewahrleisten.

1.2.3.1 Tétung mit CO,

Die Tétung mit CO, ist die wohl am weitesten verbreitete Tétungsmethode bei Labormausen.
Grundsatzlich werden zwei Arten der CO,-Verabreichung unterschieden (s. a. Tab.1.4):
e Einleitungsmethode:
CO, (héaufig 100%, aber auch Zusatz von Sauerstoff mdglich) wird mit einer
definierten Fullungsrate (zwischen 10% und 125% des Kammervolumens pro Minute)
direkt in die Kammer, in der sich das Tier befindet, eingeleitet. Auch ist ein
stufenweiser Anstieg der CO,-Konzentration, z. B. von 20 auf 40 auf 60 auf 90%,
moglich.
o Vorflutungsmethode:
Die Kammer wird mit einer letalen CO,-Konzentration (zwischen 30% und 100%)
vorgeflllt und anschlieBend das Tier hineingesetzt.
CO, fihrt eine Narkose herbei, die bei groBer Tiefe im Asphyxiestadium durch Atem- und
Kreislaufdepression zum Tod flhrt. Die narkotische Wirkung beruht nicht auf Erzeugung

einer Hypoxie (Erhardt et al., 1989).

1.2.3.2 Tétung mit einer Uberdosis von Inhalationsanésthetika

Auch hier bewirkt eine weitergefiihrte tiefe Narkose den Tod. Inhalationsangsthetika (z. B.
Isofluran) werden haufig ahnlich der ,Athertopfmethode angewandt, d. h. das fliissige
Anasthetikum wird auf einen Wattebausch in der Tétungskammer getropft und das Tier nach
einiger Zeit dazugesetzt. Bei dieser Methode entstehen sehr hohe Konzentrationen durch

9
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Spontanverdampfung (bei Isofluran bis 30% und bei Sevofluran bis 40%). Mit der
Verwendung von geeigneten Prazisionsverdampfern kénnen niedrige, aber wirksame
Konzentrationen eingestellt werden (bei Isofluran bis 5% und bei Sevofluran bis 8%). Es
kann Sauerstoff oder Luft als Tragergas eingesetzt werden. Diese Bedingungen sind
standardisierbar.

1.2.3.3 Weitere Tétungsmethoden

e Stumpfes Schadeltrauma
Durch einen gezielten Betadubungsschlag mit einem stumpfen Gegenstand auf den
Schadel oder auch durch Aufschlag des Schéadels auf die Tischkante wird
Bewusstlosigkeit durch massive Stérung des zentralen Nervensystems (ZNS)

hervorgerufen.

o Zervikale Dislokation
Mithilfe des Daumens und Zeigefingers oder eines stumpfen Gegenstandes (z. B.
Stift) wird die Schadelbasis des Tieres von oben und beidseits des Halses fixiert.
Durch einen kurzen, kraftigen Zug an den Hinterbeinen oder der Schwanzbasis
werden die (Hals-)Wirbel voneinander getrennt und es tritt eine massive ZNS-Stérung

durch einen neurogenen Schock ein.

o Dekapitation
Das fixierte Tier wird mit einer scharfen Guillotine oder, bei zu frih geborenen und

neonatalen Tieren, mit einer scharfen Schere enthauptet.

e Uberdosis von Injektionsnarkotika, z. B. Barbiturate
Das Medikament kann gemaB Beipackzettel intravends, intraperitoneal oder nach
vorheriger Sedation intrakardial injiziert werden.

¢ Inertgase, z. B. Argon
Das Tier wird in eine Kammer gesetzt, die mindestens 98% Argon enthalt. Dadurch

werden Bewusstlosigkeit und Tod durch Hypoxie bewirk.

GemaB der Tierversuchsrichtlinie 2010/63/EU gilt die Tétung erst als abgeschlossen, wenn
eine der folgenden Methoden durchgefiihrt wurde: Bestatigung des endglltigen
Kreislaufstillstandes, Zerstérung des Gehirns, Genickbruch, Entbluten oder Bestatigung des
Eintretens der Totenstarre.

Im Weiteren soll nur noch auf die Tétungsmethoden mit CO, und Inhalationsanasthetika

eingegangen werden.

10
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1.2.4 Regelungen zum Tierschutz

Uber die Tierschutzgerechtigkeit der einzelnen Tétungsmethoden herrscht Uneinigkeit. Der
Gesetzgeber, nationale und internationale Tierschutz- und Tierversuchsorganisationen
geben zur Tétung mit CO, widersprichliche Angaben, besonders darliber, was als
angemessene Verabreichung gelten soll. Obwohl es noch nicht ausreichend untersucht
worden ist, geht man allgemein davon aus, dass die Uberdosierung volatiler Anésthetika ein
minimales MaB an Belastung bei Nagern verursacht.

1.2.4.1 Regelungen in Deutschland

GemaB dem deutschen Tierschutzgesetz darf ein Wirbeltier nur von einer Person getétet
werden, die die dazu notwendigen Kenntnisse und Fahigkeiten besitzt (§ 4 Abs.1 TSchG).
Wer ein Wirbeltier ohne vernlnftigen Grund tétet, handelt strafbar (§ 17 TSchG). Wie im
obigen Unterkapitel 1.2.1 erlautert, ist die Tétung von Labornagern legitimiert und in vielen
Fallen gesetzlich gefordert. § 4 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes legt fest, dass ein Wirbeltier
nur unter Betdubung oder sonst, soweit nach den gegebenen Umstanden zumutbar, nur
unter Vermeidung von Schmerzen getbtet werden darf. Inwiefern die Betdubung selbst
schmerzarm oder -frei sein sollte, wird nicht n&her erldutert. Jedoch gilt nach § 9 Abs. 1 Nr. 3
TSchG, dass Schmerzen, Leiden oder Schaden den Tieren nur in dem MaBe zugefligt
werden duarfen, als es flr den verfolgten Zweck unerlasslich ist; insbesondere dirfen sie
nicht aus Grunden der Arbeits-, Zeit- oder Kostenersparnis zugefligt werden. Dieser
Paragraph regelt weiterhin, dass nach Abschluss eines Tierversuchs jede verwendete und
Uberlebende Ratte oder Maus unverziglich schmerzlos zu téten ist, wenn dies nach dem
Urteil der Person, die den Tierversuch durchgeflihrt hat, erforderlich ist, d. h. wenn das Tier
nur unter Schmerzen oder Leiden weiterleben kann (§ 9 Abs. 2 Nr. 8 TSchG).

Die EU-Tierversuchsrichtlinie 2010/63/EU, die bis zum 10. November 2012 in nationale
Rechts- und Verwaltungsvorschriften umgesetzt werden muss, fordert im Artikel 6, dass
Tiere unter geringstmdglichen Schmerzen, Leiden und Angsten von einer sachkundigen
Person mit angemessenen Tdtungsmethoden getétet werden. Im Anhang IV dieser Richtlinie
werden die Methoden zur Toétung erlautert. Fir Nagetiere werden unter anderem die
Uberdosis eines Betaubungsmittels (gegebenenfalls in Verbindung mit einer vorherigen
Sedierung) und die schrittweise Beflillung eines Behéltnisses mit CO, als angemessene
Tétungsmethode angegeben. Féten und Neugeborene von Nagetieren dirfen nicht mit CO,
getotet werden.

11
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1.2.4.2 Vergleich internationaler Leitlinien und Empfehlungen zur Tétung von
Labornagern

Der Working Party Bericht der Europaischen Kommission empfiehlt, die Tiere in eine mit
mindestens 70% CO, vorgeflllte Kammer zu setzen (Close et al., 1996, 1997). Auch
empfehlen die Autoren, Inhalationsanasthetika in Uberdosis einzusetzen (Close et al., 1996,
1997). Darauf basiert unter anderem auch der Bericht der Europdischen Behérde fir
Lebensmittelsicherheit (EFSA) des Animal Health and Welfare (AHAW) Panel ,Gutachten
des Wissenschaftlichen Gremiums flir Tiergesundheit und Tierschutz auf Ersuchen der
Kommission zur Biologie und zum Wohlergehen von Tieren, die fur Versuchszwecke und
andere wissenschaftliche Zwecke verwendet werden“ aus dem Jahr 2005. Die CO.-
Konzentration soll der Spezies angepasst sein (EFSA, 2005). Die EFSA (2005) empfiehlt
CO,, wenn das Tier schon bewusstlos ist. Es soll jedoch nicht zur alleinigen Tétung
verwendet werden, da das Risiko, das Tierschutzgesetz dabei zu verletzen, als zu hoch
eingeschatzt wird (EFSA, 2005).

Nach den Richtlinien Uber das fachgerechte und tierschutzkonforme Téten von
Versuchstieren des Bundesamts fur Veterindrwesen der Schweiz (1993) kdnnen
Versuchstiere in einer vorgefillten Kammer mit mindestens 80% CO, oder in einer Kammer
mit steigender CO,-Konzentration getdtet werden. Diese Richtlinien sind zurzeit unter
Bearbeitung.

Das Animal Procedure Committee in GroBbritannien (APC) spricht sich in seinem Bericht fir
das Jahr 2006 unter ,Report on schedule 1 - Appropriate methods of humane Kkilling“ far
niedrige Einflllraten aus, da CO.-Konzentrationen von Uber 50% in der Einatemluft
wahrscheinlich Schmerzen erzeugen (UK Home Office, 2006). Inhalationsanasthetika, z. B.
Isofluran, werden zwar als aversiv eingeschatzt, jedoch weniger als CO, (UK Home Office,
2006). Die Autoren weisen zudem darauf hin, dass nur mit CO, getbtete Tiere noch verfittert
werden kénnen und dass es Speziesunterschiede gibt: Mause werden wohl aufgrund einer
héheren Stoffwechselrate schneller bewusstlos (UK Home Office, 2006).

Auf dem New Castle Consensus Meeting on Carbon Dioxide Euthanasia of Laboratory
Animals kommt man zu dem Schluss, dass es keinen idealen Weg gibt, Tiere mit CO, zu
téten, da die Tétung mit 100% CO, mit einer Einflllrate von 20% des Kammervolumens pro
Minute mit Anzeichen von Dyspnoe einhergeht (Hawkins et al., 2006). Als Alternative werden
Inhalationsan&sthetika vorgeschlagen (Hawkins et al., 2006). Diesen Empfehlungen schlie3t
sich das Australian and New Zealand Council for the Care of Animals in Research and
Teaching (ANZCCART) an (Dandie, 2006).

Die Leitlinien des American College of Laboratory Animal Medicine (ACLAM) (Arthwohl et al.,
2006) schlagen dagegen vor, 100% CO, mit einer Einflllrate von 20% des Kammervolumens
pro Minute zu benutzen und stiitzen sich dabei auf eine einzige Untersuchung von Hornett

12
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und Haynes (1984).

Die American Veterinary Medical Association (AVMA) empfiehlt fir Nager, CO, mit einer
Einflllrate von mindestens 20% des Kammervolumens pro Minute zur tierschutzgerechten
Tétung zu verwenden (AVMA, 2007).

Das Canadian Council on Animal Care (CCAC) listet CO, als bedingt akzeptable
Tétungsmethode. Es sollte nicht eingesetzt werden, wenn andere Methoden fiir das
Experiment und die Spezies praktikabel sind. Falls CO, bei nicht-narkotisierten Nagern
eingesetzt wird, sollte eine schrittweise Fllung zwischen 20 und 30% des Kammervolumens
pro Minute erfolgen. Die Anwendung von Inhalationsanésthetika gilt als akzeptabel. Es ist
darauf zu achten, dass die Narkose zligig und kontrolliert mit Hilfe von kalibrierten
Verdampfern eingeleitet wird. Da hierbei die Dauer bis zum Todeseintritt lang sein kann,
sollte eine zweite Methode zur Tétung angeschlossen werden, sobald das Tier durch die
Narkose bewusstlos geworden ist (Charbonneau et al., 2010).

Generell ist CO, nicht zur Tétung von Féten und Neugeborenen (bis zum Alter von 10
Tagen) geeignet, da sie eine weitaus hdhere Toleranz gegeniber Sauerstoffmangel
aufgrund des fetalen Hamoglobins und eine verminderte Empfindlichkeit gegentber CO,
aufweisen (Close et al., 1997; Charbonneau et al., 2010).

1.3 Anéisthesie- und Euthanasiestudien mit CO,

Die Bewertung der Tierschutzgerechtigkeit nach Anésthesie- und
Euthanasieuntersuchungen mit CO, an Labor- und Nutztieren fallt ebenfalls sehr
unterschiedlich aus. In ihrer Ubersichtsarbeit geben Conlee und Mitarbeiter (2005) einen
Uberblick Uber die aversiven Wirkungen von CO,, diskutieren eine schrittweise gefilllte
Kammer versus einer vorgefillten Kammer sowie den Zusatz von Sauerstoff,
Maximalkonzentrationen und Expositionszeiten. Die Autoren finden Hinweise, dass der
Einsatz von CO, mit Schmerzen und Distress verbunden ist und neu Uberdacht werden soll.
So lehnen auch einige Autoren CO, zur Tétung in jedem Fall ab, andere nur unter
bestimmten Bedingungen, andere sehen es als geeignet (s. Tab. 1.4). Es muss allerdings
bedacht werden, dass in den Studien meist einzelne Parameter, die nur Teilaspekte der
Belastung widerspiegeln, wie Verhaltensbeobachtung, Kreislauf- und Atemfunktionen,
Gehirnaktivitat, Stresshormone und hamatologische und serologische Blutwerte, die
Histologie der Lunge, zur Bewertung herangezogen wurden (s. Tab. 1.4). Nicht immer stand
die Frage der Tierschutzgerechtigkeit im Mittelpunkt der Studien. Problematisch ist hierbei
auch, dass sich die Untersuchungs- und Messzeitpunkte in den einzelnen Studien
unterscheiden. Oftmals wurden Messungen erst zum Zeitpunkt des Todes bzw. nach Eintritt
des Todes durchgefuhrt (s. Tab. 1.4). Fir die Beurteilung der Tierschutzgerechtigkeit ist
jedoch nur die Zeit von Beginn der Narkoseeinleitung bis zum Eintritt einer tiefen Narkose,
wie sie im chirurgischen Toleranzstadium (keine Reaktion auf Schmerzreize) erreicht wird,
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entscheidend. FiUr die akute Stressbewertung ist das oftmals bestimmte Stresshormon
Corticosteron nicht geeignet, da sein Maximalwert erst ca. 30 min nach Stressexposition
erreicht ist (Jones und Stockham, 1966), die Messung aber spatestens nach Todeseintritt
stattfand, d. h. maximal 10 min nach Exposition (z. B. Corbach, 2006). Weiterhin erfolgte die
Verhaltensbeobachtung oft nicht differenziert genug oder nicht anhand eines bestehenden
Verhaltenskataloges.  Die Interpretierbarkeit des  Verhaltens hinsichtlich  der
Tierschutzgerechtigkeit wird dadurch erschwert und ist stark von der persénlichen
Einschatzung des Beobachters abhangig. Eine Zusammenfassung dazu gibt folgende Tab.
1.4,
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Tab. 1.4 Ubersicht zu Anasthesie- und Euthanasiestudien mit CO,

Anasthesie-/
Euthanasie-
methode

Verhaltens-
beurteilung

Physiolog.
Parameter

Blutparameter

Bewertung der CO,-
Verwendung durch
die Autoren

Bemerkungen

CO, steigend

Atmung,

60 KV%/min u. Zusatz von O,

Ambrose et 30 KV%/min i Histoloaie der nicht qeeianet nicht empfohlen, 30 KV%/min
al. (2000) 30 KV%/min + O | Loe 9 geelg weniger stresshaftes Verhalten

60 KV%/min + O, g Stammesunterschiedel!
Cartner et al. 100% CO, . Rascher Verlust der Hirnrinden-
(2007) 70% CO,+0, | &N EEG, VEP KA aktivitat bei 100% CO,

. . Verhaltenskatalog nach Gartner
Corbach, CQO, steigend . Corticosteron, . -
(2006) 20-84 KN%/min ja ACTH geeignet und Militzer (‘I 993) u. a.
Probleme mit Blutabnahme
Mclntyre et CO, steigend Subjektive Einschéatzung des
al. (2007) 20 P2(V‘V min ja geeignet Stressverhaltens u. der
. ° Fluchtversuche
. Zeit bis Be-
Pritchett et 100% CO, nein wusstlosigkeit KA Unte_rsuohung"an neugeborenen
al. (2005) L und jungen Méausen
u. Todeseintritt

Pecaut et al. CO, steigend + G, nein Korper- u. Rotes u. K A
(2000) 100% CO, Organgewicht weildes Blutbild T
Shipp and geeignet bei
Woodward 100% CO, nein Corticosteron bekannter Routine
(1998) und Umgebung

CQO; steigend MN.O reduziert die Zeit

20 KV%/min bis Eintritt der
Thomas et Isofluran 5%, ia Zeit bis Be- Laktat, Blut-pH, | Bewusstlosigkeit,
al. (2012) steigend J wusstlosigkeit Pcoz CO,-Euthanasie

Beide auch in kénnte in Kombi

Kombi. mit NO damit geeigneter sein
Traslavina et 100% CO, . Kalium, Laktat, | MCNt geeignet, um
al. (2010) steigend nein Blut-pH. peos korrekte Kaliumwerte

' ZU erhalten

100% CO; Zeit bis Be- 20 KV%/min am
Valentine et steigend, 20 u. oo, | ACTH besten geignet, Gravierende methodische

100 KV%/min ja ) ' | Corticosteron Isofluran zur

al. (2012)

Isofluran 5%,
steigend

usy,
c-fos mRNA im
Gehirmn

Narkoseinduktion vor
CO;, nicht geeignet

Mangell
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Tierart

Anasthesie-/
Euthanasie-
methode

Verhaltens-
beurteilung

Physioclog.
Parameter

Blutparameter

Bewertung der CO,-
Verwendung durch
die Autoren

Bemerkungen

Blackshaw

o . . N
et al. (1988) M R 97% CO, ja geeignet fur M u. R
Kohleretal. | M, R, o . . Keine definierten Verhaltens-
(1999) MS 80% CO, 12 geeignet parameter
Altholtz et al 70% COy + O, geeignet, aber bei Bei beiden Narkosen kein
(2006) IR Isofluran 5%, nein Corticosteron Mehrfachnarkosen aversives Verhalten,
dann 2% besser Isofluran Mehrfachnarkosen
CO, steigend ) .
Burknolder | (10K | e e
et al. (2010) Argon steigend | e o 9
50 KV%/min 9
0,
Coenen et al. 100% C.Oz . EEG geeignet bei Zusatz Keine definierten Verhaltens-
R CO, steigend + O, | ja
(1995) Herzfrequenz von O, parameter
rasch u. langsam
100% CO, Blutchemie o
Deckardtet | 80% CO, + O, i Rotes, weiles 82 e/:’ 232 +O;
al. (2007) 60% CO, + O, Blutbild ?soﬂLngan' ceianet
Isofluran 4,5% Blut-pH-Wert geely
. Mortalitat bei
Fenwick and 85% CO, . . 50% CO; + O, . -
Blackshaw R 80% CO, + O, nein 22; St;[geélee_’ geeignet zur Ef;:ﬁ\r:vemi:rﬁ:mfrfher
(1989) 50% CO; + O, e Kurzanasthesie g 9
wusstlosigkeit
. Herzfrequenz Isofluran zur
Fitzner Toft 80% CO, . - . o
et al. (2006) R Isofluran 3 5% nein Blutdruck, Kor- Anasthesie wird
pertemperatur vorgezogen
0 . geeignet, wenn im
Fomby et al. R 70% CO, steigend nein Corticosteron Heimatkafig durch-
(2004) + O, N
gefuhrt
. EEG, als Anasthesie fur
Forslid et al. R 80% CO, nein Herzfrequenz, Schlachtschweine
(19886) _
Blutdruck geeignet
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Anésthesie-/

Bewertung der CO,-

Tierart Euthanasie- Verhal?ens- Physiolog. Blutparameter Verwendung durch  Bemerkungen
beurteilung Parameter .
methode die Autoren
o )

Fowler et al. 50% CO, steigend . . geeignet im Vergleich | Leicht erhdhte Glukosewerte bei
(1980) R + 0O, _ nein Blutchemie >U Ether CO,

50 KV%/min
Gos et al. R CQO; steigend nein Glutamat im hohe CO,-Einfullraten
(2002) bis 20 KV%/min Gehirn nicht geeignet

Glukose Verhaltenskatalog nach Gartner
Hackbarth et R CO, steigend ia ACTH ceignet und Militzer (1993)
al. (2000) ca. 30 KV%/min | o geelg Corticosteron als Kurzzeit-Stress-
Corticosteron . .
parameter nicht geeignet

2 90% CO,
ntegvgg)t't etal. R COgsteigend + O, | ja Blutgase beides geeignet

20 KV%/min
Pritchett- Zeit bis Be- Untersuchung an neugeborenen
Corning R 100% CO, nein wusstlosigkeit k A Ratten (0 bisgzu 10 Tag - alt)
(2009) u. Todeseintritt 9
Reed et al. R . . . ACTH, AVP, Anstieg von AVP und Oxytocin
(2009) Vorgefulit mit CO, | nein Oxytocin KA. nach 25 s Exposition

geeignet, um Be Aussagen Uber die
Sharp et al. o 0 . Herzfrequenz, P Stresshatftigkeit der An&sthesie
(2006) R 30% u. 100% CO, | nein Blutdruck wusstlosigkeit zu bzw. Euthanasie mit dieser Studie
erzeugen . -
nicht moglich
Smith and CO, steigend Herzfrequenz
Harrap R langsame und ja N : geeignet Nur 4 bzw. 5 Tiere pro Gruppe
- Blutdruck

(1997) schnelle Fullung
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Anésthesie-/ Bewertung der CO,-

Verhaltens-  Physiolog.

Euthanasie- beurteilung  Parameter

Blutparameter Verwendung durch

Bemerkungen

Stutler et al.

(2007)

methode
CO, steigend
schnelle Fullung

die Autoren

Enfluran, nein Spermien- K A
Halothan, beweglichkeit T
Isofluran,

Sevofluran

Abkurzungen der Tab. 1.4

M

R
MS
CO,
N.O
Oz

18

Maus

Ratte
Meerschwein
Kohlendioxid
Stickoxid

Sauerstoff

Ubersicht zu Anasthesie- und Euthanasiestudien mit CO,

KV%/min Einfullrate in % des Kammervolumens pro Minute

s Sekunde

CO, steigend 100% CO, wird mit einer bestimmten Einfullrate in die Kammer eingeleitet
ACTH Adrenocorticotropes Hormon (Stresshormon)

AVP Arginin-Vasopressin (Stresshormon)

c-fos mMRNA c-fos (Protein) Boten-Ribonukleinsaure (hier: indirekter Stressmarker)

EEG
Usv
Pcoz2
VEP
k A

Elektroenzephalogramm
Ultraschallvokalisation
COy-Partialdruck

Visuell evozierte Potentiale

keine Angabe
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1.4 Wirkungen von CO; und der Inhalationsnarkotika Isofluran und Sevofluran
auf den Organismus

Die Belastung der Tiere durch CO,, Isofluran und Sevofluran wird unterschiedlich eingestuft
und stitzt sich auch auf Befunde beim Menschen. Dies ist insbesondere der Fall, wenn
Schmerzen und Dyspnoe eingeschéatzt werden sollen, da Tiere ihre Missempfindung nicht
verbalisieren koénnen. Im Folgenden sollen die bisher bekannten Wirkungen der drei
genannten Narkosegase erlautert werden. Vorweg gestellt sind jeweils Begriffsdefinitionen
bzw. eine kurze Erlauterung der physiologischen Zusammenhénge.

Es sei darauf hingewiesen, dass die Wirkungen zwar getrennt aufgefiihrt werden, sie jedoch
gleichzeitig oder voneinander abhangig auftreten.

1.4.1 Schmerzauslésung lber die Wirkung an Schleimhéuten

e Allgemeines

Nozizeptoren kodieren noxische Reize und leiten die Informationen Uber aufsteigende
Bahnen an das Gehirn weiter, in dem die Wahrnehmung und emotionelle Verarbeitung des
Schmerzes erfolgt. Nozizeptoren finden sich in den Schleimhduten, die mit den
Narkosegasen in Kontakt kommen. Zu nennen sind die Konjunktiven und die Schleimhaute
der oberen Luftwege und der Bronchien. Schmerzafferenzen, die Nasen-, Maul- und
Rachenraum versorgen, ziehen entlang der Glossopharyngeal- und Trigeminusnerven
(Ruch, 1979). Nozizeptive Afferenzen bilden Uber Verschaltung mit Interneuronen im
Ruckenmark mit Motoneuronen polysynaptische Reflexbdgen, die fir die respiratorischen
Reflexe wie Husten verantwortlich sind. Der Kehlkopf und die Luftréhre werden sensibel
durch die oberen Laryngealnerven und durch die oberen thorakalen Vaguséaste innerviert
(Ruch, 1979). Die Inhalation oder Aspiration von Saure (H'-lonen) stimuliert vagale
bronchopulmonare Nerven Uber ASIC- (acid-sensing ion channel, saureempfindlicher
lonenkanal) und TRPV1- (transient receptor potential, transientes Rezeptorpotential) Kanéle
und lést Reaktionen wie Husten und Reflexbronchokonstriktion aus (Gu und Lee, 2010).

e COy-Inhalation
FOr Menschen ist CO, ein geruchloses Gas, das ab einer Konzentration von ca. 30% zu
einer stechenden Empfindung fihrt, ab einer mittleren Konzentration von ca. 46% wird es als
schmerzhaft wahrgenommen (Anton et al., 1992). CO, reagiert auf den Schleimhauten mit
Wasser zu Kohlensaure (H.COs), die als schwache Saure leicht Protonen abgeben kann.
Durch die pH-Wert-Anderung werden Nozizeptoren des Trigeminusnervs aktiviert. Peppel
und Anton (1993) schlagen intranasale CO,-Stimulation als Modell fir die Chemonozizeption
vor. Sie benutzten CO, (25-100%) als intranasale Noxe bei Ratten und zeigten, dass der
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Reiz Uber Ad- und/oder C-Fasern zu den Zellen des dorsalen Rickenmarkhorns geleitet
wird. In der Schmerzforschung am Menschen wird CO, als kurzfristiger Schmerzstimulus
angewendet. Die empfundenen Schmerzen sind abhangig von der Dauer und der
Konzentration der CO,-Exposition bzw. der damit einhergehenden pH-Wert-Anderung der
Schleimhaut (Hari et al., 1997; Hummel et al., 2003). Freiwillige Personen bewerten das
direkte Einatmen von 50% CO, gemischt mit Sauerstoff als ,sehr unangenehm“ und mit
steigender Konzentration bis 100% CO, als ,schmerzhaft* (Danneman et al., 1997). Bei
kontinuierlicher Verabreichung findet nach 3 min eine starke Abnahme der empfundenen
Intensitat des Schmerzes bis hin zur Schmerzlosigkeit statt, da eine Desensibilisierung und
reflektorische Zunahme der Schleimsekretion eintreten (Hummel et al., 2003).

Es gibt mehrere Berichte, bei denen einzelne oder mehrere Personen unbemerkt bzw. ohne
vorherige Warnzeichen durch CO,-Exposition bewusstlos wurden, z. B. nach
unsachgemaBem Umgang mit Trockeneis (Hsieh et al., 2005; Dunford et al., 2009), nach
Betreten von Kellerrdumen und unbellfteten Frachtrdumen, bei denen durch alkoholische
Garung gasférmiges CO, entstanden war (Williams, 1958), oder nach Naturkatastrophen, z.
B. 1986 nach dem Freisetzen von riesigen CO,-Mengen aus dem Vulkansee Nyos in
Kamerun, West Afrika. Bei letzterem Vorfall berichtete allerdings ein Teil der Uberlebenden
Kurzatmigkeit und Schwindel (Kling et al., 1987). Bei einem weiteren Teil der Betroffenen,
die wieder aus der durch CO, verursachten Bewusstlosigkeit erwachten, wurden Husten,
Bluthusten, erschwerte Atmung, Augenreizung, Kopfschmerzen und Schwéache festgestellt
(Baxter et al.,, 1989). In Fallen, bei der die Bewusstlosigkeit unbemerkt bzw. ohne
Vorwarnung eintrat, lag die CO,-Konzentration wohl unter der fir Menschen wahrnehmbaren
Schwelle von ca. 30%. Nager besitzen eine deutlich niedrigere CO,-Detektionsgrenze (s. a.
1.4.6.2).

¢ Inhalation von Isofluran und Sevofluran

Isofluran hat einen atherartigen, stechenden Geruch. Es wird beschrieben, dass nach
Einatmen von Isofluran die Schleimhaute des Atemtraktes gereizt sind und verstarkte
Bronchosekretion, Salivation, Husten und Kehlkopftkrampfe ausgelést werden (Cregg et al.,
1996).

Sevofluran dagegen wird ein fruchtig milder Geruch zugeschrieben. Es scheint die
Schleimhdute des Atemtraktes kaum zu reizen und wird daher in der Humanmedizin
bevorzugt bei Kleinkindern und S&uglingen zur direkten Maskeneinleitung der Narkose
eingesetzt (Lerman et al., 1994).

Zwei Studien verglichen die unerwiinschten Wirkungen von equieffektiven Konzentrationen
von Isofluran (2,3%) und Sevofluran (4%) bei freiwilligen Probanden und registrierten das
Auftreten von Husten, Beschwerden Gber Brennen und Irritation der Atemwege und die
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Dauer der Einatemtoleranz. In beiden Studien wurde Sevofluran weniger reizend als
Isofluran eingestuft (Doi und Ikeda, 1993; TerRiet et al., 2000). Es konnte gezeigt werden,
dass unter Isofluranexposition TRPV1-Kanale von nozizeptiven Neuronen empfindlicher auf
schadigende Reize wie Hitze, Capsaicin und niedrigen pH-Wert reagieren (Harrison und
Nau, 2008).

1.4.2 Wirkung auf die Atmung und den Saduren-Basen-Haushalt sowie narkotische
Wirkung

e Allgemeines

Der physiologische Bereich des pH-Wertes der extrazellularen Flussigkeit liegt zwischen
7,35-7,45. Eine Senkung unter 7,0 (Azidose) oder ein Anstieg Uber 7,8 (Alkalose) haben
schwere Dysfunktionen bis hin zum Tod als Folge. Die Zelle stellt den pH-Wert Uber
Puffersysteme und Gber Membranproteine, die Protonen oder Bicarbonat aufnehmen oder
ausscheiden kénnen, ein. Der Organismus reguliert sehr schnell pH-Schwankungen Uber
Puffersysteme im Blut (z. B. Hamoglobinat/Hamoglobin-,  Proteinat/Protein-,
Hydrogenphosphat/Dihydrogenphosphat- und Bicarbonat/Kohlensaure (CO,)-Puffer). Die
Nieren und die Leber sind an der langfristigen Regulierung beteiligt. Die Lunge ist zentrales
Organ bei der pH-Wert-Einstellung im Plasma, da sie sehr effektiv und sehr rasch CO,
abgeben kann (Ayers und Dixon, 2012). Zuséatzlich bewirkt eine Erhéhung des CO,-
Partialdrucks bzw. eine Senkung des pH-Wertes im Blut eine erhdhte Ansprechbarkeit der
Chemorezeptoren im Glomus caroticum und Glomus aorticum auf Hypoxie (Duffin, 2010)
und eine Stimulation der Chemorezeptoren in der Medulla oblongata, was zur Aktivierung
des Atemzentrums fuhrt (Ayers und Dixon, 2012).

Steigt die CO,-Konzentration in der Einatemluft, so fihrt dies zu einer Zunahme des
Atemzeitvolumens, hauptsachlich durch eine Steigerung des Atemzugvolumens. Eine
Erhdhung des arteriellen CO,-Partialdrucks um 2 mmHg steigert die Atmung auf das
Doppelte (Nattie, 1999). Bei einer weiteren Erh6hung des CO,-Partialdrucks nimmt die
Ventilation aufgrund der narkotischen Wirkung des CO, wieder ab (Hill und Flack, 1908;
Ikeda et al., 1989).

e COg.-Inhalation
Bei Einatmung bewirkt CO, Uber die Entstehung von Kohlensdure (H,CO3) eine
respiratorische Azidose mit Senkung des arteriellen pH-Wertes auf unter 7, bei Crl:WI
(GIx/BRL/HAN) BR-Ratten auf pH 6,79 (Deckardt et al., 2007), bei ICR- oder MF1-Mausen
auf pH 6,74 (Angus et al., 2007) und bei C57BI/6-Mausen auf pH 6,9 (Traslavina et al.,
2010). Ein Anstieg des arteriellen CO,-Partialdrucks (pco2) bzw. eine Senkung des arteriellen
Blut-pH-Wertes erhéht die Ansprechbarkeit peripherer Chemorezeptoren auf Hypoxie

(Duffin, 2010) und reizt zentrale Chemosensoren (Nattie, 1999; Feldman et al., 2003; Dohle
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und Richerson, 2010) (s. a. 1.4.4 und 1.4.6.1). Dies bewirkt eine Stimulation der Atmung
(Dohle und Richerson, 2010), was in diesem Fall jedoch nicht zum Abatmen des
tberschissigen CO, und Normalisierung des Sauren-Basen-Gleichgewichts fihrt, sondern
einen circulus vitiosus (CO,-Inspiration - erhdhter pco, = Stimulation des Atemzentrums >
vermehrte CO.-Inspiration) in Gang setzt. Die weiteren Puffersysteme versagen, das
Blutpuffersystem kann den pH-Wert zwar innerhalb von Sekunden kontrollieren, ist jedoch
rasch erschopft, die renale Kompensation kann 3-5 Tage bendétigen (Ayers und Dixon, 2012).
Ein weiterer Anstieg des CO,-Partialdruckes wirkt aufgrund der narkotischen Wirkung des
CO, atemlahmend (Hill und Flack, 1908; lkeda et al., 1989). Hewett und Mitarbeiter (1993)
zeigten an Ratten die Abhangigkeit der Narkosetiefe von einem fallenden pH-Wert und von
einem zunehmenden CO.-Partialdruck im Blut wahrend der Narkoseeinleitung mit 100% CO,
mit einer Einflllrate von 20% des Kammervolumens pro Minute. Auch bei Schweinen flhrte
eine 60-sekindige Inhalation von 90% CO, zu einer sehr schnellen (nach 15 s) Absenkung
des arteriellen pH-Wertes bzw. Erhéhung des arteriellen CO.-Partialdrucks und zu einer
schnellen Absenkung (nach 30 s) des intrazelluldaren pH-Wertes im Gehirn (Martoft et al.,
2003).

Da CO, die Bluthirnschranke leicht Gberwinden kann, bedingt es auch eine Absenkung des
pH-Wertes des Liquors cerebrospinalis. Der Gehirnmetabolismus und die Volumenregulation
in den Zellen des Gehirns sind durch eine schwergradige Azidose eingeschrankt, und es
resultiert eine fortschreitende Benommenheit bis hin zum Koma (Adrogue und Madias,
1998). Es wird angenommen, dass die narkotischen Eigenschaften von CO, priméar darauf
beruhen, den extrazellularen und den intrazellularen pH-Wert der Neurone und Gliazellen zu
senken. Moglicherweise wird dadurch die Membranpermeabilitat fir Na* erniedrigt, wodurch
eine Hyperpolarisation der Nervenzelle erfolgt und so die Erregungsbildung und
Erregungsweiterleitung von Reizen vermindert wird (Krnjevic et al., 1965). Dulla und
Mitarbeiter (2005) erklaren Anderungen der neuronalen Funktion mit einer pH-abhéngigen
Modulation der Adenosin- und ATP-Konzentrationen. CO, ist in der Lage, lber die Senkung
des pH-Wertes der Cerebrospinalfliissigkeit wie ein Antagonist die Funktion des NMDA-
Rezeptors zu beeinflussen, was auch zum Teil die narkotischen Eigenschaften erklaren
kénnte (Brosnan und Pham, 2008). In Abhéangigkeit von der eingeatmeten CO,-
Konzentration kénnen drei kortikale Erregbarkeitszustande, gemessen an der Hbhe der
Schwelle zur Auslésung von Elektrokonvulsionen (Woodbury und Karler, 1960), festgestellt

werden:
e Bis 12,5% CO, (Maus) bzw. 15% CO, (Ratte): zunachst verringerte Kkortikale

Erregbarkeit
o Uber 15% CO,: erhéhte Erregbarkeit bis hin zu spontanen Krampfanfallen
e Uber 35% CO,: ausgepragte kortikale und subkortikale Depression bis hin zur

Narkose.
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Die Exposition mit 80% CO, flhrte bei Ratten zu einem verlangsamten EEG und induzierte
schnell eine Unterbrechung der afferenten sensorischen Weiterleitung von Nervenimpulsen
zum Cortex (Forslid et al., 1986). Ratten verlieren das Bewusstsein bei CO,-Konzentrationen
von ca. 30%, die durch Kammereinfillraten von ungefahr 20 KV%/min erreicht wurden
(Smith und Harrap, 1997; Niel und Weary, 2006). In einer anderen Studie werden Ratten
schon bei Konzentrationen von ca. 21% CO, mit einer Einflllrate von 10 KV%/min
bewusstlos (Burkholder et al., 2010).

¢ Inhalation von Isofluran und Sevofluran

Isofluran und Sevofluran wirken beide dosisabhangig atemdepressiv. Die Atemfrequenz und
das Atemzugvolumen sinken (Fourcade et al., 1971; Doi und Ikeda, 1987). Bei Ratten flihren
Isoflurankonzentrationen von 2,5 — 4% in der Einatemluft zum Atemstillstand und
Konzentrationen dartiber zum Herzstillstand (Wolfson et al., 1978). Isofluran und Sevofluran
bewirken Uber die Atemdepression mit zunehmender Narkosedauer einen leichten Abfall des
pH-Wertes (Angus et al., 2007; Sjoblom und Nylander, 2007; Cesarovic et al., 2010). So
wurde z. B. bei Mausen nach einer 120-minutigen Isoflurannarkose ein pH-Wert von 7,15
festgestellt (Sjoblom und Nylander, 2007), nach 10 min Isofluranexposition wurde ein pH-
Wert von ca. 7,25 ermittelt (Cesarovic et al., 2010).

Isofluran und Sevofluran wirken gut hypnotisch und muskelrelaxierend (Eger, 1981; Patel
und Goa, 1996). Sie wirken schwach analgetisch (Hagihira et al., 2004). Der genaue
Wirkmechanismus beider Inhalationsanasthetika ist noch nicht vollstandig geklart. Vermutlich
sind GABAx-Rezeptoren (Zeller et al., 2008), nicotinerge und glutamaterge Rezeptoren (Akk
et al., 2008) sowie Glycin-Rezeptoren und Natriumkanéle beteiligt (Sonner et al., 2003).
Isofluran kann bei Mausen im Anasthesiestadium Il (Exzitationsstadium) einen Opisthotonus,
d. h. eine Reflextberstreckung der Riickenmuskulatur, auslésen. Diese Exzitationen werden
nicht bewusst wahrgenommen und auBern sich umso starker, je langsamer dieses Stadium
durchlaufen wird (lbrahim et al., 2001; Archer und Roth, 2007). Die Haufigkeit des Auftretens
von Opistothonus variiert bei unterschiedlichen Mausstammen (Komatsu und Ogli, 1987).

1.4.3 Wirkung auf das sympathische Nervensystem

o Allgemeines
Der Organismus reagiert bei Bedrohung der Homdéostase mit Aktivierung des sympathischen
Nervensystem und des Nebennierenmarks. An sog. SAM-Achse (sympathetic adrenal
medullary axis, Sympathikus-Nebennierenmark-Achse) sind die Transmitter Acetylcholin,
Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin beteiligt. Stress fiihrt zu einem schnellen Anstieg der
Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin im Blut (Webster Marketon und Glaser, 2008). Im
weiteren Verlauf wird die Stressreaktion Uber die sog. HPA-Achse (hypothalmic pituitary
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adrenocortical axis, Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse) durch die
Hormone Corticotropin-releasing hormone (CRH), Adrenocorticotropic hormone (ACTH) und
Corticosteron bzw. Cortisol vermittelt. Erhéhte Konzentrationen von ACTH und Cortisol im
Blut kbnnen nachgewiesen werden (Webster Marketon und Glaser, 2008). Dies ist eine sehr
vereinfachte Sichtweise, die Reaktionen des Organismus auf Stress sind nicht einheitlich,
sondern hangen vielmehr vom Stressortyp, der aktuellen Situation und den bisherigen
Erfahrungen des Tieres ab (McEwen und Wingfield, 2003; Goldstein und Kopin, 2008).
Hypoglykamie, Hitze und Kalte, Hypotension, Hypovolamie, Blutungen und Schock wie auch
Hypoxie, Hyperkapnie und Azidose sind potente Stimuli fir eine Katecholaminfreisetzung
(Kopin, 1989). Erhéhte Wachsamkeit und emotionale Reaktionen auf eine wahrgenommene
Bedrohung sorgen ebenfalls fir einen Anstieg der Stresshormonkonzentrationen im Blut
(Kopin, 1989).

Ein akutes Stresssignal erfordert sofortige Aufmerksamkeit, um reagieren zu kénnen. Im
ZNS st dafur der Nucleus coeruleus, ein bedeutendes Ursprungsgebiet noradrenerger
Neurone, eine wichtige Schaltstation (Goddard et al., 2010; Itoi und Sugimoto, 2010). Eine
Aktivierung fihrt zu Steigerung der Noradrenalinfreizetzung in vielen Hirngebieten, zu denen
die Neurone des Locus coeruleus projizieren (ltoi und Sugimoto, 2010). In der Folge werden
das periphere sympathoadrenale autonome System und die HPA-Achse aktiviert (Goddard
et al., 2010). Es resultieren Verhaltensanderungen und autonome endokrine Antworten
(Morilak et al., 2005).

Adrenalin ist das dominierende Stresshormon bei adulten S&ugetieren. Es wird im
Nebennierenmark Uber mehrere Schritte gebildet. Noradrenalin wird zusétzlich auch in
anderen chromaffinen Geweben synthetisiert. Die Noradrenalinkonzentration im Plasma ist
relativ hoch, da es nicht nur aus dem Nebennierenmark, sondern auch aus sympathischen
Nervenendigungen abgegeben werden kann. Die Katecholamine haben eine kurze Plasma-
Halbwertszeit. Sie betragt fir Adrenalin ca. 11 min (Gu et al., 1999) und fir Noradrenalin ca.
2 min (Grimm et al., 1980). Unter Belastung gemessene Werte kébnnen den Ausgangswert
um das 10 bis 50-fache Ubersteigen (Adams und Hempelmann, 1991).
Adrenalinkonzentrationen erreichen ihre Maximalwerte schon 30 s nach Einsetzen des
Stimulus, fallen dann leicht ab und pegeln sich auf einen konstant erhéhten Wert ein (Kopin,
1989). Noradrenalinkonzentrationen steigen steil an und erreichen nach 3-4 min einen
steady state (Kopin, 1989). Nach Stimulusende fallen beide Katecholaminkonzentrationen
rasch wieder ab. Katecholamine vermitteln ihre Wirkung Uber a- und B-Rezeptoren und
dienen dazu, den Kérper bei hohen Belastungen und in einer Notfallsituation zu unterstitzen.
Adrenalin und Noradrenalin im Gehirn I6sen Reaktionen aus, die charakteristisch fir Angst
sind. Adrenalin kann auch umgekehrt, wenn es verabreicht wird, Angst erzeugen (Kopin,
1989). Wird Adrenalin intravends verabreicht, fuhrt es bei adulten Tieren in der Regel zu
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einer Erregungszunahme (arousal) (Marley und Stephenson, 1972).

Bei Belastung wird CRH aus dem Hypothalamus ausgeschiittet, was zur Sekretion von
ACTH aus dem Hypophysenvorderlappen fihrt. ACTH bewirkt die Ausscheidung von
Glucocorticoiden aus der Nebennierenrinde. Corticosteron Uberwiegt bei Végeln, Mausen
und Ratten, Cortisol bei den meisten anderen Tierarten. Corticosteron steigt langsam an, die
Maximalkonzentration ist ca. 30 min nach Setzen eines Stressreizes erreicht (Jones und
Stockham, 1966). Glucocorticoide und Katecholamine zusammen beginstigen die
Gedachtnisbildung von potentiell bedrohlichen Situationen, so dass das Tier sie zuklinftig
meiden kann (Roozendaal, 2000).

Akuter Stress oder Injektion von Adrenalin verursacht eine Hyperglykamie (Eigler et al.,
1979; Bialik et al., 1988). Bei Mausen stieg 15 min nach der Injektion von Adrenalin der
Glukosespiegel im Plasma auf mehr als das Doppelte, nach 30-60 min auf ca. das 3-fache
an. Nach 120 min war die Konzentration fast wieder auf Ausgangsniveau gefallen (Kuhn et
al., 1987). Bialik und Mitarbeiter (1989) konnten bei Ratten nach Setzen verschiedener
Stressorreize (Adrenalininjektion, Predatorengeruch, elektrische FuBschocks) &hnliche
Zeitverlaufe der Glukosekonzentrationen im Blut messen. 10 min nach einem Stressreiz
(Schwimmen im eiskalten Wasser fiir 10 min) waren die Serumkonzentrationen von Glukose,
Adrenalin und Noradrenalin erhéht im Vergleich zu Tieren, die keinem Stress ausgesetzt
waren (Gotoh et al., 1998). Nach 60 min waren die Konzentrationen der Katecholamine zwar
schon gesunken, doch noch immer signifikant erhéht, wahrend die Glukosekonzentration auf
demselben hohen Level blieb (Gotoh et al., 1998). Nach 120 min naherten sich alle
Konzentrationen den Werten an, die vor dem Stressreiz gemessen wurden (Gotoh et al.,
1998). Die zentrale Regulation der Blutglukosekonzentration erfolgt Uber noradrenerge
neuronale Aktivitdt des Hypothalamus, die zum einen die Freisetzung von Glukose aus der
Leber stimulieren und zum anderen durch die Aktivierung von Katecholaminen aus der
Nebenniere die Insulinfreisetzung aus dem Pankreas hemmen (Smythe et al., 1989). Wird
die noradrenerge neuronale Aktivitat im Hypothalamus pharmakologisch gehemmt, wird eine
Hyperglykdmie durch Stress verhindert (Smythe und Edwards, 1992). Chronischer
Immobilisationsstress hatte keinen signifikanten Einfluss auf den Blutglukosespiegel von
Ratten, wahrend unerwarteter akuter Immobilisationsstress die Konzentrationen der
Blutglukose im Vergleich zu einer ungestressten Kontrollgruppe signifikant erhéhte (Ricart-
Jané et al., 2002). Somit kann ein erhéhter Blutglukosespiegel ebenfalls Hinweise auf eine
akute Stressreaktion geben.

e COg.-Inhalation
Brofman und Mitarbeiter (1990) Iésten bei Schweinen durch Inhalation von CO, eine sog.
hyperkapnische Azidose (erhéhter CO,-Partialdruck und erniedrigter pH-Wert des Blutes, s.
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0.) aus. Die Autoren charakterisierten die neurohumorale Antwort auf die akute
hyperkapnische Azidose und stellten eine Erhéhung der Plasmakonzentration von Adrenalin
und Noradrenalin sowie eine gesteigerte Herzauswurfleistung und Herzfrequenz fest. Auch
bei nicht-narkotisierten Hunden resultierte eine akute hyperkapnische Azidose allein oder in
Kombination mit Hypoxie in einem Anstieg der Noradrenalinkonzentrationen im Plasma und
in einem Anstieg des mittleren arteriellen Blutdruckes, der Herzauswurfleistung und der
Herzfrequenz (Rose et al., 1983). Bei der Saugferkelkastration unter 75-sekiindiger CO,-
Begasung war eine ca. 10-fache Erh6hung der Adrenalin- und ca. 20-fache Erhéhung der
Noradrenalinwerte im Vergleich zur betdubungslosen Kastration festzustellen, aber im
Gegensatz zu zuvor erwahnten Studien sank die Herzfrequenz auf ca. "4 des Ruhewertes
bei der CO,-Verabreichung (Zimmermann, 2010). Bei Ratten konnten ein Abfall der
Herzfrequenz bei 3% und bei 5% CO, sowie ein erniedrigter systolischer Blutdruck bei 5%
CO., telemetrisch festgestellt werden (Krohn et al., 2003). Auch beim 2-mindtigen Einstrom
von CO, mit 10% des Kammervolumens pro Minute (KV%/min) sank bei Ratten die
Herzfrequenz, alle Ratten waren in dieser Zeit noch bei Bewusstsein (Burkholder et al.,
2010). Eine Azidose setzt die Kreislauf- und Herzfunktion herab (Adrogue und Madias,
1998). In vorher genannten Féllen scheint die gedampfte Kreislauf- und Herzfunktion von der
CO,-bedingten Azidose zu dominieren und nicht durch die Katecholaminwirkungen
Uberlagert zu werden. Eine Azidose schwacht die Wirkungen der Katecholamine auf das
Herz-Kreislaufsystem nach und nach ab, bei pH-Werten unter 7,2 Gberwiegen diese direkten
dampfenden Wirkungen der Azidose (Adrogue und Madias, 1981). Auch kann eine Azidose
die vaskulare Antwort auf eine Adrenalininjektion modulieren: Bei einem niedrigen Blut-pH-
Wert beeinflusste Adrenalin den Blutdruck weniger als bei normalen Blut-pH bei
decerebrierten Katzen (Burget und Visscher, 1927). Gleichzeitig stellt eine Azidose jedoch
einen starken Stimulus fir die Katecholaminausschiittung (Adrogue und Madias, 1981) und
fur die Adrenalin- und Noradrenalinsynthese in der Nebenniere dar (Nahas et al., 1967). So
kénnen in erst genannten Fallen (Rose et al., 1983; Brofman et al., 1990) die herz- und
kreislaufférdernden Wirkungen durch Adrenalin- und Noradrenalin die herz- und
kreislaufdampfenden Auswirkungen einer Azidose Uberwiegen. Weiterhin ist eine
Beeinflussung der kardiovaskularen Funktion durch eine Angst- und Stressreaktion, wie sie
durch CO.-Inhalatin mit folgender Hyperkapnie und Azidose ausgel6st wird (s. a. 1.4.6.1),
denkbar.

Eine schwergradige Hyperkapnie, hervorgerufen durch eine 20-mindtige Inhalation von 8%
CO. allein oder in Kombination mit Hypoxie, fUhrte bei nicht-narkotisierten Ratten zu einem
Anstieg der ACTH-Konzentration im Plasma (Raff und Roarty, 1988). Das Blut wurde direkt
nach der Inhalation Gber einen zuvor gelegten arteriellen Katheter gewonnen (Raff und
Roarty, 1988). Auch mehrmalige Narkosen an den Zeitpunkten 0, 0.5, 1, 2, 3 und 24h mit
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70% CO, plus Sauerstoffzugabe fihrten bei Ratten zu einem Anstieg der
Cortisolkonzentrationen im Serum ab 0.5h (Altholtz et al., 2006). Das Blut wurde wéahrend
den einzelnen Narkosen aus der Jugularvene abgenommen (Altholtz et al., 2006).

ACTH und Corticosteron als Marker fir akuten Stress missen mit Vorsicht und unter
Einbeziehung des Zeitpunktes der Probennahme interpretiert werden. Der optimale Zeitpunkt
zur Probennahme fir die Bestimmung von ACTH und Corticosteron ist nach ca. 20-30 min
Stimulation erreicht (Jones und Stockham, 1966; Raff und Roarty, 1988). Wird die Blutprobe
zu einem friheren Zeitpunkt gewonnen, ist es modglich, dass der gemessene
Konzentrationsanstieg auf Stress vor der Anasthesie bzw. Euthanasie hindeutet oder dass
zwar Stress wahrend der Anasthesie bzw. Euthanasie vorlag, jedoch noch keine
entsprechende Erhéhung der ACTH- und Corticosteronkonzentration stattgefunden hat.

In folgenden Untersuchungen wurden die Proben direkt im Anschluss an die Anasthesie
bzw. Euthanasie genommen, also sofort nach Setzen des zu untersuchenden Stimulus. Bei
gehandelten Ratten, die durch Einleitung von 70% CO, plus Sauerstoffzugabe im
Heimatké&fig narkotisiert wurden, konnten Cortisolkonzentrationen im Serum gemessen
werden, die im physiologischen Bereich lagen (Fomby et al., 2004). Das Blut wurde unter der
CO,-Narkose aus dem retroorbitalen Sinus gewonnen (Fomby et al., 2004). Corticosteron
wurde hier, wie auch in den unten beschriebenen Studien, als Biomarker flr Stress
verwendet.

Bei Mausen, die in einer mit CO, vorgefillten Kammer narkotisiert wurden, konnte bei fir die
Mause bekannter Umgebung und Routinehandlungen keine Erhéhung der
Cortisolkonzentrationen in Serumproben, die direkt im Anschluss an die Narkose gewonnen
wurden, festgestellt werden (Shipp und Woodward, 1998). So fanden auch Valentine und
Mitarbeiter (2012) keine Erhéhung von ACTH und Cortisol im Plasma bei Mausen, die mit
100% CO, mit einer Einflllrate von 20 KV%/min narkotisiert wurden, die Proben wurden
gleich nach der Narkoseeinleitung genommen.

