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1 Einleitung

1.1 Historischer Aspekt der Anasthesie bei Neugebor  enen

Aufgrund der schwer kontrollierbaren, dampfenden Wirkung auf die unreifen
Organsysteme wurde einer Anasthesierung Neugeborener und Kleinkinder lange Zeit
mit extremer Vorsicht begegnet. Hieraus wurde im Laufe des letzten Jahrhunderts die
gangige Praxis abgeleitet, bei Patienten dieser Altersklasse eine Anasthesie
ausschlief3lich mit Lachgas und D-Tubocurarin durchzufihren, volatile oder intravendse
Anasthetika jedoch vorzuenthalten (Hobbs et al. 1988). Aufbauend auf neuere
Untersuchungsergebnisse in den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts erfolgte ein
Paradigmenwechsel hinsichtlich des Verstadndnisses der Neurophysiologie von
Neugeborenen. Die Erkenntnis, dass das neonatale zentrale Nervensystem (ZNS) im
Zuge einer chirurgischen Intervention fahig ist, Schmerzreize wahrzunehmen und
Stressantworten zu generieren (Anand und Aynsley-Green 1988, Anand und Hickey
1987, Anand et al. 1988), fuhrte zu einem fundamentalen Wandel in Bezug auf die
perioperative Behandlung Neugeborener (Anand 1993, Bouwmeester et al. 2001, van
Lingen et al. 2002). In einer Reihe von Verdffentlichungen berichteten Anand und
Kollegen von der Notwendigkeit einer tiefen Anasthesie zur Reduktion der hohen
Stresshormonlevel, welche bei kardialen Eingriffen im Sauglingsalter auftraten. Diese
klinischen Studien wurden unterstitzt durch tierexperimentelle Untersuchungen an
neugeborenen Ratten, bei denen u. a. schmerzhafte Stimuli in Zusammenhang mit
Abnormalitaten des Langzeitverhaltens und der Schmerzempfindung gebracht wurden
(Liu et al. 1997, Anand et al. 1999, Ruda et al. 2000). Vor allem diese Ergebnisse
fuhrten zu dem aktuell vorherrschenden Verstandnis und praktischem Vorgehen der
intra- bzw. perioperativen Gabe von Anésthetika bzw. Analgetika in der padiatrischen

operativen Medizin.

1.2 Anasthetikainduzierte Neurodegeneration

Unter dem Oberbegriff ,Neurodegeneration versteht man die Entartung zellularer
Strukturen oder Funktionen, die im Rahmen der Schadigung von Nervenzellen auftritt.



Unterscheiden lassen sich hierbei die retrograde Degeneration (sog. dying back
Mechanismus), die Neurotmesis-bedingte Waller-Degeneration und die transneurale
Degeneration.

Neben den heutzutage in der Kinderanasthesie verwendeten Opiaten wirken sowohl die
intraventsen als auch die Inhalationsanasthetika Uber zwei prinzipielle
Wirkmechanismen: erstens einer Steigerung der Inhibition synaptischer Ubertragung via
GABA-Rezeptoren [z. B., Benzodiazepine, Barbiturate, Propofol, Imidazolderivate,
Isofluran, Enfluran und Halothan] (Franks und Lieb 1994, Fredriksson et al. 2007,
Rudolph und Antkowiak 2004) und zweitens einer Verminderung der Exzitation durch N-
Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren [z. B., Ketamin, N,O und Xenon] (Franks 1998,
Ikonomidou et al. 2001, Jevtovic-Todorovic 1998, Mennerick 1998, Young et al. 2005).
Fur die Einleitung und Aufrechterhaltung einer Narkose kdnnen Substanzen mit
unterschiedlichen Wirkmechanismen verwendet werden.

Untersuchungen der Gruppe um lkonomidou lie3en auf eine signifikant beschleunigte
Neurodegeneration bei Rattenjungtieren durch Stoffe mit GABA-agonistischen und
NMDA-antagonistischen Eigenschaften schlieen (Ikonomidou et al. 1999, Ikonomidou
et al. 2000, Bittigau et al. 2002). Jevtovic-Todorovic et al. berichteten, dass
Rattenjungtiere, welche einer Kombination aus lIsofluran, Midazolam und Lachgas
ausgesetzt wurden, eine vergleichbare Neurodegeneration sowie Defizite bei Lern- und
Gedachtnis-Tests aufwiesen (Jevtovic-Todorovic et al. 2003).

Gleichzeitig wurde durch Studien belegt, dass sowohl GABA als auch Glutamat, neben
ihrer Rolle als synaptische Neurotransmitter im ZNS, weit reichende Aufgaben in der
Steuerung der neuronalen Entwicklung Gbernehmen. So ist mittlerweile bekannt, dass
sie in Form epigenetischer Faktoren unter anderem an der Proliferation von
Progenitorzellen, der Migration von Neuroblasten und der Maturation von
Neurondendriten beteiligt sind (Represa und Ben-Ari 2005, Waters und Machaalani
2004). Das Zusammenspiel dieser Resultate fihrte zu der Besorgnis, die Anwendung
von Stoffen GABA-agonistischen und NMDA-antagonistischen Wirkprofils in der
Kinderanasthesie, Padiatrie und Geburtshilfe koénnte zur Induktion degenerativer
Vorgange im sich entwickelnden menschlichen Gehirn filhren (Olney et al. 2004,
Soriano et al. 2005, Todd 2004). Fur padiatrische Anésthesisten und Intensivmediziner
war diese Entwicklung von hohem Interesse, da somit die Sicherheit der in der
Kinderanasthesie verwendeten Anasthetika in Frage gestellt wurde (Davidson und
Soriano 2004).



1.3 Entwicklungsbedingte Pradisposition gegentber N eurodegeneration

Es bestehen kaum Zweifel, dass das ZNS auf3erordentlich empfindlich gegentiber einer
Unordnung des internen Milieus ist und im Vergleich zu anderen Organsystemen ein
geringes Regenerationspotential aufweist, mit der Folge, dass zugrunde gegangene
Neuronen bis auf wenige  Ausnahmen bei eventuell ablaufenden
Degenerationsvorgangen unwiderruflich verloren gehen (Bhutta und Anand 2002).
Abgesehen von mdglichen unphysiologischen Einflissen unterliegt das unreife Gehirn
zudem einer Reihe von apoptotischen Degenerationsvorgdngen als Teil seiner
normalen Entwicklung (Kuan et al. 2000).

In den spaten 1970er Jahren wurde bei Ratten gezeigt, dass die spezifische Hochphase
der Synaptogenese, auch als ,Phase des rapiden Gehirnwachstums® (brain growth
spurt period) bezeichnet, in den ersten drei postnatalen Wochen liegt (Abb. 1) (Dobbing
und Sands 1979). Beim Menschen entspricht dies dem Zeitraum vom Beginn des
dritten Trimesters an bis zum Ende des zweiten Lebensjahres (Dobbing und Sands
1973). Es lasst sich erkennen, dass in diesem kritischen Zeitfenster die neuronale
Schadensanfalligkeit durch eine unphysiologische Exposition mit GABA-agonistischen
bzw. NMDA-antagonistischen Stoffen (Ikonomidou et al. 1999, lkonomidou et al. 2000)
und Stressoren (u.a. schmerzhafte Stimuli, Hypoglykéamie, Ischamie, Hyp- und
Hyperoxie) am starksten ausgepragt ist. In zahlreichen Nagetier-Versuchen der Gruppe
um John W. Olney zeigte sich die Beschleunigung der apoptotischen Prozesse durch
die perinatale Exposition mit andsthetischen oder antikonvulsiven Stoffen sowie Ethanol
(Olney et al. 2000, Olney et al. 2000, Olney et al. 2002). Die durch Ané&sthetika
ausgeloste Unterdriickung neuronaler Aktivitdt sowie der zugrunde liegende
Mechanismus der Anasthetika-induzierten Neurotoxizitat sind bisher nicht hinreichend

geklart und weiterhin Gegenstand aktueller Forschung.
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Abb. 1: ,Phase des rapiden Gehirnwachstums* (brain growth spurt period).

1.4 Propofol

Propofol (2,6-Diisopropylphenol) hat die Summenformel C,2H;50, gehdért zu den kurz
wirkenden, intraventsen Anasthetika und wurde 1986 in die klinische Praxis eingefihrt.
Es ist in den handelstblichen Préaparaten in einer Lipidemulsion (Sojadl, Phosphatid
und Glycerin) gelést (Glen 1980, Langley und Heel 1988). Wegen seiner rasch
einsetzenden Wirkung, einer antiemetischen Wirkkomponente sowie der guten
Sedierung und Vertraglichkeit ist Propofol ein geschétztes und haufig angewandtes
Andasthetikum und Sedativum. Propofol besitzt pharmakokinetische Eigenschaften
(starke Lipophilie, hohe Proteinbindung von 98 %, hohes Verteilungsvolumen von
10 I/kg Korpergewicht), die unter Dauergabe auf eine potentielle Kumulation in
proteinreichen Geweben hindeuten. In der Vergangenheit wurden bereits mehrfach
maogliche  unerwiinschte  Wirkungen, wie  beispielsweise das ,Propofol-
Infusionssyndrom®, beschrieben. Wesentliche Merkmale dieser unerwiinschten Wirkung
sind eine schwere metabolische Azidose, Rhabdomyolyse, Nieren- und Herzversagen.
Todesfélle traten insbesondere dann auf, wenn ein schweres Krankheitsbild vorlag und
Dosen lber 5 mg/kg/Stunde Uber eine langere Dauer (> 48 Stunden) verabreicht
wurden (Motsch und Roggenbach 2004). Abgesehen davon existieren mehrere Studien,
die Propofol sowohl mit einer neuroprotektiven (Gelb et al. 2002, Kawaguchi et al. 2005)

als auch einer neurotoxischen Wirkung (Honegger und Matthieu 1996, Jevtotovic-



Todorovic et al. 2003) in Zusammenhang bringen. Propofol ist in Deutschland als kurz
wirkendes, intraventses Hypnotikum zur Einleitung und Aufrechterhaltung einer
Narkose bei Kindern (ab 1 Monat) und Erwachsenen, zur Sedierung von Erwachsenen
bei diagnostischen Malinahmen sowie bei Erwachsenen ab 17 Jahren zur Sedierung

von beatmeten Patienten im Rahmen der Intensivbehandlung zugelassen.
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Abb. 2: Strukturformel von Propofol.

1.5 Sevofluran

Sevofluran (1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2-[Fluormethoxy]-Propan) hat die Summenformel
C4H30F, ist ein zur Gruppe der Flurane gehérendes volatiles Anésthetikum und wurde
1995 in Deutschland eingefuhrt. Es ist als polyfluorierter Kohlenwasserstoff auf Basis
eines Diathylathers lipophil und liegt bei Raumtemperatur in flissiger Form vor.
Aufgrund des Siedepunktes von 58,8 T muss das Inha lationsnarkotikum fur die
Anwendung Uber einen speziellen Verdampfer vaporisiert und anschlieRend dem
Frischgas zugefuhrt werden. Die Konzentration der gasformigen Phase kann beliebig
eingestellt werden und wird als volumenprozentiger Anteil (Vol%) angegeben. Der
geringe Blut-Gas-Verteilungskoeffizient von ca. 0,65 bedingt eine schnelle Einschlaf-
und Aufwachphase. Die gute hypnotische und muskelrelaxierende sowie die nur
schwach ausgebildete analgetische Wirkkomponente bedingen die breite Verwendung
als Mittel zur Narkosefuhrung (Carpenter et al. 1986, Conzen und Nuscheler 1996).
Zusatzlich besitzt Sevofluran einen, im Vergleich zu den anderen Fluranen,
angenehmen Geruch (TerRiet et al. 2000) und ist weniger schleimhautreizend, wodurch
sich der haufige Gebrauch bei der inhalativen Narkoseeinleitung in der
Kinderanasthesie erklaren lasst. Abgesehen von der sowohl in tierexperimentellen als

auch in klinischen Studien nachgewiesenen Fahigkeit, die Ischamietoleranz des



Herzens zu verbessern (De Hert et al. 2002, Julier et al. 2003, Toller et al. 1999),
konnten postischamisch auch potentiell neuroprotektive Effekte nachgewiesen werden
(Bundgaard et al. 1998, Toner et al. 2001, Werner et al. 1995). Bei Exposition mit
Succinylcholin und / oder volatilen Anésthetika, z. B. Sevofluran, besteht die Gefahr des
Auftretens einer lebensbedrohlichen, genetisch determinierten Stérung der
Skelettmuskelfunktion, welche auch als ,maligne Hyperthermie* bezeichnet wird
(Rosenberg et al. 2007, Kudoh und Matsuki 2000). Ein mdéglicherweise vorhandener
toxischer Einfluss des in der padiatrischen Anasthesiologie weit verbreiteten

Inhalationsnarkotikums auf sich entwickelnde Neuronen ist bisher nicht untersucht.
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Abb. 3: Strukturformel von Sevofluran.
1.6 y-Aminobuttersaure (GABA)

GABA ist neben Glutamat und Glycin ein dominierender Neurotransmitter im
menschlichen Gehirn und Schatzungen zufolge Bestandteil von ungefahr 25-40 % aller
Nervenendigungen (Herlenius und Lagercrantz 2004). Wahrend GABA im
Erwachsenenalter als wichtigster inhibitorischer Transmitter des ZNS gilt, unterscheidet
sich die Funktion des Transmitters in der friihen Entwicklungsphase erheblich. Der in
dieser Periode dem eines Wachstumsfaktors ahnelnde Wirkungsbereich umfasst
sowohl die Proliferation, Migration und Differenzierung von Neuronen als auch die
Maturation von Synapsen und die Apoptose-Regulation (Owens und Kriegstein 2002a,
Owens und Kriegstein 2002b).

