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1 Einleitung

Postoperative kognitive Defizite (POCD) sind trotz intensiver Forschung vor allem bei
alteren Patienten nach anésthesiepflichtigen Eingriffen sehr haufig. Eine Woche nach
einer Operation entwickeln bis zu einem Viertel aller Patienten kognitive
Leistungsbeeintrachtigungen. Die damit verbundenen Symptome erschweren das tagliche
Leben besonders auch deshalb, weil sie bei jedem zehnten Patienten bis zu drei Monaten
nach dem operativen Eingriff bestehen bleiben konnen (MOLLER et al., 1998). Diese
Defizite duBern sich sowohl in feinmotorischen Schwierigkeiten als auch in einem Abfall
der hoheren kognitiven Leistungen. Sie erhdhen die Morbiditéat der Patienten und
vermindern langerfristig deren Lebensqualitat. Zusatzlich werden die Angehdrigen durch
erhohten Pflegeaufwand belastet. Es wird angenommen, dass verschiedene Faktoren, wie
der Bildungsstand der Patienten, aber auch die Art des operativen Eingriffs, intraoperative
Komplikationen, postoperative Schmerzen oder sogar der Krankenhausaufenthalt an sich
eine wichtige Rolle spielen. Die Narkose konnte als potentieller Risikofaktor nicht
ausgeschlossen werden (ANCELIN et al., 2001), (SMITH et al., 1986). Als Resultat der
multifaktorielle Atiologie sind klinischen Studien tiber die Auswirkungen einer Narkose
auf Gedachtnisleistungen limitiert. Sie kénnen beispielsweise nicht zwischen einem
Narkoseeffekt und Einfllisse des chirurgischen Eingriffes, der postoperativen
Medikamente oder andere zusatzliche operative oder individuelle Einflissen, die alle die
postoperative kognitive Leistungsféhigkeit beeintrachtigen kénnen, unterscheiden.
Deshalb wird ein geeignetes Tiermodell ben6tigt, das eine alleinige Untersuchung der

Auswirkungen der Narkose unabhangig von dem chirurgischen Eingriff erlaubt.

In der vorliegenden Studie soll deshalb die alleinige Wirkung des
Inhalationsanasthetikums Isofluran auf Lernen und Gedachtnis im Mausmodell untersucht

werden.



2 Schrifttum

2.1 Postoperative kognitive Defizite

Vor mehr als 50 Jahren wurde erstmals von Verwirrtheit bei dlteren Patienten nach
operativen Eingriffen berichtet. Man vermutete, dass diese durch intraoperative zerebrale
Durchblutungsstorungen, zerebrale metabolische Mangelzustande oder durch die
verabreichten Medikamente verursacht wurde (BEDFORD, 1955). Eine Suche nach
physischen und mentalen Verdnderungen nach operativen Eingriffen ergab sechs Jahre
spater, dass Narkose keine Effekte auf Personlichkeit und geistige Fahigkeiten habe
(SIMPSON et al., 1961). Andere Studien hingegen beschuldigten einige Jahre spater
Andsthetika-Effekte auf das Gehirn als urspriingliche Verursacher von voribergehenden
kognitiven EinbuRen von Patienten nach Operationen (BLUNDELL, 1967). Nach diesen
frihen Studien und den kontroversen Ergebnissen war das weltweite Interesse an
postoperativen kognitiven Defiziten geweckt. Mit zahlreichen Studien wurde nun

versucht, moégliche Ursachen und pathologische Mechanismen zu erforschen.

2.1.1 Definition und Abgrenzung von Delir

Das nach internationalen Mal3staben (Internationale Klassifikation der Krankheiten ICD-
10, World Health Organization) definierte postoperative Delir stellt eine voriibergehende,
kurzfristige Beeintrachtigung des Bewusstseins, der Aufmerksamkeit, der Kognition, der
Psychomotorik und des Wahrnehmungsvermogens dar (BRYSON und WY AND, 2006).
Es beginnt haufig akut und ist charakterisiert durch eine wechselnde Intensitat der
Symptome. Die Patienten leiden unter optische Halluzinationen und Wahnvorstellungen.
Zeitliche und ortliche Desorientiertheit finden sich haufig. Stérungen des Schlaf-Wach-
Zyklus aufiern sich in fehlendem Nachtschlaf und Schléfrigkeit am Tage im Sinne einer
Rhythmusumkehr. Verschiedene Risikofaktoren sind fr das postoperative Delir
identifiziert worden. Hierzu zahlen hohes Alter, internistische Erkrankungen,
medikamenttse Kombinationsbehandlung und bestimmte operative Eingriffe wie
Herzchirurgie, Lungentransplantationen, orthopédische Eingriffe und Kataraktoperationen
(GALLINAT et al., 1999).



Maglicher Verlauf von Delir zu POCD

P Post-OP POCD

Delir

24 — 72 Stunden Post-OP Wochen - Monate

Abbildung 1: zeitliches Auftreten von Delir und POCD.

Die Definition des Komplexes ,,postoperative kognitive Defizite (POCD)* wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Leider gibt es keinen ,,Goldstandard fur eine Definition
und doch ist es wichtig, Patienten nach bestimmten Kriterien einzuteilen, will man
Inzidenzen und Risikofaktoren herausfinden (JOHNSON et al., 2002). Haufig werden
POCD als subtile und l&angerfristige Funktionsstérungen von Denkprozessen beschrieben,
die bestimmte Teile der Kognition beeintréachtigen, wie die Merkfahigkeit fir Worter und
Bilder, das Sprachverstandnis, das visuell-rdumliche Abstraktionsvermégen und die
Aufmerksamkeits- und Konzentrationsfahigkeit (BRYSON und WYAND, 2006).

Diskutiert wird auch, ob POCD einer subklinischen Form des postoperativen Delirs
entspreche, oder eher einem Einzelphdanomen mit eigener Atiologie und Verlauf
zuzuordnen sind. Klar ist, dass durch den latenten Verlauf der POCD deren Aufdeckung
erschwert ist, wodurch sie oftmals wahrend dem klinischen Aufenthalt unentdeckt
bleiben. Deshalb sind neuropsychologische Tests notwendig, um kognitive Defizite
frihzeitig zu erkennen und entsprechend behandeln zu kénnen (WANG und SAND,
2007). Das Delir stellt eine ernste und potentiell tédliche Komplikation dar, die
verlangerte Krankenhausaufenthalte (MCCUSKER et al., 2003), schwierige soziale
Anpassung und eine erhohte Sterblichkeit zur Folge haben kann (MCCUSKER et al.,
2002). Unentdeckt und dadurch unbehandelt kann ein postoperatives Delir in
langanhaltende POCD (bergehen (ROGERS et al., 1989).
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Tabelle 1: Differentialdiagnose Delir und POCD (GALLINAT et al., 1999)

postoperativ

Unterscheidungsmerkmale Delir POCD

Beginn Akut 48 Stunden bis 1 Woche
postoperativ

Dauer Stunden bis Tage Wochen bis Monate

postoperativ

Bewusstsein/

Gestort Ungestort
Wahrnehmung
Kognition:
Desorientiertheit zu Zeit Immer Selten
und Ort
Formelles Denken unzusammenhangend, subtile

»Wortsalat* Merkféhigkeitsstérungen
Wahn Haufig Selten

Psychomotorik

gesteigert oder

meist nicht verandert

Schwitzen, Tremor,

reduziert

Schlaf-Wach-Zyklus nachtliche Erregung, Ungestort
Schléfrigkeit am Tag

Korperliche Symptome Tachykardie, Selten

2.1.2 Inzidenzen und Auswirkungen von postoperativen kognitiven Defiziten

Die Inzidenz von POCD variiert erheblich in den einzelnen Studien abhangig von der

Definition der POCD, der Beschaffenheit der Testbatterie und dem postoperativen
Zeitpunkt der Beurteilung (RASMUSSEN, 2005). Neuere Untersuchungen ergaben bei




herzchirurgischen Eingriffen eine Inzidenz von 56% bei dlteren Menschen (ANCELIN et
al., 2001). Bei nicht herzchirurgischen Eingriffen liegt die Haufigkeit mit 6,8 % bis 19,2
% (CANET et al., 2003; JOHNSON et al., 2002) deutlich geringer. Nach
allgemeinchirurgischen Operationen rechnet man mit einem Auftreten von POCD bei 5-
15 % der Patienten. Bei orthopadischen Eingriffen kommt es haufiger zu POCD. Bis zur
Hélfte der Patienten sind in diesem Fall betroffen (BITSCH et al., 2004). Wahrscheinlich
liegt die wahre Inzidenz jedoch deutlich héher, da Personen, die POCD entwickeln
aufgrund ihres angeschlagenen Gesundheitszustandes und ihres verschlechterten
kognitiven Status vor allem aus Langzeitstudien haufiger herausfallen (SILVERSTEIN et
al., 2007).

Die Auswirkungen der POCD sind vielféltig. Patienten mit eingeschrankter Kognition
besitzen eine erhohte Sterblichkeit und verbleiben langer im Krankenhaus. Nach dem
Krankenhausaufenthalt beanspruchen sie langfristige und intensivere PflegemalRnahmen
(ROACH et al., 1996). Kognitive Defizite beeintrachtigen das tagliche Leben der
Patienten und deren Familienangehdrige noch Monate postoperativ. Die verzogerte
kdrperliche und emotionale Rehabilitation mindert ihre Lebensqualitat und schiebt die
Rickkehr in den Arbeitsalltag hinaus. Besonders flir Patienten mittleren Alters hat
jegliche kognitive Einschrankung katastrophale Folgen, wie Arbeitsverlust oder Aufgabe
sozialer Aktivitaten (JOHNSON et al., 2002). Neben den Folgen fur den Einzelnen stehen
fiir die Allgemeinheit soziodkonomische Konsequenzen im Vordergrund. Hierzu gehoren
beispielsweise Kosten durch verlangerte Liegedauer im Krankenhaus oder ein vermehrter
Pflegeaufwand nach dem stationdren Aufenthalt (BIEDLER et al., 1999). Man rechnet
mit einer Mehrbelastung fur das Gesundheitswesen von bis zu 400 Millionen Dollar
jahrlich, die augrund der steigenden Operationszahlen vermutlich noch ansteigen werden.
Rechnet man die Mehrausgaben fiir Rehabilitation und Pflege noch hinzu, erhalt man
geschatzte jahrliche Gesamtkosten von zwei bis vier Milliarden Dollar (ROACH et al.,
1996).

2.1.3 Risikofaktoren

Mit grofier Wahrscheinlichkeit haben POCD viele verschiedene Ursachen, die sich zudem

noch gegenseitig beeinflussen und verstarken kénnen.



Fortgeschrittenes Alter scheint in der Atiologie eine wichtige Rolle zu spielen. Eine
Mulicenter Studie zeigte, dass hdheres Lebensalter den groRten Risikofaktor fir friihe und
langandauernde POCD darstellt (MOLLER et al., 1998). Patienten mittleren Alters (40 —
60 Jahre) scheinen dagegen anfélliger fir die frihe Form von POCD zu sein (JOHNSON
et al., 2002).

Weitere mogliche Risikofaktoren, die diskutiert werden, sind Bildungsstand der Patienten,
bereits bestehende kognitive VVorschadigungen, Medikamenteneinfluss, zusétzliche
Krankheiten (z.B. Diabetes mellitus), Krankenhausaufenthalte und postoperative
Komplikationen (MOLLER et al., 1998). Auch exzessiver Alkoholmissbrauch stellt einen
signifikanten Pradiktor fir POCD bei alteren Patienten dar. Besonders das visuell-
raumlichen Abstraktionsvermogen und das Lernvermdgen neuer Worter scheinen bei
langerfristigen Alkoholmissbrauch bereits vorgeschédigt (HUDETZ et al., 2007). Ebenso
entscheidend fir das Auftreten von POCD ist das postoperative Schmerzmanagement. So
konnte gezeigt werden, dass bei Patienten ein signifikant geringeres Risiko fur POCD
bestand, wenn ihre postoperativen Schmerzen mit oralen Opioidanalgetika behandelt
wurden statt mit Epidural — oder Spinalanalgesie (WANG und SAND, 2007).

Art und Invasivitat des Eingriffes spielen bei der Entwicklung von POCD eine wichtige
Rolle. Seit langem bekannt und durch viele Studien belegt ist das Auftreten von POCD
nach herzchirurgischen Eingriffen (MCKHANN et al., 1997). Daneben gibt es aber viele
weitere operative Eingriffe, wonach ein Abfall der kognitiven Leistung zu beobachten ist.
Hierzu zédhlen vor allem die operative Versorgung von Huftfrakturen oder auch der
Einsatz von Hift — und Knieprothesen (CASATI et al., 2003) sowie Kataraktoperationen
(CAMPBELL et al., 1993). Ein komplizierter Operationsverlauf hat haufiger
Gedachtnisdefizite zur Folge. Der Einfluss der Invasivitat eines Eingriffes auf die
Gedéachtnisleistung wird durch die Tatsache untermauert, dass tberdurchschnittlich viele
Teilnehmer die Durchfiihrung der Tests nach der Operation aufgrund von korperlichen
Beschwerden ablehnen: Sie fuhlen sich der Aufgabe nicht gewachsen und es ist
anzunehmen, dass viele von ihnen POCD héatten (MULLER et al., 2004).

Ob Allgemeinnarkosen die Wahrscheinlichkeit POCD zu erleiden erhoht, bleibt unklar.
Zahlreiche Untersuchungen und Studien zu diesem Thema sind zu keinem eindeutigen
Ergebnis gekommen, da unter anderem noch signifikante methodisch- Probleme
existieren, wie zum Beispiel geringe Patientenanzahlen, Fehlen von Kontrollgruppen oder

eine Begrenzung auf bestimmte Operationen (FONG et al., 2006). Eine Untersuchung an
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alteren Menschen nach Huftoperationen postuliert, dass Patienten nach einer
Allgemeinnarkose haufiger kognitive Beeintrachtigungen haben als Patienten, die unter
ortlicher Betdaubung operiert werden. Diese Beobachtung wird dadurch erklért, dass der
Angriffspunkt der Allgemeinandsthesie vorrangig das Gehirn ist, wéhrend bei einer
regionalen Betdubung der spinale Kortex oder periphere Nerven beeinflusst werden (WU
etal., 2004).

2.1.4 Testauswahl und Testktiterien

Wie bereits oben angedeutet bedarf es zumeist aufwendiger neuropsychometrischer Tests,
um vor allem subtile Schaden und Einschrankungen der kognitiven Leistungsfahigkeit zu
detektieren und zu quantifizieren, wie sie im Rahmen von POCD héufig vorkommen. Zu
diesen Tests zéhlen zum Beispiel der Verbal Learning Test. Bei diesem Test missen die
Probanden sich eine Liste von 15 Wortern merken und nach einer gewissen Zeit
wiedergeben. Er dient zur Erfassung von verbalen Lernstrategien- und prozessen und zur
Aufdeckung mdglicher sprachlicher Gedachtnisstorungen (BRAND und JOLLES, 1985).
Bei dem Trail-Making Test missen die Patienten im Kreis angeordnete Zahlen,
Buchstaben und deren Kombination in der richtigen Reihenfolge und schnellstmdéglich
verbinden (REITAN, 1958). Es ist ein Konzentration — und Aufmerksamkeitstest, der die
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit detektiert.

Abbildung 2: Beispiel eines Trail-Making Tests.



Beim Stroop-Colour and Word-Interference Test mussen in Reihe stehende Namen von
Farben vorgelesen werden, wobei das Wort anders lautet als die Farbe, in der es
geschrieben ist (zum Beispiel das Wort ,,griin“ ist in blauer Farbe geschrieben, zu nennen
waére ,,grin*) (STROOP, 1935). Die Stroop-Interferenz ist ein von J. Ridley Stroop
beschriebenes Verfahren zur Messung der individuellen Interferenzneigung bei der Farb-
Wort-Interferenz. Es besagt, dass trainierte Handlungen schwerer unterbrochen werden
konnen und ihre Anderung eine starkere kognitive Verarbeitung benétigt. Zur
Dokumentation der Geschwindigkeit der allgemeinen Informationsverarbeitung dient der
Letter-Digit-Coding Test. Der Versuchsperson wird eine Kodierung von neun Buchstaben
mit neun Zahlen vorgegeben, mit der bei einer nachfolgenden Buchstabenreihe innerhalb
einer Minute die entsprechend kodierten Zahlen zu ergénzen sind. In Praxi hat sich
gezeigt, dass besonders diese vier Tests zur Bewertung von subtilen Beeintrdchtigungen
der kognitiven Funktion geeignet sind (BIEDLER et al., 1999).

