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Fir meine Eltern

Wir sind, was wir denken. Alles,
was wir sind, entsteht aus unseren
Gedanken. Mit unseren Gedanken

formen wir die Welt.
(Buddha)
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1 Einleitung

Herzchirurgische Operationen an Kindern und Erwachsenen, die einen tief hypothermen
Kreislaufstillstand erfordern, konnen trotz beachtlicher Fortschritte auf dem Gebiet der opera-
tiven Technik und der Anésthesie, sowie entscheidender technischer Verbesserung der Extra-
korporalen Zirkulation (EKZ), noch immer zu zentralnervosen Schéddigungen fiihren. Die
Pravention oder Therapie dieser neurologischen und psychomotorischen Entwicklungsstorun-
gen wird dadurch erschwert, dass die zu Grunde liegenden &tiologischen und pathophysiolo-
gischen Mechanismen noch immer nicht vollstindig verstanden sind. Zwar sollen verschiede-
ne pra- und intraoperative Risikofaktoren diese postoperativen zentralnervosen Schadigungen
verursachen (BELLINGER et al., 1995; HOVELS-GURICH et al., 1997;
LIMPEROPOULOS et al., 2002), jedoch gelang es mit klinischen Studien bisher nicht,
grundlegende Schadigungsmechanismen eindeutig herauszustellen. Deshalb wird ein geeigne-
tes Schiadigungsmodell bendtigt (HINDMAN und TODD, 1999). Bisher beschrinken sich
priklinische Untersuchungen von zentralnervésen Schidigungsmechanismen, die mit tief
hypothermem Kreislaufstillstand assoziiert sind, auf Groftiermodelle, wie L&mmer
(BOKESCH et al., 1996), Hunde (FOLKERTH et al., 1975) oder Schweine (MAULT et al.,
1993). Zu Nachteilen dieser Modelle zdhlen allerdings hohe Kosten, Mangel an etablierten
Tests zur Untersuchung von neurologischer und kognitiver Funktion und Probleme beim lén-
gerfristigen Uberleben der Tiere (wegen physiologischen oder wirtschaftlichen Einschriin-
kungen). Mit der Wahl der Ratte als Versuchstier konnten diese Probleme der Groftiermodel-
le iiberwunden werden, weil die Ratte hdufig verwendet wird bei zerebralen Ischamiemodel-
len und deswegen standardisierte neurologische und kognitive Tests zur Verfiigung stehen.
Dariiber hinaus wurde erst kiirzlich ein Langzeitiiberlebensmodell mit Extrakorporaler Zirku-
lation (EKZ) bei der Ratte vorgestellt (MACKENSEN et al., 2001; SWIRCZEK, 2005). Ziel
dieser Studie ist, festzustellen, ob ein geeignetes Uberlebensmodell zur Untersuchung von
zerebralen Schiadigungen nach tief hypothermem Kreislaufstillstand bei der Ratte entwickelt

werden kann.



2 Schrifttum

2.1 Gedachtnis und Gehirn

In den letzten 30 Jahren versuchte die kognitive Psychologie, die funktionelle Struktur des
Gedédchtnisses aufzukldren. Weder die genaue Anzahl aller existierenden Gedéchtnissysteme
noch die Art und Weise, wie Information eigentlich verschliisselt, gespeichert und abgerufen
wird, ist bisher vollstindig beantwortet worden. Das Gedéchtnis stellt dabei keine Einzelfa-
higkeit des Gehirns dar, sondern setzt sich vielmehr aus verschiedenen Speichersystemen zu-

sammen, die auf unterschiedlichen Gehirnstrukturen basieren (SQUIRE, 1992).

Gedéchtnis ldsst sich nach verschiedensten Aspekten differenzieren, sowohl chronologisch als
auch inhaltlich oder prozessspezifisch (Einspeichern, Transferieren, Konsolidieren oder Abru-

fen von Information) (CALABRESE und MARKOWITSCH, 2003).

Die chronologische Einteilung unterscheidet zwischen Kurz- und Langzeitgedichtnis und
zwischen anterogradem, (= ,,Neu-*), und retrogradem (= ,,Alt-) Gedichtnis. ,,Neu-,, und ,,Alt-
gedichtnis® beziehen sich stets auf einen bestimmten Zeitpunkt, zum Beispiel ob vor einer
Hirnschiadigung gespeicherte Information noch abgerufen bzw. neue Information erfolgreich

abgespeichert werden kann (CALABRESE und MARKOWITSCH, 2003).

2.1.1 Das Langzeitgedichtnis

Das Langzeitgedéchtnis ldsst sich inhaltlich in fiinf Grundsysteme gliedern (siche Abbildung
1), episodisches Gedichtnis, Wissenssystem (semantisch), perzeptuelles (operante Konditio-
nierung, nicht assoziatives Lernen), prozedurales und die Priming-Form (Prigung) des Ge-

déchtnisses (CALABRESE und MARKOWITSCH, 2003).
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Abbildung 1: Taxonomie des Langzeitgediichtnisses mit neuronalen Korrelaten (modifiziert
nach SQUIRE, 1998).

Je nachdem ob eine dieser Gedéchtnisleistungen durch bewusstes Erinnern oder aber eher
unbewusst durch eine Handlung ausgedriickt wird, unterscheidet man zwischen deklarativem
(bewusstem) und nicht-deklarativem (unbewusstem) Gedéchtnis. Deklaratives Gedéchtnis
umfasst Wissen iiber Fakten (semantisches Gedéchtnis) und Ereignisse (episodisches Ge-
dédchtnis) und bezieht sich dementsprechend auf die Fahigkeit, sich bewusst dieser Fakten und
Ereignisse zu erinnern (siche Abbildung 1). Eine Stérung dieser Funktion stellt die Amnesie
dar (SQUIRE, 1998). Im Tiermodell wird deklaratives Gedéchtnis hédufig beschrieben als
Verarbeitung rdumlicher, konfiguraler, kontextabhingiger und relationaler Information
(BUNSEY und EICHENBAUM, 1996). Ob semantisches und episodisches Gedéchtnis als
parallele Subsysteme des deklarativen Gedéchtnisses zu betrachten sind (SQUIRE und
ZOLA, 1996) oder ob das episodische Geddchtnis eine einzigartige Erweiterung des semanti-
schen Gedichtnisses darstellt (TULVING und MARKOWITSCH, 1998) wird kontrovers dis-
kutiert. Letztere Vorstellung veranschaulicht das Seriell-Parallel-Unabhéngig (SPI) -Modell
(siche Abbildung 2). Dabei kann Information zwar unabhéngig vom episodischen Gedéichtnis
in das semantische Gedéchtnis eingespeichert werden, aber umgekehrt gelangt Information
nur iiber das deklarative in das episodische Gedichtnis. Dies gilt jedoch nur fiir die Einspei-
cherung von Information. Beim Abruf der gespeicherten Information agieren die Systeme

tatsdchlich vollkommen unabhédngig voneinander (TULVING und MARKOWITSCH, 1998).
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Abbildung 2: Seriell-Parallel-Unabhdiingig (SPI) -Modell des deklarativen Gediichtnisses
(modifiziert nach TULVING und MARKOWITSCH, 1998).

Nach weitergehenden Vorstellungen wird das deklarative Gedéchtnis (siche Abbildung 1)
durch gemeinsame Eigenschaften von episodischem und semantischem Gedéichtnis definiert.
Dazu zdhlen unter anderem ihre Grofle, Komplexitit und Multimodalitit. Dariiber hinaus
zeichnen sich beide durch gleichartige und schnelle Einspeicherungsprozesse aus. Die Infor-
mation ist gegenstdndlich, verhdltnismiBig beschreibbar, besitzt Wahrheitswert, ist flexibel
zuginglich und umsetzbar und kann als Basis einer Schlussfolgerung dienen. Handlungen
erfolgen stets kontextabhingig und kognitiv. Letztendlich kann der Abruf deklarativer Erinne-
rungen optional in ein offenkundiges Verhalten miinden, denn es besteht auch eine enge Ver-
kniipfung mit anderen Gehirn- und Verhaltenssystemen (SQUIRE und ZOLA, 1996;
TULVING und MARKOWITSCH, 1998). Ein grofler Vorteil dieser Beschreibung des dekla-
rativen Gedichtnisses ist, dass diese Definition bis auf einige Ausnahmen fiir Mensch und
Tier gleichermaflen gilt. Beispielsweise werden sprachliche Eigenschaften dabei eher dem
semantischen Gedéchtnis zugeordnet (TULVING und MARKOWITSCH, 1998). Alleinige,
ungeteilte Qualitdten des episodischen Gedéchtnisses beziehen sich wahrscheinlich nur auf
den Menschen. Diese bestehen im Wesentlichen aus Erinnerungen an vergangene Erfahrun-
gen. Dabei orientiert sich episodisches Gedéchtnis als einzige Geddchtnisform an der Vergan-
genheit, was sinnbildlich einer mentalen Zeitreise entspricht. Diese Erfahrungen reichen tiber
deklaratives Weltwissen weit hinaus, sind aber trotzdem prozessspezifisch (sieche Abbildung

2). Erst mit zunehmendem Alter entwickelt sich episodisches Gedéchtnis, das allerdings durch
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pathologische zentralnervose Mechanismen auch schneller als deklaratives Gedachtnis beein-

trachtigt wird (TULVING und MARKOWITSCH, 1998).

Das nicht-deklarative Geddchtnis (sieche Abbildung 1) verkorpert dagegen keine homogene
Gedichtnisform, sondern setzt sich vielmehr aus verschiedenen unbewussten Gedéachtnisfor-
men zusammen (SQUIRE, 1998). Dazu zdhlen die perzeptuelle (operante Konditionierung
und nicht assoziatives Lernen), prozedurale (Fertigkeiten und Angewohnheiten) und die Pri-
ming-Form (Prigung) des Gedéchtnisses (CALABRESE und MARKOWITSCH, 2003).
Nicht-deklaratives Gedéchtnis ist dabei eher durch Handlungen gekennzeichnet und bedarf

keiner bewussten Erinnerung an vergangene Ereignisse (SQUIRE, 1998).

2.1.2 Das Arbeitsgediichtnis

Bereits 1958 wurde in der Literatur erstmalig die Existenz von Langzeit- und Kurzzeitge-
dédchtnis nachgewiesen (BROWN, 1958; PETERSON und PETERSON, 1959). Nach weiteren
zehn Jahren wurde ein Zwei-Komponenten-Modell vorgestellt, worin ein zeitlich begrenzter
Kurzzeitspeicher nicht nur als eine Art Vorzimmer zum dauerhafteren Langzeitgedichtnis,
sondern auch erstmals als Arbeitsgeddchtnis fiir andere komplexe Aktivitdten wie Schlussfol-
gern und Verstehen diente (ATKINSON und SHIFFRIN, 1968). Das Konzept vom einheitli-
chen Kurzzeitgedidchtnis wurde im Laufe der Jahre zundchst um drei (BADDELEY und
HITCH, 1974) und nach weiterem Wissenszugewinn um vier Komponenten erweitert. Damit
entspricht es der aktuellen Vorstellung vom Multikomponenten-Modell des Arbeitsgeddcht-

nisses (BADDELEY, 2003b) (siche Abbildung 3).
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Abbildung 3: Illustration des aktuellen Multikomponenten Modells des Arbeitsgedichtnis-
ses (modifiziert nach BADDELEY, 2003a).

hell: , fliefende  Systeme; schraffiert: , kristallisierte* Systeme

Die Vorstellung vom Arbeitsgedichtnis impliziert ein zugrunde liegendes System, das nicht
nur zeitlich begrenzt Informationen speichert und bearbeitet, sondern auch koérpereigenen
Denkprozessen unterliegt und sie unterstiitzt, was fiir eine Vielzahl komplexer kognitiver Té-
tigkeiten wichtig ist. Um diesen vielféltigen Aufgaben gerecht zu werden, setzt sich das Ar-
beitsgeddchtnis nach heutigem Wissensstand aus der zentralen Steuerung, zwei Speichersys-
temen (BADDELEY und HITCH, 1974) und dem episodischen Speicher (BADDELEY,
2000) zusammen (sieche Abbildung 3).

Das verbale Speichersystem, auch phonologische Schleife genannt (siche Abbildung 3), kann
Gedéchtnisspuren fiir ein paar Sekunden speichern, ist an artikulierten Aufzéhlungsprozessen
beteiligt und wird beim Menschen auch fiir das Lernen von Mutter- und Fremdsprachen mit
verantwortlich gemacht. Das zweite Speichersystem, der sogenannte visuell-rdumliche Skiz-
zenblock (sieche Abbildung 3), setzt sich vermutlich aus zwei weiteren Komponenten zusam-
men: dem visuellen Speichersystem und dem ,,inner scribe®, einem der phonologischen
Schleife dhnelnden System, das fiir Abruf- und Aufzihlprozesse notwendig ist. Rdumliches
und visuelles Arbeitsgedédchtnis besitzen limitierte Kapazitidt und kénnen auch getrennt von-
einander agieren. In der zentralen Steuerung, auch Exekutive genannt (sieche Abbildung 3),
scheint eine Gewaltenteilung zwischen automatischen Abldufen und einem eingreifenden

Aufmerksamkeitssystem, dem sogenannten liberwachenden Aktivierungssystem, vorzuherr-



schen. Dies erfordert aber gleichzeitig, Aufmerksamkeit zu fokussieren, teilen oder wechseln
zu konnen, vermittelt durch den episodischen Speicher (sieche Abbildung 3). Er dient als Zwi-
schenspeicher mit limitierter Kapazitit und verkniipft Informationen, um integrierte Episoden
zu formen. AuBlerdem verbindet er wahrscheinlich Arbeitsgeddchtnis mit Langzeitgeddchtnis

(BADDELEY, 2003b).

2.1.3 Neuronale Korrelate verschiedener Gedichtnisformen

Neuronale Korrelate fiir die verschiedenen Geddchtnisformen werden anhand hirngesunder
und hirngeschédigter Individuen diskutiert. Dabei speichert aber keine neuronale Struktur
alleine und vollstindig die Informationsspuren verschiedener Gedéchtnissysteme, sondern
deren Funktionalitdt basiert vielmehr kritisch auf der neuronalen Integritit (BADDELEY et
al., 2000).

Basalganglien

(Nucleus caudatus) Zerebraler Cortex

Thalamus

Hypothalamus

Amygdala

Hippokampus

Abbildung 4: rdumliche Illustration wichtiger Strukturen des menschlichen Gehirns (modi-
fiziert nach OECD: Brain Maps, Inner structure of the human brain, Online im Internet:
URL: < http://www.OECD.org/document/22 > (Abfrage 01.06.2004)).

Das limbische System (sieche Abbildung 4) speichert zunichst Informationen, die dann in das
Langzeitgeddchtnis tibertragen werden. Dabei wird die Information kognitiv verarbeitet und

emotional relevante Information wird integriert (CALABRESE und MARKOWITSCH,



2003). Letzteres geschieht vor allem iiber zwei getrennte aber trotzdem eng interagierende
neurale Kreise, der Hippokampus-Formation und der Amygdala. Uber vielfiltige neurale
Verbindungen besitzt der Hippokampus alle Informationen, die zusammengesetzt ein spezifi-
sches Ereignis in den richtigen Kontext setzen. Auf diese Art ermoglicht er, ein genaues epi-
sodisches Gedichtnis zu formen und wandelt Kurzzeitgedédchtnis in Langzeitgedachtnis um
(RICHTER-LEVIN und AKIRAV, 2003). Dagegen ist deklaratives Gedéchtnis eher kritisch
abhingig von perihippokampalen kortikalen Arealen und diencephalen Strukturen
(TULVING und MARKOWITSCH, 1998), die anteriore, mediodorsale Thalamuskerne und
Verbindungen zum medialen Thalamus umfassen (SQUIRE und ZOLA, 1998).

Aktivierung der Amygdala (siche Abbildung 4) bei emotional erregenden Ereignissen mar-
kiert die Erfahrung als wichtig und hilft, die synaptische Plastizitét in anderen Gehirnregionen
zu steigern (RICHTER-LEVIN und AKIRAYV, 2003). Dies erklért, warum emotional erregen-
de Ereignisse besser erinnert werden als neutrale (SQUIRE, 1998).

Eng verkniipft mit dem limbischen System ist auch der préfrontale Kortex. Er ist in diverse
Prozesse involviert, wie Aufmerksamkeits- und Entscheidungsprozesse, determiniert zielge-
richtetes Verhalten, erfiillt okulomotorische Kontrollfunktionen und unterstiitzt das Arbeits-
gedichtnis (SANCHEZ-SANTED et al., 1997). Funktionell stellt er keine homogene Struktur
dar (OLTON, 1989), sondern wird bei der Ratte von dorsal nach ventral in den medial-
agranuldren, anterior-cinguldren, pri-, und infralimbischen Kortex unterteilt. Wobei ersteren
vor allem Zustdandigkeit bei motorischem Verhalten, und letzteren hauptsidchlich emotionale
und kognitive Gedéchtnisprozesse zugesprochen werden. Anhand neuer Studien iiber gemein-
same (zum orbitomedialen prifrontalen Kortex, Riechhirn und mittleren Thalamus) und un-
terschiedliche Projektionen von pri- (unter anderem vom Thalamus und Amygdala bis zum
Hirnstamm) und infralimbischem (unter anderem zum basalen Vorhirn, Amygdala, Hypotha-
lamus und Hirnstamm) Kortex der Ratte, wird der infralimbische mit dem orbitomedialen
préafrontalen Kortex und der prélimbische mit dem préafrontalen Kortex bei Primaten vergli-
chen. Dabei soll der prilimbische Kortex hauptsidchlich limbisch-kognitive Funktionen und
der infralimbische Kortex vor allem viszerale und autonome Aktivitét unterstiitzen (VERTES,

2004).

Neokortikale Strukturen werden primir fiir die Speicherung von Informationen als bedeutend
erachtet (CALABRESE und MARKOWITSCH, 2003). Die assoziativen Gebiete verarbeiten
dabei multimodale sensorische Afferenzen aus auditorischem, somatosensorischem und visu-

ellem Assoziationskortex und nehmen Verbindungen auf mit assoziativen Kortexgebieten des
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Frontal-, Parietal- und Temporalhirns sowie den Basalganglien. Auch die Priming-Form des
unbewussten, deklarativen Langzeitgeddchtnisses wird im Neokortex lokalisiert (SQUIRE,
1998). Die temporoparietale Region jeder Hemisphére lésst sich distinkt einer Unterabteilung
des Arbeitsgedidchtnisses zuordnen. Dabei ist die Region der linken Hemisphére eher dem
verbalen und die der rechten Hemisphdre dem visuellen Speichersystem zugeordnet

(BADDELEY, 2003b).

2.14 Interaktion, Lernen und synaptische Plastizitit

Mit Hilfe zahlreicher Schidigungsmodelle und spezifischer Verhaltenstests gelingt es, die
verschiedenen Gedéchtnisformen und ihre neuronalen Korrelate immer genauer zu differen-
zieren. Offensichtlich miissen die multiplen Gedéchtnissysteme jedoch sowohl im intakten
Gehirn als auch im Tiermodell bei einer Aufgabe, die Prozessieren iliber Systeme hinweg ver-
langt, interagieren. Dabei scheinen die Systeme hierarchisch organisiert zu sein, wodurch ei-
nige erfolgreicher als andere um die Kontrolle konkurrieren (WHITE und MCDONALD,
1993). So konnen beispielsweise Tiere mit unterbrochener Hippokampusfunktion bestimmte,
auf Integritit der Amygdala beruhende Aufgaben leichter absolvieren (MCDONALD und
WHITE, 1995). Umgekehrt verbesserten sich Tiere mit einer aktiven Amygdala jedoch bei
einer Hippokampus-abhéngigen Aufgabe (MCINTYRE et al., 2003). Daraus wird unter ande-
rem ersichtlich, dass neben konkurrierenden Gedichtnissystemen auch kooperative existieren
(MCNAY und GOLD, 1998) und sich Verbindungen zwischen diesen Systemen allerdings
nie reziprok verhalten (MCINTYRE et al., 2003).

Da Gedéchtnissysteme widerspriichlich zur Erinnerung an ein bestimmtes Ereignis beitragen
kénnen (WHITE und MCDONALD, 2002), miissen Regelmechanismen existieren, die fiir
eine gleichmiBige Aktivierung zwischen den Systemen sorgen. So konnen neurochemische
Modulatoren von Lernen und Gedéichtnis, zum Beispiel Azetylcholin (Ach), die relative Be-
teiligung unabhédngiger Systeme bei der Gedichtnisbildung und beim Abruf regulieren
(GOLD et al., 2001). Erhohte Ach-Freisetzung in der Amygdala fordert zum Beispiel die
Verarbeitung von Informationen in Systemen, die fiir Lernen und Gedéchtnis wichtig sind.
Auch generell scheinen cholinerge Mechanismen die Aktivierung neuraler Systeme wihrend
Lernprozessen (siche Abbildung 5) oder die Konkurrenz zwischen den Systemen um die Kon-
trolle liber eine erlernte Reaktion anzuzeigen (MCINTYRE et al., 2003). In einer speziellen

Hippokampus-abhidngigen Aufgabe konnte mit einer Verschiebung der gemessenen Ach-



Spiegel ein Wechsel vom deklarativen (Hippokampus) zum prozeduralen Gedachtnis (Stria-
tum) nach lidngerem Training bei der Ratte nachgewiesen werden (CHANG und GOLD,
2003).

verdeckte Prozesse

verschllsseln

Aufmerksamkeit
langerfristig /
selektiv
geteilt

Gedachtnisspeicher

Langzeitgedachtnis

Kurzzeitgedachtnis

| Dekiaratives Gedachtis | [ Nicht- deklaratives Gedachtris |

Fakten Ereigrisse Prozedu_ales _Gedachfrls ) Operante Micht assoziatives
(semantisch|| (episodisch) (Fertigkeiten und Pragung | be o ditiorier Lermen
Angewohnheiten) Habituierung / Sensitivieru

erinnern ferkennen

Abbildung 5: Schema der am Lernen beteiligten Geddichtnisprozesse (modifiziert nach
D'MELLO und STECKLER, 1996).

Zum Lernprozess (siche Abbildung 5) konnen nicht nur Wechsel der Gedichtnissysteme,
sondern auch Veridnderungen auf molekularer Ebene beitragen. Gedachtnisbildung erfordert
vermutlich lang anhaltende Verdnderungen in der synaptischen Effektivitét, auch synaptische
Plastizitdt genannt (RICHTER-LEVIN und AKIRAYV, 2003). Mit dem entsprechenden zellu-
laren Modell, der Expression von Langzeitpotenzierung (LTP), konnte nachweislich die sy-
naptische Stirke und Effektivitdt einer Verbindung zwischen Hippokampus und prilimbi-
schem Kortex durch Lernen moduliert werden (DOYERE et al., 1993). Dariiber hinaus wies
eine gesteigerte Kapazitit des Arbeitsgeddchtnisses mit verdnderter Kortexaktivitdt auf eine
mdgliche trainingsinduzierte Plastizitét entsprechender neuronaler Korrelate hin (OLESEN et
al., 2004).
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2.2 Kognition und Verhalten

Kognition ist der Kern allen menschlichen Verhaltens (sieche Abbildung 6). Erst die Eigen-
schaft, Stimuli aus der Umgebung zu beachten und interpretieren, sie zu verstehen und sich zu
merken, Verhalten zu modifizieren auf der Basis vergangener Erfahrungen und die gewonne-
nen Informationen bei planerischen und ausfiihrenden zielgerichteten Aktionen sinnvoll ein-
zusetzen, ermoglicht das alltigliche (Uber-) Leben. Dies ist mit ein Grund, warum sich Sto-
rungen der kognitiven Funktion so verheerend auswirken (DECKER, 1995). Kognitive Dys-
funktionen kommen dariiber hinaus relativ hiaufig vor, zum Beispiel in Folge von Morbus
Parkinson (MAYEUX et al., 1981) oder Morbus Alzheimer (SMALL et al., 1997), Schlagan-
fall (ZHU et al., 1998) oder nach Herzoperationen (ROACH et al., 1996). Um die zugrunde
liegenden neurobiologischen Prozesse aufzudecken und neue Therapiemdglichkeiten zu ent-

wickeln, werden Tiermodelle bislang als unverzichtbar erachtet (DECKER, 1995; OHL,

2003).

Umweltstimuli

Y

| aufnehmen

™ wahrnehmen
¥

verdeckte Prozesse

[

3

diskriminieren

Aufmerksamkeit

)
Y

asoozatives Lernen

Motivation

Echzeituhr

Impulskontrolle

Y

Y

> verschliisseln

nicht assozatives
Lernen

[

Gedachtnisspeicher

Modifizieren
der
Assozations-
starke

(]

| abrufen

L]

abgleichen

Y

Antwortauswahl

Abbildung 6: Schema der am Lernen beteiligten Kognitions- und Verhaltensprozesse (mo-

> Handlung

> Urmweltstimuli

difiziert nach D°"MELLO und STECKLER, 1996).

11




221 Tiermodelle der kognitiven Funktion

Tiermodelle zur Untersuchung der kognitiven Funktion dienen einer Vielzahl von Zwecken.
Anhand von Modellsystemen gelingt es zum Beispiel, grundlegende elektrophysiologische
und biochemische Mechanismen kognitiver Lern- und Gedéachtnisprozesse (siche Abbildung
5) teilweise nachzuvollziehen. Schidigungs-Modelle helfen, beteiligte Gehirnstrukturen und
Kreisldaufe zu identifizieren und konnen Einsicht in neurale Ursachen kognitiver Defizite und

ithrer Therapiemdglichkeit gewdhren (DECKER, 1995).

Zur Erforschung von kognitiven Defiziten im Tiermodell wurden im Laufe der Zeit duflerst
vielgestaltige Paradigmen entwickelt. Am hiufigsten finden dabei Labyrinthmodelle Anwen-
dung, die primér zur Untersuchung von Orts-Lernen und Gedichtnis dienen. Diese unter-
scheiden sich hinsichtlich vieler Dimensionen, zum Beispiel durch den grundsitzlichen Auf-
bau aus Arenen oder hochstrukturierten Routen mit oder ohne visuell-riumliche, assoziative
oder sensorische Hinweise. Auch in der prinzipiellen Aufgabenanforderung gibt es zum Teil
gravierende Unterschiede. Diese reichen von spontaner Exploration bis zu komplexen Wahl-
sequenzen mit unterschiedlichen zusitzlichen motivationalen Einfliissen (aversive Flucht oder
Riickzugsmoglichkeit). Ferner konnen neue Objekte oder Futter an bestimmten Orten erkun-

det werden (HODGES, 1996).

Die Labyrinthsysteme umfassen demzufolge nicht nur komplexe, bereits vorher festgelegte
Gangsysteme, wie zum Beispiel das Radial-Arm-Maze (Radial-Arm-Labyrinth) (JARRARD,
1986) mit limitierten bis komplexen Wahlsequenzen moglicher Routen, sondern auch simple
Arenen, wie zum Beispiel das Morris-Water-Maze (Morris-Wasserlabyrinth) (MORRIS,
1984) und das Open-Field (offene-Feld) (HALL, 1936). Letzteres bietet dem Versuchstier

zusitzlich uneingeschriankte Such- und Aktionsmdglichkeiten.

2.2.1.1 Open-Field (offenes-Feld) -Paradigma

Das Open-Field wurde erstmals 1936 von HALL zur Untersuchung von unkonditioniertem
Angstverhalten der Ratte in einer zirkuldren, hell erleuchteten und allseits von einer Wand
umgebenen Arena beschrieben. Inzwischen existieren verschiedene Abwandlungen hinsicht-
lich GroBe, Form (zirkulér bis rechteckig), Beleuchtung (schwach bis hell erleuchtet oder un-
ter Rotlicht) und Anreicherungen (Anbieten von Objekten oder Futter). Auch die Versuchs-

dauer kann im Extremfall von zwei Minuten bis zu mehreren Stunden (GOLANI et al., 1999)
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betriachtlich variieren. In aller Regel betrdgt ein Durchlauf jedoch fiinf bis zehn Minuten.
Wihrend dieser Zeitspanne konnen verschiedenste Verhaltensparameter, wie horizontale
Fortbewegung (Anzahl iiberquerter, auf dem Boden markierter Linien) oder vertikale Aktion
(Aufrichten auf die Hinterbeine) und Pflegeverhalten (Putzen des Fells) aufgezeichnet werden
(PRUT und BELZUNG, 2003). In einer speziellen sich auf einen freien Explorationstest be-
ziechende Abwandlung wird das Tierabteil direkt an die Versuchsarena angeschlossen. Da-

durch haben die Tiere freien Zutritt zur neuen Umgebung (KOPP et al., 1999).

Die Standardprozedur impliziert eine erzwungene Konfrontation mit dem offenen Feld, wobei
das Tier entweder zentral oder peripher platziert wird. In dieser Situation ziehen Nagetiere
spontan die Peripherie der Mitte vor, und bewegen sich am liebsten nahe den Wianden fort
(Thigmotaxis) (PRUT und BELZUNG, 2003). Dabei gilt das Vermeidungsverhalten gegen-
iiber dem offenen zum Beispiel ungeschiitzten Gebiet oder Zentrum auch als Angstindikator
und steht im Gegensatz zum Explorationsverhalten. Ein Nagetier befindet sich in einer neuen
Situation stets im Konflikt zwischen dem Drang, Neues zu explorieren und dem Antrieb, po-
tentielle Gefahren zu vermeiden. Exploration umfasst dabei ein breites Spektrum an Verhal-
tensmustern, wie Risikoabschitzungs-Verhalten oder Erkunden durch Laufen, Aufrichten auf
die Hinterbeine, Schnuppern und Objekte manipulieren (BELZUNG und LE PAPE, 1994;
OTTER et al., 1997)

2.2.1.2 Das ,,ideale“ Tiermodell

Haufig beziehen sich Verhaltenstests aber nur auf ein enges Spektrum von Verhaltensmus-
tern, weshalb es mehrerer unabhéngiger Tests bedarf, um Verhaltenséinderungen oder Effekte
herauszufiltern (HENNIGER et al., 2000). Auerdem sollten wegen der Gefahr einer mogli-
chen Interferenz (BELZUNG und LE PAPE, 1994) nur naive Tiere den verschiedenen Tests
unterzogen werden. Dadurch werden nicht nur sehr hohe Gesamttierzahlen bendtigt, sondern
es muss auch extrem viel Zeit und Geld investiert werden. Diese Nachteile konnen aber durch
Untersuchungen iiberwunden werden, die idealerweise auf einem einzigen komplexen Para-

digma mit detaillierter ethologischer Analyse basieren (RODGERS et al., 1997).
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2.2.1.3 Modifizierter Hole-Board-Test

Alternativ zu herkdmmlichen Testbatterien gelingt es dem neu entwickelten modifizierten
Hole-Board (mHB) -Paradigma, eine Vielzahl von Verhaltensmustern in einem einzigen Test
zu erfassen (OHL et al., 2001a) (siehe 3.2.5.6). Es beinhaltet im wesentlichen die Eigenschaf-
ten eines Hole-Boards und eines offenen Feldes, das als hoch standardisiertes Verfahren unter

anderem zur Evaluierung der Fortbewegungsaktivitéit dient (KELLEY, 1993).

Urspriinglich wurde das Hole-Board (HB) zur Evaluierung rein exploratorischer Parameter
von Nagetieren konzipiert (FILE und WARDILL, 1975b). Nach einer Abwandlung diente das
mHB-Paradigma zur Untersuchung der kognitiven Funktion bei Tupaias (OHL und FUCHS,
1999) und wurde daraufhin fiir die Untersuchung einer Vielzahl von Verhaltensmustern bei
Nagetieren adaptiert (OHL et al., 2001b). Hierfiir wird das mHB, nachdem alle Locher durch
einen verschiebbaren Deckel verschlossen sind, in die Mitte einer Versuchsarena gelegt, und
stellt das Zentrum eines offenen Feldes dar. Die Versuchsarena wird mit einer transparenten
Wand vom Tierabteil abgetrennt, worin sich die Gruppenmitglieder des jeweiligen Versuch-
tieres wihrend eines Testdurchlaufs befinden (OHL, 2003). Dadurch ldsst sich nicht nur Isola-
tionsstress minimieren, welcher die experimentelle Leistung von Versuchstieren vor allem
hinsichtlich angstassoziiertem Verhalten beeinflussen kann (OHL et al., 2001a). Auch Trans-
portstress, ausgelost zum Beispiel durch Verbringen der Tiere in eine andere Umgebung, so-
wie Stress durch Futterentzug lédsst sich vermeiden. Wie bei Ratten und Méausen gezeigt wer-
den konnte, ermdglicht der mHB-Test ein breites Spektrum an Verhaltenséinderungen zu er-
fassen, zum Beispiel angstassoziiertes Verhalten, Risikoabschitzung, Explorationsstrategien,
Fortbewegungsaktivitit, Erregung und soziale Affinitéit. Dariiber hinaus kdnnen auch kogniti-

ve Parameter evaluiert werden (OHL et al., 2001b).

Allgemein betrachtet ermoglicht das mHB-Paradigma im Tiermodell neue Ansétze zur Unter-
suchung der kognitiven Funktion. Einerseits konnen Tiere ein komplexes Verhaltensrepertoire
offen zeigen, andererseits bieten sie die Gelegenheit, in Kombination mit einer sorgféltigen
Analyse durch einen trainierten Beobachter, subtile und unerwartete Effekte neuer Behand-

lungsstrategien auf Kognition und Verhalten zu erforschen (OHL, 2003).
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2.2.14 Sensorisch-motorische Tests der neurologischen Funktion

Grundlage jeder detaillierten Verhaltensuntersuchung ist das Ethogramm, eine Sammlung aus
allen dem Tier angeborenen und von ihm erlernten Verhaltensweisen (SAMBRAUS, 1997).
Einzelne Parameter der hierfiir verwendeten neurologischen Verhaltensuntersuchung (Be-
wusstsein, Pflegeverhalten und Laufen) kdnnen bereits durch passives Beobachten bewertet
werden, noch wéhrend sich das Tier im eigenen Kéafig oder im offenen Feld befindet. Fiir an-
dere Parameter miissen die Tiere speziellen aktiven sensorisch-motorischen Tests unterzogen
werden. Im Wesentlichen beschreibt die neurologische Untersuchung Allgemeinbefinden und
Korpergewicht, sensorisch-motorisches Verhalten, Immobilitit und Fortbewegungsaktivitit
und zuletzt auch sogenannte ,,erlernte Bewegungen®. Dazu zéhlen bei der Ratte nicht nur Be-
wegungen wie das typische Ausstrecken der VordergliedmalBen beim Halten an der Schwanz-
basis, sondern auch regelméfiges Abnagen der Zehennégel sowie reihenfolge- und spezies-
spezifische Abfolge der Fellpflege. Auch Fortbewegung in schwierigem Gelidnde, zum Bei-
spiel Balancieren auf einem schmalen Balken oder Klettern, z&hlt dazu (WHISHAW et al.,
1999).

Dabei kénnen vor allem aktive sensorisch-motorische Tests Aufschluss geben iiber spezifi-
sche neurologische Defizite, die durch passives Beobachten allein nicht zu erkennen wéren
(COMBS und D'ALECY, 1987). Aussagen iiber das Gleichgewichtsvermdgen eines Tieres
konnen zum Beispiel mit Balkentests (Beam Walking und Beam-Balance-Test) getroffen
werden (siehe 3.2.4.2). Dabei miissen die Tiere eine bestimmte Strecke iiber einen schmalen
Balken laufen (FEENEY et al., 1982) oder auf ihm eine bestimmte Zeit balancieren (COMBS
und D'ALECY, 1987). Auch das Greif- und Haltevermégen (Drahtgitter und Greif-Zug-Test),
ein Indikator der allgemeinen physikalischen Kraft, kann mit aktiven Tests untersucht werden
(sieche 3.2.4.2), indem die Haltezeit dokumentiert wird, die das Tier an einem Seil oder an
einem Gitter zu hingen vermag (COMBS und D'ALECY, 1987). (Neben diesen etablierten
Testmethoden existieren noch zahlreiche weitere sensorisch-motorische Tests der neurologi-
schen Funktion, die in der vorliegenden Studie jedoch nicht verwendet werden und deshalb

hier nicht niher erldutert werden sollen.)
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23 Extrakorporale Zirkulation mit Herz-Lungen-Maschine

Erste Anwendung fand die Extrakorporale Zirkulation (EKZ) in der Herzchirurgie am Men-
schen bereits Mitte des letzten Jahrhunderts (DENNIS et al., 1951; GIBBON, 1954). Seit die-
ser Zeit wurden beachtliche Fortschritte auf dem Gebiet der operativen Technik und der Anis-
thesie gemacht. Dariiber hinaus wurde die Durchfiihrung der EKZ technisch entscheidend
verbessert. So konnte die durchschnittliche Morbiditit und Mortalitdt wesentlich verringert
werden. Trotz dieser Meilensteine bleiben neurologische und kognitive Defizite nach herzchi-
rurgischen Eingriffen mit EKZ als signifikante und haufige Komplikationen bestehen

(ROACH et al., 1996).