1.6.1 GABA-Rezeptoren

GABA bindet spezifisch an GABA-Rezeptoren, die sich als Transmembranproteine an

Nervenzellen in ionotrope (GABAA und GABAc) sowie metabotrope Rezeptoren



(GABAg) unterteilen lassen. Bedingt durch die vorherrschenden hohen intrazellularen
Chlorid-lonenkonzentrationen kommt es bei Aktivierung unreifer GABA-Rezeptoren in
der Frihphase der Entwicklung des zentralen Nervensystems zu einer Exzitation. Erst
aufgrund der perinatalen Expression des Kalium-lon/ Chlorid-lon (K* / CI)-
Kotransporters KCC2 und der damit einhergehenden Anderung des Membranpotentials
erfolgt eine Konversion zu einem inhibitorischen Effekt (Ben-Ari 2002, Miles et al. 1999).
Den in dieser Arbeit untersuchten Anasthetika Propofol und Sevofluran wird aufgrund
von zahlreichen Studien vor allem eine stark ausgepragte GABA-agonistische und eher
schwache (Sevofluran) bis nicht vorhandene (Propofol) NMDA-antagonistische
Wirkkomponente zugesprochen (Mellon et al. 2007, Dilger 2002). Propofol potenziert
die GABA-Wirkung im ZNS Uber die Induktion einer Tyrosinkinase-abhéngigen
Phosphorylierung der 3-Untereinheit des GABA-Rezeptorkomplexes (Bjornstrom et al.
2002). Sevofluran steigert ebenso wie Propofol erstens die Affinitdt von GABA zum
GABA-Rezeptor und erhoht zweitens die Offnungswahrscheinlichkeit des Chlorid-
lonenkanals (Hapfelmeier et al. 2001). Dies erfolgt allerdings Uber eine gesonderte,
nicht durch Propofol aktivierbare Bindungsstelle am GABAa-Rezeptor, deren genaue

Identifizierung bisher aussteht (Grasshoff und Antkowiak 2004).

1.6.2 GABA-Rezeptor-Antagonisten

1.6.2.1 Gabazine

Bei dem Pyridazinyl-GABA Derivat SR95531 (2-[3-Carboxypropyl]-3-Amino-6-[4-
Methoxyphenyl]-Pyridaziniumbromid), das auch als Gabazine bezeichnet wird, handelt
es sich um einen spezifischen, kompetitiven GABAa-Rezeptorantagonisten, der somit
als allosterischer Inhibitor der Offnung des Chlorid-lonenkanals wirkt (Ueno et al. 1997).
Durch die resultierende Abschwachung des transmembranen Chloridionenstroms
kommt es zur Reduzierung der GABA-bedingten synaptischen Inhibition und damit auch
der neuronalen Hyperpolarisation (Yeung et al. 2003). Der ausschliel3lich in der
Laborationsmedizin verwendete Wirkstoff steht in Verdacht im menschlichen

Organismus Konvulsionen zu verursachen (Behrens et al. 2007).



1.6.2.2 Picrotoxin

Picrotoxin, auch unter dem Namen Cocculin bekannt, ist die Bezeichnung fur das
Gemisch aus Picrotoxinin und Picrotinin (Dupont et al. 1979). Diese beiden Alkaloide
sind im Stamm und den Wurzeln der Scheinmyrte, einer Pflanze aus der Familie der
Mondsamengewdachse (Menispermaceae), enthalten. Zusétzlich zu der Anwendung als
Antidot  bei Barbituratintoxikationen stellt  der  Wirkstoff  eine neue
Behandlungsmoglichkeit des Morbus Meniere dar (Helling und Scherer 2005).
Picrotoxin gilt als nichtkompetitiver GABAa-Rezeptorantagonist und bindet den
Untersuchungen von Chen et al. nach, neben einer Reihe von Insektiziden, an einer
Bindungsstelle, die sich innerhalb des von finf Transmembransegmenten
umschlossenen Lumens des Chlorid-lonenkanals befindet (Chen et al. 2006). Der
resultierende inhibitorische Effekt an einem Neuron ist das Ergebnis aus Reduzierung
der Offnungsfrequenz, sowie Verkirzung der mittleren Offnungszeit. Zusatzlich hat der
Wirkstoff antagonistische Eigenschaften am GABAc-Rezeptor, der im Kontrast zu den
schnellen, hochfrequenten Antworten des GABAa-Rezeptors langsam und anhaltend

reagiert.
1.7 Unterscheidung des Zelltods

Hinsichtlich morphologischer und biochemischer Kriterien kdnnen prinzipiell zwei
Formen des eukaryontischen Zelltods unterschieden werden: Nekrose und Apoptose
(Kerr et al. 1972, Wyllie et al. 1980). Zudem wird im Gebiet der Neurowissenschaften
empfohlen, eine weitere Art der Zelldegeneration als Subklassifikation des
apoptotischen Zelltods zu unterscheiden: die Excitotoxizitat (Olney et al. 1972). Nicht
nur der Entwicklungsstand des zentralen Nervensystems und die Art des
beeinflussenden Stimulus, sondern auch dessen Intensitat und Dauer entscheiden Uber

den resultierenden Weg des Zellunterganges (Bredesen 2000).
1.7.1 Nekrose
Unter der Einwirkung mechanischer, thermischer sowie chemischer Stimuli kommt es

passiv zur lonenpermeabilitatssteigerung der Plasmamembran (Calcium-lon (Ca?")-

Einstrom). Der Ca®*-bedingte Adenosintriphosphat (ATP)-Verlust resultiert neben der



Desintegration von Zellorganellen in einem Anschwellen der Zelle und der als
»,osmotische Lyse" bezeichneten Ruptur der Zellmembran (Chalmers-Redman et al.
1997). Die hieraus resultierende Freisetzung inflammatorischer Mediatoren in das

Interstitium bedingt eine ausgepragte Entziindungsreaktion.

1.7.2 Apoptose und Excitotoxizitat

Der apoptotische Zelltod ist von herausragender Bedeutung im Rahmen der
Ontogenese und der physiologischen Regeneration im Sinne des Homdostaseprinzips.
Es wird davon ausgegangen, dass ca. 50 % der sich entwickelnden Neuronen bis zur
Ausreifung des Gehirns durch apoptotische Degenerationsvorgange eliminiert werden
(Yao und Cooper 1995). Eine spezifische Reizkombination bedingt die kaskadenartige
Aktivierung von endogenen Endonukleasen und Proteasen, deren katalytische
Umsetzung der Substrate zu einem kontrollierten Abbau zellularer Strukturen fihrt
(Vento et al. 2001). Unter morphologischen und biochemischen Gesichtspunkten
kommt es anschlie@end zu der als Zeiose bezeichneten Stabilititsabnahme der
Zellmemembran, Chromatinkondensation, internukleosomalen DNA-Fragmentation und
Bildung von Apoptosekoérperchen. In der Initialphase bleiben im Gegensatz zur Nekrose
die Integritdt der Zellmembran und Funktionsfahigkeit der Zellorganellen gréf3tenteils
erhalten. Durch den aktiven Prozess der Phagozytose entstandener
Apoptosekorperchen wird einer sekundaren Entziindungsreaktion entgegengewirkt.

Der Begriff ,Excitotoxizitat* bezeichnet alle akuten Prozesse, bei denen Glutamat oder
vergleichbare Strukturanaloga (NMDA oder Kainat) einen neuronalen Zelltod im ZNS
verursachen. Eine synaptische Uberaktivierung fihrt zu einer exzessiven Glutamat-
Freisetzung und einer damit einhergehenden Aktivierung postsynaptischer
Mebranrezeptoren, die Uber die Offnung der assoziierten Kanalporen einen
neurotoxischen lonen-Einstrom bewirken (Gardoni und Di Luca 2006). Mittlerweile ist
bekannt, dass excitotoxische Degenerationsvorgdnge mit zahlreichen akuten (z. B.
nach Apoplex oder Trauma) sowie chronischen (z. B. Morbus Parkinson, Multiple
Sklerose, Amyotrophe Lateralsklerose oder Morbus Alzheimer) neurologischen
Schadigungen bzw. Erkrankungen in Zusammenhang stehen (Lipton et al. 2007).



1.7.2.1 Caspasen und deren Inhibitoren

Die Interaktion von Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNF-Rezeptor) und -Ligand, die
Aktivierung des Tumorsuppressorgens p53 durch zytotoxische Stoffe oder DNA-
Schaden sowie der lber das endoplasmatische Retikulum vermittelte Zelluntergang
stellen drei der auf molekularer Ebene erfassten Hauptmechanismen der
Apoptoseausldsung dar (Chen und Wang 2002, Van Cruchten und Van Den Broeck
2002) und miunden in der Aktivierung der Caspasen. Diese Cystein-abhangigen,
Aspartat-schneidenden Proteasen sind als Zymogene in allen eukaryontischen Zellen
vorzufinden und kommen kompartimentunabhangig frei im Zytoplasma vor (Degterev et
al. 2003). lhre kontrollierte Inaktivitat ist Voraussetzung fiir das Uberleben der Zelle.
Benzyloxycarbonyl-Valin-Alanin-Aspartat-Fluoromethylketon  (zZVAD-FMK) ist ein
zellgangiger Breitspektrum-Caspase-Inhibitor und gehort zu den synthetischen
Peptidinhibitoren. Durch die erzeugte kovalente Bindung mit dem aktiven Zentrum aller
bisher bekannten Caspasen kommt es zu deren sofortiger und irreversibler
Aktivitdtshemmung (Borner und Monney 1999, Garcia-Calvo et al. 1998). Der Einsatz
von zVAD-FMK sollte in unseren Untersuchungen der Uberprifung eines mdglichen,
Uber Caspasen ablaufenden, apoptotischen Signaltransduktionsweges dienen.

1.7.2.2 Proteinkinasen und deren Inhibitoren

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Caspasen stellt die Aktivierung von
Proteinkinasen den Beginn eines weiteren Signaltransduktionsweges im Rahmen der
Apoptoseregulation dar. Die Verwendung der Inhibitoren von mitogenaktivierter Protein-
Kinase-Kinase und Phosphoinositid-3-Kinase sollte Aufschluss tber deren Anéasthetika-

bedingte, potentielle Aktivierung geben.

1.7.2.2.1 Mitogenaktivierte Protein-Kinase-Kinase ( MEK1/2)

Als Untergruppe der mitogenaktivierten Protein-Kinasen (MAPK) gehdren die
extrazellular regulierten Kinasen (ERK1/2) aufgrund ihrer Modifizierung zu den
Serin/Threonin-Kinasen. Uber Tyrosinkinase-Rezeptoren (Trk-Rezeptoren) kommt es
zur Aktivierung des G-Proteins Ras, das die MAPK-Kinase-Kinase (MAP3K) bindet und
zur Phosphorylierung der MEK1/2 fuhrt. Die resultierende Aktivierung der ERK1/2 leitet
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durch eine partielle Translokation in den Nukleus die Umlagerung von
Phosphatgruppen an zahlreiche Transkriptionsfaktoren ein. Diese, eigentlich im
Rahmen der terminalen Differenzierung unreifer neuronaler Zellen und des Schutzes
vor Apoptose, durch Neurotrophine aktivierte Signaltransduktionskaskade konnte in
neueren Studien iber verschiedene Stimuli, wie z. B. Ostradiol oder Hyperoxie, auch
mit der Induktion eines Zellunterganges in Zusammenhang gebracht werden (Wong et
al. 2003, Zhang et al. 2003).

1,4-Diamino-2,3-Dicyano-1,4-bis[2-Aminophenylthio]Butadien (U0126) ist ein hoch-
selektiver, in Studien etablierter Inhibitor der MEK1 und MEK2 (Duncia et al. 1998,
Favata et al. 1998), der nachweislich den physiologischen Schutz vor apoptotischer

Degeneration blockieren kann (Buckley et al. 1999).

1.7.2.2.2 Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)

Die aus zwei Untereinheiten bestehende PI3K kann ebenfalls mit dem G-Protein Ras
oder direkt mit Rezeptortyrosinkinasen interagieren. Uber die Umsetzung von
Phospatidylinositol-4,5-biphosphat  (PIP2) und Phospatidylinositol-3,4,5-triphosphat
(PIP3) aus Membranlipiden kommt es zur Rekrutierung der Proteinkinase B, deren
kontrollierte Aktivitat entscheidend fur eine adaquate Zellhomdostase ist (Patapoutian
und Reichhardt 2001).