Bei der Auswahl der Tests muss darauf geachtet werden, dass sie leicht verstandlich und
praxistauglich sind. Zudem sollen sie eine hohe Sensitivitat besitzen, um auch subtile
Storungen aufdecken zu kénnen. Allein mit einer Kontrollgruppe lassen sich bei
wiederholten Tests mit dem gleichem Testmaterial Lerneffekte nachweisen. Werden
Lerneffekte nicht berticksichtigt, kdnnen Verschlechterungen der kognitiven Funktion
leicht vollstandig maskiert werden und dadurch unentdeckt bleiben. Die einzelnen
Testparameter sollen die verschiedenen kognitiven Leistungen reflektieren, die fir das
alltagliche Leben relevant sind (RASMUSSEN et al., 2001).

Grolie Differenzen existieren hinsichtlich der Testauswahl aber auch der Intervalle
zwischen den einzelnen Testzeitpunkten sowie der statistischen Auswertung und der
Definition von neuropsychologischen Defiziten (ABILDSTROM et al., 2000). Um eine
spatere Auswertung und Vergleichbarkeit der einzelnen Studien zu gewéhrleisten, sollte
ein einvernehmlicher Entschluss tber die Art und Anzahl der verwendeten Tests gefasst
werden (NEWMAN et al., 2007).

2.2 Postoperative kognitive Defizite und Tiermodelle

Da in klinischen Studien die vielen verschiedenen Faktoren, die zu POCD beitragen
kdnnen nicht eingehend untersucht werden kénnen, wurden Tiermodelle entwickelt. Im

Tierexperiment unter standardisierten Bedingungen konnen daufere Einflisse besser
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kontrolliert und die einzelnen Faktoren isoliert untersucht werden, was sie bei der

Aufklarung der Atiologie und der Pathophysiologie von POCD unvermeidbar macht.

Labyrinthmodelle

Zur Erforschung kognitiver Defizite bei Tieren wurden verschiedene Testmodelle mit
unterschiedlicher Aufgabenstellung entwickelt. Sehr haufig finden Labyrinthmodelle
Anwendung, um Lern- und Gedachtnisprozesse naher zu erforschen sowie Effekte von
Gehirnlasionen und Medikamenten abzuklaren. Das Morris-Wasserlabyrinth (Morris-
Water-Maze) besteht aus einem mit Wasser geftllten Becken, in dem sich eine fir die
Tiere unsichtbare Plattform aus Plexiglas befindet. Diese Plattform behélt einen festen
Standort im Becken, knapp unterhalb der Wasseroberflache. Das Becken ist optisch in
vier Quadrate und einen Ringbereich unterteilt. AufRerhalb des Beckens dienen im Raum
angebrachte bunte Markierungen als Orientierungshilfen. Die Aufgabe des Tieres ist es,
maoglichst schnell die verborgene Plattform aufzusuchen, wobei es sich im Raum
orientieren und an vergangene Testdurchldufe erinnern soll. Beurteilt werden unter
anderem die bendtigte Schwimmstrecke und Zeit bis zum Auffinden der Plattform. Mit
diesem Test wird das visuell-raumliche Gedéchtnis, die Motorik und das Angstverhalten
Uberpriift (MORRIS, 1984).



Optische Markierungen als Orientierunghilfe

Plattform

Maglicher Schwimmweg
der Ratte

Abbildung 3: Schema des Morris-Water-Maze (modifiziert nach MORRIS et al.,
1982).

Bei dem Radial-Arm-Maze handelt es sich um ein Testmodell, bei dem acht
geschlossene Arme von einer zentralen, runden Flache aus betreten werden kénnen
(OLTON und SAMUELSON, 1976). An dem Ende jedes Armes wird Futter platziert, das
nach dem Fressen nicht ersetzt wird. Die Tiere mussen wéhrend eines Durchlaufes alle
Arme besuchen und die Futterbelohnungen fressen. Als Fehler wird das wiederholte
Aufsuchen eines Armes oder das nicht Fressen der Futterbelohnungen gewertet. Damit

lassen sich etwa Lésionen im Hippokampusgebiet des Gehirns bestimmen.

Im ,,Open-Field-Test* wird das unkonditionierte Angstverhalten der Ratte untersucht
(HALL, 1934). Beurteilt werden das Explorations-und Motivationsverhalten, die
Lokomotion und das Allgemeinbefinden der Versuchstiere. Die Testarena besteht aus
einem offenen, runden, hell erleuchteten Zentrum, das allseits von einer Wand umgeben
ist. Die Form des Raumes, die Beleuchtungsstérke, die Aufenthaltsdauer und der
Startpunkt des Tests konnen variieren. Da Nagetiere sich bevorzugt in Wandnéhe

aufhalten (Thigmotaxis) wird die Dauer des Aufenthalts im Zentralbereich und wie
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schnell sie diesen nach Testbeginn aufsuchen als Mafstab fir die GroRe der Angst in
einer unbekannten Umgebung genommen (PRUT und BELZUNG, 2003).

Zentrum

A , Moglicher
= 2 T Startpunkt der
Ratte

Abbildung 4: Schema des Open-Field-Tests: Aufteilung der Versuchsarena in
peripheren und zentralen Bereich, sowie mégliche Startpunkte des Tests (modifiziert
nach PRUT und BELZUNG, 2003).

Modifizierter Hole-Board-Test

Im Gegensatz zu den haufig verwendeten Testbatterien kdnnen bei dem modifizierten
Hole-Board (mHB) —Paradigma eine Vielzahl von Verhaltensmustern in nur einem
einzigen Test erfasst werden (OHL et al., 2001a). Das mHB stellt eine Kombination des
Open-Field-Tests und der Hole-Board-Tests dar. Mit dem urspriinglichen Hole-Board
konnte nur das Explorationsverhalten von Nagetieren analysiert werden, mit dem mHB
lassen sich Explorationsstrategien, Lokomotion, Erregungs-und Angstverhalten und
verschiedene kognitive Parameter erfassen (OHL et al., 2001b). Im Zentrum der
Versuchsarena liegt ein mit Lochern versehenes Board. In den Lochern befinden sich
Futterbelohnungen, die durch verschiebbare Deckeln oder aufgesteckte Zylinder vor dem
direkten Zugriff geschitzt sind. Die Tiere werden in den Randbereich gesetzt und sollen
gezielt die Futterbelohnungen suchen (siehe 3.2.4). Durch das mHB-Paradigma kdnnen

im Tiermodell neue Ansatze zur Untersuchung der kognitiven Funktionen erzielt werden.
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Einerseits konnen die Tiere ihr komplettes Verhaltensrepertoire offen zeigen, andererseits
ermdoglichen sie dem trainierten Beobachter eine sorgfaltige Analyse zum Beispiel von
Effekten von Medikamente oder neuen Behandlungsversuchen auf Lernen und
Gedachtnis (OHL, 2003).

D) D) D) i) D)
G ) 0O O D

I 0 0 @ oo o (I

Abbildung 5: Schema des modifizierten Hole-Boards nach Ohl.
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Bewertung der kognitiven Funktion im mHB-Test

Die kognitiven Parameter, die mit dem mHBT evaluiert werden kdnnen, sind hoch
komplex (DECKER, 1995). Es kénnen sowohl das deklarative Gedachtnis als auch das
Arbeitsgedéchtnis mit diesem Test untersucht werden (OHL et al., 2002).

Im Laufe des Tests sollen die Versuchstiere durch Assoziation lernen, visuell markierte
Locher mit Futterbelohnungen zu verbinden. Die kognitive Leistungsfahigkeit eines
Tieres wird anhand der Besuche von markierten Lochern wéahrend eines Durchlaufes

beurteilt.

Das deklarative Gedachtnis umfasst bewusstes Erinnern an bereits gelernte Informationen
(SQUIRE, 1998). Besucht eine Maus ein nicht markiertes Loch ohne Futterbelohnung
(Wrong Choice), wird dies als Fehler des deklarativen Gedachtnisses gewertet. Fir das
erfolgreiche Absolvieren des mHB-Tests missen die M&use lernen, dass nur markierte
Locher mit Futterbelohnungen assoziiert sind und sich die Sequenz der markierten Lécher
uber vier Durchldufe hinweg merken kénnen. Um zu verhindern, dass automatisierte,
nicht deklarative Gedachtnisleistungen zum Auffinden der markierten Locher verwendet

werden, wechselt die Sequenz der markierten Locher taglich (siehe Tabelle 3, Seite 31).

Werden nicht alle drei markierten Locher innerhalb eines Durchlaufes aufgesucht gilt dies
als Fehler des deklaratives Geddachtnis, da die Assoziationsleistung zwischen Markierung
und Futter nicht erbracht wird. Die nicht besuchten, markierten Locher (Omission Errors)
werden zu der Anzahl der falsch besuchten Lécher (Wrong Choices) gerechnet (siehe
Tabelle 3, Seite 31).

Der wiederholte Besuch eines bereits erfolgreich aufgesuchten markierten Loches
(Repeated Choices) wird als Fehlleistung des Arbeitsgedachtnisses gewertet. Um
Wiederholungen innerhalb eines Durchlaufes zu vermeiden, miissen sich die Tiere an
bereits erfolgreiche aufgesuchte markierte LAcher erinnern. Diese kurzzeitige
Informationsspeicherung wird als Arbeitsgedéachtnisprozess betrachtet (OLTON, 1989;
GOLDMAN-RAKIC, 1996) (siehe Tabelle 3, Seite 31).

Zu den kognitiven Parametern zahlt auch die Gesamtzeit (Time Trial) eines Durchlaufs.
Sie errechnet sich aus der Zeit, die ein Tier braucht um alle drei Futterbelohnungen zu
finden. Je schneller ein Tier den Durchlauf beendet, desto besser wird die Motivation und

die Lernleistung eingeschatzt (siehe Tabelle 3, Seite 29).
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Bewertung des Verhaltens im mHB-Test

Nagetiere versuchen aus natirlichem, angstbedingtem Verhalten heraus zunachst
ungeschutzte Gebiete eines unbekannten Territoriums zu umgehen (BELZUNG und LE
PAPE, 1994). In der experimentellen VVersuchsarena vermeiden sie deshalb erst einmal
den offenen Mittelpunkt und laufen dicht an den geschiitzten Wanden entlang
(Thigmotaxis) (PRUT und BELZUNG, 2003). Nach und nach werden auch die
ungeschutzten, zentralen Flachen erkundet. Im mHB-Test représentiert das in der Mitte
der Versuchsarena gelegene und leicht erhéhte mHB den ungeschutzen, zentralen
Mittelpunkt. Daher gelten folgende Parameter als Indikatoren fur das Angstverhalten: die
auf dem mHB verbrachte Gesamtzeit (Time on Board), die Latenz bis zum ersten mHB-
Besuch (Latency First Entry on Board) und die Anzahl der mHB-Besuche (Number of
Board Entries) (siehe Tabelle 3, Seite 31).

Exploration bei Nagetieren wird weiter in eine gerichtete und ungerichtet Form unterteilt.
Das Manipulieren spezifischer Objekte gehort zur gerichteten Form der Exploration. Im
mHB wird dementsprechend das Aufsuchen von Léchern als gerichtete Exploration
gewertet (Number of Holes Visited). Als ungerichtete, generelle Exploration einer
unbekannten Umgebung wird das Aufrichten auf die Hinterbeine gewertet (Rearing)
(siehe Tabelle 3, Seite 31).

Die Bewegungsaktivitat der Tiere wird durch die Anzahl der Linienubertritte (Line
Crossings) pro Durchlauf gemessen. Die Zeit, die ein Tier wahrend des Durchlaufs
bewegungslos verbringt (Immobility), kann sowohl auf Angst als auch auf ein reduziertes
Allgemeinbefinden hindeuten. Gemessen wird der Prozentsatz der Immobilitat an der
gesamten, fir den Durchlauf benétigten Zeit (siehe Tabelle 3, Seite 31).

Die physiologische Erregung bei Nagetiere zeigt sich durch das Reinigen des Felles (TO
und (TO und BAGDY, 1999). Je aufgeregter die Tiere wahrend eines Durchlaufes sind
um so mehr Zeit verbringen sie mit dem Fellputzen. Im mHB wird daher die Gesamtzeit

der Putzphasen (Grooming) wahrend eines Durchlaufes erfasst.
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2.3 Inhalationsanasthetikum Isofluran

2.3.1 Klinische Anwendung

Eine Allgemeinnarkose wird in drei Phasen eingeteilt: Einleitung, Aufrechterhaltung und
Aufwachphase. Isofluran wird zur Einleitung und Aufrechterhaltung der Narkose
verwendet. Zur Einleitung einer Narkose wird es gerne bei Patienten verwendet, die
Angst vor dem Platzieren eines vendsen Zuganges haben oder zum Beispiel in der
Kinderandasthesie bei der Maskeneinleitung (EGER, 1998). Isofluran reizt die Atemwege
und kann Hustenreiz auslsen, sodass es sich weniger gut zur Einleitung eignet als

Sevofluran.

Eine Multicenter Studie verglich Isofluran mit Sevofluran bei Patienten mit mindesten
einstundigen chirurgischen Eingriffen. Die Investigatoren fanden keine groRRen
Unterschiede hinsichtlich Nebenwirkungen oder Komplikationen, nur die Aufwachphase
war bei der Sevoflurannarkose kiirzer (CAMPBELL et al., 1996). Ubelkeit und Erbrechen
sind haufige Nebenwirkungen einer Narkose und spielen besonders bei ambulanten
Patienten eine wichtige Rolle, da sie Grund zur stationdren Aufnahme werden kénnen. Im
Vergleich zu Propofol treten bei Inhalationsnarkosen haufiger Erbrechen und Ubelkeit
innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Operation auf (47,6% mit Inhalationsnarkose im
Gegensatz zu 28,8% mit Propofol). Wahrend der ersten zwei Stunden postoperativ sind
Inhalationsanasthetika die Hauptauslser fir Erbrechen und Ubelkeit. Die Haufigkeit lag
bei Isofluran mit 19,8% etwas hoher als bei Sevofluran mit 14,5% (APFEL et al., 2002).

Arzneimittel, die fur die Narkose wéhrend einer Operation eingesetzt werden, kdnnen bis
zu 13% des Arzneimittelsbudget eines Krankenhauses ausmachen. Da
Inhalationsanésthetika die meistverwendeten Narkosemittel zur Aufrechterhaltung der
Narkose sind, machen sie einen gro3en Teil der Kosten aus. Da Isofluran im Vergleich zu
anderen Inhalationsandsthetika ein preisginstigstes Mittel ist, wird es in der klinischen
Anwendung weiterhin haufig eingesetzt werden (STACHNIK, 2007).

Isofluran ist somit ein sicheres und effektives Inhalationsandsthetikum zur Einleitung und

Aufrechterhaltung einer Narkose bei invasiven Eingriffen.
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2.3.2 Chemische und physikalische Eigenschaften

Isofluran, das Isomer zu Enfluran (1-Chlor-2,2,2-trifluor-methylether), ist ein

halogeniertes Methylester mit finf Fluorionen und einem Chlorion (FREY et al.,1996).

b
F—f%—{ill—-‘:ﬁ}—il'l—H F—C—(—0—(—F
FCT FCR b
Isofluran Sevofluran

Abbildung 6: Strukturformel von Isofluran.

Bei Zimmertemperatur liegt Isofluran als fltssige, nicht entflammbare Substanz mit
einem typischen etherartigen Geruch vor, der als stechend unangenehm empfunden wird.
Das Molekulargewicht von Isofluran betrégt 184,5 Dalton und sein Siedepunkt liegt bei
48,5°C. Der Dampfdruck bei 20°C von Isofluran ist 238 mmHg (YOUNG und
APFELBAUM, 1995).

2.3.3 Anaésthetische Potenz

Anadsthetische Potenz und Dosierung werden mithilfe der minimalen alveolaren
Konzentration, dem sogenannten MAC-Wert, bestimmt. So ist 1 MAC als die alveolére
Konzentration eines Andsthetikums definiert, bei der 50% der Patienten keine gezielten
Abwehrbewegungen auf einem definierten Schmerzreiz zeigen. Die Messung der
Konzentration des Narkosegases erfolgt am Ende der Exspiration (LARSEN, 1990;
MUIR, 1993; ALEF, 1999).

