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1 FEinleitung

Die herzchirurgische Versorgung unterliegt stetiger Verbesserung und Innovation, die die
Mortalitdt als Folgen dieser Eingriffe deutlich haben sinken lassen. Trotz oder vielleicht
gerade wegen dieser hoheren Uberlebenschance sind postoperative neurologische und neuro-
kognitive Defizite vor allem nach extrakorporaler Zirkulation (EKZ) und tief- hypothermem
Kreislaufstillstand (deep hypothermic circulatory arrest, DHCA) als schwerwiegende Kom-
plikationen ins Zentrum des Interesses geriickt. Die Inzidenz solcher postoperativer kognitiver
Defizite liegt fiinf Jahre nach herzchirurgischen Operationen auch heute noch bei rund 42 %
(NEWMAN et al., 2001). Obwohl die Ursachen fiir ihre Entstehung viel und intensiv
beforscht sind und werden, sind die dtiologischen und pathophysiologischen Mechanismen
bisher nicht genau bekannt (GROCOTT et al., 2005). Die Vermutung liegt nahe, dass eine
Reihe von Faktoren, wie beispielsweise zerebrale Embolien, eine globale zerebrale
Hypoperfusion, sowie eine systemische und zerebrale Entziindungsreaktion eine Rolle spielen
(MATHEW et al., 2003; GROCOTT et al., 2005). Inwieweit aber z. B. die zerebrale
Inflammation wihrend und nach EKZ die Ursache oder eher ein Epiphdnomen darstellt, ist
bisher unbekannt. Bekannt ist, dass die EKZ iiber den Kontakt des Blutes mit den Fremd-
oberflichen des extrakorporalen Kreislaufs zu einer systemischen Inflammationsreaktion
fiihrt (BRIX-CHRISTENSEN, 2001). Einen Zusammenhang zwischen dieser systemischen
und einer zerebralen Inflammationsreaktion konnten HINDMAN et al. (2001) zeigen, als sie
in einem Rattenmodell der EKZ einen Anstieg systemischen Interleukin-6 und gleichzeitig
eine verstirkte Expression zerebraler Zyklooxygenase-2 mRNA nach EKZ nachweisen
konnten. Ein moglicher Ansatzpunkt zur Verbesserung der neurologischen bzw. neuro-
kognitiven Funktion konnte demnach eine Verringerung der Inflammationsantwort
(systemisch und zerebral) auf diese Art Eingriff sein. So zeigten beispielsweise MEISEL et al.
(2004), dass in einem Schlaganfall-Modell in der Maus eine priventive Moxifloxazin (MXF)-
Gabe die Grofle des Infarkts reduzieren und die neurologische Funktion verbessern kann. In
einer Vorgéingerstudie konnte bereits gezeigt werden, dass eine perioperative MXF- Gabe 24
Stunden nach EKZ mit DHCA an der Ratte einen giinstigen Effekt auf die Neurone des
Hippokampus hat. Die Expression zerebraler Entziindungsmediatoren wie Zyklooxygenase-2
(COX-2) oder der Nukledre Faktor xappa B (NFxB) waren bei Tieren, die Moxifloxazin
erhalten hatten, deutlich reduziert (STUCKLE, Medizinische Dissertation in Vorbereitung).

Die hier vorliegende Studie soll nun untersuchen, ob eine perioperative MXF- Gabe einen
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moglichen Langzeiteffekt auf die neurologische und neurokognitive Funktion nach EKZ mit
DHCA hat. Zusitzlich soll der Einfluss des MXF auf das histologische Ergebnis nach EKZ
mit DHCA untersucht werden.



2 Schrifttum

2.1 Kognition

2.1.1 Neurokognition

Seit einigen Jahren konnten wichtige Erkenntnisse aus Untersuchungen zu Gedichtnis,
Lernprozessen und kognitiven Funktionen gewonnen werden (EICHENBAUM et al., 1989).
Unter dem Begriff Kognition (lat. cognoscere ,,das Erkennen®, ,,Kennenlernen®) versteht man
Prozesse und Strukturen, die mit dem Wahrnehmen und Erkennen zusammenhingen, wie
beispielsweise Denken, Erinnern, Gedichtnis, Lernen, Planen usw. (BROCKHAUS-
ENZYKLOPADIE, 1998).

Das Gedachtnis als wichtiger Informationsspeicher besteht aus mehreren Systemen, die in
unterschiedlichen Hirnregionen lokalisiert sind (SQUIRE, 1992; ZOLA-MORGAN und
SQUIRE, 1993). Im Folgenden werden Lern- und Gedéchtnisprozesse niher beschrieben.

2.1.1.1 Gedachtnis

Das Gedichtnis ldsst sich nach verschiedenen Kriterien differenzieren: auf chronologischer
Ebene unterscheidet man zwischen Kurzzeit- und Langzeitgedidchtnis, sowie zwischen
anterogradem (,,Neugedichtnis*) und retrogradem (,,Altgeddchtnis®) Geddchtnis. Hierbei
bezieht sich das anterograde Gedachtnis auf erfolgreiches Einspeichern und Ablegen neuer
Daten und Fakten. Das wiederholte Abrufen schon erfolgreich abgelegter Informationen
charakterisiert demnach Funktionen des retrograden Gedichtnisses (CALABRESE und
MARKOWITSCH, 2003).

Langzeitgedichtnis

Das Langzeitgedédchtnis ldsst sich nach CALABRESE und MARKOWITSCH (2003) inhalt-
lich in fiinf Gedéchtnissysteme untergliedern (siehe Abb. 01): das episodische Gedichtnis,

welches Ereignisse speichert, das semantische System, welches Tatsachenwissen enthilt, das



prozedurale Gedichtnis, welches Fertigkeiten und Kenntnisse umfasst, die sog. ,,Priming-
Form*, die auch als Prigung bezeichnet wird, sowie das perzeptuelle Gedéchtnis, welches die

operante Konditionierung und das nicht- assoziative Lernen beinhaltet.

Eine Zuordnung dieser fiinf Grundsysteme zu Oberbegriffen beziiglich bewusster oder
unbewusster Wahrnehmung wurde bereits 1992 von SQUIRE vorgenommen. Demnach ldsst
sich das Langzeitgeddchtnis inhaltlich in das deklarative und nicht- deklarative Gedéchtnis
untergliedern (SQUIRE, 1992). Diese Funktionszuordnung basiert auf Ergebnissen neuro-

psychologischer Studien an Patienten, die an Amnesie leiden.

Langzeitgedéchtnis
Deklaratives (bewusstes) Nicht- deklaratives
Gedéichtnis (unbewusstes) Gedéchtnis
Episodisch Semantisch Prozedurales Priagung Operante Nicht-
(Ereignisse) (Fakten) Gedichtnis Konditionierung assoziatives
(Fertigkeiten und Lernen
Kenntnisse) (Habituierung/
Sensitivierung)
Emotionale Skelett-
Antwort muskulatur
v v l l
Hippokampus (mittlerer Striatum Neokortex Amygdala Zerebellum Reflex-
Temporallappen/Dienzephalon) bodgen

Abbildung 01: Taxonomie des Langzeitgeddchtnisses mit beteiligten Geddchtnisstrukturen
(modifiziert nach SQUIRE, 1998).

Deklaratives Gedichtnis

Das deklarative, bewusste Gedichtnis iibernimmt die Funktion der bewussten Wahrnehmung
von Ereignissen und Tatsachen (ZOLA-MORGAN und SQUIRE, 1993) und kann in zwei
Subsysteme untergliedert werden: das episodische (Ereignisse) und das semantische (Wissen
und Fakten) Gedidchtnis (SQUIRE und ZOLA, 1998; TULVING und MARKOWITSCH,
1998; CALABRESE und MARKOWITSCH, 2003). Das deklarative Gedichtnis ist v. a. im
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Hippokampus und in anatomisch dem Hippokampus benachbarten, kortikalen Bereichen im
mittleren Temporallappen lokalisiert, findet sich aber auch 1im Dienzephalon

(EICHENBAUM, 2003).

Die hippokampale Formation und ihre angrenzenden kortikalen Strukturen sind sehr wichtig
fiir Lern- und Gedéchtnisprozesse. Nach dem Erlernen werden gespeicherte Informationen
von dort in das Langzeitgeddchtnis transferiert, welches unabhingig vom Hippokampus
existiert. Die permanente Speicherung erfolgt dann im Neokortex (KESNER et al., 1987;
ZOLA-MORGAN und SQUIRE, 1990).

Nicht- deklaratives Gedachtnis

Das nicht- deklarative, unbewusste Gedichtnis setzt sich aus unterschiedlichen Gedachtnis-
formen zusammen (SQUIRE, 1998) (siche Abb. 01) und umfasst alle unbewusst wahr-

genommenen Lernprozesse.

Motorische Fertigkeiten und Kenntnisse werden im prozeduralen Gedichtnis abgespeichert.
Typischerweise erwirbt man diese Fihigkeiten schrittweise, ohne bewusste Erinnerungen
daran zu haben (SQUIRE, 1992). , Priming* oder Prigung als Gedichtnissystem bezeichnet
eine hohere Wahrscheinlichkeit, Reize wieder zu erkennen, denen man zu einem fritheren
Zeitpunkt unbewusst begegnet ist (CALABRESE und MARKOWITSCH, 2003). Zum
perzeptuellen Gedéchtnis zdhlt man zum einen das nicht- assoziative Lernen (Habituation und
Sensitivierung) und zum anderen die operante Konditionierung, bei der im Gegensatz zur
klassischen Konditionierung (assoziatives Lernen) ein urspriinglich spontanes Verhalten

durch Belohnung oder Bestrafung bestirkt oder vermieden wird.
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Abbildung 02: Lingsschnitt des menschlichen Gehirns
(WWW.NEUROPSYCHOANALYSE.BLOGSPOT.COM, Abfrage am 08.07.2008).

Arbeitsgedichtnis

Im Jahre 1958 wurde erstmals die Existenz eines temporidren Kurzzeitgedichtnisses
angenommen (BROWN, 1958). Zehn Jahre spiter stellten ATKINSON und SHIFFRIN
(1968) ein Zwei- Komponenten- Modell vor. Dabei konnten Informationen iiber ein tempo-
rires Kurzzeitspeichersystem, das als ,,Vorkammer* bezeichnet wurde, letztendlich im per-
manenten Langzeitgeddchtnis abgespeichert werden (ATKINSON und SHIFFRIN, 1968).
SchlieBlich wurde dieses temporire Kurzzeitspeichersystem zum Drei- Komponenten- Modell
(BADDELEY und HITCH, 1974) weiterentwickelt, welches aus dem visuell- rdumlichen
Skizzenblock, der phonologischen Schleife und dem iibergeordneten Kontrollsystem, der
zentralen Exekutive, besteht (BADDELEY, 1998). Nach heutigem Erkenntnisstand
komplettiert eine vierte Komponente, der episodische Speicher, das Modell des Arbeits-

gedichtnisses (BADDELEY, 2000).

Im Allgemeinen ldsst sich das Arbeitsgedichtnis (sieche Abb. 03) als Medium mit einer
begrenzten Speicherkapazitit charakterisieren (BADDELEY, 1996). Zunichst miissen

Informationen selektiv gefiltert werden, um anschlieBend reflektiert werden zu konnen
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(BADDELEY, 1998). Zur Untersuchung des Arbeitsgeddchtnisses im Tiermodell mit
komplexen Aufgabenstellungen wie Verstehen, Lernen und logisches Denken, ist es daher

essenziell, mehrere Versuchsdurchldufe pro Tag durchzufiihren (BADDELEY, 2000).

Zentrale Exekutive

N R

Visuell- raumlicher Episodischer Phonologische
Skizzenblock Speicher Schleife
v v v
Visuell Episodisches
Semantisch Langzeitgedichtnis Sprache

Abbildung 03: Darstellung des aktuellen Multikomponentenmodells des Arbeitsgeddchtnisses
(modifiziert nach BADDELEY, 2000).

Die zentrale Exekutive ist im Lobus frontalis lokalisiert und iibernimmt als obere Schalt-

zentrale des Arbeitsgedédchtnisses koordinierende Aufgaben (BADDELEY, 1998).

Der sog. visuell- rdumliche Skizzenblock, der hauptsichlich in der rechten Hirnhemisphire
aktiv ist, speichert visuelle Informationen, z. B. Form und Farbe, in einer bestimmten Region
des Lobus okzipitalis, wihrend rdaumliche Informationen eher innerhalb des Lobus frontalis
verarbeitet werden (BADDELEY, 1998). Auch das Erfassen kinédsthetischer Daten erfolgt
iiber den visuell- raumlichen Skizzenblock (BADDELEY, 2000).

Die Funktion der sog. Phonologischen Schleife wurde sehr intensiv an Patienten mit
Defiziten im Kurzzeitgeddchtnis erforscht. Die phonologische Schleife verwendet einen
tempordren Speicher, in dem akustische oder sprachbasierte Informationen verarbeitet werden
konnen. Tritt innerhalb von zwei oder drei Sekunden keine erneute Wiederholung dieser

Information auf, lassen die Erinnerungen spontan nach (BADDELEY, 1996).

Der episodische Speicher besitzt eine begrenzte Kapazitit fiir Informationen und ist in der

Lage, Daten unterschiedlicher Herkunft zu verkniipfen. Auflerdem agiert er als wichtige



Verbindung zwischen  Kurzzeitgeddchtnis und episodischem  Langzeitgedichtnis

(BADDELEY, 2000).

2.1.1.2 Gedichtnis im anatomischen Zusammenhang

Neuronale Korrelate fiir die verschiedenen Gedachtnisformen konnten anhand hirngesunder
und hirngeschédigter Individuen identifiziert werden. Man nimmt an, dass Strukturen des
limbischen Systems, eine ringformige Ansammlung neuronaler Geflechte unterhalb der
GroBhirnrinde, relevant fiir die Informationsspeicherung und deren Ubertragung in das

Langzeitgedichtnis sind (CALABRESE und MARKOWITSCH, 2003).

Man unterscheidet im limbischen System zwei Schaltkreise, die untereinander verbunden
sind, und wihrend des Einspeicherungsprozesses interagieren (sieche Abb. 04). Zum
klassischen sog. ,,Papezschen* Schaltkreis zihlen folgende Strukturen: Hippokampus,
Mammilarkorper, anteriorer Thalamus, zinguldrer Kortex, mammillothalamischer Trakt,
sowie die thalamo- kortikalen Pedunkeln. Der zweite Schaltkreis besteht aus Amygdala,
mediodorsalem Thalamus und Anteilen des basalen Vorderhirns und beschreibt emotionale
Aspekte. Die hippokampalen Anteile koordinieren die Ubertragung der Information vom

Kurzzeit- in das Langzeitgedidchtnis (CALABRESE und MARKOWITSCH, 2003).

—

Prifrontaler Kortex

Limbisches System

Hippokampus Amygdala

Mammilarkorper Mediodorsaler Thalamus
Anteriorer Thalamus ‘ | Anteile des basalen Vorderhirns
Zingularer Kortex

Mammillothalamischer Trakt Interaktion

Thalamo- kortikale Pedunkeln

Papezscher Schaltkreis Emotionaler Schaltkreis

Abbildung 04: Schematische Zeichnung des limbischen Systems mit Darstellung des
Papezschen und emotionalen Schaltkreises, sowie des prifrontalen Kortex (modifiziert nach
CALABRESE und MARKOWITSCH, 2003).



Eng mit dem limbischen System ist auch der in der Hirnrinde liegende prifrontale Kortex
verbunden (siche Abb. 04), der als funktionell inhomogene Struktur mit dem Temporallappen
interagiert (OLTON, 1989). Der prifrontale Kortex ist in verschiedene Prozesse, wie z. B.
Aufmerksamkeits- und Anpassungsprozesse involviert und iibernimmt wichtige Funktionen

im Arbeits- und Kurzzeitgedidchtnis (SANCHEZ-SANTED et al., 1997).

2.1.1.3 Vergleichende kognitive Funktionen bei Mensch und Nagetier

Um kognitive Dysfunktionen beim Menschen charakterisieren zu konnen, setzt man in der
Forschung am haufigsten Nagetiere ein (STECKLER und MUIR, 1996). Jedoch gibt es
kontroverse Meinungen zur Fragestellung, ob bei Mensch und Nagetier iiberhaupt gleiche
anatomische Hirnstrukturen oder neurochemische Wege, die z. B. verantwortlich fiir Amnesie
und Demenz sind, vorliegen. Grund dieser umstrittenen Einstellung ist die Verwendung vieler
gleicher Verhaltensparadigmen zur Evaluierung der Kognition bei Mensch und Nager, die
aber eigentlich unterschiedliche Aspekte der Kognition bewerten (STECKLER und MUIR,
1996).

Um kognitive Fahigkeiten bei Mensch und Nager nun vergleichen zu konnen, miissen
zundchst verschiedene psychologische Prozesse, die die Aufgabenstellung betreffen,
identifiziert werden. Zum anderen muss sichergestellt werden, dass beide Spezies in der Lage
sind, analoge Paradigmen erfiillen zu konnen. Schlieflich muss gewihrleistet sein, dass
neuronale Manipulationen vergleichbare Verhaltensdnderungen verursachen und damit den
Beweis fiir analoge Prozesse liefern konnen. Oftmals besteht aber eine klare Notwendigkeit,
eine Anpassung einiger Variablen beider Spezies vorzunehmen, damit die kognitiven

Paradigmen mdglichst dhnlich sind (STECKLER und MUIR, 1996).

Auch im Hinblick auf die Komplexitit einer Aufgabenstellung miissen hdufig Modifikationen
durchgefiihrt werden, da dhnliche Aufgaben bei Mensch und Ratte verschiedene Prozess-
kapazititen erfordern. So kann man beispielsweise die Dauer oder Frequenz der Reiz-
einwirkung oder die Anzahl an Wahlmoglichkeiten der jeweiligen Spezies angleichen

(STECKLER und MUIR, 1996).

Prinzipiell hiangt die kognitive Leistungsfihigkeit von zwei Faktoren ab: von der neuronalen
Effizienz, die die Prézision der Leistung bestimmt, und zum anderen von der Motivation und

dem Erregungszustand, die als wichtige Parameter fiir Verhaltensweisen fungieren. Aussagen



iber vergleichbare kognitive Prozesse bei Mensch und Ratte kann man aus diesem Grund nur
treffen, wenn sich Motivation und Erregungszustand nicht verindern (STECKLER und
MUIR, 1996). Studien von MCEWEN und SAPOLSKY (1995) zeigten, dass durch Stress
kognitive Leistungen bei Mensch und Tier iiber zwei Wege beeinflusst werden: zunichst fiihrt
eine stress- induzierte, sehr schnelle Katecholaminfreisetzung zu emotionalen Gedéchtnisver-
lusten (Amygdala). Bei einer langandauernden Stresssituation kommt es durch die Gluko-
kortikoidwirkung zudem zu einer kognitiven Abschwichung des deklarativen Gedéchtnisses
durch einen irreversiblen Verlust von Neuronen v. a. im Hippokampus (MCEWEN und

SAPOLSKY, 1995).

Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen den beiden Spezies ist die Fihigkeit des
Menschen, sich iiber verbale Kommunikation zu verstindigen. Eine Moglichkeit, den Einfluss
verbaler Prozesse im interspezies- spezifischen Vergleich zu reduzieren, besteht darin, Auf-
gaben mit abstrakten Reizen zu gestalten, die zudem schwer zu verbalisieren sind

(STECKLER und MUIR, 1996).

Es gibt aber auch einige Paradigmen, die eine Vergleichbarkeit der Gedachtnisprozesse
zwischen Nagetier und Mensch zulassen. Die Funktion des Kurzzeitgeddchtnisses wird beim
Menschen héufig mit Hilfe eines Tests beurteilt, bei dem Begriffe erlernt und anschlieend
wiedererkannt und abgerufen werden konnen. Dabei erzielen die Probanden sowohl bei den
ersten, als auch bei den letzten Begriffen bessere Leistungen. Dieses Phdnomen bezeichnet
man auch als ,,Primacy- und Recency- Effekt* (KESNER, 1985). Ahnliche Ergebnisse
konnten bei Ratten im ,,Radial- Acht- Arm- Maze*- Test erreicht werden. Hierbei wurden die
Tiere, nachdem sie eine Futterbelohnung in einem der acht Arme gefunden haben, fiir eine
Minute oder zwei Stunden aus der Versuchsanordnung genommen. Im anschlieBenden
Wiederholungstest konnte beobachtet werden, dass die Ratten den zuletzt korrekt besuchten
Arm bevorzugen (KESNER, 1985). In einer Studie von ROTHBLAT et al. (1993) wurde ein
weiteres Paradigma fiir die interspezifische Vergleichbarkeit von Mensch und Nagetier
beschrieben. Man konnte belegen, dass Ratten in der Lage sind, Objekte in einem rdumlichen
Testumfeld zu erfassen, zu erlernen und spiter wieder zu erkennen (ROTHBLAT et al.,

1993).

SchlieBlich wird es moglich, durch Wabhl eines geeigneten Tiermodells, das vergleichbar mit
beim Menschen verwendeten kognitiven Tests ist, kognitive Dysfunktionen medikamentds zu
beeinflussen (STECKLER und MUIR, 1996). In einer Vergleichsstudie zu Auswirkungen von
Lisionen im frontalen Kortex bei Ratte, Affe und Mensch, konnte KOLB (1984) zeigen, dass
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trotz enormer Unterschiede im relativen Volumen des frontalen Neokortex eine

bemerkenswert vergleichbare funktionelle Einheit zwischen den drei Spezies besteht.

2.1.2 Untersuchung der Neurokognition

Kognition ist der Kern menschlichen Verhaltens. Kognitive Féahigkeiten ermoglichen dem
Menschen, tagtdglich Aktivititen nachzugehen, Reize seiner Umwelt wahrzunehmen, zu
verstehen, zu interpretieren und sein Verhalten durch vorherige Erfahrungen anzupassen, um
letztendlich durch zielgerichtetes und planerisches Agieren im sozialen Umfeld zurecht zu
kommen. Treten dennoch kognitive Defizite auf, wie z. B. in Folge von Schlaganfall oder
nach herzchirurgischen Eingriffen (DECKER, 1995), schrinken diese den Betroffenen in

seinem Alltag ein, und fiihren so zu erheblichem Verlust von Lebensqualitit.

Aus diesem Grund ist es unerlédsslich, Studien vorwiegend am Tiermodell durchzufiihren, um
grundlegende Hirnstrukturen, elektrophysiologische und biochemische Mechanismen, sowie

Lern- und Gedichtnisprozesse zu charakterisieren (DECKER, 1995).

Tiermodelle der kognitiven Funktion

Im Bereich der Erforschung kognitiver Defizite wurden in den letzten Jahren vielfiltige
Verhaltenstests etabliert. Dabei kommen héufig Labyrinthsysteme zur Anwendung, die in
erster Linie konzipiert wurden, um Orts- Lernen und Gedéchtnis zu untersuchen. Diese lassen
sich anhand unterschiedlichster Kriterien einteilen. Man kann beispielsweise zwischen
einfachen und hoch strukturierten Versuchsarenen oder zwischen vorhandenen oder fehlenden
visuell- rdumlichen, assoziativen oder sensorischen Hinweisen unterscheiden. Solche Testsys-
teme konnen hinsichtlich der Aufgabenstellung auch auf Basis spontaner Exploration oder
komplexer Wahlmoglichkeiten beruhen. Zudem existieren Verhaltenstests, die, abhiingig von
der Motivation, zu Fluchtreaktionen (aversive Flucht), Riickzug oder Neugierverhalten
beziiglich Futter oder neuen Objekten fiihren (HODGES, 1996). Im Folgenden wird eine

Auswahl etablierter Verhaltenstests kurz beschrieben.

11



»Open- Field“- Test

Zur Untersuchung des Angstverhaltens von Ratten wurde der sog. ,,Open- Field* (offenes
Feld)- Test erstmals 1934 von HALL beschrieben. Das ,,Open- Field* besteht aus einer hell
erleuchteten zirkuldren Arena mit einem Durchmesser von 1,2 m und 0,45 m hohen Winden
(siehe Abb. 05). Nach Einsetzen der Ratte in den #duBleren Bezirk der Arena findet eine
Beobachtung iiber zwei Minuten statt. Tiere mit einem ausgeprigten Angstverhalten meiden
die zentrale Fliche und zeigen zudem vermehrte Defidkation im Vergleich zu weniger

angstlichen Tieren (HALL, 1934).

Mittlerweile gibt es diverse Modifikationen dieses Testsystems, was die Form, namlich rund,
rechteckig oder quadratisch, die GroBe, die Zeitdauer von zwei bis 20 Minuten, den Ort des
Einsetzens der Ratte, etwa zentral oder peripher, die Beleuchtung oder Bereicherung der
Testarena mit einer Plattform oder einem Tunnel betrifft (PRUT und BELZUNG, 2003). Im
,Open- Field* erfolgt eine erzwungene Konfrontation mit einer neuen Umgebung. Eine in
threm Verhalten physiologische Ratte wird den zentralen Bereich meiden und sich im dufleren
Areal der Testarena aufhalten. Diese Priferenz kann mit dem Begriff , Thigmotaxis*
umschrieben werden. Im Allgemeinen liefert der ,,Open- Field*- Test relevante Erkenntnisse
zu angstbezogenem Verhalten (Thigmotaxis, gesteigerte Defidkations- und Putzfrequenz),
lokomotorischer Aktivitét (horizontale Lokomotion) und allgemeiner Exploration (Aufrichten
auf die Hinterbeine) (CRABBE, 1986; CLEMENT et al., 1997, PRUT und BELZUNG,
2003).

Angstverhalten im ,,Open- Field” kann durch folgende zwei Faktoren ausgeldst werden:
einerseits durch die Testsituation an sich, in der das Tier von seinen Artgenossen separiert ist
und andererseits durch die sog. ,,Agoraphobie‘. Mit diesem Begriff bezeichnet man die Angst,
die entsteht, wenn sich Mensch oder Tier in einer relativ weitrdumigen Umgebung aufhalten,

im Vergleich zum gewohnlichen und begrenzten Lebensraum (PRUT und BELZUNG, 2003).

Aufgrund der schnellen Durchfiihrbarkeit und des geringen Aufwandes ist der ,,Open- Field*-
Test als Verhaltensexperiment allgemein sehr beliebt (LISTER, 1990) und wird auch bei
anderen Tierspezies wie z. B. Kalb, Schwein, Lamm, Kaninchen, Huhn, Primat oder Hummer

angewendet (PRUT und BELZUNG, 2003).
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Zentrum: hell erleuchtet

Peripherie: abgedunkelt

Abbildung 05: Schematische Zeichnung des ,,Open- Field“ mit zentralem und peripherem
Bereich (modifiziert nach HALL, 1934).

Der klassische Hole- Board- Test

Das von BOISSIER und SIMON (1962) entwickelte klassische Hole- Board (HB) (Loch-
plattensystem) wurde primdr zur quantitativen Auswertung des Neugierverhaltens bei
Miusen, die einer neuen Umgebung ausgesetzt wurden, konzipiert und anschlieBend
erweitert, um zuséitzlich die Motilitit zu erfassen (BOISSIER und SIMON, 1964; FILE und
WARDILL, 1975; WEISCHER, 1976). Aufgrund steigenden Interesses wurde 1973 das
klassische Hole- Board an die Ratte adaptiert (FILE, 1973; FILE und POPE, 1974).

Der modifizierte Hole- Board- Test

Der modifizierte Hole- Board- Test (mHBT) vereint sowohl den ,,Open- Field*-, als auch den
klassischen Hole- Board- Test in einem einzigen Test (siche Abb. 06) und ermdoglicht so,
verschiedene Parameter, wie kognitive Féhigkeiten, Angstverhalten, Risikobewertung,
allgemeine Erregung, Explorationsverhalten, lokomotorische Aktivitdt und soziale Affinitit

zu erfassen (OHL et al., 2001a; OHL et al., 2001b).
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< Open- Field, peripher

< Hole- Board, zentral

Ooo

Abbildung 06: Schematischer Aufbau des modifizierten Hole- Board- Tests mit zentralem
Hole- Board und peripherem Open- Field (modifiziert nach OHL, 2003).

Urspriinglich wurde das modifizierte Hole- Board- Paradigma von OHL et al. (1998) ent-
wickelt, um Effekte von psychosozialem Stress auf das unkonditionierte Verhalten, sowie
kognitive Funktionen bei Tupaias (asiatische Spitzhornchen) zu erforschen. Mogliche
irritierende oder stressbehaftete Einfliisse, wie z. B. das Einsetzen in die neue Testumgebung,
Futterentzug oder andere Zwinge, lassen sich vermeiden, indem man die Tiere in ihrem
bekannten Kifig, dem sog. ,,Homecage®, testet (OHL et al., 1998). Drei Jahre spiter wurde
schlieBlich der modifizierte Hole- Board- Test an die Ratte adaptiert (OHL et al., 2001b).

Der mHBT basiert auf dem Konzept, dass Nagetiere ihr vielféltiges Verhaltensrepertoire nur
dann umfassend zeigen, wenn sie eine addquat angereicherte Testumgebung vorfinden (OHL
und KECK, 2003). Die Aufgabe der Ratte besteht nun darin, die Locher auf dem
modifizierten Hole- Board gezielt aufzusuchen, die markiert sind und eine Futterbelohnung
enthalten. Auf diese Weise konnen komplexe kognitive Aussagen zu rdumlichen oder visuell-

rdaumlichen Funktionen getroffen werden (OHL et al., 1998).

Als Variante des modifizierten Hole- Boards (mHB) kann das Zylinderboard genannt werden,
welches in der vorliegenden Studie verwendet wird. Es wurde bei Miusen zur Erforschung
kognitiver Funktionen, sowie bestimmter Verhaltensparameter eingesetzt (OHL et al., 2003).
Oben offene Zylinder ersetzen hierbei die beweglichen Deckel des gewdhnlichen mHB.
Dadurch wird die Testsituation im Schwierigkeitsgrad insgesamt leichter, was bei Tieren mit

motorischen Defiziten von Vorteil sein kann.
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,,Morris- Water- Maze‘- Test

Zur Erforschung rdumlicher kognitiver Funktionen entwickelte MORRIS 1981 den sog.
»Morris- Water- Maze*- Test (MWM). Dieses Wasserlabyrinth besteht aus einem zirkuldren
Schwimmbecken (Durchmesser 2,14 m, Hohe 0,40 m), welches mit 26 °C warmem Wasser
gefiillt ist (sieche Abb. 07). Einen Zentimeter unterhalb der Wasseroberfliche befindet sich
eine fiir die Ratte unsichtbare, neun cm groBe und immer an derselben Stelle lokalisierte
Plattform. Auflerhalb der Versuchsanordnung dienen Markierungen im Raum zur
Orientierung. Weiterhin erfolgt eine Aufteilung des Beckens in verschiedene Zonen, um
zusitzlich angstbezogenes Verhalten untersuchen zu konnen. Ein ldngerer Aufenthalt im
duBeren geschiitzten Bereich (Thigmotaxis) spricht demnach fiir ein verstirktes Angst-

verhalten (MORRIS, 1984).

Im MWM bedient man sich des natiirlichen Fluchtverhaltens aus dem Wasser auf eine
,rettende® Plattform. Die Aufgabe der Ratte besteht nun darin, nach Einsetzen in das Becken
schwimmend die Plattform zu erreichen, wobei sich die Ratte anhand der Markierungen im
Raum orientiert. Nach Erfassen der Thigmotaxis und der Schwimmgeschwindigkeit konnen
mit diesem Test Aussagen zu Angst und Motivation getroffen werden. Die ermittelte
Versuchsdauer und zuriickgelegte Schwimmstrecke kodieren hierbei Funktionen des Arbeits-

gedichtnisses, sowie des visuell- riumlichen Gedichtnisses (HODGES, 1996).

@ '.4— Wandmarkierungen

Wasserbecken

Durchsichtige Plattform unterhalb der
Wasseroberfldache

Abbildung 07: Darstellung und Aufbau des , Morris- Water- Maze“ mit Plattform,
Wasserpegel und Wandmarkierungen (modifiziert nach MORRIS, 1984).
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“Elevated- Plus- Maze”- Test

Einer der am héaufigsten angewendeten Tests zur Beurteilung unkonditionierten Angst-
verhaltens stellt der sog. ,,Elevated- Plus- Maze* (EPM)- Test dar, der von PELLOW et al.
(1985) entwickelt wurde (sieche Abb. 08). Die Versuchsanordnung besteht aus einem erhohten
Ganglabyrinth mit vier Armen (Plus- Form), wobei zwei gegeniiberliegende Arme durch
Wiinde geschlossen und zwei Arme offen sind (PELLOW et al.,, 1985; OHL, 2003).
Prinzipiell wird die Ratte zentral in das EPM gesetzt und fiir fiinf Minuten observiert. Dieser
Test basiert auf Beobachtungen von MONTGOMERY und MONKMAN (1955), wonach
Nagetiere erhohte ungeschiitzte Flichen meiden. Dabei stehen die Tiere in einem stidndigen
Konflikt zwischen Neugierde auf und Angst vor Novititen. Beurteilt werden die Zeitdauer,
die das Tier in dem jeweiligen offenen oder geschlossenen Arm verbringt und die Anzahl der
Besuche (WALF und FRYE, 2007). Mit diesem Test konnen zusétzlich die lokomotorische
Aktivitat (OHL, 2003), aber auch Gehirnstrukturen (limbisches System, Hippokampus,
Amygdala), die das Verhalten beeinflussen, analysiert werden (WALF und FRYE, 2007).

v Geschlossene Arme

Offene Arme

Abbildung 08: Skizzierte Darstellung des , Elevated- Plus- Maze“- Tests mit offenen und
geschlossenen Armen (modifiziert nach WALF und FRYE, 2007).
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“Radial- Arm- Maze”- Test

Der sog. ,,Radial- Arm- Maze* (RAM)- Test wurde 1976 von OLTON und SAMUELSON
entwickelt und urspriinglich zur Untersuchung rdumlicher Lern- und Gedichtnisprozesse bei
Ratten eingesetzt. Das RAM (siehe Abb. 09) besteht aus einer zentralen Plattform mit meist
acht strahlenformig angelegten Armen, Varianten von vier bis 17 Armen sind mdéglich. Am
Ende eines jeden Armes findet die Ratte eine Futterbelohnung. Aufgabe des Tieres ist es nun,
alle Arme hintereinander zu besuchen, die Futterbelohnung zu fressen, und sich im weiteren
Verlauf zu erinnern, welche Arme sie schon besucht hat (CRUSIO und SCHWEGLER,
2005).

Der RAM- Test erlaubt es, Aussagen zum ridumlichen Gedichtnis, sowie zum Arbeits-
gedichtnis zu treffen. Durch Modifizierungen des Tests, z. B. nur partiell vorhandene Futter-

belohnungen, kann zusétzlich das Langzeitgedédchtnis untersucht werden (HODGES, 1996).

®
N ® Futterbelohnung
° 8 . ®
< Arme
( L)
®

Abbildung 09: Schematische Darstellung des ,, Radial- Arm- Maze“ mit Anordnung der Arme
und Futterbelohnung, zentrales Einsetzen der Ratte (modifiziert nach CRUSIO und
SCHWEGLER, 2005).
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2.2 Extrakorporale Zirkulation (EKZ)

2.2.1 Anwendung der EKZ

Die extrakorporale Zirkulation (EKZ) mit Hilfe der Herz- Lungen- Maschine (HLM) wurde
erstmals zu Beginn der 50er Jahre des letzten Jahrhunderts von den Pionieren DENNIS et al.
(1951) und GIBBON (1954) angewendet. Durch Korrektur eines kongenitalen interatriellen
Septumdefekts gelang es GIBBON 1953 als erstem, erfolgreich einen herzchirurgischen
Eingriff mit EKZ am Menschen durchzufiihren (KIRKLIN et al., 1956).

Generell findet bei der EKZ eine Umleitung des Blutkreislaufes auBBerhalb des Korpers statt,
um so zentrale Herz- oder GefidBabschnitte wihrend entsprechender chirurgischer Eingriffe
stillzulegen. Die EKZ findet des Weiteren Anwendung bei Eingriffen an groferen Arterien, in
diesem Fall als arterioarterieller Shunt ohne Pumpfunktion nach Abklemmen des erkrankten
Abschnitts. Uberwiegend setzt man die EKZ allerdings als venoarterielle Umleitung des
gesamten Kreislaufs mit Hilfe der HLM, dem sog. ,kardiopulmonalen Bypass*
(cardiopulmonary bypass, CPB), ein (ROCHE-LEXIKON, 2003).

Durch jahrelange technische Weiterentwicklung der EKZ und verbesserte Anésthesie, konnte
die Morbiditit signifikant reduziert und die Mortalitétsrate fiir die meisten der durchgefiihrten
herzchirurgischen Eingriffe deutlich gesenkt werden (TAYLOR, 1998). So betrdgt in der
Kinderherzchirurgie die Mortalitdtsrate nach Korrektur kongenitaler Herzerkrankungen nur
noch ca. 5 % (BISSONNETTE et al., 2000). Trotzdem bleiben neurologische und kognitive
Defizite, die eine gravierende postoperative Morbiditit bedingen, prisent (ARROWSMITH et
al., 2000). So leiden bis zu 25 % der Kinder nach herzchirurgischen Eingriffen unter
postoperativen neurologischen Defiziten (BISSONNETTE et al., 2000). Generell steigt die
Inzidenz neurologischer Dysfunktionen nach herzchirurgischen Eingriffen auf das 12,5-fache
an, im Vergleich zu Operationen am peripheren Gefdsystem oder Brustkorb (SMITH et al.,
1986).

