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1. Einleitung

1.1 Kinderanasthesie

1.1.1 Besonderheiten der Narkose bei Neugeborenen und Kindern

Die GroRRe ist der auffalligste &aufRerliche Unterschied zwischen Kindern und
Erwachsenen, Kinder sind jedoch nicht nur ein verkleinertes Abbild der Erwachsenen
[1, 2, 3]. Zwischen Kindern und Erwachsenen bestehen wichtige anatomische,
physiologische, biochemische und psychologische Unterschiede, welche umso
ausgepragter sind, je kleiner das Kind ist. Deshalb gibt es verschiedene Besonderheiten
in der Kinderanasthesie [1, 2, 3].

Die Allgemeinanasthesie ist fur Kinder das am héaufigsten verwendete Verfahren. In der
Kinderanasthesie werden bei einer Anpassung der Dosis im Wesentlichen die gleichen
Narkosemittel und Adjuvanzien wie bei Erwachsenen eingesetzt. Typischerweise
konnen N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptorantagonisten (NMDA-Antagonisten) wie Ketamin
oder Lachgas und/oder y-Aminobuttersdure-Rezeptoragonisten (GABAa-Agonisten) wie
Benzodiazepine, Barbiturate, Isofluran oder Propofol benutzt werden. Ein haufig
benutztes Verfahren ist hierbei wegen ihrer einfachen Handhabung und guten
Steuerbarkeit die Inhalationsnarkose. Aber auch die totale intravendse Anasthesie
(TIVA), z.B. Propofol mit Remifentanil, wird zunehmend bei Kindern eingesetzt [1]. Bei
den intraventsen Narkoseformen sind die fur die Inhalationsanasthesie mit alteren
Substanzen typischen Probleme wie Laryngo- und Bronchospasmus deutlich seltener
[3].

Bei Propofol entsprechen die hypnotischen und sedierenden Wirkungen bei Kindern
grundsatzlich denen bei Erwachsenen. Unterschiede bestehen jedoch in der Dosis-
Wirkungs-Beziehung. Pharmakokinetisch besteht bei Kindern ein relativ hohes
Verteilungsvolumen und eine hohe Clearance, welche den héheren Dosisbedarf von
Kindern im Vergleich zu Erwachsenen (ca. 50%) erklaren [1]. Sowohl fur die Einleitung
als auch fur die Aufrechterhaltung werden bei Kindern hoéhere Propofoldosen pro
Kilogrammkdorpergewicht (kgKG) als bei Erwachsenen bendétigt [2].

Insbesondere Frih- und Neugeborene zeigen ein deutlich erhdhtes Narkoserisiko [4, 5,
6]. Bei der Anasthesie von Neugeborenen ergab sich eine zehnfach erhohte



perioperative Morbiditat und Mortalitat, da die unreifen Organsysteme von Neonaten,
insbesondere die Herzfunktion, sehr empfindlich auf den kardiodepressiven Effekt von
Anasthetika reagieren [4]. In einer prospektiven Untersuchung in Frankreich,
veroffentlicht 1988, zeigten sich bei S&duglingen 19 anasthesiebedingte Herzstillstande
pro 10.000 Narkosen und bei Kindern unter 15 Jahren 2,1 Herzstillstande pro 10.000
Narkosen [5]. In einem brasilianischen Lehrkrankenhaus wurde die Altersverteilung von
perioperativen Herzstillstanden bei 53.718 Anasthesien zwischen April 1996 und Méarz
2005 untersucht. Bei Neugeborenen zeigte sich eine signifikant erh6hte Inzidenz, mit
177,33 perioperativen Herzstillstanden pro 10.000 Anésthesien. Bereits im
Sauglingsalter kommt es zu einer deutlichen Reduktion auf 55,13 perioperative
Herzstillstdnde pro 10.000 Narkosen. Bei Erwachsenen kommt es nach einer Abnahme
mit zunehmendem Alter dann wieder zu einer Zunahme der anasthesiebedingten
Herzstillstdnde. So ergaben sich bei 18-35 jahrigen Patienten 18,34 perioperative
Herzstillstdnde pro 10.000 Anésthesien und bei den 51-64 jahrigen Patienten 54
perioperative Herzstillstande pro 10.000 Narkosen [5]. Haufige Ursachen waren
respiratorische Probleme, wie die pulmonale Aspiration oder die Verlegung der
Atemwege und die Dampfung der Herz-Kreislauf-Funktion durch Anasthetika.

1.1.2 Anatomische und physiologische Besonderheiten in der Kinderanésthesie

Zwischen Kindern und Erwachsenen bestehen wichtige anatomische und
physiologische Unterschiede, welche beim Neugeborenen besonders ausgepragt sind.

1.1.2.1 Der Respirationstrakt

Anatomisch zeigen sich ein relativ gro3er Kopf mit einem kurzen Hals, eine grol3e
Zunge und eine enge Stimmritze. Die Trachea ist beim Neugeborenen nur ca. vier
Zentimeter lang und hat einen Durchmesser von sechs Millimetern. Der Kehlkopf von
Kindern steht hoher als bei Erwachsenen und die engste Stelle befindet sich im Bereich
des Ringknorpels. Der rechte und der linke Hauptbronchus entspringen beide in einem
Winkel von 55° von der Trachea. Neugeborene atmen obligatorisch durch die Nase.
Bereits eine geringe Schwellung der Schleimhaute kann zu einer Verlegung der
Atemwege fuhren. Zusatzlich zeigt sich ein unvollstandig ausgepréagter Hustenreflex, so
dass eine erhohte Aspirationsgefahr besteht [1, 2, 3].



Auch in den physiologischen Regulationen unterscheidet sich das Neugeborene vom
Erwachsenen. In der ersten Lebenswoche zum Beispiel wird die Atmung bei Hypoxie
nur gesteigert, wenn die Kdorpertemperatur im Normbereich liegt. Die Lungenvolumina
von Kleinkindern entsprechen auf die Korperoberfliche bezogen denen der
Erwachsenen. Die Totalkapazitdt des Neugeborenen betragt etwa 160 ml. Die
Vitalkapazitdt des Neugeborenen betragt beim Schreien etwa 120 ml, dies entspricht
bezogen auf das Korpergewicht der des Erwachsenen [7]. Die funktionelle
Residualkapazitat ist beim Neugeborenen 80 ml. Bezogen auf das Korpergewicht ist die
funktionelle Residualkapazitdt beim Neugeborenen kleiner als beim Erwachsenen [7].
Aufgrund der geringen Volumina muss in der Kinderanasthesie spezielles Zubehdr mit
einem kleinstmdglichen Totraum verwendet werden. Die alveolare Ventilation ist bei
Neugeborenen wegen des hoheren Stoffwechsels zweimal so hoch wie beim
Erwachsenen. Die Atemfrequenz von Neugeborenen betragt 40-60 Atemziige pro
Minute. Eine Steigerung der Atmung wird durch eine héhere Atemfrequenz und nicht so
sehr durch eine vertiefte Atmung erreicht. Die funktionelle Residualkapazitat ist bei
Neugeborenen als Puffer gegenuber Schwankungen der Atemgas- und
Anasthetikakonzentration weniger effektiv als beim Erwachsenen, da das Verhéltnis von
alveolarer Ventilation zu funktioneller Residualkapazitat beim Neugeborenen 5:1 und
beim Erwachsenen 1,5:1 betragt [1, 2, 3].

1.1.2.2 Das Herz-Kreislauf-System

Beim Neugeborenen werden kurz nach der Geburt der Ductus Botalli und das Foramen
ovale verschlossen, so dass anatomisch der Kreislauf wie bei Erwachsenen entsteht.
Bei dem Auftreten einer Azidose oder eines Sauerstoffmangels in der
Neugeborenenzeit kann es zu einer Erhéhung des Widerstandes im Lungenkreislauf
kommen, wodurch sich die fetalen Kurzschliisse wieder erdffnen kbnnen. Der Kreislauf
des Neugeborenen ist bereits von sich aus zentralisiert, so dass uUber diesen
Mechanismus Blutverluste kaum kompensiert werden konnen. Bei einer hohen
Herzfrequenz (120/min) und einem geringen Schlagvolumen (4-5 ml) besteht ein
ausgepragter Sympathikotonus. Das Herz des Neugeborenen ist nur sehr wenig
dehnbar, so dass eine Steigerung des Herzzeitvolumens hauptséachlich Gber eine
Steigerung der Herzfrequenz erfolgt. Mit zunehmendem Alter nimmt die Herzfrequenz
ab. Der arterielle Blutdruck liegt beim Neugeborenen systolisch zwischen 60 und 80
mmHg und diastolisch zwischen 40 und 50 mmHg. Eine Hypoxie fuhrt zu einer



GefalRkonstriktion mit einer Abnahme der Durchblutung von Haut und
Gastrointestinaltrakt. Das Blutvolumen betragt etwa 80-85 ml / kg Korpergewicht und ist
damit relativ hoher als beim Erwachsenen. Wéahrend der Narkose besteht eine enge
Korrelation zwischen dem systolischen Blutdruck und dem zirkulierenden Blutvolumen.
Bei Neugeborenen fihren bereits geringe Blutverluste zu einem Volumenmangel, der
lebensbedrohlich werden kann. Der Blutdruck fallt proportional zum Blutverlust [1, 2, 3].

1.1.2.3 Die Temperaturregulation

Die Temperaturregulation ist beim Neugeborenen noch nicht vollstdndig ausgebildet.
Aufgrund der grof3en Kérperoberflache bezogen auf das Kérpergewicht kihlt es in einer
kalten Umgebung rasch aus. Durch Strahlung und Konvektion kommt es zu
Warmeverlusten. Bei Kaltereizen kommt es zwar zu einer Vasokonstriktion, aber
effektives Kaltezittern und schitzendes subkutanes Fettgewebe fehlen. Durch den
Abbau von braunem Fettgewebe kann eine Thermogenese stattfinden, hierbei steigt
jedoch der Sauerstoffverbrauch, so dass es bei andauernden Kaltereizen zu einer
metabolischen Azidose kommen kann. Wahrend der Narkose sollte die
Korpertemperatur im Normbereich gehalten werden [1, 2].

1.1.2.4 Der Energiestoffwechsel und das Flussigkeitsgleichgewicht

Der basale Stoffwechsel von Kindern ist hoher als der von Erwachsenen.
Hauptenergiequellen sind Kohlenhydrate und Fett. Da die Energievorrate des
Neugeborenen sehr gering sind, werden Fasten und eine ungentgende
Flussigkeitszufuhr schlechter toleriert als bei Erwachsenen. Es sollte auf eine
ausgeglichene Bilanz geachtet werden.

Der Wassergehalt von Neugeborenen und Kleinkindern ist relativ gro3er als der von
Erwachsenen und die Fahigkeit der Nieren, den Urin zu konzentrieren oder Wasser zu
konservieren, ist stark begrenzt. Flissigkeitsverluste fuhren rasch zur Dehydrierung und
werden schlecht toleriert. Andererseits kann eine Ubertriebene Flussigkeitszufuhr in
Abhangigkeit von der Infusion zu einer Uberwésserung, einem Natriumiiberschuss und

zu Odemen fiihren [1, 2].
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1.1.3 Pharmakologische Besonderheiten in der Kinderanésthesie

Frih- und Neugeborene reagieren anders auf Pharmaka als Erwachsene, da es
Unterschiede in der Absorption, der Verteilung und dem Metabolismus gibt.

1.1.3.1 Die Aufnahme von Pharmaka

Die Absorption von oral zugefuhrten Substanzen kann bei Frih- und Neugeborenen
aufgrund unzureichender Transportmechanismen verzdgert werden. Die Aufnahme von
Inhalationsanasthetika verlauft bei Friih- und Neugeborenen deutlich schneller als bei
Erwachsenen, da das Verhdaltnis von alveolarer Ventilation zu funktioneller
Residualkapazitat beim Neugeborenen mit 5:1 deutlich hoher ist als bei Erwachsenen,
wo es 1,5:1 betragt [1]. Nach einer intramuskuléren Injektion kann die Absorption eines
Medikamentes hingegen aufgrund einer verminderten Muskeldurchblutung und/oder

einer geringeren Muskelmasse verzdgert sein [1].

1.1.3.2 Die Verteilung von Pharmaka

Bei Neugeborenen ist der Serum-Albumingehalt mit 3,5 g / 100 ml geringer als der des
Erwachsenen mit 45 g / 100 ml [1]. Dadurch kommt es zu einer verminderten
Proteinbindung und einer Steigerung der Serumkonzentration der freien bzw. aktiven
Form des Pharmakons. Eine weitere Ursache fir die geringere Proteinbindung ist ein
Neugeborenenikterus, bei welchem das Pharmakon durch das erhohte Bilirubin aus
seiner Albuminbindung verdréangt wird. Zusatzlich fihrt das Vorhandensein von fetalem
Albumin mit einer geringeren Affinitat zu einer verminderten Proteinbindung [1]. Erst im
Alter von einem Jahr entspricht die Proteinbindung von Pharmaka derjenigen der
Erwachsenen.

AuBBerdem besteht beim Neugeborenen eine andere Zusammensetzung der
Korperkompartimente. Das Verhaltnis von Extrazellularvolumen zu Gesamtkorper-
wasser ist zum Zeitpunkt der Geburt am hdchsten und nimmt im weiteren Verlauf der
Kindheit ab. Je groRer das Verteilungsvolumen ist, desto grof3er ist die erforderliche
Dosis eines Pharmakons. Die Korperoberflache korreliert eng mit dem
Extrazellularvolumen [1].

Auch die Membranpermeabilitit des Neugeborenen entspricht nicht der eines
Erwachsenen, so ist zum Beispiel die Blut-Hirn-Schranke noch nicht vollstandig
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ausgebildet und nicht-ionisierte, lipophile Substanzen koénnen verstarkt ins Gehirn

eindringen und dort kumulieren [1].

1.1.3.3 Der Metabolismus von Pharmaka

Stoffwechselwege, welche beim Frih- und Neugeborenen nur unzureichend
ausgebildet sind, fihren zu einer verlangerten Halbwertszeit bestimmter Medikamente.
Dies gilt insbesondere flr oxidative und reduktive Prozesse. Die Reifungsprozesse der
Leberfunktionen sind erst nach einigen Wochen bis Monaten abgeschlossen. Auch eine
verzogerte renale Elimination kann die Wirkung von Medikamenten verlangern. Die
Reifungsprozesse der glomeruléaren Filtration und der tubuldren Sekretion sind nach 30
Tagen bzw. sechs Monaten abgeschlossen [1].

1.1.4 Die Wirkungsmechanismen von Anasthetika

Die genauen Wirkungsmechanismen von Andasthetika sind noch nicht vollstdndig
verstanden. Um 1900 bemerkten Meyer und Overton einen Zusammenhang zwischen
der anéasthetischen Potenz und der Loslichkeit in Ol. Daraufhin wurde die Lipidtheorie
entwickelt, welche besagte, dass Allgemeinanasthetika durch einen unspezifischen
Mechanismus zu strukturellen Veranderungen in der Lipiddoppelschicht von Zellen
fuhren. Da aber zum Beispiel optische Isomere verschiedener Anasthetika eine
unterschiedliche Potenz zeigen, suchte man nach anderen, spezifischeren
Wirkungsmechanismen. Es konnte in in vitro Studien gezeigt werden, dass
Allgemeinanasthetika auf zahlreiche verschiedene lonenkandale wirken. Einen kleinen
Uberblick verschafft die Abbildung 1.1 [8].

Welche Wirkungsmechanismen fur die erwinschten und welche fur die unerwiinschten
Wirkungen zustandig sind, konnte noch nicht eindeutig geklart werden [8].

Eine entscheidende Rolle scheinen jedoch dem NMDA-Antagonismus (Ketamin,
Lachgas) und dem GABAa-Agonismus (Benzodiazepine, Barbiturate, Isofluran und

Propofol) zuzukommen.
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Abb. 1.1: Effekte von Anasthetika auf Liganden-gesteuerte lonenkanéle
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Dunkelgriin: signifikante Verstarkung, violett: signifikante Hemmung, hellgrin und hellviolett: leichte
Verstarkung bzw. Hemmung, leeres Feld: kein Effekt unabhangig von der Konzentration;

GABA-receptor (y-Aminobutterséaure-Rezeptor), nACh receptor (nicotinische Acetylcholin-Rezeptor),
5-HT; receptor (Serotonin-Rezeptor), AMPA receptor (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-
Propionsaure), NMDA receptor (N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor);

(nach Rudolph und Antkowiak 2004 [8])

1.1.5 Die Neurotoxixitat von Anasthetika

Zur Narkose wird haufig eine Kombination von NMDA-Antagonisten (Ketamin, Lachgas)
und GABAa-Agonisten (Benzodiazepine, Barbiturate, Isofluran und Propofol) benutzt.
Verschiedene tierexperimentelle Untersuchungen z.B. mit Ethanol konnten zeigen, dass
die Aktivierung von GABAa-Rezeptoren und/oder die Blockade von NMDA-Rezeptoren
im sich entwickelnden Rattengehirn wahrend der Synaptogenese die apoptotische
Neurodegeneration massiv erh6hen kdénnen [9, 10, 11].

GABAa-Agonisten und NMDA-Antagonisten werden als Antikonvulsiva, Sedativa oder
Anéasthetika auch in der Geburtshilfe und der P&diatrie benutzt. Aufgrund aktueller
Forschungsergebnisse zur Neurotoxizitat von Anasthetika wird die Sicherheit der aktuell
in der Kinderanéasthesie benutzten Medikamente in Bezug auf die Wirkung auf das
zentrale Nervensystem diskutiert. Die Frage, die aktuell diskutiert wird, lautet: Fuhren
Medikamente mit einer GABAa-agonistischen oder einer NMDA-antagonistischen
Wirkung auch zu einer erhdhten apoptotischen Neurodegeneration [9, 11, 12]?
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1.2 Die Vulnerabilitat des sich entwickelnden Gehirns

Das Gehirn von Saugetieren durchlauft verschiedene Entwicklungsphasen mit einer
unterschiedlichen Vulnerabilitat gegentber verschiedenen endogenen und exogenen

Noxen.

1.2.1 Die Phase des rapiden Hirnwachstums

Das Maximum der entwicklungsabhangigen Vulnerabilitat liegt etwa in der Phase des
rapiden Hirnwachstums (brain growth spurt) [13]. In dieser Phase des starksten
Hirnwachstums finden Migrations- und Differenzierungsvorgange von Nerven- und
Gliazellen sowie die Bildung von Synapsen und die physiologische Eliminierung von
Uberschussig angelegten Neuronen durch Apoptose statt [10, 14, 15].

