Auswirkungen der Narkose mit Isofluran auf
die kognitive Leistungsfahigkeit von 3 Monate
alten, transgenen Alzheimer-Méausen und ihren

gesunden Wurfgeschwistern

Sandra Martina Bothschafter






Aus der Klinik fiir Anésthesiologie der Technischen Universitdt Miinchen
(Direktor: Univ.-Prof. Dr. med., Dipl. Phys. E. Kochs)
und aus dem Institut fiir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung der
Technischen Universitit Miinchen

(Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. B. Génsbacher)
angefertigt unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. med. M. Blobner

Vorgelegt iiber das
Institut fiir Tierschutz, Verhaltenskunde und Tierhygiene
Lehrstuhl fiir Tierschutz, Verhaltenskunde, Tierhygiene und Tierhaltung
der Ludwig-Maximillians-Universitit Miinchen

(Vorstand: Univ.-Prof. Dr. med. vet. M. Erhard)

Auswirkungen der Narkose mit Isofluran auf die kognitive
Leistungsfihigkeit von 3 Monate alten, transgenen Alzheimer-

Maiusen und ihren gesunden Wurfgeschwistern

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwiirde
der Tierarztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen

von
Sandra Martina Bothschafter
aus

Miinchen

Miinchen, 2005



Gedruckt mit der Genehmigung der Tierdrztlichen Fakultit der

Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. A. Stolle
Referent: Univ.-Prof. Dr. M. H. Erhard
Korreferent: Univ.-Prof. Dr. E. Wolf

Tag der Promotion: 15. Juli 2005



Meinen Eltern



2.1
2.1.1
2.1.2

22
2.2.1
222
2221
2222
223
2.2.3.1
2232
2233
2234
2235
2.23.6
2.23.7

2.3
23.1
232
2.3.2.1
2322
233

24
24.1
242

3.1

3.2
3.2.1
322
3221
3222
3223
323
324
325
3.2.5.1
3252
3253
3254
3.2.6
3.2.6.1
3.2.6.2
3.2.7

3.3

33.1
332
333

Einleitung 1
Schrifttum 3
Die AIZRETMEr KFANKREIT............cccoveiiieeieeiiieeie ettt ettt et e et et e e staeebaeesbeessbaesssaesssaeenseeenns 3
ATIZEIMEINES ...ttt ettt ettt ettt et et e bt ste e bt eateaeesee e e teeee et e eaeeseemseneemseeseebeebeeseeneeneensensenseebene 3
Mausmodelle zur Alzheimer Krankheit ...........ccc.oevieiiiiieiiieiiciecieseee e 5
Die Inhalationsnarkose mit ISOfTUFQH.................c..ccooiveiiieiieiiieieeieee ettt sreeae s 8
Chemisch—physikalische Eigenschaften von ISofluran .............ccocvevivciiiiiiiiinieiccceecee e 8
PharmakOKINELIK ........cceiieriieiieieeie sttt sttt ettt et e s e s sa et e e beesseenaesnnesseesseenseenseenseessensaens 9
AN-UNA ADTIULUNG ...ttt sttt et e et e et e este s st et e et e enseensenseeseenseensesnnes 9
IMELADOLISIEIUNG. .......vieetieiiieiieiieiie ettt et ettt e et e s st et tesseenbeesseesaesseesseenseensesnsesseanseenseenseensensaensnens 9
PharmakodyNamik..........c.oooioiiiiie ettt ettt et ettt et et enee s 9
AnisthetiSche WITKSAMKEIL. .......cc.eeiuiiiieiieieet ettt ettt et et see s e sbeeeeeeeenees 9
Wirkung auf das ZINS..... .ottt ettt ettt ettt ettt e neeene e ne e neenes 10
Wirkung auf das Herz—Kreislauf—SyStem ...........c.oouiiiiiiiiiiiieeeee e 10
Wirkung auf die ATMUNG. ......co.eiieiieie ettt ettt ae et be st e st et e e sbesbeebeseeeneenean 11
Wirkung auf andere OTZanSYStEIME ......c..eovuieruiriiiieiieriieieete ettt ettt sttt et sieesbeesbeenees 11
INCULOPTOLEKEIVITAL ....eevvieirieitieeteeieesie et eie ettt stt et e et e et e etaestaesbeesseesseesaesseesseesseesseessenssesssesseesseessenneas 12
TOXIKOIOGIC ..ottt ettt et ettt et e st e et eesaessae st e esbeesseassesssesseessaenseensenssesssenseesseensennnas 13
Lern- und GedCINISPIOZESSE ...........cc.cccveeeeieeeeeiiecieeeie ettt ettt enae e sae s e e 14
ATLZEIMEINES ...eeuvieiieieeieeieeteetteste et eeteesteestestees s e enseessesasesseesseanseenseesseesseseanseensesnsenssesseensannsesnsesnsesneanen 14
Das Langzeit@eAACKINIS. ........ccuiiiiiieiieciesieec ettt sttt ae e st esseesseenseenseesaeesaeesaenseennes 14
Das deklarative GeAACHINIS .. ...cecueiuiiiiiiieieee ettt ettt et e s ees 16
Nicht—deklaratives GEAACHINIS . .......c.uiiieiieiiee ettt ettt st saeesae e snee e 18
Das ArbeitSZEAACRHINIS. ......eouieitieieiee ettt ettt ettt et e ne e 19
Verhalten und VerRQIENSTESES. .........cccvouueeeieieie ettt st e e e e s b e e ssbeestbeessbeesaseesaseeenas 23
Verhaltenstests im UDEIbICK ............o.oviiiviiiueieiceeiececietecee et nenaen 23
Das modifizierte Hole BOAr...........ccuoiiiiiiiiiiieie ettt 26
Eigene Untersuchungen 27
ZE@IVOFSIOIIUNGEN..........c.eeet ettt ettt et 27
Material Und MeEtROEN....................c..ccoocuiecieeiiiieiieiiee ettt ettt eaa e e 27
VETSUCKSTIETE ... ..ttt sttt b e bt bt e bt eb e st et et e sb e e b e sbeeb e e st esteb e e st ensenbentenbenaea 27
HaltungshediNGUNZEN.........cc.eeiiiiiiiieiieieeie ettt ettt et bestaesteesbe e beesaesseessaesseesseessesssanssesssesseenses 28
IMBUSEIAUITL. ...ttt ettt ettt e st e st esa bt e s at e e bt e e at e e bt e e sabeaabeeeabeeabbeenbeesabeeenseesabaeensbeenbaeenaneens 28
S TSRS 28
FUtter UNd EINSIICU.......iiiieiieie ettt sttt e et e st e st e sae e s e enseensessaenseenseensennnes 28
Y53 6510 1e] 115y o) 1 USSR 28
D@ NNATKOSE. ...ttt ettt ettt ettt et e et e bt e bt e b e et e emeesaeesae e st eneeenteeneeeneeaneeneenneennes 31
Der modifizierte Hole BOArd TeSt........ccveiieiiiiieiieieiieie ettt 34
Die FutterbelONNUNG. .....cc.oiiiiiiiiiii ettt et et 37
Hole BOArd ProtOKOIL .......c.coioiiieieieiee ettt sttt b ettt e e s e besbeeeeeneenean 38
Der VersuChSablaUT...........coviiiiiiiiice ettt sbe e be e sseesreesseebeesseesaessaessaesseennas 40
TAGICHET ADLAUL ......oiiiiiiieieeee ettt te e bt be e b e s st e etaesseeseessaesseessessaeseennas 40
UNLErsUChE PATAMELET .......eeviiiiieiiiciieciieieeie ettt ettt te et et e et e etaesta e seesseessesseesseesseenseensenssans 41
GEdAChINISPATAIMGLET ... eetieieeteeeiecite sttt et et e et et et enteesteesaesseeseesseensesnsesneesseenseenseenseesaesssesseenseenses 42
VerhalteNSPATAIMELET ... .cveeieieieiiieiieie ettt ettt e st et e et e e tesate s et esseenseenseessesseeseensessaesseenseennes 43
T2 (15 1SS 47
EFGODIISSO......o.ooee et a et ettt ettt es 48
Klinische UnterSChi€de .........ccueeiiiiiiieiieiet ettt ettt e e e ne e 48
KOZNItIVE PATAMELET.......ccueiiiiitiiiiieit ettt sttt ettt e et et e e e e eneesneenseennes 48

VerRalteNSPATAIMETET .....ecvvieviiieiiieiiiieie ettt ettt et et e et e et e eaeesteesbeeabeesseessesseeseessesssessseseesns 56



4 Diskussion 76

4.1 DiSKUSSTON deF MEIROAEN ................coceeeeeieiiieeie ettt et e s e sabaessbeessbaeensee s 76
4.1.1 Das APP23 Maus-Modell der Alzheimer-Krankheit.............ccoooveviieiiiiiiienieiicieeeeceeeee e 76
4.1.2 Der modifizierte HOIE-Board-TEst .........c.cccueruiiriieiieiieiieieerie et see sttt saeesteesesssessaessaesseennas 78
4.2 Bewertung der Testparameter und Diskussion der EVgebRiSSe...............c...ccccvevveeieceeeiienieieareeeennns 80
5 Zusammenfassung 90
6 Summary 91
7 Literaturverzeichnis 92
8 Tabellenverzeichnis 103
9 Abbildungsverzeichnis 104
10 Abkiirzungsverzeichnis 106
11 Danksagung 107

12 Lebenslauf 108




EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Es ist bekannt, dass éltere Patienten nach einer Operation hdufig an kognitiven Defiziten lei-
den. 2001 berichteten ANCELIN und Kollegen, dass bei 65 % der Patienten postoperative
Gedédchtnisbeeintrachtigungen noch 3 Monaten nach der Operation vorkamen. Besonders ge-
fahrdet dafiir schienen Patienten mit bereits bestehenden kognitiven Beeintrdchtigungen zu

sein.

Unter allen Demenzformen ist die Alzheimer-Krankheit eine der haufigsten Ursachen. Oft-
mals wird auch von Alzheimer-Patienten selbst oder von deren Angehorigen berichtet, dass
sich das Leiden in Folge einer Operation verschlechtert habe. Ursachen fiir diese Kurz- und
Langzeitgeddchtnisbeeintrachtigungen konnten, neben zahlreichen anderen Faktoren wie
Transport, Ortswechsel, Hypotension oder Sauerstoffmangel, sowohl in der Anésthesie als

auch in dem operativen Eingriff selbst liegen.

Die ISPOCD 1 Studie, eine Langzeitstudie iiber postoperative kognitive Defizite bei dlteren
Patienten, legt nahe, dass vor allem die Dauer der Narkose einen Risikofaktor fiir friihe post-
operative kognitive Defizite darstellt (zitiert bei BERG und MORRIS, 1994). Dies bedeutet
aber nicht zwangsldufig, dass die Narkose selbst dafiir verantwortlich sein muss. Klinische
Studien mit Menschen machen némlich eine Differenzierung zwischen den Einfliissen der
Operation selbst, der dieser Operation zugrundeliegenden Erkrankung und der dafiir nétigen
Anisthesie schwierig. Dariiber hinaus sind Auswirkungen der Anésthesie selbst auf Alzhei-

mer-Patienten auch noch unklar.

Mittlerweile existieren mehrere verschiedene transgene Mauslinien der Alzheimer-Krankheit,
die zur Untersuchung dieser Erkrankung entwickelt wurden (YAMADA und NABESHIMA,
2000; HIGGINS und JACOBSON, 2003). Darunter entwickelt die APP23-Mauslinie die typi-
schen histologischen und kognitiven Eigenschaften der Alzheimer-Krankheit (STURCHLER-
PIERRAT et al., 1997), die auf einer Uberexpression des Amyloid-Vorliufer-Proteins (APP)
basieren. Im Tiermodell sind Auswirkungen einer ldnger anhaltenden Narkose ohne Operati-

onsindikation im Gegensatz zu Studien mit menschlichen Patienten gut zu untersuchen.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswirkungen des prominentesten Vertreters der Inhalations-
andsthetika, dem Isofluran, auf die kognitive Funktion an vorgeschéddigten Gehirnen anhand

eines transgenen Mausmodells der Alzheimer-Krankheit (schwedische APP Mutation) zu eva-

1



EINLEITUNG

luieren. Dafiir werden Verhalten und Kognition von 3 Monate alten, transgenen APP23-
Maiusen mit dem ihrer gesunden Wurfgeschwister jeweils mit oder ohne vorhergehender Iso-
flurannarkose verglichen. Kognition und Verhalten werden mit dem modifizierten Hole-
Board-Test (OHL et al., 2001a) evaluiert, mit dem zusétzlich zu angstassoziiertem Verhalten
auch Risikoabschitzung, Exploration, lokomotorische Aktivitét, Erregung und soziale Affini-

tit der Tiere untersucht werden konnen (OHL et al., 2001Db).
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2 SCHRIFTTUM

2.1 Die Alzheimer Krankheit

2.1.1 Allgemeines

Bei der Alzheimer Krankheit handelt es sich um eine progressive, neurodegenerative Erkran-
kung des ZNS, die nach dem deutschen Neuropathologen Alois Alzheimer benannt wurde,
der sie 1907 erstmals als einen Krankheitszustand beschrieb, der durch einen irreversiblen,

mentalen Verfall gekennzeichnet ist.

Die Alzheimer-Krankheit zihlt zu den hdufigsten Ursachen fiir altersbedingte (senile) De-
menz mit einer weltweiten Verbreitung. Betroffen sind bis zum heutigen Zeitpunkt etwa 9
Millionen Menschen. Eine Zahl, die augenblicklich jdhrlich mit einer Rate von 2 bis 3 % an-
steigt, sowohl aufgrund der alternden Population, als auch durch verbesserte Diagnosestellung
fiir diese Krankheit (HIGGINS und JACOBSEN, 2003). Allein in den USA soll sich die Zahl
der Erkrankten nach Hochrechnungen im Jahre 2050 auf 13,2 Millionen belaufen (HEBERT
et al., 2003).

Klinisch manifestiert sich diese Krankheit im Friihstadium erst nur mit geringgradigen Sto-
rungen, so vor allem mit Defiziten beim Lernen und Behalten von neuen Informationen. Auch
Funktionen, die zielgerichtetes, bewusstes Handeln oder Planen erfordern, scheinen schon
relativ frith beeintrachtigt zu sein. Im nachsten Stadium kommen Sprachstérungen, wie Prob-
leme bei der richtigen Wortwahl, und Stérungen in der visuell-rdumlichen Wahrnehmung
dazu, wodurch die Patienten in ihrer Abneigung, vertraute Umgebung zu verlassen, bestérkt
werden (HOPPER et al., 2001; FERNANDEZ et al., 2003). Darauthin schwinden die kogniti-
ven Fihigkeiten immer weiter, bis im Endstadium der Bezug zur Realitdt ginzlich verloren
geht und der Erkrankte vollig auf die Hilfe anderer angewiesen ist. Verlust iiber fast alle kor-
perlichen Funktionen und ldnger andauernde Bewusstseinstriibungen werden letztendlich ge-
folgt von Koma und Tod. Die meisten Alzheimer-Patienten sterben schlielich an Infektionen
(CUMMINGS, 2004), wobei sich der Zeitraum von Beginn der Symptome bis zum Tod zwi-
schen 8 und 10 Jahren bewegt (BERG und MORRIS, 1994).
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Histopathologisch auffillig sind bei Alzheimer Patienten intrazelluldre Bildung von Neuro-
fibrillen, extrazelluldre Ablagerungen sogenannter ,seniler Plaques* und Neuronenverlust.
Die ,,senilen Plaques® bestehen aus 3-Amyloid Proteinen, die nach Spaltung aus dem Amy-
loid-Vorlaufer-Protein (APP) gebildet werden. Immer mehr Wissenschaftler stimmen darin
iiberein, dass die Akkumulation des B-Amyloid Peptids (AB) eine zentrale Rolle in der Patho-
genese der Alzheimer Krankheit spielt (HARDY und SELKOE, 2002). Die Proteinablagerun-
gen scheinen infolge neurotoxischer Eigenschaften des B-Amyloids oder durch Beeintrichti-
gung der neuronalen Infrastruktur zu einem Neuronenverlust zu fithren (SCHEUNER et al.,

1996; CUMMINGS, 2004).

Aufgrund des unterschiedlichen Manifestationsalters kann man zwei Formen von Alzheimer:
die présenile, familiire Form (early-onset) und die senile, sporadische Form (late-onset) un-

terscheiden.

Die présenile, familidre Form ist selten und betrifft etwa 5 bis 10 % der an Alzheimer Er-
krankten. Sie ist dadurch charakterisiert, dass sich die ersten Symptome schon vor dem 60.
Lebensjahr zeigen. Haufig scheinen autosomal-dominant vererbte Mutationen in bestimmten
Genen, z. B. Chromosom 14 (Prisenilin—1), Chromosom 1 (Pridsenilin—2) und Chromosom 21
(Amyloid—Vorldufer—Protein (APP)) fiir diese Form verantwortlich zu sein, wobei alle be-
kannten Mutationen mit einem Anstieg des B-Amyloids assoziiert sind (FERNANDEZ et al.,
2003; CUMMINGS, 2004).

Die senile, sporadische Form ist die wesentlich hdufigere Variante der Alzheimer Krankheit
und entwickelt sich bei Patienten tiber 60 Jahren. Etwa 95 % aller Alzheimer Fille gehoren zu
dieser Kategorie (HIGGINS und JACOBSON, 2003). Hierbei sind die Amyloid-Ablagerun-
gen durch Faktoren bedingt, die den Abbau oder Abtransport des B-Amyloid Proteins behin-
dern. Das Apolipoprotein E (ApoE) auf Chromosom 19 scheint einer der genetischen An-
griffspunkte fiir diese Form zu sein (FERNANDEZ et al., 2003). Allerdings sind fiir einen
Ausbruch dieser Krankheit wahrscheinlich viele verschiedene Risikofaktoren verantwortlich.
Dazu gehoren neben den diversen genetischen Faktoren auch das Alter (> 65 Jahre), zuriick-
liegende Kopfverletzungen und ein niedriges Bildungsniveau. Genauso scheinen auch Men-
schen, die einen myokardialen Infarkt erlitten haben, an der Schilddriise erkrankt sind, an An-
fillen leiden oder in deren Familie Alzheimer bereits aufgetreten ist, fiir diese Krankheit pra-
disponiert zu sein. Auch sind Frauen héufiger betroffen als Ménner (FERNANDEZ et al.,
2003).
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Bis zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keine effektiven Behandlungsmoglichkeiten fiir die Krank-
heit selbst, allenfalls die Symptome konnen behandelt werden (FERNANDEZ et al., 2003).

2.1.2 Mausmodelle zur Alzheimer Krankheit

Fiir die Erforschung der Pathomechanismen der Alzheimer Krankheit und zur Entwicklung
von neuen Behandlungsmethoden sind Tiermodelle extrem hilfreich. Es wurden zahlreiche
verschiedene transgene Mausmodelle entwickelt, die, je nach Mauslinie, natiirliches oder mu-
tiertes APP alleine oder in Kombination mit den Préselinin-Genen tiberexprimieren (KELLY
et al., 2003). Angestrebt wird bei einem solchen Modell, dass sich diese Erkrankung bei den
Tieren sowohl in einem altersabhédngigen, kognitiven Defizit, als auch in den fiir die Alzhei-
mer Krankheit typischen, neuropathologischen Verdnderungen zeigt (VAN DAM et al.,
2003).

Eine der genetisch verdnderten Mauslinien, die auch in dieser Studie eingesetzt wird, stellt die
sogenannte ,,APP23-Mauslinie” dar. Diese Tiere wurden erstmals von der Firma Novartis
Pharma in Basel auf einer C57/6JXDBA2-hybrid-Grundlage geziichtet und dann mindestens 9
Generationen auf die C57BL/6J Linie zuriickgeziichtet.

Die transgenen Miuse iiberexprimieren humane APP751 ¢cDNA mit der schwedischen Dop-
pelmutation K670N/M671L unter Kontrolle des Neuronen-spezifischen Maus Thy-1-Pro-
motor Fragments (STURCHLER-PIERRAT et al., 1997). Verantwortlich fiir den Neuronen-
untergang bei der Alzheimer Erkrankung und vermutlich auch fiir die klinischen Symptome
scheint die vermehrte Bildung von zytotoxischen AB-Peptiden im Hirngewebe durch die Pro-
zessierung des Amyloid-Vorldufer-Proteins (APP) zu sein. AB entsteht in pathologischen
Konzentrationen bei einem Ubergewicht des amyloiden Prozessierungswegs infolge der B-
und y-Sekretase (siche Abbildung 1). Mutationen im APP Gen (hier die schwedische Dop-
pelmutation von APP) verursachen eine Uberproduktion von AB vermutlich infolge einer Ak-
tivititssteigerung der B-Sekretase. Bei den APP23-Mdusen wird diese Pathologie simuliert
liber eine erhohte Freisetzung von AB40/42) infolge der Doppelmutation und durch ein erhdhtes
Substratangebot fiir die B-Sekretase, aufgrund einer etwa 7-fachen Uberexpression des APP

(APP751).
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Abbildung 1: Prozessierungsweg des Amyloid-Vorldufer-Proteins (APP) zur Produktion von
Af (nach SELKOE, 2001)

APP23-Miuse zeigen eine progressive Ablagerung von Amyloid-Plaques, hyperphosphory-
liertem tau Protein, aktivierter Mikroglia, die mit den Amyloid-Plaques assoziiert ist und ei-
nen Neuronenverlust in der Hippokampus Region (STURCHLER-PIERRAT et al., 1997,
CALHOUN et al., 1998). Alle diese neuropathologischen Verianderungen sind auch bei Alz-

heimer Patienten zu finden.