Wihrend in Deutschland jéhrlich ca. 96.000 Herzoperationen mit EKZ stattfinden
(WWW.BRUCKENBERGER.DE, Abfrage am 22.07.2008), werden in Nordamerika jedes
Jahr mehr als 500.000 operative Eingriffe mit EKZ durchgefiihrt. In Relation zur
Bevolkerungsdichte betrigt demnach die Inzidenz operativer Eingriffe mit EKZ sowohl in

Nordamerika, als auch in Deutschland 0,001 %. Als neurologische und kognitive
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Komplikationen konnen dabei Schlaganfall, postoperatives Delirium sowie Storungen des
Kurz- und Langzeitgedidchtnisses auftreten. Solche postoperativen kognitiven Defizite
(postoperative cognitive deficits, POCD) mindern die Lebensqualitit der Betroffenen und
stellen eine grofe Belastung fiir die Gesellschaft dar, wenn etwa diltere Patienten ihre
Unabhiéngigkeit verlieren. Hiufig sind damit auch verlidngerte Klinikaufenthalte und
Einweisungen in Pflegeheime oder andere betreute Einrichtungen verbunden (GAO et al.,
2005). Bei geschitzten weltweit 800.000 Patienten mit Koronararterien- Bypassoperationen
pro Jahr, belaufen sich die zusétzlichen jahrlichen Klinikkosten auf annéhernd 400 Millionen

US $ (ROACH et al., 1996).

Als Komplikationen einer EKZ treten postoperative kognitive Defizite mit einer hohen
Inzidenz von 60 % bis acht Tage nach der Operation auf. Nach acht Wochen und zwolf
Monaten betrégt die Inzidenz immer noch 25 bis 30 %. Schlaganfille kommen insgesamt mit
einer Inzidenz von 2 bis 3 % vor, wobei dltere Menschen einem erhohten Risiko ausgesetzt
sind (TAYLOR, 1998). Das Schlaganfallrisiko nach herzchirurgischen Eingriffen erhoht sich
demnach bei iiber 75-jdhrigen Patienten von 3 % auf mehr als 6 % (DIELEMAN et al., 2006).
Studien zu Koronararterien- Bypassoperationen konnten zeigen, dass kognitive Defizite bei
Entlassung aus der Klinik bei 53 % der Patienten vorliegen. Die Inzidenz sinkt nach sechs
Wochen auf 36 % und nach sechs Monaten auf 24 %. Allerdings steigt dieser Studie zufolge
innerhalb von fiinf Jahren nach Operation die Inzidenz fiir kognitive Defizite von 24 %

wieder auf 42 % an NEWMAN et al., 2001).

2.2.2 Pathophysiologische Aspekte und Defizite nach EKZ

Zerebraler Blutfluss

Die physiologische Blutflussrate beim Mensch betridgt 3 bis 3,2 I/m*min. Unter der EKZ
erfolgt iiblicherweise eine Reduzierung auf 2,2 bis 2,4 1/m?/min (TAYLOR, 1998). Mit
fortschreitendem Temperaturabfall wahrend der EKZ mit DHCA nimmt der Sauerstoffbedarf
und -verbrauch des Gewebes stufenweise ab. Betrigt der Sauerstoffverbrauch des gesamten
Korpers bei 37 °C noch 0,12 1/m?/min unter einem Blutfluss von 2,4 l/mz/min, so sinkt der
Sauerstoffverbrauch bei 20 °C auf 0,033 1/m?*/min ab. Es konnte in Studien gezeigt werden,
dass es moglich ist, die Blutflussrate bei einer Kerntemperatur von 28 °C sicher auf 1,6 1/m?
und bei einer Kerntemperatur von 20 °C auf immer noch adiquate 1,2 I/m* zu reduzieren

(FOX et al., 1982).
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In Bezug auf die Reduktion des zerebralen Blutflusses unter normothermer EKZ scheint das
Gehirn relativ resistent zu sein. Erst bei einem Abfall des Blutflusses unter 0,01 1/100g/min
oder weniger als 20 % der normalen Werte tritt ischdmischer Zelltod auf. Unter hypothermer

EKZ liegt der Schwellenwert fiir Zellschdadigung noch niedriger (ASTRUP et al., 1977).

Faktoren, die die zerebrale Hdmodynamik und den Metabolismus wihrend einer EKZ
beeinflussen, konnen extrinsischer Herkunft sein, wie z. B. Verlust der Pulsatilitét, geringer
oder fehlender Blutfluss, Hypothermie oder Embolien. Als intrinsischen Faktor bezeichnet
man beispielsweise eine Storung in der Autoregulation des zerebralen Blutflusses (DU
PLESSIS, 1997). DERNEVIK et al. (1985) fiihrten Studien zum zerebralen Blutfluss zu
Beginn einer nicht- pulsatilen EKZ im Tiermodell an Hunden durch. Hierbei sank der
zerebrale Blutfluss auf Werte von 9 bis 30 % ab (DERNEVIK et al., 1985). In einer weiteren
Untersuchung konnte belegt werden, dass mit Beginn einer normothermen EKZ ein
gleichzeitiges Absinken des zerebralen Blutflusses und der zerebralen metabolischen Rate fiir

Sauerstoff um 30 % beobachtet werden kann (MURKIN et al., 1987).

Atiologie kognitiver Defizite nach EKZ

Die Atiologie kognitiver Defizite nach EKZ scheint multifaktoriell, wobei folgende Ursachen
eine wichtige Rolle zu spielen scheinen: zerebrale Mikroembolien, globale zerebrale Hypo-
perfusion, systemische und zerebrale Inflammation, zerebrale Odeme, zerebrale Temperatur-
schwankungen, Permeabilitit der Blut- Hirn- Schranke oder genetische Pridisposition

(GROCOTT et al., 2005).
Zerebrale Mikroembolien

Wihrend einer EKZ konnen mehrere zehntausende Emboli entstehen: exogen durch
Interaktion des Blutes mit der fremden Oberfliche der EKZ und der daraus resultierenden
Aktivierung der Blutgerinnungskaskade, andererseits endogen durch Ablosung atheromatosen
Materials bzw. Verschleppung von Luft aus dem Operationsgebiet. Man unterscheidet dabei
strukturell zwischen gasformigen und korpuskuldren Emboli (GROCOTT et al., 2005), sowie
der GroBe nach zwischen Makro- und Mikroemboli (ARROWSMITH et al., 2000). Wihrend
Mikroembolien eher in kleinen Arterien, Arteriolen und Kapillaren auftreten, beeintridchtigen
Makroembolien den Blutfluss in Arterien mit einem Durchmesser von mindestens 200 um

(ARROWSMITH et al., 2000).
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Die genaue Zusammensetzung zerebraler Mikroembolien ist noch nicht vollstindig geklart.
Es konnte aber gezeigt werden, dass Emboli groBtenteils gasformig sind. Die Schidigung
durch diese Art Mikroembolien erfolgt auf unterschiedliche Art und Weise. Sehr kleine
Luftblasen konnen enge Arteriolen verschlieBen und damit direkt eine Ischimie auslésen. Es
besteht aber auch die Moglichkeit, dass diese Luftblasen Thrombozyten, Leukozyten, sowie
die Komplementkaskade aktivieren, was zusitzlich zu einer lokalen Schéddigung des
betroffenen Gewebes und einer Verschlimmerung des ischdmischen Insults fithrt (BORGER

etal., 2001).

Korpuskuldre Emboli konnen zum einen aus biologischen Partikeln, wie beispielsweise
Aggregaten aus Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten, denaturiertem Protein oder Fibrin,
sowie aus Fett, Haaren, Atheromen, Klappendebris oder Muskelfragmenten bestehen. Zum
anderen konnen sie auch nicht- biologisches Material enthalten, so z. B. Polyvinylchlorid,

Silikon, Wattestidbchenfasern oder Staub (ARROWSMITH et al., 2000).

Die Anzahl zerebraler Embolien korreliert auch mit atheromatdsen Ablagerungen im
aufsteigenden Ast der Aorta und im Aortenbogen (MACKENSEN et al., 2003). Bei einer
miBigen bis schwerwiegenden proximalen Atherosklerose der Aorta steigt dabei, im
Gegensatz zu Patienten ohne signifikante Plaques, das Risiko eines zerebralen Schadens auf

das vierfache an (ROACH et al., 1996).

Globale zerebrale Hypoperfusion

Als weiterer Faktor bei der Entstehung neurokognitiver Defizite wird die globale zerebrale
Hypoperfusion wihrend der EKZ diskutiert, welche sehr hdufig mit einer verlidngerten
systemischen Hypotension assoziiert ist (GROCOTT et al., 2005). Besonders schwer-
wiegende neurologische Schidden treten hier bei hypotensiven Patienten mit ausgeprigter
atheromatoser Aorta auf (GOLD et al., 1995). Wird ein Gefdll durch einen atheromatdsen
Embolus verschlossen, besteht die Moglichkeit, dass auch die kollaterale Perfusion durch die

systemische Hypotension reduziert ist (SILLESEN et al., 1988).

Einfluss der Temperatur

Experimentell konnte gezeigt werden, dass Temperatur ein Modulator zerebraler Schiden ist.
Hypothermie wihrend der EKZ schiitzt das Gehirn und wirkt auf Grund des reduzierten
Sauerstoffverbrauchs neuroprotektiv. Somit kann die EKZ zeitlich verldngert werden (COOK,

2001). Zusitzlich fiihrt die Hypothermie zerebral zu einem Anstieg energiereicher Phosphate
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aufgrund des geringeren Verbrauchs, und erhoht damit den intrazellularen pH- Wert, sodass

die Resistenz gegeniiber Ischdmie potentiell erhoht wird (AOKI et al., 1993).

Einer retrospektiven Studie iiber die Abkiihlungsrate zufolge ist es von bedeutender Relevanz,
eine langsame Abkiihlung bei einer EKZ durchzufiihren, da man in einer ldngeren
Abkiihlungsphase homogenere Gehirntemperaturen erreicht. Wird schneller abgekiihlt,
besteht die Moglichkeit, dass sich die metabolische Aktivitit nur ungleichmifBig reduziert
(BELLINGER et al., 1991). Die zerebralen himodynamischen und metabolischen Effekte der
Hypothermie korrelieren mit der Tiefe der Abkiihlung. Die Beziehung zwischen zerebraler
metabolischer Rate von Sauerstoff (O,) und Hypothermie kann mit der van't Hoffschen
Konstante, Q;o, beschrieben werden. Diese Konstante legt die Relation der gemessenen
zerebralen metabolischen Raten von O, vor und nach einem zehn Grad Celsius Abfall der
Temperatur dar: Wihrend der zerebrale Blutfluss mit sinkender Temperatur linear abnimmt,
verringert sich die zerebrale metabolische Rate von O, exponenziell zur abfallenden
Temperatur. Bei einer Temperatur von 28 °C reduziert sich demnach der Sauerstoffverbrauch
des Gesamtkorpers um 50 bis 60 %, sowie bei einer Temperatur von 18 °C um 85 bis 90 %

(GREELEY et al., 1991).

Wihrend der Wiedererwarmungsphase nach der EKZ kann es jedoch durch eine zu schnelle
Erwirmung zu einem starken Anstieg der zerebralen Temperatur kommen (GROCOTT et al.,
2005), da Wirme groBtenteils zunédchst an hoch perfundierte Organe, wie das Gehirn,
abgegeben wird. Hyperthermie kann zerebrale Ischamien verstirken und damit das Risiko fiir
neurologische und kognitive Defizite erhohen (COOK, 2001). Unter dieser Pramisse konnten
GROCOTT et al. (2002) eine Korrelation zwischen der maximalen Temperatur 24 Stunden

postoperativ und kognitiven Defiziten sechs Wochen nach EKZ aufzeigen.

Nach Erhohung der Temperatur im Anschluss an eine Ischdmie von 35 auf 39 °C, steigt die
Anzahl geschédigter zerebraler Neurone von 20 auf 75 %. Hyperthermie verursacht dabei eine
Ausweitung der zerebralen Ischimie iiber mehrere Mechanismen, beispielsweise verstirkte
Freisetzung von Neurotransmittern, wie Glutamat, Gamma-Aminobuttersdure (GABA) und
Glyzin, erhohte Radikalproduktion, gesteigerte Permeabilitit der Blut- Hirn- Schranke,
erhohte Anzahl ischamischer Depolarisationen, beeintridchtigte Erholungsphase des Energie-
metabolismus, verstirkte Hemmung der Proteinkinase, sowie Verstirkung der zytoskeletalen
Proteolyse (GINSBERG und BUSTO, 1998). Zudem besteht eine Verbindung zwischen
Hyperthermie und Entwicklung ischdmischer Nekrosen. Klinische Studien haben gezeigt,

dass Kinder, die postoperativ deutlicher unter den Folgen postoperativer kognitiver Defizite
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leiden, tendenziell viel schneller eine postoperative Hyperthermie entwickelt haben. Die

Griinde sind hierfiir allerdings unklar (COOK, 2001).

Hamodilution

Hypothermie beeinflusst die rheologischen Eigenschaften des zirkulierenden Blutes und
beeintrichtigt damit den zerebralen Blutfluss durch die nun hohere Viskositit. Um die
FlieBeigenschaften des Blutes wihrend der hypothermen EKZ zu verbessern, fiihrt man aus
diesem Grund hiufig eine Himodilution durch, wobei liberwiegend ein Hamatokrit zwischen
20 und 25 % angestrebt wird. Durch die Hamodilution erhoht sich der zerebrale Blutfluss,
ohne dabei die metabolische Sauerstoffrate im Gehirn zu beeinflussen (DU PLESSIS, 1997).

Zerebrale Inflammation

Man weil}, dass durch Interaktion des Blutes mit Fremdoberflichen (Schlauchsystem,
Membranoxygenator), wie sie wiahrend der EKZ besteht, durch Leukozytenaktivierung nach
Reperfusion ischdmischen Gewebes, durch Endotoxinfreisetzung aus dem Darm und nicht
zuletzt durch das operative Trauma selbst eine inflammatorische Reaktion ausgeldst werden
kann (PINTAR und COLLARD, 2003). HINDMAN et al. (2001) konnten nach EKZ an
Ratten zeigen, dass z. B. eine Hochregulierung zerebraler Zyklooxygenase-2 (COX-2)
mRNA- Expression stattfindet. Es ist aber nicht vollstandig geklart, ob diese Genexpression

durch die Inflammation per se verursacht wird.

Zudem konnen zerebrale inflammatorische Reaktionen durch eine Endotoxidmie verursacht
werden. Wihrend der EKZ kommt es zu einer Hypoperfusion und Vasokonstriktion der
Darmmukosa. In Folge dessen konnen bakterielle Endotoxine aus der geschiadigten Darm-
mukosa in das zirkulierende Blut gelangen und so inflammatorische Zellen aktivieren.
Endotoxine bestehen aus Lipopolysacchariden (LPS), die den Zellwidnden der zugrunde
gegangenen gramnegativen Bakterien entstammen. LPS aktivieren die Koagulationskaskade,
das Komplementsystem, die Freisetzung von Sauerstoffradikalen aus neutrophilen Zellen und
verstirken deren Adhision an vaskulire endotheliale Zellen (DOHERTY et al., 1989).
MATHEW et al. (2003) konnten in diesem Zusammenhang nachweisen, dass ein
geschwichtes Immunsystem bzw. eine niedrige prdoperative Konzentration an Immun-

globulin M mit einem erhohten Risiko postoperativer kognitiver Defizite korreliert.

Ferner kann es als Ergebnis einer systemischen Entziindung zu einer zerebralen Hyperthermie

kommen. Senken liee sich dieses postoperative Fieber, welches oft durch inflammatorische
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Mediatoren nach der EKZ ausgelost wird, mit Hilfe einer Hoch- Volumen- Himofiltration

innerhalb der ersten 24 Stunden nach Operation (JOURNOIS et al., 1996).

Es gibt allerdings keine klinischen Beweise, sondern lediglich Vermutungen, inwieweit
inflammatorische Reaktionen mit zerebralen Schidden nach herzchirurgischen Eingriffen in
Verbindung gebracht werden konnen (GROCOTT et al., 2005). Die Zusammenhinge
zwischen systemischer und zerebraler Inflammation werden unter 2.4 (siehe Seite 27)

detailliert behandelt.
Zerebrales Odem

Nach Beenden einer normo- oder hypothermen EKZ kann eine postoperative Hirnschwellung
mit Hilfe der Magnetresonanztomographie sehr bald festgestellt werden. Es besteht allerdings
noch Unklarheit, inwiefern neurologische Defizite mit zerebralen Odemen in Verbindung
gebracht werden konnen und welche Mechanismen dabei eine Rolle spielen (HARRIS et al.,
1998). Moglicherweise werden zerebrale Odeme durch Hyponatriimie induziert, oder treten
sekundir nach globaler zerebraler Hypoperfusion als zytotoxisches Odem auf (GROCOTT et
al., 2005). Eine gesteigerte Permeabilitiit der Blut- Hirn- Schranke fiihrt vermutlich ebenfalls
zu zerebralen Odemen. Eine Beurteilung, ob Verinderungen der Blut- Hirn- Schranken-
Permeabilitdt primdr oder sekundidr als Resultat anderer Prozesse wie Ischdmie durch
Mikroembolien oder zerebrale Inflammation entstehen, bleibt jedoch aufgrund kontroverser

Studienergebnisse problematisch (GROCOTT et al., 2005).
Genetische Pridisposition

Genetische Komponenten spielen ebenfalls eine Rolle in der Pathogenese einer POCD, im
Hinblick auf den Grad der Hirnschiddigung und der Fahigkeit des Gehirns zur Rekonvaleszenz

(GAO et al.,, 2005; GROCOTT et al., 2005).

Der Mensch exprimiert das Apolipoprotein E (ApoE), ein 34 Kilodalton (kD) grof3es
glykosyliertes Lipid- bindendes Protein, in Gestalt dreier Isoformen (g2, €3 oder &4)
(ARROWSMITH et al., 2000). Man weil}, dass die Prisenz des €4- Allels im ApoE- Gen das
Risiko fiir das Vorkommen sporadischer oder spit- auftretender Formen der Alzheimer-
Erkrankung erhoht (GAO et al., 2005; GROCOTT et al., 2005). Interessanterweise konnen
fortschreitende atheromattse Erkrankungen der Aorta und frithe Re- Stenosen nach koronarer

Angioplastik auch mit dem €4- Allel im ApoE- Gen assoziiert werden (HIXSON, 1991).
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Es besteht ferner eine Verbindung zwischen dem &4- Allel im ApoE- Gen und einer
funktionell ~ schlechteren  Leistungsfihigkeit nach  subarachnoidalen = Blutungen
(ARROWSMITH et al., 2000). JORDAN et al. (1997) erbrachten den Beweis, dass bei
Boxern, die chronisch durch Gehirntraumen gefdhrdet sind, ein erhohtes Risiko fiir
schwerwiegende neurologische Defizite vorliegt, wenn das €4- Allel im ApoE- Gen
exprimiert wurde. Auf genetischer Ebene scheint zudem der Polymorphismus des
Thrombozyten- Integrinrezeptors eine wichtige Rolle beziiglich der Atiologie akuter
Herzinfarkt- Syndrome, sowie anderen thrombotischen Erkrankungen zu spielen (GROCOTT

et al., 2005).

2.3 EKZ mit tief- hypothermem Kreislaufstillstand

Die EKZ mit tief- hypothermem Kreislaufstillstand (deep hypothermic circulatory arrest,
DHCA) findet breite Anwendung bei herzchirurgischen Eingriffen zur Behandlung beispiels-
weise der Fallot schen Tetralogie, Transposition groler Arterien und Defekten des Ventrikel-
septums (EHYALI et al., 1984; OATES et al., 1995). 1953 wurde erstmalig der erfolgreiche
Verschluss eines Ventrikelseptumdefekts unter Hypothermie wihrend eines 5 2 Minuten
andauernden Kreislaufstillstands von LEWIS und TAUFIC (1953) durchgefiihrt. In den
spiten 60er Jahren des letzten Jahrhunderts konnte der technisch weiterentwickelte DHCA als
wichtige Erweiterung der standardisierten EKZ verwendet werden (EHYAI et al., 1984). Mit
Hilfe des DHCA werden optimale Operationsbedingungen fiir den Chirurgen, wie bei-
spielsweise ein blutleeres Operationsfeld mit einem relaxierten und bewegungslosen Herz,

geschaffen (OATES et al., 1995).

Obwohl die Mortalitédtsrate nach herzchirurgischen Korrekturen gerade bei Kindern deutlich
gesunken ist, hat man eine Zunahme neurologischer Defizite und Verzogerungen in der
Entwicklung der betroffenen Kinder beobachtet (BELLINGER et al., 1991). Nach herz-
chirurgischen Eingriffen kommen neurologische Defizite laut FERRY (1990) bei 25 % der
Kinder vor. Nach komplexen palliativen Eingriffen zur Behandlung des hypoplastischen
Linksherzsyndroms, welches zu den schwerwiegendsten angeborenen Herzfehlern zihlt, muss
bei 45 % der jungen Patienten mit neurologischen Defiziten gerechnet werden. Kinder mit
solch gravierenden kongenitalen Herzfehlern leiden hidufig schon prioperativ unter
himodynamischen Dysfunktionen, wie beispielsweise Hypoxie, Hyperkapnie, Azidose,

Hypotonie und/oder Hypo- bzw. Hyperglykdmie. Diese Vorerkrankungen kénnen zu hyp-
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oxisch- ischdmischen Lisionen und intrazerebralen Himorrhagien bereits vor den korrektiven
Eingriffen fithren (GLAUSER et al., 1990). Als mogliche postoperative Folgen nach EKZ mit
DHCA treten Bewusstseinsverdnderungen, Krimpfe, generalisierte oder multifokale Schlag-
anfille, Hypotonie, Ataxie, abnormaler Muskeltonus, (Hemi-) Paresen, Dyskinesien, Rigiditét

und Beeintrachtigungen des Intellekts auf (BRUNBERG et al., 1974).

WELLS et al. (1983) konnten bei Kindern zeigen, dass herzchirurgische Eingriffe mit EKZ
und DHCA zu einer Abnahme des Intelligenzquotienten (IQ) fithren. Dabei besteht eine
direkte Korrelation zur Dauer des DHCA (WELLS et al., 1983). Die Assoziation zwischen
DHCA- Dauer und IQ konnten WYPIJ et al. (2003) nach D- Transposition grofler Arterien bei
Kindern bestitigen. Je linger der DHCA, umso stéirker sind demnach der 1Q, die Feinmotorik,
sowie die Sprachentwicklung beeintrichtigt (WYPLJ et al., 2003). Einer anderen Studie
zufolge, die sich ebenfalls mit kognitiven Fahigkeiten nach Transposition der gro3en Arterien
bei Kindern beschiftigte, liegen die Ursachen fiir einen reduzierten IQ nicht nur an der Dauer
des DHCA, sondern auch an der Abkiihlungsrate. Es konnte eine Verkniipfung zwischen
geringerer Abkiithlungszeit und einer verzogerten Entwicklung der Kinder hergestellt werden
(BELLINGER et al., 1991). Wird der DHCA um jeweils zehn Minuten verldngert, ver-
schlechtert sich dabei das IQ- Ergebnis um drei bis vier Punkte (OATES et al., 1995).

BELLINGER et al. (1999) untersuchten in einer weiteren Studie die Entwicklung und
neurologische Fihigkeiten vierjdhriger Kinder, bei denen ebenfalls eine D- Transposition der
groBen Arterien mit DHCA durchgefiihrt wurde. Anhand diverser Tests konnte belegt werden,
dass deutliche Defizite in der Grob- und Feinmotorik, sowie in der Sprachentwicklung
auftreten. Diese Kinder hatten auch Schwierigkeiten, oromotorische und faziale Bewegungen
auszufiihren, sowie greifen und gehen zu konnen. Im Gegensatz zur neurologischen Funktion
waren die kognitiven Fihigkeiten jedoch iiberraschenderweise mit der Gruppe, die keinem

DHCA unterzogen wurde, vergleichbar (BELLINGER et al., 1999).
Pathologische Aspekte der EKZ mit DHCA

Als ausschlaggebende schidigende Mechanismen wihrend des DHCA gelten die durch
Hypoxie ausgeloste Ischidmie, sowie Reperfusionsschiden (DU PLESSIS, 1997). In einer
Autopsiestudie an Kindern im Alter von einem Tag bis zu vier Jahren, die an kongenitalen
Herzdefekten litten, konnten kortikale laminare Nekrosen, periventrikuldre Leukomalazien,

parasagittale Schiaden und fokale Infarkte aufgezeigt werden (BOZOKY et al., 1984).
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Wihrend unter normothermem Kreislaufstillstand v. a. das Striatum negativ beeintrichtigt
wird, scheint unter DHCA eine maximale Schiddigung in den Basalganglien, vorwiegend im
Globus pallidus, vorzukommen. Ob der Hippokampus durch Hypoxie- Ischdmie und Reper-
fusion geschidigt wird, kann aufgrund kontroverser Untersuchungen nicht eindeutig bestitigt

werden (REDMOND et al., 1994).

Das Ausmal}l globaler zerebraler Ischimie kann anhand des neuronalen Zellschadens
bestimmt werden. Sechs Stunden nach DHCA ist bei Ratten eine Degeneration der Neurone
im Nukleus retikularis thalami erkennbar und findet ihren Hohepunkt am postoperativen Tag
drei. Im Gegensatz dazu tritt der neuronale Schaden in der CA1- Region des Hippokampus
verzogert auf, mit Beginn an Tag drei und einem Anstieg bis Tag sieben. Die CAl- Region
des Hippokampus stellt ein bestimmtes Neuronenzellband im Ammonshorn (Kornu ammonis,

CA) dar (BOTTIGER et al., 1998).

Im Gegensatz zum normothermen Kreislaufstillstand scheint die Entwicklung postoperativ
auftretender Hypoxie- Ischdmie- und Reperfusionsschiden durch postischimische Hypo-
thermie verzogert zu werden. Zudem werden CAl- Neurone des Hippokampus signifikant
durch postischdmische Hypothermie vor Degeneration geschiitzt (DIETRICH et al., 1993;
REDMOND et al., 1994). Klinisch zeigt sich dies durch eine erhohte Latenz bis zum Auf-
treten postoperativer Komplikationen, wie beispielsweise Schlaganfall (DU PLESSIS, 1995).

2.4 Zerebrale Inflammation

2.4.1 Allgemeines

Es ist bekannt, dass herzchirurgische Eingriffe eine komplexe systemische inflammatorische
Reaktion auslosen. Dabei scheinen der Kontakt des Blutes mit den Fremdoberfldachen der
EKZ, ein intraoperativ auftretender Blutverlust, das chirurgische Trauma selbst oder Trans-
fusionen wihrend der EKZ eine Rolle bei der Entstehung einer systemischen Inflammation zu
spielen (BUTLER et al., 1993). Eine systemische Entziindung, wie sie nach einer EKZ
auftritt, wird durch die nachfolgend beschriebenen drei pathophysiologischen Mechanismen
ausgelost: (1) direkte Kontaktaktivierung des Immunsystems nach Interaktion des zir-
kulierenden Blutes mit der Fremdoberfliche des EKZ- Kreislaufs, (2) indirekte Aktivierung

des Immunsystems durch Ischdmie- Reperfusions- Schiden in Gehirn, Herz, Lunge, Leber
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und Niere (LAFFEY et al., 2002; GAO et al., 2005), sowie (3) indirekte Aktivierung der
inflammatorischen Kaskade durch eine Endotoxidmie (LAFFEY et al., 2002).

2.4.2 Systemische und zerebrale Inflammation
Komplement-
Aktivierung

Endotheliale Endotoxin-
AKtivi ’ Freiset
vierung reisetzung

Thrombozyten-
Fibrinolyse

Aktivierung
Abbildung 10: Ubersicht iiber die verschiedenen proinflammatorischen Ereignisse, die
wdhrend und nach einer EKZ auftreten (modifiziert nach PINTAR und COLLARD, 2003).
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Als Schliisselkomponente jeder inflammatorischen Antwort kann die Aktivierung der
Komplement- und Zytokinkaskade durch zahlreiche Immunmediatoren gelten, die innerhalb
von Minuten nach dem Setzen des Primérschadens freigesetzt werden (siehe Abb. 10). Nach
einer EKZ erfolgt als Reaktion auf ischdmische Prozesse und Mikroembolien eine
Temperatur- abhédngige Produktion und Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren bzw.
Zytokine, die wiederum endogene Entziindungszellen aktivieren. Je niedriger die Temperatur

wihrend der EKZ ist, desto geringer fiéllt die Entziindungsantwort aus (GAO et al., 2005).

Zu den Zytokinen zédhlen u. a. Lymphozyten- aktivierende Mediatoren, sowie Lymphokine. In
physiologischen und pathophysiologischen Immunprozessen iibernehmen Zytokine als Trans-
mitter wichtige Aufgaben bei sog. ,,Zell- zu- Zell* Verbindungen. Hierbei sind sie in extrem
niedrigen Konzentrationen von 10™° bis 10"° Molar (M) aktiv und konnen dabei aufgrund

ihrer hoch affinen spezifischen Rezeptoren an viele Zellen binden (BENDTZEN, 1988). Im
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Allgemeinen werden die systemische Entziindungsantwort und die moglicherweise daraus
resultierenden postoperativen Defizite von der jeweiligen Dominanz pro- oder anti-

inflammatorischer Mediatoren bestimmt (MCBRIDE et al., 1996).

Proinflammatorische Zytokine

Makrophagen konnen als sog. ,Fresszellen® fremde Mikroorganismen oder Produkte von
diesen, wie z. B. Endotoxine (LPS) durch Phagozytose aufnehmen. AnschlieBend kommt es
zu einer Synthese und Freisetzung u. a. folgender proinflammatorischer Zytokine: Interleukin-
la (IL-1a), Interleukin-1p (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8) und Tumor-
nekrosefaktor a (TNF o) (BENDTZEN, 1988). Diese Zytokine sind Bestandteil einer kleinen
Gruppe von Polypeptiden mit einem Molekulargewicht von 8 bis 24 kD und stellen potente
endogene Pyrogene dar. Neben Makrophagen sind auch sog. ,Natiirliche Killerzellen*
(Natural Killer-Zellen, NK-Zellen) und B-Lymphozyten in der Lage, IL-1 zu produzieren. IL-
1 ist wiederum notwendig, um aktivierte T-Lymphozyten zu induzieren (BENDTZEN, 1989).
IL-6 wird zudem auch von Fibroblasten synthetisiert. Prinzipiell sind jedoch alle Zellen mit
einem Zellkern befdhigt, solche Peptide in geringem AusmalBl herzustellen (BENDTZEN,
1988).

TNF a verursacht generell eine disseminierte intravasale Koagulopathie durch Leukozyten-
Endothel- Interaktionen und ist hiufig fiir allgemeine Schocksymptome und Freisetzung von
Sauerstoffradikalen aus  polymorphkernigen Neutrophilen (PMN) verantwortlich
(BENDTZEN, 1988; BRIX-CHRISTENSEN, 2001).

IL-6 wird v. a. unter Einfluss von IL-1 und TNF a in Fibroblasten und endothelialen Zellen
produziert und kann aus diesem Grund auch als sekundidrer Mediator bezeichnet werden
(VAN DAMME et al., 1987). Die Freisetzung dieses Peptidhormons spiegelt das Ausmal} des
Gewebeschadens wieder, kann demnach Hinweise auf postoperative Komplikationen geben
(OKA et al., 1992) und ist im Serum nach einer EKZ in der Regel noch erhoht vorhanden
(ASHRAF et al.,, 1999). Ob nun das chirurgische Vorgehen allein, die EKZ, oder die
Kombination aus beidem fiir den Anstieg von IL-6 verantwortlich ist, scheint noch nicht
vollstandig geklart zu sein (TARNOK et al.,, 1999). Des Weiteren kann IL-8 als pro-
inflammatorisches Zytokin betrachtet werden. Es besitzt eine chemotaktische Potenz fiir PMN
und kann im Tiermodell nach Applikation aufgrund der Akkumulation von PMN
Lungenschiden verursachen (ROT, 1991).
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Antiinflammatorische Zytokine

Neben der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine kommen als antiinflammatorische
Parameter die beiden Zytokine IL-10- und IL-1- Rezeptor- Antagonist (IL-10RA, IL-1RA),
die wahrend und nach herzchirurgischen Eingriffen mit EKZ an Kindern und Erwachsenen
produziert werden, am hiufigsten vor (MCBRIDE et al., 1996; DUVAL et al., 1999). Das
sog. C-reaktive Protein (CRP), ein Akute- Phase- Protein, besitzt ebenfalls anti-
inflammatorische Eigenschaften: es hemmt die Chemotaxis der PMN und moduliert somit
einen moglichen Endotoxinschock (MORTENSEN und ZHONG, 2000). Klinisch setzt man
CRP sehr hdufig auch als unspezifischen Marker fiir Infektionen ein, wobei dessen Plasma-
konzentration mit dem AusmaBl des chirurgischen Traumas korreliert (BRIX-

CHRISTENSEN, 2001).

Weitere Inflammationsparameter

Als weitere systemische Entziindungsparameter konnen die beiden Enzyme Elastase und
Myeloperoxidase genannt werden. Beide werden in neutrophilen Granulozyten exprimiert und
fungieren als Marker fiir degranulierte PMN. Diese Enzyme lassen sich im peripheren Blut
wihrend und nach herzchirurgischen Eingriffen mit EKZ, sowie im Vergleich zum
Erwachsenen in einer hoheren Konzentration bei Kindern nachweisen (LARSON et al.,

1996).

Zerebrale Inflammation

Systemisch vorkommende proinflammatorische Zytokine wihrend und nach der EKZ, wie
beispielsweise IL-1, IL-6 und TNF aq, fithren zu extensiven Veridnderungen im Gen-
expressionsmuster des Gehirns, in der Neurochemie, im neuroendokrinen Status, in der
Thermoregulation und in kognitiven Funktionen, was mit Verhaltensbeeintrichtigungen
einhergeht (HINDMAN et al., 2001). Solche inflammatorischen Prozesse initiieren dariiber
hinaus zusitzlich die Hochregulierung endothelialer und leukozytirer Adhisionsmolekiile und
verstirken somit die Akkumulation von Leukozyten im geschidigten Hirngewebe

(UTAGAWA et al., 2008).

Endotoxine und proinflammatorische Zytokine induzieren die Expression von Zyklooxy-
genase-2 (COX-2) und induzierbarer Nitroxidsynthase (iNOS) in der zerebralen Vaskulatur

oder benachbarten perivaskuldaren Mikrogliazellen. In einer Studie konnte eine signifikant
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erhohte zerebrale Expression von COX-2 mRNA bei EKZ- Tieren im Vergleich zu schein-
operierten Tieren festgestellt werden (HINDMAN et al., 2001).

Durch die Produktion von COX-2 und iNOS im Gehirn kann es zu einer zerebralen Vaso-
dilatation mit gesteigerter Permeabilitit der Blut- Hirn- Schranke kommen (MAYHAN,
1998), zudem wird die Hypothalamus- Hypophysen- Nebennieren- Achse als Antwort auf die
systemische Entziindung mit Fieber und Sekretion von Kortisol und adrenokortikotropen

Hormonen moduliert (HINDMAN et al., 2001).

Auch die Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-1B wird sehr schnell im
geschidigten Hirnbereich induziert und dort von aktivierten Astrozyten und Mikrogliazellen
freigesetzt. UTAGAWA et al. (2008) zeigten in einer Studie, dass IL-1p Matrix- Metallo-
proteinasen stimuliert, die ebenfalls die vaskuldre Permeabilitdt verdndern und so zu extra-
vasalen Blutungen in die graue und weille Substanz des Riickenmarks fiihren konnen. IL-1
hat zudem die Fihigkeit, die Aktivitit der Neurone zu beeinflussen. Demnach fiihrt eine
neuronal regulierte, erhohte Glukokortikoidkonzentration im Blutplasma zu einer potenten
Immunsuppression und einer Aktivierung hepatischer Akute- Phase- Proteine (LACROIX
und RIVEST, 1998).

2.4.3 Inflammationsparameter

2.4.3.1 Zyklooxygenase (COX)

Anfang der 70er Jahre des letzten Jahrhunderts wurden inflammatorisch wirkende Enzyme,
sog. Zyklooxygenasen (COX), erstmals beschrieben. Es konnte damals gezeigt werden, dass
nicht- steroidale Antiphlogistika (NSAIDs) in der Lage sind, die Aktivitit dieser Zyklo-
oxygenasen, und damit verbunden die Prostaglandinsynthese, zu hemmen (MINGHETT]I,
2004). COX- Proteine, auch als Prostaglandin H,- Synthasen bezeichnet, spielen eine
wichtige Rolle im katalytischen Schritt der Prostaglandinsynthese. COX- Enzyme induzieren
zunidchst eine Oxidation der Arachidonsdure zum instabilen Prostaglandin G, (PGG;) und
anschlieBend eine Reduktion des PGG; zum stabilen Prostaglandin H, (PGH,) mit Hilfe einer
Peroxidase- vermittelten Reaktion. Aus PGH, entstehen letztendlich durch andere Enzyme
verschiedene Unterformen der Prostaglandine wie beispielsweise Thromboxan A, und B,,

Prostazyklin und die Prostaglandine D,, E; und F, (MINGHETTI, 2004; SIMMONS et al.,
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2004). Die ca. 73 kD groflen COX- Proteine kommen in drei verschiedenen Isoformen vor:

COX-1, -2 und -3.

