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1. Einleitung

Der Schlaganfall ist eine der haufigsten und einsadensten vaskularen Erkrankungen.
Weltweit steht dieses Krankheitsbild an zweiterll8tder Todesursachen [MURRAY et al.
19977 und stellt die dritthaufigste Ursache flr einaieidafte Behinderung und vorzeitige
Invaliditét in Europa dar [MURRAY et al. 199},

Die jahrliche Neuerkrankungsrate betragt in Deudtsuh nach den Daten des Erlanger
Schlaganfallregisters 182 Erkrankungsfélle pro 000 Einwohner. Damit erleiden derzeit
jedes Jahr etwa 165 000 Menschen einen Schlagamfdlletwa 44 000 werden an seinen
Folgen versterben. Somit stellt der Schlaganfallder Bundesrepublik gegenwartig bei
Mannern die siebthaufigste und bei Frauen sogar werthaufigste Todesursache
[STATISTISCHES BUNDESAMT 2009% dar. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass
Todesursachenstatistiken aufgrund inhaltlicher addhinistrativer Unterschiede nicht ohne
weiteres miteinander verglichen werden konnen. l&sf nehmen hier Trendbriche (ICD-
Revision: 1997/1998), unterschiedliche Arten dervdleerungserfassung, unrichtige
Diagnosestellung und Grundleidenangabe (monokauses) gleichzeitig sinkenden
Autopsiequoten. Dies fuhrt zu methodisch bedinyferzerrungen.

In etwa 85 % der Falle lasst sich der Schlagauliadlkt auf eine zerebrale Ischdmie infolge
eines arteriellen Gefal3verschlusses zurtckfihnenddn Ubrigen Fallen handelt es sich
entweder um die Folgen einer intrazerebralen odebamchnoidalen Blutung
[MUMMENTHALER et al. 1997]. Gegenwartig leben etw&e Million Bundesburger mit
den Folgen dieser Erkrankung [WIESNER et al. 1999]weisen circa 60 % der Betroffenen
ein Jahr nach der Erkrankung Einschrankungen inAdeivitaten des taglichen Lebens auf
[WARD et al. 2005] mit entsprechend weitreichendsmeio6konomische Folgen. Die
direkten Krankheitskosten des Schlaganfalls (ICD-184) betrugen 2006 etwa 1735
Millionen Euro [STATISTISCHES BUNDESAMT 2009.

Der Schlaganfall kommt vornehmlich im héheren Ledadter vor. So sind Manner bei einem
erstmaligen Apoplex im Durchschnitt 70 Jahre, Fnagtva 75 Jahre alt [KOLOMINSKY-
RABAS et al. 2002]. Vor dem Hintergrund steigendebenserwartung und demographischer
Verschiebung unserer Gesellschaft - so betrug aéeilAdder Gber 65-jahrigen in Deutschland
im Jahre 2009 etwa 21 % der Gesamtbevélkerung wid rach demographischer
Hochrechnung im Jahre 2035 auf bereits 31 % anwad®TATISTISCHES BUNDESAMT
2009"- muss zukiinftig mit einem weiteren Inzidenzangstierechnet werden [BONITA et
al. 2004].



Der Schlaganfall, bzw. die aus ihm resultierendela@le Ischamie riickt damit unweigerlich
in das Zentrum wissenschaftlichen Interesses. swimere durch ein besseres Verstandnis
der zugrundeliegenden Pathomechanismen erhofft migh die Entwicklung neuer
therapeutischer Ansatze. Zurzeit existieren nebemr dThrombolyse mittels
gewebespezifischen Plasminogenaktivator (systemisod/oder lokale rt-PA Gabe innerhalb
eines engen Zeitfensters von drei bis sechs Styndén einzig partiell wirksames
Therapieverfahren und der Homdostase physiologigeheameter (@Sattigung, Blutdruck,
Blutzuckerspiegel, Temperatur  und Flissigkeitslazjan kaum befriedigende
Behandlungskonzepte fir den akuten Schlaganfalles Dwiederum unterstreicht die
Bedeutung einer effektiven Primar- und Sekundamgmtion [STAHELIN et al. 1994].
Demgegeniber stellt die Infarktentwicklung selbser Uberaus dynamischen Prozess dar,
der Uber Tage zu einer Zunahme der Lasionsgro3eerfifkann und stets in einer
Defektheilung mit variablem neurologischem Defimtindet. Entziindungsprozesse stellen
dabei einen wichtigen Teil der postischamisch dbladen, kaskadenartigen
Lasionspathogenese dar.

Obwohl die zumeist tierexperimentell gewonnenenaBellungsansatze und neuroprotektiven
Strategien, wie die Gabe von Glutamatantagonistéfalziumantagonisten oder
Radikalfangern, ebenso wie antiinflammatorisch sarke Substanzen, im Versuchsstadium
vielversprechende Ergebnisse zeigten, konnten gieseiven Effekte jedoch in klinischen
Studien am Menschen nicht reproduziert werden.

Diese abweichenden Ergebnisse kénnen zum einestaawdicherlich unterschiedliche Design
tierexperimenteller und klinischer Studien zuridket werden. So werden im Tierversuch
die zu untersuchenden neuroprotektiven Substanzenittelbar vor oder wahrend der
zerebralen Ischamie gegeben und die postischamisBeebachtungszeitrdume eher kurz
gewdahlt. Damit muss letztlich die Frage, ob dieemchte Substanz den tatsachlichen
Schaden wirklich dauerhaft reduziert hat oder nioeriiden Beobachtungszeitraum
hinauszo6gerte, unbeantwortet bleiben. Zum andetedem neuroprotektive Effekte meist auf
Basis rein morphologischer Untersuchungen, z.BerelimfarktgréRenreduktion, beschrieben,
ohne wirkliche funktionelle Parameter, wie motdnsc Einschrankungen oder die
Gedachtnisleistung der Tiere zu erfassen.

Damit wird klar, dal3 experimentelle Modelle entvattkwerden mussen, die bei definierter
Schéadigung einerseits mit einem Langzeitiberleben dersuchstiere vereinbar sind,
andererseits die postischamischen Veranderungeandmhorphologischer und funktioneller

Parameter erfassen kénnen. Diesen Uberlegungenn®eghgetragen wurde im Rahmen



einer Expertenkonferenz (Stroke Therapy Academitudiry Roundtable = STAIR), in der

Leitlinien zur praklinischen Testung potentielleeunoprotektiver Substanzen festgelegt
wurden [STAIR 1999].

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war an einemddlb der inkompletten temporéren

Vorderhirnischamie der Ratte (BCAO), die postiscisgime zerebrale Inflammationsreaktion
anhand ausgewahlter EntziindungsparametekBNFNF-o, COX-2), sowie neurokognitive

Funktionseinschrankungen Uber einen Zeitraum venwWochen zu untersuchen.

1.1 Zerebrale Ischdmie

Das menschliche Gehirn stellt den kraniorostralel des Zentralnervensystems dar. Man
unterscheidet das Endhirn (Telencephalon) mit sereden Hemispharen, das Zwischenhirn
(Diencephalon), zu dem der Hypothalamus gehort, Migtelhirn (Mesencephalon) und das
Rautenhirn (Rhombencephalon).

Die akute zerebrale Ischamie, als Unterform deslgmanfalls®, ist eine Erkrankung bei der
es durch Sistieren der Blut- und Sauerstoffversoggau einem Funktionsverlust und
schlie3lich zum Absterben von Hirngewebe kommt. Bahirn selbst bendtigt mit einem
Gewicht von durchschnittlich 1600 g etwa 16 — 17és Herzzeitvolumens an Blut (750-
1000 ml/min ~ 80-120 ml/100g/min), um seinen im §ferch mit anderen Organen hohen
Energiebedarf zu decken. Hierbei ist es fast alisfiich auf den oxidativen Abbau von
Glukose angewiesen und verbraucht dabei etwa 3/306d/min Sauerstoff und 5,3
mg/100g/min Glukose [SIEGENTHALER 2001]. Geradehddis fihrt eine Minderperfusion
binnen kirzester Zeit zu reversiblen funktionellerd irreversiblen strukturellen Ausfallen.
Die Aufrechterhaltung einer physiologisch konstan@ehirndurchblutung ist essenziell far
den Gesamtorganismus und unterliegt deshalb eit@ngenten Autoregulation Uber
muskulare, neurale und chemische Regelmechanisdmefuhrt ein Blutdruckanstieg (< 160
mmHg) zu einer reaktiven Konstriktion der Gehirpadlen, ein fallender systemischer
Blutdruck (< 60 mmHg) zu einer Vasodilatation. Jatssdieser kritischen Grenzen steigt und
fallt die zerebrale Durchblutung linear. Die zwelterm der Autoregulation erfolgt tber eine
Veranderung der C&Konzentration in Blut (PaC£ und der hieraus resultierenden pH-
Wert-Veranderung. Eine Hyperkapnie (z.B. im Rahrager Hypoventilation) fihrt zu einer
GefalRerweiterung, eine Hypokapnie verengt die Aatiem und der zerebrale Blutfluss sinkt

ab. Umgekehrt fuhrt eine Erhéhung des arteriellaneSstoffpartialdrucks (Papzu einer
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gegenlaufigen wenn auch schwacher ausgepragten ti&teak Mit steigendem
Sauerstoffangebot nimmt die Gehirndurchblutung atmn bei einer fallenden
Sauerstoffkonzentration anzusteigen [SIEGENTHALERY.

Diese Regulationsvorgange schiitzen das Gehirrgnm gle unter hypoxischen Bedingungen
das Sauerstoffangebot vergroRern und gleichzeiignehrt anfallende saure Metabolite
abtransportieren. Mit Abfall der Durchblutung aueké unter 55 ml/100g/min wird zunéchst
die zellulare Proteinsynthese eingestellt, unter ®0100g/min sistiert die spontane
elektrische Aktivitat des Kortex und exzitatorisdhminosauren wie Glutamat akkumulieren.
Die betroffenen Zellen schwellen an. Unterhalb Vi@ ml/100g/min ist die so genannte
Infarktschwelle erreicht und die neuronale Funk@oiischt infolge des ATP-Mangels. Sinkt
die Durchblutung weiter auf Werte unter 10 ml/100gy, setzt ein irreversibler
Funktionsverlust durch strukturelle Defekte ein. u@tsatzlich lassen sich zwei
Ischamieformen unterscheiden. Zum einen die glololie gesamten Organismus betreffende
Isch&mie, wie sie z.B. im Rahmen eines Herz-Krafs&tillstandes auftritt, zum anderen die
fokale und damit lokal begrenzte Ischamie. KlassscBeispiel fur die fokale Ischamie ist
der Schlaganfall. Dabei ist der resultierende Sehadbhangig von der Ischamiedauer
[WERNER 1993].

Mit Unterbrechung der Substratzufuhr sind die Sstoéfivorrate des Kortex binnen 6-8
Sekunden aufgebraucht und erste EEG-Veranderumgtantauf. Nach etwa 10 Sekunden
folgt die Bewusstlosigkeit. Binnen weiteren 3-4 Mien ist sdmtliche Glukose abgebaut und
das Absterben der Neurone setzt ein, um nach neBrMinuten im irreversiblen Hirntod zu
enden [MUMMENTHALER et al. 1997].

In den ischamischen Arealen selbst sind jedoch bkbwbe hamodynamischen und
metabolischen Veradnderungen als auch die Elektigthiebungen unterschiedlich
ausgepragt. Im Zentrum (Core) des Perfusionsdgffzitl8 ml/100g/min) setzt innerhalb von
Minuten infolge des oben beschriebenen Substratelsigine dauerhafte Depolarisation der
Neurone ein, gefolgt vom irreversiblen ZelluntergarDieser unwiderruflich verlorene
Kernbereich wird von einer so genannten Penumbr@ch@tten®) umgeben. Jener
Randbereich besitzt eine noch grenzwertige Dur¢bbtu(> 18 - 40 ml/100g/min) und einen
eingeschrankten Energiehaushalt. Dieses noch viedwebe kann jedoch im weiteren
Verlauf der Exzitotoxizitat, Entzindungsreaktioneder Apoptose zum Opfer fallen und
absterben [SIEGENTHALER 2001].



Therapeutisches Ziel stellt hier die Aufrechtennadt und wenn moglich Wiederherstellung
eines suffizienten zerebralen Blutflusses in detroffenen Gebieten dar (“Penumbra-
Konzept“) um dieses Hirngewebe vor dem Untergangesmsahren.

1.2  Pathophysiologie der zerebralen Ischamie

Die Schadigungskaskade, die durch den akuten Stimstngel nach einer zerebralen
Ischéamie in Gang gesetzt wird, stellt ein Uberaompdexes Geschehen dar. Grundlegende
Mechanismen sind hierbei Energiemangel, Exzitoititiz ~ Odembildung,
Entztindungsreaktion und Apoptose, die in mehrerem zum Teil zeitlich Gberlappenden

Phasen ablaufen.

Exzitotoxizitat

Inflammation

. ™ Apoptose
Periinfarktdepolarisatio
Minuten Stunden Tage
| > —ilu e
Zeit

Abbildung 1  Zeitlicher Ablauf der Schadigungskaska@ bei zerebraler Ischamie
[modifiziert nach DIRNAGEL 1999]

Exzitotoxische Phase/Periinfarktdepolarisation

Sie setzt Minuten nach Beginn der akuten Ischamieied kann Gber Stunden anhalten. Die
Beeintrachtigung des zellularen Energiemetabolisnfiasrt durch die zwangslaufige

Umstellung des aeroben Glukosemetabolismus auf aiaerobe Glykolyse zu einer
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drastischen Abnahme der Adenosintriphosphat (ATB§HKtion (2 statt 36 Mol ATP/Mol
Glukose), sowie durch die stoffwechselbedingte Akliation von Laktat zu einer
fortschreitenden  Azidose der Zelle. Diese schranktiederum  zelleigene
Reparaturmechanismen (Resynthese von PolysaccharRiespholipiden, Proteinen und
Nukleinsauren) ein und begunstigt die Bildung fré&adikale [SIESJO et al. 1995].

Durch diesen ATP-Mangelzustand nimmt die Funktiorergieabhé&ngiger lonenpumpen
(Na'-K*-ATPase) ab. Diese werden jedoch benétigt, um dalseRembranpotential der
Nervenzelle aufrechtzuerhalten bzw. nach erfolgbapolarisation wieder aufzubauen.
Ebenso energieabhangig ist das Ruhemembranpotdati&liazellen. Dieses unterstitzt den
Aufnahmemechanismus flir exzitatorische Aminosau(@iutamat) [SIEGENTHALER
2001].

Versagen nun diese lonenpumpen, stromen Natriund Ghloridionen, gefolgt von
Wassermolekilen in die Zelle. Das Ruhemembranpatemicht zusammen und die infolge
der glutaminergen Stimulation depolarisierten Naer&dnnen nicht mehr repolarisieren. Im
Zuge dieser anoxischen Depolarisation werden sateatritische und prasynaptische
spannungsabhangige T#&anale aktiviert, was wiederum zur weiteren Frigiseg
exzitatorischer Aminosauren in den Extrazellulamaufiihrt und gleichzeitig ihre
prasynaptische Wiederaufnahme stort (Periinfarldatigjsation). Der extrazellular steigende
Glutamatspiegel aktiviert N-Methyl-D-Aspartat-Retmpn (NMDA), a-Amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazol-proprionat-Rezeptoren (AMPA) unthetabotrope (ionenkanalunab-
hangige) Glutamatrezeptoren. Die Aktivierung der DWMRezeptoren fluhrt direkt, die der
AMPA-Rezeptoren indirekt, zu einem weiteren®Gainstrom in die Zelle. Da bei ATP-
Mangelzustanden das N&&*-Austauschsystem versagt, vermag die Nervenzelle da
einstromende G nicht mehr auszuschleusen. Nun verschérft sictSiieation zusehends.
Zum einen bleiben die spannungsabhangigeti-Kanale langer offen, zum anderen nimmt
die spannungsabhangige fdlockade des NMDA-Rezeptors ab.

Die Zellen brauchen nun ihre letzten zytoplasmhgscATP-Reserven beim Versuch der
Ca*-Ausschleusung auf.

Die Stimulation der metabotropen Glutamatrezeptoféinrt zu einer Aktivierung der
Phospholipase C und der Bildung von Inositoltrigited (IP3). IP3 bindet an seinen
Rezeptor am endoplasmatischen Retikulum, was wiederzu einer nachhaltigen
Mobilisierung von C&' fiihrt. Die intrazellular erhthte &aKonzentration setzt eine ganze
Reihe zytoplasmatischer und nukledrer Prozesse amgG Insbesondere werden nun

Proteasen, Lipasen, Nukleasen, Proteinkinasen utrdokidsynthetasen aktiv, welche die



Struktur- und Funktionsproteine der Zelle zerstorBarallel hierzu werden unter dem
steigenden Kalziumspiegel Zyklooxygenasen und Rimgase A aktiv, was wiederum zur
Bildung freier Radikale fuhrt. Besonders hervoradre ist dabei das kalziumabhangige
Enzym neuronale Stickoxydsynthetase (NOS), wel&tiekoxid (NO) mit Superoxidanionen
(O2) koppelt. Das dabei gebildete Peroxynitrit (NO&téllt wiederum ein noch reaktiveres
Radikal dar. Im Rahmen der fortschreitenden Mentdegeneration, beim Metabolismus des
Stickoxid, wie auch beim Abbau der Adenosinphosplider die Xanthinoxidase und bei der
Eisen-katalysierten Haber-Weiss-Reaktion*(Fe-Qy — F&* + O, | F&* + H,0,— Fe* +
OH + -OH (= Fenton-Reaktion)) werden freie Sauerstdikale gebildet, die nahezu mit
jedem intrazellularen  Molekdl reagieren kdnnen. bé&sondere die innere
Mitochondrienmembran wird durch den Uberschus®fr8auerstoffradikale geschadigt. Die
Mitochondrien schwellen an und der zellulare Ereswgiffwvechsel kommt zum Erliegen.
Wahrend dieses Vorgangs wird Cytochrom C - ein tigeln Apoptoseausléser - von den
untergehenden Mitochondrien in das Zytoplasma ésatyt [SIEGENTHALER 2001].
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Inflammation

Noch bis vor wenigen Jahren galt das zentrale Megstem als ein immunprivilegiertes Organ.
Zum einen fehlt dem Gehirn ein eigenstandiges hatipbhes System, zum anderen wird es
durch die Blut-Hirn-Schranke scheinbar effektiv vgaripheren Immunsystem abgeschirmt.
Bei Wirbeltieren wird diese besondere Barriere vden Astrozytenfortsatzen, den
Endothelzellen der Kapillaren und der Basalmemigalnildet. Diese Endothelzellen schotten
das Kapillarlumen gegen das Interstitium des Gshaim da sie praktisch kaum transzellulare
Poren besitzen und untereinander Gber sogenangié jiinctions” verbunden sind. Unterstitzt
wird diese Barriere in zweiter Reihe durch einerhtiin Besatz der Endothelien mit Perizyten
und Astrozyten. Heute weil3 man, dass trotz diesgutd@mechanismen auch im Gehirn
inflammatorische Prozesse ablaufen konnen, an deaetigenprasentierende und
antikdrperproduzierende Zellen, phagozytoseaktieed, Komplementfaktoren und Zytokine
beteiligt sind [ROTHWELL et al. 1993]. Man nimmt,atlass sich eine ischamisch bedingte
zerebrale Entzindungsreaktion aus dem Zusammenspiglirekter Aktivierung der Mikroglia

in ihrer Funktion als immunkompetenter Zellverbgntbnonukledre Makrophagen) des ZNS,
und Mobilisation und Einwanderung peripherer Entiiimgszellen in das Gehirn entwickelt
[STANIMIROVIC et al. 2000]. Die aktivierte Mikrogh setzt in einem ersten Schritt unter dem
Einfluss der Hypoxie eine Kaskade proinflammatdrescTranskriptionsfaktoren (z.B. NB)
und Zytokine (z.B. TNFe, IL-1Pp) frei, die wiederum die Expression von interzéiheh
Adhasionsmolekilen (z.B. ICAM-1, E-Selectin) auf éadothelialen Zelloberflache (=,Blut-
Hirn-Schranke®) induzieren. Diese Adhasionsmolekiiateragieren nun mit den
korrespondierenden Rezeptoren neutrophiler Leukozydie sich an das Endothel heften, die
GefalBwand durchwandern und in das Hirnparenchymriegen kénnen. In einem zweiten
Schritt transformiert die aktivierte Mikroglia zuntiinsischen Gehirnmakrophagen, die im
weiteren Verlauf dazu in der Lage sind abgestoridiken zu phagozytieren. Damit spielen
die aktivierten Mikrogliazellen eine paradoxe Roife der zerebralen Ischdmie. Einerseits
unterhalten sie durch gezielte Mediatorfreisetzdigy neuroinflammatorischen Ablaufe und
setzen zytotoxische Substanzen wie SauerstoffiadiRaoteasen und Glutamat frei [KATO et
al. 1999] was zum Untergang weiterer Neuronen filhkann. Auf der anderen Seite
sezernieren sie neurotrophe Substanzen (z.B. RlaBminogen, bFGF) und erméglichen durch
Phagozytose der Zelltrimmer erst eine ,WundheilJi@KU et al. 1998].
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Kaskadenartig werden nun weitere Entziindungsmedratwie Phospholipide, Zytokine (z.B.
TNF-a) und Interleukine (z.B. IL{}) freigesetzt [SIEGENTHALER 2001]. Diese wiederum
induzieren eine Aktivierung von Thrombozyten und ubdephilen, filhren zu lokalen
Veranderungen von zerebralem Blutfluss und Rheelogd erhohen die Durchlassigkeit der
Blut-Hirn-Schranke [STANIMIROVIC et al. 2000].