2.3.1 Zentralnervose Defizite nach Extrakorporaler Zirkulation

Zentralnervose Schiden nach Herzoperationen fiihren letztendlich zu verldngerten Kranken-
hausaufenthalten, erhohten Morbidititen und Mortalitdten, haben einen nachteiligen Einfluss
auf die Lebensqualitit (NEWMAN et al., 2001a) und ziehen eine allgemeine Kostenerhohun-
gen im Gesundheitssystem nach sich (ROACH et al., 1996).

Solange zahlreiche Synonyme wie akutes Hirnsyndrom, mentale Dysfunktion oder akuter
Verwirrungszustand existieren, ist es wichtig, prinzipiell zwischen dem akuten, hauptsédchlich
kurz anhaltenden postoperativen Delirium und den ldnger andauernden postoperativen kogni-

tiven Dysfunktionen (POCD) zu unterscheiden (MACKENSEN und GELB, 2004).

Das nach internationalen MaBstiben (Internationale Klassifikation der Krankheiten ICD-10,
World Health Organization) definierte Delirium stellt ein unspezifisches organisches Hirn-
syndrom dar und ist gekennzeichnet durch akut auftretende Storungen von Bewusstsein, Kog-
nition, Gedéchtnis, Emotion und psychomotorischer Funktion, sowie Storungen des Schlaf-
Wach Zyklus (O'KEEFE und NI CHONCHUBHALIR, 1994). Fiir gewohnlich entwickelt es
sich akut mit einem Manifestationsmaximum am zweiten postoperativen Tag und ist gekenn-
zeichnet durch einen fluktuierenden klinischen Verlauf (MARCANTONIO et al., 1994). Einer
schnellen Diagnose mit Abstellen der Kausalfaktoren, unterstiitzt von exzellenter Pflegehilfe,
kommt vermutlich eine Schliisselrolle bei der erfolgreichen Vermeidung und Therapie des
postoperativen Deliriums zu (MARCANTONIO et al., 2001). Unbehandelt stellt das postope-

rative Delirium jedoch einen Risikofaktor fiir die Entwicklung langanhaltender postoperativer
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kognitiver Dysfunktionen (POCD) dar (ROGERS et al., 1989). Diese sind dagegen eher durch
subtilere Verdnderungen charakterisiert, wie zum Beispiel durch Bewusstseinseinschrankun-
gen, Verluste kognitiver Fihigkeiten oder von Wiedererkennungs- und Orientierungsvermo-
gen, sowie durch Gedéchtnis- und Lerndefizite. Um POCD klar vom Delirium abzugrenzen
und zu quantifizieren, bedarf es zumeist aufwendiger neuropsychometrischer Tests
(MACKENSEN und GELB, 2004). Zu diesen Gedichtnistests zdhlen unter anderem der
,»Irail Making Test“, wobei Zahlen- und Buchstabenfolgen mit Linien (zum Beispiel 1-A-2-B
und so weiter) so schnell wie moglich verbunden werden sollen (REITAN, 1958) und der
»Randt Gedéchtnistest™, wobei die Probanden Details einer zuvor gehorten Kurzgeschichte
sofort und nach einer Verzogerung von einer halben Stunde wiedergeben sollen (RANDT et
al., 1980). Auch gehorte Zahlenreihen miissen zum Beispiel im ,,Wechsler Adult Intelligence
Scale-Revised (WAIS-R)*“ -Test zunichst in richtiger und dann in umgekehrter Reihenfolge
wiedergegeben werden (WECHSLER, 1981). (Hierbei bleibt anzumerken, dass sich die fol-
genden Kapitel im wesentlichen auf POCD beschrénken.)

23.1.1 Inzidenzen und Auswirkungen

Das Auftreten zentralnervoser Schdden nach Herzoperationen mit EKZ variiert betréchtlich.
Ursache hierfiir sind unter anderem bereits erwidhnte, unterschiedliche Definitionen
postoperativer zentralnervoser Schiaden. Aber auch andere Faktoren, wie Alter des Patienten,
Art des operativen Eingriffs, prdoperative kognitive Leistungsfahigkeit und Bildungsniveau,
sowie gleichzeitig bestehende Krankheiten oder Art der Diagnosefindung tragen zu
unterschiedlicher Haufigkeit eines postoperativen Deliriums (DYER et al., 1995) oder POCD

bei.
In einer Studie kamen zentralnervése Schiaden nach Herzoperationen, definiert als Typ I (fo-

kaler Schlaganfall, Stupor oder Koma) und Typ II (Verschlechterung intellektueller Fahigkei-
ten, Gedéchtnisdefizit und Krampfanfille) bei durchschnittlich 3,1 % respektive 3,0 % der
Patienten vor (ROACH et al., 1996). Dagegen litten in einer anderen prospektiven Studie ins-
gesamt 16 % der Patienten an zentralnervosen Schiden nach Herzoperationen, wovon 8,4 %
Typ [ und 7,3 % Typ II Schiden zugeordnet wurden (WOLMAN et al., 1999). Die hohe Inzi-
denz ist dabei auf die Patientenpopulation zuriickzufiihren, die neben einem aortokoronaren
Bypass auch noch Herzklappenrekonstruktionen unterzogen wurde. Diese Eingriffe sind per
se mit einem hdoheren Risiko postoperativer neurologischer Komplikationen verbunden. Auf-

fallend ist demgegeniiber eine wesentlich héhere Inzidenz von subtilen POCD bei Patienten
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nach Herzoperationen, im Vergleich zu Patienten mit groBBeren Operationen ohne Herzchirur-
gie. So konnte bei 80 % der Patienten nach Herzoperationen mit EKZ noch wiahrend des
Krankenhausaufenthalts POCD festgestellt werden, die sogar noch bei 42 % der Patienten
nach drei bis fiinf Jahren bestanden (SELNES et al., 1999; NEWMAN et al., 2001b). Bei den
Patienten mit groBeren nicht-herzchirurgischen operativen Eingriffen litten dagegen nach ei-
ner Woche nur 26 % und nach drei Monaten nur noch 10 % an POCD (MOLLER et al.,
1998).

Ein grofles Problem zentralnervoser Schéden als Komplikation nach Herzoperationen stellen
vor allem auch negative Auswirkungen auf die Lebensqualitét der Patienten dar. So wiesen in
einer Studie sogar noch fiinf Jahre nach herzchirurgischen Eingriffen Patienten mit POCD
eine deutlich reduzierte Lebensqualitit auf, was sich unter anderem darin wiederspiegelte,
dass diese Patienten wesentlich schlechter in den Arbeitsprozess reintegriert werden konnten

(NEWMAN et al., 2001a).

Anhand geschitzter Zahlen von etwa einer Million weltweit jahrlich durchgefiihrter Herzope-
rationen (ROACH et al., 1996; WOLMAN et al., 1999), kann man die immense Bedeutung
zentralnervoser Komplikationen erahnen, die nicht nur die Lebensqualitét der Patienten, son-

dern auch die finanziellen Belastungen des Gesundheitssystems betreffen.

So haben zentralnervose Schiden nach Herzoperationen durch signifikant verldngerte Kran-
kenhausaufenthaltsdauern und zusétzlich benétigte Intensivpflege rund 6000 bis 10000 US $
Extrakosten pro Patient zur Folge. Dies resultiert wiederum in einer jihrlichen Mehrausgabe
von 400 Million US $. Addiert man des Weiteren zu den Krankenhauskosten noch Kosten fiir
Rehabilitationsaufenthalt und verlangerte Nachsorge, erhilt man geschétzte jahrliche Gesamt-
kosten von zwei bis vier Milliarden US $§ (ROACH et al., 1996). Diese Zahlen veranschauli-
chen wohl am besten die enormen zusétzlichen 6konomischen Belastungen, die dem Gesund-
heitssystem in Folge eingeschrinkter zentralnervéser Funktion nach Herzoperationen entste-
hen, wobei angemerkt werden muss, dass zum jetzigen Zeitpunkt (neun Jahre nach den Verof-
fentlichungen von ROACH et al., 1996) wahrscheinlich mit noch weit héheren Kosten zu

rechnen ist.
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2.3.1.2 Atiologie und Pathophysiologie

Die Atiologie zentralnervdser Schidigungen wihrend EKZ ist vermutlich multifaktoriell. Fiir
das Auftreten von subtilen langandauernden POCD nach Herzoperationen werden hauptséch-
lich zwei Faktoren, ndmlich zerebrale Emboli (gas- und partikelférmige) und generalisierte

zerebrale Hypoperfusion, wihrend der EKZ verantwortlich gemacht (TAYLOR, 1998a).

Zerebrale Emboli

Bei den zerebralen Emboli unterscheidet man Makro- (zum Beispiel atherosklerotische Debris
oder Fettpartikel) und Mikroemboli (zum Beispiel Gasbliaschen oder kleinere Partikel), die
entweder im Patienten selbst oder im Zuge der EKZ generiert werden. Dabei zdhlen Patien-
ten-vermittelte Ursachen wie Grad der atheromatdsen Erkrankung der Aorta, intrakardiale
Thromben oder valvulédre Kalzifikationen des Herzens zu den individuellen Risikofaktoren fiir
zerebrale Embolisation und damit verbundene postoperative neurokognitive Defizite
(BLAUTH et al., 1992). Vor allem bei Kaniilierung und Dekaniilierung der Aorta (BAKER et
al., 1995) sowie Klemmen der Aorta und Entfernen der Klemmen (SYLIVRIS et al., 1998)
konnen sich atherosklerotische Plaques 16sen und zu zerebralen Emboli fiihren. Chirurgische
Eingriffe am offenen Herzen sind dagegen eher mit gasformigen Emboli assoziiert
(BRAEKKEN et al., 1997). Zusétzlich erhoht die Reinfusion von abgesaugtem Blut wihrend
der Thorakotomie die Anzahl zerebraler Lipid-Mikroemboli um das sechsfache (BROOKER
et al., 1998). Eine weitere wichtige Rolle spielt vor allem die Dauer der EKZ, die in der Lite-
ratur Uibereinstimmend mit einem Anstieg der embolischen Belastung assoziiert ist (BROWN

et al., 2000).

Zerebrale Emboli kommen bei Patienten mit Herzoperationen und EKZ zum Teil in sehr be-
trachtlichem Ausmal} vor. Eine hdufig verwendete, nicht invasive Methode, um die Emboli-
zahl zu bestimmen, ist die transkranielle Doppler Technik (GROCOTT et al., 1998). Dabei
konnen sowohl Gas- als auch Partikel-Emboli durch distale Obstruktionen der Endarterien-
strombahn im Gehirn eine konsekutive Ischimie und Neuronenuntergang verursachen. Gas-
formige Emboli neigen zudem zur Diffusion in die sehr kleinen Arterien (& = 30 bis 60 um)
und konnen zusétzlich zu einer sofortigen Obstruktion und Ischdmie auch zu einer Gasbla-
schen-oberflachenvermittelten Fremdkdorperreaktion fithren mit mechanischer Irritation des

Gefillendothels. Dies kann wiederum zelluldre und humorale Immunreaktionen hervorrufen,
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mit Folge von Gefilddemen und weiterer Beeintrichtigung der Perfusion (MUTH und

SHANK, 2000).

Hinweise, dass Emboli die zerebrale Funktion nachhaltig beeintrachtigen, erbrachte die Eva-
luierung von arteriellen Filtern bei Patienten mit EKZ und Gasdispersionsoxygenatoren, wo-
durch die embolische Belastung reduziert und POCD, was sprachliche Bereiche anbelangte,
verringert werden konnten (PUGSLEY et al., 1990). Dariiber hinaus beeinflussten Emboli bei
Patienten mit herzchirurgischen Eingriffen auch die Lange des Krankenhausaufenthalts signi-

fikant (BARBUT et al., 1997).

Zerebrale Hypoperfusion

Zerebrale Hypoperfusion kann sowohl regional durch Emboli als auch global durch generali-
sierte Hypotension entstehen, und wird schon seit geraumer Zeit fiir postoperative neurologi-
sche Beeintrachtigungen verantwortlich gemacht (GILMAN, 1965). Wahrend der EKZ mit
ausgeschalteter Herzfunktion wird die zerebrale Sauerstoffversorgung ausschlieBlich durch
die EKZ, genauer iiber die eingestellte Flussrate, bestimmt. Bei gesunden Patienten wird der
zerebrale Blutfluss (CBF) mit Hilfe der korpereigenen Autoregulation in sehr engen Grenzen
gehalten (siehe Abbildung 7), unabhingig vom bestehenden mittleren arteriellen Blutdruck
(MAP). Nur an den beiden externen Enden dieses Plateaus, bei sehr hohem oder niedrigem

MAP wird der CBF druckpassiv (TAYLOR, 1998a).
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Abbildung 7: Schema der Autoregulation des zerebralen Blutflusses (modifiziert nach
TAYLOR, 1998a).
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Die Einfliisse des arteriellen Blutdrucks werden als Ursache fiir zerebrale Hypoperfusion kon-
trovers diskutiert. Verschiedene Studien unterstiitzen die Meinung, dass vor allem bei Hochri-
sikopatienten (mit atheromatdser Erkrankung der Aorta) eine bessere neurologische Leis-
tungsfahigkeit nach EKZ mit Aufrechterhalten eines hohen MAP (mittlerer arterieller Blut-
druck) von 80 bis 100 mmHg wiahrend der EKZ assoziiert ist (GOLD et al., 1995). Dagegen
konnte eine andere Studie keine Reduktion postoperativer Schlagantélle bei Hochrisikopatien-

ten durch einen hoheren MAP erzielen (VAN WERMESKERKEN et al., 2000).

Eine weitere wichtige Rolle in der Entstehung von zerebraler Hypoperfusion spielt auch die
Wahl des intraoperativen pH-Managements. Bei Verwendung des pH-stat-Protokolls soll der
arterielle pH-Wert zum Beispiel bei 7,40 gehalten werden, ungeachtet der herrschenden Kor-
perkerntemperatur. Da der Blut-pH aber mit sinkender Korpertemperatur progressiv ansteigt,
muss der CO,-Gehalt der Zuluft zum Oxygenator der EKZ erhoht werden, um den pH-Wert
konstant zu halten. Umgekehrt wird bei Verwendung des alpha-stat-Protokolls, ,,alpha“ bei-
behalten, das Verhiltnis dissoziierter zu undissoziierter o-Imidazolgruppen im Histidin-
Puffersystem, dessen Dissoziationskonstante parallel zu der von Wasser verlduft. Dies hat den
Vorteil, dass die Autoregulation des CBF sogar bei sehr niedrigem MAP wiahrend nicht tem-
peratur-korrigiertem (alpha-stat) pH-Management voéllig erhalten bleibt. Im Gegensatz dazu
wird durch temperatur-korrigiertes (pH-stat) pH-Management der CBF linear abhingig ge-
geniiber dem MAP. Dies hat eine wesentliche Erhdhung des CBF zur Folge, wodurch aber
auch die embolische Belastung gesteigert wird (TAYLOR, 1998a).

Weitere atiologische Faktoren

Neben diesen zwei Hauptfaktoren wurden aber noch zahlreiche weitere Mechanismen ent-
deckt, die isoliert oder in Kombination zur Atiologie dieser Gehirnschidigung beitragen kon-

nen (ARROWSMITH et al., 1999).

Eine wichtige Rolle spielen dabei vor allem systemische Entziindungsreaktionen (SIRS), die
zusitzlich zum allgemeinen Operationstrauma wéhrend der EKZ durch verschiedene Mecha-
nismen, wie Oberflichenkontakt von Blut mit der EKZ Einheit, endotoxdmische Prozesse
durch Hypoperfusion im Splanchnikusgebiet sowie Entwicklung von Ischimie und Reperfu-
sionssyndrom ausgeldst und unterhalten werden konnen (KIRKLIN et al., 1983; LANDOW
und ANDERSEN, 1994; HALL et al., 1997; DIEGELER et al., 2000). Klinisch gesehen

konnte die mit EKZ assoziierte SIRS sogar zum Erscheinungsbild des transienten zerebralen
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Odems (HARRIS et al., 1993) beitragen, dessen Beteiligung an zentralnervdsen Schiiden al-

lerdings unklar ist.

Auch genetischen Einfliissen scheint &tiologisch eine wichtige Funktion zuzukommen, wobei
Apolipoprotein €4 (APOE 4) Genotyp mit dem Auftreten von zentralnervosen Schiden nach
EKZ assoziiert war (TARDIFF et al., 1997). Vermutlich beeinflusst APOE 4 neuronale Sché-
digungs- und Reparaturmechanismen oder moduliert die Gliazell-Antwort auf Entziindungs-
prozesse im Gehirn (NEWMAN et al., 1999). Da APOE 4 auflerdem mit dem Schweregrad
der Artherosklerose assoziiert ist, kann eine erh6hte embolische Belastung zu einer zusétzli-

chen Gehirnschadigung fiihren (TI et al., 2000).

2.3.1.3 Privention und Therapie

Durch Erkennen und Ausschalten von einigen der zuvor aufgezihlten Schadigungsmechanis-
men wurden bereits wesentliche Fortschritte in der Pravention moglicher neurologischer
Schaden wihrend Herzoperationen mit EKZ gemacht. Zusammenfassend basieren all diese
MaBnahmen primir auf einer Reduktion embolischer Ereignisse oder Verbesserung der

ischdmischen Toleranz (HINDMAN und TODD, 1999).

So wurden zum Beispiel arterielle Filter in den extrakorporalen Kreislauf integriert, wodurch
ein nachweislich besseres neuropsychologisches postoperatives Ergebnis erzielt wurde
(PUGSLEY et al., 1994). Auch durch die Verwendung von Membran- anstatt Gasdispersions-
oxygenatoren (PEARSON et al., 1986) konnte die embolische Belastung, die durch die EKZ
ausgelost wurde, weiter verringert werden. Es bleibt jedoch anzumerken, dass dadurch vor
allem die embolische Belastung durch die EKZ reduziert wurde. Zerebrale Embolisation im
Allgemeinen kann aber nicht v6llig vermieden werden, weil ein relevanter Anteil vor allem
fester Emboli aus atherosklerotischen Verdnderungen der Aorta stammt. Eine Vielzahl unter-
schiedlicher Strategien, pharmakologischer, EKZ-technologischer und operativer Art, wurden
in der Zwischenzeit entwickelt, um die negativen Einfliisse von SIRS zu minimieren. Dabei
erwies sich die ungeheure Komplexitit der Mediatoren und ihrer Aktivierungskaskaden als
groBBes Problem, denn wie man inzwischen annimmt, muss fiir eine ausreichende Unterdrii-
ckung wahrscheinlich ein zentraler oder mehrfach involvierter Mediator, wie zum Beispiel
NF-xB, inhibiert werden, um eine signifikante klinische Verbesserung beim Patienten zu er-
reichen (PAPARELLA et al., 2002). Neben diesen MaBBnahmen bildet die Beeinflussung des

intraoperativen Temperaturmanagements, um die Empfindlichkeit des Gehirns gegen Ischi-
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mie zu senken, eine Hauptstiitze im Rahmen der Herzchirurgie. Wéhrend experimentelle Da-
ten den Einsatz von Hypothermie zur Neuroprotektion unterstiitzen (BUSTO et al., 1987),
wird der klinische Nutzen jedoch kontrovers diskutiert. Bei einem Vergleich zwischen Patien-
ten mit hypothermer (< 28 °C) gegeniiber normothermer (> 35 °C) EKZ erhdhte sich die Inzi-
denz von Schlaganfillen und Enzephalopathien bei den normothermen Patienten um das Drei-
fache (MARTIN et al., 1994). Dariiber hinaus verringerte eine langsame Wiedererwdrmungs-
rate von Patienten mit hypothermer EKZ sechs Wochen spéter auftretende POCD (GRIGORE
et al., 2000).

24 Tief hypothermer Kreislaufstillstand

Der hypotherme Kreislaufstillstand findet seit seiner Einfithrung im Jahre 1950 (BIGELOW
et al., 1950) breite Anwendung bei Operationen am offenen Herzen von Kleinkindern und
Sduglingen mit kongenitalen Herzfehlern. Aber auch Erwachsene mit erworbenen kardio-
vaskuldren Erkrankungen werden bei Operationen wie Aortenbogentransplantation (DI
EUSANIO et al., 2003), Resektion eines Aortenaneurysmas (IMMER et al., 2002) oder Pul-

monalembolektomien einem tief hypothermen Kreislaufstillstand unterzogen.

Einen groBBen Vorteil bei diesen duflerst invasiven chirurgischen Eingriffen am offenen Her-
zen bietet dabei die Abwesenheit von Perfusionskaniilen oder Blut im nahezu bewegungslo-
sen Operationsgebiet. Dariiber hinaus reduziert die tiefe Hypothermie (< 20 °C) nicht nur den
allgemeinen Sauerstoffverbrauch im Gewebe, sondern fiihrt auch zu einer erhohten Affinitét
von Sauerstoff zu Hadmoglobin, zusétzlich wird direkt die zerebrale Autoregulation beeinflusst
und die ischdmische Schwelle im Gehirn gesenkt (TAYLOR, 1998a). Durch den verringerten
Metabolismus werden unter anderem Enzym- und Rezeptoraktivitdten, die in biochemische
Zellschdadigungsmechanismen involviert sind, verringert, wodurch hauptsiachlich der neu-
roprotektive Effekt zustande kommt (BUSTO et al., 1989). In der Kinderkardiochirurgie gilt
die Hypothermie indessen als einzige bewiesene neuroprotektive Therapiemdglichkeit

(KURTH und STEVEN, 2000).

2.4.1 Inzidenzen zentralnervoser Schiden bei Kindern

Kongenitale Herzdefekte zédhlen zu den haufigsten Geburtsanomalien iiberhaupt und bediirfen

in fast einem Drittel der Fille chirurgischer Intervention in frithester Kindheit (GILLUM,
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1994). Dank verbesserter Operationstechnik, Anisthesie, EKZ-Technologie und prinataler
Diagnostik sowie Interventionsmoglichkeit in immer fritherem Lebensalter konnte die durch-
schnittliche Uberlebensrate seit Einfiihrung des hypothermen Kreislaufstillstandes drastisch
gesenkt werden. Somit geht nun die grofite Bedrohung fiir langfristige Gesundheit und Wohl-
ergehen von Kindern mit kongenitalen Herzdefekten von konsekutiven zentralnervosen Kom-

plikationen aus (DU PLESSIS, 1997b).

Neurologische Entwicklungsdefizite

Zu den postoperativen neurologischen Dysfunktionen zdhlen hauptsidchlich Krampf- und
Schlaganfille, aber auch seltenere Ereignisse, wie Riickenmarks- und Plexus brachialis Sché-
digungen (DU PLESSIS, 1997b). Am héaufigsten kommen klinisch evidente Krampfantille
bei bis zu 11,4 % der Neugeborenen nach Herzoperationen vor (NEWBURGER et al., 1993).
Diese konnten in weiterfiihrenden Untersuchungen von Kleinkindern ein Jahr nach Herzope-
rationen sogar in Zusammenhang mit neurologischen Anomalien und psychomotorischen
Entwicklungsverzogerungen gesetzt werden (BELLINGER et al., 1995). Dariiber hinaus wa-
ren sie im Alter von vier Jahren bei denselben Patienten noch zusitzlich mit geringeren
durchschnittlichen Intelligenzquotienten verbunden (BELLINGER et al., 1999). Im weiteren
Verlauf scheinen neurologische Dysfunktionen mit steigendem Alter der Patienten mit Kor-
rektur einer angeborenen Transposition der groen Gefdlle im Siuglings- und Kleinkindalter
signifikant zuzunehmen. So stieg die Anzahl von Patienten mit neurologischen Dysfunktionen
von 9 % mit drei bis neun Jahren auf 27 % mit acht bis 14 Jahren (HOVELS-GURICH et al.,
2002c¢). Andere Studien berichten dagegen sogar von neurologischen Dysfunktionen bei bis
zu 41 % der ein- bis anderthalb-jdhrigen Patienten nach Herzoperationen im Siuglingsalter

(LIMPEROPOULOS et al., 2002).

Intellektuelle Entwicklungsdefizite

Die psychomotorische Entwicklung ist nicht nur durch kognitive Beeintrichtigungen, Sprach-
und Sprechanomalien, schlechtere visuell-rdumliche und visuell-motorische Fahigkeiten, son-
dern auch durch Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivititsstorung (ADHS), motorische Ent-
wicklungsverzogerungen und Lernbehinderungen charakterisiert (HICKEY, 1998). Bei der
Korrektur einer Transposition der groen Gefdlle bei Kleinkindern wurde in einer fortlaufen-
den Studie die Anwendung von tief hypothermem Kreislaufstillstand gegeniiber auch bei tie-

fen Temperaturen aber mit niedriger Flussrate kontinuierlich weitergefiihrter EKZ verglichen.
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Dabei wiesen nach einem Jahr 27 % der Patienten mit tief hypothermem Kreislaufstillstand
gegeniiber 12 % mit kontinuierlichem niedrigem Fluss unter dem Bevolkerungsdurchschnitt
liegende psychomotorische Leistungsfahigkeiten auf (BELLINGER et al., 1995). Im Alter
von zweieinhalb Jahren berichteten die Eltern dieser Patienten mit tief hypothermem Kreis-
laufstillstand, dariiber hinaus von geringerem Sprechvermdgen und motorischen Entwick-
lungsverzogerungen (BELLINGER et al., 1997). Dagegen war tief hypothermer Kreislauf-
stillstand bei diesen Patienten im Alter von vier Jahren zwar noch mit schlechterer motori-
scher Koordination und Intention aber nicht mit geringerem Intelligenzquotienten oder
schlechterem allgemeinem neurologischen Status verbunden (BELLINGER et al., 1999). Mit
acht Jahren unterschieden sich beide Behandlungsgruppen hinsichtlich neurologischem Sta-
tus, Intelligenzquotienten, akademischem Leistungsvermogen, Gedichtnis, Problemldsung
und visuell-motorischer Integration nicht mehr. Allerdings blieb die gesamten Kohorte, was
den neurologischen und intellektuellen Entwicklungsstatus anbelangte, hinter den Erwartun-
gen zuriick. Dies betraf vor allem akademische Leistungen, Feinmotorik, visuell-raumliche
Féahigkeiten, Arbeitsgedédchtnis, Aufmerksamkeitsspanne und Defizite vor allem komplizierter
Sprachfdhigkeiten (BELLINGER et al., 2003). Eine andere Studiengruppe zeigte in fortlau-
fenden Untersuchungen eine zunehmende Inzidenz von neurologischen Defiziten mit steigen-
dem Alter nach chirurgischer Korrektur der Transposition der groBen GefaBle im Siuglings-
oder Kleinkindalter. So erhohte sich die Anzahl von Patienten mit neurologischen Defiziten
von 26 % mit drei bis neun Jahren (HOVELS-GURICH et al., 1997) auf 55 % mit acht bis 14
Jahren. Sprachliche Beeintridchtigungen waren bei 40 % der Patienten zu finden (HOVELS-
GURICH et al., 2002c). Interessanterweise scheint bei diesen Kindern die allgemeine Intelli-

genz nicht zwingend mit beeintrachtigt zu sein (HOVELS-GURICH et al., 2002c).

Inzidenzen zentralnervoser Defizite bei Erwachsenen

Erwachsene mit erworbenen Herzerkrankungen, die in tief hypothermem Kreislaufstillstand
operiert werden, erleiden hiufiger zentralnervose Schiadigungen als bei anderen Herzoperati-
onen. Die Inzidenz permanenter neurologischer Defizite wird dabei mit 5 (CZERNY et al.,
2003) bis 9 % (DI EUSANIO et al., 2003) angegeben. POCD kamen in einer fortlaufenden
Studie bei Patienten sechs Wochen nach Aortenbogenchirurgie mit einer durchschnittlichen
Haufigkeit von 80 % und nach 12 Wochen mit immer noch 55 % vor (HARRINGTON et al.,
2003). Langfristige POCD haben bekannter Weise nicht zu unterschitzende Auswirkungen
nicht nur auf die personliche Lebensqualitdt (IMMER et al., 2002), sondern auch auf zusétzli-

che Kostenbelastung des Gesundheitssystems.
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AbschlieBend betrachtet, bestehen hinsichtlich zentralnervoser Schidigungen nach Operatio-
nen am offenen Herzen wichtige Unterschiede zwischen Erwachsenen und Kindern. So kann
man die zentralnervose Leistungsfdhigkeit von Erwachsenen priaoperativ evaluieren und eine
Verschlechterung postoperativ gut diagnostizieren. Bei Kleinkindern ist die Diagnostik der
zentralnervosen Funktion nur schwer durchzufiihren und eine Einschrdnkung dieser Funktio-
nen im Rahmen komplexer angeborener Syndrome nicht sicher auszuschlieBen. Auflerdem
wird das vollentwickelte Erwachsenengehirn auf ischdmische Insulte anders reagieren als das

kindliche Gehirn, das sich noch in der Entwicklungsphase befindet (BELLINGER, 2003).

2.4.2 Atiologie und Pathophysiologie von Entwicklungsdefiziten

Kinder mit kongenitalen Herzfehlern haben hiufig neurologische und intellektuelle Entwick-
lungsdefizite. Die Ursachen hierfiir sind multifaktoriell und kénnen sowohl pré-, intra- als

auch postoperative Faktoren umfassen (LIMPEROPOULOS et al., 2002).

Prioperative Risikofaktoren

Zentralnervose Schiadigungen vor Herzoperationen bei Séuglingen oder Kleinkindern entste-
hen héufig in Zusammenhang mit angeborenen, genetischen oder auch sekundiaren Komplika-

tionen.

Komplexe Krankheitsbilder, wie zerebrale Dysgenesie oder verschiedene chromosomale Syn-
drome, zum Beispiel Trisomie 21, beinhalten hiufig kongenitale Herzdefekte und zentralner-
vose Schiddigungen (DU PLESSIS, 1997b). So gehorte in einer Studie bei Sduglingen
Mikroenzephalie neben préoperativem neurologischem Entwicklungsstatus, Art der Herzer-
krankung und Alter des Patienten bei der Operation zu préoperativen Risikofaktoren fiir per-
sistierende Entwicklungsdefizite (LIMPEROPOULOS et al., 2002). Auch APOE 4 Genotyp
war in einer Studie bei einjdhrigen Kleinkindern nach Herzoperation als Sdugling mit signifi-
kant geringerer psychomotorischen Leistungsfahigkeit assoziiert, unabhingig von soziodko-
nomischen oder ethnischen Einfliissen, Art des Herzdefekts oder Anwendung des tief hypo-
thermen Kreislaufstillstandes (GAYNOR et al., 2003). Sekundédre Gehirnanomalien kénnen
bereits in utero oder bei der Geburt in Folge einer defekten Herzanatomie und Physiologie
entstehen, lassen sich aber bei Sduglingen und Kleinkindern zum Beispiel in Studien mit glia-

len Proteinen als Markern nur sehr schwer feststellen (BOKESCH et al., 2002).
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Als unmittelbare hiufige Begleiterscheinung himodynamisch instabiler Herzdefekte trug
chronische Hypoxidmie bei Kleinkindern nicht nur zu pri-, sondern auch zu perioperativ ge-
storten antiinflammatorischen Zytokinbalancen bei. Was wiederum in Folge einer systemi-
schen Entziindungsreaktion zur postoperativen Morbiditét beitragen konnte (HOVELS-
GURICH et al., 2002b). Dariiber hinaus konnten bei Schulkindern mit schwerer praoperativer
Azidose und Hypoxie gehduft reduzierte motorische Funktionen (HOVELS-GURICH et al.,
2002¢) und von den Eltern berichtete soziale Probleme (HOVELS-GURICH et al., 2002a)

detektiert werden.

Intra- und postoperative Risikofaktoren

Zentralnervose Schiadigungen nach chirurgischen Eingriffen am offenen Herzen wurden in
der Vergangenheit flir gewohnlich intraoperativen ischdmischen Ereignissen wéahrend EKZ,
tief hypothermem Kreislaufstillstand oder Reperfusions- und Wiedererwdrmungsphase ange-
lastet (TAYLOR, 1998b; BELLINGER et al., 1999). Wahrscheinlich verschlimmern diese
Faktoren bereits bestehende, durch andere prioperative Stressoren mitverursachte Schadigun-
gen (DEL NIDO, 2002). Zu den intra- bzw. postoperativen Risikofaktoren zdhlen hdmody-
namische Insuffizienz, pH-Management, zerebrale Hyperthermie sowie tief hypothermer

Kreislaufstillstand und dessen Gesamtdauer.

Insbesondere die intra- und postoperative himodynamische Insuffizienz wéihrend einer Herz-
operation im Sduglingsalter kann zu neurologischen und motorischen Dysfunktionen sowie
zahlreichen Verhaltens- und Aufmerksamkeitsproblemen noch im Schulalter fiihren
(HOVELS-GURICH et al., 2002a; HOVELS-GURICH et al., 2002c). Die Wahl des intraope-
rativen pH-Managements wird kontrovers diskutiert. In der Literatur wurde bei Eingriffen am
offenen Herzen von Kindern hédufig der pH-stat-Strategie Vorrang gewéhrt (HICKEY, 1998).
Dagegen wird bei Erwachsenen die alpha-stat-Strategie favorisiert (MURKIN et al., 1995).
Auch Einfliisse zerebraler Hyperthermie, bei Kindern wihrend der Wiedererwérmungs- bis
weit in die Erholungsphase hinein (BISSONNETTE et al., 2000), sollen bei der multifakto-
riellen Atiologie von zentralnervdsen Schiden nach EKZ und tief hypothermem Kreislauf-
stillstand eine Rolle spielen. Sowohl die Anwendung des tief hypothermen Kreislaufstillstan-
des als auch die kontinuierlich weitergefiihrte EKZ mit niedriger Flussrate sind mit erhohtem
Risiko fiir neurologische und intellektuelle Leistungseinbulen verbunden. Die Dauer des
Kreislaufstillstandes erhohte in anderen Studien das Risiko fiir persistierende intellektuelle

Entwicklungsdefizite (LIMPEROPOULOS et al., 2002) sowie neurologische und sprachliche
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Dysfunktionen (HOVELS-GURICH et al., 2002¢). Zusammenfassend wird jedoch die Wahl
des Verfahrens (tief hypothermer Kreislaufstillstand vs. kontinuierliche EKZ) kontrovers dis-
kutiert, zumal einige Operationen den tief hypothermen Kreislaufstillstand bendtigen und
nicht mit kontinuierlichen Verfahren durchgefiihrt werden kdnnen. Dazu zéhlen unter ande-
rem Korrekturoperationen von einer Transpositition der grolen Gefdle oder von kardialen
Kammerdefekten, Operationen am aszendierenden Aortenbogen und Pulmonalarteriembolek-

tomien.

Die Risikofaktoren fiir zentralnervése Schidden nach tief hypothermem Kreislaufstillstand bei
Erwachsenen entsprechen den bereits erdrterten Risikofaktoren nach EKZ (GRIEPP und
GRIEPP, 1992; ERGIN et al., 1994; HAGL et al., 2001).

Pathophysiologische Mechanismen

Die mit tief hypothermem Kreislaufstillstand assoziierte Pathophysiologie ist vermutlich mul-
tifaktoriell. Trotzdem stellt die globale Ischdmie wiahrend Arrest und die nachfolgende Reper-
fusionsschadigung des Gehirns moglicherweise den Hauptfaktor dar. Topografisch erscheint
diese zentralnervose Schidigung diffus, im Gegensatz zum multifokalen und fokalen Erschei-
nungsbild im Zuge embolischer und inflammatorischer Ereignisse. Ausgelost werden kann
eine hypoxische Ischimie bzw. Reperfusionsschddigung durch Stérung des empfindlichen

Gleichgewichts zwischen zerebralem Sauerstoff-Angebot und -Bedarf (DU PLESSIS, 1997a).

Auf zelluldrer Ebene setzt die Ischdmie verschiedene biochemische Reaktionen in Gang, zum
Beispiel bindet Glutamat an den N-methyl-D-aspartat (NMDA) -Rezeptor, dadurch folgt ein
intrazellulirer Ca*" Anstieg und eine Aktivierung von Proteasen, Phospholipasen, DNAasen,
freien Radikalen, usw. Im Gegenzug schédigen diese Reaktionen die Zellorganellen, die wie-
derum eine Vielzahl biochemischer und genetischer Reaktionen in Gang setzen, wodurch ul-
timativ das Schicksal der Zelle besiegelt wird: Zelltod oder Erholung (KURTH und STEVEN,
2000). Zelltod kann entweder programmiert, im Zuge der Apoptose (nach milder bis modera-
ter Ischdmie), oder unkontrolliert als Nekrose (nach schwerer Ischdmie) erfolgen

(MACMANUS und LINNIK, 1997).

Die Aktivitdt schadigender Enzymsysteme kann mit Hypothermie verringert werden (BUSTO
et al., 1989), was neben verschiedenen anderen pathophysiologischen Mechanismen beim
neuroprotektiven Effekt der Hypothermie vermutlich eine wichtige Rolle spielt (WHITE,
1981). Durch Hypothermie kénnen sich die Eigenschaften der Lipid-Doppelmembran der
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Zelle verindern. Die dadurch entstehenden Phaseniibergéinge oder Anderungen im Fettsiure-
muster entsprechen einer physiologischen Antwort der Zelle auf ,,Kéltestress® (SCHALLER
und GRAF, 2003).