COX- Proteine, die im Allgemeinen zur Gruppe der langkettigen Fettsidure- Oxygenasen und
damit zu den Pathogen- induzierbaren Oxygenasen zihlen, sind in den Lumina von Zell-
kernhiille und endoplasmatischem Retikulum lokalisiert (GILROY und COLVILLE-NASH,
2000). Unter physiologischen Bedingungen werden die beiden Isoformen COX-1 und -2 in
niedriger Konzentration v. a. in Gehirn, Hoden, sowie den Makula densa- Zellen der Niere

exprimiert (SMITH et al., 1996; GILROY und COLVILLE-NASH, 2000).

Als Antwort auf proinflammatorische Molekiile, Zytokine und Wachstumsfaktoren nach
akuten und chronischen Entziindungsprozessen erfolgt eine schnelle COX-2 Expression in
exzitatorischen Neuronen des Hippokampus, der Amygdala und des Neo- und Allokortex
(KAUFMANN et al.,, 1996). Dabei zeigen COX-2 Enzyme ambivalente Eigenschaften:
wihrend sie unter physiologischen Bedingungen an normalen neuronalen Funktionen beteiligt
sind, kénnen sie nach Uberexpression in Folge von Hypoxie, Ischimie und Krimpfen jedoch
neurotoxisch reagieren (MINGHETTI, 2004). Zudem scheint die COX-2 Expression im
Gehirn auch von Bedeutung fiir fundamentale Hirnfunktionen wie z. B. synaptische Plastizitit

oder Gedichtnis- und Lernprozesse zu sein (MINGHETTI, 2004).

2.4.3.2 Tumornekrosefaktor a (TNF a)

TNF, ein potentes proinflammatorisches Zytokin, das in den frithen 80er Jahren des letzten
Jahrhunderts isoliert wurde, tibernimmt wichtige Funktionen in Bezug auf Immunitidt und
Entziindung, sowie in der Kontrolle der Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose

(BAUD und KARIN, 2001).

TNF mit einer Groe von 17 kD umfasst die beiden genetisch und strukturell vergleichbaren
Unterformen TNF o und TNF f, ein von T-Lymphozyten abgeleitetes sog. ,,Lymphotoxin®
(BENDTZEN, 1989). Der inflammatorische Mediator Tumornekrosefaktor oo (TNF a), der
ehemals als Kachektin bezeichnet wurde, wird zum grof3en Teil von aktivierten Makrophagen
freigesetzt, die durch LPS stimuliert wurden. LPS bzw. Endotoxine besitzen daher die grofte
Potenz, TNF zu induzieren. Zudem werden durch TNF die Zytokine IL-1 und IL-6
(TONNESEN et al.,, 1996), sowie der Nukledre Transkriptionsfaktor kappa B (NFkB)
hochreguliert (MEYER et al., 1991).
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In Bezug auf das zentrale Nervensystem geht man davon aus, dass das Protein TNF o aus der
systemischen Zirkulation nicht direkt iiber die Blut- Hirn- Schranke in das Gehirn iibertreten
kann. Vielmehr interagiert TNF o mit Zellen im sog. ,,Organum vaskulosum der Lamina
terminalis”, einem zirkumventrikuldren Organ, das sich rostral des Hypothalamus befindet
und keine Blut- Hirn- Schranke besitzt. Von dort aus wird die Synthese von TNF a in den

Neuronen des ZNS gesteuert (BREDER et al., 1993).

Im Gehirn befindet sich auch ein eigenstindiges zentrales Makrophagen- und Zytokinsystem
(LIEBERMAN et al.,, 1989). Unter physiologischen Bedingungen scheinen die Zytokin-
Rezeptoren im ,,Organum vaskulosum der Lamina terminalis® vorwiegend mit solchen
Zytokinen zu interagieren, die aus Axonenden freigesetzt wurden (BREDER et al., 1993). Vor
Kurzem hat man aber auch Neurone identifiziert, die eine COX- Immunoreaktivitit
aufweisen. Diese Neurone scheinen zu Beginn einer Prostaglandinantwort mit zirkulierenden
Zytokinen in Verbindung zu stehen. Da Prostaglandine klein und lipophil sind, kénnen sie
kurze Strecken im zentralen Nervensystem diffundieren und stellen somit eine kritische
Verbindung zwischen Neuronen im ,,Organum vaskulosum® mit dem zerebralen Zytokin-

system und dem zentralen Zytokinsystem her (BREDER et al., 1993).

2.4.3.3 Nukleirer Faktor kappa B (NFkB)

Der Transkriptionsfaktor Nukledrer Faktor kappa B (NFxB) mit einer Groe von 51 kD
(MEYER et al., 1991) iibernimmt wichtige regulatorische Funktionen in der Immun- und
Inflammationsantwort. Zudem scheint NFkB in die Reaktivitdt und Replikation vieler Viren,
in der embryonalen Entwicklung, in der Zellproliferation und Kontrolle der Apoptose, der
neuronalen Entwicklung und Neurodegeneration involviert zu sein (BAEUERLE und
BALTIMORE, 1996). Unterschiedliche Zelltypen, wie beispielsweise T- und B-Zellen, sowie
die Zytokine IL-1 und TNF a, aber auch Endotoxine, sind in der Lage, die Synthese von
NF«kB als Antwort auf intra- und extrazelluldren Stress zu aktivieren (BOWIE und O'NEILL,
2000).

NFkB befindet sich als inaktive Form im Zytoplasma unstimulierter Zellen. Diese inaktive
Form besteht aus einem aktiven Dimer, an dem ein inhibitorisches Protein, das sog.
,Inhibitorische Protein xappa B (IkB), gebunden vorliegt. Die in vielen Zellen iiberwiegend
vorherrschende inaktive Form des NF«kB besitzt ein Dimer mit den Untereinheiten p50/p65,

welches mit IkBa assoziiert ist und so NFkB im Zytosol der Zelle hilt. Alle NFxB-
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Untereinheiten verfiigen iiber eine homologe Region von 300 Aminosduren, die auch als sog.
,»Rel- Domine* bezeichnet wird (BAEUERLE und BAICHWAL, 1997). Neben der haupt-
sdchlich hemmenden Komponente IkBa existieren noch die weiteren inhibitorischen

Untereinheiten IkBp und IxkBe (WHITESIDE und ISRAEL, 1997).

Oxidativer Stress, wie z. B. eine hohe intrazellulire Konzentration an Wasserstoffperoxid
(H20»), Superoxid oder Hydroxylradikalen, sowie ein Kalzium- bzw. Glutamatiiberschuss
fiihren zu einer zellspezifischen Aktivierung von NFkB. Dabei stimulieren IL-1 und TNF o
als wichtige NFxB- induzierende Zytokine die beiden phosphorylierten IkB- Kinasen, IKKa
und IKKf (BOWIE und O'NEILL, 2000). Die phosphorylierten IxB- Kinasen sind Bestandteil
eines groflen Multiproteinkomplexes, zu dem auch das sog. ,JKK Complex- Associated
Protein* (IKAP) und der sog. ,,NFkB essential modulator* (NEMO) gehoren. In Folge dessen
dissoziiert NFkB von IkB ab und transloziert als p50/p65- Dimer vom Zytoplasma in den

Zellkern, wo letztlich die Gentranskription stattfindet (CLEMENS et al., 1997).

In einem Rattenmodell mit zweistiindiger mittlerer Zerebralarterienokklusion (middle cerebral
artery occlusion, MCAQ) konnten Erkenntnisse zu NFkB gewonnen werden. Wihrend der
Ischimie und Reperfusion des Hirngewebes erfolgt eine Hochregulierung der interzelluldren
Adhésionsmolekiile-1 (intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1) auf der luminalen Ober-
fliche des zerebralen mikrovaskuldren Endothels, was schlieSlich zu einer endothelialen
Adhédsion und Transmigration von neutrophilen Zellen fiihrt (MATSUO et al.,, 1994).
Zusitzlich werden IL-1, IL-6, IL-8, TNF a, TNF B und iNOS wihrend der Reperfusion
verstiarkt synthetisiert, die alle iiber spezielle NFkB- Bindungssequenzen verfiigen. In dieser
Studie konnte bereits 15 Minuten nach Beginn der Reperfusion eine Aktivierung von NF«xB
festgestellt werden. Eine Stunde nach Reperfusion wurden jedoch wieder basale Ausgangs-

werte erreicht (CARROLL et al., 1998).

CLEMENS et al. (1997) zeigten ebenfalls die Aktivierung von NF«B, hier jedoch nach
transienter globaler Ischdmie des Vorderhirns. In intakten Neuronen konnte eine nur
voriibergehende Stimulation von NF«B festgestellt werden. In diesem Zusammenhang konnte
NF«B eine protektive Rolle iibernehmen. Es ist bekannt, dass NFxB die Synthese des
Mediators TNF a in B-Zellen und Makrophagen anregt. TNF o wiederum ist fiahig, Neurone
in der CA1- Region des Hippokampus (Zellkultur) zu schiitzen (BAEUERLE und HENKEL,
1994). Andererseits konnte eine persistente Aktivierung von NF«B in Ischidmie- geschiddigten
Neuronen im Hippokampus bestitigt werden. Aus diesem Grund besteht die Annahme, dass

NF«B am programmierten Zelltod im Hippokampus beteiligt sein konnte. Eine NFkB-
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Aktivierung bei scheinoperierten Tieren wurde dagegen nicht beobachtet (CLEMENS et al.,
1997).

Durch die Verwendung antioxidativer Substanzen, wie beispielsweise N- Azetylzystein, das
die intrazelluldre Glutathionkonzentration erhoht (BOWIE und O'NEILL, 2000), kann die
NF«B- Aktivierung blockiert und somit eine signifikante Reduktion des Infarktausmafles um
49 % nach 48 Stunden post operationem erreicht werden (CLEMENS et al., 1997). Auch
weitere Antioxidantien, wie Vitamin E- Derivate und o-Liponsdure, konnen die NFkB-

Aktivierung unterbinden (BOWIE und O'NEILL, 2000).

2.5 Moxifloxazin

2.5.1 Allgemeines

Moxifloxazin (MXF) ist ein Antibiotikum aus der Klasse der fluorierten Chinolone, auch als
Gyrase- Hemmer bezeichnet, die sich generell in vier chemische Gruppen einteilen lassen:
Chinolone, Cinnoline, Naphthyridine und Pyridopyrimidine. Hauptangriffspunkt aller
Chinolone sind die beiden bakteriellen Enzyme, Topoisomerase II und IV, die eine wichtige
Stellung bei der Synthese intakter bakterieller DNA einnehmen. Die Aufgabe der Adenosin-
triphosphat- (ATP-) abhingigen Topoisomerase II, die sog. DNA- Gyrase, besteht darin,
DNA- Doppelstringe zu spalten und durch Schleifenbildung wieder zu verdrillen. Die
Topoisomerase IV ist dagegen mafigebend an der Trennung der replizierten DNA- Doppel-
striange beteiligt. Die Fihigkeit der Chinolone, an diese Topoisomerasen zu binden, bedingt
letztendlich die Hemmung der DNA- Synthese, Replikation, Transkription und Re-
kombination der bakteriellen DNA (FORTH et al., 2004).
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Abbildung 11: Allgemeines Grundgeriist der Chinolone als Schema (modifiziert nach
BAUERNFEIND, 1997).

Als Ausgangssubstanz zur Herstellung dieser synthetischen Wirkstoffklasse (siehe Abb. 11)
verwendete man 1962 erstmals Nalidixinsdure. 20 Jahre spiter wurde dann Norfloxazin, das
erste an Position 6 fluorierte Chinolonderivat, welches zur Behandlung von bakteriellen

Infektionen eingesetzt wurde, publik (FORTH et al., 2004).

MXEF als Vertreter aus der Gruppe IV der Fluorchinolone wurde erstmalig 1999 von der
Firma Bayer AG (Wuppertal) zur oralen Behandlung von Atemwegs- und Weichteil-
infektionen mit dem Handelsnamen ,,Avalox ® neu zugelassen. Im Jahre 2002 wurde die
Zulassung fiir ,,Avalox ®“ als Infusionslosung zur Behandlung ambulant erworbener
Pneumonien, sowie 2005 zur Behandlung komplizierter Haut- und Weichteilinfektionen er-
weitert. Seit Miarz 2009 besteht zudem die Moglichkeit, MXF als Monotherapeutikum bei
Infektionen des oberen weiblichen Genitaltraktes einzusetzen (FORSCHUNGSWERK-
STATT MOXIFLOXACIN, 2005; WWW.ZCT- BERLIN.DE/ NEUEINFUEHRUNGEN
/MOXIFLOXACIN.HTML; WWW.PHARMAZEUTISCHE-ZEITUNG.DE/INDEX.PHP?ID
=29451, Archiv 03/2009; Abfragen am 11.08.2009).

2.5.2 Wirkungsweise

MXF Hydrochlorid (BAY 12-8039) mit der ausfiihrlichen chemischen Formel 1-Zyklopropyl-
6-Fluor-8-Methoxy-7-[(4aS,7aS)-Oktahydro-6H-Pyrrolo[3,4-b]pyridin-6-yl]-4-Oxo-1,4-Di-
hydrochinolin-3-Karbonsdure und der Summenformel C,;H;sFN3O4 ist ein Breitband-

antibiotikum mit guter bakterizider Wirkung.
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Abbildung 12: Strukturformel von Moxifloxazin (modifiziert nach STASS und KUBITZA,
1999).

Charakteristisch fiir die Struktur dieses Antibiotikums sind folgende Substitutionen am
Molekiil (siehe Abb. 12): Der Zyklopropylrest an Position 1 erhoht die antibakterielle
Aktivitat besonders gegen gramnegative Mikroorganismen, die Substitution mit Fluor an
Position 6 verbessert den antibakteriellen Effekt um das 10 bis 100-fache und die fiir MXF
spezifische Methoxygruppe an Position 8 optimiert die Bioverfiigbarkeit und potenziert die

Aktivitdt gegeniiber anaeroben Bakterien (FORTH et al., 2004).

2.5.2.1 Pharmakokinetik

Mit einer breiten antibakteriellen Aktivitit ist MXF gegen grampositive, gramnegative, sowie
anaerobe Bakterien, aber auch gegen atypische Organismen wie Mykoplasmen, Legionellen
und Chlamydien wirksam. MXF hat im Vergleich zu élteren Fluorchinolonen der ersten
Generation einen weitaus groBeren Effekt besonders im grampositiven Bereich und wirkt
dosis- und konzentrationsabhingig gegen grampositive und gramnegative Bakterien
(DALHOFF, 1999). SIEFERT et al. (1999) fiihrten Studien zu pharmakokinetischen
Eigenschaften von MXF beim Menschen, sowie anderen Sdugetierspezies durch. Demnach
wird MXF nach oraler Gabe primér iiber Duodenum und Jejunum innerhalb von zwei
Stunden mit einer guten oralen Bioverfiigbarkeit von 52 bis 91 % (Affe < Minischwein <
Maus < Ratte < Hund, Mensch 82 %) schnell resorbiert (SIEFERT et al., 1999). STASS et al.

(2001) konnten zeigen, dass eine gleichzeitige Gabe von Ranitidin oder Milchprodukten zu
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MXEF keine negativen Auswirkungen nach sich zieht, bzw. nur eine geringe Verzogerung in
der Wirkung nach der Gabe am Ende einer fettreichen und hochkalorischen Mahlzeit auftritt
(STASS et al., 2001). Die gleichzeitige Einnahme von Antazida oder Eisenpriparaten mit
MXEF reduziert allerdings dessen Absorption (MUIJSERS und JARVIS, 2002). Bei gesunden
Probanden konnte nach einer oralen Einzeldosis von 400 mg eine maximale Blutplasma-
konzentration von 4,4 mg/l ermittelt werden (HEINZL, 1999). Auch nach intravendser
Applikation erfolgt eine schnelle Verteilung aus dem Blutstrom hin zu peripheren Organen
und Geweben. MULLER et al. (1999) zeigten, dass die Konzentration von MXF nach oraler
Einzeldosis (400 mg) oder Infusionslosung (400 mg) iiber einen Zeitraum von einer Stunde
im Speichel sowie im kapilldren Blut dhnlich hoch ist wie im vendsen Blutplasma (3,2 bis 3,7

ug MXF pro ml).

Als weitere markante Eigenschaft von MXF ist die hohe und freie Konzentration im
Blutplasma aufgrund der schwachen Proteinbindungsfihigkeit (30 bis 42 %) zu nennen, die
zu einer raschen Verteilung in den extra- und intrazelluldren Raum fiihrt und damit eine gute
bakterizide Wirkung erzielt. Hierbei erfolgt die reversible Bindung hauptsichlich an das
Plasmaprotein Albumin. Beachtenswert sind auBerdem die gute Membran- und Gewebe-
gingigkeit z. B. in Knochen oder entziindetes Gewebe (KALTEIS et al., 2006) sowie die
Fahigkeit, sich in Makrophagen, Phagozyten und PMN trotz dort herrschendem, saurem

intrazelluldarem pH- Wert in hohen Konzentrationen anzureichern.

MXF durchlduft eine Phase- II Biotransformation und wird hepatisch und renal als unver-
dnderte Substanz, sowie in Form inaktiver konjugierter Metabolite ausgeschieden. Nach
oraler Gabe wird MXF iiber 96 % und nach intravendser Applikation iiber 98 % aus dem
menschlichen Korper eliminiert. Eine Phase- 1 Biotransformation unter Beteiligung des
Zytochrom P450- Systems scheint bei MXF nicht statt zu finden (MUIJSERS und JARVIS,
2002). Es handelt sich bei den beiden inaktiven Metabolisierungsprodukten um N- Sulfo- und
Azyl- Glukuronid- konjugierte Metaboliten.

Mit einer langen Halbwertszeit von 12 bis 14 Stunden wird deshalb allgemein empfohlen,
MXEF als orale Einzeldosis (400 mg pro Tag) bzw. als Infusion (400 mg pro Tag) iiber einen

Zeitraum von insgesamt einer Stunde, einmal tiglich zu applizieren (STASS et al., 2001).

38



2.5.2.2 Pharmakodynamik

BOSWELL et al. (1999) lieferten wichtige Erkenntnisse zu Abtdtungszeiten von Bakterien
und postantibiotischen MXF- Effekten folgender Bakterienstimme: Streptokokkus pneu-
moniae, Streptokokkus pyogenes, Hamophilus influenzae, Staphylokokkus aureus und
Escherichia coli. MXF mit seiner bakteriziden Wirkung gegen sowohl grampositive, als auch
gramnegative Bakterien, hat aber den weitaus grof3ten Effekt gegen Staphylokokkus aureus
und Escherichia coli. AuBlerdem besteht eine positive Korrelation zwischen MXF-
Konzentration und postantibiotischen Effekten. Die Beurteilung dieser Effekte erfolgt durch
Erfassung der Wachstumssuppression der mikrobiellen Organismen nach Kurzzeitexposition

mit dem Antibiotikum MXF (BOSWELL et al., 1999).

Intrazellulire Aktivitit

MXF mit einer breit geficherten antimikrobiellen Aktivitdt hat die Eigenschaft, sich intra-
zelluldr in hohen Konzentrationen anzureichern. PASCUAL et al. (1999) fiihrten Studien
durch, um die Aufnahme und intrazelluldre Aktivitit von MXF in humanen PMN (bestehend
aus Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten) zu erforschen. MXF penetriert schnell in
PMN- Zellen, bindet reversibel, erreicht eine mehr als neun mal hohere intrazellulire
Konzentration im Vergleich zur extrazelluliren Konzentration und bleibt jederzeit intra-

zelluladr aktiv (PASCUAL et al., 1999).

Weiterhin ist MXF bei Konzentrationen von ein bis 50 mg/l nicht sittigbar. Bei einer
Temperatur von vier Grad Celsius (im Vergleich zu 37 °C) und pH- Werten von 3, 4, 10 und
13 kann jedoch eine Abschwichung in der intrazelluldaren Aufnahme beobachtet werden.
Ursache dafiir scheinen das bizyklische Amin und der Methoxysubstituent an den Positionen

7 und 8 zu sein (PASCUAL et al., 1999).

In einigen Studien hat man den Mechanismus, wie aktivierte neutrophile Granulozyten und
Monozyten Fluorchinolone intrazelluldr anhdufen konnen, ndher beleuchtet (WALTERS et
al., 1999; BOUNDS et al., 2000). So sind zwei sittigbare, Natrium- und Temperatur-
abhingige, sowie pH- sensitive Transportsysteme an der Fluorchinolon- Aufnahme beteiligt.
Wihrend das eine der Transportsysteme zwar eine geringe, dafiir aber kontinuierliche
Affinitdt zeigt, ist das zweite System, aktiviert z. B. durch Proteinkinase C, fiir Fluor-
chinolone hochaffin. Die Aufnahme von Fluorchinolonen in die neutrophilen Zellen scheint

dabei so effektiv zu sein, dass die intrazelluldre Fluorchinolon- Konzentration um ein
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vielfaches hoher ist als die Plasmakonzentration (WALTERS et al., 1999; BOUNDS et al.,
2000).

Immunmodulation, Himatopoese und antiinflammatorische Effekte

Chinolone haben in der Regel keine Wirkung auf intakte und unstimulierte Zellen (SHALIT
et al., 2002). Neben antimikrobiellen Eigenschaften zeigt MXF auch immunmodulatorische
Aktivitdten. In vitro, in humanen peripheren Lymphozyten, sowie in immunsupprimierten
Tieren (subletale Bestrahlung, sowie Zyklophosphamid- induzierte Neutropenie im Maus-
modell) fiihrt MXF zu einer erhohten Zytokin- Produktion. IL-2, IL-3, Granulozyten-
Makrophagen Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) und Interferon-y werden hierbei
vermehrt exprimiert. Diese immunmodulatorische Fihigkeit ist allerdings nur solchen

Chinolonen vorbehalten, die an Position 1 einen Zyklopropyl- Rest aufweisen.

Eine weitere Studie von SHALIT et al. (2001) iiber immunmodulatorische Effekte von MXF
bei Zyklophosphamid- induzierten, leukopenischen Mdiusen berichtet ebenfalls von einer
verbesserten Immunantwort. Das Zytostatikum Zyklophosphamid fiihrt bei Mensch und Tier
zu einer Neutropenie mit ausgeprigter Leukopenie (Hohepunkt an Tag vier nach Injektion).
Es konnte gezeigt werden, dass bei immunsupprimierten Tieren sowohl das himatopoetische
System, als auch das Immunsystem durch MXF positiv beeinflusst wurden. Man konnte
einerseits eine verstirkte Wanderung myeloider Vorliduferzellen (granulopoetische
Vorlduferzellen, CFU-C) zwischen Knochenmark und Milz, sowie einen Anstieg weiller
Blutkorperchen im peripheren Blut beobachten. Andererseits konnte eine verstirkte
Produktion von Zytokinen, IL-3, IL-6 und GM-CSF, sowie eine erhohte Colony-Stimulating-
Activity (CSA) im Knochen, in der Milz, in der Lunge und in der Harnblase festgestellt
werden (SHALIT et al., 2001).

Grundsitzlich aktivieren bei jedem Entziindungsprozess pathogene Bakterien oder andere
infektiose Agentien Makrophagen oder Monozyten, die eine Zytokinkaskade auslésen. Pro-
inflammatorische Zytokine, wie z. B. IL-1, IL-6 oder TNF a fiihren u. a. zu einer Freisetzung
von Radikalen und hydrolytischen Enzymen, die letztendlich eine wichtige Rolle bei der

Gewebezerstorung spielen (HALL et al., 2003).

MXF hemmt allerdings die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie z. B. IL-1a, IL-1p,
IL-6 und TNF a in stimulierten humanen Monozyten. So reicht eine Konzentration von 10 mg

/1 MXF aus, um TNF a signifikant zu hemmen (ARAUIJO et al., 2002).
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Der zelluldre antiinflammatorische Effekt von MXF erfolgt in zwei Phasen {iiber einen
phagozytischen Mechanismus: Monozyten werden durch die Aufnahme von Bakterien-
bestandteilen stimuliert, so dass sie mit einer Freisetzung von zyklo-Adenosinmonophosphat
(c-AMP) aus der Membran und mit einem Anstieg der Proteinkinase C- Aktivitit reagieren.
Freie Radikale, wie z.B. Nitritoxid (NO) oder H,O, werden freigesetzt und fiihren zu einem
Absinken des intrazelluliren pH- Wertes innerhalb einer Stunde, wihrend derer bereits
proteolytische Enzyme aktiviert werden. Uber eine Zeitspanne von ca. zwei Stunden wirkt
MXEF ,,nur* bakteriostatisch durch Hemmung der Proteinsynthese. Durch den Anstieg und die
Freisetzung von NO, H,O, und N- Azetyl- Glukosamin wird das Bakterium aber schluss-
endlich entweder mit Hilfe der freien Radikale oder mittels ,,zidalem* (selbsttotendem) Effekt
abgetotet. Das Phidnomen des phagozytischen Mechanismus kann man mit folgenden
Substanzen unterbinden: Ammoniumchlorid (NH4Cl) verhindert die Phagosom- Lysosom-
Fusion, Chlor-Kabonyl-Zyanid-Phenylhydrazon (CCCP) blockiert die Protonenpumpe fiir
Lysosome und Natriumfluorid (NaF) hemmt den Sauerstoff- und Energiemetabolismus der

Zelle (HALL et al., 2003).

2.5.2.3 Toxizitit und Wirkung auf verschiedene Organsysteme

Toxizitit

VON KEUTZ und SCHLUTER (1999) fiihrten zahlreiche Studien durch, um die Toxizitit
von MXF zu untersuchen. Nach oraler Einzeldosisgabe konnten demnach folgende mittlere
letale Dosen (LDsp) bestimmt werden: 1320 mg/kg Korpergewicht (KG) bei der Ratte, 435 bis
758 mg/kg KG bei der Maus und 1500 mg/kg KG beim Zynomolgus-Affen. Die LDsy nach
intravenOser Applikation betrdagt 105 bis 130 mg/kg bei der Maus und 112 bis 146 mg/kg bei
der Ratte. Die hohen toxischen Dosen beeinflussen hauptsidchlich den Gastro- Intestinal-
Trakt (Diarrho, Hamorrhagien, Nekrosen) und das Zentrale Nervensystem (ZNS) mit Tremor
und Konvulsionen. Eine MXF- induzierte Mortalitit nach Mehrfachgaben (bis zu sechs

Monaten) konnte aber nicht beobachtet werden (VON KEUTZ und SCHLUTER, 1999).

Wirkung auf das ZNS

Es besteht grundsitzlich die Moglichkeit, dass Chinolone fiir das Auftreten von Konvulsionen
verantwortlich sind. Mit Hilfe von Elektroenzephalografie (EEG)- Untersuchungen an

Rhesus-Affen, die vier Wochen lang oral MXF in einer Dosis von 150 mg/kg KG erhielten,

41



wurde bestitigt, dass MXF das Potential besitzt, die EEG- Aktivitdt im Vergleich zu anderen
Chinolonen zu verindern (VON KEUTZ und SCHLUTER, 1999).

Die Inzidenz zentralnervoser Reaktionen nach Chinolonbehandlung beim Menschen wird mit
0,9 bis 2,1 % angegeben (SCHMUCK et al., 1998). Relativ selten auftretende konvulsive
Anfille kommen iiberwiegend bei dlteren und vorberichtlich an Epilepsie, Hirnschiden oder
Alkoholabusus leidenden Patienten vor. In einer in vitro- Studie von SCHMUCK et al. (1998)
konnte der exzitatorische Effekt von Fluorchinolonen auf das ZNS intensiver analysiert
werden. In diesem Zusammenhang erreichte die Konzentration des Fluorchinolons in der
zerebrospinalen Fliissigkeit nur anndhernd zehn Prozent im Vergleich zur Blutplasma-
konzentration. Man konnte nachweisen, dass die durch Chinolone ausgelosten extrazelluldren
Feldpotentiale im Hippokampus iiber das Glutamat- System gesteuert werden. Grundsitzlich
liegt im Ruhezustand der Glutamat- gesteuerte N-Methyl-D-Aspartat- (NMDA)- Rezeptor
mit Magnesiumionen (Mg>*) blockiert vor. Fluorchinolone aktivieren nun den NMDA-
Rezeptor in den Neuronen der CA1- Region des Hippokampus, indem sie die Magnesium-
ionen aus dem lonenkanal des NMDA- Rezeptors verdringen und es folglich zu einer
exzitatorischen Reaktion kommt (SCHMUCK et al., 1998). Eine vermutete Affinitit der
Chinolone zum inhibitorischen Neurotransmitter GABA im Hippokampus, als Gegenspieler
zum exzitatorischen Neurotransmitter Glutamat, konnte nicht bestitigt werden (SCHMUCK

et al., 1998).

Wirkung auf das Herz- Kreislauf- System

In einer Studie an Hunden (Beagle) konnte gezeigt werden, dass orale MXF- Dosen von 10,
30 oder 90 mg/kg/Tag weder einen Einfluss auf den Blutdruck, noch auf den Puls haben. Es
besteht allerdings eine Tendenz zu einem verldngerten QT- Intervall im Elektrokardiogramm
(EKG), das ca. zwei Stunden nach Antibiotikum- Gabe auftritt (VON KEUTZ und
SCHLUTER, 1999). 2002 konstatierten RUBINSTEIN und CAMM gleichermallen die
mogliche Verlingerung des QT- Intervalls um fiinf bis sechs ms, wobei Frauen und alte
Menschen empfinglicher sind. Fluorchinolone blockieren die Kaliumkanile am Herzen und
konnen demnach eine Arrhythmie verursachen. Verantwortlich fiir die QT- Verldngerung ist

das Proton an Position 5 im MXF- Molekiil (RUBINSTEIN und CAMM, 2002).
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Wirkung auf den Respirationstrakt

WILSON et al. (2004) untersuchten in einer Vergleichsstudie Langzeit- und Kurzzeit-
wirkungen von MXF bei chronischer Bronchitis des Menschen. Als sehr héaufig
vorkommende pathogene Mikroorganismen waren Hadmophilus influenzae mit 41,8 % und
Streptokokkus pneumoniae mit 20,3 % vertreten. Es konnte bestétigt werden, dass MXF als
Kurzzeittherapie (400 mg, einmal téglich iiber fiinf Tage) mit einer schnellen Lungen-
gewebspenetration hoch wirksam gegen Pathogene des Respirationstrakts, einschlieBlich
Penizillin- resistenter Pneumokokken ist. Weiterhin dauerte es bis zu einem erneuten
Auftreten einer chronischen Bronchitis nach MXF- Applikation im Durchschnitt 131 Tage im
Vergleich zu anderen Antibiotika, bei denen durchschnittlich nach 103 Tagen erneut

Bronchitis auftrat (WILSON et al., 2004).
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Zielvorstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses einer perioperativen Gabe
des Fluorchinolons Moxifloxazin (MXF) auf die neurologische und kognitive Funktion an der
Ratte nach extrakorporaler Zirkulation (EKZ) mit 45 min tief- hypothermem Kreislauf-
stillstand (DHCA) iiber einen Beobachtungszeitraum von 14 Tagen. Zusitzlich soll gepriift
werden, ob sich ein etwaiger histologischer Schaden nach EKZ mit DHCA durch MXF nach

14 Tagen verringert.

Das Modell der EKZ mit DHCA an der Ratte wurde bereits in vorangehenden Studien im
eigenen Labor etabliert JUNGWIRTH et al., 2006). In diesem Zusammenhang wurden in den
letzten Jahren diverse Lang- und Kurzzeitstudien durchgefiihrt, die beispielsweise die
systemische und zerebrale Inflammation 28 Tage nach EKZ mit DHCA (KELLERMANN et
al., in Vorbereitung) oder den Einfluss der Wiedererwiarmungsgeschwindigkeit nach EKZ mit
DHCA auf die Neurologie und Histologie (DERTINGER, 2007) hin untersucht haben. Das
Modell der EKZ mit DHCA scheint auch geeignet zu sein, um potentielle neuroprotektive
Strategien préklinisch zu untersuchen. So wurde bereits der Einfluss des Antibiotikums
Moxifloxazin auf die Neurologie und zerebrale Inflammation im Kurzzeitversuch iiber 24
Stunden nach EKZ mit DHCA untersucht (STUCKLE, Medizinische Dissertation in

Vorbereitung).

Die vorhergehende Studie von STUCKLE konnte zeigen, dass 24 Stunden nach EKZ mit 45
min DHCA die Expression der zerebralen Entziindungsparameter COX-2, TNF a und NF«xB
in der Hippokampus- Region bei MXF- behandelten Tieren geringer ausfillt. MXF zeigt
dabei keinerlei Wirkung auf das postoperative neurologische Defizit, beide DHCA- Gruppen
sind gleich schlecht im Vergleich zu den Sham- Gruppen sowie den pridoperativ erhobenen

Ausgangswerten (STUCKLE, Medizinische Dissertation in Vorbereitung).

Basierend auf den Resultaten dieser vorangegangenen Studie sollen deshalb folgende

Fragestellungen bearbeitet werden:
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(1) Verbessert die perioperative Gabe von MXF das neurologische und v. a. das neuro-

kognitive Ergebnis nach EKZ mit DHCA innerhalb von 14 Tagen und

(2) wie verhilt sich die Ausprigung des histologischen Schadens und der Nachweis des

zerebralen Inflammationsparameters NFkB.

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemi3 §8 des Deutschen Tierschutzgesetzes (Tierschutz-
gesetz in der Fassung vom 18. Mai 2006, BGBI. I S. 1206, 1313, zuletzt gedndert am 21.
Dezember 2006, BGBI. I S. 3294) durch die Regierung von Oberbayern genehmigt
(Aktenzeichen: 55.2-1-54-2531-28-07).

3.2 Material und Methoden

3.2.1 Versuchsplanung

Die Eingriffe und Untersuchungen werden an 50 ménnlichen zehn bis zwolf Wochen alten
Sprague- Dawley Ratten (Charles River Deutschland GmbH, Sulzfeld) mit einem durch-
schnittlichen Gewicht von 330 bis 400 g durchgefiihrt.

Vor dem eigentlichen Versuchsbeginn werden die Ratten zur Gewohnung an ihre neue
Umgebung in Gruppen von maximal vier Tieren in Makrolon Kifigen Typ IV (55 x 35 x 20
cm) iiber einen Zeitraum von mindestens neun Tagen gehalten. AnschlieBend setzt man die
Ratten fiir die Dauer von elf Tagen in den speziell fiir die Verhaltensuntersuchungen
entwickelten 80 x 60 x 50 cm groflen Versuchskifig (undurchsichtiges graues PVC, Fa. Josef

Weiss Plastik GmbH, Miinchen) mit einer maximalen Gruppengrofle von zehn Tieren ein.

Futter (Altromin 1324, spezialbehandeltes Haltungsfutter fiir Ratten, Altromin GmbH, Lage)
und Wasser stehen den Tieren iiber Futterraufen und Nippeltranken ad libitum zur Verfiigung.
Als Einstreumaterial dient entstaubtes und entkeimtes Weichholzgranulat (Lignocel, J.
Rettenmaier & Sohne, Rosenberg). Um die Haltungsumwelt anzureichern, wird den Ratten
zusitzlich eine Hand voll entkeimtes Heu und eine Lage Zellstoff als Nestbau- und
Beschiftigungsmaterial angeboten. An zwei festgelegten Tagen in der Woche findet ein

kompletter Einstreuwechsel statt, sowie einmal wochentlich ein Austausch der Trinkflaschen.
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Die Unterbringung der Ratten erfolgt in einem fensterlosen, klimatisierten Tierstall mit einer
durchschnittlichen Raumtemperatur von 22 + 2 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 +
15 %, sowie einem durch eine Zeitschaltuhr gesteuerten Hell/Dunkel- Rhythmus von jeweils
12 Stunden, mit der Hellphase von 02:00 bis 14:00 Uhr und der Dunkelphase von 14:00 bis
02:00 Uhr. Hierbei betrdgt die Lichtintensitit maximal 60 Lux im Kifig, gemidll den
Vorschriften fiir Albinotiere (GV-SOLAS, 1988). Parallel zur Hellphase werden die Ratten
mit leiser Radiomusik beschallt, um eine Gewohnung an die menschliche Gerduschkulisse zu

erreichen.

Der gesamte Versuch lésst sich generell in zwei Abschnitte untergliedern: der chirurgische

Eingriff und die neurokognitive Testphase.

Fiir die operative Phase werden die Tiere randomisiert in fiinf verschiedene Gruppen
eingeteilt: DHCA Moxifloxazin, DHCA Plazebo, Sham Moxifloxazin, Sham Plazebo und
Kontrolle (sieche Abb. 13).