Apoptose

Tage bis Wochen nach der Ischamie kommt es zumnaage&n programmierten Zelltod
(Apoptose). Dieser unterscheidet sich rein morpfistth von einer akuten Nekrose. Im
Gegensatz zu einer nekrotischen Zelle zeigen afiegiie Zellen eine Chromatinverdichtung
an der Kernmembran, Zellschrumpfung unter Organeflealt, die Formierung von
sogenannten ,apoptotic bodies® — bestehend aus namstindigen Zytoplasma- und
Kernfragmenten und einer Absonderung aus dem umgebeZellverband. Nekrotische Zellen
hingegen zeichnen sich, bedingt durch die Dilatatiwon Mitochondrien und des
endoplasmatischen Retikulums, durch Anschwellen Bies fuhrt letztendlich zur Zellruptur
[KERR et al. 1972]. Ob eine bestimmte NervenzetleRahmen einer akuten ischamischen
Schadigung unmittelbar abstirbt (Nekrose), apogthtivird oder tGberlebt, hdngt wiederum von
verschiedenen Faktoren ab. Zu diesen z&hlt inrelcgtee das Ausmal’ der Ischamie. Ist die
Perfusion nachhaltig eingeschrankt (< 18 ml/100g)nstellt die Nekrose den dominierenden
Mechanismus des Zelltods dar. Deshalb spielt ske#erwiegend im Infarktzentrum (,Core*)

ab. Uber der Infarktschwelle von 18 ml/100g/min eeidie Neurone in der Regel durch



Apoptose zugrunde. Diese apoptotischen Prozessterspsich Uberwiegend innerhalb der
naheren Infarktumgebung (,Penumbra®) und zeitlieredgert ab. Mittlerweile sind eine ganze
Reihe pro- und antiapoptotischer Gene bekanntddre programmierten Zelltod regulieren.
Eine Schlusselrolle innerhalb dieser komplexen Al@a kommt den Caspasen
(Cysteinproteasen) zu, welche zunéchst als inaliveymvorstufen vorliegen. Im Zuge der
isch&misch bedingten mitochondrialen Dysfunktioiolgt die Freisetzung des Cytochrom C,
das zu einer Caspasen-Aktivierung (Caspase-3). fiktivierte Caspasen wiederum sind in der
Lage, zahlreiche Proteine zu spalten. lhre Zidtstnen bilden DNA-Reparaturenzyme und
zytoskelettale Strukturproteine der Zelle [SIEGEMIHER 2001]. Die Zelle buft nun
schrittweise ihre strukturelle Integritat ein, bedi sich aus dem Zellverband abzulésen um

schliel3lich phagozytiert zu werden.

1.3 Neuroinflammation

Neuroinflammation beschreibt die Gesamtheit entli¢imel Prozesse innerhalb des zentralen
Nervensystems, die infolge neuronaler Schadigungeftreten und zur Aktivierung der
intrinsischen Immunabwehr des Gehirns fiihren. &atdler Schadensbegrenzung, indem sie
die Folgen des zugrunde liegenden pathologischemulbts (z.B. Hypoxie) einzudammen hilft
und geschadigte Zellen beseitigt. Funktionelle €régjeser Entziindungsreaktion sind hierbei
die Mikroglia und Astrozyten. Diese Zelltypen bedta sich dabei zahlreicher Signalstoffe

(Zytokine) um die komplexen Reaktionsablaufe zuréiooeren.

1.3.1 Transkriptionsfaktor Nukledrer Faktor kappa B (NF kB)

Transkriptionsfaktoren stellen wichtige Bindegliedavischen extrazellularen Signalen und
Veranderungen der Genexpression der betroffende dat. Durch die spezifische Bindung
eines Transkriptionsfaktors (trans-Element) an déestimmte Zielsequenz der DNA (cis-
Element) wird eine Art ,Kontaktsstelle® fir eine RNPolymerase geschaffen, von der aus
dann die Transkription des entsprechenden Gensargestverden kann. NB stellt einen

solchen induzierbaren Transkriptionsfaktor dar. &md als die meisten anderen
Transkriptionsfaktoren, die regelhaft in ihrer itta&n Form im Zellkern an die DNA gebunden

vorliegen, findet sich NEB in seiner inaktiven Zustandsform im Zytoplasma delle. Der
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Prototyp dieser induzierbaren Form stellt ein Hetener aus zwei Proteinuntereinheiten (p65
und p50) dar. Mittlerweile sind weitere Untereirtbribeschrieben worden (v-rel und p53) die
Teil des aktivierten Transkriptionsfaktorkomplexesein  kdénnen und dabei
hdchstwahrscheinlich unterschiedliche Zielgene steniern vermoégen [BAEUERLE et al.
1996] [SIEBENLIST et al. 1994]. ZytoplasmatischebkB ist an sogenannte inhibitorische
Proteine (kB) gebunden. Diese blockieren so die nukledre Tokason des Faktors. Reaktiv
auf proinflammatorische Stimuli (z.B. ILBITNF-, LPS, freie Sauerstoffradikale) wird dieser
NFkB-IkB-Komplex durch zwei spezifische Kinasen (IKMKK ) zweifach phosphoryliert
und kB abgespalten. Jetzt gelangt der aktivierte Trapsdmnsfaktorkomplex relativ rasch in
den Zellkern, von wo aus er seine Zielgene anstekenn. Diese werden binnen Minuten
transkriptionell aktiviert und weitere proinflamroasche Mediatoren wie etwa COX-2,
ICAM-1 und induzierbare NOS werden freigesetzt [RPRELLA et al. 2001]. Danach wird
IxB poly-ubiquitinyliert und zuletzt durch 26S-Pradeanen degradiert [BAEUERLE et al.
1994]. Derzeit geht man davon aus, dasskBNRn die Regulation von mehr als 60
proinflammatorischen Genen eingreift, die unteremach Zelladhasion und Differenzierung,
Chemotaxis, Redoxmetabolismus, Immunostimulatiod Apoptose regulieren [BARNES et
al. 1997][TAK et al. 2001].
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Abbildung 4  Schematische Darstellung der Aktivierury von NFB (p50/p65/kB) als
zentrale Schaltstelle der Inflammationsreaktion [malifiziert nach
PAPARELLA 2001]

Unter anderem induziert MB das kBa-Gen und hemmt durch einen negativen Feedback-
Mechanismus seine eigene Aktivierung [LE BAIL et H93]. Verschiedene Untersuchungen
konnten die postischamische Aktivierung vond8Hn Neuronen [SCHNEIDER et al. 1999]
[STEPHENSON et al. 2000] und Gliazellen [CARROLLaét1998] nachweisen.

Grundsatzlich kénnen unterschiedliche Stimuli unehgébungsbedingungen einer Zelle zur
Aktivierung des NkB-Signalweges fuhren. Man unterscheidet hierbei d#&ssischen
(kanonischen) von einem alternativen (nicht-kandmes) NkB-Signalweg [HAYDEN et al.
2004]. Ersterer wird z.B. von TN&+Rezeptor: TNFR-1/TNFR-2), IL-1 (Rezeptor: TCR/IL-
1R) und durch Lipopolysaccharide (LPS) (Rezept&R) (siehe Abb. 5) genutzt und fuhrt
durch die Phosphorylierung vorkB durch den IKK zur Freisetzung des aktivierten
Transkriptionsfaktorkomplexes (p50/p65). Der alédire Signalweg ist von der NMB-

induzierenden Kinase (NIK), die ihrerseits IKkku aktivieren vermag, abhangig. Zielmolekdl
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des IKKa stellt das p100 dar, das als Heterodimer an Rgéfunden ist und seinerseits die
inaktive Form des p52 darstellt. Durch seine Phosgpierung kann das nun aktivierte p52/Rel-
B-Heterodimer als Transkriptionsfaktorkomplex in nde&Zellkern einwandern und die
entsprechenden Zielgene ansteuern. Dieser Signalwiedy von LymphotoxinB/TNF-
(LTBR), dem B-cell activating factor (BAFFR) und dem -@D-Ligand/TNF auf B-
Lymphozyten (CD40R) genutzt. [HAYDEN et al. 2004].

.Klassischer NkB-Signalweg* JAlternativer* NFxB-Signalweg
LPS CD40L
IL-1 Q Q TNF-B
O TLR CD40 O
TNF-o IL-1R LTBR BAFF
o o C 5
TNFR-1/2 @,@ BAFFR

Transkription

Abbildung 5 Klassischer und alternativer NR«B-Signalweg [modifiziert nach
HAYDEN 2004]

1.3.2 Zytokin Tumornekrosefaktor alpha (TNF- a)

Der Tumornekrosefaktor wird der Gruppe der promftaatorischen Zytokine zugerechnet, der
unter anderem auch IL-1 und IL-6 angehéren [SIEGHNIER 2001"]. Sie nehmen eine

zentrale Rolle in der interzellularen Kommunikatiom Rahmen der unspezifischen
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Entzindungsantwort und der antigenspezifischen Inamiwort ein. Erstmalig wurde der TNF
1985 beschrieben und erhielt damals seinen Nanfgruad seiner zytotoxischen Wirkung auf
Tumorzellen [AGGARWAL et al. 1985]. Heute ist dagt@kin unter anderem als Mediator des
toxischen Schocksyndroms, z.B. im Rahmen einer igegativen Sepsis, bekannt
[SIEGENTHALER 2001°. TNF-a ist ein 17 kDa-Protein, welches tberwiegend von
mononukledren Phagozyten (Mikroglia) gebildet wartd neben seiner proinflammatorischen
Wirkung auch zahlreiche regulatorische Funktioneisibt. So wird die Expression von
Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen induziertuthgphile Granulozyten werden aktiviert
und Monozyten/Makrophagen zur weiteren Zytokinpkadun (IL-1, IL-6, TNF, Chemokine)
angeregt. Eine T- und B-Zell-, wie auch Endothéla&tivierung erfolgt. Wird TNF in groRRer
Menge freigesetzt, tritt er in die Blutbahn Ubed wmtfaltet nun hormonahnliche systemische
Wirkungen. So vermag er Uber den Hypothalamus esesy Fieber und bei chronischer
Exposition Appetitverlust (Tumorkachexie) zu inderen. In der Leber stimuliert er,
gemeinsam mit IL-1 und IL-6, die Hepatozyten zustgmgerten Produktion von tber 30
Akutphaseproteinen (z.B. Fibrinogen, Alpha-1-Anfisin, Kapsel-reaktives-Protein, Serum-
Amyloid-A, saures Alpha-1 Glykoprotein, Haptoglopb{@aeruloplasmin, Komplementfaktor 3,
Plasminogen, Ferritin u.a.m.). Der TNF hemmt dartiieaus die Blutgerinnung und die
Stammezellenaktivierung im Knochenmark. In extrenhdro Konzentrationen vermag er sogar
eine negativ inotrope und peripher vasodilatierénbid&kung zu entfalten. Ebenso kann er eine
diffuse intravasale Gerinnung mit Verbrauchskoagalbie auslésen, sowie massive
metabolische Storungen (Hypoglykamie) herbeifii@BEGENTHALER 2007

Der Tumornekrosefaktor wirkt tUber zwei verschieddRezeptoren mit unterschiedlicher
intrazellularer Signalgebung: Zum einen dem TNFdpear-1 (TNFR-1), Uber den NB-
Aktivierung und Apoptose angestof3en werden, zunermndber den TNF-Rezeptor-2 (TNFR-
2), der metabolische Veranderung und Zytotoxizigimittelt [SIEGENTHALER 2001]. Die
TNF-Rezeptorfamilie (,Todesrezeptoren”) besteht d@resmembrandsen Rezeptoren, die
durch den Besitz einer zytoplasmatischen, sogeaanmbdesdoméane (DD) charakterisiert
werden. Die Bindung von TNE&-an TNFR-1 bewirkt eine Konformationsédnderung des
Rezeptors, die wiederum eine Anlagerung des TNFERsbzierten ,death domain® Protein
(TRADD) ermdéglicht. Dies bildet nun eine Art Plaitn fir weiter Mediatorproteine - das
.receptor-interacting protein 1“ (RIP1), das ,FASsaciated death domain protein“ (FADD)
und den ,TNF-receptor-associated-factor 2“ (TRAFEADD rekrutiert Uber eine ,death-
effector domain“ (DED) die Caspase 8 [BARNHART e2805].
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Hierauf kommt es durch die autoproteolytische Aktivng der Caspase 8 tUiber nachgeschaltete
Signaltransduktion zur Apoptoseinduktion.

TRAF1

FADD

Caspase 8 |_

4

Apoptose

\ Transkription a

Abbildung 6 TNF-a Signaltransduktionsweg

Die immunkompetenten Zellen des ZNS (Astrozytenkrbtylia, Neurone) kbnnen nach
entsprechender Stimulation (Ischamie, Infektion)Fid\freisetzen. Dies fihrt innerhalb eines
Regelkreises zur Aktivierung der Mikroglia, die emseits weitere proinflammatorische
Zytokine (z.B. IL-1, IL-6, TNFe) freisetzt. Unter physiologischen Bedingungen kgimjedoch
lediglich Neurone geringe Mengen TNFsynthetisieren [BREDER et al. 1993].
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TNF-a Ubt im Gehirn selbst direkte Effekte auf die zalmervosen Zellpopulationen
(Oligodendrozyten, Astrozyten, Endothelzellen) dtsinduziert eine Astrozytenproliferation
[BENVENISTE 1992]. Infolge einer ischamischen L&sikann sich so eine sogenannte
Astrogliose entwickeln. Dariber hinaus induziert FFN in Astrozyten die Freisetzung
zahlreicher Kolonie-stimulierende-Faktoren (GM-CSBECSF, M-CSF). Diese Mediatoren
wirken ihrerseits auf Leukozyten (Chemotaxis) undtdérn die Leukodiapedese von
Makrophagen und Granulozyten in den EntzindungglBt8IVENISTE et al. 1995]. TNfe-
fuhrt zu einer Expression von AdhasionsmolekileBAW-1, VCAM-1) auf Astrozyten,
Mikroglia und zerebralen Endothelzellen [BELLASTASal. 1995][OH et al, 1998]. Dies fuhrt
direkt zu einer Beeintrachtigung der Blut-Hirn-Sahike, indem der Eintritt von peripheren
Entzindungszellen in das Gehirn erleichtert wird.

1.3.3 Zyklooxygenase-2 (COX-2)

Die membranstandige Zyklooxygenase-2 ist das Seklgiszym der Prostaglandinsynthese.
Das Enzym katalysiert hierbei die Umwandlung metirfangesattigter Arachidonséaure (5, 8,
11, 14-Eicosatetraensaure) in die Prostaglandinéhilfai der Phospholipase A Die
Umwandlung der ungeséttigten Fettsduren in Prastdgle geschieht schrittweise. Die
Zyklooxygenase katalysiert zunachst die Syntheseédezlebigen Prostaglandin GG) aus
der Arachidonséaure, des wiederum in Prostaglandi(PBH) umgewandelt wird. PG}bildet
sowohl das Substrat der Prostaglandinbildung (RGBE, PGF,, PGL) durch zellspezifische
Isomerasen, als auch der Thromboxanbildung (A)X4a spezifischer Synthetasen. Bei den
gebildeten funktionellen Prostanoiden (PGBGE, PGF,, PGhL und TXA;) handelt es sich
wiederum um auto- oder parakrine Lipidmediatoremzé&u Halbwertszeit (Sekunden- bis
Minutenbereich), die rezeptorvermittelt in eine I¥&hl physiologischer und
pathophysiologischer Ablaufe regulierend eingreifévian geht heute davon aus, dass
Prostanoide nicht in Zellen gespeichert werden &tinrsondern auf einen entsprechenden
Stimulus hin durch Aktivierung der Zielzelle jewseiheu synthetisiert werden [FUNK 2001].
Sie bestehen aus einem Zyklopentanring und zweterd@tten. Entsprechend ihrer
Ringstruktur kénnen die Prostaglandine in versamed Typen (A-l) eingeteilt werden.
Nattrlichen Ursprungs sind jedoch nur die Subtypen(PGD, PGE, PGF, PGG, PGH, PGI).
Wiederum anhand der Zahl der Doppelbindungen iralerinrer Seitenketten werden drei

Hauptgruppen unterschieden. Prostaglandine deugp@&rwerden ausHomolinolensaure, der
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2. Gruppe aus Arachidonsaure und die der 3. GrappeEicosapentaensaure synthetisiert. Die
genannten Fettsauren konnen mithilfe der Phoss®#ipA direkt aus der Zellmembran
gewonnen werden. Die jedoch mit Abstand haufigstel&wfer-Fettsdure im menschlichen
Korper ist die Arachidonsaure, womit die meisteasiaglandine folglich der zweiten Gruppe
angehoren (PGDPGE, PGF,, PGG, PGH, PGL).

Derzeit kennt man drei Isoformen der Zyklooxygen&s@X-1, COX-2 und COX-3.

Die COX-1 wird praktisch im gesamten OrganismudB.(ZzVlagen, Milz, Niere, Lunge,
GefalRendothel und Thrombozyten) exprimiert und lreduals so genanntes ,house-keeping
enzyme" via Prostanoidsynthese physiologische Aodlaptorgange (z.B. Homoéostase). So
wird PGE zur Aufrechterhaltung einer intakten Magenschl@ath (Hemmung der
Magensauresekretion) ebenso wie fur eine normateeNiunktion (Durchblutungssteigerung,
Na'-Ruickresorptionshemmung) benétigt. P@reift sowohl in das Entziindungsgeschehen
(Gefal3permeabilitatssteigerung, Schmerzverstarkahgch Sensibilisierung  nozizeptiver
Fasern) als auch in die Thrombozytenfunktion (THyomytenaggregationshemmung) ein,
ebenso TXA (Thrombozytenaggregation).

Die COX-2 hingegen (bt als ein induzierbares Enzy@ssen Transkription Uberwiegend durch
mitogene und inflammatorische Stimuli (z.B. TNFH.-1) [BRUNE et al. 1998] angeregt wird
[MORITA 2002], eine komplexere Funktion aus. Soelipes tber die von ihm gebildeten
Prostanoide eine wesentliche Rolle in der Unteuhglt von Schmerzen, Fieber und
entzundlichen Reaktionen. Unter den physiologischHgsdingungen einer ungestdrten
Homoostase lasst sich COX-2 in den meisten Korpeggen praktisch nicht nachweisen. Die
Exposition von Fibroblasten, Endothelzellen sowienlzyten mit bakteriellen Endotoxinen,
Zytokinen, Hormonen oder Wachstumsfaktoren (z.BFBIN IL-1) induziert die Expression
von COX-2 innerhalb von zwei bis sechs Stunden [BiAt al 2000].

Bei der COX-3 wiederum handelt es sich um die &igtzlich in neuronalem Gewebe
identifizierte SpleiRvariante der COX-1 [CHANDRASBKRAN et al. 2002]. Uber
Expression, Funktion und Regulation dieser Isofbegen erst wenige Erkenntnisse vor. Man

geht jedoch davon aus, dass es sich um eine gedmifische Isoform handelt.

Prostaglandine, als Syntheseprodukte der Zyklooxagen, wiederum Uben vielféltige
regulatorische Funktionen im zentralen Nervensysiam Sie sind unter anderem beteiligt an
der Regulation von Hunger- und SattigungsgefUhlIER®GF,,) [LEVINE et al. 1981], des
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Schlaf-Wachrhythmus (PGDPGE) [HAYAISHI 1991], der Schmerzwahrnehmung (P£%D
PGB, PGFR, [HORIGUCHI et al. 1986] und des Fiebers [BLATTEIZ000]. Eine
Beeinflussung der synaptischen Ubertragung durdst&ylandine (PGIEkonnte zudem im
Hippokampus nachgewiesen werden [CHEN et al. 2@Digse Erkenntnis fuhrte mitunter zu
der Annahme, dass die COX-2 Aktivitat im Hippokamdir die Gedachtnisfunktion eine
wichtige Rolle spielt [RALL et al. 2003]. Insbes@rd PGE scheint eine regulative Rolle im
Zusammenhang mit einem neuroinflammatorischen @éschzu spielen. So finden sich im
Rahmen eines Schlaganfalls in ischamisch infaeneHirnarealen regelhaft erhéhte RGE
Spiegel [SAIRANEN et al. 1998].

1.4 Bilaterale Karotisokklusion (BCAO) als zerebrales schamiemodell der Ratte

In der vorliegenden Studie wurde das sogenanntees2el-occlusion® Modell (2-VO) mit
Hypotension als Modell einer inkompletten tempan&gébalen Vorderhirnischamie der Ratte
verwendet. Dieses Modell wurde 1973 erstmalig vonEBIO6f und B.K. Siesjo vorgestellt
[EKLOF et al. 1973]. Dabei wird ein temporaresatsrales Unterbinden der rechten und linken
A. carotis communis (BCAO) kombiniert mit einer ®mischen Hypotension (Blutentzug)
durchgefuihrt. Letzteres ist entscheidend, da deinmle Gefal3verschluss keine zerebrale
Ischamie herbeizufihren vermag. Ursachlich hiedtidie Ausbildung einer A. communicans
posterior bei der Ratte, Uber die vorderes uncetestStromgebiet verbunden sind. So wird im
Falle eines beidseitigen Verschlusses der Haupigatiern eine kollaterale Blutversorgung des
Gehirns gewahrleistet [MURAKAMI et al. 1998].

1.5 Lernen und Gedachtnis

Lern- und Gedachtnisprozesse zahlen zu den neurnitik@ym Leistungen des Organismus.
Lernen kann in diesem Zusammenhang als die gruewliiesgFahigkeit zur Aneignung neuer
Kenntnisse und Fahigkeiten im Zuge eines stetigapadsungsprozesses an sich andernde
Umweltbedingungen verstanden werden. Diese Ablaoféinden meist in stabile
Verhaltensveranderungen (Fertigkeiten). Grundlaligr dernprozesse wiederum stellt die

Fahigkeit des zentralen Nervensystems zur plastistteranderung dar [WOODY 1986].
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Neuronale Grundlagen des Lernens

Informationsaufnahme und -speicherung beruhen aeufEdregung von Nervenzellen, die im
neuronalen Gesamtverband ein Muster hinterlassenald Engramm bezeichnet wird [BLISS
et al. 1993]. Morphologisches Korrelat hierfur bilatin Netzwerk synaptischer Verbindungen,
die ihrerseits einen Gedachtnisinhalt reprasemtierd/iederholte Aktivierungen dieser
synaptischen Netzwerke fuhren zur Neuanlage solbeschaltungen auch unter Aufhebung
alter, nicht mehr bendtigter Verbindungen. Zur R&alung dieser aktivitatsabhéangigen,
plastischen Veranderung neuronaler Netzwerke (@&m@n nutzen die Nervenzellen

verschiedene Mechanismen (z.B. Langzeitpotenzig¢rudgn Informationen langfristig als

Gedéachtnisengramme abspeichern zu konnen, muissaeapseyn neu gebildet werden.
Grundlage dieser Prozesse stellt die neuronaleeiRbmbsynthese dar. Die mehrfache
Transmitterausschittung aktiviert Proteinkinaserie dyemeinsam mit intrazellularen
Aktivierungsprozessen zur Transkription bestimnmeklearer Gensequenzen fuhrt. Die sich
anschlieBende Expression neuer Funktions- und tStprkteine induziert die

Verbindungsbildung [MILNER et al. 1998][KANDEL etl.a1999]. Die mitunter wohl am

besten untersuchte Form einer solchen Langzeitpeteimg (LTP) findet man an den
Synapsen der Pyramidenzellen der Cornu ammoniso regperior (CAl-Region) des

Hippokampus. Mehrere zusammenlaufende Erregungererfihier zu einer langeren und
starkeren Depolarisation der Synapse, die wiedemnen Ubertragungseigenschaften
verandert (LTP). Hierbei spielen Glutamat-sensiddDA-Rezeptoren eine wichtige Rolle

[BLISS et al. 1993]. Zur Ausbildung einer neuen Rkfgipfung missen préa- und
postsynaptische Neurone gleichzeitig aktiviert (NMBezeptor) werden [KANDEL et al.