Allgemein betrachtet wird der neuroprotektive Effekt der Hypothermie hauptséchlich dem
erniedrigten zerebralen Sauerstoffbedarf geméfl dem Q10-Prinzip zugeschrieben. Danach ent-
spricht der Q10-Wert dem Faktor, um den die biochemische Reaktionsgeschwindigkeit bei
einem Temperaturgradienten von 10 °C zu- oder abnimmt (GOTO et al., 1993). Experimen-
tell konnte der Q10-Wert des Gehirnes durch Temperatursenkung von 37 bis 27 °C auf 27 bis
18 °C von 3 sogar auf 4,8 gesteigert werden (MICHENFELDER und MILDE, 1991). Dies
bedeutet, dass eine Senkung der Korperkerntemperatur um 1 °C zu 9,6 % Stoffwechselreduk-
tion fiithrt, was in hoch aeroben Organen wie dem Gehirn besonders wichtig erscheint. Nach
diesen Uberlegungen kénnte das Gehirn einen ischimischen Insult, anstatt wie bei 37 °C fiir 5
min, bei 17 °C fiir 72 min tolerieren (GOTO et al., 1993). Letztendlich ist die Atiologie und
Pathophysiologie, die zu zentralnervosen Schadigungen nach tief hypothermem Kreislaufstill-

stand fiihrt, noch nicht vollstdndig verstanden, so dass ein enormer Forschungsbedarf besteht.

243 Einschrinkungen klinischer Studien und Tiermodelle

Obwohl die Entwicklungsdefizite und POCD nach Herzoperationen mit tief hypothermem
Kreislaufstillstand als bedeutendes Problem identifiziert wurden, bleibt deren Pravention und
Therapie auch weiterhin problematisch. Diese Probleme ergeben sich vor allem aus Schwie-
rigkeiten bei der Durchfiihrung klinischer Studien. Erstens umfasst das Kollektiv von Kindern
mit kongenitalen Herzdefekten eine sehr inhomogene Population, was sowohl variierende
Herzdefekte als auch verschiedenste extrakardiale genetische Defekte anbelangt (KURTH und
STEVEN, 2000). Zweitens gestaltet sich eine zuverldssige Bewertung des aktuellen Entwick-
lungsstandes von Sduglingen und Kleinkindern als duflerst kompliziert, weshalb eine Neube-
wertung im Schulalter mit gingigeren evaluierten Testmethoden vorzuziehen ist (SHARMA
et al., 2000). Demzufolge verlangt eine konsequente Vorgehensweise bei klinischen Studien
zur Untersuchung dtiologischer Faktoren oder neuroprotektiver Strategien ein grofles Kollek-
tiv, um sowohl die statistische Aussagekraft zu erhohen, als auch eine Nachverfolgung tliber
einen lingeren Zeitraum zu gewéhrleisten (DEL NIDO, 2002). Diese Nachteile konnten mit
experimentellen Tiermodellen iberwunden werden (HINDMAN und TODD, 1999).
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Zum jetzigen Zeitpunkt war die experimentelle Erforschung der Pathophysiologie zentralner-
voser Schiaden nach tief hypothermem Kreislaufstillstand hauptséchlich auf GroBtiermodelle
bei Ldmmern (BOKESCH et al., 1996), Welpen (FOLKERTH et al., 1975) oder Ferkeln
(MAULT et al., 1993) beschriankt. Nachteil dieser Tiermodelle war neben den hohen Kosten
auch Mangel an verfligbaren Testmethoden neurologischer und kognitiver Funktionen. Mit
der Wahl der Ratte als Versuchstier sollen diese Hindernisse tiberwunden werden. Dariiber
hinaus wurden bei dieser Spezies bereits Effekte zerebraler Ischdmie hinsichtlich mikromor-
phologischer und neurokognitiver Verdnderungen sowie Verhaltensvariablen extensiv unter-
sucht (GINSBERG und BUSTO, 1989; GIONET et al., 1991) und die Anwendung einer voll-
staindigen EKZ mit langerfristiger Nachuntersuchung bereits etabliert (MACKENSEN et al.,
2001; SWIRCZEK, 2005).
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Zielvorstellung

Mit dieser Studie soll ein kliniknahes Uberlebensmodell des tief hypothermen Kreislaufstill-
standes bei der Ratte etabliert werden, das zum einen erlaubt, die Pathomechanismen, die der
postoperativen zentralnervésen Schiadigung zugrunde liegen, genauer zu untersuchen und
auBBerdem geeignet erscheint, potentielle neuroprotektive Strategien préklinisch zu tiberprii-

fen.

Im einzelnen sollen folgende Fragestellungen untersucht werden: (1) ob ein tief hypothermer
Kreislaufstillstand bei der Ratte nach géngigem klinischen Standard durchfiihrbar ist, (2) ob
steigende tief hypotherme Kreislaufstillstandzeiten mit dem Uberleben vereinbar sind, (3) ob
steigende tief hypotherme Kreislaufstillstandzeiten die neurologische Funktion, die kognitive
Leistungsfdhigkeit und das Verhalten beeintridchtigen (4) und ob diese Defizite mit histologi-

schen Verdnderungen assoziiert sind.

3.2 Material und Methodik

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemaf3 §8 des Deutschen Tierschutzgesetzes (TierschG i. d.
F. vom 25.05.1998, BGBI I S. 1105 zuletzt gedndert am 06.08.2002, BGBI I S. 3082) durch

die Regierung von Oberbayern genehmigt.

3.2.1 Versuchstiere

Die Untersuchungen werden an 34 ménnlichen, 10 bis 12 Wochen alten Sprague-Dawley Rat-
ten (Charles River Deutschland GmbH, Sulzfeld) mit Gewichten zwischen 320 und 390 g
durchgefiihrt. Vor dem eigentlichen Versuchsbeginn werden die Ratten in Gruppen zu maxi-
mal finf Tieren in Makrolon Kéfigen Typ 4 fiir einen Zeitraum von mindestens zwei Wochen
zur Adaptation an die neue Umgebung gehalten. Darauf folgt noch eine weitere Woche Auf-
enthalt im 80 x 60 x 50 cm groBBen Versuchskéfig (eigene Herstellung, undurchsichtiges grau-
es PVC, Weiss, Miinchen) zur Gewohnung an den neuen Kéifig (siche 3.2.5.1., Abbildung 17).
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Futter (Altromin1324, Altromin GmbH, Lage-Lippe) und Wasser stehen den Tieren immer ad

libitum iiber Futterraufen und Nippeltrdnken mit tidglichem Wasserwechsel frei zur Verfii-

gung.

Als Einstreu dient entstaubtes, entkeimtes Weichholzgranulat (AltrominFaser, Altromin
GmbH, Lage-Lippe) mit zusétzlicher Anreicherung durch Heu und einer Lage Zellstoff, was

zusammen mit der Einstreu jeden zweiten Tag erneuert wird.

Nach den Richtlinien fiir Versuchstierhaltung sind die Ratten in einem speziellen Raum mit
einer durchschnittlichen Raumtemperatur von 22 + 2 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von
60 £ 15 % und einem Lichtrhythmus (hell / dunkel) von jeweils 12/12 Stunden untergebracht.
Dabei erstreckt sich die Hellphase von 0:00 bis 12:00 Uhr, mit einer Lichtintensitit von max.
60 Lux im Kéfig, gemil den Richtlinien fiir albinotische Tiere (GV-SOLAS, 1988). Zusétz-
lich werden die Tiere in der Hellphase von leiser Radiohintergrundmusik beschallt, damit sie
sich an menschliche Gerdusche gewohnen konnen, was eine wichtige Rolle spielt fiir die fol-

genden Untersuchungen.

3.2.2 Versuchsplan

Der gesamte Versuch besteht aus zwei Phasen (sieche Abbildung 8): Der operativen Phase, in
der die Tiere randomisiert verschiedenen Gruppen zugeteilt werden und fiir 0, 45, 60, 75, 90
oder 105 min einem tief hypothermen Kreislaufstillstand unterzogen werden (sieche 3.2.3) und
der neurokognitiven Testperiode mit neurologischer Untersuchung (siehe 3.2.4) und modifi-
ziertem Hole-Board (mHB) -Paradigma (siehe 3.2.5). Die neurologische Testperiode erstreckt
sich vom priaoperativem Tag —2 bis zum postoperativen Tag 3 und wird lediglich durch den
Operationstag 0 unterbrochen. Die kognitive Testperiode schlie8t sich direkt an und reicht
vom postoperativen Tag 4 bis 9, wihrenddessen Lernkurven der Tiere im mHB-Test erstellt
werden. Die prdoperative Habituierung der Tiere an den mHB-Test und der sogenannte ,,Be-
ginn der Lernphase® am postoperativen Tag 2 und 3, wobei sich die Tiere lediglich an das
mHB-Testverfahren gewohnen sollen, konnen wegen unterschiedlich gestalteten Versuchs-
durchldufen nicht in die eigentliche Lernkurve einflieBen, werden aber in den folgenden Kapi-
teln (siche Kapitel 3.2.5) ausfiihrlich erldutert. Aus Ubersichtsgriinden sind sie in dem folgen-
den Schema (siche Abbildung 8) nicht mit aufgefiihrt. Nach Unterbrechung der neurokogniti-

ven Testperiode folgt am postoperativen Tag 12 beziehungsweise 14 ein sogenannter Wieder-
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holungstest (Re-Test) mit neurologischer Untersuchung respektive mHB-Test. AbschlieBend

werden die Gehirne histologisch untersucht und beurteilt (siche 3.2.6).

0 min DHCA
(n=6)
45 min DHCA
(n=86)
60 min DHCA
(n=6)
75 min DHCA
(n=6)
90 min DHCA
(n=6)
105 min DHCA
(n=4)
Tief
hypothermer
Kreislaufstillstand
(DHCA)

Hole Board
Test
Re-Test

Neurologische (EITALT [ - Modifizierter Hole Board Test
Untersuchung Untersuchung Aufzeichnung der Lemnphase

Postoperative Tage
p gd >

[T

Abbildung 8: Versuchsplan mit schematischem Uberblick iiber die einzelnen Versuchspha-
sen.

3.2.3 Extrakorporale Zirkulation und tief hypothermer Kreislaufstillstand

Die operative Phase gliedert sich in insgesamt sechs Abschnitte, wéhrend der verschiedene
andsthetische und operative MaBnahmen durchgefiihrt werden (siehe Abbildung 9). Im fol-
genden Schema soll ein Uberblick iiber die einzelnen Operationsphasen gegeben, und der
Zeit- und Temperaturverlauf exemplarisch verdeutlicht werden. Auflerdem sind die verschie-

denen Messzeitpunkte bzw. Uberwachungszeitriume von physiologischen Parametern aufge-
fiihrt.
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Abbildung 9: schematischer Zeit- und Temperaturverlauf der einzelnen Operationsphasen
mit Narkosemonitoring und Blutentnahmen zu definierten Messzeitpunkten.

Die durchgezogene dicke Linie kennzeichnet den Temperaturverlauf nach der Zeit wihrend
den einzelnen Operationsphasen in der Gruppe mit der lingsten tief hypothermen Kreislauf-
stillstand (DHCA) Zeit von 105 min. Die kiirzeste DHCA Zeit von 45 min, nach der wieder
erwdrmt wird, ist dagegen fein gestrichelt dargestellt und soll den dementsprechend friiheren
Beginn der auf den tief hypothermen Kreislaufstillstand folgenden Operationsphasen verdeut-
lichen.

Uber die gesamte Anisthesiedauer hinweg findet ein sehr genaues Narkosemonitoring statt.
Die dabei gemessenen Parameter (siche Abbildung 9) dienen der bestmoglichen Kontrolle,
Uberwachung und Anpassung der Anisthesie und gewihrleisten dadurch einen moglichst

konstanten Versuchsablauf.

Gemessene Parameter (Atmung, Blutdruck, Temperatur, Blutgase, Glucose)

Mit Hilfe eines Atemgasmonitors (Capnomac Ultima, Datex-Ohmeda GmbH, Duisburg) wird
die endexspiratorische CO,-Konzentration zwischen 35 und 42 mmHg gehalten. AuBBerdem

werden damit die inspiratorischen und endexspiratorischen Sauerstoff- (FiO;) und Isofluran-
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konzentrationen gemessen. Atemfrequenz und Beatmungsdruck werden direkt iiber ein Klein-
tierbeatmungsgerdt (Small animal ventilator, Fa. Hugo Sachs Electronik, March-Hugstetten)

gemessen und zusammen mit den anderen Parametern kontinuierlich iiberwacht.

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) wird wihrend der EKZ iiber die A. epigastrica super-
ficialis dextra invasiv gemessen, gemil3 der jeweiligen Versuchsphase in engen Grenzen
gehalten und zusammen mit Elektrokardiographie (EKG), Herzfrequenz und rektaler Tempe-
ratur auf einen Monitor (Eagle® 4000 Monitor, Fa. Marquette Hellige, Freiburg) libertragen.
Dabei richtet sich ein sehr genaues Temperaturmanagement nach der rektalen Temperatur.
Zusétzlich wird die perikranielle Temperatur {iber eine schiddelnah in den rechten M. tempora-
lis eingefiihrte Temperatursonde (Newport® Hypodermic Temperature Needle Probes, Hyp—
1, Newport Electronics, USA) gemessen.

Wiederholte Blutgas- und Blutglucosemessungen finden zu genau definierten Zeitpunkten
statt (siehe 3.3.1). Mit dem Blutgasanalysegerit (Rapidlab™ 860, Bayer Vital GmbH, Fern-
wald) werden folgende Parameter bestimmt: paO,, paCO, (arterieller Sauerstoff, bzw. Koh-
lendioxidpartialdruck), pH jeweils auch temperaturkontrolliert und Standardbicarbonat, BE
(Basenabweichung), Elektrolyte (Na", K, Ca2+), Héamoglobin, Himatokrit und Sauerstoffsit-
tigung. Die Blutglucose-Konzentration wird mit einem Schnelltestgeréts (Glucometer® Eli-

te'™, Bayer HealthCare AG Diagnostics, USA) gemessen.

3.2.3.1 Chirurgische Priparation

Vorbereitend werden samtliche Praparationsgebiete geméf den aseptischen Kautelen der Chi-
rurgie zuerst geschoren, mit einem Hautdesinfektionsmittel (Cutasept® F, Fa. Bode, Ham-
burg) bespriiht und lokal mit Lidocainhydrochlorid (Xylocain 2 %, Astra Zeneca, GroBbritan-
nien) andsthesiert. Da die Tiere wéahrend der EKZ vollheparinisiert sind, wird auf eine gute

Blutstillung besonders geachtet.

Zur Préparation der Gefdflzugédnge wird die Haut eroffnet, das subkutane Fettgewebe stumpf
durchtrennt, die zugehdrige Arterie, respektive Vene, Nerv und umgebendes Bindegewebe
vorsichtig abgetrennt und das zu kaniilierende Gefal3 isoliert dargestellt. Das Gefal3 wird distal
ligiert (4-0 PH-Seide, Ethicon®, Ethicon GmbH, Norderstedt) und proximal von einer zwei-
ten Ligatur nur lose umschlungen, damit der spiter eingefiihrte Katheter fest fixiert werden

kann. Durch Auftropfen von Lidocainhydrochlorid dilatiert das Gefd und wird so besser dar-
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gestellt. Zusétzlich wird das Gebiet nochmals lokal andsthesiert. Mit einer mikrochirurgischen
Schere wird nun die GefidBwand inzidiert, der mit heparinisierter Vollelektrolytlosung (Tho-
maejoninlosung®, DeltaSelect GmbH, Pfullingen) gefiillte Katheter vorsichtig eingefiihrt und
anschlieBend die vorgelegte Ligatur um Katheter und GefiBBwand geknotet. AbschlieSend
werden die Wundrander mit einer Ligatur (4-0 Prolene™, Ethicon®, Ethicon GmbH, Norder-
stedt) adaptiert und mit einem in physiologischer Kochsalzlosung angefeuchteten Tupfer be-

deckt, um Austrocknung des Wundgebietes zu vermeiden.

Kaniilierung und Katheter

Die Schwanzarterie (A. sacralis mediana) wird {iber einen medianen Zugang auf der Ventral-
seite des Schwanzes mit einem Venenverweilkatheter (20 GA, Insyte-W™, Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg) kaniiliert, der wihrend Durchfiihrung der EKZ als arterielle Zuflusskanii-
le dient (siehe Abbildung 11). Da die A. sacralis mediana in sehr flachem Winkel in die Aorta
abdominalis tibergeht, ist sie fiir den Blutzufluss wihrend der EKZ ideal geeignet. Anschlie-
Bend erhélt das Tier 150 I.E. Heparin Natrium (Liquemin® N 25000, Hoffmann-La Roche

AG, Grenzach-Wyhlen), was einer Vollheparinisierung entspricht.

In die A. epigastrica superficialis dextra wird {iber eine Inzison in der rechten Inguinalgegend
ein angespitzter Polyethylen-Katheter (PE 10, Intramedic'", Becton Dickinson GmbH, Hei-

delberg) eingefiihrt, der wihrend der EKZ der invasiven Blutdruckmessung dient.

Ein Zugang zur V. jugularis externa dextra, die im Sulcus jugularis zwischen dem M. brachio-
cephalicus und dem M. sternooccipitalis verlduft, wird iiber die rechte caudoventrale Halsseite
paramedian erreicht. Wéhrend der EKZ gewdhrleistet ein groBlumiger 4,5 Fr Katheter (eigene
Herstellung) mit mehreren Stanzldchern die vendse Drainage (sieche Abbildung 11), indem er
bis in den rechten Vorhof vorgeschoben wird. Dadurch koénnen auch die V. cava caudalis und
V. cava cranialis dextra und sinistra, die bei Ratten regelhaft vorkommen, vollstindige drai-

niert werden.

Anisthesie wihrend der Priparation

Vor Beginn der Anésthesie werden die Tiere einer kurzen Allgemeinuntersuchung unterzo-
gen, um sicherzustellen, dass die Untersuchungen nur an gesunden Tieren durchgefiihrt wer-

den.
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Zur Einleitung werden die nicht niichternen Ratten in eine Ganzkdrperkammer mit 3,0 Vol%
Isofluran (Forene®, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden) in 100 Vol% Sauerstoff gesetzt.
Nach Eintritt der Bewusstlosigkeit erfolgt die endotracheale Intubation mit Hilfe eines modi-
fizierten Nasenspekulums mit integrierter Fieberglasoptik, verbunden mit einer kleinen Ta-
schenlampe. Als Tubus dient dabei ein Venenverweilkatheter (16 GA, Venflon™", Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg). Anschliefend wird das Tier an ein Kleintierbeatmungsgerat
angeschlossen und mit 2 bis 2,5 Vol% Isofluran in ca. 45 % Sauerstoff und ca. 55 % Druck-
luft mit einer Frequenz von 50 bis 60 / min druckkontrolliert beatmet. Hierbei handelt es sich
um ein halboffenes System ohne Riickatmung mit konstanter Frischgaszufuhr von 0,8 1 / min,
Gasabsaugung und vorgeschaltetem Prazisionsverdampfer. Zur Analgesie erhélt das Tier re-
petitiv 5 pg Boli Fentanyl (Janssen-Cilag GmbH, Neuss) appliziert, um einen MAP von 70 bis
90 mmHg zu gewdhrleisten. Zusétzlich bekommt das Tier als Schutz vor Austrocknung Au-
gensalbe (Bepantene® Augen- und Nasensalbe, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen)

und einen mit physiologischer Kochsalzldsung getrénkten Tupfer auf die Maulschleimhaut.

3.2.3.2 Abkiihlungsphase mit Extrakorporaler Zirkulation

Die Herz-Lungen-Maschine (HLM) besteht aus einem vendsen Reservoir (Plexiglas®, Dipl.
Ing. M. Humbs, Valley), einer Rollerpumpe (Masterflex®, Cole-Parmer Instrument Co.,
USA), einem speziell fiir Ratten entwickelten Membranoxygenator mit integriertem Wérme-
tauscher und einem im arteriellen Schenkel zwischengeschalteten Flowmeter (T206 small
animal blood flow meter, Transonic Systems Inc., USA) zur kontinuierlichen Messung des
erreichten Blutflusses (siche Abbildung 10). Der Membranoxygenator besteht aus einer drei-
schichtigen, kreuzweise libereinander geklebten Diffusionsmembran (Hohlfasermembran,
Jostra AG, Hirrlingen), zwischen zwei 12,8 x 12,8 x 2,7 cm groBlen Plexiglasplatten, wodurch
eine Gasaustauschfldche von 558 cm? entsteht (siche Abbildung 12). Die einzelnen Bestand-
teile der HLM sind durch Silikonschlduche (Innendurchmesser = 1,6 mm, Tygon®, Cole-

Parmer Instrument Co., USA) miteinander verbunden.
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Abbildung 10: Herz-Lungen-Maschine mit venésem Reservoir, Rollerpumpe, Membran-
oxygenator, Flowmeter und verbindenden Silikonschliuchen.

Uber Schwerkraftdrainage gelangt das vendse Blut aus dem rechten Vorhof zunichst in das
venose Reservoir. Von dort pumpt die Rollerpumpe das Blut weiter in den Oxygenator, worin
es iiber die Diffusionsmembran (siche Abbildung 12) mit den nétigen Narkosegasen und Sau-
erstoff angereichert wird, um anschlieend iiber die arterielle Zuflusskaniile wieder in den

Korperkreislauf des Tieres zu gelangen (siche Abbildung 11).

Zu Beginn der EKZ wird der HLM-Kreislauf mit 10 ml Hydroxyethylstirke (HAES 60 mg /
ml, Voluven®, Fresenius Kabi AG, Bad Homburg) gefiillt, in der iiblichen Terminologie auch
»priming* genannt, dadurch bedarf es keines zusdtzlichen Spenderblutes. Initial betrdgt der
HLM-Fluss, entsprechend dem physiologischen Herzminutenvolumen der Ratte in Ruhe, 160
bis 180 ml / kg / min. Wéhrend der anschlieBenden 30-miniitigen Abkiihlungsphase wird die
Flussrate sukzessive auf 90 bis 95 ml / kg / min reduziert und wéhrenddessen durch direkte
und indirekte Kiihlung eine rektale Zieltemperatur von 15 bis 18 °C angestrebt. Zur indirekten
Oberflachenkiihlung befindet sich unter dem Tier eine temperaturgesteuerte Kiihl- bzw.
Wiérmematte. Dartiber hinaus vermittelt die Warmetauscherfunktion des Oxygenators die di-
rekte Kernkiihlung, indem das vorbeistromende Blut nur durch eine diinne Plexiglasschicht

vom temperaturgesteuerten Wasserbad (Polystat Control cc2, Peter Huber Kéltemaschinenbau
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GmbH, Offenburg) getrennt ist und so im Gegenstromaustauscherprinzip die Temperaturgra-

dienten ausgeglichen werden kénnen (sieche Abbildung 12).

Arterieller
Zufluss

Venoser
Abfluss

Abbildung 11: Extrakorporale Zirkulation bei der Ratte mit der Herz-Lungen-Maschine.

Anisthesie wihrend der Extrakorporalen Zirkulation

Wihrend der Abkiihlungsphase wird die Anédsthesie durch Isofluran (1,0 bis 1,5 Vol%) und
repetitiv Fentanyl (5 pg Boli) aufrecht erhalten. Zusétzlich werden die Tiere mit 1,6 mg / h
Cisatracurium (Nimbex®, GlaxoSmithKline GmbH & Co KG, Miinchen) relaxiert. Wahrend
der EKZ wird ein positiv endexspiratorischer Druck (5 cmH;0) durch einen kontinuierlichen
positiven Atemwegsdruck (CPAP) zur Beatmung aufrecht erhalten, um schwerwiegenden

atelektatischen Verdanderungen der Lunge vorzubeugen.

Die physiologischen Parameter, wie Blutdruck, rektale und perikranielle Temperatur, Blutga-
se (temperaturkorrigiert, pH-stat) und Blutglucose, werden wiederholt gemessen, aufgezeich-
net und die Blutglucose-Konzentration mit 0,1 bis 0,2 ml einer 50 %igen Glucose-Ldsung

(DeltaSelect GmbH, Pfullingen) iiber 70 mg / ml gehalten.

Gegen Ende der Abkiihlungsphase verlangsamt sich die Herzfrequenz deutlich, die QRS-
Komplexe erscheinen im EKG breiter und der MAP fillt.
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3.23.3 Tief Hypothermer Kreislaufstillstand

Ist die Korpertemperatur von 15 bis 18°C am Ende der Abkiihlungsphase erreicht, wird die
HLM abgeschaltet und das Tier bei geschlossener arterieller Zuflusskaniile und gedffneter
vendser Drainage passiv entblutet, um eine Dilatation des ansonsten blutgefiillten Herzens
wiahrend des Kreislaufstillstandes zu vermeiden. Dabei sistiert die bei tiefen Temperaturen
nur noch sehr langsame Herzfrequenz und der tief hypotherme Kreislaufstillstand wird ohne
kardioplege Substanzen erreicht. Er ist gekennzeichnet durch Asystolie und einen MAP von
null und wird fiir unterschiedliche Zeiten (45, 60, 75, 90 oder 105 min) beibehalten bei einer
Temperatur von 15 bis 18 °C (siehe Abbildung 9). Tiere der Gruppe mit 0 min tief hypother-
mem Kreislaufstillstandzeit (DHCA-Zeit) werden nach der Abkiihlungsphase ohne Abgang
von der HLM und deshalb ohne Kreislaufstillstand oder 0 min DHCA-Zeit, sofort nach Errei-

chen der Zieltemperatur, wieder erwarmt.

Anisthesie wihrend des tief hypothermen Kreislaufstillstandes

Wihrend des hypothermen Kreislaufstillstandes wird die Anésthesie komplett unterbrochen

und die Tiere fiir diesen Zeitraum nicht ventiliert (siche Abbildung 11).

3.234 Reperfusion und Wiedererwirmung mit EKZ und HLM

Mit Hilfe der Warmematte, eines Warmluftgebldses (WarmTouch® 5200, Nellcor, USA) und
des Wirmetauschers des Oxygenators der HLM (siehe Abbildung 12) wird das Tier zum Ende
der DHCA-Zeit sofort wieder aktiv iiber einen Zeitraum von 40 min auf eine Temperatur von
35,5 °C erwarmt. Dies entspricht einem Temperaturgradienten von 0,5 °C / min. (Weil das
Gehirn bei einer zu schnellen Wiedererwirmung eventuell geschidigt werden kdnnte, muss
dieser Prozess langsam erfolgen.) Gleichzeitig wird das Tier wieder an die HLM angeschlos-
sen und deren Flussrate sukzessiv bis auf physiologische Ausgangswerte von 160 bis 180 ml /

kg / min erhoht.
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Abbildung 12: Membranoxygenator mit integrierter Wiirmetauscherfunktion.

Anisthesie wiahrend der Wiedererwidrmungsphase

Die Anisthesie zur Reperfusions- und Wiedererwérmungsphase wird analog zur Abkiihlungs-
phase vor dem tief hypothermen Kreislaufstillstand (siehe 3.2.3.2) mit 1,0 bis 1,5 Vol% I-
sofluran in 100 % Sauerstoff, 5 ug Boli Fentanyl und 1,6 mg / h Cisatracurium fortgesetzt.

Mit steigenden Temperaturen fingt das Herz ohne medikamentdse Intervention nach Kam-
merflattern und Kammerflimmern wieder von alleine an zu schlagen und erreicht nach Ein-
setzen von Ersatzrhythmen mit breiten QRS-Komplexen wieder den urspriinglichen Sinus-

rhythmus.

Um den MAP bei iiber 50 mmHg zu halten, bekommt das Tier zusétzlich 20 pg / ml Norepi-
nephrinhydrochlorid (Aterenol® Iml, Aventis Pharma Deutschland GmbH, Frankfurt am
Main) in physiologischer Kochsalzlosung verdiinnt repetitiv verabreicht, sobald eine periphe-
re Kdorpertemperatur von iiber 30 °C erreicht ist. Azidotische Verschiebungen werden mit
Natriumhydrogencarbonat 84 mg / ml (DeltaSelect GmbH, Pfullingen) nach der Formel Bi-
carbonat = -BE x 0,3 x kg KGW ausgeglichen. Bei hypoglycdmischen Zustinden (Blutgluco-
se < 80 mg / dl) wird 0,1 bis 0,2 ml einer 50 %igen Glucose-Losung (DeltaSelect GmbH,
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Pfullingen) titriert verabreicht. Auch Calcium wird substituiert, um einen Abfall auf Konzent-
rationen unter 1 mmol / 1 zu vermeiden. Dazu gibt man zu dem durch Zentrifugieren erhalte-
nen Erythrozytenkonzentrat pro einem ml 0,1 ml einer 10 %igen Calciumgluconat-Losung
(Calcium Braun 10 %, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) und transfundiert die erhaltene
Losung wihrend 30 min langsam iiber die EKZ dem Tier. Je nach Blutgasanalyse wird noch-

mals 0,1 ml Calciumgluconat verabreicht.

Das Abklingen der antikoagulatorischen Eigenschaften der Vollheparinisierung wird ohne

Zugabe von Antagonisten (zum Beispiel Protamin) abgewartet.

3.2.3.5 Abgang von Extrakorporaler Zirkulation und Nachbeatmung

Nach Ende der Wiedererwdrmungsphase werden die Tiere von der Herz-Lungen-Maschine
diskonnektiert, indem der arterielle und vendse Zu- bzw. Abfluss unterbrochen wird. Um eine
physiologische Homoostase wiederherzustellen erstreckt sich die Nachbeobachtungsphase
iber eine Stunde. In diesem Zeitraum wird Blut aus dem Kreislauf entnommen und zentrifu-
giert (2000 RPM / 10 min). Der Uberstand wird abpipettiert und das verbleibende Erythrozy-
tenkonzentrat mit HAES auf einen H@matokrit von 50 % verdiinnt und langsam {tber die

Schwanzarterie retransfundiert.

Abschliefend werden die Katheter der V. jugularis externa, A. epigastrica superficialis und
der Schwanzarterie entfernt, die Andsthesie beendet und das Tier zur Aufwachphase in die

mit Sauerstoff angereicherte Anésthesiebox gesetzt.

Anisthesie wihrend der Nachbeatmungsphase

Nach Abgang von der HLM bleiben die Tiere noch eine weitere Stunde anisthesiert (1,5 bis
2,0 Vol% Isofluran in 60 bis 80 % Sauerstoff), intubiert und kontrolliert beatmet.

Entsprechend der Blutgas- und Elektrolytanalyse werden in bereits oben erlduterter Art und
Weise Natriumhydrogencarbonat und Calciumgluconat verabreicht. Eine abschlieBende Blut-

gasanalyse findet nach einer Stunde Nachbeobachtung vor Entfernung der Katheter statt.
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3.2.3.6 Nachbeobachtungsphase

Nachdem das Tier wieder spontan suffizient atmet, wird es extubiert und nach dem Aufwa-
chen in einer mit Sauerstoff angereicherten Narkosebox fiir weitere 4 Stunden beobachtet.

Darin verbleibt es bei freiem Zugang zu Wasser und Futter fiir weitere 12 Stunden.

Alle Tiere, die innerhalb einer Stunde nicht aus der Narkose erwachen, werden einer Hirntod-
diagnostik zugefiihrt (Pupillomotorik, Reaktion auf starke Schmerzreize oder Terminierung
der Beatmung) und nach Feststellung des Hirntodes in tiefer Isoflurannarkose entblutet. Tiere,
die mit einer ausgepragten neurologischen Schidigung (zum Beispiel Halbseitensymptomatik,
Unfahigkeit zu ambulieren (die Umgebung zu erkunden) oder ohne selbstindige Nahrungs-
und Fliissigkeitsaufnahme) aus der Narkose erwachen, werden nach 2 Stunden postoperativer
Daueriiberwachung ebenfalls in tiefer Isoflurannarkose entblutet. Durch diesen frithen To6-

tungszeitpunkt wird lediglich eine méBige Belastung fiir diese Tiere erwartet.

Die verbleibenden Tieren werden ab dem ersten postoperativen Tag téglich entsprechend ei-

nes etablierten Scores neurologisch untersucht.

3.24 Untersuchung der neurologischen Funktion

Postoperativ wird die neurologische Funktion der {iberlebenden Tiere tiglich nach Versuchs-
protokoll von einem Untersucher bewertet, der gegeniiber den verschiedenen Gruppen mit

steigenden tief hypothermen Kreislaufstillstandzeiten geblindet ist.

Dabei werden neben Bewusstsein, Sensorik und Laufvermdgen der Tiere auch die Leistung in
sensorisch-motorischen Tests beurteilt. Diese aktiven Tests konnen Aufschluss geben iiber
spezifische neurologische Defizite, die durch passives Beobachten allein nicht zu erkennen
wiren (COMBS und D'ALECY, 1987). Die sensorisch-motorischen Tests umfassen in dieser
Studie Gleichgewicht im Balkentest (Beam-Walking- und Beam-Balance-Test) sowie Greif-
und Haltevermdgen (Drahtgitter- und Greif-Zug-Test).

3.24.1 Zeitlicher Verlauf

Bereits zwei Tage vor der Operation (Tag —2) werden alle Tiere der ersten neurologischen

Untersuchung unterzogen. Einerseits sollen sich die Tiere dadurch an aktive Tests gewdhnen,
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andererseits sollen zum Zeitpunkt der Operation alle Tiere einen moglichst identischen, stan-
dardisierten neurologischen Status aufweisen. Neurologisch auffillige Tiere konnen erkannt
und vorzeitig von der Studie ausgeschlossen werden. Die zweite, ab diesem Zeitpunkt auch
erstmals dokumentierte, neurologische Untersuchung am Tag vor der Operation (Tag -1) stellt
einen Ausgangswert zur Beurteilung der erhobenen Daten nach der Operation dar. (Eine ldn-
gere Vorkonditionierung der Tiere findet deshalb nicht statt, weil Trainingseffekte vermieden

werden sollen, die Unterschiede zwischen den Gruppen beeinflussen kdnnten.)

Am ersten Tag nach der Operation (Tag 1) beginnt die aufgezeichnete dreitdgige Testphase.
Nach einer Pause schlieit ein Wiederholungstest (Re-Test, RT) am postoperativen Tag 12 die

neurologische Untersuchung fiir dieses Tier ab.

Wenn ein Tier laut Versuchsprotokoll am gleichen Tag einen mHB-Test zu absolvieren hat,

findet die neurologische Untersuchung standardisiert erst am Ende statt.

3.2.4.2 Erfassung und Bewertung

Neurologische Defizite nach tief hypothermem Kreislaufstillstand konnen in verschiedenster
Form und Auspriagung vorkommen. Sie moglichst vollstindig zu erfassen, ist Ziel der neuro-
logischen Untersuchung. Dazu zdhlen neben bereits im Tierabteil oder im mHB-Test passiv
beurteilbaren Parametern, wie Bewusstsein und Pflegeverhalten auch die Priifung der Senso-
rik (sieche Tabelle 1) und der Motorik mit aktiven sensorisch-motorischen Tests (siche Tabelle
2). In standardisierter Reihenfolge sind die unten aufgefiihrten Parameter und Tests nach dem
Versuchsprotokoll durchzufiihren und geméR einem aufsteigenden Punkteschema zu bewerten
und zu dokumentieren. Dabei entspricht eine Einzelbewertung von 0 Punkten der Bestleis-
tung. Dementsprechend ist die erreichte Gesamtpunktezahl umso hoher, je schlechter die
Leistung in der neurologischen Untersuchung war. Aulerdem sind bei einigen Tests zusitz-

lich genaue Zeiten zu dokumentieren und Kommentare bei Bedarf hinzuzufiigen.

Seh- und Horvermdgen

Das Sehvermogen kann wesentlichen Einfluss auf das Verhalten der Tiere im modifizierten
Hole-Board (mHB) -Test haben und wird deshalb bei den Tieren getestet, indem ein Watte-
bausch im rechten bzw. linken dufleren Sehfeld des Tieres lautlos und ohne das Tier zu beriih-

ren fallen gelassen wird. Dreht das Tier den Kopf in die jeweilige Richtung des Wattebau-
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sches, gilt das Sehvermogen als normal = 0 Punkte. Scheint es auf einer Seite keine Reaktion
zu zeigen, wird das Sehvermogen als eingeschrinkt bewertet = 1 Punkt und bei keiner Reak-

tion auf beiden Seiten bekommt das Tier 2 Punkte (siehe Tabelle 1).

Das Horvermdgen wird anhand der Reaktion auf Héndeklatschen hinter dem Riicken des Tie-
res bewertet. Dreht das Tier den Kopf oder zeigt eine vergleichbare Reaktion auf das Ge-
rdusch, wird das Horvermogen als normal bewertet = 0 Punkte, zeigt es keine Reaktion, wird

es als eingeschriankt bewertet = 1 Punkt (siehe Tabelle 1).