DHCA MXF (n=10)
DHCA

DHCA Plazebo (n=10)
n =40

Sham MXF (n=10)

Sham

Sham Plazebo (n=10)

n=10 Kontrolle

Abbildung 13: Aufteilung und Darstellung der Versuchsgruppen (DHCA Moxifloxazin,
DHCA Plazebo, Sham Moxifloxazin, Sham Plazebo und Kontrolle mit einer Gruppengrofie
von jeweils n = 10).

Die Tiere der DHCA- Gruppen werden einer EKZ mit DHCA unterzogen. Jeweils eine

Gruppe erhilt perioperativ entweder alle zwei Stunden iiber zehn Stunden insgesamt 100
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mg/kg Moxifloxazin oder dasselbe Volumen physiologische Kochsalzlosung (NaCl, 0,9 %).
Die intraperitoneale Applikation beginnt mit der Narkoseeinleitung und erfolgt insgesamt

sechs Mal im Abstand von jeweils zwei Stunden.

Die Tiere der Sham- Gruppen werden analog zu den Tieren der DHCA - Gruppen anésthesiert,
kaniiliert, jedoch nicht an die EKZ angeschlossen und keinem DHCA unterzogen. Die Gabe

von MXF bzw. NaCl erfolgt nach dem gleichen Schema wie bei den DHCA- Gruppen.

Die sich postoperativ anschlieBende neurokognitive Testperiode umfasst die neurologische
Untersuchung an den Tagen -2, -1, 1, 2, 3 und 14 und die kognitive Testphase vom vierten bis
zum 13. Tag nach der Operation unter Verwendung des modifizierten Zylinder- Hole- Board-
Tests (ZHBT). Die Tiere der Kontrollgruppe werden weder anésthesiert noch operiert, jedoch
nach demselben Schema wie die Tiere der vier Versuchsgruppen neurologisch und neuro-

kognitiv getestet.

AbschlieBend werden die Ratten am postoperativen Tag 14 in tiefer Isoflurannarkose
entblutet. Das Gehirn wird zur weiteren histologischen Untersuchung entnommen, auf

Trockeneis tiefgefroren und bei - 80 °C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert.
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Abbildung 14: Schematischer Zeitverlauf des Versuchs (Uberblick Tag -2 bis Tag 14).
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3.2.2 Versuchsdurchfiihrung

3.2.2.1 Durchfiihrung der EKZ mit DHCA

Chirurgische Préiparation und Kaniilierung

Den Tieren steht bis zum Zeitpunkt der Operation Futter und Wasser ad libitum zur
Verfiigung. Die chirurgischen Eingriffe werden stets von der gleichen Person durchgefiihrt.
Vor der Operation erfolgt eine klinische Allgemeinuntersuchung der Tiere, um sicher-

zustellen, dass es sich um gesunde Tiere handelt.

Die Ratten werden zur Einleitung der Anisthesie in eine durchsichtige Plexiglasbox gesetzt,
die mit 5,0 Vol % Isofluran (Forene®, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden) und Sauerstoff
(6 I/min) geflutet wird. Sobald die gewiinschte Anisthesietiefe mit Bewusstseinsverlust und
Ausfall der Stellreflexe eingetreten ist, appliziert man je nach zugewiesener Gruppe intra-
peritoneal MXF oder NaCl. Anschliefend rasiert man die Haut an den erforderlichen
Inzisionsgebieten, mit Ausnahme des Schwanzbereiches. Nach endotrachealer Intubation mit
einer 14-Gauge- Kaniile erfolgt die Ventilation iiber ein Kleintierbeatmungsgerit (Small
Animal Ventilator KTR-4, Hugo Sachs Elektronik, March) im halboffenen System ohne
Riickatmung mit konstanter Frischgaszufuhr von 0,8 1/min, vorgeschaltetem Prézisions-
verdampfer (Abott GmbH & Co. KG, Wiesbaden) und Gasabsaugung. Die Tiere atmen dabei
2,0 bis 2,5 Vol % Isofluran in 40 % Sauerstoff, ca. 55 % Druckluft, mit einer Atemfrequenz
von ca. 50 Atemziigen pro Minute und einem Beatmungsdruck von 11 bis 15 mmHg. Nach
Anpassung der Beatmung wird der Kohlenstoffdioxid- Partialdruck (PaCO,) bei ca. 30 mmHg

aufrechterhalten.

Um eine Austrocknung der Kornea zu verhindern, wird diese mit einer Salbe (Bepanthen®,
Augen- und Nasensalbe, Bayer Vital, Leverkusen) geschiitzt, sowie die Maulschleimhaut mit

einem in physiologischer Kochsalzlosung getrankten Tupfer benetzt.

Von besonderer Relevanz ist bei diesem operativen Eingriff das Temperaturmanagement.
Neben der rektalen Temperatur wird zusitzlich die perikranielle Temperatur iiberwacht,
indem eine Temperatursonde (Newport® Hypodermic Needle Temperatur Probes, Hyp-1,

Newport Electronics, Santa Ana, USA) im rechten Muskulus temporalis platziert wird.
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Prinzipiell erfordert das chirurgische Priparieren der Arteria sacralis mediana (A. sacralis
mediana, Schwanzarterie), Arteria epigastrica cranialis superficialis (A. epigastrica cranialis
superficialis) und Vena jugularis externa (V. jugularis externa) folgendes Vorgehen: zunéchst
erfolgt vor jeder Inzision eine Hautdesinfektion mit Cutasept® F (Fa. Bode, Hamburg),
anschlieBend infiltriert man mit dem Lokalanésthetikum Lidokainhydrochlorid (Xylokain 2

%, Astra Zeneca, GroB3britannien) subkutan das Gewebe.

Nach dem Hautschnitt trennt man das subkutane Gewebe stumpf und stellt die Arterie bzw.
Vene isoliert dar. Das jeweilige Gefdl wird dann distal abgebunden (4-0 PH-Seide, Ethicon®,
Ethicon GmbH, Norderstedt) und proximal mit einer Ligatur nur locker umschlungen. Spiter
kann dadurch der eingefiihrte Katheter fest mit der GefdBwand verbunden werden. Im
niachsten Schritt wird mit einer mikrochirurgischen Schere die Gefilwand von oben
vorsichtig eingeschnitten, um den mit heparinisierter Vollelektrolytlosung (Thomaejonin-
16sung®, DeltaSelect GmbH, Pfullingen) gefiillten Katheter in das Gefdll einbringen zu

konnen. Danach fixiert man den Katheter mit der Gefi3wand durch die vorgelegte Ligatur.

Als arterielles Zuflussgefil wihrend der EKZ dient die Schwanzarterie, die auf der
Ventralseite des Schwanzes lokalisiert ist. Sie wird mit einem 20-Gauge groflen Venen-
verweilkatheter (Insyte—WTM, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) kaniiliert. Da fiir die
weitere Prédparation ein vollheparinisiertes Tier notwendig ist, erhilt die Ratte iiber diesen
Katheter umgehend 150 L.E. Heparin Natrium (Liquemin® N 25000, Hoffmann - La Roche
AG, Grenzach-Wyhlen). Zusitzlich versorgt man das Tier analgetisch repetitiv mit Gaben

von Fentanyl (S5ug- Boli).

Um den mittleren arteriellen Blutdruck (,,mean arterial blood pressure”, MAP) zu
iiberwachen, platziert man einen angespitzten Polyethylen- Katheter (PE 10, Intramedic™,
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) in der rechten A. epigastrica cranialis superficialis, der
iiber einen Druckdom (MX 960, Fa. Medexmedical, Lancashire, GroB3britannien) an einen
Monitor (Eagle® 4000, GE Medical Systems Deutschland, Solingen) angeschlossen ist.
Zusitzlich werden fortwihrend Elektrokardiografie (EKG)- Ableitungen registriert, um die
Herzaktivitit zu iiberwachen (Eagle® 4000, GE Medical Systems Deutschland, Solingen).

Zu genau definierten Zeitpunkten finden wiederholte Blutdruck-, Blutgas- und Blutglukose-
messungen statt. Mit dem Blutgasanalysegerit (Rapidlab ™ 860, Bayer Vital GmbH,
Fernwald) werden folgende physiologische Parameter bestimmt: PaO, (arterieller Sauerstoft-

partialdruck), BE (Basenabweichung) und Hidmoglobin. Mit einem Schnelltestgerit
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(Glucometer ® Elite TM, Bayer HealthCare AG, Diagnostics, USA) wird die Blutglukose-

Konzentration gemessen.

Auf der kaudoventralen Halsseite prédpariert man anschlieBend die paramedian gelegene
rechte V. jugularis externa, in die ein 4,5 Fr groBer, mehrfach perforierter Katheter (eigene
Herstellung) bis in den rechten Vorhof vorgeschoben wird. Auf diese Weise ist die voll-
stindige vendse Drainage des rechten Vorhofes, der rechten hinteren Hohlvene und der bei

Ratten regelmifBig vorkommenden rechten und linken vorderen Hohlvene sichergestellt.

Um die GefidBle vor zu starker Austrocknung zu schiitzen, adaptiert man die Wundriander mit

Einzelheften (4-0 Prolene™, Ethicon®, Ethicon GmbH, Norderstedt) aneinander.

Aufbau der EKZ und Abkiithlungsphase

Zugang zwr A. epigastiica
cranialis superficialis

Zugang zur A. sacralis mediana

.} Zugang zur V.

fngularis Rechtes Herz

Wiilneaus-
tauscher

Venises
Reservoir

Abbildung 15: Schematische Darstellung der EKZ an der Ratte mit arteriellem und venosem
Zugang, venosem Reservoir, Rollerpumpe, Oxygenator und Wiirmetauscher (modifiziert nach
DIELEMAN et al., 2000).
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Nach dem Beenden der Préiparation wird bei Tieren der DHCA- Gruppen die EKZ aufgebaut.
Die Herz- Lungen- Maschine (HLM) setzt sich aus folgenden Segmenten zusammen: vendses
Reservoir (Plexiglas®, Dipl. Ing. M. Humbs, Valley), Rollerpumpe (Masterflex®, Cole-
Parmer Instrument Co., Illinois), ein speziell fiir Ratten entwickelter Membranoxygenator
(Fiillungsvolumen 4 ml) mit integriertem Wérmetauscher und eine im arteriellen Abschnitt
befindliche Flusssonde (T 208, Transonic Volume Flowmeter, Transonic Systems Inc.,
Ithaca), die fortwidhrend die aktuelle Blutflussrate erfasst. Diese Komponenten werden durch
ein Schlauchsystem aus Plastik verbunden (Innendurchmesser 1,6 mm, Tygon®, Cole-Parmer
Instrument Co., Illinois). Der eigens fiir Ratten entwickelte Membranoxygenator besteht aus
zwel 12,8 x 12,8 x 2,7 cm groBen Plexiglasplatten, zwischen denen sich eine dreischichtige,
tibereinander kreuzweise geklebte Diffusionsmembran (Hohlfasermembran, Jostra AG,
Hirrlingen) befindet. Durch diese Konstruktion wird eine Gasaustauschfliche von 558 cm?
erzielt. Der Wirmeaustausch findet iiber ein temperaturgesteuertes Wasserbad (Polystat
Control cc2, Peter Huber Kiltemaschinenbau GmbH, Offenburg) statt, welches iiber ein
Schlauchsystem an den Oxygenator angeschlossen und nur durch eine diinne Plexiglasscheibe

vom vorbeistromenden Blut getrennt ist.

Vor Beginn der EKZ muss das System entliiftet werden. Dies erfolgt durch Fiillen des
Kreislaufs mit 10 ml 6 %iger Hydroxyethylstirke (HAES 60 mg/ml, Voluven®, Fresenius
Kabi AG, Bad Homburg). Dieser Vorgang des ,Kreislauf- Auffiillens wird in der

gebriduchlichen Fachsprache auch als ,,Priming* bezeichnet.

Mit Beginn der EKZ erfolgt die Drainage des vendsen Blutes aus dem rechten Vorhof in das
venose Reservoir. Von dort wird das Blut iiber die Rollerpumpe in den Oxygenator gepumpt,
wo es iiber die Diffusionsmembran mit Sauerstoff, Kohlenstoffdioxid (CO,) und Isofluran
versorgt wird. SchlieBlich wird das arterielle Blut iiber die Schwanzarterie in den Korper-

kreislauf zuriickgefiihrt.

Anfangs betrigt die Blutflussrate 160 bis 180 ml/min/kg, welche dem physiologischen Herz-
zeitvolumen der Ratte entspricht. Im weiteren Verlauf der Abkiihlungsphase drosselt man die
Blutflussrate schrittweise auf 105 ml/min/kg. Das Tier wird dabei sowohl indirekt
(Wiarmetauscherfunktion des Oxygenators mit Hilfe des Wasserbades), als auch direkt (mit
Eis gefiillte Handschuhe, Warme- bzw. Kiihlmatte) iiber insgesamt 30 min auf eine rektale

Temperatur von 18 bis 15 °C herabgekiihlt.
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Wihrend der Abkiihlungsphase setzt man die Anisthesie mit 0,8 Vol % Isofluran und
repetitiven Fentanyl- Gaben (5 pg- Boli) fort. Zusitzlich appliziert man als muskel-
relaxierendes Préaparat Zisatrakurium (1,6 mg/h, Nimbex®, GlaxoSmithKline GmbH & Co
KG, Miinchen). Um priaventiv Atelektasen in der Lunge zu verhindern, wird wihrend der
Abkiihlungsphase an der EKZ ein positiver endexspiratorischer Druck (5 cm H,O) mit einem
FiO, = 0,21 durch einen permanenten positiven Atemwegsdruck wihrend der Beatmung

beibehalten.

Zu verschiedenen, definierten Zeitpunkten werden die physiologischen Parameter wie rektale
und perikranielle Temperatur, MAP, sowie Blutgase (temperaturkorrigiert, pH- stat) und
Glukosekonzentration im Blut erhoben: zehn Minuten vor dem Beginn der EKZ, vor dem
Beginn des DHCA, fiinf Minuten nach Start der Wiedererwidrmung, am Ende der Wieder-

erwidrmung und eine Stunde nach Ende der EKZ.

Venose
Drainage

. Arterieller Zufluss
Venoses

Reservoir

Roller- Membranoxygenator

pumpe

Abbildung 16: Aufbau der EKZ mit Hilfe der HLM an der priparierten Ratte.

DHCA

Sobald die Korpertemperatur auf 18 bis 15 °C gesunken ist, schaltet man die Herz- Lungen-
Maschine (HLM) ab und ldsst das Tier bei geschlossener arterieller Zuflusskaniile und
offenem vendsen Abfluss passiv in das vendse Reservoir entbluten. Zudem werden wihrend
des tief- hypothermen Kreislaufstillstandes Ventilation und Anésthesie eingestellt. Bedingt
durch die tiefen Temperaturen kommt es ohne den Einsatz kardioplegischer Substanzen zum
Sistieren des Herzschlages. Charakteristikum des DHCA sind Asystolie, sowie ein MAP von
Null. Dieser Zustand wird fiir insgesamt 45 Minuten bei einer Korpertemperatur von 18 bis

15 °C aufrechterhalten.
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Wiedererwiarmung an der EKZ

Unter Verwendung einer Heizmatte, eines Warmluftgebldses (WarmTouch ® 5200, Nellcor,
USA), sowie der Wirmetauscherfunktion des Oxygenators wird das Tier sofort im Anschluss
an den DHCA iiber einen Zeitraum von 40 Minuten auf eine Korpertemperatur von 35,5 °C
an der EKZ wiedererwirmt. Betrdgt die Blutflussrate anfanglich 105 ml/min/kg, steigert man
diese sukzessive auf 120 ml/kg/min bei 20 °C und 150 ml/kg/min bei 30 °C. Am Ende der
Wiedererwarmungsphase erreicht der Blutfluss die physiologischen Ausgangswerte von 160

bis 180 ml/kg/min.

Wihrend der Wiedererwdarmungsphase wird die Anésthesie identisch zur Abkiihlungsphase
mit 0,8 Vol % Isofluran in einer O,- und CO,- Gasmischung mit variablen Konzentrationen
von CO, (Kontrolle der arteriellen Blutgase nach pH- stat: PaCO, 31 - 40 mmHg,
Temperatur- angepasst) und mit wiederholten Gaben von Fentanyl (5 pg- Boli), sowie
Applikation von Zisatrakurium (1,6 mg/h) fortgesetzt. Auch ein positiver endexspiratorischer

Druck von 5 cm H,0 mit einem FiO, = 0,21 bei der Beatmung wird aufrechterhalten.

Mit steigenden Temperaturen fiangt das Herz ohne Zugabe von Medikamenten nach
vorherigem Kammerflattern und -flimmern an, selbstindig zu arbeiten, bis sich im EKG nach
ersten Ersatzrhythmen mit breiten QRS- Komplexen der urspriingliche Sinusrhythmus

einstellt.

Sobald die rektale Temperatur mindestens 30 °C und die Blutflussrate mindestens 150
ml/kg/min betragen, bekommt das Tier bei Bedarf 20 pug/ml Norepinephrinhydrochlorid
(Arterenol® 1 ml, Aventis Pharma Deutschland GmbH, Frankfurt am Main) in
physiologischer Kochsalzlosung verdiinnt, um den MAP bei Werten iiber 45 mmHg zu halten.
Falls sich eine Hypoglykdmie abzeichnet, werden 0,1 bis 0,2 ml einer 50 %igen Glukose-
16sung (DeltaSelect GmbH, Pfullingen) verabreicht. Um den Blut- pH konstant zu halten bzw.
azidotische Verschiebungen auszugleichen, appliziert man Natriumhydrogenkarbonat 84
mg/ml (DeltaSelect GmbH, Pfullingen) nach der Formel Bikarbonat = -BE x 0,3 x kg KG.
Weiterhin priift man die Kalziumkonzentration und kompensiert gegebenenfalls ein Absinken
der Kalziumkonzentration unter 1 mmol/l mit 0,1 ml einer 10 %igen Kalziumglukonat
Losung (Calcium Braun 10 %, B. Braun Melsungen AG, Melsungen). Die Wirkung der durch
Heparin induzierten Antikoagulation klingt ohne Gabe eines Heparinantagonisten, wie z.B.

Protamin, ab.
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Nachbeatmungsphase

Nach Erreichen einer rektalen Korpertemperatur von 35,5 °C wird die EKZ beendet, indem
man den vendsen Ab- und den arteriellen Zufluss abklemmt und die Rollerpumpe stoppt. Das
sich noch in der HLM befindliche Blut wird gesammelt und zentrifugiert (2000 Umdrehungen
pro Minute/10 Minuten). AnschlieBend wird das so gewonnene Erythrozytenkonzentrat mit
HAES (6 %) und Kalzium verdiinnt und sehr langsam iiber die Schwanzarterie retrans-
fundiert, um den Hamatokrit auf Werte iiber 30 % anzuheben. Fiir den Zeitraum von einer
Stunde bleibt die Ratte mit 1,0 bis 1,5 Vol % Isofluran anisthesiert, intubiert und kontrolliert
beatmet. Zudem wird besonders auf eine Erhohung der Rektaltemperatur auf 36,5 °C
geachtet. Bevor man die Katheter am Ende der Nachbeatmungsphase alle entfernt, fithrt man

eine abschlieBende Blutgasanalyse durch.

Danach werden die Katheter entfernt, die Gefil3e ligiert und die Hautwunden mit Einzelheften
verschlossen. Dann wird die Ratte zum Aufwachen in eine mit Sauerstoff angereicherte Box

verbracht und extubiert, sobald sich das Tier eigenstindig umdreht.

Postoperative Uberwachung

Nach Ende der Narkose steht das Tier noch fiir etwa vier Stunden unter stindiger Beob-
achtung durch den Operateur in einer durchsichtigen Plexiglasbox. Fiir ca. 18 Stunden, bis
zum néchsten Morgen, verbleibt das Tier bei freiem Zugang zu Wasser und Futter in dieser

mit Sauerstoff angereicherten Box.

Tiere, die nach der Operation ersichtliche schwerwiegende neurologische Dysfunktionen
aufweisen oder deren Allgemeinbefinden nachhaltig gestort erscheint (Dyspnoe, zyanotische
Verinderungen), werden unmittelbar euthanasiert. Alle anderen Tiere werden am ersten

postoperativen Tag in ihre vertraute Umgebung zuriickgebracht.

3.2.2.2 Untersuchung der neurologischen Funktion

Anhand vielféltiger Testsysteme konnen neurologische und motorische Parameter erfasst
werden. Wihrend man einige Verhaltensweisen (z. B. Bewusstsein, Pflegeverhalten und
Laufen) bereits passiv durch Beobachtung der Tiere im bekannten Wohnkifig, dem sog.

,Homecage®, beurteilen kann, schaffen aktive Tests die Moglichkeit, weitergehende Er-
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kenntnisse iiber neurologische und motorische Defizite zu gewinnen (COMBS und

D'ALECY, 1987).

Zu diesem Zweck wurden spezielle Punkteschemata entworfen, um pathologische Ab-
weichungen motorischer und kognitiver Funktionen, sowie im Verhalten zu detektieren (sieche
Seite 61, 70 und 72). Demnach liegt der Normalwert bei Null bzw. von Null bis drei und

Defizite spiegeln sich in einer hoheren Gesamtpunktzahl wider.

Aussagen iiber den Gleichgewichtssinn lassen sich iiber die Balkentests (,,Beam- Walking*
und ,,Beam- Balance®) treffen. Das Greif- und Haltevermogen kann iiber den Drahtgitter- und
Greif- Zug- Test (,,Rotating- Grid*“ und ,,Prehensile- Traction®) ermittelt werden. Zu- und

Abnahmen des Korpergewichts erfasst man durch Gewichtskontrolle.

Versuchsplan

Die neurologisch- motorischen Tests beginnen am praoperativen Tag -2 und werden am
prdoperativen Tag -1, sowie den postoperativen Tagen 1, 2, 3 und 14 fortgesetzt. Um die
Ratten an die neuen Bewegungsabliufe zu gewohnen, sowie Ausgangswerte zu erheben,
erfolgen neurologisch- motorische Untersuchungen (NU) bereits an den prdoperativen Tagen
-2 und -1. Alle Testergebnisse ab Tag -1 werden in eine Exceltabelle iibertragen. Die
Reihenfolge der Tests findet stets nach einem fiir alle Ratten identisch festgelegtem Schema
statt. Zudem muss man darauf achten, dass die Tiere zwischen den einzelnen Testbausteinen

ausreichend Zeit zur Erholung finden.

Ubersicht iiber benotigte Hilfsmittel

= Zwei Seitenstiitzen aus Holz: Héhe 53 cm

= Schaumstoffmatte: Hohe 5 cm, mit schwarzer Plastikfolie umsaumt
= Balken aus unbehandeltem Holz: 130 x 2,5 x 2,5 cm

= Balken aus unbehandeltem Holz: 130 x 1,5 x 1,5 cm

» Drahtgitter: 57 x 49 cm, Lochgitterabstand 0,8 cm, Drahtsteg 1 mm

= Drahtseil: 62 x 0,3 x 0,3 cm
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* Timer: Hanhart-Labor Timer, Labor 3, Berlin

» Digitale Waage: Kern & Sohn GmbH, Balingen

Versuchsdurchfithrung

Bewusstsein

Wihrend sich die Ratte noch in ihrem Wohnabteil befindet, beurteilt man bereits Wahr-
nehmungsreaktionen auf ihre Umwelt, ihre Artgenossen und auf den Beobachter. Man erhélt
hiermit erste Hinweise auf den allgemeinen Gesundheitszustand der Ratte. In ihrem Verhalten
unauffillige Tiere sind demnach neugierig, erkunden ihre Umgebung und sind ihrem
Gruppenverband zugehorig. Dagegen sondern sich in ihrem normalen Verhalten beein-
trachtigte Ratten von ihren Artgenossen ab und zeigen wenig bis keinerlei Interesse an ihrer
Umwelt. Immer wiederkehrende ruhelose Bewegungen (Stereotypien) sprechen gleicher-

malen fiir eine Bewusstseinsstorung.
Pflegeverhalten

Das Allgemeinbefinden kann anhand des Putz- und Pflegeverhaltens durch Adspektion
bewertet werden. Putzt sich die Ratte nicht mehr, so erscheint das Fell struppig und
ungepflegt, rotliches Sekret aus den Harderschen Driisen in den Augenwinkeln sammelt sich
an und kann die Augenregion verkleben. Ebenso konnen Verschmutzungen am Anus auf

mangelndes Putzverhalten und somit auf eine Storung des Gesundheitszustandes hindeuten.
Laufen/Bewegung

Hierbei iiberpriift man, ob die Ratte FEinschrinkungen in der Bewegung zeigt (z. B.
Lahmbheiten, Paralysen, Im- Kreis- Laufen oder Stehunfahigkeit). Zeigt das Tier ein normales
Laufverhalten, wird dies entsprechend des Punkteschemas (siehe Tab. 01, S. 61) mit null
Punkten bewertet. Eine erste Betrachtung erfolgt bereits im Wohnabteil, sowie auch im
Zylinder- Hole- Board- Test (ZHBT). Dieser Test gibt allgemeine Informationen {iiber
Motorik, Stellreflexe und Gleichgewicht.
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Laufen auf dem Balken/Beam- Walking

Fiir diesen Test benotigt man zwei Holzgestelle, die als Seitenwénde fungieren, sowie einen
unbehandelten Holzbalken (130 x 2,5 x 2,5 cm), der zwischen den beiden Holzgestellen in
einer Hohe von ca. 55 cm befestigt wird. Eine Bodenmatte aus Schaumstoff sorgt fiir eine

gute Abfederung, sollte das Tier stiirzen.

Die Ratte muss dreimal eine Strecke von jeweils 100 cm auf dem Balken entlanglaufen (siehe
Abb. 17). Dabei wird die Féahigkeit, auf dem Balken laufen zu konnen, beurteilt. Fehltritte der
Vorder- und Hinterbeine werden als Fullfehler gezédhlt und geméll dem Punkteschema mit null
bis maximal vier Punkten bewertet (sieche Tab. 01, S. 61). Der Beam- Walking- Test
(FEENEY et al., 1982; KOLB und WHISHAW, 1985) erlaubt es, Aussagen zu Bewegungs-

storungen, Gleichgewichtssinn, Stellreflexen und Haltungsasymmetrien zu treffen.

Abbildung 17: Ratte beim Uberqueren des 2,5 cm breiten Balkens im Beam- Walking- Test.

Drahtgitter- Test/Rotating- Grid

Der Drahtgitter- Test entspricht einer Modifikation des ,,Screen- Tests* von COMBS und
D ALECY (1987). Die Ratte wird auf ein horizontales (0°) Drahtgitter gesetzt, welches in
eine vertikale (90°) und anschlieend in eine umgekehrt horizontale Position (180°) gedreht
wird. Fiir fiinf Sekunden (s) muss sich das nun kopfiiber hingende Tier am Drahtgitter fest-
halten (sieche Abb. 18). Die Bewertung erfolgt entsprechend der Tabelle 01. Mit diesem Test

lassen sich Muskelkraft und Gleichgewichtssinn beurteilen.
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Abbildung 18: Ratte, die sich am Drahtgitter beim Rotating- Grid- Test mit allen vier Pfoten
festhdilt.

Greif- Zug- Test/Prehensile- Traction

Als weiteren Test zur Erfassung des Greif- und Haltevermdgens, sowie der allgemeinen
Muskelkraft wendet man den sog. Greif- Zug- Test an (sieche Abb. 19). Die Ratte muss mit
ihren Vorderpfoten ein in ca. 53 cm Hohe gespanntes Drahtseil ergreifen und sich mindestens
15 Sekunden daran halten konnen. Gesunde Ratten greifen mit beiden Vorderpfoten gleich
stark und symmetrisch das Drahtseil, geschidigte Tiere weisen dagegen hiufig Defizite auf
(ein- oder beidseitig reduzierte Muskelkraft in den Vorderpfoten). Protokolliert wird sowohl
die Zeitdauer des Festhaltens in s, als auch die Symmetrie der Vorderpfoten in der Greif- und

Haltephase. Die Bewertung erfolgt entsprechend dem Punkteschema (siehe Tab. 01, S. 61).

Abbildung 19: Ratte, die das Drahtseil mit beiden Vorderpfoten ergreift.
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Balken- Gleichgewichts- Test/Beam- Balance

Zur Untersuchung von Muskelkraft und Gleichgewicht setzt man die Ratte beim Beam-
Balance- Test mittig auf einen Holzbalken (130 x 1,5 x 1,5 cm), der sich in einer Hohe von
ca. 55 cm befindet (sieche Abb. 20). Fiir 60 s soll die Ratte das Gleichgewicht halten. Mit
einem jeweiligen Zeitabstand von 60 s wird dieser Test insgesamt dreimal durchgefiihrt. Die

Zeit in s bzw. die Unfidhigkeit der Ratte, sich festzuhalten, dokumentiert und bewertet man

entsprechend der Tabelle O1.

Abbildung 20: Ratte beim Balancieren auf dem 1,5 cm breiten Holzstab beim Beam- Balance-
Test.

Gewichtskontrolle

Durch Gewichtskontrolle kénnen Zu- und Abnahmen des Korpergewichts erfasst werden.

Die Bewertung der vorangehend beschriebenen Tests erfolgt anhand des folgenden Punkte-

schemas:
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Tabelle 01: Punkteschema zur Beurteilung der motorischen Funktion

Kategorie

0

Grad der Beeintrichtigung

1

2

3

4

Punkte

Normal

Laufen

normal

Ataxie

Kreis-
be-
wegung

/

Koordina-
tion im
Beam-
Walking-
Test

1-3
Fehltritte

4-10

11-20

> 20

nicht
fahig

0-4

Kraft im
Drahtgitter
- Test

>5s
bei 180°

<5s
bei 180°

nur bei
90°

nicht
fahig

0-3

Kraft im
Greif- Zug-
Test

11-15s

6-10 s

1-5s

nicht
fahig

0-3

Gleichge-
wicht im
Beam-
Balance-
Test

50-60 s

30-49 s

10-29 s

1-10
S

nicht
fahig

Symmetrie
der
Bewegung

Sym-
metrie

einseitige
Schwiche

Asym-
metrie

Fein-
motorik als
Fresszeit
(ZHBT)

<5s

<7s

<9s

>90s

0-3

Geschick-
lichkeit als
Anzahl
Jrustraner
Loch-
besuche
(ZHBT)

>2

0-3

Totaler
Motorik-
Score

0-24

0-1
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3.2.2.3 Untersuchung der neurokognitiven Funktion mit Hilfe des

modifizierten Zylinder- Hole- Board- Tests (ZHBT)

Versuchskifig

Voraussetzung fiir die neurokognitive Testphase ist eine moglichst stressarme Umgebung, in
der die sehr sozial lebenden Ratten ihre natiirlichen Verhaltensweisen aufzeigen konnen. Ein
speziell konzipierter Versuchstierkifig, auch ,,Homecage* genannt, vereint sowohl Tierabteil
als auch Versuchsarena in einem. Fiir einen Zeitraum von elf Tagen nutzen die Tiere zunédchst

den gesamten mit Weichholzgranulat eingestreuten Homecage als Wohnraum.

Der 80 x 60 x 50 cm groB3e Versuchstierkifig stellt eine nach oben offene Kiste dar, die aus
grauen PVC- Platten (eigene Herstellung, Fa. Weiss, Miinchen) mit einer Dicke von 1 cm
gefertigt ist. Ein Abdeckgitter aus Metall (82 x 61 cm, Quadratlochung 1 x 1 cm) hindert die

Tiere am Herausklettern, sorgt aber zugleich fiir einen ausreichenden Lichteinfall.

Eine durchsichtige und mit Lochern versehene Trennwand (59 x 1 x 50 cm, Durchmesser der
Locher 1,5 cm, Lochabstand 5 cm), die einen Tag vor dem operativen Eingriff eingesetzt
wird, teilt den Homecage in Versuchsarena und Tierabteil auf. Hierfiir sind zwei PVC-U-
Profilschienen (13 x 15 x 1,5 mm, Linge je 50 cm) notwendig. Die Trennwand erméglicht so
der Ratte wihrend der Testphase, visuell und olfaktorisch Kontakt zu ihren Artgenossen auf-

zunehmen. An der AuBenldngsseite des Tierabteils sind Futterraufen sowie Nippeltrinken

befestigt, die den Tieren iiber geeignete Locher in der PVC- Wand zuginglich sind.

Abbildung 21: Linkes Bild: Darstellung des Arbeitsplatzes mit PC, Weichtastatur,
Testutensilien, Videokamera sowie Homecage mit Futter und Wasserzugang; Bild in der
Mitte: Aufsicht von oben in den Homecage mit eingezogener Trennwand zur Separierung von
Wohnabteil und Versuchsarena; rechtes Bild: Aufsicht von oben auf Wohnabteil und
Versuchsarena, Besuch eines Zylinders.
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Testprinzip

Das visuell- rdumliche Testprinzip des ZHBT erlaubt es, in nur einem einzigen Test
kognitive, emotionale und motorische Parameter parallel zu untersuchen. Neben Lern- und
Gedichtnisprozessen lassen sich zudem Verhaltensweisen analysieren, die mit Angst,
Exploration, Erregung und sozialer Affinitdt in Verbindung stehen. Des Weiteren gewinnt
man Erkenntnisse iiber die lokomotorische Aktivitit, sowie die motorische Geschicklichkeit

der Ratten.

Grundlage des Tests ist die Verwendung einer Futterbelohnung in Form von Mandel-
stiickchen (Mandeln, blanchiert gehobelt, Mérsch-Import, Ulm). Von insgesamt zehn Loch-
vertiefungen, die alle mit aufgesteckten, nach oben hin offenen Zylindern versehen sind,
werden lediglich drei Locher mit einer Futterbelohnung, die fiir die Ratte erreichbar ist,
gefiillt. Zusitzlich markiert man die aufgesteckten Zylinder dieser drei gefiillten Loch-

vertiefungen mit weilem Klebestreifen. Die iibrigen sieben nicht markierten Locher sind leer.

Die Ratte soll hierbei lernen, die optisch markierten Zylinder mit darin befindlichem Futter in
Verbindung zu bringen, und diese gezielt aufzusuchen. Zudem muss sie sich daran erinnern,

welche Futterbelohnungen sie bereits gefressen hat.

Modifiziertes Zylinder- Hole- Board (ZHB)

Das modifizierte Zylinder- Hole- Board (ZHB) (siehe Abb. 22) ist ein 40 x 25 x 1 cm grof3es
Brett, welches aus dunkelgrauem PVC hergestellt wurde. Auf diesem Board befinden sich
zehn Lochvertiefungen, die in drei Reihen zueinander versetzt angeordnet sind. Jede Loch-
vertiefung (Durchmesser von 5 cm) weist zwei unterschiedliche Stanztiefen auf (peripher 0,3
cm mit einem Durchmesser von 5 cm, zentral 0,6 cm mit einem Durchmesser von 3,5 cm).
Nun werden alle zehn Locher mit jeweils drei Mandelstiickchen befiillt und mit einem
Drahtgitter (Durchmesser ca. 4,8 cm, Quadratlochung 2 mm) abgedeckt. Dann steckt man
entsprechend dunkelgraue PVC- Zylinder (Durchmesser 5 cm, Hohe 5 cm, Randbreite 2 mm)
auf die jeweiligen Lochvertiefungen auf. Drei dieser Zylinder markiert man sichtbar am
oberen duBleren Rand mit weilem Klebestreifen (Tesa Isolierband, Tesa AG, Hamburg).
Anschlieend legt man jeweils ein Mandelstiickchen oben auf das Drahtgitter der drei

gekennzeichneten Zylinder.
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Abbildung 22: Aufsicht auf das ZHB mit Nummerierung der zehn Locher.

Ubersicht iiber benotigte Hilfsmittel

Futterbelohnung: Mandeln, blanchiert gehobelt, Mérsch-Import, Ulm

Johannisbeeraromalosung: Blackcurrant Flavouring Liquid, Th. Geyer,

Friedrichsthal, zur Verdiinnung 0,012 ml auf 30 ml Leitungswasser
Wattestibchen: Noba, Wetter
Tesa Isolierband (wei}): Tesa AG, Hamburg

PC-Desktop Vectra Hewlett Packard, Monitor Samsung SyncMaster 151BM,
Weichtastatur Foldable Keyboard (Fold-2000, Taiwan), Beobachtungsprogramm:
The Observer® Version 5,0 (Noldus Information Technology bv, Wageningen, The
Netherlands, ©2003)

Kamera: Digital-Camcorder-Videokamera (GR-DV 1800, JVC, Japan) mit Stativ
und Aufnahmekassette DV 60/TDK

Anatomische Pinzette: Aesculap AG & Co. Kg, Tuttlingen
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Allgemeiner Versuchsablauf

Zur Gewdhnung an den Untersucher und die Futterbelohnung bekommen die Ratten vor dem
Operationstag vier Tage lang Mandeln angeboten. Am Tag vor der Operation wird die
durchsichtige Trennwand in den Versuchskifig eingezogen und die Versuchsarena von
Einstreu und Verschmutzungen befreit. Um im Verhaltenstest die lokomotorische Aktivitit
erfassen zu konnen, werden mit weilem Klebestreifen vier Markierungen fiir Linien-
Uberquerungen (,,Line Crossings*) auf dem Boden der Versuchsarena angebracht. Zudem
erfolgt die Kennzeichnung dreier Zylinder mit weilem Klebestreifen an deren oberem
duBeren Rand. Anschlieend legt man das so vorbereitete ZHB zentral in die Versuchsarena

ein.