2-(4-Morpholinyl)-8-Phenyl-1(4H)-Benzopyran-4-onhydrochlorid ~ (ly294002) ist ein
spezifischer, zellgangiger Inhibitor der PI3-Kinase (Vlahos et al. 1994), dessen Einsatz
in Studien zu einer Steigerung der Apoptoserate in einem Modell fir Hypoxie-induzierte

Schadigung bei Gehirn-Schnitten neonataler Ratten fiihrte (Hirai et al. 2004).

1.8 Fragestellung

Eine stetig wachsende Anzahl experimenteller Daten deutet darauf hin, dass
Anasthetika aufgrund ihrer GABAergen und Glutamatergen Wirkmechanismen eine
negative Beeinflussung des unreifen zentralen Nervensystems nach sich ziehen
konnen. Verstarkt wird diese These durch neuere Erkenntnisse, nach denen GABA und
Glutamat, zusatzlich zu ihrer Rolle als synaptische Neurotransmitter, vielfaltige
Aufgaben der neuronalen Entwicklungsregulation im ZNS erfullen. Da eine aus

tierexperimentellen und klinischen Studien resultierende, generelle Vorenthaltung
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anasthetischer Stoffe bei Neugeborenen und Kleinkindern nicht zur Diskussion steht,
sollten weitere klinische und laborexperimentelle Untersuchungen erfolgen, um die
komplexen thematischen Zusammenhange zwischen Anéasthetikaanwendung und
Neurodegeneration weiter aufzuklaren und somit zur Sicherheit der Kinderanasthesie
und neonatologischen Intensivmedizin beitragen zu kénnen.

In der vorgelegten Arbeit sollten die in der Kinderanasthesie verwendeten Anasthetika
Propofol und Sevofluran hinsichtlich ihrer Zellviabilitatsbeeinflussung von neonatalen
kortikalen Neuronen der Ratte durch Testung mittels einer Zeit- und
Konzentrationsreihe untersucht werden. Ziel war die Detektion potentieller
neuroprotektiver und / oder neurodegenerativer Effekte der untersuchten Anasthetika im
Tiermodell ~ durch  Viabilitatsmessung  mittels  3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid  (MTT). Weiterfuhrend sollte (Gber die mdgliche
Beeinflussung der Anasthetikawirkung durch gleichzeitige Applikation eines GABA-
Rezeptor-Antagonisten (Gabazine, Picrotoxin) versucht werden, eine Aussage Uber
deren vorherrschenden Wirkmechanismus zu treffen. Die Verwendung eines enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) zur DNA-Fragmentierungs-Detektion sollte helfen,
zwischen einem nekrotischen oder apoptotischen Degenerationspotential der
Andasthetika differenzieren zu kénnen und anschliel3end durch Inhibition der Caspasen
(mittels zZVAD-FMK), der MEK1/2 (mittels U0126) und der PI3K (mittels ly294002) eine

Beeinflussung des Signaltransduktionsweges zu Uberprtfen.
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2 Material und Methodik

Die Grundsatze der Charité - Universitatsmedizin Berlin zur Sicherung guten
wissenschaftlichen Arbeitens wurden beachtet. Zur Sicherung des grof3tmdglichen
Keimausschlusses wurden, falls notwendig, alle Arbeitsschritte unter einer LaminAir®

Sicherheitswerkbank durchgefuhrt.

2.1 Materialliste und Bezugsquellen

Die bei Durchfihrung der vorliegenden Arbeit verwendeten Materialien sind im
Folgenden unterteilt in Chemikalien und Zellkulturmedien, Zellkulturbedarf, Kits, Gerate
und Software aufgefthrt.

2.1.1 Chemikalien und Zellkulturmedien

Abbott GmbH und Co. KG, Wiesbaden, Deutschland:
Sevofluran (SEVOrane®)

Biochrom Berlin AG, Berlin, Deutschland:
Penicillin / Streptomycin

Cell Signaling Technology Inc., Beverly, MA, USA:
ly294002
u0126

Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg v. d. H., Deutschland:
Ampuwa® Spiillésung
Propofol 1% Fresenius

Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA:
Gibco® B-27 Supplement

™ Medium

Gibco® Neurobasa
Trypsin / EDTA
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland:

EDTA

Isopropanol
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PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich:
Dulbecco’s PBS (1x)

Promega Corp., Madison, WI, USA:
zVAD-FMK

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland:
L-Glutamin
Picrotoxin
Poly-D-lysine hydrobromide
Salzsaure
SDS
SR95531
Trypanblau

2.1.2 Zellkulturbedarf

BD Biosciences, San Jose, CA, USA:
Falcon® Conical Tube, 15 ml
Falcon® Conical Tube, 50 ml
Falcon® Cell Culture Flask, 75 cm?
Falcon® Cell Culture Petri Dish, 200 mm x 20 mm
Falcon® Cell Strainer 40 ym Nylon
Falcon® MICROTEST™ 96-well Microplate, flat-bottom
Corning Incorporated, New York, NY, USA:
costar® Reagent Reservoir, 50 ml
costar® stripette®
Sarstedt AG und Co., Numbrecht, Deutschland:
Zentrifugenrdhre, 15 ml

Zentrifugenrdhre, 50 ml

2.1.3 Kits

Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzach-Wyhlen, Deutschland:
Cell Death Detection ELISA”-YS



2.1.4 Gerate

billups-rothenberg inc., Del Mar, CA, USA:
Modular Incubator Chamber (M.I.C.-101™)

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland:
Trockenschrank ED 53

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA:
Microplate Reader Model 550

Datex-Ohmeda Corp., Helsinki, Finnland:
CAPNOMAC CO; und Agens Monitor

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland:
Centrifuge 5714R

GFL GmbH, Burgwedel, Deutschland:
Wasserbad Typ 1004

Gottl. Kern und Sohn GmbH, Balingen-Frommern, Deutschland:
Analysenwaage 770

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland:
LaminAir® HBB 2448
Megafuge 1.0R

Hirschmann Laborgerate GmbH und Co. KG, Eberstadt, Deutschland:
pipetus®-akku

IKA Works Inc., Wilmington, NC, USA:
MS1 Minishaker

Karl Hecht KG, Sondheim, Deutschland:
Zahlkammer nach Neubauer improved

Labotect Labor-Technik GmbH, Géttingen, Deutschland:
Formula Scientific 3164 Incubator

Olympus Corp., Tokyo, Japan:
Phasenkontrast-Tischmikroskop CK2
Kamera PM-C35DX

STEPHAN GmbH Medizintechnik, Gackenbach, Deutschland:
Artec Anasthesiesystem

Vapamasta 6
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2.1.5 Software

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA:
Microplate Manager PC Software, Version 4.0

GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA:
Graphpad Prism Software, Version 4.03

2.2 Versuchstiere

Fur die Anlage der primaren kortikalen Zellkulturen wurden embryonale Wistar-Ratten
vom Embryonaltag 18 (E18) verwendet. Es wurde versucht, das Alter der embryonalen
Neuronen so zu wahlen, dass es dem neuronalen Entwicklungsstand von
Frihgeborenen bzw. Foten im dritten Trimester der Schwangerschaft beim Menschen
gleichzusetzen ist und einem Stadium innerhalb der postulierten ,Phase des rapiden
Gehirnwachstums” entspricht. Alle vor der Entnahme terminiert verpaarten Ratten
wurden in einem vollklimatisierten Tierstall unter standardisierten Bedingungen
(Raumtemperatur 23 + 1 C, relative Luftfeuchte 55 * 5 %, zwdlfstiindiger Hell-Dunkel

Rhythmus) mit freiem Zugang zu Futter (Altromin®, Lage) und Trinkwasser gehalten.

2.3 Neonatale primare Neuronenkultur der Ratte

2.3.1 Gewinnung

Die Gewinnung der neuronalen Primarkulturen aus embryonalem Gehirngewebe wurde
unter Beachtung des Tierschutzgesetzes der Bundesrepublik Deutschland und den
davon abgeleiteten Richtlinien zur Durchfiihrung von Tierversuchen durchgefiihrt. Eine
Anzeige der Totung von Wirbeltieren zu wissenschaftlichen Zwecken nach 8 4 (3)
TSchG wurde beim Landesamt fur Gesundheit und Soziales mit der Nummer T0169/03
am 26.06.2003 gestellt. Die Praparationen der kortikalen Neuronen erfolgten nach
einem modifizierten Protokoll von Akaike (Akaike et al. 1993). Das trachtige Tier wurde
mit CO, narkotisiert und durch zervikale Dislokation getttet. Nach keimarmer Entnahme
des Uterus erfolgte die Freipraparation der Embryonen, sowie nach einem
Nackenschnitt die Freilegung der Cerebri und deren Entnahme. Nach der Abtrennung

der Cortices vom restlichen Hirngewebe wurden diese von Blutgefal3en und Hirnhauten
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befreit und in gekihltes Medium udberfihrt. Dieses bestand in allen betreffenden
Arbeitsschritten aus NeuroBasal™ Medium + B27 Supplement (B27) [2 %] + L-Glutamin
(L-Glut) [1 %] + Penicillin/Streptomycin (P/S) [1 %] (NBM). Anschlielend wurde das
Gewebe vorsichtig dreimal mit 5 ml Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (D-PBS)
gespult und fir 15 Minuten, versetzt mit einer gebrauchsfertigen Trypsin / ethylene-
diaminetetraacetic acid (EDTA)-Losung [0,05/0,02 %], in dem 37 °C warmen
Wasserbad inkubiert. Durch darauf folgendes, dreimaliges Waschen des Gewebes in
NBM erfolgte die Inaktivierung des Trypsins. Die nun in 5 ml NBM befindlichen Zellen
wurden im weiteren Verlauf mit in der Flamme abgerundeten Pasteurpipetten
unterschiedlicher Groe in zwei Schritten mechanisch desintegriert. Um
Zellbruchstiicke und Erythrozyten zu eliminieren, wurde nach Zentrifugation der
Zellsuspension bei 1000 rpm fur 4 Minuten und Raumtemperatur der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in 2 ml frischem NBM resuspendiert. Verbliebene,
undissoziierte Gewebsstlicke wurden mittels Filtration durch eine 40 um Siebmembran
entfernt. Nach Anfarbung von 20 ul der Zellsuspension mit 80 ul einer
Trypanblaulésung [0,5 %] konnte unter Zuhilfenahme einer Neubauer improved

Zahlkammer die gewonnene Gesamtzellzahl bzw. die Zellzahl pro ml bestimmt werden.

2.3.2 Farbungen

Das Gehirn selbst sowie die daraus hergestellten Zellsuspensionen setzen sich aus
mehreren Zelltypen (Astrozyten, Neuronen, Oligodendrozyten, Mikroglia und Zellen aus
verunreinigenden Geweben wie GefalRe und Reste der weichen Hirnhaut) zusammen.
Im Rahmen der Untersuchung bestimmter Zellarten ist die Farbung einzelner
spezifischer Zellbestandteile und die damit einhergehende zweifelsfreie ldentifikation
des Zelltyps unerlasslich.

Das fibrillare, saure Gliaprotein (GFAP) gehort zur Familie der Typ -
Intermediarfilamente und kann einzeln oder auch gruppiert im Zytoskelett vorliegen.
Neben seiner Existenz in Astrozyten (sowie den davon abgeleiteten Zellen) und
ependymalen Zellen ist eine Ko-Expression mit neuronalen Markern bei fetalen Kulturen
nachgewiesen (Rosser et al. 1997).

Neurofilamente (NF) sind neuronenspezifische Intermediarfilamente, die sich als
Heteropolymere aus verschiedenen Typ-1V-Polypeptiden darstellen (NF-L, NF-M und

NF-H). Diese unterscheiden sich hinsichtlich ihres Molekulargewichts und dem
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Zeitpunkt des Auftretens wahrend der Hirnentwicklung. Im Zentrum jedes Axons
befinden sich stabartig angeordnete Neurofilamente, welche oft mit Mikrotubuli
assoziiert sind. Neurofilamente sind fir die Dickenzunahme der Axone verantwortlich
und sind so mitbestimmend fiir die Geschwindigkeit der Impulsleitung.

Mithilfe von routinemaRligen Farbungen fur GFAP und Neurofilament, konnte gezeigt
werden, dass bei der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Art der Gewinnung ein

Zellverhaltnis von 98-99 % Neuronen pro Gesamtzellen resultiert (Berns et al. 2009).

2.3.2 Anlage und Kultivierung

Die 96-Well-Zellkulturplatten wurden mit 30 ul pro Vertiefung (Well) einer poly-D-Lysin-
Losung [0,1 mg/ml] eines 30-70 kDa Homopolymers vorbeschichtet, dreimalig mit
200 pl Aqua dest. gewaschen und fur 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet. Im
Anschluss wurden die Vertiefungen mit 100 ul NBM gefillt und die Zellsuspension in
dem Falcon® Réhrchen mit NBM auf eine Konzentration von 2,4x10° Zellen pro ml
verdunnt. In jedes Well wurden jeweils 25 pl der Suspension gegeben, so dass ca.
60.000 Neuronen pro Well zur Aussaat kamen. Zur Eliminierung der erhdhten
Verdunstung in den auf3en liegenden Wells (Edge Effect) wurde in diese jeweils 200 pl
Aqua dest. pipettiert (Lundholt et al. 2003). Die Zellen wurden bei 37 T in 5%
kohlendioxidhaltiger Atmosphéare in humidifizierten Begasungsbrutschréanken kultiviert.
Am 7. Tag in vitro (DIV) wurden 75 uyl NBM zupipettiert und am 14. DIV 100 ul des
Mediums gewechselt. Nach Maturation erfolgten zwischen dem 12. und 22. DIV die

Experimente.
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Abb. 4: Die Fotografie mithilfe eines Phasenkontrastmikroskops zeigt den Ausschnitt eines
Zellkulturplatten-Wells mit neonatalen, primaren Neuronen der Ratte nach 12 Tagen Kultivierung.