Vibrissenreaktion und Propriozeption

Die Vibrissenreaktion gilt neben der Propriozeption als Indikator der Sensibilitdt. Mit einer
Pinzette streicht der Untersucher vorsichtig, moglichst aullerhalb des Sehfeldes, seitlich {iber
die Vibrissen des Tieres. Neigt das Tier den Kopf oder dreht es sich interessiert in die jeweili-
ge Richtung, wird die Vibrissenreaktion als normal beurteilt = 0 Punkte. Zeigt es dagegen nur
eine undeutliche oder verminderte Reaktion auf einer Seite, gilt die Vibrissenreaktion als ein-
geschrinkt = 1 Punkt, sind beide Seiten betroffen = 2 Punkte und zeigt das Tier keine Reakti-
on auf einer Seite, bekommt es 3 Punkte, beziehungsweise 4 Punkte fiir keine Reaktion auf

beiden Seiten. Die Vibrissenreaktion wird rechts und links getrennt bewertet (siche Tabelle

).

Die Propriozeption wird mit einer Pinzette beurteilt, die einmal kurz und kréftig gegen die
rechte bzw. linke Abdominalgegend des Tieres gedriickt wird. Als Reaktion gilt wieder Kopf-
oder Kdrperdrehung in die jeweilige Richtung, die analog zur Vibrissenreaktion bewertet wird

(siche Tabelle 1).

Bewusstsein und Pflegeverhalten

Héufig ist Bewusstsein und Pflegeverhalten ohne Manipulation des Tieres noch im Tierabteil
oder im mHB-Test anhand des Verhaltens zur Gruppe (Absondern), am Haarkleid (struppig
und rot verschmiert durch das Sekret der Harderschen Driisen), an der Korperhaltung (aufge-
kriimmte Riickenlinie) oder an der Atmung (Hyperventilation) zu bewerten. Ein gesundes
Tier besitzt sauberes, glatt glinzendes Fell und schlidft entweder dicht an die anderen Grup-
penmitglieder gedrdngt oder exploriert neugierig seine Umgebung. Diese Parameter geben
neben dem Allgemeinbefinden auch iiber einen ersten neurologisch-motorischen Eindruck,

zum Beispiel tiber das Putzverhalten, Aufschluss. Auf einer Skala von null bis zwei Punkten

45



wird normales Bewusstsein mit null Punkten, geddmpftes oder ruheloses Erscheinungsbild

mit zwei Punkten und lethargische Tiere mit vier Punkten bewertet (siche Tabelle 1). Das

Putzverhalten flie3t in die Bewertung des Bewusstseins mit ein und wird deshalb zwar doku-

mentiert aber nicht extra im Punkteschema bewertet.

Tabelle 1: Bewertungsschema der sensorischen Funktionen

Grad der Beeintrachtigung

Punkte Normal

Kategorie
0 1 2 3 4
auf nur auf keine
Sehen beiden einer Re- - - 0-2 0
Seiten Seite  aktion
Horen ja nein - - - 0-1 0
normal V:itzo- VZ;[ZO_ keine keine
Vibrissen- auf g g auf auf
5 . auf auf ) ) 0-4 0
reaktion beiden . : einer beiden
. einer beiden ) 5
Seiten ) . Seite  Seiten
Seite Seiten
gleich Verzo- - verzo- keine  keine
. gert gert
Proprio- auf auf auf
. . auf auf ) ; 0-4 0
zeption beiden . : einer  beiden
) einer  beiden ) X
Seiten ) ) Seite Seiten
Seite Seiten
Bewusstsein normal - g?- - lgthar— 0-4 0
dampft gisch

Die motorischen Fahigkeiten der Tiere werden bis auf zwei Ausnahmen bei der neurologi-

schen Untersuchung beurteilt. Zu diesen Ausnahmen zihlen die Fresszeit und die Anzahl

frustraner Lochbesuche, die mit dem mHB-Test erfasst werden (sieche 3.2.5.6). Die Fresszeit

errechnet sich aus der Zeit, die eine Ratte im mHB-Test durchschnittlich bendtigt, um eine

Futterbelohnung zu fressen, und gilt deshalb als Indikator der feinmotorischen Fahigkeiten.

Die Anzahl frustraner Besuche eines gefiillten Lochs im mHB-Test gibt Aufschluss iiber die

Geschicklichkeit und flieft deshalb in das Bewertungsschema der Motorik mit ein (siche Ta-

belle 2).
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Laufvermdgen

Aussagen liber Motorik, Muskelkraft, Stellreflexe und Gleichgewicht lassen sich bereits durch
Beobachten der Tiere beim Laufen oder Klettern iiber Ebenen treffen. Dabei konnen Abwei-
chungen von der physiologischen Fortbewegungsart der Ratte, die von eingeschrénkter Mobi-
litdt bis hin zu Kreisbewegungen oder mangelnden Stellreflexen reichen, durch Laufen auf

einer festen horizontalen Unterlage (Laufvermogen) beurteilt werden.

Wird ein gesundes Tier, um das Laufvermdgen zu beurteilen, auf eine ebene Flidche abgesetzt,
streckt es alle vier GliedmaBen reflexartig dieser Flache entgegen und beginnt, neugierig seine
Umgebung zu explorieren. Dieses Normalverhalten wird mit null Punkten bewertet, einge-
schrinkte Motorik und Ataxie mit einem Punkt und Kreisbewegungen mit zwei Punkten (sie-

he Tabelle 2).

Gleichgewicht im Balkentest (Beam-Walking- und Beam-Balance-Test)

Zur Beurteilung von Gleichgewicht und Koordination muss das Tier eine definierte Strecke
auf einem 2,5 cm breiten Balken zuriicklegen (Beam-Walking-Test) und anschlieBend auf
einem 1,5 cm breiten Balken eine bestimmte Zeit balancieren (Beam-Balance-Test). Beide
quadratischen Balken bestehen aus unbearbeitetem Holz von 130 cm Linge und befinden sich
in 40 cm Hohe. Eine weiche 7 cm dicke untergelegte Schaumstoffmatte federt die Tiere bei

einem Sturz sanft ab.

Beim Beam-Walking-Test (FEENEY et al., 1982) soll das Tier dreimal eine Strecke von 100
cm iiber einen Balken (d = 2,5 cm) laufen (siche Abbildung 13). Dabei entspricht eine Strecke
einer Balkenldnge. Am Ende einer Strecke wird das Tier vorsichtig mit der Hand wieder in
die entgegengesetzte Richtung dirigiert, um die Balkenldnge insgesamt dreimal hintereinander
zu liberqueren. Die ersten zwei Schritte des Tieres dienen der initialen Gleichgewichtsfindung
und werden deshalb nicht gewertet. Die genaue Anzahl von Fehltritten sowie deren Lokalisa-
tion (rechts, links, Vorder- oder Hintergliedmasse) werden im Protokoll aufgezeichnet.
Gleichzeitig werden auf einer Skala 0 bis 4 Punkte vergeben. Fiir weniger als drei Fehltritte
werden null Punkte, fiir vier bis 10 Fehltritte ein Punkt, fiir 11 bis 20 Fehltritte zwei Punkte,
fiir tiber 20 Fehltritte drei Punkte und fiir Immobilitdt oder Sturz vier Punkte vergeben (sieche

Tabelle 2).
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Abbildung 13: Beispiel einer nicht geschddigten Ratte beim Beam-Walking-Test.

Beim Beam-Balance-Test (COMBS und D'ALECY, 1987) soll das Tier fiir die Dauer von
maximal 60 s auf einem Balken (d = 1,5 cm) frei balancieren (siche Abbildung 14). Dazu
wird das Tier in einminiitigen Abstdnden insgesamt dreimal auf den Balken gesetzt, und die
balancierte Gesamtzeit in jedem Durchlauf gestoppt und notiert. Dabei bekommen die Tiere
null Punkte fiir 50 bis 60 s, einen Punkt fiir 30 bis 49 s, zwei Punkte fiir 10 bis 29 s, drei
Punkte fiir unter 10 s und vier Punkte fiir Loslassen und Sturz (siche Tabelle 2).
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Abbildung 14: Beispiel einer nicht geschidigten Ratte beim Beam-Balance-Test mit Mes-
sung der Balancezeit.

Greif- und Haltevermogen (Drahtgitter- und Greif-Zug-Test mit Symmetrie der Bewegungen)

Das Greif- und Haltevermdgen aller vier Gliedmallen wird beurteilt, indem sich das Tier auf
einem unterschiedlich geneigten Drahtgitter eine bestimmte Zeit festhalten soll (Drahtgitter-
Test). AuBlerdem wird das Greif- und Haltevermogen beider VordergliedmalB3en durch Hingen
an einem Drahtseil getestet (Greif-Zug-Test) und die Symmetrie der Bewegungen, mit denen

das Tier das Seil ergreift.

Der Drahtgitter-Test entspricht einer Variation des Screen-Tests (COMBS und D'ALECY,
1987) und dient als Indikator fiir die allgemeine Muskelkraft (siche Abbildung 15). Dazu wird
das Tier auf ein horizontal gehaltenes Drahtgitter (57 x 50 cm, Lochgitterabstand: 1 cm) ge-
setzt und vorsichtig zundchst in eine vertikale und schlielich in eine um 180° gedrehte Posi-
tion gebracht, in der sich das Tier am Drahtgitter fiir maximal 5 s halten soll. Fiir Tiere ohne
motorisch-neurologische Defizite stellt diese Ubung kein Problem dar. In der allgemeinen
Muskelkraft geschwéchte Tiere konnen sich dagegen in unterschiedlichen Gradpositionen des
Gitters nicht mehr oder weniger als die Maximaldauer (bei 180° gedrehtem Gitter) halten und
lassen sich auf die in einem Abstand von 40 cm untergelegte Schaumstoffmatte fallen. Dabei
kann gleichzeitig ein Vorhandensein des Umdrehreflexes gepriift werden. Denn einer physio-
logischen Reaktion der Ratte entspricht es, aus unterschiedlichsten Fallpositionen durch eine
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reflexartige Korperdrehung stets auf allen vier, dem Boden entgegengestreckten GliedmaB3en

zu landen. Die Bewertung erfolgt entsprechend der Tabelle 2.

Abbildung 15: Beispiel einer nicht geschiidigten Ratte beim Drahtgitter-Test in 90° Positi-
on.

Im Greif-Zug-Test, einer Variation des Prehensile-Traction-Test (COMBS und D'ALECY,
1987), wird das Tier an der Schwanzbasis vorsichtig aufgenommen, und nachdem es mit bei-
den Vordergliedmallen ein horizontal gespanntes Drahtseil (60 cm x 0,3 x 0,3 cm) gegriffen
hat, schnell wieder losgelassen (siche Abbildung 16). In zwei Durchldufen soll das Tier seine
Muskelkraft fiir maximal 15 s unter Beweis stellen. Eine zusétzlich untergelegte Schaum-
stoffmatte federt auch hier das Tier bei vorzeitigem Loslassen des in 40 cm Hohe gespannten
Seiles ab. Zusétzlich kann bei Aufnehmen des Tieres an der Schwanzbasis der Reflex getestet
werden, in dieser Position die GliedmaBlen weit auszustrecken und den Korper anzuspannen.
Ratten mit unilateralen Kortexldsionen neigen im Gegensatz dazu, in dieser Position sich na-
hezu sofort zur Schwanzbasis einzurollen und diese mit den GliedmaBlen zu greifen (KOLB
und WHISHAW, 1985). Diese Symmetrie der Bewegungen wird, wie die Leistung im Greif-
Zug-Test, entsprechend der Tabelle 2 bewertet.
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Abbildung 16: Beispiel einer nicht geschiidigten Ratte beim Greif-Zug-Test.
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Tabelle 2: Bewertungsschema der motorischen Funktionen

Grad der Beeintriachtigung Punkte Normal
Kategorie
0 1 2 3 4 5 6
Kreis-
Laufen normal Ataxie bewe- - - - - 0-2 0
gung
Kraft im

. >5s bei <5sbei nurbei nicht
{;Z;’th’g”’”' 180°  180°  90°  fihig - - 0-3 0

Balance im nicht
Beam- 50-60s 30-49s 10-29s 1-10s fihi - - 0-4 0-1
Balace-Test &

Koordination nicht
im Beam- 1-3 4-10 11-20 >20 fihi - - 0-4 0
Walking-Test &

verzo-

Symmetrie gert

der Bewe- Symj auf Asym- - - - - 0-2 0
metrie . metrie

gungen einer

Seite

Kraft im nicht
Greif-Zug- 11-15s  6-10s 1-5s fihi - - - 0-3 0
Test £

Feinmotorik
als Fresszeit <20s 20-30s 30-45s >45s - - - 0-3 0
(mHB-Test)

Ge-

schicklich-

keit als

Anzahl 0 1 2 >2 - - - 0-3 0
Sfrustraner

Lochbesuche

(mHB-Test)
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3.2.5 Modifizierter Hole-Board-Test

Im Rahmen der tiglichen neurologischen und kognitiven Verhaltensuntersuchung werden alle
Tiere gemidl dem Versuchsprotokoll von einem gegeniiber den unterschiedlichen Versuchs-
gruppen geblindeten Untersucher dem modifizierten Hole-Board-Test (mHB-Test) unterzo-

gen.

3.2.51 Der Versuchskiifig

Trennwand

Versuchs-
arena

mit modifizier-
tem Hole
Board

Tierabteil

Abbildung 17: Versuchskifig mit Tierabteil und modifiziertem Hole-Board in der Ver-
suchsarena.

Der 80 x 60 x 50 cm grof3e Versuchskifig (eigene Herstellung, undurchsichtiges graues PVC,
Weiss, Miinchen), abgedeckt mit einem abnehmbaren Drahtgitter (81 x 61 cm) mit Quadrat-
lochung (1 x 1 cm, Moradelli, Kirchheim) hat zwei Funktionen. Zum einen dient er den Tie-
ren als permanenter Aufenthaltsort, zur GewOhnung bereits eine Woche vor dem eigentlichen

Versuchsbeginn, und zum anderen wird darin auch der mHB-Test durchgefiihrt.

Wihrend der Eingewohnungsphase steht den Tieren der eingestreute Kéfig noch in vollem
AusmalB zur Verfiigung. Danach wird in die Mitte des Kéfigs eine Trennwand, fixiert durch

PVC-U-Profilschienen (13 x 15 x 1,5 mm, Léinge je 50 cm, Karmann & Droll, Karlsfeld),
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eingezogen, die den Kéfig in zwei gleich gro3e Halften teilt (siche Abbildung 17). Das von
der Einstreu befreite Abteil stellt die Versuchsarena (Grundfldche: 40 x 60 cm) dar, wahrend
die andere eingestreute Hélfte als Tierabteil mit Futter- und Wasserzugang erhalten bleibt.
Wenn die Tiere einen Durchlauf im mHB-Test absolvieren, verbringen sie maximal eine Zeit
von 10 min entweder zu zweit (bei der Habituation, siche 3.2.5.4) oder allein (bei der Auf-
zeichnung der Lernkurve, siehe 3.2.5.5) in der Versuchsarena. Da Ratten aber sehr gesellige
Tiere sind, wird ihnen in diesem Versuchsaufbau eine Kontaktaufnahme auch wéhrend eines
Testdurchlaufs durch die Trennwand hinweg ermdglicht. Zu diesem Zweck befinden sich
Locher (& = 2 cm) in der durchsichtigen Trennwand (d=1cm, durchsichtiges PVC, Weiss,

Miinchen) mit jeweils 5 cm Absténden.

In der iiblichen Fachterminologie wird der in Tierabteil (,, Wohnraum®) und Versuchsarena

geteilte gesamte Versuchskifig auch ,,Homecage* genannt (siche Abbildung 17).

3.2.5.2 Das modifizierte Hole-Board

Aufbau

Das mHB besteht aus einer undurchsichtig grauen, 40 x 25 x 1 cm groBen PVC-Platte (eigene
Herstellung, PVC, Weiss, Miinchen) mit 15 in drei Reihen gestaffelten Lochern (& = 2 cm).
Dabei wird jedes Loch von einem Deckel (& = 2,5 cm) gleichen Materials, der {iber eine ex-
zentrische Schraube beweglich am mHB fixiert ist, abgedeckt (siche Abbildung 18). Damit
der Deckel nach dem Offnen wieder in die geschlossene Ausgangsposition zuriickkehrt, wird
er Uiber eine Feder, die zwischen zwei Kl6tzchen (auf Deckel und Board) gespannt wird, au-

tomatisch wieder zuriickgestellt.
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Feder

Schraube

Deckel

Abbildung 18: modifiziertes Hole-Board exemplarisch zerlegt in Feder, Schraube und De-
ckel.

Prinzip

Gemadl dem Prinzip des mHB-Tests werden die Locher mit Nummern von eins bis 15 in be-
stimmter Reihenfolge bezeichnet (siche Abbildung 19). Aber nur in jeweils drei der 15 Lo-
cher befindet sich wéhrend eines Testdurchlaufs eine Futterbelohnung in Form von Puffreis
(Frigeo, Remshalden), den die Ratte innerhalb der vorgegebenen Zeitspanne eines Durchlaufs
(max. 10 min) finden, herausholen und anschlieBend fressen soll. Diese Locher sind fiir das
Tier visuell anhand einer Markierung erkennbar (siche Abbildung 20). Die randomisierte Ver-
teilung dieser drei gefiillten und markierten Locher wechselt dabei mit jedem neuen Ver-
suchstag, bleibt aber innerhalb der drei Durchldufe, die jedes Tier an einem Versuchstag zu
absolvieren hat, konstant. Da sich das Tier im mHB-Test rein visuell-rdumlich orientieren
soll, um die Futterbelohnung unter dem markierten Deckel zu finden, Ratten aber im Allge-
meinen iiber einen sehr guten Geruchssinn verfiigen, wird der Eigengeruch von Puffreis und
Markierung der gefiillten Locher mit Johannisbeeraroma iiberdeckt. Aus einem &dhnlichen
Grund wird auch in der Nacht zwischen den Versuchstagen auf allen Deckeln des mHB eine
Markierung angebracht, die zu Beginn der Vorbereitung am néchsten Versuchstag wieder
entfernt wird. Dadurch soll einer Geruchsverstarkung langer markierter Deckel vorgebeugt

werden, indem alles gleich riecht.
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Abbildung 19: schematische Darstellung des mHB mit Nummerierung der Liocher in der
Versuchsarena.

Vorbereitung

Um das mHB fiir einen Durchlauf vorzubereiten, werden zu Beginn alle Markierungen ent-
fernt, alle Locher vorsichtig mit einem in Johannisbeeraromaldsung getrankten Tupfer ausge-
wischt und drei Markierungen in der je nach Versuchstag randomisierten Kombination auf
dem Klotzchen des jeweiligen Deckels angebracht. AnschlieBend werden die so markierten
Locher mit Puffreis, der ebenfalls mit Johannisbeeraromalosung nur kurz benetzt wurde, be-
fiillt (sieche Abbildung 20). Das fiir einen Versuchsdurchgang im mHB-Test fertig vorbereitete
mHB kann nun vorsichtig mittig in die Versucharena gelegt werden, wobei darauf zu achten
ist, dass alle Locher von den Deckeln gut verschlossen sind, damit die Ratte den Puffreis aus

einem unbeabsichtigt gedffneten Loch nicht sehen kann.

56



Markiertes
Loch

Puffreis

Abbildung 20: Vorbereiten des modifizierten Hole-Boards mit Puffreis in markierten Lo-
chern.

3.2.53 Ubersicht sonstiger Hilfsmittel

° Johannisbeeraromalosung: Mikro-Plus®, Konzentrate GmbH, Stadtoldendorf, zur
Verdiinnung 0,1 g in 50 ml Leitungswasser

o Markierungen: Leukoplast® hospital, BSN medical GmbH & Co. KG, Hamburg

o Computerprogramm: Jens Frithauf, Zeiterfassung fiir Ratten- und Mauseversuche Ver-
sion V 1.4 2000 — 2004

° Tastatur: Foldable Keyboard, Fold-2000, Taiwan

° Kamera: Digital-Camcorder-Videokamera, GR-DV 1800, JVC, Japan

3.2.54 Gewohnung und Habituation

Um die Ratten mit den neuen Versuchsbedingungen nicht zu {iberfordern, werden sie in klei-
nen vorher genau festgelegten und immer gleichbleibenden Schritten an die jeweilige Verdn-
derung herangefiihrt. Diese Voraussetzungen sind fiir eine konstante Durchfiihrung des Ver-
suchs von grofBter Wichtigkeit, da schon kleine Verdnderungen den empfindlichen mHB-Test
beeinflussen konnten. Deshalb werden die Tiere, nachdem sie sich im Versuchskéfig einge-
wohnt haben, schrittweise noch vor der Operation an das mHB und die abgetrennte Versuchs-

arena gewohnt.
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GewOhnung an das modifizierte Hole-Board

Dazu wird am Ende der Eingewohnungswoche (Freitag vor der Operationswoche) das kom-
plett mit Puffreis befiillte Board in den Bereich der noch nicht abgetrennten spéteren Ver-
suchsarena mittig auf die Einstreu gelegt und dort iiber Nacht belassen. Wahrenddessen haben
die Ratten Zeit, das mHB gemeinschaftlich zu explorieren, zu markieren und es zum ersten

Mal mit einer Futterbelohnung zu assoziieren.

Habituation an die Versuchsarena

Einen bzw. zwei Tage vor der Operation (Tag —1 bzw. —2) werden jeweils zwei Ratten zu-
sammen in die abgetrennte, von Einstreu befreite und mit einer Markierung in vier Quadran-
ten unterteilte Versuchsarena gesetzt, in der sich mittig auch das komplett befiillte mHB be-
findet. Auf diese Weise konnen die Ratten wiederum gemeinschaftlich und daher moglichst
stressfrei die neue Umgebung und das schon bekannte mHB explorieren, markieren und Kon-
takt iiber die Trennwand zu den verbleibenden Artgenossen im Tierabteil aufnehmen. Gleich-
zeitig soll die Assoziation von mHB und Futterbelohnung verstirkt und liberméfige Angst

vor den spéteren nahezu identischen Versuchsbedingungen abgebaut werden.

3.2.5.5 Versuchsdurchfiihrung

Fiir die Versuchsdurchfiihrung sind konstante Bedingungen sehr wichtig. Um die Anzahl der
Kontaktpersonen deshalb so gering wie moglich zu halten, pflegen und versorgen die Tiere
ausschlieBlich veterindrmedizinische Doktoranden, die den mHB-Test selbstindig durchfiih-
ren. Das Betreten des zugangslimitierten Rattenraums ist dabei nur in sauberer Operations-

kleidung, mit Atemmaske, Haube und Uberschuhen gestattet.

Die téglichen Tests miissen aus praktikablen und technischen Griinden wihrend der Hellphase
stattfinden. Um aber trotzdem so nah wie mdglich an die physiologische Aktivititsphase von
Nagetieren heranzureichen, mit Beginn der Dunkelphase ab 12:00 Uhr, wird fiir die tdgliche
Versuchsdurchfiihrung eine Zeitspanne von 8:00 bis 12:00 Uhr gewéhlt.

Wihrend der Hellphase schafft ein Radio zusédtzlich einen leisen Hintergrundgerdauschpegel,
wodurch sich die Tiere an menschliche Stimmen und sonstige Gerdusche gewdhnen konnen.
AuBer dieser fiir die Tiere ,,normalen‘ Gerduschkulisse herrscht wihrend eines Durchlaufs im

mHB-Test stets absolute Ruhe, um die Tiere nicht durch ungewohnte Gerdusche abzulenken.
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Beginn der Lernphase

Bereits am zweiten Tag nach der Operation (Tag 2) beginnt der erste Teil der Lernphase,
wihrend der die Ratten schrittweise lernen sollen, die Futterbelohnung bei ge6ffnetem, halb-
gedffnetem und schlieBlich geschlossenem, markiertem Deckel ohne und schlielich mit Fe-

der aus dem Loch herauszuholen (siehe Tabelle 3).

Am zweiten Tag (Tag 2) sind im ersten Durchlauf noch alle Locher mit Puffreis gefiillt und
ohne Federn weit gedffnet. Dagegen befindet sich im zweiten Durchlauf nur noch in fiinf ge-
Offneten und fiinf ginzlich geschlossenen Lochern Puffreis, die restlichen fiinf stehen offen
und leer. Im dritten und letzten Durchlauf an diesem Tag werden alle zehn gefiillten Locher

geschlossen, die restlichen fiinf bleiben auch diesmal offen und leer.

Der dritte Tag (Tag 3) umfasst vier Durchldufe, jeweils mit einer markierten und gefiillten
Lochkombination 2, 5 und 8 ohne Federn. Im ersten und zweiten Durchlauf sind alle iibrigen
Locher leer und geschlossen, wovon sich der dritte und vierte Durchgang nur durch die noch
zusitzlich eingezogenen Federn unterscheidet. Innerhalb dieser vier Durchldufe sollen die
Tiere lernen, die Futterbelohnung nicht mehr nur mit dem mHB, sondern speziell mit der
Markierung auf den Deckeln der gefiillten Locher zu assoziieren. Auflerdem konnen sie sich
erstmals an die Federn und den bisher noch unbekannten Widerstand beim Offnen eines

Lochs gewdhnen.

Zusammengefasst vermittelt diese schrittweise Einfiihrung der Tiere in den mHB-Test alle

essentiellen Grundlagen fiir die folgende aufzuzeichnende und auszuwertende Lernphase.

Aufzeichnung der Lernkurve

Die aufgezeichnete Lernkurve gliedert sich in zwei Abschnitte (siche Tabelle 3). In einem
ersten Zeitraum von sechs Tagen (Tag 4 bis Tag 9) finden jeden Tag drei Durchldufe im
mHB-Test statt. Die randomisierte Lochkombination bleibt innerhalb der drei Durchldufe
eines Tages fiir jedes Tier mit dem postoperativen Tag x konstant und wechselt mit jedem
neuen Tag. Nach einer viertidgigen Pause folgt abschlieend ein letzter Tag im mHB-Test
(Re-Test, RT) am postoperativen Tag 14 mit anschlieBender Euthanasie und Organentnahme

in tiefer Narkose.
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Tabelle 3: Postoperative Versuchsdurchfiihrung des mHB-Tests

Phase Beginn Lernphase Aufzeichnung der Lernphase 11,{: s-t
Postoperativer ) 3 4 5 6 7 8 9 14
Tag

Durchliufe 3 2 2 3

Sequenz keine | keine |2,5,8(2,5,8]4,12,13 | 3,10,12 | 1,2,15 | 4,6,9 | 9,12,13 [2,11,14
Markierung | ohne | ohne | mit mit

Federn ohne | ohne | mit mit

Fiir die Datenerfassung im mHB-Test steht ein selbst entwickeltes Computerprogramm zur

Verfligung, das vom Untersucher iiber eine gerduschlose Tastatur blind bedient werden muss,

weil dessen ganzes Augenmerk auf das Tier in der Versuchsarena gerichtet ist. Um die ein-

zelnen Durchgénge nachvollziehen zu konnen, findet eine zusétzliche Dokumentation mit

einer an der Querseite der Versucharena {iber ein Stativ befestigten Kamera statt (siche Abbil-

dung 21).

Videokamera

Computer-
programm

Utensilien
fur das
modifizierte
Hole Board

Tastatur

Homecage

Stuhl

Abbildung 21: Arbeitsplatz; mit Computer, Tastatur und Kamera iiber der Versuchsarena.
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Vor jedem Durchlauf ist es wichtig, die Versuchsarena von storenden Einstreuresten zu be-
freien, das mHB mit der je nach Versuchstag randomisierten, gefiillten und markierten Loch-

kombination entsprechend vorzubereiten und mittig in die Versuchsarena zu legen.

Wihrend der Aufzeichnung befindet sich der Tierkéfig direkt neben dem am Computertisch
sitzenden Untersucher. Dabei ruht dessen eine Hand auf der Tastatur und die andere hebt das
jeweilige Versuchstier vorsichtig durch Griff unter Brust und Bauch aus dem Tierabteil, iiber
die Trennwand hinweg, um es in der rechten Ecke der Versuchsarena, vom Tierabteil aus be-
trachtet, wieder abzulassen. Gleichzeitig startet das Programm durch Druck des entsprechen-

den Tastenbefehls.

3.2.5.6 Qualititen des modifizierten Hole-Board-Tests

Jeder Tastenbefehl codiert ein bestimmtes mit dem mHB-Test erfassbares Verhalten. Die da-
durch gewonnene Information speichert das Programm automatisch zeitkorreliert in einer
Textdatei und berechnet gleichzeitig noch einige Parameter fiir die weitere Auswertung in

einer Exceltabelle.

Die wihrend eines Durchlaufes gemessenen Parameter konnen abschlieBend den entspre-
chenden Verhaltensdimensionen (Verhaltensparameter) bzw. Gedichtnissystemen (kognitive

Parameter) zugeteilt werden (OHL et al., 2001a; OHL et al., 2001b).

Auch die mHB-Parameter sind analog zur neurologischen Untersuchung nach einem Punkte-
schema bewertet, wobei 0 Punkte einer optimalen Leistung entsprechen. Die jeweilige Punk-

teverteilung ist den folgenden Tabellen 4 und 5 zu entnehmen.

Kognitive Parameter

Kognitive Parameter im modifizierten mHB-Test konnen Aufschluss geben iiber die Lernleis-
tung, die Funktion des deklarativen Gedéichtnisses (Hippokampus) und iiber die Leistungsfa-
higkeit des Arbeitsgedédchtnisses (Prafrontaler Kortex). Der Lernleistung wird im mHB-Test
der kognitive Parameter fiir die Gesamtzeit des Durchlaufes (Time Complete, TC) zugerech-
net. Als Indikatoren des deklarativen Gedéchtnisses gelten folgende kognitve Parameter: An-
zahl falsch besuchter Locher (Wrong Choices) und Anzahl nicht besuchter Locher (Omission
Errors). Die Leistung des Arbeitsgeddchtnisses wird mit der Anzahl wiederholt besuchter Lo-
cher (Repeated Choices) ermittelt.
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Tabelle 4: Bewertungsschema der kognitiven Funktion im mHB-Test

Grad der Beeintriachtigung Punkte Normal

Kategorie
0 1 2 3 4 5 6

Lernleistung:

Gesamtzeit 200-  400-  600-  800-  1000-
des <200 3995 5995 7995 9995 11995 ~2000s  0-6 0-1

Durchlaufes

Deklaratives
Gedichtnis:
falsch 0 1 2 3 4 5 >5 0-6 0-1

besuchte
Locher

nicht
besuchte 0 1 2 3 4 5 >3 0-6 0

Locher

Arbeits-

gedichtnis:

wiederholt 0 1 2 3 4 5 >5 0-6 0-1
besuchte

Locher
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Verhaltensparameter

Anhand von Verhaltensparametern konnen im mHB-Test verschiedene Verhaltensdimensio-
nen unterschieden werden: Angstverhalten, Angst und Allgemeinbefinden, soziale Affinitét,
gerichtete und ungerichtete Exploration sowie Erregung und Lokomotion. Als Indikatoren fiir
Angstverhalten gelten folgende Verhaltensparameter: auf dem mHB verbrachte Gesamtzeit
(Time on Board), Latenz bis zum ersten mHB-Besuch (Latency First Entry on Board) und
Anzahl der mHB-Besuche (Number of Board Entries). Aussagen iiber Angst und Allgemein-
befinden lassen sich anhand des Verhaltensparameters Gesamtzeit der Immobilitdtsphasen
treffen. Die soziale Affinitit kann mit der Kontaktaufnahme mit der Gruppe (Group Contact)
bestimmt werden. Wéhrend Latenz bis zum ersten Lochbesuch (Latency First Hole Visit) und
Anzahl besuchter Locher (Number of Holes Visited) als Verhaltensparameter der gerichteten
Exploration gelten, vermittelt die Anzahl Aufrichten auf die Hinterbeine (Rearings) die unge-
richtete Exploration. Als Mal3 der Erregung werden die Verhaltensparameter Anzahl an Kot-
billchen (Boli) und Gesamtzeit der Putzphasen (Grooming) bestimmt. Die Bewegungsaktivi-

tit ermittelt man im mHB-Test mit der Anzahl an Lininiibertritten (Line Crossings).
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Tabelle 5: Bewertungsschema des Verhaltens im mHB-Test

Kategorie

Grad der Beeintriachtigung

2

3

4

Punkte Normal

Angst-
verhalten:
Gesamtzeit
auf dem mHB

Erster
mHB-Besuch

Anzahl mHB-
Besuche

Angst und
Allgemein-
befinden:
Immobilitdt

Soziale
Affinitit:
Kontakt mit
der Gruppe

Gerichtete
Exploration:
Erster
Lochbesuch

Besuchte
Locher

Ungerichtete
Exploration:
Aufrichten
auf die
Hinterbeine

Erregung:
Kotbdllchen

Putzphasen

Lokomotion:
Linien-
tibertritte

>15%

<10s

>1

<5%

<4

<30s

>2

<3

keine

<2

<3

6-15%

>10s

keine

5-10%

4-6

>30s

<2

3-5

>1

2-3

<6%

10-
30%

6-8

5-10

>30%

>8

>10

>4

>5

0-2 0

0-1 0

0-1 0

0-3 0

0-3 0

0-1 0

0-1 0

0-3 0

0-1 0
0-3 0
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3.2.6 Entnahme und Untersuchung des Gehirns

Nach Abschluss der kognitiven Verhaltensuntersuchung am postoperativen Tag 14 werden
die Tiere mit 5,0 Vol% Isofluran anisthesiert und einer /n-situ-Hirnfixierung unterzogen. Da-
zu werden 20 ml Natriumchloridlosung (0,9 %, DeltaSelect GmbH, Pfullingen), gefolgt von
20 ml Paraformaldehydlosung (4 %, hausinterne Apotheke) intrakardial appliziert. Das Ge-
hirn wird in foto entnommen und in Paraformaldehydlosung (4 %) fixiert. Zur histologischen
Untersuchung wird das gesamte Gehirn in 2 mm dicke Blocke transversal zur rostrokaudalen
Achse geschnitten und in Paraffin eingebettet. Von jedem Block fertigt man Schnitte (10 pm)
mit dem Mikrotom (HM 355, Microm International GmbH, Walldorf) an und zieht sie auf
Objekttrager (SuperFrost®Plus, Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig) auf. Anschliefend

werden die Schnitte einer H & E-Féarbung unterzogen, um den Zellschaden zu bestimmen.

Fiir die H & E-Féarbung werden die Paraffinschnitte zuerst nacheinander in vier Kiivetten ins-
gesamt 50 min in Roti-Histol entparaffinisiert. AnschlieBend hydriert man sie schrittweise mit
einer absteigenden Alkoholreihe, wofiir die Schnitte je 3 min in 100 %, 96 % und 70 % Etha-
nol (Merck KGaA, Darmstadt) getaucht werden. Danach farbt man die Schnitte 3 min lang
mit saurem Haemalaun nach Mayer (hausinterne Apotheke) und {iberspiilt sie anschlieBend
vorsichtig zweimal fiir 5 min mit Leitungswasser. Es folgt eine zweite Férbung fiir 40 Sekun-
den in Eosin (wissrige Eosin-Dinatrium Losung, hausinterne Apotheke), darauf ein weiterer
Waschvorgang mit destilliertem Wasser. Um die Schnitte wieder zu dehydrieren werden sie
nun einer aufsteigenden Alkoholreihe unterzogen und fiir je 30 Sekunden in 70 % und 96%
Ethanol und 1 min in 100 % Ethanol verbracht. AbschlieBend taucht man die Schnitte 2 min
in Roti-Histol (Roth, Karlsruhe) und deckt sie mit Roti-Histokitt (Roth Carl GmbH & Co.,
Karlsruhe) ein. Nachdem die Schnitte getrocknet sind, werden sie bis zur endgiiltigen Aus-

wertung in Objekttragerkésten bei Raumluft gelagert.

Ein gegeniiber den verschiedenen Versuchsgruppen geblindeter Untersucher bewertet die
Schnitte anhand eines unten aufgefiihrten Punkteschemas. Um den neuronalen Zellschaden zu
bestimmen, werden fiinf Gehirnregionen ausgewéhlt: Hippokampus, Frontaler Kortex (moto-
risches Gebiet), Zerebellum, Zingulum (posteriorer Anteil) und Striatum (Nukleus Kaudatus
und Putamen). Von jeder Region werden fiinf hoch vergroferte (x 400) Felder untersucht und
nach folgendem Schema (modifiziert nach BOGDANSKI et al. 2000) bewertet: 0 = weniger
als fiinf geschéddigte Neurone, 1 = fiinf bis 10 geschiddigte Neurone, 2 = mehr als 10 geschi-
digte Neurone und 3 = Infarkt.
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Vitale und geschédigte Neuronen farben sich in der H & E-Féarbung unterschiedlich an und
konnen so differenziert werden. Wéhrend vitale Neurone durch basophiles Zytoplasma mit
basophilem Zellkern und deutlich sichtbarem Nukleolus gekennzeichnet sind, stellen sich
geschidigte Neurone entweder eosinophil dar oder als sogenannte dunkle Neurone (,,dark
neurons®) mit hochgradig basophilem Zytoplasma und pyknotischem oder karyorhektischem

Zellkern ohne erkennbaren Nukleolus.