Nach der operativen Phase beginnt an Tag vier die kognitive Testphase mit dem ZHBT, die
bis Tag 13 dauert. Grundsitzlich finden pro Tag vier Durchldufe mit einer maximalen Zeit-
spanne von jeweils fiinf Minuten statt. Die Lochkombinationen des ZHB wechseln jeden Tag

randomisiert.

Tabelle 02: Randomisierte Lochkombinationen in der Lernphase

Tag Lochkombination
4. Tag 4,6,9
5. Tag 1,5,7
6. Tag 2,3,9
7. Tag 1,7,10
8. Tag 3,5,7
9. Tag 2,5,8
10. Tag 7,9,10
11. Tag 3,6,9
12. Tag 1,3,8
13. Tag 6,8,9
Versuchsdurchfiihrung

Um so nah wie moglich an der Aktivititsphase der ddmmerungs- und nachtaktiven Ratten zu
arbeiten, fiihrt man die Versuche in der spéten Helligkeitsphase von acht bis zwolf Uhr durch.
Zutritt zum Tierstall haben nur die zustindigen Untersucher, die bereits wihrend der Ein-
gewohnungszeit die tigliche Pflege und Kontrolle der Tiere iibernommen haben. Neben dem
Tragen von Schutzkleidung (griine OP- Kleidung, Haarnetz, Atemschutzmaske, raumeigene

Schuhe) ist es gleichermallen wichtig, auf starke Geruchsreize fiir die Tiere (z. B. intensives
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Deodorant, Kosmetika, Knoblauch, Kaffee) zu verzichten, um gleichbleibende Bedingungen

fiir die Testsituation zu schaffen.

Nachdem man das Metallgitter vom Homecage abgenommen hat, beurteilt man zu Beginn das
Allgemeinbefinden der Ratten. Kranke Tiere weisen héaufig ein stumpfes struppiges Fell auf,
sind ungeputzt oder sondern sich von der Gruppe ab. AnschlieBend nimmt man das ZHB aus
der Versuchsarena und reinigt dieses, sowie die Versuchsarena mit Zellstoff und gegebenen-

falls Wasser, um Einstreureste und Schmutzpartikel zu entfernen.

Vor Testbeginn fiillt man mit der Pinzette die zehn Vertiefungen mit jeweils drei
Mandelstiickchen, deckt sie mit dem Drahtgitter ab und fiigt alles mit den aufgesteckten
Zylindern zum kompletten ZHB zusammen. Damit alle Locher einen einheitlichen Geruch
aufweisen und zugleich die Appetenz der Ratten gesteigert wird, streicht man den oberen,
inneren Rand aller zehn Zylinder mit einem in Johannisbeerlosung getrankten Wattestibchen
aus. Mit der Pinzette legt man nun in die drei markierten Zylinder jeweils ein
Mandelstiickchen mittig ein. Das vorbereitete Board setzt man dann in das Zentrum der
Versuchsarena ein. Der Untersucher gibt in das PC- Beobachtungsprogramm Tiernummer,
Versuchstag, Name des Untersuchers und Zuordnung des Tieres (Kontrolle, Operation) ein.

Eine Kamera an der Léangsseite der Versuchsarena zeichnet die Beobachtungen auf.

Die Ratte wird vorsichtig mit einem gezielten Griff unter Brust und Bauch aus ihrem
Wohnabteil gehoben und in den unteren rechten Quadranten der Versuchsarena, mit dem
Schwanz zur Trennwand gerichtet, eingesetzt. Gleichzeitig startet man das Beobachtungs-
programm mit der freien Hand. Da die ganze Aufmerksamkeit nun der Ratte gilt, gibt der
Untersucher seine Beobachtungen {iiber jeweilige Tastenkombinationen, die ein bestimmtes
Verhalten kodieren, ohne auf die Tastatur zu sehen, gerduschlos ein. Das Computer-
Programm erfasst die Eingaben, transfomiert und speichert die erhobenen Daten fiir die
spiatere Auswertung in einer Exceltabelle. Um das Tier in seinem natiirlichen Verhaltens-
muster nicht zu storen, achtet man besonders wihrend des Durchlaufs auf eine ruhige

Umgebung.
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Line Crossing

Versuchsarena

ZHB

Abbildung 23: Aufsicht auf die Versuchsarena mit Line Crossing- Markierungen und
eingelegtem ZHB.

Ein Durchlauf dauert maximal fiinf Minuten (300 s). Hat die Ratte vor Ablauf der Zeit alle
drei Futterbelohnungen gefunden und gefressen, beendet man den Durchlauf manuell und
setzt die Ratte wieder zu ihren Artgenossen zuriick. Die Vorgehensweise bei den nach-
folgenden Tieren ist identisch. Haben alle Ratten den ersten Durchlauf beendet, dndert man

jeweils in den folgenden Durchldufen die Reihenfolge der Tiere.

Wihrend die Tiere an Tag 13 die ersten drei Durchliufe, wie vorangegangen beschrieben, mit
der Lochkombination 6, 8, 9 absolvieren, ersetzt man im vierten und somit letzten Durchlauf
die gekennzeichneten Zylinder durch unmarkierte Zylinder, die schon zuvor in den vorher-
gehenden Durchldaufen verwendet wurden. Zudem verzichtet man auf die Futterbelohnung auf
dem Gitter. Der vierte Durchlauf ist beendet, wenn alle drei Locher (6, 8, 9) trotz fehlender

Markierung und Mandelstiickchen besucht wurden, oder die maximale Zeit erreicht wurde.
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Tabelle 03: Uberblick iiber Aktionen, Tastenbelegungen und Definitionen im ZHBT

Aktion Tastenbelegung | Definition
Beginn des Durchlaufs | Mausklick auf | Loslassen des Tieres aus der Hand
»sGOo““/Enter
Schnuppern an der z Durchstecken der Nase durch ein Loch in der
Trennwand, Beginn Trennwand
,»Group Contact*“= GC
Schnuppern an der J Abwenden von der Trennwand oder andere Aktion
Trennwand, Ende =
OFF
Betreten des Boards= | r Zielgerichtetes Betreten des Boards mit zwei Pfoten
Board oder mit Pfote und Schnauze
Verlassen des Boards = | v Zielgerichtetes Verlassen des Boards mit zwei
Box Vorderpfoten
Loch 1/2/3 (CHYV, f,g,h Aktives Aufsuchen eines markierten Loches
Correct Hole Visit
1/2/3)
Motor skill, Beginn d Nase befindet sich unterhalb der Ebene
Motor skill, Ende j Tier wendet sich ohne zu fressen vom Loch ab
Fressen Beginn = Food | x Tier beginnt in der Box zu fressen
intake on (FI ON
(BOX))
Fressen Beginn = Food | c Tier beginnt auf dem Board zu fressen
intake on (FI ON
(BOARD)
Fressen Ende = OFF j Kauvorgang beendet
Falsches Loch = Wrong | k Besuch eines falschen, nicht markierten Loches
Choice, WC
Wiederholungsbesuch |1 Aktives Aufsuchen eines Loches nach vorherigem
= Repeated Choice, RC Besuch mit Futteraufnahme
,,Mannchen machen*“ = |t Erheben auf die Hinterbeine
Rearing
Groom (Box), Beginn u Putzen, Kratzen in der Box
Groom (Board), Beginn | 5 Putzen, Kratzen auf dem Board
Groom (Box/Board), J Putzen beendet
Ende
Immobilitiit (Box), i Keine Aktivitit ab 3-5 s stillen Sitzens in der Box
Beginn
Immobilitiit (Board), 6 Keine Aktivitit ab 3-5 s stillen Sitzens in der Box
Beginn
Immobilitit Ende = J Bewegung, Aktion
OFF
Hole Visit f, g, h ohne FI | Besuch eines korrekten Loches ohne
ON, aber mit Futteraufnahme
Motor skill
Line Crossing, .C e Ubertreten der Linie mit beiden Vorderpfoten
Kotbillchen, Boli b Kotabsatz
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Erhobene Parameter

Die im ZHBT ermittelten Parameter lassen sich Gedéchtnissystemen (kognitive Parameter),
Verhaltensweisen (Verhaltensparameter) (OHL et al., 2001a; OHL et al., 2001b), sowie
motorischen Fihigkeiten (motorische Parameter) zuordnen. Die Evaluierung kognitiver Para-
meter erfolgt dabei unter Zuhilfenahme eines speziell hierfiir entworfenen Punkteschemas
(siehe Tab. 04, S. 70). Analog zur NU spricht demnach eine hohe Gesamtpunktzahl fiir eine

verminderte kognitive Leistung. Die Werte normaler Tiere liegen zwischen 0 und 3.
Kognitive Parameter

Uber den ZHBT kann die Lernleistung, die sich iiber die Gesamtzeit des Durchlaufes (,,Time
Complete®, TC) definiert, ermittelt und verglichen werden. Die Funktion des deklarativen
Gedichtnisses (Hippokampus) wird iiber die Anzahl an falsch besuchten Lochern (,,Wrong
Choices”, WC), sowie die Anzahl an nicht besuchten, markierten Lochern (,,Omission
Errors®, OE, Auffindungsfehler) bestimmt und evaluiert. Als Indikator des Arbeits-
geddchtnisses (Prifrontaler Kortex) gilt die Anzahl wiederholt besuchter, geleerter Locher

(,,Repeated Choices*, RC) (siehe Tab. 04).

69



Tabelle 04: Punkteschema zur Bewertung der kognitiven Funktion im ZHBT

Grad der Beeintrichtigung Punkte | Normal
0 1 2 3 4 5 6

Kategorie

Lernleistung:

. < 25-  50- 75- 100- 125-
Gesamtzeit des 25 49s T4s 99s 124s 249 >250s| 0-6 0-1
Durchlaufes

Deklaratives
Gedichtnis:
falsch besuchte
Locher

nicht besuchte,
markierte 0 1 2 3 4 5 >5 0-6 0
Locher

Arbeits-
gediachtnis:
wiederholt 0 1 2 4 5 7 >7 0-6 0-1
besuchte
Locher

Totaler
Kognitions- 0-24 0-3
Score

Motorische Parameter

Motorische Fahigkeiten werden in erster Linie anhand der NU bewertet. Der ZHBT bietet
dariiberhinaus die Moglichkeit, Erkenntnisse iiber Geschicklichkeit, sowie feinmotorische
Fertigkeiten zu gewinnen (siehe Tab. 01, S. 61). Als Indikator der Feinmotorik gilt die Fress-
zeit (,,Time per Food Intake*), die die Ratte fiir das Fressen der Futterbelohnung benétigt. Die
Beurteilung der Geschicklichkeit erfolgt tiber die Anzahl frustraner Besuche eines gefiillten

Loches im ZHBT (siehe Tab. 01, S. 61).
Verhaltensparameter

Anhand der Verhaltensparameter lassen sich verschiedene Verhaltensmuster differenzieren:
Angstverhalten, Allgemeinbefinden, soziale Affinitit, Erregung, gerichtete und ungerichtete
Exploration und Bewegungsaktivitit (sieche Tab. 05, S. 72). Die auf dem Board verbrachte
Gesamtzeit (,,Time on Board*), die Latenz bis zum ersten Boardbesuch (,,Latency First Entry

on Board®), sowie die Anzahl der Boardbesuche (,,Number of Board Entries®) gelten als
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Indikatoren fiir Angstverhalten. Die Dauer der Inaktivititsphase an der Gesamtzeit
(,,Jmmobility*‘) spiegelt das Allgemeinbefinden wider. Die soziale Affinitdt kann iiber den
Kontakt zu den Artgenossen iiber die Trennwand (,,Group Contact®) ermittelt werden. Die
Latenz bis zum ersten Lochbesuch (,,Latency First Hole Visit“) und die Anzahl aller
besuchten Locher (,,Number of Holes Visits®) liefern Erkenntnisse iiber die gerichtete
Exploration, wohingegen das Aufrichten auf die Hinterbeine (,,Rearings®) als ungerichtete
Exploration gewertet wird. Als Indikator der Erregung zidhlen die Gesamtzeit der Putzphasen
(,,Grooming*) und die Anzahl an Kotbillchen (,,Boli*). Die allgemeine Bewegungsaktivitit

bestimmt man im ZHBT mit der Anzahl an Linieniiberquerungen (,,Line Crossings®).
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Tabelle 05: Punkteschema zur Bewertung des Verhaltens im ZHBT

Kategorie

Grad der Beeintrichtigung
1 2 3 4

Punkte

Normal

Angst-
verhalten:
Gesamtzeit
auf dem ZHB

> 15%

6-15% <6% / /

0-2

0-1

Latenz erster
ZHB-Besuch

<10s

>10s / / /

Anzahl ZHB-
Besuche

> 1

keine / / /

Allgemein-
befinden:
Immobilitdit

<5%

10-30 > 30
5-10 % % % /

Soziale
Affinitit:
Kontakt mit
der Gruppe

<4

4-6 6-8 >8 /

0-3

Gerichtete
Exploration:
Latenz erster
Lochbesuch

<30s

>30s / / /

0-1

Besuchte
Locher

>2

<2 / / /

Ungerichtete
Exploration:
Aufrichten
auf die
Hinterbeine

<3

3-5 5-10 >10 /

0-3

Erregung:
Putzphasen

<2

2-3 3-4 >4 /

0-3

0-1

Kotbdillchen

keine

>1 / / /

0-1

Lokomotion:
Linien-
iiberquerung

<3

3-4 45 >5 /

0-3

Totaler
Verhaltens-
Score

0-22

0-2
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3.2.2.4 Entnahme und Priparation des Gehirns

Nach Ende der 14 Tage dauernden postoperativen kognitiven und neurologischen Testphase
werden die Ratten in tiefer Isoflurannarkose (5 Vol %) entblutet und durch Dekapitation
getotet. Das Gehirn wird in toto entnommen und mit der Unterseite auf einem Metallplédttchen
auf Trockeneis tiefgefroren. Sobald das Gehirn komplett durchfroren ist, lagert man es in
einem aus Aluminiumfolie hergestellten Rohrchen bis zur weiteren Bearbeitung im Gefrier-

schrank bei - 80 °C.

Um fiir die histologischen Untersuchungen Schnitte anzufertigen, friert man das tiefgefrorene
Gehirn auf dem Objekttisch des Kryostat Mikrotoms (HM 355, Microm International GmbH)
mit Hilfe von Einfriermedium (Tissue Freezing Medium®, Jung, Leica Instruments,
Nussloch) auf. Nach einer Aquilibrierungszeit von 30 min auf eine Temperatur von - 20 °C
werden von rostral beginnend sog. Trimmschnitte durchgefiihrt. Unter Zuhilfenahme des
Hirnatlas der Ratte von PAXINOS und WATSON (1998) fertigt man von zwei definierten
Ebenen koronare Schnitte an (-0,3 und -3,3 mm kaudal des Bregma): Bei einer Objekt-
temperatur von - 20 bis - 18 °C werden von beiden Ebenen Schnitte mit einer Dicke von 7 um
erstellt und dabei jeweils zwei Schnitte auf einen Superfrost-Objekttriager (Super Frost® Plus,
Menzel Gliser, Braunschweig) aufgezogen. Die fertigen Schnitte, sowie das librige Gehirn

werden zur spiteren Bearbeitung im Gefrierschrank bei - 80 °C aufbewahrt.

3.2.2.5 Histologie

Hamatoxylin- Eosin- Farbung (HE- Farbung)

Zur Bestimmung des neuronalen Zellschadens farbt man die Schnitte nach der Hamatoxylin-
Eosin- Methode. Die Hirnschnitte werden aus dem - 80 °C- Gefrierschrank entnommen und in
100 % Ethanol fixiert, bevor sie in einer absteigenden Alkoholreihe (96 %, 70 % Ethanol, Fa.
Merck, Darmstadt) hydriert werden. AnschlieBend wéischt man die Schnitte kurz in
destilliertem Wasser. Danach erfolgt die Hidmalaun- Firbung nach Mayer (hausinterne
Apotheke) fiir 1 bis 3 min. Nach 10-miniitigem Spiilen unter Leitungswasser firbt man die
Schnitte fiir ca. 40 s in Eosin (wéssrige Eosin-Dinatrium Losung, hausinterne Apotheke).
Nach einem weiteren Spiilvorgang mit destilliertem Wasser und der Rehydrierung in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 96 %, 100 % Ethanol) beldsst man die Schnitte fiir 2 min

in Roti- Histol (Fa. Roth, Karlsruhe). SchlieBlich deckt man diese unter Verwendung von
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Roti- Histokitt (Fa. Roth, Karlsruhe) ein, lisst sie trocknen und bewahrt diese zur weiteren

Auswertung in einem Objekttrigerkasten bei Zimmertemperatur auf.

Mit dem Lichtmikroskop (Axiolab, Fa. Zeiss, Jena) ermittelt ein gegeniiber den Versuchs-
gruppen geblindeter Untersucher den neuronalen Zellschaden durch manuelles Auszihlen
(VergroBerung 400-fach). Es werden zwei unterschiedliche Gehirnareale untersucht: Frontaler
Kortex (motorisches Gebiet, Motorkortex) und Hippokampus. Die Auswertung des Frontalen

Kortex erfolgt beidseits jeweils mit Hilfe fiinf hoch vergroBerter Felder (,,High Power Field*).

In der HE- Fiarbung konnen vitale und geschiddigte Neurone klar differenziert werden.
Wihrend intakte Neurone eine runde Form, blasslilafarbenes Zytoplasma, einen deutlich
erkennbaren Nucleus mit Nucleolus aufweisen, sind geschidigte Neurone durch eine
dreieckige bzw. unregelméllige Form, das eosinophile, kriftig pinke Zytoplasma, den
kondensierten dunkel gefarbten Zellkern und den meist nicht mehr erkennbaren Nucleolus
gekennzeichnet. Sogenannte ,,.Dark Neurons®, mit einem hochgradig basophilen Zytoplasma,
pyknotischem Zellkern sowie ohne erkennbaren Nucleolus zdhlt man ebenfalls zu den

geschidigten Neuronen.

Immunhistochemische Untersuchung

Doppelfirbung zur Detektion NFxB- positiver Neurone

Die Gefrierschnitte werden bei Raumtemperatur fiir 10 min in ein Fixierungsbad aus 4 %igem
Paraformaldehyd (eigene Herstellung) getaucht und anschlieBend einem Waschgang mit
Phosphat- gepufferter physiologischer Kochsalzlosung (Phosphate Buffered Saline, PBS)
unterzogen. Durch Anwendung eines 3 %igen Wasserstoffperoxid- Methanol- Gemisches
blockiert man die endogene Peroxidase. Danach werden die Schnitte erneut gewaschen. Um
im weiteren Verlauf die Bindung des Primérantikorpers an unspezifische Bindungsstellen zu
verhindern, behandelt man die Schnitte 20 min mit einer Proteinblockierungsreagenz
(,,Protein Block Serum-Free* der Firma DAKO (DakoCytomation, Denmark A/S, Glostrup

Denmark)) in einer feuchten Kammer.
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Abbildung 24: Inkubation der histologischen Schnitte in der feuchten Kammer.

Zur Detektion des gesuchten Proteins NFkB trigt man im ersten Schritt der Doppelfarbung
zunéchst den entsprechenden Primér- Antikorper (Polyclonal Antibody to Rabbit NFxB p65,
Abcam, Cambridge, GroBbritannien) in entsprechender Verdiinnung (1:50) auf. Zuvor
umrandet man das Gehirngewebe mit einem Fettstift (Liquid Blocker, Super PapPen, Japan),
um ein Ablaufen der aufzutragenden Substanzen zu verhindern. Nach einer Inkubationszeit
von 60 min wischt man erneut und bringt dann den Sekundir- Antikorper (ECL Anti-rabbit
IgG, peroxidase-linked species-specific whole antibody; Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg) 1:200 verdiinnt, auf. Nach einem weiteren Waschgang fiigt man
Horseradish Peroxidase konjugiertes Streptavidin (R.T.U. Horseradish Peroxidase
Streptavidin; Vector Laboratories, Inc., California, USA) hinzu und nachfolgend den Farb-
stoff Diaminobenzidin von der Firma DAKO (DakoCytomation, Denmark A/S, Glostrup
Denmark). Peroxidase ist in der Lage, den Farbstoff Diaminobenzidin in ein braunes und
unlosliches Produkt umzusetzen. Nach 10 min Inkubation entfernt man verbliebene

Diaminobenzidin- Farbstoffreste mit einem Spiilgang in destilliertem Wasser.

Im zweiten Schritt der Doppelfarbung werden nun die Hirnschnitte mit einem Primir-
antikorper (Mouse anti-neuronal nuclei (NeuN) Monoclonal antibody; Chemicon
International Inc., Temecula, California, USA) gegen das neuronale Strukturprotein NeulN in
einer Verdiinnung von 1:1000 inkubiert. Nach einem Waschdurchgang in PBS erfolgt das
Aufbringen und Inkubieren des 1:200 verdiinnten und biotinylierten anti-mouse Sekundir-
Antikorpers (ECL Anti-mouse IgG, peroxidase-linked species-specific whole antibody,
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg). AnschlieBend fiigt man mit alkalischer
Phosphatase konjugiertes Streptavidin (Alkaline Phosphatase Streptavidin; Vector
Laboratories, Inc., California, USA) in der Verdiinnung 1:200 hinzu. Danach triagt man den
roten Farbstoff Vector Red (Vector® Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit I; Vector

Laboratories, Inc., California, USA) auf die Gehirnschnitte auf. Nach 30 min Inkubation
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wischt man erneut mit PBS und Leitungswasser, bevor die Schnitte durch eine aufsteigende
Alkoholreihe in Roti- Histol (Fa. Roth, Karlsruhe) iiberfiihrt und anschlieBend mit Roti-
Histokitt (Fa. Roth, Karlsruhe) eingedeckt werden.

Unter dem Lichtmikroskop ermittelt ein geblindeter Untersucher durch manuelles Auszihlen
in Hippokampus und Motorkortex (VergroBerung 400-fach) die Anzahl doppelgefarbter

Neurone. Diese sind rot (NeuN) und braun (das gesuchte Protein NFkB) angefirbt.

Beurteilung des neuronalen Zellschadens

Mit Hilfe der HE- Firbung, sowie der immunhistochemischen Doppelfarbung ist es moglich,
das AusmalBl des neuronalen Zellschadens in Hippokampus und Motorkortex zu bewerten.
Hierzu bedient man sich, wie schon bei der Bewertung der neurologischen und der
neurokognitiven Parameter, eines speziell entworfenen histologischen Punkteschemas (sieche
Tab. 06), sowie eines immunhistochemischen Punkteschemas (siche Tab. 07). Je hoher dabei
jeweils die Gesamtpunktzahl, umso weitreichender der neuronale Zellschaden. Desweiteren
werden die HE- Schnitte zusitzlich fotografiert (Evolution MP Color-Kamera, Media
Cybernetics Inc., Gleichen), um mit einer speziellen Software (Image Pro® Express, Version
4.5.1.3., Media Cybernetics Inc., Gleichen) die Anzahl der Infarkte und die GroBe der

Infarktfliche in mm? bestimmen zu konnen (siehe Tab. 06).

Tabelle 06: Histologisches Punkteschema zur Bewertung des neuronalen Zellschadens in
Hippokampus und Motorkortex

Grad des neuronalen Zellschadens Punkte |[Normal
Kategorie
0 1 2 3
Intakte Neurone | 0,4 o9 909, 89-70% <70% | 0-3 0
im Hippokampus
Intakte Neurone | 0,5 o9 450, 44-30% <30% | 0-3 0
im Motorkortex
Infarktfliche Omm> 1-5mm®> 6-10mm* > 10 mm’ 0-3 0
Anzahl der
Infarkte 0 1 2 >2 0-3 0
Totaler
Histologie- Score 0-12 0
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Tabelle 07: Immunhistochemisches Punkteschema zur Bewertung des neuronalen Zell-
schadens in Hippokampus und Motorkortex

Grad des neuronalen Zellschadens Punkte |[Normal
Kategorie

0 1 2 3

NFkB- positive
Neurone im 0-1% 2-4% 5-7% >7 % 0-3 0
Hippokampus

NFkB- positive
Neurone im 0-1% 2-4% 5-7 % >7 % 0-3 0
Motorkortex

Totaler

NFkB- Score 0-6 0

3.2.2.6 Statistische Bewertung der Befunde

Die statistische Bewertung der physiologischen Parameter und des Korpergewichts erfolgt mit
allgemeinen linearen Modellen. Beurteilt werden der Zwischensubjektfaktor ,,Gruppe
(DHCA MXF, DHCA Plazebo, Sham MXF, Sham Plazebo und unbehandelte Kontrolle) und
der Innersubjektfaktor ,,Zeit*, sowie diverse Wechselwirkungsbeziehungen oder deren Inter-
aktionen (Zeit (t) x Gruppe). Der Faktor Zeit wird fiir die physiologischen Parameter
quadratisch () ausgewertet. Nach Bildung der jeweiligen Punktwerte, werden die motorische
sowie die kognitive Funktion, das Verhalten und das histologische und immunhistochemische
Ergebnis mit einem Kruskal- Wallis Test ausgewertet. Ergeben sich zwischen den Gruppen

Signifikanzen, schlieen sich post hoc Mann Whitney Tests an (p< 0,05).
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Physiologische Parameter der operativen Phase

Wihrend des operativen Eingriffs werden folgende physiologische Parameter erhoben und zu
bestimmten Messzeitpunkten dokumentiert: mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), Hidmo-
globin (Hb), arterieller Sauerstoffpartialdruck (PaO,), Baseniiberschuss (BE), sowie die Blut-
glukose. Die Messungen erfolgen zu fiinf unterschiedlichen Zeitpunkten: zehn Minuten vor
Beginn der EKZ (Pra-EKZ), vor dem Beginn des DHCA (Pra-DHCA), fiinf Minuten nach
Start der Wiedererwdrmung (Post-DHCA), fiinf Minuten vor Abgang von der EKZ (EKZ-
Ende) und eine Stunde nach Ende der EKZ (Post-EKZ) (siehe Tab. 08).
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Tabelle 08: Physiologische Parameter aller vier Gruppen wdhrend des operativen Eingriffs
zu den definierten Messzeitpunkten

0g2
Para- G Pri- Pri- Post- EKZ- Post- Zeit Zeit? G
meter ruppe | pKz. DHCA | DHCA Ende EKZ X €l ruppe
Gruppe
DHCA
NIXE 9144 | 6848 | 5545 81 +5
DHCA
MAP | Plasebg | 0126 | 59#6 | 5627 1 90 +6 ns.  |<0,001| <0,001
(mmHg) | Sham
MXE 8343 | 7743 | 77+4 75 +3
Sl 10043 | 8446 | 9145 90 +2
Plazebo
1]\)/[1){(%‘* 153403 | 81+02| 7.8+0.1| 81+02|11,3+02
DHCA 151 103] 83202] 7.9402| 81202 [11.5402 | <0.001 |<0.001| <0.001
Plazebo
Hb (g/dD) o
M)E;II? 15,8403 | 154 40,3 | 14,6 +0.2 | 14,2 +0,3 | 13,8 40,2
Sham 1) 5 03] 14,6402 | 14.0 40,3 | 13.6 40,4 | 12.9 0.3
Plazebo
ﬁ?g* 179 +10 | 545 +12 | 444 +12 | 320 +20 | 136 =10
DHCA 1 150412 | 55049 | 43547 | 331420 | 14049 | <0,001 |<0,001| <0,001
PaO, |Plazebo
(mmFHg) ff;? 165+12 | 16249 | 17546 | 187+7 | 179 +10
Sl 155+10 | 151 11 | 17010 | 176 +9 | 173 #11
Plazebo
1]\)/[1){(%‘* 23407 |-1,1+0.7 |-4,7 +0.7
Bg |PHCA | 1 05| 11204 | 25207 2) 2) <0,001 |<0,001| <0,001
Plazebo
(mmol sh
pro 1) M;‘;;‘ 2,8+0,8 | 3,220,6 | 2,1 0,7
Sl 43+04 | 40404 | 2,7+05
Plazebo
f&%‘* 12146 | 159 11 | 260 £25 | 277 +29 | 136 +9
DHCA 1 13604 | 170411 | 272412 | 37517 | 17349 | <0.001 |<0.001| <0.001
Glukose | Plazebo
gl igg;‘ 12748 | 13647 | 15348 | 143 +11 | 142 48
Sl 170 £10 | 148 11 | 189 +18 | 164 +14 | 158 +13
Plazebo

Tabellarische Darstellung der Mittelwerte (MW) und Standardfehler (£SEM) des mittleren
arteriellen Blutdrucks (MAP) in mmHg, des Hdmoglobins (Hb) in g/dl, des arteriellen
Sauerstoffpartialdrucks (PaO,) in mmHg, des Baseniiberschusses (BE) in mmol/l und der
Blutglukose in mg/dl. Die Erfassung der Parameter erfolgt zu den fiinf definierten Zeitpunkten
der vier Gruppen DHCA MXF, DHCA Plazebo, Sham MXF und Sham Plazebo. 1) Der MAP
wird mit Norepinephringabe iiber 45 mmHg gehalten. 2) Der BE wird ab Beendigung des
DHCA und eine Stunde nach EKZ kontrolliert und in physiologischen Grenzen gehalten. Die
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Signifikanzen werden mit p < 0,001 beschrieben, n.s. bedeutet nicht signifikant. Die
Bezeichnung Zeif’ x Gruppe beschreibt den Einfluss der Gruppen auf die einzelnen
Parameter. Bei allen Parametern (exklusive MAP) ist ein statistisch signifikanter Einfluss der
Gruppe feststellbar. Im Zeitverlauf (Zeit’) weisen die Parameter MAP, Hb, PaO,, BE und
Glukose auf statistisch signifikante Verdnderungen hin. Der alleinige Faktor Gruppe erreicht
ebenfalls bei allen Parametern Signifikanzniveau.

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) bleibt im Verlauf der operativen Phase in beiden
Sham- Gruppen mit geringfiigigen Abweichungen weitgehend konstant. Wahrend der EKZ
zeigen beide DHCA- Gruppen deutlich niedrigere MAP- Werte, die jedoch eine Stunde nach
EKZ wieder Basiswerte erzielen (siche Tab. 08).

Wihrend die Hamoglobinkonzentration (Hb) in beiden Sham- Gruppen im Verlauf der
operativen Phase nur geringgradig absinkt, zeigen beide DHCA- Gruppen von Beginn bis
zum Ende der EKZ deutlich erniedrigte Hb- Konzentrationen. Bis zu einer Stunde nach EKZ
steigen die Werte wieder leicht an, erreichen aber die anfanglichen Ausgangswerte nicht

(siehe Tab. 08).

Nach vergleichbaren Ausgangswerten steigt der arterielle Sauerstoffpartialdruck (PaQ;)
protokollbedingt wihrend der EKZ in beiden DHCA- Gruppen signifikant an. Alle vier
Gruppen erreichen eine Stunde nach EKZ respektive Dauer der Sham- Operation mit den

Ausgangswerten vergleichbare PaO,- Werte (siehe Tab. 08).

Wihrend beide Sham- Gruppen bis zum Beginn der Wiedererwdrmung einen nur gering-
gradig erniedrigten Baseniiberschuss (BE) aufweisen, sinken die Werte der beiden DHCA-

Gruppen deutlich in den Minusbereich ab (siehe Tab. 08).

In beiden Sham- Gruppen bleibt die Blutglukosekonzentration im gesamten operativen
Verlauf mit geringen Schwankungen auf einem konstanten Niveau. In beiden DHCA-
Gruppen zeigt sich dagegen ein kontinuierlicher Anstieg der Blutglukose bis zum Ende der
EKZ. Bis zu einer Stunde nach EKZ sinkt die Blutglukose wieder auf vergleichbare
Ausgangswerte ab (siehe Tab. 08).
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3.3.2 Neurologische Parameter

In die statistische Auswertung gehen die neurologisch- motorischen Untersuchungsergebnisse
(prd- und postoperativ) der DHCA MXF-, DHCA Plazebo-, Sham MXF- und Sham Plazebo-
Gruppe, sowie der Kontrolle mit ein. Die pridoperativ ermittelten Werte der neurologischen
Untersuchung dienen als Ausgangswert (sog. ,,Baseline®), um diesen dann mit den post-
operativ erhobenen Messwerten der postoperativen Tage 1, 2, 3 und 14 vergleichen zu
konnen. Es wird hierdurch ermoglicht, eine Aussage iiber den Einfluss von DHCA und/oder

MXF hinsichtlich Korpergewicht und Motorik in den verschiedenen Gruppen zu treffen.

3.3.2.1 Korpergewicht

Das Korpergewicht in Gramm (g) wird bei allen Tieren der DHCA- und Sham- Gruppen,
sowie der Kontrolle pri-, peri- und postoperativ an den Tagen -1, 0, 1, 2, 3, 4 und 14 einmal
tiaglich bestimmt und dokumentiert. In der folgenden Tabelle (sieche Tab. 09) und Abbildung
(siehe Abb. 25) sind die Mittelwerte (MW) und Standardfehler (+ SEM) dargestellt.

Tabelle 09: Korpergewicht (g) aller fiinf Gruppen im prd-, peri- und postoperativen Verlauf

DHCA DHCA Sham Sham Kontrolle
Tag MXF Plazebo MXF Plazebo (n=10)

(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
-1 357,8 4,0 354,6 £3,1 3589+ 6,3 3647+ 2,6 3655+ 10,2
0 360,7 £3,5 363,1 £4,0 366,5 £ 6,5 3674+ 40 3697+ 99
1 342,5+3.8 345,7+3.,8 349,6 £ 5,6 351,7+ 2,8 3742+ 10,6
2 335,6 £4,0 342,8 £4,5 3469+ 5,0 3563+ 3,1 3770+ 11,6
3 338,0£5,6 345,7+6,2 354,7+ 5,1 362,5+ 3,8 3823+ 11,9
4 343,2+6,8 349,5+5,6 359,8 + 5,2 3680+ 4,1 3854+ 119
14 395,3+8,3 400,3 + 6,0 4143 + 8,0 412, 7+ 42 426,6 £ 16,0

Tabellarische Darstellung der Mittelwerte (MW) und Standardfehler (£SEM) des Korper-
gewichts (g) der fiinf Gruppen DHCA MXF, DHCA Plazebo, Sham MXF, Sham Plazebo und

Kontrolle zu den definierten Untersuchungstagen -1, 0, 1, 2, 3, 4 und 14.

Am ersten postoperativen Tag zeigt sich in den beiden Sham- sowie den beiden DHCA-
Gruppen eine Reduktion des Korpergewichts im Vergleich zum prédoperativen Ausgangs-

gewicht und der Kontroll- Gruppe. Wihrend die Werte der Sham Plazebo- Gruppe bereits
81



thren niedrigsten Wert an Tag 1 erreichen, sinkt das Korpergewicht in beiden DHCA-
Gruppen und der Sham MXF- Gruppe bis zum Tag 2 weiter ab. Das Korpergewicht der Sham
Plazebo- Gruppe steigt bereits ab Tag 2 kontinuierlich an, wihrend eine Zunahme in den
ibrigen drei Gruppen erst ab Tag 3 zu erkennen ist (siehe Tab. 09 und Abb. 25). So betragen
die allgemeinen Gewichtszunahmen von Tag 4 bis zum Tag 14 in allen Gruppen etwa 41,2 g

(Kontrolle) bis 54,5 g (Sham MXF).

Korpergewicht
4407
A %k
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= 400 S
2
E 380
%‘) 8 ---0--- DHCA MXF
& 360 -5 DHCA Plazebo
S N —&— Sham MXF
X 340 —— Sham Plazebo

320" —4A— Kontrolle

300 T T T \k\

-1 0 1 2 3 4 14

Zeitpunkt (pri-, peri- und postoperative Tage)

Abbildung 25: Grafische Darstellung der MW +SEM des Korpergewichts (g) der fiinf
Gruppen DHCA MXF, DHCA Plazebo, Sham MXF, Sham Plazebo und Kontrolle zu den
definierten Untersuchungszeitpunkten. p<0,001 Zeit x Gruppe; p<0,05 * gg. DHCA MXF

3.3.2.2 Motorik

Die durchgefiihrten neurologisch- motorischen Untersuchungen zur Bewertung des Lauf-
vermogens, der Bewegungssymmetrie, der Koordination im Beam- Walking- Test, des
Gleichgewichts im Beam- Balance- Test, sowie des Greif- und Haltevermdgens im Rotating-
Grid- und Prehensile- Traction- Test, erlauben eine Detektion postoperativer motorischer
Defizite. Zudem flieBen auch motorische Aspekte aus dem ZHBT in die Beurteilung der
motorischen Funktion mit ein. Hierbei richtet sich der Fokus auf die Feinmotorik (Fresszeit)

und Geschicklichkeit (Anzahl frustraner Lochbesuche).