Gleichzeitig konnten KELLY und Mitarbeiter (KELLY et al., 2003) und spédter VAN DAM et
al. (2003) zeigen, dass bei dieser Mauslinie auch die fiir diese Krankheit typischen kognitiven
Defizite ausgeprigt sind. Sie stellten ab einem Alter von 3 Monaten bei den APP23-Maiusen
im Morris-Water-Maze groB3e Lern- und Gedéchtnisstorungen mit zusitzlichen Abweichun-
gen im zirkadianen Rhythmus und der allgemeinen Aktivitét fest, die stark an ebensolche Be-
obachtungen bei Alzheimer Patienten erinnern. Mit 6 Monaten verzeichneten sie in ihren Stu-
dien bei diesen Miusen im Vergleich zu jiingeren transgenen Tieren histologisch einen 5-
fachen Anstieg von Plaque-assoziierten, menschlichen Amyloid—B14,-Peptiden. Dieser An-
stieg deckt sich mit dem ersten Erscheinen von Plaques in Hippokampus und Kortex. Raumli-
che Gedichtnisstorungen scheinen allerdings der Plaque-Bildung voranzugehen (VAN DAM
etal., 2003).
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Aufgrund dieser Eigenschaften kann das APP23 Mausmodell berechtigterweise als ein gut
geeignetes Alzheimer Modell angesehen werden, um Pathomechanismen, die der Alzheimer
Krankheit zugrunde liegen, zu erforschen oder neue Behandlungsstrategien zu entwickeln

(VAN DAM et al., 2003; KELLY et al., 2003; STURCHLER-PIERRAT et al., 1997).
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2.2 Die Inhalationsnarkose mit Isofluran

2.2.1 Chemisch—physikalische Eigenschaften von Isofluran

Chemisch gesehen handelt es sich bei Isofluran um einen halogenierten Methylether. Diese
Verbindung mit der Bezeichnung 1-Chlor-2,2,2-trifluorethyl-difluor-methylether ist ein Struk-
turisomer von Enfluran (FREY et al., 1996).

A — =
o
A
-~

q—
a
e

Strukturformel von Isofluran

Isofluran liegt bei Raumtemperatur als farblose Fliissigkeit vor, zeichnet sich durch einen
etherartig stechenden Geruch aus und ist sehr stabil, weshalb keine konservierenden oder sta-
bilisierenden Zusdtze bendtigt werden. In klinisch verwendeten Dosierungen ist Isofluran
nicht brennbar und nicht explosiv. Bei 20° C Raumtemperatur liegt der Dampfdruck bei 239,5
mmHg. Isofluran hat ein Molekulargewicht von 184,5 Dalton und einen Siedepunkt bei 48,5°
C. Das spezifische Gewicht von Isofluran betrdgt 1,496 g/ml (CONZEN und HOBBHAHN,
1996; LARSEN, 1999; ERHARDT et al., 2004).
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2.2.2 Pharmakokinetik

2.2.2.1 An-und Abflutung

Der Blut/Gas-Verteilungskoeffizient beschreibt in der Gleichgewichtsphase (steady state) das
Verhiéltnis von Anisthetikumkonzentration im Blut zu der in der Gasphase. Das Inhalations-
andsthetikum flutet um so schneller an und ab, je kleiner der Blut/Gas-Verteilungskoeffizient
ist (ZBINDEN und THOMSON, 1995). Er liegt fiir Isofluran bei 1,4. Von den Alveolen wird
es daher sehr schnell ins Blut und von da aus ins Gehirn aufgenommen. Isofluran erlaubt also

eine gut steuerbare Narkose.

Ahnlich wie mit der Anflutung verhilt es sich auch mit der Abflutung. Je linger die Anisthe-
sie dauert und je hoher der Verteilungskoeffizient des Anésthetikums ist, desto mehr verzo-

gert sich dessen Ausscheidung iiber die Lunge (ERHARDT et al., 2004).

2.2.2.2 Metabolisierung

Da Isofluran sehr stabile physikalische und chemische Eigenschaften besitzt, wird es nur zu
0,17 % im Korper metabolisiert und so fast vollstindig wieder pulmonal abgeatmet
(HOLADAY et al., 1975). Bei den Metaboliten handelt es sich um atoxische, organische
Trifluoressigsdure und anorganisches Fluor (MUIR, 1993; YOUNG und APFELBAUM,
1995).

2.2.3 Pharmakodynamik

2.2.3.1 Andsthetische Wirksamkeit

Die minimale alveoldre Konzentration (MAK) ist definiert als die alveoldre Konzentration
eines Inhalationsanésthetikums, bei der 50 % der Patienten keine gezielten Abwehrbewegun-
gen auf einen definierten Schmerzreiz mehr zeigen. Die Konzentration des Andsthetikums

wird dabei am Ende der Exspiration gemessen (LARSEN, 1990; MUIR, 1993; ALEF, 1999).
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Mit den MAK-Werten kann man also die verschiedenen Inhalationsanisthetika aufgrund ihrer
andsthetischen Potenz vergleichen. Beachtet werden muss allerdings, dass die MAK-Werte
fiir die verschiedenen Tierspezies unterschiedlich sind. Je niedriger der Wert, desto grofB3er ist

die Wirksamkeit des Anésthetikums (ERHARDT et al., 2004).

Man hat festgestellt, dass zur Induktion der Narkose eine Gaskonzentration bendtigt wird, die
etwa 50 % hoher als der MAK-Wert liegen muss (EGER, 1981). Auflerdem konnen verschie-
dene Faktoren die minimale alveoldre Konzentration beeinflussen. So vermindert sich bei-
spielsweise mit zunehmendem Alter der Patienten die MAK von Isofluran (KATOH et al.,
1993). Da Isofluran lipophil ist, hat es eine hdhere Affinitdt zum zerebralen Gewebe als z.B.
Sevofluran und damit einen geringeren MAK-Wert als dieses (CONZEN und NUSCHELER,
1996).

2.2.3.2 Wirkung auf das ZNS

Isofluran hat eine gute hypnotische, aber auch muskelrelaxierende Wirkung (ALEF und
OECHTERING, 2003) und steigert den Hirndruck nur gering. Allgemein wirkt Isofluran auf
das ZNS dosisabhingig depressiv (EGER, 1981) und reduziert den zerebralen Sauerstoft-
verbrauch sowie die elektrische Aktivitdt des ZNS (NEWBERG et al., 1984; SCHELLER et
al., 1988; SHICHINO et al., 1997). Verschiedene Mausestaimme entwickeln bei der Einlei-
tung mit Isofluran einen Opisthotonus (KOMATSU und OGLI, 1987). Die Narkose mit Iso-
fluran unterdriickt im Vergleich mit anderen gewohnlich verwendeten anisthetischen Sub-
stanzen die elektrische Aktivitit des ZNS stidrker. Es blockiert Acetylcholinrezeptoren
(SCHELLER et al., 1997) und NMDA-Rezeptoren (MING et al., 2002), aktiviert aber GA-
BA-Rezeptoren (HASENEDER et al., 2002). Dies unterstiitzt wiederum die Hypothese, dass
einer der Mechanismen der Anésthesie, zumindest teilweise, auf der Ddmpfung von choliner-

gen Zellen beruht (SHICHINO et al., 1997).

2.2.3.3 Wirkung auf das Herz—Kreislauf—System

Isofluran wirkt vasodilatierend, wodurch der periphere GefaBwiderstand deutlich vermindert
und ein Blutdruckabfall verursacht wird. Das Herzzeitvolumen bleibt allerdings in etwa
gleich, weil trotz des leicht abnehmenden Schlagvolumens reflektiv die Herzfrequenz erhoht

wird (ALEF und OECHTERING, 2003; ERHARDT et al., 2004). Isofluran wirkt zwar auf
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das Myokard negativ inotrop, allerdings ist die myokardiale Depression im Vergleich zu Ha-
lothan relativ gering (EGER, 1981; VIVIEN et al., 1997). Obwohl es den myokardialen Sau-
erstoffverbrauch und den koronaren GefaBwiderstand senkt, bleibt die koronare Blutflussrate

in etwa gleich (ERHARDT et al., 2004).

2.2.3.4 Wirkung auf die Atmung

Isofluran hat einen unangenehm stechenden Geruch, der die Atemwege reizt. Es kann daher
einen Hustenreiz auslosen und zu Bronchosekretion und Atemanhalten kommen (WADE und

STEVENS, 1981; DRUMMOND et al., 1983).

Es verursacht eine dosisabhidngige Atemdepression, die zwischen der von Halothan und
Enfluran liegt. Der LungengefaBwiderstand ist unter Isofluran etwas erhoht, die Lungendehn-

barkeit vorriibergehend leicht verringert (ERHARDT et al., 2004).

Auch die Atemfrequenz sinkt dosisabhidngig ab. Sie ist auf eine zentrale Depression respirato-
rischer Neurone der Medulla oblongata zuriickzufiihren, die wiederum eine verminderte Kon-
traktilitat des Zwerchfells bewirkt (VEBER et al., 1989; STUTH et al., 1992; HIKASA et al.,
1997).

Wihrend der Narkose in Spontanatmung kommt es zu einem Anstieg des arteriellen PaCO,.
Dieser erhohte CO,-Partialdruck fiihrt zu einer Erniedrigung des arteriellen pH-Wertes und
damit unter Umsténden zu einer respiratorischen Azidose (EGER, 1981; JONES und SEY-
MOUR, 1986).

2.2.3.5 Wirkung auf andere Organsysteme

Da Isofluran allgemein den Blutdruck senkt, wirkt sich das wéhrend der Narkose auch auf die
Nierenfunktionen aus. In Folge erniedrigt sich die glomeruldre Filtrationsrate und der renale
Blutfluss, wodurch auch eine herabgesetzte Urinproduktion resultiert. Allerdings handelt es
sich hier um reversible Vorgiange und die Nieren funktionieren nach Ende der Narkose wieder
in normalen Bereichen (WADE und STEVENS, 1981; FEE und THOMPSON, 1997; ER-
HARDT et al., 2004). Beim Menschen funktioniert die Autoregulation der Niere bis zu einem

mittleren arteriellen Druck von 70 mmHg, so dass bis zu diesem Zeitpunkt die Diurese nicht
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beeinflusst wird. Fiir Isofluran konnte keine nephrotoxische Wirkung nachgewiesen werden

(ALEF und OECHTERING, 2003).

Auch auf die Leber hat Isofluran keine negativen Auswirkungen. Aufgrund seiner minimalen
Metabolisierungsrate verursacht es keine oder nur ganz geringe Schédigungen der Leberzellen
(WADE und STEVENS, 1981). Unter Isofluran kommt es zu einer Dilatation der arteriellen
Blutgefi3e der Leber, welches den arteriellen Blutfluss in diesem Organ steigert und wiede-
rum dem verminderten Pfortaderfluss entgegenwirkt. Dieser Mechanismus gewihrleistet eine
ausreichende Oxygenierung der Leber wiahrend der Narkose (GELMAN et al., 1984). Der
Serumspiegel leberspezifischer Enzyme verdndert sich durch eine Isoflurannarkose nicht

(WADE und STEVENS 1981).

2.2.3.6 Neuroprotektivitiit

Es konnte bereits in mehreren experimentellen Studien gezeigt werden, dass Inhalationsanis-
thetika neuronale Schéden nach fokalen oder globalen cerebralen Ischdmien reduzieren kon-
nen (BAUGHMAN et al., 1988; WARNER et al., 1995; SOONTHON-BRANT et al., 1999).
Isofluran sollte also ebensolche Eigenschaften besitzen. In der Tat hat Isofluran bereits neu-
roprotektive Effekte nach fokaler oder globaler Ischdmie bei Méausen (HOMI et al., 2003),
Ratten (BAUGHMAN et al., 1988, SOONTHON-BRANT et al., 1999) und beim Hund
(BLANCK et al., 2000) gezeigt. Allerdings weisen neuere Daten darauf hin, dass der neu-
roprotektive Effekt moglicherweise nur ein vorriibergehender ist. KAWAGUCHI et al. (2000,
2004) haben in zwei Studien gezeigt, dass dieser protektive Effekt von Isofluran auf eine fo-
kale, cerebrale Ischdmie, der 48 Stunden nach der Ischdmie offensichtlich war, 2 Wochen
nach der Ischdmie vollig verschwunden war. Im Gegensatz dazu berichten SULLIVAN und
Kollegen (2002) von einer ldnger andauernden Protektion (2 Wochen) von Isofluran gegen-
tiber Oxygen-Glucose-Entzug in organotypischen Schnitten des Hippokampus, einem In-

vitro-Modell, welches benutzt wird, um globale cerebrale Ischdmien zu simulieren.
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2.2.3.7 Toxikologie

Obwohl Isofluran anfangs wegen angeblicher Hepatokanzerogenitdt nicht zur klinischen An-
wendung zugelassen wurde, konnte ihm letztendlich kein kanzerogenes, mutagenes oder tera-
togenes Potential nachgewiesen werden (BADEN et al., 1977; EGER, 1981; FEE und
THOMPSON, 1997).

13



SCHRIFTTUM

2.3 Lern- und Gedachtnisprozesse

2.3.1 Allgemeines

Das Gedéchtnis und die Fahigkeit, Dinge zu lernen hat die Wissenschaft seit jeher fasziniert.
Sie befasst sich deshalb schon seit langer Zeit damit, die Vorgénge, die hierflir im Gehirn ab-
laufen, zu erkldren. Mit der kognitiven Psychologie gibt es sogar eine eigene Fachrichtung
dafiir. Trotz aller Bemiihungen sind allerdings noch sehr viele Aspekte ungekldrt. Wieviele
Gedichtnissysteme existieren insgesamt? Wie werden die Informationen genau gespeichert
und spiter wieder abgerufen? Welche Gehirnstrukturen sind dafiir verantwortlich und wie
sind diese organisiert? Diese und viele andere Fragen konnten bis jetzt nicht vollstdndig be-
antwortet werden. Ziemlich sicher scheinen sich die meisten Wissenschaftler zu sein, dass
zumindest mehr als ein Gedéchtnissystem existiert. Das Gedéchtnis stellt also keine einzelne
Einheit dar, die einer bestimmten Gehirnstruktur zugeordnet werden kann, sondern setzt sich
aus mehreren verschiedenen Speichersystemen zusammen, die unterschiedlichen Gehirnstruk-
turen zugeordnet werden konnen (SQUIRE, 1992). Man muss allerdings bedenken, dass alle
existierenden Theorien iiber das Gedachtnis nur Modelle sind, da sich eine wissenschaftliche

Beweisfiihrung auf diesem Gebiet als sehr schwierig darstellt.

Das Gedédchtnis, welches im allgemeinen als die Fahigkeit bezeichnet wird, Erfahrungen zu
speichern und sie spiter dann auch wiedergeben und wiedererkennen zu kénnen, kann nach
verschiedenen Gesichtspunkten gegliedert werden. Chronologisch nach der gingigen Eintei-
lung in Kurz- und Langzeitgedéchtnis oder in anterogrades (,,Neugedéichtnis*) und retrogra-
des Gedéchtnis (,,Altgeddchtnis*). Je nachdem, ob neue Informationen erfolgreich gespeichert
werden konnen (anterograd) oder schon gespeicherte Informationen abrufbar sind (retrograd).
Ebenso ldsst es sich prozessspezifisch unterteilen (Einspeicherung, Transfer, Konsolidierung,
Abruf) oder nach inhaltlichen Aspekten unterscheiden (CALABRESE und MARKO-
WITSCH, 2003).

2.3.2 Das Langzeitgedachtnis

Unter Langzeitgedédchtnis versteht man grundséitzlich die dauerhafte Speicherung von Infor-
mationen. Es enthdlt das Wissen iiber uns selbst und die Welt im Allgemeinen. Im Langzeit-

gedichtnis werden zum Beispiel Fertigkeiten, Informationen, allgemeingiiltige Regeln und
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Erfahrungen gespeichert. Es l4sst sich inhaltlich in fiinf Grundsysteme aufteilen (siche Abbil-
dung 2) — episodisches Gedichtnis, Wissenssystem (semantisch), perzeptuelles (nicht assozia-
tives Lernen und operante Konditionierung), prozedurales Geddchtnis und die Priming-Form

(Pragung) des Gedéchtnisses (CALABRESE und MARKOWITSCH, 2003).

Eine grobere Einteilung unterscheidet deklaratives und nicht-deklaratives Gedéchtnis, wobei
der wesentlichste Unterschied darin besteht, ob man sich an Dinge bewusst erinnert, z.B. an
Fakten und Geschehnisse (deklarativ), oder ob man auf der anderen Seite auch ganz unbe-
wusste Gedachtnisfahigkeiten besitzt, wie beispielsweise motorische Fertigkeiten (nicht-

deklarativ) (SQUIRE, 1998).

Langzeitgeddchtnis

Deklaratives Gedachtnis

@eklaraﬁves GedﬁcD

\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4

Fakten Ereignisse Prozedurales Priagung Operante Konditi- | Nicht assoziati-
(semantisch) | (episodisch) Gedichtnis onierung ves Lernen
(Angewohn- (Habituierung/
heiten und Sensitivierung)
Fertigkeiten)
Emotionale Skelett-
Antwort muskulatur
A 4 A 4 \ 4 \ 4 A 4 \ 4
Hippokampus Striatum Neokortex Amygdala Zerebellum | Reflexbogen
(medialer Temporallappen/
Dienzephalon)

Abbildung 2: Taxonomie des Langzeitgeddchtnis mit zugehorigen Gehirnstrukturen

nach Squire (SQUIRE, 1998)
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2.3.2.1 Das deklarative Gediichtnis

Zum deklarativen Gedéchtnis gehdren das Wissen iiber Fakten (semantisches Gedichtnis) und
iiber Ereignisse (episodisches Gedéchtnis). Die fiir das deklarative Gedachtnis relevanten Ge-
hirnstrukturen sind der Hippokampus und ihm angrenzend und anatomisch verwandt die en-
dorhinalen, perirhinalen und parahippokampalen Kortizes. Aullerdem scheinen bestimmte
Strukturen im Dienzephalon (Nucleus thalamicus mediodorsalis, Nucleus thalamicus anterior,
medialer Thalamus und Lamina medullaris interna) wichtig zu sein (ZOLA-MORGAN und
SQUIRE, 1993).

Dieses Gedichtnissystem ist nach ZOLA-MORGAN und SQUIRE (1993) schnell, von be-
grenzter Kapazitit und hat eine wichtige Funktion in der Anfangsphase des Sicherns von

Langzeiterinnerungen.

Es herrschen unterschiedliche Meinungen dariiber, ob die beiden Untersysteme, episodisches
und semantisches Gedichtnis, zwei parallele Subsysteme sind oder ob das episodische Ge-
déchtnis eine einzigartige Erweiterung des semantischen Gedéchtnisses darstellt. Erstere The-
orie besagt, dass beide Systeme aufgrund der Informationen, fiir die sie zustdndig sind, unter-
schieden werden konnen, d.h. generelle Fakten versus personliche Ereignisse (SQUIRE und
ZOLA, 1996). TULVING und MARKOWITSCH (1998) dagegen meinen, dass beide Syste-
me viele Merkmale teilen, aber das episodische Gedéchtnis zusitzliche Fahigkeiten hat, die
das semantische Gedichtnis nicht besitzt. Im sogenannten Serial Parallel Independent-Modell
(SPI) wird die Beziehung zwischen den beiden Systemen veranschaulicht (sieche Abbildung
3). Danach konnen Informationen in das semantische Gedéachtnis unabhéngig vom episodi-
schen Gedichtnis aufgenommen werden, aber die Speicherung von Informationen in das epi-
sodische Gedéchtnis hingt entscheidend vom semantischen Gedéchtnis ab. Auf der anderen
Seite sind beide Systeme beim Abruf der gespeicherten Informationen vollkommen unabhén-

gig voneinander (TULVING und MARKOWITSCH, 1998).
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Einlesen/ Spei- Abruf/
cherung Ausgabe

(i)

Erinnerung an

Vergangenes —> Aus

. Wissen des
semantisch 3
— Gegenwartigen — >  Aus
Ein

Abbildung 3: Serial Parallel Indipendent (SPI)-Modell zum deklarativen Geddchtnis (modifi-
ziert nach TULVING und MARKOWITSCH, 1998)

Die beiden Autoren sind auBlerdem der Meinung, dass das deklarative Gedéchtnis als eine
Uberlappung von episodischem und semantischem Gedichtnis zu sehen ist und deswegen
durch deren gemeinsame Eigenschaften definiert werden kann. Damit ist es gro3 und kom-
plex, multimodal und durch dhnliche, schnelle Einlesungsprozesse charakterisiert. Die Infor-
mationen im deklarativen Geddchtnis sind gegenstandlich, verhdltnisméBig beschreibbar, be-
sitzen Wahrheitswert, sind zugénglich und flexibel ausdriickbar und konnen auch als Grund-
lage fiir Schlussfolgerungen dienen. Handlungen sind abhéngig vom Kontext. Der Abruf von
deklarativen Erinnerungen kann, muss aber nicht, in offenkundigem Verhalten ausgedriickt
werden und das deklarative Gedadchtnis kommuniziert eng mit anderen Gehirn /Verhaltens-

systemen (SQUIRE und ZOLA, 1996; TULVING und MARKOWITSCH, 1998).

Es ist besonders vorteilhaft, dass diese Definition des deklarativen Gedéichtnisses genauso gut
fiir Menschen wie auch fiir Tiere gilt. Mit Ausnahme einiger weniger Details und wenn man
von den Referenzen zur Sprache einmal absieht, konnen die aufgelisteten Eigenschaften eini-
germallen verniinftig auf das deklarative Gedéchtnis aller Spezies, die in der Lage sind, sich
Wissen iiber ihre Umwelt anzueignen, angewendet werden (TULVING und MARKO-
WITSCH, 1998).
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2.3.2.2 Nicht—deklaratives Geddchtnis

Zum nicht-deklarativen Gedichtnis gehoren mehrere verschiedene Arten von Gedéchtnis,
denen allen gemeinsam ist, dass man sich unbewusst daran erinnert. Dabei verdndert sich also
das Verhalten, ohne dass aber ein Zugriff auf die Erfahrung, die diese Verdnderung hervorge-
rufen hat, erfolgt. Dazu gehdren Féhigkeiten und Angewohnheiten, operante Konditionierung,

Pragung und nicht assoziatives Lernen (SQUIRE, 1992, 1998).

> Prozedurales Gedichtnis

Dazu werden Angewohnheiten und Fertigkeiten gerechnet. Diese erwirbt man typischerweise
allméhlich und oft ohne bewusste Erinnerung daran, dass man sie sich angeeignet hat. Zum
Beispiel konnen motorische Fahigkeiten (Radfahren, ein Instrument spielen) erlernt und be-
halten werden, ohne dass sich diejenige Person bewusst ist, dass sie das, was sie gerade tut,
gelernt hat. Gleichzeitig fallen auch perzeptuelle und allgemeine kognitive Fahigkeiten (zum

Beispiel Problemlosung) darunter (SQUIRE, 1992).