Bei Ponys unter Halothannarkose stieg die Konzentration der Plasmaglukose wahrend einer
60-mindtigen hyperkapnischen Phase (erhéhter CO,-Partialdruck) an, nicht jedoch unter
normokapnischen Narkosebedingungen (Taylor, 1998). Die Autoren flhren die
Hyperglykédmie auf eine erhdhte sympathische Aktivitat zurlick. Nach einer ca. 1-mindtigen
Exposition mit CO,, die eine tiefe Narkose hervorrief, wurden hdhere
Glukosekonzentrationen im Plasma bei Ratten gemessen als bei nicht-narkotisierten Ratten
(Zardooz et al., 2010). Auch bei Ratten, die mit einem Gemisch aus CO, und O, narkotisiert
wurden, war die Glukosekonzentration im Plasma im Vergleich zu einer Ethernarkose erhéht

(Fowler et al., 1980), obwohl Ether sogar als Stressmodell etabliert ist.
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¢ Inhalation von Isofluran und Sevofluran

Crozier und Mitarbeiter (1992) untersuchten die endokrine und metabolische Stressantwort
wahrend Isofluran- und Halothananasthesien beim Menschen. In der Narkosephase vor dem
operativen Eingriff blieben die Konzentrationen von den Stresshormonen Adrenalin,
Noradrenalin, ACTH und Cortisol sowie von Glukose und Laktat stabil oder sie sanken
sogar. Intra- und postoperativ stiegen die Konzentrationen an (Crozier et al., 1992). Halter
(1977) fOhrt diese Antwort auf Schmerzstimuli, die nicht durch die Inhalationsanasthesie
unterdriickt werden, zurlick. Euthanasieuntersuchungen an Ratten ergaben niedrigere
Katecholaminkonzentrationen im Blut bei 7,2%iger lIsofluran- im Vergleich zu 25%iger
Etherexposition (Stevens, 2001). Etherinhalation wird als Stressmodel verwendet (Gibson et
al., 1980; Smythe et al., 1983). Ein Anstieg der Katecholamine konnte bei Isofluran erst zum
Zeitpunkt des Atemstillstandes mit gleichzeitiger Hypoxamie und Hyperkapnie festgestellt
werden (Stevens, 2001).

Mehrmalige Narkosen mit Isofluran erhéhten die Cortisolkonzentrationen im Serum von
Ratten zwischen den Probennahmezeiten 0.5 h —24 h, jedoch nicht so ausgepragt wie durch
eine CO>-Narkose (Altholtz et al., 2006). Bei Mausen, die vor der Euthanasie mit CO, zum
Induzieren der Bewusstlosigkeit eine Isoflurannarkose erhielten, wurden erhéhte ACTH- und
Corticosteronkonzentrationen im Plasma gemessen (Valentine et al., 2012). Allerdings
erfolgte auch hier die Probennahme direkt im Anschluss an die Tétung. Somit deutet dieser
Anstieg der Stresshormone eher auf Stress vor der Narkose/T6tung hin als auf durch die
Narkose/Tétung selbst verursachten Stress (s. 0.).

Isofluran und Sevofluran erweitern die peripheren BlutgefaBe und der Widerstand sinkt,
dadurch fallt der Blutdruck und die Herzfrequenz steigt kompensatorisch an (Eger, 1981;
Bovill, 2008). Isofluran hemmt den sympathischen Anteil des Baroreflexes und somit die
Reflex-Kontrolle der Herzfrequenz. Das bedeutet, dass die Steigerung der Herzfrequenz
begrenzt ist und dass der Blutdruck nicht wieder in den Normbereich angehoben werden
kann (Lee et al., 2002).

Narkosedauer, Narkoseart, Stress vor und wahrend der Narkose und ob Futterentzug vorlag,
haben Einfluss auf die Glukosekonzentration (Winder et al., 1983; Zardooz et al., 2010). Bei
Ponys konnte wahrend einer 2-stiindigen Halothannarkose kein Anstieg der Blutglukose
festgestellt werden (Taylor, 1998). Bei Katzen fiihrten jedoch 90 min einer Halothan-,
Isofluran- oder Sevoflurannarkose zu Hyperglykdmie (Hikasa et al., 1996). Zardooz und
Mitarbeiter (2010) fanden keine Unterschiede in der Plasmaglukosekonzentration bei Ratten
nach einer 2-minltigen Isofluranexposition im Vergleich zu nicht-narkotisierten Ratten.
Wahrend lang dauernden (10 h) Isofluran- und Sevoflurannarkosen beim Menschen sank die
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Glukagonkonzentration im Plasma (Nishiyama et al., 2005). Die Autoren sehen hier eine
Ursache flr die gleichzeitig erhéhten Glukosekonzentrationen im Plasma.

1.4.4 Wirkung auf das Erleben der Atmung, Dyspnoe

Eupnoe ist die physiologische, nicht behinderte Atmung mit normgerechter Atemfrequenz
und Atemtiefe. Dyspnoe wird als Atemnot oder erschwerte Atmung definiert. Sie flhrt zu
einer gesteigerten Lungenventilation. Eine Dyspnoe kann mechanisch oder durch eine
Reizung des Atmungszentrums (durch Erhdéhung von pCO,, Erniedrigung von pO, des
Blutes, Fieber, Anamie, Angst, Erregung, periphere oder kardial bedingte
Kreislaufinsuffizienz) bedingt sein.
Das Erleben von Dyspnoe lasst sich in die Empfindungsqualitaten Lufthunger, Enge und
Arbeit/Anstrengung aufgliedern (Banzett und Moosavi, 2001). Die Empfindung von
Lufthunger, der durch erhéhten CO,-Gehalt in der Einatemluft hervorgerufen wird, wird von
Probanden als entschieden unangenehmer als die Empfindung von
Atemarbeit/Atemanstrengung, die durch vermehrte Atemtatigkeit bei eukapnischer
Einatemluft entsteht, eingestuft (Banzett et al., 2008). Der Schweregrad von Lufthunger steht
in positiver Korrelation mit den endexspiratorischen CO,-Konzentrationen. Lufthunger wird
durch ein erhéhtes Atemzugvolumen und erhdhte Atemfrequenz zwar gemildert, doch halten
die Autoren es fir moglich, dass starke Atmung den Lufthunger bei hohen
endexspiratorischen CO,-Konzentrationen nicht véllig ausschaltet (Lansing et al., 2000).
Serotonerge Raphé-Neurone fungieren als zentrale CO,-Chemosensoren und stimulieren die
Atmung bei einem Absinken des pH-Wertes im Blut aufgrund eines Anstiegs des pCO, im
Blut (Dohle und Richerson, 2010). Es gibt Hinweise, dass direkte Projektionen von diesen
serotonergen Neuronen ins Vorderhirn und von dort ins limbische System das Erleben der
Dyspnoe vermitteln (Dohle und Richerson, 2010). Lufthunger bewirkt im Gehirn eine starke
Aktivierung des mittleren bis vorderen Inselgebietes, das Teil des limbischen Kortex ist
(Banzett et al., 2000). Beim Menschen ist dieses Gebiet auch bei Ubelkeit, bei
unangenehmen Geschmack und Geruch und bei anderen aversiven Stimuli aktiviert (Banzett
et al., 2000). Auch werden weitere Gehirnregionen wie der vordere Gyrus cinguli, das
Operculum, das Kleinhirn, die Amygdala, der Thalamus und die Basalganglien aktiviert
(Evans et al., 2002). Dyspnoe, ebenso wie Schmerz, Hunger und Durst, stellt eine starke
Motivation zu adaptivem Verhalten dar (Banzett und Moosavi, 2001).
Analog zum Menschen sollten wir auch bei Tieren von einer zumindest unangenehmen
Empfindung bei Dyspnoe, wie sie durch CO,-Inhalation verursacht wird, ausgehen.
Unter Isoflurannarkose stieg der COj-Partialdruck im Verlauf der Narkose und
konzentrationsabhéngig an, dabei sank das Atemminutenvolumen und die
Anpassungsreaktion der Atmung aufgrund von erhéhten CO,-Partialdriicken im Blut war
vermindert (Fourcade et al., 1971). Auch niedrige Dosen von lIsofluran, Sevofluran und
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Enfluran, die noch nicht narkotisch wirken, verminderten eine durch Hyperkapnie verursachte
Steigerung der Atmung beim Menschen (van den Elsen et al., 1998) und bei Mausen
(Groeben et al., 2004). 1% und 2% lIsofluran wirkten bei gesunden Probanden als
Bronchodilatator (Rehder et al., 1974). Inwieweit bei der Narkoseeinleitung mit Isofluran und
Sevofluran Zustéande, die einer Dyspnoe gleichen, auftreten kénnen, lasst sich daraus
schwer ableiten.

1.4.5 Wirkung auf die Gewebe des Atemtraktes

e Allgemeines
Die oberen Atemwege sind mit hochprismatischem Plattenepithel ausgekleidet, das in
respiratorisches Epithel Ubergeht. Dieses besitzt Flimmerharchen und viele eingelagerte
Becherzellen, die Schleim produzieren. Die Mauslunge setzt sich aus einem Lungenlappen
auf der linken und aus vier Lappen auf der rechten Seite zusammen. Die Alveolargange,
Alveolarsacke und Alveolen haben sehr diinne Wande und sind mit einem engmaschigen
Netzwerk aus groBen, dinnwandigen Kapillaren umgeben. Die Lunge lasst sich in drei
Kompartimente (Alveolar- und Bronchialgewebe, BlutgefaBe und Interstitium) aufteilen, an
denen pathologische Veranderungen auftreten und die eine Beeintrachtigung der
Lungenfunktion zur Folge haben kénnen.
Schmerzafferenzen, die Nasen-, Maul- und Rachenraum versorgen, ziehen entlang der
Glossopharyngeal- und Trigeminusnerven (Ruch, 1979). Der Kehlkopf und die Luftréhre
werden sensibel durch die oberen Laryngealnerven und durch die oberen thorakalen
Vagusaste innerviert (Ruch, 1979). Sympathische Anteile des Brachialplexus und der
Intercostalnerven ziehen zu der die Thoraxinnenwand auskleidenden parietalen Pleura
(Ruch, 1979). Die viszerale Pleura wird nicht sensibel versorgt.
Es ist méglich, dass die Inhalation von Pharmaka Irritationen der Schleimh&aute (Nase,
Larynx, Pharynx, Trachea und Bronchien) und des Lungengewebes (alveolares, bronchiales,
vaskulares und interstitielles Gewebe) hervorruft, die sich z. B. in Husten und Schmerzen
auBern, aber mit bloBem Auge oder in der Lichtmikroskopie nicht zu erkennen sind.
Morphologisch erkennbare Veranderungen der Gewebe werden in dieser Arbeit als Schaden
beschrieben.

e COg.-Inhalation
CO, reagiert mit Wasser auf den Schleimhdauten zu Kohlensaure. Die Inhalation oder
Aspiration von Saure (H'-lonen) stimuliert vagale bronchopulmonare Nerven Uber ASIC-
(acid-sensing ion channel, saureempfindlicher lonenkanal) und TRPV1- (transient receptor
potential, transientes Rezeptorpotential) Kanéle und ist verantwortlich fir Reaktionen wie
Husten und Reflexbronchokonstriktion (Gu und Lee, 2010). Die Inhalation von CO, kann

zudem Schaden am gesamten Lungengewebe verursachen. Bei mit CO, getbteten Ratten
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findet man in der histologischen Untersuchung der Lunge perivaskuldare Odeme und im
Vergleich zur Tétung mit dem Injektionsnarkotikum Pentobarbital ein haufigeres Vorkommen
von Blutaustritt in diese Odeme und in den alveolaren Raum (Fawell et al., 1972; Port et al.,
1978). Feldman und Gupta (1976) stellen Blutungen in die Alveolarrdume fest. Das Auftreten
und der Schweregrad von Odem und Blutaustritt sind bei niedrigen CO,-Konzentrationen
(Danneman et al.,, 1997) und beim Zusatz von Sauerstoff erhéht (Ambrose et al., 2000),
wahrscheinlich bedingt durch eine Verlangerung der CO,-Exposition. Messow und
Mitarbeiter (1987) finden nicht nur bei durch Dekapitation getdteten Ratten, sondern auch bei
durch CO, getdteten Tieren vereinzelte und herdférmige Blutaspirationen in der Trachea und
den Bronchien und erklaren diese als Folge von intrapulmonalen Blutungen. Des Weiteren
kénnen die Autoren folgende Veranderungen des Lungengewebes nach dem Tod durch
CO,-Inhalation feststellen: Hyperéamie der septalen Kapillaren, Blutungen im interalveolaren
Septengewebe und disseminierte Blutungen im Lungengewebe, interstitielle Odeme und
Resorptionsatelektasen. Nach einer 1- und 6-stiindigen Exposition mit 15% CO, wiesen alle
Lungen von Meerschweinchen Atelektasen, Stauungshyperamien, Odeme und héhere
Lungengewichte auf; Lungenblutungen fielen bei der Hélfte der Tiere nach 1-stlindiger und
bei allen Tieren nach 6-stlindiger Exposition auf (Schaefer et al., 1964). Bei Ratten, die mit
CO, getodtet wurden (Einflllrate 10 KV%/min, Todeseintritt im Mittel nach ca. 14 min), findet
man in der histologischen Untersuchung der Lungen bei allen Tieren leichte multifokale
Blutungen in den Alveolen und bei 1 von 8 Tieren ein leichtes Lungenddem. Diese Lasionen
unterschieden sich nicht von Folgen, die bei mit Argon (Einflllrate 50 KV%/min) getdteten
Ratten auftraten (Burkholder et al., 2010).

Es ist aus den Untersuchungen nicht ersichtlich, ob diese Schaden vor Eintritt der
Bewusstlosigkeit auftraten und zur Belastung des Tieres wahrend der Phase der
Narkoseentwicklung beitragen konnten oder ob sie erst in Narkose/Agonie auftraten. Es
finden sich keine Untersuchungen zu durch CO, verursachte Gewebeschaden an der
Luftréhre, die als schmerzhaft empfunden werden kénnten.

¢ Inhalation von Isofluran und Sevofluran
Isofluran und Sevofluran kénnen von Menschen als Schleimhaut irritierend und unangenehm
wahrgenommen werden (s. a. 1.4.1). Halothannarkosen, nicht jedoch Isoflurannarkosen,
fuhrten zu mikrovaskularen Endothelschaden in der Lunge bei Menschen und auch
experimentell bei Kaninchen (Gunaydin et al., 1997). In einer weiteren Studie an Menschen
fuhrten Narkosen mit Halothan und Isofluran zu leichten, transienten Endothelschaden der
Lungengefal3e, die klinisch nicht relevant waren (Hung et al., 2003). Isofluran kann auch
leichte, voribergehende Erhdhungen der Permeabilitdt des Alveolarepithels verursachen
(Sun et al.,, 2000). All diese Veranderungen wurden mit einer Radionuklid-Clearance-
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Methode erhoben und wéaren in einer mikroskopischen Untersuchung nicht zu erkennen

gewesen.

1.4.6 Wirkung auf das Verhalten

Das Erkennen von Distress erfordert bei Labortieren eine gute Kenntnis sowohl des spezies-
und stammesspezifischen Normalverhaltens als auch der Normbereiche morphologischer
und physiologischen Parameter. Um eine Tétungsmethode umfassend zu beurteilen, genlgt
es deshalb nicht, sich nur auf physiologische und biochemische Messungen zu stltzen. Die
Beurteilung des Verhaltens eines Tieres wahrend Narkosegas-Exposition kann Aufschluss
Uber die Aversivitat der Gase sowie Uber das momentane Befinden des Tieres geben.

1.4.6.1 Wirkung auf das Angstverhalten

e Allgemeines

Angst stellt einen unangenehmen emotionalen Zustand (Sambraus, 1997) und einen
evolutionar konservierten Prozess dar, der die Unversehrtheit und im AuBersten das
Uberleben eines Individuums sichert, indem er die Vermeidung von oder die Flucht vor
Beutefangern oder bedrohlichen Situationen auslést (Ohman und Mineka, 2001). Die
Angstreaktion wird von einer vegetativen (sympathischen) Symptomatik begleitet. In einer
unbekannten Umgebung oder Situation zeigt ein Individuum erhdhte Aufmerksamkeit
(arousal) und Erkundungsverhalten. Die Notfallreaktion Angriff oder Flucht (fight or flight) auf
eine akute gefahrliche, lebensbedrohende oder beangstigende Situation kann sich auch in
alternativem Verhalten, wie Sich-Tod-Stellen (freeze) oder Befreunden, Beschwichtigen (flirt)
auBern. In der neurobiologischen und neuropsychologischen Forschung werden
unterschiedliche Verhaltenstests (Angstparadigmen) wie z. B. das Elevated Plus Maze oder
Konflikttests, eingesetzt, um die Angstreaktion von Mausen und Ratten zu quantifizieren.

e COg.-Inhalation
In Kklinischen Studien wird CO, beim Menschen als angst- und panikauslésendes Mittel
eingesetzt (Finlay und Forsyth, 2009; Schruers et al., 2011; Colasanti et al., 2012). Das
Einatmen von CO, induziert einen negativen affektiven Zustand, der nah verwandt mit dem
klinischen Phanomen der Panik ist (Schruers et al., 2011). Bei gesunden Freiwilligen 16st das
20-mindtige Einatmen von 7,5% CO, reproduzierbar Furcht, Angst, Anspannung und Sorge
sowie ein vermindertes Geflihl von Glicklich- und Entspanntsein aus (Bailey und Nutt,
2008). Laut den Autoren ist die CO.-induzierte Angst Uber Spezies hinweg zu finden und
deshalb  wahrscheinlich  ein  grundlegender  evolutionarer  Adaptations-  und
Uberlebensmechanismus (Bailey und Nutt, 2008). Auch sehen Griez und Mitarbeiter (2007)
den durch CO,-Inhalation (und der damit verbundenen Hyperkapnie und akutem
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metabolischem Distress) hervorgerufenen affektiven Distress als evolutionaren
Schutzmechanismus an.
Als Transmissionssysteme im Gehirn sind bei der Angstreaktion auf CO, das noradrenerge
System (Bailey et al., 2003; Colasanti et al., 2012), das GABAerge System (Bailey und Nutt,
2008) sowie auch das serotonerge System (Dohle und Richerson, 2010; Schruers et al.,
2011; Colasanti et al., 2012) beteiligt. An der zentralen CO,-Chemorezeption beteiligte
Gehirnregionen sind der Bulbus olfactorius (Hu et al., 2007), medullare Raphé-Kerne
(Corcoran et al., 2009; Dohle und Richerson, 2010) und weitere Kerne des Hirnstamms, wie
der Locus coeruleus, der Nucleus des Tractus solitarius und der Nucleus retrotrapezoideus
(Chernov et al.,, 2010) sowie die Amygdala (Ziemann et al., 2009). Die Chemorezeption
findet direkt in den Neuronen durch Reaktion mit Enzymen, wie der Carbonanhydrase im
Bulbus olfactorius (Hu et al., 2007), oder durch Modulation von diversen K*-lonenkanalen in
Neuronen des Hirnstamms (Chernov et al., 2010) statt. ASIC 1a lonenkanale (acid-sensing
ion channel 1a, sdureempfindlicher lonenkanal 1a), die im Gebiet der Amygdala exprimiert
werden, kdénnen pH-Wert-Unterschiede als Folge der Hyperkapnie detektieren (Ziemann et
al., 2009). Auch bei serotonergen Neuronen im Raphé-Gebiet ist der primare Stimulus eine
Anderung des Blut-pH-Wertes (Dohle und Richerson, 2010).
Mause konnen mit Hilfe olfaktorischer Neurone im Riechepithel, die das Enzym
Carboanhydrase Typ Il exprimieren und zum Bulbus olfactorius projizieren, CO, dedektieren
(Hu 2007). Bei Mausen wird die potentiell lebensrettende Arousal-Antwort auf erhéhte CO,-
Gehalte in der Einatemluft (hier: 10%) Uber Serotonin-Neurone vermittelt (Buchanan und
Richerson, 2010). Unterschiede in der dosisabhangigen Angstreaktion auf CO, (9%, 17,5%
und 35%) beim Menschen konnten auf eine unterschiedliche Serotonin-Aktivitéat
zurlckgefihrt werden, die auf einem Polymorphismus in der Promotor-Region des
Serotonin-Tansportergens beruht (Schruers et al., 2011). Es wird angenommen, dass
serotonerge Neurone eine Arousal-Antwort bei niedrigen CO,-Konzentrationen induzieren,
und dass dieselben Neurone bei h6heren CO,-Konzentrationen Angst und Dyspnoe (s. a.
1.4.4) hervorrufen (Dohle und Richerson, 2010).
Ziemann und Kollegen (2009) beobachteten mit Hilfe von vier unterschiedlichen
Angstparadigmen folgende Reaktionen bei Mausen:

e 10% CO; provozierte Freezing-Verhalten.

e 10% CO, verstarkte das Angstgedachtnis, wenn es mit FuBschock kombiniert wurde.

e 10% CO; reduzierte die Aktivitat im aversiven Zentrum des Open Field Tests, was auf

erhdhte Angstlichkeit schlieBen lie.
e Bei einem Préaferenztest (Kammer mit je 15% CO, und <2% CO,) verbrachte die
Maus > 90% der Zeit in der Kammer mit dem geringen CO,-Gehalt.
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Die Amygdala vermittelt Gber das noradrenerge System eine Fight-or-flight-Reaktion und hat
Verbindungen zu anderen Gehirnregionen, die bei einer Reaktion auf eine Bedrohung
beteiligt sind (Ziemann et al., 2009). Auch bei Ratten verstarkt eine 5-mindtige Exposition
von 20% CO, (gradueller Konzentrationsanstieg) angstbezogenes Verhalten, hier gemessen
an erhéhter Anzahl von Kotkéttel und an verringerter Aufenthaltszeit im aversiven Zentrum
des Open Field Tests (Johnson et al., 2011). Die Autoren berichten, dass diese CO.-
Exposition Regionen des Vorderhirns und des Hirnstammes, die bei der Ausldsung von angst-
und furchtbezogenem Verhalten, bei der Mobilisation der HPA-Achse und bei der Aktivierung
der stressbezogenen Sympathikusantwort beteiligt sind, aktiviert. Dies flhrt zur Anpassung
der Atmung, zu Arousal-Verhalten und zu aversiven Panikantworten, um die Sauren-Basen-
Homd&ostase wieder herzustellen.

Weiterhin wurde untersucht, welches Verhalten Ratten zeigten, die keine Méglichkeit hatten,
eine CO,-Atmosphéare zu verlassen. Dabei kannten die Tiere den Ausgang aus der Kammer,
dieser war jedoch verschlossen. Neil und Mitarbeiter (2008a) beobachteten ein vermehrtes
Erkundungs- und Fluchtverhalten, wobei sich das Erkunden sowohl auf die unbekannte
Umgebung als auch auf die Aversivitat von CO, zurlckfihren lieB. Fluchtversuche hingegen
wurden allein durch CO, ausgeldst (Niel et al., 2008a).

¢ Inhalation von Isofluran und Sevofluran
Es ist wenig Uber die direkten Folgen der Exposition mit Inhalationsanasthetika auf das
Angstverhalten bekannt. Die chronische Exposition (4 Stunden taglich Uber 30 Tage) mit
niedrigen, nicht-narkotisch wirkenden Konzentrationen von Halothan, Sevofluran und
Enfluran flihrte bei Ratten zu Anderungen im Verhalten im Vergleich zu nicht exponierten
Ratten (Ozer et al., 2006):

e Verringerte Anzahl von Head Dippings und kirzere Explorationszeiten im Hole Board
Test. Dies lasst auf vermindertes Explorationsverhalten und damit auf erhdhtes
Angstverhalten schlieBen.

e Kirzere Aufenthaltszeit in den offenen Armen des Elevated Plus Mazes, was auf
erhéhte Angstlichkeit hindeutet.

e Langere Zeiten, um das Zielobjekt im Multiple T Maze zu finden, sowie eine gréBere
Anzahl von falsch eingeschlagenen Abbiegungen. Dies wird mit einer verminderten
Lern- und Gedéachtnisfunktion in Verbindung gebracht.

Wiklund und Mitarbeiter (2008) untersuchten M&use, denen die B.-Untereinheit des
nicotinergen Acetylcholinrezeptors fehlte. 24 Stunden nach einer 2-stiindigen Narkose mit
2,6% Sevofluran konnte bei diesen Mausen vermindertes Explorationsverhalten im Open
Field Test und erhdhtes Angstverhalten im Elevated Plus Maze Test im Vergleich zur
Untersuchung vor der Narkose gemessen werden. Wildtyp-Mause zeigten keine
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Verhaltensédnderungen durch die Narkose, was auf eine Beteiligung cholinerger
Mechanismen beim Angstverhalten hindeutet.

1.4.6.2 Wirkung auf das Meideverhalten und olfaktorische Aversion

Nager verflgen Uber einen ausgepragten Geruchssinn, der den Tieren als Warnsystem
dient. Im Gegensatz zum Menschen kdnnen sie schon geringste CO,-Konzentrationen
wahrnehmen, wie sie z. B. bei zu vielen Tieren auf engem Raum oder bei Verlegung des
Ausganges der unterirdischen Hohlen bei wildlebenden Tieren entstehen kdnnen. Ratten
kénnen CO, ab einer Konzentration von 0,5% detektieren (Ferris 2007), Mause schon ab
einer Konzentration von ca. 0,066% mit Hilfe olfaktorischer Neurone im Riechepithel, die das
Enzym Carboanhydrase Typ Il exprimieren und zum Bulbus olfactorius projizieren (Hu 2007).
Zum Vergleich: die Konzentration von CO, in der Atmosphare betragt 0,038%. Auch kénnen
Mause gasférmiges CO, mittels Geschmackssinneszellen der Zunge, die eine
Carboanhydrase vom Typ IV exprimieren und zur Chorda tympani des Nervus facialis
projizieren, konzentrationsabhangig wahrnehmen (Chandrashekar 2009). Sogar die
Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) zeigt ein angeborenes Meideverhalten auf CO.-
Konzentrationen, die nur 0,1% Uber der Umgebungskonzentration liegen (Suh et al., 2004).
Bei einer Inhalationsnarkose nehmen die Tiere den Geruch der Narkosegase als erstes wahr
und dieser kann, noch bevor eine andsthetische Wirkung einsetzt, aversiv auf die Tiere
wirken und eine Belastung darstellen. In Préaferenztest und im Approach-Avoidance-
Paradigma stellen CO,, Isofluran, Sevofluran und andere Narkosegase in unterschiedlichen
Graden aversive Stimuli fir Labornager dar (s. u.). Es ist bekannt, dass Etherinhalation als
starker Stressor eingesetzt wird. Sie bewirkt eine gesteigerte Erregbarkeit auf
Verhaltensebene und beeinflusst die Bildung und Freisetzung von stressbezogenen
Transmittern im Gehirn (Patchev et al., 2007). Manche Mausstamme (z. B. C57BL/6J) haben
eine verminderte Geruchswahrnehmung fir bestimmte Stoffe (z. B. Isovaleriansaure)
(Wysocki et al., 1977). Es ist nicht auszuschlieBen, dass unterschiedliche Mausstamme
Inhalationsnarkotika unterschiedlich wahrnehmen.

Die Geruchsbelastung und Aversivitat von CO, und Inhalationsnarkotika wurde bisher in zwei

verschiedenen Modellen untersucht: Praferenztest und Approach-Avoidance-Paradigma.

e Préaferenztest

Bei der Wahl zwischen einem luftgefiillten Kéafig und einem Kéafig mit 1% CO, zeigten Ratten

keine Préaferenz fir den einen oder anderen Kéafig. Schon eine Konzentration von 3% CO; in

einem der Kafige lieB die Ratten diesen Kafig meiden (Krohn et al., 2003).

Ein anderer Test beruht darauf, dass das Tier einer Narkosegasatmosphare ausgesetzt wird

und diese jederzeit verlassen kann. Es werden die Gesamtaufenthaltsdauer in der Kammer

und die Zeit bis zum Verlassen registriert. Je kirzer die Zeiten, desto aversiver wird das
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Narkotikum eingestuft (Leach et al., 2002).

Leach und Mitarbeiter (2002) verglichen in diesem Test an Ratten und Mausen die
Aversivitdt der Inhalationsnarkotika Halothan, Isofluran, Enfluran und CO, in drei
unterschiedlichen Kammerkonzentrationen, die jeweils gleich effektiv waren. Bei Mausen
zeigten sich die gréBten Unterschiede bei den niedrigen Konzentrationen: Die Aversivitat war
am hdéchsten bei CO, (28%) > Isofluran (1,5%) > Enfluran (5,2%) = Halothan (3,5%). Bei den
mittleren und hohen Konzentrationen in der Kammer waren alle vier Gase etwa gleich
aversiv (Leach et al., 2002). In einer weiteren Studie untersuchten Leach und Mitarbeiter
(2004) zusatzlich Sevofluran, welches auch bei héherer Konzentration in der Kammer (7,2%)

weniger unangenehm als CO, und Isofluran fir M&use war.

e Approach-Avoidance-Paradigma
In diesem Test wird in einer Kammer eine unangenehme Atmosphére (Narkosegase) mit
einem angenehmen Reiz (Futterbelohnung) gepaart. Anhand der aufgenommenen
Futtermenge und Aufenthaltsdauer in der Kammer wahrend der Narkosegasexposition wird
der Grad der Aversivitat des jeweiligen Narkosegases bestimmt. Je mehr unter Einwirkung
des Narkosegases gefressen wird bzw. je langer das Tier in der Kammer bleibt, desto
,heutraler ist das Narkosegas fiir das Tier.
Ratten meiden Atmospharen mit statischen und ansteigenden CO,-Konzentrationen sowie
das Edelgas Argon und die damit einhergehende sauerstoffarme Atmosphéare. Die Tiere
blieben nie lange genug in der Kammer, um das Bewusstsein zu verlieren (Niel und Weary,
2007; Makowska, 2008; Niel et al., 2008b). Der Zusatz von Sauerstoff beim schrittweisen
Einleiten von CO. reduzierte leicht die Aversivitat (Kirkden et al.,, 2008). Die
Inhalationsanasthetika Isofluran und Halothan wirkten ebenfalls aversiv auf Ratten. Die Tiere
tolerierten Isofluran (Maximalkonzentration 3,75%) langer als Halothan
(Maximalkonzentration 5%), beide Narkotika in diesen Konzentrationen fihrten zu einem
Zustand der Sedation und Ataxie (Makowska, 2009).
Bei Mausen kommt man zu &hnlichen Ergebnissen mit dieser Testmethode. Mause verlieBen
die Testkammer immer vor Bewusstseinsverlust, wenn sie CO,, Argon und Kohlenmonoxid
(CO) ausgesetzt waren (Makowska et al.,, 2009). Sie tolerierten Isofluran
(Maximalkonzentration 3%) langer als Halothan (Maximalkonzentration 4,5%), wobei unter
Isofluran-Exposition einige Mause sogar bewusstlos wurden (Makowska et al., 2009).
Eigene Untersuchungen am Institut (Menken, 2012) mit C57BI/6-Mausen weisen in die
gleiche Richtung: Unter CO,-Exposition verlieBen alle Mause die Testkammer, bevor sie
ataktisch oder sogar bewusstlos wurden. Bei Exposition mit 1,25% - 3,75% Isofluran bzw. mit
6% Sevofluran wurden 44% der Mause bewusstlos, wobei eine Maus bei 3,75% Isofluran
das chirurgische Toleranzstadium erreichte.
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1.5 Ziel der vorliegenden Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die Phase der Erzeugung von Bewusstlosigkeit und chirurgischer
Toleranz zur Einleitung der Tétung mittels CO, sowie Isofluran und Sevofluran in
unterschiedlichen  Konzentrationen hinsichtlich  ihrer  Stressbelastung bei zwei
Labormausstdmmen untereinander vergleichend bzw. gegen einen reinen Luftstrom
umfassend zu untersuchen.

Die Nullhypothese H,, die es zu verwerfen qilt, lautet: Die Exposition mit CO, in
unterschiedlichen Konzentrationen verursacht eine gleich hohe oder niedrigere
Stressbelastung als die Exposition mit Luft bzw. mit Isofluran und Sevofluran in
unterschiedlichen Konzentrationen.

Die Alternativhypothese Ha ist entsprechend: Die Exposition mit CO, in unterschiedlichen
Konzentrationen verursacht eine hdhere Stressbelastung als die Exposition mit Luft bzw. mit
Isofluran und Sevofluran in unterschiedlichen Konzentrationen.

Die Stressbelastung wird von mehreren Parametern bestimmt. Wir gehen dabei zum einen
von folgenden Annahmen aus:

e Bei starkem akutem Stress sind die Konzentrationen der Katecholamine Adrenalin
und Noradrenalin im Plasma héher als bei niedrigerem oder keinem akutem Stress.

e Als Reaktion auf héhere Katecholaminspiegel im Plasma ist die Konzentration der
Blutglukose bei akutem Stress héher als bei niedrigerem oder keinem akutem Stress.

e Exposition mit einem reinen Luftstrom verursacht keine Veranderung des Verhaltens.
Eine stressvolle Narkosegasbehandlung verursacht eine deutliche Veranderung des
Verhaltens im Vergleich zur Luftexposition. Eine wenig bzw. nicht stressvolle
Narkosegasbehandlung verursacht keine Veranderung des Verhaltens im Vergleich
zur Luftexposition. Dabei bleibt zu diskutieren, inwieweit eine bestimmte
Verhaltensanderung als pharmakologischer Effekt per se oder als Ausdruck von
Stress zu werten ist.

e Bei Exposition mit einem Luftstrom sind normale Atembewegungen festzustellen.
Vertiefte und/oder beschleunigte Atemziige kénnen Zeichen fir eine Dyspnoe oder
auch Hinweise auf eine Anderung des inneren Milieus (Azidose) sein. Beide werden,
wenn nicht entgegen gewirkt werden kann, mit Stress assoziiert.

e Exposition mit einem reinen Luftstrom verursacht keine Schadigung der Gewebe des
Atemtraktes. Fuhrt die Exposition mit Narkosegasen zu Schaden an den Geweben
des Atemtraktes, so wird dies mit Schmerzen oder Stress in Verbindung gebracht.

Zum anderen sind die Wirksamkeit und Verlasslichkeit einer Narkosegasbehandlung, der
zeitliche Verlauf der einzelnen Phasen der Narkoseeinleitung und die dann herrschenden
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Narkosegaskonzentrationen in der Kammer ausschlaggebend fir die Beurteilung der
Stressbelastung und der Tierschutzgerechtigkeit.

Auswirkungen der Narkosegase auf das Verhalten der Mause, blutchemische und
gewebepathologische Parameter werden erfasst. Im Unterschied zu bisherigen Studien
umfasst der geplante Untersuchungszeitraum die Zeit von Beginn der Narkoseeinleitung bis
zum Erreichen einer tiefen Narkose (chirurgisches Toleranzstadium). Dieser Zeitraum wurde
deshalb gewahlt, da nur in dieser Periode das Tier bewusst Stress und Schmerzen durch
das Narkosegas oder Manipulationen empfinden kann. Weitere Veranderungen, die durch
eine bis zum Eintritt des Todes geflihrte Narkose verursacht wiirden, werden so vermieden.
Zunachst werden das Verhalten und die Atembewegungen wahrend des
Narkosegaseinstromes auf Video aufgezeichnet. Dies wird durch die gleichzeitige Aufnahme
der LautduBerungen im hérbaren und im Ultraschallbereich ergéanzt. Die Ton- und
Filmmaterialien werden hinsichtlich des Verhaltens und der Latenzzeiten bis zum Eintreten
der Bewusstlosigkeit und chirurgischer Toleranz analysiert. Das Eintreten der
Bewusstlosigkeit und der chirurgischen Toleranz wird mittels Reflexprifung bestimmt. Bei
Erreichen der chirurgischen Toleranz wird sofort Blut durch Dekapitation fiir die Messung der
Blutglukose und die Bestimmung der friihen Stressparameter Adrenalin und Noradrenalin im
Plasma gewonnen. Die Atmungsorgane werden sofort danach makroskopisch und
histologisch auf Schadigungen durch die Narkosegase untersucht.

Die Effekte der drei Gase CO,, Isofluran und Sevofluran in jeweils unterschiedlichen
Konzentrationen werden untereinander bzw. wenn mdglich, gegen eine Luftkontrolle
verglichen. Durch die Abwagung aller Parameter soll das am besten geeignete Narkosegas
herausgefunden werden, das zuverlassig eine Narkose zur Tétungseinleitung erzeugt und

dabei mdglichst wenig Stress verursacht.
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2 Tiere, Material und Methoden
2.1 Versuchstiere

2.1.1 Mausstamme

Far die vorliegenden Untersuchungen wurden Mausstamme verwendet, die haufig in der
biomedizinischen Forschung eingesetzt werden. Als Auszuchtstamm wurde der NMRI-, als
Inzuchtstamm der C57Bl/6J-Stamm  gewahlt. Letzterer stellt den haufigsten

Hintergrundstamm flr genetisch veranderte Mausstamme dar.

2.1.2 Tierzahl

Die Versuchsgruppen bestanden zu gleichen Teilen aus ménnlichen und weiblichen Tieren.
Die Tiere waren zwischen 8 und 23 Wochen alt. Die Bécke des NMRI-Stammes wogen
durchschnittlich 37,4 + 3,8 g, die Weibchen 30,8 + 3,6 g. Die mannlichen M&use des
C57Bl/6-Stammes wogen 27,6 = 2,3 g und die weiblichen 20,8 + 2,0 g. Es wurden 2
Mausstamme mit je 8 Versuchsgruppen bei einer GruppengréBe von je 16 Tieren verwendet.
Die Tiere wurden nicht eigens fiir diese Versuche geziichtet, sondern stammten als Uberzahl
aus der institutseigenen Zucht oder sie fungierten zuvor bei einem anderen Versuch als
Kontrolltiere. Die letztgenannten Tiere waren keinen oder geringgradigen Belastungen, wie
NaCl-Injektion, ausgesetzt. Die durchgefiihrten Tierversuche wurden von der zusténdigen
Behérde  genehmigt  (Landesamt  fir = Gesundheit und Soziales Berlin,
Genehmigungsnummern G 0460/09, G0123/10).

2.1.3 Haltungsbedingungen

Zur Zucht und Haltung der Mause dienten die institutseigenen Raumlichkeiten, die daflr eine
Zulassung vom Landesamt fir Gesundheit und Soziales Berlin haben. Es herrschten
folgende Standardbedingungen: Raumtemperatur 23 + 1 C°, relative Luftfeuchtigkeit 60 +
5%, zwdlfstindiger Hell-Dunkel-Rhythmus mit einer Lichtphase von 5:00-17:00 Uhr.

Die Tiere wurden in gleichgeschlechtlichen Gruppen (2 - 6 Tiere) in Makrolon®-Kafigen Typ
[l auf Standardeinstreu (sniff® Lignocel 3-4 S, Soest, Deutschland) mit Zellstoff und
Papprollen als Nistmaterial gehalten. Den M&usen stand Trinkwasser und pelletiertes
Standardfutter (sniff® R/M-H, Soest, Deutschland) ad libitum zur Verflgung. Ab der
Habituations- und Versuchsphase dieses Vorhabens galten die gleichen Bedingungen,
jedoch wurden die Mause einzeln gesetzt, um die Entwicklung einer Anticipatory Anxiety
beim Herausnehmen aus der Gruppe zu vermeiden (Borsini et al., 1989).
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2.1.4 Verwendete Substanzen, Applikationsformen und Expositionszeit

Es wurde CO, aus Druckgasflaschen (Air Liquide Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland)
verwendet. Der Gasfluss konnte Uber einen fir CO, geeigneten Druckminderer mit
Flowmeter (Vulkan—Effekt mit Flowmeter, gastechnik24 KG, Solingen, Deutschland) reguliert
werden. Als Inhalationsanasthetika wurden lIsofluran (Forene®, Abbott GmbH &Co. KG,
Wiesbaden, Deutschland) und Sevofluran (Sevorane®, Abbott GmbH &Co. KG, Wiesbaden,
Deutschland) eingesetzt. Sie wurden mittels eines eigens umgebauten Narkosegerates
(Drager Sulla®, Drager Medical GmbH, LUbeck, Deutschland) und entsprechenden
Prazisionsverdampfern (Drager Vapor® 19.1 Isoflurane, 5% und Drager Vapor® 19.3
Sevoflurane, 8%, Drager Medical GmbH, Lubeck, Deutschland) verabreicht. Der Umbau
erlaubte eine Gasflussregulation tber ein Flowmeter, die Anreicherung des Gases mit den
anasthetisch wirkenden Substanzen und eine direkte Einleitung des Narkosegases in die
Narkosebox. Als Trager- und Kontrollgas diente Luft aus Druckgasflaschen (Air Liquide
Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland).

Zum Einsatz kam CO; in einer Konzentration von 100% mit einer niedrigen, mittleren und
hohen Einflllrate. Je héher die Einflllrate gewahlt wurde, desto schneller stieg die CO,-
Konzentration in der Narkosekammer. Isofluran und Sevofluran wurden mit
Prazisionsverdampfern in den damit zu erreichenden Maximalkonzentrationen und in der
niedrigeren, zur Narkoseerhaltung empfohlenen Konzentration von 1,5 MAC (Minimale
alveolare Konzentration) verabreicht (Eger, 1981).

Die maximale Expositionszeit betrug 300 s. Wahrend dieser Zeitspanne sollten alle Mause
das chirurgische Toleranzstadium erreichen, das dem Ausfall des Zwischenzehenreflexes
und einer tiefen Narkose entspricht. Der Zeitraum orientiert sich an Untersuchungen, die mit
den hier verwendeten niedrigen Isofluran- und Sevoflurankonzentrationen und niedrigen
CO,-Einflllrate vergleichbar sind. In Studien an Mausen, die in eine mit 1,3 MAC lIsofluran
vorgeflllte Kammer verbracht wurden, trat der Verlust des Zwischenzehenreflexes nach ca.
290 s auf, bei 1,3 MAC Sevofluranexposition nach ca. 124 s (Wiklund et al., 2008). In einer
weiteren Untersuchung an Mausen war nach 192 s eine reflektorische Atmung bei Exposition
mit CO, mit einer Einflllrate von 20 KV%/min festzustellen (Corbach, 2006). Eine
reflektorische Atmung tritt erst in sehr tiefer Narkose auf. Bei héheren Gaskonzentrationen

und héheren Einfillraten tritt eine schnellere Narkoseinduktion ein.

Als Vergleich zu den Narkosegasen diente Luft mit einer Einftllrate von 10 Litern pro min.

Erlauterungen zu den jeweiligen Narkosegasen und der Kontrolle finden sich in Tab. 2.1.
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Tab. 2.1 Narkosegase und Kontrolle

Abkiirzung Erlauterung

Langsame Flllung der Narkosekammer mit 100% CO, mit einer Einfiillrate von
CO, 20 20% des Kammervolumens pro Minute (KV%/min) (entspricht hier 2,8 Litern pro
Minute) nach Hawkins und Mitarbeiter (2006).

Schnellere Fillung der Narkosekammer mit 100% CO, mit einer Einflillrate von 60
CO, 60 KV%/min (entspricht hier 8,4 Litern pro Minute) in Anlehnung an Corbach (2006)
und AVMA (2007).

Rasche Fillung der Narkosekammer mit 100% CO, mit einer Einfiillrate von 100
KV%/min (entspricht hier 14 Litern pro Minute), dies kommt einer vorgefiillten
Kammer mit hoher CO,-Konzentration nahe (Bundesamt flir Veterindrwesen der
Schweiz, 1993).

CO, 100

Isofluran 2% entspricht 1,5 MAC (minimale alveolare Konzentration) bei der Maus
(Mazze et al., 1985). Bei 1 MAC reagiert die Halfte der Tiere nicht mehr auf einen
Hautschnitt. Bei 1,5 MAC kann man bei allen Tieren von einer ausreichenden
Iso 2% chirurgischen Narkosetiefe ausgehen. Da normale Narkosekammern klein sind und
das Tier sich rasch in einer unverdinnten Narkosegasatmosphare befindet, wird, um
diesem zu entsprechen, die mit dem Verdampfer maximal mégliche Einfiillrate von
71 KV%/min (entspricht hier 10 Litern pro Minute) gewahlt.

Isofluran 5% ist die Maximalkonzentration mittels Prazisionsverdampfer. Einfillrate

Iso 5%
S. 0.

Sevofluran 4,8% entspricht 1,5 MAC (minimale alveolare Konzentration) bei der

O,
Sevo 4,8% | \1aus (Ichinose et al., 1998). Einfillrate s. o.

Sevofluran 8% ist die Maximalkonzentration mittels Prazisionsverdampfer und wird
Sevo 8% in dieser Konzentration auch zur Narkoseeinleitung bei Kindern eingesetzt (Baum et
al., 1997). Einflllrate s. o.

Als Kontrolle zu den Narkosegasen dient Luft mit einer Einflillrate von 71

Luft KV%/min (entspricht hier 10 Litern pro Minute) fir 300 s.

41



2 Tiere, Material und Methoden

2.2 Versuchsaufbau und -ablauf

Die Untersuchungen fanden in einem Nebenraum, der direkt an den Haltungsraum
anschloss, statt. Die Habituation der Mause an das Handling und die Narkosekammer
erfolgte zwischen 9:00 und 11:00 Uhr und zwischen 14:00 und 16:00 Uhr. Die Versuche
wurden zwischen 8:30 und 11:30 Uhr durchgefinhrt.

Die Wirkungen unterschiedlicher Inhalationsnarkotika auf den Organismus und das
Wohlbefinden des Tieres von Beginn der Narkoseeinleitung bis zum Eintritt der chirurgischen
Toleranz wurden untersucht. Die chirurgische Toleranz wurde mit Hilfe des
Zwischenzehenreflexes Gberprift. Der Untersuchungszeitraum begann mit der Gaseinleitung
und endete nach maximal 300 s, falls nicht schon davor die chirurgische Toleranz
eingetreten war. Sonst markierte die chirurgische Toleranz den Endpunkt der Video- und
Tonaufzeichnungen bzw. den Zeitpunkt der Dekapitation und Probennahmen. Tiere, die
nach 300 s nicht die chirurgische Toleranz erreichten, wurden ebenfalls dekapitiert.

2.2.1 Versuchsaufbau

Als Narkosekammer diente ein Makrolon®-K&fig Typ Ill, dessen Volumen 14 | betrug. Im
dafiir konstruierten Deckel waren ein Zufluss fiir das Narkosegas und seitlich Offnungen fiir
die Abluftschlauche angebracht. Unterhalb des Zuflusses befand sich eine 7 cm x 10 cm
groBe Acrylglasplatte mit Léchern, um das zustrémende Gas zu verwirbeln und so flr eine
gleichmaBige Durchmischung zu sorgen. Diese Konstruktion wurde an Corbach (2006)
angelehnt (fur eine Bauzeichnung s. Anhang 9.1). Den Untergrund bildete ein Einlegeboden
aus Acrylglas mit rauer Oberflache, der von auBen zur Uberpriifung des Stellreflexes
angehoben werden konnte (s. Abb. 2.2, A — C). Ein fir hérbaren Schall und Ultraschall
geeignetes Mikrofon (Ultraschallsensor von Knowles, Dover Corporation, Downers Grove,
lllinois, USA; Steckverbindung von Neutrik® NC MX, Dachau, Deutschland) wurde in die
Kammer gehangt und mit einem entsprechenden Aufnahmegerat (Avisoft Ultrasoundgate
116) verbunden, welches an ein Laptop (HP Pavilion dv2899, Hewlett-Packard GmbH,
Béblingen, Deutschland) mit dazugehériger Software (Avisoft-RECORDER 2.7, Berlin,
Deutschland) angeschlossen war. Zwei Videokameras (Panasonic® HDC-TM 700, Kadoma
Osaka, Japan und Canon PowerShot SX 200 IS, Tokyo, Japan) wurden zur Aufnahme des
Verhaltens und der Atembewegungen in der Nahe der Narkosekammer platziert. Eine
Stoppuhr stand bereit.
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2.2.2 Versuchsablauf
Eine Ubersicht iiber den Versuchsablauf gibt Abb. 2.1.

Tg3 2 1 0 S o
| | | | | S
Habituation Versuch Probennahme/
Befundung
h;c;;t_[;f_t_/__} | Dekapitation i
i Narkosegas | bei Erreichen der CT/ i
L 1
|
|

CT = chirurgische Toleranz

Abb. 2.1 Versuchsablauf

| nach max. 300 s
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Abb. 2.2 Reflextestung

A—C Zur Uberpriifung des Stellreflexes wurde der Einlegebodenboden schrag gestellt, um die
Maus um ihre Achse zu rollen.

D Zur Testung des Zwischenzehenreflexes wurde mit einer Pinzette in die Hautfalte zwischen
den Zehen eines Hinterlaufes gekniffen.
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¢ Habituation

Vor dem eigentlichen Versuch wurde jede Maus Uber 3 Tage fir jeweils 3 Minuten zur
Stressminimierung an die Kammer gewdhnt. Drei Tage sind fir die Habituation an die neue
Umgebung ausreichend (Podhorna und Brown, 2002). Jedes Tier bekam fir das Training
einen eigenen Versuchskafig zugeordnet, der den tiereigenen Geruch Uber den gesamten
Versuchszeitraum beibehielt. Nur der Einlegeboden und die Deckelkonstruktion wurden nach
jedem Tier geruchsneutral mit warmem Wasser und Spllmittel (Frosch Sensitiv Vitamin
Spulmittel, parfimfrei, Erdal GmbH, Hallein, Osterreich) gereinigt und abgetrocknet.

e Versuch
Fdr den Versuch wurde die Maus in die Narkosekammer gesetzt. Eine Minute lang konnte
die Maus die Kammer explorieren, dann wurde die Gaseinleitung gestartet. Die
Narkosegaskonzentration stieg in der Kammer kontinuierlich an. Die Gasexposition dauerte
von Beginn der Gaseinleitung bis Erreichen der CT bzw. maximal 300 s. Das Verhalten und
die Atembewegungen wurden auf Video aufgenommen und die LautauBerungen
aufgezeichnet.

¢ Reflextestung
Der Eintritt der Bewusstlosigkeit wurde anhand des Stellreflexes Uberpriift. Das Erreichen
der chirurgischen Toleranz wurde mit Testung des Zwischenzehen- und Lidreflexes

verifiziert.

e Probennahme und Befundung

Nach Erreichen der chirurgischen Toleranz wurde das Tier sofort durch Dekapitation getétet.
Dies war nétig, da beim Abbruch der Narkosegaszufuhr das Tier rasch das Bewusstsein
wieder erlangen wirde.

Im Anschluss fand die Blutentnahme fiir die Bestimmung von Glukose und den
Stresshormonen statt. Die Schleimhaute der Augen und des Atemtraktes wurden
makroskopisch untersucht. Die Lunge und Trachea wurden prapariert und entnommen,
gewogen, fotografiert und in Fixierldésung verbracht. Die makroskopische Befundung,

Gewebeentnahme, Wiegen und Fotoaufnahme fanden in maximal 180 s statt.
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2.3 Untersuchungsmethoden und -parameter

2.3.1 Korpergewichtmessung

Die Mause wurden am letzten Eingewdhnungstag mit einer Prazisionswaage (Satorius AG,
Gottingen, Deutschland) gewogen. Das Koérpergewicht wurde fir die Berechnung des
relativen Lungengewichtes bendtigt.

2.3.2 Reflexausfalle

Zur Uberpriifung des Stellreflexes wurde, nachdem das Tier wahrend der Narkoseeinleitung
zum ersten Mal fir 10 Sekunden regungslos liegen blieb, der Einlegebodenboden schrag
gestellt, um die Maus um ihre Kérperachse zu rollen. Richtete sich das Tier nicht mehr aus
der Seiten- oder Rlckenlage auf, so galt der Reflex als ausgefallen. Zeigte die Maus
Aufrichtebewegungen, so wurde der Stellreflex gegebenenfalls mehrmals in 10-seklindigen
Abstanden nach wieder eingetretener Relaxation tberprdft.

An den Ausfall des Stellreflexes schloss sich die Testung des Zwischenzehenreflexes an.
Hierzu wurde mit einer Pinzette in die Hautfalte zwischen den Zehen eines Hinterlaufes
gekniffen. Zeigte die Maus keine Abwehrbewegungen, so galten die Reflexe als erloschen.
Reagierte die Maus mit Wegziehen der GliedmaBe, so wurde der Reflex gegebenenfalls
mehrmals in folgenden Zeitabstanden getestet: 10, 10, 15, 15, 30, 30, 60, 60 s.

Nach Erléschen des Zwischenzehenreflexes wurde der Lidreflex durch sachtes Berlhren
des medialen Augenwinkels mit der abgerundeten Spitze einer anatomischen Pinzette
getestet. Blinzelte das Tier nicht, so galt dieser Reflex als ausgefallen.