Zur Ergebnisfindung werden die in den Untersuchungen erhobenen Beobachtungen anhand

eines Schemas (siehe Tab. 01, S. 61) nach dem Grad der Beeintrichtigung mit entsprechenden
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Punkten gewertet. Die Summe all dieser Einzelpunkte bildet schlieBlich den Motorik- Score,
der alle motorischen Aspekte vereint und somit einen zusammenfassenden Uberblick iiber die
neurologisch- motorische Gesamtsituation der Versuchstiere gibt. Entsprechend liegt der
Gesamtwert fiir ein neurologisch- motorisch gesundes Tier bei 0, der maximal erreichbare

Score bei 24.

In der folgenden Tabelle (sieche Tab. 10) und Abbildung (siche Abb. 26) sind die Mediane,

sowie obere und untere Quartile angegeben bzw. grafisch dargestellt.

Tabelle 10: Motorischer Gesamtscore der fiinf Untersuchungsgruppen

DHCA DHCA Sham Sham

MXF Plazebo MXF Plazebo K(Onn—tig;le
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) -
832::3 33 175 I 1 0
Median 1* 0 * 0 0 0
Unteres
Quartil 0 0 0 0 0

Median, oberes und unteres Quartil des Motorik - Scores der fiinf Untersuchungsgruppen
DHCA MXF, DHCA Plazebo, Sham MXF, Sham Plazebo und Kontrolle.
Signifikanz: p<0,05; * gg. Sham

Wihrend der Median der DHCA MXF- Gruppe auf einem erhdhten Level liegt, befinden sich
dagegen die Werte des Motorik- Scores bei allen anderen Gruppen im Bereich der unbe-
handelten Kontrolle. Zwischen den Tieren der DHCA- und Sham- Gruppen bestehen

Signifikanzen.
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Abbildung 26: Vergleichende grafische Darstellung (Mediane, sowie 25 % und 75 %
Perzentile) des Motorik- Scores der einzelnen Untersuchungsgruppen DHCA MXF, DHCA
Plazebo, Sham MXF und Sham Plazebo. Der Motorik- Scorewert der unbehandelten
Kontrolle liegt bei Null und wird deshalb nicht gesondert dargestellt. p<0,05; * gg. Sham
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3.3.3 Neurokognitive Parameter des Zylinder- Hole- Board- Tests (ZHBT)

3.3.3.1 Kognitive Parameter

Zur Beurteilung der kognitiven Leistungsfahigkeit werden die gemittelten Einzelscorewerte
folgender Parameter anhand der Punktetabelle (sieche Tab. 04, S. 70) summiert: Gesamtzeit
eines Durchlaufes, Anzahl falsch besuchter Locher, Anzahl nicht besuchter, markierter
Locher, Anzahl wiederholt besuchter, geleerter Locher. Der sich daraus ergebende
Kognitions- Score gewihrt einen umfassenden Einblick in die kognitiven Fahigkeiten der

verschiedenen Untersuchungsgruppen.

Die Ergebnisse aller kognitiven Parameter des ZHBT werden in der nachstehenden Tabelle 11

und Abbildung 27 angefiihrt bzw. grafisch dargestellt.

Tabelle 11: Kognitions- Score der fiinf Untersuchungsgruppen

DHCA DHCA Sham Sham Kontrolle
MXF Plazebo MXF Plazebo (n=10)
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) B
Oberes
Quartil 1,75 1,75 0 1 0
Median 1*#7% 1*# 0 17 0
Unteres
Quartil 0 0 0 0 0

Median, oberes und unteres Quartil des Kognitions- Scores der fiinf Untersuchungsgruppen
DHCA MXF, DHCA Plazebo, Sham MXF, Sham Plazebo und Kontrolle.
Signifikanz: p<0,05; * gg. Sham, T gg. Sham MXF, # gg. Kontrolle

Die Mediane beider DHCA-, sowie der Sham Plazebo- Gruppe liegen auf gleichem Niveau
mit einem Wert von 1. Demzufolge zeichnen sich diese Untersuchungsgruppen im Vergleich
zu den Sham MXF- Tieren durch eine reduzierte kognitive Leistungsfihigkeit aus. DHCA
schneidet dabei insgesamt signifikant schlechter ab im Vergleich zu Sham und der Kontroll-
gruppe. Zudem unterscheidet sich der Kognitions- Score der DHCA MXF-, sowie der Sham
Plazebo- Gruppe signifikant zu jenem der Sham MXF- Gruppe.
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Abbildung 27: Vergleichende grafische Darstellung (Mediane, sowie 25 % und 75 %
Perzentile) der Punktesumme kognitiver Ergebnisse der einzelnen Untersuchungsgruppen
DHCA MXF, DHCA Plazebo, Sham MXF und Sham Plazebo. Der Median der unbehandelten
Kontrolle liegt bei Null und wird deshalb nicht gesondert dargestellt. p<0,05; * gg. Sham, f
gg. Sham MXF, # gg. Kontrolle

3.3.3.2 Verhaltensparameter

Die Bewertung des Verhaltens erfolgt anhand eines Schemas (siehe Tab. 05, S. 72). Die
Zusammenfassung aller Einzelpunkte bildet schlieBlich den Verhaltens- Score, der im

Folgenden tabellarisch und grafisch dargestellt wird.
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Tabelle 12: Verhaltens- Score der fiinf Untersuchungsgruppen

DHCA DHCA Sham Sham

MXF Plazebo MXF Plazebo K("n“_tigile
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) -
Oberes
Quartil 4 4 3,75 3,75 5.75
Median 3 3,5 3 3 35
Unteres
Quartil 3 3 3 3 3

Median, oberes und unteres Quartil des Verhaltens- Scores der fiinf Untersuchungsgruppen

DHCA MXF, DHCA Plazebo, Sham MXF, Sham Plazebo und Kontrolle.

Die Mittelwerte des Verhaltens- Scores liegen bei allen Gruppen im Bereich der unbe-

handelten Kontrolle. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 28: Vergleichende grafische Darstellung (Mediane, sowie 25 % und 75 %
Perzentile) des Verhaltens- Scores der einzelnen Untersuchungsgruppen DHCA MXF, DHCA
Plazebo, Sham MXF und Sham Plazebo. Die gestrichelten Linien markieren die 25 % und 75
90 Perzentile der unbehandelten Kontrolle.

3.3.4 Histologie

Die durch EKZ und DHCA verursachte zerebrale Ischimie fiihrt zu neuronalen Zellschiden
in Hippokampus und Motorkortex. In die Bewertung des histologischen Schadens gehen
folgende Parameter mit ein: Anzahl eosinophiler Neurone in Hippokampus und Motorkortex,
Anzahl und GroBe der Infarkte, sowie NFxB- positive Neurone in Hippokampus und

Motorkortex.
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3.3.4.1 HE- Firbung

Das AusmalB der histologischen Schidigung wird beurteilt anhand der histologisch nach-
weisbaren eosinophilen Neurone in Hippokampus und Motorkortex, sowie die Anzahl und
GroBe der Infarkte und mit einem Punkteschema bewertet (siehe Tab. 06, S. 76). Die Gesamt-
punktzahl dieser histologisch erhobenen Ergebnisse bildet den umfassenden Histologie-
Score, der in folgender Tabelle 13 bzw. Abbildung 29 dargestellt ist. Je hoher der Wert
dieses Histologie- Scores liegt, desto schwerwiegender sind die histologisch erkennbaren

neuronalen Zellschiden.

Tabelle 13: Histologie- Score der fiinf Untersuchungsgruppen

DHCA DHCA Sham Sham Kontrolle
MXF Plazebo MXF Plazebo (n=10)
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) -
Oberes
Quartil 6,75 ! ! 0 :
Median 1*4# 1+ # 0,5 0 0,5
Unteres
Quartil ! 0 0 0 !

Median, oberes und unteres Quartil des Histologie- Scores der fiinf Untersuchungsgruppen
DHCA MXF, DHCA Plazebo, Sham MXF, Sham Plazebo und Kontrolle.
Signifikanz: p<0,05; * gg. Sham, # gg. Kontrolle

Beide DHCA- Gruppen zeigen hohere Score- Werte im Vergleich zu den Sham- Gruppen.
Zwischen MXF und Plazebo besteht dabei kein Unterschied. Auch in beiden Sham- Gruppen
zeigt sich kein Unterschied zwischen MXF und Plazebo. Beide DHCA- Gruppen unter-

scheiden sich signifikant zu beiden Sham-, als auch zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 29: Vergleichende grafische Darstellung (Mediane, sowie 25 % und 75 %
Perzentile) der histologischen Gesamtpunktzahl zur Beurteilung des histologischen
Zellschadens der einzelnen Untersuchungsgruppen DHCA MXF, DHCA Plazebo, Sham MXF,
Sham Plazebo; die gestrichelte Linie markiert das obere 90 % Perzentil der unbehandelten
Kontrolle, das untere 10 % Perzentil der unbehandelten Kontrolle wurde nicht dargestellt.
p<0,05; * gg. Sham, # gg. Kontrolle

3.3.4.2 Immunhistochemische Fiarbung

Anhand des immunhistochemischen Punkteschemas (siehe Tab. 07, S. 77) ist eine Beur-
teilung der zerebralen Schiddigung durch NFxB moglich. Die Gesamtpunktzahl dieser
Ergebnisse bildet schlielich den umfassenden NFkB- Score, der in folgender Tabelle 14 und
Abbildung 30 dargestellt wird. Je hoher der NFxB- Scorewert, umso intensiver ist die

neuronale NFkB- Expression.
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Tabelle 14: NFxB- Score der fiinf Untersuchungsgruppen

DHCA DHCA Sham Sham

MXF Plazebo MXF Plazebo K("n“_tigile
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) a
Oberes
Quartil L5 2 ! ! !
Median | 1,25 # 1,5 # 1 0,5§ 0,5
Unteres
Quartil 1 1,125 1 0,5 0,5

Median, oberes und unteres Quartil des NFxB- Scores der fiinf Untersuchungsgruppen
DHCA MXF, DHCA Plazebo, Sham MXF, Sham Plazebo und Kontrolle.
Signifikanz: p<0,05; § gg. DHCA Plazebo, # gg. Kontrolle

Beide DHCA- Gruppen weisen hohere Mediane im Vergleich zu beiden Sham- und den
Kontrolltieren auf. Dabei ist ein signifikanter Unterschied zwischen beiden DHCA- Versuchs-
gruppen und der unbehandelten Kontrolle feststellbar. Zudem unterscheidet sich die Sham

Plazebo- Gruppe signifikant zur DHCA Plazebo- Gruppe.
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Abbildung 30: Vergleichende grafische Darstellung (Mediane, sowie 25 % und 75 %
Perzentile) des NFxB- Scores zur Beurteilung des Zellschadens der einzelnen
Untersuchungsgruppen DHCA MXF, DHCA Plazebo, Sham MXF und Sham Plazebo; die
gestrichelten Linien markieren die 10 % und 90 % Perzentile der unbehandelten Kontrolle.
p<0,05; § gg. DHCA Plazebo, # gg. Kontrolle
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde erstmals der Einfluss einer perioperativen Fluorchinolon-
Gabe auf die postoperative neurologische und neurokognitive Funktion sowie den
histologischen Schaden 14 Tage nach EKZ mit 45 min DHCA in einem Rattenmodell

untersucht.

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Das Modell des tief- hypothermen Kreislaufstillstandes

In den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts gelang es GIBBON (1954) erfolgreich einen herz-
chirurgischen Eingriff mit EKZ am Mensch durchzufiihren. Durch die stetige technische
Weiterentwicklung von EKZ und DHCA ist es mittlerweile moglich geworden, weitreichende
angeborene Herzfehler wie Ventrikelseptumdefekte oder eine Transposition der groflen
GefidBBe zu versorgen (OATES et al.,, 1995; ROACH et al.,, 1996). Die Zahl der in
Deutschland jdhrlich durchgefiihrten herzchirurgischen Eingriffe mit EKZ belduft sich auf
derzeit ca. 96.000. Als Folgen dieser Eingriffe bleiben postoperativ neurologische und
neurokognitive Defizite bei beispielsweise bis zu 25 % der operierten Kinder bestehen
(FERRY, 1990). Da die Ursachen dem heutigen Kenntisstand gemif3 multifaktoriell sind und
Studien im klinischen Bereich durch Patienten mit den unterschiedlichsten Vor- und
Begleiterkrankungen erschwert werden, besteht die Notwendigkeit, die zugrunde liegenden
Ursachen und pathophysiologischen Mechanismen in einem geeigneten Tiermodell zu

untersuchen.

2006 wurde ein EKZ- Modell mit DHCA an der Ratte etabliert, welches mit dem langfristigen
Uberleben der Tiere vereinbar ist JUNGWIRTH et al., 2006). In vorherigen Untersuchungen
fanden Groftiermodelle (Hund, Kuh, Schaf, Schwein, Kaninchen) Anwendung, die allerdings
mit zahlreichen Nachteilen und Limitierungen verbunden waren, wie z. B. hohere
Anschaffungs- und Haltungskosten, lange Fortpflanzungsperioden, logistische Anforderungen
und das Fehlen geeigneter standardisierter Tests fiir die neurologische und kognitive

Untersuchung. Die Ratte erweist sich daher aus mehreren Griinden als geeignetes Versuchs-
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tier. Aufgrund der geringen Grofle der Tiere konnen die Anschaffungs- und Haltungskosten,
sowie der Raum- und Medikamentenbedarf deutlich reduziert werden. Durch Inzucht ist
zudem die Schaffung genetisch homogener Tiergruppen moglich, die vergleichbare zerebro-
vaskuldre anatomische und physiologische Verhiltnisse aufweisen. Hinzu kommt die geringe
Grofe des Rattengehirns, woraus sich ein reduzierter Platzbedarf fiir die Lagerung des im
Versuch gewonnenen Probenmaterials ergibt. Zudem werden in der Bevolkerung Tier-
versuche an Ratten im Vergleich zu anderen Spezies eher toleriert und als ethisch vertretbar

angesehen (GINSBERG und BUSTO, 1989).

Seit den 30er Jahren des letzten Jahrhunderts wird an der Etablierung von Tiermodellen der
EKZ gearbeitet (GIBBON, 1937). 1966 erfolgte die erste EKZ an Ratten mit peripherer
Kaniilierung (POPOVIC et al., 1966). Eine Thorakotomie mit direkter Kaniilierung kardialer
Gefille, wie sie standardméfig beim Menschen am offenen Herzen durchgefiihrt wird, ist bei
der Ratte nicht moglich, denn die Eroffnung des Thorax mit einer Durchtrennung der
Pektoralismuskulatur fiihrt zu Bewegungseinschrinkungen und damit zu unzureichender
Futteraufnahme. In den vergangenen Jahrzehnten waren deshalb Eingriffe mit EKZ an
thorakotomierten Ratten nur mit kurzen postoperativen Uberlebenszeiten vereinbar
(TRIGGIANTI et al., 1970; WEHBERG et al., 1996). Die Wahl der kaniilierten Gefidlie spielt
ebenfalls eine wichtige Rolle in Bezug auf die Regenerationstidhigkeit im Langzeitversuch.
Wiihrend vor einigen Jahrzehnten die Katheterisierung der A. femoralis als arterielles Zufluss-
gefil} hiufig zu einer Ischdmie des betroffenen Beines fiihrte und somit die Rekonvaleszenz
verzogerte bzw. unmoglich wurde, kaniiliert man stattdessen derzeit die Schwanzarterie, die

einen direkten Zugang zur Aorta deszendens darstellt (GROCOTT et al., 2001).

Das vor kurzem etablierte EKZ- Modell mit DHCA an der Ratte JUNGWIRTH et al., 2006)
eroffnet erstmals die Moglichkeit, postoperative neurologische, neurokognitive und histo-
logische Defizite im Langzeitversuch zu untersuchen. In diesem Modell wird ein speziell fiir
Ratten entwickelter Membranoxygenator verwendet, der mit einem Fiillungsvolumen von 10
ml in Relation zum gesamten Blutvolumen von 25 ml bei der Ratte der Proportion beim
Menschen mit 2 1 Fiillungs- und 5 1 Blutvolumen gleicht. PROCTOR (1977) konnte bereits
das Fiillungsvolumen von bis zu 100 ml auf 20 bis 30 ml reduzieren, bendtigte dabei aber
immer noch Blut von Spendertieren, um den Kreislauf zu fiillen. Mit dem derzeitigen EKZ-
Modell mit einem Fiillungsvolumen von 10 ml ist es moglich, die klinisch relevanten
Héamatokritwerte von 18 bis 22 % an der HLM auch ohne Bluttransfusion durch Spendertiere

aufrecht zu erhalten. Zudem erlaubt dieses Modell einen EKZ- Blutfluss, der dem normalen
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Herzzeitvolumen der Ratte (160 bis 180 ml/kg/min) und klinisch gebrduchlichen EKZ- Blut-
fliissen (100 bis 150 ml/kg/min) entspricht, und dabei eine suffiziente Sauerstoffsattigung der
nicht- beatmeten Tiere ermoglicht JUNGWIRTH et al., 2006).

Eine direkte Ubertragung dieses Tiermodells auf den Menschen muss natiirlich kritisch
betrachtet werden. So handelt es sich um junge und gesunde Tiere, wie sie in der vorliegenden
Studie verwendet werden. Aus klinischer Sicht leiden aber viele Patienten unter den ver-
schiedensten Vor- und Begleiterkrankungen. Zudem fehlt im Rattenmodell das chirurgische
Trauma an sich, wie z. B. die Sternotomie mit direkter Kaniilierung des offenen Herzens

(JUNGWIRTH et al., 2006).

4.1.2 Neurologische Untersuchung

Neurologisch- motorische Tests stellen eine wichtige Grundlage dar, postoperative kognitive
Defizite nach herzchirurgischen FEingriffen zu beurteilen. Aktive Tests schaffen die
Moglichkeit, weitergehende Erkenntnisse iiber neurologische und motorische Defizite zu
gewinnen, die durch passives Beobachten nicht festzustellen wiren (COMBS und D'ALECY,
1987). Um subjektive Einfliisse soweit wie moglich zu reduzieren, wurden in den letzten
Jahrzehnten mehrere Testsysteme entwickelt, die eine weitgehend objektive Beurteilung
anhand von Bewertungsschemata erlauben (ZAUSINGER et al., 2000; GROCOTT et al.,
2001). Es bleibt jedoch schwierig, diese Testsysteme untereinander zu vergleichen, da
Unterschiede in der Anzahl der verwendeten Testbausteine, sowie im Aufbau und der

Durchfiihrung der einzelnen Tests bestehen.

Die motorischen Tests in der vorliegenden Studie geben Aufschluss iiber Gleichgewicht im
Balkentest (Beam- Walking- und Beam- Balance- Test), sowie allgemeine Muskelkraft und

Greif- und Haltevermogen (Rotating- Grid- und Prehensile- Traction- Test).

Der Beam- Walking- Test wurde erstmals 1982 eingesetzt, um Schidden im Bereich des
Motorkortex zu detektieren (FEENEY et al., 1982). Hierbei erfolgt eine Beurteilung von
Gleichgewichtssinn und Koordinationsfihigkeit der Tiere in der Bewegung. Wihrend die
Ratte eine Strecke von drei mal 100 cm iiber einen Balken lduft, konnen Stdrungen in der
Bewegung der Vorder- und Hintergliedmallen durch die Anzahl der Fehltritte erfasst werden.
Schwierigkeiten bei der Beurteilung ergeben sich, wenn sich das Tier beispielsweise aus

Angst oder fehlender Motivation auf dem Balken nicht koordiniert bewegt. Um Stress
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behaftete und somit Angst auslosende Einfliisse zu reduzieren, ist es wichtig, dass der
Untersucher in ruhiger Art und Weise vorgeht und hektische Bewegungen vermeidet. Zudem
achtet der Untersucher darauf, immer die gleichen Hilfsmittel wie z. B. Holzbalken und

Seitenstiitzen zu verwenden, die die Ratte aus vorhergehenden Untersuchungen bereits kennt.

Der Beam- Balance- Test ist ein globaler Test, um die vestibulomotorische Funktion, den
Gleichgewichtssinn sowie die Funktion des Kleinhirns zu beurteilen (FUJIIMOTO et al.,
2004). Gehirnldsionen, wie beispielsweise Hemiparesen, konnen anhand dieses Tests leicht
erfasst werden, da betroffene Tiere zur geschiddigten Seite hin vom Balken fallen. Dieser Test
wird derzeit weitverbreitet angewendet und wurde bereits vor einigen Jahren zur Beurteilung
der Defizite der vestibulomotorischen Funktion (COMBS und D'ALECY, 1987) in Modellen
zerebellarer (TUPPER und WALLACE, 1980), traumatischer (DIXON et al., 1987), post-
subarachnoidaler hidmorrhagischer (GERMANO et al.,, 1994), globaler (COMBS und
D'ALECY, 1987) und fokaler Hirnschidigungen (DEGRABA et al., 1994) eingesetzt. Die
Tiere miissen auf einem schmalen Balken drei mal eine Dauer von jeweils 60 s balancierend
ausharren. Etwaiges Unvermogen der Ratte, sich auf dem Balken zu halten, spricht demnach
fiir eine Schwichung des Gleichgewichtssinnes und der Muskelkraft. Einige Ratten zeigen
allerdings auf dem Balken spielerisches Verhalten und richten sich auf ihre Hinterbeine auf.
Dabei konnen die Tiere moglicherweise aus Unachtsamkeit vom Balken stiirzen. Dies gilt es

bei der Testbewertung zu beriicksichtigen.

Zur Beurteilung der allgemeinen Muskelkraft und des Gleichgewichtssinns ist der Rotating-
Grid- Test geeignet. Als Modifizierung des sog. ,,Screen- Tests* (COMBS und D'ALECY,
1987) wird dieser Test hiufig in Verbindung mit zerebralen Ischdmien v. a. des Vorderhirns
eingesetzt. Bei der Durchfithrung des Tests muss eine gleich bleibende Rotations-
geschwindigkeit des Gitters ausgehend von der horizontalen Ebene zur 90°- und 180°- Ebene
eingehalten werden, um aussagekriftige Ergebnisse zu erzielen. Wird das Drahtgitter zu
langsam gekippt, versuchen die Tiere am Gitter empor zu klettern. Bei zu schnellem abruptem
Drehen des Gitters konnen die Tiere aber vom Gitter herunterfallen, da sie in diesem Fall
nicht mehr zeitkorreliert reagieren konnen. Zudem spielt die Motivation der einzelnen Tiere
ebenfalls eine bedeutende Rolle. Durch die anfangs tdglich durchgefiihrten Tests gewohnen
sich die Ratten an den Testaufbau und verlieren den Reiz des Neuen, so dass die Motivation,
sich am Drahtgitter festzuhalten, nachlédsst. So kann es vorkommen, dass sie sich bewusst

fallen lassen. Somit muss auch dieser Test kritisch betrachtet werden.
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Der Prehensile- Traction- Test dient ebenfalls der Erfassung der allgemeinen Muskelkraft und
des Greif- und Haltevermogens und wird hiufig nach Vorderhirn- und fokalen zerebralen
Ischimien (COMBS und D'ALECY, 1987; DEGRABA et al.,, 1994) durchgefiihrt.
Geschadigte Ratten zeigen beim Festhalten des Drahtseiles ein- oder beidseitige Defizite der
Muskelkraft in den Vorderpfoten auf. Bei der Durchfiihrung des Tests ist ein ausreichender
Abstand zwischen gespanntem Drahtseil und Schaumstoffbodenmatte von Bedeutung.
Beriihrt die Ratte mit ihrem Schwanz die Bodenmatte, kann sie den Abstand zum Boden
einschitzen und infolgedessen loslassen. Auch bei ausreichendem Abstand lassen einige Tiere
das Drahtseil einfach los. Sie haben gelernt, dass ein Sturz auf die weiche Bodenmatte fiir sie

gefahr- und folgenlos ist. Dies gilt es bei der Beurteilung des Tests zu beriicksichtigen.

In der vorliegenden Studie wurde eine weitgehende Standardisierung der neurologischen
Untersuchung erreicht, indem die Tiergruppen von ein und derselben Person getestet und der
Untersuchungsgang immer in der gleichen Reihenfolge mit den dazwischenliegenden
angemessenen Erholungsphasen durchgefiihrt wurde. Um die Tiere mit der neurologischen
Untersuchung vertraut zu machen und damit Stress zu minimieren, fanden diese Tests bereits
an den préaoperativen Tagen -2 und -1 statt. So erhielt man stabile Ausgangswerte, mit denen
schlieBlich die postoperativ erhobenen Werte verglichen werden konnten. Als kritisch muss
der Zeitpunkt der Testung unter Licht und somit in der eigentlichen Ruhephase der Ratten
betrachtet werden. Da der Untersucher aber unter einer Testphase mit Ddmmerlicht
Schwierigkeiten hat, Ergebnisse richtig zu interpretieren, kann die Untersuchung am Ende der

Ruhephase als Kompromiss verstanden werden.

4.1.3 Der modifizierte Zylinder- Hole- Board- Test (ZHBT)

Der modifizierte Hole- Board- Test nach OHL bietet als Alternative zu vielen anderen Tests
den Vorteil, auf multiple Testbatterien verzichten und damit die Tieranzahl und den zeitlichen
Aufwand reduzieren zu konnen. Dieser Test gewihrt einen Einblick in die Funktion
verschiedener Gedichtnissysteme durch Analyse kognitiver Parameter und gibt zudem Auf-
schluss iiber motorische Aktivitdt und Verhaltensweisen wie Angst, Exploration, soziale
Affinitdt und Erregung (OHL et al., 2001a). Dabei konnen Lern- und Gedéchtnisleistungen
dem Hippokampus (deklaratives Gedidchtnis) und dem prifrontalen Kortex (Arbeits-
gedichtnis) zugeschrieben werden (OHL und FUCHS, 1999). Dieser Test basiert auf der

Theorie, dass das Verhalten von Nagetieren abhingig vom Kontext ist, in dem sie sich
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befinden (OHL et al., 2001b) und die Tiere ihr gesamtes Verhaltensrepertoire demnach nur in

einer addquat angereicherten Testumgebung aufzeigen konnen (OHL und KECK, 2003).

Um nun aussagekriftige Ergebnisse iiber kognitive Fahigkeiten zu erhalten, ist es notwendig,
moglichst stressarme Tests wie beispielsweise den ZHBT einzusetzen. Denn OHL et al.
(1998) konnten eine starke Beeinflussung der kognitiven Funktion durch Stress feststellen.
Zudem besteht eine Korrelation zwischen angstbezogenem Verhalten und kognitiver Leistung
(OHL et al., 2002). So gelten Isolation und Transport der Tiere, z. B. durch Verbringen in
einen anderen Raum, bereits als Stress auslosend (OHL et al., 2001a). Dies vermeidet der
ZHBT, indem die Tiere im bekannten, sog. Homecage, bei dem Wohnabteil und Versuchs-
arena nur iiber eine durchsichtige geldcherte Trennwand voneinander separiert sind, visuell
und olfaktorisch Kontakt zu ihren Artgenossen aufnehmen konnen. Diese spezielle Versuchs-
anordnung verzichtet dabei zudem auf stressauslosende Situationen, wie sie beispielsweise
durch erzwungene Handlungen (Schwimmen im MWM) oder andere negative Stimuli

(elektrische Reize im sog. ,,Vogel- Konflikt- Test*) verursacht werden.

Das Prinzip des ZHBT basiert auf einer Studie (OHL et al., 2003), die sich des natiirlichen
Erkundungs- und Futtersuchverhaltens von Méusen bedient. Hierbei befindet sich in allen
Lochern eine Futterbelohnung, aber nur das in den markierten Lochern liegende Futter ist fiir
die Tiere auch erreichbar. Da Ratten eine ausgeprigte angeborene Abneigung gegen alles
Neue besitzen, was sich auch im Fressverhalten wiederspiegelt, werden sie in der
vorliegenden Studie prdoperativ vier Tage lang mit gehobelten Mandelspdnen, die im
Allgemeinen gut akzeptiert werden, angefiittert. So werden sie mit der Futterbelohnung im
ZHBT vertraut gemacht. Da Ratten zudem iiber ein hoch entwickeltes Geruchsorgan
verfiigen, ist es wichtig, olfaktorische Einfliisse im Test weitestgehend auszuschalten. Aus
diesem Grund werden zur Geruchsneutralisierung alle Lochrinder der Vertiefungen mit
Johannisbeeraromaldsung benetzt. Somit kann davon ausgegangen werden, dass alle Locher
gleich intensiv nach Johannisbeeren riechen und die Tiere die Futterbelohnung nicht mit
threm Geruchssinn wahrnehmen konnen. Weitere olfaktorische Einfliisse konnen zudem
durch das Verwenden von Handschuhen, durch die bereits am Vortag angebrachten
Markierungen, sowie durch das Reinigen des Lochbrettes wéhrend des Tests ausschlielich

mit (klarem) Wasser vermieden werden.

Der hier verwendete Hole- Board- Test mit den Zylindern bietet den Vorteil, dass die

kognitive Leistung bei motorisch defizienten Tieren weniger stark verfidlscht werden kann.
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Die Beurteilung der feinmotorischen Geschicklichkeit im ZHBT muss aber insgesamt als
problematisch eingestuft werden. Fiir diesen Aspekt ist der modifizierte Hole- Board- Test mit
Deckeln und Sprungfedern besser geeignet. Denn bei diesem Test werden anstelle der
Zylinder bewegliche Deckel verwendet, die {iiber einen entsprechenden Sprungfeder-
mechanismus alle Locher verschlieBen. Das Beiseiteschieben und Offenhalten der Deckel
stellt dabei die groBere Herausforderung an die Feinmotorik der Tiere dar. Auf dem
Zylinderboard muss das Tier lediglich in das oben offene Loch hineinreichen, um an die

Futterbelohnung zu gelangen.

Der modifizierte Hole- Board- Test mit Deckeln und Sprungfedern wurde als kognitiver Test
zur Untersuchung der Neurokognition bereits von Arbeitsgruppen im eigenen Labor
erfolgreich angewendet, um den Einfluss einer kompletten EKZ (SWIRCZEK, 2005), sowie
einer EKZ mit DHCA (STARKER, 2005) auf die neurokognitive Leistung hin zu
untersuchen. In Vorbereitung auf die vorliegende Studie haben Vorversuche mit dem HBT
mit Deckeln, Sprungfedern, sowie einer ausschlieBlichen postoperativen Habituierung aber
gezeigt, dass dieser Test mit einigen Schwierigkeiten und Problemen behaftet ist. Zum einen
sind motorisch eingeschriankte und geschwéchte Tiere nicht in der Lage, den Mechanismus
dieses Tests zu begreifen und die Deckel der Locher mit eigener Muskelkraft zu 6ffnen. Zum
anderen empfinden manche Tiere den in die Ausgangsposition zuriickfedernden Deckel als
Bedrohung, so dass sie infolgedessen aus Angst das Lochbrett und damit das Offnen der
Deckel meiden. Unter diesem Aspekt sind die kognitiven Ergebnisse dann kritisch zu
bewerten. Aus diesem Grund fiel die Entscheidung in dieser Studie auf die Verwendung des

im Allgemeinen leichter zu bewiltigenden HBT mit oben offenen Zylindern.

4.1.4 Histologie

Hdmatoxylin- Eosin- Fdrbung

Die HE- Firbung zihlt zu den gebriuchlichsten Firbungen, um eine Ubersicht iiber Zellkerne
und zytoplasmatische Bestandteile sowie in unserem Fall iiber das Ausmal} einer neuronalen
Schiadigung, sowie der Verteilung dieser geschiddigten Zellen zu bekommen. Ischdmische
Ereignisse wihrend EKZ mit DHCA fiihren zu einem Sauerstoff- und Energiemangel der
Zellen. Infolgedessen reichern sich saure Stoffwechselprodukte in den betroffenen Zellen an,
die schlieBlich durch den azidophilen Farbstoff Eosin pink- rot angefidrbt werden. Nicht in

ithrem Stoffwechsel beeintrichtigte Zellen firben sich stattdessen mit Hdmalaun basophil,
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blassblau an. Eine Differenzierung der Zellen, ob es sich etwa bei den geschiadigten Zellen um
apoptotisch oder nekrotisch zugrundegehende Zellen handelt, oder ob sich diese Zellen
regenerieren werden, ist nicht moglich, denn die HE- Féarbung liefert lediglich eine Moment-
aufnahme des Geschehens. Zur weiteren Differenzierung apoptotisch oder nekrotisch
zugrundegehender Zellen besteht die Moglichkeit, pro- apoptotische Proteine wie beispiels-
weise Kaspase-3 oder ,,BCL-associated protein X (Bax) nachzuweisen. Eine zweifelsfreie
Bestimmung apoptotischer Zellen kann zudem mit dem Elektronenmikroskop anhand
morphologischer Kriterien erfolgen. Hierbei erweist sich allerdings eine quantitative
Untersuchung als sehr aufwendig, da in einem Schritt nur sehr kleine Areale untersucht
werden konnen (STADELMANN und LASSMANN, 2000). Da aber der Schwerpunkt der
vorliegenden Studie auf der Untersuchung des neurokognitiven Ergebnisses lag, hat man von

einer weiteren, genaueren Differenzierung abgesehen.

Um mit dieser Methode aussagekriftige Ergebnisse zu erhalten, ist es wichtig, dass die
Gehirnschnitte immer vom gleichen geblindeten Untersucher ausgewertet werden. Auflerdem
miissen Praparate mit Lufteinschliissen oder zu schwacher bzw. zu starker Farbung von der

Beurteilung ausgeschlossen werden.

Immunhistochemische Doppelfdirbung

Die immunhistochemische (Doppel-) Firbung ist eine gingige Methode, Proteine und
Strukturen in situ auf histologischen Schnitten sichtbar zu machen. Um zu differenzieren, in
welchen Zellen (Leukozyten, Glia oder Neurone) das inflammatorische Protein NFkB
verstirkt exprimiert wird, bedient man sich des neuronalen Markers NeuN (Neuron-specific

nuclear protein), ein Strukturprotein, das nur in voll ausgereiften Neuronen zu finden ist.

Bei der Durchfiihrung der Doppelfiarbung ist die Wahl geeigneter, qualitativ hochwertiger und
hoch spezifischer Primérantikorper fiir zufriedenstellende Farbeergebnisse sehr wichtig. Um
mogliche Fehlerquellen zu vermeiden, werden die verschiedenen Férbeschritte immer nach
demselben Protokoll und immer durch die gleiche Person durchgefiihrt. Zusitzlich dienen
jeweils eine Positiv- und Negativkontrolle zur Wahrung der Qualitit der immunhisto-
chemischen Methode. Die Auswertung unter dem Lichtmikroskop wird immer vom gleichen

geblindeten Untersucher durchgefiihrt, um so aussagekriftige Ergebnisse zu erhalten.

Die vorhergehende Kurzzeitstudie hat gezeigt, dass die Parameter zerebrales COX-2, TNF a
und NFxB nach EKZ mit 45 min DHCA das gleiche Expressionsmuster zeigen, mit
hochregulierter COX-2, TNFa und NF«kB- Expression in der DHCA Plazebo- Gruppe. Die
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DHCA MXF- Gruppe zeigt dabei fiir diese Parameter Werte auf Niveau der Sham- Gruppen
(STUCKLE, Medizinische Dissertation in Vorbereitung). Aus diesem Grund und da der
Schwerpunkt der Studie auf der Untersuchung der neurokognitiven Funktion liegt, wurde in
der vorliegenden Langzeitstudie der histologisch nachweisbare Schaden ausschlieflich iiber
NF«B als zentralen Inflammationsparameter bestimmt. Zudem konnten ZHAO et al. (2007)
eine Hochregulierung von COX-2 und NF«kB bis zu sieben Tage nach einer intrazerebralen
Héamorrhagie beobachten und eigenen Untersuchungen (KELLERMANN et al., in
Vorbereitung) zufolge ist selbst am 28. postoperativen Tag nach einer EKZ mit DHCA NF«B

zerebral noch immer nachweisbar.

In Zusammenhang mit zerebraler Ischdmie wei3 man auch, dass v. a. die Kombination der
beiden Untereinheiten pS0/p65 aus den insgesamt fiinf Untereinheiten von NFkB malgeblich
an der Induktion pro- apoptotischer Faktoren beteiligt ist (SARNICO et al., 2009). Wihrend
dabei die p50- Untereinheit als isolierte Form inhibitorisch auf NFkB wirkt, erfolgt dagegen
nach Bildung eines Dimers mit der Untereinheit p65 eine Aktivierung. Deswegen entschied
man sich in der vorliegenden Studie fiir die Markierung der p65- Untereinheit von NFkB im

Rahmen der immunhistochemischen Firbemethode.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Physiologische Parameter wihrend des operativen Eingriffs

Mehrfache Messungen zu immer den gleichen intraoperativen Zeitpunkten erméglichen einen
standardisierten Versuchsablauf und gewéhrleisten so eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse
innerhalb eines Modells. Folgende Parameter wurden in regelméfigen Abstinden erhoben:
mittlerer arterieller Blutdruck, Hdmoglobin, Sauerstoffpartialdruck, Baseniiberschuss und

Blutglukose.