Vierfache VergroRRerung.

2.4 Testung der Zellviabilitat

Die Reduktion des gelblich gefarbten, wasserldslichen Tetrazoliumsalzes MTT (3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid) zum tiefblau-schwarz gefarbten,
wasserunldslichen Formazan durch zellulare Succinat-Dehydrogenasen, reduziertes
Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) und reduziertes Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat (NADPH) stellt das Hauptprinzip der MTT-Methode dar (Abb. 5).
Diese enzymatisch katalysierten Reduktionsschritte finden in den Mitochondrien und
dem endoplasmatischen Retikulum statt, in denen sich der Farbstoff anreichert. Das
dort kristallin abgelagerte Formazan ist optisch gut gegenuber den anderen
Zellkompartimenten abgrenzbar und lasst sich mit organischen LOsungsmitteln in
Losung bringen. Die Menge des extrahierten, reduzierten Farbstoffes entspricht der
Metabolisierungsaktivitat der Zellkultur. Die Absorption des entstandenen Formazans
wird spektrophotometrisch bei einer Wellenlange von 570 nm (Messwellenlange) gegen
630 nm (Referenzwellenldnge) bestimmt. Da Dehydrogenasen nur in lebenden Zellen
aktiv sind, dient die Umwandlung von MTT als Mal3 fur die Lebensfahigkeit (Viabilitat)
einer Zellpopulation (Mosmann 1983).

Vor dem Ende des jeweiligen Versuches wurde eine Losung aus 90 % NBM und 10 %
gebrauchsfertiger MTT-Stammlésung (5 mg/ml in Aqua dest.) hergestellt. Die
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behandelten Kulturplatten wurden entsprechend der bestimmten Expositionsdauer aus
dem Inkubator genommen und die Versuchslésungen vorsichtig entfernt. Jeweils 100 pl
pro Well der MTT /NBM-L6sung der Konzentration 1 mg/ml wurde auf die Zellen
pipettiert und die Wellplatten fir weitere zwei Stunden inkubiert. Durch Zugabe von 100
Ml einer gebrauchsfertigen 10 %igen Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)-Losung
(Natriumdodecylsulfat in Isopropanol mit 10 mM HCI) und einer anschlie3enden
Inkubation tUber 24 Stunden wurden die gebildeten Formazankristalle gel6st. Ein ELISA
Microplate Reader bestimmte bei 570 nm die Absorptionswerte der einzelnen Wells,
aus denen mithilfe der Microplate Manager PC Software die Mittelwerte berechnet

wurden.
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Abb. 5: Reduktionschritt von MTT zu Formazan durch zellulare Reduktasen.

2.5 Propofolversuche

Zu Versuchsbeginn wurden Propofol / NBM-Lésungen in den gewinschten
Konzentrationen von 0,01, 0,1 und 1 mg/ml hergestellt. Auf den Kulturplatten
befindliches Nahrmedium wurde abgesaugt und in die 6 bis 12 Vertiefungen jeweils
100 pyl Lésung der zu untersuchenden Konzentration pipettiert. Die unbehandelten
Kontrollen bestanden aus jeweils 6 bis 12 Wells, in die 100 pl pro Well NBM pipettiert
wurden. Die sechs vorbereiteten Kulturplatten wurden nun bei 37T in 5 %
kohlendioxidhaltiger Atmosphare in humidifizierten Begasungsbrutschranken fir 3, 6, 9,
12, 24 oder 48 Stunden inkubiert.
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2.6 Sevofluranversuche

Zum Versuchsstart wurde das noch in den Wells befindliche NBM entfernt und jeweils
100 ul pro Well NBM zupipettiert. Die Modular Incubator Chamber (MIC) (Studer et al.
2000) wurde unter der LaminAir® Werkbank mit sechs in dieser Art vorbereiteten 96-
Well-Zellkulturplatten und einer 6-Well-Platte mit 2 ml Aqua dest. pro Well, zur
Aufrechterhaltung der humidifizierten Atmosphare, beflllt. Anschlielend wurde die
Inkubationskammer an ein Anasthesiesystem mit einem Vapamasta 6 Sevofluran-
Vaporisator angeschlossen und mit der Sevoflurananflutung begonnen. Uber einen
Zeitraum von 10 Minuten wurde mithilfe eines CAPNOMAC CO, und Agens Monitors je
nach Versuchsansatz 4 oder 8 Vol% Sevofluran eingestellt und die MIC zur
Aufrechterhaltung der Versuchstemperatur geschlossen in einem
Begasungsbrutschrank platziert. Bei Plattenentnahme nach einer Expositionsdauer von
3, 6,9, 12, 24 oder 48 Stunden wurde das quantitative Zelliuberleben mithilfe der MTT-
Methode bestimmt und die Volumenkonzentration von Sevofluran in der Kammer
wiederhergestellt. Als Kontrollen dienten jeweils 6 bis 12 Wells unbehandelter
Zellplatten des gleichen Zellalters, in die zu Versuchsbeginn 100 ul pro Well NBM

pipettiert wurden und die jeweils dem gleichen Inkubationszeitraum entsprachen.

Abb. 6: Die Fotografie zeigt die mit Zellflaschen und Wellplatten befillte Modular Incubator Chamber kurz
nach Wiederaufsattigung der fir den Versuch notwendigen Sevoflurankonzentration mithilfe eines Artec
Anasthesiesystems.
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2.7 Beeinflussung durch GABA-Rezeptor-Antagonisten

Zuerst wurden Gabazine / NBM- bzw. Picrotoxin / NBM-Lésungen der Konzentration
0,1 mM hergestellt. Unabhangig von folgender Propofol- oder Sevofluran-Exposition
wurden 6 bis 12 Wells mit 100 yl der GABA-RA / NBM-L6sung fir 30 Minuten in dem
Begasungsbrutschrank prainkubiert. AnschlieRend wurden die entsprechenden Wells
abgesaugt. Bei den Untersuchungen der Propofolexposition wurde in die
vorbehandelten Wells eine vorher angefertigte  Propofol [1 mg/ml] / GABA-
RAA [0,1 mM] / NBM-LOsung gegeben. Far die Untersuchungen der
Sevofluranexposition wurden die prainkubierten Zellkulturplatten-Wells vor Platzierung
in der MIC mit 100 ul einer GABA-RA [0,1 mM] / NBM-L6sung beflllt. Analog zu den
vorangegangenen Versuchen ohne GABA-RA wurde nach einer Expositionsdauer von
3, 6, 9, 12, 24 und 48 Stunden das quantitative Zelliberleben bestimmt und die
Versuchsbedingungen in der Kammer wiederhergestelit.

2.8 Testung der Fragmentierung der Desoxyribonuklei nsaure (DNA)

Die DNA-Fragmentierung zu Oligonukleosomen ist ein irreversibler Schritt im
apoptotischen Programm. Eine am Ende der Apoptosesignalkaskade aktivierte
Endonuklease fuhrt durch Schneiden der DNA an den fir das Enzym zuganglichen
Linkerregionen der Nukleosomen zur Entstehung von DNA-Histon-Komplexen. Das
verwendete Cell Death Detection ELISA”'YS Kit, ein quantitativer sandwich-enzyme-
immuno-assay, ermoglicht den quantitativen Nachweis von Mono- und
Oligonukleosomen unter Verwendung von monoklonalen Antikérpern gegen DNA und
Histonproteine. Aufgrund der Nekrose-bedingten Steigerung der lonen-Permeabilitat
der Zellmembran und deren resultierender Ruptur (osmotische Lyse) spricht der
Nachweis von Nukleosomen in dem Zellkulturiiberstand fir einen nekrotischen
Degenerationsvorgang, wohingegen diese bei apoptotischen Degenerationsvorgangen
intrazellular nachweisbar sind. Zur Unterscheidung eines nekrotischen von einem
apoptotischen Degenerationsgeschehen wurden somit sowohl der Uberstand, als auch
die Zellen als Untersuchungsmaterial verwendet. Der Uberstand der mit Propofol bzw.
Sevofluran behandelten Zellen wurde vorsichtig entfernt und bei 2-8<T
zwischengelagert. Die in den Wells befindlichen Neuronen wurden mit 200 pl pro Well

Lysepuffer fur 30 Minuten bei Raumtemperatur lysiert. Anschlieend wurden die
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Wellplatten mitsamt Lysat bei 1100 rpm fur 10 Minuten zentrifugiert, um kleine, I6sliche
DNA-Histon-Komplexe von hochmolekularen Bestandteilen zu trennen. Zu der mit
Streptavidin beschichteten Mikrotiterplatte wurden nun jeweils 20 pl pro Well des
lysierten Uberstandes sowie in weitere Wells 20 pl des im ersten Schritt entfernten
Zelluberstandes pipettiert. In gleicher Art wurde mit unbehandelten Zellen
(Negativkontrolle), einem gebrauchsfertigen DNA-Histon-Komplex (Positivkontrolle) und
dem Inkubationspuffer (Leerkontrolle) verfahren. Im néachsten Schritt wurde unter
Zugabe von 80 pl pro Well eines Immuno-Reagens (Gemisch aus Anti-Histon-Biotin
und Anti-DNA-Peroxidase) die Wellplatte fir 2 Stunden bei Raumtemperatur und
300 rpm auf einen MS1 Minishaker gestellt. Wahrend dieser Inkubationsperiode bindet
der Anti-Histon-Antikorper an die Histon-Komponente der eventuell vorhandenen
Nukleosomen und wird als Immunokomplex an die mit Streptavidin beschichtete
Mikrotiterplatte gebunden. Zuséatzlich reagiert der Anti-DNA-POD-Antikdrper mit der
DNA-Komponente der Nukleosomen. Durch vorsichtiges, dreimaliges Spulen mit 300 pl
Inkubationspuffer wurden ungebundene Komponenten entfernt. Die nun teilweise in den
Wells vorliegende Peroxidase setzte die 100 pl des Substrats 2,2°-Azino-di(3-
ethylbenzthiazolinsulfonat) (ABTS) zu einem grinen Farbstoff um, welcher
photometrisch im ELISA Microplate Reader bei 405 nm (gegen 492 nm) bestimmt
wurde. Die gemessene Absorption der Farbstofflésung ist proportional zur

Konzentration der Oligonukleosomen (Holdenrieder et al. 2004).

2.9 Beeinflussung der apoptotischen und protektiven Signaltransduktion

Zu Beginn des Versuchs wurden eine zVAD-FMK /NBM-L6sung [0,04 mM], eine
U0126 / NBM-L6sung [0,1 mM] und eine ly294002 / NBM-L6sung [0,1 mM] hergestellt.
Von den aus dem Inkubator entnommenen Zellkulturplatten wurde das Medium durch
Absaugen entfernt und in 6-12 Wells 100 yl des zu untersuchenden Hemmstoffes
apoptotischer Signalwege pipettiert. Nach einer Prainkubationszeit von 30 Minuten
wurden die behandelten Wells erneut abgesaugt und in Abhéangigkeit des
Anasthetikums entweder mit 100 pl einer Propofol [1 mg/ml] / Hemmstoff [0,04 bzw.
0,01 mM] / NBM-L6sung fur den Propofolversuch oder mit 100 pl einer Hemmstoff [0,04
bzw. 0,01 mM] / NBM-L6sung fir den Sevofluranversuch befillt. Bei den fur 24 Stunden
inkubierten Neuronen wurde das quantitative Zelliberleben mithilfe der MTT-Methode

bestimmt.
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2.10 Statistische Analyse und grafische Darstellung

Alle ermittelten Viabilitdts- und Absorptionswerte werden angegeben als Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Statistische Vergleiche der Gruppen bei
Normalverteilung wurden unter Verwendung des T-Tests fur unabhangige Stichproben
oder gegebenenfalls der Multi-Varianz Analyse (ANOVA) und des Bonferroni Post-Tests
durchgefiihrt. Sowohl die statistische Auswertung, als auch die Erstellung der
Saulendiagramme erfolgte mit der Graphpad Prism Software. Alle p-Werte sind
zweiseitig und wurden bei der Auswertung ab einem p-Wert von < 0,05 als statistisch
signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Alleinige Propofolexposition

Bei einer Propofolkonzentration von 0,01 mg/ml zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich des quantitativen Zelliberlebens gegentber der
Kontrollgruppe (Abb. 7A). Bei insgesamt funf Versuchsdurchgéangen betrug das mittlere
Zellalter 17,6+1,6 DIV.

0,1 mg/ml Propofol zeigte im Vergleich zu dem Zeitraum von 3 bis 24 Stunden nach
Applikation, in dem sich in Bezug auf die unbehandelte Kontrollgruppe keine statistische
Signifikanz zeigte, bei einer Expositionsdauer Uber 48 Stunden einen signifikanten
Riuckgang der Uberlebensfahigkeit um etwa zwei Drittel (70,3+5,3 %, p=0,0113)
(Abb. 7B). Bei insgesamt funf Versuchsdurchgdngen betrug das mittlere Zellalter
17,6+1,6 DIV.