1992].

Eine zentrale Rolle in Bezug auf Lern- und Gedéshtnzesse nimmt der Hippokampus ein,
der sich durch eine hohe neuronale Plastizitateaclszet. Er ist Teil des Temporallappens und
wird dem limbischen System zugerechnet. Die hippgdae Formation besteht aus Gyrus
dentatus, Cornu ammonis (Cornu ammonis regio sup@iAl), Cornu ammonis regio inferior
(CA3) und dem Subiculum (Brodmann Area 27). DeruSytentatus ist dreischichtig aufgebaut
(Lamina molecularis, Lamina granularis und Lamirlexiormis). Die Lamina granularis
besteht aus dicht gepackten glutamatergen Kormemzeleren Axone auf das Cornu ammonis
(Hippokampus) als sogenannte Moosfasern projiziddam Hippokampus selbst lasst sich in
funf Schichten unterteilen: Stratum lacunosum-makee (glutaminerge

Pyramidenbahnzellen), Stratum radiatum, Stratumamidgale, Stratum oriens und Alveus
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(Axone). Vom entorhinalen Kortex werden die Signaber den Tractus perforans zum Gyrus
dentatus Ubermittelt, wo sie synaptisch auf Deedriter Kornerzellen umgeschaltet und weiter
Uber spezielle Axone (Moosfasern) zur CA3-Regioteitgt werden. Andere, spezialisierte
Axone (Schaffner-Kollateralen) verbinden CAl- undA3=Region. Besonders die
Pyramidenbahnzellen der CA1-Region sind Uber dieaffiver-Kollateralen eng miteinander
vernetzt und bilden damit wohl das anatomische éatrdes deklarativen Gedachtnisses
[MILLNER et al. 1998]. Uber den Tractus alveans desr wiederum Signale der Neurone der
CAl-Region auf Subiculum und Neokortex projiziekie nach Starke und Repetition der
Erregung sowie ihrer synaptischen Verschaltung k&ina Information unterschiedlich lange
.ernnert werden. Nach dieser Modellvorstellung rden kurzfristig gespeicherte
Informationen wohl durch kreisende Erregungen atterhalten. Langzeiterinnerungen
scheinen hingegen auf tiefgreifenderen Struktunaeéungen (Synapsenmodulation) zu
beruhen. Die Gedachtnisengramme basieren demnathsymaptischen Verbindungen
zahlreicher und mitunter verstreut liegender Neemon Ein anatomisch greifbarer
.Gedachtniskern® existiert nicht. Neben dem Hippokas als Teil des limbischen Systems ist
der prafrontale Kortex von zentraler Bedeutung lférn- und Erinnerungsprozesse. In ihm
werden Handlungsablaufe und damit letztlich Vedralstrukturiert, Prioritaten gesetzt und
raumliche Informationen gespeichert. Die Engramdulnfy selbst unterliegt einer limbischen
Kontrolle.  Hippokampus und Amygdala scheinen hierinee Schlisselrolle
(Informationsbewertung) zu spielen [EICHENBAUM 2000
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Gedéachtnis

Der Begriff ,Gedachtnis® umschreibt im Allgemeinedie Fahigkeit des zentralen
Nervensystems Informationen aufzunehmen (Enkodigruabzuspeichern (Transfer), zu
modulieren (Konsolidierung) sowie diese im Bedailfséls ,Erinnerung” wieder abzurufen
(Recall) [STECKLER 1996]. Die so gespeicherten imfationen stellen die Ergebnisse
bewusster und unbewusster Lernprozesse dar. Daldét lwlas Gedachtnis die kognitive
Grundlage des Lernens, basierend auf der Plastsgier neuronalen Systeme. Es arbeitet
zeitabhangig und lasst sich damit in drei unteestifihe Speichertypen einteilen. Nur ein
Bruchteil der aufgenommenen Informationen wirddeltdich ausgewertet, gelernt und je nach

ihrer Bedeutung, unterschiedlich lang erinnert.
Sensorisches Gedachtnis

Das sensorische Gedachtnis (Ultrakurzzeitgedac¢mmisediatgedéachtnis) zeichnet sich durch
eine grolRe Speicherkapazitat bei gleichzeitig gerirspeicherdauer (500 -1000 ms) aus. Hier
wird Gesehenes (ikonisches Gedéachtnis), Gehorgwiéehes Gedachtnis) und Geflhltes
(taktiles Gedachtnis) in eigenen, unabhéangigenc8pa hinterlegt.

Arbeitsgedachtnis

Das Arbeitsgedéachtnis, auch als der gerade ak#vieeil des Kurzzeitgedachtnis bekannt,
besitzt eine begrenzte Speicherkapazitat (7 + @nméhtionseinheiten) bei gleichzeitig geringer
Speicherdauer (Sekunden bis Minuten). Es kann enit Bewusstsein gleichgesetzt werden. In
ihm erfolgt die bewusste Informationsverarbeitung $ekundenbereich [MILLER 1956]. In
den ersten Modellvorstellungen des Kurzzeitgedd&ses ging man noch davon aus, dass
Selbiges relativ einheitlich aufgebaut ist undsstetr zur Bewaéltigung einer einzelnen Aufgabe
genutzt werden kann. Man erkannte jedoch rascls dasdurchaus moglich ist, mehrere
Informationen unterschiedlichen Typs (z.B. Rechued Merken von Wortreihen) gleichzeitig
bereitzuhalten und zueinander in Beziehung zu setkafgaben des gleichen Typs kdnnen
hingegen nur schlecht parallel bearbeitet werdens Aiesen Befunden leitet sich das
Mehrkomponentenmodell des ArbeitsgedachtnissesSabwerden einerseits Informationen
mithilfe einer phonologischen Schleife aufrechté#gm andererseits kann dieselbe Information
von einer visuell-raumlichen Komponente gespeichedrden. Unabhéngig von beiden
Speicherkomponenten wird eine zentrale Exekutivechmgeben, die beide kontrolliert
[BADDELEY 1998].
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Langzeitgedachtnis

Hauptaufgabe des Langzeitgedachtnisses stellhthenationsspeicherung Uber einen langeren
Zeitraum dar. Um eine Information lebenslang zuickmen, ist jedoch eine Konsolidierung

notig, die Tage bis Monate andauert. Die Speiclperkitét des Langzeitgedachtnisses scheint
praktisch unbegrenzt und einmal dort abgelegtenErumgen sind Uberaus resistent gegentber
auReren Einflissen. L.R. Squire unterscheidet heisaleklarativem (explizite, benennbare

g,
lasgth sweiter

Fakten oder Ereignisse) und nicht-deklarativem nicht benennbare

Automatismen/Fahigkeiten) Wissen. Letzteres unterteilen in ein
Ausfiihrungswissen (prozeduales Gedachtnis), BahiiBrigning), operante Konditionierung
(assoziatives Gedachtnis) Habituation und Sensitivig (nicht-assoziatives Gedéachtnis). Beide
Gedéachtnisformen [SQUIRE et al
1991][GAZZANIGA 1995]. E. Tulving hingegen betraehtSquires deklaratives und nicht-

deklaratives Gedachtnis als zwei Ausdrucksformen stemantischen Gedachtnisses, die sich

arbeiten  gleichberechtigt  nebeneier

zum Teil auch Uberschneiden, und schlagt vor, vieseth ein so genanntes episodisches
Gedéachtnis (autobiographisches Gedachtnis) zuaameiden [TULVING 1995].

Arbeitsgedachtnis
3
A
Langzeitgedachtnis

‘ Deklaratives Gedéachtnis ‘ ‘

Nicht-deklaratives Gedachtnis ‘

J } ' v v }
Semantische Episodische. NIChtLZSr?]Zﬂawe Disposition I;rosgdgfllgs Pragung
Gedéchtnis Gedéchtnis Kalssischeunc edachtnis wahrnehmen
_— Habituierung operante Fertigkeiten semantisch
Tatsachen Ereignisse P
- Konditionierung .
Sensitivierung Angewohnheiten
Reflexbdgen Amygdala Striatum Neokorte;
Hippokampus Zerebellum
Medialer Temporallappen
Diencephalon
Neokorte:
Abbildung 7  Aufbau des Gedéachtnisses mit neuronaleKorrelaten (modifiziert nach

SQUIRE 1998 und TULVING 1995)
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1.6 Evaluation neurokognitiver Defizite durch Verhaltenstests im Rattenmodell

.verhalten* ist die durch Gene und Lernen gestalt@inpassungsleistung eines intakten
Organismus an seine Umwelt. Es beruht auf angeborsferhaltensweisen (,Instinkt*) und
erworbenen Erfahrungen. Ein Verhaltenstest istegimlogischer Funktionstest, bei dem aus
abweichendem Verhalten auf eine neurologische Dysfan geschlossen werden kann. Die
unterschiedlichen Verhaltensweisen der Saugetteoeidl-, Ernahrungs-, Sexual-, Komfort-,
Explorations-, Flucht- und Ausscheidungsverhaltest¢llen durch Anpassung an eine
veranderliche Umwelt die Uberlebensstrategie delvithuums dar [OHL et al. 2001]. So
nehmen alle Sdugetiere sensorische Reize aufbedrr diese in Bezug auf vorangegangene
Erfahrungen und entwickeln hieraus Losungsstratefiekomplexe Aufgaben (,Lernen durch
Erfolg”). Zur Beurteilung des Verhaltens der Vetssitere muss jedoch eine vergleichbare
(Alter, Geschlecht, Gewicht) Kontrollgruppe gebildeverden, die unter denselben
Haltungsbedingungen jedoch keinem externen ,Raispgasetzt wird [ARCHER 1973]. Erst
anhand dieser Kontrollgruppe (,Nativtiere”) lasstichs von einer beobachteten
Verhaltensanderung auf eine kognitive Dysfunktionfolge aufl3erer Einflisse (z.B.

isch&mischer Schaden nach BCAO) schliel3en undreotsgnd bewerten.
Open-Field-Test

Der grundsatzliche Versuchsaufbau besteht aus keleerleuchteten, runden Versuchsarena,
die mittels Markierungslinien am Boden in ein Zatigld und ein Aul3enfeld unterteilt und von
undurchsichtigen Wanden umgeben ist. Die Tiere &rerdit einer ihnen unbekannten
Umgebung, dem offenen Feld, konfrontiert und dabeiunkonditioniertes Verhalten Uber
einen definierten Zeitraum hinweg beobachtet. Did&rhaltenstest diente urspringlich der
standardisierten Untersuchung der Lokomotionsadtivder Versuchstiere [HALL 1934].
Ratten die sich mit einer ihnen unbekannten Sduoakonfrontiert sehen, befinden sich im
Spannungsfeld zwischen dem Drang ihre Umgebunghddauzu wollen und dem Bedurfnis,
potentielle Gefahren zu vermeiden. Im sogenannkgioEationsverhalten zeigen sie ein breites
Spektrum unterschiedlicher Verhaltensmuster (Imiiabi Umherwandern, Aufrichten,
Schniffeln, Urin- und Kotabsatz, Putzaktionen), dmsprechend Ruckschlisse, etwa auf
angstassoziiertes Verhalten, zulassen. So gilMeasieiden des Zentrums der Versuchsarena
als Angstindikator [PRUT et al. 2003].
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Hole-Board-Test

Urspringlich entwickelt wurde dieser VerhaltenstéstMause von J. R. Boissier und P. Simon
1962. Das eigentliche Hole-Board besteht aus eBet mit mehreren, in deren Boden
eingelassenen Léchern, die mit Futterbelohnungéiilte@erden konnen. Die Tiere werden im
Zentrum der Box platziert und ihr Verhalten (z.Bazahl aller Lochbesuche, Lochbesuche am
selben Loch, Zeit am Loch, Aufrichten, Putzaktiondreobachtet. 1973 wurde dieses
Testverfahren auch fir Ratten etabliert und duretschiedene Varianten (z.B. Anzahl der
Locher, Versuchszeit und Testwiederholungen) wesitgvickelt [FILE et al. 1975.

Modifizierter Hole-Board-Test (mHBT) nach Ohl

Dieser Verhaltenstest stellt eine Kombination auera Open-Field- und dem klassischen
Hole-Board-Test dar. Entwickelt wurde dieses Tasiteen von F. Ohl 1998 urspringlich zur
Beurteilung kognitiver Funktionen von SpitzhérncH@L et al. 19987]. Der mHBT besteht
aus einem artspezifischen Heimtierkafig (Homecagg)integrierter Versuchsarena, die ein
offenes Feld reprasentiert. Im Zentrum dieser \drsarena wird ein Hole-Board platziert.
Dieses Testbrett ist mit mehreren Futtermuldenelers, die durch Deckel abgedeckt und
damit nicht direkt eingesehen werden kdnnen. Derelwverden einzeln in die Versuchsarena
gesetzt und sollen lernen markierte Locher, in dexiee Futterbelohnung liegt, zu finden und
zu Offnen. Direkt an den Testbereich angeschlosseh nur durch eine transparente, mit
Lochern versehene Trennwand begrenzt, liegt dasbitel, in dem sich die Artgenossen des
Versuchstieres befinden. Eine freie Kontaktaufnalishelamit jederzeit moglich. An diesem
komplexen  Versuchsaufbau lassen sich  zahlreiche haltensparameter (z.B.
Explorationsverhalten, Angst, Erregung, sozialeniit) untersuchen [OHL et al. 2061 Der
Test ermoglicht damit zugleich Aussagen uber kagniFunktionen (Gedachtnisleistungen,
Emotionalitat, Motivation) als auch Uber motorisdbestungsfahigkeiten (Feinmotorik) und
Allgemeinbefinden der Tiere [OHL et al. 1998
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2. Material und Methoden

2.1  Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Das Tierversuchsvorhaben wurde geméal? 88 des Deutstierschutzgesetzes durch die
Regierung von Oberbayern genehmigt (Aktenzeichén12911-2531-107/04).

Die Untersuchungen wurden an 70 méannlichen Spragwdey Ratten vom Stamm €D
IGS (Charles River International Genetic Standargst&n, Charles River GmbH
Deutschland, Niederlassung Sulzfeld) durchgefuh@emal? den Richtlinien flr
Versuchstierhaltung werden die Ratten in einem d&isterten Tierstall bei einer
durchschnittlichen Raumtemperatur von 22 + 2 °C einér relativen Luftfeuchtigkeit von 60
+ 15 % unter einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 Smgehalten. Dabei erstreckt sich die
Hellphase von 0:00 bis 12:00 Uhr bei einer Liclgngitat von 60 Lux entsprechend den
Richtlinien fur albinotische Tiere [GV-SOLAS 2004Xur Gewdhnung an menschliche
Gerausche werden die Tiere von leiser HintergrursiknRadio) beschallt.

Futter (Altromin-Haltung 1324, Altromin GmbH, Lage)nd Wasser (Trinkwasser bei
taglichem Wechsel der Trinkflaschen) erhalten dierdl ad libitum. Als Einstreu dient
entstaubtes, entkeimtes Weichholzgranulat (Altréraser, Altromin GmbH, Lage). Daneben
stehen den Tieren Zellstoff als Nestbaumaterial stedlisiertes Heu zur Beschéftigung zur
Verfligung.

Zur Adaption an ihre neue Umgebung werden die Rattei Wochen vor dem eigentlichen
Versuchsbeginn in Gruppen zu maximal 4 Tieren ian@ardkafigen (Makrolon Typ 1V)
gehalten. Entsprechend der Randomisierung werdeidre, die fur die Untersuchung im
modifizierten Hole-Board-Test vorgesehen waren 1&gel vor dem eigentlichen
Versuchsbeginn gewichtsabhangig in Gruppen zu 6TeBen in den hierfir entworfenen
Versuchskéfig (80 x 60 x50 cm, eigene Herstellumgyesetzt.

Am Operationstag waren die Tiere 12 Wochen alt emem Ausgangsgewicht von 385 *
35¢.
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2.2  Versuchsaufbau

Der Versuch besteht aumer operativen Phase, in der die Tiere ¢ zehnminutige

zerebralen Ischamie mit Reperfusion unterzogen v und einessich anschliel3end neuro-

kognitiven Testperiodengurologischer Untersuchung uVerhaltenstestun¢ Die Studie

endet mit der Euthanasie der Tiere und anschliegfimmunhistochemischeBestimmung

ausgewahltererebraler Inflammationsparame (NFxB, TNF-a und CO>-2).

Nativgruppe

BCAQ, -Gruppe

Sham, -Gruppe

BCAO,-Gruppe

Sham.-Gruppe

I neurologische Untersuchung

RN

!

]

===

SO0 2345|678 9|10(11(12|13|14(15(16]17(18]19
\
e [P PPINCEE LR A
é Nativgruppe Euthanasie Euthanasie
) mHET
o o
© BCAO,, Gruppe
Sham,,,-Gruppe
Abbildung 8  Zeitlicher Versuchsablauf: Operation, neurologische Untersuchung unc

MmHBT
Uberlebenszeitel

Gruppeneinteilung

in  Abhan gigkeit

der

gruppenspezifischen postoperativel

Die Versuchstiere werden randorert einer der unten aufgefiihrten Gruppen zuge

Tiere der Nativgruppe (n=17)

Diese Tiere durchlaufen keinen Versuch und diefenrgbehandelt Kontrollkollektiv.
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Die Ergebnisse ihrer neurokognitiven Testung sowder immunhistochemischen

Untersuchung ihres neuronalen Gewebes liefern ldysiplogischen Vergleichswerte zu den
Tieren der BCAO- und Sham-Gruppe.

Um die Versuchstierzahl méglichst gering zu haligarde hier zum Teil auf bereits

bestehende Datensétze (10 Tiere) einer vergleiehlddativtiergruppe einer Vorlauferstudie
der Arbeitsgruppe ,Experimentelle AnasthesiologieKJinikum rechts der Isar, zur

Evaluierung des modifizierten Hole-Board-Testedizkgegriffen.

Tiere der BCAO-Gruppe (n=20)

Diese Tiere werden anasthesiert, chirurgisch piépannd einer 10-mindtigen bilateralen
Karotisokklusion (BCAO) unter Hypotension (arteleel Druck = 30 £ 2 mmHg) mit

anschlieBender Reperfusion unterzogen. Diese Grdpgre dazu, die Auswirkungen einer
inkompletten, temporaren, globalen Vorderhirniscltamauf die neurokognitive

Leistungsfahigkeit (neurologische Untersuchung, mMHBler Tiere und auf ausgewahite
zerebrale Entzindungsparameter ¢(BFTNF-o und COX-2) im Vergleich zur Sham- und

Nativtiergruppe zu beurteilen.

Tiere der Sham-Gruppe (n=20)

Diese Tiere werden entsprechend anasthesiert umdrgibch prépariert, jedoch keiner
BCAO oder systemischen Hypotension ausgesetzt. Hillie dieser Gruppe sollen die

Auswirkungen der rein operativen MalRnahmen und NMarkose (,Operationseffekte®)

sowohl auf die neurokognitive Leistungsfahigkeils auch auf die gewdahlten zerebralen
Entztndungsparameter im Vergleich mit der BCAO- Madivtiergruppe untersucht werden.

postoperative Tiere der Tiere der Tiere der

Uberlebenszeit | Nativgruppe BCAO-Gruppe | Sham-Gruppe

7 Tage 7 10 10
21 Tage 17 10 10
Tabelle 1 Gruppeneinteilung und Versuchstieranzahl
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2.3  Temporére bilaterale Karotisokklusion (BCAO)

Der operative Teil des Versuches lasst sich in BrehBchritte unterteilen. Nach Einleitung
der Narkose, Intubation und kontrollierter Beatmwnfplgt die Praparation der GefalRe (A.
sacralis mediana, V. jugularis externa dextra, @eaotis dextra et sinistra) und Platzierung
der erforderlichen Katheter (arterieller Katheter der A. sacralis mediana, vendser
Drainagekatheter in der V. jugularis externa dgxti2er gesamte Andasthesieverlauf wird
dabei engmaschig Uberwacht (Elektrokardiogramm (K&kektroenzephalogramm (EEG),
rektale und perikranielle Temperatur, mittlerereadller Blutdruck (MAP), endtidaler
Kohlendioxidpartialdruck  (RCO,), inspiratorische  Sauerstoffkonzentration ;OF).
Blutgasanalysen werden an drei festgelegten Zditpan durchgefiihrt (Baseline nach
Abschluss der Praparation, 10 und 60 Minuten nachémie).

Bei allen Tieren der BCAO-Gruppe erfolgt nach Ingok einer Hypotension (arterieller
Druck = 30 £ 2 mmHg) durch Blutentzug Gber den wamiDrainagekatheter ein temporarer
(10 Minuten) beidseitiger Verschluss der Aa. carotiextra et sinistra mittels eines
Gefal3clips. Nach Abschluss der Ischamiephase dwmtiernen der Gefaliclips und
Retransfusion des entnommenen Blutes schliel3t esivh einstindige Erholungsphase bei
fortgesetzter Narkose an, in der die zuvor geledfatheter entfernt und die Wunden
verschlossen werden. Durch Beendigung der Narksge@#hr erwachen die Versuchstiere
binnen weniger Minuten. Nach Wiedererlangung eswdfizienten Spontanatmung folgt die
Extubation und die Tiere werden zur weiteren pastaiiven Uberwachung in eine mit
Sauerstoff angereicherte Umgebung gebracht, um algerfden Tag in ihre Kéfige
zurtckzukehren. Die Tiere der Sham-Gruppe werdeognbehandelt, jedoch weder einer

BCAO noch einer Hypotension unterzogen.
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Anasthesie ur Monitoring

Chirurgische Praparati

1/ 1. Blutgasanalyse t = 0 mir

BCAO (10 min)

1/ 2. Blutgasanalyse t=20 min

Reperfusion und Erholung

Ausleitung und Nachbeobachtung

t =60 min

Abbildung 9  Schematische Ubersicht der operativen &suchsphase

2.3.1 Anaésthesie und Monitoring

Einleitung

Zur Narkoseeinleitung am Operationstag werden dikt miichternen Versuchstiere in einer
Ganzkorperkammer (Narkosebox aus Plexflamit 5 Vol% Isofluran (Forerfe Abbott
GmbH & Co. KG, Wiesbaden) und reinem Sauerstof0(¥01%) in Narkose gelegt.

Abbildung 10 Narkoseeinleitung am Operationstag in einer Ganzkdorperkammer
(Aufnahme: Arbeitsgruppe ,Experimentelle Anasthesidogie®, Klinikum
rechts der Isar)
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Intubation

Nach Eintritt der Bewusstlosigkeit erfolgt die etrdgheale Intubation unter Sicht mithilfe
der direkten Laryngoskopie mittels eines modifigarKinderlaryngoskops. Als Tubus dient
dabei eine Venenverweilkantile (16-18 G, Fa. B. BraG, Melsungen).