Parcent of Adult Weight
Fe
Il

Guinea pig

-30 -20 -10 * +10 +20 +30
Age Birth Age

Abb. 1.2: Die Periode des rapiden Hirnwachstums , Brain growth spurt period*
Beim Menschen (1 Einheit = 1 Monat), beim Affen (1 Einheit = 4 Tage), beim Schwein (1 Einheit = 1

Woche), bei der Ratte (1 Einheit = 1 Tag), beim Schaf (1 Einheit = 5 Tage), beim Meerschwein (1 Einheit
=1 Tag) und beim Kaninchen (1 Einheit = 2 Tage) (nach Dobbing und Sands 1979 [13])
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Der wichtige Unterschied zwischen den verschiedenen Spezies liegt im Zeitpunkt der
Geburt bezogen auf diese Hirnwachstumsphase. In der Abbildung 1.2 werden die
Hirnwachstumsphasen verschiedener Spezies verglichen. Beim Menschen beginnt die
rapide Hirnwachstumsphase im letzten Trimenon der Schwangerschaft ab der 23.
Schwangerschaftswoche, und endet mit dem Beginn des dritten Lebensjahres des
Kindes. Bei der Ratte ist diese Phase postnatal. Sie beginnt mit der Geburt und umfasst
die ersten drei Lebenswochen. Die maximale Geschwindigkeit des Hirnwachstums liegt
bei der Ratte zwischen dem sechsten und zehnten Lebenstag [13].

In der Phase des rapiden Hirnwachstums reagiert das sich entwickelnde Gehirn sehr
empfindlich auf externe Noxen. In verschiedenen Studien wird eine pathologisch
erhbhte Neurodegeneration durch unterschiedliche Substanzen, unter anderem
Alkoholkonsum der Mutter in der Schwangerschaft, Traumata, Hypoxie sowie
Medikamente wie Anasthetika und Antiepileptika, beschrieben [9, 11, 16, 17, 18]. Beim
fetalen Alkoholsyndrom fuhrt der Alkoholkonsum der Mutter in der Schwangerschaft
wahrend der Synaptogenese (brain growth spurt) zu einer verstarkten apoptotischen
Neurodegeneration mit einer verminderten Hirnmasse und neurologisch bedingten
Verhaltensstorungen [11, 16, 19]. Innerhalb des brain growth spurt sind zu
verschiedenen Zeitpunkten unterschiedliche Nervenzellpopulationen von der
Neurodegeneration betroffen, so dass es zu verschiedenen neurologisch bedingten
Verhaltensstorungen kommen kann [9]. Bei einer Verletzung des unreifen Gehirns (z.B.
Ischamie, Trauma, Medikamente) muss zwischen der akuten Schadigung, welche sofort
auftritt, und einem sekundéaren oder verzégerten Zelltod, welcher meist apoptotischer
Natur ist, unterschieden werden. Dieser tritt Stunden bis Tage nach der Verletzung auf
und bestimmt letztlich die Langzeitprognose der neurologischen Entwicklung [14]. Im
Model des Schadel-Hirn-Traumas bei Ratten zeigte sich eine altersabhangige
Neurodegeneration, welche zwischen dem dritten und siebten postnatalen Tag am
hochsten war [20]. Auch die Empfindlichkeit gegenuber externen Noxen ist innerhalb
der rapiden Hirnwachstumsphase unterschiedlich. Sie ist zum Beispiel bei der Ratte bei
antiepileptischen Medikamenten und Hypoxie/lschdmie um den siebten Tag am
hochsten [17, 18].

1.2.2 Nekrose

Die Nekrose stellt den pathologischen Untergang einzelner oder mehrerer Zellen dar.
Schadigende Einflisse wie Sauerstoffmangel, Gifte oder Bakterien kdnnen unter
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Umstanden zu diesem Zelluntergang fuhren. Durch die Nekrose kommt es zu einer
Freisetzung intrazellularer Substanzen. Der exzitotoxische Zelltod fuhrt zu einem
rapiden, unkontrollierten  Anschwellen von  Dendriten, Zellkbrpern  und
intrazytoplasmatischen Organellen und dann zu einer Kernfragmentation und Lyse der
Zelle. Die freigesetzten Uberreste der Zelle lésen einen Entziindungsvorgang aus [21].
Ultrastrukturell zeigen sich deutlich unterschiedliche Ablaufe zwischen dem
exzitotoxischen und dem apoptotischen Zelltod [10].

1.2.3 Apoptose

Diese Form des sogenannten aktiven oder programmierten Zelltodes wurde 1972 von
Kerr, Wyllie und Currie beschrieben [22]. Bei der Apoptose wird der Zelluntergang von
der betreffenden Zelle selbst aktiv durchgefuhrt. Die Apoptose ist ein weitverbreiteter
Prozess in der Natur, welcher sowohl physiologisch in der Entwicklung als auch bei
pathologischen Verdnderungen auftritt [23, 25, 26].

1.2.3.1 Apoptose im sich entwickelnden Gehirn

Die Apoptose nimmt in der Entwicklung des zentralen Nervensystems eine wichtige
Rolle ein und fuhrt zur physiologischen Elimination von Uberschissig angelegten
Nervenzellen [26, 27].

Neuronen und Gliazellen werden im Uberschuss produziert und im Rahmen der
Hirnreifung ungeféhr auf die Halfte ihrer Ausgangszahl reduziert [23, 27]. Der aktive
Zelltod betrifft alle Stufen der neuronalen Reifung. Am haufigsten sind jedoch reife
Neuronen betroffen, die bereits Gber Verbindungen zu afferenten und efferenten Zellen
verfiigen [15].

Ziel der Apoptose in der Hirnentwicklung ist ein moglichst optimales Verhaltnis
zwischen prasynaptischen Neuronen und Zielzellen [28]. Préasynaptische Neurone
konkurrieren untereinander um trophische Faktoren, wie z.B. den nerve growth factor
(NGF) und den insulin-like growth factors (IGF) von den Zielzellen. Schaffen sie es
nicht, die Zielzelle zur Bildung von ausreichend trophischen Substanzen anzuregen, so
sterben sie den aktiven, programmierten Zelltod [24, 25, 26]. Auch die Aktivitat der
Neuronen, humorale Faktoren und die trophische Unterstiitzung durch die Gliazellen
spielen eine wichtige Rolle in der Kontrolle des Uberlebens von Nervenzellen [23].
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1.2.3.2 Morphologie der Apoptose

Zellen, die physiologisch aktiv untergehen, schrumpfen zunachst bei noch intakter
Zellintegritat und die Zellkontakte |6sen sich. Die ultrastrukturelle Untersuchung der
apoptotischen Neurodegeneration zeigt die ersten Verdnderungen im Nukleoplasma.
Die urspringlich homogene Masse verklumpt sich, und es bilden sich Chromatinkugeln,
welche entlang der Kernmembran kondensieren. Der Kern schrumpft (Karyopyknose)
und die nukledre Desoxyribonukleinsdure (DNA) wird fragmentiert. Die Kernmembran
zerfallt, so dass sich Zytoplasma und Nukleoplasma vermischen. Die Chromatinkugeln
verteilen sich in der ganzen Zelle. Die Organellen des Zytoplasmas sind weitgehend
unbeeintrachtigt von diesen Vorgédngen. Es kommt lediglich zu einem leichten
Anschwellen der Mitochondrien. Zuletzt schnirt die Zelle Fragmente ab (apoptotic
bodies), welche anschlielend phagozytiert werden, ohne dass es dabei zu einer
wesentlichen inflammatorischen Reaktion kommt [10]. Anhand dieser morphologischen
Kriterien kann man die Apoptose von der Nekrose abgrenzen [14]. Um die
neuropathologischen Veranderungen einzuordnen, ist die Elektronenmikroskopie am
zuverlassigsten [10].

Die Apoptose kann zum einen durch einen extrinsischen, Rezeptor-vermittelten Weg
und zum anderen Uber einen intrinsischen, mitochondrialen Weg in Gang gesetzt
werden [23].

Der extrinsische Weg wird durch die Aktivierung von Todesrezeptoren z.B. der Familie
der Tumornekrosefaktor-Rezeptoren (TNF) in Gang gesetzt. Nach der Bindung von
spezifischen Liganden kommt es zur Aktivierung eines intrazellularen Signalkomplexes,
der die autoproteolytische Aktivierung einer Kaskade von Caspasen ermoglicht.

Der intrinsische Weg kann durch verschiedene Mechanismen, wie die Induktion von
Strangbrichen der DNA bei radioaktiver Bestrahlung, Entzug von Wachstumsfaktoren
oder die Zellschadigung durch freie Radikale im Rahmen von oxidativem Stress aktiviert
werden. Es kommt zur Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien, welches
mit anderen Faktoren und der Procaspase 9 das sogenannte Apoptosom bildet,
welches die Effektor-Caspase 3 aktiviert. Diese fuhrt zu einer Fragmentation der
nukledren DNA [29].

Abbildung 1.3 zeigt schematisch die molekularen Interaktionen wahrend des
extrinsichen und des intrinsischen Wegs der Apoptose.
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Abb. 1.3: Die molekularen Interaktionen wahrend der Apoptose mit der Darstellung des
intrinsichen und des extrinsischen Wegs (nach Linnemann und Kiihl 2004 [21])

CD 95 (Todesrezeptor der Tumornekrosisfaktor-Familie), Bcl (B-cell ymphoma), Apaf (Apoptosis
Protease Activating Factor), ATP (Adenosintriphosphat)

1.2.3.3 Regulation der Apoptose

Abgesehen von der eigentlichen apoptotischen Signaltransduktion gibt es viele
verschiedene Apoptose-regulierende Elemente (z.B. Mitglieder der Bcl-Familie (B-cell
lymphoma-Familie), Wachstumfaktoren etc.). Diese regulierenden Elemente kdnnen
sowohl proapoptotisch als auch antiapoptotisch wirken. Bcl-2 wirkt zum Beispiel
antiapoptotisch [21]. Die Expression von Bcl-2 ist wahrend der Entwicklung im zentralen
Nervensystem hoch und wird nach der Geburt reduziert [24].

Neutropine, Caspaseinhibitoren und Wachstumsfaktoren des hamatopoetischen
Systems kodnnen durch die Inhibition der Caspase 9 oder durch die Hemmung der
Cytochrom C-Ausschittung aus den Mitochondrien antiapoptotisch wirken. Zu diesen
Wachstumsfaktoren zahlt unter anderem auch Erythropoetin [31, 32]. Auch fiur B-
Ostradiol konnte in verschiedenen Studien ein neuroprotektiver Effekt nachgewiesen
werden [17].
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1.2.3.4 Apoptose bei Erkrankungen des Nervensystems

Die Apoptose ist auch in viele Erkrankungen des Nervensystems involviert, dazu zahlen
unter anderem Hypoxie, Ischamie, HIV-Enzephalopathie, cerebellare Ataxie,
Amyotrophe Lateralsklerose sowie Morbus Parkinson und Alzheimer [23, 24, 25].
Beispiele fiur eine zu geringe Apoptoseaktivitat sind kongenitale Fehlbildungen, wie die
Myelomeningozele und Tumorerkrankungen [33].

1.3 Propofol

1.3.1 Entwicklung und Zulassung der Substanz

Propofol ist ein 2,6-Diisopropylphenol, das als 1% und 2%-Emulsion erhéltlich ist und
aufgrund seiner Wasserunloslichkeit in 10% Sojabohnendl, 2,25% Glycerol und 1,2%

Ei-Phosphatiden gelost wird [34]. Es wird
als intravendses Allgemeinanasthetikum
zur Einleitung und Aufrechterhaltung

einer Narkose, zur Sedierung bei Eingriffen

in Lokal- oder Regionalanasthesie und OH

zur Sedierung von beatmeten Patienten Abb. 1.4: 2,6-Diisopropylphenol, CiHisO

im Rahmen der Intensivbehandlung

verwendet [35].

Propofol wirkt hypnotisch, aber nicht analgetisch, so dass es im Rahmen einer
Allgemeinanéasthesie in der Regel mit einem Analgetikum kombiniert wird. Das
Medikament Propofol zeichnet sich durch einen raschen Wirkungseintritt, einen
dosisabhangigen hypnotischen Effekt und ein schnelles Aufwachen selbst nach einem
langen Einsatz aus [36].

Propofol wurde 1977 klinisch eingefiihrt [37] und ist seit 1988 unter dem Markennamen
Disoprivan in der Bundesrepublik Deutschland zugelassen [38]. In Deutschland ist
Propofol nicht zur Narkose bei Kindern unter einem Monat zugelassen und eine
Narkosedauer von 60 Minuten sollte bei Kindern nur in Ausnahmeféllen und bei
zwingender Indikation tGberschritten werden [35]. Da Propofol die Plazenta passiert und
die Sicherheit der Anwendung in der Schwangerschaft nicht belegt ist, sollte es laut

Fachinformation wahrend dieser Zeit nur, wenn es unbedingt erforderlich ist,
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angewendet werden. AulRerdem geht Propofol in geringen Mengen in die Muttermilch
Uber, so dass das Stillen fur 24 Stunden nach der Anwendung unterbrochen und die
Muttermilch verworfen werden soll [35]. Aber trotz dieser offiziellen Einschrankungen
wird Propofol zur Anasthesie von Schwangeren, Frih- und Neugeborenen verwendet.

1.3.2 Pharmakokinetik

Propofol ist stark lipophil und zu 97% an Plasmaeiweil3e gebunden [35]. Diese hohe
Lipophilie bedingt die schnelle Penetration durch die Blut-Hirn-Schranke und damit den
schnellen Wirkungsbeginn sowie die rasche Umverteilung und damit verbunden die
ebenso rasche Beendigung der hypnotischen Wirkung [34]. Die Pharmakokinetik lasst
sich am besten uber ein 3-Kompartimentmodell beschreiben. Initial kommt es zu einer
schnellen Umverteilung aus dem Blut ins Gewebe (a-Phase, Halbwertszeit beim
Erwachsenen: 1,8-4,1 min) [35]. Durch die unterschiedlich starke Durchblutung der
verschiedenen Gewebe kommt es zu organspezifischen Konzentrationen. Da das
Gehirn mit einem grof3en Anteil des Herzzeitvolumens durchblutet wird, kommt es dort
zu einem raschen Anstieg der Wirkstoffkonzentration [34]. In der Eliminations- oder [3-
Phase erfolgt der Spiegelabfall langsamer. Die errechnete Halbwertszeit fur diese
Phase betragt beim Erwachsenen 34-64 min [35]. Diese Phase ist gekennzeichnet
durch die hepatische Metabolisierung (Glucuronidierung und Hydroxylierung) [39]. Die
inaktiven Metabolite werden renal ausgeschieden [35]. Die totale Clearance betragt
beim Erwachsenen 2 I/min [35]. SchlieBlich kommt bei einem langeren
Beobachtungszeitraum in der dritten Phase das tiefe Kompartment zum Tragen. In
dieser y-Phase kommt es zu einem langsamen Rickfluten des Propofols aus den
langsam perfundierten Geweben wie dem Fett ins Blut [34]. Die Halbwertszeit dieser
Phase betragt beim Erwachsenen 184-382 min [35]. Der pH-Wert der L6sung liegt bei
7-8,5, was die wiederholt beschriebenen Dyséasthesien bei der intraventsen Bolus-
Applikation erklart [34].

1.3.3 Wirkungsmechanismus

Die Wirkungsweise des Propofols ist komplex und noch nicht genau geklart. Es gibt
zahlreiche Untersuchungen und Veroffentlichungen, die sich mit den verschiedenen
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Wirkmechanismen und den mdglichen Rezeptoren beschaftigen. Abbildung 1.5 zeigt
die wichtigsten Rezeptoren, tber welche Propofol hauptsachlich wirkt.

+ +
[GAB &, Rezeptor |

MDD A-Fezeptor [&0etyl cholin B ezentor]
£p

Abb. 1.5: Ubersicht iiber wichtige Wirkungen von Propofol

GABA-Rezeptor (y-Aminobuttersdure-Rezeptor), NMDA-Rezeptor (N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor),
+ entspricht Agonist, - entspricht Antagonist

1.3.3.1 Der y-Aminobutterséaure-Rezeptor (GABAA-Rezeptor)

y-Aminobuttersaure (GABA) ist neben Glycin im adulten Gehirn der wichtigste
inhibitorische Neurotransmitter, aber im unreifen Gehirn hat GABA auch exzitatorische
Funktionen und beeinflusst die neuronale Migration und Differenzierung [4, 40]. Es sind
GABAa-, GABAg- und GABA:-Rezeptoren beschrieben. Propofol wirkt im Gehirn als
GABAa-Agonist.

Der GABAa-Rezeptor (Abbildung 1.6) ist ein Heteropentamer, dessen funf
Untereinheiten (sieben Klassen homologer Untereinheiten sind bekannt) um einen
zentralen Kanal angeordnet sind. Er ist ein ligandengesteuerter Chloridkanal [41, 42].
Die Art der Kombination der Untereinheiten ist regional im Gehirn unterschiedlich und
andert sich im Laufe der Hirnentwicklung [43]. Ab der zweiten Lebenswoche [44] flhrt
die Aktivierung des GABAa-Rezeptors zu einem Einstrom von Chloridionen ins Cytosol
und damit zur Hyperpolarisation der Zellmembran, welche die Schwelle zur Auslésung
eines Aktionspotentials heraufsetzt [41, 42].

Die unterschiedlichen Wirkungen von Propofol konnten zum Teil spezifischen
Untereinheiten des GABAa-Rezeptors zugeordnet werden. Durch Untersuchungen mit
knock-in und knock-out Mausen konnte gezeigt werden, dass die Sedierung
hauptsachlich tber die direkte Aktivierung der B.-Untereinheit des GABAa-Rezeptors
vermittelt wird, wahrend der hypnotische Effekt zum gro3ten Teil Uber die Ps-
Untereinheit erzielt wird. Die immobilisierende Wirkung von Propofol wird im

Riuckenmark fast exklusiv Uber eine Reaktion mit den 3-GABAa-Rezeptoren erreicht [8,
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30]. Die Aktivierung von GABAa-Rezeptoren im sich entwickelnden Rattengehirn
wéahrend der Synaptogenese triggert die apoptotische Neurodegeneration [10].
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung des GABAA-Rezeptors und der Angriffsstellen verschiedener
Medikamente (nach Bowery und Whiting 2002 [45])

Der GABAg-Rezeptor ist metabotrop und besteht aus einem Transmembranprotein mit
sieben Transmembrandomanen. Uber ein G-Protein wird die Signaltransduktion
vermittelt. Postsynaptisch kommt es zu einer Aktivierung von ligandengesteuerten
Kaliumkanalen und damit zur Auslosung eines inhibitorischen, postsynaptischen
Potentials. Prasynaptisch kommt es zusatzlich zur Aktivierung von ligandengesteuerten
Kaliumkanalen zu einem VerschlieBen von ligandengesteuerten Calciumkanalen.
Baclofen wirkt agonistisch am GABAg-Rezeptor [46].