Die Latenzzeiten bis zum Ausfall der einzelnen Reflexe wurden als Sekundenangaben

notiert.

2.3.3 Wirksamkeit und Zuverlassigkeit der Narkosebehandlung

Das Erléschen des Zwischenzehenreflexes entspricht dem Erreichen der chirurgischen
Toleranz (CT) (Westhues und Fritsch, 1961; Arras et al., 2001; Flecknell, 2009b), bei der von
einer Schmerz- und Empfindungslosigkeit ausgegangen werden kann. Das Erreichen der CT
sollte maximal 300 s dauern (s. 2.1.4). Die Wirkung einer Substanz ist von ihrer
Konzentration abhangig und wird mit Hilfe von Dosis-Wirkungskurven beschrieben. Bei
Narkosegasen entspricht die EDs, dem MAC-Wert (de Jong und Eger, 1975). Aus
praktischer Sicht ist diese Dosisangabe flir den Anasthesisten wenig sinnvoll. De Jong und
Eger (1975) schlagen deshalb eine EDgs bzw. ADgs, eine anasthetische Dosis, bei der 95%
der Patienten narkotisiert sind und nicht mehr mit Bewegung auf einen Schmerzreiz
reagieren, vor.

So betrachteten wir in vorliegender Arbeit die Narkosegasbehandlung bei einem einzelnen
Tier als wirksam, wenn es die CT innerhalb von 300 s erreichte. Erreichten mindestens 15
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von 16 Tieren (93,8%) die CT innerhalb von 300 s, so galt die Narkosegasbehandlung als
wirksam und zuverlassig.

In vorliegender Untersuchung wurden auch die Behandlungsgruppen, bei denen mindestens
14 von 16 Tieren (87,5%) die CT innerhalb von 300 s erreichten, mit betrachtet und in die
statistische Auswertung mit einbezogen.

Erreichte ein Tier innerhalb von maximal 300 s nicht die CT, wurden sein Zustand und die
Narkosephase notiert. Von der weiteren Auswertung wurde es jedoch ausgeschlossen.
Wurden mindestens 3 von 16 Tieren von einer Behandlungsgruppe ausgeschlossen, so
wurde die Narkosebehandlung zur Euthanasieeinleitung in vorliegender Arbeit als
ungentgend wirksam und zuverlassig eingestuft und die gesamte Gruppe von der weiteren

statistischen Auswertung ausgeschlossen.

2.3.4 Phasen der Narkoseeinleitung

Alle eingesetzten Gase, auBer der Luftkontrolle, erzeugen eine Narkose. Die
Narkoseeinleitung verlauft in mehreren aufeinander folgenden Phasen, die sich voneinander
abgrenzen lassen. Die Einteilung erfolgte aufgrund bestimmter Verhaltensweisen und
Reflexausfélle, die sich aus den Auswertungen der Videoaufzeichnungen ergaben. Die
Latenzzeiten bis zum Eintritt der einzelnen Phasen wurden anhand der

Videoaufzeichnungen ermittelt und in Sekunden angegeben.

2.3.5 Errechneter Narkosegas-Konzentrationsverlauf

Unter der Annahme, dass zu jedem Zeitpunkt das einstromende Gas sich vollstandig mit
dem in der Kammer befindlichen Gas vermischt, lasst sich die Konzentration (c) zu jedem

Zeitpunkt (t) mit folgender Formel (Corbach, 2006) berechnen:

; Q
cin—-C — _(V)t
Cin—CO0
Cin Konzentration des einstrdomenden Gases
Co Konzentration des Gases in der Kammer zum Zeitpunkt t = 0 (Beginn des Gaseinstroms)
Q Volumenstrom des einstrémenden Gases
\Y Volumen der Kammer

2.3.6 Blutanalyse
Nach Erreichen der chirurgischen Toleranz bzw. nach maximal 300 s Gaseinstrom wurde die
Maus sofort im Anschluss mit einer Nagerguillotine dekapitiert und das Blut direkt in ein
Probenréhrchen getropft oder mit einer 1-ml-Spritze vom Guillotineboden aufgezogen. Es
wurde darauf geachtet, dass kein Urin oder schaumiges Sekret aus der Trachea in die

47



2 Tiere, Material und Methoden

Blutprobe gelangte. Alle Blutentnahmen fanden in weniger als 120 s statt. Die Guillotine
wurde nach jedem Tier mit Wasser gereinigt und abgetrocknet.

2.3.6.1 Glukosebestimmung aus dem Vollblut

Die Bestimmung der Glukose erfolgte sofort nach Abnahme mit einem Blutzuckermessgerat
(Ascensia® Dex2®, Bayer HealthCare AG, Leverkusen) und Teststreifen (Autodisc®, Bayer
HealthCare AG, Leverkusen) mit einem Messbereich 10-600 mg/dl entsprechend 0,6-33,3

mmol/l. Die Glukosekonzentration wurde in mmol/l angegeben.

2.3.6.2 Katecholaminbestimmung aus dem Plasma

Das Blut wurde in auf Eis gekihlten ProbengeféaBen (420 A weil3 Katecholamine 1ml, Kabe
Labortechnik, Nimbrecht-Elsenroth, Deutschland) aufgefangen, zentrifugiert (5°C, 10 min,
4000 rpm) und der Plasmalberstand gewonnen. Zur weiteren Probenaufbereitung wurde
das Testkit von CHROMSYSTEMS GmbH (Minchen, Deutschland) fir die HPLC-
Bestimmung von Katecholaminen verwendet. Es beinhaltete die mobile Phase, den internen
Standard, den Extraktionspuffer, den Waschpuffer, den Elutionspuffer, die
Probenaufbereitungskartuschen und den wassrigen Kalibrationsstandard. Da nur sehr
geringe Mengen an Plasma zur Verfligung standen, wurden die Arbeitsvorschriften des
Herstellers modifiziert. Die Proben setzten sich deshalb wie folgt zusammen (s. Tab. 2.2):

Tab. 2.2 Probenzusammensetzung zur HPLC-Katecholaminbestimmung

Behandlungs- Plasma Verdiinnungslésung Interner Standard

gruppe [u1] 0,9% NacCl [ul] [pi]
CO, 20 100 800 100
CO, 60 100 800 100
CO, 100 100 800 100
Iso 2% 200 725 75
Iso 5% 200 725 75
Sevo 4,8% 200 725 75
Sevo 8% 200 725 75
Luft 200 725 75

Durch die weitere Aufbereitung wurde ein Eluat gewonnen, von dem jeweils 20-60 pl der
HPLC (High-Performance Liquid Chromatography, Hochleistungsflissigkeitschromatografie)
mit elektrochemischer Detektion zugefihrt wurden. Das System bestand aus Geraten der
Firma Waters (Milford, Massachusetts, USA). Es wurden die Pumpe Modell 510, der
Autosampler 717 und der elektrochemische Detektor 460 verwendet. Die Messung erfolgte
mit einem Fluss von 0,8 ml/min und einem Arbeitspotential von 400 mV. Die Daten wurden
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mit der Chromatographiesoftware Peak Net™ (Automatisierungssoftware, Version 5.1,
Dionex, Sunnyvale, California, USA) erfasst. Die Konzentrationen der Katecholamine
Adrenalin und Noradrenalin wurden in ng/ml angegeben.

2.3.7 Verhaltensanalyse

Die Analyse des Verhaltens stltzt sich gréBtenteils auf die Comprehensive Observational
Assessment-Methode (umfassende Bewertung durch Beobachtung) von Irwin (1968), die
entwickelt wurde, um Wirkungen von Pharmaka bei der Maus zu charakterisieren. Sie ist
sehr umfangreich und sehr detailliert in den einzelnen Beschreibungen der Verhaltensweisen
und deren Abstufungen und dafiir ausgelegt, akut auftretende sowie chronisch anhaltende
Zustande zu erfassen. Wo es nétig schien, wurde diese Methode durch weitere
Verhaltensanalysen erganzt, wie der des Putzverhaltens und der Ultraschallvokalisation. Die
gangigen Verhaltenskataloge zur Beurteilung von Leiden und Schmerzen bei Labornagern,
(z. B. FELASA, 1994; National Research Council, 2008), scheinen ungeeignet, da ihr
Schwerpunkt auf der Feststellung von chronischem, d. h. Gber Stunden und Tage
andauerndem, Stress liegt.

Bei der Verhaltensanalyse der Videoaufnahmen werden die fir diese Untersuchung
relevanten und tatsachlich aufgetretenen Verhaltensweisen nachfolgend aufgefthrt.

2.3.7.1 Korperhaltung

Die Koérperhaltung gibt Auskunft Gber den Wachheitsgrad der Maus. Mit zunehmender
Narkose geht die zuvor aufrecht stehende oder sitzende Haltung in eine liegende bis hin zu
einer vollstandig flachen, relaxierten Kérperhaltung tber.

Die Koérperhaltung wurde verbal in ihrem Verlauf beschrieben.

2.3.7.2 Motorische Aktivitat

Auch die motorische Aktivitat spiegelt den Wachheits- sowie den Erregungsgrad (engl.
arousal) wider. Sie reicht von keiner Aktivitat und Ruhen bis zu extrem heftigen

Bewegungen.

e Lokomotorischen Aktivitat
In vorliegender Arbeit wurde die Lokomotion anhand eines Punktesystems nach Niel und
Weary (2006), welches wir an Mause anpassten, beschrieben. Es wurde ein Punkt
vergeben, sobald die Maus mit ihrer Kérpermitte die Mittellinie (ML) senkrecht zur Langsseite
der Narkosebox Uberquerte. Ein Zurlickwenden innerhalb von 3 s wurde nicht als neuer

Punkt gezahlt. Je héher die Punktezahl, desto schneller und erregter war die Maus.
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e Rearings
Das Aufrichten auf beide Hinterbeine (engl. rearing) dient der Erkundung einer neuen
Umgebung und Situation und wird von Mausen, die sich in einer veranderten, jedoch zuvor
vertrauten Umgebung, befinden, haufiger gezeigt (Lever et al., 2006). Die Rearings finden
mit Kontakt der Vorderpfoten zu den Wéanden oder frei im Raum statt.

e Putzverhalten

An der Quantitat und Qualitat der Putzbewegungen lasst sich die Stresshaftigkeit einer
Situation abschéatzen. In einer stressfreien oder -armen Situation kann man Putzen als
Komfortverhalten bei Mausen beobachten (Kalueff und Tuohimaa, 2004). Hierbei findet laut
den Autoren keine Unterbrechung statt, d. h. die Pausen zwischen den einzelnen
Bewegungen liegen unter 5 s. Die Putzbewegungen werden in cephalocaudaler Richtung in
nachstehender Reihenfolge durchgefiihrt: Vorderpfotenlecken, ,Waschen“ von Nase und
Gesicht, Putzen des Kopfes, Belecken und Kratzen des Korperfells, Belecken der
Hinterbeine und schlieBlich Schwanz- und Genitalienpflege. Bei gestressten Mausen kann
man eine erhdéhte Anzahl von Putzhandlungen, langer als flir 5 s unterbrochene
Bewegungen und inkorrektes Aneinanderreihen der Putzstadien feststellen (Kalueff und
Tuohimaa, 2004).

Die motorische Aktivitat wurde verbal beschrieben. Die Gesamtpunktzahl der
Uberquerungen der Mittelline (lokomotorische Aktivitat) fir das Einzeltier, die Gesamtzahl
der Rearings fur das Einzeltier und die Gesamtzahl der Putzperioden fur das Einzeltier
wurden auf eine Minute standardisiert. Dabei wurde bei den Behandlungsgruppen die
Gesamtzahl fir das Einzeltier durch die Zeit in Sekunden bis Eintritt der vodlligen
Muskelrelaxation geteilt, mit 60 multipliziert und als Anzahl/min angegeben. Bei den
Kontrolltieren wurde ebenso verfahren, hier wurde jedoch die Gesamtzahl fiir das Einzeltier
durch 300 s (Luftstromexposition) geteilt, mit 60 multipliziert und als Anzahl/min angegeben.
Das Putzverhalten wurde zusatzlich anhand oben beschriebener Kriterien als
Komfortverhalten (normales Putzverhalten) oder als gestresstes Verhalten klassifiziert.

2.3.7.3 Konvulsionen

Wahrend der Narkoseeinleitung und -ausleitung im zweiten Anasthesiestadium, dem
Exzitationsstadium, kénnen Konvulsionen auftreten, besonders wenn dieses langsam
durchschritten wird. Es besteht eine erhéhte Ansprechbarkeit auf noxische Reize (Ibrahim et
al., 2001; Archer und Roth, 2007). Es gibt klonische Krampfanfalle mit abwechselnder
Kontraktion und Relaxation der willkirlichen Muskulatur, denen Running Excitement

vorausgehen kann. Zu den klonischen Konvulsionen werden auch die Popcorn-Konvulsionen
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gezahlt. Opisthotonus ist ein tonischer Krampfanfall, bei denen Teile der willkirlichen
Muskulatur sich anhaltend in Kontraktion befinden.

¢ Running Excitement und klonischer Krampf
Der klonische Krampfanfall wird beschrieben als koordinierte, unsymmetrische Konvulsionen
mit natdrlichen, zielgerichteten Bewegungen aller vier GliedmaBen, die wie versuchtes
Laufen oder Rennen in Bauch- oder Seitenlage aussehen (Irwin, 1968). Ihnen kann ein sog.
Running Excitement (aufgeregtes Laufen) mit leichtem Klonus vorausgehen.

e Popcornkonvulsionen
Eine weitere Form des klonischen Krampftyps wird sehr bildlich als Popcorn-Konvulsion
aufgefuhrt, wobei das Tier wiederholt in die Luft bzw. gegen den Deckel der Narkosebox
springt oder ,poppt* (Irwin, 1968).

e Opisthotonus (tonischer Krampf)
Als Opisthotonus wird eine tonische Uberstreckung der Nacken-, Riicken- und
Schwanzmuskulatur bezeichnet, wobei der gesamte Kérper nach dorsal gebogen ist.

Es wurden die Anzahl der Tiere und der entsprechende Anteil der Tiere einer Behandlungs-
oder Kontrollgruppe in % dargestellt, bei denen Konvulsionen, getrennt nach Running
Excitement, klonischer Krampfanfall und Opisthotonus auftraten. Die Gesamtzahl der
Popcorn-Konvulsionen fiir ein Einzeltier oder ihnen ahnliche Verhaltensweisen, wie
Springen, wurden auf eine Minute standardisiert. Dabei wurde bei den Behandlungsgruppen
die Gesamtzahl fir das Einzeltier durch die Zeit in Sekunden bis Eintritt der vdlligen
Muskelrelaxation geteilt, mit 60 multipliziert und als Anzahl/min angegeben. Bei den
Kontrolltieren wurde ebenso verfahren, hier wurde jedoch die Gesamtzahl fiir das Einzeltier
durch 300 s (Luftstromexposition) geteilt, mit 60 multipliziert und als Anzahl/min angegeben.

2.3.7.4 Hypotoner Gang und Ataxie

Als weitere Verhaltensweisen, die in der Narkoseeinleitung auffallen, sind der hypotone und
der ataktische Gang zu nennen. Sie betreffen vornehmlich das erste Anésthesie-, das sog.
Analgesiestadium, kénnen aber auch noch in das zweite Stadium hineinreichen. Der
hypotone Gang tritt aufgrund von Muskelschwache der GliedmaBen oder aufgrund einer
Lahmung auf (Irwin, 1968). Das Tier ist nicht in der Lage, sein Gewicht zu tragen, jedoch
kann es ohne zu torkeln sich auf einer geraden Linie vorwarts bewegen. Irwin (1968) nennt
folgende Abstufungen: normaler Gang, leicht hypotoner Gang, wobei das Becken leicht nach
unten geneigt und HintergliedmaBen leicht nach hinten gerichtet sind, maBig hypotoner

Gang mit geneigtem Becken und seitlich ausgestellten HintergliedmaBen, maBig bis stark
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hypotoner Gang mit flachem Becken und nach seitlich/hinten ausgestellten
HintergliedmaBen sowie ein stark hypotoner Gang, wobei der Bauch des Tieres flach aufliegt
und die HintergliedmaBen extrem nach seitlich/hinten gestreckt sind oder vollstandig
hinterher gezogen werden.

Der ataktische Gang rihrt von der Unfahigkeit her, die Muskeln des Kérperstammes, des
Beckens und der GliedmaBen stimmig zu bewegen. Das Tier kann sich nicht auf einer
geraden Linie vorwartsbewegen, es schwankt und torkelt. Bei einer ausgepragten Ataxie fallt
es auf die Seite.

Hypotoner Gang und Ataxie wurden verbal und im Verlauf beschrieben. Es wurden die
Anzahl der Tiere und der entsprechende Anteil der Tiere einer Behandlungs- oder
Kontrollgruppe in % angegeben, bei denen hypotoner und/oder ataktischer Gang festgestellt

wurden.

2.3.7.5 Vokalisationen

Die Tonaufnahmen wurden mit einer Analysesoftware (Avisoft-SASLab Pro 4.15, Berlin,
Deutschland) nach Vokalisationen im hérbaren sowie im Ultraschallbereich bis 100 kHz
gescannt und deren Frequenz und Dauer bestimmt. Irwin (1968) wertet horbare
Vokalisationen bei Mausen als Zeichen von Irritiertheit und/oder Angstlichkeit.
Die Vokalisationen wurden hinsichtlich inrer Dauer und Frequenz beschrieben.

2.3.8 Untersuchung des Atmungssystems

Es wurden die Veranderungen der Atembewegungen unter Gasexposition beurteilt und
Schleimhaute, Tracheal- und Lungengewebe makroskopisch untersucht. Hierbei wurde auch
das relative Lungengewicht ermittelt sowie die LungengréBe und oberflachlich sichtbare
Petechien und Blutungen morphometrisch bestimmt. Fir den mikroskopischen Teil der
Untersuchung wurden komplette Lungen- und Trachealschnitte angefertigt, die
pathohistologisch ausgewertet wurden. Der Luftgehalt wurde an Schnittbildern
morphometrisch bestimmt.

Die histologischen und morphometrischen Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit
Frau Prof. Dr. J. Plendl und Frau Dr. H. Hinigen aus dem Institut flir Veterinaranatomie des
Fachbereichs Veterindrmedizin der Freien Universitat Berlin durchgefinhrt.

2.3.8.2 Atembewegungen

Die Veranderungen der Atembewegungen wurden anhand der Videoaufzeichnungen
bewertet. Die Atemfrequenz, die in Ruhe bei Mausen ca. 250 Atemzlge pro Minute betragt
(Donovan et al., 2011), kann visuell nur grob abgeschéatzt werden. Sie wurde deshalb im
Vergleich zu der Anfangslage bei Beginn der Narkoseeinleitung als zunehmend oder
abnehmend in ihrem weiteren Verlauf beschrieben. Die Atemtiefe und damit das
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Atemzugvolumen, kann visuell ebenfalls nur grob abgeschatzt werden. Die Atemtiefe wurde
in Relation zu der Anfangslage bei Beginn der Narkoseeinleitung als zu- oder abnehmend in
ihrem weiteren Verlauf beschrieben. Besonders auffallige Atembewegungen, wie Niesen bei
Schleimhautreizungen oder terminale Schnappatmung wurden notiert.

Die Veranderungen der Atembewegungen, gekennzeichnet durch die Atemfrequenz und die
Atemtiefe, wurden verbal und im Verlauf beschrieben.

2.3.8.3 Makroskopische Untersuchung des Atemtraktes

¢ Schleimhautschadigung

Direkt nach Ausfall des Zwischenzehenreflexes bzw. nach maximal 300 s Gasexposition
wurde die Maus aus der Narkosebox genommen und die Nasen- und Maulschleimhaute
sowie die Konjunktiven wurden hinsichtlich Entzindungszeichen, wie Rétung, Schwellung
und vermehrte Sekretion, untersucht. Der jeweilige Auspragungsgrad wurde als nicht
vorhanden, leicht, mittel oder stark beschrieben.

Es wurden jeweils die Anzahl der Tiere und der entsprechende Anteil der Tiere einer
Behandlungs- oder Kontrollgruppe in % dargestellt, bei denen Rdétung, Schwellung und
vermehrte Sekretion der Schleimhaute in den jeweiligen Auspragungen auftraten.

e Trachealausfluss

Nach der Dekapitation wurde die Schnittfliche des Halses untersucht. Bei vermehrter
Sekretbildung in den Lungen bis hin zu einem Lungenddem quillt schaumig-seréses Sekret
aus dem Anschnitt der Luftréhre. Der jeweilige Auspragungsgrad wurde als nicht vorhanden,
leicht, mittel oder stark beschrieben.

Es wurden die Anzahl der Tiere und der entsprechende Anteil der Tiere einer Behandlungs-
oder Kontrollgruppe in % dargestellt, bei denen Trachealausfluss in den jeweiligen
Auspragungen auftraten.

e Blutaspiration und Atelektase
Im Anschluss an die Blutabnahme wurde die Lunge samt Luftréhre entnommen. Fir die
Préparation wurde der Thorax beidseits paramedian mit einer Schere eréffnet, das Sternum
mit einem groBen Rippenanteil entfernt, das Herz samt Herzbeutel abgetrennt, auBerst
vorsichtig einen Teil der serésen Haute und das Fettgewebes des Mediastinums mit einer
anatomischen Pinzette entfernt, um die Trachea freizulegen. Die Trachea wurde dann
behutsam mit einer feinen Augenpinzette (anatomisch) gefasst und der craniale Teil durch
Zug aus dem umliegenden Gewebe gelést. Dann wurde durch leichtem Zug nach caudo-
ventral die Lunge herausgehoben. Gleichzeitig l6ste man mit einer weiteren Pinzette
vorsichtig die serésen Haute von der Lunge und entfernte die Speiserbhre und eventuell

anhaftendes Fett- und Thymusgewebe.
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Es wurde notiert, ob Blut aspiriert wurde und ob Blut in der Trachea sichtbar war. Des
Weiteren wurde der Befund Atelektase erfasst und notiert, ob die Lunge UbermaBig retrahiert
und die Lappenrander wie gequetscht erschienen.

Es wurden die Anzahl der Tiere und der entsprechende Anteil der Tiere einer Behandlungs-
oder Kontrollgruppe in % dargestellt, bei denen Blutaspiration und Atelektase auftraten.

¢ Relatives Lungengewicht
Das Gewicht der Lunge samt Trachea wurde mit einer Feinwaage (Satorius AG, Géttingen,
Deutschland) bestimmt und in mg angegeben. Mit Hilfe des =zuvor bestimmten
Kérpergewichtes wurde das relative Lungengewicht nach folgender Formel

relatives Lungengewicht [mg/g] = Lungengewicht [mg] / Kérpergewicht [g]

berechnet (Marino, 2012). Ein erhdhtes relatives Gewicht kann Hinweise auf den
Fillungsgrad der Lunge mit Fliissigkeit, wie ein alveolares Odem, geben (Schaefer et al.,
1964).

Das relative Lungengewicht wurde in mg/g angegeben.

e Morphometrische Untersuchung: LungengréBe und oberflachlich sichtbare
Petechien und Blutungen

Die Lunge wurde auf eine schwarze, wasserabweisende Unterlage mit mm-Skala gelegt und
mit der dorsalen Seite nach oben fotografiert (Canon EOS 350 D digital mit Canon 28-105
mm Objektiv, Tokyo, Japan). Der Abstand zwischen Objektiv und Lunge betrug ca. 65 cm.
Als MaB fir die LungengréBe diente die dorsale Oberflache der Lunge, die als
zweidimensionale Flachenprojektion auf den Bildaufnahmen morphometrisch bestimmt
wurde und in mm?2 angegeben wurde. Mit Hilfe der Morphometrie-Software NIS-Elements AR
3.2 (Nikon Instruments Europe B.V., Amstelveen, Niederlande) wurde die Flache der
Lungenlappen, nicht jedoch die der Trachea, markiert und deren GrdBe bestimmt. Die
LungengréBe gibt Hinweise auf den Retraktionsgrad und den Fillungsgrad mit Luft oder
Flussigkeit.
Die Oberflache einer normalen Lunge ist mit Serosa (Lungenfell) Gberzogen. Sie ist feucht,
glatt, glanzend und durchsichtig. Das Lungengewebe erscheint aufgrund des feinen
Lungenkapillarnetzes kréaftig rosa geféarbt. Oberflachlich sichtbare Blutungen fallen als
dunkelrote Bereiche auf, die punkiférmig (Petechien) bis groBflachig sein kénnen. Die
Blutung kann sich nur auf das Gewebe unter der Serosa beschranken oder bis in die Tiefe
des Lungengewebes reichen. Der Auspragungsgrad der oberflachlich sichtbaren
Einblutungen liess sich mittels des Morphometrie-Softwareprogramms an den
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Lungenaufnahmen bestimmen. Die dunkelroten Bereiche wurden markiert und automatisch

ausgemessen. Die Gesamtflache der dunkelroten Bereiche wurde als Flachenanteil der

Gesamtlungenflache in % angegeben.

In Tab. 2.3 sind alle oben erwahnten Parameter der makroskopischen Untersuchung

zusammengefasst.

Tab. 2.3 Bewertungsschema fiir die makroskopischen Untersuchungsbefunde der Lunge

Befund Auspragungsgrad

Beschreibung

SH rosa, glatt u. glanzend, feucht

0 nicht vorhanden
Schleimhaute (SH) des v P m -
Atemtraktes und . . rosarot, leicht verquollen, wenig
Konjunktiven: 1| geringgradig seromukdses Sekret
e Roétun
. Schwegllung 2 | mittelgradig SH rot, maRBig verquollen, maBig Sekret
e Sekretion
. SH dunkelrot, stark aufgequollen u.
3 | schwergradig verdickt, viel Sekret
0 | nicht vorhanden aus Trachea quillt kein Sekret
Schnittflache des Thorax 1 erinaaradi aus Trachea quillt wenig schaumig-blutiges
nach Dekapitation: geringgradig Sekret (geschatzt < 0,2 ml)
* Sekretausfluss aus > | mittelaradi aus Trachea quillt méBig viel schaumig-
der Trachea gradig blutiges Sekret (geschétzt 0,2-0,4 ml)
. aus Trachea quillt viel schaumig-blutiges
3 | schwergradig Sekret (geschatzt > 0,4 ml)
0 | nicht vorhanden kein Blut in der Trachea erkennbar
Trachea:
* Blutaspiration 1 vorhanden Blut in der Trachea erkennbar
. Lunge physiologisch retrahiert,
Lunge: 0 | nicht vorhanden Lappenrénder scharf begrenzt
o Atelektase 1 vorhanden Lgnge.ubermaﬁlg retrahiert, Lappenrander
teils wie zusammengequetscht
Lungengewicht:
e Gewicht mg
e relatives Gewicht mg/g
. 2 dorsale Gesamtoberflache, die durch die
LungengréBe mm

Lungenlappen begrenzt wird

Dorsale Oberflache der
Lunge:
e Petechien und
Einblutungen

%

rot gefarbter Anteil an der dorsalen
Gesamtoberflache
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2.3.8.4 Mikroskopische Untersuchung des Atemtraktes

Far die mikroskopische Untersuchung wurden Paraffinschnitte angefertigt. Die
Lungenproben wurden fir mindestens 14 Tage in 4%igem Paraformaldehyd fixiert und tGber
eine aufsteigende Alkoholreihe in Paraplast® (Roth, Karlsruhe, Deutschland) Uberflhrt (s.
Anhang 9.2.1.1). Die Proben wurden komplett am Stiick (5 Lungenlappen und Trachea) in
Paraplast® (Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingebettet, so dass die dorsale Lungenflache
parallel zur Schnittflaiche zu liegen kam. Es wurden 6 pm dinne Schnitte mit einem
Schlittenmikrotom (Jung-Histoslide 2000, Cambridge Instruments, NuBloch, Deutschland)
angefertigt und mehrere Objekttrager pro Probe bestiickt. Es wurde darauf geachtet, dass
maoglichst alle Lungenlappen und die Trachea beinhaltet waren. Die getrockneten Schnitte
wurden mit Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert (s. Anhang 9.2.1.2) und
mit den in Tab. 2.4 gelisteten Farbungen gefarbt. Die genaue Zusammensetzung der
Farbung, die einzelnen Arbeitsschritte der Farbung sowie das Farbeergebnis kénnen dem
Anhang 9.2 entnommen werden. Der Schnitt wurde unter Kunstharz und einem Deckglas
dauerhaft geschitzt (s. a. Anhang 9.2.1.4.)

Tab. 2.4 Farbungen fiir die histologische Untersuchung

Farbung Abkilirzung Beurteilung

Gesamteindruck
HE Blutaspiration, Blutstau, Einblutung, Atelektase,
Gewebezerstérung (Bindegewebe mit GefaBen, Alveolen)

Doppelfarbung mit
Hamalaun-Eosin

Bindegewebsféarbung
nach Ladewig

Gute Abgrenzung von Bindegewebe und Erythrozyten >

nach Ladewig | | oy 2lisation der Einblutungen

Elastika-Farbung mit
Resorcinfuchsin- Elastika
Thiazinrot-Pikrinsdure

Gerissene elastische Fasern darstellbar > Zerstérung der
Alveolen

Fir die mikroskopische Untersuchung standen ein Mikroskop (Axioskop HBO 50, Carl Zeiss
AG, Oberkochen, Deutschland; Mikroskopkamera: Nikon DS Ri 1, Nikon Instruments Europe
B.V., Amstelveen, Niederlande) und das Software-Programm NIS-Elements AR 3.2 (Nikon
Instruments Europe B.V., Amstelveen, Niederlande) fiir die Morphometrie zur Verfigung.
Morphometrische Messungen sowie die histologische Untersuchung wurden an 4 Proben je
Behandlungsgruppe (n = 16) durchgefiihrt, um zu beurteilen, ob sich Unterschiede zwischen
den einzelnen Behandlungen abzeichnen. Die Proben wurden von den Tieren, die das

Behandlungsziel erreichten, zuféllig per Los ausgewahlt.
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e Histologische Untersuchung

Die Schnitte wurden hinsichtlich der in nachfolgender Tab. 2.5 aufgelisteten Punkte von
demselben Untersucher beurteilt. Ein erstes Befunden aller Schnitte diente als Einarbeitung
und zur Findung eines eigenen Referenzrahmens. Die zweite Durchsicht wurde als
eigentliche Befundung gewertet. Es wurde mit der 200-fachen VergréBerung zur Ubersicht
und mit der 400-fachen VergrdéBerung zur Detailbestimmung gearbeitet und der komplette
Lungenschnitt meanderférmig durchsucht. Je Tier wurden 2 HE-Schnitte, 1 nach Ladewig
gefarbter und 1 Elastika-Schnitt untersucht.

Es wurde die Anzahl der Tiere dargestellt, bei denen die entsprechenden Befunde in den
jeweiligen Auspragungsgraden auftraten.

¢ Morphometrische Untersuchung: Luftgehalt

Auf dem Lungenschnittbild kénnen Alveolar- und Bindegewebsanteile der Lunge sowie
Blutzellen differenziert werden. Die Alveolen sind physiologisch mit Luft gefillt, was man als
leeren Raum auch im Schnittbild erkennen kann. Der lufthaltige Anteil des Lungengewebes
wurde morphometrisch an HE-Schnitten bei 400-facher VergréBerung und bei denselben
Softwareprogramm-Einstellungen bestimmt. Derselbe Untersucher wahlte nach einem
meanderférmigen Muster je 16 Bereiche der linken und der rechten Lungenhélfte aus. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die Bereiche keine oder mdglichst wenig Anteile von leerem
Objekttrager oder von der Trachea und groBen Bronchien sowie von GefaBen beinhalteten.
Mit Hilfe des Programms lieBen sich die Bereiche, die keine Zellen und keine
Bindegewebsmatrix enthielten, markieren und deren Flache bestimmen. Der mittlere
lufthaltige Anteil (also zell- und matrixfreier Anteil) der jeweils 32 Bereiche wurde als % des
Gesamtbereichs angegeben. Der Luftgehalt ist erniedrigt bei Einblutungen, Atelektasen und
Gewebezerstérung.

Alle Parameter der mikroskopischen Untersuchung sind in Tab. 2.5 zusammengefasst.
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Tab. 2.5 Bewertungsschema fiir die mikroskopischen Untersuchungsbefunde der Lunge

Befund

Trachea:
e Blutaspiration

‘ Auspragungsgrad

0 nicht vorhanden

‘ Beschreibung

kein Blut in der Trachea erkennbar

1 vorhanden

Blut in der Trachea erkennbar

Bronchien:
e Blutaspiration

0 nicht vorhanden

kein Blut erkennbar

1 | geringgradig

an mindestens zwei unterschiedlichen
Stellen Blut in den Bronchien

2 | mittelgradig

an mehreren unterschiedlichen Stellen Blut,
zum Teil Bronchien komplett gefillt

3 | schwergradig

in mehr als der Halfte aller Bronchien Blut

Venen und Kapillaren:
e Blutfllle/ -stau

0 nicht vorhanden

im vorliegenden Schnitt nicht erkennbar

1 vorhanden

treten auf (mindestens die Halfte der GeféBe
ist komplett mit Blut gefillt)

Lungengewebe:

e Einblutungenin
Alveolarsepten

e Einblutungen in
Alveolarraum

o Atelektase

o Odem

e Gewebezerstérung

0 nicht vorhanden

tritt im beobachteten Schnitt nicht auf

1 | geringgradig

tritt in mindestens einem Bereich auf

2 | mittelgradig

ist an mindestens zwei Stellen im Gewebe
erkennbar

3 | schwergradig

mindestens 1/3 des Gewebes ist betroffen

4 | héchstgradig

starke Intensitat und mindestens die Halfte
des Gewebes ist betroffen

Luftgehalt

%

Anteil am Gesamtlungengewebe
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2.4 Auswertung und Statistik

Die statistische Analyse der Daten wurde nach Beratung mit Herrn F. Lotz vom Institut fir
Biometrie und Informationsverarbeitung (Fachbereich Veterindrmedizin, Freie Universitat
Berlin) durchgeflhrt.

Die Auswertung und Darstellung der Daten erfolgte mit dem Softwareprogramm SigmaPlot®
(Version 11, SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). Qualitative Daten wurden in Tabellenform
als Anzahl der Tiere und als der entsprechende Anteil der Tiere einer Behandlungs- oder
Kontrollgruppe in % angegeben. Die Prozentangaben wurden auf eine Stelle bis nach dem
Komma gerundet, daher kann die Summe in einigen Fallen gréBer 100% ergeben.
Quantitative Daten wurden als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn und Ende der Box =
0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte = AusreiB3er) graphisch
dargestellt. Bei einer GruppengrdéBe n = 4 (bei den morphometrischen Untersuchungen)
wurden sie als Einzelwerte dargestellt. Normal verteilte Daten wurden als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt.

Nur Tiere, die das Behandlungsziel, also die chirurgische Toleranz, innerhalb von 300 s,
erreichten und Behandlungsgruppen, bei denen mindestens 14 Tiere die chirurgische
Toleranz erreichten, wurden in der weiteren graphischen Darstellung und statistischen
Auswertung bericksichtigt. Wurden in einer Behandlungsgruppe mindestens 3 Tiere
ausgeschlossen, wurde diese Behandlungsgruppe nicht statistisch ausgewertet, da diese
Behandlung als nicht ausreichend wirksam galt und somit die vergleichende Bewertung an
einem friihen Schritt beendet war.

Eine tabellarische Ubersicht aller erhobenen Messwerte (einschlieBlich der Werte von als
nicht ausreichend wirksam bewerteten Gruppen) findet sich im Anhang 9.3.

Die Kruskall-Wallis-Varianzanalyse wurde gewahlt, wenn es sich um einen Vergleich von
mehreren Gruppen und um nicht normalverteilte Werte und unterschiedliche GruppengréBen
handelte. Sie wurde angewendet, um Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen
innerhalb eines Stammes zu erkennen, deren Lokalisationen im Anschluss mit dem Post hoc
Test Dunn’s Method als paarweiser Vergleich bestimmt wurden (z. B. Blutparameter,
einzelne Verhaltensparameter). Der Unterschied wurde als signifikant angesehen, wenn der
p-Wert < 0,05 betrug.

Eine Two Way ANOVA wurde gewahlt, wenn es sich um einen Vergleich von mehreren
Gruppen und um normalverteilte Werte handelte. Sie diente dazu, festzustellen, ob sich
Behandlungsgruppen unterscheiden, deren Parameter als Auspréagungsgrad von 0-3 bzw. 0-
4 ermittelt wurden (z. B. bei der makroskopischen Untersuchung). Der Unterschied wurde als
signifikant angesehen, wenn der p-Wert < 0,05 betrug.
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Um Stammesunterschiede mit gleicher Behandlung aufzudecken, wurde der Mann-Whitney-
Ranksummentest bei den Latenzzeiten, den Blutwerten und einzelnen Verhaltensparametern
angewendet. Dieser Test wurde gewahlt, wenn es sich um einen Vergleich von zwei
Gruppen unterschiedlicher Gruppengré6Be und um nicht normalverteilte Werte handelte.
Wurden die Anteile von Tieren einer Behandlungsgruppe zwischen beiden Stammen
verglichen (z. B. bei einigen exzitatorischen Erscheinungen), so wurde der z-Test gewahlt.
Hier handelte es sich um einen Vergleich von zwei Gruppen unterschiedlicher Gruppengrd e

und um nicht normalverteilte Werte.

Morphometrische Messungen sowie die histologische Untersuchung wurden an Proben von
4 Tieren je Behandlungs- oder Kontrollgruppe durchgefiihrt, um zu beurteilen, ob sich
Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungen abzeichnen. Die Proben wurden von
den Tieren, die das Behandlungsziel erreichten, zuféllig per Los ausgewahlt. Es erfolgte eine
Einzelwertdarstellung und keine statistische Auswertung.

60



3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Reflexausfalle

Bei den NMRI-Mausen fiihrten die Behandlungen mit der niedrigsten CO,-Einflllrate und den
niedrigen Isofluran- und Sevoflurankonzentrationen bei héchstens 10 von 16 Tieren zum
Verlust des Zwischenzehenreflexes und zum Eintritt der CT innerhalb von 300 s. Die
Narkosegasbehandlungen mit der mittleren und der hohen CO.-Einfiilllrate sowie mit den
hohen lIsofluran- und Sevoflurankonzentrationen waren bei mindestens 14 von 16 Tieren
wirksam (s. a. Tab. 3.1).

4 von 16 (25%) NMRI-Mause erreichten bei der Behandlung mit CO, 20 die CT innerhalb
von 300 s. Iso 2%- und Sevo 4,8%-Behandlungen fihrten bei 10 von 16 (62,5%) Tieren zur
CT innerhalb von 300 s. Die Behandlungen mit CO, 60 und mit Iso 5% flhrten bei allen
Tieren der Gruppe zur CT. 15 von 16 (93,8%) Mause erlangten innerhalb von 300 s die CT
unter CO, 100-Exposition sowie 14 von 16 (87,5%) Mause unter Sevo 8%-Exposition.

Bei den C57Bl/6-Mausen flhrten die Behandlungen mit der niedrigsten CO,-Einflllrate und
der niedrigen Sevoflurankonzentration bei héchstens 13 von 16 Tieren zum Verlust des
Zwischenzehenreflexes und zum Eintritt der CT innerhalb von 300 s. Die
Narkosegasexpositionen mit der mittleren und der hohen CO,-Einflllrate, der niedrigen und
hohen Isofluran- und sowie mit der hohen Sevoflurankonzentration waren bei mindestens 14
von 16 Tieren wirksam (s. a. Tab. 3.1).

CO, 20 erzeugte bei 5 von 16 (31,5%) Tieren die CT innerhalb von 300 s, Sevo 4,8% bei 13
von 16 (81,3%) Tieren der Behandlungsgruppe. Die Behandlungen mit CO , 100, mit Iso 5%
und mit Sevo 8% flihrten bei allen Tieren der Gruppe zur CT. 15 von 16 (93,8%) Mause
erlangten innerhalb von 300 s die CT unter CO, 60-Exposition sowie 14 von 16 (87,5%)
Mause unter Iso 2%-Exposition.

Tab. 3.1 Verlust des Zwischenzehenreflexes und Erreichen der CT bei NMRI- und C57BIl/6-
Méusen

Dargestellt sind die Anzahl [N] von je 16 Tieren einer Behandlungsgruppe sowie der entsprechende
prozentuale Anteil der Tiere, die die chirurgische Toleranz (CT), markiert durch den Verlust des
Zwischenzehenreflexes, innerhalb von 300 s erreichten.

- CT erreicht CO, 20 C0,60 | CO,100 Iso02% Iso 5%

[N] 4 16 15 10 16 10 14
NMRI

[%] 25 100 93,8 62,5 100 62,5 87,5

[N] 5 15 16 14 16 13 16
C57BI/6

[%] 31,3 93,8 100 87,5 100 81,3 100
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Mittels des z-Testes konnten keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Tiere, die
die CT erreichten, zwischen dem NMRI- und dem C57BI/6-Stamm ermittelt werden.

Im Folgenden werden die Tiere betrachtet, bei denen nicht der Verlust des
Zwischenzehenreflexes und die CT innerhalb von 300 s eintraten.

Bei Tieren des NMRI-Stammes konnte nach 300 s Exposition mit CO, 20 bei 3 Tieren, mit
CO, 100 bei 1 Tier, mit Iso 2% bei 3 Tieren, bei Sevo 4,8% bei 6 Tieren und bei Sevo 8% bei
1 Tier der Verlust des Stellreflexes, jedoch nicht der Verlust des Zwischenzehenreflexes,
festgestellt werden. 4 Mause der CO, 20-Gruppe, 2 Mause der Iso 2%-Gruppe und 1 Maus
der Sevo 8%-Gruppe zeigten nach 300 s Exposition Zuckungen und Bewegungen beim
Herausnehmen aus der Kammer. Dartber hinaus wurden nach 300 s Behandlung mit CO,
20 bei 5 Tieren spontane Vorwartsbewegungen beobachtet. Ein Tier der Iso 2%-Gruppe
zeigte Ataxie und Exzitationen bei der spontanen Vorwartsbewegung nach 300 s Exposition.

Bei Tieren des C57BI/6-Stammes, die die CT nicht erreichten, konnte nach 300 s mit CO, 20
bei 7 Mausen, mit CO, 60 bei 1 Maus, mit Iso 2% bei 2 Mausen und mit Sevo 4,8% bei 3
Mausen der Verlust des Stellreflexes, jedoch nicht der Verlust des Zwischenzehenreflexes,
ermittelt werden. Bei 1 Maus der CO, 20-Gruppe war der Stellreflex nicht vollstandig
erloschen, 1 Maus dieser Gruppe zeigte spontane Bewegungen und Zuckungen nach 300 s
Behandlung. Bei 2 Mausen der CO, 20-Gruppe wurden nach 300 s Exposition spontane
Vorwartsbewegungen, bei 1 davon Ataxie und hypotoner Gang, beobachtet.

Der Ausfall des Stellreflexes markierte den Beginn der Bewusstlosigkeit und wird unter 3.2
behandelt. Die Testung des Lidreflexes diente zur Verifizierung des Zwischenzehenreflexes.
Bei allen Tieren beider Stamme, bei denen der Zwischenzehenreflex als erloschen galt, d. h.
die CT erreicht wurde, war auch der Lidreflex nicht mehr auslésbar.

Im Weiteren werden die Kontrollgruppe und nachstehende Behandlungsgruppen NMRI: CO,
60, CO, 100, Iso 5% und Sevo 8%, C57BI/6: CO, 60, CO-, 100, Iso 2%, I1so 5% und Sevo
8%) berlicksichtigt. Es wurden die Tiere aufgenommen, die die chirurgische Toleranz

erreichten.
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3.2 Phasen der Narkoseeinleitung und ihre Latenzzeiten

Alle Tiere des NMRI- sowie des C57BIl/6-Stammes, die dem alleinigen Luftstrom
(Luftkontrollgruppe) ausgesetzt waren, zeigten keine Anzeichen, die mit einer
Narkosegaswirkung zu vergleichen wéaren (Ataxie, Muskelrelaxation, Bewusstlosigkeit,
chirurgische Toleranz) wahrend der 300 s Expositionszeit.

Alle NMRI- sowie C57BI/6-Mause, die die chirurgische Toleranz (CT) erreichten, durchliefen
folgende Phasen der Narkoseeinleitung in angegebener Reihenfolge:

¢ Normale Phase
Diese Phase begann mit der Einleitung des Narkosegases und endete mit der ersten
unkoordinierten Bewegung der Maus. Es waren auBerlich keine Anzeichen einer

Narkosegaswirkung feststellbar.

¢ Ataktische Phase
Die Phase der Ataxie begann mit der ersten unkoordinierten Bewegung des Tieres
und endete mit vollstandig eingetretener Muskelrelaxation. Das Tier schwankte um
die Kérperachse, bewegte Vorder- und HintergliedmaBen unkoordiniert, der Lenden-
und Huftbereich fiel nach caudo-ventral ab. Am Ende dieser Phase kam das Tier zum

Niederliegen.

¢ Phase der Muskelrelaxation
Beginn dieser Phase war die vollstandige Muskelrelaxation, die gut am Absenken der
Schwanzwurzel beurteilt werden konnte. Das Ende war durch den Ubergang in die
Bewusstlosigkeit gekennzeichnet, der hier anhand des Ausfalls des Stellreflexes

Uberprift wurde.

¢ Phase der Bewusstlosigkeit
Sie begann mit Eintritt der Bewusstlosigkeit und dauerte in vorliegender Arbeit bis
zum Eintritt der CT, die mit Hilfe des Zwischenzehen- und Lidreflexes verifiziert
wurde. Das Erreichen der CT markierte das Ende des Untersuchungszeitraumes.
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Nachfolgend werden die Latenzzeiten als Median (0,25/0,75-Quantile) angegeben.

Bei NMRI-Mausen fiihrten die Behandlungen mit CO, 60 und CO, 100 in signifikant kiirzerer
Zeit zum Eintritt der Ataxie als die Behandlungen mit Iso 5% und Sevo 8% (s. Abb. 3.1).
Mithilfe der Kruskal-Wallis-Varianzanalyse (H = 39,063 mit 3 Freiheitsgraden, p < 0,001)
lieBen sich Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen hinsichtlich der Latenzzeit bis
zum Erreichen der Ataxie aufdecken. Der paarweise Vergleich mit dem nachfolgenden Test
Dunn’s Method zeigte die signifikanten Unterschiede (p < 0,05) zwischen der Exposition mit
CO, 60 bzw. CO, 100 und der Exposition mit Iso 5% bzw. Sevo 8% auf. Die Zeit bis zum
Eintritt der Ataxie dauerte bei der CO, 60-Behandlung 25,0 (20,0/26,0) s, bei der CO, 100-
Behandlung 19,0 (16,0/20,0) s. Diese beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant.
Das Erreichen der Ataxie erfolgte bei Iso 5% nach 30,0 (27,0/34,0) s und bei Sevo 8% nach
30,0 (28,0/33,0) s. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen beiden
Gruppen.

Bei Mausen des NMRI-Stammes trat eine vollstindige Muskelrelaxation am schnellsten bei
den Behandlungen mit CO, 60 und CO, 100 auf. Diese Latenzzeiten unterschieden sich
signifikant von denen der Iso 5%-, und Sevo 8%-Behandlungen (s. Abb. 3.2).

Die Kruskal-Wallis-Varianzanalyse ergab signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen (H = 50,685 mit 3 Freiheitsgraden, p < 0,001) in Bezug auf die
Latenzzeit bis zum Erreichen der Muskelrelaxation. lhre Lokalisation wurde mit dem Post-
hoc-Test Dunn’s Method als paarweiser Vergleich bestimmt. Es traten signifikante
Unterschiede (p < 0,05) zwischen der Behandlung mit CO, 60 bzw. CO, 100 und der
Behandlung mit Iso 5% bzw. Sevo 8% auf. Die Zeit bis zum Beginn der Muskelrelaxation
betrug bei der CO, 60-Exposition 45,0 (41,25/47,75) s, bei der CO, 100-Exposition 35,0
(33,0/40,0) s. Diese beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant. Das Erreichen der
Muskelrelaxation erfolgte bei Iso 5% nach 68,0 (63,5/71,0) s und bei Sevo 8% nach 79,0
(72,5/95,0) s. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen.

Bei Mausen des NMRI-Stammes erfolgte der Einritt der Bewusstlosigkeit am schnellsten bei
der Exposition mit CO, 60 und CO, 100. Die Iso 5%- und Sevo 8%-Behandlungsgruppen
erreichten die Bewusstlosigkeit in signifikant langerer Zeit (s. Abb. 3.3).

Die Kruskal-Wallis-Varianzanalyse zeigte signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen (H = 49,312 mit 3 Freiheitsgraden, p < 0,001) hinsichtlich der
Latenzzeit bis zum Erreichen der Bewusstlosigkeit. Mittels des Post-hoc-Tests Dunn’s
Method als paarweiser Vergleich wurden diese Unterschiede naher bestimmt. Es fanden sich
signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen der CO, 60- bzw. CO, 100-Gruppe und der Iso
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5%- bzw. Sevo 8%-Gruppe. Die Zeit bis zum Eintritt der Bewusstlosigkeit dauerte bei der
CO, 60-Behandlung 58,5 (55,0/67,75) s, bei der CO, 100-Behandlung 51,0 (46,0/55,0) s.
Diese beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant. Das Erreichen der
Bewusstlosigkeit erfolgte bei Iso 5% nach 80,5 (72,5/87,0) s und bei Sevo 8% nach 100,5
(85,75/113,0) s. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen.

Bei NMRI-Mausen fihrte die Behandlung mit CO, 100 in signifikant kiirzerer Zeit zum Eintritt
der chirurgischen Toleranz (CT) als die Behandlungen mit CO, 60, Iso 5% und Sevo 8%.
Das Erreichen der CT dauerte signifikant Ianger bei der Behandlung mit Sevo 8% als bei der
Behandlung mit CO, 60. Zur Veranschaulichung s. a. Abb. 3.4.

Mithilfe der Kruskal-Wallis-Varianzanalyse (H = 40,018 mit 3 Freiheitsgraden, p < 0,001)
lieBen sich Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen beziglich der Latenzzeit bis
zum Eintritt der CT aufdecken. Der paarweise Vergleich mit dem nachfolgenden Test Dunn’s
Method zeigte die signifikanten Unterschiede (p < 0,05) zwischen der Exposition mit CO, 100
und der Exposition mit CO, 60, Iso 5% bzw. Sevo 8% auf. Des Weiteren unterschied sich die
Behandlung mit CO, 60 signifikant (p < 0,05) von der Behandlung mit Sevo 8%. Die Zeit bis
zum Eintritt der CT dauerte bei der CO, 60-Behandlung 94,5 (74,25/130,5) s, bei der CO,
100-Behandlung 65,0 (60,0/72,0) s. Das Erreichen der CT erfolgte bei Iso 5% nach 101,5
(94,5/124,0) s und bei Sevo 8% nach 141,0 (126,5/173,75) s. Es gab keine signifikanten
Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen.

Bei C57BI/6-Mausen erzeugte die Behandlung mit CO, 60 in signifikant kiirzerer Zeit Ataxie
als die Behandlungen mit Iso 2% und Sevo 8%. Die Exposition mit CO, 100 fihrte signifikant
schneller zur Ataxie als I1so 2%, 1so 5% und Sevo 8% (s. Abb. 3.5).

Die Kruskal-Wallis-Varianzanalyse ergab signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen (H = 50,949 mit 4 Freiheitsgraden, p < 0,001) in Bezug auf die
Latenzzeit bis zum Beginn der Ataxie. Ihre Lokalisation wurde mit dem Post-hoc-Test Dunn’s
Method als paarweiser Vergleich bestimmt. Es traten signifikante Unterschiede (p < 0,05)
zwischen der Behandlung mit CO, 60 und der Behandlung mit Iso 2% bzw. Sevo 8% auf.
Weiterhin unterschied sich die CO, 100-Gruppe von der Iso 2%-, der Iso 5%- und der Sevo
8%-Gruppe signifikant (p < 0,05). Die Zeit bis zum Einsetzen der Ataxie betrug bei der CO,
60-Exposition 22,0 (20,0/24,0) s, bei der CO, 100-Exposition 17,0 (16,0/18,0) s. Diese
beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant. Der Beginn der Ataxie erfolgte bei Iso
2% nach 29,0 (26,75/36,25) s, bei Iso 5% nach 24,5 (22,25/30,5) s und bei Sevo 8% nach
29,5 (27,25/30,75) s. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen drei
Inhalationsanasthetika-Gruppen.
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Abb. 3.1 Latenzzeiten bis zum Erreichen der Ataxie bei NMRI-Mausen

Es sind die Latenzzeiten in [s] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn und Ende der Box = 0,25-
und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte = AusreiBer) des Beginns der Phase
der Ataxie dargestellt. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.
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Abb. 3.2 Latenzzeiten bis zum Erreichen der Muskelrelaxation bei NMRI-Mausen

Dargestellt sind die Latenzzeiten in [s] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn und Ende der Box =
0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte = AusreiBer) des Beginns der
Phase der Muskelrelaxation. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-
Bezeichnung.