Abbildung 11 Intubationshilfe aus Plexiglas (,schiée Ebene®) mit bereitliegendem
modifizierten Kinderlaryngoskop (Aufnahme: Arbeitsgruppe
.Experimentelle Anasthesiologie®, Klinikum rechts der Isar)

Beatmung

Anschliel3end wird das Tier an ein Kleintierbeatnmsgegat (Modell A 1000, Aspect Medical
Systems Inc., Natick, Massachusetts, USA) entspretteinem Uberschuss-System ohne
Ruckatmung mit konstanter Frischgaszufuhr von 2nl/if@asabsaugung und vorgeschaltetem
Prazisionsverdampfer (Vapor 19.3 flur Isofluran, gendverk AG & Co. KGaA, Lubeck),
angeschlossen und wéhrend der sich anschliel3ehdengtschen Praparationsschritte mit 2
Vol% Isofluran in ca. 45 % Sauerstoff und 55 % Dxfuét mit einer Frequenz von 50-60 /min

druckkontrolliert beatmet.
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Abbildung 12 Bild links: Anésthesierte, endotracheh intubierte Ratte — Bild rechts:
Kleintierbeatmungsgerat (Aufnahme: Arbeitsgruppe ,Experimentelle
Anasthesiologie”, Klinikum rechts der Isar)

Analgesie
Zur intraoperativen Analgesie erhalt das Tier eiagmmaligen Fentanylbolus (0,05 pug =0,14
pna/kg) (Fentanyl, Janssen-Cilag GmbH, Neuss).

Monitoring

Vor Beginn des operativen Versuchsabschnittes mirdUberwachung von Narkosefiihrung
und Aufrechterhaltung konstanter Versuchsbedingang® einfaches Monitoring (EKG,

EEG, Temperatur, Atmung) etabliert, welches im Zugder chirurgischen

Praparationsmal3inahmen erweitert wird (arteriellatdBuck, BGA).
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Abbildung 13 Bild links: Monitoraufnahme eines intraoperativ komplett Gberwachten
Versuchstieres — Bild rechts: EEG-Monitoring mit ,burst-suppression‘“-
Muster im unteren Bildbereich (Aufnahme: Arbeitsgruppe
-Experimentelle Anasthesiologie®, Klinikum rechts der Isar)

Elektrokardiographie (EKG)

Zur Bestimmung der Herzfrequenz und Rhythmuskoletneihrend der Kanulierung der V.
jugularis externa dextra und Blutentzug wird eirlEokardiogramm (EKG, Cardiocap II,
Datex, Helsinki, Finnland) abgeleitet. Hierzu werdelrei Nadelelektroden (hintere

Axillarlinie bds. und inguinal linksseitig) subkutplatziert.

Elektroenzephalographie (EEG)

Um die Hirnaktivitat des Versuchstieres wahrend mi@n folgenden Versuchsabschnitte zu
Uberwachen wird kontinuierlich ein Elektroenzeplgadonm (EEG, Oscilloscope, Hameg 20
Mhz, HM 205-3, Frankfurt) geschrieben und die Nakaefe Uber das Vorhandensein eines
~ourst-suppression“-Musters gesteuert. Hierzu werdezwei Elektroden Uber der parietalen
und frontalen Hirnregion jeder Schadelseite (bdsidal des lateralen Augenwinkels und tber
dem Ohransatzes der Tiere), sowie eine Erdungsetiktinguinal rechtsseitig subkutan
eingestochen. Das hierbei gemessene EEG wird awfneiMonitor Ubertragen und
kontinuierlich vom Untersucher visuell ausgewert®artiber hinaus kann die zerebrale
Ischamiephase (BCAO) der Tiere durch ein in di€dsse auftretendes isoelektrisches EEG

(,Nullinie®) verifiziert werden.

Temperatur
Entscheidend Uber den gesamten Versuchsablauf ustenz die Kontrolle und
Aufrechterhaltung einer konstanten Korpertemperdbuese wird Uber eine kontinuierliche

perikranielle sowie rektale Temperaturmessung Uaemv Hierfir wird eine
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Temperatursonde (Hypodermic needle probe, Omeganbémgies Co., Stamford CT, USA)
in den M. temporalis knochennah eingestochen. Eivete Messsonde zur Bestimmung der
peripheren Kérpertemperatur wird zusatzlich regtatziert.

Reguliert wird die Kdrpertemperatur der Versuchstierahrend der gesamten Narkosezeit
Uber ein warmbares Wasserbett (Eigenkonstruktioowies mittels Warmegeblase
(WarmTouch® 5200, Nellcor, USA).

=N Temperaturgesteue
Umwalzpumpe m

integrierten
BN Tauchsieder
/‘

,Wasserbett", durch integrie
Spillkanale von warmem Was
durchflosse

0
@

Abbildung 14 Schematischer Aufbau des warmbaren Waerbetts (Eigenkonstruktion
der Arbeitsgruppe ,Experimentelle Anasthesiologie®, Klinikum rechts
der Isar)

Atmung (AF/etCOy)

Wahrend des Experimentes werden die endexspirebemnsGaskonzentrationen von £Q,
und Isofluran neben Atemfrequenz und Beatmungsdriiblr einen Atemgasmonitor
(Capnomac, Fa. Datex, Helsinki, Finnland) kontinigh Gberwacht. Entsprechend kann tber
eine Veranderung von Atemfrequenz bzw. des Beatsuragks die endexspiratorische £0
Konzentration konstant (etG(80 + 2 mmHg) gehalten werden.
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Abbildung 15 Monitoraufnahme des Atemgasmonitors whrend des laufenden
Versuchs — im oberen Bildabschnitt deutlich die C@Kurve erkennbar,
im unteren Bildabschnitt die erhobenen MessparametgAtemfrequenz:
50 min?, CO,-Konzentration: 33 mmHg, O»-Konzentration: 46 Vol%,
Isofluran-Konzentration: 2,0 Vol%) (Aufnahme: Arbeitsgruppe
-Experimentelle Anasthesiologie®, Klinikum rechts der Isar)

Blutdruck (RR/MAP)

Die Blutdruckmessung erfolgt in Echtzeit Uber einamteriellen Katheter in der
Schwanzarterie der Ratte (A. sacralis mediana)sddiest Uber einen so genannten Druckdom
mit angeschlossenem Messsystem an den Uberwachanigsm (Eagle 4000 Patient
Monitor, Fa. Marquette Hellige GmbH, Freiburg) gpkelt, der neben systolischen und
diastolischen Blutdruckwerten auch den arteriellgtitteldruck (MAP) anzeigt. Vor
Versuchsbeginn wird diese Messeinheit gegen dieeréul3 Druckverhaltnisse mittels
Druckausgleich (,nullen®) kalibriert.

Blutgasanalyse (BGA)

Wahrend des laufenden Versuches wird zu drei Mépsidten (Baseline, 10 min und 60
min nach Ischamie) eine arterielle BGA durchgeflhktierzu werden Uber den arteriellen
Katheter jeweils etwa 200 pl Blut mittels hepaiigiter (Liquemiff N 25000, Hoffmann-La
Roche AG, Grenzach-Wyhlen) Insulinspritze (Omififix 1ml 0,01 ml / 1,0ml, Fa. B. Braun
AG, Melsungen) entnommen und mit Hilfe einer autbsmrten pH/Blutgasanalyzers
(Rapidlalf 860, Fa. Bayer Vital GmbH, Fernwald) die folgengétysiologischen Parameter
bestimmt.

Die arteriellen Blutgase wie Sauerstoff- (pa©100 mmHg bei einem Figon 40 Prozent)
und Kohlendioxidpartialdruck (paGQOReferenzbereich 30 bis 38 mmHg) werden Uberprift
und bei Bedarf durch Verdnderung der Beatmungséerund des Atemzugvolumens
korrigiert. Der pH-Wert des Blutes soll zwischeBY und 7,45 liegen. Eventuell auftretende
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Azidosen werden mit veranderter Beatmung (respisatioe Azidose oder Alkalose) bzw. mit
Natriumhydrogenkarbonat (metabolische Azidose) (@@4/ml DeltaSelect, Pfullingen,
Formel: Menge Bikarbonat = —BE x 0,3 x kg KGW) th@ert. Elektrolyte wie Kalzium,
Natrium, Kalium werden ebenfalls erfasst. WennKidziumkonzentration unter einen Wert
von 1,0 mmol/l fallt, werden 0,1 bis 0,2 ml Kalzighakonat substituiert (Calcium Braun
10%, Fa. B. Braun AG, Melsungen,). Der Hamatokal ginen Wert von 30 % nicht
unterschreiten.

Die Bestimmung der Blutglukose erfolgt mithilfe esnSchnelltests (Glucometer Elite, Fa.
Bayer Diagnostics, Minchen). Eine eventuelle Hypkéynie - beginnend bei einer
Blutglukosekonzentration von unter 70 mg/ml - wirdt 0,1 bis 0,2 ml Glucose 50 %%
(DeltaSelect GmbH, Pfullingen) behandelt.

2.3.2 Chirurgische Praparation

Zur chirurgischen Praparation wird das analgostdiamd nun kontrolliert beatmete
Versuchstier auf den Riicken gelagert. Beide Augerden mit Dexpanthenol (Bepantfien
Augen- und Nasensalbe, Fa. Hoffmann-La Roche A@&ngach-Wyhlen) bedeckt, um die
Kornea vor Austrocknung zu schitzen. Nach Etabligrales oben beschriebenen nicht
invasiven Monitorings (EKG, EEG, Temperaturmessuajgdeginnt die chirurgische
Préparation.

Die im Folgendem beschriebenen Katheter werderhegarinisiertem (LiqguemfhN 25000,
Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Germanyyd@tmdin (Sterofundin, Fa. Braun
AG, Melsungen) gespult, um einer Thrombosierung eiteren Versuchsverlauf

entgegenzuwirken.

Katheterisierung der A. mediana sacralis (arterieler Zugang)

Im ersten Praparationsschritt wird die geplantep&dtionsstelle (proximale ventromediale
Schwanzbasis) zunachst mit Desinfektionsmittellgs¢@utasept F, Fa. Bode, Hamburg)
wischdesinfiziert und dann mit Lokalanasthetikumylp€ain 2%) auf etwa 2 cm Lange

infiltriert. Mit einer Skalpellklinge wird nun einknzision Uber der betdubten ventromedialen
Schwanzhaut vorgenommen. Der Schnitt wird durchei@en mittels Praparationsschere
erweitert und ausfuhrlich blutgestillt. Die weitePeaparation in die Tiefe erfolgt stumpf bis

zur Darstellung der A. sacralis mediana. Das Gefafl wahrend der sich anschlieRenden
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Praparationsschritte stets durch Betropfen mit feiséerter Sterofundinlésung feucht
gehalten. Die Arterie wird mdglichst schonend nistiiner Pinzette unterfahren und von der
sie begleitenden Vene auf etwa 2 cm Lange abpeipaNun wird das Gefald distal mit
einem festen Faden (4-0 Perma-Hand-Seide, Ethjcba. Ethicon-GmbH, Norderstedt)
ligiert und proximal eine lockere Ligatur angeleghne diese zuzuziehen. Das Gefal3 kann
nun zwischen beiden Ligaturen aufgespannt und Isvigimer Mikroschere (Miltex 18-1625,
Stainless Germany CE) mittig erdffnet werden. Humgpfer Polyethylen-Katheter (PE 50,
Intramedic’, Fa. Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg) wird numer Sicht eingebracht und
etwa 2-3 cm im Gefald vorgeschoben. Jetzt wird dixipale Ligatur zugezogen und der
Katheter damit im Gefal3 fixiert. Die Schwanzhautdumit einer Einzelknopfnaht dartber
zum Schutz vor einer mdglichen Austrocknung wiederschlossen und mit einer
befeuchteten Kompresse abgedeckt. Dieser Kathe&t d@pater sowohl der invasiven
Blutdruckmessung als auch der Entnahme arteri@latgasanalysen. Uber diesen ersten
Gefal3zugang erhalt das Tier nun vor den weiteré@pdPationsschritten zur Analgesie einen

Fentanylbolus (0.0hg i.a.) und wird heparinisiert (50 1U i.a.).

Abbildung 16 Katheterisierung der A. sacralis medima — (1.) Anschlingen des
Gefal3es, (2.) Katheter in Position fixiert und (3.)mit einem Druckdom
konnektiert (Aufnahme: Arbeitsgruppe ~-EXperimentell e
Anasthesiologie®, Klinikum rechts der Isar)
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Darstellung der A. carotis communis bds.

Im zweiten Praparationsschritt wird die geplant@p@rationsstelle (medianer Hals) wie oben
beschrieben rasiert, wischdesinfiziert und das @&mersfeld mit Lokalan&sthetikum
infiltriert. Nun folgen die Hautinzision und dieushpfe Praparation durch die Faszienlogen in
die Tiefe, bis die Gefal3nervenscheide erreicht widee A. carotis communis liegt hier
ventrolateral der Trachea und ist intraoperativctuteutliches Pulsieren leicht zu erkennen.
Bei der Gefal3praparation muss der Truncus vagodynpa, der dem Gefal3 direkt aufliegt,
maoglichst schonend abprépariert werden. Das nuthelto GefalR wird dann ohne
Unterbrechung der Durchblutung lose mit einem Fag@ef Perma-Hand-Seide, Ethion
Fa. Ethicon-GmbH, Norderstedt) angeschlungen uadrgmgsfrei wieder in seine nattrliche

Ausgangsposition zurlickgelegt.

Abbildung 17 Intraoperativer Situs: A. carotis rechts bereits angeschlungen, A. carotis
links auf Praparationspinzette mobilisiert (Aufnahme: Arbeitsgruppe
.Experimentelle Anasthesiologie®, Klinikum rechts der Isar)

Katheterisierung der V. jugularis externa dextra (vendser Zugang/Blutentzug)

Im dritten und letzten Praparationsschritt erfolgach erneuter Vorbereitung des
Operationsfeldes (rechte paramediane HalsseiteEdiénung der Haut, um so die Vena
jugularis externa dextra im Sulcus jugularis zwestildem M. brachiocephalicus und M.
sternooccipitalis liegend darzustellen. Auch hierrdwdas Gefal3 sorgfaltig aus dem
umgebenden Binde- und Fettgewebe freiprapariegnial mit einem Faden (4-0 Perma-
Hand-Seide, Ethicéh Fa. Ethicon-GmbH, Norderstedt) abgebunden undi&amit einer
Fadenligatur locker angeschlungen. Nun wird die &/darch sanften Zug an beiden Faden
aufgespannt und mittels Mikroschere moglichst kabaingeschnitten. Ein Silikonkatheter, an
dessen Ende mehrere Drainageldcher eingestanzt (®inBendurchmesser: 0,97 mm,
Innendurchmesser 0,58 mm, Lange 33,5 mm Luer-Loals#z aus eigener Herstellung)

wird platziert. Dieser wird etwa 2 cm in das Ge&ifigefuihrt und mit der distalen Ligatur
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gesichert. Uber diesen Drainagekatheter erfolgtwieiteren Versuchsverlauf jede weitere
Medikamentenapplikation (Muskelrelaxans), sowie dér die Ischdmie unabdingbare
Blutentzug und die Retransfusion mittels heparanter Spritze.

Mit diesem Schritt ist die etwa 60-minitige Praparsphase abgeschlossen und die Narkose
auf eine inspiratorischen Isoflurankonzentration t¢b Vol% eingestellt. In diesem Zeitraum

sollen sich die physiologischen Parameter stabiksi.

Abbildung 18 Intraoperativer Situs: (1.) V. jugularis rechts mobilisiert und (2.)
wéahrend des Katheter-Anlegens  (Aufnahme:  Arbeitsgrppe
~Experimentelle Anasthesiologie®, Klinikum rechts der Isar)

2.3.3 Bilaterale Karotisokklusion mit hd&morrhagischer Hypotension

Nun werden vor der geplanten Ischamieinduktion ghgsiologischen Basisdaten (MAP
perikranielle Temperatyr BGA;, BZ;) der Versuchstiere erhoben um sicherzustellers das
vergleichbare Ausgangsbedingungen (Baseline) vaatieen. Zu diesem Zeitpunkt erhalten
die Tiere einmalig 0,2 mg Cisatracuriumbesilat (8&x°10 mg, Fa. GlaxoSmithKline GmbH
und Co KG, Minchen) zur Relaxierung.

Durch Entzug von 7-10 ml Blut (interindividuell wmschiedlich) tber den zentralen
Drainagekatheter in zwei heparinisierte 5 ml Spnt¢Fa. B. Braun AG, Melsungen + 25 U
Heparin) wird der MAP binnen 30 — 60 Sekunden adf-230 mmHg abgesenkt. Mit
Erreichen dieses Wertes wird die zerebrale Ischaumieh Verschluss der rechten und linken
A. carotis communis mittels zweier Gefal3clips (UB10-03, Fa. Ulrich Germany) induziert.
Der MAP wird wéhrend der 10-minutigen Ischamiephéiseelektrisches EEG) manuell
durch weiteren Entzug oder Rickgabe kleinster Baungen konstant gehalten.
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Abbildung 19 (1.)Bilaterale Karotisokklusion mit hdmorrhagischer Hypotension mit
(2.)Detailaufnanme  der  platzierten  GefalRclips  (Aufahme:
Arbeitsgruppe ,Experimentelle Anasthesiologie”, Klinikum rechts der
Isar)

2.3.4 Reperfusion und Erholungsphase

Mit Entfernung der beiden Gefal3clips und Retransfusler zuvor entzogenen Blutmenge
Uber ein bis zwei Minuten beginnt die Reperfusitrase. Um einer C&Erhdhung durch das
venodse Blut entgegenzuwirken, kann die Beatmungséez bei entsprechend steigenden
etCO-Werten erhoht werden. Am Schluss der 10-mindtigease werden ein weiteres Mal
die Messparameter ermittelt (MARperikranielle TemperatyrBGA,, BZ,).

Mit Abschluss der Reperfusionsphase beginnt eineniBlitige Erholungsphase (Recovery-
Phase), in welcher die Narkose durch Erh6hung rigginatorischen Isoflurankonzentration
auf 2 Vol% erneut vertieft wird. Am Ende dieser &tmgsphase werden ein letztes Mal die
Messparameter erhoben (MAPperikranielle Temperatyr BGAs, BZz), bevor samtliche
Katheter gezogen und die Hautwunden mit nicht t#edsaren Faden (EthicBri-0 Prolene,
Fa. Ethicon-GmbH, Norderstedt) mittels Einzelkn@bfhverschlossen werden. Auch werden
nun die Temperatursonden (rektal/perikraniell) waantliche Nadelelektroden (EEG/EKG)

entfernt.

2.3.5 Ausleitung und postoperative Nachbeobachtungsphase

Mit Ende der 60 minutigen Erholungsphase endet adigh Isofluranzufuhr und die
inspiratorische Sauerstoffkonzentration wird auf0106 erhéht. Bei Einsetzen der

Spontanatmung wird das Tier extubiert und in eineSauerstoff angereicherte Narkosebox
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gebracht. Hier verbringt es die folgenden 12 Stanbei freiem Zugang zu Wasser und
Futter. Wahrend der ersten sechs Stunden werdehate kontinuierlich tberwacht. Hierbei
wird besonderes Augenmerk auf moégliche schwerwiggeneurologische Dysfunktionen
(z.B. anhaltender Bewusstseinsverlust, weite Iltahts Pupillen oder Apnoe) und
Atemstérungen (z.B. Stimmbandlahmung) gelegt. Dassitchsprotokoll sieht hier die
umgehende Euthanasie des Tieres vor.

In der postoperativen Phase mdglicherweise aufitdeteerebrale Krampfanfalle werden mit
repetitiven intramuskularen Midazolamgaben (0,29 beihandelt.

Mit Abschluss der Uberwachungsphase werden dieeEar ersten postoperativen Tag in ihre

Kafige zuriick gebracht.

Abbildung 20 (1.)Einsetzende Spontanatmung wahrend Ausleitung und
(2.)Versuchstier unmittelbar vor Extubation (Aufnahme: Arbeitsgruppe
-Experimentelle Anasthesiologie®, Klinikum rechts der Isar)

2.4  Neurologische Untersuchung

Alle Tiere werden wahrend der Studiendauer zur ®dung ihrer neurologischen und

motorischen Fahigkeiten verschiedenen Tests urgerzoDer Testablauf tUberprift dabei
sowohl Bewusstsein, Pflegeverhalten und Laufvermdlgr Tiere, als auch deren motorische
(Gleichgewicht, Greif- und Haltevermdgen, Koordioa) und sensorische (Seh- und
Horvermogen, Propriozeption) Fahigkeiten, um Vegindgen (postoperative Defizite nach
vorangegangener Schéadigung) moglichst vollstandigerfassen, die mdglicherweise durch
reine Beobachtung der Tiere Ubersehen wirden [COMBS 1987].

40



Zur Gewohnung an die Handhabung und andersartigge@engsanforderungen in der
Testsituation wéahrend des Untersuchungsablaufeslemnealle Versuchstiere bereits zwei
Tage vor dem jeweilig geplanten Operationstermim eusten Mal getestet.

Die am darauffolgenden Tag erhobenen Untersuchuggjseisse gehen als Ausgangswert
(Baseline), mit denen die postoperativ erhobenerssMerte verglichen werden, in die
Auswertung ein. Bei allen aktiv senso-motorischests ist zum Schutz vor Verletzungen im
Falle eines Sturzes stets eine Schaumstoffmatte $80x 10 cm) untergelegt.

Entsprechend der randomisierten Gruppeneinteil@ng/eérsuchstiere und den vorgesehenen
postoperativen Uberlebenszeiten werden die Untetswgen postoperativ an den folgenden
Tagen wiederholt (siehe Abbildung 7). Wenn das @nuatotokoll fir das einzelne Tier am
selben Tag einen mHB-Test vorsieht, erfolgt dieralgische Untersuchung standardisiert
erst nach Abschluss des Verhaltenstests, um eiemktion zu vermeiden.

Der Untersucher ist bezuglich der Gruppenzugehérigiter Versuchstiere (BCAO/Sham)
geblindet. Die Ergebnisse selbst werden standartlisrhoben und in einem Punktesystem
(Score) dokumentiert. Dabei entspricht eine Bewsytumit null Punkten stets der
bestmoglichen Leistung. Dementsprechend weist leotee Gesamtpunktzahl (maximal 25)

auf eine schlechte Performance hin.

Sensorische Fahigkeiten

Seh- und H6rvermogen

Da ein intaktes Seh- und Horvermogen der Tierechetdenden Einfluss auf ihr Verhalten

hat, wird Selbiges im Zuge der neurologischen Wutelung tGberpruft.