Nach 3 und 6 Stunden Exposition mit Propofol in der Konzentration 1 mg/ml war das
quantitative Zelluberleben verglichen mit den Kontrollen signifikant grol3er
(150,1+12,1 %, p=0,0033 bzw. 131,8+8,5 %, p=0,0056). Nach 9 Stunden sanken die
Werte auf ein Level der Kontrollgruppe (106,6+9,8 %, p=0,5192). Des Weiteren kam es
zu einer signifikanten Verringerung der Uberlebensrate nach 12, 24 und 48 Stunden
Exposition (82,1+6,9 %, p=0,0285; 42,8+5,9 %, p<0,0001 und 22,4+4,0 %, p<0,0001)
(Abb. 7C). Bei insgesamt zehn Versuchsdurchgéngen betrug das mittlere Zellalter
18,2+1,5 DIV.

Zuséatzlich zu den Einzelabbildungen (Abb. 7A-C) sind die direkten Vergleiche der
Zellviabilitatswerte der drei untersuchten Propofolkonzentrationen in weiteren
Abbildungen zusammengefasst (Abb. 7D-F)

Fotografien der mit Propofol in der Konzentration von 1 mg/ml fur 24 Stunden
behandelten Zellen mittels Phasenkontrastmikroskopie liel3en morphologisch deutlich
neurodegenerative Veranderungen im Vergleich zu den Kontrollen erkennen (Abb. 8).
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Abb. 7: Zellviabilitatswerte von neonatalen primaren neuronalen Kulturen der Ratte ermittelt nach 3, 6, 9,
12, 24 und 48 Stunden Exposition mit Propofol in den Konzentrationen 0,01 mg/ml (weif3) (A), 0,1 mg/mi
(grau) (B) und 1 mg/ml (schwarz) (C). Gegenuberstellung von Zellviabilitatswerten beziiglich der Propofol
Exposition von 0,01 mg/ml (wei8) und 0,1 mg/ml (grau) (D), der Propofol Exposition von 0,01 mg/mi
(weiR) und 1 mg/ml (schwarz) (E), sowie der Propofol Exposition von 0,1 mg/ml (grau) und 1 mg/ml
(schwarz) (F) fir jeden Zeitabschnitt. Signifikanzen, verglichen mit unbehandelten Zellen als Kontrollen
(kariert), sind gekennzeichnet mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) und *** (p < 0,001). Die Daten sind dargestellt
als Mittelwert + SEM. Methyl Thiazol Tetrazolium (MTT).
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Abb. 8: Fotografien mithilfe eines Phasenkontrastmikroskops zeigen die Zellmorphologie von
unbehandelten neuronalen Kontrollzellen (linke Seite) und Neuronen, die fur 24 Stunden mit 1 mg/ml
Propofol behandelt wurden (rechte Seite). 40-fache Vergrol3erung.

3.2 Alleinige Sevofluranexposition

In den ersten 9 Stunden der Exposition mit Sevofluran in der Konzentration von 4 Vol%
waren keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des quantitativ ermittelten
Zelliberlebens messbar. Nach einer Expositionsdauer von 12, 24 und 48 Stunden kam
es im Vergleich zur Kontroligruppe zu einem deutlichen Abfall der Uberlebensrate
(73,0+7,7 %, p=0,0246; 48,6+9,9 %, p=0,0066 und 36,2+12,9 %, p=0,0078) (Abb. 9A).
Bei insgesamt funf Versuchsdurchgéngen betrug das mittlere Zellalter 17,6+1,6 DIV.

Bei einer Sevoflurankonzentration von 8 Vol% und eine Expositionsdauer von
3 Stunden zeigten sich keine statistischen Signifikanzen. Ab einer Inkubationszeit von
6 Stunden war ein messbarer Abfall der ermittelten Viabilitatswerte erkennbar: Diese
betrugen nach 6 Stunden 76,5+4,3 % (p=0,0028), nach 9 Stunden 66,4+10,9 %
(p=0,0363), nach 12 Stunden 53,0+10,3 % (p=0,0197), nach 24 Stunden 43,6%5,4 %
(p=0,0005) sowie nach 48 Stunden 29,0+6,5 % (p=0,0004) (Abb. 9B). Bei insgesamt
sechs Versuchsdurchgangen betrug das mittlere Zellalter 18,0+1,5 DIV.

Bei Vergleich der beiden untersuchten Sevoflurankonzentrationen wurde eine
signifikante Reduzierung der Zellviabiltatswerte von 3 bis 9 Stunden durch 8 Vol%
Sevofluran deutlich, wohingegen ab einer Expositionsdauer von 12 Stunden keine
signifikanten Unterschiede mehr feststellbar waren (Abb. 9C).

Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden mit Sevofluran in der Konzentration von
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8 Vol% belegten Fotografien der behandelten Zellen mittels Phasenkontrastmikroskopie

deutliche neurodegenerative Veranderungen im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 10).
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Abb. 9: Zellviabilitatswerte von neonatalen primaren neuronalen Kulturen der Ratte ermittelt nach 3, 6, 9,
12, 24 und 48 Stunden Exposition mit Sevofluran in den Konzentrationen 4 Vol% (weil3) (A) oder 8 Vol%
(schwarz) (B). Gegenlberstellung von Zellviabilitaétswerten beziglich der Sevofluran Exposition von
4Vol% (weil3) und 8 Vol% (schwarz) fir jeden Zeitabschnitt (C). Signifikanzen, verglichen mit
unbehandelten Zellen als Kontrollen (kariert) (A, B) oder zwischen den beiden Versuchsgruppen (C), sind
gekennzeichnet mit * (p < 0,05) und ** (p < 0,01) Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM. Methyl
Thiazol Tetrazolium (MTT).

Abb. 10: Fotografien mithilfe eines Phasenkontrastmikroskops zeigen die Zellmorphologie von
unbehandelten neuronalen Kontrollzellen (linke Seite) und Neuronen, die fir 24 Stunden mit 8 Vol%
Sevofluran behandelt wurden. 40-fache Vergrof3erung.
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3.3 Addition von GABA-Rezeptor-Antagonisten bei Pro pofolexposition

Nach 3, 6, 9 und 12 Stunden konnten signifikante Unterschiede hinsichtlich der
Zellviabilitat von Propfofol-behandelten Neuronen, welche mit Gabazine (komp. GABAx-
RA) oder mit Picrotoxin (nicht-komp. GABAa-RA) koexponiert waren, im Vergleich zu
allein mit Propofol behandelten Zellen gezeigt werden (Abb. 11). Der Propofol-bedingte
Anstieg des Zelluberlebens nach 3 und 6 Stunden (Abb. 7) wurde unter Addition von
Gabazine (von +50,1 auf +3,2 %; p<0,01 nach 3 Stunden und von +31,8 % auf -5,6 %;
p<0,05 nach 6 Stunden) oder Picrotoxin (von +50,1 auf -1,8 %; p<0,01 nach 3 Stunden
und von +31,8 auf -17,8 %; p<0,01 nach 6 Stunden) vollstandig aufgehoben. Bei einer
Expositionsdauer von 9 und 12 Stunden konnte ein Ruckgang der Zellviabilitat
verglichen mit der alleinigen Propofolexposition bei Addition von Gabazine (von +9,3
auf -28,2 %; p<0,05 nach 9 Stunden und von -19,9 auf -50,8 %; p>0,05 nach
12 Stunden) oder Picrotoxin (von +9,3 auf -37,0 %; p<0,01 nach 9 Stunden sowie von
-19,9 auf -65,8%; p<0,01 nach 12 Stunden) gemessen werden. Ab einer
Versuchsdauer von 24 Stunden zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich des Zelliberlebens zwischen den Versuchsgruppen, wobei die nach 3 bis
12 Stunden nachweisbare Viabilitdtsreduktion durch die GABAA-RA in der Tendenz
erkennbar blieb (Abb. 11). Bei insgesamt sechs (Gabazine) bzw. funf (Picrotoxin)
Versuchsdurchgédngen betrug das mittlere Zellalter 16,7+2,3 DIV (Gabazine) bzw.
18,4+1,9 DIV (Picrotoxin).
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Abb. 11: Zellviabilitatswerte von neonatalen primaren neuronalen Kulturen der Ratte ermittelt nach 3, 6,
9, 12, 24 und 48 Stunden Exposition mit 1 mg/ml Propofol und den GABAs-Rezeptor-Antagonisten
Gabazine [0,1 mM] (l&angs gestreift) und Picrotoxin [0,1 mM] (quer gestreift). Signifikanzen, verglichen mit
Zellen, die nur mit 1 mg/ml Propofol behandelt wurden als Kontrollen (schwarz), sind gekennzeichnet mit
* (p < 0,05) und ** (p < 0,01). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert +/- SEM. Methyl Thiazol
Tetrazolium (MTT), Propofol (prop) Gabazine (gab), Picrotoxin (ptx).
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3.4 Addition von GABA-Rezeptor-Antagonisten bei Sev  ofluranexposition

Sowohl bei der Verwendung von Gabazine als auch von Picrotoxin konnte kein
signifikanter Einfluss der Rezeptor-Antagonisten auf die Sevofluranwirkung ermittelt
werden. Allerdings war zu allen Messzeitpunkten eine Tendenz beziiglich einer
Abschwéchung des Sevofluran-bedingten Abfalls der Zellviabilitatswerte zu erkennen
(p>0,05) (Abb. 12). Bei jeweils drei Versuchsdurchgangen (Gabazine und Picrotoxin)
betrug das mittlere Zellalter 17,0+2,1 DIV.
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Abb. 12: Zellviabilitatswerte von neonatalen primaren neuronalen Kulturen der Ratte ermittelt nach 3, 6,
9, 12, 24 und 48 Stunden Exposition mit 8 Vol% Sevofluran und den GABA4-Rezeptor-Antagonisten
Gabazine [0,1 mM] (l&angs gestreift) und Picrotoxin [0,1 mM] (quer gestreift). Signifikanzen, verglichen mit
Zellen, die nur mit 8 Vol% Sevofluran behandelt wurden als Kontrollen (schwarz), konnten nicht
festgestellt werden. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + / - SEM. Methyl Thiazol Tetrazolium (MTT),
Sevofluran (sevo), Gabazine (gab), Picrotoxin (ptx).
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3.5 DNA-Fragmentierung nach Propofolexposition

Die Evaluierung der Differenzierung des Zelltods in Apoptose und Nekrose ergab einen
signifikanten Unterschied (p=0,0431) beziglich der Absorption und damit der Menge an
detektierten apoptotischen Oligonukleosomen (Zelllysat) nach 24-stiindiger Exposition
mit Propofol in der Konzentration 1 mg/ml (189,3+28,7) im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe  (92,3t14,8). Die Detektion nekrotischer  Oligonukleosomen
(Zelluberstand) ergab ebenfalls eine statistische Signifikanz (p=0,0499) zwischen der
Kontrolle (3,5+0,9) und den mit Propofol behandelten Zellen (10,0£2,0), lag jedoch
insgesamt deutlich unter dem Absorptionsniveau der lysierten Zellen (Abb. 13). Somit
lasst der ELISA nach Propofolexposition eine signifikante DNA-Fragmentierung
hinsichtlich einer stark erhdhten, vorherrschenden Apoptose und einer leicht erhéhten
Nekrose erkennen. Bei insgesamt vier Versuchsdurchgangen betrug das mittlere
Zellalter 16,3+1,7 DIV.
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Abb. 13: Absorptionswerte von neonatalen primaren neuronalen Kulturen der Ratte ermittelt nach
24 Stunden Exposition mit 1 mg/ml Propofol (schwarz) unter Verwendung des Cell Death Detection Kit

ELISAPYS, Signifikante Unterschiede, verglichen mit unbehandelten Zellen als Kontrollen (kariert), sind

gekennzeichnet mit * (p < 0,05). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM.
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3.6 DNA-Fragmentierung nach Sevofluranexposition

Die Untersuchung zur Spezifizierung des Zelltods mittels ELISA ergab nach 24 Stunden
keinen signifikanten Unterschied bezlglich der Menge an detektierten apoptotischen
(p=0,8523) und nekrotischen (p=0,3256) Oligonukleosomen der mit 8 Vol% Sevofluran
behandelten Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontroligruppe: (102,3+48,0 bzw.
92,3+10,4) und (37,3%£26,2 bzw. 3,5+0,9) (Abb. 14). Nach Sevofluranexposition zeigte
sich somit die Tendenz zu einer leicht verstarkt ablaufenden Apoptose und einer
deutlicheren, aber ebenfalls nicht signifikanten Steigerung der Nekrose. Bei insgesamt

vier Versuchsdurchgangen betrug das mittlere Zellalter 16,3+1,7 DIV.
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Abb. 14: Absorptionswerte von neonatalen primaren neuronalen Kulturen der Ratte ermittelt nach