*=p<0,05
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Abb. 3.3 Latenzzeiten bis zum Erreichen der Bewusstlosigkeit bei NMRI-Mausen

Dargestellt sind die Latenzzeiten in [s] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn und Ende der Box =
0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte = AusreiBer) des Beginns der
Phase der Bewusstlosigkeit (= LORR). GruppengroBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-
Bezeichnung.
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Abb. 3.4 Latenzzeiten bis zum Erreichen der chirurgischen Toleranz bei NMRI-Mausen
Dargestellt sind die Latenzzeiten in [s] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn und Ende der Box =
0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte = AusreiBer) bis zum Erreichen
des Verlustes des Zwischenzehenreflexes (= LOPR) bzw. der chirurgischen Toleranz (= CT).
GruppengrdBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.

*=p<0,05
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Bei C57BIl/6-Mausen trat die vollige Muskelrelaxation bei Behandlung mit CO, 60 in
signifikant kirzerer Zeit auf als bei Behandlungen mit Iso 2% und Sevo 8%. Die Exposition
mit CO, 100 fUhrte signifikant schneller zur Relaxation als die Exposition mit Iso 2%, 1so 5%
und Sevo 8%. Darlber hinaus erzeugte die Iso 5%-Behandlung schneller eine
Muskelrelaxation als die Iso 2%-Behandlung (s. Abb. 3.6).

Mittels der Kruskal-Wallis-Varianzanalyse (H = 70,254 mit 4 Freiheitsgraden, p < 0,001)
lieBen sich Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen hinsichtlich der Latenzzeit bis
zum Erreichen der Muskelrelaxation aufdecken. Der paarweise Vergleich mit dem
darauffolgenden Test Dunn’s Method zeigte die signifikanten Unterschiede (p < 0,05)
zwischen der Exposition mit CO, 60 und der Exposition mit Iso 2% bzw. Sevo 8% sowie
zwischen der Exposition mit CO, 100 und der Exposition mit Iso 2%, Iso 5% bzw. Sevo 8%
auf. Des Weiteren fanden sich signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen der Iso 2% und
der Iso 5%-Gruppe. Die Zeit bis zum Eintritt der Muskelrelaxation dauerte bei der CO, 60-
Behandlung 48,0 (47,0/51,0) s, bei der CO, 100-Behandlung 37,5 (36,0/41,75) s. Diese
beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant. Das Erreichen der Muskelrelaxation
erfolgte bei Iso 2% nach 103,5 (94,0/117,75) s, bei Iso 5% nach 56,5 (53,25/58,0) s und bei
Sevo 8% nach 70,5 (64,25/76,5) s. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen der Iso
5%- und der Sevo 8%-Gruppe.

Bei Mausen des C57BI/6- Stammes wurde Bewusstlosigkeit in signifikant kiirzerer Zeit durch
die Behandlung mit CO, 60 erreicht als durch die Behandlungen mit Iso 2% und Sevo 8%.
Die Exposition mit CO, 100 induzierte signifikant schneller Bewusstlosigkeit als Iso 2%, Iso
5% und Sevo 8%. AuBerdem erzeugte die Exposition mit Iso 5% eine signifikant schneller
eintretende Bewusstlosigkeit als die Exposition mit Iso 2%. Zur Veranschaulichung s. a. Abb.
3.7.

Mithilfe der Kruskal-Wallis-Varianzanalyse (H = 66,711 mit 4 Freiheitsgraden, p < 0,001)
lieBen sich Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen beziglich der Latenzzeit bis
zum Eintritt der Bewusstlosigkeit aufdecken. Der paarweise Vergleich mit dem
nachfolgenden Test Dunn’s Method zeigte die signifikanten Unterschiede (p < 0,05)
zwischen der Exposition mit CO, 60 und der Exposition mit Iso 2% bzw. Sevo 8% auf. Die
Behandlung mit CO, 100 unterschied sich signifikant (p < 0,05) von den Behandlungen mit
Iso 2%, Iso 5% und Sevo 8%. Des Weiteren fand sich ein signifikanter Unterschied (p < 0,05)
zwischen der 1so 2%- und der Iso 5%-Gruppe. Die Zeit bis zum Eintritt der Bewusstlosigkeit
dauerte bei der CO, 60-Behandlung 60,0 (57,0/64,0) s, bei der CO, 100-Behandlung 50,0
(49,0/52,75) s. Diese beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant. Das Erreichen der
Bewusstlosigkeit erfolgte bei Iso 2% nach 122,0 (107,75/137,0) s, Iso 5% nach 67
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(65,25/68,75) s und bei Sevo 8% nach 82,0 (75,25/86,0) s. Es gab keine signifikanten
Unterschiede zwischen der 1so 5%- und der Sevo 8%-Gruppe.

Bei Mausen des C57Bl/6-Stammes trat die CT bei Behandlung mit CO, 60 in signifikant
kirzerer Zeit auf als bei Behandlungen mit Iso 2% und Sevo 8%. Die Exposition mit CO, 100
fihrte signifikant schneller zur CT als die Expositionen mit Iso 2%, Iso 5% und Sevo 8%. Die
Iso 5%-Gruppe erreichte signifikant schneller die CT als die Iso 2%-Gruppe (s. Abb. 3.8).

Die Kruskal-Wallis-Varianzanalyse zeigte signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen (H = 66,393 mit 4 Freiheitsgraden, p < 0,001) hinsichtlich der
Latenzzeit bis zum Erreichen der CT. Mittels des Post-hoc-Tests Dunn’s Method als
paarweiser Vergleich wurden diese Unterschiede naher bestimmt. Es fanden sich
signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen der CO, 60-Gruppe und der Iso 2%- bzw. der
Sevo 8%-Gruppe. Die Exposition mit CO, 100 unterschied sich signifikant (p < 0,05) von den
Expositionen mit Iso 2%, Iso 5% und Sevo 8%. Die Behandlung mit Iso 5% flhrte signifikant
schneller (p < 0,05) zum Erreichen der CT als die Behandlung mit Iso 2%. Die Zeit bis zum
Eintritt der CT dauerte bei der CO, 60-Behandlung 80,0 (75,0/86,0) s, bei der CO, 100-
Behandlung 63,5 (60,25/67,5) s. Diese beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant.
Das Erreichen der CT erfolgte bei Iso 2% nach 250,5 (222,25/282,5)s, bei Iso 5% nach 95,0
(83,25/102,5) s und bei Sevo 8% nach 115,5 (108,5/123,0) s. Es gab keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Iso 5%- und der Sevo 8%-Gruppe.

Um Stammesunterschiede aufzudecken, wurden Mann-Whitney-Ranksummentests
durchgefiihrt. Die Latenzzeiten bis zum Erreichen der Muskelrelaxation unter CO, 60-
Exposition waren bei Tieren des NMRI-Stammes signifikant (p = 0,022) kirzer als bei Tieren
des C57BIl/6-Stammes. Beim Vergleich der beiden Iso 5%-Gruppen waren alle Latenzzeiten
der NMRI-Tiere signifikant langer als bei C57BI/6-Tieren (Latenzzeiten bis zum Erreichen der
Ataxie mit p = 0,006; der Muskelrelaxation mit p < 0,001; der Bewusstlosigkeit mit p < 0,001
und der CT mit p = 0,029). Verglich man die Sevo 8%-Gruppen, so waren die Latenzzeiten
bis zum Erreichen der Muskelrelaxation (p = 0,007), der Bewusstlosigkeit (p < 0,001) und der
CT (p < 0,001) bei NMRI-Mausen signifikant kirzer als bei Mausen des C57BIl/6-Stammes.
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Abb. 3.5 Latenzzeiten bis zum Erreichen der Ataxie bei C57BIl/6-Méausen

Dargestellt sind die Latenzzeiten in [s] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn und Ende der Box =
0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte = AusreiBer) des Beginns der
Phase der Ataxie. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.
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Abb. 3.6 Latenzzeiten bis zum Erreichen der Muskelrelaxation bei C57Bl/6-Mausen

Dargestellt sind die Latenzzeiten in [s] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn und Ende der Box =
0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte = AusreiBer) des Beginns der
Phase der Muskelrelaxation. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-
Bezeichnung.

*=p<0,05
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Abb. 3.7 Latenzzeiten bis zum Erreichen der Bewusstlosigkeit bei C57BIl/6-Mausen

Dargestellt sind die Latenzzeiten in [s] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn und Ende der Box =
0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte = AusreiBer) des Beginns der
Phase der Bewusstlosigkeit (= LORR). GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-
Bezeichnung.
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Abb. 3.8 Latenzzeiten bis zum Erreichen der chirurgischen Toleranz bei C57BIl/6-Mausen
Dargestellt sind die Latenzzeiten in [s] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn und Ende der Box =
0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte = AusreiBer) bis zum Erreichen
des Verlustes des Zwischenzehenreflexes (= LOPR) bzw. der chirurgischen Toleranz (= CT).
GruppengrdBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.

*=p<0,05
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3.3 Errechneter Narkosegas-Konzentrationsverlauf

Der errechnete Konzentrationsverlauf nach Corbach (2006) in der Narkosekammer, der
durch die Einfullrate und die Konzentration des eingeleiteten Narkosegases bestimmt wurde,
war nicht linear. Er nahm zuné&chst rasch zu, verflachte sich dann und lief asymptotisch auf
den Wert, der der einstrémenden Konzentration entsprach, zu (s. Abb. 3.9 und Abb. 3.10).
Nach 200 s waren ca. 90% der einstrbmenden Konzentration erreicht.

Bei Mausen des NMRI- und des C57Bl/6-Stammes traten die einzelnen Narkosephasen
unter CO, 60-Exposition bei niedrigeren errechneten Kammerkonzentrationen auf als unter
der Exposition mit CO, 100. Bei C57Bl/6-Mausen lag der Beginn der einzelnen
Narkosephasen unter Iso 2%-Behandlung bei niedrigeren Kammerkonzentrationen als unter
der Iso 5%-Behandlung. Die errechneten Narkosegaskonzentrationen, die zu Beginn der
einzelnen Narkosephasen in der Kammer herrschten, stehen in der Tab. 3.2 und Tab. 3.3.

Tab. 3.2 Errechnete Narkosegaskonzentrationen in der Kammer bei NMRI-Mausen

Dargestellt sind die errechneten Narkosegaskonzentrationen in [%] zu Zeitpunkten des experimentell
ermittelten Beginns der Phase der Ataxie (= Atax), der Phase der Muskelrelaxation (= Relax) und der
Phase der Bewusstlosigkeit (= LORR) sowie zum Zeitpunkt des Verlustes des Zwischenzehenreflexes
(= LOPR) bzw. der chirurgischen Toleranz (= CT).

NMRI CO, 60 CO, 100 Iso 5% Sevo 8%

GruppengrdBe [N] 16 15 16 14
Atax 221 27,2 1,5 2,4
Relax 36,3 44 2 2,8 4.9
LORR 44,3 57,3 3,1 5,6
LOPR/CT 61,0 66,2 3,5 6,5

Tab. 3.3 Errechnete Narkosegaskonzentrationen in der Kammer bei C57BIl/6-Mausen

Dargestellt sind die errechneten Narkosegaskonzentrationen in [%] zu Zeitpunkten des experimentell
ermittelten Beginns der Phase der Ataxie (= Atax), der Phase der Muskelrelaxation (= Relax) und der
Phase der Bewusstlosigkeit (= LORR) sowie zum Zeitpunkt des Verlustes des Zwischenzehenreflexes
(= LOPR) bzw. der chirurgischen Toleranz (= CT).

C57BI/6 CO, 60 CO, 100 ‘ Iso 2% Iso 5% Sevo 8%
GruppengrdBe [N] 15 16 14 16 16
Atax 19,8 24,7 0.6 13 2.4
Relax 38,1 46,0 14 2.4 4,5
LORR 45,1 56,6 15 2,7 5,0
LOPR/CT 55, 1 65,3 1.9 3,4 6,0
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Abb. 3.9 Errechnete CO,-Konzentrationsverldufe in der Narkosekammer

Dargestellt sind die errechneten CO,-Konzentrationen in der Narkosekammer in [%)] in Abhangigkeit
von der Zeit in [s]. 100% CO, wurde mit Einfiillraten von 20, 60 und 100 KV%/min (CO, 20, CO, 60
und CO, 100) in eine Kammer mit einem Volumen von 14 | eingeleitet.
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Abb. 3.10 Errechnete Isofluran- und Sevofluran-Konzentrationsverlaufe in der Narkosekammer
Dargestellt sind die errechneten Isofluran- und Sevofluran-Konzentrationen in der Narkosekammer in
[%] in Abhangigkeit von der Zeit in [s]. 2% und 5% Isofluran (Iso 2%, Iso 5%) sowie 4,8% und 8%

Sevofluran (Sevo 4,8%, Sevo 8%) wurden mit einer Einfillrate von 71 KV%/min in eine Kammer mit
einem Volumen von 14 | eingeleitet.
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3.4 Blutanalyse

3.4.1 Glukosebestimmung aus dem Vollblut

Im Folgenden werden die Konzentrationen der Blutglukose als Median (0,25/0,75-Quantile)
angegeben.

Bei NMRI-Mausen der Kontrollgruppe, die nach Luftstromexposition dekapitiert wurden, lag
die Blutglukosekonzentration bei 9,40 (8,050/9,850) mmol/l.

Die Konzentrationen der Blutglukose unterschieden sich nicht zwischen den einzelnen
Behandlungsgruppen (s. a. Abb. 3.11).

Mithilfe der Kruskal-Wallis-Varianzanalyse (H = 6,025 mit 3 Freiheitsgraden, p = 0,109)
lieBen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen bezlglich
den Blutglukosekonzentrationen aufdecken. Die Glukosekonzentration der CO, 60-Gruppe
betrug 9,30 (7,60/11,30) mmol/l, die der CO, 100-Gruppe 9,40 (7,10/11,60) mmol/l. Der
Blutglukosewert der Iso 5%-Gruppe lag bei 11,55 (9,725/12,950) mmol/l, der der Sevo 8%-
Gruppe bei 10,70 (9,20/11,575) mmol/I.

Bei C57Bl/6-Mausen der Kontrollgruppe, die nach Luftstromexposition dekapitiert wurden,
lag der Blutglukosewert bei 8,05 (7,350/8,550) mmol/l).

Die Konzentrationen der Blutglukose waren nach der Behandlung mit CO, 60 und CO, 100
signifikant niedriger als nach der Behandlung mit Iso 2% und Sevo 8%. Die Exposition mit
Iso 5% fuhrte zu signifikant niedrigeren Glukosewerten als die Exposition mit Iso 2% (s. a.
Abb. 3.12).

Die Kruskal-Wallis-Varianzanalyse ergab signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen (H = 34,215 mit 4 Freiheitsgraden, p < 0,001) in Bezug auf die
Blutglukosekonzentrationen. Ihre Lokalisation wurde mit dem Post-hoc-Test Dunn’s Method
als paarweiser Vergleich bestimmt. Es traten signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen
der CO; 60- bzw. der CO, 100-Gruppe und der Iso 2%- bzw. Sevo 8%-Gruppe auf. Weiterhin
unterschieden sich die Werte fiir die Blutglukose nach Behandlung mit Iso 2% und Iso 5%
signifikant (p < 0,05). Die Behandlungsgruppen CO, 60, CO, 100 und Iso 5% unterschieden
sich nicht. Die Glukosekonzentration der CO, 60-Gruppe betrug 7,40 (6,90/8,70) mmol/l, die
der CO, 100-Gruppe 7,60 (6,95/7,90) mmol/l. Der Wert fur die Iso 5%-Gruppe lag bei 9,30
(7,30/10,15) mmol/l. Die Behandlung mit Sevo 8% unterschied sich nicht signifikant von der
Behandlung mit Iso 2% und Iso 5%. Die Blutglukosekonzentration betrug fir die Iso 2%-
Gruppe 11,90 (10,90/13,65) mmol/l, fur die Sevo 8%-Gruppe 10,35 (8,325/11,975) mmol/l.
Die Behandlung mit Sevo 8% unterschied sich nicht signifikant von der Behandlung mit Iso
2% und 1s0 5%.
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Abb. 3.11 Blutglukosekonzentrationen bei NMRI-Mausen
Dargestellt sind die Blutglukosekonzentrationen in [mmol/l] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn
0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers
AusreiBer) zum Zeitpunkt der CT. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-

und Ende der Box =

Bezeichnung.
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Abb. 3.12 Blutglukosekonzentrationen bei C57BIl/6-Méausen

0,05- und 0,95-Quantile, Punkte =

Dargestellt sind die Blutglukosekonzentrationen in [mmol/l] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn
0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte =
AusreiBer) zum Zeitpunkt der CT. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-

und Ende der Box =

Bezeichnung.
*=p<0,05
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Mit Mann-Whitney-Ranksummentests wurden signifikante Stammesunterschiede festgestellt.
Die Blutglukosewerte der NMRI-Mause waren signifikant héher (p = 0,002) als die Werte der
C57BI/6-Tiere nach Iso 5%-Behandlung.

3.4.2 Katecholaminbestimmung aus dem Plasma

Nachfolgend werden die Konzentrationen der Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin als
Median (0,25/0,75-Quantile) angegeben.

Bei NMRI-Mausen der Kontrollgruppe, die nach Luftstromexposition dekapitiert wurden,
betrug die Plasmaadrenalinkonzentration 12,370 (11,525/14,770) ng/ml.

Die Adrenalinkonzentrationen im Plasma waren nach der Behandlung mit CO, 60 ca. 8 — 12-
fach héher als nach der Behandlung mit Iso 5% bzw. mit Sevo 8%. Die Werte fir die
Adrenalinkonzentrationen waren nach der Exposition mit CO, 100 ca. 11 — 18-fach héher als
nach der Behandlung mit Iso 5% bzw. mit Sevo 8% (s. a. Abb. 3.13).

Die Kruskal-Wallis-Varianzanalyse zeigte signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen (H = 43,655 mit 3 Freiheitsgraden, p < 0,001) bezlglich den
Adrenalinkonzentrationen im Plasma. Ihre Lokalisation wurde mit dem Post-hoc-Test Dunn’s
Method als paarweiser Vergleich bestimmt. Es ergaben sich signifikante Unterschiede (p <
0,05) zwischen der CO, 60- bzw. der CO, 100-Gruppe und der Iso 5%- bzw. Sevo 8%-
Gruppe. Die Plasmaadrenalinkonzentration der CO, 60-Gruppe betrug 30,600
(21,815/35,457) ng/ml, die der CO, 100-Gruppe 44,290 (24,340/52,000) ng/ml. Diese beiden
Gruppen unterschieden sich nicht signifikant. Die Adrenalinwerte im Plasma der Iso 5%-
Gruppe lagen bei 4,065 (2,507/6,657) ng/ml, die der Sevo 8%-Gruppe bei 2,510
(1,275/6,363) ng/ml. Auch hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen.

Bei C57BIl/6-Mausen der Kontrollgruppe, die nach Luftstromexposition dekapitiert wurden,
betrug die Adrenalinkonzentration im Plasma 8,205 (6,200/10,290) ng/ml.

Die Adrenalinkonzentrationen im Plasma waren in der CO, 60- bzw. in der CO, 100-Gruppe
ca. 3 — 5-fach hdher als in der Iso 2%- bzw. in der Iso 5%-Gruppe. Nach Behandlung mit
CO, 60 bzw. mit CO, 100 lagen die Werte fiir die Adrenalinkonzentration ca. 10-fach héher
als nach der Behandlung mit Sevo 8% (s. a. Abb. 3.14).

Hinsichtlich den Adrenalinkonzentrationen im Plasma ergab die Kruskal-Wallis-
Varianzanalyse signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen (H = 60,735
mit 4 Freiheitsgraden, p < 0,001), deren Lokalisation mit dem Post-hoc-Test Dunn’s Method
als paarweiser Vergleich bestimmt wurde. Die Exposition mit CO, 60 bzw. mit CO, 100
unterschied sich signifikant (p < 0,05) von der Exposition mit Iso 2%, mit Iso 5% bzw. mit
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Sevo 8%. Die Adrenalinkonzentration im Plasma betrug fir die CO, 60-Gruppe 16,960
(11,550/21,220) ng/ml, fiir die CO, 100-Gruppe 18,180 (12,650/19,945) ng/ml. Es bestanden
keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen. Der Wert fir die
Plasmaadrenalinkonzentration war fir die Iso 2%-Gruppe 5,240 (3,893/6,133) ng/ml, fir die
Iso 5%-Gruppe 4,070 (3,177/4,610) ng/ml und fir die Sevo 8%-Gruppe 1,570 (0,570/2,277)
ng/ml. Zwischen diesen drei Gruppen fanden sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.

Mittels Mann-Whitney-Ranksummentests wurden Unterschiede zwischen den Stdmmen
nach COy-Exposition hinsichtlich den Adrenalinkonzentrationen im Plasma aufgedeckt. Die
Adrenalinkonzentrationen waren nach CO, 60- (p = 0,002) und nach CO, 100-Behandlung (p
< 0,001) signifikant héher bei Tieren des NMRI-Stammes als bei C57BI/6-Tieren.

Bei NMRI-Mausen der Kontrollgruppe, die nach Luftstromexposition dekapitiert wurden,
betrug die Noradrenalinkonzentration im Plasma 15,000 (13,100/20,770) ng/ml.

Die Noradrenalinkonzentrationen im Plasma wiesen bei der CO, 60- und der CO, 100-
Gruppe ca. 8 — 10-fach héhere Werte auf als bei der 1so 5%- und Sevo 8%-Gruppe (s. a.
Abb. 3.15).

Mithilfe der Kruskal-Wallis-Varianzanalyse (H = 45,452 mit 3 Freiheitsgraden, p < 0,001)
lieBen sich Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen bezlglich den
Noradrenalinkonzentrationen im Plasma aufdecken. Der paarweise Vergleich mit dem
nachfolgenden Test Dunn’s Method zeigte die signifikanten Unterschiede (Iso p < 0,05)
zwischen der Exposition mit CO, 60 bzw. CO, 100 und der Exposition mit 5 % bzw. Sevo 8%
auf. Die Noradrenalinkonzentration betrug nach der CO, 60-Behandlung 61,910
(50,465/80,215) ng/ml, nach der CO, 100-Behandlung 65,880 (47,250/73,950) ng/ml. Diese
Behandlungen  unterschieden  sich  nicht  signifikant. Der Wert fur die
Noradrenalinkonzentration nach der Exposition mit Iso 5% lag bei 8,055 (5,497/8,995) ng/ml,
nach der Exposition mit Sevo 8% bei 6,540 (4,940/7,973) ng/ml. Auch diese beiden Gruppen
unterschieden sich nicht signifikant.

Bei C57/Bl6-Mausen der Kontrollgruppe, die nach Luftstromexposition dekapitiert wurden,
betrug die Konzentration des Plasmanoradrenalins 10,955 (8,030/12,360) ng/ml.

Die Noradrenalinkonzentrationen im Plasma waren bei der CO, 60- und der CO, 100-
Behandlungsgruppe um ca. 10-fach héher als bei den Inhalationsanasthetika-Gruppen Iso
5% und Sevo 8% (s. a. Abb. 3.16).
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Abb. 3.13 Adrenalinkonzentrationen bei NMRI-Mausen
Dargestellt sind die Adrenalinkonzentrationen im Plasma in [ng/ml] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil,
Beginn und Ende der Box = 0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte =

AusreiBer) zum Zeitpunkt der CT. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-
Bezeichnung.
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Abb. 3.14 Adrenalinkonzentrationen bei C57Bl/6-Méausen
Dargestellt sind die Adrenalinkonzentrationen im Plasma in [ng/ml] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil,
Beginn und Ende der Box = 0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte =

AusreiBer) zum Zeitpunkt der CT. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-
Bezeichnung.

*=p<0,05
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Abb. 3.15 Noradrenalinkonzentrationen bei NMRI-Mausen

Dargestellt sind die Noradrenalinkonzentrationen im Plasma in [ng/ml] als Boxplots (Median = 0,5-
Quantil, Beginn und Ende der Box = 0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile,
Punkte = AusreiBer) zum Zeitpunkt der CT. GruppengréBe in Klammer hinter der
Behandlungsgruppen-Bezeichnung.

*=p<0,05
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Abb. 3.16 Noradrenalinkonzentrationen bei C57Bl/6-Méausen
Dargestellt sind die Noradrenalinkonzentrationen in [ng/ml] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn
und Ende der Box = 0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte =

AusreiBer) zum Zeitpunkt der CT. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-
Bezeichnung.

*=p<0,05
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Hinsichtlich den Noradrenalinkonzentrationen im Plasma lieBen sich mittels der Kruskal-
Wallis-Varianzanalyse signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen (H =
55,684 mit 4 Freiheitsgraden, p < 0,001) feststellen. Ihre Lokalisation wurde mit dem Post-
hoc-Test Dunn’s Method als paarweiser Vergleich bestimmt. Die Behandlungen mit CO, 60
bzw. mit CO, 100 unterschieden sich signifikant (p < 0,05) von den Behandlungen mit Iso
2%, 1s0 5% bzw. Sevo 8%.

Der Wert fir die Noradrenalinkonzentration nach Exposition mit CO, 60 betrug 30,460
(27,540/36,140) ng/ml, nach Exposition mit CO, 100 betrug er 31,075 (26,195/34,712) ng/ml.
Es gab keine signifikanten Unterscheide zwischen diesen beiden Gruppen. Die
Noradrenalinkonzentration fir die Iso 2%-Gruppe lag bei 2,960 (2,402/4,975) ng/ml, fur die
Iso 5%-Gruppe bei 3,290 (2,677/4,428) ng/ml und fir die Sevo 8%-Gruppe bei 2,865
(1,757/4,077) ng/ml. Zwischen diesen drei Gruppen waren keine signifikanten Unterschiede

festzustellen.

Mann-Whitney-Ranksummentests  deckien =~ Stammesunterschiede  hinsichtlich  den
Noradrenalinkonzentrationen im Plasma auf. Die Konzentrationen aller Behandlungsgruppen
der NMRI-Tiere waren signifikant héher (alle Gruppen mit p < 0,001) als die der C57BlI/6-
Tiere.
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3.5 Verhaltensanalyse

3.5.1 Korperhaltung

e Stehen, Sitzen, Liegen

Wahrend der gesamten 300 s des Lufteinstroms befanden sich die Kontrolltiere des NMRI-
und des C57BI/6-Stammes wechselnd aufrecht auf vier GliedmaBen oder in einer sitzenden
Kérperhaltung. Die Tiere waren entweder immobil oder bewegten sich vorwarts bzw. putzten
sich. Die Tiere hatten wahrend des ruhigen Stehens oder Sitzens keinen erhdhten
Muskeltonus und waren nicht véllig versteift, auch konnten Bewegungen der Vibrissen
festgestellt werden.

Alle Tiere beider Mausstamme, die eine Narkosegasbehandlung erhielten, befanden sich zu
Beginn der Narkosegaseinleitung in einer stehenden oder sitzenden Position, wobei die
Méause immobil waren oder sich vorwarts bewegten bzw. sich putzten. Diese Haltungen
gingen im weiteren Narkoseverlauf in eine liegende bis hin zu einer vollstandig flachen,
relaxierten Haltung Uber, welches den Beginn der Phase der Muskelrelaxation markierte. Mit
Ausnahme des Auftretens von Opisthotonus wurde diese relaxierte Kérperhaltung bis zum
Ende des Untersuchungszeitraumes beibehalten.

3.5.2 Motorische Aktivitat

e Lokomotorische Aktivitat
Die lokomotorische Aktivitat wurde anhand eines Punktesystems nach Niel und Weary
(2006) beschrieben: Es wurde ein Punkt vergeben, sobald die Maus mit ihrer Kérpermitte die
Mittellinie (ML) senkrecht zur Langsseite der Narkosebox Uberquert hatte.

Bei NMRI-Mausen, die 1so 5% und Sevo 8% erhielten, war die lokomotorische Aktivitat als
Uberquerungen der ML im Vergleich zur Luftkontrolle und zur CO, 60-Gruppe vermehrt.
Darlber hinaus war die Lokomotion bei Tieren unter Iso 5%-Exposition vermehrt verglichen
mit Tieren der CO, 100-Gruppe (s. a. Abb. 3.17).

Die Kruskal-Wallis-Varianzanalyse (H = 44,673 mit 4 Freiheitsgraden, p < 0,001) ergab
signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen hinsichtlich der Anzahl der
Uberquerungen der ML. lhre Lokalisationen wurden mit dem Post-hoc-Test Dunn’s Method
als paarweiser Vergleich bestimmt. Tiere, die mit Iso 5% behandelt wurden, Uberquerten
signifikant haufiger (p < 0,05) die ML als Tiere, die einstrémende Luft bzw. eine CO, 60- und
CO, 100-Behandlung erhielten. Mause unter Sevo 8%-Exposition Uberquerten signifikant
haufiger (p < 0,05) die ML als Mause unter einstrémender Luft bzw. unter CO, 60-Exposition.
Die Gruppen, die CO, 60 und CO, 100 ausgesetzt waren, unterschieden sich nicht
signifikant untereinander und nicht von der Luftkontroligruppe. Die Iso 5%-Gruppe
unterschied sich nicht signifikant von der Sevo 8%-Gruppe.
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Abb. 3.17 Lokomotorische Aktivitat bei NMRI-M&ausen

Dargestellt sind die Anzahl der Uberquerungen der Mittellinie (ML) in [Anzahl/min] als Boxplots
(Median = 0,5-Quantil, Beginn und Ende der Box = 0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und
0,95-Quantile, Punkte = AusreiBer) vom Start der Narkoseeinleitung bis zum Beginn der
Muskelrelaxation. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.
*=p<0,05
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Abb. 3.18 Lokomotorische Aktivitat bei C57BI/6-Mausen

Dargestellt sind die Anzahl der Uberquerungen der Mittellinie (ML) in [Anzahl/min] als Boxplots
(Median = 0,5-Quantil, Beginn und Ende der Box = 0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und
0,95-Quantile, Punkte = AusreiBer) vom Start der Narkoseeinleitung bis zum Beginn der
Muskelrelaxation. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.
*=p<0,05
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Abb. 3.19 Rearing-Verhalten bei NMRI-Mausen

Dargestellt sind die Anzahl der Rearings in [Anzahl/min] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn
und Ende der Box = 0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte =
AusreiBer) vom Start der Narkoseeinleitung bis zum Beginn der Muskelrelaxation. GruppengréBe in
Klammer hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.
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Abb. 3.20 Rearing-Verhalten bei C57BIl/6-Méausen

Dargestellt sind die Anzahl der Rearings in [Anzahl/min] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn
und Ende der Box = 0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte =
AusreiBer) vom Start der Narkoseeinleitung bis zum Beginn der Muskelrelaxation. GruppengréBe in
Klammer hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.

*=p<0,05
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Bei Mausen des C57Bl/6-Stammes, die Iso 5% und Sevo 8% erhielten, war die
lokomotorische Aktivitat als Uberquerungen der ML im Vergleich zur Luftkontrolle und zur
CO, 100-Gruppe vermehrt. DarGber hinaus war die Lokomotion bei Tieren unter Sevo 8%-
Exposition vermehrt verglichen mit Tieren der CO, 60-Gruppe (s. a. Abb. 3.18).

Mithilfe der Kruskal-Wallis-Varianzanalyse (H = 41,680 mit 5 Freiheitsgraden, p < 0,001)
ergaben sich Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen in Bezug auf die Anzahl der
Uberquerungen der ML. Ihre Lokalisationen wurden mit dem Post-hoc-Test Dunn’s Method
als paarweiser Vergleich bestimmt. Tiere, die Iso 5% ausgesetzt wurden, Uberquerten
signifikant haufiger (p < 0,05) die ML als Tiere, die einstrémende Luft bzw. eine CO, 100-
Behandlung erhielten. Mause unter Sevo 8%-Behandlung Uberquerten signifikant haufiger (p
< 0,05) die ML als Mé&use unter einstromender Luft bzw. unter CO, 60- und CO, 100-
Exposition. Die Gruppen, die CO, 60 und CO, 100 ausgesetzt wurden, unterschieden sich
nicht untereinander und nicht von der Luftkontroligruppe. Die Iso 5%-Gruppe unterschied
sich nicht von der Sevo 8%-Gruppe.

Stammesunterschiede wurden hinsichtlich der lokomotorischen Aktivitdt in allen
Behandlungsgruppen und in der Kontrollgruppe mit Mann-Whitney-Ranksummentests
ermittelt. Die Anzahl der Uberquerungen der ML war in der CO, 60-Gruppe bei Tieren des
NMRI-Stammes signifikant gréBer (p = 0,015) als bei Tieren des C57BI/6-Stammes. Auch in
den CO, 100-, Iso 5%- Sevo 8%- und Luftkontrollgruppen waren die Werte flir NMRI-Tiere
signifikant hdher (jeweils p < 0,001) als fur C57BI/6-Tiere.

¢ Rearings
Beim Rearing stand die Maus aufrecht auf ihren Hinterbeinen. Dabei hielt sie Wandkontakt
mit den Vorderpfoten oder sie stand frei im Raum (Abb. 3.21).

Abb. 3.21 Rearing-Verhalten

A Die NMRI-Maus stand aufrecht auf ihren Hinterbeinen, sie hielt mit beiden Vorderpfoten
Kontakt zur Wand der Narkosekammer.
B Die C57Bl/6-Maus stand frei im Raum.
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Bei NMRI-Mausen, die CO, mit der mittleren und hohen Einflllrate erhielten, war das
Rearing-Verhalten im Vergleich zur Luftkontrolle und zur Iso 5%-Gruppe reduziert (s. a. Abb.
3.19).

Hinsichtlich des Rearing-Verhaltens ergab die Kruskal-Wallis-Varianzanalyse signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen (H = 20,413 mit 4 Freiheitsgraden, p <
0,001), deren Lokalisationen mit dem Post-hoc-Test Dunn’s Method als paarweiser Vergleich
bestimmt wurden. Tiere, die der CO, 60- und CO, 100-Behandlung ausgesetzt waren,
zeigten signifikant weniger (p < 0,05) Rearing-Verhalten als Mause der Luftkontrollgruppe.
Tiere, die eine Behandlung mit Iso 5% und Sevo 8% erhielten, unterschieden sich nicht
signifikant von der Luftkontrolle. Mause unter CO, 60- und CO, 100-Exposition zeigten
signifikant weniger (p < 0,05) Rearing-Verhalten als Mause unter Iso 5%-Behandlung. Die
beiden CO,-Gruppen unterschieden sich nicht. Zwischen den Inhalationsanasthetika-
Gruppen Iso 5% und Sevo 8% fand man ebenfalls keine signifikanten Unterscheide.

Bei C57BI/6-M&usen, die CO, 60 und CO, 100 erhielten, war das Rearing-Verhalten im
Vergleich zur Luftkontrolle und zur Iso 5%- und Sevo 8%-Gruppe reduziert. Dartiber hinaus
war das Rearing-Verhalten bei Tieren unter CO, 60-Exposition verringert verglichen mit
Tieren unter Iso 2%-Exposition (s. a. Abb. 3.20).

Die Kruskal-Wallis-Varianzanalyse zeigte signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen (H = 45,347 mit 5 Freiheitsgraden, p < 0,001) in Bezug auf das
Rearing-Verhalten. lhre Lokalisationen wurden mit dem Post-hoc-Test Dunn’s Method als
paarweiser Vergleich bestimmt.

Bei Mausen des C57BI/6-Stammes fand sich bei Tieren unter CO, 60- und unter CO, 100-
Exposition signifikant weniger (p < 0,05) Rearing-Verhalten als bei Tieren, die dem Luftstrom
ausgesetzt waren. Tiere der Inhalationsanasthetika-Gruppen Iso 2%, 1so 5% und Sevo 8%
unterschieden sich nicht signifikant von der Luftkontrolle. Tiere, die eine Behandlung mit CO,
60 erhielten, zeigten signifikant weniger (p < 0,05) Rearing-Verhalten als solche, die 1so 5%,
Iso 2% und Sevo 8% erhielten. Die Exposition mit CO, 100 fuhrte zu signifikant geringerem
(p < 0,05) Rearing-Verhalten als die Behandlung mit Iso 5% und Sevo 8%. Zwischen der
CO, 60- und CO, 100-Gruppe gab es keine signifikanten Unterschiede, ebenso
unterschieden sich die Inhalationsanasthetika-Gruppen nicht signifikant voneinander.

Mit Mann-Whitney-Ranksummentests konnten Unterschiede zwischen den Stdmmen

aufgedeckt werden. NMRI-Mause aller Behandlungs- und der Kontrollgruppe zeigten
signifikant mehr (jeweils p < 0,001) Rearing-Verhalten als C57BI/6-Tiere.
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e Putzverhalten
Keine Maus des NMRI- und des C57BI/6-Stammes zeigte normales Komfort-Putzverhalten
wahrend der Untersuchung. Alle gezeigten Putzhandlungen konnten nach den Kriterien von
Kalueff und Tuohimaa (2004) als stressinduziertes Verhalten klassifiziert werden: bei den
Mausen wurden langer als fir eine Dauer von 5 s unterbrochene Bewegungen und

inkorrektes Aneinanderreihen der Putzstadien festgestellt.

NMRI-Mause, die einem Luftstrom ausgesetzt wurden, zeigten am meisten Putzverhalten.
Mause, die CO, 60 und CO, 100 ausgesetzt wurden, zeigten Uberhaupt kein Putzverhalten.
Tiere zeigten wahrend der Behandlung mit Sevo 8% weniger gestresstes Putzverhalten als
Tiere der Luftkontrolle (s. a. Abb. 3.22).

Mittels der Kruskal-Wallis-Varianzanalyse lieBen sich signifikante Unterschiede zwischen
den Behandlungsgruppen (H = 35,247 mit 4 Freiheitsgraden, p < 0,001) bezlglich des
stressinduzierten Putzverhaltens feststellen. Sie wurden mit dem Post-hoc-Test Dunn’s
Method als paarweiser Vergleich lokalisiert. Die Behandlung mit CO, 60, CO, 100 bzw. Sevo
8% flhrte zu signifikant geringerem (p < 0,05) Putzverhalten als die Exposition mit
einstromender Luft. Die Gbrigen Gruppen unterschieden sich nicht signifikant untereinander.

Bei Tieren des C57BI/6 Stammes mit Luftstromexposition trat am meisten Putzverhalten auf.
Bei keinem Tier unter CO, 60- und CO, 100-Exposition trat Putzverhalten auf. Die
Behandlungen mit Isofluran und Sevofluran fihrten zu geringerem stressinduziertem
Putzverhalten als die Behandlung mit einstrémender Luft (s. a. Abb. 3.23).

Die Kruskal-Wallis-Varianzanalyse (H = 51,260 mit 5 Freiheitsgraden, p < 0,001) zeigte
signifikante  Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen hinsichtlich des
stressinduzierten Putzverhaltens. |hre Lokalisationen wurden mit dem Post-hoc-Test Dunn’s
Method als paarweiser Vergleich bestimmt. Die Expositionen mit CO, 60, CO, 100, Iso 2%,
Iso 5% und Sevo 8% fihrten zu signifikant geringerem (p < 0,05) Putzverhalten als die
Exposition mit einstrdmender Luft. Die tGbrigen Gruppenpaarungen unterschieden sich nicht

signifikant untereinander.

Hinsichtlich des Putzverhaltens gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden

Mausstammen.
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Abb. 3.22 Stressinduziertes Putzverhalten bei NMRI-Mausen

Dargestellt sind die Anzahl der Putzperioden in [Anzahl/min] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil,
Beginn und Ende der Box = 0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte =
AusreiBer) vom Start der Narkoseeinleitung bis zum Beginn der Muskelrelaxation. GruppengréBe in
Klammer hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.
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Abb. 3.23 Stressinduziertes Putzverhalten bei C57BIl/6-M&ausen

Dargestellt sind die Anzahl der Putzperioden in [Anzahl/min] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil,
Beginn und Ende der Box = 0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte =
AusreiBer) vom Start der Narkoseeinleitung bis zum Beginn der Muskelrelaxation. GruppengréBe in
Klammer hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.

*=p<0,05
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3.5.3 Konvulsionen

Wahrend der Narkosegaseinleitung konnten unterschiedliche Konvulsionen, wie Running
Excitement, klonische und tonische Krampfe sowie Popcorn-Konvulsionen beobachtet

werden.

¢ Running Excitement und klonischer Krampf

Abb. 3.24 Klonischer Krampf
Unter Sevo 8%-Exposition zeigte die C57BI/6-Maus einen klonischen Krampf.

Bei NMRI-M&ausen traten Running Excitement und klonische Krampfe weder wahrend des
Lufteinstroms noch wahrend der Exposition mit CO, 60 und CO, 100 auf. Bei der
Behandlung mit Iso 5% und Sevo 8% hingegen zeigten alle Tiere klonische Krampfe, denen
Running Excitement vorausging (s. a. Tab. 3.4 und Abb. 3.24).

Bei Mausen des C57BI/6-Stammes kam es weder wahrend des Lufteinstroms noch wahrend
der Behandlung mit CO, 60 und CO, 100 zu Running Excitement und klonischen Krampfen.
Wahrend der Exposition mit Iso 2% war bei 57%, mit Iso 5% bei 75% und mit Sevo 8% bei
100% der Tiere Running Excitement zu beobachten. Ein klonischer Krampf war dahingegen
nur wahrend der Behandlung mit Sevo 8% bei 25% der Tiere festzustellen (s. a. Tab. 3.5 und
Abb. 3.24).

Beide Stamme unterschieden sich nicht signifikant bezliglich des Running Excitement.
Signifikante Unterschiede hinsichtlich des Klonus wurden mittels z-Tests in den Iso 5%- und
Sevo 8%-Gruppen ermittelt. Eine signifikant gréBere (jeweils p < 0,001) Anzahl von NMRI-
Mausen zeigte einen Klonus im Vergleich zu C57BI/6-Mausen.
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Tab. 3.4 Konvulsionen und exzitatorische Phdnomene bei NMRI-M&usen

Dargestellt sind die Anzahl [N] der Tiere sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, die
Running Excitement (Running Exc.), einen klonischen Krampfanfall und Opisthotonus wahrend der
Behandlung zeigten.

NMRI ‘ Luft CO, 60 CO, 100 Iso 5% Sevo 8%

GruppengréBe [N] 16 16 15 16 14
Running Exc. [N] -- -- -- 16 14
Running Exc. [%] 0 0 0 100 100
Klonischer Krampf [N] -- -- -- 16 14
Klonischer Krampf [%)] 0 0 0 100 100
Opisthotonus [N] - - - 4 9

Opisthotonus [%] 0 0 0 25 64

Tab. 3.5 Konvulsionen und exzitatorische Phdnomene bei C57BIl/6-Mausen

Dargestellt sind die Anzahl [N] der Tiere sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, die
Running Excitement (Running Exc.), einen klonischen Krampfanfall und Opisthotonus wahrend der
Behandlung zeigten.

C57Bl/6 ‘ Luft ‘ CO0, 60 CO, 100 Iso 2% Iso5% | Sevo 8%
GruppengrdBe [N] 16 15 16 14 16 16
Running Exc. [N] - - - 8 12 16
Running Exc. [%] 0 0 0 57 75 100
Klonischer Krampf [N] - - - - - 4
Klonischer Krampf [%] 0 0 0 0 0 25
Opisthotonus [N] -- -- -- -- -- --
Opisthotonus [%] 0 0 0 0 0 0
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e Opisthotonus (tonischer Krampf)

Abb. 3.25 Opisthotonus

Die NMRI-Mause zeigten unter Iso 5% und Sevo 8%-Exposition eine kurzzeitig anhaltende
Uberstreckung der Nacken-, Riicken- und teilweise der Schwanzmuskulatur

A in Seitenlage,

B in Bauchlage.

Bei Mausen des NMRI-Stammes zeigten keine Tiere wahrend des Lufteinstroms und
wahrend der Exposition mit CO, 60 und CO, 100 einen Opisthotonus. In der Iso 5%-Gruppe
trat bei 25% der Tiere, in der Sevo 8%-Gruppe bei 64% der Tiere Opisthotonus auf (s. a.
Tab. 3.4 und Abb. 3.25).

Bei C57BI/6-Mausen trat weder bei der Luftkontrolle noch bei den Behandlungen mit CO, 60
und CO, 100 bzw. bei den Behandlungen mit Iso 2%, Iso 5% und Sevo 8% ein Opisthotonus
auf (s. a. Tab. 3.5).

Signifikante Unterschiede konnten zwischen beiden Stdmmen in der Sevo 8%-Gruppe

hinsichtlich des Opisthotonus mit z-Tests aufgedeckt werden. Eine signifikant gréBere (p <
0,001) Anzahl von NMRI-Mause zeigte einen Opisthotonus im Vergleich zu C57BIl/6-Tieren.
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e Popcorn-Konvulsionen

Abb. 3.26 Popcorn-Konvulsionen
Die NMRI-Maus zeigte unter CO, 100-Exposition sog. Popcorn-Konvulsionen,
bei denen sie gegen den Deckel der Narkosebox springt.

Bei Mausen des NMRI-Stammes traten in allen Behandlungsgruppen (CO, 60, CO, 100, Iso
5% und Sevo 8%) sogenannte Popcorn-Konvulsionen auf. Auch in der Luftkontrollgruppe
konnte man ahnliche Verhaltensweisen, wie in die H6he Springen, beobachten (s. a. Abb.
3.27 und Abb. 3.26).

Die Kruskal-Wallis-Varianzanalyse ergab zwar signifikante Unterschiede hinsichtlich der
Anzahl der Popcorn-Konvulsionen zwischen den Behandlungsgruppen (H = 9,698 mit 4
Freiheitsgraden, p = 0,046), deren Lokalisationen mit dem Post-hoc-Test Dunn’s Method als
paarweiser Vergleich bestimmt wurden. Hierbei wurden die signifikanten Unterschiede
jedoch nicht aufgedeckt.

C57BI/6-Mause zeigten unter CO, 60- und CO, 100-Behandlung Popcorn-Konvulsionen.
Unter Iso 2%-, I1so 5%- und Sevo 8%-Exposition konnte man keine Popcorn-Konvulsionen
feststellen. Bei Tieren, die einem Luftstrom ausgesetzt waren, traten &hnliche
Verhaltensweisen, wie in die Héhe Springen, auf (s. a. Abb. 3.28).

Auch hier flhrte die Kruskal-Wallis-Varianzanalyse zu signifikanten Unterschieden in Bezug
auf die Anzahl der Popcorn-Konvulsionen zwischen den Behandlungsgruppen (H = 11,510
mit 5 Freiheitsgraden, p = 0,042). Ihre Lokalisationen wurden mit dem Post-hoc-Test Dunn’s
Method als paarweiser Vergleich bestimmt, wobei die signifikanten Unterschiede jedoch
nicht aufgedeckt wurden.

Mittels Mann-Whitney-Ranksummentests wurden signifikante Unterschied zwischen NMRI-
und C57BIl/6-Tieren hinsichtlich der Popcorn-Konvulsionen festgestellt. Eine signifikant
gréBere Anzahl von NMRI-Mausen der CO, 100- (p = 0,025), der Iso 5%- (p = 0,039) und der
Sevo 8%-Gruppe (p = 0,027) zeigte Popcorn-Konvulsionen im Vergleich zu C57BIl/6-Tieren.
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Abb. 3.27 Popcorn-Konvulsionen bei NMRI-Méausen
Dargestellt sind die Anzahl der Popcorn-Konvulsionen oder ihnen &hnliche Verhaltensweisen in
[Anzahl/min] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn und Ende der Box = 0,25- und 0,75-Quantile,
Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte = AusreiBer) vom Start der Narkoseeinleitung bis zum
Beginn der Muskelrelaxation. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-
Bezeichnung.
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Abb. 3.28 Popcorn-Konvulsionen bei C57BIl/6-Méausen

Dargestellt sind die Anzahl der Popcorn-Konvulsionen oder ihnen &hnliche Verhaltensweisen in
[Anzahl/min] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn und Ende der Box = 0,25- und 0,75-Quantile,
Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte = AusreiBer) vom Start der Narkoseeinleitung bis zum
Beginn der Muskelrelaxation. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-
Bezeichnung.
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3.5.1 Hypotoner Gang und Ataxie

Abb. 3.29 Hypotoner Gang

A Die C57BI/6-Maus zeigte unter CO, 60-Exposition einen hypotonen Gang, bei dem Becken
und Bauch des Tieres nach unten sanken und das Eigengewicht nicht auf den Hinterbeinen
getragen werden konnte.

B Zum Vergleich: normales Gangbild wahrend Lufteinstrom.

C Bei der NMRI-Maus waren unter CO, 60-Exposition die Hinterbeine nach seitlich/hinten
ausgestreckt und wurden hinterhergezogen.

NMRI- und C57BI/6-Mause, die nur dem Luftstrom ausgesetzt waren, zeigten kein
verandertes Gangbild. Der hypotone Gang trat sowohl bei allen Tieren des NMRI-Stammes
als auch bei allen Tieren des C57BI/6-Stammes auf, die mit CO, 60 und mit CO, 100
behandelt wurden, nicht jedoch bei Tieren die mit den Inhalationsanéasthetika Isofluran und
Sevofluran behandelt wurden. Tiere, die nur dem Luftstrom ausgesetzt waren, zeigten kein
verandertes Gangbild (s. a. Tab. 3.6 und Tab. 3.7).

Der hypotone Gang war nur in der ataktischen Phase festzustellen und nahm im Verlauf
dieser Phase an Schwere zu. Zu Beginn der ataktischen Phase war bei diesen Tieren ein
immer weiter nach unten geneigtes Becken festzustellen bis gegen Ende der ataktischen
Phase der Bauch der Tiere flach auf dem Boden lag. Das Eigengewicht des Tieres konnte
nicht auf den Hinterbeinen getragen werden. Gileichzeitig wurden die Hinterbeine
zunehmend von seitlich nach hinten ausgestreckt und schlieBlich vollstandig hinterher
gezogen (Abb. 3.29).

Mause der Luftkontrollgruppen zeigten keine Ataxie. Der ataktische Gang trat bei allen
NMRI-Mausen und bei allen C57BI/6-M&usen auf, die mit CO, 60 und mit CO, 100 wie auch
mit 1so 2%, 1so 5% und Sevo 8% behandelt wurden (s. Tab. 3.6 und Tab. 3.7).

Die Mause schwankten um die eigene Korperachse und bewegten Vorder- und
HintergliedmaBen unkoordiniert. Diese Gangbildveranderung war wahrend der Phase der
Ataxie zu beobachten und endete mit vollstandig eingetretener Muskelrelaxation.
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Tab. 3.6 Hypotoner Gang und Ataxie bei NMRI-Mausen
Dargestellt sind die Anzahl [N] der Tiere sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, die
einen hypotonen Gang und Ataxie wahrend der Behandlung zeigten.

NMRI ‘ Luft CO, 60 CO, 100 Iso 5% Sevo 8%
GruppengréBe [N] 16 16 15 16 14
Hypotoner Gang [N] - 16 15 - -
Hypotoner Gang [%] 0 100 100 0 0
Ataxie [N] - 16 15 16 14
Ataxie [%] 0 100 100 100 100

Tab. 3.7 Hypotoner Gang und Ataxie bei C57BIl/6-Méausen
Dargestellt sind die Anzahl [N] der Tiere sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, die
einen hypotonen Gang und Ataxie wahrend der Behandlung zeigten.

C57Bl/6

CO, 60

CO, 100

Iso 2%

Iso 5%

Sevo 8%

GruppengrdBe [N] 16 15 16 14 16 16
Hypotoner Gang [N] - 15 16 - - -
Hypotoner Gang [%] 0 100 100 0 0 0
Ataxie [N] - 15 16 14 16 16
Ataxie [%] 0 100 100 100 100 100
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3.5.1 Vokalisationen

Bei beiden Mausstammen konnten weder im hdérbaren noch im Ultraschallbereich
LautauBerungen wahrend der Narkosegas- bzw. Lufteinleitung festgestellt werden.
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3.6 Untersuchung des Atmungssystems

3.6.1 Atembewegungen

Bei Mausen des NMRI- und des C57BI/6-Stammes waren wéhrend der Exposition mit
einstromender Luft keine Veradnderungen der Atembewegungen festzustellen. Heben und
Senken des Brustkorbes und der Flanken waren auf der Videoaufnahme fast nicht zu

erkennen.

Bei Mausen beider Stdamme waren wahrend der Behandlung mit CO, 60 und CO, 100 bis
zum Eintritt der Ataxiephase keine Veranderungen der Atembewegungen festzustellen. Im
Verlauf der Ataxiephase zeichnete sich ein immer starker sichtbares Heben und Senken des
Brustkorbes und der Flanken ab, die Atemtiefe nahm zu. Eine Beurteilung der Atemfrequenz
war auf den Videoaufnahmen zu diesem Zeitpunkt nicht méglich. Nachdem die Mause zum
Liegen kamen, wurde nach und nach sichtbar, wie die Atemfrequenz abnahm. Heben und
Senken des Brustkorbes und der Flanken waren weiterhin deutlich zu erkennen. Einige Tiere
hatten das Maul gedffnet und ,nickten“ mit dem Kopf. Beim Erreichen der chirurgischen
Toleranz war die Frequenz weiter bis auf wenige Atemzlge pro Minute abgesunken und die
Atmung konnte als Schnappatmung bezeichnet werden.