3.2.7 Statistische Bewertung der Befunde

Die physiologischen Variablen werden mit hierarchisch gegliederten, allgemeinen, linearen
Modellen untersucht. Um die wiederholten Messungen in den insgesamt sechs Gruppen mit-
einander vergleichen zu konnen, wird eine zwei Wege Anova durchgefiihrt. Als Variablen
zwischen den Gruppen dienen Verdnderungen iiber den Versuchszeitraum und die Dauer des
tief hypothermen Kreislaufstillstandes (Zeit®). Hat eine dieser unabhéngigen Variablen einen
signifikanten Einfluss auf die entsprechenden Variablen, wird post hoc zundchst mit einer
faktoriellen Anova zu jedem Zeitpunkt nach signifikanten Unterschieden gesucht und an-
schlieBend mit Bonferoni-Tests die sechs Gruppen zu den jeweiligen Zeitpunkten auf Unter-
schiede untersucht. Da man davon ausgeht, dass Verdanderungen im operativen Verlauf ent-
stehen konnen und sich vor Ende des Aufwachens wieder normalisiert haben, werden die
Versuchszeitpunkte quadratisch eingeschlossen, und nur signifikante Veranderungen in die-
sem quadratischen Versuchsverlauf betrachtet. Es wird keine weitere post hoc Analyse durch-

gefiihrt.

Das Uberleben, die neurologische Funktion, das Denkvermdgen (Kognition) und das Verhal-
ten werden mit der Dauer des tief hypothermen Kreislaufstillstandes mit logistischen Regres-
sionsanalysen korreliert. Als ,,liberlebt* werden solche Tiere gewertet, die am 14. postoperati-
ven Tag noch leben. Kein Defizit in den neurologischen, kognitiven und verhaltensbeschrei-
benden Doménen liegt vor, wenn keine der verschiedenen Variablen der jeweiligen Doméne
pathologisch ist. Als ,,pathologisch* werden die jeweiligen Variablen eingestuft, wenn der
individuelle Wert am letzten Testtag (12. bzw. 14. postoperativer Tag, Wiederholungstest =
Re-Test, RT) auBlerhalb des in diesem Labor als ,,normal* definierten Bereiches liegt. Diese
»Normalbereiche* wurden aus vorliegenden 500 Werten von Kontrolltieren zuvor berechnet

(Mittelwert + 2 Standardabweichungen).
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Die histologische Gesamtpunktezahl ergibt sich aus dem bereits beschriebenen Schema der
histologischen Auswertung (siehe 3.2.6). 10 Gehirnareale (Hippokampus, motorischer Kortex,
Zerebellum, Zingulum und Striatum jeder Gehirnhélfte) mit jeweils 5 beurteilten Feldern
(,,High power fields*) und einer Punktezahl von 0 bis 3 ergeben eine Gesamtpunktezahl von 0
bis 150. Dabei werden Werte als ,,pathologisch* eingestuft, wenn der individuelle Wert am
14. postoperativen Tag auBlerhalb des in diesem Labor als ,,normal* definierten Bereiches
liegt. Diese ,,Normalbereiche* werden aus parallel untersuchten Werten von sechs gesunden,
unbehandelten Kontrolltieren zuvor berechnet. Dabei gilt ein Wert als ,,normal®, wenn er in-
nerhalb des 95 % Konfidenzintervalls liegt. Ein Wert auBlerhalb dieses Intervalls wird als ,,pa-

thologisch* angesehen, flir unser Labor entspricht dies einem Wert von >12.

Um histologische Verdnderungen mit zentralnervésen Verdnderungen korrelieren zu konnen,
werden die zwei Gesamtpunktesysteme mit Hilfe der Spearman-rank-Korrelation miteinander
verglichen. Die histologische Gesamtpunktezahl erhélt man wie oben beschrieben. Die zent-
ralnervose Gesamtpunktezahl ergibt sich aus der Summe der einzelnen Punktezahlen fiir Sen-
sibilitit (siche Tabelle 1), Motorik (sieche Tabelle 2), Kognition (sieche Tabelle 4) und Verhal-
ten (sieche Tabelle 5). Sie kann Werte von 0 bis 85 erreichen, wobei Werte > 4 als ,,patholo-

gisch* angesehen werden.
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33 Ergebnisse

Drei Tiere werden aus folgenden Griinden von der weiteren Datenanalyse ausgeschlossen: Ein
Tier in der Gruppe mit 45 min tief hypothermer Kreislaufstillstandzeit (DHCA-Zeit) muss
wegen insuffizientem vendsen Riickfluss bzw. je ein Tier in der Gruppe mit 60 und 75 min
DHCA muss wegen Blutung an der Schwanzarterie wahrend der Extrakorporalen Zirkulation

(EKZ) ersetzt werden.

Alle Ergebnisse sind zunéchst in tabellarischer Form nach dem Zeitverlauf fiir die unter-
schiedlichen Versuchsgruppen aufgefiihrt. Exemplarisch sollen einige der spéter diskutierten
Ergebnisse herausgegriffen und nach Gruppen getrennt im Zeitverlauf grafisch dargestellt
werden. Dariiber hinaus werden am 12. bzw. 14. postoperativen Tag (Wiederholungstest =
Re-Test, RT) Dosis-Wirkungsbeziehungen zwischen steigenden tief hypothermen Kreislauf-
stillstandzeiten (DHCA-Zeiten) und Uberleben, neurologischen und kognitiven Verhaltenspa-
rametern erstellt. Die errechnete zentralnervose Gesamtfunktion wird abschlieBend mit den

histologischen Befunden korreliert (sieche 3.2.7).

3.3.1 Physiologische Parameter der operativen Phase

Wihrend der operativen Phase werden physiologische Parameter (perikranielle Temperatur,
MAP, Blutglucose, BE, pH-Wert, Standardbicarbonat, PaO,, PaCO, und Hiamoglobin) regel-
miBig kontrolliert und zu bestimmten Messzeitpunkten dokumentiert (siche Tabelle 6). Die

daraus errechneten Mittelwerte und Standardfehler sind in folgender Tabelle aufgefiihrt.
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Tabelle 6: Physiologische Parameter wiihrend der operativen Phase von sechs Gruppen mit
steigenden tief hypothermen Kreislaufstillstandzeiten (min DHCA).

IZ)(StCA- pra-EKZ pra-DHCA post-DHCA EKZ-Ende post-EKZ (1h) I%gt(zj/i

Omin 35.8+0.3 13.9+£0.7 19.1+1.1 35.8+0.1 36.7£0.2
Perikranielle 45 min 36.0+0.4 14.9+0.3 19.5+0.8 35.9+0.2 36.4+0.3
Temperatur 60 min 35.9+0.7 13.9+1.2 189+29 35.4+0.6 36.4+0.3 p <0.02
(°O) 75min 35.1+04 155+09 21.2+0.9 35.8+0.0 36.6+£0.2

90 min 35.2+0.3 143+0.5 23.1£0.3 35.840.2 36.7+0.2

105 min 36.5+0.4 16.2+0.3 21.5+1.0 36.1+0.2 38.4+0.8*

0 min 84+2 35+3 3242 78 +4
Mittlerer 45min  79+4 32+1 5348 77+6
arterieller 60min  81+4 38+4 45+10 1) 78+10 5 <0.03
Blutdruck 75min  84+5 34+2 45+4 81+4
(mmHg) 90 min  89+3 33+2 4544 86+6

105 min 87+3 37+2 7197 7142

Omin 125423 143+25 187+38 289+51  208+34
Glucose 45 min 12615 139+12 199+28 237+50  158+18
Konzentration 60 min 140+34 143+45 252439 315473  190+66 p<0.01
(mg/dl) 75min 135+16 129+7 226+17 307432 181+23

90 min 124+10 138+8 284124 344+£19 141=x18

105 min 103+7  160+9 291448 291433 77+101”

0 min 1.8+£0.4 -0.3+0.5 0.1+0.8

45min  1.1+0.5 -0.6£0.8 -4.7£0.8
BE 60 min 09+0.9 -0.8+1.5 -4.2+44.2 3) p<0.01
(mmol/l) 75min  1.6+0.7 04+0.5 -6.5+1.7F

90O min 19+04 09+06 -79+1.2¢%

105min 0.4+0.7 -2.6£1.0 -11+1.0F

Omin 7,49+0,0 7,40£0,0 7,47+0,0

45min 7,46+0,0 7,39+0,0  7,38+0,0
pH-Wert 60 min 7,46+0,0 7,41+£0,0 7,39+0,1 3) n.a

75 min 7,47+0,0 7,43£0,0 7,35+0,0

90 min 7,45+0,0 7,44+0,0 7,33+0,0

105 min 7,48+0,0 7,37+£0,0  7,37+0,1

Omin 25,0+0,6 29,004  27,9+0,7

45 min 24,8+0,7 29,1+0,8  23,9+0,8
Standard- 60 min 25,0+1,5 28,7+1,6 24,5+3,6
bicarbonat 75 min 25,6+0,6 29,7£0,5 22,1+1,5F 3) p <001
(mmol/1) 90 min 26,6+0,3 29,9+0,8 21,1+1,17 '

105 min 23,6 £0,6 27,2+1,2  20,5+2,3%
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Omin 215+20 499+18 426+23 338+25 189+32

45min 161+£14 486=+16 401422 357+15 188+26
PaO, 60 min 194+42 512+62 453451 329442 157+41 n.s.
(mmHg) 75min  171+20 496+35 429428 345422 171+15

90 min 192+17 463+37 407420 346+22 215+34

105 min 237+32 462+27 423+17 398+27 11249

0 min 33+2 37+2 32+1 37+1 34+1

45min  35+1 37+1 33+2 34+1 3842
PaCO, 60 min 36+4 35+4 3343 38+2 3745 ns.
(mmHg) 75 min 3541 361 3343 33+1 35+1

90 min  39+1 34+2 33+2 35+1 35+1

105 min  33+1 35+1 29+4 37+2 30+1

Omin 144+02 7,5+0,1  7,5%0,1 8,040,2 11,1£0,2

45min 14,7403 7,7+0,3  7.2+0,4 8,0+0,3 10,9404
Himoglobin 60 min 15,1+£0,3 7,9+0,8  7,4+0,8 8,0+1,2 102407 ¢
(g/dl) 75min 14,7+04 7,6£0,3  7,0£0,3 84402 10,5+0,5

90 min 15,2402 7,5+0,2  7,1+0,1 7,7+0,3  10,5+0,5

105 min 142404 72+04  6,9+04 78404 11,7403

Messzeitpunkte der Variablen zu fiinf verschiedenen Zeitpunkten: vor Extrakorporaler Zirku-
lation (prd-EKZ), vor tief hypothermem Kreislaufstillstand (prd-DHCA), 5 min nach dem
Wiederanschluss an die EKZ (post-DHCA), 5 min vor Abgang von der EKZ (EKZ-Ende), und
1h nach EKZ (post-EKZ(1h)). Einige Werte werden kontrolliert und zu bestimmten Zeiten in
definierten Bereichen gehalten. Deshalb sind sie hier nicht aufgefiihrt und auch nicht statis-
tisch analysiert:

(1) Der Mittlere arterielle Druck (MAP) wird kontrolliert und mit Norepinephrin Infusion
tiber 50 mmHg gehalten. Dabei betragen mittlere Infusionsraten 2 + 1 ug/kg/min (0 min
DHCA), 2 +1 ug /kg/min (45 min DHCA), 3 + 2 ug/kg/min (60 min DHCA), 3 + 1 ug/kg/min
(75 min DHCA), 6 #+ 1 ug/kg/min (90 min DHCA), und 16 +4 ug/kg/min (105 min DHCA)*;
(2) Die Serum Glucose Konzentration wird kontrolliert und iiber 60 mg/dl gehalten. Die Glu-
cose Infusion betrdgt dabei 100 £ 58 mg/Ratte (105 min DHCA)*;

(3) Der Baseniiberschuss (BE), der pH-Wert und die Standardbicarbonat Konzentration wer-
den kontrolliert und mit Natriumbikarbonat (NaHCQ3) in physiologischen Grenzen gehalten.
Die Gesamtmenge an verbrauchtem NaHCOj3 betrdgt dabei 0 + 0 mmol/l (Omin DHCA), 28 +
8 mmol/l (45 min DHCA) T, 53 29 mmol/l (60min DHCA)?, 80 # 12 mmol/l (75 min
DHCA)T, 99 3 mmol/l (90 min DHCA) T, und 265 +21 mmol/l (105 min DHCA)*.

Die entsprechenden p-Werte (n.s.: nicht signifikant) weisen auf statistisch signifikante Verdn-
derungen wihrend einem Beobachtungsintervall hin. Diese umfassen Verdnderungen zwi-
schen den Gruppen bezogen auf den Zeitverlauf (Zeit’ x DHCA). Wenn Zeit’ x DHCA und
DHCA signifikant ist (p < 0,05), werden posthoc Werte zwischen den Gruppen zu bestimmten
Zeiten verglichen (* p < 0,05 verglichen mit 0, 45, 60, 75, und 90 min; 1 p < 0.05 verglichen
mit 0 min). Der pH-Wert wird nicht in eine lineare Funktion transformiert und deshalb nicht
analysiert (n.a.). Alle Daten liegen als Mittelwerte (MW) und Standardfehler (+ SEM) vor.
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Die perikranielle Temperatur weist innerhalb jeder der sechs Gruppen einen signifikanten
Verlauf auf. Zwischen den Gruppen sind die Werte eine Stunde nach Abgang von der EKZ
(post-EKZ (1h)) in der Gruppe mit 105 min DHCA im Vergleich zu den Gruppen mit 0, 45,
60, 75 und 90 min signifikant erhdht (siehe Tabelle 6).

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) ist in der Gruppe mit 105 min DHCA zu Beginn
der Wiedererwarmung (post-DHCA) verglichen mit den Werten der Gruppe mit 0 min DHCA
signifikant erh6ht. Eine Stunde nach Abgang von der EKZ (post-EKZ (1h)) sind in allen
Gruppen die Ausgangswerte (pra-EKZ) fast wieder erreicht (siche Tabelle 6).

Die Blutglucose-Konzentration steigt in allen Gruppen wéhrend des tief hypothermen Kreis-
laufstillstandes bis zum Ende der Wiedererwarmung (EKZ-Ende). Eine Stunde nach EKZ
(post-EKZ (1h)) sinken sie auf Werte, die in den Gruppen mit 0, 45, 60, 75 und 90 min
DHCA noch iiber und in der Gruppe mit 105 min DHCA unter ihrem Ausgangsniveau liegen,

obwohl die Tiere dieser Gruppe zusitzlich Glucose appliziert bekommen (siche Tabelle 6).

Der Baseniiberschuss (BE) bleibt in der Gruppe mit 0 min DHCA weitgehend konstant, sinkt
dagegen in den Gruppen mit 60, 75, 90 und 105 min DHCA bis zum Beginn der Wiederer-
wiarmung (post-DHCA). Zu diesem Messzeitpunkt unterscheiden sich die Werte der Gruppe
mit 75, 90 und 105 min DHCA signifikant gegeniiber der Gruppe mit 0 min. Ab diesem Zeit-
punkt werden die Werte reguliert, weshalb auch keine Verdnderungen innerhalb der Gruppen,

bezogen auf den weiteren Zeitverlauf, analysiert werden (siehe Tabelle 6).

Die pH-Werte bleiben in allen Gruppen bis zum Ende der Abkiihlungsphase (pri-DHCA) in
Bereichen zwischen 7,37 bis 7,49. Zum Beginn der Wiedererwdrmung (post-DHCA) sinken
die Werte in den Gruppen mit 75, 90 und 105 min DHCA jedoch bis auf ein niedriges Niveau
von 7,33 bis 7,37. Im weiteren Verlauf werden die Werte reguliert, weshalb keine weiteren

Verdnderungen analysiert werden (siehe Tabelle 6).

Die Mittelwerte des Standardbicarbonats steigen in allen sechs Gruppen bis zum Ende der
Abkiihlungsphase (pra-DHCA) auf ihr hochstes Niveau, sinken dann bis zum Beginn der
Wiedererwérmung (post-DHCA) in der Gruppe mit 0 min DHCA geringradig, in den Grup-
pen mit 45 und 60 min DHCA mittelgradig und in den Gruppen mit 75, 90 und 105 min
DHCA hochgradig unter ihr Ausgangsniveau. Zu diesem Messzeitpunkt unterscheiden sich
die Werte der Gruppe mit 75, 90 und 105 min DHCA signifikant im Vergleich zu der Gruppe
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mit 0 min. Da ab diesem Zeitpunkt Natriumhydrogencarbonat substituiert wird, sind keine

weiteren Verdanderungen analysiert (siche Tabelle 6).

Der arterielle Sauerstoffpartialdruck (PaQO,) steigt bis zum Ende der Abkiihlungsphase
(pra-DHCA) in allen Gruppen an, und néhert sich bis eine Stunde nach EKZ (post-EKZ (1h))
wieder den jeweiligen Ausgangswerten (pra-EKZ) der verschiedenen sechs Gruppen. Es be-

stehen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (sieche Tabelle 6).

Der arterielle Kohlenstoffdioxidpartialdruck (PaCO,) liegt bis zum Ende der Abkiihlungs-
phase (pra-DHCA) in Bereichen zwischen 33 und 39 mmHg. Zu Beginn der Wiedererwér-
mung (post-DHCA) sinken die Werte in den Gruppen mit 0, 45, 60, 75 und 90 min DHCA auf
die untere Grenze der Ausgangswerte, wiahrend die Werte der Gruppe mit 105 min DHCA
darunter sinken. Zum Ende der Wiedererwidrmung (EKZ-Ende) steigt der PaCO, in allen
Gruppen wieder auf Ausgangsniveau. Wihrend die Gruppen mit 0, 45, 60, 75 und 90 min
DHCA dieses Niveau bis eine Stunde nach EKZ (post-EKZ (1h)) beibehalten, sinken die
Werte der Gruppe mit 105 min DHCA wieder in Bereiche zu Beginn der Wiedererwdrmung
(post-DHCA). Diese Unterschiede zwischen den Gruppen sind jedoch nicht signifikant (siche
Tabelle 6).

Die Himoglobin Konzentration fillt vom Ausgangswert (pra-EKZ) in allen vier Gruppen
auf ca. die Hilfte des Wertes bis zum Ende der Abkiihlungsphase (pra-DHCA) und steigt erst
wieder eine Stunde nach EKZ (post-EKZ (1h)). Die Gruppen unterschieden sich jedoch nicht
signifikant (siehe Tabelle 6).

3.3.2 Uberleben

Die folgende Abbildung 22 illustriert die Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen steigenden
DHCA-Zeiten und der Uberlebensrate in dieser Studie.

50 % der Tiere iliberleben 14 postoperative Tage nach einer DHCA-Zeit von 83 min. Mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 95 % liegt diese Zeit zwischen 71 und 99 min DHCA (95 % Konfi-

denzintervall).
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Abbildung 22: Illustration der Dosis-Wirkungsbeziehung (MW + 95 % KI) von tief hypo-
thermer Kreislaufstillstandzeit (DHCA-Zeit (min)) und Uberleben nach steigenden DHCA-
Zeiten (Uberleben nach 14 postoperativen Tagen (%)).

Dunkle Linie: MW = Mittelwert, helle Linien: KI = Konfidenzintervall

Alle vier Tiere, die 105 min lang einem tief hypothermen Kreislaufstillstand unterzogen wer-
den, zeigen noch intraoperativ Zeichen des Hirntodes (fixe lichtstarre Pupillen und keine Re-
aktion auf Schmerzreize). Dagegen tiberleben alle Tiere der anderen Gruppen mit steigenden
tief hypothermen Kreislaufstillstandzeiten (DHCA-Zeiten) initial. In der Gruppe mit 90 min
DHCA miissen zwei Tiere innerhalb der ersten sechs postoperativen Stunden wegen hochgra-
diger zentralnervoser Schidigungen (Parese der HintergliedmaBBen und hochgradige Hyper-
ventilation) und ein weiteres Tier am ersten postoperativen Tag wegen gastrointestinaler
Schidigung (keine Defdkation) euthanasiert werden. Obwohl drei von sechs Tieren der Grup-
pe mit 75 min DHCA die ersten postoperativen Stunden iiberleben, miissen sie wegen einset-
zender gastrointestinaler Parese (mangelnde Defdkation und gebldhtes Abdomen) am ersten,
zweiten bzw. vierten postoperativen Tag euthanasiert werden. Die jeweils verbleibenden drei
Tiere der Gruppen mit 75 und 90 min DHCA und alle Tiere der Gruppen mit 0, 45 und 60
min DHCA iiberleben bis zum Ende der Versuchsperiode (postoperativer Tag 14).
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3.33 Neurologische Parameter

In die Ergebnisse der postoperativ fortgefiihrten neurologischen (siehe 3.2.4) und kognitiven
Verhaltensuntersuchung (siehe 3.2.5) werden alle 24 iiberlebenden Tiere eingeschlossen. Um
die Ergebnisse statistisch aussagekréftig analysieren zu kdnnen, werden die einbezogenen
Tiere aus den Gruppen mit 75 und 90 min DHCA zu einer gemeinsamen Gruppe mit > 60 min

DHCA zusammengefasst. Daraus ergibt sich folgende Gruppeneinteilung.

Tabelle 7: Gruppeneinteilung: Gruppeneinteilung und Bezeichnung der Versuchstiere
wihrend der postoperativ fortgefiihrten Verhaltensuntersuchung

Gruppenbezeichnung
0 min DHCA (n=106)
45 min DHCA (n=06)
60 min DHCA (n=16)
>60 min DHCA (n = 6) zusammengefasst aus 75 und 90 min DHCA (je n = 3)

Korpergewicht der Tiere

Die Tiere werden wéhrend der operativen Phase zufillig einer Gruppe mit steigenden tief
hypothermen Kreislaufstillstandzeiten zugeteilt. Mittelwerte (MW) und Standardabweichun-
gen (£SD) des Korpergewichtes der einzelnen Gruppen sind in folgender Tabelle im Zeitver-

lauf dargestellt.
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Tabelle 8: Korpergewicht von vier Gruppen

0 min 45 min 60 min )
Tag DHCA DHCA pHCA 00 min DHCA
Gewicht -1 361 + 14 350 + 34 350 + 19 344 + 10
1 348 + 10 343 + 34 336 + 15 336 + 13
2 352 + 12 337 + 33 326 + 19 320 + 20
3 358 + 12 342 + 33 330 + 22 317 £ 19
4 363 + 13 345 + 33 332 + 21 322 + 18
5 367 + 12 349 + 34 336 + 23 323 + 19
6 372 + 14 355 + 35 341 + 24 331 £+ 20
7 376 + 14 359 + 36 345 + 24 333 + 21
8 382 + 14 364 + 38 350 + 23 338 + 20
9 387 + 14 370 + 40 354 + 24 346 + 19
12 402 + 16 382 + 43 371 + 25 367 + 21
14 410 + 18 392 + 44 380 + 24 379 + 20

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) des Korpergewichts (g) der Tiere zu defi-
nierten postoperativen Tagen aller vier Gruppen (je n = 6) mit steigenden tief hypothermen
Kreislaufstillstandzeiten (min DHCA).

Das Korpergewicht der Tiere sinkt in allen vier Gruppen nach der operativen Phase (postope-
rativer Tag 1) unter den Ausgangswert (praoperativer Tag —1), unterscheidet sich aber nicht
signifikant zwischen den Gruppen. Wihrend die Werte der Gruppe mit 0 min DHCA ab die-
sem Zeitpunkt bis zum Ende der aufgezeichneten Lernphase im mHB-Test (postoperativer
Tag 9) kontinuierlich ansteigen, fallen sie in den Gruppen mit 45 und 60 min DHCA bis zum
zweiten und in der Gruppe mit > 60 min DHCA bis zum dritten postoperativen Tag. Erst ab
dem Beginn der aufgezeichneten Lernphase (postoperativer Tag 4) bis zu derem Ende (post-
operativer Tag 9) steigen die Werte aller Gruppen annéhernd linear und parallel. Dabei weist
die Gruppe mit 0 min DHCA durchgehend tendenziell die hochsten Werte auf, in regelméfi-
gen Abstinden gefolgt von den anderen Gruppen mit steigenden tief hypothermen Kreislauf-
stillstandzeiten. Zum Zeitpunkt des Wiederholungstests (postoperativer Tag 14) haben alle
Tiere der vier Gruppen wieder anndhernd das gleiche Korpergewicht erreicht (siehe Abbil-

dung 23).
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Abbildung 23: Vergleichende grafische Darstellung (MWASEM) des Korpergewichts (Ge-
wicht (g)) zu definierten postoperativen Tagen aller vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler

Sensorik (Sehen, Horen, Vibrissenreaktion, Propriozeption und Bewusstsein)

Die sensorischen Funktionen sind bei keinem der iiberlebenden Tiere am postoperativen Tag

12 beeintrichtigt.

Gleichgewicht im Balkentest (Beam-Walking- und Beam-Balance-Test)

Muskelkraft und Gleichgewicht werden in der neurologischen Untersuchung mit sensorisch-
motorischen Tests untersucht, wobei die Tiere iiber Balken gehen (Beam-Walking-Test) und
auf schméleren Balken balancieren (Beam-Balance-Test). Aus den erbrachten Leistungen in
beiden Tests errechnete Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (£SD) sind in folgen-
der Tabelle dargestellt.
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Tabelle 9: Neurologische Parameter fiir Gleichgewicht im Balkentest: Beam-Walking- und
Beam-Balance-Test

0 min 45 min 60 min

Tag  phca DHCA DHCA > 60 min DHCA
Beam- 2100 £ 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 03 + 04
Walking- 1 08 + 0.8 1,0 £ 0,9 256 + 4.5 41,8 + 183
Test 2 03 + 04 03 + 0,6 172 + 232 341 + 22.5
304+ 06 0,0 + 0,0 93 + 183 33,8 + 22,9
12 06 + 06 03 + 04 1,6 + 1,7 153 + 17,3
Beam- 159 + 1 60 + 1 60 + 0 58 + 4
Balance- 1 55 + 11 59 + 2 46 + 19 13 + 21
Test 2 59 +3 58 + 5 78 + 19 20 + 23
360 £ 0 56 + 9 53 + 16 37 + 21
12 56+ 9 60 + 0 58 + 4 45 + 17

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) der neurologischen Parameter fiir Gleich-
gewicht im Balkentest: Beam-Walking-Test (Fehltritte pro Distanz (Anzahl pro m)) und
Beam-Balance-Test (Balancezeit (s)) zu definierten postoperativen Tagen aller vier Gruppen

(e n = 6).

Die Balancezeit beim Beam-Balance-Test ist initial (prdoperativer Tag —1) in allen vier Grup-
pen gleich. Wahrend die Mittelwerte in den Gruppen mit 0 und 45 min DHCA bis zum Ende
der Testphase (postoperativer Tag 3) anndhernd gleich bleiben, sinken sie in den Gruppen mit
60 und > 60 min DHCA am ersten postoperativen Tag und steigen bis zum Ende der Testpha-
se wieder. Dabei erreicht die Gruppe mit > 60 min DHCA wiéhrend der ersten drei postopera-
tiven Tage sehr niedrige Werte und bleibt am postoperativen Tag 12 immer noch hinter den

anderen drei Gruppen zuriick (siche Abbildung 24).
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Gleichgewicht im Beam-Balance-Test
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Abbildung 24: Vergleichende grafische Darstellung (MW+SEM) der Balancezeit (s) beim
Beam-Balance-Test zu definierten postoperativen Tagen aller vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler

Die Mittelwerte der Fehltritte pro Distanz beim Beam-Walking-Test sind in allen Gruppen
initial (prdoperativer Tag —1) im Normbereich. In den Gruppen mit 0 und 45 min DHCA blei-
ben die Werte bis zum Ende der Testphase (postoperativer Tag 3) auf diesem niedrigen Ni-
veau. Dagegen erreichen die Werte der Gruppen mit 60 und > 60 min DHCA am ersten post-
operativen Tag ihr relatives Maximum und sinken bis zum Ende der Testphase (postoperati-
ver Tag 3) wieder ab. Wéhrend die Gruppe mit 60 min DHCA am postoperativen Tag 12 wie-
der ihr Ausgangsniveau erreicht, zeigen die Tiere der Gruppe mit > 60 min DHCA immer

noch pathologische Werte (siche Abbildung 25).
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Gleichgewicht im Beam-Walking-Test
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Abbildung 25: Vergleichende grafische Darstellung (MW+SEM) der Fehltritte pro Distang
(Anzahl pro m) beim Beam-Walking-Test zu definierten postoperativen Tagen aller vier
Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler

Greif- und Haltevermogen (Greif-Zug- und Drahtgitter-Test)

Das Greif- und Haltevermogen von beiden VordergliedmaBen (Greif-Zug-Test) bzw. von al-
len vier GliedmaBen (Drahtgitter-Test) wird in der neurologischen Untersuchung mit senso-
risch-motorischen Tests bewertet. Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (£SD) der
Haltezeit, in der sich die Tiere im Greif-Zug Test mit den Vordergliedmafen an einem Draht-
seil und im Drahtgitter-Test mit allen vier GliedmaBen auf einem unterschiedlich geneigten

Drahtgitter festhalten, sind in folgender Tabelle aufgefiihrt.

79



Tabelle 10: Neurologische Parameter fiir Greif- und Haltevermogen: Greif-Zug- und
Drahtgitter-Test

0 min 45 min 60 min .
Tag phca DHCA DHCA > 60 min DHCA

Greif-Zug- - 13 £ 3 9+ 5 11 + 4 8 + 4
Test 1 12 £ 3 9+5 6 +5 2 +1

2 11 + 4 9+ 4 9+ 5 5+ 4

3 13 £ 3 8 £ 5 9 + 4 8 £ 5

12 11 £5 7 + 4 7+ 5 8 £ 6
Drahtgitter- -1 40 + 1,2 43 + 1,5 44 + 0,7 47 £ 0,5
Test 1 42 + 1,5 42 + 0,9 30 £ 1,3 33 £ 1,1

2 40 + 1,2 4,7 £ 0,5 28 + 1,6 3,8 + 1,1

3 48 + 04 42 + 1.2 4,0 + 0,8 47 + 0,8

12 45 + 1,1 43 + 14 42 + 0,9 42 + 0,9

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) der neurologischen Parameter fiir Greif-
und Haltevermégen: Greif-Zug-Test (Haltezeit (s)) Drahtgitter-Test (Haltezeit (s)) zu definier-
ten postoperativen Tagen aller vier Gruppen (je n = 6).

Die Ausgangswerte der Haltezeit im Greif—Zug- und Drahtgitter-Test liegen nicht auf dem
gleichen Niveau und es lassen sich auch im Verlauf keine Unterschiede zwischen den vier
Gruppen erkennen. (Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass sich einzelne Tiere bereits prdopera-
tiv frithzeitig fallen lassen. Der Grund dafiir ist wohl eher, dass sie wussten weich zu fallen,
was nicht als neurologisches Defizit interpretiert werden soll. Deswegen werden diese Tiere

bei der Analyse der neurologischen Punktezahl nicht beriicksichtigt.)

Die folgende Abbildung 26 illustriert die Inzidenz, mit der die Tiere ohne neurologische Defi-
zite liberleben abhédngig von der DHCA-Zeit.

50 % der Tiere {liberleben ohne neurologisches Defizit nach einer DHCA-Zeit von 48 min. Mit
einer Wahrscheinlichkeit von 95 % liegt diese Zeit zwischen 19 und 63 min DHCA (95%
Konfidenzintervall). Auflerdem sinkt der Anteil der Tiere ohne neurologische Defizite mit

steigenden DHCA-Zeiten.
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Neurologische Funktion nach steigenden tief
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Abbildung 26: Illustration der Dosis-Wirkungsbeziehung (MW + 95 % KI) von tief hypo-
thermer Kreislaufstillstandzeit (DHCA-Zeit (min)) und neurologischer Funktion nach stei-
genden DHCA-Zeiten (Uberleben ohne neurologisches Defizit (%)).

Dunkle Linie: MW = Mittelwert, helle Linien: KI = Konfidenzintervall

3.3.4 Parameter des modifizierten Hole-Board-Tests

Auch bei den Ergebnissen des modifizierten Hole-Board (mHB) -Tests gilt die Gruppeneintei-

lung der neurologischen Untersuchung (siche Tabelle 7).

3.34.1 Kognitive Parameter

Die errechneten Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (£SD) von kognitiven Para-
metern (Gesamtzeit (Time Complete, TC), falsch besuchte Locher (Wrong Choices) und wie-
derholt besuchte Locher (Repeated Choices)), die wihrend der Lernphase im mHB-Test auf-

gezeichnet werden, sind in folgender Tabelle dargestellt.
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Tabelle 11: Kognitive Parameter: Gesamtzeit (Time Complete, TC), falsch besuchte Locher
(Wrong Choices), wiederholt besuchte Locher (Repeated Choices)

0 min 45 min 60 min

Tag  phca DHCA DHCA > 60 min DHCA
Gesamtzeit 4 116 + 65 142 + 101 272 + 185 332 + 217
des 5 90 + 56 185 + 167 218 + 191 305 + 225
?T‘;Efeﬂaufes 6 82+ 50 119 £ 132 193 + 192 257 + 246
Complete) 7 74+ 52 104 + 100 122 + 126 243 + 254
8 69 + 28 107 + 108 96 + 99 241 + 254
9 51 + 20 118 + 159 80 + 86 239 + 256
14 67 + 25 54 + 19 89 + 63 237 + 257
Falsch 4 04+ 07 03+ 04 0,9 + 0,9 13 + 1,2
besuchte 5 04+05 1,0+ 09 0,9 + 0,9 1,2 + 1,3
(Lv%igirg 6 0,1 + 0,1 02 + 04 0,6 + 0,4 L1 + 1,3
Choices) 7 02 + 03 04 + 03 04 + 0,3 12 + 1.3
8 04+ 06 03+ 04 03 + 04 13 + 1,3
9 03+ 03 02 + 04 04 + 0,5 1,0 + 14
14 03 +05 03+ 04 0,1 + 0,2 L1 + 1,4
Wiederholt 4 07+09 03+ 023 04 + 0,6 1,0 + 0,7
besuchte 5 05+08 04+ 04 04 + 04 0,7 + 04
(nggélee;te d 6 04 + 05 02 + 03 0,6 + 0,5 03 + 04
Choices) 7 04 +02 02+ 03 05 + 0,5 02 + 03
8 04 +06 03+0,1 02 + 04 0,6 + 0,5
9 0,1 + 0,1 02 + 03 03 + 0,3 03 + 0,1
14 02+ 02 0,1 + 02 0,1 + 0,1 02 + 0,2

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) der kognitiven Parameter: Gesamtzeit

(Time Complete, TC (s)), falsch besuchte Locher (Wrong Choices (Anzahl pro Durchlauf))
und wiederholt besuchte Locher (Repeated Choices (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten
postoperativen Tagen aller vier Gruppen (je n = 6).

Die Gesamtzeit des Durchlaufes (Time Complete, TC) féllt in allen vier Gruppen vom Beginn
(postoperativer Tag 4) bis zum Ende der aufgezeichneten Lernphase (postoperativer Tag 9).
Wiéhrend die Werte in den Gruppen mit 0, 60 und > 60 min DHCA kontinuierlich abnehmen,
erreicht die Gesamtzeit der Gruppe mit 45 min DHCA am postoperativen Tag 5 ihren Hohe-
punkt und féllt bis zum postoperativen Tag 7 ab, um dann erneut bis zum Ende der Lernphase
(postoperativer Tag 9) leicht anzusteigen. Die Gruppe mit > 60 min DHCA weist ab dem

siebten postoperativen Tag tendenziell hohere Gesamtzeiten verglichen mit den Gruppen mit
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0, 45, 60 min DHCA auf. Zum Zeitpunkt des Wiederholungstests (postoperativer Tag 14)
liegt die Gesamtzeit der Gruppe mit > 60 min DHCA weiterhin iiber den Mittelwerten der
Gruppen mit 0, 45 und 60 min DHCA (siehe Abbildung 27).

Kognitive Leistungsfahigkeit
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Abbildung 27: Vergleichende grafische Darstellung (MWZSEM) der Gesamtzeit eines
Durchlaufes (Time Complete, TC (s)) zu definierten postoperativen Tagen aller vier Grup-
pen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler

Die Anzahl falsch besuchter Locher und nicht besuchter Locher (Wrong Choices) nimmt in
allen Gruppen vom Beginn (postoperativer Tag 4) bis zum Ende der aufgezeichneten Lern-
phase (postoperativer Tag 9) ab. Wihrend die Werte in den Gruppen mit 0, 60 und > 60 min
DHCA zur Mitte der Lernphase hin (postoperativer Tag 6 bzw. 7) stetig abfallen, steigt die
Anzahl falsch besuchter Locher in der Gruppe mit 45 min DHCA zunichst (postoperativer
Tag 5) noch an, um dann ebenfalls abzusinken. Die Anzahl falsch besuchter Locher der
Gruppe mit > 60 min DHCA liegt wihrend des gesamten Zeitverlaufs tendenziell {iber den
Werten der Gruppen mit 0, 45 und 60 min DHCA. Zum Zeitpunkt des Wiederholungstests
(postoperativer Tag 14) liegt die Anzahl falsch besuchter Locher in der Gruppe mit > 60 min
DHCA weiterhin iiber den Mittelwerten der Gruppen mit 0, 45 und 60 min DHCA (siehe Ab-
bildung 28). (Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass die Tiere dieser Gruppe den mHB-Test
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nicht erlernen und demzufolge viele nicht besuchte Locher (Omission Errors) aufweisen, die

zu den falschen besuchten Lochern summiert werden.)
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Abbildung 28: Vergleichende grafische Darstellung (MWASEM) der Anzahl falsch besuch-
ter Locher (Wrong Choices (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten postoperativen Tagen
aller vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler

Die Anzahl wiederholt besuchter Locher (Repeated Choices) nimmt in allen Gruppen von
Beginn (postoperativer Tag 4) bis zum Ende der aufgezeichneten Lernphase (postoperativer
Tag 9) in nicht linearem Verlauf ab. Tendenziell unterscheiden sich die Werte der vier Grup-
pen im Zeitverlauf nicht. Dasselbe gilt auch fiir den Wiederholungstest (postoperativer Tag
14), bei dem alle vier Gruppen nahezu identische Mittelwerte aufweisen (sieche Abbildung
29). (Dabei ist zu bemerken, dass diejenigen Tiere, die drei nicht besuchte markierte Locher
aufweisen, in der Bewertung der wiederholt besuchten Locher mit keinem Wert eingehen,
weil diese Tiere keines der drei markierten Locher besucht haben und somit keine Wiederho-

lungen machen konnen.)
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Arbeitsgedachtnis
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Abbildung 29: Vergleichende grafische Darstellung (MWASEM) der Anzahl wiederholt
besuchter Locher (Repeated Choices (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten postoperativen
Tagen aller vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler

Die folgende Abbildung 30 illustriert die Inzidenz von Tieren ohne kognitive Defizite, abhin-

gig von der DHCA-Zeit.