Mit den MAC-Werten kdnnen die verschiedenen Inhalationsanasthetika aufgrund ihrer
anésthetischen Potenz vergleichen werden. Je niedriger der MAC-Wert, desto groRer ist
16



die anésthetische Potenz des Narkosegases (EGER, 2004). Mehrere Faktoren, wie
Medikamente, Schwangerschaft, Sdure-Base Haushalt, Hypo- oder Hyperthermie, kénnen
den MAC-Wert verandern (STACHNIK, 2006). Beachtet werden muss auch, dass
verschiedene Faktoren den MAC-Wert beeinflussen, wie etwa die Tierspezies und
innerhalb der Tierspezies die unterschiedlichen Stdmme. Bei den verschiedenen
Mausestdmmen unterscheiden sich die MAC-Wert fiir Isofluran um bis zu 39 %
(SONNER et al., 1999).

2.3.4 Pharmakokinetik

2.3.4.1 An-und Abflutung

Eine Reihe von Faktoren beeinflusst die Pharmakokinetik eines Inhalationsanésthetikums.
Die Blutloslichkeit der Narkosegases, bezeichnet mit dem Blut/Gas-
Verteilungskoeffizient, ist ein entscheidender Faktor fir die Aufnahme des Narkosegases
in den Organismus. Der Blut/Gas-Verteilungskoeffizient beschreibt in der
Gleichgewichtsphase (steadystate) das Verhéltnis der Konzentration des Narkosegases im
Blut zur Konzentration in der Gasphase. Besitz ein Gas eine hohe Affinitat zum Blut,
wird es einen hohen Blut/Gasverteilungskoeffizienten haben. Man benétigt eine grofiere
Menge an Narkosegas bis eine gesattigte Blutkonzentration erreicht ist und es dauert
langer bis sich ein Gleichgewicht eingestellt hat. Am Ende der Narkose muss
dementsprechend mehr Gas ausgewaschen werden. Gase mit einem kleinem Blut/Gas-

Verteilungskoeffizient fluten also rascher an und wieder ab.

Isofluran (EGER, 2004) besitzt einen Blut/Gasverteilungskoeffizienten von 0,69
(STRUM und EGER, 1987). Dieser Wert veréndert sich mit zunehmenden Alter des
Patienten (MALVIYA und LERMAN, 1990).

2.3.4.2 Metabolisierung

Da Isofluran sehr stabile physikalische und chemische Eigenschaften besitzt, wird es nur
zu 0,17 % im Korper metabolisiert und deshalb fast vollstdndig wieder pulmonal
abgeatmet (HOLADAY et al., 1975). Bei den Metaboliten handelt es sich um atoxische,
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organische Trifluoressigsdure und anorganisches Fluor (YOUNG und APFELBAUM,
1995).

2.3.5 Pharmakodynamik

2.3.5.1 Wirkungen auf das Respirationssystem

Bei dem Inhalationsanastetikum Isofluran tritt eine dosisabhéngige Atemdepression auf
(FEE und THOMPSON, 1997). Zudem kommt es zu einer Zunahme der Atemfrequenz
bei vermindertem Atemvolumen, was einen Anstieg des P,CO, zur Folge hat. Durch die
Inhalationsnarkose bedingte Muskelrelaxierung verursacht eine Bronchodilatation
(DIKMEN et al., 2003).

Isofluran reizt die Atemwege (HOLADAY und SMITH, 1981). Deshalb ist Isofluran im
Gegensatz zu Sevofluran weniger gut zur raschen Einleitung der Narkose mittels
Atemmaske geeignet (TERRIET et al., 2000).

2.3.5.2 Wirkungen auf das Herz-Kreislauf System

Isofluran wirkt vasodilatierend. Dadurch wird der periphere GefaBwiderstand deutlich
vermindert und ein Blutdruckabfall verursacht. Das Herzzeitvolumen bleibt allerdings in
etwa gleich, weil trotz des leicht abnehmenden Schlagvolumens reflektiv die
Herzfrequenz erhdht wird (ALEF und OECHTERING, 2003; ERHARDT et al., 2004).
Isofluran wirkt zwar auf das Myokard negativ inotrop, allerdings ist die myokardiale
Depression im Vergleich zu Halothan relativ gering (EGER, 1981; VIVIEN et al., 1997).
Obwohl es den myokardialen Sauerstoffverbrauch und den koronaren Gefalwiderstand
senkt, bleibt die koronare Blutflussrate in etwa gleich (ERHARDT et al., 2004).

2.3.5.3 Wirkungen auf das Nervensystem

Isofluran hat grundsatzlich eine dosisabhangig depressive Wirkung auf das zentrale
Nervensystem (ZNS) (EGER, 1981). Wahrend der intrakraniellen Druck ansteigt,
reduziert Isofluran den zerebralen Sauerstoffverbrauch sowie die elektrische Aktivitat des
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ZNS (NEWBERG et al., 1984); (SCHELLER et al., 1988); (SHICHINO et al., 1997).
Sowohl die Einschlaf- als auch die Aufwachphase verlaufen bei den meisten Tierarten
ohne Exzitationen (HENKE et al., 1996a).

Bei Untersuchungen der zerebralen Blutflussaquivalente (zerebraler Blutfluss/zerebrale
metabolische Rate fur Sauerstoff) wéhrend langandauernden Anésthesien mit Isofluran,
Sevofluran und Halothan bei chirurgischen Patienten war unter allen drei volatilen
Anasthetika die Blutflussdquvalente dosisabhangig erhoht. Sie konnte iber Stunden
konstant aufrechterhalten werden. Die Autoren folgerten daraus eine relativ verbesserte
Sauerstoffversorgung des Gehirns wahrend Andsthesie mit Isofluran, Sevofluran und
Halothan (KURODA et al., 1996).

2.3.5.4 Neuroprotektion und Wirkung auf die Gedachtnisleistung

Mehrere Untersuchungen zeigen, dass Isofluran neuronale Schaden nach fokalen oder
globalen cerebralen Ischdamien reduzieren kann (WARNER et al., 1993; MIURA et al.,
1998). Die Infarktgrofie nach fokaler zerebralen Ischdmie bei Isofluran anésthesierten
Ratten war im Vergleich zu nicht andsthesierten Tieren signifikant kleiner (SOONTHON-
BRANT et al., 1999). Allerdings weisen neuere Daten darauf hin, dass der
neuroprotektive Effekt moglicherweise nur von kurzer Dauer ist. So war der Einfluss von
Isofluran auf eine fokale, cerebrale Ischdmie, der 48 Stunden nach der Ischamie
offensichtlich war, 2 Wochen nach der Ischamie vollig verschwunden (KAWAGUCHI et
al., 2000; KAWAGUCHI et al., 2004).

Eine neuere Studie konnte bei Patienten zeigen, dass eine tiefe Isoflurannarkose mit
besseren kognitiven Funktionen vier bis sechs Wochen postoperativ verkniipft war
(FARAG et al., 2006). In dieser Studie wurde die Tiefe der Narkose mit Hilfe des
Bispektral Index (BIS) uberprift. Der BIS ist eine verarbeitende Variable der
Elektroenzephalographie (EEG), die dazu verwendet werden kann, um die Wirkung der
Anadsthetika zu Gberprufen. Das EEG dient dabei als nichtinvasive kontinuierliche
Methode zur Bestimmung der Hirnaktivitat. Jedoch kann das VVorhandensein von
Artefakten im EEG schwierig zu erkennen sein. Das BIS-Monitoring bedient sich deshalb
einer fortgeschrittenen Signalerfassungs- und verarbeitungs-Technologie, die dabei hilft
storende Artefakte herauszufiltern, die das EEG beeinflussen kdnnen. BIS Werte von 95

zeigen einen Wachzustand an, wobei Patienten in tiefer Narkose BIS Werte von 30 haben.
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Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten der Studie wurden einer etwa zweistiindigen
abdominalen Operation (Hysterektomie, Laminektomie) unterzogen. Die Halfte der
Patienten erhielt eine flache Narkose (mittlerer BIS, 50.7), die andere Halfte eine tiefe
Narkose (mittlerer BIS, 38.7). In der prozentualen Verteilung beztiglich Alter, Geschlecht,
Bildungsstand und Operationsdauer unterscheiden sich die beiden Gruppen nicht.
Kognitive Tests (Processing-Speed-Index, Working-Memory-Index und Verbal-Memory-
Index) werden sieben Tage vor der Operation, sieben Tage danach und vier bis sechs
Wochen danach durchgefihrt. Vier bis sechs Wochen postoperativ schnitten Patienten,
die eine tiefe Narkose erhalten hatten, in Tests, die die Schnelligkeit der
Informationsverarbeitung- und verkniipfung prufen, besser ab als Patienten mit einer
flachen Narkose. In Bezug auf das Arbeitsgedachtniss, die Aufmerksamkeit oder
Konzentrationsfahigkeit und das Erlernen sowie die Wiedergabe neuer Worter konnte
kein Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden (FARAG et al., 2006). Eine
Verbesserung der Gedachtnisleistung durch Isofluran konnte damit beim Menschen
erstmals beschrieben werden. Nachteil dieser klinischen Studie sind jedoch die
zusétzlichen Einflussfaktoren, wie die zu operierende Krankheit, das operative Trauma,
postoperative Schmerzen oder der Krankenhausaufenthalt an sich. Diese konnen die
Gedachtnisleistung beeinflussen (MOLLER et al., 1998). Deshalb soll in der vorliegenden
Studie die Auswirkungen einer Isoflurannarkose ohne zusatzlichen operativen Eingriff auf

Lernen und Gedachtnis bei Mausen untersucht werden.
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Zielvorstellung

In der vorliegenden Studie soll der alleinigen Effekt einer Inhalationsnarkose auf Lernen

und Gedéachtnis bei vier Monate alte Mausen untersucht werden.

3.2 Material und Methodik

Das Tierversuchsvorhaben wurde geméal3 88 des Deutschen Tierschutzgesetzes (TierschG
i. d. F. vom 18.05.2006, BGB | S.1206, 1313, geédndert durch Artikel 4 des Gesetzes vom
21.12.2006, BGB | S.3294) durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.

3.2.1 Versuchstiere

Die Untersuchungen werden an 48 mannlichen C57 BI6/J Mausen (Charles River GmbH,
Sulzberg) mit einem Alter von vier Monaten durchgeflhrt. Die Méause werden in einem
vollklimatisierten Raum unter Standardbedingungen in Ubereinstimmung mit den
Richtlinien fir Versuchstierhaltung (GV-SOLAS, 1988) gehalten. (Raumtemperatur 22 +
2° C; einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 + 5 %). Uber eine Zeitautomatik wird ein
12-Stunden Rhythmus gewéhrleistet (01:00 — 13:00 Uhr Hellphase, 13 :00 — 01:00 Uhr
Dunkelphase).

Die Tiere werden vor dem eigentlichen Versuchsbeginn in einem Zeitraum von drei
Wochen zur Gewohnung an die neue Umgebung einzeln in Standardkéfigen (Makrolon-
Ké&fig, Typ I1) gehalten. Ein Kéafigwechsel findet zweimal die Woche, jeweils am selben
Wochentag, statt. Als Einstreu dient entstaubtes und entkeimtes Weichholzgranulat
(Altromin-Faser, Altromin GmbH, Lage-Lippe). Zur Beschéftigung und als

Nestbaumaterial bekommen die Mause bei jedem Kéafigwechsel eine Lage Zellstoff.

Die Mduse erhalten Futterpellets (Altromin 1324, Altromin GmbH, Lage-Lippe) und
taglich frisches Leitungswasser aus der Nippeltranke ad libitum.
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3.2.2 Versuchsplan

In der Untersuchung soll das Verhalten von vier Monaten alten mannlichen C57 BL6-
Mausen nach einer zweistiindigen Narkose mit Isofluran mit einer Kontrollgruppe
verglichen werden. Dabei werden zwei grol3e Versuchsgruppen mit unterschiedlichem
Testbeginn gebildet: 1d Gruppe (Testbeginn 1 Tag nach Narkose) und 7d Gruppe
(Testbeginn 7 Tage nach der Narkose). Es ergibt sich folgende Gruppeneinteilung: 12
C57 BL6-Méuse mit Isoflurannarkose und 12 C57 BL6-Ma&use ohne Narkose in der 1d
Gruppe. 12 C57 BL6-Mé&use mit Isoflurannarkose und 12 C57 BL6-M&use ohne Narkose

in der 7d Gruppe. Die Tiere werden auf 4 Testgruppen, jeweils 12 Tiere, randomisiert

verteilt.
1d Gruppe 7d Gruppe
C57 BL6 C57 BL6
Mause Mause
(n=24) (n = 24)
keine keine

Narkose Narkose Narkose Narkose
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)

Abbildung 7: Gruppeneinteilung.
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3.2.3 Narkose

Am Narkosetag werden alle Mause einer Versuchsgruppe aus dem Tierraum in das

Narkoselabor gebracht. Jedes Tier wird in eine Narkosekammer (Fi0,= 0,4; T= 32°C) aus

Plexiglas gesetzt (eigene Herstellung, siehe Abbildung 8;). In der Anasthesiegruppe ist die
Kammer mit 2,5 Vol% Isofluran (Forene®, Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden)

vorgeflutet, um die Narkose einzuleiten.

Abbildung 8: Maus zur Einleitung der Narkose in der Narkosekammer.

Nach Verlust ihrer Stellreflexe werden die anésthesierten Mause aus der Kammer
genommen. Die Sham-Narkosetiere werden nach drei Minuten zurick in ihren Ké&fig
gesetzt. Die anasthesierten Tiere werden an eine Nasenkammer (eigene Herstellung, siehe
Abbildung 9) angeschlossen. Dabei atmen die Méuse spontan fiir zwei Stunden 1 MAC
Isofluran (1,2-1,4 Vol %) in einem Luft-Sauerstoffgemisch (FiO, = 0,5). Die
Nasenkammer ist Gber zwei gegenuberliegend Anschlusse in ein Kreissystem integriert
und wird so mit dem Isofluran-Luft-Sauerstoffgemisch (3 I/min) durchstrémt. Zur
Vorbeugung von pulmonalen Atelektasen wird ein positiver endexspiratorischer Druck
(PEEP) von 3 mm Hg eingestellt. Um die Augen vor Austrocknung zu schitzen,
bekommen alle Mé&use Augensalbe (Bepantene® Augen- und Nasensalbe, Hoffmann-La
Roche AG, Grenzach-Wyhlen). Mit einer rektalen Temperatursonde wird die

Korperinnentemperatur wahrend der gesamten Narkosedauer permanent gemessen. Nach
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dem Anlegen an die Kopfkammer wird hierzu die Sonde 1 cm tief in das Rektum
eingefihrt und mit einem Streifen Leukoplast (Leukoplast hospital, BSN medical GmbH
& Co. Kg Hamburg, 1 cm breit) befestigt. Mit Hilfe einer Heizdecke wird die
Kdrpertemperatur konstant zwischen 37,5 und 38°C gehalten. Zur Bestimmung der
Atemfrequenz (Atemzige pro Minute) werden die Thoraxbewegungen im Zeitraum einer

Minute gezahlt. Die permanente Messung der Herzfrequenz erfolgt mittels eines EKGs.

Abbildung 9: Maus wahrend der Inhalationsnarkose an der Nasenkammer
angeschlossen.

Zur Beendigung der Narkose kommen die Mé&use in eine Aufwachbox (Fi0, = 0,4), in der
sie 30 min nachbeobachtet werden. Mit heillen Wasser gefillte Einmalhandschuhe
schitzen sie dabei vor Auskuhlung. Sobald sie wieder laufen und sich orientieren kdnnen,

werden sie in ihre Ké&fige zurlickgesetzt und in den Tierraum zurlickgebracht.

3.2.4 Das modifizierte Hole-Board

Die kognitive Funktion und das Verhalten der Mause wird in der vorliegenden Studie mit
dem mHB-Test untersucht. Die Untersuchungen werden von einem gegeniiber den

unterschiedlichen Versuchsgruppen geblindeten Untersucher durchgefiihrt.