Der GABAc-Rezeptor ist ionotrop und hat die dieselbe Struktur wie GABAA-Rezeptoren.
Allerdings sind GABAc-Rezeptoren ausschliel3lich aus p-Untereinheiten aufgebaut. Die
Bezeichnung wird kontrovers diskutiert, zum Teil werden sie auch als GABA-Rezeptor-
Subtypen bezeichnet. Im Unterschied zu den GABAa-Rezeptoren sind sie fast insensitiv
gegenuber Benzodiazepinen und Barbituraten. Die Aktivierung und die Deaktivierung
erfolgt bei GABAc-Rezeptoren deutlich langsamer als bei GABA-Rezeptoren [47].
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1.3.3.2 Der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDA-Rezeptor)

Der NMDA-Rezeptor ist ein ionotroper, tetramerer Glutamatrezeptor. Die schematische
Darstellung ist in Abbildung 1.7 zu sehen. Dieser Rezeptor ist ein heterooligomerer
Proteinkomplex aus sieben mdglichen homologen Untereinheiten (NR1, NR2 A-D, NR3
A-B). Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im zentralen
Nervensystem. Propofol wirkt im Gehirn als NMDA-Antagonist.

Die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren erfordert neben der Bindung von Glutamat eine
zusatzliche Depolarisation der postsynaptischen Plasmamembran sowie die
gleichzeitige Bindung von Glycin. Wenn diese Bedingungen erflllt sind, kommt es zu
einer Konformationsanderung des Rezeptors und der Offnung eines lonenkanales.
Natrium- und Calciumionen konnen in die Zelle einstromen und fuhren damit zur

Erregung der Nervenzellmembran [41, 42].

Coo” Lumen
NH* 938
1
2.934

S 88
557

AT
M1 M2
',f” /_\ésgé ’5{({/\555 E-EL/J;(

A
Tyre81 Seré76 Ser593 Ser7dl
5 A Ser766— & I

Tyr683— o Thi748~

Cytosol

9@

1 N
Ser687 Thr71l  5er713

Abb. 1.7: Darstellung des Glutamat (NMDA)-Rezeptors (nach Loffler und Petrides 2007 [42])
NH; (Ammoniak), Ser (Serin), Tyr (Tyrosin), Thr (Threonin), CoO (Cobaltoxid); M1-M4
(Transmembrandoméanen)

NMDA-Rezeptoren sind an der Gehirnentwicklung, der synaptischen Plastizitat und der
Gedachtnisbildung entscheidend beteiligt [42]. Es besteht eine entwicklungsabhangige
Regulation der Untereinheiten des NMDA-Rezeptors, was zu unterschiedlichen
Antworten des Rezeptors fuhrt. Neonatale NMDA-Untereinheiten setzen sich zu einem
grol3en Prozentsatz aus NR2B und NR2D Untereinheiten zusammen [4]. Wahrend der
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Synaptogenese fuhrt eine exzessive Stimulation von NMDA-Rezeptoren zu einer
verstarkten exzitotoxischen Neurodegeneration, wahrend eine mangelnde Stimulation
von NMDA-Rezeptoren zu einer apoptotischen Neurodegeneration fuhrt [18]. Die
NMDA-Rezeptoren reagieren in der Phase des rapiden Hirnwachstums hypersensitiv
und verandern in dieser Phase ihr Verteilungsmuster und ihre Sensitivitdt [18]. Die
exzitotoxische L&asion, welche durch die direkte Applikation von NMDA in das Striatum
der sieben Tage alten Ratte produziert wurde, ist 21-fach hodher als bei der
erwachsenen Ratte [48]. Durch eine Blockade der NMDA-Rezeptoren fir einige
Stunden wahrend der Synaptogenese kann die apoptotische Neurodegeneration
massiv erhoht werden [10, 12, 48]. Eine chronische NMDA-Rezeptor-Blockade im
unreifen Neuron aktiviert apoptotische Vorgdnge und fihrt zu einem neuronalen
Untergang [4].

1.3.3.3 Der nicotinische Acetylcholin-Rezeptor

Der nicotinische Acetylcholin-Rezeptor ist ein Glykoprotein aus vier verschiedenen
Untereinheiten (a,B,y,0), welche zu einem transmembrandsen Pentamer (a2,B,y,0)
assoziiert  sind. Jede Untereinheit bestent aus  vier hydrophoben
membrandurchdringenden Domanen (M1-M4). Die Abbildung 1.8 zeigt den molekularen
Aufbau des nicotinischen Acetylcholin-Rezeptors.
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Abb. 1.8: Molekularer Aufbau des nicotinischen Acetylcholin-Rezeptors (nach Loffler und Petrides
2007 [42)])

Der Rezeptor besteht aus 5 Untereinheiten, die als Zylinder dargestellt sind (a5,(,y,0). Jede Untereinheit
besteht aus vier hydrophoben Helices M1-M4.
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Propofol wirkt als leichter Acetylcholin-Rezeptor-Antagonist [8]. Sieben verschiedene a-
Untereinheiten (al- a7) fihren zur Assoziation verschiedener Acetylcholin-Rezeptor-
Isoformen im Nervensystem und im Muskel. Die Bindung von Acetylcholin an den
Rezeptor filhrt zu einer Konformationsanderung und damit zur Offnung eines

Natriumkanals. Es kommt zur Depolarisation der postsynaptischen Membran [42].

1.3.3.4 Der Glycin-Rezeptor

Glycin ist der wesentliche inhibitorische Transmitter im Ruckenmark und im Stammhirn.
Der Glycin-Rezeptor ist ein Neurotransmitter regulierter Chloridionenkanal. Propofol
wirkt als Glycin-Rezeptor-Agonist [8].

Der Rezeptor wird von einem Pentamer mit vier Transmembransegmenten gebildet. Die
Aktivierung des Glycin-Rezeptors fuhrt zu einem Einstrom von Chloridionen ins Cytosol
und damit zur Hyperpolarisation der Zellmembran [42].

1.3.4 Wirkungen

Die Hauptwirkung von Propofol ist der dosisabhéangige hypnotische Effekt. Vorteile bei
einer Narkose mit diesem Medikament sind die gute Steuerbarkeit [38], das angenehme
Einschlafen und Aufwachen, sowie das seltenere Auftreten von postanasthetischer
Ubelkeit und Erbrechen [39]. Des Weiteren fiihrt Propofol zur Abnahme des zerebralen
Sauerstoffverbrauchs, reduziert den intrakranielen Druck und hat eine antikonvulsive
Wirkung [36]. In der Literatur wird auf3erdem beschrieben, dass dieses Medikament ein
wirkungsvolles Antioxidant ist, antiinflammatorische Eigenschaften besitzt [36] und den
intraokularen Druck senkt [49, 50].

Diese Wirkungen von Propofol fihren dazu, dass es nicht nur wie oben beschrieben als
intravendses Allgemeinanadsthetikum und zur Sedierung eingesetzt wird, sondern
zunehmend auch beim Management von Schadel-Hirn-Trauma, beim Status
epilepticus, beim Delirium tremens, beim Status asthmaticus und bei kritisch kranken
septischen Patienten [36].

1.3.5 Nebenwirkungen

Haufige Nebenwirkungen von Propofol sind die Atemdepressionen bis hin zur Apnoe
und die dosisabhangige Senkung des Blutdrucks durch einen verminderten peripheren
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GefaRwiderstand [34, 35, 39]. Wahrend der Injektion kann es durch die Reizung der
Venenwand lokal zu Schmerzen kommen [35, 39].

In Einzelfallen kann es auch zu Euphorie, Hypertonie, Flush, Singultus, Bradykardie,
Tachykardie, Arrythmien, Asystolie, Kaltegefihl und Hyperventilation kommen [35].
Wahrend der Narkoseeinleitung werden héaufig leichte Exzitationssymptome
(Spontanbewegungen, Muskelzuckungen) beobachtet [35]. Selten zeigen sich
epileptiforme Anfélle einschliel3lich Opisthotonus [35]. In einer klinischen Studie zeigten
sich bei 0,2% aller Patienten Hautverdnderungen im Sinne einer allergischen Reaktion
[51]. In Einzelfadllen kam es zu schweren anaphylaktischen Reaktionen mit Quincke-
Odem und Bronchospasmus [35].

Beim prolongierten Einsatz von Propofol kommt es regelmdfRig zum Anstieg der
Triglyzeride, welcher durch die notwendige Tragersubstanz verursacht wird [34, 36].
Eine ausgepragte Hypertriglyzeriddmie kann zu Cholestase, Hypothyreose und letztlich
auch zum nephrotischen Syndrom fuihren [36].

In einigen Fallen wurde vom sogenannten Propofol-Infusionssyndrom berichtet,
welches hauptséachlich bei schwer kranken Kindern unter einer Langzeitsedierung mit
Propofol beobachtet wurde. Pathophysiologisch vermutet man, dass eine durch
Propofol induzierte Hemmung der Fettsaureoxidation und eine Stérung der oxidativen
Phosphorylierung in den Mitochondrien durch die Entkoppelung der Atmungskette zu
einem intrazellularen Energiedefizit mit einer Laktatazidose und Muskelnekrose fihrt.
Weitere Symptome sind kardiovaskulare Stérungen mit  Blockierung der
Atrioventrikulare-Uberleitung und ein akutes Nierenversagen, so dass ein groRer Teil
der Betroffenen verstirbt [52]. Es existieren verschiedene Theorien zur Auslosung des
Propofol-Infusionssyndroms. Wesentlicher Faktor ist die hochdosierte und langfristige
Applikation von Propofol. Da hauptsachlich Kinder betroffen sind, wird diskutiert, dass
Kinder in der Frihphase der intensivmedizinischen Behandlung haufig keine
ausreichende Kalorienzufuhr erhalten und bei entsprechender Disposition die
Umstellung auf den Fettabbau das Propofol-Infusionssyndrom auslost [53]. Propofol
sollte bei der langerfristigen Sedierung nur kontrolliert und mit Vorsicht eingesetzt
werden, das heil3t weniger als 4 mg pro kg und Stunde und maximal Gber sieben Tage
[53]. Bei Kindern und Jugendlichen unter 16 Jahren ist Propofol nicht zur Sedierung im
Rahmen einer Intensivbehandlung zugelassen [35].
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1.4 Erythropoietin

Erythropoietin ist ein essentieller Wachstums- und Uberlebensfaktor fiir erythroide
Vorlauferzellen. Die Bindung an spezifischen Oberflachenrezeptoren fuhrt zu einer
Proliferation und Ausreifung von Blutvorlauferzellen. Dieses Hormon ist ein
Glykoprotein, welches aus 166 Aminosduren besteht, an die vier Kohlenhydratketten
gebunden sind. Das Gewicht von Erythropoietin betragt ca. 34 kDa, wovon ca. 60% auf
die Aminosauren fallen und 40% auf die Kohlenhydrate [41, 42]. Die Sekundéar- und
Terti&rstruktur wird durch funf Helices mit zwei Disulfidbriicken gebildet. Ein Absinken
des O.-Partialdruckes fiihrt zu einer Steigerung der Erythropoieserate. Bei einer
Hypoxie hangt die Bildung von Erythropoietin von HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) ab
[54, 55].

1.4.1 Der Erythropoietinrezeptor

Der Rezeptor setzt sich aus einer extrazellularen Doméne, einer Transmembran-
domane und einer intrazellularen Domane zusammen und gehort zur Klasse der Typ 1-
Superfamilie von Zytokinrezeptoren. Eine Aktivierung des Rezeptors fuhrt zu einer
Anderung der Konformation des Rezeptors und zu einer Homodimerisation. Uber
verschiedene Zwischenschritte kommt es zu einer Phosphorylierung von Tyrosinresten
des Rezeptors, welche dann als Bindungsstelle fir diverse Signaltransduktionsmolekule
dienen [56].

1.4.2 Erythropoietin im Gehirn

Die Produktion von Erythropoietin und die Expression des Rezeptors konnten auch im
menschlichen Gehirn auf Astrozyten und Neuronen gezeigt werden. Die Anzahl und die
Verteilung der Erythropoietinrezeptoren und die Menge des Erythropoietin verandert
sich im sich entwickelnden menschlichen Gehirn. In der zehnten Woche nach der
Konzeption wird Erythropoietin hauptsachlich in der vertrikularen und subventrikularen
Zone nachgewiesen. Postnatal sind Astrozyten und Neuronen immunreaktiv auf
Erythropoietin und dessen Rezeptor [57]. Ein Sauerstoffmangel fuhrt auch im Gehirn zu
einem Anstieg der Erythropoietinkonzentration [31, 58]. Ein fokaler ischamischer
Hirnschaden in Mausen fuhrte zu einer signifikanten Steigerung der Expression von
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Erythropoietin  und  Erythropoietinrezeptoren in  Neuronen, Astrozyten und
Endothelzellen [59]. Auch beim Menschen flhrte ein ischamischer Hirninfarkt zu einer
verstarkten Expression von Erythropoietin und dessen Rezeptor in Astrozyten und
Endothelzellen [54].

1.4.3 Neuroprotektive Wirkung von Erythropoietin

Bei Mausen und Ratten konnte durch den Verschluss der Arteria cerebri media ein
ischamischer Hirninfarkt simuliert werden. Das Volumen dieses Infarktes konnte durch
die zusatzliche intraventrikulare Applikation von Erythropoietin signifikant reduziert
werden [59, 60]. Erythropoietin kann nach einer systemischen Applikation,
insbesondere bei einer unreifen oder geschadigten Blut-Hirn-Schranke, relevante
Konzentrationen im Gehirn erreichen [61]. Ein neuronaler Zelltod durch Hypoxie,
Hypoglykédmie oder Exzitotoxizitat lasst sich durch die systemische Gabe von
Erythropoietin deutlich vermindern [31, 32, 62]. Eine bei sieben Tage alten Ratten durch
den NMDA-Rezeptor-Antagonisten Dizocilpin (MK 801) induzierte kortikale und
thalamische Apoptose konnte durch die systemische Applikation von rekombinantem
Erythropoietin reduziert werden [63].

In Deutschland und den USA ist Erythropoietin zur Prophylaxe und Therapie der
Frihgeborenenandmie zugelassen und wird GUber mehrere Monate ohne
Nebenwirkungen eingesetzt. Es stellt sich die Frage, ob Erythropoietin prophylaktisch

als Neuroprotektivum eingesetzt werden kann.

1.5 Fragestellung der Arbeit

In den letzten Jahrzehnten konnten grof3e Fortschritte in der Neonatologie gemacht
werden, so dass ein vermehrtes Uberleben von Frithgeborenen und Neugeborenen
erreicht werden konnte. Ein Teil dieser Kinder leidet unter neurologischen
Auffalligkeiten mit motorischen und kognitiven Defiziten. Radiologische Untersuchungen
konnten ein vermindertes Volumen der grauen Substanz zeigen [64, 65].

Verschiedene Ursachen wie zum Beispiel Hypoxie, Ischdmie und Infektionen werden
diskutiert. Aber auch externe Noxen, wie der Konsum von Ethanol in der
Schwangerschaft, konnen eine weitverbreitete Neurodegeneration im sich
entwickelnden Gehirn auslosen [16].
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Untersuchungsergebnisse von J.W. Olney et al. [9] und Ikonomidou et al. [11] zeigen,
dass dafur zwei Mechanismen, die Blockade von NMDA-Rezeptoren und die
Aktivierung von GABAa-Rezeptoren, verantwortlich sind. Die Aktivierung von GABA,-
Rezeptoren im sich entwickelnden Rattengehirn wahrend der Synaptogenese triggert
die apoptotische Neurodegeneration. Auch durch eine Blockade der NMDA-Rezeptoren
fur einige Stunden wahrend der Synaptogenese kann die apoptotische
Neurodegeneration massiv erhdht werden. GABAa-Agonisten und MNDA-Antagonisten
fuhren zu unterschiedlichen Mustern der apoptotischen Neurodegeneration. Wenn man
die verschiedenen Muster Ubereinander legt, ahnelt das Muster dem, welches durch
Ethanol induziert wird [10, 11]. Agentien, welche Uber diese Mechanismen wirken,
fuhren zu einer dosisabhangigen Neurodegeneration. Stoffe, welche agonistisch oder
antagonistisch auf den Dopaminrezeptor oder hemmend auf Acethylcholinrezeptoren
wirken, fuhrten zu keiner nennenswerten Neurodegeneration [9, 11].

Die Hirnwachstumsphase des Menschen geht vom sechsten Schwangerschaftsmonat
bis zum dritten Lebensjahr nach der Geburt. In dieser Phase reagiert das sich
entwickelnde Gehirn sehr empfindlich auf externe Noxen. Wahrend dieser Zeit werden
sich entwickelnde Gehirne zum Teil NMDA-Antagonisten und/oder GABAa-Agonisten
ausgesetzt [11, 19]. GABA-Agonisten und/oder NMDA-Antagonisten werden als
Antikonvulsiva, Sedativa oder Andasthetika auch in der Padiatrie benutzt. Da
Anésthetika Uber die beiden Mechanismen wirken stellt sich die Frage, ob eine
Behandlung mit diesen Medikamenten wéhrend der Hirnwachstumsphase zu einer
erhohten apoptotischen Neurodegeneration fuhrt [9, 11].

Fur antiepileptische Medikamente, welche Uber die Blockierung spannungsabhangiger
Natriumkanéle als GABA-Agonisten oder NMDA-Antagonisten wirken, konnte in
tierexperimentellen Studien eine dosisabhéangige, erhoéhte apoptotische
Neurodegeneration nachgewiesen werden, wenn diese Medikamente in der Phase des
rapiden Hirnwachstums appliziert wurden [17].