Bei NMRI- und C57BIl/6-Mausen zeigten sich wahrend der Exposition mit Iso 2% (nur bei
C57Bl/6), mit Iso 5% und mit Sevo 8% zu Beginn der Narkoseeinleitung keine auf den
Videoaufnahmen sichtbaren Veranderungen der Atembewegungen. Wahrend der Phase der
Ataxie und wahrend klonischen Krampfen (,Laufbewegungen® mit allen GliedmaBen)
konnten die Atembewegungen nicht beurteilt werden. Sobald die Mause lagen, konnte man
zunehmend eine verstarkte abdominale Atmung feststellen, die Atemtiefe nahm zu. Im
weiteren Verlauf konnte man eine Abnahme der Atemfrequenz beobachten. Beim Erreichen

der chirurgischen Toleranz war keine Schnappatmung zu erkennen.

Bei keiner Maus des NMRI- oder des C57BI/6-Stammes wurde Niesen festgestellt.

3.6.2 Makroskopische Untersuchung des Atemtraktes

e Schleimhautschaden
Bei allen Mausen des NMRI- und des C57BI/6-Stammes waren makroskopisch keine
Schéaden der Schleimhaute des Atemtraktes oder der Konjunktiven nach Exposition mit
einstrémender Luft, CO, 60 und CO, 100 sowie nach Exposition mit Iso 2%, Iso 5% und
Sevo 8% festzustellen. Es traten keine Entziindungszeichen wie Rétungen, Schwellungen
oder Sekretion der Schleimh&ute nach Luft- und nach Narkosegasexposition auf.
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e Trachealausfluss

Bei NMRI-Mausen war nach Exposition mit einstrémender Luft kein Trachealausfluss
festzustellen. Nach CO, 60- bzw. CO, 100-Exposition sowie nach Iso 5%- bzw. Sevo 8%-
Exposition kam es bei einigen Tieren zu Trachealausfluss in unterschiedlichen
Schweregraden.

Die Two-Way ANOVA ergab hierbei keine signifikanten Unterschiede (p = 1,000) zwischen
den Behandlungsgruppen hinsichtlich des Trachealausflusses. Die Anzahl der Tiere einer
Gruppe bzw. ihr prozentualer Anteil sind in Tab. 3.8 zu finden.

Beim C57BIl/6-Stamm war bei einem Tier der Luftkontrolle Sekretausfluss aus der Trachea
zu erkennen. Bei allen Tieren, die CO, 100 erhielten, war kein Sekretausfluss zu finden.
Nach CO, 60-Behandlung sowie nach Iso 2%-, Iso 5%- bzw. Sevo 8%-Exposition kam es bei
einigen Tieren zu Trachealausfluss in den Schweregraden 1 - 3.

Die Two-Way ANOVA zeigte keine signifikanten Unterschiede (p = 1,000) zwischen den
Behandlungsgruppen hinsichtlich des Trachealausflusses. Die Anzahl der Tiere einer
Gruppe bzw. ihr prozentualer Anteil kénnen der Tab. 3.9 enthommen werden.

e Blutaspiration in die Trachea
Beim NMRI-Stamm lieB sich Blutaspiration makroskopisch sowohl bei den Luftkontrolltieren
als auch bei den Tieren der Behandlungsgruppen feststellen.
Mittels Two-Way ANOVA lieBen sich keine signifikanten Unterschiede (p = 1,000) zwischen
den Behandlungsgruppen hinsichtlich der makroskopisch erkennbaren Blutaspiration
feststellen. Die Anzahl der Tiere einer Gruppe bzw. ihr prozentualer Anteil sind in Tab. 3.10

zu finden.

Beim C57BI/6-Stamm trat der makroskopische Befund Blutaspiration sowohl bei Tieren, die
dem Luftstrom ausgesetzt waren, als auch bei Tieren, die CO, 60, CO, 100, Iso 2%, Iso 5%
und Sevo 8% ausgesetzt waren, auf.

Die Two-Way ANOVA ergab hierbei keine signifikanten Unterschiede (p = 1,000) zwischen
den Behandlungsgruppen beziiglich der makroskopisch erhobenen Blutaspiration. Die
Anzahl der Tiere einer Gruppe bzw. ihr prozentualer Anteil sind in Tab. 3.11 zu finden.
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Tab. 3.8 Trachealausfluss bei NMRI-Mausen

Dargestellt sind die Anzahl [N] der Tiere sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, bei
denen nach der Behandlung Trachealausfluss auftrat. Der Befund ist in die Auspragungsgrade 0 —3 =
nicht vorhanden, gering-, mittel- und schwergradig unterteilt.

A
‘g:f‘g;zrad Luft = CO,60 CO,100 Is05% | Sevo8%

GruppengréBe [N] 16 15 16 14
0 16 1 13 6 10
Tracheal- 1 ” - 1 / 1
ausfluss [N] 2 N B 1 2 1
3 - 5 - 1 2
0 100 68,8 86,7 37,5 71,4
Tracheal- 1 0 0 6,7 43,8 7.1
ausfluss [%] 2 0 0 6,7 12,5 7,1
3 0 31,3 0 6,3 14,3

Tab. 3.9 Trachealausfluss bei C57BIl/6-Méausen

Dargestellt sind die Anzahl [N] der Tiere sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, bei
denen nach der Behandlung Trachealausfluss auftrat. Der Befund ist in die Auspragungsgrade 0 —3 =
nicht vorhanden, gering-, mittel- und schwergradig unterteilt.

Auspra-
C57Bl/6 gungsgrad
GruppengroBe [N] 16 15 16 14 16 16
0 15 14 16 8 9 9
Tracheal- 1 - 1 ” > ° 4
ausfluss [N] 2 1 . B 1 1 5
3 - - - - 1 1
0 93,8 93,3 100 57,1 56,3 56,3
Tracheal- 1 0 6,7 0 35,7 31,3 25
ausfluss [%] 2 6,3 0 0 7,1 6,3 12,5
3 0 0 0 0 6,3 6,3
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Tab. 3.10 Makroskopischer Befund: Blutaspiration bei NMRI-Mausen

Dargestellt sind die Anzahl [N] der Tiere sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, bei
denen nach der Behandlung Blutaspiration auftrat. Der Befund ist in die Auspragungsgrade 0 — 1 =
nicht vorhanden und vorhanden unterteilt.

A
NMRI ‘g:ﬁggrad Luft | CO,60 CO,100 Is05%  Sevo8%

GruppengrdBe [N]

Blutaspiration 7 13 12 13 10
(NI 9 3 3 3 4
Blutaspiration 43,8 81,3 80 81,3 71,4
[%] 56,3 18,8 20 18,8 28,6

Tab. 3.11 Makroskopischer Befund: Blutaspiration bei C57BIl/6-Méausen

Dargestellt sind die Anzahl [N] der Tiere sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, bei
denen nach der Behandlung Blutaspiration auftrat. Der Befund ist in die Auspragungsgrade 0 — 1 =
nicht vorhanden und vorhanden unterteilt.

C57BI/6 puspra. ﬁ CO,60 @ CO,100 Is02% Iso5% Sevo 8%
GruppengréBe [N] 16 15 16 14 16 16
Blutaspiration 0 4 8 5 9 7 8
(NI 1 12 7 11 5 9 8
Blutaspiration 0 25 53,3 31,3 64,3 43,8 50
[%] 1 75 46,7 68.8 35,7 56,3 50
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e Atelektase

Abb. 3.30 Atelektase

A Diese Lunge stammt von einer C57BIl/6-Maus, die einem Luftstrom ausgesetzt war.
Die Lunge ist physiologisch retrahiert, die Lappenrénder sind scharf begrenzt. Es liegt keine
makroskopisch erkennbare Atelektase vor.

B Diese Lunge stammt von einer C57BI/6-Maus, die mit CO, 60 behandelt wurde.
Die Lunge ist UbermaBig retrahiert, die Lappenrander erscheinen teils wie
zusammengequetscht. Es liegt eine makroskopisch erkennbare Atelektase vor.

C Diese Lunge stammt von einer C57BI/6-Maus, die mit CO, 100 behandelt wurde.
Die Lunge st UbermaBig retrahiert, die Lappenrander erscheinen teils wie
zusammengequetscht. Es liegt eine makroskopisch erkennbare Atelektase vor.

Eine physiologisch retrahierte Lunge sowie der makroskopische Befund einer Atelektase
sind in der Abb. 3.30 dargestellt.

Bei den NMRI-Kontrolltieren und der Iso 5%-Gruppe des NMRI-Stammes fanden sich
makroskopisch keine Atelektasen. Unter den Tieren der CO, 60-, der CO, 100- und der Sevo
8%-Gruppe fanden sich die Befunde makroskopisch erkennbare Atelektasen.

Die Two-Way ANOVA ergab hierbei keine signifikanten Unterschiede (p = 1,000) zwischen
den Behandlungsgruppen bezuglich den makroskopisch erhobenen Atelektasen. Die Anzahl
der Tiere einer Gruppe bzw. ihr prozentualer Anteil sind in Tab. 3.12 aufgelistet.

Bei den C57BI/6-Mausen wiesen sowohl einige Tiere der Luftkontrolle wie auch einige Tiere
der CO, 60-, CO, 100-, Iso 2%-, Iso 5%- und Sevo 8%-Gruppen makroskopisch sichtbare
Atelektasen auf.

Die Two-Way ANOVA zeigte keine signifikanten Unterschiede (p = 1,000) zwischen den
Behandlungsgruppen bezlglich dieses Befundes. Die Anzahl der Tiere einer Gruppe bzw. ihr
prozentualer Anteil sind der Tab. 3.13 zu entnehmen.
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Tab. 3.12 Makroskopischer Befund: Atelektase bei NMRI-Mausen

Dargestellt sind die Anzahl [N] der Tiere sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, bei
denen nach der Behandlung Atelektase auftrat. Der Befund ist in die Auspragungsgrade 0 — 1 = nicht
vorhanden und vorhanden unterteilt.

A
NMRI ‘g:ﬁggrad Luft | CO,60 CO,100 Is05%  Sevo8%

GruppengréBe [N]

Atelektase 0 16 13 9 16 11
[N] 1 ~ 3 5 B 3
Atelektase 0 100 81,3 60 100 78,6
[7%] 1 0 18,8 40 0 21,4

Tab. 3.13 Makroskopischer Befund: Atelektase bei C57BIl/6-Mausen
Dargestellt sind die Anzahl [N] der Tiere sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, bei
denen nach der Behandlung Atelektase auftrat. Der Befund ist in die Auspragungsgrade 0 — 1 = nicht
vorhanden und vorhanden unterteilt.

Auspra-

C57Bl/6 gungsgrad

Luft ‘ CO, 60 ‘ CO, 100 Iso 2%

Iso 5%

Sevo 8%

GruppengrdBe [N] 16 15 16 14 16 16
Atelektase 0 13 4 6 6 8 10
(NI 1 3 11 10 8 8 6
Atelektase 0 81,3 26,7 37,5 42,9 50 62,5
[%] 1 18,8 73,3 62,5 57,1 50 37,5
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¢ Relatives Lungengewicht

Bei den Mausen des NMRI-Stammes unterschied sich das relative Lungengewicht nicht
zwischen der Kontrollgruppe und zwischen den einzelnen CO,- und Inhalationsanasthetika-
Gruppen (s. a. Abb. 3.31).

Die Kruskal-Wallis-Varianzanalyse ergab keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des
relativen Lungengewichts zwischen den Behandlungsgruppen (H = 6,967 mit 4
Freiheitsgraden, p = 0,138). Im Anhang sind in der Tab. 9.31 die Werte fir das relative
Lungengewicht der einzelnen Gruppen aufgelistet.

Bei den C57BIl/6-Mausen fanden sich keine Unterschiede bezlglich des Lungengewichts
zwischen der Luftkontrollgruppe und zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen mit CO,,
Isofluran und Sevofluran (s. a. Abb. 3.32).

Auch hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen
bei der Kruskall-Wallis-Varianzanalyse (H = 3,421 mit 5 Freiheitsgraden, p = 0,635). Die
Werte des relativen Lungengewichts kénnen im Anhang der Tab. 9.37 enthommen werden.

Werte fiir das absolute Lungengewicht der Kontroll- und der Behandlungsgruppen kénnen in
Tab. 9.31 und Tab. 9.37 des Anhangs eingesehen werden.
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Abb. 3.31 Relatives Lungengewicht bei NMRI-Mausen

Dargestellt sind die relativen Lungengewichte in [mg/g] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn
und Ende der Box = 0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte =
AusreiBer). GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.
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Abb. 3.32 Relatives Lungengewicht bei C57Bl/6-Mausen

Dargestellt sind die relativen Lungengewichte in [mg/g] als Boxplots (Median = 0,5-Quantil, Beginn
und Ende der Box = 0,25- und 0,75-Quantile, Whiskers = 0,05- und 0,95-Quantile, Punkte =
AusreiBer). GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.
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¢ Morphometrische Untersuchung: LungengréBe

Abb. 3.33 LungengréBe und Petechien und Einblutungen

A Diese Lunge stammt von einer NMRI-Maus, die einem Luftstrom ausgesetzt war.
Die Flache der dorsalen Lungenoberseite betragt 284,07 mm?2, der Flachenanteil der
Petechien und Blutungen 24,2%.

B Diese Lunge stammt von einer NMRI-Maus, die mit Sevo 8% behandelt wurde.
Die Flache der dorsalen Lungenoberseite betragt 222,14 mm?2, der Flachenanteil der
Petechien und Blutungen 18,0%.

C Diese Lunge stammt von einer C57BI/6-Maus, die mit CO, 60 behandelt wurde.
Die Flache der dorsalen Lungenoberseite betragt 157,44 mm?2, der Flachenanteil der
Petechien und Blutungen 39,3%.

Die LungengréBe wurde als dorsale Oberflache der Lunge, die als zweidimensionale
Flachenprojektion auf den Bildaufnahmen morphometrisch bestimmt wurde, dargestellt (s.
Abb. 3.33).

Bei NMRI-Mausen waren die Werte fur die dorsale Oberflache der Lunge von jeweils 4
zuféllig ausgewahlten Tieren bei der Luftkontrolle zwischen 189,67 und 284,07 mm?, bei den
Tieren mit CO, 60-Behandlung zwischen 129,59 und 193,22 mm?2 und bei den Tieren mit
CO, 100-Behandlung zwischen 122,34 und 192,93 mm?. Die Werte fir die Iso 5%-Gruppe
lagen zwischen 191,71 und 223,86 mm2, fiir die Sevo 8%-Gruppe zwischen 141,88 und
222,14 mm? (s. a. Abb. 3.34).

Von jeweils 4 zuféllig ausgewahlten Tieren des C57BI/6-Stammes lagen bei den Tieren der
Luftkontrolle die Werte fiir die dorsale Oberflache der Lunge zwischen 128,95 und 190,06
mm2, bei Tieren nach CO, 60-Exposition zwischen 94,76 und 163,59 mm?2 und bei Tieren
nach CO, 100-Exposition zwischen 99,90 und 157,44 mm2. Fir Mause der Iso 2%-Gruppe
reichten die Werte von 110,24 bis 202,24 mm?2, bei der Iso 5%-Gruppe von 123,87 bis
160,64 mm? und bei der Sevo 8%-Gruppe von 117,65 bis 177,57 mm? (s. a. Abb. 3.35).
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Tiere beider Stamme, die mit CO, 60 und CO, 100 behandelt wurden, wiesen zwar die
geringste dorsale Lungenoberflache auf, doch gab die Verteilung der Einzelwerte keinen
Anlass, biologisch relevante Unterschiede zwischen den Kontrollgruppen und zwischen den
einzelnen Behandlungsgruppen zu vermuten. Aus diesem Grund wurde auf die Auswertung

weiterer Proben verzichtet.

¢ Morphometrische Untersuchung: Petechien und Blutungen

Petechien und Blutungen hoben sich als rote Bereiche auf der normal rosafarbenen
Lungenoberflache ab (s. Abb. 3.33).

Bei den jeweils 4 zufallig ausgewahlten NMRI-M&usen fanden sich bei allen Tieren, d. h.
sowohl in der Luftkontrollgruppe als auch in allen Behandlungsgruppen, Petechien und
Blutungen, die schon mit bloBem Auge auf der dorsalen Lungenoberflache erkannt werden
konnten. Der Flachenanteil dieser Veranderung reichte bei den Kontrolltieren von 9,2 bis
59,2%, bei den mit CO, 60 behandelten Tieren von 3,4 bis 28,4% und bei den mit CO, 100
behandelten Tieren von 2,7 bis 10,4%. Der Flachenanteil der Petechien und Blutungen nach
Iso 5%-Exposition reichte von 6,3 bis 45,9%, nach Sevo 8%-Exposition von 7,5 bis 29,2% (s.
a. Abb. 3.36).

Bei Mausen des C57BI/6-Stammes traten bei allen der jeweils 4 zufallig ausgewahlten Tiere
sowohl nach Exposition mit einstrdmender Luft als auch nach Exposition mit CO,, Isofluran
und Sevofluran makroskopisch erkennbare Petechien und Blutungen auf der dorsalen
Lungenoberflache auf. Der Flachenanteil dieser Blutansammlungen betrug bei der
Luftgruppe 3,5 bis 60,5%, bei der CO, 60-Gruppe 7,2 bis 42,0% und bei der CO, 100-
Gruppe 2,4 bis 39,3%. Bei Tieren nach Iso 2%-Exposition reichte dieser Flachenanteil von
3,9 bis 26,5%, nach Iso 5%-Exposition von 4,5% bis 66,4% und nach Sevo 8%-Exposition
von 7,5 bis 54,6% (s. a. Abb. 3.37).

Die Verteilung der Einzelwerte hinsichtlich der auf der Lungenoberflache erkennbaren
Petechien und Blutungen bei NMRI- und C57BIl/6-Mausen gaben keinen Anlass,
Unterschiede  zwischen den  Kontrollgruppen und zwischen den einzelnen
Behandlungsgruppen zu vermuten. Aus diesem Grund wurde auf die Auswertung weiterer

Proben verzichtet.
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Abb. 3.34 LungengréBe (dorsale Oberflache) bei NMRI-Méausen
Dargestellt sind die Werte fir die LungengroBe (dorsale Oberflache) in [mm?] als Einzelwerte. Es
wurden je Gruppe 4 zufallig ausgewahlte Tiere untersucht.
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Abb. 3.35 LungengréBe (dorsale Oberflache) bei C57BIl/6-Mausen
Dargestellt sind die Werte fir die LungengrdBe (dorsale Oberflache) in [mm?] als Einzelwerte. Es
wurden je Gruppe 4 zuféllig ausgewahlte Tiere untersucht.
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Abb. 3.36 Makroskopischer Befund: Petechien und Einblutungen bei NMRI-M&usen
Dargestellt sind Petechien und Einblutungen als Flachenanteil der dorsalen Lungenoberflache in [%]
als Einzelwerte. Es wurden je Gruppe 4 zufallig ausgewahlte Tiere untersucht.
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Abb. 3.37 Makroskopischer Befund: Petechien und Einblutungen bei C57Bl/6-Méausen
Dargestellt sind Petechien und Einblutungen als Flachenanteil der dorsalen Lungenoberflache in [%]
als Einzelwerte. Es wurden je Gruppe 4 zuféllig ausgewahlte Tiere untersucht.
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3.6.3 Mikroskopische Untersuchung des Atemtraktes

3.6.3.1 Histologische Untersuchung

o Blutaspiration in die Trachea und in die Bronchien
Im histologischen Schnittbild waren massive Ansammlungen von Erythrozyten und weiteren
Blutzellen im Lumen der Trachea und im Lumen der anschlieBenden Bronchien zu erkennen
(s. Abb. 3.39). Zum Vergleich finden sich auf Abb. 3.38 unveranderte, normale
Lungenabschnitte.

Sowohl bei NMRI- als auch bei C57BIl/6-Mausen war der Befund Blutaspiration in die
Trachea und in die Bronchien in allen Kontroll- sowie in allen Behandlungsgruppen zu
erheben.

Bei NMRI-Mausen fanden sich Blutansammlungen in der Trachea bei mindestens 2 der
jeweils 4 untersuchten Tiere, die sowohl der Kontrollgruppe als auch den
Behandlungsgruppen angehérten.

Bei allen 4 untersuchten Proben der Luft-, der Iso 5%- und der Sevo 8%-Gruppe trat der
Befund Blutaspiration in die Bronchien auf, bei ersterer mit dem Schweregrad 1, bei letzteren
mit den Schweregraden 1 und 2. Bei 3 von 4 untersuchten Tieren der CO, 60-Gruppe sowie
bei 1 von 4 Tieren der CO, 100-Gruppe war Blutaspiration in den Bronchien mit dem
Schweregrad 2 zu erkennen.

Bei allen Proben mit dem Befund Blutaspiration in die Trachea, mit Ausnahme 1 Probe der
CO, 100-Gruppe, lag auch der Befund Blutaspiration in die Bronchien vor. Nur bei 1 Probe
der Luftkontrolle fand man Blutansammlungen in den Bronchien, jedoch nicht in der Trachea
(der gezeigten Tabelle nicht zu entnehmen).

Bei C57BI/6-Mausen ergab sich bei 1 von 3 untersuchten Tieren der Kontrollgruppe der
Befund Blutaspiration in der Trachea. Bei mindestens 1 der jeweils 4 untersuchten Proben
der CO, 60-, CO, 100-, Iso 5%- und Sevo 8%-Gruppe fand man Blutansammlungen in der
Trachea. In der Iso 2%-Gruppe kam dieser Befund nicht vor.

Bei 3 von 4 Proben der Luftkontrollgruppe, der Iso 2%-, I1so 5%- und der Sevo 8%-Gruppe
erkannte man Blutaspiration in die Bronchien. Bei allen 4 Proben der CO, 60- und bei der
Halfte der Proben der CO, 100-Gruppe zeigte sich ebenfalls der Befund Blutaspiration in die
Bronchien. Die jeweiligen Schweregrade sind der Tab. 3.15 zu entnehmen.

Bei allen Tieren mit dem Befund Blutaspiration in die Trachea lag auch der Befund
Blutaspiration in die Bronchien vor. Bei einigen Tieren (Luft: 1 von 3, Iso 2%: 3 von 4, Iso
5%: 2 von 4) fand man zwar Blut in den Bronchien, jedoch nicht in der Trachea (der
gezeigten Tabelle nicht zu entnehmen).
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'

Abb. 3.38 Normales Lungengewebe

Die freien, Iufthaltigen Alveolarrdume werden von feinen Alveolarsepten (Alveolozyten Typ | und Il)
gebildet. Die Kapillaren, die wie ein Netz die Alveolen Uberziehen sind fast nicht zu erkennen.
Blutzellen finden sich nur in gréBeren BlutgefaBen, wie in einer Vene (unten mittig)

HE- Farbung

Abb. 3.39 Blutaspiration in die Trachea und in die Bronchien

Das Lumen der Trachea ist fast véllig mit Blutzellen gefiillt, der angrenzende Bronchus (rechts im Bild)
ebenso. Die Alveolarrdume sind vor allem im oberen Teil des Bildes mit Blutzellen gefillt.

HE-Farbung
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Tab. 3.14 Mikroskopischer Befund: Blutaspiration bei NMRI-M&ausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewahlten Tieren einer Gruppe, bei denen nach der
Behandlung Blutaspiration in die Trachea und in die Bronchien auftraten. Der Befund Blutaspiration in
die Trachea ist in die Auspragungsgrade 0 — 1 = nicht vorhanden und vorhanden unterteilt. Der
Befund Blutaspiration in die Bronchien ist in die Auspragungsgrade 0 — 3 = nicht vorhanden, gering-,
mittel- und schwergradig unterteilt.

A
‘g:f‘g;zrad Luft ‘ CO, 60 ‘ CO,100 Iso5% ‘Sevo 8%
Trachea: 0 1 1* 2 - -
Blutaspiration
[N] 1 3 2* 2 4 4
0 -- 1 3 -- --
Bronchien: 1 4 - - 1 2
Blutaspiration
IN] 2 - 3 1 3 2
3 - - - - -

* nur 3 Schnitte wurden ausgewertet, auf dem 4. war die Trachea nicht vorhanden

Tab. 3.15 Mikroskopischer Befund: Blutaspiration bei C57BIl/6-Mausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewahlten Tieren einer Gruppe, bei denen nach der
Behandlung Blutaspiration in die Trachea und in die Bronchien auftraten. Der Befund Blutaspiration in
die Trachea ist in die Auspragungsgrade 0 — 1 = nicht vorhanden und vorhanden unterteilt. Der
Befund Blutaspiration in die Bronchien ist in die Auspragungsgrade 0 — 3 = nicht vorhanden, gering-,
mittel- und schwergradig unterteilt.

C57BI/6 ‘ stggzad Luft ‘ CO, 60 ‘ CO,100 1s02% Iso5% Sevo 8%
Trachea: 0 2% 2 2 4 3 1
Blutaspiration
IN] 1 1* 2 2 - 1 3

0 1 - 2 1 1 1
Bronchien: 1 2 3 -- 3 2 1
Blutaspiration
[N] 2 1 1 2 - - 1

3 - - -- - 1 1

* nur 3 Schnitte wurden ausgewertet, auf dem 4. war die Trachea nicht vorhanden
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¢ Gestaute und gefiillte Venen und Kapillaren
Die Venen waren prall mit Erythrozyten und weiteren Blutzellen gefillt (s. Abb. 3.40). In einer
héheren VergrdéBerung waren die geflllten Kapillaren deutlich zu erkennen, bei im
Langsschnitt getroffenen Kapillaren erschienen die Erythrozyten im Lumen wie Geldrollen (s.
Abb. 3.41). Die Kapillaren umspannten die Alveolen wie ein Netz und befanden sich im
Alveolarseptum. Der Befund sehr stark gefullter Kapillaren ging flieBend in den Befund
Einblutungen in die Alveolarsepten Uber.

Bei NMRI- sowie bei C57BI/6-Mausen ergab sich der Befund gestauter und geflllter Venen
und Kapillaren bei allen Kontroll- und Behandlungsgruppen.

Bei Mausen des NMRI-Stammes sah man in der Luftkontrollgruppe und in der Iso 5%- bzw.
Sevo 8%-Gruppe bei 2 von 4 der untersuchten Proben Stauungserscheinungen in den
venbsen BlutgefaBen. Bei den Gruppen mit CO, 60- und CO, 100-Exposition traten bei
jeweils 1 von 4 Proben gestaute Venen auf.

Bei allen Tieren der Luftkontrolle, der CO, 60- und der Iso 5%-Gruppe fanden sich gefiillte
und gestaute Kapillaren. Dieser Befund zeigte sich ebenfalls bei 3 von 4 Proben von Tieren,
die eine Behandlung mit CO, 100 und mit Sevo 8% erhielten (s. a. Tab. 3.16).

Wenn die Venen gestaut und geflllt waren, so waren auch immer die Kapillaren gestaut und
geflllt. Umgekehrt galt das jedoch nicht immer. Den alleinigen Befund gestauter Kapillaren
fand man bei einigen Schnitten (Luft, CO, 100 und Iso 5%: 2 von 4; CO, 60: 3 von 4 und
Sevo 8%: 1 von 4) (der gezeigten Tabelle nicht zu entnehmen).

Bei C57BI/6-Mausen erkannte man in der Luftkontrollgruppe und in der CO, 60-Gruppe bei 2
von 4 der untersuchten Proben Stauungserscheinungen in den vendésen GeféaBen. In der
CO, 100-, in der Iso 5%- und in der Sevo 8%-Gruppe ergab sich der Befund vendser
Blutfllle und Blutstau bei 1 von 4 untersuchten Tieren. Nach der Behandlung mit Iso 2% sah
man bei keiner Probe geflillte und gestaute Venen.

Bei allen untersuchten Tieren der Luftkontrolle, der CO, 60- und der CO, 100-Gruppe traten
geflllte und gestaute Kapillaren auf. Bei 3 von 4 Proben der Iso 2%- und Iso 5%-Gruppe
sowie bei 2 von 4 untersuchten Proben der Sevo 8%-Gruppe zeigte sich ebenfalls dieser
Befund (s. a. Tab. 3.17).

Wenn der Befund gestauter und gefillter Venen vorlag, so fand man auch gestaute und
geflllte Kapillaren (mit Ausnahme 1 Probe der Iso 5%-Gruppe). Nur gefillte und gestaute
Kapillaren, aber nicht gestaute Venen, kamen in einigen Proben vor (Luft und CO, 60: 2 von
4; CO, 100, Iso 2% und Iso 5%: 3 von 4; Sevo 8%: 1 von 4) (der gezeigten Tabelle nicht zu

entnehmen).
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Tab. 3.16 Mikroskopischer Befund: Blutfiille und Blutstau bei NMRI-M&usen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewahlten Tieren einer Gruppe, bei denen nach der
Behandlung gestaute und gefiillte Venen und Kapillaren (Blutfiille/-stau) auftraten. Die Befunde sind in
die Auspragungsgrade 0 — 1 = nicht vorhanden und vorhanden unterteilt.

y
‘g:f‘g;zrad Luft ‘ CO, 60 ‘ CO,100  Iso5% ‘Sevo 8%

Venen: 0 2 3 3 2 2

Blutfiille/-stau

[N] 1 2 1 1 2 2

Kapillaren: 0 - - 1 - 1

Blutfiille/-stau

[N] 1 4 4 3 4 3

Tab. 3.17 Mikroskopischer Befund: Blutfiille und Blutstau bei C57Bl/6-Méausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewahlten Tieren einer Gruppe, bei denen nach der
Behandlung gestaute und geflllite Venen und Kapillaren (Blutfille/-stau) auftraten. Die Befunde sind in
die Auspragungsgrade 0 — 1 = nicht vorhanden und vorhanden unterteilt.

C57BI/6 ‘ ;‘:ﬁggrad Luft ‘ CO, 60 ‘ CO,100 1s02%  Is0o5% Sevo 8%
Venen: 0 2 2 3 4 3 3
Blutflille/-stau

[N] 1 2 2 1 -- 1 1
Kapillaren: 0 - - - 1 1 2
Blutflille/-stau

IN] 1 4 4 4 3 3 2
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Abb. 3.40 Gestaute Venen

Die Venen sind prall mit Blutzellen gefillt, das Lumen erscheint mehr rund als flach.
HE-Farbung

Abb. 3.41 Gestaute Kapillaren

Die Kapillaren sind prall mit Erythrozyten (orange) gefullt. Bei langs geschnittenen Kapillaren
erscheinen die Erythrozyten aneinandergereiht wie Geldrollen. Zum Teil befinden sich die
Erythrozyten auch im septalen Gewebe.

Ladewig-Farbung
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e Einblutungen in die Alveolarsepten und in den Alveolarraum
Der Ubergang von extrem gestauten Kapillaren zu Blutibertritt in die Alveolarsepten war
flieBend. Die Alveolarzellen waren auseinander gedrangt, der Raum dazwischen war mit
Blutzellen angefiillt, die einzelnen Kapillaren waren nicht davon zu unterscheiden. Das
Lumen der Alveolen war rund und fast leer, nur vereinzelt waren Erythrozyten zu erkennen.
Dieser Befund ging nach und nach in den Befund Einblutungen in den Alveolarraum Uber.
Die Lumen der Alveolen waren dann mit Blutzellen ausgefllt.

In den Kontroll- und in allen Behandlungsgruppen beider Stdmme waren Einblutungen
sowohl in die Alveolarsepten als auch in die Alveolarraume festzustellen.

Bei Mé&usen des NMRI-Stammes waren bei allen untersuchten Proben der
Luftkontrollgruppe, der Iso 5%- und der Sevo 8%-Gruppe Einblutungen in die Alveolarsepten
und in den Alveolarraum zu erkennen. Die Einblutungen in die Alveolarsepten konnten dem
Schweregrad 1 und 2 zugeordnet werden, die Einblutungen in den Alveolarraum den
Schweregraden 1 und 2 nach Luft- und Sevo 8%-Exposition sowie den Schweregraden 2
und 3 nach Iso 5%-Exposition. Bei 3 von 4 Proben fand man nach CO, 60- und CO, 100-
Behandlung Einblutungen in die Alveolarsepten mit den Schweregraden 1 — 3. Bei der CO,
60-Gruppe war Blutlbertritt in den Alveolarraum bei allen untersuchten Proben in den
Schweregraden 1 — 3 zu erheben, bei der CO, 100-Gruppe bei 3 von 4 Proben in den
Schweregraden 1 und 2 (s. a. Tab. 3.18).

Der Befund Einblutung in die Alveolarsepten trat in allen Fallen zusammen mit dem Befund
Einblutung in den Alveolarraum auf. Mit einer Ausnahme (CO, 60-Gruppe) trat auch der
Befund Einblutung in den Alveolarraum immer zusammen mit dem Befund Einblutung in die
Alveolarsepten auf. Bei 1 Tier der CO, 100-Gruppe waren die Einblutungen nur in den
Bereichen lokalisiert, in denen auch die Bronchien mit Blut geflillt waren (der gezeigten
Tabelle nicht zu entnehmen).

Bei C57Bl/6-Méausen zeigten sich Einblutungen in die Alveolarsepten bei allen untersuchten
Proben nach Exposition mit einstrdmender Luft sowie nach CO, 60- und Iso 2%-Exposition.
Bei 2 von 4 Tieren der CO, 100-Gruppe und bei jeweils 3 von 4 Tieren der Iso 5%- und Sevo
8%-Gruppe traten Einblutungen in die Alveolarsepten auf. Bei allen untersuchten Proben der
Luftkontrollgruppe und der CO, 60-Gruppe erkannte man Einblutungen in die Alveolarraume.
Bei 2 von 4 Proben der CO, 100-Gruppe und der Iso 5%-Gruppe sowie bei 3 von 4 Proben
der 1so 2%- und der Sevo 8%-Gruppe waren Einblutungen in die Alveolarraume zu finden.

Die jeweiligen Auspragungsgrade sind der Tab. 3.19 zu entnehmen.
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. / 100 pm
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Abb. 3.42 Einblutungen in die Alveolarsepten

Blutzellen, vor allem Erythrozyten, befinden sich im septalen Gewebe und dréangen die Alveolarsepten
auseinander. Teilweise sind schon einzelne Erythrozyten im Alveolarraum zu erkennen.

HE-Farbung

190 Hm

N ¥ '
> ¢ $ 5

Abb. 3.43 Einblutungen in den Alveolarraum

Vom Bronchiallumen ausgehend ergieBen sich Blutzellen in das angrenzende Lungengewebe. Die

Alveolarraume sind fast komplett mit Erythrozyten ausgefllt.

HE-Farbung

’
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Tab. 3.18 Mikroskopischer Befund: Einblutungen in das Lungengewebe bei NMRI-M&usen
Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewahlten Tieren einer Behandlungsgruppe bzw. der
Kontrollgruppe, bei denen nach der Behandlung Einblutungen in die Alveolarsepten und den
Alveolarraum auftraten. Die Befunde sind in die Ausprdgungsgrade 0 — 4 = nicht vorhanden, gering-,
mittel-, schwer- und héchstgradig unterteilt.

Auspra-
gungsgrad ‘ Luft ‘ CO, 60 ‘ CO, 100 Iso 5% ‘ Sevo 8%
, , 1 1 - 2 - 1
Einblutungen in
Alveolarsepten 2 3 2 -- 4 3
[N]
3 - 1 1 - -
4 -- -- -- -- --
0 - - 1 - -
, , 1 2 1 2 - 1
Einblutungen in
Alveolarraum 2 2 2 1 3 3
[N]
3 - 1 - 1 -
4 -- -- -- -- --

Tab. 3.19 Mikroskopischer Befund: Einblutungen in das Lungengewebe bei C57BIl/6-Mausen
Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewéhlten Tieren einer Behandlungsgruppe bzw. der
Kontrollgruppe, bei denen nach der Behandlung Einblutungen in die Alveolarsepten und den
Alveolarraum sowie Atelektasen auftraten. Die Befunde sind in die Auspragungsgrade 0 — 4 = nicht
vorhanden, gering-, mittel-, schwer- und héchstgradig unterteilt.

Auspra-
C57BI/6 gungsgrad Luft ‘ CO, 60 ‘ CO, 100 ‘ Iso 2% Iso 5%  Sevo 8%
. . 1 2 2 1 2 2 -
Einblutungen in
Alveolarsepten 2 1 1 1 2 1 1
[N]
3 1 -- -- - - 2
4 - 1 - - - -
0 - - 2 1 2 1
, , 1 2 1 - 3 1 -
Einblutungen in
Alveolarraum 2 2 3 2 - - 1
(N]
3 -- -- - - - 2
4 - - - - 1 -
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Der Befund Einblutung in die Alveolarsepten trat mit Ausnahme von 2 Féllen (je 1 in der Iso
2%- und in der Iso 5%-Gruppe) zusammen mit dem Befund Einblutung in den Alveolarraum
auf. Fand man Einblutungen in den Alveolarraum, so fand man auch in allen Fallen
Einblutungen in die Alveolarsepten. Auch hier waren bei 1 Probe der CO, 100-Gruppe die
Einblutungen nur in den Bereichen lokalisiert, in denen auch die Bronchien mit Blut gefillt
waren (der gezeigten Tabelle nicht zu entnehmen).

e Atelektase
Atelektase bedeutet Nichtausdehnung. Das Lungengewebe wirkte im histologischen Schnitt
wie verdichtet, die Alveolarwande erschienen verdickt, der lufthaltige Alveolarraum war
vermindert (s. Abb. 3.44).

Bei Mausen des NMRI-Stammes und des C57BI/6-Stammes kamen mikroskopisch
festgestellte Atelektasen nach Behandlung mit CO, 60 und CO, 100 vor.

Bei NMRI-Mausen zeigten sich weder bei den untersuchten Proben der Luftkontrollgruppe
noch bei der Iso 5%- und Sevo 8%-Gruppe mikroskopisch erkennbare Atelektasen. Diesen
Befund fand man bei 2 von 4 Proben in der CO, 60-Gruppe mit dem Auspragungsgrad 2 und
bei 3 von 4 Proben in der CO, 100-Gruppe mit den Auspragungsgraden 1, 3 und 4 (s. a.
Tab. 3.20).

Bei Mausen des C57BI/6-Stammes erkannte man sowohl nach Exposition mit einem
Luftstrom wie auch nach Exposition mit I1so 2%, Iso 5% und Sevo 8% mikroskopisch keine
Atelektasen. Nach CO, 60-Behandlung ergab sich der Befund Atelektase bei 1 von 4
untersuchten Proben mit dem Schweregrad 4 und nach CO, 100-Behandlung bei 3 von 4
Proben mit den Schweregraden 2 und 3 (s. a. Tab. 3.21).
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Tab. 3.20 Mikroskopischer Befund: Atelektase bei NMRI-Mausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewahlten Tieren einer Behandlungsgruppe bzw. der
Kontrollgruppe, bei denen nach der Behandlung Atelektasen auftraten. Die Befunde sind in die
Auspragungsgrade 0 — 4 = nicht vorhanden, gering-, mittel-, schwer- und héchstgradig unterteilt.

s
gungsgrad ‘ Luft ‘ CO, 60 ‘ CO,100  Iso 5% ‘Sevo 8%
1 - 2 1 - N
Atelektase [N] 2 - - - - -
3 - -- 1 -- -
4 - - 1 - -

Tab. 3.21 Mikroskopischer Befund: Atelektase bei C57BIl/6-Mausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewahlten Tieren einer Behandlungsgruppe bzw. der
Kontrollgruppe, bei denen nach der Behandlung Atelektasen auftraten. Die Befunde sind in die
Auspragungsgrade 0 — 4 = nicht vorhanden, gering-, mittel-, schwer- und hdéchstgradig unterteilt.

C57BI/6 Q:f‘g;z'rad ‘ Luft ‘ CO, 60 ‘ CO,100 1s02%  Iso5% Sevo 8%
0 4 3 1 4 4 4

Atelektase [N]
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Das Lungengewebe wirkt wie verdichtet, die Alveolarwande erscheinen verdickt, der lufthaltige
Alveolarraum ist vermindert.
HE-Farbung

Abb. 3.45 Gewebezerstérung

Alveolarsepten, Alveolarrdume und ihre typische Anordnung sind nicht mehr zu erkennen, es finden
sich Anhaufungen von unterschiedlichen Zellen (Blutzellen, Alveolarzellen, Bindegewebszellen) ohne
ordnende Struktur.

HE-Farbung

119



3 Ergebnisse

o Gewebezerstérung und Odem
Gewebezerstérung auBerte sich darin, dass keine Alveolarsepten, Alveolarrdume und ihre
typische Anordnung mehr zu erkennen waren, sondern nur noch Anhaufungen von
unterschiedlichen Zellen (Blutzellen, Alveolarzellen, Bindegewebszellen) ohne ordnende
Struktur (s. Abb. 3.45).

Zerstortes Gewebe wurde in der geringgradigen Auspragung bei NMRI-Mausen gefunden.
Der Befund trat bei 1 von 4 untersuchten Proben nach der CO, 60-Behandlung sowie bei 2
von 4 Proben nach Sevo 8%-Behandlung auf.

Bei Mausen des C57BI/6-Stammes kam der Befund Gewebezerstérung nicht vor.

Bei 5 der insgesamt 64 untersuchten Proben wurde das Gewebe teilweise durch den
Schneidvorgang beschadigt. Dieses Artefakt lieB sich jedoch gut von der oben genannten

Gewebezerstérung unterscheiden.

Weder bei NMRI noch bei C57BIl/6-Mausen trat der Befund Lungenddem in den
untersuchten Proben auf. Auch wurden keine proteinhaltigen Sekrete oder

Fibrinansammlungen weder in der Trachea noch im Lungenparenchym gefunden.

3.6.3.2 Morphometrische Untersuchung: Luftgehalt

Der zell- und matrixfreie Flachenanteil eines Sichtfeldes spiegelt den Luftgehalt der Lunge

wider.

Er reichte bei jeweils 4 zuféllig ausgewahlten NMRI-Mausen der Luftkontrollgruppe von
53,61 bis 67,87%, der CO, 60-Gruppe von 41,97 bis 55,75% und der CO, 100-Gruppe von
38,70 bis 59,49%. Der zell- und matrixfreie Flachenanteil betrug nach Iso 5%-Behandlung
43,34 bis 53,33%, nach Sevo 8%-Behandlung 43,73 bis 58,92% (s. a. Abb. 3.46).

Bei Proben von jeweils 4 Mausen des C57BI/6-Stammes, die zufallig ausgewahlt wurden,
betrug der zell- und matrixfreie Flachenanteil in der Luftkontrollgruppe 51,27 bis 75,01%. Bei
der CO, 60-Gruppe reichte dieser Flachenanteil von 47,73% bis 68,25% und bei der CO,
100-Gruppe von 44,04 bis 62,05%. Die Werte der Iso 2%-Gruppe lagen bei 57,06 bis
62,57%, bei der Iso 5%-Gruppe bei 44,30 bis 63,13% und bei der Sevo 8%-Gruppe bei
47,27 bis 74,27% (s. a. Abb. 3.47).

Die Verteilung der Einzelwerte hinsichtlich des Luftgehaltes als zell- und matrixfreier
Flachenanteil des Sichtfeldes bei NMRI und C57BI/6-Mausen gaben keinen Anlass,

Unterschiede  zwischen den  Kontrollgruppen und zwischen den einzelnen
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Behandlungsgruppen zu vermuten. Aus diesem Grund wurde auf die Auswertung weiterer

Proben verzichtet.

3.6.4 Vergleich der makroskopischen und mikroskopischen Untersuchung

Der makroskopische Befund Trachealausfluss als Zeichen einer vermehrten
Flussigkeitsansammlung in der Lunge spiegelte sich in keinem der histologischen Praparate
wider, mikroskopische Zeichen von Sekret- oder Fibrinansammlungen oder ein Lungenddem
waren in keiner Probe zu sehen.

Der makroskopisch festgestellte Befund Blutaspiration in die Trachea (bei 18 von 44 der
ebenfalls auch mikroskopisch untersuchten Proben) lieB sich in allen Fallen mikroskopisch
bestatigen. In 17 von 44 Fallen konnte Blutaspiration nur mikroskopisch erhoben werden.
Der makroskopische Befund Atelektase (in 13 von 44 Féllen) fand sich ca. zur Halfte (in 6
der 13 Félle) in den entsprechenden Schnittbildern wider. In 3 von 44 Fallen konnte der
Befund Atelektase nur mikroskopisch erhoben werden.
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Abb. 3.46 Mikroskopischer Befund: Luftgehalt der Lunge bei NMRI-M&usen

Dargestellt ist der Luftgehalt als zell- und matrixfreier Flachenanteil des Sichtfeldes in [%] als
Einzelwerte (= Mittelwerte aus je 30 Sichtfeldern). Es wurden je Gruppe 4 zufallig ausgewahlite Tiere
untersucht.

80
=
= 75 1 (©) ®
©
E 70 °
S 65 - 6]
.8 (©] @ . °
S 60 ) ® 5}
= 551 ¢ °
. 5}
§7 501 ° ) .
S 5}
"_Is 45 ! (6}
© 40 -
m
5 35
®)

30 T T T T T T 1

R & N olo olo olo
W A\ ¢ s S
O(L OO(L \%0 \90 %@Q

Abb. 3.47 Mikroskopischer Befund: Luftgehalt der Lunge bei C57BIl/6-Mausen

Dargestellt ist der Luftgehalt als zell- und matrixfreier Flachenanteil des Sichtfeldes in [%] als
Einzelwerte (= Mittelwerte aus je 30 Sichtfeldern). Es wurden je Gruppe 4 zufallig ausgewahlte Tiere
untersucht.
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4 Diskussion
4.1 Methodenkritik

4.1.1 Zeitpunkt bzw. Zeitraum der Messungen

Ein ideales Narkotikum soll im Rahmen einer Allgemeinanasthesie Amnesie, Anxiolyse,
Muskelrelaxation, Immobilitat, kardiovaskulare und respiratorische Stabilitat, Unterdriickung
von Reaktionen auf noxische Reize, Analgesie und Bewusstlosigkeit erzeugen (Urban und
Bleckwenn, 2002). Weiterhin sollen beim Einsatz eines idealen Narkotikums Erbrechen,
Zittern, Exzitationen und Krampfanfalle nicht auftreten (Urban und Bleckwenn, 2002). Bei
einem idealen Narkotikum zur Euthanasieeinleitung spielen Amnesie, kardiovaskulare und
respiratorische Stabilitéat keine Rolle. Entscheidend ist die Erzeugung von Bewusstlosigkeit,
die in eine tiefe Narkose (chirurgisches Toleranzstadium) Gbergeht, in der das Tier nicht
mehr auf noxische Reize reagiert (Reflexunterdriickung und Analgesie). Hinsichtlich der
Tierschutzgerechtigkeit soll das Erreichen der Bewusstlosigkeit und der tiefen Narkose so
wenig wie mdglich Distress und Schmerzen erzeugen (Charbonneau et al., 2010). Um
Distress und Schmerzen erfahren zu kénnen, muss ein Organismus bei Bewusstsein sein
(Goldstein, 2010). Das Erreichen der chirurgischen Toleranz (CT) stellt einen geeigneten
Endpunkt dar, da zu diesem Zeitpunkt das Bewusstsein schon als erloschen gilt und von da
an weder Distress noch Schmerzen, wie sie z. B. durch eine Operation verursacht wirden,
wahrgenommen werden kdnnen. Weiterhin soll das Verfahren fir eine tierschutzgerechte
Toétung zuverlassig, reproduzierbar, irreversibel, einfach, sicher und schnell sein
(Charbonneau et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Messungen der Stressbelastung im Zeitraum von
Beginn des Narkosegaseinstroms bis zum Erreichen der CT bzw. zum Zeitpunkt der CT
durchgefiihrt. Die maximale Expositionszeit wurde auf 300 s gesetzt, da zu erwarten war,
dass die hier eingesetzten Inhalationsanasthetika Isofluran und Sevofluran eine CT in
diesem Zeitraum erzeugten. Mause mit einer ahnlichen Narkoseinduktion (Isofluran bzw.
Sevofluran) erlangten die CT in 290 bzw. 124 s (Wiklund et al., 2008). Auch bei der
Exposition mit 100% CO, mit Einfillraten von 20, 60 und 100 KV%/min war anhand von
Literaturdaten davon auszugehen, dass die Mause die CT in weniger als 300 s erreichten.
So wurde z. B. bei Mausen nach 192 s eine reflektorische Atmung bei Exposition mit CO, mit
einer Einflllrate von 20 KV%/min festgestellt (Corbach, 2006). Eine reflektorische Atmung
tritt erst in sehr tiefer Narkose auf. Bei hdheren Einflllraten tritt eine schnellere
Narkoseinduktion ein.
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4.1.2 Narkosebox und Reflexpriifung

Die Prifung des Stellreflexes diente zur Feststellung der Bewusstlosigkeit, die Testung des
Zwischenzehenreflexes zur Ermittlung des Eintrittes der CT. Der Bewusstseinsverlust
korreliert sehr gut mit dem Verlust des Stellreflexes (loss of righting reflex = LORR) bei
Tieren (Franks, 2008) und wurde bei Studien zur Inhalationsanasthesie an Ratten und
Mausen verwendet (Imas et al, 2004; Imas et al., 2005). Das Erléschen des
Zwischenzehenreflexes entspricht dem Erreichen der chirurgischen Toleranz (CT)
(Westhues und Fritsch, 1961; Arras et al., 2001; Flecknell, 2009b).

Mit der gewahlten Narkosebox- und Deckelkonstruktion war die Reflextestung einfach und
schnell durchzufiihren. Die Uberpriifung des Stellreflexes mittels Schragstellens des
Einlegebodens gelang sehr gut, da der Boden an jeder Seite angehoben werden konnte.
Von Vorteil war, dass die Narkosebox nicht gedffnet werden musste. Dahingegen erforderte
die Testung des Zwischenzehenreflexes ein kurzes Offnen der Box. Die dabei ausstrémende
Narkosegasmenge blieb gering, da die Testung immer in weniger als 5 s erfolgte.

4.1.3 Video- und Tonaufnahmen

Die Tiere wurden von der Langs- und der Querseite der Narkosebox mit zwei Kameras
aufgenommen, so dass das Verhalten immer gut beurteilt werden konnte. Alleinig die
Atembewegungen waren trotz guter Auflésung (1920x1080/50p, Panasonic® HDC-TM 700,
Kadoma Osaka, Japan) schwer auf den Videoaufnahmen zu analysieren. Die
Ruheatemfrequenz von M&usen liegt bei ca. 250 Atemzige/min (Donovan et al., 2011) und
ist visuell nur grob abzuschatzen. Erschwerend sind hierbei die Bewegungen der Maus (wie
Vorwéartsbewegen, Putzen, Rearings, ataktisches Rennen). Deshalb wurden die
Atembewegungen nur als zu- oder abnehmend im Vergleich zur Ruheatmung beschrieben.
Bei einem sedierten oder schon bewusstlosen Tier hatte man genauere Daten mit Hilfe eines
speziellen Pulsoximeters gewinnen kbénnen, wie dem MouseOx®, das neben der
Herzfrequenz und Sauerstoffsattigung auch die Atemfrequenz messen kann. Die Messsonde
wird einfach um den Hals der Maus befestigt und sendet jedoch nur bei sich nicht
bewegenden Tieren auswertbare Daten. Mit telemetrischen Verfahren ist es mdglich,
Atmungs- und Herzkreislaufparameter ungestért an einem sich frei bewegenden Tier
aufzuzeichnen. Diese Verfahren sind jedoch mit einer Zusatzbelastung fir das Tier (OP,
relativ groBer Transmitter in der Bauchhdhle des Tieres und Implantation einer Messsonde)

verbunden.

Das verwendete Mikrofon zur Aufnahme von Vokalisationen im hérbaren und
Ultraschallbereich war sehr empfindlich (Sensitivitat bei 1 kHz: -42dB, Ultraschallsensor von
Knowles, Dover Corporation, Downers Grove, lllinois, USA). Artefakte, die ein &hnliches

Frequenzspektrum wie Ultraschallvokalisationen von Nagern aufweisen, werden z. B. schon
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durch passives Bewegen der metallenen Narkoseschlauchhalterung beim Offnen der
Narkosebox oder auch durch einen Schlisselbund in der Kitteltasche erzeugt. Durch den
Abgleich von Video- und Tonaufnahmen sowie durch den Vergleich mit bekannten
Aufnahmen von in Frage kommenden Gerduschen konnten jedoch Artefakte sicher

identifiziert werden.

4.1.4 Probennahme

Die Dekapitation war gut geeignet, um rasch ausreichend viel Blut (mind. 0,7 ml) fir die
Glukose- und Katecholaminbestimmung auch bei kleinen Mausen mit ca. 20 g Kérpergewicht
zu erhalten.