24



3.2.4.1 Der Aufbau des Hole-Boards

Das speziell fir M&use entwickelte mHB besteht aus undurchsichtigem, grauen PVC (35
x 18 x 1 cm; eigene Herstellung, undurchsichtiges graues PVC, Weiss, Miinchen). Auf
diesem Brett sind parallel in 2 Reihen jeweils fiinf Locher mit einer Tiefe von 0,3 cm
eingelassen. Der dulRerer Ring betrégt 3,2 cm Durchmesser und der Innere 2,1 cm. Der
Aulenring ist so angepasst, dass dort die Zylinder aufgesteckt werden kénnen. Die
Zylinder bestehen ebenfalls aus grauem PVC. Sie sind 3,4 cm hoch, ihr innerer
Durchmesser betragt 2,8 cm, der &uRBere Durchmesser 3,2 cm. Sie haben eine Wandstérke
von 0,2 cm. Unter den Zylinder auf dem Boden der 10 Locher wird jeweils ein
Mandelstiick (ca. 0,05g) gelegt. Uber dem Mandelstiick wird ein der LochgroRe
entsprechendes feinmaschiges Gitter (Durchmesser: 3,0 cm; MaschengrofRe: 0,2 cm)
gelegt, welches durch das Aufstecken der Zylinder am Platz gehalten wird. Dieses Gitter
verhindert, dass die Mduse die Mandelstiicke erreichen kénnen. Drei Zylinder werden
auBRen mit einem weillen Leukoplast Klebestreifen (Leukoplast hospital, BSN medical
GmbH & Co. Kg Hamburg, 1 cm breit) beklebt. Dieser dient als optische Markierung fur
die Mause. So gekennzeichnete Zylinder werden jeweils mit einem Mandelstiick oberhalb
des Gitters versehen. Die Mandelstiicke dienen als Futterbelohnung, welche die Tiere
ohne Probleme entnehmen kdnnen. Die Zylinder mit der Markierung werden taglich nach
dem Zufallsprinzip umgesteckt, so dass sich unterschiedliche Lochsequenzen fiir die
einzelnen Versuchstage ergeben. (siehe Tabelle 2). Das Hole- Board liegt am Boden einer
aus grauem PVC bestehender Box, welche jeweils 52 cm lang, hoch und breit ist. Diese
Box bildet die Versuchsarena fiir die Méuse. Der Boden der Versuchsarena ist mit
weillem Klebeband (Leukoplast hospital, BSN medical GmbH & Co. Kg Hamburg, 1 cm
breit) in 9 gleichgroRe Rechtecke (16 x 16 cm) unterteilt. Das mHB selbst wird genau in
die Mitte der Versuchsarena gelegt und bildet somit den zentralen ungeschitzten Bereich
eines offenes Feldes (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 10: Aufbau des modifizierten Hole-Board fur Mause.

3.2.4.2 Die Futterbelohnung

Als Ansporn und Motivation den Test zu absolvieren werden Futterbelohnungen
verwendet. Bei den Méausen handelt es sich um gehackte Mandeln. Um die Tiere mit dem
Futter vertraut zu machen, werden ihnen an vier Tagen vor dem Narkosetag taglich etwa 3
Stlick Mandeln angeboten. Am Narkosetag bekommen sie keine Mandeln. In jedem Loch
des mHB befindet sich am Boden eine gehackte Mandel (0,05g), die durch das Gitter vor
dem Zugriff der Mause geschutzt ist. In den mit weil3en Klebestreifen markierten Zylinder
wird oberhalb des Gitters eine zusatzliche Mandel gelegt, die die Mause entnehmen
kénnen und als Belohnung fur das Auffinden eines markierten Zylinder dient. Da sich die
Mause im mHB rein visuell-raumlich orientieren sollen, werden alle Zylinder vor jedem
neuen Durchlauf mit einer Vanillearomaldsung (0,02 % in Wasser geldst; Micro-Plus,

Stadtoldendorf, Germany) ausgestrichen.
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Tabelle 2: Lochkombinationen an den verschiedenen Testtagen

Versuchstag Lochnummer
1. Tag 2/71/8

2. Tag 174179

3. Tag 3/5/8

4.Tag 1/4/10

5. Tag 215179

6. Tag 3/6/9

7. Tag 4/8/10

8. Tag 2/5/8

3.2.4.3 Das Hole- Board- Protokoll

Das Verhalten der Tiere im Test wird mit einem speziellen Observationsprogramm
aufgezeichnet (The Observer ®, Version 5.0., Noldus Information Technology,

Niederlande). Dies erstellt dann das Hole- Board- Protokoll.

Verschiedene Tastenbefehle codieren mehrere definierte Verhaltensparameter. Sobald die
Maus in eine Ecke der Versuchsarena gesetzt wird, startet der Untersucher das Programm.
Dann tippt er die verschiedenen Aktionen der Maus Uber eine spezielle gerduscharme
Tastatur (Foldable Keyboard, Fold-2000, Taiwan) blind in den Computer ein. Das
Computerprogramm unterscheidet zwischen ,,Aktionen (z.B. Absetzen von Urin), bei
denen die Anzahl aufgezeichnet wird, und ,,Phasen* (z.B. auf dem Hole- Board

verbrachte Zeit), wobei der Zeitraum berechnet wird.

3.2.4.4 Zeitlicher Versuchsablauf

Akklimatisierungsphase

Nach der Ankunft der Tiere vom Ziichter im Tierraum haben sie eine Gewdhnungsphase

von 21 Tagen, um sich mit den neuen Haltungsbedingungen (Raumklima, Tag-
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Nachtrhythmus) vertraut zu machen. Der Verhaltenstest findet im selben Raum statt,

indem die Tiere auch untergebracht sind.

Testphase

Die Dunkelphase beginnt um 13:00 Uhr. Da alle Tests in der frihen Aktivitatsphase der
Mause stattfinden, startet der tdgliche Versuchsablauf um 14:00 Uhr, also eine Stunde
nach Beginn der Dunkelphase. Dies bedeutet, dass bei Rotlicht getestet wird, das von den
Mausen nicht wahrgenommen werden kann. Die tagliche Versuchsdurchfuhrung folgt
einem festen Schema. Zundchst wird das mHB fiir den Verhaltenstest vorbereitet, indem
die markierten Zylinder mit Mandeln bestuickt und nach der festgelegten
Lochkombination aufgesteckt werden. Alle Zylinder werden mit der Vanillearomaldsung
ausgewischt und das mHB in die Mitte der Versuchsarena platziert. Dann wird eine Maus
mit der linken Hand an der Schwanzbasis aus dem Kafig herausgeholt und in eine
festgelegte Ecke der Versuchsarena gesetzt und mit der rechten Hand durch Driicken der
Enter-Taste das Computerprogramm gestartet. Jeden Testtag beginnt eine andere Maus
die Versuchsreihe, aber innerhalb eines Tages bleibt die Reihenfolge der Mé&use gleich.
Jede Maus muss vier Durchldufe mit einer maximalen Dauer von 5 Minuten absolvieren.
Findet die Maus alle drei Futterbelohnungen beendet dies den Test friher. VVor jeden
neuen Maus wird die Versuchsarena mit mHB vor Verschmutzung mit Zellstoff oder nach
Bedarf mit einem feuchten Tuch gereinigt und mit Mandeln neu belegt. Nach jedem

Durchlauf werden die Zylinder erneut mit Vanillearomaldsung ausgewischt.

Nach Beendigung aller Durchl&ufe wird das Hole Board aus der Versuchsarena
herausgenommen, gereinigt, desinfiziert und fiir den néchsten Versuchstag vorbereitet.

Die Tiere werden an acht aufeinander folgenden Tagen mit jeweils 4 Durchlaufen

maximal 5 Minuten nach diesem Schema getestet.

Da die Tiere sehr empfindlich auf verdnderte Umwelteinflisse reagieren, ist es fur den
Erfolg des Verhaltenstest wichtig, dass die standardisierten Versuchsbedingungen
eingehalten werden. So missen die Tests immer zur gleichen Zeit und von derselben

Person unter gleichen Umweltbedingungen durchgefiihrt werden.
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postandsthetische Tage

Abbildung 11: zeitlicher Versuchsplan.

3.2.4.5 Untersuchte Parameter

Im mHB kénnen wahrend eines Durchlaufes unterschiedliche Verhaltens- und
Geddachtnisparameter erfasst werden.

Gedachtnisparameter

Lernleistung und Motivation werden anhand der Gesamtzeit eines Durchlaufes (Time
Trial) gemessen. Ein Durchlauf ist beendet, wenn die Maus alle Futterbelohnungen
gefressen hat oder die Maximalzeit von 300 Sekunden erreicht ist.

Die Anzahl der falsch besuchten Locher (Wrong choices) und die der nicht besuchten,
aber markierten Locher (Omission Errors) werden zusammengezéhlt und ergeben die
Anzahl der Gesamtfehler (Wrong choices Total). Sie werden dem deklarativen Gedéchtnis
zugeordnet.

Das wiederholte Aufsuchen eines markierten Loches wird als Wiederholer (Repeated

choice) definiert und dem Arbeitsgedachtnis zugeteilt.
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Verhaltensparameter

Neben Geddachtnisparametern kénnen mit dem modifizierten Hole Board auch
Verhaltensdnderungen beobachtet werden, die geeignet sind, kognitive Parameter zu
beeinflussen. Motorik, Lokomotion, Stress und Angst kdnnen an der Art und Weise, wie
sie die Tiere sich im Untersuchungsfeld bewegen, beurteilt werden.

Angstverhalten wird im Hole- Board- Test durch Anzahl der Board Besuche (Number of
Board Entries), Latenz bis zum ersten Board Besuch (Latency to First Entry on Board)
und auf dem Board verbrachten Gesamtzeit (Time on Board) definiert. Angstliche Mause
verharren vermehrt am Rande des Feldes unbeweglich, sodass die Dauer der Immobilitat

(Immobility) ebenfalls die Angst eines Tieres wiederspiegelt.

Beim Erkundungsverhalten unterscheidet man zwischen gerichteter und ungerichteter
Exploration. Zur gerichteten Exploration z&hlen die Latenz des zuerst besuchten Loches
(Latency First Hole Visit) und die Anzahl aller besuchten Locher (Number of Hole Visit).
Hierzu z&hlen die korrekt und falsch besuchten Locher. Das Aufrichten auf die
Hinterbeine wird als (Rearing) bezeichnet und zum ungerichteten Explorationsverhalten

gezahlt.

Gestresste Tiere setzen wahrend eines Durchlaufes haufiger Kot (Boli) und Urin ab und
verbringen mehr Zeit mit der Fellpflege (Grooming). Diese beiden Parameter geben die

Erregung des Tieres wider.

Die lokomotorische Aktivitat wird durch die Anzahl der Linienuberschreitungen (Line

Crossings) definiert.
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Tabelle 3: Im modifizierten Hole-Board-Test auswertbare Parameter

Hole-Board Testparameter

Kognitive Parameter

Gedéachtnissystem Gehirngebiet

Korrelierendes

Verhalten im Hole-Board-
Test

deklaratives Gedéachtnis Hippokampus

Besuch eines nicht markierten
Loches

(= Wrong Choice, inklusive
Omission Error)

deklaratives Gedéachtnis

markiertes Loch wird nicht
besucht
(= Omission Error)

Arbeitsgedachtnis

prafrontaler Kortex

wiederholter Besuch eines
markierten Loches

(= Repeated Choice)

Lernleistung (Motivation)

Zeit des gesamten
Versuchdurchlaufs
(= Time Trial)

Verhaltensparameter

Verhaltenssystem

Verhalten im Hole-Board-Test

angstbezogenes Verhalten

% der Gesamtzeit, die auf dem Board
verbracht wird (= Time on Board)
Zeit, bis zum ersten Board Besuch

(= Latency first entry on board)
Anzahl, wie oft das Board betreten
wurde (= Number of Board Entries)

Angst und Allgemeinbefinden

% der Gesamtzeit, die das Tier
unbeweglich auf einer Stelle verharrt

(= Immobility)

Exploration

(gerichtet)

Anzahl der besuchten Locher
(= Number of Holes Visited)
Anzahl der Mannchen (= Rearings)

(ungerichtet)

Errequn % der Gesamtzeit, die zum Putzen
gung benutzt wird (= Grooming)

L okomotion Linientnerschreitungen

(= Line Crossings)
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3.2.5 Statistik

Die kognitiven und Verhaltensparameter werden mit einer Zweiwege ANOVA analysiert.
Die Analyse wird mit den Zwischensubjektfaktoren Anésthesie und Gruppe und dem
Innersubjektfaktor Zeit durchgefuhrt und deren Interaktionen untersucht (Zeit x
Andsthesie, Zeit x Gruppe, Anésthesie x Gruppe, Zeit x Andasthesie x Gruppe). Dieses
Verfahren ist gewéhlt worden, weil besonders die Veranderungen zwischen den Gruppen
im Verlauf der Zeit interessieren. Dariiber hinaus wurden die Ergebnisse der acht
Beobachtungstage zusammengefasst und gemittelt, um die Ergebnisse darzustellen
posthoc. Die Analyse wird mit den Zwischensubjektfaktoren Andsthesie und Gruppe

durchgefihrt. Signifikanzen werden auf p < 0,05 festgelegt.

Alle Variablen werden als Mittelwerte (MW) + Standardfehler (SEM) prasentiert.

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Parameter des modifizierten Hole-Board-Test

3.3.1.1 Kaognitive Parameter

Gesamtzeit (Time Trial), falsch besuchte Lécher (Wrong Choices), wiederholt besuchte
Locher (Repeated Choices) und nicht besuchte, markierte Lécher (Omission Errors)
gelten im modifizierten mHB-Test als Parameter fiir kognitive Leistungen. In folgenden
Tabellen sind die aus vier Testdurchlaufen pro Untersuchungstag und Tiergruppe

berechneten Mittelwerte (MW) und Standardfehler (+ SEM) dargestellt.
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Tabelle 4: Kognitive Parameter: Gesamtzeit (Time Trial), falsch besuchte Locher
(Wrong Choices), wiederholt besuchte Locher (Repeated Choices), Auslassfehler
(Omission Errorss)

Tag Isofluran,gq Kontrolleq Tag Isofluranyq Kontrollezq
Gesamtzeit |01bis02 265 + 9 204 + 3 |07bis08 280 + 9 283 + 7
(Time 03bis04 215 + 18 252 + 15 |09bis10 247 + 17 246 + 14
Trial) 05bis06 130 + 18 195 + 25 |11bis12 187 + 22 178 + 18
07 bis 08 88 + 13 150 + 25 (13 bis14 137 + 21 143 + 21
01bis08 175 + 13 223 + 16 |07bis14 213 + 14 212 + 13
Falsch 01 bis 02 20 + 0.2 21 + 0,3 |07 bis 08 29 + 05 28 + 04
besuchte |03 bis 04 21 + 0.2 21 + 0,4 |09 bis 10 46 + 0,5 44 + 04
Locher 05 bis 06 14 + 0.2 16 + 0,2 |11 bis 12 39 + 05 36 + 0,3
(Wrong 07 bis 08 08 + 0,2 15 + 0,3 |13 bis 14 29 + 0,4 29 + 0,3
choices)
01 bis 08 16 + 02 1,8 + 0,2 |07 bis 14 36 + 04 34 + 0,3
Wiederholt |01 bis 02 07 + 0,2 0,5 + 0,1 |07 bis 08 03 + 0,1 0,2 + 0,1
besuchte |03 bis 04 13 + 0.2 0,9 + 0,2 |09 bis 10 06 + 0,1 03 + 0,0
Locher 05 bis 06 12 + 0,1 1,0 + 0,2 |11 bis 12 0,7 + 01 09 + 01
(Repeated |g7piso8 1,2 + 02 13 + 02 |13bis14 10 + 01 08 + 01
Choices)
01 bis 08 12 + 02 1,0 + 0,1 |07 bis 14 06 + 0,1 05 + 0,0
Auslass- 01 bis 02 16 + 0,2 2,2 + 0,2 |07 bis 08 1,7 + 0,2 16 + 0,2
fehler 03 bis 04 07 + 0,2 15 + 0,3 |09 bis 10 1,1 + 0.2 10 + 0.2
(Omission |05 bis 06 02 + 0,1 0,8 + 0,3 |11 bis 12 04 + 01 04 + 01
Errors) 07bis08 00 + 00 04 + 02 |[13bis14 02 + 01 02 + 01
+
01 bis 08 06 + 0,1 1,2 0,2 |07 bis14 09 + 0,1 08 + 0,1

Mittelwerte (MW) und Standardfehler (#SEM)) der kognitiven Parameter: Gesamtzeit
(TimeTtrial(s)), falsch besuchte Ldocher (Wrong Choices (Anzahl pro Durchlauf)), wiederholt
besuchte Locher (Repeated Choices (Anzahl pro Durchlauf)) und Auslassfehler(Omission
Errors (Anzahl pro Durchlauf)).
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Kognitive Leistungsfahigkeit
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Abbildung 12: Vergleichende Grafik (MW (£tSEM)) der Gesamtzeit eines
Durchlaufes (Time Trial (s)).