» Priming

Priming lédsst sich mit "Prdgen" {ibersetzen und bedeutet die verbesserte Zuganglichkeit oder
Wiedergebbarkeit eines Wortes durch die vorherige Prédsentation eines verbundenen Wortes.
Wenn zum Beispiel ein Ereignis A die Wahrscheinlichkeit eines anderen Ereignisses ver-
grofBert, welches mit A verbunden ist. Dies erleichtert ein Wiedererkennen einer bereits erleb-
ten Situation. Priming kann aber auch die Aneignung von neuen Informationen einschlief3en,

nicht nur die Aktivierung von bereits bestehendem Wissen (SQUIRE, 1992).

» Operante Konditionierung

Dabei handelt es sich um Lernen durch Verstirkung. Eine neue Verhaltensweise wird mit der
Verminderung eines Bediirfnisses (zum Beispiel Stillen von Hunger) assoziiert. Das Verhal-
ten wird also ohne offenkundiges Vorhandensein eines Reizes durchgefiihrt. Ein GrofBteil tie-
rischen und menschlichen Verhaltens beruht nach Meinung der Verhaltenspsychologen auf

diesen Konditionierungsphdnomenen (ECKERT, 2000).
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> Nicht assoziatives Lernen

Zum nicht assoziativen Lernen wird die Habituation und die Sensitivierung gerechnet. Bei der
Habituation handelt es sich um ein Abnehmen der Reaktion auf wiederholtes Ausldsen eines
gleichen Reizes hin, wenn diese nicht belohnt wird. Die Abnahme der Reaktion ist in den
meisten Fallen reizspezifisch, das heifit, ein abweichender Reiz wiirde eine Reaktion wieder
in voller Stirke auslosen. Dieser Lernvorgang kann als einer der einfachsten bezeichnet wer-
den, da nicht eine ganz neue Reaktion, sondern sogar eine Abnahme der bisherigen Reaktion
durch die wiederholte Erfahrung mit dem Reiz provoziert wird. Sensitivierung dagegen wird

die Zunahme einer Reaktion auf einen wiederholten Reiz genannt (FRANCK, 1997).

2.3.3 Das Arbeitsgedichtnis

Schon 1949 postulierte HEBB eine Unterscheidung in ein Langzeitgedédchtnis (long-time
memory), welches dauerhafte Anderungen im Nervensystem zur Folge hat, und ein Kurzzeit-
gedichtnis (short-time memory), welches er auf temporére elektrische Aktivitdten zuriickfiihr-
te. Ende der 50er Jahre des 20. Jahrhunderts gelangten zwei andere Studien, die von BROWN
(1958) in England bzw. PETERSEN und PETERSEN (1959) in Amerika durchgefiihrt wur-
den, zu dem Ergebnis, dass man ein Kurzzeitgedidchtnis einem Langzeitgeddchtnis gegen-

uberstellen kann.

In den nichsten zehn Jahren existierten viele kontrovers diskutierte Ideen zu diesem Thema.
Die Daten schienen aber trotzdem immer darauf hinzudeuten, dass zwei separate Typen von
Gedéichtnis existieren. Das einflussreichste Modell kam von ATKINSON und SHIFFRIN
(1968), welches auch manchmal als ,,Modales Modell*“ bezeichnet wurde. Diesem zufolge
werden Informationen zunichst in einer Art sensorischem Register verarbeitet. Von hier aus
werden die Informationen in einen Kurzzeitspeicher ("short-term store") mit begrenzter Ka-
pazitit - dhnlich einem Flaschenhals - iiberfiihrt. Der Kurzzeitspeicher steht in Verbindung
mit einem permanenten Speicher, dem Langzeitspeicher ("long-term store"). Erstmals taucht
hier der Begriff des Arbeitsgeddchtnisses auf, der hier auf einen tempordren Kurzzeitspeicher
angewendet wird, der nicht nur fiir das Langzeit-Lernen, sondern auch fiir viele andere kom-
plexe Aktivititen wie Schlussfolgern und Verstehen wichtig ist (ATKINSON und SHIFFRIN,
1968).
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1974 teilten BADDELEY und HITCH das einheitliche Kurzzeitgedichtnis in drei separate
Komponenten auf, die als Teile eines einheitlichen Arbeitsgeddchtnisses (working memory)
zusammenarbeiten. Dieses System wurde bis heute noch um eine vierte Komponente erwei-

tert und stellt sich im sogenannten ,,Multi-Komponenten“-Modell des Arbeitsgedédchtnisses

dar (BADDELEY, 2003b).

Arbeitsgedichtnis bedeutet die voriibergehende Speicherung und Manipulation von Informa-
tionen, von denen man annimmt, dass sie notwendig fiir eine Reihe von komplexen kogniti-
ven Aktivititen sind. Es kann in vier Untersysteme eingeteilt werden. Eine zentrale Steuerung
(central executiv), ein verbales Speichersystem, die phonologische Schleife (phonological
loop), ein visuelles Speichersystem, den visuell-rdumlichen Skizzenblock (visuospatial
sketchpad) und einen episodischen Speicher (episodic buffer). Das visuelle und verbale Sys-
tem sind Subsysteme, die von der zentralen Steuerung kontrolliert werden und der episodische
Speicher wird fiir ein temporéres Speichersystem gehalten, das Informationen von den beiden
Subsystemen mit denen des Langzeitgedidchtnisses zu einheitlichen groen Erinnerungsstii-

cken kombiniert (BADDELEY, 2003b) (siche Abbildung 4).

Zentrale Steuerung

A

A 4

Visuell-rdumlicher Episodischer Phonologische
Skizzenblock Speicher Schleife
Visuell Episodisches Sprache
Semantisch Langzeitgedéchtnis

Abbildung 4: aktuelles Multikomponenten Modell des Arbeitsgediichtnisses (nach BADDE-
LEY, 2003b)
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» Die phonologische Schleife

Diese Komponente ist die einfachste und am besten verstandenste Komponente dieses Mo-
dells. Ein verbales, tempordres Speichersystem, in welchem akustische oder auf der Sprache
basierende Informationen in Form von Gedichtnisspuren gespeichert werden, die spontan
innerhalb von 2 oder 3 Sekunden verloren gehen, wenn sie nicht durch Wiederholung erncuert
werden. Eine geringe Menge an Informationen kann also bei ununterbrochener Wiederholung
unendlich lange gespeichert bleiben (BADDELEY, 1996). Sie wird auflerdem auch mitver-
antwortlich gemacht fiir das Erlernen von Sprachen und liegt anatomisch gesehen in der lin-

ken temporoparietalen Region des Kortex (BADDELEY, 2003a).

» Der visuell-raumliche Skizzenblock

Diese Komponente ist komplexer und deshalb auch noch weniger gut verstanden. Auch raum-
liches und visuelles Arbeitsgeddchtnis haben eine begrenzte Kapazitit und konnen getrennt
voneinander gesehen werden. Vermutlich besteht dieses System aus zwei weiteren Kompo-
nenten: einem visuellen Speicher und einem sogenannten ,,inner scribe®, der bei Abruf- und
Aufzidhlungsprozessen eine Rolle spielt. Analog zu der Lage der phonologischen Schleife in
der linken temporoparietalen Kortexregion befindet sich der Sitz des Skizzenblocks eher in

der rechten Hemisphédre (BADDELEY, 2003a).

» Die zentrale Steuerung

Dies ist die am wenigsten verstandene Komponente. Die Kontrolle scheint zwischen automa-
tischen Abldufen oder Schemata und einem Aufmerksamkeitssystem, das auch iiberwachen-
des Aktivierungssystem genannt wird, aufgeteilt zu sein. Die zentrale Steuerung oder Exeku-

tive hat ihren Sitz wahrscheinlich in den Vorderlappen des Gehirns (BADDELEY, 2003b).

» Episodischer Speicher

Man hélt diese Komponente fiir ein System mit begrenzter Speicherkapazitit, welches in der
Lage ist, Informationen von einer grolen Anzahl verschiedener Quellen zu gréfleren Stiicken
oder Episoden zu verbinden; deswegen auch die Bezeichnung ,.episodisch®. Es handelt sich

um einen Puffer in dem Sinne, dass er die Moglichkeit schafft, Informationen von verschie-
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denen Modalitdten zu einem einzigen, multifacettenartigen Kode zu kombinieren (BADDE-

LEY, 2003a).

Man muss natiirlich bedenken, dass dies ein Modell fiir das menschliche Gedéachtnis ist. Eine
Ubertragung auf die Funktion des Gedichtnisses bei Tieren ist nur bedingt mdglich. Vor al-
lem die phonologische Schleife existiert wohl aufgrund der fehlenden Sprachfihigkeit beim
Tier gar nicht oder zumindest in vollig anderer Weise. Die in Tiermodellen hiufig verwendete
Vorstellung des Arbeitsgedédchtnisses muss auBerdem hiufig von der beim Menschen ange-
wandten Vorstellung abgegrenzt werden (OLTON et al., 1980). Wéhrend der auf den Men-
schen bezogene Begriff des Arbeitsgedidchtnisses dem Multikomponenten-Modell von BAD-
DELEY (2003a) entspricht, wird beim Tier hdufig nur zwischen Information, die spezifisch
fiir einen bestimmten Durchlauf eines Tests ist (Arbeitsgedédchtnis), und allgemeiner Informa-
tion, die in allen Durchldufen giiltig bleibt (deklaratives Langzeitgedichtnis), unterschieden.
Nach dieser Definition dauert das Arbeitsgedédchtnis genauso lange wie die Zeitdauer eines
Durchlaufs, der je nach Versuchsdesign Minuten bis Stunden dauern kann, und deshalb bis-
weilen einer Form des Langzeitgedédchtnisses entspricht. Diesen wichtigen Unterschied sollte
man bei einer Gegeniiberstellung von Mensch und Tier nicht iibersehen (STECKLER und
MUIR, 1996).
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2.4 Verhalten und Verhaltenstests

2.4.1 Verhaltenstests im Uberblick

Erkenntnis und Gedéchtnis sind Kernstiicke menschlichen Verhaltens. Nur durch unsere Fi-
higkeit, auf Stimuli der Umwelt zu reagieren und sie zu interpretieren, sie zu verstehen und
sich daran zu erinnern, unser Verhalten darauf basierend zu verdndern und sich diese Informa-
tionen fiir zielgerichtete Handlungen zu Nutzen zu machen, sind wir in der Lage, unsere tigli-
chen Lebenssituationen zu meistern. Deshalb wirken sich auch Krankheiten, die unsere kogni-
tiven Funktionen schidigen, wie zum Beispiel die Alzheimer Krankheit, so verheerend aus.
Um die zugrundeliegenden Prozesse solcher Erkrankungen zu verstehen, sind Tiermodelle zur
Untersuchung kognitiver Defizite sehr wichtig. Sie dienen einer Reihe von Zwecken. Zum
Beispiel konnen mit solchen Modell-Systemen grundlegende elektrophysiologische und bio-
chemische Mechanismen kognitiver Lern— und Gedéichtnisprozesse erforscht werden

(DECKER, 1995).

Allerdings ist es schwierig, Verhaltensweisen bei Tieren zu identifizieren, die man menschli-
chen Verhaltensweisen, die als ,,kognitiv bezeichnet werden, gleichsetzen kann. Erfolgreich
kann man (zumindest zu einem hohen Prozentsatz) Lern- und Gedéichtnisleistungen und Auf-
merksamkeit in Tiermodellen testen, im Gegenteil zu hoheren Gedéchtnisprozessen, wie
Sprache, Denken und Planen. Trotz dieser Schwierigkeiten ist eine Vielzahl von Tiermodellen

zur Untersuchung von kognitiven Leistungen entwickelt worden (DECKER, 1995).

Dazu gehoren verschiedene Labyrinth-Tests (JARRARD, 1984; MORRIS, 1984), der Open-
Field-Test (HALL, 1936) und der modifizierte Hole-Board-Test nach OHL (OHL et al.,
2001a).

Die Labyrinth-Tests

Labyrinth-Modelle gehoren zu den sehr hiufig verwendeten Systemen, um kognitive Defizite
zu erforschen. Sie dienen dabei hauptsidchlich zur Untersuchung von rdumlichem Lernen und
Gedéchtnis. Diese rdumlichen Gedichtnisleistungen sind anatomisch vor allem vom Hippo-
kampus abhdngig (OLTON et al., 1979) und verlangen deshalb eher eine hohere kognitive
Leistung als zum Beispiel Systeme, wo die Tiere durch negative Reize nur lernen, bestimmte

Gebiete im Versuchssystem zu meiden (DECKER, 1995).
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Es gibt eine Vielzahl von Labyrinth-Tests. Zu unterscheiden sind sie entweder daran, wie sie
aufgebaut sind, ob visuell-rdumliche, assoziative oder sensorische Fihigkeiten untersucht
werden, ob nur die spontane Erkundung der Tiere beobachtet wird, ob komplexe Abfolgen
von Entscheidungen nétig sind, oder ob die Motivation der Tiere, die Aufgabe zu 16sen auf
Angst, Suche nach Zufluchtmoglichkeiten, Neugier oder Befriedigung des Fresstriebs beruht
(HODGES, 1996).

> Der Morris-Water-Maze

In diesem Labyrinth-Test miissen die Versuchstiere schwimmend in einem grof3en wasserge-
fiillten Becken eine knapp unter der Wasseroberflaiche befindliche Plattform finden. Der
Startpunkt des Tieres wird bei jedem Durchgang innerhalb des Beckens verandert und gemes-
sen wird die Zeit, bis das Tier auf der Plattform sitzt und die Wegstrecke, die es dabei zuriick-
legt. Getestet werden damit vor allem rdumliche Orientierung und motorische Aktivitét
(MORRIS, 1984). Dieser Test verursacht aber durch das erzwungene Schwimmen bei den

Tieren ungewohnten Stress, wodurch die Ergebnisse stark beeintrachtigt werden kénnen.

» Das Radial-Arm-Maze

Bei diesem Test handelt es sich um eine strahlenférmige Anordnung von acht Armen, die sich
in Muster oder Textur unterscheiden und um ein rundes Zentrum angeordnet sind. Die Tiere
werden ins Zentrum gesetzt und lernen, Futter am Ende der Arme aufzusuchen. Da eine ein-
mal gefressene Futterbelohnung nicht ersetzt wird, miissen sie sich merken, welche Arme sie
schon besucht haben, um alle Futterbelohnungen zufinden. Dies erfordert Fahigkeiten aus

dem Bereich des Arbeitsgedidchtnisses (DECKER, 1995).

» Das Elevated-Plus-Maze

In diesem Test sind zwei Génge plusformig angeordnet, wobei einer der Génge bedeckt, der
andere nach oben hin offen ist. Gemessen wird jeweils die Zeitdauer, die sich das Tier in dem
offenen bzw. in dem geschlossenen Kompartiment befindet. Je ldnger das Tier sich in dem
geschiitzten (geschlossenen) Areal authélt, desto hoher wird seine Angst bewertet. Dieser Test
wurde urspriinglich zur Untersuchung des Angstverhaltens bei der Ratte entwickelt (HOD-

GES, 1996).
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Der Open-Field-Test

Das Open Field wurde erstmals 1936 von HALL als Test fiir das Angstverhalten bei Ratten
beschrieben. Dieses Modell bestand aus einer hell erleuchteten, runden und auf allen Seiten
von einer Wand umgebenen Arena. Eine Ratte wurde im Randbereich der Arena platziert und
deren Verhalten fiir 2 Minuten beobachtet. Der Open-Field-Test ist heutzutage einer der meist
genutzten Tests zur Untersuchung von Angstverhalten und existiert in verschiedenen Versio-
nen. Unterschiede bestehen in der Form (rechteckig, rund, quadratisch), in der Beleuchtung
(von oben oder unten, schwach oder hell erleuchtet, manchmal auch mit Rotlicht), in der Aus-
stattung der Arena (mit Plattformen, Sdulen, Tunneln) und in der Platzierung der Tiere (am
Rand oder in der Mitte). AuBerdem variiert die Zeitperiode, fiir die die Tiere getestet werden

zwischen 2 und 20 Minuten (im Allgemeinen 5 Minuten) (PRUT und BELZUNG, 2003).

Die Verhaltensweisen, die damit untersucht werden konnen, sind die horizontale Lokomotion
je nach Anzahl der Uberschreitungen der am Boden markierten Linien, die Hiufigkeit des
Minnchen-Machens (Aufrichten auf die Hinterbeine), welches auch manchmal als vertikale
Aktivitit bezeichnet wird, und das Pflegeverhalten, das dem Putzen des Fells entspricht

(PRUT und BELZUNG, 2003).

Diese Situation bringt das Tier stets in Konfrontation mit dem offenen, dem Tier unbekannten
Feld. Nager ziehen dabei spontan die Peripherie der Arena dem offenen Zentrum vor und be-
wegen sich nahe an der Wand. Eine Verhaltensweise, die als Thigmotaxis bezeichnet wird.
Als Angstverhalten wird ein verminderter Aufenthalt in der Mitte der Arena gewertet. Diese
Verhaltensweise steht entgegengesetzt zum Explorationsverhalten, bei dem sich die Tiere

langer im offenen Feld authalten und damit Neues erkunden (PRUT und BELZUNG, 2003).
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2.4.2 Das modifizierte Hole Board

Das klassische ,,Hole-Board*“ wurde urspriinglich zur Untersuchung des Explorationsverhal-
tens bei Nagetieren etabliert (FILE und WARDILL, 1975). Spéter modifizierten OHL und
Mitarbeiter das Hole-Board, um kognitive Eigenschaften von Tupaias untersuchen zu kénnen
(OHL et al., 1998; OHL und FUCHS, 1999). Diese Version erfuhr dann eine weitere Modifi-
kation hin zu einem komplexen, ethologischen Test fiir Nagetiere, der es erlaubt, eine Viel-
zahl von Verhaltensmustern in einem einzigen Test zu untersuchen (OHL et al., 2001b). Der
modifizierte Hole-Board-Test (mHB-Test) entspricht im Wesentlichen einer Kombination aus
dem klassischen Hole-Board und dem Open Field. Letzteres gilt als hochstandardisiertes Ver-
fahren zur Untersuchung der Lokomotion bei Nagetieren (KELLEY, 1993).

Das modifizierte Hole-Board (mHB) besteht aus einer rechteckigen Platte aus grauem PVC,
die in die Mitte einer ebenfalls grauen PVC Box gelegt wird und damit den zentralen Bereich
dieser Box (Versuchsarena) reprasentiert, dhnlich dem Open Field. Das Board enthilt in zwei
Reihen parallel angeordnet 10 Locher. Im Test fiir Ratten und Tupaias sind alle Locher mit
einem Deckel versehen, der durch eine Riickholfeder nach jedem Offnen wieder in seine
Ausgangsposition gebracht wird. Da Miuse aber nicht geniigend Haltekraft besitzen, um die-
sen Mechanismus zu bewiéltigen, wurde das Hole Board weiter modifiziert. Anstatt der De-
ckel mit Feder werden in dieser modifizierten Version die Locher mit jeweils oben hin offe-
nen Zylindern bestiickt (RODEL, 2002). Fiir die kognitiven Untersuchungen miissen sich die

Versuchstiere die drei markierten Zylinder merken, die eine Futterbelohnung enthalten.

Zusétzlich zu angstassoziiertem Verhalten, Risikoabschidtzung, Exploration, lokomotorischer
Aktivitit, Erregung und sozialer Affinitdt konnen damit auch verschiedene kognitive Prozesse
untersucht werden (OHL et al., 2001b). Ein weiterer wesentlicher Vorteil dieses Tests besteht
darin, dass einige sonst mit der Untersuchung interferierende Stressoren wegfallen, wie Nah-
rungskarenz zur Motivation (OHL et al., 2000). Tests bei Ratten und Méusen haben gezeigt,
dass das Hole-Board-Paradigma als eine echte Alternative zu einer Reihe von mehreren her-
kdmmlichen Testreihen angesehen werden kann. Dadurch kann sowohl die Zahl der Tests
reduziert und damit Zeit und Geld gespart werden, als auch die Zahl der Versuchstiere und
das fiir die Tests notwendige Personal verringert werden, wodurch der mHB-Test in verschie-
dener Hinsicht eine lohnende Alternative zur Untersuchung kognitiver Funktionen im Tier-

modell darstellt (OHL et al., 2001a).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Zielvorstellungen

Die vorliegende Studie soll Aufschluss dariiber geben, welchen alleinigen Effekt eine Inhala-
tionsnarkose mit Isofluran auf verschiedene Qualitdten der Hirnleistung, wie Kognition und
Verhalten von 3 Monate alten, transgenen Alzheimer-Mausen (APP23) und ihren gesunden
Wurfgeschwistern hat. Die Tiere werden dazu dem modifizierten Hole-Board-Test unterzo-
gen, der zuerst liber die ersten 8 Tage nach der Narkose (Lernphase) durchgefiihrt und dann in
drei Retests am Tag 14, 20 und 26 (Wiederholungsphase) wiederholt wird. Damit soll auch
festgestellt werden, ob diese Ergebnisse von den Ergebnissen aus einer anderen Studie des
selben Arbeitsteams, die bei 16 Monate alten Alzheimer-Tieren und ihren gesunden Wurfge-

schwistern im selben Versuchsaufbau ermittelt wurden, abweichen.

Das Tierversuchsvorhaben wurde geméall §8 des Deutschen Tierschutzgesetzes (TierschG i. d.
F. vom 25.05.1998, BGBI I S. 1105 zuletzt gedndert am 06.08.2002, BGBI I S. 3082) durch

die Regierung von Oberbayern genehmigt.

3.2 Material und Methoden

3.2.1 Versuchstiere

Die Untersuchungen werden an 24 minnlichen, transgenen APP23-Mausen und 24 ihrer ge-
sunden, médnnlichen Wurfgeschwister im Alter von 3 Monaten durchgefiihrt. Nach einer
Schwanzbiopsie wird mit einer PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) der Genotyp der in dieser

Studie verwendeten Méuse bestitigt.
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3.2.2 Haltungsbedingungen

3.2.2.1 Madiuseraum

Die Méuse werden in einem vollklimatisierten Stall unter Standardbedingungen mit einer
Raumtemperatur von 22° C (% 2° C) und einer Luftfeuchte von 60 % (+ 5 %) gehalten. Uber
eine Zeitautomatik wird ein 12—Stunden Rhythmus gewéhrleistet (02:00 — 14:00 Uhr Hellpha-
se, 14 :00 — 02:00 Uhr Dunkelphase). Wéhrend der Hellphase betrdgt die Lichtintensitét einen
Meter iiber dem Boden 60 Lux.