Zur Beurteilung des Sehens wird ein Wattebausdh land berthrungslos im &uf3eren rechten
und linken Sehfeldes der Ratte fallen gelassere Kopfdrehung in Richtung des fallenden
Wattebausches, wird als normales Sehvermdgen gewarll Punkte). Zeigt sich einseitig

keine Reaktion, wird dies als Beeintrachtigung geetéein Punkt).
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Abbildung 21 Versuchstier bei der Untersuchung de$eh- (1.) und Horvermégens (2)
(Aufnahme: Arbeitsgruppe ,Experimentelle Anasthesidogie®, Klinikum
rechts der Isar)

Das Hoérvermogen wird anhand eines akustischen Ré&ehnipsen) hinter dem Ricken des
Tieres Uberprift. Eine Kopfdrehung oder vergleiceb@eaktion (Ohrspiel) in Richtung des
Signals wird wiederum als normal gewertet (null Keah keine Reaktion wird als
eingeschranktes Horvermogen gewertet (ein Punkt).

Vibrissenreaktion und Propriozeption

Die Vibrissenreaktion wie auch die Propriozepti@iten als Indikator der Sensibilitat.

Mit dem Finger bestreicht der Untersucher, moglichsi3erhalb des Sehfeldes der Ratte,
seitlich die Vibrissen. Wendet das Tier hierauf d@pf in die jeweilige Richtung, gilt die
Vibrissenreaktion als normal (null Punkte). Zeighdediglich eine angedeutete Reaktion auf
einer Seite, gilt die Vibrissenreaktion als einde&okt (ein Punkt), sind beide Seiten
betroffen, wird dies mit zwei Punkten bewertet.iBielie Reaktion auf einer Seite géanzlich
aus erhalt das Tier drei Punkte, bzw. vier Punke:n die Reaktion auf beiden Seiten fehilt.
Ebenso lasst sich die Propriozeption der Rattehdensen in Hohe der rechten und linken
Flanke mittels eines Fingers gesetzten, kurzen Bengsreiz (,Anstupsen®) tberprufen.
Dreht das Tier seinen Kopf oder Kdrper in die ergspende Richtung, so wird dies als

Normalreaktion gewertet und analog zur oben besbhlrien Vibrissenreaktion beurteilt.
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Abbildung 22 Versuchstier bei der Untersuchung der(1.) Vibrissenreaktion und
(2.) Propriozeption (Aufnahme: Arbeitsgruppe ,Experimentelle
Anasthesiologie”, Klinikum rechts der Isar)

Bewusstsein und Pflegeverhalten

Die Bewertung von Bewusstsein und Pflegeverhalesh \dersuchstieres kann sowohl durch
Beobachtung seines Verhaltens im Kéfig als auchrevithder Durchfihrung der folgenden
Untersuchungen erfolgen.

Ein gesundes Tier verhalt sich kontaktfreudig umuedet seine Umwelt neugierig
(Aufrichten an der Kafigwand). Sein aulReres Ersulmgjsbild ist durch ein sauberes, glattes
Fell gekennzeichnet. Ein Tier mit eingeschranktelgeineinbefinden fallt hingegen durch
typische Verhaltensverdnderungen auf. Es sondgrtvain den Kafiggenossen ab, zeigt sich
ruhelos (ungerichtete Aktivitat) oder an seiner @imgng desinteressiert bzw. spricht nicht
auf Umgebungsreize (Lethargie) an, vernachlassigesrellpflege (stumpfes, struppiges, rot
verschmiertes Fell im Augenbereich durch Sekrete Higrderschen Driisen) und verliert
durch reduzierte Wasser- und Futteraufnahme Koepaoit (tdgliche Kontrolle)Auch kann
sich seine Korperhaltung verandern (aufgekrimmtek&iiinie). Da das Putzverhalten der
Tiere stets auch von deren Bewusstseinszustanagthheéerden beide Parameter gemeinsam
beurteilt.

Ein ungetriibtes Bewusstsein und normales Pflegalterhwird mit jeweils null Punkten, ein
gedampftes oder ruheloses Erscheinungsbild mitesgiganktem Pflegeverhalten mit je
einem, Lethargie ohne sichtbare Fellpflege miwyeiZ°unkten bewertet.

Motorische Fahigkeiten
Laufvermdgen
Ebenso kann durch Beobachtung das Laufvermogemider beurteilt werden. Eine gesunde

Ratte wird beim Absetzen auf einer ebenen FladeeGlledmalRen dieser Flache reflexartig
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entgegenstrecken und relativ rasch mit der Exptoratder neuen Umgebung beginnen.
Dieses Verhalten wird als normal angesehen undi¢blgnit null Punkten bewertet.
Geschadigte Tiere konnen hier durch gestérte Stietke (Adduktion der Vordergliedmalen
kontralateral zur Lasion), pathologische Bewegubigede (Hypo-/Hypermobilitdt, Ataxie,
Laufen im Kreis) oder verminderte BewegungsfahigkéParesen) auffallen. Jede
Einschrankung der Motorik wird mit einem Punkt, isleewegungen (ipsilaterale Drehung
zur Lasion) der Tiere, die stets ein Hinweis aufiveéerwiegende zentrale Schadigungen

darstellen, werden mit zwei Punkten bewertet.

Kletterverhalten

Dieser Test beurteilt Greif- und Haltevermdgen,i€lgewichtsgefiihl und Muskelkraft der
Versuchstiere. Hierzu wird die Ratte mit den Vopdeten an die Aul3enkante einer Plattform
gesetzt, die reflexartig ergriffen und dann wieldsgelassen wird. Gesunde Tiere ziehen sich
jetzt unter Zuhilfenahme der Hinterbeine auf dieridfintale herauf, um einen Absturz zu
vermeiden. Dieses Verhalten wird mit null Punkteswbrtet. Bleibt das Tier langer als 5
Sekunden an der Kante hangen und zieht dabei biiderbeine an, erhélt es einen Punkt.
Alleiniges Hangenbleiben Uber denselben Zeitraund wiit zwei Punkten, unter 5 Sekunden

mit drei Punkten bewertet. Zeigt das Tier keine@egifreflex, erhalt es vier Punkte.

Greif- und Haltevermogen

Drahtgitter- und Greif-Zug-Test mit Symmetrie der Bewegungen

Greif- und Haltevermégen aller Gliedmafien des Mdrstieres kénnen beurteilt werden,
indem sich die Ratte auf einem horizontalen Drafeigi(57 x 50 cm, Lochgitterabstand:
1 cm) mit ihren Vorder- und Hinterpfoten festhaltsril. Hat das Tier Halt gefunden, wird
das Drahtgitter in etwa 60 cm HOhe zunachst in\tBetikale und dann in einer flieRenden
Bewegung um insgesamt 180° gedreht. Ein gesundaswird sich problemlos kopfiiber
mindestens 5 Sekunden halten kénnen (null Purikite)Tier mit einer muskularen Schwéche
kann sich in den verschiedenen Gradpositionen oidat weniger lange halten. Lasst es nach
weniger als 5 Sekunden los, erhélt es einen Plan es sich lediglich in der Vertikalen
(90°) halten, erhalt es zwei Punkte, fallt es ddimeits herunter, drei Punkte. Dieser Test
wird nach einer kurzen Erholungspause wiederhokr Bturz selbst ist fir das Tier
ungefahrlich und ermoglicht gleichzeitig die Beudweg des physiologischen

Umdrehreflexes.
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Abbildung 23 Drahtgitter-Test in vertikaler (1.) und um 180 ° gedrehter (2.) Position
(Aufnahme: Arbeitsgruppe ,Experimentelle Anasthesologie“, Klinikum
rechts der Isar)

Der Greif-Zug-Test stellt eine Variante des Prelilefiraction-Tests [COMBS et al. 1987]
dar. Hier wird die Ratte an der Schwanzbasis arg&hand mit den Vorderpfoten an ein, in
40 cm Hohe horizontal gespanntes Drahtseil (60 €8x 0,3 cm), gesetzt, welches im
Normalfall reflexartig von ihr ergriffen wird. Nuwird die Zeitdauer gemessen, bis das Tier
sich nicht mehr halten kann. Ein gesundes Tier agreich mindestens 11 Sekunden
festzuhalten (null Punkte). Unter 6 Sekunden edgikinen Punkt, unter 1 Sekunde, zwei
Punkte und vermag es sich tUberhaupt nicht zu hadtéilt es drei Punkte. Dieser Test wird
nach einer kurzen Erholungspause wiederholt. NebeiStarke der muskuléaren Kraft des
Tieres, kann man normalerweise beim Anheben desdden Stellreflex (Ausstrecken der
Vordergliedmalf3en unter Anspannung des Korpers)dmdabn. So kann zugleich die

Symmetrie der Bewegungen beurteilt werden.
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Abbildung 24 Versuchstier wahrend des Greif-Zug-Tets mit Zeitmessung (Aufnahme:
Arbeitsgruppe ,Experimentelle Anasthesiologie”, Klinikum rechts der
Isar)

Gleichgewichts- und Koordinationsvermogen

Balken-Geh- und Balken-Gleichgewichts-Test

Zur Beurteilung von Gleichgewichtsverhalten und Kioation muss das Versuchstier im
Balken-Geh-Test eine definierte Strecke (300 cm) einen 2,5 cm breiten Holzbalken
zurlicklegen und anschlieend auf einem 1,5 cmeordilken im Balken-Gleichgewichts-
Test einen definierten Zeitraum (60 Sekunden) Badmen. Letzterer besteht aus drei
Testdurchlaufen in einmindtigem Abstand. Die quasichen Holzbalken befinden sich dabei
in etwa 40 cm Hdohe.

Im Balken-Geh-Test [FEENEY et al. 1982] werden nuakalisation (Vorder- oder
Hintergliedmal3e, rechts oder links) und Anzahl lEehltritte bewertet. Fir weniger als drei
Fehltritte werden null Punkte, fur vier bis zehrhFdtte ein Punkt, fir 11 bis 20 Fehltritte
zwei Punkte, fur Gber 20 Fehltritte drei Punkte diad Immobilitat oder Sturz vier Punkte
vergeben. Fallt das Tier vor Abschluss der Gesaeatst vom Balken, so werden die bis dato
gemachten Fehltritte auf die Gesamtstrecke hochigees.

Beim Balken-Gleichgewichts-Test [COMBS et al. 198ifid die balancierte Gesamtzeit wie
folgt bewertet. Fir 50 bis 60 Sekunden erhalt das ull Punkte, fir 30 bis 49 Sekunden
einen Punkt, fur 10 bis 29 Sekunden zwei Punkteyiier 10 Sekunden drei Punkte und vier
Punkte fir Loslassen und Sturz.
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Abbildung 25 (1.) Versuchstier wahrend des Balken-éh- und (2.) Balken-
Gleichgewichts-Test  (Aufnahme:  Arbeitsgruppe ,Expementelle
Anasthesiologie”, Klinikum rechts der Isar)

2.5 Modifizierter Hole-Board-Test (mHBT)

2.5.1 Testprinzip

Der modifizierte Hole-Board-Test (mHBT) nach OhIHO et al. 200%] ist ein visuell-
raumlicher Verhaltenstest.

Der Versuchsaufbau besteht aus einer einem offémdth entsprechenden Versuchsarena
[BROARDHURST 1957], die mittels Markierung in vigieich groRe Sektoren unterteilt
wird, in deren Mitte sich ein Brett mit 15 selbssehlieRenden Loéchern (,Hole-Board*)
[FILE et al. 1975|[BELZUNG et al. 1994] befindet.

Die Tiere erlernen nun in einer standardisierted ondglichst stressfreien Versuchssituation
unter Ausnutzung ihrer natirlichen Neugier, eindtdfbelohnung (Puffreis) mit einer
Lochmarkierung zu assoziieren. Die Markierungemstelverden nach einer randomisierten
Liste taglich gewechselt. Das Verhalten der Verstiehe wird computergestitzt
dokumentiert. Die dabei erhobenen Daten werden exmigd gemittelt (drei Testdurchlaufe
pro Tier und Versuchstag) und bilden ein breiteskBpm von Verhaltensparametern (Angst-
/Erregungs- und Sozialverhalten, Explorations- undtivationales Verhalten), sowie die
Bewegungsaktivitat und kognitive Leistungsfahigldst Tiere ab. Zugleich erlauben sie eine
Unterscheidung zwischen motorischen und kognitDefiziten.

Um moglichst konstante Testbedingungen zu gewd&telei werden die Tiere immer vom
gleichen Untersucher, der gegenuber der Versucppgnzugehorigkeit geblindet ist,
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gepflegt und entsprechend dem Versuchsprotokdikctagur selben Zeit zwischen 8:00 und
12:00 Uhr getestet.

2.5.2 Versuchsarena

Die Versuchsarena besteht aus einer nach obeneoBer (80 x 60 x 50 cm) aus grauem,
undurchsichtigem PVC (Fa. Josef Weiss Plastik GmbHinchen), dem sogenannten
“Homecage“. Als abnehmbare Abdeckung dient ein Mgtier (61 x 81 cm) mit einer
Quadratlochung von 1 x 1 cm (Lochfeldraster, Fa.radelli, Fabrik fir Lochbleche,
Kirchheim), da die Tiere sonst an der spater erlgasenen gelochten Trennwand aus dem
Kafig klettern konnten. An einer Seite des Homechggnden sich je drei Offnungen fir
Trankenippel und Futterraufen. Die TrinkflascherdagSic-Pet Products: De-Lux Hamster-
Drinking Bottle, Code: 0191, GrofR3britannien) undttétspender sind aul3en an der Box
befestigt.

Nach 10 Tagen Eingewthnungsphase, in der den lesseen der gesamte Homecage zur
Verfuigung steht, wird dann der Homecage in dereMifiirch eine 1 cm starke durchsichtige
PVC-Trennwand (59 x 50 cm) (Firma Josef Weiss Rl&inbH, Minchen) in jeweils gleich
grof3e Tier- und Versuchsabteile (je 40 x 60 x 50 getrennt. In dieser Trennwand befinden
sind im Abstand von je 5 cm Lécher (@ 2 cm), sodhssTiere auch wahrend der folgenden

Testdurchlaufe Gruppenkontakt aufnehmen kénnen [@Hdl. 2001].

Abbildung 26 Homecage mit (1.) Wohnabteil und (2.)modifiziertem Hole-Board
(Aufnahme: Arbeitsgruppe ,Experimentelle Anésthesidogie”, Klinikum
rechts der Isar)
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2.5.3 Doppeltes HoleBoard

Das doppelte Hole-Boarthesteht aus zwei Ubereinander liegel grauen PV(Platten

gleicher Abmessun{40 x 25 cn) mit 15 darin eingearbeitetdrochern Firma Josef Weiss
Plastik GmbH, MinchenDie obere Platte ist jedoch etwas dinner (0,7 dsidi& untere

(1,0 cm). Beide Platten werden mittels Steckvenbingdiiber vier Metallstifte, die vertikal i

unteren Brett eingelassen sind, verbunden. Die #shér des oberen Boards s

durchgebohrt{l 2 cm)und Uber ein feines Drahtgit, welches zwischen beide Brettante

gelegt wird,von den genau darunter liegenden Lochvertiefungeanteren Bret(C] 3 x 0,7

cm) abgetrennt. Das zusammengesteckdoppelte Hole-Board wird in eine

Rahmenkonstruktiogelegt (AuRenmalf3: 3¢ x 49,5 cm / Innenmal3: 25640,5 cm, Starke 1
cm), die dann die Unterkante des oberen Brettes genadaniSeitenwanden der Testar

verbindet. Damit entspricht die fur die Ratte résutnde Bretthohe dedoppelten Hole-
Board genau einenZentimete. Spater wird auf der Oberseite des Rahmens miBen

Klebestreifen (Leukoplast® hospital, BSN medical lekn Hamburg) die renaunterteilung
vorgenommen.

Jedes der 15 Locher wird von einem dinnen -Deckel (O = 2,5 cm, der mittels einer
exzentrisch angebrachten Schraube am oberen Boaed fist, bedeckt. Auf Deckel ur

Brett sind PVCKI6tzchen angebracht (1 x 1 ci die tber eine Stellfeder verbundwerden.

Deren Federstarke ist dabei so gewahlt, dass die Rablemlos den Deel mit Pfote oder
Schnauze aufschieben kann und sell wieder in seine urspriingliche, geschlossene Po:t

zurtuckgleitet wenn das Versuchstier ihn loslé

Enthélt das Loch fir die Tiere eine erreichbargdfbelohnung, wird as PV(-Kl6tzchen auf
dem Deckelwahrend der Testdurchlaudurch einen weil3em Pflasterstre (Leukoplast®

hospital, FaBSN medical Gmbl, Hamburg) optisch markiert.
[[Tanoe ﬁ loo o 0 ﬁ
O
] |
|O | |O O |

Abbildung 27 Schematischer Aufbau des doppelten Hc-Board
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Das modifizierte Hole-Board k

Abbildung 28 (1.)mHB mit den Utensilien die zum Baillen bendtigt werden und ein
(2.)exemplarisch ~ zerlegtes mHB  (Aufnahme:  Arbeitsgrppe
~Experimentelle Anasthesiologie®, Klinikum rechts der Isar)

Da Ratten Uber einen ausgepragten Geruchssinngeerfisich die Tiere im HBT aber rein
visuell an den angebrachten Markierungen orientiesellen, wird durch verschiedene
Maflinahmen eine olfaktorische Orientierung verhinder

Zum einen werden die Vertiefungen im unteren Botdglich vor Versuchsbeginn mit
frischen Puffreisstiickchen (Knusperpufffeigrigo-Werk, Remshalden) befiillt, bleiben fiir
die Tiere jedoch aufgrund der Gitterabtrennung iestVerlauf selbst unerreichbar. Damit
wird erreicht, dass alle Locher immer gleichmal3agn Puffreis riechen. Die eigentliche
Futterbelohnung wird dann unter dem jeweils mat&ieDeckel auf dem Gitter und damit fur
die Tiere erreichbar platziert. Zum anderen solt &tgengeruch des Puffreises durch
Bestreichen der Lochrander mit Johannisbeeraromirg¢MPlus®, Konzentrate GmbH,
Stadtoldendorf, 0,1 g Reinsubstanz verdunnt in bDetungswasser) tberdeckt werden.

Aus ahnlichen Uberlegungen heraus werden alle Deskischen den Versuchstagen jeweils
mit einer Markierung beklebt, die entsprechend Ri@ndomisierungsliste am folgenden Tag
wieder entfernt wird, um zu vermeiden, dass diel@st markierten Locher mdglicherweise
fur die Ratten starker nach Kleber riechen als end€or und nach dem Test wird das

doppelte Hole-Board mit warmem Wasser und saub&edtstoff gereinigt.
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3.5.4 Zeitliche Versuchsplanung und Durchflihrung

Habituation

Zur Adaption an ihre neue Umgebung und Haltungstgeaigen (Raumklima, Hell-
/Dunkelphasen, Tierpfleger) werden die Ratten nladr Ankunft aus dem Zuchtbetrieb drei
Wochen vor dem eigentlichen Versuchsbeginn in Geapzu maximal 4 Tieren in
Standardkafigen (Makrolon Typ IV) gehalten. Entspend der Randomisierung werden die
Tiere, die zur Teilnahme am modifizierten Hole-Bbdest vorgesehen sind, 11 Tage vor
dem eigentlichen Versuchsbeginn in Gruppen zu @ie&n in den Homecage umgesetzt.
Da Ratten gegeniber neuartigem Futter zunachstrengsch sind, beginnt man vier Tage
vor dem geplanten OP-Termin damit, allen TierefdickdPuffreis in der gedffneten Hand des
Untersuchers anzubieten. Hierbei erfolgt zugleickhadie Gewdhnung an die Hand des
Untersuchers. Am letzten Tag vor der OP wird diercksichtige PVC-Trennwand
eingeschoben und die spezielle Rahmen-HB-Konstmkih die Versuchsarena gelegt. Um
den Tieren die Mdglichkeit zur Erholung nach deneraiven Eingriff zu geben, wird der

mHBT erst am zweiten postoperativen Tag begonnen.

Lernphase

1. Tag der Lernphase

Bereits am zweiten postoperativen Tag beginnt dmphase. Die Tiere sollen schrittweise
erlernen, dass in manchen Léchern Futterbelohnungdimden sind, wenn sie die mit einem
Deckel verschlossenen Locher mit Pfote oder Sclenétfmen. Es folgen nun drei Durchléaufe
ohne Klebeband-Markierungen bei herausgenommenekskilifedern.

Durchlauf 1

Alle Locher werden mit jeweils einem Puffreisstuddefillt und stehen halb offen
(abwechselnd rechts und links). Die Ratte wirdian\dersuchsarena eingesetzt und verbleibt
dort so lange, bis sie entweder drei Futterbeloganngefunden und gefressen hat oder 10
Minuten vergangen sind. Dieser Durchlauf wird alst&position aufgezeichnet und das Tier

anschlie3end wieder in seine Gruppe zuriickgesetzt.

Durchlauf 2
Nun werden zehn Ldcher mit einer Futterbelohnungstimkt. Finf davon werden

geschlossen, fiinf halb gedffnet. Die restlichenhgidleiben leer und stehen weit offen. Wie
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im ersten Durchlauf wird die Ratte aus der Versaotisa genommen, sobald sie drei

Puffreiskdrner gefressen hat oder zehn Minutenareggn sind.

Durchlauf 3

Alle Locher, die mit einer Futterbelohnung versebem werden nun geschlossen. Lediglich
die funf leeren Locher bleiben getffnet. Wie in d@mrchlaufen zuvor wird die Ratte aus der
Versuchsarena genommen sobald sie drei Puffreiskdefressen hat oder zehn Minuten

vergangen sind.

2. Tag der Lernphase

Am folgenden dritten Versuchstag, werden nun geméfd Randomisierungsliste nur die

Locher 5, 9 und 10 mit einer Futterbelohnung vezeelind anschlieRend mit einem weil3en
Pflasterstreifen auf dem Deckel markiert. Die ersbeiden Durchlaufe finden dann mit

geschlossenen Deckeln, aber ohne Ruckstellfedér, slie@ dann im dritten und einem

zusatzlichen vierten Durchlauf eingesetzt wird. dpréchend muss das Tier im 3. und 4.
Durchlauf, um an die Futterbelohnung zu gelangds, ldcher gegen einen geringen
Widerstand 6ffnen und auch bei Entnahme des Psitivenes offen halten. Wie am Tag

zuvor endet der Testdurchlauf, wenn die drei Fo#dlehnungen gefunden und gefressen

wurden oder 10 Minuten vergangen sind.