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Die Gesamtzeit des Durchlaufes (Time Trial) verringert sich in allen vier Gruppen (Zeit: p
< 0.001). Uber den gesamten Zeitraum betrachtet bendtigen die Isoflurantiere in der 1d
Gruppe signifikant weniger Zeit zum Beenden des Durchlaufs als die Kontrolltiere
(Anésthesie: p = 0,035) (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 13: Vergleichende Grafik (MW (£SEM)) der Anzahl falsch besuchter
Locher (Wrong Choices (Anzahl pro Durchlauf)).

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Die Anzahl falsch besuchter und nicht besuchter Locher (Wrong Choices) nimmt in der
1d-Gruppe vom Beginn bis zum Ende der mHB-Aufzeichnung hin ab (Zeit: p < 0,001). In
der 7d-Gruppe, sowohl bei den anésthesierten Tieren als auch bei den Kontrolltieren,
kommt es wahrend den Tagen neun bis zehn zu einem Anstieg der Fehler, danach nehmen
die Fehler kontinuierlich ab (Zeit: p < 0,001). Die Werte der I1so 1d-Gruppe liegen
wéhrend des gesamten Zeitverlaufes signifikant unter den Werten der Kontrollgruppe
(Anasthesie: p = 0,015). Bei der 7d-Gruppe ist kein Unterschied zwischen der Narkose-

und Kontrollgruppe zu erkennen.

Uber den gesamten Zeitraum gesehen machen die nicht-anasthesierten Tiere der 1d-
Gruppe im Vergleich zu den nicht-anésthesierten Tieren der 7d-Gruppe signifikant
weniger Fehler (p = 0,001). Auch die anasthesierten Mause der 1d-Gruppe machen
signifikant weniger Fehler verglichen mit den andsthesierten Mausen der 7d-Gruppe tber
den gesamten Zeitraum betrachtet (p < 0,001) (siehe Abbildung 13).
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Arbeitsgedéachtnis
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Abbildung 14: Vergleichende Grafik (MW (£SEM)) der Anzahl wiederholt
besuchter Locher (Repeated Choices).

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Die Anzahl wiederholt besuchter Locher (Repeated Choices) erhéht sich in allen vier
Gruppen (1d, Zeit: p =0,004; 7d, Zeit: p < 0,001). Es ist kein signifikanter Unterschied
zwischen den anésthesierten Tieren und der jeweiligen Kontrollgruppe feststellbar. Uber
den gesamten Zeitraum betrachtet besuchen die Tiere der 1d-Gruppe mehr Locher
wiederholt, wenn sie entweder nicht-anésthesiert oder anasthesiert wurden, verglichen zu
den nicht-anésthesierten (p = 0,003) bzw. den anésthesierten Méusen (p = 0,007) der 7d-
Gruppe (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 15: VergleichendeGrafik (MW (xSEM)) der Anzahl nicht besuchter
Locher (Omission Errors (Anzahl pro Durchlauf)).

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Die Zahl der nicht besuchten, obwohl markierten Locher allein (Omission Errors) nimmt
uber den gesamten Zeitverlauf hinweg bei allen vier Gruppen kontinuierlich ab (Zeit: p <
0,001). Die anéasthesierten Tiere der 1d-Gruppe machen wéhrend der gesamten Lernphase
deutlich weniger Fehler als die Kontrolltiere (Ané&sthesie: p = 0,042). Bei der 7d-Gruppe
ist kein Unterschied zwischen den Tieren erkennbar (siehe Abbildung 15).

3.3.1.2 Verhaltensparameter

Angstverhalten

Im mHB geben mehrerer Parameter Auskunft tiber das Angstverhalten. Dazu gehéren die
auf dem mHB verbrachte Gesamtzeit (Time on Board), die Latenz bis zum ersten mHB
Besuch (Latency First Entry on Board) und die Anzahl, wie oft das mHB pro Durchlauf
besucht wird (Number of Board Entries). Die fiir jeden Parameter errechneten Mittelwerte
(MW) und Standardfehler (+ SEM) sind in folgender Tabelle einzeln aufgeschlossen. Die
Abbildungen zeigen grafische Darstellungen aus Mittelwerten (MW) und Standardfehlern
(SEM).
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Tabelle 5: Verhaltensparameter fiir Angstverhalten: auf dem mHB verbrachte
Gesamtzeit (Time on Board), Latenz bis zum ersten mHB (Latency First Entry on

Board), Anzahl der mHB-Besuche (Number of Board Entries)

Tag Isofluran;g  Kontrolle4 Tag Isofluran;g  Kontrollezg

Gesamtzeit |01 bis 02 23 + 2 24 + 2 07 bis 08 24 + 3 22 + 2
auf dem 03bis04 33 + 4 26 + 4 |09bis10 29 + 3 27 + 3
mHB 05bis06 42 + 4 32 +5 |1lbis12 34 +2 32 + 2
(Timeon 1g7pis08 48 + 5 38 +5 |13bis14 35 + 1 32 + 2
Board)

01bis08 36 + 4 30 + 4 |07bisl4 30 + 2 28 4 2
Erster 01 bis 02 40 + 8 36 + 9 07 bis 08 48 + 11 52 + 11
mHB- 03bis04 22 + 6 37 + 11 |09bis10 37 +8 38 + 6
Besuch 05bis06 15 + 3 36 + 12 |11bis12 17 + 4 21 + 3
(Latency  1o7pis08 11 + 3 27 + 9 |13bis14 10 + 2 14 + 2
First Entry
onBoard) |o1phisos 22 + 4 34 +9 |07bis14 28 +6 31 + 5
Anzahl der | 01 bis 02 11 + 1 13 + 1 07 bis 08 12 + 1 11 + 1
mHB- 03 bis 04 9 +1 10 + 1 09 bis 10 10 + 1 9 + 1
Besuche |05 bis 06 7+1 7 +1 |11bis12 9 +1 8 + 1
(Number of |97 pisog 5 + 1 7 +1 |13bis14 7 + 1 8 + 2
Board
Entries)  101his08 8 + 0 9 +1 |07his14 9 + 1 9 + 1

Mittelwerte (MW) und Standardfehler (+SEM) des Verhaltensparameters flr
Angstverhalten: auf dem mHB verbrachte Gesamtzeit (Time on Board (% TT)), Latenz
bis zum ersten mHB-Besuch (Latency First Entry on Board (s)), Anzahl der mHB-

Besuche (Board Entries (Anzahl pro Durchlauf))
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Angstverhalten
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Abbildung 16: Vergleichende Grafik (MW (£tSEM)) der auf dem Board verbrachten
Gesamtzeit (Time on Board (% Time Trial)).

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Im Laufe der Aufzeichnungsphase verbringen alle Tiere zunehmend mehr Zeit auf dem
Board (Zeit: p < 0,001). Die Mittelwerte der narkotisierten Tiere liegen nicht signifikant
tiber denen der nicht anasthesierten Mause. .Uber den gesamten Zeitraum betrachtet,
halten sich die anasthesierten Tiere nicht signifikant langer auf dem mHB auf, als die

Kontrolltiere (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 17: Vergleichende Grafik (MW (£tSEM)) der Latenz bis zum ersten
mHB-Besuch (Latency First Entry on Board (s)).

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Betrachtet man die Mittelwerte der Latenz bis zum ersten mHB-Besuch (Latency First
Entry on Board) kann man erkennen, dass die Méuse der 1d-Gruppe zu Beginn der
Testphase das Board deutlich spater zum ersten Mal betreten als zum Versuchsende (Zeit:
p =0,014). Die Tiere der 7d-Gruppe haben einen deutlichen héheren Ausgangswert, der
aber zum Ende der Lernphase annéhernd parallel zu den Werten der 1d-Gruppe verlauft
(Zeit: p < 0,001). Uber den gesamten Versuchszeitraum betrachtet, gibt es keine
signifikanten Unterschiede zwischen den anésthesierten Tieren und den Kontrolltieren im
Hinblick auf die Latenz bis zum mHB-Besuch (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 18: Vergleichende Grafik (MW (£SEM)) der Anzahl der mHB-Besuche
(Number of Board Entries (Anzahl pro Durchlauf)).

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Die Anzahl der mHB-Besuche (Number of Board Entries) sinken in allen vier Gruppen
kontinuierlich ab (Zeit: p <0,001). Die Werte der 1d und 7d-Gruppe unterscheiden sich
nicht signifikant. Uber den gesamten Beobachtungszeitraum gesehen, liegen die Anzahl
der besuchten Locher (Number of Board Entries) der anésthesierten Tiere nicht
signifikant tber den Werten der Kontrolltiere. Insgesamt suchen die Tiere der 7d-Gruppen
nicht signifikant mehr Locher auf als die Tiere, die den Test schon einen Tag nach der
Narkose beginnen (siehe Abbildung 18).

Angst und Allgemeinbefinden

Als Indikator fur diese Verhaltensweisen gilt die Gesamtzeit der Immobilitatsphase
(Immobility), die im mHB-Test wahrend der Lernphase dokumentiert wird. Sie wird in
Prozent der fir den Durchlauf bendtigten Gesamtzeit angegeben Die daraus errechneten
Mittelwerte (MW) und Standardfehler (:SEM) sind in folgender Tabelle zu ersehen und
die Abbildungen zeigen eine grafische Darstellung aus Mittelwerten (MW) und
Standardfehlern (SEM).

Tabelle 6: Verhaltensparameter fiir Angst und Allgemeinbefinden: Gesamtzeit der
Immobilitatsphasen (Immobility)

Tag Isofluran;y Kontrolleyq Tag Isofluran;g  Kontrollezg
Immobilitat |01 bis 02 0+0 0+0 07 bis 08 0+0 0+0
(Immobility) | 03 bis 04 0+0 0 + 0 |09bis10 0+0 0+0
05 bis 06 0+0 0+0 11 bis 12 0+0 0+0
07 bis 08 0+0 0+0 13 bis 14 0+0 0+0
01 bis 08 0+0 0+0 07 bis 14 0+0 0+0

Mittelwerte (MW) und Standardfehler (#SEM) des Verhaltensparameters flir Angstverhalten
und Wohlbefinden: Gesamtzeit der Immobilitatsphasen (Immobility (% Time Trial))
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Abbildung 19: Vergleichende Grafik (MW (xSEM)) der Gesamtzeit der
Immobilitatsphasen (Immobility (%0 Time Trial)).

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Die Gesamtzeit der Immobilitatsphasen (Immobility) liegt in der 1d-Gruppe bei etwa zehn

Prozent. Bei den restlichen Gruppen ist sie verschwindend gering (siehe Abbildung 19).

Exploration

Exploration wird in gerichtete Exploration und ungerichtete Exploration eingeteilt. Das
zielgerichtete Aufsuchen der Locher im Test gilt als gerichtete Form, wobei die Anzahl
der besuchten Lécher (Number of Holes Visited) gewertet werden. Unter genereller
ungerichteter Exploration der Umgebung wird das Aufrichten auf die Hinterbeine
(Rearings) verstanden. In folgenden Tabellen sind die daraus errechneten Mittelwerte
(MW) und Standardfehler (+SEM) zu ersehen und die Abbildungen zeigen grafische
Darstellungen aus Mittelwerten (MW) und Standardfehlern (SEM).

Tabelle 7: Verhaltensparameter fiir gerichtete Exploration: Anzahl besuchter
Locher (Number of Holes Visited) und ungerichteter Exploration: Anzahl
Aufrichten auf die Hinterbeine (Rearings)

Tag Isofluran;y Kontrolleyq Tag Isofluran;y  Kontrollezg

Besuchte 01 bis 02 5+1 4 +1 07 bis 08 5+1 5+1
Locher 03 bis 04 6 +0 5+ 1 |09bis10 7+1 7+1
(Number of |o5his06 6 + 0 5+ 1 |[1lbis12 7 +1 7+0
Holes 07bis08 5+0 6 +0 |13bisl4 7 + 0 7+0
Visited)

01 bis 08 5+0 5+ 0 |07hisl4 7+0 6 +0
Aufrichten |01 bis 02 18 + 2 16 + 1 07 bis 08 14 + 1 16 + 1
aufdie  |03bis04 13 +2 12 +1 |09bis10 11 + 1 10 + 1
Hinterbeine |ogpicos 7 41 10 + 2 |1lbis12 8 + 1 8+ 1
(Rearings) . .

07 bis 08 4 +1 8 + 2 13 bis 14 6 +1 5+1

01 bis 08 11 + 1 11 + 1 07bis14 10 + 1 10 + 1

Mittelwerte (MW) und Standardfehler (:SEM) des Verhaltensparameters flr gerichtete
Exploration: Anzahl besuchter Locher (Number of Holes Visited, (Anzahl pro
Durchlauf)) und ungerichtete Exploration: Anzahl Aufrichten auf Hinterbeine (Rearings
(Anzahl pro Durchlauf))
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Abbildung 20: Vergleichende Grafik (MW (£SEM)) der Anzahl besuchter Locher
(Number of Holes Visited (Anzahl pro Durchlauf)) Giber den gesamten
Beobachtungszeitraum.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Die gerichtete Exploration umfasst die Anzahl besuchter Locher (Number of Holes
Visited). Die Mittelwerte steigen in der 1d-Gruppe nahezu kontinuierlich an (Zeit: p =
0,027), wobei sich zwischen den anésthesierten Tieren und den Kontrolltieren keine
signifikanten Unterschiede erkennen lassen. Bei der 7d-Gruppe steigen die Werte am
neunten und zehnten Tag steil an, um dann auf das in etwa gleiche Niveau der 1d-Gruppe
abzufallen (Zeit: p = 0,002) (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 21: Vergleichende Grafik (MW (£tSEM)) der Anzahl Aufrichten auf die
Hinterbeine (Rearings (Anzahl pro Durchlauf)).

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Die Anzahl, wie oft sich ein Tier pro Durchlauf auf die Hinterbeine erhebt (Rearings), gilt
als Anzeichen fiir die ungerichtete Exploration. Die Mittelwerte sinken in allen Gruppen
bis zum Ende der Testperiode hin ab (Zeit: p <0,001). Ein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und den andsthesierten Tieren ist in der 1d-Gruppe zu
erkennen (Zeit x Gruppe: p = 0,017). Wahrende der gesamten Versuchsdauer
unterscheiden sich die 1d und 7d-Gruppen hinsichtlich der Anzahl Aufrichten auf die
Hinterbeine (Rearings) nicht (siehe Abbildung 21).
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Erregung

Die physiologische Erregung wird im mHb durch die Gesamtzeit der Putzphasen in
Prozent der flr den Durchgang benétigten Gesamtzeit gemessen (Grooming). Ein weiterer
Paramter ist die Anzahl der pro Durchlauf abgesetzten Kotballen (Boli). Errechnete
Mittelwerte (MW) und Standardfehler (+x SEM) sind in folgender Tabelle zu ersehen.

Tabelle 8: Verhaltensparameter flr Erregung: Gesamtzeit der Putzphasen
(Grooming)

Tag Isofluran;y Kontrolleq Tag Isofluran;g  Kontrollezg
Putzphase |01 bis 02 1+0 1+0 07 bis 08 2+0 2 +0
(Grooming) [03bis04 1 + 0 1 +0 |09bis10 1 +0 2 £ 0
05 bis 06 1+0 0+0 11 bis 12 1+0 2 +0
07 bis 08 0+£0 0+0 13 bis 14 1+0 2 +0
01 bis 08 1+0 1+0 07 bis 14 1+0 2 +0

Mittelwerte (MW) und Standardfehler (:SEM) des Verhaltensparameters flr Erregung:
Anzahl an abgesetzten Kotballen (Boli (Anzahl pro Durchlauf)) und Gesamtzeit der
Putzphasen (Grooming (% Time Trial)).