3.2.2.2 Kifige

Die Tiere werden ab dem Einsetzen bis zu ihrer Totung einzeln in Standardkéfigen (Makro-
lon-Kifig, Typ II) gehalten und befinden sich nur fiir die Dauer der Verhaltenstests in der
speziell entwickelten Testarena des modifizierte Hole-Board-Tests. Ein Kéfigwechsel findet

zweimal in der Woche, jeweils am selben Wochentag, statt.

3.2.2.3 Futter und Einstreu

Die Maiuse erhalten Futterpellets (Altromin 1324, Altromin GmbH, Lage-Lippe) und Lei-
tungswasser aus der Nippeltrinke, welches tdglich gewechselt wird, ad libitum. Als Einstreu
dient entstaubtes und entkeimtes Weichholzgranulat (Altromin-Faser, Altromin GmbH, Lage-

Lippe), das bei jedem Kéfigwechsel zweimal in der Woche komplett ausgetauscht wird.

3.2.3 Versuchsplan

In der vorliegenden Studie sollen Kognition und Verhalten von drei Monate alten, heterozy-
goten, minnlichen APP23-Méusen mit dem ihrer nicht transgenen Wurfgeschwister nach ei-
ner zweistlindigen Narkose mit Isofluran bzw. ohne Anisthesie verglichen werden. Insgesamt
ergeben sich vier Gruppen: 12 Wild-type-Geschwister mit Isofluran Narkose (WT/Isofluran),
12 Wild-type-Geschwister ohne Isofluran Narkose (WT/none), 12 APP23-Tiere mit Isofluran
Narkose (APP23/Isofluran) und 12 APP23-Méuse ohne Isofluran Narkose (APP23/none). Die
vom Labor gelieferten 48 Tiere werden auf vier Testgruppen aus jeweils 12 Méausen randomi-

siert verteilt (mit je 6 transgenen und 6 Wild-type-Méusen) (siche Abbildung 5).
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48 Tiere

/

Wild-Type-
Mause
(n=24)
keine keine
Narkose Narkose Narkose Narkose
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)

4 Gruppen mit jewelils:
3 APP23-Médusen mit Narkose
3 APP23-Miusen ohne Narkose
3 WT-Mé4usen mit Narkose
3 WT-Maéusen ohne Narkose
(alle Gruppen sind randomisiert)

>

Abbildung 5: Gruppeneinteilung der 48 Testtiere (WT = Wild-type)

Der gesamte Versuch besteht aus zwei Phasen: Der Narkose (siehe 3.2.4) und der kognitiven
Testperiode im modifizierten Hole-Board-Test (mHB-Test). Schon an den beiden Tagen vor
dem Narkosetag (Tage —2 und —1) werden die Tiere an die im Verhaltenstest angebotene Fut-
terbelohnung gewohnt. Am Tag der Anésthesie (= Tag 0) werden alle Tiere einer Gruppe aus
threr gewohnten Umgebung in ein separates Labor gebracht. Dort wird jeweils die Hélfte der
transgenen und der gesunden Wurfgeschwister, ausgewéhlt nach dem Zufallsprinzip, einer
zweistlindigen Isofluran-Narkose unterzogen, wihrend die iibrigen Tiere im selben Raum
bleiben. Damit wird fiir jede einzelne Maus der Transport und der Aufenthalt im Labor mog-
lichst gleich gestaltet. In der zweiten Phase finden die Verhaltenstests statt, die sich direkt an
den Narkosetag anschlieBen. Die Tiere werden an 8 aufeinander folgenden Tagen, beginnend
am Tag 1 nach der Narkose, im mHB-Test beobachtet. Jede Maus muss pro Tag 4 Durchliufe
mit einer Dauer von jeweils maximal 5 min absolvieren. Nach dieser Lernphase wird in 3

Wiederholungstests (Retests) an Tag 14, 20 und 26 (1. RT, 2. RT, 3. RT) nach der Anésthesie
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das Erinnerungsvermdgen iiberpriift. Am Tag 28 nach der Narkose werden die Tiere getotet,

um die Gehirne, Blut und Schwanzspitze (zur Genotypisierung) untersuchen zu konnen.

Tabelle 1: Versuchsplan

Tag -2 Gewohnung an Futterbelohnung
durch Anfiittern mit Mandelstiick-
Tag-1 chen
2-stiindige Narkose mit Isofluran
Tag 0 und Anfiittern mit Mandelstiick-
chen
Tag 1
Tag 2
Tag 3
Tag 4 modifizierter Hole Board Test
Tag 5 (Aufzeichnung der Lernphase)
Tag 6
Tag 7
Tag 8
Tage 9 - 13
Tag 14 mHBT: 1. Retest (Aufzeichnung
der Wiederholungsphase)
Tage 15-19
Tag 20 mHBT: 2. Retest (Aufzeichnung
der Wiederholungsphase)
Tage 21 - 25
Tag 26 mHBT: 3. Retest (Aufzeichnung
der Wiederholungsphase)
Tag 27
Tag 28 Totung

Retest = Wiederholungstest; mHBT = modifizierter Hole-Board-Test
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3.2.4 Die Narkose

Am Tag 0 (Narkosetag) werden die dafiir vorgesehenen Mduse in einer Narkosekammer (sie-
he Abbildung 6) aus Plexiglas (eigene Herstellung) mit 3,0 Vol % Isofluran (Forene®, Abbott
GmbH & Co. KG, Wiesbaden) in 100 Vol. % Sauerstoff anésthesiert bis die Bewusstlosigkeit
eintritt. Dann werden die Tiere an eine Nasenkammer (eigene Herstellung, siche Abbildung 7)
angeschlossen und atmen daraufhin spontan fiir zwei Stunden ein Luft-Sauerstoffgemisch

(FiO; = 0,4 mmHg), dem 1 MAK Isofluran (= je nach Tier 1,5 — 1,7 Vol % Isofluran endtidal)

in 40 % Sauerstoff zugemischt wird.

Abbildung 6: Narkosekammer aus Plexiglas zur Einleitung der Narkose (Eigenbau)

Die Nasenkammer verfiigt iiber zwei gegeniiberliegende Anschliisse, iiber die sie in das
Kreissystem integriert und mit Narkosegas (3 I/min) durchstromt wird. Es wird ein positiver
endexpiratorischer Druck (PEEP) von 3 mmHg eingestellt, der pulmonalen Atelektasen vor-

beugen soll.
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Abbildung 7: Nasenkammer fiir Inhalationsnarkose fiir 3 Mduse (eigene Herstellung)

Zum Schutz vor Austrocknung bekommen die Méduse Augensalbe (Bepantene® Augen- und
Nasensalbe, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen). Wéhrend der Narkosedauer wer-
den in regelméBigen Abstinden Vitalparameter wie Temperatur, Herzfrequenz, Atemfrequenz
und Andésthesietiefe kontrolliert, um stabile himodynamische, respiratorische und anistheti-
sche Konditionen zu schaffen. Eine Wiarmedecke hilt dabei die rektale Temperatur zwischen
37,5 und 38 °C.

Abbildung 8: Mduse wdhrend der zweistiindigen Isoflurannarkose
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Nach Beendigung der Narkose kommen die Méuse zur Aufwachphase fiir etwa 30 Minuten
wieder in die Narkosekammer mit 100 % Sauerstoff. Sobald die Tiere wieder laufen und sich
orientieren kdnnen, werden sie in ihre Kéifige zuriickgesetzt und in ihren Versuchsraum zu-
riickgebracht. Eine Nachbeobachtung von 2 Stunden stellt sicher, dass sie die Narkose ohne

Probleme tiberstanden haben.
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3.2.5 Der modifizierte Hole Board Test

Im Rahmen der kognitiven Verhaltensuntersuchung werden alle Tiere gemil3 des Versuchs-
plans (sieche Tabelle 1) von einem gegeniiber den unterschiedlichen Versuchsgruppen geblin-

deten Untersucher dem modifizierten Hole-Board-Test unterzogen.

Das modifizierte Hole Board

Das Hole-Board, das speziell fiir Miuse entwickelt wurde, besteht aus undurchsichtigem,
grauen PVC (eigene Herstellung, undurchsichtiges graues PVC, Weiss, Miinchen) mit den
Maflen: 35 x 18 x 1 cm. Auf diesem Brett sind parallel in 2 Reihen jeweils fiinf Locher mit
einer Tiefe von 0,3 cm eingelassen, deren dullerer Ring 3,2 cm Durchmesser und deren inne-

rer Ring 2,1 cm betrigt (siche Abbildung 9).

Abbildung 9: mHB mit 10 Lochern, die mit Mandelstiicken ausgelegt sind. Daneben als Bei-
spiel ein markierter und ein nicht markierter Zylinder zum aufstecken und das Gitter, welches
die Tiere vom Fressen der Mandelstiicke abhdilt.

Der AuBlenring ist so angepasst, dass dort die Zylinder aufgesteckt werden konnen. Diese be-
stehen ebenfalls aus grauem PVC, sind 3,4 cm hoch, mit einem inneren Durchmesser von 2,8

cm, einem duBleren Durchmesser von 3,2 cm und einer Wandstiarke von 0,2 cm. Bevor die
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Zylinder aufgesteckt werden, miissen alle 10 Locher mit einem Mandelstiick (etwa 0,05 g)
belegt werden. Darauf wird ein der Lochgrofle entsprechendes Gitter gelegt (Durchmesser:
3,0 cm; MaschengroBe: 0,2 cm), welches durch das Aufstecken der Zylinder am Platz gehal-
ten wird und es den Tieren unmdglich macht, das Mandelstiick herauszuholen. Drei der Zy-
linder werden von auflen jeweils mit einem weilen Leukoplast Klebestreifen (Leukoplast
hospital, BSN medical GmbH & Co. Kg Hamburg, 1 cm breit) beklebt, der als Markierung
dient und diese werden jeweils mit einem Mandelstiick oberhalb des Gitters ausgestattet. Die
Mandelstiicke dienen als Futterbelohnung, welche die Tiere ohne Probleme entnehmen kon-
nen (siche Abbildung 10). Die Zylinder mit der Markierung werden tdglich nach dem Zufalls-

prinzip umgesteckt, so dass sich die Lochsequenz tdglich dndert (siche Tabelle 2).

Abbildung 10: markiertes ,, Loch* mit Mandelstiick als Futterbelohnung
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Tabelle 2: Lochkombinationen

Versuchstag Lochnummer
1. Tag 2/7/8
2. Tag 1/4/9
3. Tag 3/5/8
4.Tag 1/4/10
5. Tag 2/5/9
6. Tag 3/6/9
7. Tag 4/8/10
8. Tag 2/5/8
1. Retest 1/5/6
2. Retest 2/6/8
3. Retest 3/4/9

Das Hole Board liegt am Boden einer wiederum aus grauem PVC bestehender Box (Ver-
suchsarena), welche jeweils 52 cm lang, hoch und breit ist. Deren Boden ist mit weillem Kle-
beband (0.5 cm Breite) in 9 gleichgroBBe Rechtecke (16 x 16 cm) unterteilt. Das Hole Board
selbst wird genau in die Mitte der Versuchsarena gelegt und bildet somit den zentralen Mit-

telpunkt und damit die ungeschiitzte Region eines offenen Feldes (siche Abbildung 11).

Abbildung 11: Versuchsarena mit mHB in der Mitte als zentraler Bereich
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Abbildung 12: Maus wdhrend des Verhaltenstests auf dem mHB, wie sie gerade iiber ein
Loch driiberlduft

3.2.5.1 Die Futterbelohnung

Jedes Loch enthélt am Boden ein kleines Stiick Mandel (0,05 g), das durch das Gitter dariiber
vom Zugriff der Mause geschiitzt ist. Die mit dem Klebestreifen markierten Zylinder enthal-
ten dariiber hinaus eine zusdtzliche Mandel oberhalb des Gitters, das die Tiere als Futterbe-
lohnung erhalten, die einfach zu entnehmen ist. Zusétzlich, um zu verhindern, dass die Méause
die Belohnung allein durch den Geruchssinn finden kdnnen, wird jeder einzelne Zylinder vor
jedem neuen Durchlauf mit einer Vanillearomaldsung (0,02 % in Wasser gelost; Micro-Plus,
Stadtoldendorf, Germany) ausgestrichen. Dies soll auerdem einer erh6hten Appetenz dienen.

Die Zylinder werden im folgenden Text als Locher bezeichnet.
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3.2.5.2 Hole Board Protokoll

Zur Auswertung des Verhaltens der Tiere im Test bendtigt man ein spezielles Computerpro-
gramm (Jens Frithauf, Zeiterfassung fiir Ratten- und Méuseversuche Version V 1.4 2000 —

2004). Dieses erstellt dann das Hole-Board-Protokoll.

Sobald eine Maus in die Versuchsarena gesetzt worden ist, tippt der Untersucher mit der rech-
ten Hand die verschiedenen Aktionen des Tieres iiber eine Tastatur (Foldable Keyboard, Fold-
2000, Taiwan) in den Computer ein. Durch eine Taste auf dem Keyboard, die in der folgen-
den Tabelle in der mittleren Spalte aufgefiihrt werden, kodiert man jeweils die bestimmten
Aktionen der Maus (erste und letzte Spalte). Das Programm, mit welchem man bei Beginn
eine Zeitmessung aktiviert, errechnet automatisch, welche Aktion zu welchem Zeitpunkt aus-

gefiihrt worden ist. AnschlieBend erfolgt eine Ubertragung aller Daten in eine Excel Tabelle.
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Tabelle 3: Hole Board Protokoll

Start des Testes|/. Driicken der|Sobald die Maus in die Arena gesetzt worden ist

(Programms) Leertaste

Betritt Board Leertaste Die Maus setzt eine Pfote auf das Hole Board
und befindet sich mit ihrer Nase darauf oder
daran, womit sie Interesse fiir das Board signali-
siert

Verlisst Board Leertaste Beide Vorderpfoten und Nase befinden sich
nicht mehr auf dem Board

Erstmals am Loch 0 Das Tier befindet sich erstmals mit der Nase
unterhalb der Oberflidche einer Loch6ffnung

Loch 1 zu J Das Loch mit der niedrigsten Nummer der Ta-
geslochkombination wird als Loch 1 bezeichnet
und gilt als gedftnet, sobald die Maus die Futter-
belohnung daraus hervorgeholt hat

Loch 2 zu K Das Loch mit der mittleren Nummer der Tages-
lochkombination wird ge6ffnet

Loch 3 zu L Das Loch mit der hochsten Nummer der Tages-
lochkombination wird ge6ffnet

Wiederholung Loch | Weiteres Driicken | Das Tier schaut erneut in ein bereits von Futter

1,2,3

von J, K oder L

geleertes markiertes Loch, wobei die Schnauze
deutlich unterhalb der Lochoberfliche sein muss

Fressen beendet H Das Tier ist mit Kauen der Futterbelohnung fer-
tig

Falsches Loch A Die Maus offnet ein nicht markiertes Loch, in-
dem sie die Nase deutlich unterhalb der Loch-
oberfldche hélt

Minnchen machen U Beide Vorderpfoten werden erhoben und das
Tier steht auf den Hinterbeinen, die durch-
gestreckt sein miissen. Kann sowohl frei als auch
an der Wand der Versuchsarena stattfinden

Beginn Putzen 0 Maus beginnt, sich zu putzen

Ende Putzen 0 Maus hort auf, sich zu putzen

Bolus P Ein Kotballen wird abgesetzt

Beginn Immobilit:it

Return Taste

Das Tier zeigt langer als ca. 5 sec. keine Aktivi-
tdt mehr. Verharren in einer Position

Ende Immobilitit Return Taste Maus bewegt sich wieder

Linieniiberschreitung | / Maus tibertritt mit ganzem Korper eine der wei-
en Linien in der Versuchsarena

Versuchende Esc Taste Fiinf Minuten sind vorbei oder nach dem Been-

den des Fressens aller drei Futterbelohnungen

Zusétzlich werden per Hand nach jedem Durchlauf notiert:

Urinabsatz: Anzahl, wie oft ein Tier im Durchlauf Urin absetzt

Omission errors: Anzahl der markierten Locher, die nicht besucht wurden
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Hole visits: Anzahl, wie oft ein richtiges Loch besucht wurde, ohne die Futterbelohnung zu

fressen plus ,,erstes Mal am Loch*

Latency first hole visit: Zeit, wann das erste Mal ein Loch besucht wurde (richtiges oder fal-

sches)

3.2.5.3 Der Versuchsablauf

Akklimatisierung der Tiere

Die Tiere erhalten nach der Anlieferung eine Akklimatisationszeit von 21 Tagen, um sich an
die neue Umgebung zu gewohnen. Die Mause werden nur zum eigentlichen Test aus ihren
Kaifigen einzeln herausgenommen. Der Test findet im selben Raum, in dem die Tiere gehalten

werden, statt.

Verhaltenstest

Am Tag nach der Narkose mit Isofluran findet der erste Hole-Board-Test fiir alle Tiere einer
Gruppe statt. Alle Versuche finden zwischen 15:00 Uhr und 22:00 Uhr statt, immer eine
Stunde nach Beginn der Dunkelphase startend, also in der friihen Aktivitidtsphase der Tiere.
Ein trainierter Beobachter hat die Aufgabe, die Tiere bei Rotlicht direkt wiahrend des Versu-
ches zu observieren und gleichzeitig die ermittelten Parameter iiber eine Tastatur in einen PC
einzugeben. Der Test wird in 8 aufeinanderfolgende ,,Lerntage und drei Wiederholungsver-

suche (Retests) eingeteilt.

3.2.5.4 Tidglicher Ablauf

Der Versuch beginnt jeden Tag um 15:00 Uhr, d.h. in der frithen Dunkelphase. Die Loch-
kombination, die bei der ersten Gruppe fiir jeden Tag nach dem Zufallsprinzip gewidhlt wird
und dann fiir alle weiteren Gruppen gleich bleibt, wird vor jedem Testtag neu eingestellt und
die markierten Locher mit Mandeln (mit einer Pinzette) bestiickt. AnschlieBend werden alle
Zylinder mit einem in die Vanillearomalosung getauchten Mulltupfer (1x1 cm, Karl Beese

GmbH und Co., Barsbiittel) ausgewischt.
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Dann wird die erste Maus an der Schwanzbasis aus dem Kéfig genommen und in eine Ecke
der Versuchsarena gesetzt, die fiir jede Maus gleich bleibt. Sobald das Versuchstier losgelas-
sen wird, miissen gleichzeitig der Wecker fiir die Zeitmessung und das Programm gestartet
werden. Der Untersucher sitzt rechts der Versuchsarena und betétigt mit der rechten Hand die
Computertastatur fiir die Protokollierung, wéihrend die linke Hand den Wecker hélt. Findet die
Maus alle Futterbelohnungen, ist der Durchlauf nach dem Fressen der dritten Mandel beendet,
anderenfalls nach maximal 5 Minuten, was durch den Piepton des Weckers angezeigt wird.
Mit den tibrigen Méusen der Gruppe verfdhrt der Untersucher genauso. Jedes Tier muss pro
Tag vier Durchldufe absolvieren. Dabei wéhlt man die Reihenfolge immer so, dass niemals
die selben beiden Tiere hintereinander eingesetzt werden. Vor jeder neuen Maus wird das
Hole Board von grober Verschmutzung mit Zellstoff gereinigt oder bei stirkerer Verschmut-
zung z.B. durch Urin mit einem feuchten Lappen ausgewischt, bevor die Locher neu mit

Mandeln bestiickt und mit Vanillearoma ausgestrichen werden.

Nach Versuchende, wenn alle Mause vier Durchldufe hinter sich haben, wird das Hole Board
und die Versuchsarena gereinigt, desinfiziert und gleich mit der neuen Lochkombination fiir

den néchsten Tag ausgestattet.

Lerntage und Retests

Getestet werden alle Tiere an 8 aufeinander folgenden Tagen mit jeweils 4 Durchldufen von
jeweils maximal 5 Minuten (Tag 1 — 8 des Tests = Lernphase). Am Tag 14, 20 und 26 werden
3 Retests durchgefiihrt (= Wiederholungsphase), die wiederum aus vier Durchldufen pro
Maus von jeweils maximal 5 Minuten bestehen. Am Tag 28 werden die Testtiere zur Blut-

und Gehirnentnahme getotet.

3.2.6 Untersuchte Parameter

Die Parameter, die man wihrend eines Durchlaufes beim Hole Board Test erfasst, konnen
dann den entsprechenden Verhaltensdimensionen (Verhaltensparameter) bzw. Gedédchtnissys-
temen (kognitive Parameter) zugeteilt werden (OHL et al., 2001a, OHL et al., 2001b) (siche
Tabelle 4).
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3.2.6.1 Gediichtnisparameter

Die kognitiven Parameter, die mit dem mHB-Test erfasst werden, konnen Aufschluss tiber die
Funktion des deklarativen Gedéichtnisses und des Arbeitsgedidchtnisses geben. Dabei geht es
bei ersterem vor allem um Prozesse, die dem Hippokampus, bei letzterem um solche, die dem
prafrontalen Kortex zugeordnet werden konnen. Aullerdem kann die Lernleistung und Moti-

vation beurteilt werden.

Falsch besuchte Locher (Wrong Choices):

Als falsch besuchte Locher wird der Besuch aller nicht markierten Locher bewertet.

Nicht besuchte, markierte Locher (Omission Errors):

Omission Error beschreibt die Anzahl der nicht besuchten, obwohl markierten Locher in ei-

nem Durchlauf, und wird separat nach jedem Durchlauf aufgeschrieben.

Fehler:

Der Totalwert der Fehler besteht aus den Wrong Choices und den Omission Errors.

Wiederholt besuchte Locher (Repeated Choices):

Wird ein im selben Durchlauf bereits besuchtes markiertes Loch noch einmal besucht, rechnet
man dies als Wiederholung. Nur mehrmalige Besuche markierter Locher werden als Wieder-
holung gerechnet, da die Méuse keine Tendenz dazu zeigen, die Sequenz der nicht mit Futter

bestiickten Locher zu lernen.