24 Stunden Exposition mit 8 Vol% Sevofluran (schwarz) unter Verwendung des Cell Death Detection Kit
ELISAPLYS, Signifikante Unterschiede, verglichen mit unbehandelten Zellen als Kontrollen (kariert),

konnten nicht festgestellt werden. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM.
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3.7 Proapoptotische / antiapoptotische Signalkaskad en bei Propofolexposition

Nach Pra- und Koinkubation der Neuronen mit den drei untersuchten Hemmstoffen
proapoptotischer / antiapoptotischer  Signalwege: zVAD-FMK (Caspase-Inhibitor),
U0126 (MEK-Inhibitor) und 1ly294002 (PI3K-Inhibitor) konnte keine statistische
Signifikanz hinsichtlich unterschiedlicher Zellviabiltdtswerte ermittelt werden. Die
Messwerte beziehen sich auf einen Expositionszeitraum von 24 Stunden und eine
Propofolkonzentration von 1 mg/ml (Abb. 15). Bei jeweils funf Versuchsdurchgangen
betrug das mittlere Zellalter 15,2+1,7 DIV.
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Abb. 15: Zellviabilitditswerte von neonatalen primaren neuronalen Kulturen der Ratte ermittelt nach
24 Stunden Exposition mit 1 mg/ml Propofol und den Inhibitoren proapoptotischer bzw. antiapoptotischer
Signalkaskaden zVAD-FMK [0,04 mM], U0126 [0,01 mM] oder ly294002 [0,01 mM] (grau). Signifikante
Unterschiede, verglichen mit Propofol-behandelten Zellen als Kontrollen (schwarz), konnten nicht
festgestellt werden. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM. Methyl Thiazol Tetrazolium (MTT),
Caspase-Inhibitor (zVAD-FMK), Inhibitor der mitogenaktivierten Protein-Kinase-Kinase (U0126),
Phosphoinositid-3-Kinase-Inhibitor (ly294002).
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3.8 Proapoptotische / antiapoptotische Signalkaskad en bei

Sevofluranexposition

Weder mit zVAD-FMK noch mit U0126 oder ly294002 konnte ein statistisch signifikanter
Unterschied hinsichtlich veranderter Zellviabiltatswerte nach 24 Stunden gegenuiber den
gemessenen Vergleichswerten nach Sevofluranexposition der Konzentration 8 Vol%
gezeigt werden (Abb. 16). Bei jeweils vier Versuchsdurchgangen betrug das mittlere
Zellalter 16,3£2,1 DIV.
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Abb. 16: Zellviabilitatswerte von neonatalen primaren neuronalen Kulturen der Ratte ermittelt nach 24
Stunden Exposition mit 8 Vol% Sevofluran und den Inhibitoren proapoptotischer bzw. antiapoptotischer
Signalkaskaden zVAD-FMK [0,04 mM], U0126 [0,01 mM] oder ly294002 [0,01 mM] (grau). Signifikante
Unterschiede, verglichen mit Sevofluran-behandelten Zellen als Kontrollen (schwarz), konnten nicht
festgestellt werden. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM. Methyl Thiazol Tetrazolium (MTT),
Caspase-Inhibitor (zVAD-FMK), Inhibitor der mitogenaktivierten Protein-Kinase-Kinase (U0126),
Phosphoinositid-3-Kinase-Inhibitor (ly294002).
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4  Diskussion

Die mogliche Gefahr der Neurotoxizitatsinduktion bei Durchfihrung einer sonst
scheinbar komplikationslosen Anéasthesie von Frih- und Neugeborenen ist ein
kontroverses, in hohem Mal3e diskutiertes Thema (Anand und Soriano 2004, Olney et
al. 2004, Todd 2004). In der vorgelegten Arbeit wurde mittels MTT-Methode versucht,
eine Aussage hinsichtlich madglicher Viabilitdtsverdnderungen bei neonatalen
Neuronenkulturen der Ratte durch Propofol oder Sevofluran zu treffen.

Unsere Daten zeigen, dass die Inkubation mit 1 mg/ml Propofol nach drei und sechs
Stunden eine signifikante Steigerung der Uberlebensrate neuronaler Zellen bedingte,
wohingegen ab 12 Stunden ein signifikanter Rickgang der Viabilitatswerte messbar
war. Nach 12 Stunden Expositionsdauer mit Sevofluran in der Konzentration 4 Vol%,
sowie bereits nach 6 Stunden bei 8 Vol% zeigte sich ein signifikanter Abfall der
Zellviabilitatswerte. Die Propofol-bedingte neuroprotektive Wirkung war unter
Verwendung der GABA-Rezeptor-Antagonisten aufgehoben, wéhrend die sowohl durch
Propofol als auch durch Sevofluran ausgel6ste Neurodegeneration nicht beeinflusst
wurde. Die Evaluation der Art des vorherrschenden Degenerationsvorganges unter
Anwendung eines DNA-Fragmentierungs-ELISAs liel3 auf eine signifikante Propofol-
bedingte Erhdhung der Apoptose- und Nekroserate sowie auf eine nur tendenziell
erkennbare Nekrosesteigerung durch Sevofluran schlieRen. Bei den verwendeten
Caspase- und Proteinkinase-Inhibitoren konnte keine signifikante Zellviabiltatsdnderung

nachgewiesen werden.

4.1 Anasthetika mit neurodegenerativem Potential

Auch wenn von neuroprotektiven Effekten durch Andasthetika bei Hypoxie- und
Ischamie-bedingten Nervenschéadigungen im reifen Gehirn berichtet wurde (Head und
Patel 2007, Himmelseher und Durieux 2005), beschreibt eine Reihe von Studien einen
neurodegenerativen Einfluss GABA-agonistisch und/oder NMDA-antagonistisch
wirkender Anasthetika im unreifen Gehirn (Bittigau et al. 2002, Mellon et al. 2007,
Fredriksson et al. 2007, Jevtovic-Todorovic et al. 2003). Diese Empfindlichkeit besitzt
ihre grof3te Auspragung in dem als ,Phase des rapiden Gehirnwachstums®
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bezeichneten, umschriebenen Zeitraum der Hirnentwicklung. Im Gegensatz zu dem
Gehirn von Nagetieren, bei denen diese Periode die ersten drei postnatalen Wochen
umfasst, zeigt sich bei Betrachtung des menschlichen Gehirns eine im dritten Trimester
beginnende und bis zum Alter von zwei Jahren reichende temporare Ausweitung
(Dobbing und Sands 1979, Fredriksson et al. 2007, lkonomidou et al. 2000). Ein
Grof3teil der in diesem Bereich publizierten Studien befasste sich mit
neurodegenerativen Effekten des NMDA-blockierenden Anésthetikums Ketamin,
dessen Anwendung in der padiatrischen Medizin in den letzten Jahren rucklaufig ist
(Mellon et al. 2007). Eine ausgepragte Neurodegeneration nach Ketamin und anderen
NMDA-Rezeptor-Antagonisten wurden an Gehirnen neonataler Ratten (lkonomidou et
al. 1999) und Mausen (Young et al. 2005) gezeigt. Des Weiteren konnte bei Ketamin-
Applikation in nicht-apoptotischen Dosen eine Beeintradchtigung der dendritischen
Aussprossung GABAerger Rattenneuronen nachgewiesen werden (Vutskits et al.
2006). Die 2007 publizierte Studie von Fredriksson et al. weist interessanterweise
zudem auf eine Potenzierung des Ketamin-abhangigen Unterganges neonataler
Nervenzellen durch zusatzliche Verabreichung GABAerger Substanzen (z.B.
Barbiturate, Propofol) hin (Fredriksson et al. 2007). Ein weiteres Uber die Inhibition des
NMDA-Rezeptors wirkendes Anasthetikum, das Lachgas (N;O), konnte bei
unterschiedlichen in vivo Modellen mit Verhaltensanderungen und neurodegenerativen
Effekten in Verbindung gebracht werden (Jevtovic-Todorovic et al. 2000, Jevtovic-
Todorovic et al. 1998). Auch Stoffe mit Uberwiegend GABAa-agonistischen
Eigenschaften wie Propofol, Barbiturate und Benzodiazepine verfiigen tber ein, in
zahlreichen Studien belegtes, neurotoxisches Potential (Bittigau et al. 2002, Gascon et
al. 2007, Young et al. 2005). Bei GABAergen Neuronen, als Bestandteil von
Nervenzellkulturen der Ratte, konnte im Gegensatz zu Gliazellen eine signifikante
Vulnerabilitat gegentber Propofol nachgewiesen werden (Honegger und Matthieu
1996). Zusatzlich wurde 2005 von Vutskits et al. publiziert, dass in einem in-vitro
Rattenmodell bereits klinisch relevante Propofolkonzentrationen die dendritische
Differenzierung GABAerger Interneuronen beeinflussen kénnen, wohingegen dieses

Phanomen unter Midazolamgabe nicht zur Auspragung kam (Vutskits et al. 2005).
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4.2 Propofol

4.2.1 Propofolwirkung bei primaren, neonatalen Neur  onenkulturen der Ratte

In der vorgelegten Arbeit konnte kein signifikanter Einfluss des Hypnotikums Propofol
bei einer Konzentration von 0,01 mg/ml bezlglich mdglicher ViabilitAitsanderungen
festgestellt werden, wohingegen sich bei hoheren Konzentrationen [0,1 mg/ml] zuerst
ein signifikanter Rickgang der Zelliberlebensrate bei Langzeitexposition (48 Stunden)
zeigte. Bei der hochsten getesteten Konzentration von 1 mg/ml konnte zwischen einer
frihzeitigen, 3 bis 6 Stunden dauernden, signifikanten Erh6hung und einem, im
Vergleich zur geringeren Konzentration von 0,1 mg/ml, starker ausgepragten und
bereits ab 12 Stunden einsetzenden Absinken der Zellviabilitdt unterschieden werden.
Der signifikante, potentiell neuroprotektive Effekt bei 1 mg/ml Propofol bei 3 Stunden
war deutlich starker ausgepragt als der nach 6 Stunden. Im Zusammenhang mit einer
Ischamie-bedingten Zellschadigung konnte die protektive Wirkung des Anasthetikums
bereits in einigen Studien gezeigt werden: So berichteten Young et al. 1997, dass die
Infarktgrof3e bei mit Propofol anasthesierten im Vergleich zu Isofluran-anésthesierten
Ratten signifikant kleiner war (Young et al. 1997). Gelb und Kollegen zeigten 2002,
dass eine Uber einen Zeitraum von vier Stunden dauernde Propofolgabe, welche sofort
oder eine Stunde nach einer fokalen Ischamie begonnen wurde, das Infarktausmal
signifikant verkleinerte (Gelb et al. 2002). Dieser Effekt des Hypnotikums wird mit seiner
Fahigkeit, als Radikalfanger zu wirken, dem Senken der Glutamatfreisetzung und der
Potenzierung der GABAa-bedingten Inhibition der synaptischen Ubermittlung in
Zusammenhang gebracht (Kawaguchi et al. 2005).

Bei unseren hier vorgestellten Versuchsreihen in der Zellkultur wurden allerdings keine
ischamischen Bedingungen erzeugt, so dass sich der zugrunde liegende Schaden bzw.
der potentielle Schutz des Anasthetikums erst Uber die genaue Betrachtung des
Versuchsablaufs erklaren lasst. Zu Versuchsbeginn kommt es aufgrund des
standardisiert durchgefiihrten Austausches des auf der Kultur befindlichen
Nahrmediums mit der Propofol / NBM-L6sung (bzw. der reinen NBM-L6sung bei der
Kontrollgruppe) zu einer Anderung des extrazellularen Milieus auf der Zellkulturplatte.
Diese schlagartige Veranderung der chemischen Zusammensetzung resultiert in einem
begrenzten Zelluntergang (Arden und Betenbaugh 2006). Zur Vermeidung dieser
Kausalitat wird bei einem Mediumwechsel im Rahmen der Zellfitterung empfohlen, nur
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die Halfte des Mediums zu wechseln (Arden und Betenbaugh 2004), wobei dies durch
die Notwendigkeit der Einhaltung einer genauen Wirkstoffkonzentration bei
Versuchsbeginn  nicht  realisierbar  ist.  Diese  versuchsbedingte leichte
Neurodegeneration, welche im Vergleich zur Kontrollgruppe durch Propofol [1 mg/ml] in
einem frihen Expositionszeitraum (bis 6 Stunden) abgeschwacht wurde, erklart auch
den positiven Nachweis von DNA-Histon-Komplexen (Apoptose) im DNA-
Fragmentierungs-ELISA.

Die ab 48 Stunden [0,1 mg/ml] bzw. ab 12 Stunden [1 mg/ml] ersichtliche, potentiell
neurodegenerative Wirkung von Propofol lasst auf eine deutliche Empfindlichkeit der
gewonnenen Neuronenkultur in dieser Phase des Gehirnwachstums gegentiber einer
hohen Konzentration des Andasthetikums Propofol bei Langzeitexposition schlie3en.
Bereits 1994 konnte nach Propofolgabe ein Anstieg der zytosolischen freien Ca®*-
Konzentration und einhergehende Veranderungen in der Organisation des Aktin-
Zytoskeletts bei menschlichen Gliazellen und Rattenneuronen nachgewiesen werden
(Jensen et al. 1994). 1996 zeigten Honegger und Matthieu, dass vor allem GABAerge
Neuronen von Ratten eine hohe Vulnerabilitdt gegeniiber der Langzeitexposition von
Propofol besitzen (Honegger und Matthieu 1996). In spateren Studien wurde diese
neurotoxische Wirkkomponente vor allem bei kortikalen Neuronen neugeborener Ratten
bestétigt (Spahr-Schopfer et al. 2000).