Dabei iiberleben 50 % der Tiere ohne kognitive Defizite nach einer DHCA-Zeit von 40 min.
Mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % liegt diese Zeit zwischen 0 und 60 min DHCA. (95 %
Konfidenzintervall). Dariiber hinaus wird ersichtlich, dass mit steigenden DHCA-Zeiten der

Anteil der Tiere ohne kognitive Defizite sinkt.
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Kognitive Leistungsfahigkeit nach steigenden tief
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Abbildung 30: Illustration der Dosis-Wirkungsbeziehung (MW= 95 % KI) von tief hypo-
thermer Kreislaufstillstandzeit (DHCA-Zeit (min)) und kognitiver Funktion nach steigen-
den DHCA-Zeiten (Uberleben ohne kognitives Defizit (%)).

Dunkle Linie: MW = Mittelwert, helle Linien: KI = Konfidenzintervall

3.3.4.2 Verhaltensparameter

Angstverhalten

Indikatoren fiir Angstverhalten umfassen im modifizierten Hole-Board (mHB) -Test folgende
Verhaltensparameter: Anzahl der mHB-Besuche (Number of Board Entries), Latenz bis zum
ersten mHB-Besuch (Latency First entry on Board) und auf dem mHB verbrachte Gesamtzeit
(Time on Board). Daraus errechnete Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (£SD)
sind in folgender Tabelle dargestellt.
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Tabelle 12: Verhaltensparameter fiir Angstverhalten: auf dem Board verbrachte Gesamt-
zeit (Time on Board), Latenz bis zum ersten mHB-Besuch (Latency First Entry on Board),
Anzahl der mHB-Besuche (Number of Board Entries)

Tag ]géné‘; ;"DSHIEX g%néi > 60 min DHCA
Gesamtzeit 4 34 + 10 28 + 25 + 13 31 + 17
auf dem 5 26+5 27 + 10 29 + 7 33 + 14
mHB 6 29 + 8 23 + 27 + 9 28 + 11
(Time on 7 29 +5 23 + 27 + 10 36 + 9
Board) 8§ 35+5 28 + 10 26 + 12 30 + 15
9 29+ 6 23 + 27 + 6 29 + 16
14 33+ 6 30 + 7 28 + 6 41 + 13
Erster 4 68 + 7.3 13,9 + 10,0 425 + 73,4 19,8 + 224
mHB- 5 49 + 64 36,2 + 62,1 16,5 + 16,3 6,6 + 3,8
Besuch 6 4,7 + 44 8,8 + 7,2 59 + 3,7 58 + 45
(Latency 7 37 %36 6,5 + 4,7 72 + 73 48 + 22
FirsstEntry g 30 4+ 24 85 + 85 62 + 6,1 143 + 249
on Board) 9 29 +22 547 + 1103 59 + 6,0 9,7 + 15,8
14 1,7 + 06 27 + 1,1 31 + 1,8 29 + 1,7
Anzahl 4 56 + 22 48 + 1,9 56 + 2,4 72 + 45
mHB- 5 41 + 24 52 + 4.4 6,4 + 3,7 76 + 3,7
Besuche 6 41 + 14 38 + 14 58 + 2.9 59 + 3,0
(Number 7 44 + 32 3,8 + 1,1 51 + 2,7 74 + 59
of Board 8§ 40 + 1,9 33 + 1,0 3,7 + 2,7 49 + 22
Entries) 9 25+ 1.1 26 + 12 2,7 + 1,1 63 + 59
14 45 + 20 32 + 1.2 35 + 04 95 + 7,7

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) der Verhaltensparameter fiir Angstverhal-
ten: auf dem Board verbrachte Gesamtzeit (Time on Board (% TC)), Latenz bis zum ersten
mHB-Besuch (Latency First Entry on Board (s)), Anzahl der mHB-Besuche (Board Entries
(Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten postoperativen Tagen aller vier Gruppen (je n = 6).

Die auf dem Board verbrachte Gesamtzeit (Time on Board) schwankt in allen vier Gruppen
von Beginn (postoperativer Tag 4) bis zum Ende der aufgezeichneten Lernphase (postoperati-
ver Tag 9) auf einem anndhernd gleichbleibendem Niveau. Tendenziell unterscheiden sich die
Werte der vier Gruppen im Zeitverlauf nicht. Lediglich zum Zeitpunkt des Wiederholungs-
tests (postoperativer Tag 14) liegt die auf dem mHB verbrachte Gesamtzeit der Gruppe mit >
60 min DHCA tendenziell iiber den Mittelwerten der Gruppen mit 0, 45 und 60 min DHCA
(siche Tabelle 12).
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Die Mittelwerte der Latenz bis zum ersten mHB-Besuch (Latency First Entry on Board) ver-
laufen in der Gruppe mit 0 min DHCA vom Beginn (postoperativer Tag 4) bis zum Ende der
aufgezeichneten Lernphase (postoperativer Tag 9) annéhernd linear. Die Werte der Gruppen
mit 60 und > 60 min DHCA erreichen nach hoheren Ausgangswerten (postoperativer Tag 4)
erst am sechsten bzw. flinften postoperativen Tag das durchgehend niedrige Niveau der Grup-
pe mit 0 min DHCA und verlaufen bis zum Ende der aufgezeichneten Lernphase (postopera-
tiver Tag 9) anndhernd parallel. Die Latenz bis zum ersten mHB-Besuch der Gruppe mit 45
min DHCA steigt auf einen Hohepunkt am filinften postoperativen Tag und verlduft bis zum
achten postoperativen Tag annéhernd parallel zu den anderen Gruppen mit 0, 60 und > 60 min
DHCA. Am Ende der Lernphase (postoperativer Tag 9) erreichen die Werte der Gruppe mit
45 min DHCA einen erneuten Hohepunkt, wogegen die Werte der anderen Gruppen weiter
absinken. Aus dieser Diskrepanz ergibt sich der einzige erkennbare tendenzielle Unterschied
zwischen den Gruppen im Zeitverlauf. (Dies ist auf ein einziges Tier zuriickzufiihren und soll
nicht weiter erldutert werden.) Am Tag des Wiederholungstests (postoperativer Tag 14) wei-
sen alle vier Gruppen nahezu identische Latenzen bis zum ersten mHB-Besuch auf (siehe Ta-

belle 12).

Die Anzahl der mHB-Besuche (Number of Board Entries) sinkt in den Gruppen mit 0, 45 und
60 min DHCA vom Beginn (postoperativer Tag 4) bis zum Ende der aufgezeichneten Lern-
phase (postoperativer Tag 9) in nicht linearem Verlauf. Die Werte der Gruppe mit > 60 min
DHCA schwanken dagegen auf einem anndhernd konstanten Niveau. Im Zeitverlauf bis zum
achten postoperativen Tag unterscheiden sich die Werte der Gruppen nicht, lediglich am Ende
der aufgezeichneten Lernphase (postoperativer Tag 9) konnen tendenzielle Unterschiede zwi-
schen der Gruppe mit > 60 min DHCA und den Gruppen mit 0, 45 und 60 min DHCA festge-
stellt werden. Zum Zeitpunkt des Wiederholungstests (postoperativer Tag 14) liegt die Anzahl
der mHB-Besuche der Gruppe mit > 60 min DHCA tendenziell iiber den Mittelwerten der
Gruppen mit 0, 45 und 60 min DHCA (siehe Tabelle 12).

Angst und Alleemeinbefinden

Als Verhaltensparameter fiir Angst und Allgemeinbefinden dient die Gesamtzeit der Immobi-
litdtsphasen (Immobility), die im mHB-Test wihrend der Lernphase dokumentiert wird. Die
errechneten Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (£SD) sind in folgender Tabelle

13 aufgezeigt.
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Tabelle 13: Verhaltensparameter fiir Angst und Allgemeinbefinden: Gesamtzeit der Immo-
bilititsphasen (Immobility)

Tag 0 min 45 min 60 min > 60 min

DHCA DHCA DHCA DHCA

Immobilitét 4 0+ 0 6 + 8 19 + 27 23 + 28
(Immobility) 5 0+ 1 8 + 16 13 + 18 17 + 20
6 0+ 0 5+ 11 9 + 13 14 + 19

7 0+ 0 6 + 14 4 + 8 5+ 11

8 0+ 0 5+ 12 0+ 1 13 + 18

9 0+ 0 7+ 15 4+ 9 10 + 22

14 0+ 0 0+ 0 4 + 10 6 + 13

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) der Verhaltensparameter fiir Angst und
Allgemeinbefinden: Gesamtzeit der Immobilitdtsphasen (Immobility (% TC)) zu definierten
postoperativen Tagen aller vier Gruppen (je n = 6).

Die Gesamtzeit der Immobilititsphasen (Immobility) ist in der Gruppe mit 0 min DHCA ver-
schwindend gering und verlduft auch in der Gruppen mit 45 min DHCA annéhernd linear auf
niedrigem Niveau. Dagegen sinken die hohen Ausgangswerte (postoperativer Tag 4) der
Gruppen mit 60 und > 60 min DHCA bis zum achten bzw. siebten postoperativen Tag anni-
hernd linear auf das Niveau der Werte der Gruppe mit 45 min DHCA. Wéhrend die Werte der
Gruppe mit 60 min DHCA in diesem Bereich bleiben, steigen die Werte der Gruppe mit > 60
min bis zum Ende der aufgezeichneten Lernphase (postoperativer Tag 9). Tendenziell unter-
scheiden sich die Gruppen im Zeitverlauf nicht, und die Mittelwerte aller Gruppen liegen stets
unter einer Gesamtzeit der Immobilitdtsphasen von 25 %. Zum Zeitpunkt des Wiederholungs-
tests (postoperativer Tag 14) liegt die Gesamtzeit der Immobilitdtsphasen der Gruppe mit 60
und > 60 min DHCA tendenziell {iber den Mittelwerten der Gruppen mit 0 und 45 min DHCA
(siche Abbildung 31).
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Angst und Allgemeinbefinden
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Abbildung 31: Vergleichende grafische Darstellung (MWASEM) der Gesamtzeit der Im-
mobilititsphasen (Immobility (% TC)) zu definierten postoperativen Tagen aller vier Grup-
pen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler

Soziale Affinitit

Als MaB fiir die soziale Affinitdt gilt im mHB-Test die wihrend der Lernphase ermittelte
Kontaktaufnahme zur Gruppe (Group Contact). Die errechneten Mittelwerte (MW) und Stan-

dardabweichungen (£SD) sind in folgender Tabelle aufgezeigt.
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Tabelle 14: Verhaltensparameter fiir Soziale Affinitit: Kontaktaufnahme mit der Gruppe
(Group Contact)

0 min 45 min 60 min )
Tag  phca DHCA DHCA > 60 min DHCA
Kontakt mit 4 3+£3 2+2 4+1 2+2
der Gruppe 5 2+1 3+5 6+3 242
(Group 6 1+1 1+1 4+1 2+2
Contact) 7 1+1 1+£2 4+2 4+5
8 1+1 2+2 3+2 4+5
9 0+1 2+3 4+2 3+5
14 1+1 1+1 5+£2 3+3

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) der Verhaltensparameter fiir Soziale Affi-
nitdt: Kontaktaufnahme mit der Gruppe (Group Contact (% TC)) zu definierten postoperati-
ven Tagen aller vier Gruppen (je n = 6).

Die Mittelwerte der Kontaktaufhahme mit der Gruppe (Group Contact) variieren im Zeitver-
lauf in allen vier Gruppen. Tendenzen lassen sich iiber den Zeitverlauf hinweg nicht erkennen.
Lediglich zum Zeitpunkt des Wiederholungstests (Re-Test am postoperativen Tag 14) liegen
die Mittelwerte der Gruppen mit 60 und > 60 min DHCA tendenziell iiber den Mittelwerten
der Gruppen mit 0 und 45 min DHCA (siehe Tabelle 14).

Exploration

Exploration wird im mHB-Test in eine gerichtete und ungerichtete Form aufgeteilt. Als ge-
richtete Exploration gilt das zielgerichtete Besuchen von Lochern, wobei die Anzahl besuch-
ter Locher (Number of Holes Visited) und die Latenz bis zum ersten Lochbesuch (Latency
First Hole Visit) gewertet werden. Unter genereller, ungerichteter Exploration der Umgebung
wird das Aufrichten auf die Hinterbeine (Rearings) verstanden. Die fiir jeden Parameter er-
rechneten Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (£SD) sind in folgender Tabelle

einzeln aufgeschlossen.
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Tabelle 15: Verhaltensparameter fiir gerichtete Exploration: Latenz bis zum ersten Loch-
besuch (Latency First Hole Visit), Anzahl besuchter Locher (Number of Holes Visited) und

ungerichtete Exploration: Anzahl Aufrichten auf die Hinterbeine (Rearings)

0 min 45 min 60 min .
Tag DHCA DHCA DHCA > 60 min DHCA
Erster 4 225+164 60,6820  1533+178.0 2387+ 260.8
Lochbesuch 5 144+112 101,14+ 1357 118941333  221.1 2692
(Latency 6 18.0+162 36,4+ 51,1 32,3 +30.,7 209.2 + 276.5
First Hole 7 97+6.1 93+42 31,1 £48.5 208.1 4 277.2
Visit) 8  75+4.1 14,6+ 16,7 31.8+534 205.0 + 279.3
9  74+5.1 50.1+113,9  39.8+77.1 203.3 + 280.5
14  93+28 62+ 18 9.0+ 4,0 208.7 + 276.9
Besuchte 4 4316 3,64 0.6 34+ 1,6 28+2.1
Locher 5 41+14 3.6+09 3.5+ 1.6 28+2.1
(Numberof 6 3,5+0,6 33404 3.8+ 03 25+18
Holes 7 3.6+04 3.6+ 0.6 3.7+0.6 24418
Visited) 8 39+12 34402 34404 27420
9  33+04 3.0+0.5 33+04 22415
14 35+06 34403 31402 22416
Aufrichten 4  2,6+1.8 17+1,1 2.1+2,1 0,7+ 1,1
auf die 5 18+16 18425 21419 14419
Hinterbeine 6 1.1+ 1.4 0,9+ 0,5 10+14 14420
(Rearings) 7 0.6+07 12414 0.8+ 1,0 1.6+2.8
8  13+07 02403 12+18 17433
9 04+06 03404 07409 17421
14 18+12 0.7+0.5 0.7+04 47+60

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) der Verhaltensparameter fiir gerichtete
Exploration: Anzahl besuchter Locher (Number of Holes Visited, NHV (Anzahl pro Durch-
lauf)), Latenz bis zum ersten Lochbesuch (Latency first Hole Visit, LFHV (s)) und ungerichte-
te Exploration: Anzahl Aufrichten auf die Hinterbeine (Rearings (Anzahl pro Durchlauf)) zu
definierten postoperativen Tagen aller vier Gruppen (je n = 6).

Als Map fiir die gerichtete Exploration wird unter anderem die Latenz bis zum ersten Lochbe-
such (Latency First Hole Visit) gewertet. Die Mittelwerte der Gruppe mit 0 min DHCA blei-
ben wihrend der gesamten aufgezeichneten Lernphase auf niedrigem Niveau verglichen mit
den anderen Gruppen. Die Ausgangswerte (postoperativer Tag 4) steigen mit hoheren DHCA-
Zeiten, so dass die Gruppe mit > 60 min die hochsten Werte aufweist. Im weiteren Verlauf
sinkt die Latenz bis zum ersten Lochbesuch in der Gruppe mit 45 und 60 min bis zum sechs-

ten postoperativen Tag bereits wieder auf Werte der Gruppe mit 0 min DHCA. Dagegen sin-
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ken die Werte der Gruppe mit > 60 min DHCA nur ganz leicht bis zum Ende der Lernphase
(postoperativer Tag 9) und liegen stets liber den Werten der anderen Gruppen. Zum Zeitpunkt
des Wiederholungstests (postoperativer Tag 14) liegt die Latenz bis zum ersten Lochbesuch in
der Gruppe mit > 60 min DHCA weiterhin {iber den Mittelwerten der Gruppen mit 0, 45 und
60 min DHCA (sieche Abbildung 32).

gerichtete exploratorische Motivation
-{1--0 min (n=6)
—— 45 min {n = 6)
—O— 60 min (n = 6)
- -@ - »60 min {(n =6)

400
350 ~
300 -
250 -

200 - IR

150 -

100 -

Latency First Hole Visit [s]

50

4 5 6 7 8 9 14
Zeit [postoperative Tage]

Abbildung 32: Vergleichende grafische Darstellung (MWZASEM) der Latenz bis zum ersten
Lochbesuch (Latency First Hole Visit (s)) zu definierten postoperativen Tagen aller vier
Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler

Die gerichtete Exploration umfasst daneben auch die Anzahl besuchter Locher (Number of
Holes Visited). Die Mittelwerte aller Gruppen verlaufen wihrend der gesamten aufgezeichne-
ten Lernphase (postoperativer Tag 4 bis 9) nahezu parallel, ohne an einem bestimmten Zeit-
punkt stark anzusteigen oder abzufallen. Tendenziell liegen die Werte der Gruppe mit > 60
min DHCA im Zeitverlauf unter denen der Gruppen mit 0, 45 und 60 min DHCA. Dies gilt
ebenso fiir die Anzahl besuchter Locher am Tag des Wiederholungstests (postoperativer Tag

14) (siehe Tabelle 15).

Die als ungerichtete Exploration geltende Anzahl Aufrichten auf die Hinterbeine (Rearings)

weist in allen Gruppen einen schwankenden Verlauf ohne erkennbare Tendenzen auf. Zum
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Zeitpunkt des Wiederholungstest (postoperativer Tag 14) liegt die Anzahl Aufrichten auf die
Hinterbeine in der Gruppe mit > 60 min DHCA tendenziell iiber den Mittelwerten der Grup-
pen mit 0, 45 und 60 min DHCA (siehe Tabelle 15).

Erregung

Die physiologische Erregung wird im mHB-Test mit der Anzahl der Kotbéllchen (Boli) und
Gesamtzeit der Putzphasen (Grooming) wahrend eines Durchlaufs erfasst. Errechnete Mittel-

werte (MW) und Standardabweichungen (£SD) sind in folgender Tabelle angefiihrt.

Tabelle 16: Verhaltensparameter fiir Erregung: Anzahl an Kotbiillchen (Boli) und Gesamt-
zeit der Putzphasen (Grooming)

Kotbillchen 4 0,0 + 0,0 0,1 + 0,1 0,0 + 0,0 0,3 + 0,5
(Boli) 5 0,0+ 00 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,2 + 0,3
6 00 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,2 + 0,3
7 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,1 + 0,1
8 0,0+ 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0
9 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,1 + 0,1
14 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0
Putzphasen 4 1 +£2 0+1 5+£5 3+£3
(Grooming) 5 0+ 1 1 +£1 6 + 4 3+3
6 2 + 4 1 + 1 4 + 4 4 + 3
7 1 + 1 0+ 0 1 +2 2 +2
8 1 + 1 0+ 0 1 +3 3+5
9 0+ 1 0+0 1 +3 1 + 1
14 1 + 1 0+ 0 1 + 1 3+6

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) der Verhaltensparameter fiir Erregung:
Anzahl an Kotbdllchen (Boli (Anzahl pro Durchlauf)) und Gesamtzeit der Putzphasen (Groo-
ming (% TC)) zu definierten postoperativen Tagen aller vier Gruppen (je n = 6).

Die Anzahl an Kotbéllchen (Boli) sinkt in der Gruppe mit > 60 min DHCA vom Beginn
(postoperativer Tag 4) bis zum Ende der aufgezeichneten Lernphase (postoperativer Tag 9) in
nicht linearem Verlauf, um am achten postoperativen Tag die Nulllinie zu schneiden. Die Mit-
telwerte der Gruppe mit 45 min DHCA fallen dagegen bereits am fiinften postoperativen Tag

auf Nullniveau. Die Gruppen mit 0 und 60 min zeigen wihrend der gesamten aufgezeichneten
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Lernphase (postoperativer Tag 4 bis 9) kleine Anzahlen an Kotbillchen. Tendenziell unter-
scheiden sich die Werte der Gruppe mit > 60 min DHCA nur vom vierten bis sechsten post-
operativen Tag von den Werten der anderen Gruppen. Am Tag des Wiederholungstests (post-
operativer Tag 14) sind die Mittelwerte der Anzahlen an Kotbéllchen in allen vier Gruppen

gleich null (sieche Abbildung 33).

Erregung
0,6 - -O--0min {(n=6)
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Zeit [postoperative Tage]
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Abbildung 33: Vergleichende grafische Darstellung (MWZASEM) der Anzahl an Kotbill-
chen pro Durchlauf (Boli (Anzahl pro Durchlauf)) zu definierten postoperativen Tagen
aller vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler

Die Gesamtzeit der Putzphasen (Grooming) variiert in allen vier Gruppen wéihrend der
gesamten aufgezeichneten Lernphase (postoperativer Tag 4 bis 9). Tendenziell lassen sich
keine unterschiedlichen Verldufe herausstellen. Lediglich am fiinften postoperativen Tag
erreichen die Werte in der Gruppe mit 60 min DHCA tendenziell eine hohere Gesamtzeit der

Putzphasen verglichen mit den anderen Gruppen mit 0, 45 und > 60 min DHCA.

Zum Zeitpunkt des Wiederholungstests (postoperativer Tag 14) liegt die Gesamtzeit der Putz-
phasen in der Gruppe mit > 60 min DHCA tendenziell {iber den Mittelwerten der Gruppen mit
0, 45 und 60 min DHCA (siehe Abbildung 34).
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Abbildung 34:) Vergleichende grafische Darstellung (MW+SEM) der Gesamtzeit der Putz-
phasen (Grooming (% TC)) zu definierten postoperativen Tagen aller vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler

Lokomotion

Die Bewegungsaktivitit (Lokomotion), auf der letztendlich jedes sichtbare Verhalten basiert,

wird im mHB-Test mit der Anzahl an Linieniibertritten (Line Crossings) gewertet und ist in

folgender Tabelle mit errechneten Mittelwerten (MW) und Standardabweichungen (+SD)

aufgefiihrt.
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Tabelle 17: Verhaltensparameter fiir Lokomotion: Anzahl an Linieniibertritten (Line Cros-
sings)

0 min 45 min 60 min

Tag phca DHCA DHCA > 60 min DHCA

Linien- 4 2,1+1,0 2,3+0,9 1,5+0,8 1,8+14
Ubertritte 5 1,8 +0,5 2,3+0,7 1,9+0.,8 1,7+1,1
(Line 6 2.1+1,0 25+1,1 2,0+0,7 1,4+0,7
Crossings) 7 1,6 £0,6 2,8+ 1,4 2,5+0,7 1,5+1,0
8 1.9+1,0 27+18 2.8+1,9 1,7+1,4

9 1,5+1,0 1.8+1.4 2,6+1,1 1.8+ 1,4

14 1,0+ 0,9 2,5+1,5 2,5+0,7 2,9+20

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) der Verhaltensparameter fiir Lokomotion:
Anzahl an Linientibertritten (Line Crossings (Anzahl pro min)) zu definierten postoperativen
Tagen aller vier Gruppen (je n = 6).

Die Anzahl an Linientiibertritten (Line Crossings) bleibt in den Gruppen mit 0 und > 60 min
DHCA wiéhrend der gesamten aufgezeichneten Lernphase (postoperativer Tag 4 bis 9) auf
anndhernd konstantem Niveau. Dagegen steigen die Werte in den Gruppen mit 45 und 60 min
bis zum siebten bzw. achten postoperativen Tag und fallen bis zum Ende der Lernphase
(postoperativer Tag 9) wieder. Tendenziell unterscheiden sich die Werte der vier Gruppen im
Zeitverlauf jedoch nicht. Zum Zeitpunkt des Wiederholungstests (postoperativer Tag 14) lie-
gen die Mittelwerte der Anzahl an Linieniibertritten in der Gruppe mit 45, 60 und > 60 min
DHCA tendenziell iiber den Mittelwerten der Gruppe mit 0 min DHCA (siehe Abbildung 35).
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Abbildung 35: Vergleichende grafische Darstellung (MW+ASEM) der Anzahl an Linien-
iibertritten (Line Crossings (Anzahl pro min)) zu definierten postoperativen Tagen aller
vier Gruppen.

MW = Mittelwert, SEM = Standardfehler

3.35 Hirngewebeuntersuchung

H & E-Farbung

Steigende DHCA-Zeiten rufen unterschiedliche zerebrale Schidigungen hervor, die histolo-
gisch mit der H & E-Féarbung unter dem Lichtmikroskop beurteilt und klassifiziert werden
(siehe 3.2.6). Sowohl die linke als auch die rechte Gehirnhélfte werden mit gefarbten Schnit-
ten untersucht, wobei das Hauptaugenmerk auf Gehirnanteilen, die besonders empfindlich auf
Sauerstoff- und Substratmangel reagieren liegt: Zingulum, motorischer Kortex, Striatum,
Hippokampus und Zerebellum. Parallel zu den Versuchstieren werden sechs gesunde unbe-
handelte Kontrolltiere bewertet. In der folgenden Tabelle 18 sind die errechneten Mittelwerte

(MW) und Standardabweichung (£SD) aufgefiihrt.
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Tabelle 18: Histologische Bewertung der verschiedenen Gehirnregionen

Kontroll 0 min 45 min 60 min > 60 min

ontrofie DHCA DHCA DHCA DHCA

Zingulum (re) 00+ 00 05+05 1,7+ 31 10+ 13 78+ 79
(1) 0,0 £ 0,0 1,2 + 1,6 1,2 + 1,6 0,5 + 0,8 57 + 6,3

Motorischer  (re) 2,0 + 2,8 4,0 + 4,0 50 + 33 43 +£ 31 92 + 6,7
Kortex )y 1,5+ 2,1 23 +3,7 57 £+ 37 67+ 37 95+ 63
Striatum (re) 00 £ 0,0 03 +0,5 0,7 + 1,0 0,7 + 0,8 57 + 5,5
() 0,0 £ 0,0 02 +04 23 + 29 15+ 14 57 + 59

Hippokampus (re) 1,0 £+ 1.4 2,0 + 2,1 22 +20 33+ 18 32+ 1,5
() 20 £ 28 23 + 22 25 + 1,2 30 + 2,1 43 + 1,5

Zerebellum (re)y 1,0 £ 0,0 1,5 +1,2 0,7+ 08 08+ 1,0 03+ 0,8
(1) 0,0 £ 0,0 1,5 £+ 19 1,2 + 1,3 07 + 1,2 0,7 + 1,6

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (£SD) der histologischen Bewertung der ver-
schiedenen Gehirnregionen: Zingulum, motorischer Kortex, Striatum, Hippokampus und Ze-
rebellum der rechten (re) und linken (Ii) Gehirnhdilfte aller vier Versuchsgruppen und der
Kontrollgruppe (je n = 6).

Im Bereich des Zingulum sind vor allem die Werte in der Gruppe mit > 60 min DHCA erhoht
verglichen mit den anderen Gruppen. Dabei weist die rechte Gehirnhilfte dieser Gruppe circa
fiinffach und die linke siebenfach hohere Werte als die anderen Gruppen auf (sieche Tabelle

18).

Der motorische Kortex wird bei allen Gruppen mit sehr hohen Punktzahlen bewertet, wobei
die Werte der Gruppe mit > 60 min DHCA ca. doppelt so hoch sind verglichen mit den ande-
ren Gruppen (siche Tabelle 18).

Im Bereich von Striatum, Hippokampus und Zerebellum sind die Werte geringer im Vergleich
zu den Punktzahlen von Zingulum und motorischem Kortex. Betrachtet man die einzelnen
Gehirnregionen der Tiere nach unterschiedlichen DHCA-Zeiten, so sind die Werte im Bereich
des Striatums vor allem in der Gruppe mit > 60 min DHCA erho6ht verglichen mit den anderen
Gruppen, wihrend im Bereich von Hippokampus und Zerebellum keine Unterschiede zwi-

schen den Gruppen zu erkennen sind (sieche Tabelle 18).
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Allgemein herrschen vor allem einzelne geschiddigte Neurone bei Tieren mit steigenden
DHCA-Zeiten vor. Lediglich drei Tiere weisen einen zerebralen Infarkt mit fortgeschrittener

Entziindungsreaktion auf.

3.3.6 Korrelation der Histologie mit der zentralnervosen Leistung

Histologischer Befund (siehe 3.3.5) und die zentralnervose Gesamtfunktion, die sowohl moto-
rische, kognitive und sensitive Funktionen als auch Verhaltensleistungen umfasst (siche 3.3.3;

3.3.4), werden miteinander korreliert.

Die folgende Abbildung 36 illustriert die Korrelation zentralnervdser und histologischer Ge-

samtpunktezahlen von den tiberlebenden Tieren (n = 24) dieser Studie.

Die zentralnervése Funktion, die am 12. bzw. 14. postoperativen Tag bestimmt wird, korre-
liert nicht mit den histologischen Ergebnissen am 14. postoperativen Tag (Korrelationskoeffi-
zienten r = 0,51, p > 0,05). Zwei von insgesamt 24 Tieren weisen sowohl in der funktionellen
als auch in der histologischen Gesamtpunktezahl normale Werte auf. Umgekehrt zeigen zehn
Tiere mit histologisch belegter Gehirnschiddigung auch beeintrachtigte zentralnervose Funkti-
onen. Bei zwolf Tieren mit histologischer Schadigung ist jedoch 14 Tage nach tief hypother-

men Kreislaufstillstand keine funktionelle Beeintrdchtigung nachzuweisen.

100



40 -

O 0 min
- ® m 45 min
g 20 ® 60 min
fé O 75 min
3 .
*E_ o5 | A 90 min
3
b 20 -
1]
B
e 15 4
[1}]
£ Fiy
2 10 1
o
N [ 1]
5 ”’i o o
O " ogl
||
U_ T T T T T T |
0 20 40 60 80 100

Histopathologische Gesamtpunktezahl

Abbildung 36: Illustration der Korrelation von histologischer und zentralnervoser Gesamt-
punktezahl aller 24 Tiere nach steigenden tief hypothermen Kreislaufstillstandzeiten. Kor-
relationskoeffizient r = 0,51.

Die ergdnzte senkrechte und horizontale Linien kennzeichnet pathologische Grenzen (siehe
3.2.7). Die einzelnen funktionellen Normalwerte sind in Tabelle 1, 2, 4 und 5 aufgefiihrt.
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4 Diskussion

Mit dieser Studie gelang es erstmals ein Modell des tief hypothermen Kreislaufstillstandes bei
der Ratte zu entwickeln, das mit langfristigem Uberleben vereinbar ist und klinische Stan-
dards wiederspiegelt. Es basiert auf einem kiirzlich verdffentlichten und beachtlich verbesser-
ten Modell der kompletten Extrakorporalen Zirkulation (EKZ) bei der Ratte (MACKENSEN
etal., 2001; JUNGWIRTH et al., 2003; SWIRCZEK, 2005).

Dariiber hinaus konnten in dieser Studie Dosis-Wirkungs Beziehungen zwischen Arrestzeit
und Uberleben sowie zum Ende der Versuchsperiode zwischen Arrestzeit, Neurologie und
Kognition beschrieben werden. Zu diesem Zeitpunkt korrelierte die gesamte funktionelle

Leistungsfahigkeit nicht mit den histopathologischen Ergebnissen.

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Modell des tief hypothermen Kreislaufstillstandes

Bisher boten Modelle bei groferen Tieren, wie Limmern (BOKESCH et al., 1996), Welpen
(FOLKERTH et al., 1975) oder Ferkeln (MAULT et al., 1993), die einzige Moglichkeit, die
mit tief hypothermem Kreislaufstillstand assoziierten pathophysiologischen Mechanismen
aufzudecken oder neuroprotektive Strategien zu entwickeln. Diese Modelle scheiterten ent-
weder an zu hohen Kosten, Personal- und Materialaufwand oder waren schlicht mit dem lan-
gerfristigen Uberleben der Tiere nicht vereinbar. Dariiber hinaus existieren kaum etablierte
Tests liber Neurologie und Kognition bei diesen Spezies. Die Ratte wurde dagegen schon im
Zuge zahlreicher zerebraler Ischamiemodelle intensiv hinsichtlich histologischer, neurokogni-
tiver und Verhaltensvariablen untersucht (GINSBERG und BUSTO, 1989; GIONET et al.,
1991) und die Anwendung einer vollstindigen EKZ mit ldngerfristiger Nachuntersuchung
bereits etabliert (MACKENSEN et al., 1999). Weitere Vorteile bieten geringere Kosten
(Zucht und Haltung), vergleichbare Anatomie und Physiologie zu héheren Sdugetieren und

letzten Endes auch bessere ethische Akzeptanz.
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Obwohl bereits zwei Studien die EKZ mit tief hypothermem Kreislaufstillstand bei der Ratte
beschrieben, weisen sie doch Einschrinkungen auf. Die Erstbeschreibung der EKZ in tiefer
Hypothermie liegt mehr als drei Jahrzehnte zuriick und ist schon allein wegen technischer
Fortschritte auf heutige klinische Standards kaum noch iibertragbar (MENDLER et al., 1969).
Die zweite Studie benutzte 30 Jahre spéter nur die partielle EKZ mit Flussraten von 30 bis 36
ml / kg / min, was nur ca. 1/5 des physiologischen Herzminutenvolumens der Ratte entspricht.
Um eine ausreichende Sauerstoffversorgung zu gewihrleisten, musste zudem die kiinstliche
Beatmung auch wihrend der EKZ fortgesetzt werden, weshalb kaum von Vergleichbarkeit
mit der iiblichen klinischen Praxis gesprochen werden kann. Aulerdem ist die Kaniilierung
der A. carotis, die als arterieller Zufluss gewahlt wurde, problematisch wegen einer moglichen
Einschriankung des zerebralen Blutflusses, wodurch wiederum neurologische und kognitive

Parameter beeinflusst werden kénnen (KAWAGUCHI et al., 1998).

Deshalb wurde in der hier dargestellten Studie ein Zugang iiber die Schwanzarterie vorgezo-
gen. Erstmalig beschreibt das in der vorliegenden Studie verwendete Modell eine vollstandige
EKZ zur Kiihlung und Wiedererwédrmung mit tief hypothermem Kreislaufstillstand. Die groB3-
ten Vorteile bieten dabei der erst kiirzlich speziell fiir den Gebrauch bei der Ratte entwickelte
Membranoxygenator mit kleinem Volumen und das ebenfalls kleine benétigte Fiillungsvolu-
men (,,prime volume*) der Extrakorporalen Zirkulation (EKZ). Dadurch koénnen die EKZ und
der tief hypotherme Kreislaufstillstand ohne jegliche (Fremd-) Bluttransfusion durchgefiihrt
werden und es konnen Flussraten der EKZ erreicht werden, die dem physiologischen Herzmi-

nutenvolumen der Ratte entsprechen, ohne die Oxygenierungsleistung zu beeintrachtigen.

In der vorliegenden Studie fiihrten steigende tief hypotherme Kreislaufstillstandzeiten
(DHCA-Zeiten) von 90 bis 105 min auBlerhalb klinischer Praxis zu hochgradigen zentralner-
vosen Schidigungen, weshalb die Tiere in den ersten postoperativen Stunden euthanasiert
werden mussten (siehe 3.3.2). Nach Reduzierung der DHCA-Zeiten auf 75 min iiberlebten die
Tiere zwar initial, mussten aber in den ersten postoperativen Tagen wegen intestinaler Dys-
funktionen euthanasiert werden. Diese Ergebnisse spiegeln die komplexe Situation beim Pati-
enten nach Herzchirurgie mit EKZ und tief hypothermem Kreislaufstillstand, wobei verschie-

dene Organsysteme an der postoperativen Morbiditit und Mortalitét beteiligt sind.