Gesamtzeit des Durchlaufs (Time Complete):

Die Zeitspanne vom Einsetzten der Maus in die Versuchsarena bis zum ,,Fressen beendet* der
dritten Futterbelohnung bestimmt die Gesamtzeit eines Durchlaufs (Time Complete). Besucht
das Tier wihrend des Durchlaufs nicht alle oder gar keines der markierten Locher, wird der
Versuch nach dem Zeitlimit der Time Complete, nach fiinf Minuten, abgebrochen. Sie wird in

Sekunden gemessen.
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3.2.6.2 Verhaltensparameter

Parallel zu den kognitiven Parametern erlaubt der mHB-Test auch die Untersuchung von ver-
schiedenen Verhaltensdimensionen. Dabei wird zwischen Angstverhalten, Angstverhalten und
Allgemeinbefinden, gerichteter und ungerichteter Exploration, Erregung und Lokomotion

unterschieden (siche Tabelle 4).

Représentiert wird das Angstverhalten durch die Zeitspanne, bis die Maus erstmals das Board
betritt (Latency First Entry on Board), die Anzahl, wie oft sie das Board betritt (Number of
Board Entries) und die Gesamtzeit, die sie auf dem Board verbringt (Time on Board). Ein
Parameter sowohl fiir angstbezogenes Verhalten als auch fiir das Wohlbefinden des Tieres ist

die Immobilitit (Immobility).

Wie oft die Maus wihrend des Durchlaufs die Linien auf dem Boden der Arena iiberschreitet,

ist ein Indikator fiir lokomotorische Aktivitit (Line Crossing).

Gerichtete und ungerichtete Exploration wird durch die Zeit bis zum ersten Lochbesuch (La-
tency First Hole Visit), die Gesamtanzahl besuchter Locher (Number of Holes Visited) und
das Ménnchen-Machen (Rearings) ausgedriickt. SchlieBlich wird, als Zeichen fiir Erregung,
die gesamte Dauer des Putzens (Grooming), die Anzahl der abgesetzten Kotballen (Boli) und

das Absetzen von Urin gewertet.

Gesamtzeit auf dem mHB (Time on Board):

Die Time on Board berechnet sich aus der gesamten Zeit, die sich die Maus auf dem Board
befindet. Sie besteht aus der Summe der Intervalle ,,betritt board* bis ,,verldsst board*. Abge-
zogen wird die Zeit, die sie fiir das Offnen eines Loches und das Fressen der Futterbelohnung
benétigt (Intervall ,,Loch zu* bis ,,fressen beendet”). Time on Board wird in Prozent an der

Gesamtzeit gemessen.
Erster mHB-Besuch (Latency First Entry on Board):

Die Latency First Entry on Board ist die Zeitspanne von Beginn des Durchlaufs bis zum ers-

ten Betreten des modifizierten Hole-Boards und wird in Sekunden berechnet.
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Anzahl der mHB-Besuche (Number of Board Entries):

Die Anzahl der mHB-Besuche wird bestimmt durch die Anzahl der ,betritt board” eines

Durchlaufs.

Immobilitit (Immobility):

Die Immobilitdt ist die gesamte Zeitspanne, die das Tier unbeweglich an einer Stelle zuge-
bracht hat und wird in Prozent an der gesamten fiir einen Durchlauf benétigten Zeit gemessen.
Sie besteht aus der Summe der Intervalle zwischen ,,.Beginn Inaktivitit™ und ,,Ende Inaktivi-

tat®.

Erster Lochbesuch (Latency to First Hole Visit):

Dabei handelt es sich um die Zeitspanne zwischen dem Start des Durchlaufs und des ersten
Besuchs eines Loches. Er wird représentiert durch die Taste ,,erstmals am Loch* und in Se-

kunden gemessen.

Anzahl der besuchten Locher (Number of Holes Visited):

Die Anzahl der besuchten Locher reprisentiert die Gesamtsumme aller besuchten Locher in-
klusive aller Fehler und Wiederholungen (,,Loch 1, 2, und 3 zu* plus Fehler und Wiederho-

lungen).

Aufrichten auf die Hinterbeine (Rearings):

Jedes Erheben auf die Hinterbeine mit oder ohne Abstiitzen an der Wand zusammengezéhlt

ergibt die ,,Madnnchen-Machen* (Rearings).

Kotballen (Boli):

Der Parameter Boli errechnet sich aus der Summe aller innerhalb eines Durchlaufs abgesetz-

ter Kotballen.
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Putzphasen (Grooming):

Die Zeitdauer der Putzvorgénge wéhrend eines Durchlaufs wird aus der Zeitspanne zwischen
“Anfang Putzen und ,,Ende Putzen® errechnet. Der wichtige Parameter ist aber der Anteil an

der Gesamtzeit, die mit Putzen zugebracht wird und wird in Prozent angegeben.
Linieniiberschreitungen (Line Crossings):

Line Crossings ist die Anzahl aller Ubertretungen der am Boden der Arena angebrachten wei-

Ben Linien.
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Tabelle 4: mit dem modifizierten Hole-Board-Test auswertbare Parameter

Hole Board Testparameter

Gra S Korrelierendes Ge- | Verhalten im Hole-
hirngebiet Board-Test

Besuch eines nicht
deklaratives Ge- Hiopok markierten Loches
ddchtnis fppokampus (= wrong choice, inklu-

sive omission error)
deklaratives Ge- markiertes Loch wird

Kognitive Parameter déchtnis/ Motivation nicht besucht

(= omission error)

wiederholter ~ Besuch
Arbeitsgeddchtnis prafrontaler Kortex |eines markierten Lo-

ches (= repeated choice)
Lernleistung (Moti- Zeit des gesamten Ver-
vation) sEchdurchlaufs

(= time complete)

= Verhalten im Hole-

Board-Test

angstbezogenes Verhalten

% der Gesamtzeit, die
auf dem Board ver-
bracht wird (= time on
board)

Zeit, bis zum ersten
Board Besuch (= laten-
cy first entry on board)
Anzahl, wie oft das
Board betreten wurde
(= board entries)

angstbezogenes Verhalten/ Allgemeinbefin-

% der Gesamtzeit, die
das Tier unbeweglich

den auf einer Stelle verharrt
(= immobility)
Zeit bis zum ersten
Exploration Lochbesuch (= latency
first hole visit)
(gerichtet) Anzahl der besuchten
Locher (= holes visited)
(ungerichtet) Anzahl der Mannchen
(= rearings)
Defékation (= boli)
% der Gesamtzeit, die
Erregung

zum Putzen benutzt
wird (= grooming)

lokomotorische Aktivitét

Linieniinerschreitungen
(= line crossings)
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3.2.7 Statistik

Die kognitiven und Verhaltensparameter werden mit einer Zweiwege repeated measurement
ANOVA analysiert. Dabei werden zwei Phasen, die Lernphase und die Wiederholungsphase,
unterschieden. Diese Varianzanalyse mit Messwiederholungen ist gewéhlt worden, weil be-
sonders die Verdnderungen im Verlauf der Zeit interessieren. Die Analyse wird mit den Zwi-
schensubjektfaktoren Anisthesie und Gruppe und dem Innersubjektfaktor Zeit durchgefiihrt
und deren Interaktionen untersucht (Zeit x Anésthesie, Zeit x Gruppe, Andsthesie x Gruppe,
Zeit x Anésthesie x Gruppe), um besonders den dynamischen Verlauf darzustellen. Signifi-

kanzen werden auf p < 0,05 festgelegt.

Alle Variablen werden als Mittelwerte (MW) * Standardabweichungen (SD) in den Tabellen
und MW = Standardfehler (SEM) in den Grafiken présentiert.
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Klinische Unterschiede
Klinisch gesehen kann man beobachten, dass die APP23-Tiere unruhiger und insgesamt leich-

ter sind als ihre gesunden Wurfgeschwister (durchschnittliches Gewicht der APP23-Mause:
27,2 g, Wilde-type-Méuse: 32,3 g)

3.3.2 Kognitive Parameter

Gesamtzeit (Time Complete), falsch besuchte Locher (Wrong Choices), wiederholt besuchte
Locher (Repeated Choices) und nicht besuchte, markierte Locher (Omission Errors) gelten im
modifizierten Hole-Board-Test (mHB-Test) als Verhaltensparameter fiir kognitive Leistun-
gen. In folgenden Tabellen sind die daraus errechneten Mittelwerte (MW) und Standardab-
weichungen (£ SD) zu ersehen und die Abbildungen zeigen grafische Darstellungen aus Mit-

telwerten (MW) und Standardfehlern (SEM).

Tabelle 5: kognitiver Parameter: falsch besuchte Locher (Wrong Choices)

Tag  APP/Isofluran APP/none WT/Isofluran ~ WT/none
Falsch 1 290 + 13 3,1 + 0,9 34 + 1,1 40 + 1,0
besuchte 13 + 10 28 + 1.0 3.0 + 14 41 + 13
Locher
(wrong 3 1,5 + 07 25 + 038 22 + 13 29 + 1,1
choices) 4 13 + 1,0 23 + 1,1 23 + 1,7 3,1 + 1,1
5 13 + 12 25 + 13 18 + 14 26 + 12
6 09 + 0,6 19 + 12 14 + 12 23 + 12
7 13 + 0,6 1,8 + 0,9 1,0 + 1,1 2,0 + 1,2
8 09 + 0,7 16 + 14 08 + 1,1 24 + 21
14 10 + 08 16 + 1,1 10 + 1,0 23 + 13
(1.RT)
20 07 + 0,7 1,0 + 08 05 + 04 15 + 1,5
(2.RT)
26 05 + 04 04 + 04 03 + 03 LI + 15
(3.RT)

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) des kognitiven Parameters: falsch besuch-
te Locher (Anzahl pro Durchlauf) zu definierten Tagen nach dem Narkosetag aller vier Grup-
pen. (APP/Isofluran: n = 12, APP/none: n = 12, WT/Isofluran: n = 12, WT/none: n = 12)
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Die Zweiwege repeated measurment ANOVA-Analyse ldsst erkennen, dass die Anzahl der
falsch besuchten und nicht besuchten, markierten Locher (Wrong Choices) in allen Gruppen
tiber den gesamten Testverlauf hin abnimmt (Zeit: p < 0,001 ). Alle andsthesierten Tiere ma-
chen in der gesamten Lernphase weniger Fehler als die Vergleichsgruppen ohne Narkose
(Anisthesie: p = 0,002). Gleichzeitig lernen die andsthesierten Tiere schneller, weniger Fehler
zu machen als die nicht narkotisierten Méuse (Anésthesie x Gruppe x Zeit: p = 0,035). Auch
tiber die Wiederholungsphase hinweg (RT 1, 2 und 3) reduzieren sich die Fehler, wobei die
Werte der anésthesierten Tiere immer unter den Miusen ohne Narkose liegen (Anisthesie x

Zeit: p = 0,042) (siche Abbildung 13).

9] Deklaratives Gedachtnis
=
=}
g —8— WT/none (n = 12)
%’ 4 --O--WT/Isofluran (n = 12)
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= 31
©
N
c
5 .
" 2
(<]
O
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5 :
> 1. & ;
e
= @) 8
0 T T T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 RT1 RT2 RT3
Zeit [Tage nach der Narkose]

Abbildung 13: Vergleichende grafische Darstellung (MW+SEM) der Anzahl falsch besuchter
Locher (Wrong Choices (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten Tagen nach dem Narkosetag
aller vier Gruppen (RT1 = Tag 14, RT2 = Tag 20, RT3 = Tag 26).

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Tabelle 6: kognitiver Parameter: nicht besuchte, markierte Locher (Omission Errors)

Tag  APP/Isofluran APP/none WT/Isofluran ~ WT/none
Nicht be- 1 0,7 + 08 22 + 07 1,9 + 09 23 + 08
suchte mar- 05 + 0.6 20 + 10 14 + 11 24 + 07
kierte Lo-
cher 3 06 + 06 20 + 12 10 + 1,0 19 + 1,0
(Omission 4 0,7 + 06 1,9 + 12 08 + 1,0 1,9 + 09
E
rrors) 5 05 + 07 16 + 13 08 + 1.0 16 + 10
6 03 + 04 14 + 1.1 06 + 08 11+ 1.0
7 04 + 03 12 + 09 04 + 08 10 + 09
8 03 + 03 09 + 09 02 + 06 06 + 09
14 00 + 0,1 06 + 09 01 + 02 04 + 08
(LRT)
20 01 + 0,1 03 + 04 00 + 0,1 04 + 08
(2.RT)
26 0,1 + 0,1 02 + 03 0,1 + 02 03 + 08
(3.RT)

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) des kognitiven Parameters: nicht besuch-
te, markierte Locher (Omission Errors (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten Tagen nach
dem Narkosetag aller vier Gruppen. (APP/Isofluran: n = 12, APP/none: n = 12,
WT/Isofluran: n = 12, WT/none: n = 12)
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Die Zahl der nicht besuchten, obwohl markierten Locher allein (Omission Errors) nimmt iiber
den gesamten Zeitverlauf hinweg bei allen vier Gruppen kontinuierlich ab (Zeit: p < 0,001).
Die anédsthesierten Tiere machen in der gesamten Lernphase deutlich weniger Omission Er-

rors als die Gruppen ohne Narkose (Zeit x Andsthesie: p < 0,001).

Auch in den Wiederholungstests liegen die Mittelwerte der Gruppen mit Narkose unter denen

der nicht anésthesierten Tiere (Zeit x Anésthesie: p = 0,047) (siche Abbildung 14).

3 - Deklaratives Gedachtnis

—&— WT/none (n =12)

-~ O--WT/Isofluran (n = 12)
—— APP/none (n = 12)

- I+ -APP/Isofluran (n = 12)

Omission Errors [Anzahl pro Durchlauf]

1 2 3 4 5 6 7 8 RT1 RT2 RT3

Zeit [Tage nach der Narkose]

Abbildung 14: Vergleichende grafische Darstellung (MW+SEM) der Anzahl nicht besuchter,
markierter Locher (Omission Errors (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten Tagen nach dem
Narkosetag aller vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Tabelle 7: kognitiver Paramter: wiederholt besuchte Locher (Repeated Choices)

Tag  APP/Isofluran APP/none WT/Isofluran ~ WT/none
Wiederholt 1 20 + 08 20 + 02 16 + 08 12 + 04
besuchte 14 + 10 19 + 06 23 + 13 05 + 03
Locher
(Repeated 3 LI + 09 12 + 09 08 + 06 09 + 04
Choices) 4 1,0 £ 0,7 1,9 £ 05 13 + 08 1,3 + 1,0
5 13 + 03 1,9 + 1,9 12 + 09 09 + 04
6 1,5 + 1,0 1.8 + 0,6 14 + 06 1,0 £+ 0,5
7 1,1 + 0,6 12 + 0,7 12 + 0,7 14 + 0,8
8 L1 + 0,6 1,5 + 0,9 14 + 0,8 1,1 + 0,6
14 14 + 07 15 + 09 15 + 1,0 1,7 + 09
(1.RT)
20 13 + 09 18 + 13 17 + 13 20 + 14
(2.RT)
26 L1 + 05 13 + 07 13 + 08 14 + 07
(3.RT)

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) des kognitiven Parameters: wiederholt
besuchte Locher (Repeated Choices (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten Tagen nach dem
Narkosetag aller vier Gruppen. (APP/Isofluran: n = 12, APP/none: n = 12, WT/Isofluran: n
=12, Wl/none: n =12)
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Bei der Anzahl der Wiederholungen (Repeated Choices) lédsst sich in ihrem insgesamt undeut-
lichen Verlauf auch kein Unterschied zwischen den 4 Gruppen feststellen (siche Abbildung
15).

4 - Arbeitsgedachtnis

—&— WT/none (n = 12)

-~ O--WT/Isofluran (n =12)
3 - —— APP/none (n = 12)

- T+ -APP/Isofluran (n = 12)

Repeated Choices [Anzahl pro Durchlauf]
N

1 2 3 4 5 6 7 8 RT1 RT2 RT3
Zeit [Tage nach der Narkose]

Abbildung 15: Vergleichende grafische Darstellung (MWASEM) der Anzahl wiederholt be-
suchter Locher (Repeated Choices (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten Tagen nach der
Narkose aller vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Tabelle 8: kognitiver Parameter: Gesamtzeit des Durchlaufs (Time Complete)

Tag  APP/Isofluran APP/none WT/Isofluran ~ WT/none
Gesamtzeit | 2484 + 55,7 290,7 + 21,9 2822 + 31,8 297,7 + 8.2
des 2 2263 + 675 2911 + 162 2643 + 438 2981 + 7.0
Durchlaufes
' 3 2319 + 51,9 2730 + 42,6 2380 + 56,6 2841 + 250
(Time
Complete) 4 2188 + 614 2749 + 32,1 236,8 + 57,9 289,0 + 17,7
5 2003 + 74,3 260,0 + 449 2113 + 703 2654 + 594
6 191,7 + 612 2604 + 449 1774 + 649 2416 + 616
7 187,7 + 60,5 2575 + 387 1692 + 57,7 2402 + 59,0
8 150,7 + 562 2296 + 56,7 1440 + 547 2090 + 622
14 1147 + 38,0 2002 + 74,3 13,1 + 524 1845 + 589
(LRT)
20 141,0 + 42,7 166,0 + 59,5 942 + 425 1572 + 69,3
(2.RT)
26 127,1 + 45,1 138,1 + 64,0 102,6 + 48,6 1180 + 67,9
(3.RT)

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (#SD) des kognitiven Parameters: Gesamizeit

(Time Complete, TC (s)) zu definierten Tagen nach dem Narkosetag aller vier Gruppen.
(APP/Isofluran: n = 12, APP/none: n = 12, WT/Isofluran: n = 12, WT/none: n = 12)
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Die Zeit, welche die Tiere fiir einen gesamten Durchlauf brauchen (Time Complete), verrin-
gert sich wahrend der Lernphase in allen vier Gruppen und weiterhin auch in der Wiederho-
lungsphase (Zeit: p < 0,001). Beide anidsthesierten Gruppen bendtigen in der Lernphase weni-
ger Zeit zum Beenden des Durchlaufs als die nicht narkotisierten Tiere (Anédsthesie x Zeit: p =

0,005) (siche Abbildung 16).
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Abbildung 16: Vergleichende grafische Darstellung (MW+SEM) der Gesamtzeit eines Durch-
laufes (Time Complete, TC (s)) zu definierten Tagen nach der Narkose aller vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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3.3.3 Verhaltensparameter

Angstverhalten

Im modifizierten Hole-Board-Test konnen mehrere Parameter Auskunft iiber das Angstver-
halten geben: dazu gehdren die auf dem mHB verbrachte Gesamtzeit in einem Durchlauf
(Time on Board), die Latenz bis zum ersten Hole Board Besuch (Latency First Entry on
Board) und die Anzahl, wie oft das Board pro Durchlauf besucht wird (Number of Board Ent-
ries). In folgenden Tabellen sind die daraus errechneten Mittelwerte (MW) und Standardab-
weichungen (£ SD) zu ersehen und die Abbildungen zeigen grafische Darstellungen aus Mit-

telwerten (MW) und Standardfehlern (SEM).

Tabelle 9: Verhaltensparameter fiir Angstverhalten: Gesamtzeit auf dem mHB (Time on
Board)

Tag  APP/Isofluran APP/none WT/Isofluran ~ WT/none
Gesamtzeit | 30 + 6 18 + 6 23 + 9 25 £ 9
f;l}flgem 2 23 & 7 2 + 8 17 + 8 15 + 8
(Time on 3 23 + 8 10 + 8 18 + 8 14 + 9
Board) 4 2+ 7 12 + 9 18 + 7 16 + 11
5 24 + 8 13 + 10 18 + 6 16 + 11
6 23 + 8 14 + 9 19 + 6 19 + 11
7 24 + 6 15 + 8 21 + 9 20 + 10
8 24 + 7 17 + 10 22 + 8 20 + 9
14 27 + 7 20 + 8 23 + 4 26 + 10
(1.RT)
20 25 + 9 21 + 7 24 + 5 24 + 9
(2.RT)
26 23+ 9 21 + 7 19 + 8 25 + 10
(3.RT)

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (#SD) des Verhaltensparameters fiir Angstver-
halten: auf dem Board verbrachte Gesamtzeit (Time on Board (% TC)) zu definierten Tagen
nach dem Narkosetag aller vier Gruppen. (APP/Isofluran: n = 12, APP/none: n = 12,
WT/Isofluran: n = 12, WT/none: n = 12)
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Die auf dem Board verbrachte Gesamtzeit (Time on Board) verhélt sich im Verlauf bei allen

vier Gruppen wihrend der Lernphase (die ersten 8 Tage nach der Narkose) in etwa gleich. Die

Mittelwerte der narkotisierten APP23-Tiere liegen in der gesamten Lernphase deutlich iiber

denen der nicht anidsthesierten APP23-Mause (Anisthesie: p = 0,008). Ein Unterschied zwi-

schen den Gruppen ist in der Wiederholungsphase nicht zu erkennen (siche Abbildung 17).
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Abbildung 17: Vergleichende grafische Darstellung (MWASEM) der auf dem Board ver-
brachten Gesamtzeit (Time on Board (% TC)) zu definierten Tagen nach der Narkose aller
vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Tabelle 10: Verhaltensparameter fiir Angstverhalten: Latenz bis zum ersten mHB-Besuch
(Latency First Entry on Board)

Tag  APP/Isofluran APP/none WT/Isofluran ~ WT/none
Erster 1 294 + 13,9 662 + 34,8 36,1 + 24,6 282 + 212
mHB- 2 384 + 36,7 1023 + 756 49,7 + 36,7 675 + 66,1
Besuch (La-
tency First 3 362 + 232 1256 + 859 48,1 + 392 70,1 + 51,7
Entry on 4 373 + 379 1072 + 67,6 502 + 504 62,1 + 550
Board
oard) 5 350 + 365 1037 + 732 470 = 507 711 + 731
6 30,1 + 19,5 847 + 68,9 429 + 403 643 + 50,1
7 258 + 17,4 66,5 + 35,8 353 + 334 42,1 + 33,0
8 220 + 154 62,0 + 414 346 + 39,9 589 + 533
14 168 + 13,4 33,0 + 23,5 18,6 + 143 32,8 + 257
(1.RT)
20 182 + 12,4 278 + 18,6 159 + 17,4 23,5 + 125
(2.RT)
26 13,9 + 99 25,6 + 21,1 17,9 + 13,9 17,1 + 93
(3.RT)

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (#SD) des Verhaltensparameters fiir Angstver-
halten: Latenz bis zum ersten mHB-Besuch (Latency First Entry on Board (s)) zu definierten
Tagen nach dem Narkosetag aller vier Gruppen. (APP/Isofluran: n = 12, APP/none: n = 12,
WT/Isofluran: n = 12, WT/none: n = 12)
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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 anésthesierten Méuse das Board deutlich friither zum
ersten Mal betreten als ihre jeweiligen Vergleichsgruppen ohne Narkose (Anésthesie: p =

0,004). Keine Unterschiede zeigen sich in der Wiederholungsphase (siche Abbildung 18).