Die Gesamtzeit der Putzphasen (Grooming) ist in der 1d-Gruppe zu Beginn der Testphase
deutlich hoher als im spéateren Testverlauf (Zeit: p = 0,030). Auch in der 7d-Gruppe
putzen sich alle Versuchstiere zu Beginn signifikant langer (Zeit: p = 0,019). .Uber den
gesamten Zeitraum gesehen putzen sich sowohl nicht-anasthesierte als auch andsthesierte
Tiere der 1d-Gruppe weniger lang, im Vergleich zu den nicht-andsthesierten (p < 0,001)
bzw. anasthesierten Tiere (p = 0,036) der 7d-Gruppe.
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Lokomotion

Mit der Anzahl der Linientberschreitungen (Line Crossings) wird im mHb-Test die
Lokomotion gewertet, auf der letzendlich jedes sichtbare Verhalten basiert. In folgender
Tabelle sind die daraus errechneten Mittelwerte (MW) und Standardfehler (+tSEM) zu
ersehen und die Abbildung zeigt eine grafische Darstellung aus Mittelwerten (MW) und
Standardfehlern (SEM).

Tabelle 9: Verhaltensparameter fir Lokomotion: Anzahl an Linientbertritten (Line
Crossings)

Tag Isofluran;g Kontrolleq Tag Isofluran;g  Kontrollesg
Linien- 01 bis 02 14 + 1 12 + 1 07 bis 08 13 + 1 12 + 1
Ubertritte |03 bis 04 12 + 1 10 + 2 09 bis 10 11 + 1 10 £ 1
(Line 05bis06 12 + 1 11 +2 |1lhis12 11 =+ 1 11+ 1
Crossings) |07his08 11 + 1 11 + 1 |13bis14 12 + 1 11 + 1
01 bis 08 12 + 1 11 + 1 07 bis 14 12 + 1 11 + 1

Mittelwerte (MW) und Standardfehler (£SEM) der Verhaltensparameterr fiir Lokomotion:
Anzahl an Linienuberschreitungen (Line Crossings (Anzahl pro min))
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Abbildung 22: Vergleichende Grafik (MW (£SEM)) der Anzahl der Linientbertritte
(Line Crosings (Anzahl pro Minute)).

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Die Anzahl an Linientbertritten (Line Crosssings) fallt in der 1d-Gruppe zum Ende der
Aufzeichnung hin signifikant ab (Zeit: p = 0,014) (siehe Abbildung 34).Uber den
gesamten Beobachtungszeitraumszeitraum betrachtet, ist die Anzahl der LinienUbertritte
(Line Crossings) der anésthesierten Tiere in beiden Gruppen nicht signifikant hoher als

bei den Kontrollgruppen (siehe Abbildung 22).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde erstmals der alleinige Effekt von Isofluran auf Lernen
und Gedé&chtnis im Mausmodell untersucht. Mause lernen 24 Stunden nach einer
zweistiindigen Inhalationsnarkose mit Isofluran einen Verhaltenstest schneller als ihre
nicht-anasthesierten Geschwistertiere. Beginnen die Tiere jedoch erst eine Woche nach
der Narkose mit dem Test, lernen alle Tiere in etwa gleich schnell, was darauf hindeutet,

dass der Narkoseeffekt auf Lernen auf Gedéachtnis reversibel ist.

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Postoperative kognitive Defizite im Mausmodell

Kaninchen und Nagetiere besitzen in der medizinischen Forschung einen hohen
Stellenwert, denn oftmals sind Tiermodelle unabdingbare Vorraussetzungen, um
Pathomechanismen zu erforschen oder atiologische Ursachenforschung mit
wissenschaftlichen Studien voranzutrieben. Mause und Ratten stellen mit einem Anteil
von 80 % die groRte Gruppe aller Versuchstiere dar. Besonders M&use werden immer
haufiger eingesetzt, denn sie vereinen die Vorteile einer hohen Reproduktionsrate mit
kurzer Aufzuchtphase und der Haltung bei geringem Platzbedarf (Tierschutzbericht,
2007). So zahlen Nagetiere auch zu den bevorzugten Spezies, um Ursachen und
Mechanismen menschlicher Gedéchtnisstérungen zu evaluieren (SQUIRE, 1992).
Inwiefern Leistungen von Nagetieren in komplexen kognitiven Aufgaben auf menschliche
kognitive Funktionen tbertragen werden kénnen, wird kontrovers diskutiert (DECKER,
1995). Bei kognitive Funktionen, die dem Hippokampus zugeteilt werden, entwickelte
sich eine evolutionédre Kontinuitat, so dass grundlegende Lern- und Geddchtnisprozesse
im Laufe der Evolution konserviert wurden (KESNER und HOPKINS, 2006). So kdnnen
einfache menschliche Gedéchtnis— und Lernleistungen durchaus mit Hilfe von
Tiermodellen beschrieben werden. Deshalb wurde flr die vorliegende Studie die Maus als
das sinnesphysiologisch am niedrigsten entwickelte Tier gewéhlt, um die isolierten
Faktoren zu untersuchen, die an der Entstehung von postoperativen kognitiven Defiziten
(POCD) beteiligt sind.
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Trotz neuer Fortschritte in der Pharmakologie und in der Entwicklung neuer intravendser
Narkosemittel, bleiben Inhalationsanasthetika vor allem in der klinischen Praxis die
Eckpfeiler der Narkose. Besonders die neueren Inhalationsanasthetika, wie Isofluran,
Sevofluran oder Desfluran haben viele Eigenschaften eines ,,idealen* Narkosemittels.
Durch ihren niedrigen Blut/Gas-Verteilungskoeffizienten (1.4 bei Isofluran) fluten sie
rasch an und ab, woraus eine sehr gute Steuerbarkeit resultiert (EGER, 2004). Mit der
minimalem alveoldaren Konzentration (MAC) wird die Wirkungsstérke eines
Andsthetikums bemessen. Je niedriger der MAC-Wert, desto groRer ist seine Wirkstarke.
Isofluran ist ein sehr potentes Narkosemittel mit einem MAC-Wert flir den Menschen von
1.15 Vol % (Isofluran) (EGER, 2004). Isofluran wird im Kérper nur zu 0,17 %
verstoffwechselt (HOLADAY und SMITH, 1981). Isofluran ist relativ teuer und
Narkosemittel machen einen groRen Teil des Medikamentenbudget einer Klinik aus.
Studien zufolge kdnnten aber durch die effizientere Nutzung der Operationsraume und der
Verbesserung des postoperativen Versorgung deutlich effektiver Kosten eingespart
werden, als durch den Einsatz billiger Narkosemittel (MACARIO et al., 1995). Isofluran
ist ein sicheres und effektives Narkosegas zur Einleitung und Aufrechterhaltung einer
Narkose. In Zukunft wird es aufgrund seiner raschen Anflutung und der kurzen
Aufwachphase und der dadurch bedingten geringen Operationsdauer, besonders fur
ambulante und minimal invasive Eingriffe, vermehrt Verwendung finden (STACHNIK,
2006).

POCD sind bekannte Probleme nach herzchirurgischen (NEWMAN et al., 2001), aber
auch nach groReren nicht-herzchirurgischen operativen Eingriffen (MOLLER et al.,
1998). POCD kdénnen eine Verschlechterung der Lebensqualitat von bis zu drei Monaten
postoperativ bedingen und fiir Patienten jeglichen Lebensalters gravierende
Auswirkungen haben, da alltdgliche Dinge des Lebens nicht mehr selbststandig
ausgefuhrt werden konnen (MOLLER et al., 1998; JOHNSON et al., 2002). In
grolRangelegten, weltweiten Studien wurde versucht, die mdglichen Ursachen
aufzudecken. Da das Zielorgan der Narkosemittel das Gehirn ist, wurde immer wieder
vermutet, dass die Narkose selbst ein Mitverursacher von POCD sei. Viele Jahre wurde
angenommen, dass Narkosemittel nach Ausscheidung aus dem Organismus keine
weiteren Effekte auf das Gehirn haben und es in seinen Ausgangszustand zuriickkehren
wirde. Nun gibt es vermehrt Beweise fur langandauernde oder sogar permanente
neuronale und neurologische Veranderungen (HANNING, 2005). Ein grof3es Problem

Klinischer Studien ist, dass eine Narkose immer eine Operation nach sich zieht, sodass
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die alleinigen Auswirkungen der Narkose nicht isoliert beurteilt werden kénnen. Da beim
Patienten durch die bereits bestehende Grunderkrankung, das operative Trauma oder
intraoperative Komplikationen aber auch durch postoperative Schmerzen, Aufenthalt in
fremder Umgebung im Krankenhaus oder durch die Medikamenteneinwirkungen die
Folgeerscheinungen der Narkose verschleiert werden konnen. Ziel dieser Studien ist es
daher, den alleinigen Effekt einer Narkose unter Ausschluss von Begleitfaktoren auf das

Gehirn zu untersuchen.

4.1.2 Narkosemanagement

In der vorliegende Studie wurden alle sich auf das Gedéchtnis und auf die Lernleistung
der Méuse negativ auswirkenden Storfaktoren so gering wie moglich gehalten oder vollig
ausgeschlossen. Nicht nur die Narkosetiere, sondern auch die nicht-anasthesierten
Kontrolltiere wurden deshalb in der vorliegenden Studie dem Stress der veranderten
Umgebung ausgesetzt. Flr einen &quivalenten Zeitraum, die der Einleitungsdauer der
Narkosetiere in der Kammer entsprach, wurden die nicht-anésthesierten Kontrolltiere
ebenfalls in die Narkosekammer gesetzt. So wurden sie den gleichen veranderten
Umweltreizen ausgesetzt, wie die Narkosetiere. Dadurch soll eine echte Kontrollgruppe
geschaffen werden, damit die Testergebnisse ma3geblich auf den alleineigen Einfluss der

Inhalationsnarkose zuriickzufiihren sind.

Fur volatile Anésthetika gibt es grundsatzlich verschiedene Induktions- und
Applikationswege. Bei der Kammerinhalation befindet sich das Tier wahrend der
Narkoseeinleitung in einem durchsichtigen Behélter (Glaszylinder oder auch
Plexiglaskasten), der mit einem Gemisch aus Luft/Sauerstoff und Anésthetikum gefiillt
ist. Das Narkosegas kann dabei auf verschieden Wegen in den Behélter gelangen. Es kann
zum einen einfach anhand eines mit fllissigem Narkosegas getrankten Wattebausches in
den Behalter gelegt werden. Der Nachteil dieser Applikationsform ist die ungenaue
Dosierungsmaglichkeit des Andsthetikums. Um diesen Nachteil zu Gberwinden, wird in
der vorliegenden Studie das Narkosegas tber einen dem Durchflusssystem
vorgeschalteten Verdampfer der Kammer zugefuhrt. Dadurch ist die Konzentration des
Narkosegases genauer zu regulieren und bei allen Narkosetieren gleich zu halten. Auf
eine Narkoseeinleitung mittels Injektionsandsthetika wurde verzichte, da sie die Wirkung

der Inhalationsanasthetika zusatzlich beeinflusst hatten. Dadurch ist es nicht mehr
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maglich, den alleinigen Effekt einer Inhalationsnarkose auf das Gedachtnis zu

untersuchen.

Nach der Narkoseeinleitung kann das Tier fur kurze Zeit aus der Kammer entnommen
werden, um es ohne zwischenzeitliches Erwachen an die Nasenkammer anzuschlie3en.
Fir den getibten Anasthesisten ist dies kein Problem und als Vorteil kann im Vergleich
zur Injektionsanasthesie zum Beispiel auf Zwangsmalinahmen zur Fixation verzichtet
werden (ERHARDT et al., 1998). Stress kann bei den Tieren auch flr den weiteren
Narkose weitreichende Folgen haben, wie zum Beispiel das Auftreten einer durch
stressbedingten Hyperventilation induzierten respiratorische Azidose (ERHARDT et al.,
1984). Die Tiere atmen in der verwendeten Nasenkammer spontan. Eine kontrollierte
Beatmung ware nur mit Hilfe der endotrachealen Intubation mdglich. In der vorliegenden
Studie wurde auf die endotracheale Intubation aus verschiedenen Grunden verzichtet.
Méuse sind aufgrund der kleinen Maulspalte und der sehr engen anatomischen
Verhaltnisse im Pharyngealbereich duRerst schwierig zu intubieren. Als Komplikationen
kénnen, Traumata der oropharyngealen Strukturen durch Benutzung des Laryngoskops
oder gar Perforation der Trachea beim Einfuhren des Tubus auftreten. Da die Tiere fir
einen langeren Zeitraum nach der Narkose iberleben sollen, mussen diese
Komplikationen ausgeschlossen werden. Auch eine transtracheale Intubation muss
vermieden werden, da die Tiere nicht operiert werden sollen, um den alleinigen Effekt
einer Inhalationsanésthesie zu untersuchen. Studien haben gezeigt, dass der Reiz der
endotrachealen Intubation vergleichbar, wenn sogar nicht noch starker als ein Hautschnitt
zu werten ist (ERHARDT et al., 1984). Deshalb wird ein Tubus hdufig nur unter einer
tieferen Andsthesie oder zum Beispiel unter zusétzlichem Einsatz von Muskelrelaxanzien
und Opiaten toleriert. Isofluran bewirkt zwar eine gute Muskelrelaxation, besitzt aber nur
aulerst geringe analgetische Eigenschaften, sodass bei einer endotrachealen Intubation
weitere Analgetika eingesetzt werden mussen. Da in der vorliegenden Studie jedoch der
alleinige Effekt von Isofluran auf Lernen und Gedéachtnis untersucht werden soll, wurde

die Nasenkammer als Methode der Wahl verwendet.

Waéhrend der gesamten Narkosedauer wird ein positiver endexspiratorischer Druck
(PEEP) von 3 mm Hg eingehalten. Dies bedeutet, dass am Ende der Ausatmungsphase ein
positiver Druck in den Alveolen bestehen bleibt, sodass die Mdglichkeit besteht
Lungenareale offen zu halten und zu ventilieren, die dazu neigen atelektisch zu werden.

So ist ein verbesserter Gasaustausch gewahrleistet (KOHLER, 1998).
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Die Narkosetiberwachung bei Mausen basiert hdufig hauptsachlich auf der klinischen
Beobachtung des Tieres (CANTWELL, 2001). Als Hauptproblem ist die geringe
KorpergroRe anzusehen, die ein Legen von arteriellen und vendsen Zugangen und so die
Blutabnahme verkompliziert (ERHARDT et al., 1998). AulRerdem bedarf es, um
Blutgasanalysen durchzufuhren einer ausreichender Menge an Blut, je nach
Blutgasanalysegerat etwa 100 pl- 300 pl. Es kénnen aber maximal 10 % des
Blutvolumens bedenkenlos entnommen werden. Das Gesamtblutvolumen betrégt bei der
Maus 6,6 % des Korpergewichtes. Bei einer 30 g schweren Maus entspréche das genau
einer Blutmenge von 300 pl (ERHARDT et al., 1998). Ziel dieser Studie war aber das
langfristige Uberleben der Tiere, um Verhaltenstests nach der Narkose ohne Operation
durchzufiihren. Auch sollte auf eine zusatzliche Operation, wie sie zur Kanulierung der
Geféle notwendig ist verzichtet werden, um den alleinigen Effekt von Isofluran auf
Lernen und Gedachtnis zu untersuchen. Deshalb wurden auf invasive Methoden
verzichtet. Dennoch wurden die wichtigsten Vitalfunktionen (Korpertemperatur,
Herzfrequenz, Atemfrequenz) standig kontrolliert. Die Atemfrequenz wurde durch
Beobachtung der Thoraxbewegungen (Atemzige in einer Minute) gezahlt. Die Analyse
der Herzfrequenz erfolgte mit Hilfe eines EKG-Gerétes. Inhalationsanésthetika
beeintrachtigen die Korpertemperaturregelung. Die Messung der Kdrperinnentemperatur
wurde mit Hilfe einer Rektalsonde durchgefiihrt. Bei kleinen Nagetieren ist die Gefahr der
anasthesiebedingten Hypothermie aufgrund des unguinstigen Verhaltnisses von kleinem
Korpergewicht zu groRer Korperoberflache besonders ausgepragt. Als Folge einer
Hypothermie kommt es zu verminderter Organperfusion, Verschiebung des Saure-
Basegleichgewichts und so zu einer verschlechterten Metabolisierung der Anésthetika
(CANTWELL, 2001). Um einem Warmeverlust wahrend der Narkose vorzubeugen, wird
mit einer Heizdecke die Korperinnentemperatur zwischen 37,5 und 38.0°C gehalten. In
der Aufwachphase sorgen in der Aufwachbox mit warmen Wasser gefiillte Handschuhe

fiir ausreichenden Schutz gegen Auskihlung.