Bisher richtete sich die Aufmerksamkeit hauptsdchlich auf zentralnervose Schidigungen, die
hdufige und signifikante Komplikationen nach Herzoperationen darstellen. Vor allem von
intraoperativen Faktoren, wie der tief hypothermen Kreislaufstillstandzeit (DHCA-Zeit), wird

angenommen, dass sie das Risiko einer zentralnervosen Schiadigung erhohen. Jedoch ist die
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maximale sichere DHCA-Zeit noch umstritten (NEWBURGER et al., 1993; OATES et al.,
1995; KIRKHAM, 1998; WYPIJ et al., 2003). In Tiermodellen konnten bisher noch keine
neurologischen Defizite nachvollzogen werden, auler die DHCA-Zeiten iiberstiegen 80 bis
120 min, was nicht den géingigen klinischen Standards entspricht (KAWAGUCHI et al., 1998;
KURTH et al., 1999; NOLLERT et al., 1999). In der vorliegenden Studie erzeugen dagegen
bereits DHCA-Zeiten bis 60 min nachweisbare Anderungen sowohl der neurologischen (siche
3.3.3) und kognitiven Funktion (siehe 3.3.4.1) als auch auf histologischer Ebene (sieche 3.3.5).
Diese Beeintrachtigungen sind sogar noch bis zum 14. postoperativen Tag nachzuweisen.
Indessen kann in dieser Studie keine maximale sichere DHCA-Zeit festgestellt werden, worin

die Ergebnisse mit klinischen Studien libereinstimmen (OATES et al., 1995).

Klinische Studien iiber Kinder mit zentralnervosen Schiden nach kongenitalen Herzdefekten
liefern wertvolle Informationen iiber physiologische Anderungen wihrend einer Herzoperati-
on. Gleichzeitig sind deren Moglichkeiten aber begrenzt. Zum einen stellt das Kollektiv an
Kindern mit kongenitalen Herzdefekten eine sehr inhomogene Population dar, von variieren-
den kardialen Defekten bis zu verschiedensten extrakardialen genetischen Defekten. Zum
anderen ist die Bewertung des Entwicklungsstandes im Séuglings- oder Kleinkindesalter sehr
schwierig und erfolgt deshalb meist erst im Schulalter, wobei auch mehr evaluierte Tests ab
diesem Alter zur Verfiigung stehen. Folglich erfordert die Durchfiihrung klinischer Studien
zur Untersuchung &tiologischer Faktoren oder neuroprotektiver Strategien sowohl ein grof3es
Kollektiv, um statistische Aussagekraft zu erlangen als auch eine lingere Beobachtungszeit
(DEL NIDO, 2002; HOVELS-GURICH et al., 2002a; BELLINGER et al, 2003;
UNGERLEIDER und GAYNOR, 2004).

Obwohl dieses EKZ- und tief hypotherme Kreislaufstillstand-Modell bei der Ratte klinische
Standards schon sehr gut wiederspiegeln, bleiben einige wichtige Einschrinkungen. Dazu
zahlen unter anderem eine fehlende mediane Sternotomie und eine direkte Kaniilierung und

Operation des Herzens, worauf wegen des langfristigen Uberlebens der Tiere verzichtet wur-

de.

4.1.2 Verhaltenstests

Nagetiere zdhlen zu den bevorzugten Spezies, um neurobiologische Grundlagen von Ge-
déchtnisprozessen aufzudecken (STECKLER und MUIR, 1996) und Modelle menschlicher
Gedichtnisstorungen zu entwickeln (SQUIRE, 1992). Obwohl Ergebnisse dieser Studien
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weithin anerkannt sind, wird nach wie vor kontrovers diskutiert, zu welchem Ausmal} Leis-
tungen von Nagetieren in komplexeren kognitiven Aufgaben ein geeignetes Modell der
menschlichen kognitiven Funktion darstellen konnen (DECKER, 1995). Dies wird vor allem
vom Vorhandensein dhnlicher neurophysiologischer und psychologischer Systeme abhéngig
gemacht. Grundlegende neurophysiologische Prozesse, zum Beispiel in der synaptischen
Transmission, gleichen sich {iber Speziesgrenzen hinweg und es existieren Hinweise, dass
einige psychologische Prozesse, die in kognitive Funktionen wie Lernen und Gedéchtnis in-
volviert sind, wihrend der Evolution konserviert wurden. So wurde zum Beispiel das Phéno-
men der Langzeitpotenzierung (LTP) urspriinglich im Hippokampus eines Sdugetieres ent-
deckt (MACPHALIL, 1996). Auch hinsichtlich fundamentaler Formen des Lernens, wie Habi-
tuierung bzw. Sensitivierung und Konditionierung, scheinen sich Sdugetiere nicht zu unter-
scheiden und die involvierten kognitiven Prozesse konnen groBtenteils verstanden werden
(D'MELLO und STECKLER, 1996). Deshalb sind Tiermodelle sehr gut geeignet, einfache
menschliche Lern-, Gedichtnis- und Aufmerksamkeitsprozesse zu beschreiben. Hohere
menschliche kognitive Funktionen, wie Denken, Begreifen und Sprachentwicklung, kénnen
im Tiermodell nur schwer abgebildet werden. Dennoch scheint es mit komplexen Systemen
zu gelingen, menschliche kognitive Funktionen wiederzuspiegeln (DECKER, 1995). AuB3er-
dem scheinen sich Wirbeltiere in komplexeren Aufgaben, die zum Beispiel das rdumliche
Gedichtnis miteinbeziehen, wenn iiberhaupt nur gering zu unterscheiden. Ein Grund sollen
assoziative Mechanismen sein, die in allen 6kologischen Nischen iiberlebensnotwendig sind,
um kausale Verbindungen zwischen wichtigen Ereignissen zu erkennen. Als grofiter kogniti-
ver Unterschied zwischen Mensch und Tier wird deshalb der einzigartige Gebrauch der Spra-
che angefiihrt. Dies bedeutet, dass vom Tier benutzte Lernmechanismen ebenso beim Men-

schen vorkommen und dariiber hinaus eine wichtige Rolle in der menschlichen Kognition

spielen (MACPHALIL, 1996).

Wenn man Tiermodelle mit menschlicher kognitiver Funktion in Bezug zueinander setzt,
muss jedoch bedacht werden, dass der Begriff des Arbeitsgedédchtnisses hdufig nicht synonym
verwendet wird. Studien mit menschlichen Individuen beziehen sich fiir gewohnlich auf die
ibliche Definition vom Arbeitsgedédchtnis als Kurzzeitspeicher von Information mit weiterer
Unterteilung in verschiedene Untereinheiten (BADDELEY, 2003b). Davon muss die in Tier-
modellen hdufig verwendete Vorstellung des Arbeitsgeddchtnisses klar abgegrenzt werden
(OLTON et al., 1980). Es wird ndmlich unterschieden zwischen Information, die spezifisch
fiir einen bestimmten Durchlauf eines Tests ist (Arbeitsgedidchtnis) und zwischen allgemeiner

Information, die in allen Durchldufen giiltig bleibt (deklaratives Langzeitgedichtnis). Nach
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dieser Definition dauert das Arbeitsgeddchtnis genauso lange wie die Zeitdauer eines Durch-
laufs, der je nach Versuchsdesign Minuten bis Stunden dauern kann, und deshalb eher einer
Form des Langzeitgedéchtnisses entspricht. Dieser wichtige Unterschied sollte bei einer Ge-
geniiberstellung von Mensch und Tier nicht iibersehen werden (STECKLER und MUIR,
1996).

Um die zentralnervose Gesamtfunktion moglichst vollstindig abzubilden, werden in der vor-
liegenden Studie eine Vielzahl unterschiedlicher Tests verwendet. Zu dieser Testbatterie zéh-
len neben etablierten motorischen und sensorischen Tests auch der modifizierte Hole-Board

(mHB) —Test (COMBS und D'ALECY, 1987; OHL et al., 2001a; OHL et al., 2001b).

4.1.2.1 Neurologische Untersuchung

Sensorisch-motorische Tests stellen einen wichtigen Bestandteil der differenzierten neurolo-
gischen Untersuchung dar, denn mit quantifizierbaren Testmethoden konnen motorische
Funktionen objektiver bewertet werden. Auflerdem konnen aktive Tests Aufschluss geben
iiber spezifische neurologische Defizite, die durch passives Beobachten allein nicht zu erken-
nen wéren (COMBS und D'ALECY, 1987). Zu den sensorisch-motorischen Tests dieser Stu-
die zdhlen Gleichgewicht im Balkentest (Beam-Walking- und Beam-Balance-Test) sowie

Greif- und Haltevermogen (Drahtgitter- und Greif-Zug-Test) (siche 3.2.4.2).

Die zahlreichen beschriebenen Modifikationen der urspriinglich entwickelten sensorisch-
motorischen Tests deuten darauf hin, dass eine weitgehende Standardisierung der einzelnen
Tests noch fehlt. So variieren zum Beispiel Durchmesser, Lange, Form und Bewertungssys-
tem der verschiedenen Balkentests in weiten Teilen. Trotzdem zahlt der Beam-Balance-Test,
bei dem die Tiere eine bestimmte Zeitdauer auf einem schmalen Holzbalken balancieren sol-
len, zu einer weitverbreiteten Technik. Dabei dient er der Bewertung von Defiziten der vesti-
bulomotorischen Funktion (COMBS und D'ALECY, 1987) in Modellen zerebellarer
(TUPPER und WALLACE, 1980), traumatischer (LYETH et al, 1993), post-
subarachnoidaler hédmorrhagischer (GERMANO et al, 1994), globaler (COMBS und
D'ALECY, 1987) und fokaler zentralnervoser Schiadigungen (BARONE et al., 1992).

Mit dem Beam-Walking-Test gelingt es sensorisch-motorische Stérungen, die durch Kortex-
schiadigung hervorgerufen werden, zu identifizieren (FEENEY et al., 1982). Diese konnen als

Storungen der Bewegung der Vorder- und Hintergliedmallen, zum Beispiel in Fehltritten, ge-
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messen werden, wihrend das Tier eine bestimmte Strecke iiber einen Balken lduft. Von einer
erfolgreichen Verwendung des Beam-Walking-Tests zur Bewertung von sensorisch-
motorischen Storungen nach Kortexablation (GOLDSTEIN und DAVIS, 1990), zerebraler
Ischdmie (OHLSSON und JOHANSSON, 1995) und Schadel-Hirn-Trauma (SOBLOSKY et
al., 1996) berichten zahlreiche Studien.

Der Drahtgitter-Test entspricht einer Variation des Screen-Test und dient als Indikator der
allgemeinen Muskelkraft zum Beispiel nach Vorhirn- und fokaler zerebraler Ischidmie
(COMBS und D'ALECY, 1987). Hierfiir soll sich das Tier auf einem unterschiedlich geneig-

tem Gitter (horizontal, vertikal und um 180° gedreht) fiir eine bestimmte Zeitdauer festhalten.

Beim Greif-Zug-Test sollen sich die Tiere nur mit den VordergliedmalBlen an einem horizontal
gespannten Seil liber eine bestimmte Zeitdauer halten. Dadurch konnen taktile bzw. proprio-
zeptorische Platzierungsreaktionen der Vordergliedmaflen und die Muskelkraft zum Beispiel
nach Vorhirn- und fokaler zerebraler Ischamie (COMBS und D'ALECY, 1987), (GIONET et
al., 1991) bewertet werden. Das Phdnomen, dass sich einzelne Tiere bereits praoperativ friih-
zeitig fallen lassen, wurde in oben genannten Studien noch nicht beschrieben. In der vorlie-
genden Untersuchung deuten die Ergebnisse der Tiere im Drahtgitter- und Greif-Zug-Test
jedoch darauf hin, dass einzelne Tiere wohl eher wussten, weich zu fallen, was nicht als neu-
rologisches Defizit interpretiert werden soll. Abhilfe konnte dabei eine VergroBerung des
standardisierten Abstandes von Seil beziehungsweise Drahtgitter und untergelegter Schaum-
stoffmatte schaffen. Ob diese MaBBnahmen das Auftreten des Phdnomens verringern oder gar

verhindern konnen, sollen weitere Studien kldaren (BERKMANN, 2005).

Am 14. postoperativen Tag von der neurologischen Gesamtfunktion erstellte Dosis-
Wirkungsbeziehungen mit der DHCA Zeit ergeben in dieser Untersuchung mit klinischen
Studien vergleichbare Inzidenzen von funtionellen neurologischen Beeintrichtigungen. Des-
halb scheinen die verwendeten Testmethoden gut geeignet zu sein, die zentralnervése Funkti-

on in diesem Modell zuverlédssig wiederzuspiegeln.

In Anlehnung an REASONER et al. (1997) wird in der vorliegenden Studie ein Gesamtpunk-
teschema entwickelt, um die zentralnervose Funktion mit dem histologischen Befund korrelie-
ren zu konnen. In die zentralnervose Gesamtpunktezahl flieBen dabei die einzelnen Punkte-

zahlen fiir Motorik, Sensibilitdt, Kognition und Verhalten (siche 3.2.7).

107



4.1.2.2 Modifizierter Hole-Board-Test

Der mHB-Test vereint die wesentlichen Eigenschaften eines Open-Fields (offenen Feldes)
und eines klassischen Hole-Boards (HB). Wobei mit dem offenen Feld hauptsédchlich die
Fortbewegungsaktivitit von Nagetieren hochstandardisiert evaluiert wurde (KELLEY, 1993)
und mit dem HB rein exploratorische Parameter von Nagetieren beurteilt werden konnten
(FILE und WARDILL, 1975b). Das mHB wurde urspriinglich fiir die Untersuchung kogniti-
ver und exploratorischer Parameter bei Tupaias konzipiert (OHL et al., 1998; OHL und
FUCHS, 1999) und dann an Nagetiere adaptiert (OHL et al., 2001b).

Erstmals konnen mit dem modifizierten Hole-Board (mHB) -Paradigma komplexe Verhal-
tensmuster in einem einzigen Test erfasst werden, wodurch eine echte Alternative zu den hiu-
fig verwendeten Testbatterien geschaffen wurde (OHL et al., 2001a). Die entstehenden Vor-
teile sind nicht nur in geringeren bendtigten Gesamttierzahlen, sondern auch immenser Zeit-,
Personal- und Kostenersparnis zu sehen. Dariiber hinaus konnen mit dem mHB-Test auch
wesentliche Nachteile herkdmmlicher experimenteller Verhaltenstests iberwunden werden,

die ansonsten mit der gemessenen Leistung der Tiere im Test interferieren konnten:

Erstens werden bei Untersuchungen der kognitiven Funktion von Nagetieren hauptsidchlich
physikalische Stressoren wie Einschrankungen, zum Beispiel Nahrungskarenz, verwendet
(HODGES, 1996). Zweitens sind die schon an sich stressreichen Bedingungen meistens noch
zusétzlich mit irritierenden Stressfaktoren verbunden (HODGES, 1996; KANETO, 1997).
Dazu zihlt unter anderem, die Tiere aus dem gewohnten Versuchskéfig zu entfernen und in
den Versuchsraum und / oder in die Testapparatur zu transportieren. Auch Futterentzug wird
in vielen Testprozeduren verwendet, um die Motivation den Test zu absolvieren, noch zu er-
hohen. Diese Nachteile sind auch mit ein Grund, weshalb die meisten Verhaltenstests von
Nagetieren eher deren Reaktion auf ein stressvolles Ereignis messen, als spezifische Einfliisse
auf verschiedene Verhaltens- und / oder kognitive Parameter, wie manchmal behauptet wird
(PRUT und BELZUNG, 2003). Im mHB-Test kann Transportstress durch die spezielle Kon-
zeption des Versuchskifigs vermieden werden. Dieser umfasst sowohl Tierabteil als auch
Versuchsarena, die nur durch eine durchsichtige durchlocherte Trennwand voneinander ge-
trennt sind. Auch Isolationsstress, ein wichtiger Einflussfaktor vor allem von angstassoziier-
tem Verhalten (OHL et al., 2001a; PRUT und BELZUNG, 2003), wird minimiert, indem die
Tiere wihrend eines Durchlaufs durch die Trennwandldcher Kontakt zu ithren im Tierabteil

verbleibenden Gruppenmitgliedern aufnehmen konnen (OHL, 2003). Insgesamt tragen diese
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Faktoren vermutlich zur hohen Motivation der Tiere bei, den mHB-Test stressfrei und deshalb
ohne Futter- oder Wasserentzug zu absolvieren. Auch in Hinblick auf eine zuverldssige Be-
wertung gemessener Verhaltens- und kognitiver Parameter erscheint die Reduktion zusitzli-
cher irritierender Stresseinfliisse wichtig, da die kognitive Funktion sowohl bei Mensch als
auch beim Tier extrem durch Stress beeinflusst werden kann (MCEWEN und SAPOLSKY,
1995).

Als weiterer Vorteil ermoglicht das mHB-Paradigma den Tieren einerseits, ihr komplexes
Verhaltensrepertoire ohne Zwang offen zu zeigen und offeriert andererseits dem Untersucher
die Moglichkeit, durch Bewertung der sorgfiltigen Analyse eines trainierten Beobachters,
subtile und unerwartete Verhaltenseffekte zu entdecken (OHL, 2003). Auch scheint die direk-
te Verhaltensbeobachtung vor allem hinsichtlich ihrer Sensitivitit automatisierten Messme-

thoden iiberlegen zu sein (KOLB und WHISHAW, 1985).

Wegen der genannten Vorziige wurde das mHB-Paradigma schlieBlich fiir diese Studie aus-
gewihlt, um die Auswirkungen von steigenden DHCA-Zeiten auf kognitive Leistungsfahig-

keit und Verhalten zu untersuchen.

Bewertung der kognitiven Funktion im mHB-Test

In der kognitiven Variante des mHB-Tests sollen die Tiere durch Assoziation lernen, visuell
markierte Locher mit Futterbelohnungen zu verbinden. Dementsprechend wird die kognitive
Leistungsfahigkeit eines Tieres anhand der Besuche von markierten Lochern wihrend eines
Durchlaufs gemessen. Ein Loch wird als besucht gewertet, wenn das Tier den Deckel aktiv,

d.h. mit den Vorderpfoten oder der Schnauze, bewegt.

Die Gesamtzeit (Time Complete, TC) eines Durchlaufs errechnet sich aus der Zeit, die ein
Tier benotigt, alle drei Futterbelohnungen zu finden. Dafiir wird eine Maximalzeit von 10 min
veranschlagt. Deshalb dient die Gesamtzeit als Indikator fiir die Motivation, aber auch fiir die
Lernleistung des Tieres. Diese wird als umso besser eingeschitzt, je schneller ein Tier alle

drei Futterbelohnungen findet (siche Tabelle 4).

Besuche von nicht markierten Lochern ohne Futterbelohnung (Wrong Choices) werden als
Fehler des deklarativen Gedichtnisses gewertet. Diese Gedédchtnisform umfasst bewusste Er-
innerung an Fakten und Ereignisse (SQUIRE, 1998). Um den mHB-Test zu erlernen, muss
das Tier markierte Locher mit Futterbelohnungen assoziieren und sich deren Sequenzen iiber

mehrere Versuchsdurchldaufe hinweg merken konnen. Da die Sequenz der markierten Locher
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taglich wechselt, soll ein automatisierter, nicht deklarativer Gedachtnisprozess zum Auffinden

der markierten Locher ausgeschlossen werden (siche Tabelle 4).

Markierte Locher, die wéhrend eines Durchlaufs nicht besucht werden, gelten als Auslas-
sungsfehler (Omission Errors). Weil die vom mHB-Test geforderte Assoziationsleistung da-
bei nicht erbracht wird, zihlt man sie zur Anzahl der falsch besuchten Locher (Wrong Choi-

ces) dazu (siche Tabelle 4).

Wiederholte Besuche (Repeated Choices) eines bereits erfolgreich besuchten markierten
Lochs, d.h. die Futterbelohnung wurde vom Tier entnommen und gefressen, werden in einem
Durchlauf als Wiederholung definiert. Um Wiederholungen zu vermeiden, muss sich ein Tier
wihrend eines Durchlaufs erinnern, welches markierte Loch von ihm bereits erfolgreich be-
sucht wurde. Diese zeitlich begrenzte Speicherung von Information wird als Arbeitsgedécht-
nisprozess betrachtet (OLTON, 1989; GOLDMAN-RAKIC, 1996). Entsprechend gelten wie-
derholt besuchte, markierte Locher als Arbeitsgedédchtnisfehler (siche Tabelle 4).

Bewertung des Verhaltens im mHB-Test

Angstverhalten driickt sich bei Nagetieren in einem artspezifischen Verhaltensmuster aus. So
wird zum Beispiel Vermeidungsverhalten offener Fliachen als Angst interpretiert
(CRAWLEY, 1981). Aullerdem laufen Nagetiere in einer fremden Umgebung bevorzugt dicht
an den Winden entlang (Thigmotaxis) (PRUT und BELZUNG, 2003). Erst nach einer gewis-
sen Zeit trauen sie sich, den geschiitzten Wandbereich zu verlassen und eine offene Flache zu
explorieren. Dabei entspricht das mHB dem ungeschiitzten, offenen Areal, da es sich zentral
in der Versuchsarena befindet. Entsprechend gelten folgende Parameter als Indikatoren fiir
Angstverhalten (siehe Tabelle 5): Anzahl der mHB-Besuche (Number of Board Entries,
NBE), Latenz bis zum ersten mHB-Besuch (Latency first Entry on Board, LFEB) und die auf
dem mHB verbrachte Gesamtzeit (Time on Board, TOB).

Exploration wird weiter in gerichtete und ungerichtete Exploration unterteilt, wobei erstere
die zielgerichtete Exploration definierter Objekte umfasst (FILE und WARDILL, 1975a). Im
mHB-Test wird dementsprechend das Besuchen von Lochern als gerichtete Exploration ge-
wertet (siehe Tabelle 5): Anzahl besuchter Locher (Number of Holes Visited, NHV) und La-
tenz bis zum ersten Lochbesuch (Latency first Hole Visit, LFHV). Als Indikator fiir generelle,
ungerichtete Exploration der Umgebung wird das Aufrichten des Oberkdrpers und Erheben

auf die Hinterbeine (Rearings) verstanden.
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Auf der Bewegungsaktivitidt (Lokomotion) oder deren Abwesenheit (Immobilitdt) basiert
letztendlich jedes sichtbare Verhalten (LISTER, 1987). Daher muss jeder Parameter wahrend
eines Durchlaufs in Bezug zur Lokomotion, gemessen an den Linieniibertritten (Line Cros-
sings) bzw. in Bezug zur vollstindigen Bewegungslosigkeit (Immobility), gesetzt werden
(siche Tabelle 5). Die Immobilitit kann sowohl auf Angst als auch auf einem beeintrachtigten

Allgemeinbefinden beruhen.

Die soziale Affinitit (Group Contact) zu den auf der anderen Seite der Trennwand verblei-
benden Artgenossen der Gruppe wird tliber die Zeit ermittelt, in der das Tier wéhrend eines

Durchlaufs durch ein Trennwandloch schnuppert (siche Tabelle 5).

Die physiologische Erregung duflert sich beim Nagetier durch Absetzen von Kotbéllchen
(FLINT et al., 1995) und durch Reinigen des eigenen Fells (TO und BAGDY, 1999). Entspre-
chend werden im mHB-Test folgende Parameter erfasst: Anzahl der Kotbillchen (Boli) und

Gesamtzeit der Putzphasen (Grooming) wihrend eines Durchlaufs (siehe Tabelle 5).

Verschiedene kognitive Verhaltenstests zu vergleichen, mag schwierig erscheinen. Dennoch
sollten verschiedene Aspekte des mHB-Tests bedacht werden, vor allem in Bezug auf das
Wasserlabyrinth (Morris Water Maze) (MORRIS, 1984). Obwohl das Morris Water Maze als
etabliertes Lernparadigma in zerebralen Ischdmiemodellen bei Nagetieren hiufig angewendet
wird, bleibt es dennoch umstritten. In der Fluchtversion entspricht dieses Labyrinth einem
angstgetriebenen Test, der naturgemdl} Stress hervorruft. Dies kann aber auch als moglicher
Storfaktor interpretiert werden, da gewisse Stresszustdnde unterschiedliche Auswirkungen auf
Versuchsgruppen haben konnen (HODGES, 1996). Auch konnte der Einfluss weiterer nicht-
kognitiver Faktoren auf die Leistung im Morris Water Maze allgemein unterschétzt worden
sein. Denn auch alte, blinde Ratten schnitten in diesem visuell-rdumlichen Test erstaunlich
gut ab (LINDNER et al., 1997). Idealerweise sollten beide Tests, der Morris Water Maze und
der mHB-Test, simultan angewendet werden, um die kognitive Leistungsfdhigkeit und das
Verhalten in dieser Studie zu untersuchen. Dies ist aber leider nicht moglich, da sich beide

Tests direkt storend beeinflussen wiirden.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Intraoperative physiologische Messparameter

Umfangreiche Messungen physiologischer Parameter zu bestimmten intraoperativen Zeit-
punkten (siehe 3.3.1, Tabelle 6) sollen einen standardisierten Versuchsablauf ermdglichen und

zusitzliche Einflussfaktoren weitestgehend ausschlie3en.

Perikranielle Temperatur (°C)

Der perikraniellen Temperatur wird in dieser Studie besondere Bedeutung beigemessen, da
sie vor allem in der Zeitspanne nach einem ischdmischen Ereignis von der rektal gemessenen
Temperatur abweichen kann (BUSTO et al., 1987). Aulerdem spielt die postoperative Hy-
perthermie des Gehirns vermutlich eine wichtige Rolle als Risikofaktor bei der Entwicklung
postoperativer zentralnervoser Schiadigungen (GROCOTT et al., 2002). In der vorliegenden
Studie ist die perikranielle Temperatur wihrend der Wiedererwarmung nach 105 min DHCA
signifikant erhoht, verglichen mit den anderen Gruppen (siche 3.3.1). Dies konnte in dieser
Gruppe mit protrahierten tief hypothermen Kreislaufstillstandzeiten auf einen stirkeren
ischdmischen Insult des Gehirns hindeuten, was mit dem klinischen Bild des intraoperativen
Hirntodes dieser Tiere vereinbar ist. Auch in zerebralen Ischdmiemodellen reichte bereits eine
Hyperthermie von klinisch relevanten 1 — 2 °C, um den hypoxisch-ischimischen Zelltod sig-

nifikant zu erh6hen (WASS et al., 1995).

Atiologisch konnten bei der Hyperthermie nach tief hypothermem Kreislaufstillstand ischi-
misch bedingte Inflammationsprozesse eine wichtige Rolle spielen. Im Zuge der ischdmischen
Degradation von Membranlipiden werden Entziindungsmediatoren freigesetzt, zum Beispiel
Leukotriene und Arachidonséduremetabolite. Dabei induziert vor allem der Arachidonsdureme-
tabolit Prostaglandin E eine erhdhte Korpertemperatur, um optimale Bedingungen fiir physio-
logische Abwehrprozesse und assoziierte Enzymsysteme zu schaffen. Hypothermie scheint
sich kontrovers auf ischdmische Inflammationsprozesse auszuwirken. Zum einen verringert
milde Hypothermie das postischimische vasogene Odem (DEMPSEY et al., 1987), zum an-
deren erhoht sich jedoch auch das postoperative Infektionsrisiko (SCHUBERT, 1992). Bei
Maiusen konnte mit Kéltestress eine Immunsuppression ausgelost werden (CHYATTE et al.,

1989).
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Diese inflammatorischen und immunregulatorischen Effekte der Hypothermie konnten eine
Rolle spielen, weshalb in der vorliegenden Studie signifikant erhdhte Temperaturen nach

protrahierten DHCA-Zeiten beobachtet werden (siehe 3.3.1).

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP (mmHg))

Der Mittlere arterielle Blutdruck (MAP) wird wihrend der Wiedererwarmungsphase mit Nor-
epinephrinhydrochlorid Infusionen iiber 50 mmHg gehalten, sobald eine rektale Kérpertempe-
ratur von liber 30 °C erreicht ist (siehe 3.3.1). In Anlehnung an die Empfehlungen der Ameri-
kanischen Herz Assoziation, Epinephrin nicht unter einer Kdrpertemperatur von 30 °C anzu-
wenden (THE AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2000) wurde in der vorliegenden Stu-

die die Norepinephrinhydrochlorid Infusion erst ab einer Temperatur von 30 °C begonnen.

Dabei fillt auf, dass nach 105 min DHCA signifikant mehr Norepinephrinhydrochlorid bend-
tigt wird, als in den anderen Gruppen (siehe 3.3.1). Dies konnte mit lokal an Blutgefalen im
Zuge der Ischimie freigesetztem NO (Stickoxid) begriindet werden. Denn vor allem mit Hilfe
von pro-inflammatorischen Zytokinen und Endotoxin kann NO aus Endothelzellen und glat-
ten Muskelzellen hauptsdchlich iiber die induzierbare Form des Enzyms NO Synthetase
(INOS) in groBen Mengen freigesetzt werden (MONCADA und HIGGS, 1993). NO spielt
eine wichtige Rolle bei der Regulierung des Blutdrucks (PALMER et al., 1988) und bei der
Pathophysiologie von Entziindungsprozessen durch Vasodilatation und gesteigerte vaskulére
Permeabilitit (SCHALLER und GRAF, 2003). Protrahierte DHCA-Zeiten konnten also zu
einer erhohten Freisetzung von NO fithren mit zunehmender Vasoplegie, wodurch der syste-
mische Widerstand sinkt und ein groBer Teil des Blutvolumens in der Peripherie versackt.
Dies konnte den signifikant hoheren Verbrauch von Norepinephrinhydrochlorid erkldren, der

bendtigt wird, um den MAP nach 105 min DHCA {iber 50 mmHg zu halten (siehe 3.3.1).

Blutglucose-Konzentration (mg / dl)

EKZ verandert die Insulin Sekretion und Resistenz, wodurch sich die Wahrscheinlichkeit ei-
ner signifikanten Hyperglycdmie erhoht (LANIER, 1991). Dieses Phdnomen kann zum Teil
auch in der vorliegenden Studie beobachtet werden. Dementsprechend steigt die Blutglucose-
Konzentration in dieser Studie in allen Gruppen bis zum Ende der Wiedererwirmung (siehe
3.3.1). Dies kann auch als physiologische Stressreaktion, zum Beispiel auf ein protrahiertes
ischdmisches Ereignis (tief hypothermer Kreislaufstillstand), gewertet werden. Dabei schiittet

der Korper vermehrt antiinsulinerge Hormone (Glukagon, Adrenalin, Kortisol und langfristig
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auch STH) aus und die Blutglucose-Konzentration steigt. Fokale und globale Ischdmiemodel-
le assoziieren Hyperglycimie hdufig mit schlechteren zentralnervésen Ergebnissen
(WARNER et al., 1992; DIETRICH et al., 1993). Interessanterweise fallen die Mittelwerte in
der Gruppe mit 105 min DHCA jedoch bis unter das Ausgangsniveau eine Stunde nach der
EKZ und unterscheiden sich zu diesem Messzeitpunkt signifikant von den anderen Gruppen
mit 0, 45, 60, 75 und 90 min DHCA. Weiterhin kann die Blutglucose-Konzentration in der
Gruppe mit 105 min DHCA nur mit Glucose Infusion liber 60 mg/dl gehalten werden (sieche
3.3.1). Als mogliche Ursache fiir diesen dramatischen Abfall der Blutglucose-Konzentration
nach protrahierten tief hypothermen Kreislaufstillstandzeiten kommt vermutlich eine Er-
schopfung des Stressgegenregulationssystems des Korpers und der antiinsulinergen Hormone

in Frage oder die Glucosereserven des Korpers sind einfach aufgebraucht.

Baseniiberschuss (BE (mmol / 1)) und Standardbicarbonat (mmol / 1)

Mit steigenden tief hypothermen Kreislaufstillstandzeiten wird im Organismus durch die an-
aerobe Stoffwechsellage vermehrt Glucose zu Laktat umgewandelt. In Folge sinkt der Blut
pH-Wert und es resultiert mit zunehmender Erschépfung des korpereigenen Sdure-Basen Puf-
fersystems ein absinkender BE-Wert. In der vorliegenden Studie ist der BE-Wert in den
Gruppen mit 75, 90 und 105 min DHCA zu Beginn der Wiedererwarmungsphase signifikant
erniedrigt, verglichen mit der Gruppe mit 0 min DHCA (siehe 3.3.1). Dabei gebildete saure
Metabolite, vor allem Laktat, stellen wiederum einen wichtigen Risikofaktor fiir die ischédmi-
sche Schidigung dar. So wurde postuliert, dass Hyperglycdmie die neurologische Funktion
hauptséchlich iiber die vermehrte Produktion von Laktat beeinflusst, die letztendlich in intra-
zelluldrer Azidose miindet und die intrazellulire Homdostase und Metabolismus beeintrich-
tigt (FEERICK et al., 1995). Auflerdem ist in zerebralen Ischdmiemodellen die metabolische
Azidose umso stirker ausgeprigt, je gravierender der Insult war (HOSSMANN und
TAKAGTI, 1976, DING et al., 2000). In dieser Studie wird der BE-Wert kontrolliert und mit
Natriumbikarbonat ab dem Abgang von der EKZ in engen Grenzen gehalten. Dabei benotigt
die Gruppe mit 105 min DHCA signifikant mehr Bikarbonat, um den Baseniiberschuss {iber
—3 mmol / | zu halten als die anderen Gruppen (siehe 3.3.1), was mit einem gréferen ischdmi-

schen Schaden erklirt werden kann.

Entsprechend dem BE verhilt sich die Standarbicarbonat Konzentration, das bedeutet je lén-

ger die DHCA-Zeit und damit die Ischamiephase, desto niedriger ist das Standarbicarbonat.
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pH-Wert

Gemill dem in der vorliegenden Studie verwendeten pH-Management (pH-stat) wurde der
pH-Wert intraoperativ in engen Grenzen gehalten (siehe 3.3.1). Um den Blut-pH, der mit sin-
kender Korpertemperatur progressiv ansteigt, konstant zu halten, muss der CO,-Gehalt der
Zuluft zum Oxygenator der EKZ erhoht werden. Das temperatur-korrigierte (pH-stat) pH-
Management wurde in der vorligenden Studie gewahlt, weil es hdufig bei Eingriffen am offe-
nen Herzen von Kindern verwendet wird (HICKEY, 1998), da es eine verbesserte zerebrale
Durchblutung zur Folge hat (TAYLOR, 1998a). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zei-
gen, dass wegen der entstechenden metabolischen Acidose die pH-Werte wéhrend steigenden
DHCA-Zeiten sinken. Der Wert in der Gruppe mit 105 min DHCA ist relativ hoch, was durch

einen sehr niedrigen PaCO; zu diesem Zeitpunkt erldrt werden kann.

Arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck (PaCO, (mmHg))

Der PaCO; liegt bis zum Ende der Abkiihlungsphase, wihrend der EKZ, in allen Gruppen in
physiologischen Bereichen. Zu Beginn der Wiedererwarmung fillt auf, dass die Werte in al-
len Gruppen absinken, was eher darauf zuriickzufiihren ist, dass wihrend der DHCA-Zeit
keine Blutgasanalyse durchgefiihrt wird und deshalb die CO,-Zufuhr zur EKZ nicht adaptiert
werden kann. Dass die Werte allesamt eher niedrig sind zu diesem Zeitpunkt, ist moglicher-
weise zuriickzufiihren auf die reduzierte Stoffwechselsituation wéhrend Hypothermie und

Kreislaufstillstand (KAVANAGH und LAFFEY, 2003).