Es konnte auch gezeigt werden, dass es nach der Applikation von Midazolam, Lachgas
und Isofluran bei sieben Tage alten Ratten zu einem ausgepragten Verlust von
Neuronen sowie persistierenden Gedachtnis- und Lerndefiziten kommt [66]. Die in
dieser Untersuchung verwendeten Medikamente haben jedoch in der heutigen
Kinderanasthesie nur noch eine untergeordnete Bedeutung. Entgegen den
experimentellen Ergebnissen dieser Studie von Jevtovic-Todorovic et al. konnte in einer
klinischen Langzeitstudie gezeigt werden, dass Opioide in der Neonatalperiode keine
negativen Effekte auf Intelligenz, motorische Funktion und Verhalten haben [67].
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In der klinischen Praxis der modernen Kinderanasthesiologie und Kinderintensivmedizin
wird haufig eine Kombination von GABAa-agonistischen und NMDA-antagonistisch
wirkenden Medikamenten eingesetzt. Propofol wirkt hierbei sowohl GABAa-agonistisch
als auch NMDA-antagonistisch [8].

In einer experimentellen Studie von Dzietko et al. konnte gezeigt werden, dass die
Applikation von rekombinantem Erythropoietin bei sieben Tage alten Ratten, die durch
den NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 induzierte kortikale und thalamische
Apoptose durch die Wiederherstellung neutropin-assoziierter Signalwege reduzieren
kann [63].

Aus den vorliegenden Ergebnissen wissenschaftlicher Untersuchungen ergeben sich fir
die vorliegende Arbeit folgende Fragen:
- Hat Propofol im sich entwickelnden Gehirn der Ratte neurodegenerative Effekte?
- Ist diese Wirkung von Propofol dosisabhéngig?
- Ist diese Wirkung von Propofol altersabhangig?
- Kann die neurodegenerative Wirkung von Propofol durch die Gabe von
Erythropoietin beeinflusst werden?



30

2. Material und Methoden

2.1 Tierversuche: Tiere, Injektionen, ethische Richtlinien

Die Versuche wurden an Wistar-Ratten durchgefihrt, welche das Bundesinstitut fur
gesundheitlichern Verbraucherschutz und Veterinarmedizin (BGVV) lieferte. Die
Tierversuche wurden am 02.09.2004 vom Landesamt fiur Arbeitsschutz,
Gesundheitsschutz und technische  Sicherheit Berlin genehmigt (die
Genehmigungsnummer: G 0144/04). Die Durchfiihrung erfolgte in Ubereinstimmung mit
den Richtlinien zu Tierversuchen der Society for Neuroscience (Society for
Neuroscience, Policy on Ethics).

Fur die Versuche wurden hauptsachlich sechs Tage alte Ratten verwendet, fur eine
Altersstudie auch 3 und 21 Tage alte Tiere. Pro Versuch wurde ein Wurf verwendet, so
dass die Versuchs- und Kontrolltiere Wurfgeschwister waren und gemeinsam unter den
gleichen Bedingungen gehalten wurden. Die Tiere wurden vor dem jeweiligen Versuch
blind in Versuchs- und Kontrolltiere eingeteilt, gewogen und mit Zahlen markiert. Die zu
testenden Substanzen, Propofol und Erythropoietin wurden aufgrund des geringen
Korpergewichts der Ratten (ca. 10-15 g am 6. Lebenstag) intraperitoneal injiziert.
Zunachst erfolgte eine Dosisfindung mit einer intraperitonealen Einmalgabe verschieden
konzentrierter Propofolldsungen. Fur eine langerfristige Narkose erfolgte eine weitere
Dosisfindung mit drei aufeinanderfolgenden Propofolinjektionen zu den Zeitpunkten O,
90 und 180 Minuten. Fur die Propofollosung wurde Propofol Ratiopharm (Ratiopharm
GmbH, Ulm, Deutschland) mit isotoner Kochsalzlésung 0,9% (Braun, Ingelheim,
Deutschland) verdinnt. Um die Menge der Versuchstiere zu reduzieren, wurden die
Kontrolltiere gemischt mit Kontrolltieren einer weiteren Untersuchung zur
neurodegenerativen Wirkung von inhalativen Andasthetika. Deshalb wurde bei den
Kontrolltieren keine Scheininjektion durchgefihrt.

Alle Jungtiere (Versuchstiere und Kontrolltiere) waren wahrend des gesamten
Versuches von der Mutter getrennt. Um eine Hypothermie zu verhindern, befanden sich
die Tiere wahrend des Versuches auf einer Warmeplatte (37,5°C). Nach 120 min
bekamen alle Jungtiere eine subkutane PAD ll-Injektion (Fresenius-Kabi, Bad Homburg,
Germany) in den Nacken, um eine Hypoglykamie und Hypovolamie zu verhindern.
RegelmalRig wurden das Hautkolorit und die Atemfrequenz bestimmt, um so eine Apnoe
oder eine Hypoxie zu bemerken. Wenn die Tiere eine Bradypnoe mit einer
Atemfrequenz < 40% der Ausgangsfrequenz zeigten, wurde ein Schmerzreiz gesetzt.
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Wenn sich daraufhin die Atemfrequenz nicht besserte oder eine Reanimation noétig war,
wurden diese Tiere von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Erst wenn die Tiere
wieder richtig wach waren (ca. sechs Stunden nach Versuchsbeginn), wurden sie zurtick
zur Mutter gesetzt.

Die zusatzlich mit Erythropoietin beta (Hoffmann-La Roche AG, Deutschland)
behandelten Tiere erhielten 15 Minuten vor der ersten Propofolapplikation eine
Erythropoietinlosung intraperitoneal injiziert. Dazu wurde Erythropoietin beta mit isotoner

Kochsalzlésung 0,9% verdunnt und in verschiedenen Dosierungen verabreicht.

2.2 Durchgefihrte Versuche

2.2.1 Dosisfindung

Sechs Tage alten Ratten wurde zur Dosisfindung eine verschieden stark konzentrierte
Propofollésung einmalig intraperitoneal appliziert. In der Literatur fanden sich sehr
unterschiedliche Angaben zur Dosis, welche jedoch deutlich tber den Dosen in der
Humanmedizin lagen [68, 69, 70, 71, 72, 73]. Wir entschieden uns zunachst fir die
einmalige Gabe von 25, 50 oder 75 mg Propofol pro Kilogramm Koérpergewicht. Den
Kontrolltieren wurde kein Medikament injiziert.

Tabelle 2.1: Ubersicht tiber die durchgefiihrten Experimente zur Dosisfindung

Narkose- Alter Anzahl Anzahl
S ) Farbung
dauer Injektionstag | Versuchstiere | Kontrollen
Propofol: 1 x 25 Silber-
_ 2h 6d 4
mg/kgKG i.p. farbung
Propofol: 1 x 50 Silber-
_ 2h 6d 5
mg/kgKG i.p. farbung
Propofol: 1 x 75 Silber-
_ 2h 6d 3
mg/kgKG i.p. farbung
Silber-
Kontrollen 6d 4
farbung
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2.2.2 Dosisabhangigkeit
Den Versuchstieren wurde am sechsten Lebenstag repetitiv eine verschieden stark

konzentrierte Propofolldsung intraperitoneal appliziert. Die Injektion erfolgte nach 0, 90
und 180 Minuten. Den Kontrolltieren wurde kein Medikament injiziert.

Tabelle 2.2: Ubersicht tiber die durchgefiihrten Experimente zur Dosisabhangigkeit

Narkose- Alter Anzahl Anzahl
o ) Féarbung
dauer Injektionstag | Versuchstiere | Kontrollen
Propofol: 3 x 10 Silber-
_ 6 h 6d 7
mg/kgKG i.p. farbung
Propofol: 3 x 20 Silber-
_ 6 h 6d 7
mg/kgKG i.p. farbung
Propofol: 3 x 30 Silber-
_ 6 h 6d 24
mg/kgKG i.p. farbung
Silber-
Kontrollen 6d 10
farbung

2.2.3 Altersabhangigkeit
Den Ratten wurde im Alter von 3, 6 und 21 Tagen 3 x 30 mg Propofol pro kg

Kdrpergewicht intraperitoneal appliziert. Die Injektion erfolgte nach 0, 90 und 180
Minuten. Den Kontrolltieren wurde kein Medikament injiziert.

Tabelle 2.3: Ubersicht tiber die durchgefiihrten Experimente zur Altersabhangigkeit

Narkose- Alter Anzahl Anzahl
o ) Féarbung
dauer Injektionstag | Versuchstiere | Kontrollen

Propofol: 3 x 30 TUNEL-
_ 6 h 3d 5

mg/kgKG i.p. Farbung

TUNEL-

Kontrollen 3d 2 )

Féarbung

Propofol: 3 x 30 Silber-
_ 6 h 6d 24

mg/kgKG i.p. farbung
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Silber-

Kontrollen 6d 10
farbung
Propofol: 3 x 30 Silber-

_ 6 h 21d 8

mg/kgKG i.p. farbung
Silber-

Kontrollen 21d 5
farbung

2.2.4 Einfluss von Erythropoietin auf die Wirkung von Propofol

Um zu Untersuchen, ob die Gabe von Erythropoietin zu einer Reduktion der

neurodegenerativen Wirkung von Propofol fuhrt, erhielten die Ratten im Alter von sechs

Tagen 15 Minuten vor der ersten Propofolapplikation 5.000 oder 20.000 IE

Erythropoietin pro kg Korpergewicht. Danach erhielten die Tiere 3 x 30 mg Propofol pro

kg Kdrpergewicht. Die Vergleichstiere erhielten nur 3 x 30 mg Propofol pro kg

Kdrpergewicht.

Tabelle 2.4: Ubersicht tiber die durchgefiihrten Experimente zum Einfluss von Erythropoietin auf

die Wirkung von Propofol

mg/kgKG i.p.

Propofol: 3 x 30

Anzahl
Alter Anzahl
Narkose- o Versuchstiere .
Injektions- | Versuchstiere | Farbung
dauer Erythropoietin
tag Propofol
+ Propofol
Propofol: 3 x 30 Silber-
_ 6 h 6d 24
mg/kgKG i.p. farbung
Erythropoietin:
5.000 IE/kgKG .
Silber-
+ 6 h 6d 15
farbung
Propofol: 3 x 30
mg/kgKG i.p.
Erythropoietin:
20.000 IE/kgKG .
Silber-
+ 6 h 6d 13
farbung
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2.3 Perfusion und Gewebepréaparation

Die Perfusion der Versuchstiere erfolgte 24 h nach der ersten Injektion von Propofol
bzw. nach dem Versuchsbeginn. Die Tiere wurden gewogen und mit einer Uberdosis
Chloralhydrat (Braun, Ingelheim, Deutschland) getotet. Dazu wurde ihnen intraperitoneal
0,1 ml Chloralhydrat 10% pro 10 g Korpergewicht verabreicht.

Nach der Er6ffnung des Thorax wurde eine stumpfe Butterflykanile durch die linke
Herzkammer in die Aorta vorgeschoben und festgeklemmt. Um den Abfluss der
Flussigkeit zu gewahrleisten, wurde der rechte Vorhof eréffnet. Uber die Butterflykaniile
erfolgte die Gabe von 20 ml 4°C kaltem heparinisierten PBS (phosphate buffered saline)
mit Heparin als Bolus. Dafur wurden 100 IE Heparin (Thrombophob 25.000, Heparin-
Natrium; Nordmark Arzneimittel GmbH 25436 Uetersen; Germany) auf 100 ml PBS (10-
fach Konzentrat: 70 ml monobasisches 1 M Na-Phosphat, NaH,PO,, Sigma S-9638; 330
ml dibasisches 1 M Na-Phosphat, Na,HPO,4, Sigma S-0876 St. Louis, MO. USA und 180
g NaCl, Merck, Darmstadt, Deutschland) gegeben. Direkt im Anschluss erfolgte die
Perfusion mit einem Bolus von 20 ml 4%iger Paraformaldehydlésung in Cacodylatpuffer
[2 Liter 10%ige Stammlosung: 100 g Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt, Deutschland)
wurden in 800 ml auf 60°C erhitztem Aqua bidest. mit 2 Pellets NaOH (Merck,
Darmstadt, Deutschland) gel6st, auf Raumtemperatur abgekuhlt, auf pH 7,5 titriert und
mit Aqua bidest. auf 1 | aufgefullt; fur die 4%ige LOsung wurden 800 ml der
Stammldésung mit 18 g NaCl und 2 g Natrium-Cacodylat (Sigma C-0250 St. Louis, MO.
USA) versetzt und auf 2 | aufgefillt (pH=7,4)]. Abgeschlossen wurde die Perfusion durch
eine ca. zehnminttge Tropfinfusion, ebenfalls mit 4°C kaltem Paraformaldehyd in
Cacodylatpuffer.

Die fixierten Gehirne wurden vorsichtig aus dem Schadel herausprapariert und far
mindestens drei Tage in der 4% Paraformaldehydlésung in Cacodylatpuffer nachfixiert.

Abb. 2.1: Gehirn einer sechs Tage alten Ratte nach Fixation und Préparation aus dem Schéadel
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Danach erfolgte der Grobschnitt. Das Gehirn wurde unter Ausschluss des Riechhirns
und des Kleinhirns in zwei koronare Teile geteilt und danach noch einmal fiir mindestens
drei Tage in der oben genannten Fixationslosung (4% Paraformaldehydlésung in

Cacodylatpuffer) gelagert.

A

Abb. 2.2: koronare Grobschnitte, links vordere Hirnhalfte, rechts hintere Hirnhéalfte

2.4 Einbettung und Schnitte fur die De Olmos Kupfer-Silberfarbung

Danach wurden die zwei Hirnhalften zum Trocknen auf Papier gelegt und anschliel3end
in angefrorene Petrischalen uberfihrt, um dann in ca. 40°C warmem, 4%iger Agar (20 g
Agar-Puder, Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, Pennsylvania, USA; in
500 ml Aqua bidest. aufgekocht) eingebettet zu werden. Nach der Verfestigung des
Agar wurden die Praparate in rechteckigen Agar-Blocken ausgeschnitten.

Abb. 2.3: Grobschnitte in Agar-Blocken, links die vordere Hirnhélfte, rechts die hintere Hirnhéalfte

Diese Blocke wurden auf die Praparierteller des Rotationsvibratoms (Leica, VT 1000 S,
Nussloch, Deutschland) aufgeklebt, und konnten so koronar in 70um dinne Scheiben
geschnitten werden. Circa jeder flinfte Schnitt wurde fir die Silberfarbung ausgewahit
und zum Fixieren fur mindestens drei Tage in Zellkulturenplatten (24-well-Platten;
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Falcon, Beston Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ. USA), die mit 4%iger
Paraformaldehydlosung in Cacodylatpuffer gefullt waren, gelagert. So ergaben sich pro
Tier zwolf Hirnschnitte fur die Silberfarbung. Die tbrigen Schnitte wurden in PBS-Azid
(100 ml des zehnfach-Konzentrates mit 0,05 % Na-Azid NaNs;, Sigma S-8032 St. Louis,
MO. USA,; versetzt und mit Aqua bidest. auf 1 Liter aufgefillt) bei 4°C gelagert.

2.5 De Olmos Kupfer-Silberfarbung

Mit der De Olmos Kupfer-Silberfarbung kdnnen degenerierte Neurone dunkelbraun bis
schwarz angefarbt werden und heben sich so deutlich vom goldgelben Hintergrund ab
[74]. Die Silberfarbung wurde erstmalig von C. Golgi beschrieben.

Bei geschadigten Neuronen wird die Zellmembran durchlassig, so dass das Silbersalz
mit dem Axoplasma von degenerierenden Neuronen reagieren kann. Die verwendeten
GefalRe miussen dazu mdglichst frei von Anionen sein. Dies wurde durch Einweichen
aller Glasgefal3e in rauchender Salpetersaure fir 15 min erreicht. Anschliel3end wurden
die Gefale griundlich mit Aqua bidest. ausgespililt.

Mit der De Olmos Kupfer-Silberfarbung allein kann keine Aussage zum
Pathomechanismus der neuronalen Degeneration gemacht werden [14]. Da diese
Farbung aber kostenglnstig und leicht durchzufihren ist, eignet sie sich gut als
Screeningmethode. Zum eindeutigen Beweis der Apoptose sind weitere
Untersuchungen wie die Caspase-Farbung und die Elektronenmikroskopie notwendig.
Inzwischen wurden allerdings auch caspaseunabhangige Apoptoseformen beschrieben
[75].

Die Hirnschnitte eines Tieres wurden in eine mit Aqua bidest. geflillte Petrischale
Uberfihrt und dreimal in Aqua bidest. gewaschen. Darauf erfolgt die Inkubation mit einer
Kupfer-Silberlésung. Fir diese Lésung wurden 180 ml Aqua bidest. auf 40°C erwarmt
und danach wurden unter Ruhren 1,5 g Silbernitrat AQNO3; (Roth 9370.3; Karlsruhe,
Deutschland), 3 ml 0,5%ige Kupfernitrattbsung CuNO3; (Sigma C-6176; St. Louis, MO.
USA), 15 ml 0,1%ige Allantoinlésung (Sigma A-7878; St. Louis, MO. USA), 9 ml
Boratpuffer (ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA), 17 ml Ethanol absolut (Baker 8006,
Deventer, Holland) und 9 ml Pyridin (Sigma P-3776; St. Louis, MO. USA) hinzugefugt.
Die Losung wurde gefiltert. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln, erst eine Stunde im
Warmeschrank bei 40°C und dann 48 bis 72 Stunden bei Raumtemperatur. Nach einer
zweifachen Reinigung mit reinem Aceton (Baker 8002, Deventer, Holland) erfolgte die
Inkubation mit einer Silber-Diamin-LOsung fur 35 Minuten. Diese Losung setzte sich aus
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24 g Silbernitrat AQNOs3, 120 ml Aqua bidest, 60 ml 0,4%ige Natronlauge (NaOH) und 30
ml Ammoniumhydroxid (NH,OH, Sigma A-6899; St. Louis, MO. USA) zusammen. Unter
Agitation wurden die Schnitte in einer ethanolischen Losung von Formaldehyd und
Zitronensaure reduziert. Diese LOsung bestand aus 135 ml Aqua bidest, 15 ml Ethanol
absolut, 180 pl 37%ige Formaldehydlosung (Riedel-de Haén, Seelze, Deutschland) und
10,5 mg Zitronensaure (Sigma C-0759; St. Louis, MO. USA). Die Schnitte wurden
dadurch dunkelbraun. Die Schnitte wurden anschlieend zweimal mit Aqua bidest.
gewaschen, bevor sie einzeln mit einer 0,3%igen Kaliumferrizyanidlésung (0,45 g
KsFeCNg, Sigma P-8131; St. Louis, MO. USA in 150 ml Aqua bidest.) gebleicht wurden.
Nach diesem Schritt waren die Schnitte bernsteinfarben. Danach wurden die Schnitte
wieder zweimal mit Aqua bidest. gewaschen. Die Stabilisierung des Féarbeergebnisses
erfolgte Uber exakt eine Minute mit 0,1%iger Natriumthiosulfatiosung (0,2 g Na;S;0s3,
Sigma S-7026; St. Louis, MO. USA in 200 ml Aqua bidest.). Beendet wurde die Farbung
mit einem dreimaligen Waschen der Schnitte mit Aqua bidest.