101



Mittlerer arterieller Blutdruck, MAP (mmHg)

Vor Beginn der EKZ weisen alle Gruppen anndhernd vergleichbare Werte auf. Der niedrige
Blutdruck beider DHCA- Gruppen vor dem Beginn des DHCA und fiinf Minuten nach Ende
des DHCA ergibt sich Modell- bedingt aus der Drosselung der physiologischen zerebralen
Blutflussrate von 160 bis 180 ml/min/kg zu Beginn der EKZ auf 80 bis 90 ml/min/kg am
Ende der Abkiihlungsphase bzw. resultiert aus dem Wiedereinsetzen der EKZ bei einer
protokollbedingten Blutflussrate von 105 ml/min/kg zu Beginn der Wiedererwidrmung, in
Anlehnung an kliniknahe Standards. Die auftretende globale zerebrale Hypoperfusion kann
jedoch zusitzlich eine systemische Hypotension bedingen (GROCOTT et al., 2005), weshalb
wihrend der Wiedererwidrmungsphase der MAP mit Norepinephringabe iiber 45 mmHg
gehalten wird. Da die beiden DHCA- Gruppen vergleichbare MAP- Werte aufweisen, ist
davon auszugehen, dass MXF keinen Einfluss auf den Blutdruck nimmt. Diese Vermutung
wird bestétigt durch eine Studie am Hund (Beagle), bei der die Tiere orale MXF- Dosen von
10, 30 oder 90 mg/kg/Tag erhielten, ohne dass ein Einfluss von MXF auf den Blutdruck
beobachtet werden konnte (VON KEUTZ und SCHLUTER, 1999).

Hamoglobinkonzentration, Hb (g/dl)

Die anfangs gemessenen Hb- Werte befinden sich in allen Gruppen im physiologischen
Normbereich (11 bis 18 g/dl) (WIINBERGEN, 2005). Wihrend die Hidmoglobinkon-
zentration in beiden Sham- Gruppen bis zum Ende des operativen Eingriffs nur geringgradig
abfillt, sinkt diese erwartungsgeméal} in beiden DHCA- Gruppen bis zum Beginn des DHCA
auf ca. die Hilfte ab. Ein kleiner Teil der Abnahme der Hb- Konzentration lisst sich in allen
Gruppen durch die bei der Priparation entstandenen Blutverluste erkldren. Vor Beginn der
EKZ wird der (EKZ-) Kreislauf mit 6 %iger Hydroxyethylstirke (HAES) gefiillt, um das
System der EKZ zu entliiften. Auf diese Weise entsteht eine Hamodilution, die aber die
Viskositidt des Blutes verringert, wodurch eine verbesserte Zirkulation des Blutes durch die
HLM gewihrleistet ist. Dies fithrt aber letztendlich dazu, dass die reduzierte
Sauerstoffsittigung/ -kapazitit ein Stiick weit kompensiert wird (SAKAMOTO et al., 2004).
Andererseits fiihrt eine Himodilution aber auch zu einer Absenkung der Hb- Konzentration.
Um die Hb- Werte der DHCA- Gruppen zuriick in den Normbereich zu heben, wird nach
EKZ- Ende das in der HLM verbliebene Blut gesammelt, zentrifugiert und mit Kalzium und
HAES versetzt, um den Hamatokrit auf > 30 % anzuheben. Das so erhaltene Erythrozyten-
Konzentrat wird dann langsam retransfundiert. Auch in der Humanmedizin ist seit einigen

Jahren eine starke Tendenz dahingehend zu erkennen, bei herzchirurgischen Eingriffen auf
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Fremdbluttransfusionen als moglichen Einflussfaktor zu verzichten. Dessen ungeachtet
lieferten SAKAMOTO et al. (2004) in einer Studie mit EKZ und DHCA an Ferkeln den
interessanten Hinweis, wonach hohere Hamatokritwerte mit einem hoheren MAP (MAP > 70
mmHg) assoziert werden konnen und letztendlich postoperativ eine bessere neurologische

Leistungsfihigkeit bedingen (SAKAMOTO et al., 2004).
Arterieller Sauerstoffpartialdruck, PaO, (immHg)

Wihrend der Priparationsphase erfolgt die ausreichende O,- Versorgung durch die
kontrollierte Beatmung. Der arterielle Sauerstoffpartialdruck steigt wihrend der EKZ nach
vergleichbaren Ausgangswerten in beiden DHCA- Gruppen signifikant an. Wihrend der EKZ
wird eine ausreichende Sauerstoffspannung iiber den Membranoxygenator erzielt. Dieser
gewihrleistet eine iiberdurchschnittlich gute O,- Versorgung zu allen Zeiten des Versuchs.
Die Abnahme der Sauerstoffsittigung auf immer noch ausreichende Werte gegen Ende der
EKZ lasst sich mit einer nachlassenden Gasdurchlidssigkeit der Diffusionsmembranen
begriinden. Dieses Phidnomen bezeichnet man auch als Plasma- Migration bzw. Plasma-
Durchbruch. Mit fortschreitender Zeitdauer der EKZ findet ein Ubertritt von Blutplasma iiber
die Membranen in die Gaskompartimente statt, sodass es folglich durch den Verschluss der

Lumina zu einer Einschrinkung des O,- Gasaustausches kommt (WIEN, 2004).
Baseniiberschuss, BE (mmol/l)

Die wihrend der EKZ mit DHCA notwendige Hypothermie verursacht eine Absenkung des
zerebralen Metabolismus mit Reduktion des zerebralen Blutflusses und des zerebralen
Sauerstoffverbrauchs (GREELEY et al., 1991). Infolgedessen kommt es aufgrund des
geringeren Verbrauchs zu einem Anstieg zerebraler energiereicher Phosphate wie z. B.
Adenosintriphosphat. Weiterhin lduft aufgrund der verminderten Gewebeperfusion ein
vorwiegend anaerober Metabolismus ab, welcher vermehrt Glukose in Laktat umgewandelt
(SHINDE et al., 2005). Dadurch sinkt der Blut- pH, korpereigene Sédure- Basen- Puffer-
systeme geraten aus dem Gleichgewicht und bedingen so einen Abfall des BE- Wertes. Die
beschriebenen Vorginge bestitigen die Ergebnisse in der vorliegenden Studie. Wihrend die
Sham- Gruppen konstante BE- Werte aufweisen, féllt der Baseniiberschuss in beiden DHCA-
Gruppen gegen Ende der Abkiihlungsphase, sowie verstirkt zu Beginn der Wieder-

erwarmungsphase deutlich ab.
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RANUCCI et al. (2006) zeigten in einer Studie, dass eine Azidose wihrend der EKZ mit
folgenden Faktoren in Verbindung gebracht werden kann: verlidngerte erforderliche EKZ-
Dauer, verminderte periphere Sauerstoffabgabe, Hyperglykdmie sowie reduzierte post-
operative Leistung bzw. hohere Mortalititsrate (RANUCCI et al., 2006). Hohe Blutlaktat-
werte (> 4,0 mmol/L) wihrend der EKZ stellen somit ein hoheres Risiko fiir Patienten dar, an
postoperativen kardialen, neurologischen, pulmonalen, digestiven, renalen oder infektidsen

Komplikationen zu erkranken oder zu sterben (DEMERS et al., 2000; MUNOZ et al., 2000).

Um solche negativen Auswirkungen moglichst gering zu halten, wird der Baseniiberschuss in
der vorliegenden Studie nach dem Beenden des DHCA, sowie eine Stunde nach EKZ
regelmiBig kontrolliert und mit Bikarbonat nach der Formel ,,Bikarbonat = - BE x 0,3 x kg
KG* in physiologischen Grenzen gehalten.

Blutglukose (mg/dl)

Die Referenzwerte der Glukosekonzentration im Blut liegen bei der gesunden Ratte zwischen
50 und 135 mg/dl (WIJNBERGEN, 2005). Nach einem zerebralen Sauerstoffmangel konnen
Verdnderungen der Insulinsekretion und des Glukosestoffwechsels auftreten und zu einer
Hyperglykdmie fithren (FEERICK et al., 1995). Erhohte Glukosekonzentrationen konnten
auch in der vorliegenden Studie beobachtet werden. In beiden DHCA- Gruppen zeigt sich ein
kontinuierlicher Anstieg der Glukose bis zum Ende der EKZ. Bis zu einer Stunde nach EKZ
sinkt dagegen die Konzentration wieder auf Werte ab, die nur noch geringgradig hoher liegen
als die Ausgangswerte. Ursachen dieser erhohten Glukose- Werte in den DHCA- Gruppen
sind das chirurgische Trauma an sich und/oder die zerebrale Hypoxie wihrend des DHCA.
Der Korper schiittet als Antwort auf Stress antiinsulinerge Hormone, wie die Katecholamine
Adrenalin und Noradrenalin, Glukagon und Somatotropin aus, die wiederum eine Hyper-
glykdmie auslosen. Zudem liegt bei einem DHCA eine Hypoperfusion des Pankreas vor,

sodass nur eine reduzierte Insulinsekretion ermoglicht wird (FEERICK et al., 1995).

FEERICK et al. (1995) konnten in einer Studie (Hund) mit hypothermer EKZ bestitigen, dass
eine praischdmische Hyperglykdmie zu einer regionalen Anhdufung von Laktat im
Hirngewebe fiihrt und somit fiir eine Verschlechterung des neurologischen Outcomes
verantwortlich ist. Eine Untersuchung an Séduglingen und Kindern konstatierte zudem, dass
hohe Blutglukosekonzentrationen nach einem DHCA in Verbindung mit ischdmischem Insult
den zerebralen Schaden zusitzlich erhéhen und letztendlich auch eine reduzierte neuro-

logische Leistungsfihigkeit bedingen (PUA und BISSONNETTE, 1998).
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4.2.2 Neurologisch- motorische Parameter

Korpergewicht

Das Korpergewicht gilt als Indikator fiir das Allgemeinbefinden eines jeden Tieres. Zu- oder
Abnahmen des Korpergewichts konnen diverse Griinde haben: Nahrungsangebot, Grofe des
Kifigs und damit die Bewegungsaktivitit, sowie Umgebungstemperatur. Negativ auf die
Gewichtszunahme wirkt sich beispielsweise Stress wie Transport der Tiere, operative
Eingriffe oder Rangordnungskdmpfe mit Verdringung vom Futterplatz aus. Die Korper-
gewichtszunahme der Kontrolltiere liegt wie erwartet im physiologischen Bereich von ca. 4
bis 5 g pro Tier und Tag. Da bei den Kontrolltieren nur die NU und der ZHBT durchgefiihrt
wurde, sind sie lediglich geringfiigigem Stress ausgesetzt und nehmen entsprechend tédglich
zu. Der Korpergewichtsverlust aller vier operierten Gruppen betrigt dagegen am ersten
postoperativen Tag knapp 5 % (16 bis 18 g), was durch den chirurgischen Eingriff an sich und
dem damit verbundenen Stress zu erkldren ist. Dazu kommt auch der Fliissigkeitsverlust
wihrend der OP. So entstehen wihrend der GefidBpriparation kleinere Blutungen, zudem
werden Blutproben zur Bestimmung der physiologischen Parameter entnommen. Bei den
DHCA- Gruppen bleibt zusitzlich geringfiigig Blut im Oxygenator und den Verbindungs-
schlduchen zuriick. Grundsitzlich muss auch beriicksichtigt werden, dass eine mehrstiindige
Operation immer mit einer temporir eingestellten Futter- und Wasseraufnahme verbunden ist.
Das weitere Absinken des Korpergewichts bei dem GroBteil der operierten Tiere (auBer Sham
Plazebo- Gruppe) spricht fiir ein noch reduziertes Allgemeinbefinden bis zum zweiten post-
operativen Tag. Tiere, die versuchsbedingte, motorische Einschrinkungen zeigen, sind hiufig
in den ersten postoperativen Tagen nicht in der Lage, eine ausreichende Menge Futter
aufzunehmen, was bei diesen Tieren die lidnger anhaltende Gewichtsreduktion bedingt.
Zwischen den Gruppen ergeben sich aber keine signifikanten Unterschiede in ihrem

Korpergewicht.

Neurologisch- motorische Parameter

Durch jahrelange technische Weiterentwicklung der EKZ mit DHCA und verbesserte
Anisthesie, konnte die Morbiditit signifikant reduziert und die Mortalititsrate fiir die meisten
der durchgefiihrten herzchirurgischen Eingriffe deutlich gesenkt werden (TAYLOR, 1998).
Trotzdem bleiben neurologische Defizite, die eine gravierende postoperative Morbiditit
bedingen, als limitierender Faktor bei dieser Art Eingriff praisent (ARROWSMITH et al.,
2000). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen in beiden DHCA- Gruppen stidrker ausgeprigte
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neurologisch- motorische Defizite im Vergleich zu den Sham- Gruppen. Eine spezifische
Wirkung von MXF kann aber weder in den DHCA-, noch in den Sham- Gruppen beobachtet

werden.

Aus verschiedenen Studien weifl man bereits, dass die Durchfithrung (BELLINGER et al.,
1995), sowie die Dauer eines DHCA (WYPIJ et al.,, 2003) als Risikofaktoren fiir
postoperative neurologische Defizite gelten. In diesem Zusammenhang zeigen JUNGWIRTH
und Kollegen (2006) eine positive Korrelation zwischen motorischer Dysfunktion und
DHCA- Dauer in einem Rattenmodell. Es konnen aber auch neurologische Defizite bereits

nach einer EKZ ohne DHCA, sowie nach einer Sham- Operation auftreten (MA et al., 2003).

Zur Erhebung des Motorik- Scores betrachtet man zum einen die neurologisch- motorischen
Ergebnisse der postoperativen Tage 3 und 14 aus der NU und zum anderen die im ZHBT
ermittelten motorischen Ergebnisse der postoperativen Tage 4 bis 7 (,,Time Complete*) bzw.
6 bis 7 (,,Frustrane Hole Visits*), sowie der Tage 10 bis 13. Den eigenen Ergebnissen zufolge
lassen sich in der vorliegenden Studie neurologische Defizite nicht nur in den DHCA-,
sondern auch in beiden Sham- Gruppen feststellen. Wihrend sich dabei motorische Defizite
der Sham- Gruppen postoperativ nur geringfiigig und kurzfristig zeigen, bestehen dagegen die
neurologischen Defizite der DHCA- Gruppen iiber mehrere Tage. Bis zum 14. postoperativen
Tag néhern sich jedoch alle Gruppen in ihrer neurologischen Funktion an, was fiir eine sehr
erfolgreiche Regeneration besonders in den DHCA- Gruppen nach einer solchen globalen
Ischdmie spricht. Die Tiere der Kontrollgruppe weisen erwartungsgeméil} kein neurologisch
auffilliges Verhalten auf, da diese Tiere weder anésthesiert noch operiert wurden. Auch
andere Tiermodelle mit DHCA beobachteten neurologische Defizite, die hauptsdchlich als
Ataxie und Gleichgewichtsstorungen charakterisiert werden (KURTH et al., 1999; MYUNG
et al., 2003). Diese Defizite sind allerdings transient, nur bis zum sechsten (MYUNG et al.,
2003) oder siebten (KURTH et al.,, 1999) postoperativen Tag offensichtlich. Mit diesen
transienten Defiziten im Tiermodell gestaltet sich ein Vergleich mit den bei Patienten
auftretenden langfristigen neurologischen Defiziten schwierig. Denn nach Operationen mit
DHCA lassen sich neurologische Dysfunktionen bei Patienten teilweise nach acht Jahren noch

nachweisen (HOVELS-GURICH et al., 2002).

GIONET et al. (1991) berichten davon, dass neurologische Beeintriachtigungen als Folge
zerebraler Ischdmien (10 Minuten) bei Nagern am ersten postoperativen Tag am deutlichsten
sichtbar sind. Langanhaltende neurologische Dysfunktionen kommen dagegen nur sehr selten

vor, da Ratten sehr schnell regenerieren. Transiente Defizite klingen daher sehr schnell
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zwischen zweitem und siebten postoperativen Tag ab (GIONET et al., 1991). Ein direkter
Vergleich mit den vorliegenden Ergebnissen gestaltet sich aber schwierig, da zum einen
Unterschiede in der chirurgischen Vorgehensweise bestehen, und zum anderen die Ischémie-
dauer -10 zu 45 Minuten- deutlich differiert. So dass man in Anbetracht der eigenen Studie
deutlich ldngeren Ischdmiezeit von 45 min eine stiarkere und/oder lianger anhaltende

motorische Beeintrichtigung der Tiere erwarten wiirde.

DRABEK et al. (2007) untersuchen in einer Vergleichsstudie die Ausprigung der
motorischen Funktion bei Ratten, die einer EKZ oder einer EKZ mit DHCA unterzogen
wurden. Beide Gruppen weisen dabei annihernd identische neurologische Defizite auf, die
aber vermutlich eher mit dem Ort der Kaniilierung, als mit einem neurologischen Schaden in
Verbindung stehen. Denn der in dieser Studie verwendete Zugang zur Femoralarterie und -
vene verursacht sehr hdufig eine Ischdmie des Beines, bedingt durch das Abbinden der
betroffenen Geféalle oder eine Verletzung des Nervus femoralis (DRABEK et al., 2007). In der
vorliegenden Studie hat man sich fiir die V. jugularis als Abfluss- und die Schwanzarterie als
Zuflussgefil} fiir die EKZ entschieden und iiberwacht den Blutdruck iiber einen Katheter in
der A. epigastrica cranialis superficialis. Daher ist eine Ischimie des Beines als Ursache fiir
die motorische Dysfunktion auszuschlieBen und es ist eine Schiddigung des motorischen
Kortex im Rahmen der EKZ mit DHCA, wie auch in der Literatur beschrieben, zu vermuten

(SHIN'OKA et al., 1996).

Die eigenen Untersuchungen ergeben insgesamt, dass erwartungsgemill beide DHCA-
Gruppen im Vergleich zu den Sham- Gruppen ein schlechteres neurologisch- motorisches
Gesamtergebnis erzielen. Wihrend bei allen Tieren das Laufvermdgen physiologisch und das
Kraftvermogen im ,,Rotating- Grid- Test* ebenfalls unbeeintrachtigt ist, zeigen beide DHCA-
Gruppen neurologisch- motorische Defizite im ,,Beam- Walking- Test“, der die Koordination
und das Gleichgewichtsvermogen untersucht. Die DHCA MXF- Gruppe zeigt zudem
tendenziell eine beeintrichtigte Bewegungssymmetrie, Koordinationsschwierigkeiten auf dem
Balken im ,,Beam- Balance- Test* und Kraftverluste, die allerdings nie Signifikanzniveau
erreichen. Diese Ergebnisse bestitigen die Beobachtungen anderer priklinischer und
klinischer Studien (PRIESTLEY et al., 2001; HOVELS-GURICH et al., 2002;
JUNGWIRTH et al., 2006), die neurologisch- motorische Ausfille nach EKZ mit DHCA
beschreiben. Da die Untersuchungen von immer derselben, den Versuchsgruppen gegeniiber
geblindeten Person durchgefiihrt wurden, schlieBen wir einen Einfluss des Untersuchers auf

die Ergebnisse der neurologischen Tests aus.
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Zwei weitere Parameter aus dem ZHBT, die in den motorischen Gesamtscore mit einflieBen,
bewerten Feinmotorik und die Geschicklichkeit der Tiere. Die Zeit, die ein Tier zum Fressen
einer Futterbelohnung (,,Time per Food Intake*) im ZHBT bendétigt, liefert Hinweise zu
feinmotorischem Geschick. Liegen Storungen in der Feinmotorik vor, verlingert sich die
Fresszeit, da der eigentliche Fressvorgang iiber koordinative Vorginge, wie Festhalten der
Futterbelohnung, Fiihren der Futterbelohnung zum Maul und letztlich Kaubewegungen
funktioniert. Eine verldngerte Fresszeit ldsst Riickschliisse auf die Funktion des Motorkortex
zu. Lisionen des Motorkortex konnen demnach Storungen der Feinmotorik verursachen. In
der vorliegenden Studie lassen sich in allen vier Versuchsgruppen feinmotorische Defizite
feststellen. Diese feinmotorischen Defizite der DHCA- Gruppen passen zu den histologisch
ermittelten Ergebnissen. Weshalb aber auch beide Sham- Gruppen geringgradige Stérungen in
der Feinmotorik zeigen, bleibt Spekulation. Da der Motorik- Score die neurologisch-
motorische Funktion als Gesamtheit widerspiegelt, jedoch Verbesserungen bzw.
Verschlechterungen im zeitlichen Verlauf nicht aufgezeigt werden, ist eine zusitzliche
Betrachtung der Einzelergebnisse sinnvoll, um die Entwicklung der neurologisch-

motorischen Funktion iiber die gesamte Versuchszeit zu verfolgen.

Denkbar wire, dass alle Tiergruppen postoperativ feinmotorische Defizite zeigen, die Sham-
Gruppen sich dann aber viel schneller vom chirurgischen Eingriff erholen als die DHCA-
Gruppen mit zerebraler, ischdmischer Schiddigung. Die unerwartet ermittelten fein-
motorischen Storungen beider Sham- Gruppen entsprechen aber den histologischen
Ergebnissen. Denn die Sham- Gruppen weisen, wenn auch deutlich weniger, doch auch
geschiidigte neuronale Zellen im Motorkortex auf, die somit die feinmotorischen Defizite
erkldren konnten. Man nimmt an, dass das Inhalationsanisthetikum Isofluran dabei eine Rolle
spielen konnte, da es zerebrale Apoptose und damit eine neuronale Degeneration zu
induzieren vermag (XIE et al., 2008). WISE-FABEROWSKI et al. (2005) konnten dies in
vitro anhand von Zellkulturen aus dem Hippokampus bestitigen. Ob jedoch Isofluran auch zu
Zelluntergang im Motorkortex in vivo fithrt und damit als mogliche Ursache fiir
feinmotorische Defizite tatsdchlich in Frage kommt, bleibt Spekulation und ist Ziel weiterer

Untersuchungen.

Bei der Beurteilung der Geschicklichkeit anhand der Anzahl frustraner Lochbesuche
(,,Frustrane Hole Visits®) im ZHBT zeigen sich Abweichungen von der Norm in beiden
DHCA- und in der Sham MXF- Gruppe. Die zahlreichen frustranen Lochbesuche der DHCA-

Gruppen sind durchaus plausibel und entsprechen auch den histologischen Ergebnissen. Denn
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man geht davon aus, dass Tiere mit ausgeprigten neuronalen Zellschdden und sichtbaren
Hirninfarkten in ihrer motorischen Geschicklichkeit eingeschrinkt sind und somit groflere
Probleme haben, den ZHBT zu erlernen. Weshalb die Sham MXF- Gruppe eine geringfiigig
erhohte Anzahl frustraner Lochbesuche zeigt, bleibt Spekulation, mehrere Erkldrungen sind
hier moglich: Denkbar wire ein Einfluss des Verhaltens der Sham MXF- Gruppe auf das
Geschick. Obwohl alle Versuchstiere aus einer bestmoglich standardisierten Labortierzucht
stammen, konnen die Tiere bedingt durch Unterschiede in der Betreuung oder im Transport
entsprechend auch individuelle Unterschiede im Verhalten zeigen. So ist es moglich, dass
manche Tiere der Sham MXF- Gruppe iibermotiviert sind, verstirkt die Zylinder explorieren
und dabei aber die Futterbelohnung auler Acht lassen. Auf der anderen Seite werden die
Tiere randomisiert den Gruppen zugeteilt, so dass in jeder Gruppe aus jeder Lieferung Tiere
enthalten sind, um eben den Einfluss unterschiedlicher Herkunft moglichst gleichméBig zu
verteilen. Dariiber hinaus akklimatisieren sich die Tiere drei Wochen lang in ihrer neuen

Umgebung, bevor sie in den Versuch gehen.

Eine andere Moglichkeit wire, dass das Verhalten bzw. die psychische Konstitution der Sham
MXF- Tiere moglicherweise durch MXF beeinflusst wird. Denn Fluorchinolone verfiigen
iber ein neurotoxisches Potential. Dabei zeigen sich ZNS- Nebenwirkungen wie beispiels-
weise Bewusstseinsstorungen, Veridnderungen der kognitiven Funktion oder Ruhelosigkeit
bzw. Hpyperaktivitit, mit einer allerdings nur sehr geringen Inzidenz (< 0,5 %)
(STAHLMANN, 2002). Somit liee sich die erhohte Anzahl an frustranen Lochbesuchen der
Sham MXF- Gruppe durch die Hyperaktivitit bzw. Ubermotivation als eine Wirkung von
MXEF erkléren.

MEISEL et al. (2004) konnten eine Verbesserung der neurologischen Funktion nach
perioperativer MXF- Gabe am Mausmodell mit einstiindiger MCAO feststellen. Dabei
bestand aber zunichst bis zum zweiten postoperativen Tag kein neurologisch- motorischer
Unterschied zwischen den MXF- und Plazebo- behandelten Madusen. Vom zweiten bis zum
siebten postoperativen Tag regenerierten sich aber schlielich die MXF- behandelten Tiere
signifikant schneller und besser (MEISEL et al., 2004). Eine signifikante MXF- Wirkung in
der vorliegenden Studie konnte aber weder in den DHCA-, noch in den Sham- Gruppen
beobachtet werden. Das Ausmal} bzw. die Art der Ischimie konnte in diesem Zusammenhang
eine wichtige Rolle spielen. Wihrend es sich bei MEISEL et al. (2004) um eine fokale
Ischidmie handelt, zeigt sich in der eigenen Studie nach EKZ mit DHCA eine globale

Ischdmie. Dieser Unterschied in der Art und Weise der Schidigung konnte der Grund sein,
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weshalb in der vorliegenden Studie keine durchschlagende Wirkung des MXF auf die
motorische Funktion zu sehen ist. Zusitzlich konnte der Spezies- Unterschied -Ratten in der

eigenen Studie, Miuse bei MEISEL et al. (2004)- diesen Wirkungsunterschied erkliren.

Eventuell war auch fiir die hier angewandte Art der Schiadigung die Applikationsdauer von
MXEF (sechs Mal mit einem Abstand von jeweils zwei Stunden, in Anlehnung an MEISEL et
al. (2004)) nach einer solch globalen Ischdmie zu kurz. So konnte in einer Untersuchung zur
globalen Ischimie beim Menschen gezeigt werden, dass sich eine prédventive fiinftigige
MXEF- Gabe innerhalb von 9 bis 36 Stunden nach dem Beginn eines Schlaganfalls positiv auf
die neurologische Leistungsfihigkeit nach sechs Monaten auswirkt (HARMS et al., 2008). Es
wire somit denkbar, dass auch in der eigenen Studie entweder eine praventive oder eine
mehrtigige postoperative MXF- Applikation zu neurologischen Verbesserungen hitte fiithren
konnen. Zudem wird spekuliert, inwieweit MXF nicht nur antiinflammatorisch, sondern auch
immunmodulatorisch wirken kann. Préklinische Studien haben bereits diese immun-
modulatorischen Eigenschaften von MXF bestitigt. MXF kann dabei beispielsweise die
Bildung von Nitritoxid in humanen Alveolarepithelzellen, die zuvor mit Zytokinen stimuliert
wurden, unterbinden (WERBER et al., 2005). AuBlerdem zeigt sich bei Candida albicans-
infizierten Maiusen nach MXF- Gabe eine reduzierte Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine im Lungengewebe, wobei Candida albicans erwiesenermaflen nicht in das
Wirkungsspektrum von MXF fillt (SHALIT et al.,, 2002). So stellt sich die Frage, ob
vielleicht der Applikationsbeginn von MXF in der vorliegenden Studie zu spit gewihlt
worden ist. Die Vermutung liegt nahe, dass fiir die volle Wirkung der immunmodulatorischen
Eigenschaften des MXF unter Umstédnden eine priventiv, vor der Ischimie- bedingten
Zytokinfreisetzung, durchgefiihrte MXF- Gabe notwendig gewesen wire und damit zu einer

Verbesserung der neurologisch- motorischen Funktion hitte fithren konnen.

4.2.3 Neurokognitive Parameter

Kognitive Parameter

Gedéachtnisprozesse werden von verschiedenen -in der Regel intakten- neuronalen Netz-
werken gesteuert. Der ZHBT erlaubt, Lernleistung anhand kognitiver Parameter zu beurteilen
und dabei unterschiedliche Gedichtnisprozesse, wie sie im Arbeitsgedidchtnis und/oder
deklarativen Gedéchtnis ablaufen, zu differenzieren. So konnen kognitive Fehlleistungen aus

dem ZHBT Hinweise auf eine zerebrale Schidigung geben. Dariiber hinaus lassen sich mit
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dem ZHBT Verhaltensweisen wie beispielsweise Angst, Exploration, Erregung und soziale
Affinitdt bewerten, die wiederum die kognitive Leistung beeinflussen konnen (BEUZEN und

BELZUNG, 1995).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der eigenen Studie, dass zum einen die Kontrollgruppe den
Test ohne Probleme erlernen und entsprechend absolvieren konnte. Der Kognitions- Score
liegt bei diesen nicht- operierten, nicht- anésthesierten Tieren erwartungsgemif bei Null. Zum
anderen zeigen beide DHCA- Gruppen eine deutlich schlechtere kognitive Leistung. Diese
Ergebnisse stimmen iiberein mit vorhergehenden Studien, in denen bereits nach EKZ alleine
kognitive Storungen nachgewiesen werden (MA et al., 2003) bzw. nach EKZ mit DHCA
kognitive Defizite auftreten (SCHRECKINGER et al., 2007). Allerdings nimmt die peri-
operative Gabe von MXF keinen Einfluss auf das neurokognitive Ergebnis in der eigenen

Studie.

Diese beeintrichtigte allgemeine kognitive Leistungsfiahigkeit der DHCA- Tiere passt zum
histologischen Bild dieser Gruppen. Der 45-miniitige tief- hypotherme Kreislaufstillstand
fiihrt demnach nicht nur zu einer Schidigung der Neurone in Motorkortex und Hippokampus,
sondern ebenfalls zu postoperativen kognitiven Defiziten und neurologisch- motorischen
Beeintriachtigungen. Defizite sind hier besonders im deklarativen Gedéchtnis (gemessen iiber
die Gesamtzeit eines Durchlaufs, ,,Time Complete”, TC) zu erwarten, da im Hippokampus
aller DHCA- Tiere zahlreiche geschiddigte und zugrunde gegangene Neurone feststellbar sind.
Weshalb die DHCA MXF- Gruppe insgesamt mehr Zeit fiir einen Durchlauf des ZHBT
benotigt, ist nicht eindeutig zu erkldren. Es konnte sich hierbei womdglich um eine (Neben)-
Wirkung des MXF handeln. Beim Menschen sind Nebenwirkungen von MXF bekannt, die
neben diversen Organsystemen eben auch das ZNS betreffen. So kénnen viele Patienten von
hiufig bis gelegentlich auftretenden MXF- Nebenwirkungen wie beispielsweise Benommen-
heit, Angstzustinde und Verwirrtheit berichten. Ob aber derartige ZNS- Nebenwirkungen
auch bei der Ratte eine Rolle spielen und somit die ldngeren Gesamtzeiten der DHCA MXF-
Tiere bedingen, bleibt hochst spekulativ. Dagegen spricht die Halbwertszeit des MXF (zwolf
bis 14 Stunden), da die Untersuchung der Kognition erst mit dem vierten postoperativen Tag
beginnt, und zu diesem Zeitpunkt kein zerebrales MXF mehr vorhanden sein sollte, das zu
ZNS- Nebenwirkungen fithren konnte. Da die Sham MXF- Tiere im Vergleich zu den Sham
Plazebo- Tieren ein besseres neurokognitives Ergebnis zeigen, kann die verlidngerte TC nicht

alleine an Nebenwirkungen des MXF liegen.
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Eine Verlangerung der TC durch eine feinmotorische Beeintrichtigung und daraus folgend
langere Fresszeiten konnen wir ebenfalls ausschliefen, da in allen Gruppen vergleichbare
feinmotorische Storungen erkennbar sind. Nager verfiigen insgesamt iiber ein sehr effektives
Regenerationsvermogen und erholen sich postoperativ sehr schnell. Demnach konnte der
Beginn des ZHBT am vierten postoperativen Tag insgesamt zu spidt gewihlt sein. Dafiir
wiirde auch sprechen, dass das Maximum der neurologischen Schiadigung am ersten
postoperativen Tag zu sehen ist. Somit kdnnte es interessant sein, in einer weiteren Studie mit

diesem Modell den ZHBT bereits am ersten postoperativen Tag beginnen zu lassen.

Man weil}, dass Lern- und Gedichtnisprozesse im Tiermodell mit visuell- raumlichen und
assoziativen Mechanismen in Verbindung stehen (HODGES, 1996; OHL et al., 1998). Dabei
tibernimmt das deklarative Gedéichtnis, das dem Hippokampus zugeschrieben wird, die
Funktion der bewussten Wahrnehmung von Ereignissen und Tatsachen (ZOLA-MORGAN
und SQUIRE, 1993). Der ZHBT integriert diese deklarativen Gedichtnisprozesse, indem die
Tiere lernen, die markierten Zylinder mit der Futterbelohnung zu assoziieren. Entsprechend
wertet man als Fehler des deklarativen Gedéchtnisses die Anzahl falsch oder nicht besuchter,
markierter Locher in einem Durchlauf (,,Wrong Choices®, WC, respektive ,,Omission Errors®,
OE, Auffindungsfehler) (OHL et al., 2003). Wihrend keine der Gruppen Auffindungsfehler
macht, besuchen v. a. Tiere der beiden DHCA- Gruppen verstirkt falsche Locher (WC). Wir
gehen dabei davon aus, dass beide DHCA- Gruppen aufgrund der zerebralen Schiadigung nach
EKZ mit DHCA unter kognitiven Defiziten leiden und dabei insgesamt mehr falsche Locher,
v. a. in den ersten Tagen des ZHBT, besuchen. Weshalb auch die Sham Plazebo- Gruppe, die
keiner EKZ mit DHCA unterzogen wurde, einen schwicheren Lernerfolg zeigt, bleibt
Spekulation. Einen Einfluss von zerebralem NF«kB als Ursache fiir Defizite des deklarativen
Gedichtnisses kann man dabei ausschliefen, da die Sham Plazebo- Gruppe im Vergleich zu

den Sham MXF- Tieren insgesamt niedrigere NFkB- Werte im Hippokampus aufweist.

Bei der Beurteilung der beiden Parameter OE und WC muss beriicksichtigt werden, dass
Angst im Test oder eine eingeschrinkte Motorik dazu fithren konnen, dass Tiere das Board
erst gar nicht betreten und somit auch keine Fehler machen konnen. Da aber neben der
Kognition auch eine Reihe von Verhaltensparametern (Angst, Exploration, Erregung, soziale
Affinitdt) mit untersucht werden und auch die Motorik gesondert bewertet wird, kann man

eine Fehlinterpretation der OE und WC Daten in dieser Richtung ausschlieBen.

Als Indikator des Arbeitsgedichtnisses gilt die Anzahl wiederholt besuchter, geleerter

Locher (,,Repeated Choices”, RC). Da das Arbeitsgeddchtnis im Prifrontalen Kortex
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lokalisiert ist (SANCHEZ-SANTED et al., 1997, BADDELEY et al., 2000), konnen Schiden
im Bereich des Motorkortex auch zu Funktionsausfillen im Arbeitsgedichtnis fithren und die
zum Teil mangelnden Lernerfolge gerade bei den DHCA- Tieren erkldren. Denn besucht ein
Tier ein bereits geleertes Loch erneut, begeht es einen Wiederholungsfehler (RC), der
wiederum Hinweise gibt auf Defizite im Arbeitsspeicher (OHL et al., 1998). Um den Test zu
erlernen, miissen sich die Ratten die Sequenzen der markierten Locher nicht nur in jedem
einzelnen Durchlauf, sondern auch iiber mehrere Versuchsdurchldufe hinweg merken konnen.
Durch das Absolvieren mehrerer Durchldufe pro Tag kann somit das Arbeitsgedidchtnis mit
komplexen Aufgabenstellungen wie Verstehen, Lernen und logischem Denken moglichst
umfassend untersucht werden (BADDELEY, 2000). Da in der eigenen Studie zudem die
Sequenzen der markierten Locher tdglich wechseln, kann man einen nicht- deklarativen,
automatisierten Gedidchtnisprozess zum Auffinden der markierten Locher ausschlieBen. In
den eigenen Untersuchungen zeigen sich in beiden DHCA- Gruppen besonders in den ersten
vier Tagen des ZHBT Defizite im Arbeitsgeddchtnis. Da die histologischen Ergebnisse in
beiden DHCA- Gruppen dhnlich umfangreiche Neuronenverluste bis hin zu Gewebsnarben

zeigen, war diese Art von kognitivem Defizit auch zu erwarten.

Insgesamt kommt man zu dem Ergebnis, dass ein globaler ischdmischer Insult, wie ihn eine
EKZ mit DHCA darstellt, neben neurologisch- motorischen Funktionseinbuflen und einem
auch nach 14 Tagen noch deutlich sichtbarem histologischen Schaden, ebenfalls postoperative

kognitive Defizite bedingt.

Wie auch in der Neurologie und Histologie zeigt sich in der vorliegenden Studie auch kein
Unterschied in der neurokognitiven Funktion zwischen den MXF- und den mit Plazebo-
behandelten Tieren. Man vermutet, dass die antiinfektiven und nachweislich immun-
modulatorischen Eigenschaften von MXF (SHALIT et al., 2006) bei dieser Art globalem
Zellschaden nicht ausreichen, die kognitive Leistungsfahigkeit signifikant zu verbessern. Es
stellt sich die Frage, ob eine kognitive Verbesserung am 14. postoperativen Tag messbar
gewesen wire, hitte man die perioperative MXF- Gabe erginzt um entweder eine prd- oder

eine zusitzliche postoperative und u. U. mehrtdgige Applikation von MXF, oder Beides.