4.2.2 Einfluss von GABA-Rezeptor-Antagonisten aufd  ie Propofolwirkung

Unter Verwendung der GABA-Rezeptor-Antagonisten Gabazine und Picrotoxin mit
Propofol kam es in unserer Untersuchung zu einem signifikanten Rickgang der
ermittelten Zellviabilitatswerte bis 9 (Gabazine) bzw. bis 12 Stunden (Picrotoxin), was
u. a. zu einer kompletten Aufhebung des Propofol-bedingten neuroprotektiven Effekts
nach 3 und 6 Stunden fihrte. Die Blockade des ligandengesteuerten
Chloridionenkanals mittels GABAa-Rezeptor-Antagonist sowie die damit einhergehende
Unterbindung der Propofol-bedingten Polaritatsanderung resultierte in einem kurzfristig
(bis 12 Stunden) gesteigerten Toxizitatspotential von Propofol. Dies lasst sich unter
Beachtung der GABAx-Rezeptor-Antagonisten-bedingten Blockierung der
unphysiologisch langen Stimulation von unreifen Neuronen via GABAa-Agonist
(Propofol) erklaren, wodurch eine Verstarkung der exzitatorischen Komponente der

GABA-Wirkung wahrend der Entwicklungsphase madglicherweise verhindert wird
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(Khazipov 2004). Allerdings mussten weitergehende Versuche mittels Patch-Clamp-
Technik angeschlossen werden, um eine definitive Aussage hinsichtlich der
entwicklungsbedingten Regulation des neuronalen GABAa-Rezeptors in den
untersuchten Kulturen machen zu kdénnen. Unabhangig davon lasst die fehlende
Beeinflussung der Propofol-bedingten Neurodegeneration nach 24 und 48 Stunden die
Dominanz eines GABAa-Rezeptor-unabhangigen Wirkmechanismus vermuten. So
konnte eventuell ein Propofol-bedingter potentieller Agonismus am Glycin- oder Kainat-
Rezeptor (Yamakura et al. 2001) auch fir die in mehreren Studien nachgewiesenen
Propofoleigenschaften verantwortlich sein: ein Anstieg der intrazellularen Ca*'-
Konzentration und damit einhergehende Veranderungen der Aktinorganisation (Jensen
et al. 1994) oder der vermehrten Freisetzung von Lactatdehydrogenase (LDH) und

Blockierung der Makrophagenfunktion (Chen et al. 2003).

4.2.3 Evaluation des Propofol-bedingten Zelltods

In der vorliegenden Arbeit sprechen die Ergebnisse des durchgefiihrten DNA-
Fragmentierungs-ELISAs fur das Uberwiegen einer apoptotischen Zelldegeneration und
befinden sich damit in Ubereinstimmung mit dem gegenwaértigen Forschungsstand.
Mithilfe einer Fluor-Jade Anfarbung von Mauseneuronen konnte bei einer hohen
Propofolkonzentration allein oder in Koexposition mit Ketamin eine Steigerung der
Apoptoserate detektiert werden (Fredriksson et al. 2007). Eine signifikante neuronale
Apoptose bei Mausejungtieren konnte bei intraperitonealer Applikation von 50 mg
Propofol pro kg Korpergewicht (KG) ausgeldst werden. Dies entspricht einem Viertel der
fur die OP-Fahigkeit in diesem Tiermodell benétigten Narkotikumdosis (Cattano et al.
2008). Eine exzessive Inhibition bei reifen Neuronen bzw. eine resultierende Exzitation
unreifer Neuronen durch die Propofol-bedingte GABA-Potenzierung als Ausloser der
apoptotischen Neurodegeneration scheint im Hinblick auf die in den Versuchen
gezeigte GABAa-Unabhéangigkeit wenig wahrscheinlich.

Die im Anschluss durchgefiihrten Versuche zur Spezifizierung des ablaufenden
apoptotischen Singnaltransduktionsweges ergaben keine signifikanten Ergebnisse. So
konnte trotz irreversibler Hemmung der Caspasen durch die Addition von zVAD-FMK
(Lavrik et al. 2005) keine Steigerung der Anzahl lebender Zellen erzielt werden. Ein
schitzender Effekt vor apoptotischer Degeneration durch die Aktivierung von

extrazellular regulierten Kinasen 1/2 und der Phosphoinositid-3-Kinase wurde
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hinreichend beschrieben (Buckley et al. 1999, Honda et al. 2000). Sowohl der
eingesetzte Inhibitor der ERK1/2 als auch jener der PI3K flhrten zu einer
Degenerationsteigerung in einem Modell Hypoxie-induzierter Apoptose bei Gehirn-
Schnitten neonataler Ratten (Hirai et al. 2004). In Kulturen unreifer Oligodendrozyten
wirkte Ostrogen einer Hypoxie-induzierten Inaktivierung der ERK1/2 und PI3K entgegen
und reduzierte somit signifikant die Apoptoserate (Gerstner et al. 2007). In der
vorliegenden Arbeit fiihrte die Blockierung des extrinsischen antiapoptotischen
Signalweges mittels U0126 (ERK1/2-Inhibitor) und ly294002 (PI3K-Inhibitor) nicht zu
einer erhohten Sensitivitdit gegenuber den zuvor detektierten, ablaufenden
apoptotischen Degenerationsvorgdngen. Zur Festigung der These des, mithilfe des
DNA-Fragmentierungs-ELISAs identifizierten,  vorherrschenden apoptotischen
Zellunterganges sind immunhistochemische oder immuncytochemische Nachweise

unter Verwendung von Antikdrpern anzuraten.

4.3 Sevofluran

4.3.1 Sevofluranwirkung bei primaren, neonatalen Ne uronenkulturen der
Ratte

Die Untersuchung von mdglichen zeit- und dosisabhangigen Effekten des
Andasthetikums Sevofluran auf priméare neuronale Zellkulturen der Ratte war ein weiterer
Schwerpunkt der Arbeit. Dies stellt eine Erweiterung der Datenlage hinsichtlich einer
maoglichen Beeinflussung des sich entwickelnden Gehirns durch volatile Anésthetika
dar, welche bisher stark auf Studien mit Halothan, Isofluran und Lachgas beschréankt ist.
Nach Gewinnung und Kultivierung von hippocampalen Schnittkulturen aus sieben Tage
alten Rattenjungtieren konnte die starkste Auspragung neurodegenerativer Effekte
bereits bei einer Isoflurankonzentration von 1,5 Vol% und einer Expositionszeit von nur
funf Stunden beobachtet werden (Wise-Faberowski et al. 2005). Eine auf alleinige
Isofluran- oder Kombinations-Anasthesie mit Midazolam und Lachgas folgende
Neurodegeneration konnte bereits an sieben Tage alten Ratten nachgewiesen werden
(Jevtovic-Todorovic et al. 2003). Studien und Fallberichte zeugen von moglichen
eleptiformen EEG-Veranderungen sowie kurzzeitigen, postoperativen
Verhaltensanderungen, z.B. vermehrten Wutanfallen, Schlafstérungen und

Appetitlosigkeit nach einer Sevoflurananasthesie bei Kleinkindern (Conreux et al. 2001,
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Vakkuri et al. 2001, Keaney et al. 2004, Kain et al. 2005, Stargatt et al. 2006). Anhand
eines experimentellen Tiermodells gewonnene Daten zur praklinischen Untersuchung
der Sevofluran-Effekte an unreifen Neuronen existieren bis jetzt nicht (Loepke und
Soriano 2008).

Eine durch die Versuche ableitbare Aussage dieser Arbeit ist, dass eine Sevofluran-
Exposition bei unserem verwendeten in vitro Tiermodell eine neuronale Degeneration
zur Folge hat. Dies wird durch die ermittelten, einer Zeitabhangigkeit folgenden,
signifikant reduzierten Zellviabilitatswerte nach 12 Stunden bei 4 Vol% Sevofluran bzw.
bereits nach 6 Stunden bei 8 Vol% Sevofluran deutlich. Zusatzlich lassen die Daten
eine klare Konzentrationsabhangigkeit bezlglich des Auftretens potentiell
neurodegenerativer Effekte erkennen. So induzierte die héhere Sevoflurankonzentration
von 8 Vol% im Vergleich zu den untersuchten 4 Vol% im Verhéltnis zur Kontrollgruppe

eine deutlich starker ausgepragte Neurodegeneration.

4.3.2 Einfluss von GABA-Rezeptor-Antagonisten auf d  ie Sevofluranwirkung

Als einer der wichtigsten Mechanismen der anasthetischen Wirkungsentfaltung von
Sevofluran und den anderen volatilen Anasthetika ist die Interaktion mit dem GABAa-
Rezeptor anzusehen (Campagna et al. 2003, Rudolph und Antkowiak 2004). Obwohl
Sevofluran die inhibitorische, postsynaptische Offnungswahrscheinlichkeit an GABAx-
Rezeptoren verstarkt, scheint dies durch die nur tendenziell nachweisbare
Abschwéchung der neurodegenerativen Wirkung durch die GABA-RA in unseren
durchgefiihrten Versuchen nicht der vorherrschende Mechanismus zu sein. Ob die
gezeigte Neurodegeneration Uber weitere, mit der Wirkung volatiler Anasthetika
assoziierter Rezeptoren (z.B. Acetylcholin-, Serotonin-, Glycin- und Glutamat-
Rezeptoren) vermittelt wird (Campagna et al. 2003, Rudolph und Antkowiak 2004) oder
eine Interferenz mit zytoplasmatischen Signalproteinen, wie Proteinkinase C
(Hemmings und Adamo 1994, Slater et al. 1993) wahrscheinlich ist, wurde nicht geklart

und sollte Bestandteil weiterer Studien sein.

4.3.3 Evaluation des Sevofluran-bedingten Zelltods

Die Apoptose war in diversen Modellen, die sich mit Neurodegeneration durch volatile

Andasthetika beschéftigten, der zugrunde liegende Mechanismus der Schadigung. So
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kam es vor allem bei Mausen und Ratten nach alleiniger Isofluran-Exposition in der
Konzentration von 0,75 bis 1,5 Vol% nach 4 bis 6 Stunden zu einer nachweisbaren
Apoptose von Neuronen (Ma et al. 2007, Yon et al. 2005, Young et al. 2005). In einer
von Loepke und Soriano 2008 veroffentlichten Ubersichtsarbeit wird deutlich, dass die
Gewichtung der Untersuchungshaufigkeit von Wirkstoffen stark zu Gunsten der
traditionell ~ verwendeten  volatilen  Anasthetika ausfallt: Von den 30
zusammengetragenen praklinischen Studien Uber Anéasthetika-induzierte Effekte auf die
neuronale Struktur bei neonatalen Tieren betrafen 18 Studien das Anasthetikum
Isofluran, wahrend weitere 6 Halothan-, 4 Lachgas- und 2 Xenon-Effekte untersuchten.
Es bleibt festzuhalten, dass obwohl Sevofluran in der Kinderanasthesie der meist
genutzte volatile Wirkstoff zur Narkoseeinleitung ist, keine tierexperimentellen Daten
hinsichtlich der Beobachtung neuronaler Strukturen und neurokognitiven Verhaltens
nach Sevoflurangabe existieren (Loepke und Soriano 2008). In der vorliegenden Arbeit
zeichnet sich, ausgehend von den Ergebnissen des DNA-Fragmentierungs-ELISAs, das
Vorherrschen eines tendenziell, jedoch nicht signifikanten, nekrotischen
Degenerationsvorganges ab. Eine Blockierung des extrinsischen apoptotischen
Signalweges mittels zVAD-FMK konnte den Sevofluran-bedingten Zelluntergang nach
24 Stunden Exposition nicht verhindern oder abschwachen. Der Versuch einer
intrinsischen Inhibition der ERK1/2 oder der PI3K zeigte keinen Apoptose-
verstarkenden Effekt. Auch wenn eine Aktivierung sowohl des extrinsischen als auch
des intrinsischen apoptotischen Signalweges in einem in vivo-Tiermodell durch Isofluran
gezeigt werden konnte (Yon et al. 2005), war dies hier nach Sevofluran-Exposition nicht
maoglich. Weiterfihrende Versuche, unter Verwendung weiterer etablierter Techniken
wie der direkten Detektion der Caspase-3-Aktivierung mithilfe von Western Blot oder

Immunhistochemie (Ma et al. 2007, Olney et al. 2002), waren sinnvoll.