4.1.3 Der modifizierte Hole-Board-Test

In der vorliegenden Studie wird zur Beurteilung der Lern - und Gedachtnisleistungen der
Mause ein visuell-raumlicher Test, der modifizierte Hole-Board-Test (mHB) gewahlt. Der
mHB-Test, eine Kombination aus Open Field und klassischem Hole Board, wurde

urspriinglich zur Untersuchung kognitiver und exploratorischer Verhaltensparameter bei
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Tupaias konzipiert (OHL et al., 1998; OHL und FUCHS, 1999) und dann flr Nagetiere
weiterentwickelt (OHL et al., 2001b).

Mit dem mHB kdnnen erstmals komplexe Verhaltensmuster in einem einzigen Test
beobachtet werden. Zu den erfassten Parameter gehtren Exploration, Angstverhalten,
Lokomotion, Erregung und kognitive Prozesse. Damit entsteht ein umfassendes Bild des
Gesamtverhaltens eines Tieres. Da nur ein Test Verwendung findet, entstehen keine
storenden Interferenzen zwischen verschiedenen Verhaltenstests, wodurch die
Versuchstierzahl vermindert und der Personal— und Kostenaufwand immens reduziert
wird (OHL et al., 2001a).

Diese Vorteile machen den mHB-Test anderen Tests flr die vorliegende Studie
Uberlegen. Im Radial-Arm-Maze, ein Labyrinthmodell, in dem die Versuchstiere mehrere
mit Futterbelohnungen bestiickten Arme aufsuchen missen, wirken Zwangsmaflinahmen,
wie Wasser - und Futterentzug, als starker Stressfaktor. Im mHB-Test wird das nattrliche
Futtersuchverhalten der Nagetiere ausgenutzt, um den Test ohne weitere Motivation zu
absolvieren. Da die Tiere im gleichen Raum getestet werden, indem sie auch gehalten
werden, finden alle Vorgénge in gewohnter Umgebung statt und zusétzlicher
Transportstress entféllt. Chronischer Stress kann das deklarative Gedéchtnis der Tiere
noch Tage, nachdem der Stressfaktor entfernt wurde, negativ beeinflussen (OHL und
FUCHS, 1999). Durch die Reduktion stérender Stresseinfliisse gewinnen die Ergebnisse
aus dem mHB an Qualitét, da Stress sowohl beim Mensch als auch beim Tier die
kognitiven Funktionen verédndern kann (MCEWEN und SAPOLSKY, 1995).

Als weiterer Vorteil erlaubt der mHB-Test den Versuchstieren ihr naturliches
Verhaltensrepertoire ohne Zwang offen zu zeigen und ermdglicht so dem trainierten
Beobachter unerwartete und subtile Verhaltensweisen zu analysieren und geringste
Verhaltensabweichungen aufzudecken (OHL et al., 2003). So bietet sich der mHB-Test
als ideale Methode an, um die subtilen Einfliisse von Inhalationsanésthetika auf Lernen

und Gedéachtnis zu untersuchen.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Kognitive Leistungsfahigkeit und Verhalten 1d nach Narkose

Verschiedene Gedachtnis- und Verhaltensparameter, die mit dem mHB dokumentiert
werden, ermdglichen eine Beurteilung der Auswirkungen einer zweistiindigen

Isoflurannarkose auf die kognitive Leistungsfahigkeit und auf das Verhalten von Méusen.

Die kognitiven Parameter der Lernleistung (Gesamtzeit, Time Trial) und des deklarativen
Gedachtnisses (falsch besuchte Locher, Wrong Choices und Auslassfehler, Omission

Errors) sind durch die Narkose signifikant verbessert.

Im Detail erlernen anasthesierte Tiere den Test innerhalb der ersten acht Tage schneller
als die Kontrolltiere und bendétigen weniger Zeit alle drei Futterbelohnungen zu finden.
Die Narkosetiere besuchen im Laufe der gesamten Testperiode immer weniger falsche
Locher (Wrong Choices) und machen weniger Auslassfehler (Omission Errors). Es
besteht kein Unterschied zwischen den Gruppen in der Anzahl wiederholt besuchter

Locher (Repeated Choices).

Daraus kann geschlossen werden, dass in der vorliegenden Studieeine vorhergehende
zweistlindige Narkose mit Isofluran das Lernen beschleunigt und die Gedachtnisleistung
verbessert. Es scheint besonders das deklarative Gedachtnis betroffen zu sein. Dieses ist
verantwortlich fur bewusstes Erinnern an Fakten und Ereignisse und wird dem
Hippokampus zugeteilt (SQUIRE, 1998). Der Hippokampus unterstiitzt die Verarbeitung
raumlicher und relationaler Informationen und stellt Verknipfungen zwischen
verschiedenen Anreizen her (EICHENBAUM, 1999). Deshalb sollen auch deklarative
Gedé&chtnisprozesse im mHB beteiligt sein, wenn Tiere lernen optisch, markierte Locher
mit Futterbelohnungen zu verbinden. Daher gelten falsch besuchte Locher (Wrong
Choices) und markierte L6écher, die nicht besucht werden (Omission Errors) als Fehler des
deklarativen Gedachtnisse (OHL et al., 1998). Diese beiden Parametern sind bei den
Narkosetieren verbessert, wéhrend das Arbeitsgedachtnis von Einflissen der Narkose
unberuhrt bleibt. Das Arbeitsgedachtnis ist flr eine zeitlich begrenzte
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Informationsspeicherung zustandig und wird dem préafrontalen Kortex zugeteilt. Das Tier
muss sich innerhalb eines Durchlaufes merken, welches markierte Loch bereits besucht
wurde. Wiederholt besuchte Locher (Repeated Choices) gelten daher als Fehler des
Arbeitsgedachtnisses. Die Leistung des Arbeitsgedéachtnisses kann erst beurteilt werden,
wenn die M&use gelernt haben, markierte Locher aufzusuchen und die Futterbelohnung zu
entnehmen. Dies dauert meist zwei Tage, sodass die Funktion des Arbeitsgedachtnisse
erst ab dem 3. Testtag bemessen werden kann. In dieser Studie unterscheiden sich die
verschiedenen Gruppen in diesem Gedéchtnisparameter nicht. Entweder wird das
Arbeitsgedéchtnis durch volatile Anasthetika nicht beeinflusst oder das Versuchsprotokoll
ist zu wenig sensitiv, um Veranderungen des Arbeitgedéchtnisses aufzudecken, denn dazu
bedarf es langere Lernphasen, um stabile Ausgangswerte zu erreichen (STECKLER und
MUIR, 1996). Diese Werte konnen dann mit den Werten postandsthetisch verglichen
werden. AulRerdem muss bedacht werden, dass Tiere, die den Test bis zum Versuchende
nicht erlernen, keine Wiederholungsfehler machen kénnen, sodass eine Verbesserung der
Gedachtnisleistung nur vorgetauscht wird. In dieser Studie soll primar die Lernleistung
und das Lernverhalten der Versuchstiere hinsichtlich Einspeichern und Abrufen neu
erlernter Fahigkeiten untersucht werden. Haben die Tiere den mHB-Test bereits
praanasthetisch gelernt und erreichen ein stabiles Ausgangsniveau, bedarf es groRerer
neuronalen Stérungen, um kognitive Leistungsunterschiede feststellen zu kénnen, was
einem Testen des ,,Vergessens* entspricht. Die komplexen Vorgange, die fur das Lernen
neuer Informationen zusténdig sind, reagieren wesentlich sensibler auf negative Effekte
und werden daher auch leichter geschédigt. Deshalb wird in der vorliegenden Studie die
Lernleistung nach einer Narkose untersucht und nicht die Fahigkeit Erlerntes zu

vergessen.

Kognitive Prozesse kdnnen durch Verhaltensdnderungen beeinflusst werden, so dass die
Lernleistung durch Angst oder Stress eventuell negativ beeinflusst wird (MCEWEN und
SAPOLSKY, 1995). Deshalb ist die Auswertung der Verhaltensparameter wichtig, um

maogliche negative Beeinflussungen erkennen zu kénnen.

Die auf den mHB verbrachte Gesamtzeit (Time on Board) gilt als Angstparameter, da
angstliche Tiere langer am Rand der Testarena verharren und das Zentrum meiden (OHL
et al., 2003). Im mHB entspricht das Zentrum der Versuchsarena einem ungeschitzten
und unbekannten Territorium. Nagetiere meiden zunéchst offene Flachen und ziehen es
vor sich nahe der Wande fortzubewegen (PRUT und BELZUNG, 2003). In der
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vorliegenden Studie verbringen die Tiere aller vier Gruppen etwa gleich viel Zeit auf dem
mHB, wobei sich die Zeit im Laufe des Tests verldngert. So scheinen alle Tiere gleich
lang das mHB zu inspizieren und dadurch die gleiche Mdglichkeit zu haben den
Zusammenhang zwischen markierten Lochern und Futterbelohnungen zu erlernen. Auch
die Anzahl der Boardbesuche (Number of Board Entries) unterscheidet sich in den vier
Gruppen nicht. Wodurch ausgeschlossen werden kann, dass die unterschiedlichen
Lernleistungen der Tiere durch Angstverhalten oder geringe Motivation bedingt werden.
Alle Tier vermindern die Zeitspanne vom Beginn des Tests bis zum ersten Aufsuchen des
mHB (Latency First Entry on Board). Das bedeutet, dass sie, die zu Beginn des Tests
hohere Angst, wahrend des Versuchs vermindern, parallel zu dem verbesserten Lernen.
Da kein Unterschied zwischen den Gruppen besteht, ist es nicht wahrscheinlich, dass das

Verhalten die Lernleistung in der vorliegenden Studie beeinflusst (OHL et al., 2003).

Beginnen die Tiere am ersten Tag nach der Narkose zu lernen, nimmt die Anzahl der
besuchten Locher (Number of Holes Visited) im Laufe der Testphase nur geringgradig zu,
wéhrend die Tiere immer weniger falsche Locher aufsuchen. Das zeigt, dass vermehrt
zielgerichtetes Aufsuchen der markierten Locher zur Losung der Lernaufgabe fiihrt und
nicht gesteigerte exploratives Verhalten. Die Tiere suchen nicht zufallig alle Locher ab,
sondern steuern zielgerichtet nur die markierten Locher an. Alle vier Gruppen explorieren
ihre Umgebung im gleichen Ausmal3, erkennbar durch etwa gleich h&ufiges Aufrichten
auf die Hinterbeine (Rearings) und der etwa gleichen Anzahl an Linienibertretungen
(Line Crossings) in allen vier Gruppen. Eine Einschrankung des Verhaltens und dadurch
auch der Lernleistung durch eine Immobilitat von tiber 30 % liegt in allen Gruppen nicht

Vor.

Insgesamt lasst die Betrachtung von Verhaltensparametern und Kognition den Schluss zu,
dass die kognitive Leistung der Mause nicht durch Verhaltensverdnderungen oder
Motivationsverlust beeintrachtigt ist, sondern dass sie die wirkliche kognitive
Leistungsfahigkeit der Mause widerspiegeln. Volatile Anasthetika scheinen demnach in

der vorliegenden Studie die hippokampale Gedachtnisleistung bei Mausen zu verbessern.

Gegentiber der bislang vorherrschenden Meinung, der Einfluss der Narkose sei ein
wichtiger Faktor fur die Entstehung von POCD gibt es immer mehr Hinweise
experimenteller und seit neuestem sogar zum ersten Mal in klinischer Art, dass eine
Narkose die Lern- und Gedéachtnisleistung nicht verschlechtert sondern sogar verbessern

kann.
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In einer Studie an transgenen Alzheimer-Mausen konnten &hnliche Ergebnisse beobachtet
werden. Transgene Alzheimermause profitierten von einer zweistiindiger
Isoflurannarkose zugunsten ihrer kognitiven Leistungen im mHB-Test. Die Lernleistung,
das deklarative Gedéchtnis und das Vermeidungsverhalten der M&use wurde durch die
Narkose beeinflusst. Die anasthesierten Mausen zeigten verbesserte kognitive F&higkeiten
im mHB und eine héhere Motivation zur Exploration bei reduzierter Angstlichkeit
(BOTHSCHAFTER, 2005).

Einige friheren Studien untersuchten mogliche Zusammenhéange zwischen Narkose und
Gedachtnisleistung. In einer Studie wurde eine Allgemeinnarkose mit Halothan und
Thiopental an jungen und alten Ratten durchgefuhrt. Die Ratten zeigen keine
Verschlechterung der Lernleistung (van der STAAY et al., 1988). Auch bei einer Narkose
direkt im Anschluss nachdem ein Test erlernt wurde verbesserten volatile Andsthetika die
Einpragung und Speicherung des Neuerlernten, so dass die Tests 24 Stunden nach der
Narkose besser von den anésthesierten Tieren durchgefiihrt wurden als von den
Kontrolltieren (KOMATSU et al., 1993). Es handelte sich allerdings um einen Test, bei
dem die Méuse trainiert wurden, einer unangenehmen Erfahrung (Stromschlag) zu
entkommen. Welche Mechanismen einem solchen VVermeidungsverhalten zugrunde liegen
sind jedoch wenig verstanden. Deshalb wurde fiinf Jahre spéter von der derselben
Arbeitsgruppe der Versuch unternommen, die Auswirkungen von wiederholten Narkosen
auf das rdumliche Gedéchtnis zu untersuchen. An vier aufeinanderfolgenden Tagen
wurden Mause nach dem Training im Radial-Arm-Maze mit Enfluran narkotisiert. Die
anasthesierten Mduse zeigten eine verbesserte Gedéachtniskonsolidierung und schnitten so
im Test besser ab (KOMATSU et al., 1998). Eine ahnliche Studie mit Isofluran zeigte
Ubereinstimmende Resultate. Die M&use lernten aus einer hell erleuchteten Kammer
durch ein Loch in einen abgedunkelten Raum zu fliehen, dabei standen 40 Locher zur
Auswahl, aber nur eines besal einen Ausgang zu einem abgedunkelten Raum. Die Zeit,
wie lange die Mause bendtigten das Ausgangsloch zu finden, wurde gemessen. Der
Vorteil dieses Barnes-Maze ist, dass keine Futterrestriktion als Ansporn nétig ist, wie
beim Radial-Arm-Maze. Zudem ist helles Licht als Stimulus weniger stressvoll als das
forcierte Schwimmen beim Morris-Water-Maze. Leider kann mit dem Barnes-Maze nur
das raumliche Gedachtnis beurteilt werden, im Gegensatz zum mHB-Test, bei dem
verschiedene Gedéachtnisleistungen bewertet werden kénnen. Auch in diesem Test kam es
zu keiner Verschlechterung erlernter F&higkeiten nach einer einmaligen Isoflurannarkose
weder bei jungen noch bei alten M&usen (BUTTERFIELD et al., 2004). Bei einem
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nachfolgenden Experiment wurden die M&use 12 Tage in dem Barnes-Maze trainiert,
nach jedem Training wurden die Mduse 30 Minuten lang mit Isofluran anésthesiert. Diese
wiederholten Narkosen zeigten keine negative Auswirkungen auf das raumliche
Gedachtnis. BUTTERFIELD et al (2004) nahmen an, dass die Fahigkeit rdumliche Tests
zu absolvieren, unabhéngig vom Alter, durch wiederholte Isoflurannarkosen sogar
gefordert wird. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie zeigte die
Forschergruppe um Butterfield, dass eine Allgemeinnarkose keine kognitiven Defizite

weder bei alten noch bei jungen Mdusen verursacht.