Die Hirnschnitte wurden danach mit Hilfe eines Gelatine-Mediums auf Objekttrager
aufgebracht. Fur das Gelatine-Medium wurden 1,5 g Gelatine (Electron Microscopy
Sciences, FT. Washington, USA) in 250 ml Aqua bidest. auf 50°C erhitzt. Nach dem
Abkuhlen wurden 0,15 g Kalium-Chrom-Sulfat (Sigma P-8131; St. Louis, MO. USA)
hinzugefugt und die Losung mit Aqua bidest. auf 500 ml aufgefullt. Danach erfolgte die
Dehydratation der Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreine. Zum Abschluss

wurden die Praparate mit Hilfe von Permount Medium (Electron Microscopy Sciences,
FT. Washington, USA) mit Deckglasern (Menzel, Microm, Walldorf, Deutschland)
versehen.

Abb. 2.4: coronare Schnitte der vorderen Hirnhélfte auf einem Objekttrager, nach der
Silberfarbung
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Abb. 2.5: coronare Schnitte der hinteren Hirnhalfte auf einem Objekttrager, nach der Silberfarbung

2.6 Einbettung und Schnitte fur die TUNEL-Farbung

Die Versuchstiere sind wie oben beschrieben 24 Stunden nach der ersten Injektion
getotet und transkardial perfundiert worden. Die fixierten Gehirne wurden vorsichtig aus
dem Schadel herausprapariert und fur mindestens funf Tage in der 4%igen
Paraformaldehydlésung mit 2% Cacodylatpuffer nachfixiert. Nach dem Grobschnitt
wurden die Gehirnhalften noch einmal fir mindestens funf Tage in der Fixationslésung
gelagert. AnschlieRend erfolgte die Paraffineinbettung. Daflir mussten die Gehirne
zunachst unter flieBendem Leitungswasser fur zwei bis drei Stunden bei
Raumtemperatur gewaschen werden. Danach erfolgte die Dehydrierung in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (drei bis vier Stunden bei Raumtemperatur in Ethanol 70%,
dann Uber Nacht bei Raumtemperatur in Ethanol 80%, danach eine Stunde bei 40°C in
Ethanol 96% und dann drei Stunden bei 40°C in Ethanol 100%). Anschlie3end kamen
die Gehirne fir eine Stunde bei 60°C in ein Ethanol 100% / Chloroform-Gemisch
(Mischungsverhaltnis 1:1) und abschlieend fur zwei Stunden bei 40°C in ein
Chloroformgemisch. Die eigentliche Impragnierung mit flissigem Paraffin begann mit
einem Paraffinbad fur eine Stunde und dann in einem weiteren Paraffinbad fur eine
Nacht, jeweils bei 60°C. Am nachsten Tag fand die endgultige Einbettung statt. Dazu
wurde reines, flissiges Paraffin auf 60°C erhitzt, in eine Form gegossen und jeweils eine
Gehirnhalfte mit einer vorgewarmten Pinzette in dem flissigen Paraffin positioniert.
Danach konnte man das Paraffin bei Raumtemperatur erstarren lassen und dann die
Paraffinblocke in Form schneiden. Die so préaparierten Gehirnhaften konnten am
Rotationsmikrotom (Microm HM 360 Ser.-Nr.9790, Walldorf, Deutschland) in zehn pm
dicke, koronare Schnitte geschnitten werden. Diese Schnitte wurden auf mit 3-
Aminopropyltriethoxysilane  beschichtete Objekttrager (Super Frost Plus: R.
Langenbrinck, Emmerdingen, Deutschland) aufgebracht.
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2.7 TUNEL-Farbung

Als Charakteristisch fur die Apoptose wurde die Fragmentierung der DNA in Segmente
mit ca. 180 Basenpaaren bzw. vielfachen davon durch die Aktivierung von
Endonucleasen beschrieben [29, 76]. Von Gauvrieli et al. wurde 1992 die TUNEL-
Farbung (terminal transferase mediated dUTP-biotin nick end labeling) beschrieben, als
eine histologische Methode um in situ den programmierten Zelltod darzustellen. Dies
geschieht durch Enzyme, die mit den freien 3-OH-Enden der DNA-Fragmente
reagieren [14, 77]. Eine apoptotische Zelle ist mit der TUNEL-Methode flir ca. eine bis
drei Stunden nachweisbar. Da es aber auch bei der Nekrose und bei der postmortalen
Autolyse zu freien 3'-OH-Enden der DNA kommt, ist die TUNEL-Farbung nicht
Apoptose-spezifisch [10, 78].

Zunachst mussten die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe deparaffinisiert
werden. Die Farbung erfolgte mit dem ApopTag Peroxidase kit (S 7100, Oncor
Appligene, Heidelberg). Zunéchst fand eine Vorbehandlung der Schnitte mit der
Proteinase K statt, und dann wurden die Schnitte mit Equilibrierungspuffer und TdT-
Enzym (terminal deoxynucleotyl Transferase) fir eine Stunde bei 37°C behandelt. Das
TdT-Enzym markiert die freien 3'-OH-Enden der DNA, welche in apoptotischen Zellen
besonders haufig vorkommen. Durch das TdT-Enzym kann dUTP (deoxy-Uridine-
TriPhosphate) an die freien 3'-OH-Enden der DNA-Strangbriiche gebunden werden.
Darauf erfolgte fur 30 Minuten die Inkubation mit Anti-Digoxigenin-Peroxidase, welche
danach bei der Reaktion mit dem DAB-Substrat (3,3'-Diaminobenzidine, Sigma) eine
Farbdnderung anzeigt. Eine leichte Gegenfarbung des Zytoplasmas wurde mit
Methylgrin durchgefuhrt. Die TUNEL-positiven Zellen erscheinen dunkelbraun.

2.8 Morphometrie

Im infantilen Rattengehirn kommt es physiologisch zu apoptotischen Zelluntergangen.
Um das Ausmald der Apoptose zwischen Kontrolltieren und mit Medikamenten
behandelten Tieren vergleichen zu konnen, ist eine genaue morphometrische
Quantifizierung notwendig. Zur Dichtebestimmung der degenerierten Neuronen bei De
Olmos und TUNEL gefarbten Hirnschnitten wurde die stereologische
Dissektionsmethode (unibased stereological dissector method) nach Gundersen [79]
verwendet. Zum Auszéhlen der Hirnschnitte wurde ein Lichtmikroskop (BX60 F-3
Olympus, Japan) mit integriertem Zahlgitter im Okular verwendet. Der Zahlrahmen war
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0,05 mm x 0,05 mm grof3 und gab so die Ausdehnung in einer Ebene wieder. Die flr ein
Volumen bendtigte dritte Dimension war die Dissektorhéhe (die Dicke der Schnitte).
Diese betrug 0,07 mm bei den Schnitten der De Olmos Kupfer-Silberfarbung und 0,01
mm bei den Schnitten der TUNEL-Farbung. Bei jedem Tier wurden in jede
auszuwertende Region zuféllig vier bis funf Raster gelegt. Dieser Schritt wurde bei
jedem Tier in einem zweiten Hirnschnitt wiederholt, so dass in jeder Region acht bis
zehn Raster ausgezahlt wurden. Neuronen, die auf dem linken und unteren Rand des
Rasters lagen, wurden nicht mitgerechnet. Der Zusatz ,stereological dissector* bei der
Methode bedeutet, dass die Schnitte mit dem Mikroskop in verschiedenen Ebenen
fokussiert wurden. In jeder einzelnen Region wurde die Summe der degenerierten
Neuronen ausgezahlt und entsprechend der Anzahl der Raster der Mittelwert gebildet.
Unter  Beriicksichtigung  der  RastergroRe, der  Schnittdicke und des
VergroRerungsfaktors konnte so die Anzahl der degenerierten Neuronen pro
Kubikmillimeter fur jede Region einzeln berechnet werden. Durch die Addition der
Dichtewerte der einzelnen Hirnbereiche erhalt man einen Gesamtscore fir jedes Gehirn.
So konnten Kontrolltiere und Versuchstiere mit Hilfe eines Wertes verglichen werden.
Mdgliche Fehlerquellen bei dieser Methode kdnnen durch eine extrem inhomogene
Verteilung der zu z&hlenden Objekte und durch eine Schwellung oder Schrumpfung des
Gesamtvolumens entstehen.

Die Auszahlung der Praparate erfolgte blind. Die verschiedenen Hirnareale wurden mit
Atlanten [80, 81] des sich entwickelnden Gehirnes der Ratte identifiziert. Initial wurden
die Ergebnisse durch einen erfahrenen Untersucher kontrolliert.

Die folgenden 17 Hirnregionen wurden ausgewertet:

« frontalert Kortex (Lamina 2 und 4)

» Gyrus cinguli (Lamina 2 und 4)

* parietaler Kortex (Lamina 2 und 4)

* retrosplenialer Kortex (Lamina 2 und 4)

» laterodorsaler, mediodorsaler, ventraler Thalamus

* Nucleus caudatus

* Septum

» Hypothalamus

» Gyrus dentatus

* CAl

* Subiculum
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2.9 Statistische Auswertung

Das Endresultat der Auszahlung war die numerische Neuronendichte, das heildt die
Anzahl der degenerierten Neuronen pro Kubikmillimeter. Fur jede Versuchsgruppe
wurden die 17 oben genannten Hirnregionen einzeln ausgewertet. Es wurden der
arithmetische Mittelwert + Standardabweichung berechnet. So konnten die Hirnregionen
der verschiedenen Versuchsgruppen auf signifikante Verteilungsunterschiede
untersucht werden. AuRerdem wurde fir jedes Gehirn ein kumulativer Gesamtscore aus
der Summe der Dichtewerte aller Hirnregionen eines Tieres gebildet. Fiur jede
Versuchsgruppe wurde auch der Mittelwert + Standardabweichung der Gesamtscore
errechnet. Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences). Da die Stichproben unverbunden und nicht normal verteilt waren
wurde fur alle statistischen Auswertungen der Mann-Whitney-U-Test gewahlt, um die
Abweichungen der Mittelwerte auf Signifikanz zu Uberprifen. Als Signifikanzniveau

wurde P<0,05 angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Dosisfindung

Zunachst wurden Versuche zur Dosisfindung durchgefihrt. Ziel war es, ein dem
klinischen Einsatz &quivalentes Ané&sthesieniveau zu finden, bei dem die Tiere
ausreichend tief schlafen, um Manipulationen zu tolerieren, und bei dem Atmung und
Kreislauf stabil bleiben.

Es wurden drei Gruppen mit vier bis funf Tieren gebildet, welchen 25, 50 oder 75 mg
Propofol pro kg Korpergewicht am sechsten Lebenstag (P6) als Einmalgabe
intraperitoneal injiziert wurde. Zusatzlich ist eine Kontrollgruppe (n=3) gebildet worden.
Es zeigte sich, dass alle Tiere, welche 75 mg Propofol pro kg Kérpergewicht erhielten
(n=4), wahrend des Versuchs verstarben. In der Gruppe, welche 50 mg Propofol pro kg
Kdrpergewicht erhielten (n=5), verstarben zwei Tiere und die anderen zwei zeigten eine
niedrige Atemfrequenz und ein sehr blasses Hautcolorit. Die Tiere, die 25 mg Propofol
pro kg Korpergewicht erhielten (n=4), zeigten eine eher flache Narkosetiefe mit einem
rosigen Hautcolorit, einer nur minimal verminderten Atemfrequenz und deutlichen
Reaktionen auf Schmerzreize.

Aufgrund dieses Ergebnisses entschieden wir uns bei den weiteren Versuchen fur eine
Dosis von 30 mg Propofol pro kg Koérpergewicht, um ein dem Kklinischen Einsatz
aquivalentes Anasthesieniveau zu erreichen.

3.2 Neurotoxische Effekte von Propofol im unreifen Gehirn der Ratte

Um neurotoxische Effekte von Propofol im sich entwickelnden Rattengehirn zu
untersuchen, wurde den Versuchstieren am sechsten Lebenstag (P6) Propofol
intraperitoneal injiziert. Die Injektion von 30 mg Propofol pro kg Kérpergewicht erfolgte
repetitiv nach 0, 90 und 180 Minuten. Die komplette Dauer der Narkose betrug ca. 6
Stunden. Die mit Propofol behandelten Tiere entwickelten eine tiefe Anasthesie mit nur
leichten bis keinen Reaktionen auf Schmerzreize. Die Kontrolltiere erhielten keine
Injektion.

Die Praparate wurden nach der Methode von DeOIlmos silbergefarbt.

Abbildung 3.1 zeigt histologische Schnitte, insbesondere der Lamina Il des parietalen
Cortexes aus den Gehirnen sieben Tage alter Ratten. Einzelne degenerierte Neuronen
sind als schwarze Punkte zu erkennen. Bei den Kontrolltieren (A) erkennt man einige

schwarze Punkte, in den Hirnschnitten der mit 3 x 30 mg Propofol pro kg Korpergewicht
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behandelten Tiere (B) erkennt man in der gleichen Hirnregion deutlich mehr

degenerative Veranderungen.

Abb. 3.1: Hirnschnittpraparate, DeOlmos-Farbung, Vergrof3erung 100-fach.
Die degenerierten Zellen sind als kleine schwarze Punkte zu erkennen. A= Kontrolltiere, B= nach der
Gabe von 3 x 30 mg Propofol/kgkG. Gezeigt wird Lamina Il des parietalen Cortex.

In der mit Propofol behandelten Gruppe befanden sich 24 Tiere. Bei 20 Ratten traten
wahrend des Versuchs und der nachfolgenden Verarbeitung keine Komplikationen auf.
Ein Tier entwickelte eine Apnoe und verstarb wahrend der Narkose. Ein Tier entwickelte
wahrend der Narkose eine Zyanose, welche auf Schmerzreize ricklaufig war. Dieses
Tier verstarb jedoch innerhalb der 24 Stunden bis zur Perfusion. Eine Ratte war
wahrend der Narkose langerfristig zyanotisch, so dass keine zweite Repetitionsdosis an
Propofol verabreicht wurde und das Tier nicht in die Auswertung einbezogen wurde. Bei
einem Gehirn gab es Probleme bei der Verarbeitung, so dass die Qualitat der
Hirnschnitte derart schlecht war, dass eine mikroskopische Auswertung nicht moglich
war. Von den 24 Tieren wurden also 20 statistisch ausgewertet. In der Kontrollgruppe
befanden sich zehn Jungtiere, mit denen der Versuch wie oben beschrieben
durchgefuhrt wurde.

In den Hirnschnitten der am sechsten Lebenstag mit 3 x 30 mg Propofol pro kg
Korpergewicht behandelten Ratten, fand sich nach 24 Stunden Uberlebenszeit eine
signifikant erhdhte Anzahl degenerierter Zellen pro mm® (Summenscore) im Vergleich
zu den Kontrolltieren (Mittelwert + Standardabweichung: 24.036,55 *+ 8.133,9 vs.
16.970,1 + 4.597,3; U-Test, p=0,022). In der Abbildung 3.2 ist der Boxplot mit den
Summenscoren der Kontrollen und der mit Propofol behandelten Tiere dargestellt.
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Abb.3.2: Numerische Dichte degenerierter Neuronen pro mm® bei sechs Tage alten Ratten

(Propofol 3 x 30 mg/kg Kérpergewicht) vs. Kontrollen

Bei den am sechsten Lebenstag mit 3 x 30 mg Propofol pro kg Kérpergewicht behandelten Ratten (n=20)

fand sich nach 24 Stunden Uberlebenszeit eine signifikant erhohte Anzahl degenerierter Zellen pro mm?®

(Summenscore) im Vergleich zu den Kontrolltieren (n=10) (Mittelwert + Standardabweichung: 24.036,55 +
8.133,9 vs. 16.970,1 + 4.597,3; U-Test, p=0,022).

Die unterschiedlichen Auspragungen in den verschiedenen Hirnregionen sind in

Tabelle 3.1 dargestellt. Signifikant betroffene Hirnregionen sind die Lamina Il des

Cortex parietale, der mediodorsale und der laterodorsale Thalamus und das Subiculum.

Tabelle 3.1: Neurotoxische Wirkung von Propofol im sich entwickelnden Rattengehirn.

Numerische Dichte degenerierter Neuronen

M (Mittelwert / mm?®) + Standardabweichung

Versuchsdauer 6 h,

Behandlung am 6. Lebenstag

) ) Kontrollen Propofol (3 x 30 mg/kgKG)
Hirnregion
(n=10) (n=20)
Cortex frontalis, Lamina Il 2.942,7 + 906,5 4.278,5 + 2.876,8
Cortex frontalis, Lamina IV 1.079,3 £ 372,6 841,4 £ 428,3

Cortex cingularis, Lamina Il

2.000,1 +538,6

2.878,7 +£1.359,4

Cortex cingularis, Lamina IV

1.333,3+291,8

1.333,3 £ 365,6

Septum 242,9 + 213,2 214,3 £ 156,4
Nucleus caudatus 449,1 + 320,2 404,3 + 405,2
Cortex parietalis, Lamina Il 2.557,1+1.303,1 4.664,3 £2.537,5*
Cortex parietalis, Lamina IV 1.110,9 =+ 523,8 904,7 +557,4
Cortex retrosplenialis, Lamina Il 928,7 + 338,4 785,7 + 366,5

Cortex retrosplenialis, Lamina IV

1.142,8 + 583,7

1.142,7 + 498,2
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Thalamus mediodorsalis 194,3 +127,5 507,3 + 657,9 *
Thalamus laterodorsalis 600 + 436,9 3.234,5 + 2.706,7 ***
Thalamus ventralis 185,8 £+ 157,1 177,2+116,0
Hypothalamus 680 + 457,5 617,2 +441,6

CA 1 Region des Hippocampus 414,4 + 206,8 385,8+179,9
Gyrus dentatus des Hippocampus 360,1 £ 201,7 314,3 £ 123,7
Subiculum 748,6 + 469,3 1.352,9 + 614,5 **
Gesamtscore 16.970,1 + 4.597,3 24.036,55 + 8.133,9 *

Angegeben sind die Mittelwerte und die Standardabweichung der numerischen Dichte der degenerierten
Zellen. In einigen Hirnregionen ist eine signifikante neurotoxische Wirkung von Propofol vorhanden
(*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001), diese Hirnregionen wurden fett hervorgehoben.