Fir die mikroskopischen Untersuchungen des Lungengewebes ist diese Methode jedoch
nicht geeignet, da sie wahrscheinlich zu Blutaspiration in die Trachea flihrte und sich in
diesen Féllen der Befund Einblutung in die Alveolarrdume nicht mehr eindeutig auf die
Wirkung des Narkosegases zurtckfuhren lieB.

Als Lésung bietet sich an, die Blutabnahme und mikroskopische Untersuchungen an
getrennten Gruppen von Mausen durchzufiihren. Dies wirde zwar die Tierzahl erhéhen,

aber man héatte verlassliche Daten hinsichtlich des Befundes Einblutung in den Alveolarraum.

125



4 Diskussion

4.2 Wirksamkeit der Narkosegase

¢ Wirksame und zuverldassige Behandlungen

Die Beurteilung der Wirksamkeit und Zuverlassigkeit wurde von der ADgs, der anasthetischen
Dosis, bei der 95% der Tiere nicht mehr auf einen schmerzhaften Reiz reagieren, abgeleitet
(s. a. 2.3.3). Die Narkosegasbehandlung bei einem einzelnen Tier wurde als wirksam
betrachtet, wenn es die CT innerhalb von 300 s erreichte. Weiterhin beurteilten wir die
Zuverlassigkeit einer Behandlung. Bei einer GruppengréBe von 16 missten mindestens 15
Tiere (93,8%) nicht mehr auf einen Schmerzreiz reagieren bzw. die CT innerhalb von 300 s
erreicht haben, um von einer wirksamen und zuverlassigen Behandlung zu sprechen.

Die Narkoseinduktion zum Einleiten der Euthanasie erwies sich bei beiden Mausstammen
bei der mittleren und der hohen Einfillrate von CO, (60 bzw. 100 KV%/min) sowie bei den
hohen Konzentrationen von Isofluran (5%) mit einem Fluss von 10 I/min (entspricht hier 71
KV%/min) als wirksam und zuverlassig nach oben genannten Kriterien. Sevofluran (8%) mit
einem Fluss von 10 I/min (entspricht hier 71 KV%/min) war nur bei C57BI/6-Mausen wirksam

und zuverlassig.

¢ Nicht ausreichend wirksame Behandlungen

Wenn zwei und mehr Tiere nicht innerhalb von 300 s die CT erreichten, betrachten wir die
Behandlung als nicht ausreichend wirksam fir diese Zielstellung. Damit kdnnen
Behandlungen mit der niedrigen Einfillrate von CO, (20 KV%/min) sowie die Behandlungen
mit den niedrigen Konzentrationen von Isofluran (2%) bzw. Sevofluran (4,8%) mit einer
Einflllrate von 10lI/min (entspricht hier 71 KV%/min) bei beiden Mausstdmmen zur
Euthanasieeileitung nicht empfohlen werden. Bei NMRI-Mausen kdnnen wir zudem die
Behandlung mit 8% Sevofluran und einer Einfullrate von 10l/min (entspricht hier 71
KV9%/min) zur Euthanasieeinleitung nicht empfehlen.

Momentan wird die Anwendung von CO, mit 20 KV%/min von einigen Organisationen
(Arthwohl et al., 2006; AVMA, 2007) zur Euthanasie von Labornagern empfohlen, mit dem
Hintergrund, dass durch ein langsames Ansteigen der CO,-Konzentration das Tier
bewusstseinsgetriibt oder schon bewusstlos wird, bevor schmerzhafte Konzentrationen

erreicht werden. Dies wird unter 4.3.1 genauer diskutiert.

Sjéblom und Nylander (2007) induzierten mit 2,2% Isofluran erfolgreich die CT bei C57/BI6-
Mausen, allerdings haben sie die Maskenbeatmung angewandt. Der von uns eingesetzte
1,5-MAC-Wert von 2% lIsofluran wurden aus einer Arbeit mit 8-10 Wochen alten Swiss
Webster-Mausen entnommen (lchinose et al., 1998), war aber bei unseren NMRI-Mausen
nicht gentigend wirksam und damit nicht verlasslich.
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Die hier verwendete 1,5-MAC-Sevofluran-Konzentration von 4,8% beruht auf MAC-
Messungen bei CD-1-Mausen, deren Alter nicht angegeben wurde (Mazze et al., 1985). Wir
verwendeten zwei andere Stamme im Alter zwischen 8 und 23 Wochen, die sich
maoglicherweise im Alter von diesen CD-1-Mausen unterschieden. So kénnen eine
stammspezifisch unterschiedliche Empfindlichkeit und eine altersabhangige Empfindlichkeit
auf das Narkosegas Grinde flir die ungenigende Wirksamkeit und Zuverlassigkeit bei

unseren Mausen sein.

4,8% Sevofluran und 2% lIsofluran stellen den 1,5-fachen MAC-Wert dar. Die Konzentration,
die dem 1,5-fachen MAC-Wert entspricht, wird beim Menschen zur Narkoseinduktion
angewendet (Eger, 1981), jedoch handelt es sich dabei meist um Masken- oder
Tubusbeatmung. Bei dieser Form der Inhalation gelangt das Narkosegas mit der am Gerat
eingestellten Konzentration direkt in die Lungen. Zur Narkoseeinleitung in einer Kammer
kénnen durchaus héhere Konzentrationen als ein entsprechender 1,5-MAC-Wert nétig sein,
da das zugeleitete Gas mit der Kammerluft verdiinnt wird und sich erst allmahlich anreichert.
300 s als maximale Expositionszeit sind eine ausreichend lange Zeit, um theoretisch mit
einer Einflllrate von 10l/min in der hier verwendeten Kammer eine Konzentration zu
erreichen, die annahernd 100% der eingeleiteten Konzentration entspricht (s. Abb. 3.10).
Nach 200 s sind hierbei ca. 90% der Maximalkonzentration erreicht. Die ungentgende
Wirksamkeit der Narkoseeinleitung bei NMRI-Mausen lag folglich an einer fiir unsere Mause
zu niedrigen Konzentration des in die Kammer eingeleiteten Gases und nicht an der Zeit.
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4.3 Narkoseverlauf, Schnelligkeit und Gaskonzentrationen

C57BIl/6-M&use wiesen hinsichtlich der Latenzzeiten bis zum Erreichen der Phase der
Ataxie, der Muskelrelaxation, der Bewusstlosigkeit und bis zum Erreichen der CT generell
eine geringere Streuung auf als NMRI-Mause. Dies lasst sich mit dem genetischen
Hintergrund der Tiere erklaren. C57BI/6-Mause sind Inzucht-Tiere, das bedeutet, dass sie
genetisch einander sehr &hnlich sind und phanotypisch &hnlich reagieren.

C57Bl/6-Mause erreichten unter 5% Isofluran den Beginn der Phase der Ataxie schneller als
NMRI-Mause. Unter 5% lIsofluran und 8% Sevofluran erreichten C57BI/6-Mause ebenfalls
schneller den Beginn der Phase der Muskelrelaxation und der Bewusstlosigkeit sowie den
Eintritt der CT als NMRI-Mause. Diese Stammesunterschiede beruhen auf einer
unterschiedlichen Empfindlichkeit der Tiere, die sich in unterschiedlichen MAC-Werten
auBern. MAC-Werte sind nicht nur spezifisch fir eine Substanz und Tierart, sondern kénnen
auch spezifisch fir einen Stamm sein (s. a. 4.2). Generell scheinen in unseren
Untersuchungen C57BI/6-Mause empfindlicher auf Isofluran und Sevofluran zu reagieren als
NMRI-Mause. Auch Tanaka und Mitarbeiter (1993) fanden bei C57BI/6-Mausen im Vergleich
zu einem anderen Stamm, den ddN-Mausen, eine erhdhte Empfindlichkeit bzw. eine
niedrigere EDsy bis zum Verlust des Stellreflexes bei der Verwendung von lIsofluran und

Sevofluran.

4.3.1 Exposition mit CO,

Die Geschwindigkeit der Narkoseinduktion mit 100% CO, war abhangig vom
Konzentrationsanstieg Uber die Zeit in der Narkosekammer, der durch die Einflllrate
bestimmt wurde. Da es sich um eine exponentielle Zunahme der CO,-Konzentration in der
Kammer handelte, lief der Anstieg asymptotisch auf 100% zu (s. Berechnungsformel in 2.3.5
und graphische Darstellung in Abb. 3.9).

e CO, mit 60 und 100 KV%/min sowie aversive Wirkungen

Der Eintritt der Bewusstlosigkeit war durch den Ausfall des Stellreflexes gekennzeichnet, bei
dem ein Tier sich nicht mehr selbsttatig aus der Ricken- oder Seitlage aufrichtet. Der Einritt
der CT wurde durch den Ausfall des Zwischenzehenreflexes markiert.

Mause beider Stdmme erfuhren mit der Einleitung von 100% CO, mit einer Einflllrate von
100 KV%/min die schnellste Narkoseinduktion bis zum Erreichen der CT. Die CT wurde im
Median nach ca. 65 s (NMRI) und 64 s (C57BI/6) erreicht. Der Einritt der Bewusstlosigkeit
war schon nach 50 s bzw. 51 s erreicht. Ahnlich kurze Zeiten fanden sich bei der Einleitung
von CO, mit 60 KV%/min: die CT trat im Median nach ca. 95 s (NMRI) und 80 s (C57BI/6)
ein. Bewusstlosigkeit war bei NMRI-Mausen nach ca. 59 s und bei C57BI/6 nach 60 s
erreicht.
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Die CO..Konzentrationen im Rechenmodell erreichten fliir die beiden Einflllraten und die
verwendete Narkosebox Werte von ca. 44% bei einer Einflillrate von 60 KV%/min und ca.
56% bei einer Einflllrate von 100 KV%/min beim Eintritt der Bewusstlosigkeit. Anton und
Mitarbeiter (1992) werten CO,-Konzentrationen ab ca. 46% bei Menschen als schmerzhaft.
In einer weiteren Studie werden CO,-Konzentrationen ab 50% in den meisten Fallen von
Probanden als ,sehr unangenehm® bis ,schmerzhaft* wahrgenommen (Danneman et al.,
1997). Mause verlassen eine Kammer mit CO, schon bei Konzentrationen von
durchschnittlich 7-12% (Menken, 2012) bzw. 13,5-18,2% unabhangig von der Einfullrate
(Makowska et al., 2009). Ratten verlassen bei &hnlichen CO,-Konzentrationen (13,0-18,4)
eine Kammer (Niel und Weary, 2007; Niel et al., 2008b). Dabei waren bei keinem der Tiere
aus den zuvor erwahnten Untersuchungen Zeichen einer beginnenden narkotischen Wirkung
des CO,, wie z. B. Ataxie, festzustellen.

Es ist schwierig zu beurteilen, was das Tier wahrend der Narkoseeinleitung zuerst bei vollen
oder spater bei eingetribtem Bewusstsein empfindet. Dennoch ist davon auszugehen, dass
Mause analog zum Menschen Schmerzen, die durch CO, verursacht werden (Anton et al.,
1992; Danneman et al., 1997), wahrnehmen und noch vor volligem Bewusstseinsverlust
CO,-Konzentrationen erreicht werden kdnnen, die potentiell als aversiv und negativ
wahrgenommen werden. So werden bei Ratten durch 25-100% CO,, das als zwei-
sekindiger Gasstoss auf die Schleimhaut verabreicht wurde, Chemonozizeptoren gereizt
und dieser Reiz Uber Ad- und C-Fasern zum Dorsalhorn des Rickenmarks geleitet (Peppel
und Anton, 1993).

e Beziehung zwischen Einfiillrate, Kammervolumen wund Eintritt der
Bewusstlosigkeit

Der Eintritt der Bewusstlosigkeit findet nicht, wie man erwarten kénnte, beim Erreichen einer
immer gleichen CO.-Konzentration in der Kammer statt, sondern die Konzentrationen zum
Zeitpunkt der Bewusstlosigkeit unterscheiden sich bei unterschiedlichen Einflllraten. Die
Kammerkonzentration hangt von der eingeleiteten Konzentration, die in nachfolgenden
Féllen 100% war, sowie von der Einflllrate und von der Zeit ab. So werden Ratten
bewusstlos bei CO,-Konzentrationen von ca. 30%, die durch Einflllraten von ungeféhr 20
KV%/min erreicht wurden (Smith und Harrap, 1997; Niel und Weary, 2006) und bei einer
Kammerkonzentration von ca. 21% CO, mit einer Einflllrate von 10 KV%/min (Burkholder et
al., 2010).
Auch in vorliegender Arbeit trat bei der niedrigen CO,-Einflllrate von 20 KV%/min, die einen
langsamen Konzentrationsanstieg zur Folge hatte, Bewusstlosigkeit und CT zu einem
spateren Zeitpunkt, aber bei niedrigeren Kammerkonzentrationen ein als bei den hohen
Einflllraten von 60 bzw. 100 KV%/min, die mit einem schnelleren Konzentrationsanstieg und
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héheren Kammerkonzentrationen zum Zeitpunkt der Bewusstlosigkeit und CT einhergingen.
Bei C57BI/6-Mausen trat die CT z. B. mit einer Einflllrate von 20 KV%/min im Median nach
196 s bei einer errechneten Kammerkonzentration von 48% CO, und mit einer Einfillrate von
60 KV%/min im Median nach 80 s bei einer errechneten Kammerkonzentration von 55,1%
CO, ein. Der Eintritt der Bewusstlosigkeit erfolgte nicht bei immer der gleichen CO,-
Konzentration in der Kammer, sondern war abhangig von der Einflillrate: je niedriger die
Einflllrate, desto hdher war die errechnete CO.-Konzentration in der Kammer zu dem
Zeitpunkt, bei dem die Bewusstlosigkeit und CT eintraten (s. Tab. 3.2 und Tab. 3.3. bzw.
Tab. 9.18 und Tab. 9.19). Diese Beobachtung wird auch von anderen Autoren bestatigt
(Ambrose et al., 2000; Corbach, 2006).

Eine Erklarung ist, dass der Eintritt der Phasen wohl abhangig von der pH-Wert-Anderung
des Blutes und der Cerebrospinalflissigkeit ist und dieser pH-Wert-Abfall eher von der
Wirkungsdauer (gegebenenfalls ab einer bestimmten Schwellenkonzentration von CO,
(Leach et al., 2005)) als von der eingeatmeten CO,-Konzentration (= Kammerkonzentration)
abhangt. AuBerdem entspricht die Konzentration in der Lunge nicht der eingeatmeten
Konzentration: der CO,-Konzentrationsanstieg Uber die Zeit in der Lunge, die nach dem
Ausatmen nicht luftleer ist, sondern ein sog. Residualvolumen beinhaltet, verlauft
exponentiell und ist dem Konzentrationsanstieg in der Kammer zeitlich nachgeschaltet. Das
bedeutet, dass es noch langere Zeit dauern kann, bis sich in der Lunge eine bestimmte
Konzentration eingestellt hat, nachdem in der Kammer schon diese Konzentration erreicht

wurde.

e CO; mit 20 KV%/min

Mit diesen Uberlegungen ware theoretisch die schonendste Narkoseeinleitung zur
Euthanasie mit CO, durch eine niedrige Einflllrate zu erreichen, um die CO,-Konzentration
in der Kammer zum Zeitpunkt des Bewusstseinsverlustes so gering wie mdglich zu halten.
Allerdings erreichten in vorliegender Arbeit 75% (12 von 16) der NMRI-Mause und 69% (11
von 16) der C57Bl/6-Mause nicht die CT nach 300 s unter CO,-Exposition mit einer
Einfullrate von 20 KV%/min. Nach 300 s herrschten rechnerisch CO,-Konzentrationen in der
Kammer von 63%.

Bei den NMRI- und C57BI/6-Mausen, die die CT erreichten, trat der Verlust des
Bewusstseins nach ca. 110 s ein (s. Anhang 9.3.1 und 9.3.2). Die rechnerische
Konzentration in der Kammer zu diesen Zeitpunkten lag bei ca. 30% CO,. Auch in Studien
bei Ratten konnten CO,-Konzentrationen in der Kammer von ca. 30% zum Zeitpunkt des
Eintritts der Bewusstlosigkeit festgestellt werden, die durch Einfillraten von ungefahr 20
KV%/min erreicht wurden (Smith und Harrap, 1997; Niel und Weary, 2006).
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Unsere Ergebnisse zeigen, dass bei niedrigen CO.-Einflllraten ein nicht zu
vernachlassigender Teil der Mause bei noch erhaltenem, evtl. eingetriibtem, Bewusstsein
ansteigenden CO.-Konzentrationen ausgesetzt war, die in der Lage waren, aversiv und

schmerzhaft zu wirken.

4.3.2 Exposition mit Isofluran und Sevofluran

Auch bei den Behandlungen mit den Inhalationsanasthetika Isofluran und Sevofluran nahm
die Konzentration in der Kammer Uber die Zeit exponentiell zu (s. Berechnungsformel in
Unterkapitel 2.3.5 und graphische Darstellung in Abb. 3.10). Bei einer Einfillrate von 10 I/min
waren ca. 90% der Maximalkonzentrationen nach 200 s erreicht. Nach 300 s waren
annahernd die eingeleiteten Konzentrationen (2% und 5% Isofluran, 4,8% und 8%

Sevofluran) in der Kammer erreicht.

e 5% Isofluran (NMRI und C57BI/6) und 8% Sevofluran (C57BI/6)
Die Exposition mit 5% Isofluran erzeugte die CT bei allen Tieren der Behandlungsgruppe
innerhalb von 300 s und ist somit als wirksam und zuverlassig zu werten. Die Induktion der
Narkose mit 5% Isofluran ist langsamer als durch Exposition mit CO, mit 100 KV%/min, sie
unterschied sich jedoch nicht von der CO,-Exposition mit 60 KV%/min. Die Differenz der
Mediane der Latenz bis zum Erreichen der CT betrug zwischen den Behandlungen mit 5%
Isofluran und CO, mit 100 KV%/min 37 s (NMRI) bzw. 32 s (C57BI/6).
Bei C57Bl/6-Mausen erfolgte die Narkoseinduktion mit 8% Sevofluran bei allen Tieren einer
Gruppe bis zum Eintritt der CT innerhalb von 300 s. Die Narkoseinduktion war bei der
Exposition mit 8% Sevofluran deutlich langsamer als mit den hohen CO,-Einflllraten von 60
und 100 KV%/min. Die Differenz der Mediane war hierbei am grdBten zwischen der
Behandlung mit CO, mit 100 KV%/min und mit 8% Sevofluran und betrug 52 s.
Auf der einen Seite soll Bewusstseinsverlust durch die Tétungsmethode schnell erfolgen
(Bundesamt fir Veterinarwesen 1993; AVMA, 2007). Auf der anderen Seite lasst es sich
nicht ohne eine grindliche ethische Diskussion entscheiden, ob eine langer andauernde
Belastung, die mit geringerer Maximalbelastung einhergeht (wie 5% lsofluran), besser ist als
eine klrzer andauernde Methode, bei der jedoch eine gréBere Maximalbelastung (wie CO,
mit 100KV%/min) auftritt. Auf die aversiven Wirkungen und Stressbelastungen durch die
einzelnen Methoden wird weiter unten sowie bei der Diskussion der Blutwerte noch naher
eingegangen.
Es ist zu betonen, dass das Narkosegerat bei den hier verwendeten hohen Isofluran- und
Sevoflurandosierungen mit héchster Leistung (maximale Konzentrationseinstellung des

Verdampfers und maximale Durchstrémungsrate) arbeitet.
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e Aversive Wirkungen
Das Einatmen von Inhalationsanasthetika kann mit unangenehmen Empfindungen
verbunden sein. Beim Menschen |6st ein-mindtiges Einatmen von 2,3% lIsofluran Gber eine
Maske bei gut 40% der Probanden Husten, Brennen, Irritationen oder anderes Unwohlgefthl
in den Atemwegen aus, wohingegen 4% Sevofluran nur bei 3,7% der Probanden zu Husten
und sonst zu keiner weiteren Beeintrachtigung flhrt (TerRiet et al., 2000). Die eingesetzten
Konzentrationen von Isofluran und Sevofluran sind equieffektiv und entsprechen 2 MAC. Die
Empfindungen, die das Einatmen von Inhalationsan&sthetika ausldst, werden von Probanden
in dieser Arbeit nicht als Schmerzen beschrieben.
Analog zum Menschen sollte man auch bei Mausen unter Inhalationsanésthetikaexposition
von ahnlich negativen Empfindungen (Brennen, Irritationen) ausgehen. Kaninchen atmen nur
widerstrebend Isofluran und Sevofluran ein und halten zwischen 30 und 180 s den Atem an
(Flecknell et al., 1999).
Bei Mausen, wie auch bei Ratten, wirken niedrigere Konzentrationen von
Inhalationsanasthetika, wie Isofluran und Sevofluran, weniger aversiv als hohe
Konzentrationen in einer vorgefliliten Kammer (Leach 2002, 2004). Die Aversivitat wurde
anhand der Latenzzeit, die Narkosegasatmosphare zu verlassen, gemessen.
Wenn Mause, und auch Ratten, die Wahl zwischen einer Kammer mit Narkosegas plus
Futterbelohnung und einer Kammer mit Luft haben, so bleiben sie langer ,freiwillig“ in einer
Kammer mit niedrigeren Isoflurankonzentrationen als mit h6heren Konzentrationen. Jedoch
erreichen die Tiere bei héheren Konzentrationen ein Narkosestadium, das naher an die
erwartete Bewusstlosigkeit heranreicht oder sie werden sogar bewusstlos (Makowska et al.,
2009; Makowska und Weary, 2009). Das gleiche gilt auch fiir Sevofluran, wobei sich die
Latenzzeiten, die Kammer zu verlassen, unter Sevofluran- und Isofluranexposition nicht
signifikant unterscheiden, wie weiterfiihrende Untersuchungen an unserem Institut belegen
(Menken, 2012).

e Beziehung zwischen Einfiillrate, Kammervolumen und Eintritt der
Bewusstlosigkeit

Beim Einsatz von 2% Isofluran mit einer Einfillrate von 10 I/min (entspricht hier 71 KV%/min)
kam es zu einem langsameren Anstieg der Isoflurankonzentration in der Narkosebox und zu
einem verzdgerten Einsetzten der Narkosegaswirkung im Vergleich zu 5% Isofluran. Bei der
Exposition mit Inhalationsanasthetika wurde in vorliegender Untersuchung, wie bei CO.-
Exposition, beobachtet, dass bei niedrigen Narkosegaskonzentrationen, die in die Kammer
eingeleitet werden und die einen langsamen Konzentrationsanstieg in der Kammer zur Folge
haben, Bewusstlosigkeit und CT zu einem spéteren Zeitpunkt, aber bei niedrigeren Kammer-
Konzentrationen eintreten als bei der Einleitung von hohen Narkosegaskonzentrationen mit
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einem schnelleren Konzentrationsanstieg. Auch dies ist damit zu erklaren, dass die
wirksame Konzentration in der Lunge nicht synchron mit der Kammerkonzentration ansteigt,
sondern zeitlich versetzt. Nach dem Ausatmen verbleibt in der Lunge das sog.
Residualvolumen, das bei jedem Einatmen mit dem Narkosegas der Kammer nach und nach
angereichert wird. Der Konzentrationsunterschied zwischen eingeatmetem Gas und
wirksamer Lungenkonzentration nimmt Uber die Zeit exponentiell ab. Das bedeutet, dass es
eine bestimmte Zeit dauert, bis sich eine wirksame Lungenkonzentration aufgebaut hat.

4.3.1 Erste Bewertung

CO, mit einer niedrigen Einflllrate von 20 KV%/min, die Behandlung mit 2% Isofluran und
die Behandlung mit 4,8% Sevofluran bei beiden Mausstammen sowie die Behandlung mit
8% Sevofluran bei NMRI-Mausen kdnnen nicht empfohlen werden. CO, mit den héheren
Einfullraten von 60 und 100 KV%/min ist bei NMRI- wie auch bei C57BI/6-Mausen als
wirksam und zuverlassig einzustufen, wobei die Exposition mit 100 KV%/min am schnellsten
die CT erzeugt. Die Induktion der Narkose mit 5% Isofluran ist ebenfalls wirksam und
zuverlassig, erfolgte jedoch langsamer als durch Exposition mit CO, mit 100 KV%/min. Die
Latenzzeiten nach Exposition mit Iso 5% und CO, 60 unterschieden sich nicht. Bei C57BI/6-
Mausen war die Narkoseinduktion mit 8% Sevofluran bei allen Tieren einer Gruppe wirksam
und zuverlassig, jedoch langsamer als die Induktion mit beiden hohen CO,-Einflllraten.
Inhalationsanasthetika wirken weniger aversiv auf Mause als CO,. Beim Einsatz von CO, zur
Narkoseinduktion hingegen ist damit zu rechnen, dass bei den hier verwendeten hohen wie
auch niedrigen Einfullraten (20, 60 und 100 KV%/min) Konzentrationen in der
Narkosekammer entstehen kénnen, die potentiell mit Schmerzen und Aversion flr das Tier
verbunden sind, bevor es das Bewusstsein verliert oder die CT erreicht ist.

Es kénnen mit den bisher diskutierten Daten und den Daten aus der Literatur dieser Arbeit
keine Aussagen dartber getroffen werden, ob eine schnelle Narkoseinduktion, bei der eine
starkere Maximalbelastung auftritt und die mit Schmerzen einhergehen kann, besser fiir das
Tier ist als eine langsamere Induktion, bei der keine Schmerzen erzeugt werden und die

weniger aversiv wirkt. Auf die Stressbelastung wird im Folgenden eingegangen.
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4.4 Blutwerte

4.4.1 Katecholamine im Plasma

e Kontrollgruppe

Akuter Stress fuhrt, wie in der Literaturibersicht im Unterkapitel 1.4.3 dargestellt, zu einer
raschen Erhéhung der Katecholaminkonzentration im Plasma. Es ist schwierig, Basalwerte
dieser Hormone zu messen, da jede Blutabnahme invasiv ist und eine Stressreaktion
auslésen und somit zu einer Beeinflussung der Werte fihren kann. Bei der Blutgewinnung
durch Dekapitation ist die Stresszeit extrem kurz und somit ist auch der erlebte Stress kurz.
In einer Studie von Grouzmann und Mitabeitern (2003) flihrte die Dekapitation bei
Bewusstsein (ohne vorherige Luftstromexposition) zu Adrenalinwerten von ca. 5 ng/ml und
zu Noradrenalinwerten von ca. 4,16 ng/ml bei C57BI/6-Mé&usen. In vorliegender Arbeit waren
die Kontrolltiere fir 300 s einem Luftstrom ausgesetzt und wurden anschlieBend bei
Bewusstsein dekapitiert. Die Plasmakonzentrationen von Adrenalin lagen bei 12,4 ng/ml fir
NMRI- und bei 8,2 ng/ml fir C57BI/6-Mause und die Konzentrationen fir Noradrenalin bei
15,0 ng/ml (NMRI) und 11 ng/ml (C57BI/6). Die Katecholaminkonzentrationen der
Kontrolltiere sind héher als die Werte von Grouzmann, was an der vorherigen
Luftstromexposition liegen kdnnte. Die Werte der Kontrollgruppe entsprechen somit nicht
Basalwerten, dennoch kénnen sie als Vergleichswerte dienen, da sie eine geringe Belastung
durch Dekapitation und Luftstromexposition widerspiegeln.

e Exposition mit Isofluran und Sevofluran

Die in unserer Untersuchung nach Isofluran- und Sevofluranexposition und anschlieBender
Dekapitation zum Zeitpunkt der CT gemessenen Katecholaminspiegel bei beiden
Mausstdmmen lagen leicht unter dem Bereich der Werte der Luftkontrolle. In der
Untersuchung von Grouzmann und Mitarbeiter (2003) konnten niedrigere Werte von 0,2
ng/ml Adrenalin und 0,69 ng/ml Noradrenalin bei C57BI/6-Mausen festgestellt werden, wenn
die Blutabnahme unter Halothan-Narkose stattfand. Inhalationsan&sthetika sollen eine
Stressreaktion auf noxische chirurgische Reize, wie Hautschnitt oder Gewebemanipulation,
wahrend einer Operation verhindern oder vermindern. Auch Croizer und Mitarbeiter (1992)
konnten zeigen, dass in der praoperativen Narkosephase Adrenalin- und Noradrenalinwerte,
wie auch die weiteren Stressparameter Cortisol und ACTH, stabil blieben oder sogar sanken.
Somit kann man davon ausgehen, dass die in unserer Arbeit ermittelten Adrenalin- und
Noradrenalinkonzentrationen nach Isofluran- und Sevofluran-Exposition nicht fiir eine
zusatzliche Belastungsreaktion sprechen und vergleichbar sind mit Stress durch
Dekapitation bei Bewusstsein.
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¢ Exposition mit CO,
In unserer Untersuchung konnten wir nach CO,-Exposition und anschlieBender Dekapitation
zum Zeitpunkt der CT Katecholaminkonzentrationen messen, die bei beiden Mausstammen
deutlich Gber den Werten von unserer Kontrollgruppe lagen. Bei NMRI-M&usen waren die
Adrenalinkonzentrationen im Plasma nach der Exposition mit CO, und einer Einfiillrate von
60 und 100 KV%/min ca. 8 — 18-fach héher als nach der Behandlung mit 5% Isofluran und
mit 8% Sevofluran. Bei C57Bl/6-Mausen war dieser Anstieg des Adrenalinspiegels nicht
ganz so ausgepragt (3 — 10-fach hdéher). Bei M&usen beider Stamme wiesen die
Noradrenalinkonzentrationen im Plasma der CO, 60- und der CO, 100-Gruppe ca. 10-fach
héhere Werte auf als die der Iso 5%- und Sevo 8%-Gruppe.
Unterschiedliche Stressoren rufen eine spezifische Reaktion hervor (Sabbana und
Kvethansky, 2001). Goldstein und Kopin (2008) fassen diese Reaktionen auf
unterschiedliche Stressoren in ihrer Meta-Analyse, in der sie hauptséachlich auf
Untersuchungen an Menschen und Ratten eingehen, zusammen: Erhéhungen der
Katecholaminkonzentrationen sind sowohl in ihrem AusmaR als auch in der unterschiedlich
starken Erhéhung von Adrenalin und Noradrenalin vom Stressor abhangig. Anstiege von
Adrenalin auf das 10- und mehrfache werden in dieser Analyse als massiv beschrieben und
finden sich als eine auBerst ausgepragte Reaktion auf Stressoren wie Hypoglykamie (bei
Menschen, Ratten und Hunden), Immobilisation (bei Ratten) und hamorrhagische
Hypotension (bei Katzen, Ratten und Schweinen). Der Anstieg der Noradrenalinspiegel ist in
diesen Fallen weniger stark. Weiter beschreiben die Autoren, dass ein bis zu 3-facher
Anstieg der Noradrenalinkonzentrationen bei aktivem Flucht- und Meideverhalten (bei
Ratten) zu beobachten ist (Goldstein und Kopin, 2008). Angst fiihrt in einigen der
analysierten Studien bei Ratten zu einem 3 — 10-fachen Anstieg beider Katecholamine
(Goldstein und Kopin, 2008). Mause unter CO.-Exposition mit einer Einflllrate von 60 und
100 KV%/min reagierten in unseren Untersuchungen ebenfalls mit Anstiegen der
Katecholaminkonzentrationen in diesen GrdBenordnungen. Somit spiegeln die erhéhten
Konzentrationen von Adrenalin und Noradrenalin eine starke Stressreaktion des Organismus
wider, die durch CO,-Exposition verursacht wurde.
In der GroBtiermedizin wurde bereits mehrfach bestétigt, dass CO,-Inhaltion zur
Ferkelkastration und zur Betdubung vor dem Schlachten eine massive Stressreaktion, die
unter anderem an der Erhéhung der Katecholamine gemessen wurde, hervorruft (Hartung et
al., 2002; Mihlbauer et al., 2009; Zimmermann, 2010). Die betdubungslose Kastration
erhdhte die Katecholamine um das 2 — 4-fache des dort ermittelten Ausgangswertes, die
Kastration unter CO,-Exposition erhéht die Werte um das 25 — 93-fache (Zimmermann,
2010). Die Blutabnahme fir den Ausgangswert erfolgte durch Punktion der Vena cava
cranialis in Ruckenlage ohne Betadubung 15 min vor dem chirurgischen Eingriff.

135



4 Diskussion

Als Ursache des Anstiegs der Katecholaminkonzentrationen ist primar das chronische wie
auch akute Bestehen einer respiratorischen Azidose zu nennen. Schaefer und Mitarbeiter
(1968) konnten zeigen, dass die Zunahme des Adrenalingehaltes des Nebennierenmarks
unter intermittierender 8-stindiger CO,-Exposition mit 15% CO, Uber 7 Tage abhangig vom
pH-Wert und auf die Phase einer nicht-kompensierten respiratorischen Azidose beschrankt
war. In diesem Fall schien eine Neusynthese der Katecholamine vorzuliegen. Die
Neusynthese in chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks kann innerhalb von Minuten
erfolgen (Pohorecky und Wurtman, 1971). Eine Anderung der Neusynthese aufgrund von
geanderten Glukokortikoidkonzentrationen nimmt Stunden in Anspruch (Pohorecky und
Wurtman, 1971). Auch Brofman und Mitarbeiter (1990) wiesen nach, dass ein Anstieg der
Adrenalin- und Noradrenalinkonzentrationen direkt durch eine Abnahme des pH-Wertes im
Blut vermittelt wird, die durch einen steigenden CO.-Partialdruck (CO,-Inhalation fir
mindestens 10 min) verursacht wurde. Hier ist es eher mdglich, dass Katecholaminspeicher
der chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks entleert worden sind (Pohorecky und
Wurtman, 1971), was auch bei unseren Mausen aufgrund der kurzen Expositionszeit am

wahrscheinlichsten ist.

e Stammesunterschiede

Die Konzentrationen fiir Adrenalin im Plasma waren in der CO, 60- und CO, 100-Gruppe bei
C57/Bl6-Mausen niedriger als bei NMRI-Mausen. Die Noradrenalinkonzentrationen im
Plasma waren ebenfalls in der CO, 60-, CO, 100-, Iso 5%- und Sevo 8%-Gruppe bei Tieren
des C57BI/6-Stammes niedriger als bei Tieren des NMRI-Stammes. Dies kann am
genetischen Hintergrund der Stamme liegen. Es ist bekannt, dass Mause unterschiedlicher
Stdmme ein sehr unterschiedliches Verhalten hinsichtlich z. B. Angst, Aktivitdt und
Stressreaktivitat zeigen und dass sie Unterschiede in der Neurorezeptor- und
Neurotransmitterausstattung aufweisen (Liu et al., 2003; Jacobson und Cryan, 2005). Bei
akutem wie auch chronischem Stress wurden zwischen C57BI/6- und einem anderen
Mausstamm, BALB/cByd, unterschiedliche Konzentrationen von Noradrenalin im Gehirn
gemessen werden, welche sich auch auf der Verhaltensebene widerspiegelten (Shanks et
al., 1994).

e Welche Ursachen kommen fiir die Stressantwort in Frage?
Geringste CO,-Konzentrationen werden von Mausen als Warnsignal wahrgenommen und
flhren zu einer Verhaltensédnderung. Flr wildlebende Mause, die in Bauten unter der Erde
leben, ist es (berlebenswichtig, eine verlegte Frischluftzufuhr, z. B. durch eingefallene
Gange, friihestmdglich zu erkennen und GegenmaBnahmen zu ergreifen. So kénnen Mause
schon CO,-Konzentrationen von 0,066% wahrnehmen (Hu et al., 2007).
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Wie zuvor unter 4.3.1 erlautert, ist anzunehmen, dass die CO,-Konzentrationen, die wahrend
der Narkoseinduktion in der Kammer herrschten, schmerzhafte und aversive Reize flr
Mause darstellen.

CO,-Inhalation verursacht eine Erniedrigung des pH-Wertes < 7 im Blut (Angus et al., 2007;
Deckardt et al., 2007; Traslavina et al., 2010; Thomas et al., 2012) und nachgeschaltet in der
Cerebrospinalflissigkeit sowie in den Nervenzellen selbst (Ziemann et al., 2009). Diese
massiven, lebensbedrohlichen Anderungen des inneren Milieus kénnen nicht in der kurzen
Zeit der Narkoseinduktion durch kérpereigene Puffersysteme abgefangen werden.
Regulationsmechanismen, wie die Erhéhung der Atemfrequenz und Atemtiefe zur Abatmung
des Uberschussigen CO; greifen nicht, da dadurch nur noch mehr CO, in den Kérper gelangt
(s. a. 1.4.2). Die sympathoadrenerge Reaktion ist auf diese nicht kompensierte Phase der
respiratorischen Azidose zurlickzufiihren (Schaefer et al., 1968; Brofman et al., 1990).

Papp und Mitarbeiter (1993) sowie Colasanti und Mitarbeiter (2012) zeigen in ihren
Ubersichtsarbeiten deutlich die angst- und panikerzeugende Wirkung von erhéhten CO,-
Konzentrationen im Organismus. Zentrale noradrenerge, serotonerge und GABAerge
Systeme in fir Angstprozesse relevanten Hirnstrukturen sind an der Auspragung der
Panikzustande beteiligt (Bailey et al., 2003; Bailey und Nutt, 2008; Buchanan und Richerson,
2010; Dohle und Richerson, 2010; Schruers et al., 2011; Colasanti et al., 2012). An der
zentralen CO,-Chemorezeption sind der Bulbus olfactorius (Hu et al., 2007), medullare
Raphé-Kerne (Corcoran et al., 2009; Dohle und Richerson, 2010) und weitere Kerne des
Hirnstamms, wie der Locus coeruleus, der Nucleus des Tractus solitarius und der Nucleus
retrotrapezoideus (Chernov et al., 2010) sowie die Amygdala (Ziemann et al., 2009) beteiligt.
Man vermutet, dass serotonerge Neurone eine Arousal-Antwort bei niedrigen CO,-
Konzentrationen induzieren, und dass dieselben Neurone bei héheren CO,-Konzentrationen
Angst und Dyspnoe hervorrufen (Dohle und Richerson, 2010). CO,-Chemosensoren, die im
Bereich der Amygdala lokalisiert sind, vermitteln bei Hyperkapnie und Azidose Angst- und
Panikverhalten bei Mausen (Ziemann et al., 2009). Auch bei Ratten verstarkt die 5-mindtige
Exposition mit 20% CO, (gradueller Konzentrationsanstieg) angstbezogenes Verhalten und
aktiviert Hirnregionen, die Uber Aktivierung der HPA-Achse und der Sympathikusantwort zu
Anpassung der Atmung, zu Arousal-Verhalten und zu aversiven Panik-/Verteidigungs-
Reaktionen fihren (Johnson et al., 2011) (s. a. 1.4.6.1). Man sollte davon ausgehen, dass
Angst von Tieren als gréBere Belastung erlebt wird als von Menschen, die intellektuell fahig
sind, die Angst zu rationalisieren und Ursachen zu klaren (Binder, 2009).

Weiterhin erzeugt das Einatmen von CO, Dyspnoe (Atemnot mit der Empfindungsqualitat

Lufthunger), was ebenfalls zu einer Stressantwort des Organismus fihrt (s. 4.6.1).

Diesem werden noch einmal die Inhalationsanasthetika gegentibergestellt.

137



4 Diskussion

Es ist nicht bekannt, dass Isofluran und Sevofluran in sehr geringen, nicht narkotisch
wirkenden Konzentrationen von Mausen als Warnsignal wahrgenommen werden. Isofluran
und Sevofluran kénnen irritierend auf die Schleimhaute des Atemtrakts von M&usen wirken,
jedoch werden diese Empfindungen von Menschen nicht mit Schmerzen verglichen (Doi und
Ilkeda, 1993; TerRiet et al., 2000). Ratten zeigten erst nach einer Langzeitbehandlung mit
niedrigen, nicht-narkotisch wirkenden Konzentrationen von Halothan, Sevofluran und
Enfluran ein erhéhtes Angstverhalten (Ozer et al., 2006). Einen Tag nach einer 2-stlindigen
Narkose mit 2,6% Sevofluran konnte bei Wildtyp-Mausen jedoch kein erhdhtes
Angstverhalten gemessen werden (Wiklund et al.,, 2008). Wahrend der kurzen
Narkoseeinleitung mit Isofluran und Sevofluran von weniger als 300 s ist aufgrund der
Literaturbefunde und der vergleichsweise geringen Konzentrationen von Adrenalin und
Noradrenalin im Plasma nicht davon auszugehen, dass Mause eine Angst- und
Panikreaktion erfahren.

Isofluran und Sevofluran haben eine atemdepressive Wirkung und verursachen dadurch eine
geringe Abnahme des pH-Wertes, wie pH > 7,23 nach Narkoseeinleitung bzw. nach 10 min
Narkose (Angus et al., 2007; Cesarovic et al.,, 2010). Geringe Dosen von Isofluran,
Sevofluran und Enfluran, die noch nicht narkotisch wirken, verminderten eine durch
Hyperkapnie verursachte Steigerung der Atmung bei Mausen (Groeben et al., 2004).
Inwieweit bei der Narkoseeinleitung Zustande, die einer Dyspnoe gleichen, auftreten kénnen,
lasst sich daraus schwer ableiten. Mause tolerieren Isofluran und Sevofluran wahrend der
Narkoseeinleitung bis zur Phase der Ataxie, in einigen Fallen bis zur Bewusstlosigkeit und
somit bis zu einem tieferen Narkosestadium als CO,, ehe sie die Umgebung verlassen
(Makowska et al., 2009; Menken, 2012).

4.4.2 Zweite Bewertung

Warnmeldung durch bereits niedrige CO,-Konzentrationen, auftretende Nozizeption bei
héheren Konzentrationen, lebensbedrohliche Anderungen des inneren Milieus (Azidose und
Hyperkapnie), die mit einer Angst-und Panikreaktion sowie Dyspnoe einhergehen, stellen
Stressoren mit einer starken Motivation dar, die CO,-Atmosphéare zu verlassen. Wenn
maoglich, verlassen Mause, wie zuvor erwahnt, eine CO,-Atmosphare immer bevor
narkotische Wirkungen, wie Ataxie und Bewusstlosigkeit, eintreten. In der Narkosekammer
jedoch haben die Mause keine Méglichkeit, dem rechtzeitig zu entkommen. Aktives Coping
ist nicht méglich.

Demzufolge sind bei NMRI- und C57Bl/6-Mausen die Narkoseinduktionen zur
Euthanasieeinleitung mit 100% CO, mit einer Einflllrate von 60 und 100 KV%/min mit
groBem Distress verbunden. In Ubereinstimmung damit steht, dass bei unseren
Untersuchungen nach sofortiger Tétung der Tiere bei Erreichen der CT erhéhte Adrenalin-
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und Noradrenalinkonzentrationen im Plasma nach CO,-Exposition im Vergleich zu Isofluran-

und Sevofluran-Exposition gemessen wurden.

Die aversive Zeitspanne, also die Zeit ab dem Moment, an dem die Mause die
Narkosekammer verlassen wirden, bis zum Erreichen der CT, scheint unter Isofluran- oder
Sevofluranexposition weniger belastend als unter CO,-Exposition zu sein, obwohl die
Narkoseeinleitung mit den hohen CO,-Einflllraten in unseren Untersuchungen schneller eine
CT erzeugt als die hohen Konzentrationen von Isofluran und Sevofluran. Ubereinstimmend
damit konnten wir niedrige Konzentrationen von Adrenalin und Noradrenalin im Plasma bei
NMRI- und C57BIl/6-Mausen, die zur Narkoseinduktionen zur Euthanasieeinleitung 5%
Isofluran und 8% Sevofluran erhielten, sowie bei C57BI/6-Mausen, die 2% Isofluran
(Einflllraten jeweils 71 KV%/min) erhielten, messen.

4.4.3 Blutglukose

e Kontrollgruppe
Bei unseren NMRI-Mausen lag die Glukosekonzentration der Kontrollgruppe, die einem
Luftstrom ausgesetzt und bei Bewusstsein dekapitiert wurde, bei 9,40 mmol/l und damit
leicht unter den physiologischen Blutglukosekonzentrationen, die fir 12 Wochen alte NMRI-
Mause mit 11,0 £ 1,2 mmol/l fir mannliche Tiere und mit 11,4 * 1,1 mmol/l flir weibliche
Tiere angegeben werden (Harlan Laboratories, 2008b). Es ist denkbar, dass die
Luftstrombehandlung eine Erniedrigung des Blutglukosespiegels zur Folge hatte. Auf der
anderen Seite kénnte auch das Alter unserer Tiere, das zwischen 8 und 23 Wochen lag,
einen Einfluss auf den physiologischen Bereich der Blutglukosekonzentration gehabt haben.

Bei unseren C57BIl/6-Mausen war die Blutglukosekonzentration der Kontrollgruppe, die
einem Luftstrom ausgesetzt und bei Bewusstsein dekapitiert wurde, 8,05 mmol/l. Fir 7-9
Wochen alte Mause der C57BI/6JOlaHsd-Zuchtlinie werden 9,18 + 1,88 mmol/l fir mannliche
Tiere und 8,90 + 1,90 mmol/l flr weibliche Tiere als physiologisch angegeben (Harlan
Laboratories, 2008a). Hiermit verglichen liegen die Blutglukosewerte unserer Kontrollgruppe
in diesen Bereichen. Fir Mause der C57BIl/6JRccHsd-Zuchtlinie werden 11,87 £ 2,72 mmol/l
far mannliche Tiere und 9,50 £ 1,54 mmol/l fir weibliche Tiere als physiologisch angegeben
(Harlan Laboratories, 2008a). Vergleicht man die in dieser Arbeit gemessenen
Blutglukosekonzentrationen mit obigen Werten, liegen die Konzentrationen der C57BI/6-
Luftkontrollgruppe innerhalb dieses physiologischen Bereiches.

e Exposition mit Isofluran und Sevofluran
Verglichen mit den physiologischen Referenzbereichen des Zlchters scheinen die
Expositionen mit den hohen Isofluran- und  Sevoflurankonzentrationen die
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Blutglukosekonzentration im physiologischen Bereich zu halten. Nur die Exposition mit 2%
Isofluran  flhrte zu leicht erhéhten Glukosekonzentrationen im  Vergleich mit
C57BI/6J0laHsd-M&usen.

Betrachtet man die Werte der Behandlungsgruppen untereinander, so fiihrte die Exposition
mit 2% Isofluran und 8% Sevofluran bei C57BI/6-Mausen zu erhdhten Konzentrationen der
Blutglukose verglichen mit CO,-Exposition mit 60 und 100 KV%/min. Auch war bei C57BI/6-
Mausen die Konzentration der Blutglukose hdher bei Behandlung mit 2% Isofluran im
Vergleich zu 5% Isofluran.

Die Dauer der Exposition mit den Isofluran- und Sevoflurankonzentrationen war in
vorliegender Arbeit immer < 300s, in den meisten Fallen sogar < 150 s. Es scheint méglich,
dass diese Zeit zu kurz gewesen war, um eine sog. Stresshyperglykamie auszulésen. Die
Regulation der Blutglukosekonzentration erfolgt Gber noradrenerge Neurone des
Hypothalamus, die direkt die Freisetzung von Glukose aus der Leber stimulieren und indirekt
durch die Aktivierung von Katecholaminen aus der Nebenniere die Insulinfreisetzung aus
dem Pankreas hemmen (Smythe et al., 1989). Erhéhte Glukosekonzentrationen bei einer
Stresshyperglykédmie werden in der Regel erst nach 10-15 min gemessen (s. a. 1.4.3). So
fanden Zardooz und Mitarbeiter (2010) ebenfalls keine Unterschiede in der
Plasmaglukosekonzentration bei Ratten nach einer 2-mindtigen Isofluranexposition im
Vergleich zu nicht-narkotisierten Ratten.

Dem entgegen fanden Pomplun und Mitarbeiter (2004) einen Blutglukoseanstieg bei
C57BI/6-Mausen, die eine Narkose mit Isofluran im Athertopf-Verfahren oder mit
Ketamin/Xylazin als i.p.-Injektion im Vergleich zu einer unbehandelten Gruppe erhielten.
Sobald die Bewusstlosigkeit erreicht wurde, wurde Blut gewonnen. Nach einer innerhalb von
Sekunden einsetzenden Isofluran-Narkose waren hier die Blutkonzentrationen zwar im
Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht, jedoch relativ niedriger als nach einer innerhalb von
Minuten einsetzenden Ketamin/Xylazin-Narkose. Die Insulinspiegel blieben von beiden
Anasthesieformen unbeeinflusst. Die Autoren erklaren den Glukoseanstieg der
Ketamin/Xylazin-Gruppe mit der Dauer bis zum Eintritt der vollstandigen Narkose und mit
einer erhdhten Stressantwort. Je langer die Narkoseinduktion dauere, desto gréBer sei eine
Stressreaktion und desto hdher seien die Blutglukosewerte. Dies wird mit erhéhten
Corticosteron-Werten der Ketamin/Xylazin-Gruppe belegt. Auch stellten Arnold und
Langhans (2010) bei Ratten nach Narkoseeinleitung mit Isofluran und mit Ketamin/Xylazin
und Blutentnahme bei Erreichen der CT ebenfalls eine signifikante Erhéhung der
Plasmaglukose und eine Erhéhung der Corticosteron-Konzentrationen, die allerdings noch
kein signifikantes AusmaB erreichten, fest. In Ubereinstimmung zeigten Untersuchungen am

Menschen, dass wahrend der Narkoseeinleitung mit Isofluran und Sevofluran die
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Plasmaglukosespiegel stiegen, die Katecholaminkonzentrationen blieben jedoch unverandert
(Geisser et al., 2003).

Es scheinen noch andere Mechanismen neben Stress Einfluss auf den Blutglukosespiegel
zu haben. Es wurden erhéhte Plasmaglukosespiegel nach ca. 30 und 60 min Isofluran- und
Sevofluran-Narkosen bei Ratten gemessen (Zuurbier et al., 2008). Es gibt Hinweise, die
daflr sprechen, dass die Isofluran-induzierte Hyperglykdmie zumindest teilweise von der
Aktivierung Karp-Kanéle im Pankreas direkt durch die Narkosegase herriihrt (Zuurbier et al.,
2008).

e Exposition mit CO,
Im Vergleich mit den physiologischen Referenzbereichen des Ziichters hatte in vorliegender
Arbeit die CO.-Exposition, die zwischen 60 und 150 s dauerte, keinen oder einen leicht
senkenden Einfluss auf die Konzentration der Blutglukose. Dem entgegen wurden bei Ratten
leicht erhéhte Glukosekonzentrationen im Plasma nach einer 2-minutigen Exposition mit
einer Mischung aus 50% CO, und O, und sofortiger Blutabnahme gemessen, die aber noch
innerhalb des von den Autoren ermittelten Normbereiches lagen (Fowler et al., 1980). Auch
wurden nach einer ca. 1-mindtigen Exposition mit CO,, die eine tiefe Narkose hervorrief,
héhere Glukosekonzentrationen im Plasma bei Ratten gemessen als bei nicht-narkotisierten
Ratten (Zardooz et al., 2010). Dass in unseren Untersuchungen kein Anstieg der Blutglukose
verzeichnet werden konnte, kénnte daran liegen, dass die Zeit zwischen Stressorreiz mit
folgender Erhdéhung der zentralen und peripheren Katecholaminkonzentrationen und der
dann dadurch ausgelésten Glukosefreisetzung aus der Leber und Inhibition der
Insulinsekretion zu kurz war (Smythe et al., 1989). Erhéhte Glukosekonzentrationen bei einer

Stresshyperglykamie werden in der Regel erst nach 10-15 min gemessen (s. a. 1.4.3).

Mit unseren Ergebnissen lassen sich mittels der Messung der Glukosekonzentrationen keine
sicheren Aussagen zur Stresshaftigkeit der verschieden Narkoseverfahren treffen.
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4.5 Verhaltensanalyse

In vorliegender Untersuchung gab es groBe interindividuelle Variationen in der Haufigkeit des
Auftretens von einzelnen Verhaltensweisen, z. B. beim Putzverhalten oder bei den Popcorn-
Konvulsionen bzw. beim Springen gegen den Deckel. So wurde auch von Niel und Weary
(2006) bei Ratten unter CO,-Exposition beobachtet, dass einige Tiere viele Fluchtversuche
unternahmen, wohingegen einige Tiere keine Fluchtversuche zeigten. Die Autoren betonen,
dass ein Fehlen einer Verhaltensweise nicht notwendigerweise darauf schlieBen lasst, dass

die Prozedur vom Tier als harmlos und neutral wahrgenommen wird.

4.5.1 Korperhaltung

Mause beider Stamme, die einem Luftstrom mit 10 I/min (71 KV%/min) ausgesetzt waren,
zeigten normales Verhalten, das auch ohne Lufteinstrom gezeigt wird.

Alle Tiere, die eine Narkosegasbehandlung erhielten, zeigten zu Beginn die gleichen
Kérperhaltungen und Verhaltensweisen. Im weiteren Narkoseverlauf gingen diese Haltungen
in eine liegende bis hin zu einer vollstandig flachen, relaxierten Haltung Uber. Dies ist mit der
narkotischen Wirkung der Gase zu erklaren. Isofluran, Sevofluran und CO, erzeugen
Muskelrelaxation und Immobilitat (Woodbury und Karler, 1960; Eger, 1981; Patel und Goa,
1996).