200 - Angst

—0— WT/none (n =12)
-~ O --WT/Isofluran (n = 12)
—— APP/none (n = 12)
- i+ - APP/Isofluran (n = 12)

150 -

100 ~

50 -

Latency First Entry On Board [s]

8
s 8 ¥
0 . . . . . . . . . . .

1 2 3 4 5 6 7 8 RT1 RT2 RT3
Zeit [Tage nach der Narkose]

Abbildung 18: Vergleichende grafische Darstellung (MW+SEM) der Latenz bis zum ersten
mHB-Besuch (Latency First Entry on Board (s)) zu definierten Tagen nach der Narkose aller
vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Tabelle 11: Verhaltensparameter fiir Angstverhalten: Anzahl der mHB-Besuche (Number
of Board Entries)

Tag  APP/Isofluran APP/none WT/Isofluran ~ WT/none
Anzahl 1 158 + 3.1 13,9 + 4,0 135 + 3,1 151 + 34
mHB- 2 10,0 + 2,5 77 + 38 91 + 32 91 + 33
Besuche 3 93 + 16 61 + 3.5 78 + 34 78 + 2.9
(Number oD o E S 2, 8+ 2,
of Board 4 98 + 3.6 69 + 37 87 + 35 86 + 3.9
Entries) 5 94 + 30 72 + 42 83 + 33 72 + 38
6 90 + 27 82 + 4,1 70 + 29 76 + 3.4
7 99 + 36 87 + 3.5 71 + 28 8,5 + 4,0
8 74 + 1,6 87 + 3,0 6,1 + 2.1 77 + 3,1
14 77 + 1,9 102 + 23 63 + 2,6 102 + 3,3
(1.RT)
20 91 + 2.8 91 + 272 55 + 18 84 + 3,6
(2.RT)
26 86 + 3,1 78 + 2.8 53 + 26 63 + 2.8
(3.RT)

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (#SD) des Verhaltensparameters fiir Angstver-
halten: Anzahl der mHB-Besuche (Board Entries (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten Ta-
gen nach dem Narkosetag aller vier Gruppen. (APP/Isofluran: n = 12, APP/none: n = 12,
WT/Isofluran: n = 12, WT/none: n = 12)
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Die Anzahl der mHB-Besuche (Number of Board Entries) verlduft fiir alle Gruppen anné-
hernd gleich, d.h. nach hohen Ausgangswerten kommt es zu einem raschen Abfall bis zum 3.
Tag (Zeit: p < 0.001) und bleibt dann bis zum Ende der Lernphase auf einem etwa gleichblei-
benden Niveau (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Vergleichende grafische Darstellung (MW£SEM) der Anzahl der mHB-
Besuche (Board Entries (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten Tagen nach der Narkose aller
vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Angst und Allgemeinbefinden

Als Indikator fiir diese Verhaltensweisen wird die Gesamtzeit, die die Tiere pro Durchlauf
immobil verbringen (Immobility), gewertet und in Prozent der fiir den Durchlauf benétigten
Gesamtzeit angegeben. In folgender Tabelle sind die daraus errechneten Mittelwerte (MW)
und Standardabweichungen (= SD) zu ersehen und die Abbildung zeigt eine grafische Dar-

stellung aus Mittelwerten (MW) und Standardfehlern (SEM).

Tabelle 12: Verhaltensparameter fiir Angst und Wohlbefinden: Gesamtzeit der Immobilitiit
(Immobility)

Tag  APP/Isofluran APP/none WT/Isofluran ~ WT/none
Immobilitat | 1+ 1 5+ 8 4 + 7 5+ 5
gtr;)m()bl' 2 6+ 5 24 + 20 15 + 15 21 + 14
3 6 + 8 32 + 22 14 + 17 21 + 16
4 7 + 11 30 + 19 11 + 15 20 + 19
5 5+ 8 25 + 23 12 + 18 21 + 21
6 3+ 8 18 + 18 8 + 13 15 + 17
7 2+ 3 14 + 14 7 + 11 13 + 17
8 2 + 2 12 + 14 7 + 12 14 + 16
14 1+ 2 4+ 5 2+ 5 6+ 9
(1.RT)
20 3+ 7 4+ 5 9 + 11 6+ 9
(2.RT)
26 3+ 6 34+ 6 5+ 6 5+ 7
(.RT)

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (#SD) des Verhaltensparameters fiir Angstver-
halten und Wohlbefinden: Gesamtzeit der Immobilititsphasen (Immobility (% TC)) zu defi-
nierten Tagen nach dem Narkosetag aller vier Gruppen. (APP/Isofluran: n = 12, APP/none:
n =12, WI/Isofluran: n = 12, WT/none: n = 12)
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Die Gesamtzeit der Immobilitdtsphasen (Immobility) liegt bei den anésthesierten Gruppen in
der gesamten Lernphase unter denen der Gruppen ohne Narkose (Anisthesie: p < 0,001). Bei

den drei Wiederholungstests bestehen keine Unterschiede zwischen den vier Gruppen (siche

Abbildung 20).
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Abbildung 20: Vergleichende grafische Darstellung (MWASEM) der Gesamtzeit der Immobi-
litdtsphasen (Immobility (% TC)) zu definierten Tagen nach der Narkose aller vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Exploration

Die Verhaltensparameter fiir Exploration kann man in solche fiir gerichtete Exploration und
ungerichtete Exploration einteilen. Das gezielte Besuchen der Locher im Test, welches durch
die Latenz bis zum ersten Lochbesuch (Latency First Hole Visit) und die Anzahl der besuch-
ten Locher (Number of Holes Visited) ausgedriickt wird, ist ein Indikator fiir gerichtete Ex-
ploration. Ungerichtete Exploration zeigen die Tiere durch das Aufrichten auf die Hinterbeine
(Rearings). In folgenden Tabellen sind die daraus errechneten Mittelwerte (MW) und Stan-
dardabweichungen (+ SD) zu ersehen und die Abbildungen zeigen grafische Darstellungen

aus Mittelwerten (MW) und Standardfehlern (SEM).

Tabelle 13: Verhaltensparameter fiir gerichtete Exploration: Latenz bis zum ersten Loch-
besuch (Latency First Hole Visit)

Tag  APP/Isofluran APP/none WT/Isofluran ~ WT/none
Erster 1 108,7 + 326 177.1 + 382 1543 + 698 187,09 + 35,9
Lochbesuch 934 + 452 2110 + 765 1272 + 789 1968 + 64.6
(Latency
First Hole 3 100,6 + 69,7 1099 + 83,1 100, + 62,8 1756 + 658
Visit) 4 742 + 42,6 185,6 + 85,0 942 + 684 1779 + 77,1
5 73,5 + 53,1 1673 + 76,1 897 + 63,7 138,4 + 884
6 62,0 + 32,0 1497 + 78,9 60,1 + 40,1 1172 + 71,8
7 542 + 32,1 116,5 + 46,9 579 + 407 91,3 + 49,8
8 472 + 284 956 + 56,6 548 + 51,0 87,1 + 69,5
14 322 + 19,1 64,6 + 337 294 + 235 50,0 + 288
(1RT)
20 389 + 27.1 51,8 + 29,5 246 + 232 46,6 + 389
(2.RT)
26 2,1 + 34,1 415 + 20,6 246 + 183 30,8 + 17,0
(3.RT)

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) des Verhaltensparameters fiir gerichtete
Exploration: Latenz bis zum ersten Lochbesuch (Latency First Hole Visit, LFHV (s)) zu defi-

nierten Tagen nach dem Narkosetag aller vier Gruppen. (APP/Isofluran: n = 12, APP/none:
n =12, WT/Isofluran: n = 12, WT/none: n = 12)
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Die Zweiwege repeated measurement ANOVA lisst in allen vier Gruppen bei den Werten fiir
die Latenz bis zum ersten Lochbesuch (Latency First Hole Visit) einen Abfall bis zum Ende
der Lernphase hin erkennen (Zeit: p < 0,001). Die Werte der narkotisierten Tiere liegen in der
gesamten Lernphase deutlich unter denen der nicht anisthesierten Miuse (Anédsthesie x Zeit:
p <0,001). Die Wiederholungstests zeigen keinen Unterschied zwischen den 4 Gruppen (sie-

he Abbildung 21).
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Abbildung 21: Vergleichende grafische Darstellung (MW+SEM) der Latenz bis zum ersten
Lochbesuch (Latency First Hole Visit, LFHV (s)) zu definierten Tagen nach der Narkose aller
vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Tabelle 14: Verhaltensparameter fiir gerichtete Exploration: Anzahl besuchter Locher
(Number of Holes Visited)

Tag  APP/Isofluran APP/none WT/Isofluran ~ WT/none
Besuchte 1 102 + 2,1 58 + 25 56 + 2.6 54 + 3.0
Locher

6,5 + 19 41 + 29 62 + 29 41 + 22

(Numberof 2 ’ - ’ ’ - ’ ’ - ’ ’ - ’
Holes 3 61 + 1,9 3,1 + 29 52 + 1,6 39 + 1.9
Visited) 4 57 + 14 39 + 3,0 6,1 + 1,9 45 + 29

5 58 + 2,0 48 + 41 56 + 2,1 44 + 22

6 62 + 1,6 50 + 3,0 60 + 08 52 + 1,7

7 50 + 12 55 + 22 54 + 1,5 58 + 1,7

8 56 + 1,1 59 + 1,8 58 + 08 6,6 + 22

14 63 + 1,0 65 + 1,9 6,6 + 1,9 77 + 2,0

(1.RT)

20 64 + 13 70 + 23 62 + 1,5 74 + 19

(2.RT)

26 59 + 0,9 56 + 12 55 + 1,0 61 + 12

(3.RT)

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) des Verhaltensparameters fiir gerichtete
Exploration: Anzahl besuchter Locher (Number of Holes Visited, NHV (Anzahl pro Durch-
lauf)) zu definierten Tagen nach dem Narkosetag aller vier Gruppen. (APP/Isofluran: n = 12,
APP/none: n = 12, WT/Isofluran: n = 12, WT/none: n = 12)
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Die Mittelwerte flir die Anzahl der besuchten Locher (Number of Holes Visited) schwanken
in der Gruppe der Wild-type-Miduse und der APP23-Tiere mit Narkose iiber die gesamte
Lernphase um ein anndhernd gleichbleibendes Niveau. Sehr dhnlich verhalten sich auch die
Werte im Verlauf der Lernphase bei den Gruppen ohne Narkose, die nach einem Tiefpunkt
am 3. Tag stetig bis zum Ende der Lernphase ansteigen. Wahrend der Wiederholungsphase
sinkt die Anzahl der Lochbesuche (Zeit: p < 0,001). Unterschiede zwischen den Gruppen las-
sen sich dort nicht erkennen (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: Vergleichende grafische Darstellung (MWASEM) der Anzahl besuchter Lo-
cher (Number of Holes Visited, NHV (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten Tagen nach der
Narkose aller vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Tabelle 15: Verhaltensparameter fiir ungerichtete Exploration: Anzahl Aufrichten auf die
Hinterbeine (Rearings)

Tag  APP/Isofluran APP/none WT/Isofluran ~ WT/none
Aufrichten | 156 + 7,7 16,8 + 48 21,5 + 9,0 183 + 63
auf die
: .2 112 + 81 1,9 + 62 13,1 + 49 134 + 63
Hinterbeine
(Rearings) 3 13,8 + 94 97 + 47 12,8 + 89 132 + 49
4 149 + 87 98 + 46 123 + 6,7 129 + 52
5 129 + 69 10,8 + 64 11,9 + 85 128 + 52
6 134 + 81 1,7 + 52 79 + 49 10,6 + 5.5
7 122 + 89 1,1 + 5,1 70 + 45 1,8 + 6,0
8 86 + 7,1 98 + 42 52 + 25 90 + 59
14 49 + 3,0 10,1 + 66 49 + 43 99 + 59
(1.RT)
20 56 + 3,6 6,6 + 40 32 + 23 77 + 72
(2.RT)
26 64 + 52 53 + 2,6 40 + 43 53 + 55
(3.RT)

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) des Verhaltensparameters fiir ungerichtete
Exploration: Anzahl Aufrichten auf die Hinterbeine (Rearings (Anzahl pro Durchlauf)) zu
definierten Tagen nach dem Narkosetag aller vier Gruppen. (APP/Isofluran: n = 12,
APP/none: n = 12, WT/Isofluran: n = 12, WT/none: n = 12)
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Die Anzahl, wie oft sich ein Tier pro Durchlauf auf die Hinterbeine erhebt (Rearings), sinkt in
allen Gruppen bis zum Ende der gesamten Testperiode hin ab (Zeit < 0,001). Ein Unterschied

zwischen den Gruppen ist in keiner Phase erkennbar (siche Abbildung 23).
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Abbildung 23: Vergleichende grafische Darstellung (MWASEM) der Anzahl Aufrichten auf
die Hinterbeine (Rearings (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten Tagen nach der Narkose
aller vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Erregung

Erregung kommt in zwei verschiedenen Verhaltensparametern zum Ausdruck. Einerseits wird
dafiir die Gesamtzeit der Putzphasen in Prozent der fiir den Durchgang bendétigten Gesamtzeit
gemessen (Grooming), andererseits ist die Anzahl der pro Durchlauf abgesetzten Kotballen
(Boli) ein Parameter fiir Erregung. In folgenden Tabellen sind die daraus errechneten Mittel-
werte (MW) und Standardabweichungen (£ SD) zu ersehen und die Abbildungen zeigen gra-
fische Darstellungen aus Mittelwerten (MW) und Standardfehlern (SEM).

Tabelle 16: Verhaltensparameter fiir Erregung: Gesamtzeit der Putzphasen (Grooming)

Tag  APP/Isofluran APP/none WT/Isofluran ~ WT/none
Putzphasen | 13 + 15 25 + 1,1 1.8 + 1,0 1,7 + 06
(Grooming) 27 + 18 45 + 18 30 £+ 09 28 + 13
3 36 + 2.7 45 + 16 35 + 13 38 + 14
4 35 + 2.7 54 + 32 48 + 44 45 + 14
5 46 + 63 70 + 6,8 4,0 + 2,1 43 + 14
6 29 + 18 48 + 24 41 + 3,0 40 + 12
7 29 + 2,0 53 + 2,1 37 + 13 34 + 12
8 28 + 28 38 + 1,7 52 + 49 35 + 22
14 20 + 1,8 27 + 1.8 43 + 2.5 36 + 1.8
(1.RT)
20 36 + 3.0 49 + 56 38 + 2.9 42 + 24
(2.RT)
26 43 + 54 47 + 33 35 + 35 36 + 1.8
(3.RT)

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) des Verhaltensparameters fiir Erregung:

Gesamtzeit der Putzphasen (Grooming (% TC)) zu definierten Tagen nach dem Narkosetag
aller vier Gruppen. (APP/Isofluran: n = 12, APP/mone: n = 12, WT/Isofluran: n = 12,
WT/none: n = 12)
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Die Gesamtzeit der Putzphasen (Grooming) verlduft in allen Gruppen sehr dhnlich. Sie steigt
bis zur Mitte der Lernphase hin an und fallt dann wieder etwas ab (Zeit: p = 0,002) (siche Ab-
bildung 24).
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Abbildung 24: Vergleichende grafische Darstellung (MWASEM) der Gesamtzeit der Putzpha-
sen (Grooming (% TC)) zu definierten Tagen nach der Narkose aller vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Tabelle 17: Verhaltensparameter fiir Erregung: Anzahl an abgesetzten Kotballen (Boli)

Tag  APP/Isofluran APP/none WT/Isofluran ~ WT/none
Abgesetzte | 06 + 0,8 09 + 1.2 04 + 0,8 03 + 0,3
Kotballen 04 + 0,5 1,0 + 12 03 + 03 0,7 + 0,6
(Boli)
3 06 + 09 14 + 13 03 + 0,5 04 + 0,5
4 05 + 12 L1+ 12 02 + 05 04 + 05
5 03 + 1,0 09 + 13 02 + 04 03 + 04
6 05 + 1,1 06 + 09 02 + 04 01 + 02
7 01 + 02 04 + 04 00 + 0.1 01 + 02
8 00 + 0,1 03 + 04 00 + 0,0 01 + 02
14 03 + 08 05 + 13 00 + 0,0 01 + 02
(LRT)
20 04 + 08 08 + 14 00 + 0,1 02 + 06
(2.RT)
26 01 + 03 09 + 13 01 + 02 01 + 02
(3.RT)

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) des Verhaltensparameters fiir Erregung:
Anzahl an abgesetzten Kotballen (Boli (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten Tagen nach
dem Narkosetag aller vier Gruppen. (APP/Isofluran: n = 12, APP/none: n = 12,
WT/Isofluran: n = 12, WT/none: n = 12)
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Bei der Anzahl der abgesetzten Kotballen (Boli) sind keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen den Gruppen zu erkennen (sieche Abbildung 25).

35 Erregung

—&— WT/none (n = 12)
-~ O --WT/Isofluran (n = 12)
—— APP/none (n = 12)
2 A - {+ -APP/Isofluran (n = 12)

Boli [Anzahl pro Durchlauf]

1 2 3 4 5 6 7 8 RT1 RT2 RT3
Zeit [Tage nach der Narkose]

Abbildung 25: Vergleichende grafische Darstellung (MWASEM) der Anzahl an abgesetzten
Kotballen (Boli (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten Tagen nach der Narkose aller vier
Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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Lokomotorische Aktivitiit

Der Verhaltensparameter fiir die lokomotorische Aktivitdt im modifizierten Hole Board ist die
Anzahl der Linieniiberschreitungen (Line Crossings). In folgender Tabelle sind die daraus
errechneten Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (= SD) zu ersehen und die Abbil-
dung zeigt eine grafische Darstellung aus Mittelwerten (MW) und Standardfehlern (SEM).

Tabelle 18: Verhaltensparameter fiir lokomotorische Aktivitit: Anzahl an Linieniiber-
schreitungen (Line Crossings)

Tag  APP/Isofluran APP/none WT/Isofluran ~ WT/none
Linien- 1 149 + 24 143 + 3,0 127 £ 23 1.4 + 22
iberschrei- 10,0 + 3,5 81 + 27 99 + 32 83 + 1,7
tungen
(Line 3 10,6 + 43 77 + 35 96 + 27 86 + 16
Crossings) 4 124 + 55 75 + 3,0 102 + 2,8 83 + 1.3
5 13,8 + 68 8.8 + 42 11,0 + 3,6 85 + 1,8
6 13,8 + 5.7 9,7 + 3.6 11,4 + 29 93 + 16
7 13,6 + 5.7 97 + 3,1 1,0 + 2.9 96 + 2.5
8 140 + 59 1,0 + 32 11,6 + 3.5 97 + 1,9
14 182 + 58 159 + 42 146 + 54 13,0 + 25
(LRT)
20 18,4 + 66 18,0 + 5.8 145 + 56 12,1 + 1,9
(2.RT)
26 189 + 6,5 17,7 + 43 140 + 55 128 + 3,1
(3.RT)

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (#SD) des Verhaltensparameters fiir lokomoto-
rische Aktivitit: Anzahl an Linieniiberschreitungen (Line Crossings (Anzahl pro min)) zu de-
finierten Tagen nach dem Narkosetag aller vier Gruppen. (APP/Isofluran: n = 12, APP/none:
n =12, WI/Isofluran: n = 12, WT/none: n = 12)
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Die Mittelwerte fiir die Anzahl der Linieniiberschreitungen (Line Crossings) fallen fiir alle
Gruppen vom 1. auf den 2. Tag nach der Narkose rasch ab und steigen bis zum Ende der
Lernphase langsam wieder an. Beide andsthesierten Gruppen tiberschreiten die Linien deut-
lich 6fter als die Mause, die keiner Narkose unterzogen wurden (Anésthesie: p = 0,001). In
den Wiederholungstests liegen die Werte der APP23-Gruppen iiber denen ihrer gesunden
Wurfgeschwister (Gruppe: p = 0,03) und die Narkose erh6ht bei den Wilde-type-Méusen und
APP23-Tieren die Anzahl der Line Crossings (Anésthesie: p = 0,043) (siche Abbildung 26).

20 - Lokomotorische Aktivitat IL é é
)
=
£
S 151 i (L
2
S ¢
< o
V]
N
&< 10
(2]
2
] —&—WT/none (n = 12)
§ 5 | -~ O --WT/Isofluran (n = 12)
g —— APP/none (n = 12)
'5 - T+ - APP/Isofluran (n = 12)
O T T T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 RT1 RT2 RT3
Zeit [Tage nach der Narkose]

Abbildung 26: Vergleichende grafische Darstellung (MWASEM) der Anzahl an Linientiber-
schreitungen (Line Crossings (Anzahl pro min)) zu definierten Tagen nach der Narkose aller
vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler
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4 DISKUSSION

In dieser Studie wurde die Auswirkung einer Isoflurannarkose auf die kognitive Leistung an-
hand eines Mausmodells fiir die Alzheimer-Krankheit untersucht. Die grundlegende Erkennt-
nis, die man aus dieser Studie ziehen kann, ist, dass eine Anésthesie mit 1 MAK Isofluran die
kognitiven Fihigkeiten sowohl der 3 Monate alten APP23-Méuse als auch die ihrer gesunden
Wurfgeschwister verbessert. Zusitzlich zu den verbesserten kognitiven Fahigkeiten auf die
Narkose hin zeigten vor allem die Alzheimer-Tiere nach einer Narkose auch weniger Angst-

lichkeit und eine erh6hte Motivation zur Exploration.