Zusatzlich wurden die Tiere vor der Narkose und 24 Stunden spéter gewogen. Es
zeigte sich bei den mit Propofol behandelten Tieren eine tendenziell geringere
Zunahme des Korpergewichtes als bei den Kontrolltieren. Dieser Unterschied ist jedoch
nicht signifikant (Mittelwert £ Standardabweichung: 1,41 + 0,77 vs. 1,74 = 0,86; U-Test,
p=0,403). Der Boxplot zur Gewichtsdnderung innerhalb von 24 Stunden nach dem
Versuch ist in Abbildung 3.3 dargestellt.

3.5-
3.0-
2.5-
2.0-
1.5+
1.0+
0.5+
0.0 T
-0.5- Kontrollen Propofol (3x30 mg/kgKG)

(in Gramm)

Gewichtsanderung

Abb.3.3: Gewichtsadnderung innerhalb von 24 Stunden nach dem Versuchsbeginn bei der sechs
Tage alten Ratte

Mittelwert und Standardabweichung der Gewichtséanderung in Gramm: 1,41 + 0,77 vs. 1,74 + 0,86; U-
Test, p=0,403.

3.3 Dosisabhangigkeit der neurotoxischen Effekte

Es zeigte sich eine Dosisabhangigkeit des Ausmalies der neurodegenerativen Wirkung
nach der Applikation von Propofol. Im Alter von sechs Tagen (P6) erhielten die
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Versuchstiere Propofol in den Dosierungen von 3 x 10 mg Propofol pro kg
Kdrpergewicht (n=7), 3 x 20 mg Propofol pro kg Korpergewicht (n=7) oder 3 x 30 mg
Propofol pro kg Koérpergewicht (n=20). Die vierte Gruppe bildeten die Kontrolltiere
(n=10), welche kein Medikament erhielten. Die unterschiedlichen Auspragungen in den
verschiedenen Hirnregionen sind in Tabelle 3.2 dargestellt.

Eine signifikant erh6hte Anzahl degenerierter Zellen nach der Anwendung von Propofol
im Vergleich zu den Kontrollen zeigte sich im Cortex parietalis Lamina Il, Thalamus
laterodorsalis und mediodorsalis und im Subiculum. Eine signifikant niedrigere Anzahl
degenerierter Zellen ergaben sich nach der Behandlung mit Propofol im Vergleich zu
den Kontrollen im Cortex frontalis Lamina IlI, Cortex cingularis Lamina Il und Cortex
parietalis Lamina Il

Tabelle 3.2: Dosisabhangigkeit der neurotoxischen Wirkung von Propofol im sich entwickelnden

Rattengehirn.

Numerische Dichte degenerierter Neuronen
M (Mittelwert / mm?®) + Standardabweichung,
Versuchsdauer 6 h,
Behandlung am 6. Lebenstag
Propofol
Hirnregion Kontrollen 3x10 3x20 3x 30
(n=10) mg/kgKG mg/kgKG mg/kgKG
(n=7) (n=7) (n=20)
Cortex frontalis, Lamina Il 2.942,7 1.265,3 2.000 4.278,5
+906,5 +431,9 ** +466,5 * +2.876,8
Cortex frontalis, Lamina IV 1.079,3 952,4 1.043,1 841,4
+372,6 +410,0 + 398,2 +428,3
Cortex cingularis, Lamina Il 2.000,1 1.306,1 2.081,6 2.878,7
+538,6 +363,5* + 258,9 +1.359,4
Cortex cingularis, Lamina IV 1.333,3 907,0 1.043,1 1.333,3
+291,8 +465,0 +541,2 + 365,6
Septum 242,9 138,4 1711 214,3
+213,2 + 44,9 +81,0 + 156,4
Nucleus caudatus 449,1 228,7 261,4 404,3
+320,2 +57,3 + 45,2 + 405,2
Cortex parietalis, Lamina Il 2.557,1 1.224,6 1.959 4.664,3
+1.303,1 +564,8 * + 683,7 +25375*
Cortex parietalis, Lamina IV 1.110,9 907,1 1.270 904,7
+523,8 +339,4 +518,5 +557,4
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Cortex retrosplenialis, Lamina Il 928,7 816,3 775,4 785,7
+338,4 1 347,2 + 653,9 + 366,5
Cortex retrosplenialis, Lamina IV 1.142,8 952,4 1.179,3 1.142,7
+ 583,7 +550,0 +571,3 + 498,2
Thalamus mediodorsalis 194,3 105,9 179,6 507,3
+127,5 + 39,3 +111,7 +657,9*
Thalamus laterodorsalis 600 465,4 408,3 3.234,5
+436,9 +184,9 +190,6 + 2.706,7 ***
Thalamus ventralis 185,8 122,1 122,1 177,2
+157,1 + 39,3 +51,3 +116,0
Hypothalamus 680 432,9 546,9 617,2
+457,5 +157,8 +210,8 +441,6
CA 1 Region des Hippocampus 414,4 285,9 469,4 385,8
+ 206,8 +142,7 +293,9 +179,9
Gyrus dentatus des Hippocampus 360,1 253,0 277,6 314,3
+201,7 +180,3 +217,6 +123,7
Subiculum 748,6 383,6 457,1 1.352,9
+469,3 + 153,6 +123,4 +614,5 **
Gesamtscore 16.970,1 10.747,1 14.245,1 24.036,6
+4.597,3 +1.841,8** +2.588,3 +8.133,9*

Angegeben sind die Mittelwerte und die Standardabweichung der numerischen Dichte der degenerierten
Zellen in den verschiedenen Hirnregionen sowie des Gesamtscores. In einigen (fett hervorgehobenen)
Hirnregionen ist eine signifikante neurotoxische oder neuroprotektive Wirkung von Propofol vs. Kontrollen
vorhanden (*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001).

Die Dosierung von 3 x 10 mg Propofol pro kg Korpergewicht verursacht eine signifikant
niedrigere Neurodegeneration im Vergleich zu den Kontrolltieren (Mittelwert +*
Standardabweichung: 10.747,1 + 1.841,8 vs. 16.970,1 + 4.597,3; U-Test, p=0,003). Die
graphische Darstellung des Ergebnisses als Boxplot ist in der Abbildung 3.4 zu sehen.
Eine signifikant niedrigere neurodegenerative Wirkung bei den Tieren, die mit 3 x 10 mg
Propofol pro kg Kérpergewicht behandelt wurden im Vergleich mit den Kontrolltieren
zeigt sich in der Lamina Il des Cortex frontalis, cingularis und parietalis.
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Abb. 3.4: Numerische Dichte degenerierter Neuronen pro mm? bei sechs Tage alten Ratten
(Propofol 3 x 10 mg/kg Kérpergewicht vs. Kontrollen)

Bei den mit 3 x 10 mg Propofol pro kg Koérpergewicht behandelten Ratten (n=7) fand sich nach 24
Stunden Uberlebenszeit eine signifikant niedrigere Anzahl degenerierter Zellen pro mm? (Summenscore)
im Vergleich zu den Kontrolltieren (n=10) (Mittelwert + Standardabweichung: 10.747,1 + 1.841,8 vs.
16.970,1 + 4.587,3; U-Test, p=0,003).

Die Dosierung von 3 x 20 mg Propofol pro kg Korpergewicht fuhrt zu keinem
signifikanten Unterschied im Bezug auf die Neurodegeneration im Vergleich zu den
Kontrolltieren (Mittelwert + Standardabweichung: 14.245,1 + 2.588,3 vs. 16.970,1 +
4.597,3; U-Test, p=0,329). In der Abbildung 3.5 ist der Boxplot mit den Summenscoren
der Kontrollen und der mit Propofol (3 x 20 mg Propofol pro kg Koérpergewicht)
behandelten Tiere dargestellt.
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Abb. 3.5: Numerische Dichte degenerierter Neuronen pro mm?® bei sechs Tage alten Ratten
(Propofol 3 x 20 mg/kg Kdrpergewicht)

Bei den mit 3 x 20 mg Propofol pro kg Kérpergewicht behandelten Ratten (n=7) fand sich nach 24
Stunden Uberlebenszeit kein Unterschied in der Anzahl degenerierter Zellen pro mm?® (Summenscore) im
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Vergleich zu den Kontrolltieren (n=10) (Mittelwert +
16.970,1 + 4.597,3; U-Test, p=0,329).

Standardabweichung: 14.245,1 + 2.588,3 vs.

Erst die Dosierung von 3 x 30 mg Propofol pro kg Koérpergewicht fuhrt zu einer
signifikant erhdhten Neurodegeneration im Vergleich zu den Kontrolltieren (Mittelwert =
Standardabweichung: 24.036,6 + 8.133,9 vs.16.970,1 + 4.597,3; U-Test, p=0,022).
Allerdings wird erst mit der Dosierung von 3 x 30 mg Propofol pro kg Kérpergewicht
eine mit dem klinischen Alltag vergleichbare Narkosetiefe erreicht. Bei den niedrigeren
Dosierungen sind die Tiere nur leicht schlafrig, werden relativ schnell wieder wach und
zeigen starke Reaktionen auf Schmerzreize. In der Abbildung 3.2 ist der Boxplot mit
den Summenscoren der Kontrollen und der mit 3 x 30 mg Propofol behandelten Tiere
dargestellt.

3.4 Altersabhéngigkeit der neurotoxischen Effekte

Um eine mdogliche Altersabhangigkeit der neurodegenerativen Wirkung von Propofol zu
untersuchen, wurde Ratten im Alter von 3 (P3), 6 (P6) oder 21 (P21) Tagen 3 x 30 mg
Propofol pro kg Korpergewicht intraperitoneal injiziert. Den Kontrollen wurde kein
Medikament appliziert.

In der Gruppe der drei Tage alten Ratten, welche mit Propofol (3 x 30 mg Propofol/kg
Kdrpergewicht) behandelt wurden, verstarb ein Tier wahrend der Narkose.

Die Mittelwerte und Standardfehler fur die einzelnen Gruppen sind in der Tabelle 3.3
aufgelistet.

Tabelle 3.3: Altersabhangigkeit der neurotoxischen Wirkung von Propofol im sich entwickelnden
Rattengehirn.

Alter 3 Tag 6 Tage 21 Tage
Propofol Propofol Propofol
Gruppe Kontrollen| (3x30 |Kontrollen| (3x30 |Kontrollen| (3x30
mg/kgKG) mg/kgKG) mg/kgKG)
GruppengroiRe n=2 n=5 n=10 n=20 n=5 n=8
Mittelwert +
39.199,5 | 49.702 16.970,1 | 24.036,6 *| 3.685,4 4.343,1
Standard-
) +1.603,0 | £2.511,7 | +4597,3 | +8.1339 | +£570,8 | £1.021,6
abweichung
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Angegeben sind die Mittelwerte und die Standardabweichung der numerischen Dichte der degenerierten
Zellen pro mm?®. Bei den fett hervorgehobenen Werten zeigt sich ein signifikanter Unterschied; *=p<0,05.

Die Versuche bei den drei Tage alten Tieren wurden nur orientierend an einer geringen
Tierzahl durchgefuhrt. In den Hirnschnitten der am dritten Lebenstag mit 3 x 30 mg
Propofol pro kg Korpergewicht behandelten Ratten fand sich nach 24 Stunden
Uberlebenszeit eine tendenziell héhere Anzahl degenerierter Zellen (Summenscore) im
Vergleich zu den Kontrolltieren (Mittelwert = Standardabweichung: 49.702 + 2.511,7 vs.
39.199,5 * 1.603,0). Aufgrund der geringen Anzahl der Tiere erfolgte keine
weiterfuhrende statistische Auswertung. Bei den drei Tage alten Tieren wurde
ausschlief3lich eine TUNEL-Féarbung durchgefihrt.

Bei den sechs Tage alten Tieren zeigte sich nach der Gabe von 3 x 30 mg Propofol pro
kg Korpergewicht eine signifikant erhéhte Anzahl degenerierter Zellen im Vergleich zu
den Kontrolltieren (Mittelwert £ Standardabweichung: 24.036,6 + 8.133,9 vs.16.970,1 +
4.597,3; U-Test: p=0,022).

Bei den 21 Tage alten Tieren zeigte sich zwischen den mit Propofol behandelten Tieren
und den Kontrollen kein signifikanter Unterschied bei der Anzahl der degenerierten
Zellen pro mm® (Mittelwert + Standardabweichung: 4343,1+ 1.021,6 vs. 3685,4 + 570,8;
U-Test, p=0,057).

Insgesamt zeigt sich eine deutliche Abnahme der neurodegenerativen Effekte von
Propofol mit steigendem Alter. Der Mittelwert der degenerierten Zellen der mit Propofol
behandelten Tiere ist von 49.702 im Alter von 3 Tagen auf 4.343,1 im Alter von 21
Tagen gesunken. Auch bei den Kontrollen kam es zu einer deutlichen Abnahme der
degenerierten Zellen von 39.199,5 im Alter von 3 Tagen auf 3.685,4 im Alter von 21
Tagen.

3.5 Reduktion der neurotoxischen Wirkung von Propofol durch die Gabe von
Erythropoietin

Um zu untersuchen, ob die zusatzliche Gabe von Erythropoietin zu einer Reduktion der
neurotoxischen Effekte im sich entwickelnden Rattengehirn wahrend einer Narkose mit
Propofol fihrt, erhielten die sechs Tage alten Ratten zusatzlich 15 Minuten vor der
ersten Propofolapplikation eine Erythropoietinlésung intraperitoneal injiziert. In der
Gruppe 1 (n=20) erhielten die Tiere nur Propofol. In der Gruppe 2 (n=15) erhielten die
Tiere 5.000 IE Erythropoietin pro kg Korpergewicht vor der Gabe von Propofol. In dieser
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Gruppe ist ein Tier wahrend der Narkose verstorben und bei einem Gehirn gab es
wahrend der Verarbeitung Probleme, so dass aufgrund der schlechten Qualitat der
Hirnschnitte keine mikroskopische Auswertung erfolgen konnte. Statistisch konnten 13
Tiere ausgewertet werden. In der 3. Gruppe (n=13) erhielten die Tiere vor der
Applikation von Propofol 20.000 IE Erythropoietin pro kg Korpergewicht. Ein Tier ist
wahrend der Narkose verstorben, so dass die Ergebnisse von 12 Tieren statistisch
ausgewertet wurden.

Die unterschiedlichen Auspragungen der degenerativen Effekte in den verschiedenen

Hirnregionen sind in Tabelle 3.4 dargestellt.

Tabelle 3.4: Reduktion der neurotoxischen Wirkung von Propofol im sich entwickelnden

Rattengehirn durch die Gabe von Erythropoietin.

Numerische Dichte degenerierter Neuronen

M (Mittelwert / mm?®) + Standardabweichung, Versuchsdauer 6 h,

Behandlung am 6. Lebenstag

3 x 30 mg/kgKG 3 x 30 mg/kgKG
3 x 30 mg/kgKG Propofol + Propofol +
Hirnregion Propofol 5.000 IE 20.000 IE
(n=20) Epo/kgKG Epo/kgKG
(n=13) (n=12)
Cortex frontalis, Lamina Il 4.278,5 £ 2.876,8 1.472,5 +542,0 *** | 1.249,9 + 656,5 ***
Cortex frontalis, Lamina IV 841,4 £ 428,3 610,2 £ 302,9 555,25 + 430,7
Cortex cingularis, Lamina Il 2.878,7+1.359,4 2.099,1+1.187,3 4.773,8 £ 3,703,4
Cortex cingularis, Lamina IV 1.333,3 + 365,6 1.025,5 + 536,9 1.216,8 + 465,7
Septum 214,3 + 156,4 79,2 + 46,9 *** 99,8 + 49,4 **
Nucleus caudatus 404,3 £ 405,2 175,8 +86,4 * 269,0 + 188,5
Cortex parietalis, Lamina Il 4.664,3+£2537,5* | 1.538,3+636,7 *** | 1.345,2 + 392,2 ***
Cortex parietalis, Lamina IV 904,7 +557,4 512,6 + 378,9 * 634,7 + 382,9
Cortex retrosplenialis, Lamina Il 785,7 + 366,5 538,5 +248,3 * 607,3 + 328,7
Cortex retrosplenialis, Lamina IV 1.142,7 + 498,2 1.049,8 = 759,9 819,9 + 458,4
Thalamus mediodorsalis 507,3 £ 657,9 * 608,8 £ 123,4 540,4 £ 698,9
Thalamus laterodorsalis 3.234,5+2.706,7 *** | 4.054,9 + 4.326,6 4.445,8 + 3.240,1
Thalamus ventralis 177,2 + 116,0 129,7 + 74,3 131,0+ 92,3
Hypothalamus 617,2 + 441,6 564,8 + 604,5 609,7 + 645,1
CA 1 Region des Hippocampus 385,8+179,9 351,8 + 215,1 464,3 £ 317,1
Gyrus dentatus des Hippocampus 314,3+123,7 373,7 £514,6 409,3 £ 290,1
Subiculum 1.352,9 £ 614,5 ** 1.6155+1.105,3 | 4.014 +1,777,9 ***
Gesamtscore 24.036,6 16.800,9 22.186,6
+8.133,9* +9.549,6 ** +9.044,9
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Angegeben sind die Mittelwerte und die Standardabweichung der numerischen Dichte der degenerierten
Zellen. Mit Hilfe des U-Test wurden jeweils die Hirnregionen der nur mit Propofol behandelten Tiere mit
den einzelnen Hirnregionen der mit verschiedenen Erythropoietinkonzentrationen und Propofol
behandelten Tiere verglichen. In einigen Hirnregionen ist eine signifikante neurotoxische oder
neuroprotektive Wirkung von Propofol vorhanden (*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001). Signifikante Werte
wurden fett hervorgehoben.

Die Tiere, die eine Dosis von 5.000 IE Eryhropoietin pro kg Korpergewicht vor der Gabe
von Propofol erhielten, zeigten im Verglich zu den Tieren, die nur Propofol erhielten,
eine signifikant niedrigere Anzahl degenerierter Zellen pro mm® (Summenscore).
Mittelwert + Standardabweichung betrugen 16.800,9 + 9.549,6 versus 24.036,6 +
8.133,9 und mit Hilfe des U-Test ergab sich ein signifikanter Unterschied (p=0,003). In
der Abbildung 3.6 ist der Boxplot mit den Summenscoren der mit Propofol behandelten
Tiere und der mit Propofol und 5.000 IE Erythropoietin pro kg Korpergewicht
behandelten Tiere dargestellt.
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Abb. 3.6: Neuroprotektive Wirkung von 5.000 IE Erythropoietin pro kg Kérpergewicht vor der Gabe
von Propofol

Die Tiere, welche eine Dosis von 5.000 IE Eryhropoietin pro kg Kérpergewicht vor der Gabe von Propofol
erhielten, zeigten im Vergleich zu den Tieren welche nur Propofol erhielten, eine signifikant niedrigere
Anzahl degenerierter Zellen pro mm?® (Mittelwert + Standardabweichung: 16.800,6 + 9.549,6 vs. 24.036,6
+ 8.133,9; U-Test; p=0,003).