Arterieller Sauerstoffpartialdruck (PaO, (mmHg))

Der PaO; blieb wihrend der gesamten operativen Phase in physiologischen Bereichen (siche
3.3.1). Was darauf hindeutet, dass wéahrend der EKZ iiber den zwischengeschalteten Oxyge-
nator (ohne zusitzliche Ventilation) eine ausreichende Sauerstoffspannung erzielt und wih-
rend der gesamten Versuchsphase aufrechterhalten werden konnte. Dagegen gelang es ande-
ren Studien lediglich eine partielle EKZ mit Flussraten, die nur etwa 1/5 des physiologischen
Herzminutenvolumens der Ratte entsprechen, zu entwickeln. Um eine ausreichende Sauer-
stoffversorgung zu gewéhrleisten, musste in dieser Studie deshalb die kiinstliche Beatmung
auch wihrend der EKZ fortgesetzt werden (KAWAGUCHI et al., 1998). Dies entspricht aber
nicht klinischem Standard. In der vorliegenden Studie wurde entsprechend der klinischen
Praxis lediglich ein PEEP (positiver endexspiratorischer Druck) von 5 mmHg aufrechterhal-

ten, um schwere Atelektasen der Lunge zu vermeiden (siehe 3.2.3.2).
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Hiamoglobin Konzentration (g/dl)

Zu Beginn der EKZ wird das Kreissystem mit Hydroxyethylstirke (HAES) 6 % gefiillt, dar-
auf fillt die Himoglobin Konzentration um ca. die Hélfte des Ausgangswertes (siehe 3.3.1).
Hamodilution wihrend Extrakorporaler Zirkulation und Hypothermie wird in der Klinik stan-
dardméBig angewendet, um die Rheologie zu verbessern, da die Blutviskositdt mit sinkender
Temperatur zunimmt. Dadurch kann nicht nur der zerebrale Blutfluss verbessert, sondern
auch die gesunkene Sauerstofftriagerkapazitit des Blutes kompensiert werden (PUA und
BISSONNETTE, 1998). Wenn der Hiamatokrit jedoch unter kritische Bereiche sinkt, konnte
die Grenze dieses Kompensationsmechanismus erreicht werden und die Sauerstoffversorgung
ernsthaft eingeschriankt werden. Jedoch schien die zerebrale metabolische Sauerstoffrate oder
die Sauerstoffversorgung bei Patienten selbst bei Himoglobin Konzentrationen bis zu 6,2 g /
dl, was noch unter den Minimalwerten der vorliegenden Studie liegt, nicht eingeschrinkt zu
sein (SUNGURTEKIN et al., 1999). In weiteren Studien bestand auch kein Zusammenhang
zwischen minimalen Hadmatokrit Werten und zentralnervosen Schidigungen wie Schlaganfall
oder erhohter postoperativer Mortalitit (VAN WERMESKERKEN et al., 2000). So kann zum
derzeitigen Wissensstand eine mogliche Beeinflussung der zerebralen Funktion durch mini-
male Hamoglobin Werte nicht abschlieBend geklart werden. Wichtig fiir die vorliegende Stu-
die ist jedoch, dass sich die Himoglobin Werte zwischen den Gruppen nicht unterscheiden
(siehe 3.3.1), um einen moglichst standardisierten Versuch zu gewihrleisten. Eine Stunde
nach der EKZ wird aus der EKZ gewonnenes Erytrozytenkonzentrat retransfundiert, wodurch
die Hidmoglobin Konzentration wieder ansteigt. Auf diese Weise muss kein Fremdblut trans-
fundiert werden und die erreichten Hamoglobin Endwerte sind gut mit dem léngerfristigen
Uberleben der Tiere vereinbar. Diese Vorgehensweise entspricht groBtenteils gingigen klini-
schen Standards. Denn seit Entdeckung des humanen Immundefizienz Virus (HIV) und ver-
schiedenen Hepatitisviren werden exzessive Bluttransfusionen weitestgehend vermieden.
Auch kann durch Verzicht auf Fremdblut ein weiterer Einflussfaktor in dieser Studie vermie-
den und Komplikationsmoglichkeiten ausgeschaltet werden. Eine annidhernd physiologische
Hamoglobin Konzentration erscheint vor allem in der ersten postoperativen Zeit wichtig, da
sie oftmals mit einem erhohten Sauerstoffbedarf, beeintrachtigter Myokardfunktion und man-
gelnder Kompensationsfahigkeit einer Andmie durch das Herz einhergeht (HARDY et al.,
1998).
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4.2.2 Uberlebensrate

Herzchirurgische Operationen an Kindern und Erwachsenen, die einen tief hypothermen
Kreislaufstillstand erfordern, weisen wegen beachtlicher Fortschritte auf dem Gebiet der ope-
rativen Technik und der Anisthesie, sowie entscheidender technischer Verbesserung der
Extrakorporalen Zirkulation (EKZ) nur noch sehr wenige Todesfélle auf. Dadurch sind vor
allem konsekutive zentralnervose Komplikationen in den Mittelpunkt des Interesses und der
Wissenschaft geriickt, da nun von ihnen die grof3te Bedrohung fiir langfristige Gesundheit und
Wohlergehen auszugehen scheint (DU PLESSIS, 1997b). Diesen Trend spiegelt auch die vor-
liegende Studie wieder. Betrachtet man zum Beispiel klinisch relevante DHCA-Zeiten von 45
min, liegt die Uberlebensrate auch in dieser Studie bei nahezu 100 % (siehe 3.3.2). Selbst bei
DHCA-Zeiten iiber 80 min, auBerhalb jeglicher klinischer Relevanz, iiberleben immerhin
noch iiber 50 % der Tiere. Wobei auch bei Patienten die Morbiditdt und Mortalitdt ab DHCA-
Zeiten von > 45 bis 60 min signifikant zunimmt (KIRKLIN und BARRATT-BOYES, 1993).
Zu intraoperativem Hirntod (alle Tiere nach 105 min DHCA-Zeiten) und postoperativer Eu-
thanasie (je 3 Tiere nach 90 und 75 min DHCA) fiihrten in dieser Studie entweder hochgradi-
ge zentralnervose Schéddigungen und / oder hochgradige gastrointestinale Storungen (siehe
3.3.2). Auch bei Kindern sind postoperative zentralnervose Komplikationen bekannt, wobei
hauptsédchlich Krampf- und Schlaganfille, aber auch seltenere Ereignisse, wie Riickenmarks-
und Plexus brachialis Schidigungen vorkommen (DU PLESSIS, 1997b). Gastrointestinale
Dysfunktionen wurden in Form von Pankreatitis nach Hypothermie beobachtet, wobei betei-
ligte Pathomechanismen noch nicht klar verstanden werden (SCHALLER und GRAF, 2003).
Dariiber hinaus manifestieren sich Riickenmarksschddigungen haufig neben Paraplegie auch
in gastrointestinalen Dysfunktionen (DU PLESSIS, 1997b). Als dtiologische Ursache kdme
dafiir auch eine Darmischdmie nach protrahierten DHCA-Zeiten in Frage, die in weiterer Fol-

ge zu einem Ileus mit den beschriebenen Symptomen fiithren konnte.

4.2.3 Neurologische Funktion

Korpergewicht (g)

Das Korpergewicht der Tiere wéihrend der neurokognitiven Testperiode (siehe 3.3.3) lésst in
allen vier Gruppen keine signifikanten Unterschiede erkennen, die den Versuch hétten beein-

flussen konnen. Allerdings geht der Trend der Korpergewichtsreduktion Hand in Hand mit

117



steigenden DHCA-Zeiten, was vermuten ldsst, dass die Tiere durch steigende DHCA-Zeiten
und dies auch vor allem in den ersten postoperativen Tagen soweit beeintrachtigt zu sein
scheinen, dass sie ihr physiologisches Korpergewicht nur langsam steigern konnen. Erst nach
14 postoperativen Tagen nehmen die Tiere der vier Gruppen wieder anndhernd gleich zu, oh-
ne die entstandenen Gewichtsunterschiede zwischen den Gruppen wieder aufzuholen (siche

Tabelle 8 und Abbildung 23).

Sensorisch-motorische Tests

Neurologische Defizite nach steigenden DHCA-Zeiten konnten in dieser Studie vor allem mit
Aufgaben, die Gleichgewicht und Koordination erfordern, nachgewiesen werden (siche
3.3.3). So zeigten Tiere der Gruppe bis >60 min DHCA bis zum 12. postoperativen Tag an-
haltende, die Tiere mit 60 min DHCA dagegen transiente neurologische Defizite. Dabei wa-
ren vor allem Gleichgewicht und Koordination betroffen, so dass die Tiere nicht nur mehr
Fehltritte pro Distanz beim Balancieren {iber einen schmalen Balken, sondern auch nur deut-
lich kiirzer auf einem schmalen Balken balancieren konnten. Das Greif- und Haltevermogen
der Tiere als Parameter der physischen Kraft war dagegen nicht langerfristig eingeschrankt.
Die Tiere der Gruppen mit 0 und 45 min DHCA verhielten sich neurologisch unauffillig (sie-
he 3.3.3).

Auch andere Tiermodelle des tief hypothermen Kreislaufstillstandes beobachteten neurologi-
sche Defizite, die hauptsichlich als Gleichgewichtsstorungen und Ataxie beschrieben werden
(KURTH et al., 1999; DITSWORTH et al., 2003; MYUNG et al., 2003). Evident waren diese
Defizite allerdings nur bis zum zweiten (DITSWORTH et al., 2003), sechsten (MYUNG et
al., 2003) oder siebten (KURTH et al., 1999) postoperativen Tag. Daher scheinen diese Defi-
zite eher transienter Natur zu sein, weshalb ein Vergleich mit den bei Patienten beschriebenen
langfristigen neurologischen Defiziten schwer fillt. Klinische Studien weisen neurologische
Defizite nach Herzoperationen mit tief hypothermem Kreislaufstillstand noch bis acht Jahre
spater nach (HOVELS-GURICH et al., 2002¢). Ob die neurologischen Defizite der vorliegen-
den Studie einem langfristigen Vergleich besser standhalten werden, miissen weitere Untersu-
chungen mit ldngerfristiger Beobachtungszeit ergeben. Jedoch kdnnen neurologische Defizite
in dieser Studie (siehe 3.3.3) sehr differenziert herausgestellt werden, was in dieser Form bis-
her sicherlich fiir kein anderes Tiermodell berichtet wurde. Dariiber hinaus stellte man auch
bei Kindern hauptsidchlich neurologische Defizite in motorischen Bereichen fest, was gut mit

den Ergebnissen der vorliegenden Studie korreliert. So waren Kinder im Vorschulalter vor
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allem in der motorischen Koordination, Intention (BELLINGER et al., 1999) und auch im
Schulalter noch in ihren feinmotorischen Fahigkeiten eingeschriankt (BELLINGER et al.,
2003).

In Anlehnung an klinische Studien (MOLLER et al., 1998; NEWMAN et al., 2001b) werden
in der vorliegenden Studie Leistungen in verschiedenen sensorisch-motorischen Tests zu-
sammengefasst, um Inzidenzen zeigen zu koénnen, ob die neurologische Funktion nach stei-
genden DHCA-Zeiten beeintrichtigt ist oder nicht (sieche 3.2.7). Diese Dosis-
Wirkungsbeziehungen ergeben, dass bereits bei klinisch relevanten DHCA-Zeiten von 48 min
(95 % KI: 19 - 63 min) in dieser Studie nur 50 % der Tiere ohne neurologische Defizite iiber-
leben (siehe 3.3.3). Diese Werte sind durchaus vergleichbar mit klinischen Studien, wobei
41 % der ein- bis anderthalb-jdhrigen Patienten nach tief hypothermem Kreislaufstillstand im
Sduglingsalter an neurologischen Defiziten litten (LIMPEROPOULOS et al., 2002). Anderen
Tiermodellen gelang es dagegen bisher nicht, bei klinisch relevanten DHCA-Zeiten neurolo-
gische Defizite nachzuweisen (FOLKERTH et al., 1975; MAULT et al., 1993; BOKESCH et
al., 1996; KAWAGUCHI et al., 1998).

4.2.4 Kognitive Leistungsfihigkeit und Verhalten

Wiéhrend dem modifizierten Hole-Board (mHB) -Test werden verschiedene Gedéichtnis- und

Verhaltensparameter dokumentiert (siehe 3.2.5.6).

Anhand kognitiver Parameter ldsst sich die Lernleistung differenzieren und verschiedene Ge-
déchtnisprozesse unterscheiden, mit denen die Tiere den mHB-Test bewiltigen. Da diese Ge-
déachtnisprozesse von unterschiedlichen intakten neuronalen Strukturen abhingen, kdnnen
fehlerhafte Gedachtnisleistungen im mHB-Test einen ersten Hinweis auf zerebrale Schidi-
gungen geben. Neben Gedéchtnisdefiziten werden mit dem mHB-Test aber auch verschiedene
Verhaltensédnderungen bewertet, die geeignet sind, kognitive Parameter zu beeinflussen

(BEUZEN und BELZUNG, 1995).

Defizite der kognitiven Funktion

Defizite in der kognitiven Leistungsfahigkeit konnen in dieser Studie nach protrahierten tiefen

hypothermen Kreislaufstilstandzeiten festgestellt werden (siehe 3.3.4.1). Dabei sind vor allem
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kognitive Parameter der Lernleistung (Gesamtzeit, Time Complete) und des deklarativen Ge-

déachtnisses (falsch besuchte Locher, Wrong Choices) betroffen.

Die Gruppe mit > 60 min DHCA braucht tendenziell ldnger, um alle drei Futterbelohnungen
zu finden, verglichen mit den anderen Gruppen (siche 3.3.4.1). Dadurch erhoht sich die bend-
tigte Gesamtzeit des Versuchsdurchlaufs (Time Complete, TC) in dieser Gruppe, die als Indi-
kator der Lernleistung gilt. Deshalb scheint die kognitive Leistung nach > 60 min DHCA
auch noch am postoperativen Tag 14 tendenziell schlechter zu sein, verglichen mit den ande-
ren Gruppen. Dabei verlduft die Lernleistung in dieser Studie dhnlich zur Anzahl an falsch
besuchten Lochern (Wrong Choices). Auch Tupaias zeigten im mHB-Test ohne zusitzliche
Stressfaktoren einen dhnlich korrespondierenden Verlauf der unterschiedlichen Lernkurven

(OHL et al., 1998).

Deklarative Gedéchtnisprozesse sind verantwortlich fiir bewusstes Erinnern an Fakten und
Ereignisse und werden dem Hippokampus zugeschrieben (SQUIRE, 1998). Im Tiermodell
wird deklaratives Gedéchtnis hdufig beschrieben als Verarbeitung raumlicher, konfiguraler,
kontextabhéngiger und relationaler Information (BUNSEY und EICHENBAUM, 1996). Des-
halb sollen deklarative Geddchtnisprozesse im mHB-Test auch beteiligt sein, wenn Tiere ler-
nen, visuell markierte Locher mit Futterbelohnungen zu assoziieren. Demnach gelten falsch
besuchte Locher (Wrong Choices) und markierte Locher, die wahrend einem Versuchsdurch-
lauf nicht besucht werden (Omission Errors) und zu ersteren dazu gezidhlt werden, als Fehler
des deklarativen Gedichtnisses (OHL et al., 1998). Interessanterweise scheint dieses Ge-
déachtnissystem nach >60 min DHCA-Zeiten stirker beeintrachtigt zu sein im Vergleich zu
den anderen Gruppen, was sogar noch bis zum postoperativen Tag 14 bestehen bleibt (siche
3.3.4.1). Da die Anzahl falsch besuchter Locher und die Gesamtzeit des Versuchsdurchlaufs
(Time Complete, TC) korrespondieren, scheinen in der vorliegenden Studie vor allem Defizite
des deklarativen Gedichtnisses nach > 60 min DHCA verantwortlich fiir die schlechtere Lern-
leistung zu sein. Denn das Arbeitsgedichtnis, ein weiterer Faktor der Lernleistung, schien in

dieser Studie aus unterschiedlichen, unten aufgefiihrten Griinden nicht beeintrachtigt.

Das Arbeitsgeddchtnis kann nicht nur zeitlich begrenzt Informationen speichern und sie bear-
beiten, sondern es unterliegt und unterstiitzt zudem korpereigene Denkprozesse und basiert
auf einem intakten prifrontalen Kortex (BADDELEY, 2000). Im mHB-Test wird die Arbeits-
gedéchtnisleistung danach bewertet, ob sich ein Tier wihrend eines Durchlaufes erinnert,
welches markierte Loch von ihm bereits erfolgreich besucht wurde. Wiederholte Besuche

(Repeated Choices) eines bereits erfolgreich besuchten markierten Lochs, d.h. die Futterbe-
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lohnung wurde vom Tier entnommen und gefressen, gelten als Fehler des Arbeitsgedichtnis-
ses (OHL et al., 1998). In der eigenen Studie unterscheiden sich die verschiedenen Gruppen in
diesem Gedéchtnisparameter nicht (siche 3.3.4.1). Dies ldsst entweder darauf schlieBen, dass
das Arbeitsgeddchtnis von steigenden DHCA-Zeiten nicht beeintrachtigt wird oder aber me-
thodische Ursachen eine Rolle spielen. Es kdnnte zum Beispiel eine mangelnde Sensitivitét
des Versuchsprotokolls vorliegen, denn um Fehler des Arbeitsgeddchtnisses aussagekriftig
bewerten zu konnen, bedarf es zuerst einer ldngeren Lernphase, an deren Ende die Tiere stabi-
le Ausgangswerte erreichen (STECKLER und MUIR, 1996). Diese konnen dann zum Bei-
spiel nach einer Schadigung mit der Ausgangsleistung verglichen werden. Es muss zudem
bedacht werden, dass Tiere, die den Test nicht lernen und keine markierten Locher besuchen,
auch keine Locher wiederholt besuchen konnen. Dadurch konnte eine fehlende Schadigung
des Arbeitsgedédchtnisses bei diesen Tieren nur vorgetduscht sein. Im Versuchsprotokoll die-
ser Studie wurde jedoch absichtlich auf Bewertung des ,,Vergessens* verzichtet, um stattdes-
sen das Lernverhalten der Tiere zu untersuchen. Das Lernverhalten wurde vor allem deswe-
gen gewdhlt, weil mit diesem Verfahren subtilere Verdnderungen nachgewiesen werden kon-
nen. Erlernen die Tiere den mHB-Test bereits pridoperativ und erreichen eine stabile ,,Base-
line* (Ausgangsniveau), dann bedarf es groBerer zerebraler Schidigungen, um verdnderte
kognitive Leistungsfahigkeiten zu detektieren. AuBBerdem kann man mit dieser Variante, das
Lernverhalten zu testen, eine bessere Aussage liber Verhaltensauffalligkeiten treffen, weil

sich die Tiere dem mHB-Test gegeniiber noch vollig naiv verhalten.

Allgemein betrachtet scheint in der vorliegenden Studie eher die Lernleistung und das dekla-
rative Gedéchtnis mit steigenden DHCA-Zeiten beeintrichtigt zu sein als das Arbeitsgeddcht-
nis. Dies steht im Gegensatz zu klinischen Studien, in denen eher das Arbeitsgedédchtnis als
das Langzeitgeddchtnis eingeschrinkt war (IMMER et al., 2002; BELLINGER et al., 2003).
Es bleibt jedoch fraglich, ob mit dem gewéhlten Versuchsprotokoll und der nur beschriankt
aussagekriftigen Arbeitsgeddchtnisleistung tiberhaupt eine Bewertung einzelner Gedichtnis-
systeme vorgenommen werden sollte. Dariiber hinaus ist es auch in klinischen Studien iiblich,
Defizite einzelner Gedédchtnisdoménen zu einer gemeinsamen Inzidenz von Defiziten der
kognitiven Funktion zusammenzufassen (HOVELS-GURICH et al., 2002c). In Anlehnung an
diese Studien wurden in der vorliegenden Untersuchung die verschieden Gedachtnisparameter
zusammengefasst, um Inzidenzen zeigen zu konnen, ob die kognitive Leistungsfahigkeit be-
eintrachtigt ist oder nicht. Die berechneten Dosis-Wirkungsbeziehungen ergaben, dass 14
Tage nach klinisch relevanten 45 min DHCA-Zeiten durchschnittlich 45 % der Tiere ohne
kognitive Defizite liberleben (siehe 3.3.4.1). Diese Werte sind durchaus mit klinischen Stu-
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dien vergleichbar, in denen Kinder acht Jahre nach herzchirurgischen Eingriffen in 45 % der
Félle keine neurologischen Entwicklungsdefizite aufwiesen (HOVELS-GURICH et al.,
2002c). Auch bei Erwachsenen betridgt die Inzidenz von Patienten ohne postoperative kogni-
tive Defizite (POCD) 45 % zwdolf Wochen nach tief hypothermem Kreislaufstillstand
(HARRINGTON et al., 2003). Im Gegensatz dazu konnten andere Tiermodelle bisher ledig-
lich Gedéchtnisdefizite bei DHCA-Zeiten von > 80 min herausstellen (KAWAGUCHI et al.,

1998), wodurch deren klinische Relevanz jedoch in Frage zu stellen ist.

Defizite des Verhaltens

Kognitive Prozesse konnen durch Verhaltensdnderungen, zum Beispiel Angst entschieden
beeinflusst werden (BEUZEN und BELZUNG, 1995). In der eigenen Studie allerdings schei-
nen jedoch Verhaltensparameter nicht so stark beeintrichtigt zu sein, dass dadurch kognitive

Parameter beeinflusst wiirden (siche 3.3.4.2).

Wenn Nagetiere mit einem Open-Field (offenen Feld) konfrontiert werden, ziehen sie spontan
die Peripherie der Mitte vor, und bewegen sich am liebsten nahe den Wanden fort (Thigmota-
xis) (PRUT und BELZUNG, 2003). Dieses Vermeidungsverhalten gegeniiber dem unge-
schiitzten Gebiet, hier dem mHB im Zentrum der Versuchsarena, gilt auch als Angstindikator
(OHL, 2003). In der vorliegenden Studie verbringen alle Tiere ungefdhr gleich viel Zeit auf
dem mHB und die Werte schwanken im Verlauf nur maBig (siche 3.3.4.2). Daher kann ver-
mutet werden, dass alle Tiere gleichermallen an die Testumgebung habituiert wurden. Auller-
dem schienen alle Tiere gleich lang die Gelegenheit zu haben, Locher auf dem mHB zu exp-
lorieren und den Zusammenhang zwischen Markierung und Futterbelohnung zu verfestigen.
Dariiber hinaus explorierten alle Tiere die Locher des mHB gleichermalien zielgerichtet (siche
3.3.4.2), woraus geschlossen werden kann, dass kognitive Leistungsunterschiede nicht durch
vermehrtes Angstverhalten oder geringere Motivation erklart werden kénnen. Das Angstver-
halten scheint nicht zu verhindern, dass Zusammenhdnge im mHB-Test erkannt und von den
Tieren gelernt werden konnen (siehe 3.3.4.2). Viel eher scheinen schlechtere kognitive Fahig-
keiten an beobachteten geringeren Lerneffekten der Gruppe mit > 60 min DHCA beteiligt zu
sein (siche 3.3.4.1).

In anderen tief hypothermen Kreislaufstillstandmodellen dokumentierte kognitive Defizite
(KAWAGUCHTI et al., 1998) konnten moglicherweise durch ihr Angstverhalten beeinflusst
worden sein. Denn Tests oder Versuchsbedingungen, die mit angstauslosenden Bedingungen

verbunden sind, kdnnen kognitive Leistungen beeintrachtigen (BEUZEN und BELZUNG,
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1995). Eine durch Angst erzeugte Verhaltensinhibition kann zum Beispiel ein Tier daran hin-

dern, der geforderten Lernaufgabe nachzukommen.

Wihrend alle Tiere im Lauf der Beobachtungszeit immer weniger falsche Locher besuchen,
bleibt die Anzahl besuchter Locher nahezu gleich (siehe 3.3.4.2). Daraus lésst sich schlieBen,
dass vermehrt zielgerichtetes Besuchen der Locher zur Losung der Lernaufgabe fiihrt, und
nicht gesteigertes exploratives Verhalten. Die Tiere besuchen nicht alle Locher gleicherma-
Ben, sondern sie suchen gezielt markierte Locher (siehe 3.3.4.2). Deshalb scheint die schlech-
tere kognitive Leistung der Tiere mit > 60 min DHCA nicht durch gesunkenes gerichtetes
Explorationsverhalten, zum Beispiel durch Frustration und mangelndes Interesse an den Lo-
chern, erkldrt werden zu konnen. Wodurch die schlechtere kognitive Leistung (sieche 3.3.4.1)

als Ausdruck beeintrichtigter kognitiver Fahigkeiten dieser Gruppe bestétigt werden kann.

In einer anderen Studie waren kognitive Leitungsfahigkeiten von Ratten erst bei hoheren
DHCA-Zeiten signifikant beeintrachtigt (KAWAGUCHI et al., 1998). Dabei ist jedoch zu
beachten, dass in diesen Tiermodellen hiufig zeitliche oder rdumliche Parameter, zum Bei-
spiel Latenz (KAWAGUCHI et al., 1998) oder Entfernungen (im Wasserlabyrinth) als Indika-
tor fiir kognitive Leistungen gewertet wurden. Zusitzlich verwendete angstauslosende Bedin-
gungen (Stromschlige) (KAWAGUCHI et al., 1998) konnten jedoch vor allem diese Parame-
ter direkt beeinflussen, indem sie zielgerichtetes Verhalten verhindern und die Tiere so kogni-

tiv schlechter erscheinen lassen.

In der vorliegenden Studie schlie3t die ausgeprigte Aktivitdt der Tiere (siehe 3.3.4.2) eine
vermehrte Angstlichkeit durch Verhaltensinhibition aus. Dariiber hinaus explorierten sie un-
eingeschrinkt die Testumgebung, was sich in der Anzahl Aufrichten auf die Hinterbeine und
der Lokomotion zeigte (sieche 3.3.4.2). Die Tiere verharrten nicht bewegungslos in einer ge-
schiitzten Ecke der Versuchsarena wie extrem dngstliche Ratten, die in einer neuen Umge-

bung héufig in Immobilitét ,,zu erstarren® scheinen (OHL et al., 2001a).

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die kognitive Leistung der Tiere in dieser
Studie nicht durch Verhaltensinhibition oder gesunkene Motivation beeintrichtigt zu sein

schien, sondern dass sie wirklich die kognitive Leistungsfahigkeit der Tiere wiederspiegeln.
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4.2.5 Histologische Untersuchung

Nach einem globalen ischdmischen Insult, zum Beispiel einem tief hypothermen Kreislauf-
stillstand, gehen bestimmte Nervenzellpopulationen zu Grunde, wihrend andere
unbeeintrachtigt bleiben (LAPTOOK et al., 1994). Dieses Phidnomen ist auch unter dem
Begriff der selektiven Vulnerabilitdt bekannt und ereignet sich sowohl im Gehirn von
Erwachsenen als auch von Kleinkindern und Séuglingen. In adulten Tiermodellen
normothermer Ischdmie waren vor allem Nervenzellen des Hippokampus, Zerebellum,
Striatum, Amygdala, Thalamus und Neokortex besonders empfindlich gegeniiber Sauerstoft-
und Substratmangel (BOTTIGER et al., 1998). Bei nicht-neonatalen tief hypothermen
Kreislaufstillstandmodellen dominierten vor allem neuronale Nekrose und Infarkt von
Zerebellum, Striatum und Neokortex (SHIN'OKA et al., 1996), wéahrend bei neonatalen tief
hypothermen  Kreislaufstillstandmodellen  hauptsidchlich  neuronale  Apoptose des
Hippokampus, der grauen Substanz des zerebralen Kortex vorherrschten (PRIESTLEY et al.,
2001). In der vorliegenden Studie konnen vor allem Nervenzellunterginge vornehmlich im
motorischen Kortex und im Zingulum, aber auch geringradig im Striatum, Hippokampus und
Zerebellum festgestellt werden (siehe 3.3.5). Da dieser Zelltod noch 14 Tage nach steigenden
DHCA-Zeiten nachzuweisen ist (siche 3.3.5), ist ein kontinuierlicher Prozess zu vermuten,

der sich tiber mehrere Tage erstreckt.
Die histologischen Befunde (siehe 3.3.5) der vorliegenden Studie sind interessanter Weise

nicht mit der funktionellen Gesamtpunktezahl korreliert, zu der Einzelleistungen aus Motorik,

Sensibilitit, Kognition und Verhalten zéhlten (siehe 3.2.7).

Die fehlende Korrelation befindet sich in Einklang mit andere Studien. Diese wiesen mit an-
deren gédngigen neurokognitiven Verhaltenstests ebenso Diskrepanzen zwischen den funktio-
nellen und histologischen Ergebnissen nach (ZAUSINGER et al., 2000; REGLODI et al.,
2003; BAYONA et al., 2004). Von speziellem Interesse in der vorliegenden Studie ist die
Tatsache, dass einige Tiere, obwohl sie histologisch zum Teil schwere Gehirnschiddigungen
aufwiesen, 14 Tage nach tief hypothermem Kreislaufstillstand keine funktionellen Defizite

zeigten. Diese Ergebnisse konnen auf vielfiltige Art und Weise interpretiert werden:

Erstens postulierten verschiedene Studien eine verstirkte Neurogenese als Reaktion auf zent-
ralnervose Schadigungen. Dabei zeigten diejenigen Tiere mit stimulierter Neurogenese ver-
besserte funktionelle Ergebnisse (NAKATOMI et al., 2002; FELLING und LEVISON, 2003).
Zweitens konnten alternativ auch Trainingseffekte durch wiederholt absolvierte Verhaltens-

tests das neurokognitive Ergebnis verbessern. Vergleichbare Ergebnisse wurden kiirzlich ver-
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offentlicht, wobei Tiere bessere Leistungen auf dem Rotarod (rotierendes Rad auf dem die
Tiere laufen und balancieren sollen) erbrachten wahrend der ersten Tage nach zerebraler
Ischdmie. Die gezeigten funktionellen Leistungen korrelierten ebenfalls nicht mit dem In-
farktvolumen (ZAUSINGER et al., 2000). Drittens konnte die gesamte in der vorliegenden
Studie verwendete Testbatterie nicht sensitiv genug sein. Jedoch stehen die Ergebnisse der
vorliegenden Studie in Einklang mit denen von anderen Untersuchungen, die ebenfalls keine
Assoziation von Infarktvolumen 21 Tage nach zerebraler Ischdmie und motorischer Funktion
mit einer anderen Testbatterie beschrieben (BAYONA et al., 2004). Wichtig erscheint, dass in
der vorliegenden Studie kein Tier ohne pathologischen Histologie-Befund auch eine patholo-
gische funktionelle Gesamtpunktezahl aufwies. Umgekehrt muss aber ein pathologischer his-
tologischer Befund nicht unbedingt ein beeintriachtigtes funktionelles Ergebnis prognostizie-

ren.

4.2.6 Abschlieende Betrachtung und Ausblick

Zusammenfassend beschreibt diese Studie erstmals ein neues Langzeit-Uberlebensmodell des
tief hypothermen Kreislaufstillstandes bei der Ratte. Mit verschieden sensorisch-motorischen
Tests kann die neurologische Funktion bewertet und mit dem modifizierten Hole-Board
(mHB) -Test die kognitive Leistungsfahigkeit ermittelt werden. Die Auswertung von Arrest-
zeit, Uberleben, Neurologie, Kognition und Verhalten ergibt Dosis-Wirkungs-Beziehungen
zwischen klinisch relevanten DHCA-Zeiten und nachweisbaren Defiziten. Die abschlieende
histologische Untersuchung der Gehirne mit der H & E-Férbung (siehe 3.3.5) korreliert, wie
auch in anderen Studien bereits gezeigt werden konnte, nicht mit Ergebnissen aus einem er-
stellten Punktesystem fiir Motorik, Sensibilitit, Kognition und Verhalten (siehe 3.3.6). Folg-
lich scheint dieser experimentelle Aufbau ein geeignetes Schidigungsmodell darzustellen, um
die mit Herzchirurgie und tief hypothermem Kreislaufstillstand assoziierte Pathophysiologie

genauer zu untersuchen und potentielle neuroprotektive Strategien zu entwickeln.
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5 Zusammenfassung

»Neurologische und kognitive Leistungsfihigkeit nach tief hypothermem Kreislaufstill-
stand bei der Ratte - Etablierung eines neuen Modells*

Herzchirurgische Operationen bei Kindern und Erwachsenen, die einen tief hypothermen
Kreislaufstillstand (DHCA) erfordern, kdnnen zu zentralnervosen Defiziten fiihren. Ziel der
vorliegenden Studie ist es, mit einem neuen kliniknahen DHCA-Modell bei der Ratte diesen

Phéanomenen experimentell standardisiert ndher kommen zu kénnen.

34 ménnliche Sprague-Dawley Ratten (ca. 350 g KGW) wurden mit Isofluran anésthesiert,
intubiert und mit 2,0 — 2,5 Vol% Isofluran in 45 % O, beatmet. Die rechte A. epigastrica su-
perficialis, V. jugularis externa sowie A. sacralis mediana kaniilierte man zur arteriellen Blut-
druckmessung, Blutentnahme, Medikamentenapplikation und Anschluss an die Extrakorpora-
le Zirkulation (EKZ). In der Abkiihlungsphase wurden die Tiere innerhalb von 30 min mit
Hilfe von Kiihlmatten und dem Wérmetauscher der EKZ auf eine rektale Temperatur von 15
— 18 °C gekiihlt und dabei die Flussrate der Herz-Lungen-Maschine (HLM) von 160 — 180
ml/min/kg um die Hilfte reduziert. In dieser Phase andsthesierte man die Tiere mit 1,0 - 1,5
Vol% Isofluran (45 % O, / 55 % Druckluft), repetitiv Fentanyl (5 pg Boli) und 1,6 mg / h
Cisatracurium. Die Tiere wurden randomisiert in sechs Gruppen mit unterschiedlichen
DHCA-Zeiten eingeteilt. Wahrend man die Gruppe mit 0 min DHCA-Zeit (n=6) sofort wieder
ohne Kreislaufstillstand erwédrmte, stellte man bei den anderen Gruppen die Rollerpumpe ab,
drainierte das Blut aus dem rechten Vorhof in das vendse Reservoir und hielt den Kreislauf-
stillstand (Asystolie und kein MAP) fiir 45, 60, 75, 90 (je n=6) und 105 (n=4) min aufrecht.
Dann wurden die Tiere in 40 min auf rektale Temperaturen von 35,5 °C wiedererwiarmt und
die Flussrate der HLM bis auf Ausgangswerte gesteigert. Die Anisthesie erfolgte entspre-
chend der Abkiihlungsphase. Nach Abgehen von der HLM wurden die Tiere 1 h nachbeatmet.
In dieser Zeit verabreichte man ihnen Blut (aus der EKZ) retransfundiert und nach Bedarf
Bikarbonat, Calcium und Glucose. Postoperativ wurde tiglich die neurologische (sensorisch-
motorische Tests) und die kognitive Funktion (mHB-Test) untersucht und die Tiere abschlie-

Bend am postoperativen Tag 14 getotet.

Eine 50 %ige Wahrscheinlichkeit des Uberlebens wurde fiir eine DHCA-Zeit von 83 min (71
bis 99 min) bestimmt. Die motorische Funktion erreichte wie die neurokognitive Leistungsfa-

higkeit zum Ende der Versuchsperiode wieder stabile Werte, war aber nach klinisch relevan-
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ten DHCA-Zeiten bis 60 min noch beeintrichtigt. Zu diesem Zeitpunkt korrelierte die gesam-

te funktionelle Leistungsfahigkeit nicht mit den histopathologischen Ergebnissen.

Mit dieser Studie gelang erstmalig die Beschreibung eines kliniknahen DHCA Modells bei
der Ratte, das mit einem langfristigen Uberleben der Tiere vereinbar ist. Die Etablierung die-
ses neuen Modells ist ein wichtiger Fortschritt, um die Pathomechansimen, die zentralnervo-
sen Defiziten zugrunde liegen, nidher zu untersuchen. AuBlerdem kann dieses Modell dazu
genutzt werden, potentielle neuroprotektive Medikamente oder Strategien praklinisch zu iiber-

priifen.
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6 Summary

“Neurological and cognitive function after deep hypothermic circulatory arrest in the
rat — introduction af a new model”

Heart surgery that requires deep hypothermic circulatory arrest (DHCA) can lead to neuro-
cognitive deficits. The aim of this study was to establish a new model of DHCA in rats and to

evaluate neurocognitive outcome following DHCA.

34 male Sprague-Dawley rats (350 g BW) were anesthetized using Isoflurane, intubated and
ventilated with 2,0 - 2,5 Vol% Isoflurane in 45 % O,. The right superficial epigastric artery,
the external jugular vein as well as the tail artery were cannulated for arterial blood pressure
measurements, drawing of blood, drug administration and access to the extracorporal circula-
tion (ECC). During a 30 min cooling phase, the animals were cooled down to rectal tempera-
tures of 15 — 18 °C with the help of cooling mats and heat exchangers of the ECC. During this
period, the flow rate of the cardiopulomary bypass (CPB) was reduced from 160 — 180 ml /
min / kg at the beginning to 80 — 90 ml / min /kg. In this cooling phase, the animals were also
anesthtized using 1,0 — 1,5 Vol% Isoflurane (45 % O,/ 55 % air pressure), repetitive Fentanyl
(5 ng Boli) and 1,6 mg / h Cisatracurium. The animals were then randomly assigned to one of
six groups with different durations of DHCA. The group with 0 min DHCA-time (n=6) was
rewarmed immediately without any cardiac arrest. In the other 5 groups ECC was terminated
and circulatory arrest was identified by asystole and no detectable MAP. The blood was
drained from the right atrium in the venous reservoir and dependent to group assignment
DHCA was performed for 45, 60, 75, 90 (n=6) or 105 (n=4) min. The animals were then re-
warmed to rectal temperatures of 35,5 °C within 40 min and the flow rate of CPB was in-
creased to the initial values. Anaesthesia was performed according to the cooling phase. After
terminating CPB the animals were anaesthetized and ventilated for one hour. During this time,
they received blood transfusions (from the ECC), bicarbonate, calcium and glucose if re-
quired. Postoperative assessment of both neurological (sensoric-motoric) and cognitive func-

tion (mHB-test) were performed daily. On postoperative day 14 the animals were killed.

The survival rate was 50 % for 83 min (71 — 99 min) DHCA. The motor function as well as
the neurocognitive performance reached stable values towards the end of the trial period, but

were still impaired following clinically relevant DHCA-times of up to 60 min. There was no
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correlation between the total neurological function and the histopathological results deter-

mined during this study.

The current study presents the primary description of a long-term recovery model of DHCA.
The introduction of this new model is an important step forward in investigating pathomecha-
nisms associated with adverse cerebral outcome following cardiac surgery and DHCA. Fur-
thermore, this model seems to be suitable to investigate potential neuroprotective strategies in

a preclinical setting.
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