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Das APP23 Maus-Modell der Alzheimer-Krankheit

Tiermodelle werden hdufig zur Untersuchung kognitiver Prozesse eingesetzt und dienen einer
Reihe von Zielen. Modellsysteme konnen zum Beispiel entwickelt werden, um grundlegende
elektrophysiologische und biochemische Mechanismen bei kognitiven Prozessen zu erfor-
schen, wie Lernen und Gedéichtnis. Sie kdonnen aber auch Auskunft iber den Einfluss einer
neurodegenerativen Krankheit auf das Gedichtnis geben oder zur Evaluierung potentieller
therapeutischer BehandlungsmafB3inahmen beitragen. Obwohl kognitive Prozesse beim Men-
schen, wie Lernen und Gedéchtnis, zumindest zu einem groflen Teil erfolgreich im Tiermo-
dell untersucht werden kdnnen, stellen hohere kognitive Leistungen wie Denken, Schlussfol-
gern und Sprachentwicklung die Wissenschaftler immer noch vor grofle Probleme. Trotz die-
ser Probleme wurden verschiedene Tiermodelle entwickelt, um kognitive Defizite erforschen

zu konnen (DECKER, 1995), unter anderem auch fiir die Alzheimer Erkrankung.

Zur Untersuchung dieser Krankheit stehen verschiedene transgene Mausmodelle zur Verfii-
gung, die entweder natiirliches oder mutiertes APP alleine oder zusammen mit Priselininen
iiberexprimieren. Fiir die vorliegende Studie wurde das Modell der APP23-Maus ausgewdbhlt,
denn dieses hat sich als zuverldssiges und hochwertiges Tiermodell fiir die Alzheimer-

Krankheit erwiesen (STURCHLER-PIERRAT, 1997).

Diese Méuse zeigen eine grofle Zahl von histologischen Eigenschaften, wie sie fiir die Alz-
heimer-Krankheit beim Menschen typisch sind. Dazu gehdren neuritische Plaques, die von

lokaler Astro- und Mikrogliose (STURCHLER-PIERRAT, 1997) begleitet werden, Degenera-
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tion von Neuronen (STURCHLER-PIERRAT et al., 1997; CALHOUN et al., 1998) und eine
zerebrale Amyloid-Angiopathie (WINKLER et al., 2001), die bei anderen transgenen Alz-
heimer-Mauslinien nicht auftritt. Auch hyperphosphoryliertes Tau, welches bei Alzheimer
Patienten als frithes Zeichen fiir neurofibrilldre Verdnderungen beschrieben wird, konnte bei
den APP23-Méusen gefunden werden (STURCHLER-PIERRAT et al., 1997). Zusétzlich
wurde in verschiedenen Studien, die alle den Morris-Water-Maze als Verhaltenstest fiir Neu-
rokognition einsetzten, nachgewiesen, dass APP23-Maiuse auch kognitive Defizite entwickeln
(LALONDE et al., 2002; KELLY et al., 2003; VAN DAM et al., 2003). Es bestehen zwar ein
paar Unterschiede in Bezug auf das Alter, in dem erstmals kognitive Defizite auftreten und
auf den Schweregrad der Gedachtnisausfille, aber die kognitiven Defizite scheinen bei den
APP23-Méusen sowohl mit steigendem Alter als auch mit komplizierteren Aufgabestellungen
groBer zu werden. Kognitive Defizite bei diesen Tieren bestdtigen auch die Ergebnisse einer
in der eigenen Arbeitsgruppe mit 16 Monate alten APP23-Tieren und ihren gesunden Wurfge-
schwistern durchgefiihrten Untersuchung. Auch hier wurde der Einfluss der Narkose auf
Kognition und Verhalten mit dem mHB-Test evaluiert (ECKEL et al, in Vorb.). In der Studie
von KELLY et al. konnte auch eine Neophobie dieser Alzheimer-Tiere nachgewiesen werden
(KELLY et al., 2003), eine weitere Verhaltensweise, die auch bei Alzheimer Patienten auf-

tritt.

Das APP23-Mausmodell ist also ein bereits gut dokumentiertes Tiermodell, fiir das sowohl
histologische und chemische Aspekte als auch neurologische Defizite, die beim Menschen fiir
die Alzheimer Krankheit typisch sind, beschrieben wurden. Es eignet sich daher sehr gut, um
auch den FEinfluss einer Anésthesie auf die kognitiven Fahigkeiten von 3 Monate alten Alz-
heimer-Méusen zu untersuchen. Mit diesem Alter traten in der Studie von VAN DAM und
Kollegen erstmals kognitive Defizite im Morris-Water-Maze auf (VAN DAM et- al., 2003)
und die Untersuchung jiingerer Tiere sollte einen interessanten Vergleich mit den 16 Monate

alten Tieren der Studie von Eckel et al. (ECKEL et al., in Vorb.) ergeben.
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4.1.2 Der modifizierte Hole-Board-Test

Neben der Auswahl eines geeigneten Tiermodells spielt vor allem auch das eingesetzte Test-
system eine wichtige Rolle fiir die gewonnenen Ergebnisse einer Untersuchung kognitiver

Prozesse.

Das Hole Board, eine Kombination aus Open Field und klassischem Hole Board, wurde in der
Arbeitsgruppe von OHL zur Untersuchung kognitiver und exploratorischer Parameter bei
Tupaias modifiziert (OHL und FUCHS, 1998; OHL und FUCHS, 1999) und dann fiir Nage-
tiere allgemein angepasst (OHL et al., 2001Db).

In den meisten Fillen kann in herkdmmlichen Tests zur Untersuchung kognitiver Fahigkeiten
nur ein spezifischer Aspekt des Verhaltens evaluiert werden, wodurch mehrere verschiedene
Tests fiir ein aussagekriftiges Ergebnis iiber Verhaltensverdnderungen ndétig werden
(ESCORIHUELA et al., 1999; HENNIGER et al., 2000). AuBlerdem sollten fiir jeden dieser
Tests testnaive Versuchstiere verwendet werden, um Interferenzen zwischen den einzelnen

Tests zu vermeiden (BELZUNG und LE PAPE, 1994).

Die kognitiven Funktionen, die mit dem mHB-Test evaluiert werden konnen, sind hochkom-
plex und die zum Lernen des Tests notigen Fahigkeiten entsprechen soweit moglich denen,
die zur Untersuchung kognitiver Funktionen beim Menschen angewandt werden (DECKER,
1995). Ebenso erlaubt dieser Test dem Untersuchenden erstmals, in nur einem einzigen Test
mehrere verschiedene Dimensionen im Verhalten von Nagetieren zu untersuchen. Zu den
erfassbaren Parametern gehdren angstbedingtes Verhalten, Risikoeinschidtzung, Exploration,
lokomotorische Aktivitit, Erregung und kognitive Prozesse. Dadurch entstehen erhebliche
Vorteile. Da die Interferenzen zwischen den sonst nétigen verschiedenen Tests dadurch weg-
fallen, wird die Gesamttierzahl und auch der Zeit- und Kostenaufwand deutlich reduziert
(OHL et al., 2001a). Auch ist damit die Bedingung erfiillt, die CUMMINGS (2004) bei einem
Tiermodell der Alzheimer Erkrankung fiir notig erachtet, um die Resultate besser mit Unter-
suchungen bei menschlichen Patienten vergleichen zu kénnen. Dies ist seiner Meinung nach
eine parallele Untersuchung von Kognition und Verhalten, die mit dem mHB-Test erstmals

moglich ist.

Beim Morris-Water-Maze, der hdufig zur Untersuchung kognitiver Funktionen bei Méusen
und Ratten eingesetzt wird, wirkt die Zwangsmallnahme zur Motivation, die Versuchstiere
schwimmen zu lassen, als starker Stressfaktor. Genauso wie Futter- und Wasserentzug bei

anderen Verhaltenstests, wie zum Beispiel dem Radial-Arm-Maze, zur Motivation dienen,
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den Tieren aber Stress bereiten. Der Aufbau des mHB erlaubt es den Tieren dagegen, den Test
zu absolvieren, indem sie ihrem natiirlichen Futtersuchverhalten ohne vorherigem Futterent-
zug nachgehen. Sie werden auch keinen weiteren Zwangsmafinahmen ausgesetzt und der Test
ist garantiert schmerzfrei. Auch werden die Tiere im selben Raum, in dem sie auch gehalten
werden, getestet, so dass der Transportstress ebenfalls wegfallt und alle Vorgénge in gewohn-
ter Umgebung stattfinden. Die Reduktion solcher irritierender Stresseinfliisse ist wichtig, da
Stress sowohl beim Mensch als auch beim Tier die kognitiven Funktionen verdndern kann
(BELZUNG und LE PAPE, 1994). OHL und FUCHS (1999) konnten zeigen, dass chroni-
scher Stress das deklarative Gedachtnis der Tiere selbst Tage, nachdem der Stressfaktor ent-
fernt wurde, noch negativ beeinflusst. Diese Vorteile des mHB-Tests gegeniiber anderen Ver-

haltenstests tragen zu einer aussagekriftigeren Bewertung der Ergebnisse bei.

Das modifizierte Hole-Board-Paradigma reprisentiert also eine sinnvolle Alternative zu der
Praxis-liblichen Vorgehensweise, eine Serie spezifischerer Tests zu verwenden und wurde
deshalb fiir diese Studie ausgewdhlt, um die Auswirkung einer Isoflurannarkose auf die kog-

nitive Leistungsfahigkeit und das Verhalten von Alzheimer-Mausen zu untersuchen.
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4.2 Bewertung der Testparameter und Diskussion der Ergebnisse

Die verschiedenen Gedéchtnis- und Verhaltensparameter, die im modifizierten Hole-Board-
Test ermittelt werden, ermoglichen eine Aussage iiber den Effekt, den eine zweistiindige Iso-
flurannarkose auf die kognitive Gedéchtnisleistung von transgenen APP23-Méusen und ihren
gesunden Wurfgeschwistern hat. Gleichzeitig konnen neben Gedichtnisdefiziten mit dem
mHB-Test aber auch verschiedene Verhaltensanderungen bewertet werden, die kognitive Pa-

rameter beeinflussen konnten (BEUZEN und BELZUNG, 1995).

Die kognitiven Funktionen, die mit dem mHBT evaluiert werden konnen, sind hoch komplex
(DECKER, 1995). So koénnen sowohl das deklarative Gedachtnis, also die bewusste Erinne-
rung an bereits gelernte Informationen (SQUIRE, 1998), als auch das Arbeitsgedéchtnis, eine
zeitlich begrenzte Informationsspeicherung (OLTON, 1989; GOLDMAN-RAKIC, 1996), mit
diesem Test untersucht werden (OHL et al., 2002).

Das deklarative Gedéachtnis wird mit den Parametern ,,Wrong Choices* und ,,Omission Er-
rors* erfasst. Fiir das erfolgreiche Absolvieren des mHB-Test miissen die Mause lernen, dass
die Futterbelohnungen mit markierten Lochern assoziiert sind und sich dann deren Sequenz
iiber mehrere Durchldufe hinweg merken. Dies erfordert ein bewusstes Erinnern an Fakten
und Ereignisse, was fiir das deklarative Gedichtnis bezeichnend ist (SQUIRE, 1998). Wird
also ein nicht markiertes Loch ohne Futterbelohnung besucht (Wrong Choice), wertet man
dies als Fehler des deklarativen Gedachtnisses. Um auszuschlieSen, dass im Versuchstier zum
Auffinden der markierten Locher automatisierte und damit nicht-deklarative Gedéchtnispro-
zesse stattfinden, wird die Sequenz der markierten Locher tiglich gedndert (sieche Tabelle 2).
Auch wenn die Miuse markierte Locher nicht besuchen (Omission Error), ist das ein Hinweis
auf ein fehlerhaftes deklaratives Gedéchtnis, da die Assoziationsleistung zwischen Markie-
rung und Futter, die der mHB-Test erfordert, nicht erbracht wird. Deswegen werden die nicht
besuchten, markierten Locher zu der Anzahl der falsch besuchten Locher (Wrong Choices)

gerechnet (siche Tabelle 4).

Besucht ein Tier ein Loch wiederholt (Repeated Choice), bemisst das die Fahigkeit der Maus,
sich innerhalb eines Durchlaufs kurzfristig merken zu kdnnen, welche mit einer Futterbeloh-
nung bestiickte Locher bereits besucht wurden. Dies ist ein Indikator fiir die Funktion des
Arbeitsgedichtnisses. Diese kurzzeitig gespeicherte Information muss das Tier abrufen kon-

nen, um Wiederholungen zu vermeiden (siche Tabelle 4).
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Zu den kognitiven Parametern kann aulerdem auch noch die Gesamtzeit (Time Complete)
eines Durchlaufs gezdhlt werden. Die Zeit, die ein Tier braucht, um alle drei markierten Lo-
cher zu finden und die Futterbelohnung zu fressen, ist gleichzeitig ein Parameter fiir Motiva-
tion und Lernleistung. Je schneller ein Tier den Durchlauf beendet, desto besser wird die

Lernleistung eingeschitzt (siche Tabelle 4).

Alzheimer-Tiere und ihre gesunden Wurfgeschwister erlernen den Test innerhalb der ersten 8
Tage und vergessen auch in der Wiederholungsphase das Gelernte nicht, da alle Méuse im
Laufe der gesamten Testperiode immer weniger falsche Locher besuchen und mehr Futterbe-
lohnungen finden. Eine vorhergehende Anisthesie mit Isofluran beschleunigt das Lernen so-
wohl der APP23-Tiere als auch ihrer Wilde-type-Geschwister. Der Narkoseeffekt ist bei den
APP23-Miusen deutlicher als bei den nicht transgenen Geschwistertieren. Vom ersten Testtag
an finden die anésthesierten APP23-Tiere schon zwei von drei Futterbelohnungen, wogegen
die tibrigen Tiere erst mit der Zeit weniger Omission Errors machen. Die Lernbeschleunigung
durch die Narkose spiegelt sich auch in der Gesamtzeit, die ein Tier filir einen Durchlauf beno-
tigt, wieder. Beide Narkose-Gruppen bendtigen weniger Zeit, alle drei Futterbelohnungen zu
finden, als die nicht andsthesierten Méuse. Kein Unterschied zwischen den Guppen und auch

kein deutlicher Verlauf zeigt sich im Arbeitsgedéchtnis (siehe 3.3.1).

Sowohl Feld-Studien als auch Untersuchungen unter Laborbedingungen haben gezeigt, dass
Nagetiere aus natiirlichem, angstbedingtem Verhalten heraus dazu neigen, ungeschiitzte Ge-
biete eines unbekannten Territoriums erst einmal zu vermeiden (BELZUNG und LEPAPE,
1994). In experimentellen Versuchssystemen dazu, die iiblicherweise durch eine abgegrenzte
Versuchsarena reprasentiert werden, zichen Méuse und Ratten spontan erst einmal die Peri-
pherie dem ungeschiitzten Mittelpunkt der Arena vor, was man als Thigmotaxis bezeichnet
(PRUT und BELZUNG, 2003). Erst nach einem gewissen Zeitraum trauen sie sich, die offene
Flache zu erforschen. Den ungeschiitzten, zentralen Mittelpunkt représentiert beim mHB-Test
das in der Mitte der Versuchsarena gelegene und leicht erh6hte Hole-Board. Dementspre-
chend gelten 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) als Messparameter fiir angstbedingtes Verhalten (siche Tabelle 4).
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Die APP23-Tiere verbringen wihrend der Lernphase etwas weniger Zeit auf dem Board und
betreten dieses deutlich spéter zum ersten Mal als ihre gesunden Geschwister. Wihrend dies
darauf hinweist, dass die Alzheimer-Tiere eventuell dngstlicher sind als die nicht transgenen
Maiuse, wird diese Tendenz in den anderen Angstparametern, Anzahl der mHB-Besuche und
Immobilitét, nicht bestitigt. Die Angst wird hingegen durch die Narkose bei den APP23-
Tieren deutlich reduziert, bei den Wilde-type-Geschwistern jedoch nur fiir den Parameter
Immobilitdt und eventuell auch fiir die Latenz bis zum ersten mHB-Besuch. Diese Beobach-
tungen beschrinken sich jedoch immer nur auf die Lernphase, da sich die Gruppen wihrend
der Wiederholungsphase kaum unterscheiden. Lediglich die Anzahl der mHB-Besuche zeigt
keinen Unterschied in allen Gruppen wéhrend der Lernphase. Im ersten und zweiten Wieder-
holungstest jedoch scheint die Narkose einen Angst-reduzierenden Effekt auf die Wilde-type-
Mause zu haben (siche 3.3.2).

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 Immobilitit an der gesamten, fiir den Durchlauf bendtigten Zeit (siehe

Tabelle 4).

Eine Reduktion der Immobilitit scheint die Narkose sowohl bei den transgenen als auch bei
den gesunden Tieren zu bewirken, wobei das Isofluran die Immobilitdt bei den Alzheimer-
Tieren deutlich stirker verringert als bei den Wilde-type-Geschwistern (siehe 3.3.2). Da die
Gesamtzeit der Immobilitidtsphasen sowohl ein Indikator fiir angstbedingtes Verhalten, als
auch fiir das Allgemeinbefinden ist, verbessert die Narkose offensichtlich das Wohlbefinden
und reduziert auch die Angst der Tiere. In keiner Gruppe betridgt die Immobilitdt mehr als 40
%, was bedeutet, dass keine Gruppe durch zu langes, bewegungsloses Verharren vom Lernen

des Tests abgehalten wird.

Explorationsverhalten bei Nagetieren wird durch mehrere, verschiedene Verhaltensmuster
definiert, wozu neben dem Erheben auf die Hinterbeine auch das Manipulieren spezifischer
Objekte gehort. Im mHB-Test kann zwischen gerichteter und ungerichteter Exploration unter-
schieden werden. Die Anzahl der besuchten Locher (Number of Holes Visited) und die La-

tenz bis zum ersten Lochbesuch (Latency First Hole Visit) wird dementsprechend als gerich-
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tete Exploration gewertet, wihrend das Aufrichten auf beide Hinterbeine (Rearings) ein Indi-

kator fiir ungerichtet Exploration ist (siche Tabelle 4).

Wihrend der eine Parameter fiir gerichtete Exploration (Latenz bis zum ersten Lochbesuch)
einen deutlichen positiven Narkoseeffekt sowohl auf transgene als auch auf nicht transgene
Tiere zeigt, scheint die Narkose die Motivation zur gerichteten Exploration der Locher (Holes
Visited) nur in der ersten Hélfte der Lernphase zu verbessern. Dabei fillt auf, dass die ands-
thesierten Alzheimer-Tiere am ersten Testtag wesentlich mehr Locher besuchen als alle ande-

ren Tiere (siche 3.3.2).

Alle Tiere besuchen im Laufe der Beobachtungszeit immer weniger falsche Locher, die An-
zahl besuchter Locher bleibt aber zumindest fiir die anésthesierten Tiere nahezu gleich. Bei
den Gruppen, die keiner Narkose unterzogen wurden, sinkt die Zahl der Lochbesuche iiber die
ersten 3 Lerntage etwas ab, um sich bis zum Ende der Lernphase wieder auf die Ausgangs-
werte einzupendeln. Daraus lésst sich schlieBen, dass vermehrt zielgerichtetes Besuchen der
Locher zur Losung der Lernaufgabe fiihrt, und nicht gesteigertes exploratives Verhalten. Die
Tiere besuchen nicht alle Locher gleichermal3en, sondern sie suchen gezielt markierte Locher

(siehe 3.3.2). Bei der ungerichteten Exploration unterscheiden sich die vier Gruppen nicht.

Sind Nagetiere erregt, zeigen sie dies physiologischerweise durch Absetzen von Kotballen
(FLINT et al., 1995) und durch Putzen ihres Fells (TO und BAGDY, 1999). Die Anzahl der
abgesetzten Kotballen (Boli) und die Gesamtzeit der Putzphasen (Grooming) stellen also im
mHB-Test die Indikatoren fiir Erregung dar (siche Tabell 4). Um eine Aussage liber die lo-
komotorische Aktivitit der Versuchstiere machen zu kénnen, hat man die Versuchsarena mit
am Boden angebrachten Begrenzungslinien in 9 Quadrate eingeteilt. Misst man dann die Zahl
der Linientiberschreitungen (Line Crossings), die eine Maus pro Durchlauf macht, kann man

sich ein gutes Bild iiber die Bewegungsaktivitit dieses Tieres machen (siche Tabelle 4).

Die Alzheimer-Tiere ohne Narkose sind wéhrend des Tests leichter erregbar, da sie mehr
Kotballen absetzen und sich auch etwas haufiger putzen als die anderen Tiere. Auch hier hat
die Narkose auf die APP23-Tiere den Effekt, dass sie die Erregung vermindert (siehe 3.3.2).
Wihrend der Lernphase bewirkt die Narkose auch eine gesteigerte lokomotorische Aktivitét
bei Alzheimer- und gesunden Miusen, wogegen in der Wiederholungsphase die transgenen

Tiere aktiver sind als ihre gesunden Wurfgeschwister (siehe 3.3.2).
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Interessant ist bei diesen Ergebnissen, dass die Narkose einen Effekt auf Angstlichkeit, Lern-
leistung und deklaratives Geddchtnis hat. Auch die allgemeine Exploration wird positiv beein-

flusst.

Lernleistung und deklaratives Gedéchtnis kann sowohl bei den Alzheimer-Tieren als auch bei
den gesunden Geschwistern durch die Narkose verbessert werden. Bei den transgenen Tieren
insbesondere fallt auf, dass sie schon zu Beginn der Lernphase deutlich schneller und besser
lernen, die richtigen Locher zu besuchen. Dies fillt zusammen mit verminderter Angstlichkeit
schon zu Beginn des Tests und auch die allgemeine Explorationsbereitschaft liegt bei diesen
Tieren durch die Narkose deutlich iiber allen anderen Gruppen. Die verbesserte Leistung des
deklarativen Gedichtnisses mag also mit der reduzierten Angstlichkeit durch die Anisthesie

zusammenhéngen.