Freezing wird als das Fehlen jeglicher Bewegung, einschlieBlich den Bewegungen der
Tasthaare und ausschlieBlich den Atembewegungen, beschrieben (Supple et al., 1988;
Zeitlina et al., 2012). Die Tiere sind dabei vollig steif (Yang et al., 2011). Das hier
beobachtete Ruhen konnte nicht als sog. Freezing-Verhalten, das als Antwort auf eine
stressvolle Situation gezeigt werden kann (Patchev et al., 2007), gedeutet werden. Die Tiere
hatten wahrend des ruhigen Stehens oder Sitzens keinen erhdéhten Muskeltonus und waren
nicht véllig versteift, auch konnten Bewegungen der Vibrissen festgestellt werden.

4.5.2 Motorische Aktivitat

e Vorwirtsbewegung
Die lokomotorische Aktivitat war nur bei Exposition mit 5% Isofluran und 8% Sevofluran im
Vergleich zu allen anderen Gruppen erhdht. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass es
wahrend der Exzitationsphase der Narkoseeinleitung mit Inhalationsanasthetika zu

spontanen und reflexartigen Bewegungen kommen kann (Rang et al., 2003).

e Rearings
Bei Mausen, die CO, mit 60 und 100 KV%/min erhielten, war das Rearing-Verhalten im
Vergleich zur Luft-Kontrolle reduziert. Die Haufigkeit der gezeigten Rearings unter Isofluran-
und Sevofluran-Exposition unterschied sich nicht von der unter Lufteinstrom gezeigten
Haufigkeit.
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Rearings dienen dem Erkundungsverhalten. Eine Abnahme des Erkundungsverhaltens kann
als Verhaltensreaktion auf eine Stressexposition, z. B. eine unbekannte Umgebung oder
aversiven Reiz, gewertet werden (Patchev, 2006). Die Narkosekammer als neue Umgebung
ist eine eher unwahrscheinliche Stressursache, da alle Tiere wahrend der Habituationsphase
die Kammer mehrmals explorieren konnten. Des Weiteren behielt jedes Tier seine eigene
Narkosekammer, die den tiereigenen Geruch annehmen konnte, tUber die Habituationsphase
und wahrend des Versuches bei. Moglich ware aber eine Stressreaktion auf den
Gaseinstrom an sich. So benutzten Ziemann und Mitarbeiter (2009) einen Lufteinstrom von
15 I/min, was bei der dort verwendeten Kammer einer Einflllrate von ca. 260 KV%/min
entspricht, als aversiven Reiz. In Approach-Avoidance-Versuchen an unserem Institut jedoch
meiden Ma&use einen Lufteinstrom von 10 I/min (entspricht dem hier verwendeten
Lufteinstrom) plus Futterbelohnung nicht (Menken, 2012). Diese geringere Einstrémrate
scheint keinen aversiven Reiz darzustellen. Die Abnahme der Rearings unter CO,-Exposition
ist eher mit der narkotischen Wirkung und der friihzeitig einsetzenden Muskelschwéche, die

auch am hypotonen Gang (s. a. weiter unten) zu sehen ist, zu erklaren.

e Putzverhalten

Alle gezeigten Putzhandlungen konnten nach den von Kalueff und Tuohimaa (2004)
beschriebenen Kriterien als stressinduziertes Verhalten klassifiziert werden: bei den Mausen
wurden Bewegungen, die langer als fir 5 s unterbrochen wurden, und inkorrektes
Aneinanderreihen der Putzstadien festgestellt.

Die Exposition mit Inhalationsanasthetika reduzierte das Putzverhalten im Vergleich zur
Exposition mit einstrdomender Luft. NMRI- und C57BI/6-Mause, die CO, mit einer Einflllrate
von 60 und 100 KV%/min ausgesetzt waren, zeigten kein Putzverhalten.

Es verwundert nicht, dass kein normales Putzverhalten gezeigt wurde. Mause zeigen
Komfort-Verhalten, zu dem Kérper- und Fellpflege gehdrt, in der Regel nur, wenn sie sich
sicher und unbeobachtet flhlen, wie es z. B. im Heimatkafig zu beobachten ist. Es ist
mdglich, dass stressinduziertes Putzverhalten, das als Ubersprunghandiung in einer
ambivalenten Situation gezeigt wird (Jolles et al., 1979; Spruijt et al., 1992), durch den
Aufenthalt in der Narkosebox und den Lufteinstrom verursacht wird. Die verminderte
Haufigkeit der Putzhandlungen unter Isofluran- und Sevofluranexposition im Vergleich zur
Luftstromexposition lasst sich durch die einsetzende narkotische Wirkung erklaren. Auch die
friihzeitig einsetzende Muskelschwéche und narkotische Wirkung unter CO,-Exposition kann

Putzverhalten unméglich machen.
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4.5.3 Konvulsionen

Wahrend der Narkoseeinleitung kénnen Konvulsionen auftreten. Irwin (1968) unterscheidet
bei den Konvulsionen zwischen klonischen Krampfen, denen sog. Running Excitement
vorausgehen kann, und tonischen Krampfen, wie z. B. Opisthotonus. Auch kénnen sog.
Popcorn-Konvulsionen beobachtet werden.

Bei Mausen beider Stdmme kam es weder wahrend des Lufteinstroms noch wéahrend der
CO,-Exposition zu Running Excitement, klonischen Krampfen oder Opisthotonus.

Bei der Behandlung mit 5% Isofluran und 8% Sevofluran hingegen zeigten alle NMRI-Mause
eine Art klonische Krampfe, denen Running Excitement vorausging. Bei einem Teil dieser
Tiere fand man auch Opisthotonus.

Nur bei einem Teil der C57BI/6-Mause war unter Isofluran-Exposition Running Excitement zu
beobachten, wohingegen alle Tiere dieses Stammes, die 8% Sevofluran erhielten, Running
Excitement zeigten, das dann bei einem Viertel der Tiere in einen klonischen Krampf
mindete. Bei keiner C57BI/6-Maus kam es zu Opisthotonus.

Unter CO,-Exposition treten bei kleinen Labortieren nur sehr selten Exzitationen auf (Erhardt
et al., 1989). Im Gegensatz dazu zeigen Mause bei einer Inhalationsmononarkose mit
Isofluran und Sevofluran in der Einleitung oft Exzitationen (Henke, 2010). Diese Exzitationen
werden jedoch nicht bewusst miterlebt (Henke, 2010). Da in vorliegender Arbeit bei Mausen,
bei denen Exzitationen auftraten, der Stellreflex noch nicht erloschen war, kdénnte das
Bewusstsein nur eingetriibt gewesen sein.

Bei in vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass 2 MAC Sevofluran das Gleichgewicht
zwischen synaptischer Exzitation und Inhibition in Zellen des Striatums in Richtung Exzitation
verschiebt und dass dadurch unwillkirliche Bewegungen wahrend der Narkoseinduktion mit
Sevofluran verursacht werden (Oose et al., 2012).

Opisthotonus bei Mausen tritt in den meisten Fallen innerhalb der ersten 5 min der
Narkoseeinleitung mit Inhalationsanésthetika auf (Komatsu und Ogli, 1987). Dabei variiert
die Haufigkeit des Auftretens zwischen unterschiedlichen Anasthetika und unterschiedlichen
Mausstdmmen (Komatsu und Ogli, 1987). Den Autoren zufolge ist ein mdglicher
Mechanismus des Opisthotonus, dass héhere Gehirnzentren schneller gehemmt werden als
die Zellen der Formatio reticularis, Uber die Streckreflexe ausgelést werden. Mit

zunehmender Narkosetiefe werden dann auch diese Zellen gehemmt.

In den Luftkontrollgruppen beider Stdmme konnte man vereinzelt Verhaltensweisen, wie in
die H6he oder gegen den Deckel Springen, beobachten. Dieses kann der Versuch sein, der
Narkosebox zu entkommen. Mdéglich wére aber auch, dass die Mause den durchsichtigen
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Plexiglasdeckel nur ungentgend wahrnehmen und, wie haufig im Heimatkafig gezeigt,
gegen den vermeintlichen Gitterdeckel springen, um daran zu klettern. Im Rahmen von
exzitatorischen Phanomenen bei der Narkoseeinleitung wird das in die H6he Springen als
Popcorn-Konvulsionen bezeichnet (Irwin, 1968).

Obwohl es keine signifikanten Unterschiede gibt, werden diese Spriinge vermehrt in den mit
CO, behandelten Gruppen beobachtet. Da es jedoch bei CO,-Exposition kaum Hinweise auf
eine Auslésung von Exzitationen gibt (s. 0.), sollte das in die Héhe Springen eher als
Fluchtversuche gedeutet werden, wie es auch von Thomas und Mitarbeitern (2012)

angesehen wird.

4.5.4 Hypotoner Gang und Ataxie

Der hypotone Gang fand sich bei allen Mausen beider Stamme, die mit CO, behandelt
wurden. Bei Tieren, die 2% und 5% Isofluran und 8% Sevofluran sowie dem Luftstrom
ausgesetzt waren, konnte kein hypotones Gangbild festgestellt werden. Der hypotone Gang
war durch eine Absenkung von Becken und Bauch gekennzeichnet, so dass das
Eigengewicht nicht auf den Hinterbeinen getragen werden konnte und die Hinterbeine nach
seitlich/hinten hinterhergezogen wurden. Das hypotone Gangbild tritt aufgrund von
Muskelschwache der GliedmaBen oder aufgrund einer Lahmung auf (Irwin, 1968). Diese
muskulére Einschrankung bei CO,-Exposition wurde schon zu Beginn der Ataxiephase, also
noch bevor eine vollstindige Muskelrelaxation eingetreten war, beobachtet. Der hypotone
Gang ist in Zusammenhang mit der Entwicklung der Narkosestadien und als eine
pharmakologische Wirkung des CO, zu sehen.

CO,-Exposition bedingt eine respiratorische Azidose mit pH-Werten unterhalb von 7 (s. a.
1.4.2). Eine respiratorische Azidose fluhrt zu Hyperkaliamie, da vermehrt Kalium aus der
Zelle ausstromt (Adrogue und Madias, 1981). Erhéhte Kaliumkonzentrationen im Blut kbnnen
die Ursache fir eine Verzégerung der Depolarisation mit Verlangsamung der
Nervenleitgeschwindigkeit und folgend Ursache fir Muskelschwache bis Paralyse sein
(Forster, 2008). Beim Vorliegen einer respiratorischen Azidose wird auch das Phosphat-
Puffer-System in Anspruch genommen und es kommt zu einer Hyperphosphatamie, die
ebenfalls zu einer Muskelschwéche beitragen kann (Forster, 2008).

Isofluran- und Sevofluran-Exposition kann eine leichte Absenkung des pH-Wertes im Blut zur
Folge haben (s. a. 1.4.2) und sich auch auf die Elektrolytkonzentrationen im Blut auswirken.
Hier sind jedoch diese Anderungen nicht so stark wie unter CO,-Exposition. Es wurden keine
Anzeichen eines hypotonen Ganges unter Isofluran- und Sevofluran-Behandlung festgestellt,
daftr aber Exzitationen.

Ataxie tritt mit dem Beginn des zweiten Narkosestadiums nach Guedel auf und ist als
Zeichen der Narkosegaswirkung zu werten. Folgerichtig war bei allen Mausen beider
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Stamme, die mit CO,, Isofluran und Sevofluran behandelt wurden, Ataxie festzustellen.
Mause der Luftkontrollgruppe zeigten keinen ataktischen Gang.

4.5.5 Vokalisationen

Bei beiden Mausstammen konnten weder im hdrbaren noch im Ultraschallbereich
LautauBerungen wahrend der Narkosegas- bzw. Lufteinleitung festgestellt werden. Im
Gegensatz dazu finden Valentine und Mitarbeiter (2012) bei Mausen wahrend der Exposition
mit CO, und Isofluran Vokalisationen im Ultraschallbereich. Allerdings beschreiben die
Autoren keine einzeln aufgezeichneten Ultraschallrufe (charakterisiert durch Frequenz und
Dauer), sondern sprechen von 26,5 kHz-Peaks im Spektrogramm. Diese Peaks traten nur
bei Aufnahmen wahrend der CO,- und Isofluran-Exposition auf. Anhand dieser Art von
Spektrogramm lasst sich nicht eindeutig erkennen, ob die gemessenen Frequenz-Peaks
tatsachlich Maus-Vokalisationen entsprechen oder ob sie Artefakte, wie z. B. durch den
Gaseinstrom verursacht, darstellen.

Bei Ratten wurde beobachtet, dass die Exposition mit 100% CO, mit einer Einfillrate von
knapp 20 KV%/min vermehrte Ultraschallvokalisationen auslésen kann (Niel und Weary,
2006). In einer andere Studie fand man dahingegen wéhrend der Exposition mit 100% CO,
mit 10 KV%/min keine Ultraschallvokalisationen bei Ratten (Burkholder et al., 2010). Ratten
auBern furchtinduzierte Ultraschallvokalisationen im Bereich von 22 kHz mit einer Dauer von
ca. 1000 ms, wenn sie z. B. mit einem Fressfeind konfrontiert werden, im innerartlichen
Kampf unterworfen werden oder Schmerzreize erfahren (Wéhr und Schwarting, 2010).
Hierbei scheint der Ultraschallruf eher einen negativen affektiven Zustand wie Angst und
Furcht widerzuspiegeln, da wahrend einer Furchtkonditionierung Ratten auch ohne
Schmerzreiz auf den konditionierten Stimulus mit Vokalisationen reagieren (Wo6hr und
Schwarting, 2010). So traten bei Ratten diese 22 kHz-Vokalisationen nicht in
Zusammenhang mit Schmerzverhalten auf, das in entzlindlichen, viszeralen und
neuropathischen Schmerzmodellen gezeigt wurde (Wallace et al.,, 2005). Wéhr und
Schwarting (2010) stellen fest, dass bei Mausen keine der Ratten &hnliche
Ultraschallvokalisation im 22 kHz-Bereich bisher bekannt ist. Mause auBern dagegen
isolationsinduzierte Ultraschallvokalisationen im 60 kHz-Bereich wahrend der ersten
Lebenstage, wenn sie von Mutter und Nest getrennt werden (Wéhr und Schwarting, 2010).
Auch wahrend der sozialen Interaktion mit einem Artgenossen werden 70 kHz-
Vokalisationen emittiert (Wdéhr und Schwarting, 2010). Wird ein Mannchen mit Weibchenurin
exponiert, so auBert es Vokalisationen im 70 kHz-Bereich (W&hr und Schwarting, 2010).

In vorliegender Arbeit lassen sich mittels der Aufzeichnung von Vokalisationen keine
Aussagen zur Stresshaftigkeit der Narkosebelastung treffen.
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4.5.6 Dritte Bewertung

Im Vergleich zu den Inhalationsanasthetika erzeugt CO, mit einer Einfillrate von 60 und 100
KV%/min eine Narkoseinduktion, die ohne jede Verhaltens- oder Bewegungsauffalligkeit
einhergeht. Auf den ersten Blick mag dadurch die Narkoseeinleitung mit CO, ,ruhig und
sanft® fir den Betrachter aussehen, jedoch sollte dies nicht tber die tatséchliche Belastung
aufgrund von Anderungen des Sauren-Basen-Gleichgewichts mit all seinen Folgen, wie
Azidose, erhbhter CO,-Partialdruck, Reizung von zentralen Chemosensoren, Anstieg von
Adrenalin und Noradrenalin im Plasma und den wahrscheinlich damit einhergehenden
Erfahrungen von Dyspnoe, Angst und Panik, wie sie weiter oben beschrieben wurden,
hinwegtauschen.

Bei der Narkoseeinleitung mit Isofluran und Sevofluran, besonders mit den niedrigen
Konzentrationen, tritt das Exzitationsstadium bei den hier verwendeten Mausen ausgepragt
in Erscheinung. Aus der Literatur ist jedoch bekannt, dass diese Exzitationen durch die
fortgeschrittene Narkose nicht mehr bei vollem Bewusstsein vom Tier erlebt werden (Henke,
2010).
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4.6 Untersuchung des Atmungssystems

4.6.1 Atembewegungen und Dyspnoe

Eine Zunahme der Atemtiefe wurde wahrend der CO,-Exposition festgestellt. Steigt die CO-
Konzentration in der Einatemluft, so fiihrt dies Uber die Stimulation des Atemzentrums in der
Medulla oblongata zu einer Steigerung des Atemzugvolumens (Nattie, 1999). Dieser Zustand
wird als zentrogene Dyspnoe bezeichnet. Nach Hackbarth und Llckert (2002) kann man hier
schon von Schaden sprechen, die dem Tier durch CO,-Inhalation wiederfahren. Im weiteren
Verlauf und mit zunehmender CO,-Konzentration in der Einatemluft nimmt die Ventilation bis
hin zur Schnappatmung, die auch in unserer Untersuchung beobachtet werden konnte,
aufgrund der narkotischen Wirkung des CO, ab (Hill und Flack, 1908; lkeda et al., 1989).
Eine Empfindungsqualitdt von Dyspnoe stellt der Lufthunger dar (Banzett und Moosavi,
2001). Der Schweregrad von Lufthunger steht in positiver Korrelation mit dem CO,-Gehalt
der Einatemluft (Banzett et al., 2008). Lufthunger bewirkt im Gehirn eine Aktivierung
besonders der vorderen Inselrinde, welche beim Menschen mit dem Erfahren von Schmerz
und unangenehmen Geflihlen in Zusammenhang gebracht wird (Banzett et al., 2000;
Nishino, 2011). Auch werden weitere Gehirnregionen wie der vordere Gyrus cinguli, das
Operculum, das Kleinhirn, die Amygdala, der Thalamus und die Basalganglien aktiviert
(Evans et al., 2002). Dyspnoe, ebenso wie Schmerz, Hunger und Durst, informiert den
Organismus Uber einen gestdrten physiologischen Zustand und stellt eine starke Motivation
zu adaptivem Verhalten dar (Banzett und Moosavi, 2001). Dazu ist die Maus in der
Narkosekammer nicht in der Lage. Zum einen kann die Maus der CO,-Atmosphéare nicht
entkommen und zum anderen bewirkt die Atmungssteigerung keine Besserung, sondern
eine Verschlechterung der Situation. Der Organismus ist bestrebt CO, abzuatmen, nimmt
jedoch durch die Steigerung der Atmung nur noch mehr CO, auf. Als positiver Nebeneffekt
durch diesen circulus vitiosus werden zwar die Bewusstlosigkeit und chirurgische Toleranz
schneller herbeigeflhrt, jedoch erhdhen sich auch in gleichem MaBe die negativen Effekte
wie Lufthunger und Unféhigkeit zu adaptiven Verhalten.

Auch Isofluran und Sevofluran haben Einfluss auf die Atmung, sie wirken mit zunehmender
Konzentration und zunehmender Narkosetiefe atemdepressiv (Fourcade et al., 1971; Doi
und lkeda, 1987). Im ersten Anasthesiestadium ist die Atmung noch ann&hernd normal, im
Exzitationsstadium nimmt die Atemfrequenz zu und die Atembewegungen werden
unregelmaBig. Mit zunehmender Narkosetiefe wird die Atmung im Toleranzstadium wieder
regelmaBig und ab der chirurgischen Toleranz auch zunehmend flacher. Wird die Narkose
noch tiefer, so erfolgt die Atmung nur noch stoBweise bis sie im Asphyxiestadium véllig fehit
(Rang et al., 2003). Wahrend der Exzitationsphase konnten in dieser Arbeit aufgrund der
Eigenbewegung der Mause die Atembewegungen nicht erfasst werden. Im weiteren Verlauf
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nahm die Atemtiefe der Mause unter Isofluran- und Sevofluran-Exposition erst zu und dann
wieder ab, die Atemfrequenz sank. Beim Erreichen der chirurgischen Toleranz war keine
Schnappatmung zu erkennen. Diese Beobachtungen entsprechen jenen einer normalen
Narkoseeinleitung unter Inhalationsanasthetika und die Mause nahmen wahrscheinlich unter
der lIsofluran- bzw. Sevofluranexposition keinen Lufthunger wahr, wahrend sie noch bei

Bewusstsein waren.

4.6.2 Makroskopische und mikroskopische Untersuchung

e Schleimhéaute

Bei keiner Maus wurden Schaden der Schleimhaute des Atemtrakies makroskopisch
festgestellt. Es traten keine Entziindungszeichen wie R&tungen, Schwellungen oder
Sekretion der Schleimhaute nach Narkosegasexposition auf. Auch bei Schweinen, die 100%
CO, mit gradueller Einflllung ausgesetzt waren, fand man keine makroskopischen Zeichen
einer Schleimhautschadigung an den Konjunktiven (Erhardt et al., 1989). Es ist mdglich,
dass die Gase in den hier verwendeten Konzentrationen zwar irritierend wirkten, die Zeit bis
zum Erreichen der CT jedoch nicht ausreichte, um mit bloBem Auge erkennbare
morphologische Veranderungen hervorzurufen. Bei Ratten, die fir ca. 8 min, und bei
Meerschweinchen, die fir ca. 6 min 80% CO, plus 20% O, ausgesetzt waren fand man
hingegen serosanguindsen Nasenausfluss (lwarsson und Rehbinder, 1993). Ratten, die 60-
80% CO, mit gradueller Fillung oder in einer vorgefillten Kammer bis zum Eintritt des Todes
(zwischen ca. 12 und ca. 27 min) ausgesetzt waren, zeigten ebenfalls einen
serosanguindsen Nasenausfluss (Danneman et al., 1997). Dieser Ausfluss kann von einer
starken Schleimhautreizung der Atemwege oder auch von einem Lungendédem und
Lungenblutungen herrtihren. Auch Isofluran und Sevofluran kénnen die Schleimhaute reizen.
Innerhalb einer einminltigen Beobachtungszeit entwickelten einige Patienten unter
Isofluranexposition Hustenreiz, Sevofluran hingegen war sehr viel besser vertraglich (TerRiet
et al., 2000).

e Trachealausfluss
Zwischen der Luftkontrollgruppe und den Gruppen, die mit Narkosegasen behandelt wurden,
fanden sich keine Unterschiede hinsichtlich Trachealausfluss. Denkbar ist, dass zum einen
die Expositionszeit zu kurz war und zum anderen, dass durch das heraussprudelnde Blut
nach der Dekapitation ein Trachealausfluss nicht mehr zu diagnostizieren war.

o Blutaspiration in die Trachea und in die Bronchien
In vorliegender Untersuchung fanden sich keine Unterschiede zwischen den Narkosegas-
und Luftkontrollgruppen beziiglich des makroskopischen Befundes Blutaspiration. Da alle

Tiere nach Erreichen der CT dekapitiert wurden, liegt es nahe, dass dieser Befund auf die
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Dekapitation und reflexartige Einatmung des herausquellenden Blutes zurlickzufiihren ist.
Bei den meisten durch Dekapitation (ohne vorherige Betaubung) getdteten Ratten tritt dieser
Befund auf (Fiolna, 1986; lwarsson und Rehbinder, 1993). Aber auch bei Ratten die alleinig
mit CO, getdtet wurden, wurde der Befund Blutaspiration erhoben (Fiolna, 1986).

Unsere makroskopische Erhebung von Blutaspiration deckte sich gut mit den
mikroskopischen Befunden Blutaspiration in Trachea und Bronchien, wobei die
mikroskopische Untersuchung mehr Falle von Blutaspiration erfasst. Es ist moglich, dass der
makroskopische Befund Blutaspiration in die Trachea aufgrund von oberflachlich
anhaftendem Blut fehlinterpretiert wurde. Auch ist es denkbar, dass durch die Praparation
der Trachea und der Lunge evil. vorhandene Blutkoagel aus der Trachea heraus gedrlckt
wurden und im umliegenden Gewebe hangen blieben.

In der Regel lag bei allen Schnitten mit dem Befund Blutaspiration in die Trachea auch der
Befund Blutaspiration in die Bronchien vor. Dies legt die Vermutung nahe, dass in
vorliegender Arbeit ein Teil des Blutes, das in den Bronchien und in den Alveolen zu finden
ist, letztlich von der Dekapitation herrtihrt (s. a. weiter unten beim Unterpunkt Petechien und
Blutungen, Einblutungen in die Alveolarsepten und in den Alveolarraum sowie

Gewebezerstdrung).

e Atelektase, LungengréBe und Luftgehalt

Auch hier gab es keine Unterschiede zwischen den Gruppen, die mit Narkosegasen
behandelt wurden, und der Luftkontrollgruppe. Es ist méglich, dass die Narkosegase keinen
Einfluss auf das Retraktionsverhalten der Lunge hatten und die aufgetretenen, mit bloBem
Auge erkennbaren Atelektasefélle eine andere Ursache hatten. Da die Befunde
makroskopisch und mikroskopisch sichtbarer Atelektasen nur zum Teil Ubereinstimmen, ist
es eher wahrscheinlich, dass das, was makroskopisch beobachtet wurde (Lunge ist
UbermaBig retrahiert, die Lappenréander erscheinen teils wie zusammengequetscht) nur in
einigen Fallen einer tatsachlichen Atelektase entsprach. Die morphometrisch bestimmte
LungengréBe und der morphometrisch ermittelte Luftgehalt geben ebenfalls nicht gentigend
Anlass, von einer Narkosegaswirkung auf das Retraktionsverhalten der Lunge zu schlieBen.

Anders zu werten ist der Befund der mikroskopisch festgestellten Atelektase. Dieser trat nur
bei mit CO, behandelten Mausen beider Stamme auf. Dieser Befund ist zwar auch bei
anderen Tétungsmethoden festzustellen, jedoch tritt er zu fast 100% bei der Euthanasie mit
CO, auf (Fiolna, 1986; lwarsson und Rehbinder, 1993). Die in vorliegender Arbeit
festgestellten Befunde von Atelektase sind der Absorptionsatelektase zuzuordnen, da sie
global auftritt und keine Verlegung der Bronchien festgestellt wurde (mit Ausnahme von Blut,
welches sich auch in vielen Schnitten ohne Atelektase findet). Beim Einsatz von 100%
Sauerstoff, ist es méglich, dass durch Absorption die Lunge innerhalb von 6 min kollabiert

150



4 Diskussion

(Mushambi und Smith, 2001). CO, ist sehr gut im Blut 16slich und hat einen 23-fach héheren
Diffusionskoeffizienten als Sauerstoff (Thews, 1997). Bei 100% CO, ist es mdglich, dass es
in kirzerer Zeit resorbiert wird. Da die hier untersuchten Lungen nicht sofort nach Entnahme
fixiert wurden, sondern erst gewogen und fotografiert wurden, reichte wohl diese Zeit aus,
um den Befund Atelektase bei einigen Schnitten hervorzurufen. Es l&sst sich nicht
ausschlieBen, dass der Befund, evil. nur teilweise, schon in vivo vorlag. Viel
wahrscheinlicher scheint jedoch das Auftreten nach der Lungenentnahme, da der hohe CO.-
Diffusionskoeffizient nur fiir 100% CO. gilt und wahrend das Tier noch bei Bewusstsein war
viel niedrigere Kammerkonzentrationen und noch niedrigere Lungenkonzentrationen von
CO herrschten.

e Lungengewicht und Lungenédem

Beziglich des Lungengewichts unterschieden sich die Narkosegasgruppen und die
Luftgruppe beider Stamme nicht untereinander. Eine mégliche Verfalschung der Ergebnisse
durch die haufig aufgetretene Blutaspiration scheint wenig wahrscheinlich, da die hier
ermittelten Werte mit Normwerten aus der Literatur vergleichbar sind (Marino, 2012). Ein
erhdhtes Lungengewicht kann Hinweise auf ein alveolares Lungenddem geben. Dieses lag
hier nicht vor, in der histologischen Untersuchung wurden ebenfalls keine Anzeichen eines
Lungenddems gefunden. Im Gegensatz dazu fand man in einer Studie an Meerschweinchen
bei allen untersuchten Tieren ein alveolares Lungenédem nach 1- und 6-stindiger sowie
nach 1-tagiger Exposition mit 15% CO, (Schaefer et al., 1964). Auch bei M&usen und Ratten
wurden in anderen Studien Befunde wie Odemfliissigkeit in den Bronchien, perivaskuldres
Odem, alveoldres und interstitielles Odem nach CO,-Euthanasie erhoben (Fawell et al.,
1972; Fiolna, 1986; Iwarsson und Rehbinder, 1993; Danneman et al., 1997). Diese Befunde
treten auch bei anderen Tétungsmethoden, wie mit Pentobarbital, auf, sie sind in der Regel
jedoch nicht so stark ausgepragt und nicht so haufig (Fawell et al., 1972; Fiolna, 1986;
Iwarsson und Rehbinder, 1993; Danneman et al., 1997). Zum einen ist eine gewisse
Mindestwirkzeit von CO, nétig, um Odeme jeglicher Art zu verursachen und es ist
wahrscheinlich, dass diese Zeitspanne zum Zeitpunkt der CT bei den hier untersuchten
Tieren noch nicht erreicht war. Zum anderen kénnen Odeme eine Folge einer Uber die CT
hinaus geflihrten Narkose und Folge des Atemstillstandes und Herz-Kreislauf-Versagens in
der Agonie sein.

e Gestaute und gefiillte Venen und Kapillaren
Bei Mausen beider Stamme ergab sich der Befund gestauter und gefillter Venen und
Kapillaren bei allen Kontroll- und Behandlungsgruppen. Der Befund sehr stark gefillter
Kapillaren geht flieBend in den Befund Einblutungen in die Alveolarsepten Uber.
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Hyperamie in den Septenkapillaren und septale Blutungen sind vor allem bei der Tétung mit
CO, festzustellen, treten aber auch bei anderen Toétungsmethoden, wie Dekapitation,
Pentobarbitalinjektion, Chloroform- und Etherexposition, auf (Fiolna, 1986; Messow et al.,
1987). Auch Methoxyfluran, ein Inhalationsanasthetikum, flihrt zu gestauten LungengeféaBen
(Feldman und Gupta, 1976). Gestaute GefaBe kénnen Folge des agonalen Herz-Kreislauf-
Versagens sein. CO, erweitert Arteriolen und Venolen der peripheren Strombahn (Erhardt et

al., 1989), was den gehauften Befund bei CO,-Exposition erklaren kénnte.

e Petechien und Blutungen, Einblutungen in die Alveolarsepten und in den
Alveolarraum sowie Gewebezerstérung

Bei beiden Mausstdmmen fanden sich bei allen Tieren sowohl in der Luftkontrollgruppe wie
auch in allen Behandlungsgruppen Petechien und Blutungen, die schon mit bloBem Auge auf
der dorsalen Lungenoberflache erkannt werden konnten. Diesem Befund entsprechend
waren auch in den Kontroll- und in allen Behandlungsgruppen Einblutungen sowohl in die
Alveolarsepten wie auch in die Alveolarraume mikroskopisch festzustellen. Die Petechien
und Blutungen waren nicht nur oberflachlich unter der Serosa lokalisiert, sondern reichten in
die Tiefe bzw. breiteten sich von dort bis an die Oberflache aus. Diese Blutungen kénnen
zum einen von der Dekapitation und der damit einhergehenden Blutaspiration kommen, sie
kénnen aber auch ihren Ursprung in vermehrt gestauten und durchlassigen Kapillaren
haben. Der Ubergang von extrem gestauten Kapillaren zu Blutiibertritt in die Alveolarsepten
ist flieBend.
Ambrose und Mitarbeiter (2000) sehen einen erhéhten kapillaren Druck in schlecht belifteten
Lungengebieten, hervorgerufen durch ein Ventilations-Perfusions-Ungleichgewicht aufgrund
erhdhten CO,-Gehalten in der Einatemluft, als Ursache fiir Odeme mit hoher
Kapillardurchlassigkeit oder sogar fir Blutungen in das Lungengewebe. Die Beobachtung,
dass bei Einblutungen in den Alveolarraum auch in allen Fallen Einblutungen in die
Alveolarsepten vorliegen, lasst in unseren Untersuchungen vermuten, dass zumindest ein
Teil des Blutes letztlich aus dem Kapillarbett stammt. Da auch die Luftkontrolle betroffen ist,
ist es mdglich, dass diese Einblutungen auf agonalem Herz-Kreislaufversagen beruhen.
Fawell und Mitarbeiter (1972) sprechen von Extravasion von Blut in die Alveolarraume, die
bei 10 von 16 Schnitten nach CO,-Euthanasie und bei 4 von 16 nach Pentobarbitalinjektion
festgestellt wurden. Die Autoren fiihren dies auf das Asphyxietrauma zurtick. Blutungen in
das alveolare Septengewebe und disseminierte Blutungen sind vor allem nach CO.-
Euthanasie zu erheben und stehen den Autoren zufolge mit der Hyperédmie der
Septenkapillaren in Zusammenhang (Fiolna, 1986; Messow et al., 1987). Danneman und
Mitarbeiter (1997) fanden perivaskulare und intraalveolare Hamorrhagien, die nur nach CO,-
Exposition nicht jedoch nach Pentobarbital-Behandlung auftraten. Des Weiteren stellten sie
fest, dass der Schweregrad der Lasionen umgekehrt mit der CO,-Konzentration korreliert.
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Feldman und Gupta (1976) fanden Petechien auf der Lungenoberflache von Mausen, Ratten
und Meerschweinchen nach CO,-Euthanasie nicht jedoch nach Uberdosierung von
Methoxyfluran. Nach Isoflurannarkosen konnten Endothelschédden der LungengefaBe, die
klinisch nicht relevant waren und leichte, voribergehende Erh6hungen der Permeabilitat des
Alveolarepithels mittels einer Radionuklid-Clearance-Methode ermittelt werden (Sun et al.,
2000; Hung et al.,, 2003). Diese Veranderungen waren in einer mikroskopischen
Untersuchung jedoch nicht zu erkennen gewesen.

In unseren Untersuchungen sind Blutaspiration nach Dekapitation und agonales Herz-
Kreislaufreislaufversagen Ursachen flr Petechien und Blutungen und fur Blutungen in die

Alveolarsepten und Alveolarraume.

4.6.3 Vierte Bewertung

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in vorliegender Arbeit die Ergebnisse der
makroskopischen und mikroskopischen Untersuchung nicht geeignet sind, mit Sicherheit auf
eine Belastung und deren AusmalB wahrend der Narkosegasexposition bis zum Erreichen
der CT zu schlieBen. Es finden sich bei den makroskopischen Befunden keine Unterschiede
zwischen Narkosegas- und Kontrollgruppen. Bei den mikroskopischen sowie bei den
morphometrisch erhobenen Befunden lasst sich auch kein Muster erkennen, das auf
Unterschiede zwischen den Behandlungen hinweisen kdnnte. Die Zeit bis zum Erreichen der
CT war wahrscheinlich zu kurz um Lé&sionen und Veranderungen des Atemsystems
auszulésen. Es ist anzunehmen, dass die erhobenen Befunde alleinig der Dekapitation und
des agonalen Herz-Kreislauf-Versagens geschuldet sind. Der einzige aufféllige Befund ist die
mikroskopisch festgestellte Atelektase nach Exposition mit CO,. Dieser lasst sich jedoch als
Absorptionsatelektase erklaren und trat wahrscheinlich nicht in vivo auf.
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4.7 Arbeitssicherheit

Der hier verwendete Versuchsaufbau ist nicht fur den Routineeinsatz geeignet. Die bei
Isofluran und Sevofluran eingesetzten hohen Einflllraten von 10/min und hohen
Narkosegaskonzentrationen waren zwar gut, um eine schnelle Narkoseinduktion zu
gewahren, aber sie beeintrachtigten die Arbeitssicherheit. Die Narkosebox war nicht
hermetisch dicht, fir die Testung des Zwischenzehenreflexes und die Entnahme des Tieres
musste sie gebéffnet werden. Das Tragen einer dicht schlieBenden Atemschutzmaske mit
Aktiv-Kohle-Filter und das Sicherstellen einer guten Raumliftung (interne Liftung und
offenes Fenster zwischen den Durchgéngen) sowie eine zeitliche Begrenzung der
Narkosegasexposition pro Woche waren unabdingbar. Lésungen dieser Probleme sind z. B.
eine aktive Absaugung der Narkosegase in der Narkosekammer, eine Tischabsaugung
(gelécherte Tischplatte mit Absaugung darunter) oder ein komplettes Arbeiten unter einem
Abzug. Zusatzliche MaBnahmen waren die Verwendung einer Narkosekammer mit
geringerem Volumen und ein dichter Deckelverschluss z. B. mit Klemmverschluss.
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Die am weitesten verbreitete Methode zur Labornagereuthanasie ist der Einsatz von CO, mit
niedrigen bis hohen Einflllraten, vereinzelt werden auch vorgefillte Narkosekammern
verwendet. Wie in vorliegender Arbeit gezeigt werden konnte, ist die Verwendung von CO,
mit Belastungen flr das Tier verbunden.

Das Einatmen von CO, erzeugt eine Narkose, die fortgesetzt zum Tod fiihrt. Die CO,-
Inhalation ist mit einer starken Absenkung des pH-Wertes des Blutes und folgend mit einer
Absenkung des pH-Wertes der Cerebrospinalfliissigkeit und des Hirngewebes verbunden.
Diese drastische Anderung des inneren Milieus hat verschiedene Reaktionen des
Organismus zur Folge. Ist das Tier zu Coping fahig, so kann der Organismus durch
unterschiedliche Verhaltens- und Kompensationsmechanismen, z. B. Meiden der CO,-
Atmosphéare, Abatmen des Uberschiissigen CO, und weitere Puffersysteme des Blutes und
der Zellen, das Sauren-Basen-Gleichgewicht wieder herstellen. Geman der Stressdefinition
kann man dann noch nicht von Stress sprechen. Scheitern diese Anpassungsprozesse
jedoch, wie dies bei der Narkoseeinleitung zur Euthanasie mit CO, der Fall ist, da kein
Verlassen mdoglich ist und kontinuierliches Einatmen von CO, mit steigender Konzentration
sowie eine Erschoépfung der Puffersysteme mit Folge einer hyperkapnischen Azidose
vorliegen, so muss man von einer erheblichen Belastung und Distress fur das Tier
ausgehen. Diese Anpassungsprozesse werden Uber das Gehirn vermittelt: spezialisierte
Neurone nehmen CO,-Konzentrationen, die nur etwas oberhalb der atmospharischen
Konzentration liegen, wahr und dienen als Frihwarnsystem, zentrale CO,-Chemosensoren
I6sen schon bei subanasthetischen CO,-Konzentrationen eine Panik-/Angstreaktion aus,
eine  Aktivierung von  CO,-Chemosensoren im  Atemzentrum  erhéht das
Atemminutenvolumen. Ein erhéhter CO.-Partialdruck ist fir die unangenehme Empfindung
Dyspnoe verantwortlich, die von Gehirnregionen verarbeitet wird, die auch auf weitere
negative Empfindungen wie Schmerz und Ubelkeit reagieren. Héhere CO,-Konzentrationen
kénnen das nozizeptive System reizen. Gleichzeitig wird das sympathoadrenerge System
aktiviert. Folgerichtig konnten wir auch in unseren Untersuchungen erhéhte Adrenalin- und

Noradrenalinkonzentrationen im Plasma messen.

Dem entgegengesetzt ist der Einsatz von Inhalationsanasthetika, wie Isofluran und
Sevofluran, zur Narkose- und Tétungseinleitung mit weniger Belastungen fir Labormause
verbunden. Der S&uren-Basen-Haushalt wird geringflgiger gestért und es wird eine
geringere Stressreaktion, die hier ebenfalls an den Katecholaminkonzentrationen im Plasma
gemessen wurde, ausgel6st. Inhalationsanasthetika verursachen keine Schmerzen oder
Dyspnoe. Jedoch kénnen sie auch konzentrationsabhangig schleimhautirritierend und
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aversiv wirken. Allerdings tolerieren Mause lIsofluran- und Sevofluranatmospharen langer

und bis zu einen tieferen Narkosestadium als eine CO,-Umgebung.

Die in vorliegender Arbeit bei Mausen nach CO.-Exposition gemessenen Adrenalin- und
Noradrenalinwerte  demonstrieren die  Stressreaktion. Eindeutige  stress-  oder
schmerzanzeigende Verhaltensweisen wahrend der Narkoseeinleitung konnten in unserer
Untersuchung nicht nachgewiesen werden. Die Anderung des Verhaltens unter
Narkosegasexposition im Vergleich zu Luftstromexposition lieB sich gréBtenteils mit der
narkotischen Wirkung der Gase erklaren. Die unter Inhalationsandsthetika vermehrt
auftretenden Verhaltensweisen Ataxie, Rearings, Running Excitement und Konvulsionen,
besonders bei einer langsamen Anflutung des Anasthetikums, werden haufig und
falschlicherweise als Agitationen und Distress gedeutet. Sie sind jedoch der
Exzitationsphase der Narkoseeinleitung zuzuordnen und werden von den Tieren nur
eingeschrankt wahrgenommen. Dahingegen ist die Narkoseeinleitung durch CO, scheinbar
in vielen Fallen sanfter und ruhiger aufgrund kirzerer Ataxiezeiten, weniger Rearings und
weniger exzitatorische Phdnomene sowie aufgrund eines hypotonen Gangbildes. Dieser
auBere Schein darf nicht Giber die Folgen einer massiven Anderung des inneren Milieus, wie
Azidose, erhbhter CO,-Partialdruck, Reizung von zentralen Chemosensoren, Anstieg von
Adrenalin und Noradrenalin im Plasma und damit einhergehender Dyspnoe, Aversion, Angst
und Panik, wie sie in der Literatur beschrieben und durch eigenen Befunde erganzt wurden,
hinwegtauschen.  Eindeutig der Narkosegaswirkung geschuldete pathologische
Veranderungen des Atemsystems, die schon in vivo vorlagen, konnten nicht festgestellt

werden.

Mit den bisher empfohlenen niedrigen CO,-Einfillraten von 20 KV%/min waren von unseren
Mausen einzelne Tiere nach 300 s noch bei Bewusstsein und einzelne Tiere zeigten
spontane Vorwartsbewegungen. Die dabei herrschenden CO,-Konzentrationen sind bereits
in der Lage, Chemo- und Nozizeptoren zu reizen.

Die niedrigen Konzentrationen von den Inhalationsanasthetika, wie 2% Isofluran und 4,8%
Sevofluran bei NMRI- und C57BI/6-Mausen, sehen wir ebenfalls nicht als geeignet. Gleiches
gilt fur die hohe Konzentration von 8% Sevofluran bei NMRI-M&usen. Wider Erwarten war

Sevofluran weniger wirksam als Isofluran.

Bei beiden Mausstammen induzierte die hohe COs-Einfiillrate von 100 KV%/min zwar am
schnellsten eine tiefe Narkose, jedoch ist sie auch von hdchsten Konzentrationen der
Stresshormone begleitet. 5% Isofluran und CO, mit 60 KV%/min erzeugten gleich schnell die
chirurgische Toleranz. Aus unserer Sicht ist 5% Isofluran besser zur Narkose- und
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Tétungseinleitung bei NMRI- und C57BI/6-Mausen geeignet als CO, mit einer Einflllrate von
60 KV%/min, da sie beide zwar gleich schnell eine tiefe Narkose erzeugten, bei Isofluran-
Exposition jedoch geringere Stresshormonkonzentrationen gemessen wurden.

Der zeitliche Unterschied bis zum Erreichen der chirurgischen Toleranz zwischen der
schnellsten CO,-Exposition mit 100 KV%/min und der Exposition mit 5% Isofluran betragt
36,5 s bei NMRI-Mausen bzw. 31,5 s bei C57BL/6-Mausen. Dabei konnten wir unter CO,-
Exposition mit 100 KV%/min einen ca. 10-fach héheren Anstieg der Stresshormone im
Vergleich zur Exposition mit 5% Isofluran feststellen. Ob 5% Isofluran akzeptabler ist als CO,
mit einer Einflllrate von 100 KV%/min kann mit dieser Arbeit nicht abschlieBend beantwortet
werden. Auf der einen Seite soll der Bewusstseinsverlust durch die Tétungsmethode schnell
erfolgen (Bundesamt fur Veterindrwesen, 1993; AVMA, 2007). Auf der anderen Seite lasst es
sich nicht ohne eine grindliche ethische Diskussion entscheiden, ob eine langsamere,
jedoch mit geringerer Maximalbelastung verbundene Methode (wie 5% Isofluran) besser als
eine schnellere mit gréBerer Maximalbelastung verbundene Methode (wie CO, mit
100KV%/min) ist. Eine endgiltige Bewertung der Methoden sollte gemeinsam nach
Diskussion mit Ethikern und Wissenschaftlern, die Tierversuche durchfiihren, erfolgen.

Unsere Ergebnisse, die wir durch Untersuchungen an zwei Mausstammen erhoben haben,
weisen deutlich darauf hin, dass Stammesunterschiede eine groBe Rolle spielen und bei der
Wahl des Narkosegases und bei der einzusetzenden Konzentration beachtet werden
missen. Auch sind sie bei der Bewertung der Belastung der Tiere und damit der
Tierschutzgerechtigkeit zu berticksichtigen.

Eine ideale Tétungsmethode, die sowohl dem Tier als auch dem Anwender vollends gerecht
wird, gibt es bisher nicht. Die Tierversuchsrichtlinie erlaubt zwar den Einsatz von CO, zur
Tétung von Labormausen, jedoch wurde mit dieser Arbeit gezeigt, dass die CO,-Exposition
bis zum Erreichen der chirurgischen Toleranz mit erhdéhten Plasmakonzentrationen der
Stresshormone Adrenalin- und Noradrenalin im Plasma einhergeht.

Im Hinblick auf unsere Ergebnisse, die im Kontext mit der Literatur zu betrachten sind, wie
auch aus Sicht des Tierschutzes ist 5% Isofluran besser zur Narkose- und Tétungseinleitung
geeignet als CO, mit Einflllraten von 20 und 60 KV%/min.

Dies bedeutet jedoch keinen vollstandigen Verzicht auf CO,. Die Narkoseeinleitung mit
Isofluran und anschlieBende Tétung mit CO, der sicher bewusstlosen Mausen, wie sie schon
seit 2010 in Kanada beflrwortet wird (EFSA, 2004; Charbonneau et al., 2010) und auch von
der EFSA im ,Gutachten des Wissenschaftlichen Gremiums flr Tiergesundheit und
Tierschutz auf Ersuchen der Kommission zur Biologie und zum Wohlergehen von Tieren, die
fur Versuchszwecke und andere wissenschaftliche Zwecke verwendet werden®
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vorgeschlagen wird, stellt zum jetzigen Zeitpunkt eine gute Alternative zur alleinigen
Anwendung von CO, dar. Genaue Dosierungen und Applikationsformen der
Inhalationsanasthetika, die dem Tierschutz und dem Arbeitsschutz gerecht werden, werden
Gegenstand weiterfihrender Untersuchungen sein.
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Vergleich der Belastungen durch Kohlendioxid (CO,), Isofluran und Sevofluran in der
Phase der Narkoseeinleitung bei Mausen — ein Beitrag zum Refinement von
Tierversuchen

Kohlendioxid (CO,) wird weitverbreitet fir die Tétung von Laborm&usen verwendet, jedoch
ist der Einsatz aus Sicht des Tierschutzes umstritten. Inhalationsanasthetika werden als
Alternativen vorgeschlagen, doch sind sie bisher nicht ausreichend untersucht worden.

Ziel dieser Arbeit war es, umfassend die Einleitung der Tétung mittels CO, (100% CO, mit
20, 60 und 100% des Kammervolumens pro Minute (KV%/min)) sowie Isofluran (2% und 5%
Isofluran mit 71 KV%/min) und Sevofluran (4,8% und 8% Sevofluran mit 71 KV%/min)
hinsichtlich ihrer Stressbelastung bei NMRI- und C57BI/6-M&usen untereinander
vergleichend bzw. gegen einen reinen Luftstrom (71 KV%/min) zu untersuchen. Dabei sollten
die Wirksamkeit und Zuverlassigkeit der Narkosegasbehandlung, der zeitliche Verlauf der
einzelnen Phasen der Narkoseeinleitung, das Verhalten einschlieBlich Vokalisationen, die
Adrenalin- und Noradrenalinkonzentrationen im Plasma, die Glukosekonzentration im Blut
sowie die Auswirkungen der Gase auf die Atembewegungen und auf die Gewebe des
Atemtraktes beurteilt werden. Der Untersuchungszeitraum war von Beginn der
Gasexposition bis zum Erreichen der chirurgischen Toleranz bzw. bis maximal 300 s. Die
Tiere wurden durch Dekapitation getdtet und Blut- und Gewebeproben gewonnen.

Bei beiden Mausstammen flihrten nur die CO,-Behandlungen mit 60 und 100 KV%/min und
die Behandlung mit 5% Isofluran sowie die Behandlung mit 8% Sevofluran bei NMRI-M&usen
zum Erreichen der chirurgischen Toleranz innerhalb von 300 s bei mindestens 93,8% der
Tiere einer Gruppe und galten somit als wirksam und zuverlassig. Die Narkoseeinleitung
konnte bei allen Gasen in eine normale Phase, eine Phase der Ataxie, der Muskelrelaxation
und der Bewusstlosigkeit bis zum Einsetzten der chirurgischen Toleranz unterteilt werden.
Die CO,-Behandlung mit 100 KV%/min erzeugte am schnellsten die chirurgische Toleranz.
Die CO,-Behandlung mit 60 KV%/min und die Behandlung mit 5% lIsofluran unterschieden
sich nicht hinsichtlich der Zeit bis zum Erreichen der chirurgischen Toleranz. Adrenalin- und
Noradrenalinkonzentrationen waren bei den wirksamen und zuverlassigen CO,-
Behandlungen ca. 10-fach erhéht im Vergleich zu den Isofluran- und Sevofluran-Gruppen.
Die Glukosekonzentrationen der C57BI/6-Mause lagen bei den Isofluran- und Sevofluran-
Gruppen teilweise hdher als bei den mit CO, behandelten Gruppen, bei den NMRI-Mausen
wurden keine Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt. Es konnte kein eindeutiges
stress- oder schmerzanzeigendes Verhalten gefunden werden, alle Anderungen in Bezug

auf das normale Verhalten unter Luftstromexposition (Ataxie, hypotoner Gang,
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Vorwartsbewegung, Rearings, Putzverhalten, Exzitationen) konnten gréBtenteils auf die
narkotische Wirkung der Gase zurlickgeflihrt werden. Vokalisationen konnten weder im
hérbaren noch im Ultraschallbereich festgestellt werden. Die Atembewegungen wurden
durch alle  Narkosegasbehandlungen beeinflusst. Alle  makroskopischen und
mikroskopischen Befunde, auBer der Atelektase, waren sowohl in allen Behandlungsgruppen
wie auch in der Luftkontroligruppe zu erheben. Sie konnten nicht eindeutig auf die Wirkung
der Narkosegase zuriickgefuhrt werden, sondern sind der Dekapitation bzw. agonalem Herz-
Kreislaufversagen geschuldet.

In Verbindung mit der Literatur lieB sich die Stressreaktion unter CO,-Exposition, die sich in
erhéhten Adrenalin- und Noradrenalinkonzentrationen wiederspiegelte, mit den massiven
physiologischen Anderungen, wie hyperkapnische Azidose, Dyspnoe, Aversions- und
Angstverhalten, die durch die Inhalation von CO, hervorgerufen wurden, erklaren.
Augenscheinlich wirkte die Narkoseeinleitung mit CO, meistens sanft und friedlich auf den
Beobachter, jedoch sollten hypotoner Gang, verminderte Vorwéartsbewegung und
verminderte Rearings nicht Gber die tatsachliche (innere) Stressreaktion hinwegtauschen.
Stammesunterschiede missen bei der Wahl des Narkosegases und der Konzentration
beachtet werden.

Im Hinblick auf unsere Ergebnisse ist 5% Isofluran mit einer Einfillrate von 71KV%/min
besser bei NMRI- und C57BI/6-M&usen zur Narkose- und Toétungseinleitung geeignet als
CO, mit Einfullraten von 20 und 60 KV%/min. Ausreichende MaBnahmen, die den
Arbeitsschutz sicherstellen, miissen dabei gewahrleistet sein. Genaue Dosierungen und
Darreichungsformen der Inhalationsanasthetika, die tier- und arbeitsschutzkonform sind,

werden Gegenstand weiterfihrender Untersuchungen sein.
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Comparison of stress reactions induced by carbon dioxide (CO,), isoflurane and
sevoflurane during the phase of induction of narcosis in mice - a contribution to the
refinement of animal research

Carbon dioxide (CO,) is commonly used to euthanize laboratory mice but it is controversially
discussed from an animal welfare’s point of view. Inhalent anaesthetics are proposed as an
alternative but they have not been fully characterized yet.