Bei den Tieren, die 20.000 IE Eryhropoietin pro kg Koérpergewicht zuséatzlich zum
Propofol erhielten, ergab sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Anzahl
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degenerierter Zellen pro mm® (Summenscore) im Vergleich zu den nur mit Propofol
behandelten Tieren (Mittelwert + Standardabweichung: 22.186,6 + 9.044,9 vs. 24.036,6
+ 8.133,9; U-Test, p=0,414). In Abbildung 3.7 ist dieses Ergebnis graphisch als Boxplot
dargestellt.
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Abb. 3.7: Wirkung von 20.000 IE Erythropoietin pro kg Kérpergewicht vor der Gabe von Propofol

Tiere, die eine Dosis von 20.000 IE Eryhropoietin pro kg Koérpergewicht vor der Gabe von Propofol
erhielten, zeigten im Verglich zu den Tieren, die nur Propofol erhielten, keinen signifikanten Unterschied
hinsichtlich der Anzahl degenerierter Zellen pro mm?® (Mittelwert + Standardabweichung: 22.186,6 *
9.044,9 vs. 24.036,5 + 8.133,9; U-Test; p=0,414).

Zusatzlich wurden die Tiere vor der Narkose und 24 h spater gewogen. Verglichen
wurde die Gewichtszunahme der einzelnen Tiere innerhalb dieser 24 Stunden. Es
zeigte sich bei den nur mit Propofol behandelten Tieren eine tendenziell grof3ere
Zunahme des Korpergewichtes als bei den mit 5.000 IE Erythropoietin pro kg
Korpergewicht und Propofol behandelten Tieren. Dieser Unterschied ist jedoch nicht
signifikant (Mittelwert + Standardabweichung: 1.409 = 0,77 vs. 1,092 £ 0,8; U-Test, p=
0,346). Auch die Gewichtszunahme der Tiere, welche 20.000 IE Erythropoietin pro kg
Kdrpergewicht zusatzlich zum Propofol erhielten, ist tendenziell geringer als bei den
Tieren, die nur Propofol erhielten. Dieser Unterschied ist ebenfalls nicht signifikant
(Mittelwert = Standardabweichung: 1.125 + 0,91 vs. 1.409 + 0,77; U-Wert, p=0,349).
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der neurotoxischen und neuroprotektiven Effekte von
Propofol

Fur zahlreiche psychoaktive und sedative Substanzen wie Barbiturate, Benzodiazepine,
Antiepileptika [17], Ketamin [82] sowie Andasthetika in Kombination mit Sedativa [66]
wurde gezeigt, dass sie Apoptose im Zentralen Nervensystem von Tieren induzieren
kbnnen.

Ziel dieser Arbeit war es, Propofol auf neurodegenerative Effekte im sich entwickelnden
Gehirn der Ratte zu untersuchen.

Es zeigte sich, dass eine intraperitoneale Gabe von Propofol dosisabhéngig
neurodegenerative oder neuroprotektive Effekte im sich entwickelnden Gehirn der Ratte
induzieren kann. Bei Gabe einer geringen Dosis von Propofol (3 x 10 mg Propofol pro
kg Korpergewicht) ergab sich bei der sechs Tage alten Ratte eine signifikant niedrigere
Anzahl degenerierter Zellen pro mm? als bei den Kontrolltieren. Bei einer Erhéhung der
Propofoldosis kam es zu einer steigenden Anzahl degenerierter Zellen pro mm?®. Bei
Gabe von 3 x 30 mg Propofol pro kg Koérpergewicht zeigte sich bei sechs Tage alten
Ratten im Vergleich zu den Kontrolltieren eine signifikant erhdhte Anzahl an
degenerierten Zellen pro mm?®.

Zusatzlich zur Dosisabhangigkeit der neurotoxischen Effekte zeigte sich eine
Altersabhangigkeit. Bei drei Tage alten Ratten zeigte sich nach der Gabe von 3 x 30 mg
Propofol pro kg Korpergewicht eine tendenziell erhéhte Anzahl an degenerierten Zellen
im Vergleich zu den Kontrolltieren. Im Alter von sechs Tagen induzierte die Gabe von 3
x 30 mg Propofol pro kg Korpergewicht im Vergleich zu den Kontrollen eine signifikant
hohere Anzahl degenerierter Zellen im Gehirn. Die Gabe von 3 x 30 mg Propofol pro kg
Korpergewicht fiihrt bei 21 Tage alten Ratten im Vergleich zu den Kontrollen zu keinem
signifikanten Unterschied in der Anzahl der degenerierten Zellen pro mm3. Die hdchste
Differenz der Anzahl der degenerierten Zellen pro mm?® zwischen mit Propofol
behandelten Tieren und den Kontrolltieren ergab sich im Alter von sechs Tagen.

Es zeigt sich auch insgesamt eine deutliche Abnahme der neurodegenerativen Effekte
von Propofol mit steigendem Alter. Der Mittelwert der degenerierten Zellen der mit
Propofol behandelten Tiere ist von 49.702 im Alter von 3 Tagen auf 4.343,1 im Alter von
21 Tagen gesunken. Auch bei den Kontrollen kam es zu einer deutlichen Abnahme der
degenerierten Zellen von 39.199,5 im Alter von 3 Tagen auf 3.685,4 im Alter von 21
Tagen.
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Das Ausmald der neurotoxischen Effekte von Propofol bei der sechs Tage alten Ratte
konnte durch die zuséatzliche Gabe von 5.000 IE Erythropoietin pro kg Kérpergewicht
vor der Narkose signifikant reduziert werden. Bei einer Erh6hung der
Erythropoietindosis auf 20.000 IE pro kg Korpergewicht zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der Anzahl degenerierter Zellen.

4.2 Apoptose oder Nekrose?

Die meisten Rattengehirne wurden nach den Versuchen mit der De Olmos Kupfer-
Silberfarbung gefarbt. Damit kénnen degenerierte Neuron dunkelbraun bis schwarz
angefarbt werden und heben sich so deutlich vom goldgelben Hintergrund ab [74]. Die
De Olmos Kupfer-Silberfarbung ist eine kostengtinstige Screeningmethode mit welcher
allein keine Aussage zum Pathomechanismus der neuronalen Degeneration gemacht
werden kann [14]. Um zu Unterscheiden, ob die Nervenzellen durch Apoptose oder
durch Nekrose zu Grunde gegangen sind, sind weitere Untersuchungen notig.

Gauvrieli et al. etablierten 1992 die TUNEL-Farbung, als eine histologische Methode um
in situ den programmierten Zelltod darzustellen. Dies geschieht durch Enzyme, die mit
den freien 3'-OH-Enden der DNA-Fragmente reagieren [14, 77]. Bei den drei Tage alten
Tieren erfolgte die Farbung mit TUNEL. In den Hirnschnitten der am dritten Lebenstag
mit 3 x 30 mg Propofol pro kg Kdrpergewicht behandelten Ratten fand sich nach 24
Stunden Uberlebenszeit eine tendenziell erhohte Anzahl degenerierter Zellen
(Summenscore) im Vergleich zu den Kontrolltieren. Auch bei der Nekrose und bei der
postmortalen Autolyse kommt es zu freien 3'-OH-Enden der DNA, so dass die TUNEL-
Farbung nicht Apoptose-spezifisch ist [10, 78].

AulBerdem existiert zum Beispiel die Caspasefarbung. Caspasen sind Cystein-
Proteasen, welche den apoptotischen Zelluntergang vollstrecken konnen. Eine
Schlisselrolle nimmt dabei die Caspase 3 ein, da sie vitale Proteine schneiden und
Endonucleasen aktivieren kann und somit die Effektor-Caspase zur Durchfuhrung des
apoptotischen Programmes ist [83]. Die Caspase-Farbung stellt eine Immunhistochemie
fur Aktivierte Caspase 3 und Fas (Zelltodrezeptor) dar. Inzwischen wurden allerdings
auch Caspaseunabhangige Apoptoseformen beschrieben [75], so dass auch mit dieser
Farbung keine sichere Unterscheidung zwischen Apoptose und Nekrose mdglich ist.
Am zuverlassigsten, um die neuropathologischen Veranderungen einzuordnen, ist die
Elektronenmikroskopie [33]. Diese fuhrten wir jedoch im Rahmen unserer Versuche
nicht durch.



56

Zusammenfassend kann mit der vorliegenden Arbeit keine eindeutige Aussage zu den
neuropathologischen Veranderungen nach einer Narkose mit Propofol gemacht
werden. Es konnte gezeigt werden, dass es in Abhangigkeit von der Propofoldosis und
dem Alter der Ratten zu einer verminderten oder erhdhten Anzahl degenerierter
Neurone kam. Die Frage, ob der vermehrte Zelluntergang nach einer Narkose mit
Propofol durch Apoptose oder Nekrose entsteht, kann nur durch weitere
Untersuchungen geklart werden.

In der Literatur finden sich zahlreiche Beispiele fur die Untersuchung der GABA-
agonistischen und NMDA-antagonistischen Wirkung auf Nervenzellen. lkonomidou et
al. zeigten 1999, dass die Blockade des Glutamatrezeptors die apoptotische
Neurodegeneration im sich entwickelnden Gehirn auslost [84]. Ketamin und Midazolam
fuhrten einzeln oder kombiniert zu einer signifikanten Zunahme der Neurodegeneration.
Elektronenmikroskopisch konnte gezeigt werden, dass es sich um Apoptose handelt
[85]. Spater konnten Arbeitsgruppen um Bittigau et al. zeigen, dass antiepileptische
Medikamente ebenfalls zu einer apoptotischen Neurodegeneration fihren [86].

Andere  Arbeitsgruppen untersuchten inzwischen auch Propofol auf den
Wirkungsmechanismus bei der Neurodegeneration. Fredriksson [82] und Cattano [87]
beschreiben nach der Gabe von Propofol eine Neuroapoptose.

4.3 Dosisabhangigkeit der Wirkung von Propofol

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im zentralen Nervensystem.
Die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren erfordert neben der Bindung von Glutamat eine
zusatzliche Depolarisation der postsynaptischen Plasmamembran, sowie die
gleichzeitige Bindung von Glycin. Die y-Aminobuttersdure (GABA) ist neben Glycin im
adulten Gehirn der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter, aber im unreifen Gehirn
hat GABA auch exzitatorische Funktionen und beeinflusst die neuronale Migration und
Differenzierung [4, 40]. Zahlreiche Tierversuche legen nahe, dass eine Andasthesie
wahrend der Hirnentwicklung zu einer Neurodegeneration fuhrt [88]. Die existierenden,
nicht klinischen Daten zeigten, dass NMDA-Antagonisten und/oder GABA-Agonisten
neurotoxisch wirken [11, 12, 88].

Der genaue Wirkungsmechanismus von Propofol ist weiterhin nicht bekannt. Es gibt
zahlreiche Untersuchungen, welche sich mit den Wirkungsmechanismen und den
Rezeptoren beschaftigen. Die wichtigsten beschriebenen Wirkungen von Propofol sind
die agonistischen Effekte an den GABAa-Rezeptoren und den Glycin-Rezeptoren,
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sowie der Antagonismus an den NMDA-Rezeptoren und den Acetylcholinrezeptoren [8,
33, 18].

Fredriksson et al. zeigten 2007, dass die Exposition von neonatalen Mausen gegentber
einer Andasthetikakombination, welche Uber den NMDA- und den GABA-Rezeptor
wirken, zu einer apoptotischen Neurodegeneration und bleibenden
Verhaltensauffalligkeiten fuhrt [82].

Die Arbeitsgruppe um Cattano untersuchte 2008 die neurotoxische Wirkung von
Propofol als GABA-Agonist und NMDA-Antagonist auf das Gehirn der jungen Maus. Er
geht davon aus, dass die nétige Dosis fur eine Narkose bei einem chirurgischen Eingriff
und bei einer intraperitonealen Gabe bei 200 mg Propofol pro kg Korpergewicht liegt.
Bereits mit 50 mg Propofol pro kg Ko&rpergewicht konnte er eine signifikante
Neuroapoptose induzieren [87].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es im sich entwickelnden
Gehirn der Ratte bei der Gabe einer hohen Propofoldosis (3 x 30 mg Propofol pro kg
Korpergewicht) und einer Narkosedauer von sechs Stunden im Vergleich zu den
Kontrolltieren zu einer signifikant erhéhten Anzahl degenerierter Zellen pro mm?® kommt.
Unter der Annahme, dass Propofol hauptsachlich tber den NMDA- und den GABAa-
Rezeptor wirkt, entsprechen die Ergebnisse dieser Arbeit den oben genannten
Veroffentlichungen. Jedoch zeigte sich in unseren Untersuchungen eine deutliche
Dosisabhangigkeit der neurodegenerativen Effekte.

Bei Gabe einer geringen Propofoldosis zeigte sich in der vorliegenden Arbeit im
Vergleich zu den Kontrolltieren eine signifikant niedrigere Anzahl degenerierter Zellen
pro mm°. In den momentan verdffentlichten Untersuchungen zur Wirkung von Propofol
auf das unreife Gehirn konnten die Ergebnisse dieser Arbeit bei niedrigen
Propofoldosierungen nicht reproduziert werden. Die Arbeitsgruppen um Cattano [87]
und Fredriksson [82] fanden bei niedrigen Propofoldosierungen weder signifikant
erhohte noch signifikant verminderte neurodegenerative Effekte. Allerdings arbeiteten
beide Gruppen mit Mausen und nicht mit Ratten und verabreichten das Propofol im
Gegensatz zum vorliegenden Versuchsaufbau nur ein Mal. Da die in der vorliegenden
Arbeit gefundene neuroprotektive Wirkung geringer Propofoldosen nicht mit den
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen Ubereinstimmt, sollte sie tUberprift werden. Es ist
aber denkbar, das eine leichte Reduktion des zerebralen Stoffwechsels schitzend auf
die Neuronen wirkt. Eine neuroprotektive Wirkung von Propofol wurden in anderen
Zusammenhéangen Dberichtet. Propofol wird auch in zahlreihen Studien eine
neuroprotektive Wirkung bei leichten Schlaganfallen zugeschrieben [90, 91]. Jevtovic-
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Todorovic et al. beschrieben, dass neurotoxische Effekte bei der verlangerten Gabe von
Lachgas bei der erwachsenen Ratte durch die Gabe von GABA-Agonisten verhindert
werden kénnen [89].

Aktuelle Veroffentlichungen beschaftigten sich mit den moglichen Mechanismen des
Zelltods im sich entwickelnden Gehirn der Ratte. Die Arbeitsgruppe um Pesic
untersuchte welcher molekulare Mechanismus zur Neuroapoptose bei einer
Propofolnarkose bei der sieben Tage alten Ratte fuihrt. Den Tieren wurden 25 mg
Propofol pro kg Kérpergewicht intraperitoneal injiziert. Es zeigte sich eine Reduktion der
NGF (nerve growth factor) mRNA (messenger Ribonukleinsaure) und Proteine.
AuRerdem kam es zu einer Steigerung der TNF-a mRNA und Proteine [92].

Unsere Untersuchungen lassen keine Schlussfolgerungen auf die neurotoxischen oder
neuroprotektiven Effekte der einzelnen Rezeptoren zu. Es konnte nur eine
Dosisabhéangigkeit der degenerativen Effekte im sich entwickelnden Gehirn der Ratte
festgestellt werden.

4.4 Altersabhangigkeit der neurodegenerativen Wirkung von Propofol

In der vorliegenden Arbeit wurde auch die Altersabhangigkeit der neurotoxischen
Wirkung von Propofol untersucht. In den Hirnschnitten der am dritten Lebenstag mit 3 x
30 mg Propofol pro kg Kérpergewicht behandelten Ratten fand sich nach 24 Stunden
Uberlebenszeit eine tendenziell erhéhte Anzahl degenerierter Zellen (Summenscore) im
Vergleich zu den Kontrollen. Bei den sechs Tage alten Tieren zeigte sich nach Gabe
von 3 x 30 mg Propofol pro kg Koérpergewicht eine signifikant erhdhte Anzahl
degenerierter Zellen im Vergleich zu den Kontrolltieren. Bei den 21 Tage alten Tieren
zeigte sich zwischen den mit Propofol behandelten Tieren und den Kontrollen kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Anzahl der degenerierten Zellen.

Es zeigt sich auch insgesamt eine deutliche Abnahme der neurodegenerativen Effekte
von Propofol mit steigendem Alter. Der Mittelwert der degenerierten Zellen der mit
Propofol behandelten Tiere ist von 49.702 im Alter von 3 Tagen auf 4.343,1 im Alter von
21 Tagen gesunken. Auch bei den Kontrollen kam es zu einer deutlichen Abnahme der
degenerierten Zellen von 39.199,5 im Alter von 3 Tagen auf 3.685,4 im Alter von 21
Tagen.

Ein mdglicher Erklarungsansatz fur die Altersabhangigkeit der neurodegenerativen
Effekte von Propofol ist die verstarkte Empfindlichkeit des Gehirns wahrend der rapiden
Hirnwachstumsphase. Wahrend der ersten drei postpartalen Wochen befindet sich die
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Ratte in der Phase des rapiden Hirnwachstums, mit einer maximalen
Wachstumsgeschwindigkeit am siebten Lebenstag [13]. In unseren Versuchen zeigte
sich wahrend der maximalen Wachstumsgeschwindigkeit, am sechsten Lebenstag, die
gro3te Differenz in der Anzahl der degenerierten Zellen zwischen den mit Propofol
behandelten Tieren und den Kontrollen. Beim Menschen beginnt die rapide
Hirnwachstumsphase im letzten Trimenon der Schwangerschaft, ab der 23.
Schwangerschaftswoche, und endet mit dem Beginn des dritten Lebensjahres des
Kindes [13]. In der Literatur finden sich zahlreiche Untersuchungen, welche eine
Altersabhangigkeit bei der Empfindlichkeit gegeniiber Noxen beschreiben [9, 17, 66].