Ab dem dritten Tag der Lernphase (4. postoperativag) wird ein computergestitztes
Versuchsprotokoll (Jens Fruhauf: Zeiterfassungfétten- und Mauseversuche Version V 1.4
2000 — 2004) erstellt. Das mHB ist ab diesem Tad FRedern versehen und die

Lochkombinationen werden taglich gewechselt.
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Tag | Lochkombination Tag | Lochkombinatiom
3. 15910 13. | 5,6,8
4. | 2,5,8 14. | 1,10, 13
5. | 4,12,13 15. | 6, 13,15
6. | 3,10, 12 16. | 2, 10, 12
7. 11,215 17.  3,4,9
8. 14,6,9 18. | 1,5, 12
9. | 9,12,13 19. | 8,10, 13
10. | 2,11, 14 20. | 6,11,15
11. | 3,4,10 21.  4,7,14
12. | 3,7,14
Tabelle 2 Randomisierungsliste mHB

Hole-Board-Protokoll

Fur die Datenerfassung im mHB-Test steht ein sabstickeltes Computerprogramm (Jens
Frihauf: Zeiterfassung fur Ratten- und Mausevemsucgbrsion V 1.4 2000 — 2004) zur
Verfliigung, das vom Untersucher Uber eine geradusehlastatur (Foldable Keyboard, Fold-
2000, Taiwan) blind bedient werden muss, weil degsmzes Augenmerk auf das Tier in der
Versuchsarena gerichtet ist. Um die einzelnen Dgidofge nachvollziehen zu kénnen, findet
eine zusatzliche Dokumentation mit einer an derr€ite der Versuchsarena Uber ein Stativ
befestigten Kamera (Digital-Camcorder-Videokam&R;DV 1800, JVC, Japan) statt.
Wahrend der Aufzeichnung befindet sich der Homechiggkt neben dem am Computertisch
sitzenden Untersucher. Dabei ruht dessen eine Haihder Tastatur, und die andere hebt das
jeweilige Versuchstier vorsichtig durch Griff unt8rust und Bauch aus dem Tierabteil Gber
die Trennwand hinweg, und setzt es in der rechteke er Versuchsarena ein. Gleichzeitig
startet der Untersucher das Programm durch Drusledisprechenden Tastenbefehls.

Das Programm besitzt eine Stoppuhrfunktion, mit jdder Aktivitat die dazugehorige Zeit
zugeordnet wird. Der erste Druck auf die Tastatartet die Zeitmessung. Bestimmte Tasten
kodieren die verschiedenen Aktionen der Tiere. Baktivieren der Tasten notiert das Pro-
gramm die Aktion in einer Textdatei und Ubertragt Daten automatisch in eine Exceldatei.
Das Programm beendet das Untersuchungsprotokotinwie Stoppuhr maximal zehn
Minuten erreicht hat oder drei Mal die entsprecleefidstenkombination fur den korrekten

Lochbesuch mit Futteraufnahme eingegeben worden ist
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Parameter Tastenbefehl |Beobachtetes Verhalten

Start Enter Beginn eines Durchlaufs

Betritt Board r Tier exploriert mHB

Verlasst Board v Tier verlasst mHB und exploriert
die Versuchsarena

Korrekter Lochbesuch f,g,h Aktives Aufsuchen eines der drg

1,23 markierten Locher mit
Futterbelohnung

Motor skill d Tier senkt die Nase unterhalb def
oberen Lochebene

Fressen x (in Box) |Tier beginnt die Futterbelohnung

¢ (auf Board)|zu fressen

Wiederholer I Wiederholter Besuch eines bereifs
geleerten, markierten Loches

Fehler k Besuch eines nicht markierten
Loches

Kontaktaufnahme z Schnuppern an der Trennwand

Fellpflege u Ratte putzt sich

Immobilitat [ Tier verharrt Gber drei Sekunden
regungslos

Méannchen machen t Tier erhebt sich auf die Hinterbeiphe

Linientiberquerung e Tier Ubertritt eine auf den Boden
geklebte Linie

Bolus b Kotabsatz

Urin n Urinabsatz

Beenden einer Phase ] Beendet eine Aktivitdtsphase

Tabelle 3 Tastaturbefehle und Bedeutung im mHBT

Qualitaten des modifizierten Hole-Board-Testes

Mithilfe des mHBT gelingt es sowohl die kognitivals auch die motorischen Leistungen der
Versuchstiere zu erfassen. Die mittels des mHBToleehen kognitiven Parameter lassen
daruber hinaus Ruickschlisse auf die Funktion dekladdiven Gedachtnisses
(Hippokampus), des Arbeitsgedéachtnisses (prafrentabrtex) und auf die Lernleistung der

Tiere zu.

1. Kognitive Parameter

Gesamtzeit des DurchlaufesDie Gesamtzeit eines Durchlaufs (Sekunden) ergihtaus der
gemessenen Zeitspanne vom Einsetzen in die Vemmartss bis zum Auffinden und Fressen
aller drei Futterbelohnungen. Fur die dem Tier Zarflgung stehende Versuchszeit besteht,

unabhangig von der Anzahl der besuchten markidsideher, ein Limit von 600 Sekunden (10
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Minuten). Das Versuchstier erlernt im Studienvertgerielt nur markierte Locher aufzusuchen,
da es nur hier eine Futterbelohnung erhélt. Diesl wam im Normalfall immer rascher
gelingen. Die Zeit, die das Tier insgesamt benatrgtden Test erfolgreich abzuschliel3en, lasst

Ruckschlisse auf dessen Lernleistung und Motivation

Fehler: Besuche von nicht markierten Lochern werden alsleFepewertet (Anzahl pro

Durchlauf) gewertet.

Auslassungsfehler:Sucht das Versuchstier wahrend eines Versuchsawifels ein markiertes

Loch nicht auf, so zahlt dies als Auslassungsfehler

Fehlerund Auslassungsfehler lassen wiederum Ruckschéissdie Funktion des deklarativen
Gedachtnisses (Kurzzeitgedachtnis) der Tiere zesd®iGedachtnisform umfasst bewusste

Erinnerungen an Fakten und Ereignisse.

Wiederholungsfehler: Das erneute Aufsuchen eines durch das Tier bageleerten Loches

wird innerhalb eines Versuchsdurchlaufs als Wiedlerigsfehler gerechnet. Das Tier muss
sich folglich daran erinnern, welches Loch wahreimes Versuchsdurchlaufes bereits von ihm
aufgesucht wurde. So kann die Leistungsfahigkest Aideitsgedachtnisses als Abruf zeitlich

begrenzt gespeicherter Informationen des Tieregdaktuverden.

Gedéachtnissystem Neurologisches Korrelatf]  Kognitiver Parameter

Lernleistung Gesamtzeit des
Durchlaufes

deklaratives Gedachtnis Hippokampus Fehler und
Auslassungsfehler

Arbeitsgedéachtnis prafrontaler Kortex Wiederholungsfehler

Tabelle 4 Kognitive Parameter im modifizierten HoleBoard-Test

55



2. Verhaltensparameter

Mit dem mHBT lasst sich eine Vielzahl verschiedeWerhaltensparameter erfassen, die sich
auf unterschiedliche Verhaltensdimensionen bezielveiche sich zum Teil auch gegenseitig

Uuberschneiden.

Angstverhalten. Angst spiegelt sich in deZahl der Hole-Board-Besuche(Anzahl pro
Durchlauf), deiZeit die vergeht bis das Board erstmalig betreteindw(Sekunden) und in der
insgesamt auf dem Bord verbrachten Zdiezogen auf die Gesamtzeit pro Durchlauf (%),
wieder. Auch in der Dauer denmobilitat bezogen auf die Gesamtzeit pro Durchlauf (%) kann
sich Angstverhalten ausdriicken. Gleichzeitig kameseal Dimension ganz allgemein auch

Hinweise auf das Allgemeinbefinden des Tieres w@ngkesLokomotionsfahigkeit liefern.

Explorationsverhalten: Die Gesamtzahlaller durch das Versuchstidyesuchten Locher
(Anzahl pro Durchlauf) und dieit die vergehtbis das erste Loch aufgesucht wird
(Sekunden) sind Ausdruck des gerichteten Erkundianigalten. EirAufrichten des Tieres auf
seine Hinterbeine (Anzahl pro Durchlauf) wird afgyarichtete Exploration gewertet. All diese
Parameter haben auch eine Aussagekraft bezuglithationaler Verhaltensanteile der Tiere.

Sozialverhalten:Die soziale Affinitat der Tiere drickt sich durcie dlange der Zeitspanne (%)
aus, welche die Ratte wéahrend eines Durchlaufsrdafifiwendet durch die Locher der

TrennwandKontakt zu seinen Artgenossezu suchen.

Bewegungsaktivitat: Diese Verhaltensdimension zeigt sich in  der Anzadér

Linienuberquerungen(pro Minute) der Tiere.

Erregung: Der Erregungsgrad eines Versuchstieres wird béuaiehandKotabsatz(Anzahl

pro Durchlauf) und die Lange der Zeit wahrend deRhtte mit~ellpflege (%) beschatftigt ist.

3. Feinmotorische Parameter

Eine Beurteilung der Feinmotorik gelingt Uber disesszeit(Sekunden), welche die Ratte
bendtigt, um eine gefundene Futterbelohnung zgdresund anhand d2ahl der vergeblichen
LochbesuchgAnzahl pro Durchlauf) durch das Tier. Die Rattetgwdabei ein markiertes Loch
auf, es gelingt ihr jedoch nicht die Futterbelohman erlangen. Hierfir muss das Tier mit einer

Vorderpfote den Deckel Uber dem Loch gegen den htleic Widerstand des
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Verschlussmechanismus offen halten, um mit der randefote und/oder seiner Schnauze an

die Puffreiskugel zu kommen. Dieser relativ kompleBewegungsablauf setzt eine intakte

Feinmotorik voraus.

Zahl der HB-Besuche
Zeit bis zum erstmaligen betreten des HB
Gesamtzeit auf dem HB

Immobilitat

Gesamtzahl aller Lochbesuche
Zeit bis zum ersten Lochbesuch (gerichtet)

Aufsetzen (ungerichtet)

Kontaktaufnahme mit der Gruppe

Anzahl der Linientiberquerungen

Kotabsatz

Fellpflege

Fresszeit

Zahl der frustranen Lochbesuche

Tabelle 5 Verhaltensparameter im modifizierten HoleBoard Test
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2.6  Histologische Untersuchungen

Gehirnentnahme

Entsprechend der im Versuchsplan vorgesehenen dblemdzeit erfolgt die native
Gehirnentnahmen toto am siebten bzw. 21 Tag, nach Abschluss der neusclogn und
neurokognitiven Untersuchungen, in tiefer Isoflurarkose mittels Dekapitation der Tiere. Das
gewonnene Praparat wird in einen vorbereiteten Alwmzylinder gebracht, mit einem
gewebsschitzenden Einfriermedium (Tissue Tec, EmalMicrosystems® GmbH, Nussloch)
Uberschichtet und anschliel3end durch EintaucherPdasenzylinders in ein auf Trockeneis
gelagertes und mit flissigem Methylbutan (2-Methidlme, Aldrich, Milwaukee, USA)
gefilltes GefalR binnen weniger Minuten durchgefrois zu ihrer weiteren Aufbereitung

werden die Gehirne nun bei -80° C im Gefrierschiaufloewahrt.

Abbildung 29 (1.) Praparat unmittelbar nach Entnahme und wahrend des
(2.) Gefriervorgangs (Aufnahme: Arbeitsgruppe ,Expeaimentelle
Anasthesiologie”, Klinikum rechts der Isar)

Herstellung der Schnittpraparate

Die Gehirnschnitte werden mit einem Kryotom (MiomiKryostat, HM 500 QM, Fa. Micro-
tom GmbH, Walldorf) angefertigt. Vor dem eigentéchSchneiden wird dazu die Probe aus
dem Aluminiumzylinder entnommen, das Einfriermedi@mtfernt, das Gehirn auf einem
Objekttisch aufgefroren und anschlieRend in den ektigchhalter des Kryotoms
(Kammertemperatur -24° C) eingespannt. Nach derilibgarungszeit von 30 Minuten
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(Probentemperatur ca. -20° C) werden von rostrginbend Scheiben des Gehirns abgehobelt
(Trimm-Schnitte ca. 80 um dick), um die Ausrichtudgs Gewebeblockes zum Messer zu
kontrollieren und gegebenenfalls anzupassen. Zidlie Schnittebene 33 (Bregma -3,3 mm)
[PAXINOS et al. 1998]. In dieser Ebene werden 1Brte a 7 um angefertigt und paarweise
auf einen Superfrost-Objekttrager (SuperFtostius, Fa. Menzel GmbH & Co KG,
Braunschweig) aufgenommen. Die so gewonnenen $uféiparate werden in entsprechenden
Objekttragerkasten zur weiteren Verarbeitung beD & gelagert. Das verbleibende
Hirnpraparat wird kryoasserviert um fur mdgliche kimftige Nachuntersuchungen zur

Verflgung zu stehen.

Cerebellum

Schnittebene 33
Bregma -3,3 mm

dorsale

Stra,, Medulle spinalis
Hippocampus ARSI TN 7ol

posteriorer
Hippocampus

ventrale
Hippocampus

Subiculum

Chiasmiopticum Hypothalamus

Abbildung 30 Schematische Darstellung eines Rattemhs [modifiziert nach
AMARAL et al. 1998]

2.6.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.-Farbung)

Durch die H.E.-Farbung kann eine mdgliche Eosinisplies Zellplasmas im Schnittpraparat
sichtbar gemacht werden. Diese ist Ausdruck einteffechselumstellung geschadigter
Zellen auf die anaerobe Glykolyse in deren Folgenefirt Laktat als saure Valenz gebildet

und dann durch das Eosin rot angefarbt werden kann.

Die Farbung der Gefrierschnitte mit H.E. erfolgtcimaeinem Standardprotokoll [ROMEIS
2010].

59



Histologische Auswertung

Die H.E. gefarbten Gehirnschnitte werden von einbazrlglict der Versuchsgruppe

geblindeten Untersucher lichtmikroskopisch ausgewertet. Dabehtgvon den beide

Schnitten auf dem Objekttrager nur der gativ hochwertigerein die Auswertung eir

Samtliche eosinophil angefarbten Zellers Hippolkampus werden in diesem Gehirnsch

nun seitengetrennt und jeweils entsprechend ihmatomischen Lage (C/, CA2-, CA3-,

CA4-Region des Hippa@mpus, unter und oberer Ast des Gyrus dentatus) visi

ausgewertet undie geschadigte Neuronen (eosinophil oder pykn, sogenannte ,dark

neurons*) ausgezabhit.

CAl-legion

A2-Region

oberer Ast
Civimis dentatus

'A3-Region

untlerer Asl CA4-Region

Gyrs dentatus

Abbildung 31 Schematischer Aufbau desrechten Hippokampus (CAl-, CA2-, CA3-,
CA4-Region, unterer und oberer Ast des Gyrus dentatt)
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Kortex >

CAl-Region
5 CA2-Region
Unterer Ast des g i
Gyrus dentatus P i / CA3-Region
Oberer Ast des

Gyrus dentatus

Abbildung 32 Koronarschnitt eines Rattengehirns (H&ie Bregma -3,3 mm)
(Aufnahme: Arbeitsgruppe ,Experimentelle Anésthesidogie”, Klinikum
rechts der Isar, Miinchen)

2.6.2 Immunhistochemische Farbungen

2.6.2.1 Doppelfarbung NFxB

Da man nach einer einfachen immunhistochemischeppé&tirbung auf NEB nicht mit
Sicherheit sagen kann, ob es sich bei der detektietelle tatsdchlich um ein Neuron und
nicht etwa eine Gliazelle handelt, verwendet magétlich zu dem ersten Primar-Antikdrper
gegen NKkB einen zweiten Antikorper gegen ein rein neuromaérukturprotein (NeuN).
Durch Enzymsysteme und Farbstoffe wird letztlicimeeieindeutige lichtmikroskopische

Unterscheidung mdglich. Die Neurone erscheinenNBkB farbt sich braun an.

Farbeprotokoll zur immunhistochemischen Doppelfarbung auf NF«B

1. Fixierung der Gefrierschnitte bei Raumtemperi Paraformaldehyd 4 ¢4
(5 min)

2. Waschen der Schnittpraparate mit gepuffeftatniumphospha®’ (5 min)

3. Blockierung der endogenen Peroxidase desaRatgs mit 3%-bD,-Methanol-
Lésung (10 min)

4. Waschen der Schnittpraparate mit gepuffeftatniumphosphaf (2 x 3 min)
Blockierung durch Auftragung (40 pl/Prapasatler serumfreien Blockierungs-
Losund® nach inerter Fettstiftumrandung des Préaparates

6. Inkubation in der feuchten Kammer (20 min)
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10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.

22.
23.
24.

25.
26.

27

Auftragen des 1. Primar-Antikorpéts(80 pl) aus Kaninchenserum gegendSF
verdiinnt (1:500) mit serumfreien Blockieruldgsing®®

Inkubation in der feuchten Kammer (60 Minuten)

Waschen der Schnittpraparate mit gepuffefatiumphospha® (2 x 3 min)
Aufbringen des mit Biotin konjugierten 1. Seérantikérpef® (80 pl) gegen das
Kaninchen-Antigen des 1. Primar-Antikorpemsidinnt (1:100) mit serumfreien
Blockierungslosun’

Inkubation in der feuchten Kammer (45 Minuten)

Waschen der Schnittpraparate mit gepuffertetrittaphosphat® (2 x 3 min)
Aufbringen von Horseradish Peroxidase konjuegiarStreptavidif® (3 Tropfen)
Inkubation (30 Minuten)

Waschen der Schnittpraparate mit gepuffertetrittaphosphat® (2 x 3 min)
Zugabe des Farbstoffes Diaminobenziflinnd Umsetzung durch die Peroxidase
in ein unlésliches braunes Farbstoffproduéihrend der Inkubation in der
feuchten Kammer (10 min)

Waschvorgang mit destilliertem Wasser (3 min)

Aufbringen des verdiinnten (1:1000) 2. Primatik&mper®(100 pl) gegen NeuN
Inkubation (60 Minuten)

Waschen mit gepuffertem NatriumphospH#®2 x 3 min)

Zugabe des verdiinnten (1:200) biotinyliertetiraouse Sekundar-Antikorpet®
(100 pl)

Inkubation (45 Minuten)

Waschen mit gepuffertem Natriumphospf#®2 x 3 min)

Zugabe (100 pl) verdiinnter (1:200) alkalischedphatase konjugiertes
Streptavidir*®

Inkubation (30 Minuten)

Waschen mit gepuffertem Natriumphospf#®2 x 3 min)

. Aufbringen des roten Farbstoffes Vector R&d
28.
29.
30.
31.

Inkubation (30 Minuten)

Waschen mit gepuffertem Natriumphospf#2 x 3 min)
Abwaschen der Praparate unter Leitungswasser
Eindecken

W PFA, eigene Herstellung

@ PBS, eigene Herstellung
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) DAKO: seruméree protein block; Fa. DakoCytomation, Denmark Aostrup, Denmai

“® NF«B phospho S276 antibody rabbit polyclonal toxB p65, BIOZOL, Eching

®) ECL Anti-rabbit 1gG, peroxidasknked species-specific whole antibody, Amersham
Biosciences Europe GmbH, Freib

®) R.T.U. Horeradish Peroxidase Streptavidin, VECTOR Labora, Inc. California, US/

() Diaminobenzidin, Fa. DAKOHamburt

® Mouse antineuronal nuclei (NeuN) Monoclonal antibody; CHEMIS@nternational Inc
Temecula, California, USA

®) ECL Anti-mouse 1gG, peroxida-linked species-specific whole antibody; Amersham
Biosciences Europe GmbH, Freib

(19 Alkaline Phospatase Streptavidin; VECTOR Laboratories, Inc.jfGalia, USA

D vecto® Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit I; VECTORdratories, Inc., California, US

Neurone (rot) mit darin
angefarbtem NF«B (braun)

‘A

Abbildung 33 Immunhistochemische Doppelfarbun von NFB in der CA1l-Region des
Hippokampus (Aufnahme: Arbeitsgruppe ~EXperimentelle
Anasthesiologie”, Klinikum rechts der Isar, Miinchen)

2.6.2.2 Doppelfarbung COX-2

Analog zur oberbeschriebenen immunhistochemischen Doprbung auf NikB kommt auch
bei der immunhistochemiscl Doppelfarbung auf COX%- zusatzlich zu dem ers' Priméar-
Antikorper gegen COX- eine zweite AntikGrper gegen das neuronales StrukturproteinNy
zum Einsatz. Neurone werden lichtmikroskopischerstleinen, COX2 expimierende braun

angefarbt.

63



Farbeprotokoll zur immunhistochemischen Doppelfarbung auf COX-2

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.

22.
23.

Fixierung der Gefrierschnitte bei Raumtemperi Paraformaldehyd 4 ¢4

(20 min)

Waschen der Schnittpraparate mit gepuffeftatiiumphospha® (5 min)
Blockierung der endogenen Peroxidase desaRatgs mit 3%-bD,-Methanol-
Losung (10 min)

Waschen der Schnittpraparate mit gepuffefatiumphospha® (2 x 3 min)
Blockierung durch Auftragung (80 pl/Prapasatler serumfreien Blockierungs-
Losund® nach inerter Fettstiftumrandung des Praparates

Inkubation in der feuchten Kammer (20 min)

Auftragen des 1. Priméar-Antikorpéts(80 pl) gegen COX-2 aus Kaninchen-
serum, verdiinnt (1:300) mit serumfreien Bleakngslosund®

Inkubation in der feuchten Kammer (50 Minuten)

Waschen der Schnittpraparate mit gepuffeftatniumphospha? (2 x 3 min)
Aufbringen des mit Biotin konjugierten 1.Selérantikorpef” (80 pl) gegen das
Kaninchen-Antigen des 1. Primar-Antikorpessrdinnt (1:100) mit serumfreien
Blockierungslosun’

Inkubation in der feuchten Kammer (45 Minuten)

Waschen der Schnittpraparate mit gepuffertetrittaphosphat® (2 x 3 min)
Aufbringen von Horseradish Peroxidase konjugiestreptavidif®’ (4 Tropfen)
Inkubation (30 Minuten)

Waschen der Schnittpraparate mit gepuffertetritaphosphat® (2 x 3 min)
Zugabe des Farbstoffes Diaminobenziflinnd Umsetzung durch die Peroxidase
in ein unlésliches braunes Farbstoffprodulithvend der Inkubation in der
feuchten Kammer (10 min)

Waschvorgang mit destilliertem Wasser (3 min)

Aufbringen des verdiinnten (1:1000) 2. Primatik&mper®(150 pl) gegen NeuN
Inkubation (50 Minuten)

Waschen mit gepuffertem Natriumphospf#2 x 3 min)

Zugabe des verdiinnten (1:100) biotinyliertetir@ouse Sekundar-Antikorpet®

(150 pl)

Inkubation (45 Minuten)
Waschen mit gepuffertem Natriumphospf#2 x 3 min)
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24. Zugabe (150 pl) verdiinnter (1:200) alkalischedphatase konjugiertem
Streptavidif*®

25. Inkubation (30 Minuten)

26. Waschen mit gepuffertem Natriumphospf4® x 3 min)

27. Aufbringen des roten Farbstoffes Vector R&d

28. Inkubation (30 Minuten)

29. Waschen mit gepuffertem Natriumphospfg® x 3 min)

30. Abwaschen der Préparate unter Leitungswasser

31. Eindecken

W PFA, eigene Herstellung

@) PBS, eigene Herstellung

@) DAKO: serum-free protein block; Fa. DakoCytomati®enmark A/S, Glostrup, Denmark

@ CcOX2 [murine] Polyclonal Antibody; Cayman Chemicahn Arbor, Michigan, USA

®) vector Cat. S. 39; Cat# BA-1000; VECTOR Laboratsrilnc. California, USA

©) Vector Cat. S. 66; Cat# SA-5004 = concentrate lasvready-to use solution Cat.# SA-5704; VECTOR
Laboratories, Inc. California, USA

) Diaminobenzidin, Fa. DAKO, Hamburg

® Mouse anti-neuronal nuclei (NeuN) Monoclonal and; CHEMICON International Inc.,
Temecula, California, USA

©) Vector Cat. S. 39; Cat# BA-2001; VECTOR Laborasrinc., California, USA

(19 Alkaline Phosphatase Streptavidin; VECTOR Labaies Inc., California, USA

D yvecto® Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit I; VECTGiRdratories, Inc., California, USA

2.6.2.3 Doppelfarbung TNF-a

Analog zu den oben beschriebenen immunhistocheemsBloppelfarbungen kommt auch bei
der Doppelfarbung auf TNE-erneut zusatzlich zu dem ersten Primar-Antikbgegren TNFa
ein zweiter Antikdrper gegen das neuronale Strpkoiein NeuN zum Einsatz. Neurone

werden lichtmikroskopisch rot, TNé-exprimierende braun erscheinen.
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Farbeprotokoll zur immunhistochemischen Doppelfarbung auf TNF-o.