The aim of this study was the comprehensive investigation of the induction of euthanasia
with CO, (100% CO, with filling rates of 20, 60 and 100% of chamber volume per minute
(KV9%/min)) as well as with isoflurane (2% and 5% isoflurane with 71 KV%/min) and
sevoflurane (4.8% and 8% sevoflurane with 71 KV%/min) in NMRI and C57BI/6 mice. We
compared stress reactions between the groups or in comparison to an air stream (71
KV%/min). We evaluated the effectiveness and reliability of the narcotic gas treatment, the
time course of the phases of induction of narcosis, behaviour inclusive vocalisations, plasma
adrenaline and noradrenaline concentrations, blood glucose concentrations as well as the
effects of the gases on respiratory movements and on tissues of the respiratory tract. The
period of investigation was form start of the gas exposure until surgical tolerance was
reached or after maximum 300 s. Mice were decapitated and blood and tissue samples were
collected.

In both strains only the CO, treatments with 60 and 100 KV%/min and the treatments with
5% isoflurane as well as the treatment with 8% sevoflurane in NMRI mice induced surgical
tolerance within 300 s in at least 93,8% of animals of a group and were considered as
effective and reliable. The induction of narcosis can be divided into a normal phase, a phase
of ataxia, of muscle relaxation and of loss of consciousness until the onset of surgical
tolerance. CO, with 100 KV%/min was the fasted treatment to induce surgical tolerance. The
CO, treatment with 60 KV%/min did not differ from the treatment with 5% isoflurane in regard
to time to reach surgical tolerance. Plasma adrenaline and noradrenaline concentrations of
the effective CO, treated groups were ca. 10-fold higher than the concentrations of isoflurane
and sevoflurane treated groups. In C57BI/6 mice, blood glucose concentrations were partly
higher in isoflurane and sevoflurane treated groups than in CO, treated groups. In NMRI
mice, we could not detect any differences between the groups. We could not find distinct
stress or pain indicating behaviour, all changes in behaviour in relation to normal behaviour
under air stream exposure (e.g. ataxia, hypotonic gait, forward movement, rearings,
grooming, excitatory phenomena) could mainly be explained by the narcotic properties of the

gases. We could not detect any vocalizations in the audible nor in the ultrasound range.
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7 Summary

Respiratory movements were influenced by all narcotic gases. Except atelectasis, all
macroscopic and microscopic pathological findings were detected in all treatment groups as
well as in the air control group. They could not clearly be ascribed to as effects of the
narcotic gas treatment but are rather due to decapitation or cardiac and circulatory failure in
agony.

Regarded in context with the reviewed literature the stress reaction under CO, exposure,
which is reflected by elevated adrenaline and noradrenaline concentrations in plasma, could
be explained by the massive physiological changes (as hypercapnic acidosis, dyspnea,
aversion and fear behaviour) that are produced by the inhalation of CO,. Viewed from the
outside, the induction of narcosis with CO, mostly seemed to look nice and peaceful yet
hypotonic gait, reduced forward movements and reduced rearings should not deceive the
real (inner) stress reaction.

Strain differences need to be considered when choosing a narcotic gas and gas
concentration.

In regard to our results, 5% isoflurane with 71 KV%/min is better than CO, with 20 and 60
KV%/min for the induction of narcosis or euthanasia in NMRI- and C57Bl/6-mice.
Occupational safety needs to be ensured. Exact doses and modes of application of inhalant
anaesthetics which are compliant with animal welfare and occupational safety need to be
investigated in the future.
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9 Anhang

9.1

Narkosebox und Deckel

Abb. 9.1 Narkosebox
A Narkosebox auf Basis eines Makrolon®-Kafigs Typ Il mit Deckelkonstruktion
B Detailaufnahme der Narkosebox

1

2

3

Offnung und Ansteckstutzen fiir den Gaseinlass, darunter befindet sich die
Verwirbelungsplatte

Offnung und Ansteckstutzen fir den Gasauslass, auf der gegenlberliegenden Seite
befindet sich eine zweite Offnung

Einlegeboden, der von auBerhalb der Kammer angehoben werden kann

Mikrofon
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Grafiken von Alexandra Wistel
Abb. 9.2 Deckelkonstruktion
Die Deckelkonstruktion besteht aus Acrylglas, PVC-Rohren und -Staben und Metallmuttern sowie
einem selbstklebendem Isolierband. Die MaBe sind in mm angegeben.

A Ansicht von oben

B Ansicht von der Seite

a Deckplatte

b Offnung fir den Narkosegasschlauch

¢ Offnungen fir die Abgasschldauche

d Verwirbelungsplatte in Anlehnung an Corbach (2006)

e Locher, die das Gas auch durch die Verwirbelungsplatte strémen lassen

f  Aussparung fur das Mikrofon in der Deck- und der Verwirbelungsplatte

g Halterungsstabe (mit Gewinde) fir die Verwirbelungsplatte, die mit Muttern befestigt werden
h  Halterungsstabe, die ein Verrutschen der Deckplatte auf der Narkosebox verhindern
i

Isolierband
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9.2 Histologie

9.2.1 Grundlegende Arbeitsschritte

Die Ethanole stammen von der Firma Berkel AHK Alkoholhandel GmbH Co KG, Berlin,
Deutschland. Das Xylol, das Paraffingemisch Paraplast® und das Kunstharz Roti®-Histokitt
werden von der Firma Roth, Karlsruhe, Deutschland bezogen.

9.2.1.1 Einbettung der Proben in Paraplast®

Substanz Arbeitsschritt
. . Die Proben aus der Fixierlésung nehmen und wassern,

Leitungswasser 30 min beim Umsetzen abtropfen Iassgn.

Ethanol 70% | 1h :Z)ie Proben in das GefaB stellen, beim Umsetzen abtropfen
assen

Ethanol 70% Il 1h S. 0.

Ethanol 70% Il 1h S. 0.

Ethanol 80% Uber Nacht S. 0.

Ethanol 96% | 1h S. 0.

Ethanol 96% Il 1h S. 0.

Ethanol absolut | 1h S. 0.

Ethanol absolut Il 1h S. 0.

Ethanol absolut IlI 1h S. 0.

Xylol | 30 min S. 0.

Xylol Il 30 min S. 0.

Paraplast® | Uber Nacht S. 0.

Paraplast® | 2h S. 0.
s. 0.

Paraplast® Il 2h Die Proben kdnnen nun in Paraplast®-Blécke eingebettet
werden.

9.2.1.2 Entparaffinieren: Xylol und absteigende Alkoholreihe

Tab. 9.1 Entparaffinieren von Objekttrdgern

Substanz Dauer " Arbeitsschritt
. Objekttrager in Klvette einstellen, kurz leicht auf und ab

Xylol| 10-15min be\jvegen?beim Umsetzten abtropfen lassen
Xylol Il 10 - 15 min S. 0.

Xylol Il kurz S. 0.

Ethanol absolut | 1 min S. 0.

Ethanol absolut Il 1 min S. 0.

Ethanol 96% 1 min S. 0.

Ethanol 90% 1 min S. 0.

Ethanol 80% 1 min S. 0.

Ethanol 70% | 1 min S. 0.

Ethanol 70% Il 1 min S. 0.
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9.2.1.3 Entwassern: aufsteigende Alkoholreihe und Xylol

Tab. 9.2 Entwéssern von Objekttragern

Substanz Dauer " Arbeitsschritt

Ethanol 70% | 1 min Objekttrager in Klivette einstellen, kurz leicht auf und ab
° bewegen, beim Umsetzten abtropfen lassen

Ethanol 70% Il 1 min S. 0.
Ethanol 80% 1 min S. 0.
Ethanol 90% 1 min S. 0.
Ethanol 96% 1 min S. 0.
Ethanol absolut | 1 min S. 0.
Ethanol absolut Il 1 min S. 0.
Xylol | 2 min S. 0.
Xylol 1l 2 min S. 0.

9.2.1.4 Harzeinschluss

Im Anschluss an die Farbung, Entwasserung und Uberfiihrung in Xylol wird der Schnitt auf
dem Objekttrager eingedeckt. Dazu wird ein Deckglaschen mit einem Tropfen des
Kunstharzes Roti®-Histokitt auf dem Objektrager Gber dem Schnitt fixiert und in waagrechter
Position Uber Nacht trocknen gelassen.

9.2.2 Farbungen

Die Anweisungen fir alle Farbungen entstammen dem Romeis, dem Standardwerk der
Mikroskopischen Technik (2010).

9.2.2.1 Doppelfarbung mit Himalaun-Eosin (HE-Farbung)

e Substanzen: Hamalaun nach Mayer und Eosin 0,5%
Tab. 9.3 Himalaun nach Mayer

Substanz ' Menge ' Vorgehen

Hamatoxylin 1,0 g | lI6senin

Aqua bidest. 1000,0 ml

Natriumjodat 200,0g | und

Kalialaun 50,0 g | zugeben und I6sen (blauviolette Lésung)
Chloralhydrat 50,0 g | und

Zitronensaure 1,0 g | zugeben und I6sen (Farbumschlag nach rotviolett)

Tab. 9.4 Eosin 0,5%

Substanz ' Menge ' Vorgehen
Eosin Y 0,5 g | auf Magnetrihrer I6sen in
Aqua bidest. 100,0 g

vor Gebrauch filtrieren.
bei schlechtem Farbeerfolg mit

Eisessig 1 Tropfen | ansduern
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e Arbeitsablauf
Tab. 9.5 Arbeitsablauf der HE-Farbung

Substanz " Dauer Arbeitsschritt

s. Entparaffinieren Entparaffinieren
. Objekttrager in Kiivette einstellen, kurz leicht auf und ab
Aqua dest. | 1 min .
bewegen, beim Umsetzten abtropfen lassen

Hamalaun nach .

8 —10 min S. 0.
Mayer
Aqua dest. Il kurz spéjlen

. . Blauen der Kerne
Leitungswasser 5 min s o
Eosin 0,5% 1 —2 min >0
e Schnitte sollen leicht lberfarbt sein

Aqua dest. lll 20—30s gp(l;len
Ethanol 70% 20's g)lfcf)erenmerung (Abschwéchung der Eosinfarbung)
Ethanol 80% 30's ngerenmerung (Abschwéchung der Eosinfarbung)
Ethanol 90% 1 min Enct)wassern
Ethanol 96% | 2 min S. 0.
Ethanol 96% Il 2 min S. 0.
Ethanol absolut | 2 min S. 0.
Ethanol absolut Il 2 min S. 0.
Ethanol absolut 11l 2 min S. 0.
Xylol | 2 min S. 0.
Xylol Il 2 min S. 0.

e Farbeergebnis
Tab. 9.6 Farbeergebnis der HE-Farbung

Gewebestruktur ~ Farbe |
Zellkerne blau

Zytoplasma

Muskulatur unterschiedlich intensive Rotténe

Bindegewebe
Saurer Schleim
(z.B. Becherzellen)

blau
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9.2.2.2 Bindegewebsfarbung nach Ladewig

e Substanzen:

Trichromlésung nach Ladewig

Eisenhamatoxilin nach Weigert,

Phosphorwolframsaure 5% und

Tab. 9.7 Eisenhdmatoxylin nach Weigert

Substanz ' Menge Vorgehen
Hamatoxylin 1,09 | in
Ethanol 96% 100 ml I6sen, evtl. erwérmen, 1 Woche reifen lassen

> Stammldsung A

Eisen(lll)chlorid,

wasserfrei 1,59 | in
Agua dest. 100 ml | I16sen und
Konz. Salzsaure 1 ml | Zusetzen

> Stammldsung B

Stammlbsung A mischen
Stammlésung B

Tab. 9.8 Phosphorwolframséaure 5%

Substanz Menge Vorgehen
Phosphorwolfram- 50g|in

saure

Aqua dest. 100,0 ml | I6sen

Tab. 9.9 Trichromlésung nach Ladewig

Substanz ' Menge Vorgehen
Methylblau 0,59

Orange G 209

Séaurefuchsin 1,09

Oxalsaure 0,6 g | alles I&sen in
Aqua dest. 100,0 ml
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e Arbeitsablauf
Tab. 9.10 Arbeitsablauf der Bindegewebsfarbung nach Ladewig

Substanz Dauer Arbeitsschritt

s. Entparaffinieren Entparaffinieren
: Objekttrager in Klivette einstellen, kurz leicht auf und ab
Aqua dest. | 1 min .
bewegen, beim Umsetzten abtropfen lassen
Eisenhamatoxylin , Kernfarbung
. 3-5min
nach Weigert S. 0.
Aqua dest. Il kurz spéjlen
. . Blauen der Kerne
Leitungswasser 5 min s o
Phosphorwolfram- . Beizen
- 10 min

saure 5% S. 0.
Aqua dest. lll kurz
Aqua dest. IV kurz S. 0.
Trichrom-L&sung nach .

. 4 min S. 0.
Ladewig
Aqua dest. V kurz S. 0.
S Ent\_/vassern und Entwéassern und Harzeinschluss
Harzeinschluss

e Farbeergebnis

Tab. 9.11 Farbeergebnis der Bindegewebsfarbung nach Ladewig

Gewebestruktur Farbe |
Zellkerne schwarz
Erythrozyten orange
Zytoplasma rot

Kollagen blau
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9.2.2.3 Elastika-Farbung mit Resorcinfuchsin-Thiazinrot-Pikrinsaure

Resorcinfuchsin farbt die elastischen Fasern. Die Kombination Thiazinrot-Pikrinsdure und
Eisenhdmatoxylin  entspricht der Variation nach Domagk der Van Gieson-
Bindegewebsfarbung.

e Substanzen: Resorcinfuchsin-Lésung, Pikrinsaure-Thiazinrot und Eisenh&matoxylin
nach Weigert

Tab. 9.12 Resorcinfuchsin-Lésung

Substanz Menge Vorgehen

Basisches Fuchsin 0,59 | und

Resorcin 1g|in

Aqua dest. 50 g | unter Erwarmen l6sen > Lésung 1

Eisen(lll)chlorid 29 |in

Aqua dest. 100 ml | lI6sen > Lésung 2

Lésung 1 bis zum Kochen erhitzen und

Lésung 2 zugeben, auf kleiner Flamme 5 min kochen,
zwischendurch umschwenken
erkalten lassen, abfiltrieren

Filter und L . .

Niederschlag in einen Kolben bringen, mit

Ethanol 96% 70— 100 mi | UoergieBen, bis zum Kochen erhitzen, der Niederschlag
I6st sich dabei auf
erkalten lassen und

Konz. Salzsaure 0,7 ml | zusetzen

Tab. 9.13 Pikrinsdure-Thiazinrot

Substanz Menge ' Vorgehen
Waéssr. Thiazinrot- 75 ml | mit
I6sung 1% ’

Geséttigte, wassr.
Pikrinsaureldsung

92,5 ml | auf 100 ml auffiillen und mischen

Eisenhamatoxylin nach Weigert
s. weiter oben Tab. 9.7 Eisenhamatoxylin nach Weigert
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e Arbeitsablauf
Tab. 9.14 Arbeitsablauf der Elastika-Farbung

Substanz Dauer Arbeitsschritt

s. Entparaffinieren Entparaffinieren, aber nur bis Ethanol 80%
Resorcinfuchsin 15 min Objekttrager in Klvette einstellen, kurz leicht auf und ab
bewegen, beim Umsetzten abtropfen lassen
Leitungswasser kurz fpé”en
Aqua dest. | kurz spéjlen
Eisenhématoxylm 5 3 min Kernfarbung
nach Weigert S. 0.
Aqua dest.ll kurz spéjlen
. . Blauen der Kerne
Leitungswasser 10 min s 0
Pikrinsdure-Thiazinrot | 5 min S. 0.
Aqua dest. lll kurz S. 0.
Differenzierung der Elastinfarbung und Auswaschen der
Ethanol 96% | 1 min Pikrinsaure
S. 0.
Differenzierung der Elastinfarbung und Auswaschen der
Ethanol 96% Il 1 min Pikrinséure
S. 0.
S Ent\_/vassern und Entwassern und Harzeinschluss
Harzeinschluss

o Farbeergebnis
Tab. 9.15 Farbeergebnis der Elastika-Farbung

Gewebestruktur Farbe

Elastische Fasern schwarz
Zellkerne schwarzbraun
Kollagen rot
Muskulatur gelb
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9.3 Tabellarische Ubersicht aller Ergebnisse

9.3.1 Phasen der Narkoseeinleitung und ihre Latenzzeiten bei NMRI-Mausen

Tab. 9.16 Latenzzeiten der Phasen der Narkoseeinleitung bei NMRI-Mausen

Es sind die Latenzzeiten in [s] als Median (0,25/0,75-Quantile) des Beginns der Phase der Ataxie (=
Atax), der Phase der Muskelrelaxation (= Relax) und der Phase der Bewusstlosigkeit (= LORR) sowie
die Latenzzeit bis zum Erreichen des Verlustes des Zwischenzehenreflexes (= LOPR) bzw. der
chirurgischen Toleranz (= CT) dargestellt. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-
Bezeichnung.

LOPR/CT
[s]

Median
(0,25/0,75)

€0.20(4) (485,502/,559,0) (1 0;,2)/11’154,0) (1 972,(;/1588,5)
€060 (19) (20,253’2%,0) (41‘,155/;107,5) (55,508/2556,5) (742;11?9,0)
0. 100 (18) (1 6,2159/’1%,75) (33,?)5/5918,75) (46,7551/:521,75) (60,?)/57,?,25)
Iso 2% (10) (41?03/131,0) (1 6;,3)?1,34,0) (1811,?)/12’(?4,0) (25(?,?;2’27,0)
SR ovio | ciono | msomo | esoreo
Sevo 4,8% (10) (30?02/’3%,0) (1262,?)531’23,0) (1411,?51’21 ,0) (2423)%25,0)
Sevo 8% (14) (28?8’3%,0) (73,73;302,0) (86?(;)/(1)’1?3,0) (1 271,?)/11’?2,0)

* Die Werte fUr die Latenz bis zur Muskelrelaxation der CO, 20-Gruppe waren nicht eindeutig zu
bestimmen, die Tiere fingen nach kompletter Relaxation erneut und teilweise mehrmals an, vorwarts
zu kriechen. Erst nach Eintritt der Bewusstlosigkeit blieben die Mause entspannt und unbeweglich
liegen.

9.3.2 Phasen der Narkoseeinleitung und ihre Latenzzeiten bei C57BIl/6-Mausen

Tab. 9.17 Latenzzeiten der Phasen der Narkoseeinleitung bei C57Bl/6-Mausen

Es sind die Latenzzeiten in [s] als Median (0,25/0,75-Quantile) des Beginns der Phase der Ataxie (=
Atax), der Phase der Muskelrelaxation (= Relax) und der Phase der Bewusstlosigkeit (= LORR) sowie
die Latenzzeit bis zum Erreichen des Verlustes des Zwischenzehenreflexes (= LOPR) bzw. der
chirurgischen Toleranz (= CT) dargestellt. GruppengrdBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-
Bezeichnung.

Median
(0,25/0,75)

LOPR/CT
[s]

€0:20(3) (31 ,322}29,5) (71 ,7?3%83,25) (84?;./?’1(;,5) (1 661,(?/(2;25(;,25)
0260 (13) (20,22}(2)4,0) (47,?)2/35;8,75) (57,?)?52,75) (75,5&32305,75)
€0:100116) { 6?;,1?3’0) (36?;/;151 ,5) (49?8,:2,5) (60,656;2557,0)

Is0 2% (149 (27,2(§a é%,O) (951,(?/?,157,0) (10;,?)/21’??6,0) (2312,?)%52,0)
ts0 5% (19) (22’2;,35(%0) (53?531‘3?3,0) (656,357/2323,0) (83,5?15 02,0)

Sevo 4,8% (13) (33,372}29,0) (96,1222’24,0) (1 1312252/!1%9,5) (21:?,2?2’29,5)
Sevo 8% (16) (27,253’3%,5) (64,753!756,0) (75?52/,8%,0) (10912)?1’?3,0)
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9.3.3 Errechnete Narkosegaskonzentrationen bei NMRI-Méausen

Tab. 9.18 Errechnete Narkosegaskonzentrationen in der Kammer bei NMRI-Méausen

Dargestellt sind die errechneten Narkosegaskonzentrationen in [%] zu Beginn der Phase der Ataxie (=
Atax), der Phase der Muskelrelaxation (= Relax) und der Phase der Bewusstlosigkeit (= LORR) sowie
zum Zeitpunkt des Verlustes des Zwischenzehenreflexes (= LOPR) bzw. der chirurgischen Toleranz
(=CT).

NMRI CO,20 CO,60 CO,100 Is02% lso 5% 2‘;";’ S::/T
GruppengrdBe [N] 4 16 15 10 16 10 14
Atax 16,1 22,1 27,2 0.8 15 15 2.4
Relax 36,3 44,2 17 2,8 4,0 4.9
LORR 31,1 443 57,3 18 3.1 42 5.6
LOPR/CT 58,1 61,0 66,2 1,9 35 46 6,5

* Narkosegaskonzentration zu Beginn der Phase der Muskelrelaxation konnte nicht berechnet werden,
da die Werte fir die Latenz bis zur Muskelrelaxation der CO, 20-Gruppe nicht eindeutig zu bestimmen
waren.

9.3.4 Errechnete Narkosegaskonzentrationen bei C57Bl/6-Mausen

Tab. 9.19 Errechnete Narkosegaskonzentrationen in der Kammer bei C57BIl/6-Méausen
Dargestellt sind die errechneten Narkosegaskonzentrationen in [%)] zu Beginn der Phase der Ataxie (=
Atax), der Phase der Muskelrelaxation (= Relax) und der Phase der Bewusstlosigkeit (= LORR) sowie
zum Zeitpunkt des Verlustes des Zwischenzehenreflexes (= LOPR) bzw. der chirurgischen Toleranz
(=CT).

C57Bl/6 C0O,20 CO,60 CO,100 Is02% Iso 5% i;\:’Z S::/:o
GruppengrdBe [N] 5 15 16 14 16 13 16
Atax 11,0 19,8 24,7 0,6 1,3 1,7 2,4
Relax 27,4 38,1 46,0 1,4 2,4 3,4 4,5
LORR 30,3 45,1 56,6 1,5 2,7 3,7 5,0
LOPR/CT 48,0 55,1 65,3 1,9 3,4 45 6,0
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9.3.5 Blutwerte bei NMRI-Mausen

Tab. 9.20 Glukose-, Adrenalin- und Noradrenalinwerte bei NMRI-Mausen

Dargestellt sind die Konzentrationen der Blutglukose in [mmol/l], Adrenalin und Noradrenalin im
Plasma in [ng/ml] als Median (0,25/0,75-Quantile) zum Zeitpunkt der CT. GruppengréBe in Klammer

hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.

Median

(0,25/0,75)

Luft (16)

CO, 20 (4)

CO, 60 (16)
CO, 100 (16)
Iso 2% (10)

Iso 5% (16)

Sevo 4,8% (10)

Sevo 8% (14)

sonst 16 Werte.

Glukose Adrenalin Noradrenalin
[mmol/l] [ng/ml] [ng/ml]
9,400 12,370 15,000
(8,050/9,850) (11,525/14,770) (13,100/20,770)
14,950 24,980 44,015
(12,950/18,850) (22,775/26,530) (35,465/56,610)
9,300 30,600 61,910
(7,600/11,225) (21,990/35,435) (51,200/78,880)
9,400 44,290 65,880
(7,250/11,500) (25,118/51,665) (49,290/72,875)
13,850 7,745 5,830
(12,600/15,500) (6,260/10,590) (5,300/8,370)
11,550 4,065 8,055
(10,050/12,900) (2,535/6,215) (5,575/8,990)
12,600 2,030 4,445
(12,100/13,800) (1,520/2,950) (3,080/5,590)
10,700 2,510 6,540

(9,400/11,400)

(1,320/5,420)

(4,960/7,880)

9.3.6 Blutwerte bei C57BIl/6-Mausen

* Die CO, 60-Gruppe enthalt fir Glukose aufgrund einer Fehlbestimmung nur 15 Werte anstelle der

Tab. 9.21 Glukose-, Adrenalin- und Noradrenalinwerte bei NMRI-Mausen

Dargestellt sind die Konzentrationen der Blutglukose in [mmol/l], Adrenalin und Noradrenalin im
Plasma in [ng/ml] als Median (0,25/0,75-Quantile) zum Zeitpunkt der CT. GruppengrdéBe in Klammer

hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.

Median
(0,25/0,75)

Luft (16)
CO, 20 (5)
CO, 60 (15)
CO, 100 (16)
Iso 2% (14)
Iso 5% (16)

Sevo 4,8% (13)

Sevo 8% (16)
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Glukose Adrenalin Noradrenalin
[mmol/l] [ng/ml] [ng/ml]
8,050 8,205 10,955
(7,350/8,550) (6,200/10,290) (8,030/12,360)
7,800 20,00 42,030
(7,425/18,00) (8,447/41,565) (23,422/47,405)
7,400 16,960 30,460
(6,900/8,450) (11,555/20,782) (27,703/34,922)
7,600 18,180 31,075
(7,000/7,900) (13,030/19,860) (26,210/34,565)
11,900 5,240 2,960
(10,900/13,500) (4,000/6,130) (2,480/4,880)
9,300 4,070 3,290
(7,400/10,100) (3,255/4,600) (2,695/4,345)
12,400 2,720 2,190
(10,550/12,800) (1,715/3,660) (1,428/3,010)
10,350 1,570 2,865

(8,550/11,950)

(0,590/2,255)

(1,875/3,945)
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9.3.7 Verhaltensparameter bei NMRI-Mausen

Tab. 9.22 Rearings, gestresstes Putzverhalten, Uberquerung der Mittellinie und Popcorn-
Konvulsionen bei NMRI-Mausen

Dargestellt sind die Anzahl der Rearings, der Anzahl der gestressten Putzperioden, der
Uberquerungen der Mittellinie und der Popcorn-Konvulsionen oder ihnen &hnliche Verhaltensweisen
in [Anzahl/min] als Median (0,25/0,75-Quantile) vom Start der Narkoseeinleitung bis zum Beginn der
Muskelrelaxation. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.

Gestresstes

Median
(0,25/0,75)

Rearings*
[Anzahl/min]

Putzverhalten
[Anzahl/min]

Uberquerung der
Mittelinie
[Anzahl/min]

Popcorn-
Konvulsionen
[Anzahl/min]

Luft (16) 10,600 0,500 3,700 0,000
DR (7.900/12,200) (0,200/0,600) (2,900/4,600) (0,000/0,000)
RO 00 | oo | eiesess | (0000000

€060 116) (1 ’436’45;21195@ (angbgggoo) (3,4‘: 2?,2025) (o,o%bo/g,cc))oo)

602100 (10 (3’3?‘8?% 96) (angbgggoo) (4,2‘260/2,%24) (0,0?)’0322 82)

o 2% (0 (6’6;;/2‘20?206) (0’0%,00/8268) (6,1222? 20) (0,5?1’18/?,%40)
w (7,212‘2}?;,7229) (0,0%£8g92) (7,712(1)’/$;,352) (0,0%88276)
M (7,25&?}46(,)1 41) (0,0338%00) (6,262788& 60) (0,0%61/2252)

Sevo 8% (14) (7,438:1/71916,538) (0,0%’38,(())00) (7,6(?é(/51‘t)8,385) (o,o%bcig,geg)

* Die CO, 20-Gruppe enthélt hier nur 3 Tiere. Ein Tier wurde ausgeschlossen, da es kein Rearing-
Verhalten zeigen konnte, es kletterte auf der Gas-Verwirbelungsplatte.

** Dies ist nur ein angenaherter Wert, fir dessen Bestimmung die Zeit bis zum Eintritt der
Bewusstlosigkeit herangezogen wurde, da die Werte flr die Latenz bis zur Muskelrelaxation der CO,
20-Gruppe nicht eindeutig zu bestimmen waren (s.a. Tab. 9.16). Der wahre Wert ist gréBer.

Tab. 9.23 Konvulsionen und exzitatorische Phanomene bei NMRI-Mausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] der Tiere sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, die
Running excitement (Running exc.), einen klonischen Krampfanfall und Opisthotonus wahrend der
Behandlung zeigten.

NMRI Luft  CO,20 CO,60 Sor 1s02% Iso5% ‘Z‘,"'S‘Z,Z Sevo
GruppengrdBe [N] 16 4 16 15 10 16 10 14
Running exc. [N] -- -- -- -- 10 16 10 14
Running exc. [%] 0 0 0 0 100 100 100 100
Klonischer Krampf [N] -- -- -- -- 10 16 10 14
Klonischer Krampf [%] 0 0 0 0 100 100 100 100
Opisthotonus [N] - - - - 9 4 9 9
Opisthotonus [%] 0 0 0 0 90 25 90 64
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Tab. 9.24 Hypotoner Gang und Ataxie bei NMRI-Mausen

Dargestellt sind die Anzahl [N] der Tiere der Luftkontrollgruppe und der Behandlungsgruppen sowie
der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, die einen hypotonen Gang und Ataxie wahrend der
Behandlung zeigten.

NMRI Luft | CO,20 CO,60 S | 1502% Is05% if’a‘f,z Sevo
GruppengrdBe [N] 16 4 16 15 10 16 10 14
Hyotoner Gang [N] -- 4 16 15 - - - -
Hyotoner Gang [%] 0 100 100 100 0 0 0 0
Ataxie [N] -- 4 16 15 10 16 10 14
Ataxie [%] 0 100 100 100 100 100 100 100

9.3.8 Verhaltensparameter bei C57BIl/6-Mausen

Tab. 9.25 Rearings, gestresstes Putzverhalten, Uberquerung der Mittellinie und Popcorn-
Konvulsionen bei C57BIl/6-Mausen

Dargestellt sind die Anzahl der Rearings, der Anzahl der gestressten Putzperioden, der
Uberquerungen der Mittellinie und der Popcorn-Konvulsionen oder ihnen ahnliche Verhaltensweisen
in [Anzahl/min] als Median (0,25/0,75-Quantile) vom Start der Narkoseeinleitung bis zum Beginn der

Muskelrelaxation. GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-Bezeichnung.

Median
(0,25/0,75)

Luft (16)

Rearings
[Anzahl/min]

Gestresstes

Putzverhalten

[Anzahl/min]

Uberquerung der
Mittelinie
[Anzahl/min]

Popcorn-

Konvulsionen
[Anzahl/min]

CO, 20 (5)

CO, 60 (15)

CO, 100 (16)

Iso 2% (14)

Iso 5% (16)

Sevo 4,8% (13)

Sevo 8% (16)

5,900 0,600 1,800 0,000
(4,200/7,000) (0,400/0,600) (1,200/2,500) (0,000/0,000)
1,875 0,000 2,500 0,000
(0,433/2,931) (0,000/0,000) (1,018/2,735) (0,000/1,250)
1,250 0,000 3,529 0,000
(0,000/1,387) (0,000/0,000) (2,286/4,077) (0,000/0,849)
1,429 0,000 2,859 0,000
(0,000/1,922) (0,000/0,000) (1,644/3,810) (0,000/0,000)
2,943 0,000 4,051 0,000
(2,330/5,684) (0,000/0,496) (3,158/4,615) (0,000/0,000)
4,333 0,000 5,310 0,000
(3,229/7,279) (0,000/0,000) (3,803/6,228) (0,000/0,000)
2,474 0,441 4,468 0,000
(1,173/4,114) (0,000/0,588) (3,340/5,388) (0,000/0,000)
3,233 0,000 6,714 0,000

(2,730/4,645)

(0,000/0,000)

(4,286/7,500)

(0,000/0,000)
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Tab. 9.26 Konvulsionen und exzitatorische Phdnomene bei C57Bl/6-Mausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] der Tiere sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, die
Running excitement (Running exc.), einen klonischen Krampfanfall und Opisthotonus wahrend der
Behandlung zeigten.

C57BI/6 Luft | CO,20 CO,60 S | 1502% Is05% if’a‘f,z Sevo
GruppengrdBe [N] 16 5 15 16 14 16 13 16
Running exc. [N] -- -- -- -- 8 12 13 16
Running exc. [%] 0 0 0 0 57 75 100 100
Klonischer Krampf [N] -- -- -- -- -- 10 4
Klonischer Krampf [%] 0 0 0 0 0 0 77 25
Opithotonus [N] - - - - - - - -
Opisthotonus [%] 0 0 0 0 0 0 0 0

Tab. 9.27 Hypotoner Gang und Ataxie bei C57BIl/6-Mausen

Dargestellt sind die Anzahl [N] der Tiere der Luftkontrollgruppe und der Behandlungsgruppen sowie
der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, die einen hypotonen Gang und Ataxie wéhrend der
Behandlung zeigten.

CO, Sevo  Sevo

GruppengroBe [N] 16 5 15 16 14 16 13 16
Hyotoner Gang [N] -- 5 15 16 -- -- -- --
Hyotoner Gang [%] 0 100 100 100 0 0 0 0
Ataxie [N] -- 5 15 16 14 16 13 16
Ataxie [%] 0 100 100 100 100 100 100 100
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9.3.9 Makroskopische Untersuchung des Atemtraktes bei NMRI-Mausen

Tab. 9.28 Trachealausfluss bei NMRI-Mausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] der Tiere sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, bei
denen nach der Behandlung Trachealausfluss auftrat. Der Befund 0 — 3 = nicht vorhanden, gering-,
mittel- und schwergradig unterteilt.

Auspra- Luft CO, CO, CO, Iso Sevo @ Sevo
~gungsgrad 20 60 100 5% 4,8% 8%

GruppengroBe 16 15 10 16 10 14
[N]

0 16 1 11 13 8 6 5 10
Tracheal- 1 N 1 - 1 2 7 4 1
ausfluss [N] 2 » 1 n 1 . 5 1 1

3 - 1 5 - - 1 - 2

0 100 25 | 688 | 8,7 | 8 | 375 | 50 71,4
Tracheal- 1 0 25 0 6,7 20 | 438 | 40 7.1
ausfluss [%] 2 0 25 0 6,7 0 125 10 7.1

3 0 25 | 31,3 0 0 6.3 0 14,3

Tab. 9.29 Makroskopischer Befund: Blutaspiration bei NMRI-M&usen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von Tieren sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, bei
denen nach der Behandlung Blutaspiration auftrat. Der Befund ist in die Auspragungsgrade 0 — 1 =
nicht vorhanden und vorhanden unterteilt.

ampead Lt G0t G
ﬁ\lr]“ppengme 16 4 16 15 10 16 10 14
Blutaspiration 0 7 4 13 12 8 13 8 10
(NI 1 9 - 3 3 2 3 2 4
Blutaspiration 0 438 | 100 | 81,3 | 80 8 | 81,3 | 80 71,4
[%] 1 56,3 0 188 | 20 20 | 188 | 20 | 286
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Tab. 9.30 Makroskopischer Befund: Atelektase bei NMRI-Mausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von Tieren sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, bei
denen nach der Behandlung Atelektase auftrat. Der Befund Atelektase ist in die Auspragungsgrade 0
— 1 = nicht vorhanden und vorhanden unterteilt.

Auspra-

gungsgrad Luft CZ%Z & %
[?\lr]“ppengréﬁe 16 4 16 15 10 16 10 14
Atelektase 0 16 2 13 9 4 16 5 11
(NI 1 -- 2 3 6 6 - 5 3
Atelektase 0 100 | 50 | 81,3 | 60 40 100 | 50 | 786
[%] 1 0 50 | 188 | 40 | 60 0 50 | 214

Tab. 9.31 Lungenparameter: absolutes und relatives Lungengewicht bei NMRI-Mausen

Dargestellt ist das absolute Lungengewicht in [mg] und das relative Lungengewicht in [mg/g] als

Median (0,25/0,75-Quantile). GruppengréBe in Klammer hinter der Behandlungsgruppen-
Bezeichnung.
Medi Absolutes Relatives
ectan Lungengewicht Lungengewicht
(0,25/0,75)
[mg] [mg/g]

Luft (16) (232?:/:1»,12 ,25) (7,331’ /21702,381 7)
€0, 20 (4) (27:?,2%39,3) (8,516(()3’/?(?,8245)
€O 60 (16) (21 52,?)/53’;2,0) (6,4?3,52/2,2980)
C0- 100 (16) (205,2?2’27,3) (5,866,032,1488)
Iso 2% (10) (2072,523223,4) (6,372,:/:3;99)
Iso 5% (16) (253?18/5528,25) (6,9%77/3239)
Sevo 4,8% (10) (1862;/72750,8) (6,5252286)
Sevo 8% (14) (21 92,2%;8,3) (6,4672,?1203,21 1)
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Tab. 9.32 LungengréBe (Oberflache) bei NMRI-Mausen
Dargestellt ist die LungengréBe (dorsale Oberflache) in [mm?] als Einzelwert. Es wurden je Gruppe
vier zufallig ausgewahlte Tiere untersucht.

100 Iso 2% Iso0 5% 4,8% 8%
189,67 | 149,06 | 129,59 | 122,34 | 114,13 | 191,71 | 152,04 | 141,88

Einzelwerte

LungengroBe 191,13 | 166,09 | 160,61 | 134,71 | 133,31 | 208,59 | 161,87 | 187,80

[Dng’r:fz?'eOberf'éChe 218,67 | 241,10 | 174,77 | 179,81 | 138,09 | 216,70 | 164,05 | 208,62

NMRI Luft CO,20 CO,60 C© Sevo | Sevo

284,07 | 260,29 | 193,22 | 192,93 | 192,32 | 223,86 | 286,85 | 222,14

Tab. 9.33 Makroskopischer Befund: Petechien und Einblutungen bei NMRI-Méausen
Dargestellt sind Petechien und Einblutungen als Flachenanteil der dorsalen Lungenoberflache in [%]
als Einzelwert. Es wurden je Gruppe vier zuféllig ausgewahlte Tiere untersucht.

CO, Sevo Sevo

NMRI Luft CO.20 CO,60 00 's02% Iso5% 4,8% 8%
. 9,2 24,7 3.4 2.7 3,5 6,3 4.1 7.5

Einzelwerte
Petechien und 24,2 32,9 13,9 4.1 9,1 26,2 4.6 18,0
Blutungen
Flachenanteil 27,5 46,7 20,3 7.9 12,3 28,8 32,3 27,2
[%] 5902 | 468 | 284 | 104 | 371 | 459 | 405 | 292

9.3.10 Makroskopische Untersuchung des Atemtraktes bei C57Bl/6-Mausen

Tab. 9.34 Trachealausfluss bei C57BIl/6-Méausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] der Tiere sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, bei
denen nach der Behandlung Trachealausfluss auftrat. Der Befund 0 — 3 = nicht vorhanden, gering-,
mittel- und schwergradig unterteilt.

Auspra- Iso Sevo Sevo
C57BI/6 gunpegrad | Luft s% | 48%
ﬁ\lr]“ppe”grOBe 16 5 15 16 14 16 13 16
0 15 1 14 16 8 9 6 9
Tracheal- 1 B 3 1 - S S S 4
ausfluss [N] 2 1 1 . . 1 1 1 5
3 - - - - - 1 1 1
0 938 | 20 | 933 | 100 | 571 | 563 | 46,1 | 563
Tracheal- 1 0 60 6,7 0 357 | 31,3 | 385 | 25
ausfluss [%] 2 63 | 20 0 o | 71 | 63 | 77 | 125
3 0 0 0 0 0 6,3 77 | 63
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Tab. 9.35 Makroskopischer Befund: Blutaspiration bei C57BIl/6-M&usen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von Tieren sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, bei
denen nach der Behandlung Blutaspiration auftrat. Der Befund ist in die Auspragungsgrade 0 — 1 =
nicht vorhanden und vorhanden unterteilt.

Auspra- CO, CO, Sevo Sevo
C57BI/6 gompeerad | Luft | o s Sevo | Sew
[?\lr]“ppengrOBe 16 5 15 16 14 16 13 16
Blutaspiration 0 4 - 8 5 9 7 7 8
(NI 1 12 5 7 11 5 9 6 8
Blutaspiration 0 25 0 533 | 31,3 | 643 | 438 | 538 | 50
[%] 1 75 100 | 46,7 | 688 | 357 | 563 | 461 | 50

Tab. 9.36 Makroskopischer Befund: Atelektase bei C57BIl/6-Mausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von Tieren sowie der entsprechende prozentuale Anteil der Tiere, bei
denen nach der Behandlung Atelektase auftrat. Der Befund Atelektase ist in die Auspragungsgrade 0
— 1 = nicht vorhanden und vorhanden unterteilt.

ﬁ\lr]“ppengrOBe 15 16 14 16 13 16
Atelektase 0 13 - 4 6 A 4 12 10
(NI 1 3 5 11 10 3 12 1 6
Atelektase 0 81,3 0 267 | 375 | 786 | 25 | 923 | 625
[%] 1 188 | 100 | 733 | 625 | 214 | 75 77 | 375
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Tab. 9.37 Lungenparameter: absolutes und relatives Lungengewicht bei C57BIl/6-Mausen
Dargestellt ist das absolute Lungengewicht in [mg] und das relative Lungengewicht in [mg/g] als

Median (0,25/0,75-Quantile).

Bezeichnung.

Absolutes
Lungengewicht

[mg]

Median
(0,25/0,75)

GruppengréBe in

Relatives
Lungengewicht

[mg/g]

Klammer

Luft (16) (1 5;1532:?4,1 ) (6,077’54/3253)
€020 (5) (267,217;;3628,0) (1 0,(;;)?:/71721,278)
€O 60 (15) (1 80?9())5?’211 8,9) (6,932,/71%?334)
CO- 100 (16) (1611,??5?’22554,95) (6,5Z5’?150(,331 9)
Iso 2% (14) ( 611,2?2’?0,3) (6,8?532,6795)
Is03%(16) (1451,5657/,1592,85) (6,5?3,52/2295)
Sevo 4,8% (13) R 70,32950/’2‘;5,95) (7,789,67/8;35)
Sevo 8% (16) (1 58?5/(2)’477,55) (6,7:332’?1%(,301 5)

hinter

Tab. 9.38 LungengréBe (dorsale Oberflache) bei C57BIl/6-Mausen
Dargestellt ist die LungengréBe (dorsale Oberflache) in [mm?] als Einzelwert. Es wurden je Gruppe

vier zufallig ausgewahlte Tiere untersucht.

der

Behandlungsgruppen-

CO; Sevo | Sevo
C57BI/6 Luft  CO,20 CO,60 jo* 1s02% I1s05% a0’ | go
128,95 | 1245 | 94,76 | 99,90 | 110,24 | 123,87 | 136,25 | 117,65
Einzelwerte
LungengroBe 147,15 | 132,08 | 119,41 | 104,3 | 137,33 | 140,83 | 147,86 | 148,17
[Dn?;i?'e Oberflache | 167,02 | 134,73 | 139,43 | 118,49 | 139,60 | 153,12 | 152,31 | 164,78
190,06 | 169,23 | 163,59 | 157,44 | 202,24 | 160,64 | 166,38 | 177,57

Tab. 9.39 Makroskopischer Befund: Petechien und Einblutungen bei C57BI/6-Mausen
Dargestellt sind Petechien und Einblutungen als Flachenanteil der dorsalen Lungenoberflache in [%]
als Einzelwert. Es wurden je Gruppe vier zuféllig ausgewahlte Tiere untersucht.

CO, Sevo Sevo

C57BIl/6 ‘ Luft CO,20 CO,60 100 Iso 2% | Iso 5% 4,8% 8%

. 3,5 21,6 7,2 2,4 3,9 4,5 5,7 7,5
Einzelwerte
Petechien und 8,5 30,1 7.8 11,4 5,1 6,2 21,0 258
Blutungen
Flachenanteil 39,3 32,4 25,7 21,0 8,9 17,4 28,7 51,0
[%] 60,5 47,0 42,0 39,3 26,5 66,4 35,4 54,6
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9.3.11 Mikroskopische Untersuchung des Atemtraktes bei NMRI-Mausen

Tab. 9.40 Mikroskopischer Befund: Blutaspiration bei NMRI-Mausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewahlten Tieren einer Behandlungsgruppe bzw. der
Kontrollgruppe, bei denen nach der Behandlung Blutaspiration in die Trachea und in die Bronchien
auftraten. Der Befund Blutaspiration in die Trachea ist in die Auspragungsgrade 0 — 1 = nicht
vorhanden und vorhanden unterteilt. Der Befund Blutaspiration in die Bronchien ist in die
Auspragungsgrade 0 — 3 = nicht vorhanden, gering-, mittel- und schwergradig unterteilt.

Auspra- Luft 002 002 COQ Iso
gungsgrad 20 60 100 2%
Trachea: 0 1 1 1* 2 2 - 1 -
Blutaspiration
IN] 1 3 3 2" 2 2 4 3 4
0 - 1 1 3 2 - - -
Bronchien: 1 4 3 - - - 1 3 2
Blutaspiration
[N] 2 -- -- 3 1 2 3 -- 2

* nur 3 Schnitte ausgewertet, auf dem vierten war die Trachea nicht vorhanden

Tab. 9.41 Mikroskopischer Befund: Blutfiille und Blutstau bei NMRI-Mausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewéhlten Tieren einer Behandlungsgruppe bzw. der
Kontrollgruppe, bei denen nach der Behandlung gestaute und gefillte Venen und Kapillaren (Blutfulle/
-stau) auftraten. Die Befunde sind in die Auspragungsgrade 0 — 1 = nicht vorhanden und vorhanden
unterteilt.

Auspra- Luft CO, CO, CO, Iso Iso

gungsgrad 20 60 100 2% 5%
Venen: 0 2 3 3 3 1 2 1 2
Blutfille/-stau
IN] 1 2 1 1 1 3 2 3 2
Kapillaren: 0 - - - 1 1 - - 1
Blutfllle/-stau
[N] 1 4 4 4 3 3 4 4 3
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Tab. 9.42 Mikroskopischer Befund: Einblutungen in das Lungengewebe bei NMRI-M&usen
Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewahlten Tieren einer Behandlungsgruppe bzw. der
Kontrollgruppe, bei denen nach der Behandlung Einblutungen in die Alveolarsepten und den
Alveolarraum auftraten. Die Befunde sind in die Auspragungsgrade 0 — 4 = nicht vorhanden, gering-,
mittel-, schwer- und héchstgradig unterteilt.

Auspra- Luft CO, CO, CO, Iso Iso Sevo Sevo
gungsgrad 20 60 100 2% 5% 4,8% 8%
, , 1 1 1 - 2 2 - 2 1
Einblutungen in
Alveolarsepten 2 3 1 2 - 1 4 2 3
[N]
3 - 2 1 1 - - - -
4 -- -- -- -- -- -- -- -
0 - - - 1 2 - - -
, , 1 2 - 1 2 - - 2 1
Einblutungen in
Alveolarraum 2 2 4 2 1 2 3 1 3
[N]
3 - - 1 - - 1 1 -
4 -- -- -- -- -- -- -- -

Tab. 9.43 Mikroskopischer Befund: Atelektase bei NMRI-Mausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewahlten Tieren einer Behandlungsgruppe bzw. der
Kontrollgruppe, bei denen nach der Behandlung Atelektasen auftraten. Die Befunde sind in die
Auspragungsgrade 0 — 4 = nicht vorhanden, gering-, mittel-, schwer- und héchstgradig unterteilt.

Auspra- Luft CO, CO, CO, Iso Iso Sevo Sevo
gungsgrad 20 (0] 100 2% 5% 4,8% 8%
1 -- -- 2 1 1 -- -- --
Atelektase
[N]
4 -- 1 -- 1 -- -- -- --

Tab. 9.44 Mikroskopischer Befund: Luftgehalt der Lunge bei NMRI-Mausen

Dargestellt ist der Luftgehalt als zell- und matrixfreier Flachenanteil des Sichtfeldes in [%] als
Einzelwert (Mittelwert aus 30 Sichtfeldern). Es wurden je Gruppe vier zufallig ausgewahlte Tiere
untersucht.

NMRI ‘ Luft CO,20 cO,60 S92 Sevo | Sevo

O, O,
100 Iso 2% Iso 5% 4,8% 8%

5361 | 3872 | 41,97 | 3870 | 40,11 | 4334 | 37,66 | 43,73

Einzelwerte
Luftgehalt der Lunge | 5891 | 41,84 | 51,16 | 41,02 | 57,35 | 49,80 | 5303 | 50,09
[Fc;a]Che”a”te” 60,03 | 4576 | 51,68 | 57,43 | 5884 | 53,01 | 5873 | 52,80
67,87 | 52,93 | 5575 | 59.49 | 60,69 | 5333 | 63,73 | 58,92
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9.3.12 Mikroskopische Untersuchung des Atemtraktes bei C57BIl/6-Mausen

Tab. 9.45 Mikroskopischer Befund: Blutaspiration bei C57Bl/6-Mausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewahlten Tieren einer Behandlungsgruppe bzw. der
Kontrollgruppe, bei denen nach der Behandlung Blutaspiration in die Trachea und in die Bronchien
auftraten. Der Befund Blutaspiration in die Trachea ist in die Auspragungsgrade 0 — 1 = nicht
vorhanden und vorhanden unterteilt. Der Befund Blutaspiration in die Bronchien ist in die
Auspragungsgrade 0 — 3 = nicht vorhanden, gering-, mittel- und schwergradig unterteilt.

Auspra- CO, CO, CO, Iso Iso Sevo
C57BI/6 ‘gungsgrad ‘ Luft ‘ 20 ‘ 60 ‘ 100 ‘ 2% 5%  4,8%
Trachea: 0 2" 3 2 2 4 3 1
Blutaspiration
[N] 1 1* 1 2 2 -- 1 2 3
0 1 2 - 2 1 1 12 1
Bronchien: 1 2 2 3 - 3 2 1 1
Blutaspiration
[N] 2 1 -- 1 2 -- -- 2 1
3 - - -- - -- 1 - 1

* nur 3 Schnitte ausgewertet, auf dem vierten war die Trachea nicht vorhanden

Tab. 9.46 Mikroskopischer Befund: Blutfiille und Blutstau bei C57BIl/6-Mausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewahlten Tieren einer Behandlungsgruppe bzw. der
Kontrollgruppe, bei denen nach der Behandlung gestaute und gefillite Venen und Kapillaren (Blutfille/
-stau) auftraten. Die Befunde sind in die Auspragungsgrade 0 — 1 = nicht vorhanden und vorhanden
unterteilt.

Auspra- CO, CO, CO, Iso Iso Sevo | Sevo
C57BI/6 gungsgrad | "UM o9 g0 100 2% 5% | 48% | 8%
Venen: 0 2 -- 2 3 4 3 4 3
Blutfulle/-stau
[N] 1 2 4 2 1 - 1 - 1
Kapillaren: 0 - - - - 1 1 2 2
Blutfulle/-stau
IN] 1 4 4 4 4 3 3 2 2
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Tab. 9.47 Mikroskopischer Befund: Einblutungen in das Lungengewebe bei C57Bl/6-Mausen
Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewahlten Tieren einer Behandlungsgruppe bzw. der
Kontrollgruppe, bei denen nach der Behandlung Einblutungen in die Alveolarsepten und den
Alveolarraum auftraten. Die Befunde sind in die Auspragungsgrade 0 — 4 = nicht vorhanden, gering-,
mittel-, schwer- und héchstgradig unterteilt.

Auspra-

CO, CO, CO, Iso Iso Sevo | Sevo

C57BI/6 gungsgrad | SUft | oo 60 100 | 2% 5% 4,8% 8%
. . 1 2 4 2 1 2 2 1 -
Einblutungen in
Alveolarsepten 2 1 - 1 1 2 1 3 1
[N]

3 1 - - - - - - 2

0 - - - 2 1 2 -- 1
, , 1 2 1 1 - 3 1 1 -
Einblutungen in
Alveolarraum 2 2 3 3 2 -- -- 2 1
[N]

3 - - -- - - - 1 2

Tab. 9.48 Mikroskopischer Befund: Atelektase bei C57Bl/6-Méausen

Dargestellt ist die Anzahl [N] von 4 zufallig ausgewahlten Tieren einer Behandlungsgruppe bzw. der
Kontrollgruppe, bei denen nach der Behandlung Atelektasen auftraten. Die Befunde sind in die
Auspragungsgrade 0 — 4 = nicht vorhanden, gering-, mittel-, schwer- und héchstgradig unterteilt.

C57Bl/6

Auspra-
gungsgrad

Luft

CO, CO, CO, Iso Iso Sevo Sevo
20 (0] 100 2% 5% 4,8% 8%

Atelektase
[N]

Tab. 9.49 Mikroskopischer Befund: Luftgehalt der Lunge bei C57BIl/6-Méausen

Dargestellt ist der Luftgehalt als zell- und matrixfreier Flachenanteil des Sichtfeldes in [%] als
Einzelwert (Mittelwert aus 30 Sichtfeldern). Es wurden je Gruppe vier zufallig ausgewahlte Tiere
untersucht.

C57BI/6 ‘ Luft CO,20 cO,60 S92 Sevo  Sevo

100 4,8% 8%
51,27 33,06 47,73 44,04 57,06 44,30 49,08 47,27
Einzelwerte

Lufigehalt der Lunge | 5981 | 4274 | 5567 | 4572 | 61,15 | 5357 | 59,55 | 50,51
F}}E}Che”ame” 62,60 | 4396 | 6475 | 46,70 | 61,89 | 60,08 | 61,89 | 60,73
7501 | 62,87 | 6825 | 62,05 | 6257 | 63,13 | 77,99 | 74,27

Iso 2% | Iso 5%
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