Im Alter von sechs bis zehn Tagen ist die durch GABAa-Agonisten und NMDA-
Antagonisten induzierte Apoptose im Gehirn der Ratte am starksten ausgepragt [9, 11,
12, 17].

Es zeigt sich sowohl bei den mit Propofol behandelten Tieren als auch bei den
Kontrolltieren eine deutlich abnehmende Neurodegeneration mit steigendem Alter. Im
Rahmen der Hirnentwicklung werden tberschissig angelegte Neuronen und Gliazellen
durch Apoptose ungefahr auf die Halfte reduziert [23, 27]. Die physiologische

Elimination nimmt mit zunehmendem Alter ab.

4.5 Neurodegenerative Wirkung von Propofol im Vergleich zu anderen
Anasthetika

In der Literatur lassen sich zahlreiche Untersuchungen zur Wirkung von verschiedenen
Anasthetika auf das sich entwickelnde Gehirn finden mit teilweise unterschiedlichen
Ergebnissen. Die meisten Untersuchungen wurden an Nagetieren durchgefihrt.

Zou et al. zeigten zum Beispiel, dass Ketamin bei der sieben Tage alten Ratte zu einer
dosisabhangigen Zunahme der Neurotoxixitat fuhrt, welche bei hohen Dosierungen
signifikant ist [93]. Hayashi zeigte, das die einmalige intraperitoneale Gabe von Ketamin
bei der sieben Tage alten Ratte zu keiner erhdhten Neurodegeneration fuhrte [94]. Die
Arbeitsgruppe um Scallet konnte zeigen, das erst die mehrfache Gabe von Ketamin in
einer hohen Dosis zu neurodegenerativen Effekten fuhrt [95]. Ketamin wirkt
hauptsachlich Gber einen NMDA-Antagonismus [8].

Die Arbeitsgruppe um Jevtovic-Todorovic konnte zeigen, das eine Kombination von
Midazolam, Isofluran und Lachgas im sich entwickelnden Gehirn der Ratte zu einem
ausgepragten Verlust von Neuronen sowie persistierenden Gedachtnis- und
Lerndefiziten fihrt [63].
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Inzwischen wurden auch verschiedene Untersuchungen zu neurodegenerativen
Effekten von Propofol auf das sich entwickelnde Gehirn im Tiermodell veré6ffentlicht.
Cattano et al. konnten zeigen, dass die intraperitoneale Gabe von Propofol bei der funf
bis sieben Tage alten Maus ab einer Dosis von = 50 mg/kg Korpergewicht zu einer
signifikanten Neuroapoptose fiihrt. Sie konnten auf3erdem zeigen, dass die bei der
jungen Maus benottigte Dosis von Propofol um eine chirurgische Anasthesie
durchzufihren bei 200 mg/kg Kérpergewicht liegt. Das bedeutet, dass bereits eine sehr
geringe Dosis neurotoxisch wirkt [87].

Die Arbeitsgruppe um Fredriksson konnte ebenfalls eine neurodegenerative Wirkung
von Propofol feststellen. Bei der zehn Tage alten Maus induzierte die Gabe von 60 mg
Propofol diese Wirkung [82].

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigte sich in den von uns durchgefiihrten
Versuchen eine neurodegenerative Wirkung von Propofol. Jedoch fuhrte bei der sechs
Tage alten Ratte erst eine kumulative Dosis von 90 mg Propofol pro kg Korpergewicht
(3 x 30 mg) zu einer signifikanten Neurodegeneration. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Cattano und Fredriksson zeigte sich in der vorliegenden Arbeit bei
einer subanasthetischen Gabe von Propofol (3 x 10 mg / kg Kdrpergewicht) eine
signifikante Neuroprotektion.

Die Arbeitsgruppe um Bercker konnte zeigen, das die Gabe von Sevofluran im
Gegensatz zu Propofol zu keiner erhdhten Neurodegeneration im sich entwickelnden
Gehirn der sechs Tage alten Ratte fuhrt [96].

Aber nicht alle inhalativen Anasthetika sind neuroprotektiv. Jevtovic-Todorovic konnte
zeigen, dass die Gabe von Isofluran neurotoxisch wirkt.

Es liegen auch zahlreiche Daten zur Wirkung von An&sthetikakombinationen auf das
sich entwickelnde Gehirn vor. In den meisten Untersuchungen konnte gezeigt werden,
das die Kombination verschiedener Anasthetika zu starkeren neurotoxischen Effekten
fuhrt als die Einzelgabe [88].

4.6 Neuroprotektive Wirkung von Erythropoietin

Die gesteigerte Anzahl degenerierter Zellen pro mms? bei einer Narkose mit Propofol am
sechsten Lebenstag der Ratte konnte durch die intraperitoneale Gabe von
Erythropoietin, vor der Narkose, abgeschwacht werden. Die Gabe von 5.000 IE
Erythropoietin pro kg Kdrpergewicht 15 Minuten vor der ersten Propofolapplikation fuhrt
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zu einer signifikant niedrigeren Anzahl degenerierter Zellen pro mm?3 gegenuiber der
Gabe von Propofol allein.

Die schiutzenden Eigenschaften von Erythropoietin wurden in der Literatur bereits in
vielen Tiermodellen beschrieben. Im unreifen Gehirn der sieben Tage alten Ratte
wurden Versuche mit Erythropoietin zu hypoxisch-ischamischen Hirnschaden
durchgefuhrt, worbei sich zeigte, das Erythropoietin das Ausmal3 eines Hirninfarkts
signifikant vermindern kann und die Anzahl TUNEL-positiver Zellen verringern kann [97,
98]. In anderen Versuchen konnte gezeigt werden, das Erythropoietin signifikant die
durch Hyperoxie induzierte Apoptose und Caspase-2, -3 und -8 Aktivitdt im Gehirn
sechs Tage alter Ratten reduziert [99].

AuBBerdem wurden Tierversuche zum Schadel-Hirn-Trauma durchgefuhrt, hier kann
ebenfalls durch die Applikation von Erythropoietin eine Reduktion des Hirnschadens
erreicht werden [100, 101].

In der Literatur gibt es zahlreiche Erklarungsversuche fur die neuroprotektive Wirkung
von Erythropoietin. Dzietko et al. beobachten in ihren Versuchen, dass die
intraperitoneale Gabe des NMDA-Antagonisten (+) MK-801 bei der sieben Tage alten
Ratte zu einer signifikanten Reduktion der mRNA von BDNF (Brain-derived
neurotrophic factor) und GDNF (Glial cell derived neurotrophic factor) fihrt. Er zeigte
aullerdem, dass Erythropoietin zu einer vermehrten Expression dieser
antiapoptotischen Faktoren fuhrt [102]. Dies konnte auch ein mdglicher Mechanismus
der neuroprotektiven Wirkung von Erythropoietin vor der Narkose mit Propofol sein, da
Propofol unter anderem NMDA-antagonistisch wirkt [8, 9].

In anderen Versuchen konnte gezeigt werden, das Erythropoietin zu einer vermehrten
Expression von Bcl-2 fuhrt [101]. Bcl-2 wirkt antiapoptotisch [21].

Die Gabe von 20.000 IE Erythropoietin fihrt zu einer etwas niedrigeren, aber nicht
signifikant verminderten Zahl degenerierter Zellen. Dzietko erreichte in seinen
Versuchen mit dem NMDA-Antagonisten (+) MK-801 die grofdte antiapoptotische
Wirkung bei der Gabe von 20.000 IE Erythropoietin pro kg Korpergewicht. Eine weitere
Dosissteigerung oder die mehrfache Gabe fihrten bei ihm zu keiner weiteren Zunahme
der antiapoptotischen Wirkung. Eine Erklarung kdnnte eine negative Beeinflussung der
Signaltubertragung sein, die am Erythropoietinrezeptor beginnt. Es kann zu einer
Desphosphorylierung des Rezeptors kommen oder zu einer Internalisierung des
Rezeptors selber. Dies kann die Funktion des Rezeptors hemmen und damit die
Ubermittlung der Informationen durch die Erythropoietinbindung an den Rezeptor in das
Zellinnere unterbinden [102]. Die Hemmung des Rezeptors kdnnte auch erklaren,
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warum in unseren Versuchen eine Steigerung der Erythropoietindosis auf 20.000 IE/kg
KG nicht zu einer Zunahme der neuroprotektiven Wirkung fihrt, sondern zu einer
Abnahme.

4.7 Die Ubertragbarkeit des Tiermodells und Schlussfolgerungen

Die Ubertragung unserer experimentellen Daten auf den Menschen ist nicht
unproblematisch.

Ein Rattengehirn entwickelt sich tber einige Wochen, wahrend ein menschliches Gehirn
sich Uber Jahre entwickelt. Eine sechsstiindige Anéasthesie bei einer jungen Ratten
entspricht nicht einer sechsstindigen Operation bei einem menschlichen
Neugeborenen, sonder eher Wochen [103].

Aufgrund der geringen Grol3e der neugeborenen Ratten erfolgte die Gabe von Propofol
in der vorliegenden Arbeit intraperitoneal. Da zunachst eine Resorption des Wirkstoffs
erfolgen muss, liegt die benotigte Propofoldosis deutlich héher als bei der intravendsen
Gabe. Insgesamt liegt die von uns verwendete Dosis deutlich Gber den beim Menschen
eingesetzten Dosierungen. Es gibt aulRerdem deutliche Unterschiede in der
Pharmakokinetik zwischen dem Menschen und dem Nagetier.

Die Arbeitsgruppe um Soriano kritisiert, dass neurotoxische Wirkungen der Narkose im
Tiermodell auch durch unkontrollierbare Effekte wie die Deprivation von der Mutter,
Hypoglykamie oder Hypoxie induziert werden konnen [104, 105].

In der klinischen Praxis werden regelmaflig Blutdruck, Puls, Temperatur und
Oxygenierung gemessen, um die Nebenwirkungen der Andasthetika zu reduzieren.
Andasthetika supprimieren nicht nur das zentrale Nervensystem, sondern auch den
Kreislauf und die Atmung, was zu einer verminderten Durchblutung des Gewebes und
einer Hypoxie fuhrt. Die geringe Grol3e der jungen Ratte machen ein Monitoring
(Sauerstoffsattigung, Blutdruck, etc.) und stabilisierende Techniken unmdglich. Bel
Tierversuchen mit jungen Ratten ist meist nur eine Beobachtung des Hautcolorits und
der Atemfrequenz mdglich. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass es
wahrend der Narkose zu einer passageren Hyperkapnie und / oder einer metabolischen
Azidose gekommen ist. Diese Effekte konnten ebenfalls eine Neurodegeneration im
unreifen Gehirn hervorrufen.

Zusétzlich erfolgt bei menschlichen Neugeborenen vor und wahrend der Operation eine
gewichts- und altersadaptierte Flussigkeits- und Nahrungssubstitution um eine
Malnutrition, Exsikose oder Hypoglykamie zu verhindern. In den durchgefiuihrten
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Versuchen erhielten die Tiere einmalig PAD Il subcutan. Die Tiere wurden vor der
Narkose und 24 Stunden spéater gewogen. Es zeigte sich bei den mit 3 x 30 mg
Propofol pro kg Korpergewicht behandelten Tieren tendenziell geringere Zunahme des
Korpergewichtes als bei den Kontrolltieren. Dieser Unterschied ist jedoch nicht
signifikant. Auch eine Hypoglykédmie kann zu neurodegenerativen Effekten im Gehirn
fuhren [106].

Ein weiteres Problem bei der Ubertragbarkeit der vorliegenden Untersuchung auf eine
Operation ist die fehlende chirurgische Intervention und der damit fehlende
Schmerzreiz. Aber Anasthetika und insbesondere auch Propofol werden nicht nur zur
Narkose, sondern auch zur Sedierung eingesetzt.

Eine weitere mdgliche Einschrankung liegt in der fehlenden intraperitonealen Injektion
bei den Kontrolltieren. In der Literatur gibt es jedoch keinen Anhaltspunkt, dass eine
intraperitoneale Injektion allein zu einer erhdhten Neurodegeneration fuhrt.

Mit der vorliegenden Arbeit lassen sich keine Aussagen zur Bedeutung der
neurodegenerativen Effekte machen. Es ist moglich, dass die signifikant erhdhte
Neurodegenration nach der Gabe von Propofol zu bleibenden Verhaltensauffalligkeiten
und Lerndefiziten fuhrt. Es ist aber auch denkbar, das die physiologische Elimination
Uberschissig angelegter Neuronen durch der Gabe von Propofol nur im Verlauf
beeinflusst wird, ohne zu bleibenden Schaden zu fihren. Winschenswert ware die
Durchfihrung von Verhaltensstudien um zu untersuchen, inwieweit eine
Neurodegeneration wéahrend der Hirnentwicklung zu Verhaltensauffalligkeiten oder
Lerndefiziten im weiteren Verlauf fuhrt.

Zusammenfassend gibt es zahlreiche Einschrankungen bei der Ubertragung der Daten
auf den Menschen. Da sich aus ethischen Griinden eine Durchfihrung dieser
Untersuchungen beim Menschen verbietet, kobnnen aus der vorliegenden Arbeit jedoch
Tendenzen abgeleitet werden. Der Einsatz von Anasthetika in der Praxis sollte gerade
bei Frih- und Neugeborenen kritisch betrachtet werden, und die Narkosedauer sollte so

kurz wie mdglich sein.
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5. Zusammenfassunq

In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Substanzen, welche
Uber den GABAa-Agonismus oder den NMDA-Antagonismus wirken, im Gehirn der
neugeborenen Ratte zu neurodegenerativen Effekten fuhren. Dies wurde unter
anderem fur Barbiturate und Antiepleptika publiziert. So konnten Jevtovic-Todorovic et
al. zeigen, das eine Anasthesie mit Isofluran, Lachgas und Midazolam im Tiermodel zu
einem ausgepragten Verlust von Neuronen sowie persistierenden Gedé&chtnis- und
Lerndefiziten fihrt. Es konnte aul3erdem durch die Arbeitsgruppe um Dzietko gezeigt
werden, dass die Applikation von rekombinantem Erythropoietin bei sieben Tage alten
Ratten die durch den NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 induzierte Apoptose,
reduziert. Bei der Anasthesie von Frih- und Neugeborenen wird héaufig Propofol
benutzt, obwohl es fir diese Altersklassen keine Zulassung gibt. Propofol wirkt tber
eine Aktivierung der GABAx-Rezeptoren und eine Hemmung der NMDA-Rezeptoren.
Deshalb wird in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die Applikation von Propofol bei
der neugeborenen Ratte zu einer Neurodegeneration fuhrt, und ob die zusatzliche
Applikation von Erythropoietin neuroprotektive Effekte hat.

Bei 3 bis 21 Tage alten Wistar-Ratten wurde eine Anasthesie durch die intraperitoneale
Gabe von Propofol in unterschiedlichen Dosierungen durchgefuhrt. Nach 24 Stunden
Uberlebenszeit wurden die Tiere getdtet und die Rattengehirne wurden mit der
DeOlmos-Kupfersilberfarbung oder der TUNEL-Farbung ausgewertet. Die numerische
Dichte der degenerierten Zellen wurde in 17 Hirnregionen mittels der stereologischen
Dissektionsmethode nach Gundersen bestimmt. Pro Tier wurde ein kumulativer
Schadigungsscore summiert und statistisch ausgewertet. Die Kontrolltiere wurden wie
die Versuchstiere behandelt, jedoch erhielten sie kein Medikament. Um zu
untersuchen, ob die zusatzliche Gabe von Erythropoietin zu einer Reduktion der
neurotoxischen Effekte im sich entwickelnden Rattengehirn wéhrend einer Narkose mit
Propofol fuhrt, erhielt eine Gruppe 5.000 IE und eine weitere Gruppe 20.000 IE
Erythropoietin pro kg Korpergewicht. Die intraperitoneale Gabe von Erythropoietin
erfolgte vor der Narkose mit 3 x 30 mg Propofol pro kg Korpergewicht.

In den Hirnschnitten der am sechsten Lebenstag mit 3 x 30 mg Propofol pro kg
Korpergewicht behandelten Ratten, fand sich nach 24 Stunden Uberlebenszeit eine
signifikant erhdhte Anzahl degenerierter Zellen pro mm® im Vergleich zu den
Kontrolltieren, welche kein Medikament erhielten. Es zeigt sich eine Dosisabhéngigkeit
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des Ausmalies der neurodegenerativen Wirkung nach der Applikation von Propofol. Die
Dosierung von 3 x 20 mg Propofol pro kg Koérpergewicht flhrt zu keinem Unterschied in
der Neurodegeneration im Vergleich zu den Kontrollen. Die Dosierung von 3 x 10 mg
Propofol pro kg Korpergewicht verursachte eine  signifikant niedrigere
Neurodegeneration im Vergleich zu den Kontrolltieren. Zusatzlich konnte eine
Altersabhangigkeit der Wirkung von Propofol auf das sich entwickelnde Gehirn
festgestellt werden. Bei den sechs Tage alten Tieren zeigte sich nach der Gabe von 3 x
30 mg Propofol pro kg Korpergewicht eine signifikant erhéhte Anzahl degenerierter
Zellen und bei den 21 Tage alten Tieren zeigt sich kein signifikanter Unterschied im
Vergleich zu Kontrolltieren. Die Tiere, die eine Dosis von 5.000 IE Erythropoietin pro kg
Korpergewicht vor der Gabe von Propofol erhielten, zeigten eine signifikant niedrigere
Anzahl degenerierter Zellen im Vergleich zu den nur mit Propofol behandelten Tieren.
Dagegen zeigten die Tiere, die 20.000 IE Erythropoietin pro kg Korpergewicht
zusatzlich zum Propofol erhielten, keinen signifikanten Unterschied beziglich der
Anzahl degenerierter Zellen (Summenscore) im Vergleich zu den nur mit Propofol
behandelten Tieren.

Zusammenfassend kann mit der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die
Applikation von Propofol im sich entwickelnden Gehirn der Ratte zu dosis- und
altersabhangigen neurodegenerativen Effekten fuhrt. Eine Steigerung der Dosis fihrt
zu einer Zunahme der degenerierten Zellen im Gehirn. Zunehmendes Alter fuhrt zu
einer Abnahme der Empfindlichkeit gegeniber Propofol. Die zusatzliche Gabe niedriger
Erythropoietin-Dosen hob die neurodegenerativen Effekte auf. In wieweit sich dieses
Tiermodell auf den Mensch Ubertragen lasst und ob die Zunahme degenerierter Zellen
klinische Folgen in der Entwicklung der Hirnleistungen hat, lasst sich nur durch weitere
Studien, insbesondere klinische Verhaltensstudien, klaren.
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