Als atiologische Ursache fur die Verbesserung der Gedéachtnisleistung nach Narkose
kommen verschiedene Grunde in Frage. Da der mHB-Test erst 24 Stunden nach
Beendigung der Narkose beginnt, ist es eher unwahrscheinlich, dass die Verbesserung der
Gedachtnisleistung auf verbliebenes Restnarkosemittel im Korper zuriickzufuhren ist. Die
alveoldre Andsthesiekonzentrationen von Isofluran, Sevofluran und Desfluran sinken 24
Stunden nach Beendigung der Narkose deutlich ab, was bei Versuchen an Schweinen
gezeigt werden konnte (YASUDA et al., 1990). Die Spontanatmung der Mduse wahrend
der Narkose konnte aufgrund der durch Isofluran bedingten Atemdepression zu einem
erhohten CO,-Gehalt im Blut fihren. Eine respiratorische Azidose wére die Folge, die
maoglicherweise die vorliegenden Ergebnisse im Verhaltenstest beeinflussen konnte. Da
alle Tiere wahrend der Narkose stabile physiologische Vitalparameter zeigten und die
Schleimhéute stets rosig waren, wird ein erhdhter CO,-Gehalt fur unwahrscheinlich
gehalten. Studien an Mé&usen mit kinstlicher Beatmung zeigten bei vergleichbarer
Atemfrequenz normale Blutgasanalysen (GUO et al., 1998; LIU et al., 2002). Die Mduse
fiir zwei Stunden bei 1 MAC in Narkose zu halten, macht ein bestimmtes Narkosesystem
erforderlich. Die Intubation mit kontrollierter Beatmung wurde aus verschiedenen, in
vorangegangenen Kapiteln bereits ausfihrlich diskutierten Grunden, abgelehnt. Auch auf
eine fur die Blutgasanalyse erforderliche Kanilierung wurde verzichtet. Da die Mause
auflerdem keine Analgesie wéhrend der Isoflurannarkose erhielten, um das Ergebnis nicht
zu beeinflussen, wurde aus Tierschutzgriinden auf eine Praparation verzichtet und
stattdessen durch klinische Beobachtung die Vitalparameter tiberprdift. In einer Studie an
Mausen kann zudem ein moglicher protektiver Effekt von Isofluran auf kognitive Defizite
nach milder Hypoxie gezeigt werden. Die Mause atmen eine Stunde lang in einem
Stickstoff-Sauerstoffgemisch aus 8 % Sauerstoff, versetzt mit 1.2 % Isofluran. Méause, die
kein Isofluran erhielten, schnitten in einem Labyrinthtest, 24 Stunden nach der
Anadsthesie, besser ab (BEKKER et al., 2006).

69



Dennoch kdnnte die gezeigte Verbesserung der Lern- und Geddchtnisleistung ein Resultat
der neuroprotektiven Eigenschaften des Isoflurans sein. Isofluran verringert die zerebrale
Stoffwechselrate und schitzt so das Gehirn vor schédlichen Einflissen wie z.B. einer
Hypoxie (BEKKER et al., 2006).

Welche zelluldren Mechanismen durch volatile Anésthetika ausgeldst werden, sind noch
unbekannt. Lang anhaltende Verédnderungen der synaptischen Signaltibertragung im
zentralen Nervensystem sind vermutlich bei der Speicherung und dem Abruf von
Informationen aus dem Gedéachtnis involviert. Nach Reizung von Nervenzellen im
Hippokampus mit hochfrequenten Stimuli kann eine Verstarkung der Amplitude des
exzitatorischen, postsynaptischen Potentials erzeugt werden, die noch Stunden danach
messbar ist. Dies wird als Langzeitpotenzierung (LTP) bezeichnet. Mit Hilfe von
elektrophysiologischen Messungen im Gehirn kann auf zellul&rer Ebene diese
Veranderungen der synaptischen Transmission gemessen werden. Diese Technik gilt als
zellul&res Korrelat fir Lernen und Gedachtnis. Isofluran veréndert die synaptische
neuronale Transmission von ligandengebundenen lonenkénale der Glutamat- und GABA-
Rezeptoren. In vitro Studien an Ratten haben gezeigt, dass eine GABA-Rezeptor
vermittelte neuronale Inhibition ein wichtiger Wirkmechanismus fur volatile Anésthetika
ist. Isofluran erhoht die Wirksamkeit von GABA am GABAAa-Rezeptor durch
Verminderung der GABA-Dissoziation. Gleichzeitig blockiert Isofluran den offenen
GABAA- Kanal, vor allem bei hoheren Konzentrationen. Die verzogerte GABA-
Dissoziation verlangert den Zeitverlauf der GABAAa-Rezeptor vermittelten
postsynaptischen Strome (DETSCH, 2002). Aber auch andere Rezeptoren kénnen an den
Wirkmechanismen volatiler Anasthetika beteiligt sein. TANG et al (1999) konnte zeigen,
dass eine genetisch bedingte erhthte Expression der NR2B-Untereinheit am NMDA-
Rezeptor im Hippokampus von Mdusen zu einer signifikant verbesserten Lern- und
Gedachtnissleistung flhrt. Es sind daher weitere Studien notwendig, um die genaue

Wirkung von Isofluran auf molekularbiologischer Ebene zu erfassen.

4.2.2 Kaognitive Leistungsfahigkeit und Verhalten 7d nach Narkose

Die Verbesserungen der Lern- und Gedachtnisleistung bei Mdusen, die 24 Stunden nach der
Narkose beginnen den Test zu erlernen ist bereits nach einer Woche wieder vollig reversibel,
was bedeutet, dass Mause, die den Test erst eine Woche nach der Narkose beginnen, nicht

mehr von einer Isoflurannarkose fir ihre Lernleistung profitieren.
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Die Tiere der I1so7d-Gruppe benétigen durchschnittlich etwa gleich lang, um einen
Testlauf zu beenden und lernen den Test auch wahrend des Versuchszeitraum,
unterscheiden sich aber nicht hinsichtlich Andsthesie und Kontrolle. Am dritten und
vierten Tag der Lernphase besuchen die Mause der 7d-Gruppe sprunghaft mehr Lécher
und machen zu diesem Zeitpunkt auch mehr Fehler. Dies bedeutet, dass gesteigertes
exploratives Verhalten und nicht zielgerichtetes Aufsuchen der markierten Locher wie bei
den Tieren der 1d-Gruppe zur Lésung der Lernaufgabe fuhrt. Dies bedeutet, dass sieben
Tage nach der Isoflurannarkose kein Unterschied mehr zwischen anésthesierten und
nichtanasthesierten Tieren vorliegt und alle Tiere den Test durch eine Steigerung ihrer

Exploration lernen.

Demgegentiber stellen Culley et al. (2003) fest, dass junge Ratten (6 Monate) weniger
Fehler im Radial-Arm-Maze nach einer Isofluran/Lachgas Andsthesie machten und dieser
Effekt auch noch zwei Monate nach der Narkose festgestellt werden konnte. Bei alten
Ratten (18 Monate) kam es zu einer Verschlechterung der Leistung. Sie bendtigen langer,
um den Test zu absolvieren, im Vergleich zur Kontrollgruppe (CULLEY et al., 2003). Ob
Isofluran oder Lachgas diesen Effekt hervorruft, konnte nicht geklart werden, da es sich
um eine Mischnarkose handelte. Zudem wurde die Narkose erst durchgefuhrt, nachdem
bestimmte Lernziele gefestigt wurden, so dass die Wirkung der Narkose auf gefestigte
Gedachtnisinhalte und nicht auf der Erlernung neuer Fahigkeiten getestet wurde. In einer
anschlieBenden Studie fand dieselbe Arbeitsgruppe bei sechs Monate alten Ratten keine
Auswirkungen auf die rdumliche Lernleistung 14 Tagen nach einer Isoflurannarkose.
Lediglich bei der Gruppe Ratten, die eine kombinierte Narkose Isofluran/Lachgas
erhielten, war eine Verbesserung der Lernverhalten noch nach zwei Wochen erkennbar
(CROSBY et al., 2005).

Auch bei Patienten gibt es Hinweise in der Literatur, dass sich eine Narkose forderlich auf
das Gehirn aus wirken kann. So wurde bei 20 melancholisch, depressiven Frauen (Alter:
20-64 Jahre) die Auswirkungen von einer tiefen Isoflurannarkose mit denen der
Elektrokrampftherapie (EKT) verglichen (LANGER et al., 1995). Die Patientinnen waren
bereits vorher erfolglos tiber drei Monaten hinweg mit konventionellen antidepressiven
Medikamenten vorbehandelt worden. In der Studie wurden nun jeweils sechs Sitzungen
(zwei pro Woche) durchgefiihrt. Eine einzelne tiefe Isoflurannarkose induzierte einen
sofortigen antidepressiven Effekt, der sich kurzzeitig auch nach Aufwachen des Patienten

aus der Narkose manifestierte. Nach einigen Tagen verschwand der Effekt, konnte aber
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durch mehreren Sitzungen verstérkt werden. AbschlieRend konnte eine vergleichbare
Effizienz der Isoflurannarkose und der EKT gezeigt werden, bei deutlich geringeren
Nebenwirkungen nach den Narkosen. Zudem verbesserte die Isoflurannarkose im
Gegensatz zur EKT interessanterweise Feinmotorik, Orientierung, Konzentration,
Aufmerksamkeit und Gedachtnisleistung der Patientinnen. Diese Studie ist eine der
wenigen Studien bei Patienten, die &hnlich zur vorliegenden Studien bei Mé&usen zeigt,

dass eine alleinige Isoflurannarkose die kognitive Funktionen verbessern kann.

Eine Verbesserung der Lern- und Gedé&chtnisleistung durch volatile Anésthetika analog
zur vorliegenden Studie wurde beim Menschen erstmals 2006 beschrieben. Die Studie
zeigte bessere kognitive Funktionen bei einer tiefen Ispflurannarkose vier bis sechs
Wochen postoperativ (FARAG et al., 2006). Im Gegensatz zu unserer Studie konnte eine
kognitive Leistungssteigerungen erst vier bis sechs Wochen postoperativ aufgezeigt
werden. Bei den Patienten kdnnten subtile Verbesserungen der kognitiven Funktionen
durch Belastungen des chirurgischen Eingriffes direkt postoperativ tiberdeckt worden
sein, so dass sie erst einige Woche postoperativ sichtbar werden. Da die Mé&use keinerlei
chirurgischen Eingriffen unterzogen werden und dadurch auch an keinerlei postoperativen
Schmerzen leiden oder durch verschiedene Medikamente oder einem
Krankenhausaufenthalt belastet werden, kann der positive Effekt der volatile Anésthetika
frih festgestellt werden. Deshalb sind Studien wichtig, die den alleinigen Einfluss einer

Inhalationsanasthesie untersuchen.

4.2.3 Abschliel3ende Betrachtung und Ausblick

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Studie den alleinigen Effekt einer
Isoflurannarkose auf Lernen und Geddchtnis bei der Maus. Um die Wirkmechanismen
von volatilen Anésthetika auf zellul&rer Ebenen weiter zu erforschen, kann mit dem hier
vorgestellten Mausmodell zum Beispiel die synaptische Plastizitat oder die

Proteinexpression nach Narkose weiter untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

,»Lernen und Gedachtnis einen und sieben Tage nach Isoflurannarkose bei der
Maus**

Postoperative kognitive Defizite (POCD) sind besonders bei alteren humanen Patienten
weit verbreitet. Eine Woche nach einer Operation zeigen etwa 25 % der Patienten eine
Verschlechterung der kognitiven Féahigkeiten, die bei 10 % der Patienten drei Monaten
postoperativ noch deutlich war. Als beteiligte Faktoren werden dabei der Bildungsstand,
die Operation, chirurgische Komplikationen, postoperative Schmerzen oder der
Krankenhausaufenthalt angeschuldigt. Der Einfluss der Andsthesie ist weitestgehend
ungeklart. Deshalb soll in der vorliegenden Studie der alleinige Effekt einer

Isoflurannarkose auf Lernen und Gedachtnis im Mausmodell untersucht werden.

48 ménnliche C57BL6 Mause (Alter: 4 Monate) werden einer zweistlindigen
Allgemeinnarkose unterzogen oder schein-anésthesiert. Alle Mause werden in eine
Narkosekammer aus Plexiglas mit 40 Vol % Sauerstoff gesetzt. In der Anésthesiegruppe
ist die Kammer mit 2,5 Vol % Isofluran vorgeflutet, um die Narkose einzuleiten. Nach
Verlust ihrer Stellreflexe werden die andsthesierten Méuse aus der Kammer genommen.
Waéhrend die schein-andsthesierten Kontrolltiere nach vier Minuten wieder zurick in
ihren Kafig gesetzt werden, schlie3t man die Narkosetiere an eine Nasenkammer an. Um
die Narkose aufrecht zu erhalten, atmen sie spontan fur zwei Stunden 1 MAC Isofluran
(1,2-1,4 Vol %) in einem Luft-Sauerstoffgemisch (FiO, = 0,5). Die rektale Temperatur
wird kontinuierlich gemessen und mit Hilfe eines Warmekissen konstant zwischen 37.5
und 38°C gehalten. 24 Stunden (Isold) oder sieben Tage (Iso7d) nach der Narkose
werden die Mause im modifizierten Hole-Board-Test (mHB-Test) Uber acht konsekutive
Tage kognitiv getestet (OHL et al., 2001; OHL et al., 2001b).

Die Ergebnisse zeigen, dass Mduse von einer Isoflurannarkose fir ihre kognitive
Leistungsfahigkeit profitieren, wenn sie einen Tag nach der Narkose beginnen den mHB-
Test zu erlernen. Tiere dieser Gruppe machen weniger Fehler und bendtigen weniger Zeit
einen Versuchsdurchlauf zu absolvieren als die nicht-andsthesierten Kontrolltiere.
Beginnen die Tiere den Test erst sieben Tage nach der Narkose zu lernen, besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Dies lasst vermuten, dass der

Isofluraneffekt vollig reversibel ist.
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Daher zeigt die vorliegende Studie erstmals, dass eine alleinige Isoflurannarkose Lernen

und Gedéachtnis bei Mausen verbessert.
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6 Summary

Learning and memory one day and seven days following isoflurane anesthesia in mice

Postoperative cognitive dysfunction (POCD) especially in elderly human patients are very
common. Approximately 25 % of patients exhibit cognitive dysfunction within the first
week after surgery. These symptoms persist for as long as three months in 10 % of
patients. From a clinical point of view, however, the underlying cause for the cognitive
impairments remain unclear. It is assumed the different factors such as the patients
education, the type of surgery, surgical complications, postoperative pain or even
hospitalization might play an important role. As a result of this, clinical studies on the
effect of anesthesia on cognition have inherent limitations, e.g. they do not enable the
investigator to discern between possible surgical or social factors which both can have an
impact on postoperative cognitive function. Consequently there is a need for studies in a

reliable animal model.

48 male BL6 mice (age: 4 months) were exposed to general anesthesia with a duration of
2h or sham-anesthetized. All mice were placed in a perspex chamber, where they were
exposed to 100 % oxygen. In the anesthesia group 2.5 Vol% isoflurane was added after 3
min for 1 min. After 4 min all mice were removed from the chamber. The non-
anesthetized animals were put back into their home-cages, the induced mice were kept
under anesthesia via a nosecone. The mice breathed isoflurane in oxygen/air
spontaneously for 2h. Both heart rate and respiratory frequency were monitored. The
rectal temperature was measured and maintained between 37.5 and 38°C by applying a
warming blanket. After 2h of anesthesia, all animals were placed into the induction
chamber again which was then flushed with oxygen to terminate anesthesia. The mice
were allowed to recover for 30 min in the chamber before being transferred back into their
home-cages. The cognitive testing was carried out 24h or 7d later with the modified hole-
board (mHB) test on 8 consecutive days. The mHB consists of an opaque grey board on
which 10 cylinders are placed in 2 lines. The board is place in the middle of a box, thus
representing the unprotected central area of an open field. Each cylinder contains a small
piece of almond, which is placed underneath a grid and therefore cannot be removed by
the animals. 3 out of 10 cylinders are marked with white tape and in these another piece
of almond is placed on top of the grid as a food reward which can be reached by the
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animals. The positions of these marked and baited cylinders on the board are changed

randomly. During the 8 days mice learn to visit only marked and baited cylinders.

Results revealed faster learning in anesthetized mice when compared with non-
anesthetized controls when the test was carried out on day 1 after anesthesia. They made
less errors and needed less time to perform a trial. There was no significant difference
between groups when the test was carried out on day 7 after anesthesia which means that

the effect was completely reversible.

Therefore the present data suggest that isoflurane anesthesia ameliorates hippocampal

dependent learning and memory.
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