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.

22.
23.

Fixierung der Gefrierschnitte bei Raumtemperim Paraformaldehyd 4 ¢4

(5 min)

Waschen der Schnittpraparate mit gepuffeftatiiumphospha® (5 min)
Blockierung der endogenen Peroxidase desaRatgs mit 3%-bD,-Methanol-
Losung (10 min)

Waschen der Schnittpraparate mit gepuffefatiumphospha® (2 x 3 min)
Blockierung durch Auftragung (40 pl/Prapasatler serumfreien Blockierungs-
Losund® nach inerter Fettstiftumrandung des Praparates

Inkubation in der feuchten Kammer (20 min)

Auftragen des 1. Primar-Antikorpéts(40 pl) aus Kaninchenserum gegen TNF-
verdiinnt (1:500) mit serumfreien Blockieruligsing®®

Inkubation in der feuchten Kammer (50 Minuten)

Waschen der Schnittpraparate mit gepuffeftatniumphospha? (2 x 3 min)
Aufbringen des mit Biotin konjugierten 1.Selérantikorpef® (40 pl) gegen das
Kaninchen-Antigen des 1. Primar-Antikorpemsdinnt (1:200) mit serumfreien
Blockierungslosun’

Inkubation in der feuchten Kammer (45 Minuten)

Waschen der Schnittpraparate mit gepuffertetrittaphosphat® (2 x 3 min)
Aufbringen von Horseradish Peroxidase konjugiestreptavidiff’ (3 Tropfen)
Inkubation (30 Minuten)

Waschen der Schnittpraparate mit gepuffertetritaphosphat® (2 x 3 min)
Zugabe des Farbstoffes Diaminobenziflinnd Umsetzung durch die Peroxidase
in ein unlésliches braunes Farbstoffprodulithvend der Inkubation in der
feuchten Kammer (20 min)

Waschvorgang mit destilliertem Wasser (3 min)

Aufbringen des verdiinnten (1:1000) 2. Primati&mper®(40 pl) gegen NeuN
Inkubation (50 Minuten)

Waschen mit gepuffertem Natriumphospf#2 x 3 min)

Zugabe des verdiinnten (1:100) biotinyliertetir@ouse Sekundar-Antikorpet®

(40 ul)

Inkubation (45 Minuten)
Waschen mit gepuffertem Natriumphospf#2 x 3 min)
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24. Zugabe (150 pl) verdiinnter (1:200) alkalischedphatase konjugiertem
Streptavidif*®

25. Inkubation (30 Minuten)

26. Waschen mit gepuffertem Natriumphospf4® x 3 min)

27. Aufbringen des roten Farbstoffes Vector R&d

28. Inkubation (30 Minuten)

29. Waschen mit gepuffertem Natriumphospfg® x 3 min)

30. Abwaschen der Préparate unter Leitungswasser

31. Eindecken

W PFA, eigene Herstellung

@) PBS, eigene Herstellung

@) DAKO: serum-free protein block; Fa. DakoCytomati®enmark A/S, Glostrup, Denmark

“ rabbit anti-rattumor necrosis factor-alpha; Adistibodies GmbH, Herford

®) ECL Anti-rabbit 1gG, peroxidase-linked species«ifie whole antibody, Amersham
Biosciences Europe GmbH, Freiburg

®) R.T.U. Horseradish Peroxidase Streptavidin, VECT@Roratories, Inc. California, USA

) Diaminobenzidin, Fa. DAKO, Hamburg

® Mouse anti-neuronal nuclei (NeuN) Monoclonal andi; CHEMICON International Inc.,
Temecula, California, USA

©) Vector Cat. S. 39; Cat# BA-2001, VECTOR Laboraisyilnc., California, USA

19 yector Cat. S.66; Cat# SA-5100; VECTOR Laboratoties, California, USA

D yvecto® Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit I; VECTGiRdratories, Inc., California, USA
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Tabelle 6

Immunhistochemische Doppelfarbung — Verwelete Antikorper

,braun”

NF kB

COX-2

TNF-a

1. Primarantikdrper

NFxB phospho
S276 antibody
rabbit polyclonal to
NFxB p65Y

COX2 [murine]
Polyclonal Anti-
body®

rabbit anti-rattumor
necrosis factor-

alpha®

1. Sekundarantikorper

ECL Anti-rabbit
IgG, peroxidase-
linked species-
specific whole
antibody®

Vector Cat. S. 39;
Cat# BA-1000”

ECL Anti-rabbit
IgG, peroxidase-
linked species-
specific whole
antibody®

rot”

NeuN

2. Primarantikorper

Mouse anti-neuronal nuclei (NeuN) Monoclonal antiyfo

2. Sekundarantikorper

ECL Anti-mouse IgG, peroxidase-linked

species-specific whole antiboy

Vector Cat. S. 39;
Cat# BA-2001®

M BIOZOL, Eching® Amersham Biosciences Europe GmbH, FreibirgHEMICON International Inc.,
Temecula, California, USK Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USAVECTOR Laboratories, Inc.
California, USA® Acris Antibodies GmbH, Herford
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2.7 Statistik

Die physiologischen, neurologischen, kognitiven was Verhalten betreffende Parameter
werden mit hierarchisch gegliederten allgemeineedien Modellen (Zwei-Wege-Varianz-
analyse) analysiert. Alle Parameter der Kognitiod wles Verhaltens, die man durch den
mHBT erfasst, werden im Hinblick auf den zeitliciHemfluss in einem linearen Modell (Zeit)
untersucht. Alle Werte werden posthoc mit einer vamaten Varianzanalyse und
gegebenenfalls mit einem Bonferroni t-Test untdrsudie physiologischen Parameter (intra-
operative Parameter, Korpergewicht) werden zu jedeitpunkt posthoc analysiert, weil sie
unter Umstanden Einfluss auf die Leistungen dereTteben, wahrend die neurologischen
Werte nur am letzten Tag der Untersuchung (Tag €dgr Posthoc-Analyse mit t-Test
unterzogen werden, da vor allem ein langfristigbi@bender neurologischer Schaden von
Bedeutung ist. Die histologischen Ergebnisse werdgn Hilfe einer Ein-Wege-Varianz-
analyse und posthoc gegebenenfalls mit einem Bamiier Test untersucht.

Signifikanzen bestehen bei einer Irrtumswahrsclobikéit p < 0,05. Zur Berechnung der
statistischen Ergebnisse dient das PC-Programm SR&%Copyright SPSS Inc., an IBM
Company Headquarters Chicago, Illinois, USA).
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3. Ergebnisse

Die vorliegende Studie wurde an insgesamt 69 Ratiechgefuhrt. In die Datenanalyse
eingeschlossen werden konnten letztlich 50 Tief.Tiere mussten entsprechend zuvor
festgelegter Ausschlusskriterien unbertcksichtiggiblen. 15 Tieren der BCAO-Gruppe
mussten  wahrend der ersten postoperativen Tage ruadfg neurologischer

Ausfallserscheinungen (z.B. therapieresistentebzale Krampfanfalle) getdtet werden. Vier
Tiere (drei aus der BCAO und eines aus der Sharpgjupielen aufgrund technischer
Probleme wahrend der OP aus. Um die angestrebtpp@mngrofie von zehn Tieren zu

erreichen, wurden die ausgefallenen Ratten ersetzt.

3.1 Physiologische Parameter des operativen Versuchsalbsittes

Wahrend der operativen Phase wurden an drei fegtgel Zeitpunkten (Baseline nach
Abschluss der Praparation 10 Minuten vor der Iseéamd 10 beziehungsweise 60 Minuten
nach der Ischamie) arterielle Blutproben entnommed verschiedene Messparameter zur

Uberwachung der Vitalfunktionen bestimmit.

Die Korpertemperatur (rektal und perikraniell) wurde kontrolliert im wor definierten
Normbereich (37,5 £ 0,2 °C) konstant gehalten (8.12 und deshalb auch statistisch nicht
analysiert.

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) lag in allen Versuchsgruppen zehn Minuten aer
Ischamie auf einem einheitlichen Niveau (Baselidehn Minuten nach der Ischamie stieg er
nur bei den BCAO-Gruppen signifikant (p < 0,05) Bine Stunde nach der Ischdmie zeigte
sich bei allen Versuchstiergruppen ein Abfall ddstdBucks, der signifikant (p < 0,05)

gegeniiber dem Ausgangswert war.
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Gruppe Baseline 10 min nach BCAO | 60 min nach BCAO
BCAO;; 89 + 4 114 * 6* 76 + 3*
Shanmp; 86 + 5 87 * 5 75 + 4*
BCAO; 94 + 4 108 * 5* 73 + 3*
Shany 99 + 4 94 * 5 81 + 2*

Tabelle 7 Physiologische Parameter: MAP (mmHg) (MW+ SEM) (* p < 0,05

versus Baseline)

Die Blutglukosekonzentration (mg/dl) lag zu Beginn der Untersuchung in allen
Versuchsgruppen innerhalb des definierten Normeitles (MW = 146,3 mg/dl) [CHARLES
RIVER 2006]. Im Versuchsverlauf stieg sie nur i@t der BCAO-Gruppen unmittelbar nach
der Ischamie signifikant (p < 0,05) an. In dertietzMessung néherten sich die Werte wieder

dem Normalbereich an.

Gruppe | Baseline | 10 min nach BCAO | 60 min nach BCAO
BCAO,; 144 + 5 185 + * 147 +
Shanmp, 140 + 6 146 + 9 140 + 6
BCAO; 146 + 8 175 + 12* 156 + 11
Shamy 137 + 8 135 + 7 148 + 12
Tabelle 8 Physiologische Parameter: Glukose (mg/d(MW = SEM) (* p < 0,05

versus Baseline)

Blutgasanalyse

Es wurden arterielle Messungen des pH-Wertes, addeKdioxidpartialdrucks (paG§) des
Sauerstoffpartialdrucks (pa)p des Gesamthamoglobins (Hb) und des Hamatokrkt)(H
vorgenommen. Sauerstoffsattigung (gaBasentberschuss (BE) und Bicarbonatkonzentration
(HCO3) wurden automatisch berechnet (s. 3.3.1 autoreessipH/Blutgasanalyzer Rapidfab
860). Dargestellt werden im Folgenden nur die Enggse der Messungen des paQf@spaG

und des Hb. Der pH-Wert wurde gemald Versuchsprbtdamtrolliert und deshalb auch

statistisch nicht analysiert.
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Der Kohlendioxidpartialdruck (paCQ) lag zu jedem Zeitpunkt der Untersuchung bei allen
Versuchsgruppen auf einem konstant einheitlichemei.

Gruppe | Baseline 10 min nach BCAO | 60 min nach BCAO
BCAO,; 35 + 1 34 + 0 35 + 1
Shanp; 34 + 1 35 + 1 34 + 1
BCAO; 35 + 1 33 + 1 36 + 1
Shamy, 35 + 1 36 + 1 35 + 1

Tabelle 9 Physiologische Parameter: paCQmmHg) (MW + SEM)

Im Verlauf stieg der arteriell8auerstoffpartialdruck (paQ) zwar bei allen Versuchsgruppen

an, jedoch ergab sich nur in der BCA@ruppe 10 Minuten nach der Ischdmie eine
Signifikanz (p < 0,05).

Gruppe | Baseline 10 min nach BCAO | 60 min nach BCAO
BCAO,; 152 + 6 179 + o* 169 + 5
Shanmp, 152 + 8 146 + 6 160 + 8
BCAO-, 159 x 15 162 . 13 164 + 11
Shamy 156 x 8 155 x 7 154 + 5

Tabelle 10 Physiologische Parameter: pdmmHg) (MW = SEM) (* p < 0,05 versus
Baseline)

Die Mittelwerte derHamoglobinkonzentration (Hb) lagen bei Untersuchungsbeginn in allen
Versuchsgruppen innerhalb des Normalbereichs (M%/ 15,07 mg/dl) [CHARLES RIVER
2006] und fielen in allen Versuchstiergruppen digant (p < 0,05) vom Ausgangswert bis zum

Abschluss der operativen Versuchsphase hin ab.
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Gruppe | Baseline 10 min nach BCAO | 60 min nach BCAO
BCAO,, 14,6 + 0,2 13,7 + 0,3* 13,2 + 0,3*
Shanmp, 13,8 + 0,2 13,2 + 0,2* 12,6 + 0,2*
BCAO- 14,4 + 0,3 13,8 + 0,3* 13,2 + 0,3*
Shany 14,4 + 0,2 13,8 + 0,2* 13,2 + 0,2*

Tabelle 11 Physiologische Parameter: Hb (mg/dl) (MWt SEM) (* p < 0,05 versus
Baseline)

Kdrpergewicht

Alle Tiere verloren innerhalb der ersten beidensdehstage an Kérpergewicht. Die Nativtiere
nahmen anschliel3end kontinuierlich Gber den gesabéersuchungszeitraum an Gewicht zu.
Bei den Tieren der BCAO-Gruppen hingegen setzt dieBer Gewichtsverlust initial weiter
fort. So verloren die Ratten der BCAO 7-Gruppezois dritten, die der BCAO 21-Gruppe bis
zum siebten postoperativen Tag kontinuierlich anviGiet. Dieser Gewichtsverlust ist in der
letztgenannten Gruppe signifikant gegentber denvNgid Sham-Tieren (p < 0,05). Ebenso
verloren bis zum dritten postoperativen Tag dieeBulersuchstiere, die keiner ischamischen
Schadigung unterzogen worden an Gewicht. Erst arldtersuchungstag erreichen die Ratten
der Sham 21-Gruppe wieder einen dem der Nativtiergleichbaren Gewichtszuwachs. Die

Ratten der BCAO 21-Gruppe hingegen erreichen dibserum Versuchsende nicht.
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Abbildung 34 Grafische Darstellung des Korpergewicts der Versuchsgruppen (MWt
SEM) (* p < 0,05 versus Nativ / § p< 0,05 versus 8im)

3.2 Neurologische Parameter

Die Ergebnisse der prd- und postoperativen Untetswgen der BCAO- und Sham-Tiere
werden als MW = SEM grafisch dargestellt.

Die neurologische Untersuchung beinhaltete die ®dung des Gleichgewichts- und
Koordinationsvermoégens sowie des Greif- und Hahegens beziehungsweise der
Muskelkraft der Tiere. Die Ergebnisse der sensbésdests (Seh- und Horvermdgen,
Vibrissenreaktion, Propriozeption) der Versuchstikommen hier nicht zur Darstellung, da

keine relevanten Unterschiede zwischen den Vergughpen auftraten.
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Motorik
Koordinationsvermdgen und Gleichgewicht
Balken-Geh-Test

Wahrend sich bei den Tieren der Nativ- und Shanmp@en (Sham 21/Sham 7) keine
wesentlichen Veranderungen der Fehltritte im Vdisuerlauf zeigten, erreichten die Fehltritte
der tbrigen Versuchsgruppen (BCAO 21/BCAO 7) ilgndikantes (p < 0,05) Maximum am
ersten postoperativen Tag. Danach sanken dieses\Wetler ab, um sich nach dem siebten
postoperativen Tag denen der Ubrigen Versuchsgnuppezugleichen. Zudem fiel ein
signifikanter Unterschied in der Anzahl der Fetttrzwischen den beiden BCAO-Gruppen auf.

—— Nativ (n=7) — -BCAO 21 (n=10) ——BCAO 7 (n=10)
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Abbildung 35 Grafische Darstellung der Fehltritte (Anzahl pro Meter) aller
Versuchsgruppen im Balken-Geh-Test (MW+ SEM) (*p < 0,05 versus
Nativ und Sham / § p < 0,05 versus BCAO 21)
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Balken-Gleichgewichts-Test

Auch im Balken-Gleichgewichtstest zeigten sichdem Tieren der Nativ- und Sham-Gruppen
(Sham 21/Sham 7) keine signifikanten Veranderungggr balancierten Zeit im
Versuchsverlauf. Die Tiere der BCAO-Gruppen konrgari im Vergleich zur Baseline am
ersten postoperativen Tag signifikant weniger laagedem Balken halten als die Nativ- und
Sham-Tiere (p < 0,05). Die Gruppe der BCAO 21 —+disar dabei signifikant schlechter als
die Gruppe der BCAO 7 — Tiere.
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Abbildung 36 Grafische Darstellung der balancierten Zeit (Sekunden) aller
Versuchsgruppen im Balken-Gleichgewichts-Tes(MW + SEM) (* p <
0,05 versus Nativ und Sham / 8 p < 0,05 versus BCAT})
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Greif- und Haltevermégen (Muskelkraft)
Drahtgitter-Test

Die Tiere beider BCAO-Gruppen konnten sich sowohMergleich zur préaoperativen Baseline
als auch im Vergleich mit der Nativ- und Sham-Gripgignifikant weniger lange am
Drahtgitter festhalten; Die Gruppe BCAO 21 zudegniikant schlechter als die BCAO 7 —
Gruppe (p < 0,05).

—— Nativ (n=7) —& -BCAO 21 (n=10) —o— BCAO 7 (n=10)

—® -Sham 21 (n=10) —O— Sham 7 (n=10)

gehaltene Zeit [s]

-1 1 2 3 4 7 11 15 20
Zeit [postoperativer Tag]

Abbildung 37 Grafische Darstellung der gehaltenen €t (Sekunden) aller
Versuchsgruppen im Drahtgitter—Test (MW = SEM) (* p < 0,05 versus
Nativ und Sham / 8 p < 0,05 versus BCAO 21)
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Greif-Zug-Test

Beide BCAO-Gruppen konnten sich im Vergleich zus@mme sowie den Nativ- und Sham-
Gruppen signifikant weniger lang am Seil festhal{pn< 0,05). Dabei bestand erneut ein
signifikanter Unterschied zwischen beiden BCAO-Gem

—2— Nativ (n=7) —& -BCAO 21 (n=10) ——BCAO 7 (n=10)
—® -Sham 21 (n=10) —O—Sham 7 (n=10)

gehaltene Zeit [s]

-1 1 2 3 4 7 11 15 20
Zeit [postoperativer Tag]

Abbildung 38 Grafische Darstellung der gehaltenen &t (Sekunden) aller

Versuchsgruppen im Greif-Zug-Test (MW £ SEM) (* p < 0,05 versus
Nativ und Sham / § p < 0,05 versus BCAO 21)
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3.3 Parameter des modifizierten Hole-Board-Test

3.3.1 Kognitive Parameter

Gesamtzeit des Durchlaufes

Die Zeit welche die Tiere der Nativ- und Sham-Geippur Absolvierung des mHBT
bendtigten, nahm in allen Gruppen wahrend des gesaBeobachtungszeitraum von 21 Tagen
kontinuierlich ab. Zwischen den Nativ- und Sham{igren ergab sich kein Unterschied. Die
Tiere der BCAO-Gruppe hingegen benétigten an allersuchstagen signifikant (p < 0,05)

mehr Zeit zum Abschluss des Testes.
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Abbildung 39 Grafische Darstellung der Gesamtzeitiaes Testdurchlaufes (Sekunden)

der Versuchsgruppen wahrend Beobachtungszeitraume@dW + SEM)
(* p < 0,05 versus Nativ und Sham)
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Auslassungsfehler

Zwischen den Tiere der Nativ- und Sham-Gruppe hdsi®er den Beobachtungszeitraum von
21 Tagen kein signifikanter Unterschied in der Alzm Auslassungsfehlern. Deren Haufigkeit
nahm mit zunehmender Versuchsdauer ab. Die TiereBAAO-Gruppe hingegen zeigten
wahrend des Beobachtungszeitraumes im Vergleichdem Nativ- und Sham-Gruppen

signifikant (p < 0,05) mehr Auslassungsfehler.

--2---Nativ (n=17) —#—Sham 21 (n=10) —e—BCAO 21 (n=10)

Auslasungsfehler [Anzahl]
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Abbildung 40 Grafische Darstellung der Auslassungshler (MW + SEM) (* p < 0,05
versus Nativ und Sham)
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Fehler-Gesamtzahl

Bezuglich der Gesamtzahl der wéhrend des gesamgedaBhtungszeitraumes gemachten
Fehler (Offnen eines nicht markierten Loches), wangischen den einzelnen Versuchsgruppen

keine signifikanten Unterschiede zu beobachten.

--4--Nativ (n=17) —#—Sham 21 (n=10)—e—BCAO 21 (n=10)

Fehler [Anzahl]
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Abbildung 41 Grafische Darstellung der Fehler-Gesantzahl (MW + SEM)
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Wiederholungsfehler

Bezuglich der Gesamtzahl der wahrend des gesamgebaBhtungszeitraumes begangenen
Wiederholungsfehler (erneutes Aufsuchen eines tisegeleerten Loches), waren zwischen den

einzelnen Versuchsgruppen keine signifikanten Woteede zu beobachten.

--<--Nativ (n=17) —#=—Sham 21 (n=10) —e—BCAO 21 (n=10)

Wiederholungsfehler [Anzahl]
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Zeit [postoperativer Tag]

Abbildung 42 Grafische Darstellung der Wiederholungfehler (MW + SEM)
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3.3.2 Verhaltensparameter

Angstverhalten

Gesamtzeit auf dem Hole-Board

Die Tiere der BCAO-Gruppe verbrachten wéahrend desugiten Beobachtungszeitraumes im

Vergleich zu den Tieren der Nativ- und Sham-Grusgigaifikant (p < 0,05) weniger Zeit auf
dem Board.