Das Arbeitsgedichtnis kann natiirlich erst dann beurteilt werden, wenn die Maus schon ein-
mal ein markiertes Loch besucht und die Futterbelohnung gefressen hat, damit sie {iberhaupt
Wiederholungen machen kann. Dies bedeutet, dass die Tiere zuerst den Test gelernt haben
miissen bevor dieser Parameter verwendet werden kann. Da nicht alle markierten Locher von
allen Tieren in den ersten Tagen geleert werden (sieche Omission Errors, Abbildung 14), kann
die Funktion des Arbeitsgedidchtnisses erst etwa nach dem 3. Lerntag beurteilt werden. Da
aber bei der Anzahl der wiederholt besuchten Locher weder ein Unterschied zwischen den
einzelnen Gruppen noch ein deutlicher Verlauf iiber die gesamte Testperiode hinweg festge-
stellt werden kann, ist es schwierig, die Auswirkung auf das Arbeitsgeddchtnis iiberhaupt zu
beurteilen. Die Narkose scheint jedoch den Kurzzeitspeicher des Gedichtnisses weder zu ver-
schlechtern noch zu verbessern und es bestehen auch keine Unterschiede zwischen den Grup-

pen.

Insgesamt ist noch recht wenig iiber das Verhalten von APP23-Maiusen bekannt. In anderen
Studien wurde beschrieben, dass APP23-Tiere unter Testkonditionen reduzierte exploratori-
sche Motivation und reduzierte generelle Aktivitit zeigen (LALONDE et al., 2002, VAN
DAM et al., 2003). Dies konnte in der eigenen Studie nicht bestétigt werden, da kein Unter-
schied zwischen transgenen und gesunden Méusen in der Immobilitidt und der lokomotori-
schen Aktivitit beobachtet werden kann. Die lokomotorische Aktivitit steigert sich zum Ende
der Lernphase und liegt in der Wiederholungsphase sogar noch hoher. Das liegt zumindest

teilweise an der kiirzeren Zeitspanne, die in dieser Phase fiir einen Durchlauf bendtigt wird,
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weil die Zahl der Linieniiberschreitungen mit der Gesamtzeit in Beziehung steht. Dies bedeu-
tet, dass sich die Mause, vor allem die Alzheimer-Tiere wihrend der Wiederholungsphase
schneller bewegen. Eine Tatsache, die mit einer generellen Hyperaktivitdt der Alzheimer-
Tiere in ihren Kifigen iibereinstimmt, die sowohl bei unseren eigenen Méusen als auch von
VAN DAM und Kollegen (2003) beobachtet werden konnte. Diese Hyperaktivitit konnte
auch die Tatsache erkldren, dass die APP23-Tiere ein geringeres Gewicht haben, als ihre ge-
sunden Wurfgeschwister, da sie dadurch mehr Energie verbrauchen. Das Gewicht wurde al-
lerdings nur am Tag der Narkose bestimmt, um eine Stérung der Tiere wéahrend der Testphase

zu verhindern.

Ein hoheres Niveau an Angstlichkeit bei den Alzheimer-Miusen im Gegensatz zu ihren ge-
sunden Wurfgeschwistern stimmt generell mit einer Studie von KELLY und Kollegen (2003)
iberein, die eine Neophobie fiir APP23-Méuse ab einem Alter von 25 Monaten nachweisen
konnten. Dieses Ergebnis bestirkt die Verwendbarkeit dieses Mausmodells zur Alzheimer-
Forschung, da Angstlichkeit auch ein oft gesehenes Symptom bei Patienten mit dieser Er-
krankung ist, die meistens einem Defizit kognitiver Fihigkeiten vorangeht (CUMMINGS,
2000).

In den letzten Jahren konnte eine fundamentale Beziehung zwischen Angstlichkeit und kogni-
tiven Prozessen gezeigt werden (BELZUNG und BEUZEN, 1995, MCNAUGHTON, 1997)
und man diskutiert dariiber, ob kognitive Defizite nicht auch ein grundlegendes pathologi-
sches Merkmal von Angst sind (HINDMARCH, 1998). Nach GRAY (1993) entsteht Angst
dann, wenn Informationen, die von einem Individuum neu wahrgenommen werden, mit In-
formationen, die bereits im Gedéchtnis gespeichert sind, nicht zusammenpassen. Dies mag
zumindest teilweise ein Grund fiir die verstirkte Angstlichkeit bei Alzheimer-Patienten sein.
Die Studie der eigenen Arbeitsgruppe von ECKEL et al. (in Vorb.), die sich von der hier vor-
liegenden Studie dadurch unterscheidet, dass die Versuchstiere dlter waren (16 Monate) als
die hier eingesetzten (3 Monate), bestdtigt, dass die Alzheimer-Tiere dngstlicher sind als ihre
gesunden Wurfgeschwister, wobei der Unterschied bei den &lteren Tieren wesentlich deutli-
cher ausfillt. Bei den 3 Monate alten Tieren sind also vermutlich die pathologischen Merkma-

le der Alzheimer-Krankheit noch nicht so weit fortgeschritten wie 13 Monate spater.

Wenn also groflere Angst die kognitive Leistung beeintrichtigt, ist eine umgekehrte Schluss-
folgerung ebenso naheliegend. Weniger Angst konnte demnach kognitive Leistungen verbes-
sern. Vom ersten Lerntag an sind die Alzheimer-Tiere weniger dngstlich, wenn sie anédsthe-

siert worden sind, und die reduzierte Angst ist so eventuell flir die verbesserte Gedéchtnisleis-
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tung der Tiere verantwortlich. Die Narkose konnte also durch die Reduktion der Angst vor
Neuem die Tiere befdhigen, schneller zu lernen und sich besser zu erinnern. Dazu passt auch
die hohere Motivation, die Umgebung zu explorieren. Dadurch, dass die Tiere weniger Angst
haben, explorieren sie schon am ersten Tag in verstiarktem Malle, was wiederum ein schnelle-
res Lernen erlaubt. Dass die Anésthesie auch die Immobilitdt deutlich reduziert und die loko-
motorische Aktivitdt erhoht, konnte ebenso daran liegen, dass die Tiere nach der Anésthesie
insgesamt weniger Angst zeigen. Immobilitét ist auch ein Indikator fiir das Allgemeinbefin-
den der Tiere. Miuse, die weniger Angst empfinden, fiihlen sich allgemein auch sicherer, was
sich darin wiederspiegelt, dass sie sich mehr bewegen, weniger verstecken wollen und da-

durch seltener unbeweglich in der Ecke verharren.

Es gibt zwar keine wissenschaftlichen Untersuchungen, die bestdtigen, dass eine Narkose
Angstlichkeit reduziert, allerdings konnten LANGER und Kollegen (1995) zeigen, dass eine
tiefe Narkose mit Isofluran eine antidepressive Wirkung hat. Bei depressiven Frauen, die
nicht auf konventionelle Antidepressiva reagierten, war mit der Anédsthesie eine vergleichbare
antidepressive Wirkung festzustellen wie mit Elektrokrampftherapie (EKT). Die mit Isofluran
bis zum burst suppression Muster anésthesierten Patienten zeigten auch in den Nachfolgeun-
tersuchungen eine Verbesserung in fast allen psychometrischen Parametern, wogegen sich die
Patienten mit EKT in ihren Werten verschlechterten (LANGER et al., 1995). Ob dies aller-
dings auch eine positive Auswirkung auf Angstlichkeit bewirkt, dariiber l4sst sich nur speku-

lieren. Die antidepressive Eigenschaft des Isofluran spricht aber eher fiir diese Theorie.

Die Studie von ECKEL et al. (in Vorb.) dagegen stimmt insofern mit den Ergebnissen der
vorliegenden Studie iiberein, dass eine Narkose bei den Alzheimer-Tieren die kognitive Leis-
tung verbessert und die Angstlichkeit verringert. Im Gegensatz zu den jiingeren Tieren zeigten
die 16 Monate alten Wilde-type-Mause aber durch die Anésthesie eine Verschlechterung der
kognitiven Leistungsfahigkeit und die Alzheimer-Tiere waren nicht in der Lage, den Test
iiberhaupt erfolgreich zu erlernen (ECKEL et al., in Vorb.). Moglicherweise liegt das daran,
dass die pathologischen Mechanismen der Alzheimer-Krankheit bei den dlteren Méusen be-
reits soweit fortgeschritten sind, dass sie, wie auch Menschen, die von dieser Erkrankung be-
troffen sind, so groBe Probleme mit dem Erinnern und Lernen haben, dass die Bewiltigung
des Tests dann nicht mehr moglich ist. Das Alter kdnnte auch ein Grund fiir die Verschlechte-
rung der Lernleistung der gesunden Tiere durch eine Narkose sein, weil alte Tiere vielleicht
empfindlicher auf das Narkosegas reagieren. Dies war ein Grund, die vorliegende Untersu-

chung mit den jlingeren 3 Monate alten Tieren durchzufiihren.
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Die iiberraschende Verbesserung des deklarativen Gedichtnisses und die Reduktion der
Angstlichkeit durch die Anisthesie, wie sie in den beiden Studien mit 3 Monate alten und 16
Monate alten Mausen deutlich zu sehen ist, konnte nie zuvor gezeigt werden und bedarf wei-
terer Untersuchungen. Es ist jedenfalls eine neue Erkenntnis, dass ein Arzneimittel kognitive
Leistungen bei Alzheimer-Miusen verbessern kann, denn Gedéchtnisleistungen konnen bisher
bei Alzheimer-Patienten mit Medikamenten allerhOchstens erhalten, nicht aber verbessert

werden.

Die Spontanatmung wiahrend der Narkose, wie sie hier bei den Miusen erfolgt ist, kann auf-
grund der durch Isofluran bedingten Atemdepression zu erniedrigtem O,-Gehalt und erh6h-
tem CO,-Gehalt im Blut fiihren. Die daraus folgende respiratorische Azidose wére ein Faktor,
der die vorliegenden Ergebnisse im Verhaltenstest beeinflussen konnte. Man glaubt aber, dass
diese Ergebnisse durch eine Azidose nicht erklirt werden, da alle Tiere wihrend der Narkose
stabile physiologische Mittelwerte (Korpertemperatur: 38,0 °C, Atemfrequenz: 97/min, Herz-
frequenz: 520/min) zeigten und die Schleimhéute rosig waren. Ein zu stark erniedrigter Sauer-
stoffgehalt ist durch die stabile Atemfrequenz bei 97/min auszuschlieBen. In Vorversuchen
zeigten einzelne Tiere, die einer Blutgasanalyse unterzogen wurden, nur Werte, die der Norm
entsprechen (ECKEL, personliche Mitteilung). Weiterhin wiirde ein zu niedriger O,-Gehalt
eher zu einer Verschlechterung der Kognition fiihren. Die Blutgasanalyse ergab ebenfalls nur
physiologische Werte fiir CO,-Gehalt und pH-Wert. Es wurde aullerdem ein positiver end-
exspiratorischer Druck (PEEP) von 3 mmHg eingestellt, um pulmonalen Atelektasen vorzu-
beugen. Die gesamte Narkose wurde mit nur 1 MAK Isofluran durchgefiihrt, der die Atmung
nur in gringem MalBe beeinflusst. So konnten negative Faktoren wie Hypoxie, eine deutliche
Hyperkapnie oder Azidose, die die kognitiven und Verhaltensparameter beeinflussen konnten,

ausgeschlossen werden.

Eine andere mogliche Ursache fiir die unerwartete, starke Verbesserung der kognitiven Leis-
tungen, die eine Narkose mit Isofluran vor allem bei den APP23-Tieren zu bewerkstelligen
scheint, mag auch in den pathologischen Mechanismen der Alzheimer-Krankheit selbst lie-
gen. Man geht zur Zeit davon aus, dass eine Proteolyse von Amyloid-Precursor-Protein (APP)
zur Freisetzung von AB-Peptiden fiihrt und diese die Ursache fiir die Neurodegeneration sind.
In mehreren verschiedenen Schritten oligomerisieren hydrophobe AB-Peptide und vereinen
sich letztendlich zu Amyloid-Plaques, welche fiir das Auftreten klinischer Symptome verant-

wortlich gemacht werden (WALSH et al., 2002; GONG et al., 2003). VAN DAM und Kolle-
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gen (2003) berichten, dass sich die klinischen Symptome noch vor der Plaque-Bildung zeigen
und dass der Schweregrad der kognitiven Defizite abhéngig von der Konzentration der 16sli-

chen Form des Af ist.

Erst kiirzlich haben ECKENHOFF et al. (2004) in einer In-vitro-Studie gezeigt, dass Inhalati-
onsanisthetika die Oligomerisation und Zytotoxizitit der mit der Alzheimer assoziierten Pep-
tide fordert, indem sich die 16sliche Form des AR zu unldslichen Amyloid-Plaques transfor-
miert. Die Autoren ziehen deshalb in Erwédgung, dass eine Narkose ein fritheres Auftreten der
dieser Krankheit zugrundeliegenden Pathologie und Symptome begiinstigt. Dies steht zwar in
starkem Kontrast zu der Verbesserung der kognitiven Leistungsfahigkeiten, die bei den eige-
nen anésthesierten APP23-Maiuse beobachtet werden konnte. Allerdings konnte eine Redukti-
on des loslichen AB, welche durch die Umformung zu Plaques zustande kommt, die kogniti-

ven Funktionen zumindest kurzzeitig verbessern.

Ein anderer Mechanismus, der fiir die Verbesserung von Lernen und Gedéchtnis vor allem bei
den APP23-Tieren verantwortlich gemacht werden konnte, resultiert moglicherweise aus der
Interaktion von Isofluran mit zentralen Rezeptoren, wie den NMDA- und Acetylcholinrezep-
toren. Im Jahre 1999 haben PARSONS und Kollegen nachweisen kdnnen, dass Memantine
durch das Blockieren von NMDA-Rezeptoren exzitatorische und entziindliche Effekte des AR
hemmen. Da auch Isofluran NMDA-Rezeptoren blockiert (MING et al., 2002), konnte dies
einen dhnlichen Effekt auf AB haben. Gegen diese Theorie spricht wiederum, dass die einzige
zur Zeit giiltige Behandlung von Alzheimer-Patienten auf der Hypothese beruht, dass bei die-
ser Krankheit die Rezeptordichte fiir Acetylcholin reduziert ist und deswegen zentral wirken-
de Acetylcholin-Esterase-Hemmer gegeben werden, um die Acetylcholinkonzentration an den
Synapsen zu erhohen (SUMMERS et al., 1986). Da Isofluran Acetylcholinrezeptoren blo-
ckiert (SCHELLER et al., 1997), sollte es die kognitive Leistungsfdhigkeit eher beeintrichti-

gen als verbessern.

In einer anderen Studie konnten FUTTERER et al. (2004) langfristige biochemische Verinde-
rungen nach einer Narkose mit Desfluran im Rattengehirn feststellen. Es kam zu einer redu-
zierten Expression des Proteins Dynamin-1, welches an der Regulation der Endozytose von
Membranproteinen, wie zum Beispiel ionotrophen Membrankanélen, Glutamatrezeptoren und
GABA-Rezeptor-Proteinen, beteiligt ist. Ob sich diese geringere Proteinexpression positiv
oder negativ auswirkt, ist auch unter der Vorraussetzung, dass Isofluran in dieser Wirkung

dem Desfluran entspricht, schwer zu sagen.

88



DISKUSSION

Abschliefiende Betrachtung und Ausblick

Uber die molekularen Mechanismen, die fiir die Verbesserung der kognitiven Fihigkeiten
nach einer Isoflurannarkose bei allen Tiere, vor allem aber bei den APP23-M4iusen, verant-
wortlich sind, kann wohl auch weiterhin nur spekuliert werden. Trotzdem konnte in dieser
Studie der Effekt des Anisthetikums Isofluran auf ein Mausmodell der Alzheimer-Krankheit
deutlich durch die Beobachtung des Verhaltens im modifizierten Hole-Board-Test gezeigt
werden. Zusitzlich zu der Verbesserung der Gedéchtnisleistung scheint die Anidsthesie mit
Isofluran auch noch eine Reduktion des Angstverhaltens, eine gesteigerte gerichtete explora-
tive Motivation und zumindest fiir die Alzheimer-Tiere eine Reduktion der Erregung zu be-
wirken. Die reduzierte Angstlichkeit mag auch der Grund fiir die verbesserte Lernfihigkeit
und die gesteigerte explorative Motivation sein. Weiterhin war die Narkose in der Lage, bei
allen Tieren die Immobilititsphasen zu reduzieren, so dass ein schnelleres Lernen moglich

war.

Klinische Studien zu kognitiven Fahigkeiten nach einer Narkose von Patienten, die an der
Alzheimer-Krankheit leiden, zeigen widerspriichliche Ergebnisse. Einige epidemiologische
Daten von solchen Patienten, die einer Operation und damit einer Anésthesie unterzogen wur-
den, weisen sogar eher darauf hin, dass keine Verbesserung auftritt (BOHNEN et al., 1994a,
1994b). Klinische Studien konnen jedoch Faktoren, die das Ergebnis stark beeinflussen kon-
nen, wie die Art der Operation, die durchgefiihrt wird, die unterschiedliche Bildung der Pati-

enten, postoperative Schmerzen oder auftretende Komplikationen nicht ausschlieen.

Obwohl man zur Zeit Isofluran noch nicht aufgrund der Ergebnisse dieser Untersuchung als
BehandlungsmaBnahme fiir die Alzheimer-Krankheit ansehen kann, so lohnt es sich doch,
weitere Forschungen in dieser Richtung anzustellen. Gleichzeitig sollte dies die Befiirchtun-
gen mindern, dass eine Anidsthesie Patienten mit seniler Demenz schadet beziehungsweise

eine Demenz postoperative, kognitive Defizite verursacht.
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S ZUSAMMENFASSUNG

»Auswirkungen der Narkose mit Isofluran auf die kognitive Leistungsfihigkeit von 3

Monate alten, transgenen Alzheimer-Miusen und ihren gesunden Wurfgeschwistern.*

Fiir Patienten mit bereits bestehenden kognitiven Beeintrachtigungen, wie zum Beispiel mit
Morbus Alzheimer, konnte eine Anésthesie ein besonderes Risiko fiir eine Verstirkung der
kognitiven Defizite sein. Ziel dieser Studie ist es, die Auswirkungen des prominentesten Ver-
treters der Inhalationsandsthetika, Isofluran, auf die kognitiven Funktionen transgener Mause

in einem Mausmodell der Alzheimer-Krankheit zu evaluieren.

Es wurden 24 transgene APP23-Maéuse, welche die schwedische Doppelmutation enthalten
und humanes Amyloid-Precursor-Protein (APP) iiberexprimieren und 24 ihrer gesunden
Wurfgeschwister im Alter von 3 Monaten untersucht. Jeweils die Hélfte der transgenen und
gesunden Tiere wurde einer zweistiindigen Narkose mit 1 MAK Isofluran in einem Sauer-
stoff-/Luftgemisch (FiO = 0,4) unterzogen. Am darauffolgenden Tag begannen die Tiere, den
modifizierten Hole-Board-Test zu lernen, der eine Untersuchung von kognitiven, exploratori-
schen und Motivations-Parametern, Angst und lokomotorischer Aktivitit gleichzeitig erlaubt.
Der Test wurde tiber die ersten 8 Tage nach der Narkose (Lernphase) durchgefiihrt und dann
in drei Retests am Tag 14, 20 und 26 (Wiederholungsphase) wiederholt.

Prinzipiell zeigt diese Studie, dass eine zweistlindige Andsthesie mit 1 MAK Isofluran kogni-
tive Fahigkeiten bei den Miusen, vor allem aber bei den Alzheimer-Tieren deutlich verbes-
sert, ihre Angst reduziert und die Motivation zur Exploration verbessert. Bei den Alzheimer-
Tieren scheint die Narkose auch fiir einen geringeren Erregungszustand zu sorgen. Ein Unter-
schied zwischen transgenen und gesunden Tieren ist lediglich bei einzelnen Angstparametern
und bei einem Erregungsparameter zu finden, welche eventuell auf eine hohere Angstlichkeit

und stirkere Erregung bei den APP23-Maiusen hinweisen.

Als Ursache fiir die gefundenen Verdnderungen kommen zum Beispiel Auswirkungen des
Isofluran auf den Metabolismus, wie Proteinverdnderungen oder Interaktion mit Membranre-
zeptoren, als auch pharmakokinetische und pharmakodynamische Verdnderungen in Frage.

Weitere Untersuchungen sind nétig, um solche Theorien zu bestétigen.
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6 SUMMARY

“Effects of anesthesia with isoflurane on cognitive functions of three month old, trans-

genic Alzheimer’s mice and their non-transgenic littermates”

Patients with pre-existing cognitive dysfunctions, like people suffering from Alzheimer’s dis-
ease, seem to be at a higher risk of developing postoperative cognitive deficits. This study
aims to investigate possible effects of anesthesia with one of its most prominent representa-
tives, isoflurane, on cognitive performance using a transgenic mousemodel for Alzheimer’s

disease.

24 three month old transgenic mice which over-express human APP (amyloid precursor pro-
tein) with the Swedish double mutation and their 24 non-transgenic C57BL/6 littermates were
tested. Half the mice of each group were anesthetized with 1 MAC isoflurane in air/oxygen
(FiO, = 0,4) for two hours. The following day the mice started to learn a visual-spatial modi-
fied hole board test, allowing the investigation of cognition, anxiety, motivation and locomo-
tor activity at the same time. The test was performed daily during the first 8 days after anes-

thesia followed by retests on day 14, 20 and 26.

The principal finding was that 2 hours of anesthesia with 1 MAC isoflurane improved cogni-
tive functions in all mice but more clearly in APP23 mice. Additionally, the improvement in
cognitive performance was accompanied by a reduction of anxiety and improvement of their
motivation to explore. The Alzheimer’s mice also seem to be more aroused when not having
been anesthetized. Differences between APP23 mice and wild type mice only occurred in
several anxiety parameters, which could point to a higher anxiety level in transgenic mice

compared to their non-transgenic littermates.

These findings might be caused by effects of isoflurane on the metabolism, such as protein
changes or its interaction with membrane receptors, as well as pharmacodynamic and phar-

macokinetic changes. Further investigations are necessary to confirm these theories.
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mmHg Millimeter Quecksilbersdule
NMDA N-Methyl-D-Aspartat

(0)3 Sauerstoff

PaCO, arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck
PCR Polymerase Kettenreaktion

PEEP post endexspiratorischer Druck
pH-Wert Wasserstoffionen-Wert

RT Retest

SD Standardabweichung

SEM Standardfehler

VOL % Volumenprozent

ZNS zentrales Nervensystem
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