Im Rahmen des ersten Teils dieser Studie konnte 24 Stunden nach Operation eine Abnahme
der zerebralen NFxB- Expression in der DHCA MXF- Gruppe beobachtet werden
(STUCKLE, Medizinische Dissertation in Vorbereitung). Aufgrund der reduzierten
Inflammationsantwort von NFkB im ersten Teil der Kurzzeitstudie hitte man in der eigenen

Langzeitstudie eigentlich eine niedrige oder nicht mehr vorhandene NFkB- Expression in den
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mit MXF behandelten Tieren erwartet. Damit verbunden hitte man ebenfalls eine verbesserte
kognitive Funktion 14 Tage nach dem operativen Eingriff erwartet. Die Ergebnisse konnen

aber diese Hypothese nicht bestitigen.

Eine weitere Uberlegung liefert die Diskussion der durchaus ambivalenten Eigenschaften von
NF«B. Man weif3, dass postoperative Zytokine nicht nur an Entziindungsreaktionen, sondern
auch an Regenerationsprozessen beteiligt sind und fiir jeden Heilungsprozess in gewissem
Umfang auch eine Inflammationsreaktion notwendig ist (SCHONING et al., 1999). Wiirde
allerdings die erhohte Anzahl NFxB- exprimierter Neurone in den Plazebo- Gruppen der
ersten Studie (STUCKLE, Medizinische Dissertation in Vorbereitung) fiir einen ablaufenden
Regenerationsprozess stehen, hitte man in der eigenen Studie ein besseres funktionelles

Outcome in den Plazebo- behandelten Tieren sehen miissen.

Bei herzchirurgischen Eingriffen, die mit einer lang andauernden zerebralen Ischdamie, wie sie
typischerweise wihrend einer EKZ mit DHCA auftritt, einhergehen, scheint nach heutigem
Stand der Erkenntnisse die schiddigende Rolle von NFkB zu iiberwiegen (RIDDER und
SCHWANINGER, 2009).

Verhaltensparameter

Verhaltensweisen im ZHBT, wie beispielsweise Angst, soziale Affinitidt, gerichtete und
ungerichtete Exploration, Erregung und allgemeine Bewegungsaktivitit konnen ebenfalls die
kognitive Leistung beeinflussen (BEUZEN und BELZUNG, 1995). Insgesamt zeigen aber die
das Verhalten betreffenden Ergebnisse, dass dabei kein ausgepriagter Unterschied zwischen
den Gruppen besteht (Verhaltensscore zwischen 3 und 3,5). Alle Tiere zeigen hierbei ein
gleiches angstassoziiertes Verhaltensmuster im ZHBT, wobei sie gleichermalen das
ungeschiitzte und offene Feld meiden, was mit dem Begriff der sog. ,,Thigmotaxis*
umschrieben werden kann (PRUT und BELZUNG, 2003). In der vorliegenden Studie schlief3t
die ausgeprigte Aktivitit der Ratten eine vermehrte Angstlichkeit aus, was sich auch im
Erkunden des Testumfelds zeigt. Gerichtetes (Latenz bis zum ersten Lochbesuch, Anzahl aller
besuchten Locher) und ungerichtetes exploratives Verhalten (Aufrichten auf die Hinterbeine)
gehoren zum natiirlichen Verhaltensrepertoire von Nagern und ist fiir Ratten essenziell, um
sich an neue veridnderte Situationen anzupassen. Exploration ermoglicht somit einerseits das
Aufsuchen neuer Futterquellen, andererseits aber auch die Erkenntnis von Fluchtwegen im
Falle eines Beuteangriffs (PERSCH, 1994). Da in der eigenen Studie alle Tiere gleicherma3en

zielgerichtet und ungerichtet explorieren, geht man davon aus, dass alle Tiere gleich stark
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motiviert sind. Die Ergebnisse lassen somit darauf schlieBen, dass die kognitive Leistung
nicht durch eine gesunkene Motivation oder angstbezogenes Verhalten beeintréichtigt zu sein

scheint, sondern ein reales Abbild der kognitiven Funktion der Tiere widerspiegelt.

4.2.4 Histologie

Auch in der Histologie (HE-, sowie immunhistochemische Fiarbung) zeigt sich, dass die Tiere
beider DHCA- Gruppen, im Vergleich zu beiden Sham- Gruppen, 14 Tage nach EKZ mit
DHCA einen ausgeprédgten histologischen Zellschaden in Hippokampus und Motorkortex
aufweisen. Ein Unterschied zwischen MXF- und Plazebo- behandelten Tieren besteht dabei
nicht. Um nun die Aussagekraft der erhobenen Histologie- und NFkB- Scorewerte richtig
deuten zu konnen, ist es notwendig, die histologischen Einzelergebnisse der verschiedenen

Gruppen niher zu betrachten.

Da in der vorliegenden Studie vorwiegend die neurologische und neurokognitive Funktion
interessiert, hat man sich bei der histologischen Untersuchung auf die zerebralen Areale
beschrinkt, die fiir die motorische bzw. kognitive Steuerung verantwortlich sind: zum einen
der motorische Kortex (als Teil des Neokortex) sowie der Hippokampus, der als das
neuronale Korrelat fiir Lernen und Gedichtnis angesehen wird. Zudem reagiert der
Hippokampus &duBerst sensitiv auf eine Ischidmie (SCHMIDT-KASTNER und FREUND,
1991). So fiihrten KURTH und Kollegen (1999) Untersuchungen zum neuronalen Zelltod
nach 90-miniitigem DHCA an neugeborenen Schweinen durch. In dieser Studie sind am
siebten postoperativen Tag in der DHCA- Gruppe noch eosinophile Neurone iiberwiegend in
den Gehirnbereichen Motorkortex und Hippokampus zu finden, so wie es SCHMIDT-
KASTNER und FREUND (1991) Jahre zuvor schon beobachtet hatten. Eine histologische
Schidigung bei den Sham- operierten Tieren trat dabei zu keiner Zeit weder im Motorkortex,
noch im Hippokampus auf (KURTH et al., 1999). Ahnliche Ergebnisse zeigt eine Studie an
adulten Ratten mit einem 75-miniitigem DHCA, in der die DHCA- Tiere am postoperativen
Tag 14 eine geringgradige Anzahl an eosinophilen Zellen, die Sham- Tiere dagegen keinerlei
geschidigte Zellen aufwiesen (DRABEK et al., 2007). Die geringfiigige Anzahl eosinophiler
Neurone in den beiden Sham- Gruppen in der eigenen Studie liegt im Bereich der unbe-
handelten Kontrolltiere. Die Ursache fiir diese geringe Anzahl eosinophiler Neurone konnte
hier die kurze Isoflurannarkose (15 min) sein, in der ausnahmslos alle Tiere entblutet und

getotet wurden. Denn Isofluran wird momentan als Ausloser von Apoptose diskutiert. So
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konnten XIE et al. (2008) in einer Studie an naiven Mé&usen bestitigen, dass ein transienter
Insult, wie beispielsweise eine Isoflurananésthesie (1,4 Vol % iiber eine Zeitspanne von zwei
Stunden) sekundire und persistente Hirnschidden hervorrufen kann. Dabei konnte eine erhohte
Anzahl aktivierter Kaspase-3- positiver Zellen im zerebralen Kortex bis zu zwolf Stunden
nach der Anisthesie, sowie eine verstiarkte Ablagerung von B-Amyloidpeptiden, die eine
wichtige Rolle in der Alzheimer- Erkrankung spielen, beobachtet werden (XIE et al., 2008).
Wie genau Isofluran dabei Apoptose zu induzieren vermag, ist allerdings noch nicht
vollstdndig bekannt. Man nimmt an, dass eine Dysfunktion der Kalziumhomoostase an der
Isofluran- induzierten Kaspaseaktivierung beteiligt ist, die dann zur Apoptose fiihrt (ZHANG
et al., 2008). Die Ausprigung der Isofluran- induzierten Neurodegeneration scheint zudem
von der Dauer der Isofluran- Exposition und vom Lebensalter abhingig zu sein (WISE-
FABEROWSKI et al., 2005). Man weif}, dass Neurone besonders anfillig in der Periode der
Synaptogenese des Gehirns auf eine Isofluran- Exposition reagieren. Dieses Zeitfenster dauert
bei der Ratte z. B. vom zweiten pripartalen Tag bis zu zwei Wochen nach der Geburt.
JEVTOVIC-TODOROVIC et al. (2003) konnten diese apoptotische Neuronendegeneration
nach einer sechsstiindigen Isofluraneinwirkung in einer Studie an sieben Tagen alten Ratten
bestitigen. In der eigenen Studie geht man demnach davon aus, dass der Einfluss von
Isofluran die Ursache fiir die eosinophilen Neurone in den beiden Sham- Gruppen und den

Kontrolltieren ist.

Bekannt ist auch, dass herzchirurgische Eingriffe zur Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine wie z. B. IL-1a, II-1B, IL-6, IL-8, TNF o sowie Endotoxine fithren und so eine
systemische Inflammationsreaktion auslosen konnen (PINTAR und COLLARD, 2003). Diese
systemischen Zytokine und Endotoxine konnen infolgedessen eine verstirkte Expression von
u. a. COX-2 und iNOS in beispielsweise der zerebralen Vaskulatur oder den benachbarten
perivaskuldren Mikrogliazellen zur Folge haben (HINDMAN et al., 2001). Inwieweit diese
systemische Entziindungsreaktion zu einer zerebralen Inflammation fiihrt, wird noch
diskutiert. So konnten beispielsweise HINDMAN et al. (2001) einen Zusammenhang
zwischen systemischem IL-6 und zerebral exprimierter COX-2 mRNA herstellen. Ob eine
vermehrte COX-2 mRNA- Expression auch zu einer vermehrten Synthese von COX-2 Protein
und damit den eigentlichen Effektoren im Entziindungsgeschehen fiihrt, ist in dieser Studie

nicht ndher untersucht worden.

Aus Voruntersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe (KELLERMANN et al., 2007) ist

bekannt, dass in dem angewandten Modell die systemischen Zytokine wie TNF a bereits 24
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Stunden nach einem DHCA unter der Nachweisgrenze liegen. Auch andere Studien haben
einen Hohepunkt der systemischen Inflammation zwischen zwei (KHABAR et al., 1997) und
sechs Stunden (NANDATE et al., 1999) nach EKZ gezeigt. Die eigenen Ergebnisse passen zu
vorhergehenden Studien, in denen die zerebrale Inflammation nach EKZ mit DHCA iiber
einen Zeitraum von 28 Tagen untersucht wurde. Hier war sogar noch 28 Tage nach EKZ mit
45 min DHCA zerebral exprimiertes NFxB nachweisbar (KELLERMANN et al., in
Vorbereitung). Andere Studien haben eine Hochregulation von sowohl NF«B, als auch COX-
2 von bis zu sieben Tagen nach intrazerebraler Blutung im Gehirn beschrieben (ZHAO et al.,
2007). In einer weiteren Studie iiber Entziindungsparameter nach Koronararterien- Bypass-
Operation konnte in der zerebrospinalen Fliissigkeit ein Konzentrationsmaximum des
Zytokins IL-8 am siebten postoperativen Tag festgestellt werden. Nach dem chirurgischen
Eingriff wurden jedoch innerhalb von sechs Monaten wieder basale Ausgangswerte erreicht
(KALMAN et al., 2006). LAMBERTSEN et al. (2005) konnten noch zehn Tage nach einer

fokalen zerebralen Ischiamie in der Maus TNF o- mRNA im Gehirn nachweisen.

In der vorliegenden Studie geht man davon aus, dass die an Tag 14 immer noch sichtbare
Hochregulation von zerebral exprimiertem NFxB nicht in direktem Zusammenhang mit der
systemischen Reaktion auf die EKZ bzw. DHCA steht. Man folgert daraus, dass die EKZ mit
45 min DHCA zu einer mindestens 14 Tage anhaltenden, robusten Hochregulierung der
zerebralen NFkB- Expression fiihrt, unabhingig von einer systemischen Entziindungs-
reaktion, wie schon eine Langzeitstudie iiber 21 Tage gezeigt hat, bei der die Tiere allerdings

75 min normothermer EKZ ohne DHCA ausgesetzt waren (JUNGWIRTH et al., 2009).

NFkB als nukledrer Transkriptionsfaktor spielt eine Schliisselrolle im zerebralen
Entziindungsgeschehen. Dieser Faktor wird wihrend einer zerebralen Ischdmie u. a. iiber TNF
o (HERRMANN et al., 2005) hochreguliert und ist fiir die Expression proinflammatorischer
Parameter, wie z. B. COX-2 oder iNOS verantwortlich NEWTON et al., 1997; ZHAO et al.,
2007).

Die Funktion von NFkB wird in verschiedenen Studien allerdings bisweilen kontrovers
diskutiert. Wichtig scheinen dabei die Art sowie die Dauer der Schadigung zu sein. Neben
schidigenden Wirkungen iibernimmt NF«kB v. a. bei der sog. ,,Prikonditionierung* auch anti-
apoptotische Funktionen (BLONDEAU et al., 2001). Untersuchungen an Ratten haben dabei
den Hinweis erbracht, dass eine nur dreiminiitige subletale Ischimie des Gehirns zu einer
Aktivierung von NFkB in Neuronen des Hippokampus fiihrt, wédhrend dabei die anti-

apoptotische Rolle iiberwiegt. Schlieit sich im Folgenden eine zweite, gravierende, letale
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Ischdmie an, kommt es unerwartet zu einer Hemmung von NFxB im Gehirn. Diese Resistenz
des Gehirns gegen potentielle letale ischimische Prozesse bezeichnet man auch als
,,Gehimtoleranz* (BLONDEAU et al.,, 2001; RIDDER und SCHWANINGER, 2009).
Wihrend einer lang andauernden zerebralen Ischdmie, wie sie typischerweise wihrend EKZ
mit DHCA auftritt, scheint dagegen die schiddigende Rolle von NF«xB zu iiberwiegen
(RIDDER und SCHWANINGER, 2009). Die eigene Studie stiitzt diese Vermutung, denn in
beiden DHCA- Gruppen wird deutlich mehr zerebrales NFkB exprimiert, bedingt durch die

lang andauernde Ischamie wéhrend des Kreislaufstillstands.

Die Menge an physiologisch exprimiertem, zerebralem NFkB ist vom jeweiligen
Entwicklungsstand der Tiere und der synaptischen Aktivitit abhéngig, so dass hier auch das
Alter der Tiere beziiglich einer physiologischen NFkB- Expression eine Rolle spielt.
KALTSCHMIDT et al. (1995) konnten feststellen, dass die Werte im Zerebellum bei Ratten
bis zum postnatalen Tag fiinf ansteigen, in den weiteren zwei Lebenstagen jedoch wieder
stark abfallen. Eine weitere Studie an 1-, 6- und 24- Monate alten Méusen lieferte jedoch die
Erkenntnis, dass die zerebrale NFxB- Aktivitidt mit steigendem Alter der Tiere zunimmt (YE
und JOHNSON, 2001). Dies konnte erkldren, weshalb in der vorliegenden Studie sowohl die
Sham-, als auch die Kontrolltiere geringfiigig NFxB- positive Neurone aufweisen. Eine
weitere Ursache fiir das Vorhandensein von zerebralem NFxB in den Sham- sowie der
Kontroll- Gruppe konnte auch hier die kurze Isoflurannarkose vor dem Entbluten der Tiere

sein.

Neben der Art und Dauer der ischdmischen Schiddigung scheint auch die Kombination der
fiinf Untereinheiten bei der Aktivierung von NFkB (p50, p52, p65, cRel, RelB) fiir seine
Rolle im Entziindungsgeschehen -pro- oder anti- apoptotisch-, wichtig zu sein (PIZZI et al.,
2009). Wihrend die beiden Doménen p50 und p52 als isolierte Formen inhibitorisch auf die
NF«B- Transkription wirken, erfolgt nach Bildung eines Dimers mit einer der Untereinheiten
p65, cRel oder RelB eine Aktivierung. In Zusammenhang mit zerebraler Ischimie weil3 man,
dass v. a. der heterogene Komplex p50/p65 maligeblich an der Induktion pro- apoptotischer
Faktoren beteiligt ist (SARNICO et al., 2009). Eine Studie an p50- defizienten Knockout-
Mausen, in der eine permanente MCAO durchgefiihrt wurde, hat gezeigt, dass sich das
Ausmal} zerebraler Infarkte bei den p50- defizienten Tieren um 41 % verringert (NURMI et
al., 2004). Diese Ergebnisse stiitzen die Annahme, dass die schiadigenden Eigenschaften von

NFxB in der vorliegenden Studie iiberwiegen.
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Weiter zur Diskussion stellen muss man auch den bekannten und viel untersuchten
neuroprotektiven Effekt der Hypothermie (COOK, 2001) auf den zerebralen Schaden. So
haben YENARI und HAN (2006) eine Verringerung der InfarktgroBe nach einer zwei-
stiindigen MCAO bei einer Gehirntemperatur von 33 °C feststellen konnen, der sie eine
Hemmung der NFxB- Aktivitit zugrunde legen. Im eigenen Modell wird der Kreislauf-
stillstand und damit die Ischdmie bei 15 bis 18 °C Korpertemperatur durchgefiihrt, was einen
Vergleich der Ergebnisse schwierig macht. Entsprechend kann man die Frage, inwieweit die
profunde Hypothermie in der vorliegenden Studie eine durch die Inflammationsprozesse
verursachte NFkB- Aktivierung reduzieren kann, mit dieser Studie nicht entgiiltig

beantworten.

In die eigene Bewertung des geweblichen Schadens geht auch die Anzahl und Ausdehnung
zerebraler Infarkte mit ein. JUNGWIRTH et al. (2007) zeigen anhand eines Rattenmodells
einen Zusammenhang zwischen Luftembolien wiéhrend einer EKZ und ausgeprigten
Hirninfarkten am siebten postoperativen Tag. Dabei besteht eine Korrelation zwischen dem
Volumen eines Luftembolus und dem zerebralen Infarktvolumen (JUNGWIRTH et al., 2007).
Ob die Hirninfarkte in beiden DHCA- Gruppen der eigenen Studie durch Luftembolien
ausgelost werden, ldsst sich nur spekulieren. Aus klinischen Studien weil3 man, dass neben
Luft v. a. aus stenosierten Karotiden abgeschwemmte Thrombozytenaggregate sowie
Gewebe- und Zelltriimmer aus dem Operationsgebiet zu Embolien im Gehirn fithren konnen
(BARNETT et al.,, 2000). Da im eigenen Modell keine Eroffnung des Brustkorbes oder
Manipulation des Herzens respektive der Karotiden erfolgt, und im Vergleich zur Human-
Klinik mit meist édlteren und multipel erkrankten Patienten in der vorliegenden Studie junge
gesunde Tiere verwendet wurden, scheint Luft als mogliche operationsbedingte Komplikation

als Ursache fiir die Embolien am wahrscheinlichsten.

Ein anderer Faktor fiir die Infarktentwicklung ist aber auch der Effekt der Hamodilution.
Denn eine Studie an Ratten mit MCAO und hypothermer EKZ lieferte die Erkenntnis, dass im
Vergleich zu Kontrolltieren (Hb- Konzentration 11 g/dl) eine exzessiv durchgefiihrte Himo-
dilution (Hb- Konzentration 6 g/dl) mit einer VergroBerung des zerebralen Infarktvolumens in
Verbindung steht (HOMI et al., 2004). Da die Tiere in der eigenen Studie aber zu keiner Zeit
Héamoglobinkonzentrationen unter 7,5 g/dl aufwiesen, ist die Hamodilution als Ursache fiir
die Entstehung von Infarkten auszuschlieBen (siehe Physiologietabelle, S. 79). In beiden

Sham- Gruppen, die weder einer EKZ noch einem DHCA unterzogen wurden, konnten wie
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erwartet keinerlei Hirninfarkte detektiert werden. Erwartungsgemill zeigt auch die

vollkommen unbehandelte Kontrollgruppe keine Infarkte.

Die histologischen Ergebnisse zeigen insgesamt, dass ein Unterschied zwischen den DHCA-
und den Sham- Gruppen besteht, was den histologischen Zellschaden anbelangt. Der Einfluss
einer perioperativen Gabe von MXF auf den zerebralen Schaden kann dabei nicht bestitigt
werden. In Voruntersuchungen (STUCKLE, Medizinische Dissertation in Vorbereitung) hatte
sich gezeigt, dass eine perioperative Gabe von MXF 24 Stunden nach einer EKZ mit DHCA
zu einer verminderten Expression neuronaler NFxB- und COX-2- Proteine im Hippokampus

fiihrt.

Man hat bereits experimentell und klinisch nachgewiesen, dass sich MXF als Vertreter aus
der Gruppe der Fluorchinolone giinstig nach akuten Schlaganfillen auswirkt, indem es
posttraumatische Infektionen reduziert, die Mortalititsrate verringert und die neurologische

Funktion bei Maus (MEISEL et al., 2004) und Mensch (HARMS et al., 2008) verbessert.

MXF weist antimikrobielle Fahigkeiten (BOSWELL et al., 1999), intrazelluldre Aktivitit
(PASCUAL et al., 1999), sowie immunmodulatorische Effekte auf (SHALIT et al., 2001;
SHALIT et al.,, 2002; SHALIT et al.,, 2006). Wihrend einer EKZ werden bakterielle
Endotoxine aufgrund der Hypoperfusion und Vasokonstriktion der Darmmukosa in die
Blutbahn freigesetzt und konnen somit eine systemische Inflammation bedingen (DOHERTY
et al.,, 1989). HINDMAN et al. (2001) wiederum konnten einen Zusammenhang zwischen
systemisch exprimiertem IL-6 und zerebral exprimierter COX-2 mRNA herstellen. Daraus
lasst sich schlussfolgern, dass die wihrend und nach einer EKZ auftretende systemische
Inflammation die zerebrale Entziindungsreaktion beeinflusst. Deshalb liegt die Idee nahe, dass
die Gabe von MXF als Antiinfektivum eine inflammatorische Reaktion systemisch und
zerebral reduzieren kann. MEISEL et al. (2004) konnten diese Vermutung in einem
Schlaganfallmodell (MCAOQO) in der Maus bestéitigen. Dabei zeigte sich eine signifikante
Verringerung der zerebralen Infarktgrofle in den mit MXF behandelten Tieren (MEISEL et
al., 2004). Allerdings ist in dem vorliegenden Modell eine systemische Inflammation bereits
24 Stunden nach DHCA nicht mehr nachweisbar (STUCKLE, Medizinische Dissertation in
Vorbereitung). Man geht deshalb davon aus, dass in der eigenen Studie die immun-
modulatorischen Eigenschaften des MXF iiberwiegen. Es gibt aber auch einige Spekulationen
dariiber, inwiefern MXF die Expression von z. B. NFkB in den Neuronen, als auch die
Aktivierung proinflammatorischer Zytokine immunmodulatorisch beeinflussen kann. Es hat

sich gezeigt, dass MXF in der Lage ist, die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen im
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Lungengewebe von Candida albicans- infizierten Méusen zu verhindern. Da Candida albicans
auBlerhalb des antiinfektiven Wirkspektrums von MXF liegt, beruht die Wirkung von MXF in
dieser Studie rein auf immunmodulatorischen Eigenschaften (SHALIT et al., 2002). Eine in
vitro- Studie lieferte den Beweis, dass MXF die Sekretion von Nitritoxid (NO) in humanen
Alveolarepithelzellen, die zuvor mit den Zytokinen IL-1p und Interferon-y stimuliert wurden,
signifikant hemmt. Zudem besitzt MXF die Fahigkeit, die IL-1B- induzierte Translokation
von NFkB und dessen DNA- Bindungsaktivitit zu inhibieren (WERBER et al., 2005). Bei
den Studien von SHALIT et al. (2002) und WERBER et al. (2005) ist aber zu
beriicksichtigen, dass die Tiere bzw. humane Zellkulturen mit MXF vorbehandelt wurden,
bevor eine Stimulation mit Zytokinen vorgenommen worden ist. Da sich zwischen den
Behandlungsgruppen der eigenen Studie kein MXF- Effekt feststellen ldsst, vermutet man,
dass u. U. eine vor dem eigentlichen Trauma durchgefiihrte MXF- Applikation zu einer
Verringerung bzw. Verhinderung des histologischen Schadens fithren konnte. Die
Fragestellung, auf welche Art MXF ins Gehirn gelangt, um dort seine Wirkung zu entfalten,
bleibt ebenfalls spekulativ.

Man weil}, dass es wihrend EKZ mit DHCA zu einer Storung der Blut- Hirn- Schranke
kommt (ABDUL-KHALIQ et al., 2000; CAVAGLIA et al., 2004) und eine Exposition mit
inflammatorischen Zytokinen, Leukozytenaktivierung oder Ischdmieprozesse zu einer
Dysfunktion der Blut- Hirn- Schranke fithren (MOODY, 2006). SIEFERT et al. (1999)
konnten in einer Studie an gesunden Ratten mit einer intakten Blut- Hirn- Schranke
bestitigen, dass sich nach einer oralen oder intravenosen Applikation von MXF nur sehr
geringe Konzentrationen an MXF im Gehirn nachweisen lassen. Beim gesunden Menschen
konnte nach einer oralen MXF- Gabe allerdings eine gute Penetration von MXF iiber die
Blut- Hirn- Schranke beobachtet werden, die zu einer addquat hohen Konzentration in der
zerebrospinalen Fliissigkeit innerhalb von zwei bis sechs Stunden mit einer ausreichend
bakteriziden Wirkung fithrte (KANELLAKOPOULOU et al., 2008). Insgesamt existieren
kontroverse Meinungen zur Schiddigung der Blut- Hirn- Schranke nach alleiniger EKZ oder
nach EKZ mit DHCA. In diesem Zusammenhang wurden iiberwiegend Studien an Grof3tieren
durchgefiihrt. Eine Schéadigung der Blut- Hirn- Schranke konnte dabei aber nach zwei-
stiindiger moderater hypothermer EKZ bei neugeborenen Schweinen nicht belegt werden
(GILLINOV et al., 1992). Im Gegensatz dazu zeigten CAVAGLIA und Kollegen (2004) eine
allgemeine Dysfunktion der Blut- Hirn- Schranke von Ldmmern nach 15 bis 120-miniitiger
normothermer EKZ. Wihrend die Permeabilitit der Blut- Hirn- Schranke dabei mit steigender

Dauer der EKZ zunahm, erhohte sich in den endothelialen Zellen der Blut- Hirn- Schranke,
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im Chorioidplexus und im Ependym zusitzlich die Anzahl sog. ,,FOS“- Proteine. Diese
Proteine werden iiber physiologische und pathologische Faktoren induziert und gelten bereits
vor dem eigentlichen Zelltod als Marker fiir eine neuronale Schidigung (MA et al., 2002).
Tiere, die dagegen einem zweistiindigen DHCA unterzogen wurden, wiesen dementsprechend
eine gravierendere Schidigung der Blut- Hirn- Schranke auf. Zudem waren alle Bereiche des
Gehirns betroffen. Nach dem DHCA waren zusitzlich signifikant hohe Mengen an ,,FOS*-
Proteinen nicht nur in den endothelialen Zellen, sondern auch in Neuronen nachweisbar.
Innerhalb von drei bis vier Stunden nach dem Ende der EKZ konnte dabei die Schadigung der
Blut- Hirn- Schranke beobachtet werden (CAVAGLIA et al., 2004).

Die Untersuchung des MXF- Gehalts direkt im Zielorgan Gehirn hat in der vorangegangenen
Studie gezeigt, dass MXF in der DHCA- Gruppe 20 Stunden nach der letzten Applikation

noch nachweisbar ist (STUCKLE, Medizinische Dissertation in Vorbereitung).

Man nimmt daher an, dass MXF durch die im Rahmen der EKZ mit DHCA geschidigte Blut-
Hirn- Schranke direkt in das Gehirn gelangt. Eine zweite Moglichkeit ist der intrazellulére
Transport von MXF durch Aufnahme in Granulozyten, Lymphozyten oder Monozyten, die
die Substanz dann intrazelluldr an den Ort des entziindlichen Geschehens weitertransportieren
und dort anhidufen (PASCUAL et al., 1999; MANDELL und COLEMAN, 2001). Welcher
Mechanismus nun ausschlaggebend dafiir verantwortlich ist bzw. ob eine Kombination dieser

Mechanismen stattfindet, bleibt fiir diese Studie spekulativ.

4.3 AbschlieBende Betrachtung und Ausblick

Zusammenfassend beschreibt diese Studie erstmals den Einfluss einer perioperativen Gabe
von Moxifloxazin nach EKZ mit DHCA auf die neurologische und kognitive Funktion, sowie
den histologischen Schaden {iiber einen Beobachtungszeitraum von 14 Tagen an der Ratte.
Verschiedene Testsysteme konnten die neurologische Funktion abbilden und mit dem
modifizierten Zylinder- Hole- Board- Test (ZHBT) wurde die kognitive Leistungsfihigkeit
ermittelt. Die Auswertung der Daten zeigt ausgeprigte neurologische und kognitive Defizite
in beiden DHCA- Gruppen. Die Ergebnisse der abschlieenden histologischen Untersuchung
der Gehirne entsprechen dabei den klinisch erhobenen Daten. Die DHCA- bedingten
neuronalen Schidigungen sind auch 14 Tage nach EKZ mit DHCA deutlich nachweisbar.
Entgegen den eigenen Erwartungen zeigt sich aber insgesamt kein ausgeprigter neuro-

protektiver Effekt durch MXF. Die perioperative MXF- Gabe hat in keiner der Gruppen
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Einfluss auf die Entstehung motorischer und kognitiver Defizite sowie auf die Auspriagung
des histologischen Schadens. Allerdings zeigt MXF auch keine negativen Auswirkungen auf

die drei Parameter.

Es ist deshalb u. a. zu vermuten, dass zum einen die Applikationsdauer von Moxifloxazin bei
solch einem globalen Schaden insgesamt zu kurz gewesen sein konnte und somit keine
ausreichende Wirkung erzielt wurde. Zum anderen spielt, neben der Dauer der Applikation,

mit Sicherheit auch der Zeitpunkt des Beginns der MXF- Gabe eine wichtige Rolle.

Die Frage aber, wie und in welchem Ausmal} eine pri- oder deutlich postoperative begonnene
MXF- Gabe Einfluss auf die Ausprigung postoperativer neurokognitiver Defizite nehmen

konnte, bleibt das Ziel weiterfithrender Untersuchungen.
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S5 Zusammenfassung

,Beeinflusst die perioperative Gabe von Moxifloxazin die zerebrale inflammatorische
Reaktion und das neurokognitive Outcome 14 Tage nach extrakorporaler Zirkulation

mit tief- hypothermem Kreislaufstillstand bei der Ratte ?¢

Die hier vorliegende Studie soll den Einfluss der perioperativen Gabe von Moxifloxazin
(MXF) auf das neurokognitive Outcome und den histologischen Schaden 14 Tage nach
extrakorporaler Zirkulation (EKZ) mit 45 min tief- hypothermem Kreislaufstillstand (DHCA)
bei der Ratte untersuchen.

50 ménnliche Sprague- Dawley Ratten (330 - 400 g) wurden randomisiert drei Gruppen
zugeteilt: Kontrolle (n=10), Sham und DHCA (je n=20). Die Sham- und DHCA- Tiere
wurden weiter unterteilt in MXF und Plazebo behandelte Gruppen (n=10). Die Tiere erhielten
intraperitoneal mit Beginn der Anésthesie alle zwei Stunden 6 x 100 mg/kg MXF bzw.
dasselbe Volumen physiologische Kochsalzlosung. Tiere der DHCA- Gruppen wurden intu-
biert, mit Isofluran (2,0 — 2,5 Vol % in 40 % O,) anisthesiert, katheterisiert, an die EKZ
angeschlossen und iiber 30 min auf 15 — 18 °C rektale Korpertemperatur abgekiihlt. Nach 45
min DHCA wurden die Tiere innerhalb von 40 min an der EKZ auf 35,5 °C rektale Korper-
temperatur wiedererwiarmt. Tiere der Sham- Gruppen wurden analog anésthesiert, kaniiliert,
jedoch weder an die EKZ angeschlossen noch einem DHCA unterzogen. Die Tiere der
Kontroll- Gruppen wurden weder anésthesiert noch katheterisiert.

Alle Tiere wurden préaoperativ an den Tagen -2 und -1, sowie postoperativ an den Tagen 1, 2,
3 und 14 neurologisch- motorisch getestet. Die Untersuchung der neurokognitiven Funktion
mit dem modifizierten Zylinder- Hole- Board- Test (ZHBT) fand tidglich vom vierten bis ein-
schlieBlich 13. postoperativen Tag statt. Am 14. postoperativen Tag wurden die Ratten dann
in tiefer Isoflurannarkose entblutet, die Gehirne in toto entnommen, tiefgefroren (-80 °C) und
histologisch untersucht. Dazu wurde eine Hamatoxylin- Eosin- Firbung, sowie eine immun-
histochemische Markierung Nukleédrer Faktor kappa B (NF«B) positiver Neurone angefertigt,
um anhand der Menge eosinophiler Zellen sowie NFkB- positiver Neurone und der Anzahl
sowie Ausdehnung der Hirninfarkte das AusmaB des histologischen Schadens zu ermitteln.
Die Ergebnisse zeigen im Vergleich zu den pridoperativen Ausgangswerten und den Sham-
Gruppen postoperativ neurologisch- motorische Beeintrachtigungen der Tiere der beiden

DHCA- Gruppen. Zudem zeigen beide DHCA- Gruppen deutliche postoperative neurokog-
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nitive Defizite im Vergleich zu den Sham- Tieren und der Kontroll- Gruppe. Der histolo-
gische Schaden ist ebenfalls in den DHCA- Gruppen am deutlichsten ausgeprigt. Dabei gibt
es jedoch keinen Unterschied zwischen den mit Moxifloxazin- oder Plazebo- behandelten
Tieren.

Die perioperative Applikation von Moxifloxazin zeigt demnach keine positive Wirkung auf
das neurokognitive Ergebnis 14 Tage nach EKZ mit 45 min DHCA an der Ratte. Um die
Frage zu beantworten, ob eine Verldngerung der Applikationsdauer oder ein anderer
Applikationszeitpunkt das postoperative Ergebnis veridndern konnte, bedarf es weiter-

fiihrender Untersuchungen.
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6 Summary

»Does the perioperative application of Moxifloxacin influence the cerebral inflammatory
reaction and the neurocognitive outcome 14 days after cardiopulmonary bypass with

deep hypothermic circulatory arrest in the rat ?¢

The present study investigates the influence of a perioperative application of Moxifloxacin
(MXF) on the neurocognitive outcome and the histological damage 14 days after
cardiopulmonary bypass (CPB) with 45 min deep hypothermic circulatory arrest (DHCA) in
the rat.

50 male Sprague- Dawley rats (330 — 400 g) were randomly assigned to one of three groups:
Control (n=10), Sham and DHCA (each n=20). Sham- and DHCA- animals were further
subdivided into MXF and Placebo treated groups (n=10). Starting from the onset of
anaesthesia the animals received every two hours intraperitoneal 6 x 100 mg/kg MXF or the
same volume physiological solution of sodium chloride. Animals of the DHCA- groups were
intubated, anaesthetized with Isoflurane (2,0 — 2,5 Vol % in 40 % O,), catheterized, connected
to the CPB and cooled over 30 min to 15 — 18 °C rectal body temperature. After 45 min
DHCA the animals were reconnected to CPB and rewarmed within 40 min to 35,5 °C rectal
body temperature. Animals of the Sham- groups were anaesthetized and cannulated
analogously, but were neither connected to the CPB nor submitted to DHCA. The animals of
the Control- groups were neither anaesthetised nor catheterised. All animals were tested in the
neurological- motor function preoperatively on days -2 and -1, as well as postoperatively on
days one, two, three and 14. The neurocognitive function was assessed daily from the fourth
to the 13" day via the modified “Cylinder- Hole- Board- Test” (CHBT). On the 14"
postoperative day the rats were sacrificed during deep Isoflurane- anaesthesia, their brains
removed and deep frozen (-80 °C) for further analyses. A Hematoxylin- Eosin- and an
immunhistochemical double staining for nuclear factor kappa B (NFxB) were performed to
determine the magnitude of the overall histological damage, based on the amount of
eosinophilic as well as NFkB- positive neurons as well as the number and size of brain

infarcts.

The results showed a neurologic impairment in both DHCA- groups in comparison to the

preoperative values and to the Sham- groups. In addition both DHCA- groups show distinct
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postoperative neurocognitive deficits in comparison to the Sham- animals and the Control-
group. The histological damage is also more pronounced in the DHCA- animals. However,
there is no significant difference between Moxifloxacin- or Placebo- treated animals. The
perioperative application of Moxifloxacin has no positive impact on the neurocognitive
outcome 14 days after CPB with 45 min DHCA in the rat. To answer the question whether a
lengthening of the application duration or a different application time could affect the

postoperative results, further investigations are required.
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