4.4 Kritische Bewertung der verwendeten Methodik

Der Vorteil primarer neuronaler Kulturen besteht in dem guten quantitativen und
langfristigen Uberleben auf Platten ausgesater Zellen in serumfreiem B27 / Neurobasal-
Medium (Brewer 1995). Folglich benutzten wir primare neuronale Kulturen embryonaler
Ratten, um den Fokus der Studie auf die Erforschung eines Anasthetika-bedingten

potentiell neurodegenerativen Einflusses bei sich entwickelnden Neuronen zu richten.
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4.4.1 Beurteilung der verwendeten Propofolkonzentra  tionen

In einer klinischen Studie wurden nach einer Narkoseeinleitung mit Propofol (2 mg/kg
KG) und einer Erhaltungsdosis von 8 mg/kg Kérpergewicht pro Stunde fir 15 Minuten
Blutplasmakonzentrationen von ca. 2,2 yg/ml nach 5 Minuten sowie
Liguorkonzentrationen von ungefahr 35 ng/ml nach 15 Minuten gemessen (Engdahl et
al. 1998). Die gewahlte Propofolkonzentration von 1 mg/ml scheint somit in Bezug auf
die ermittelten Werte sehr hoch gewahlt. Hierbei sei zum einen ausdriicklich darauf
hingewiesen, dass eine Ungenauigkeit hinsichtlich eines Dosisvergleichs zwischen
humanem und Nagetiergewebe sowie zwischen in vivo und in vitro Studien besteht und
zum anderen bedacht werden muss, dass keine Daten bezuglich der potentiellen
Kumulation und der damit verbundenen lokalen Konzentration im humanen Hirngewebe
bei Langzeitapplikation existieren (Loepke und Soriano 2008). Eine klinische Relevanz
von Untersuchungen mit hohen Propofolkonzentrationen von bis zu 1 mg/ml kann

folglich nicht vollstéandig ausgeschlossen werden.

4.4.2 Beurteilung der verwendeten Sevoflurankonzent  rationen

Sowohl die Exposition mit 4 Vol% als auch die mit 8 Vol% Sevofluran verursachten im
untersuchten Tiermodell eine detektierbare Neurodegeneration. Studiendaten belegen,
dass Ratten im Allgemeinen eine hoéhere minimum alveolar concentration (MAC)
bendtigen, um ein definiertes Anéasthesie-Niveau aufrecht zu erhalten (Barbry et al.
2007). Zudem ist der MAC-Wert von Sevofluran altersabhéangig: Er variiert zwischen 2,0
Vol% bei Erwachsenen und 3,3 Vol% bei Neugeborenen (Hobbhahn und Funk 1996)
bzw. zwischen 2,95 Vol% bei 30 Tage alten Ratten und 3,74 Vol% bei drei Tage alten
Ratten (Orliaguet et al. 2001). Somit wirkt vor allem die gewéhlte Konzentration von
8 Vol% Sevofluran hoch angesetzt, wobei bedacht werden muss, dass wahrend der
klinischen Anasthesie-Einleitung auch bei Kindern Sevoflurankonzentrationen von bis
zu 8 Vol% erreicht und kurzzeitig aufrechterhalten werden (Ho et al. 2004). Letztendlich
muss festgehalten werden, dass mit den gewonnenen in-vitro-Daten die Moglichkeit
einer Zellschadigung bei Sevofluranexposition in Kinderandsthesie-relevanten

Konzentrationen bei in-vivo-Modellen nicht ausgeschlossen werden kann.
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4.4.3 Extrapolation der klinischen Relevanz aus den Versuchsdaten

Verstandlicherweise existieren unterschiedliche Meinungen hinsichtlich der klinischen
Relevanz der durch experimentelle Studien belegten Anasthetika-bedingten
Neurotoxizitat im sich entwickelnden Gehirn. Eine der wichtigsten Uberlegungen ist,
inwiefern Wirkstoffeffekte zwischen verschiedenen Spezies vergleichbar sind (Berde
und Cairns 2000). In diesem Kontext seien neueste Untersuchungen erwéahnt, nach
denen bereits subklinische Dosen aktuell verwendeter Anasthetika auch bei Schweinen
und Affen eine neuronale Apoptose induzieren kdnnen (Rizzi et al. 2008, Slikker et al.
2007). Die Tatsache, dass in den meisten Studien relativ hohe
Anasthetikakonzentrationen Voraussetzung fur messbare neurotoxische Effekte waren,
stellt einen weiteren oft angebrachten Kritikpunkt dar (Anand und Soriano 2004).
Unterstutzt wird dies durch Hinweise, nach denen eine uber Stunden dauernde Narkose
bei Nagetieren mit einer bis zu Wochen reichenden Dauer beim Menschen aquivalent
sei (Clancy et al. 2001, Clancy et al. 2007). In einem gewissen Mal3e lassen sich durch
Ergebnisse anderer Studien diese Vorbehalte abschwachen. So konnte gezeigt werden,
dass bereits eine einmalige Exposition mit Ketamin und/oder Midazolam in
subklinischen Dosen wéhrend der Synaptogenese eine zwei- bis vierfache Erhdhung
der Apoptoserate bei Mauseneuronen zur Folge hatte (Young et al. 2005). Die in einer
Reihe von in-vitro-Untersuchungen bestétigte Erkenntnis, dass unabhangig von der
zellularen Apoptoseinduktion bereits eine Beeinflussung der Entwicklung neuronaler
Netzwerke durch die Stérung des dendritischen Wachstums beobachtet werden konnte,
lasst den Einfluss anasthetischer Stoffe auf das ZNS erkennen (Vutskits et al. 2005,
2006). Betrachtliche Unterschiede in den fir eine Narkoseeinleitung erforderlichen
Dosen bei verschiedenen Spezies verdeutlichen zudem die Komplexitat der
Untersuchungen zu Anasthetika-induzierter Neurotoxizitat wahrend der Phase des
rapiden Gehirnwachstums. Indirekte Vergleiche von Blutplasmakonzentrationen und
Effekten von Ketamin zwischen Mausen und humanen Neugeborenen lassen auf die
Notwendigkeit einer deutlich héheren Dosierung von Anasthetika bei Nagetieren
schlief3en (Young et al. 2005, Weber et al. 2004) und machen damit die Grenzen einer

unbedenklichen Anésthetika-Maximaldosis weiterhin schwer kalkulierbar.
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4.5 Ausblick

In der Vergangenheit zeigten Untersuchungen, dass im Vergleich zu anderen
padiatrischen Altersklassen bei Neugeborenen eine 10-fach erhdhte perioperative
Morbiditdt und Mortalitat besteht (Cohen et al. 1990). Jedes Jahr wird eine grol3e
Anzahl an Frih- und Neugeborenen im Rahmen von chirurgischen Eingriffen und
bildgebenden Verfahren anasthesiert (Loepke und Soriano 2008). Nicht zuletzt aus
diesen Hintergrinden lasst sich die Brisanz der vielfach auch kontrovers diskutierten
Anasthetika-induzierten  Neurotoxizitdt ableiten. Basierend auf den neueren
Erkenntnissen uber die entwicklungsspezifische Rolle der Neurotransmitter GABA und
Glutamat fur die Entwicklung und Differenzierung neuronaler Netzwerke besteht kein
Zweifel Uber die Wichtigkeit experimenteller und klinischer Forschung in diesem Gebiet.
Vielfaltige Studien beweisen die Notwendigkeit von An&sthetika- und Analgetikagaben
bei Frih- und Neugeborenen in der perioperativen Phase (Anand 1993, Ruda et al.
2000, Bouwmeester et al. 2001). Somit erscheint es ratsam, dass die klinische Praxis
der Anwendung von Anasthetika bei Frih- und Neugeborenen derzeit nicht verandert
werden sollte, bis weiterfihrende klinische Untersuchungen diesbezlglich vorliegen.
Eine Weiterfuhrung der Forschung auf diesem Gebiet sollte vorangetrieben werden, um
die zugrunde liegenden molekularen und zellularen Mechanismen neurodegenerativer
Vorgange besser verstehen zu kénnen und um zu (berprifen, ob die perinatale
Exposition mit anasthetischen Substanzen tatsachlich zu Stérungen der neuronalen

Entwicklung beim Menschen fihrt.
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5 Zusammenfassung

Die Verbindung zwischen der Notwendigkeit von Andasthesien bei Frih- und
Neugeborenen und dem in neonatalen Tierexperimenten festgestellten
neurodegenerativen Potential einzelner Anasthetika bietet Anlass zur eingehenden
Untersuchung der ursachlichen Zusammenhange. Auch wenn Propofol und Sevofluran
aus klinischer Sicht als sichere Medikamente eingeschatzt werden, so ist der
Erkenntnisprozess bezuglich neurodegenerativer Effekte von An&sthetika noch nicht
abgeschlossen. Deshalb war das Ziel dieser Arbeit die Untersuchung Propofol- und
Sevofluran-bedingter Effekte auf primare embryonale Neuronenkulturen der Ratte
hinsichtlich eines mdglichen Einflusses auf die Zellviabilitat. Des Weiteren sollte der
Einfluss von y-Aminobuttersaure (GABA)-Antagonisten auf diese Effekte Uberpruft und
eine potentielle Anasthetika-bedingte Zellschadigung mithilfe eines enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) zum Nachweis der Fragmentierung der
Desoxyribonukleinsdure (DNA) sowie durch Inhibitoren der
apoptotischen / antiapototischen Signaltransduktion spezifiziert werden.

Am 18. Embryonaltag (E18) wurden primare kortikale Neuronen aus Wistar-Ratten
gewonnen und kultiviert. Zur Testung moglicher Substanzeffekte wurden die Zellen
einer Exposition mit Propofol in den Konzentrationen 0,01 mg/ml, 0,1 mg/ml und
1 mg/ml bzw. Uuber eine Modular Incubator Chamber mit Sevofluran in den
Konzentrationen 4 Volumen-Prozent (Vol%) und 8 Vol% flr 3, 6, 9, 12, 24, 48 Stunden
ausgesetzt. Die Zellviabilitdt wurde mithilfe des methyl thiazol tetrazolium (MTT) Tests
bestimmt und mit Werten der Kontrollgruppe verglichen. Die anschlieRenden
Versuchsreihen wurden unter Verwendung von Propofol und Sevofluran in den
Konzentrationen 1 mg/ml bzw. 8Vol% durchgefihrt. Um im Rahmen der
Wirkungsentfaltung der Anasthetika eine mogliche Rolle von GABA-Rezeptoren zu
evaluieren, wurden unbehandelte Neuronen mit den GABA-Rezeptor-Antagonisten
Gabazine und Picrotoxin pra- und anschlieRend mit dem jeweils zu untersuchenden
Anasthetikum koinkubiert. Die mit der MTT-Methode ermittelte Zelllebensfahigkeit
wurde mit der von Zellen nach alleiniger Anasthetika-Exposition verglichen. Mittels
eines ELISAs wurde eine Andasthetika-bedingte Fragmentierung der neuronalen DNA

Uberpruft und zwischen einem apoptotischen und nekrotischen Degenerationsvorgang
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unterschieden. Die Untersuchung des vorherrschenden Signaltransduktionsweges
erfolgte unter Pra- und Koinkubation mit dem jeweiligen Anéasthetikum und spezifischen
Inhibitoren der Caspasen (zZVAD-FMK), der mitogenaktivierten Protein-Kinase-Kinasen
(MEK1/2) sowie der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) in den Konzentrationen 0,4 mM
(zVAD-FMK) und 0,1 mM (MEK1/2 und PI3K).

Eine Konzentration von 0,1 mg/ml Propofol zeigte ab 48 Stunden einen signifikanten
Ruckgang der Viabilitatswerte. Bei der hochsten Propofolkonzentration von 1 mg/ml war
eine signifikante Steigerung der Uberlebensrate neuronaler Zellen nach drei und sechs
Stunden Expositionsdauer nachzuweisen, wohingegen die ermittelten Viabilitdtswerte
ab 12 Stunden Propofolexposition signifikant erniedrigt waren. Bei der Inkubation mit
Sevofluran in der Konzentration von 4 Vol% zeigte sich ein signifikanter Abfall der
Zellviabilitdtswerte nach 12 Stunden, der bei 8 Vol% Sevofluran bereits ab 6 Stunden
eintrat. Unter Verwendung der GABA-Rezeptor-Antagonisten zeigte sich eine
Aufhebung der Propofol-bedingten neuroprotektiven Wirkung, wahrend die sowohl
durch Propofol als auch durch Sevofluran ausgeléste Neurodegeneration nicht
beeinflusst  wurde. Die Evaluation der Art des vorherrschenden
Degenerationsvorganges unter Anwendung eines DNA-Fragmentierungs-ELISAs liel3
auf eine signifikante Propofol-bedingte Erh6hung der Apoptose- und Nekroserate sowie
eine nur tendenziell erkennbare Nekrosesteigerung durch Sevofluran schliel3en,
wohingegen bei den verwendeten Caspase- und Proteinkinase-Inhibitoren keine
signifikante Zellviabilitatsdnderung nachgewiesen werden konnte.

Somit konnten in der vorliegenden Arbeit konzentrations- und expositionszeitabhangige
Effekte der beiden untersuchten Anésthetika Propofol und Sevofluran auf das sich
entwickelnde Gehirn bei Ratten nachgewiesen werden. Aufgrund der gewonnenen
Erkenntnisse und der breiten Verwendung dieser Anasthetika in der padiatrischen
Anasthesiologie sind weitere Untersuchungen zur Spezifizierung neurodegenerativer
Effekte erforderlich, um durch eine Erweiterung des Verstdndnisses der
Wirkmechanismen die  Entwicklung ~maximal sicherer an&sthesiologischer

Behandlungsprotokolle gewéhrleisten zu kdnnen.
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