--4--- Nativ (n=17) —&—Sham 21 (n=10) —e—BCAO 21 (n=10)
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Abbildung 43 Grafische Darstellung der auf dem Bordverbrachten Zeit (%) der
Gesamtversuchszeit eines Testdurchlaufs (600 s) d¥ersuchsgruppen

wahrend des BeobachtungszeitraumgMW + SEM) (* p < 0,05 versus
Nativ und Sham)
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Immobilitat

Im Vergleich zu den Immobilitadtsphasen von Natimd Sham-Gruppe, bewegten sich die Tiere
der BCAO-Gruppe signifikant (p < 0,05) weniger.

--/--- Nativ (n=17) —#—Sham 21 (n=10) —e—BCAO 21 (n=10)

Immobilitat [%0]
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Abbildung 44 Grafische Darstellung Immobilitat (%) bezogen auf die
Gesamtversuchszeit (600 Sekunden) (MW SEM) (* p < 0,05 versus
Nativ und Sham)
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Explorationsverhalten
Latenz bis zum ersten Betreten des Hole-Board

Die Tiere der BCAO-Gruppe lieRen im Vergleich zuinele der Nativ- und Sham-Gruppe

signifikant mehr Zeit verstreichen, bis sie dasida < 0,05) erstmalig betraten.
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Abbildung 45 Grafische Darstellung der Zeit (Sekunén), die vergeht, bis das Board
erstmalig vom Versuchstier betreten wird (MW £ SEM) (* p < 0,05
versus Nativ und Sham)
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Latenz bis zum Fressen der ersten Futterbelohnung

Die Tiere der BCAO-Gruppe benétigen im Vergleichdam anderen Gruppen (Nativ / Sham),
wahrend des Beobachtungszeitraumes signifikantr &ah bis die erste Futterbelohnung von

ihnen gefunden und gefressen wurde (p < 0,05).
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Abbildung 46 Grafische Darstellung der Zeit (Sekunén), die vergeht, bis die erste
Futterbelohnung vom Versuchstier gefressen wird (MW& SEM) (* p <
0,05 versus Nativ und Sham)
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Feinmotorik
Vergebliche Lochbesuche

Im Vergleich zu den Tieren der Nativ- und Sham-@eufielen bei den Ratten der BCAO-

Gruppe signifikant (p < 0,05) mehr vergebliche Loesuche auf.

----- Nativ (n=17) —#&—Sham 21 (n=10) —e—BCAO 21 (n=10)

Vergeblicher Lochbesuch
(Anzahl)
N
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Zeit [postoperativer Tag]

Abbildung 47 Grafische Darstellung der vergeblichen Lochbesuche (Anzahl) pro
Durchlauf (MW z SEM) (* p < 0,05 versus Nativ und Sham)
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3.4 Hirngewebsuntersuchunge!

3.4.1 H.E.-Farbung

Bei allen operierten Tieread die Anzahl der eosinophilen Neurasignifikant (p < 0,05uber
derder nicht operierten Nativtie Dartiber hinaus bestand jewasis signifikanteilUnterschied

zwischen den Tieren der BC/ und zugehdriger Sham-Gruppen.

Anzahl eosinophiler Neurone im gesamten Hippokampt
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Abbildung 48 Grafische Darstellung dr Anzahl eosinophiler Neurone im gesamter
Hippokampus (MW + SEM) (* p < 0,05 versus Nativ und Sham / p <
0,05 versus Nati). Zwischen den gestrichelten Linien befindet sich de
95% Konfidenzintervall der unbehandelten Nativtiere
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3.4.2 Immunhistochemische Farbunge

3.4.2.1 Doppelfarbung NF«B

Bei allen operierten Tieren ladie Anzahl der NEkB-positiven Neurone ubeder der

unbehandelten Nativtier®ie Tiere der BCA(-Gruppe zeigten hierbaignifikan (p < 0,05)

mehr NB-positiven Neuror als die Sham-Tiere.
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Abbildung 49 Grafische Darstellung der Anzahl NFkB-positiven Neurone im gesamtel
Hippokampus (MW % SEM) (* p < 0,05 versus Nativ und Sham / $ p
0,05 versus Nativ. Zwischen den gestrichelten Linien befindet sich ak
95% Konfidenzintervall der unbehandelten Nativtiere
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3.4.2.2 Doppelfarbung COX-2

Bei den Tieren der BCA®ruppe zeigte sich erneut asiebten Beobachtungstag
signifikanter Anstieg(p < 0,05)der COX-2-positiven Neuronen gesamten Hippokampt
Dariiber hinaus bestand ein nifikanter Unterschied innerhalb dieser Tiergrumvascher
dem siebten und 21 Beobachtungs Die Anzahl COX-2-positiveNeurone lag bei den Sh-

Gruppen nach sieben Tagen im Bereich der unbehanddhtivtiere Am Tag 21 zeigte sic
ein signifikanter Aistieg (p < 0,05

Anzahl COX-2-positiver Neurone im gesamten Hippokampt
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Abbildung 50 Grafische Darstellung der Anzahl COX-2-positiver Neurone im
gesamten Hippokampus (MW SEM) (* p < 0,05 versus Nativ unc
Sham / 8 p < 0,05 versus Nativ$ p < 0,05 versus Nati Zwischen den
gestrichelten Linien befindet sich das 95% Konfidenintervall der
unbehandelten Nativtiere
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3.4.2.3 Doppelfarbung TNF-a

Bei den Tieren der BCA@ruppel zeigte sich am siebten Beobachtungstag ein sigunifiee
Anstieg (p < 0,05) der TNE-positiven Neurone im gesamten Hippokan gegentber den
Nativ- und ShamtierenDartber hinaus bestand ein signifikanter Untersl am 21
Beobachtungstag zu d&man- und Nativ-Gruppen.

Bei den scheinoperierten Tieren zeigte «€benso am siebten und amBHobachtungstag e

signifikanter Anstiegverglichen zu der Nativtiergrug.
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Abbildung 51 Grafische Darstellung der Anzahl TNF-a-positiver Neurone im
gesamten Hippokampus (MW SEM) (* p < 0,05 versus Nati' und
Sham / $p < 0,05 versus Nativ)Zwischen den gestrichelten Linier
befindet sich das 95% Konfidenzintervall der unbehadelten Nativtiere.
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

Diese Studie untersucht den Zusammenhang zwiscleenAdspragung neurokognitiver
Defizite und einer konsekutiv auftretenden zereralnflammationsreaktion nach einer
inkompletten zerebralen Ischdmie mit Reperfusion Rattenmodell. Um die zerebrale
Inflammation untersuchen zu kdénnen, wurde Tag 7Stadigung gewahlt, da die maximale
inflammatorische Reaktion zwischen dem 1. und $tquerativen Tag zu erwarten ist [INTISO
et al. 2004]. Um im selben Versuchsansatz die gsimische kognitive Leistung zu

untersuchen, wurde eine Gruppe Tiere Uber 21 Taegekognitiv getestet.

41.1 Tiermodell

Zahlreiche einfache Untersuchungen zu Ursache-\Wg&prinzipien ischamischer
Schadigungen und deren Einfluss auf neuronale Gawediiande (z.B. Messungen der LTP)
lassen sich rein zellkulturell verwirklichen. Ertis@dender Nachteil all dieser In-vitro-Modelle
ist zum einen die rein deskriptive Erfassung zaétled Ablaufe (z.B. Kanalaktivitat) innerhalb
eines vollstdndig aus seinem neuronalen Verbandubgeltsten Gewebeschnittes, der in
Kultur gehalten wird, d.h. keiner normalen Gewebgsgon und Gefaldversorgung mehr
unterworfen ist. Zum anderen koénnen aus klar ditgiben Grinden komplexe
Fragestellungen, wie der Einfluss einer ischamiscl&chadigung auf neurokognitive
Funktionen, nicht bearbeitet werden. Voraussethuagur ist der intakte Gesamtorganismus.
Aufgrund ethischer und moralischer Uberlegungenbietzt sich eine experimentelle
Grundlagenforschung der zerebralen Ischamie am &hens Zudem ist es praktisch
unmdglich, einheitliche und damit vergleichbare fGgen zu bilden. So variieren Ursache und
entsprechende Schéadigungsmuster eines Schlagarfailm Menschen abhangig von
Lebensalter, Geschlecht, einer moglichen genetis@isposition und den Vorerkrankungen
des Patienten. AuRerdem wirden die erforderlichegebenden histopathologischen und
biochemischen Untersuchungen einen direkten unditdawasiven Zugang zum Gehirn
erfordern. Eine systematische Entnahme von Gehireige verbietet sich aufgrund der damit

verbundenen Schadigung des Gehirns vallig.
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Diese Uberlegungen schlieBen letztendlich vergigide Studien zu ischamischen zerebralen
Infarkten am Menschen aus, da die gewonnenen Brkesa praktisch nicht reproduzierbar
waren. Hier zeigen sich nun die Starken des Tieatexl Es bietet die Mdglichkeit, in einem
entsprechenden Versuchsaufbau die Rahmenbedingungestandardisieren (vergleichbare
Gruppen). Kontrolle und Uberwachung des AusmaRessghamischen Schadigung ist gut
durchfuihrbar und nach erfolgter Schadigung istdirekte histopathologische Untersuchung

des Hirngewebes jederzeit moglich.

4.1.2 Versuchstierauswahl und Haltung

Die vorliegende Untersuchung wurde an Ratten defcingt. Diese Nagetiere sind aufgrund
ihrer geringen KorpergréR3e einfach und kostenggraii halten und werden allgemein unter
ethisch-moralischen Gesichtspunkten als Versuchatiseptiert. Die geringe Grolde erleichtert
zudem die Probengewinnung, deren Verarbeitung sawagerung und fihrt so zu einer
erheblichen Kostenersparnis im Vergleich zu graR&augetieren (z.B. Schwein). Beziiglich
ihrer Anatomie und Physiologie sind Ratten h6h&augetieren vergleichbar [YAMORI et al.
1976]. Die fur den tierexperimentellen Einsatz gftéten Auszuchtstamme zeichnen sich
zudem durch ein hohes Mal3 an genetischer Homogemitsi In dieser Studie wurden
ausschlie3lich mannliche Sprague-Dawley-Ratten eedet. Dieser Tierstamm wird von der
Arbeitsgruppe ,Experimentelle Anasthesie* schort seehreren Jahren verwendet, und es
besteht eine entsprechend grof3e Erfahrung bezugdattang und Verhalten. Darliber hinaus
lasst sich durch den Einsatz maéannlicher Tiere demnfluss zyklusbedingter
Hormonschwankungen, denen weibliche Ratten untéewaind, ausschliel3en. Die Tiergrofie
erlaubt zudem ein umfassendes intraoperatives blamif (EKG, EEG, arterielle
Blutdruckmessung, venotser Gefal3zugang, BGA), weldtle einem Einsatz noch kleinerer
Versuchstiere (z.B. Maus) deutlich erschwert wé&e. werden z.B. wiederholte arterielle
Blutentnahmen von Mausen, bei einem maschinellegelgenen kapillaren Mindestvolumen
von 200p! (RapidlaB 860, Fa. Bayer Vital GmbH, Fernwald), aufgrund thesVergleich zu
Ratten deutlich geringeren Blutvolumens nicht n@gliZzudem ist die Ratte als Tiermodell in
zahlreichen tierexperimentellen Untersuchungen diledii der Auswirkung zerebraler
Ischamien auf die funktionelle Gesamtleistung urmbiliébenszeit gut erforscht. Die Haltung
der Tiere erfolgt gemal den Richtlinien fur Versigrhaltung in einem speziell klimatisierten

Raum, der nur unter strengen HygienemalRnahmen diegrenzten Personenkreis zuganglich
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ist. Das als Hintergrundgeréausch laufende Radiodpetvdie Tiere an menschliche Stimmen
und einen gewissen Larmpegel und schirmt zudemuSein& aul3erhalb des Tierraumes ab.
Dies dient der Vermeidung von larmbedingten An§shfeckreaktionen der Tiere, die
insbesondere die Leistungen in den neurokognitivarhaltenstests und damit deren

Aussagekraft beeintrachtigen wirden.

4.1.3 Zerebrales Ischamiemodell

In der vorliegenden Studie wurde eine so genanmei-Befal3-Okklusion (2-VO) mit
Hypotension als Modell einer inkompletten tempandiorderhirnischamie bei der Ratte
verwendet [EKLOF et al. 1973]. Da die zerebrale &Bg€rsorgung des Rattenhirns der des
Menschen deutlich starker ahnelt, als die andesesithstiere, eignet sich dieses Tiermodell
besonders zur Untersuchung zerebraler IschamiethugrdFolgen [YAMORI et al. 1976]. Ein
weiterer Vorteil des gewéhlten Modells liegt in detektiven Vulnerabilitdt der hippokampalen
Pyramidenbahnzellen der CA1-Region gegenlber hgpb&n Bedingungen. Einige Tage nach
dem Insult degeneriert diese Zellgruppe regeliRfiLSINELLI et al. 1982]. Damit kann eine
inkomplette zerebrale Vorderhirnischamie mit hoReproduzierbarkeit herbeigefihrt werden.
Durch die rasche und einfache Blutenthnahme kanemudie Ischdmiezeit (10 min.) prazise
definiert werden. Diese zehnminitige Ischdmiezairde festgelegt, da bei einer kirzeren
Dauer (< 4 -6 min.) der resultierende Zellschademering ausféallt [SMITH et al. 1984] und
eine langere Ischamiezeit (12 min) mit einem deloéin Mortalitatsanstieg der Tiere verbunden
ist [GROGAARD et al. 1986]. Da diese Methode nureei temporéren Verschluss der Gefalle
bendtigt, ahmt sie die im Menschen bestehenden &lferbse einer hypoxisch bedingten
Ischamie besser nach als Modelle mit einem pernm@nevierschluss der hirnversorgenden
Gefalte. Das Gefal3system bleibt dabei grundsatritekt, eine wichtige Voraussetzung ftr
Langzeitstudien neurokognitiver Defizite nach geltindener zerebraler Ischamie. Ein
Nachteil dieses Modells ist die ausgezeichnete at@lalversorgung des Rattenhirns, die es
erforderlich macht wahrend des Verschlusses béidecarotis communeausatzlich den MAP
auf Werte von 30 bis 35 mmHg abzusenken, um eidguede Schadigung der CA1-Region des
Hippokampus herbeizufihren [SUGAWARA et al. 20@&mit sind jedoch der Einfluss des
Blutentzugs und die Retransfusion am Ende der msgh@auf den neuronalen Schaden mit
diesem Modell nicht klarbar. Ein besseres Modellrewdier der Gerbil (mongolische

Wistenrennmaus), der anatomisch gunstigere GefaBfebesitzt. Diese Tiere besitzen keine
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A. communicans posterior und damit auch nur einewollstandig ausgebildeten Circulus
arteriosus Willisii. Hier fuhrt alleine der Versaiss beider Karotiden zu einer vollstandigen
globalen Ischdmie. Nachteilig wiederum ist die Grdfer Tiere (Korperlange ~ 12 cm bei
einem Korpergewicht ~ 75-110 g), die ein ausgiebitonitoring erschwert. Gerade das
engmaschige Monitoring der physiologischen Paranmtgedoch eine wichtige Voraussetzung
zur Generierung reproduzierbarer SchadigungsmiggYSTMAN 2003].

4.1.4 Narkose und Medikamentenauswahl

Alle gebrauchlichen Anasthetika stehen unter denmd&ht, entweder neuroprotektive (z.B.
volatile Anasthetika) oder gar neurotoxische Effeikt Bezug auf die Folgen einer zerebralen
Ischamie zu haben. Zahlreiche In-Vitro-Untersuclmgn Zellkulturen liefern hierzu jedoch
zum Teil widersprichliche Ergebnisse. Es erschaomit sinnvoll, den Einfluss der
verwendeten Anésthetika zum einen mdglichst geanm) anderen so konstant wie moglich zu

halten.

Isofluran

Wir wissen heute, dass sich der Ablauf der postistbichen Schadigungskaskade tber Tage
erstreckt und somit geschéadigte Neurone auch nimipeeZeit nach dem eigentlichen Insult
absterben konnen. Hier stellt sich nun die Frage,lange vermutete neuroprotektive Effekte
der wahrend der Ischamie eingesetzten Anasthetikaltean und ob sie Uberhaupt dauerhaft
Neurone vor dem Untergang bewahren kénnen. M. Kaelagversuchte diese Frage
tierexperimentell zu klaren. Er unterzog Rattereuidoflurannarkose einer fokalen zerebralen
Ischamie und verglich die resultierende Infarktgrtfdit der einer Kontrollgruppe, deren
Anasthesie wahrend der IschAmiephase unterbrochefewBei den Tieren der erstgenannten
Gruppe zeigten sich 48 Stunden nach dem ischamisdhsult signifikant kleinere
Infarktareale. Zwei Wochen spater gab es zwischeideh Gruppen jedoch keinen
signifikanten Unterschied mehr bezlglich der Infgré3e und damit der untergegangenen
Neurone. Aus diesem Ergebnis folgerte man, daskulan den Zeitraum bis zum Absterben
der geschadigten Nervenzelle zwar verlangert, dératergang jedoch letztendlich nicht
ganzlich aufzuhalten vermag [KAWAGUCHI et al. 2008htsprechend kann man allenfalls
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von einem nur gering ausgepragten neuroprotektféekt der gewahlten Isoflurannarkose in
der vorliegenden Studie ausgehen, an dem letallehVersuchstiere einheitlich partizipieren
und somit weiterhin vergleichbar bleiben. Dartiheabs war die Narkosedauer der Sham- und
BCAO-Gruppen identisch.

Fentanyl

Zur intraoperativen Schmerztherapie erhielten ddesMchstiere einen Fentanylbolus (0,05 pg =
0,14 pg/kg). Dieses hochpotente Opioid (u-Rezefgmmist) stellt eine ausreichende
Analgesie wahrend der chirurgischen PraparatiomesicAuch zu diesem Medikament
existieren, auf der Basis tierexperimenteller Usuehungen, widersprichliche Meinungen
bezlglich neurotoxischer Effekte nach einer isdbéinen Schadigung. So berichtet W.A.
Kofke von einer Zunahme der ischamisch bedingterd&fiirnschadigung im Rattenmodell
durch Fentanyl. Dies wurde auf eine gesteigerte ndtffwechselaktivitat durch
opioidinduzierte Krampfaktivitat (>400ug/kg) zur@gekuhrt [KOFKE et al. 1992].
Y. Morimoto konnte wiederum belegen, dass selbsthdosisgaben von Fentanyl nicht zu
einer Zunahme der Schadigung und damit zu einenschiechterten Outcome flihren
[MORIMOTO et al. 1997]. Dies konnte durch eine wegdt Studie von V. Soonthon-Brant
bestatigt werden [SOONTHON-BRANT et al. 1999]. Dakann davon ausgegangen werden,
dass der Fentanyleinsatz im Rahmen dieser Studigguad der deutlich niedrigeren Dosis

keinen Einfluss auf das neurokognitive Outcome hat.

Cisatracurium

Studien, die einen moglichen negativen Effekt désat@acuriums auf das neurokognitive
Outcome beschreiben, beziehen sich bei ihren Urtiesngen zumeist auf das Abbauprodukt
Laudanosin. So kénnen bei Ratten durch intrave@assen von 10-20 mg/kg, entsprechend
einer vielfachen Uberdosierung, Krampfanfélle irdzwerden, die mit einer neuronalen
Schadigung einhergehen [CHAPPLE et al. 1987]. @Gisatium ist das cis-Stereocisomer des
Atracuriums und gehort zu den mittellang wirksam@0 min) nicht depolarisierenden
Muskelrelaxantien. Der Abbau des Cisatracuriumslgrizu tber 95 % durch die Hoffmann-
Elimination (= spontaner nicht enzymatischer ZéxfalDie Esterbindungen der
Molekulfragmente werden dann von Carboxylesterdsgholytisch gespalten und so weiter

abgebaut. Hauptmetabolit ist wie beim Atracuriuns daudanosin. Aufgrund der vier- bis
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funffach héheren neuromuskulér blockierenden Potlasz Cisatracuriums, féllt dieses jedoch
in entsprechend geringerer Menge an. Die Laudakasaentration nach Gabe des
Cisatracuriums betragt somit nur etwa 25 % dergmigach Gabe von Atracurium. Im

Gegensatz zum Atracurium kommt es nur noch zu eigerngen dosisabhangigen

Histaminfreisetzung. Vasodilatationsbedingte Kerisleranderungen (Blutdruckabfall,

Tachykardie) treten praktisch nicht auf [KROCHS kt2801]. Zur Muskelrelaxation wahrend

der ischéamischen Versuchsphase erhalten die Tirmreakg 0,2 mg Cisatracuriumbesilat (~ 0,6

mg/kg). Dies verhindert effektiv ein Einsetzen @&pontanatmung wahrend der zu diesem
Zeitpunkt abgeflachten Narkose, und ermdéglicht s é&ontrolle der endexspiratorischen

COx-Werte im vorgegebenen Normalbereich (e#CB0 = 2 mmHg) auch wéhrend dieser
Versuchsphase. Es ist anzunehmen, dass in der enw@losierung keine negativen Effekte

auf das neurokognitive Outcome durch Erniedrigusigkiampfschwelle der Tiere zu erwarten
sind; ebenso wenig eine noch am Versuchsende keskeRRelaxierung, da die Extubation stets
beim wachen, suffizient spontan atmenden Tier itspgachendem zeitlichem Abstand zur
Applikation (>70 min) erfolgte.

Lidocain

Eine lokale Analgesie wird durch intraoperative étapritzung der Praparationsstellen mittels
Lidocain erreicht. Auch zu diesem Medikament egrstn tierexperimentelle Studien [LEI et al.
2004], die diesem Lokalanasthetikum (Bolus: 1,5 kmgi Infusion: 2 mg/kg/h) eine
neuroprotektive Wirkung zusprechen. Eine Evaluaitionumanmedizinischen Untersuchungen
an kardiochirurgischen Patienten konnte einen Effaldf eine postoperative kognitive
Dysfunktion innerhalb eines Beobachtungszeitraurmes einem Jahr wiederum nicht
bestatigen [MATHEW et al. 2009]. Der Einsatz vomdgain zur subkutanen Unterspritzung
der Praparationsstellen (0,15 mg/kg) erscheintan gewahlten Dosierung somit beziglich
maoglicher neuroprotektiver Effekte vertretbar uns éierschutzrechtlichen Griinden fur beide
Versuchstiergruppen (BCAO/Sham) zwingend, um eirsreachende Analgesie gewahrleisten
zu kdnnen. Von einer prolongierten postoperativeinkivig kann zudem aufgrund seiner
kurzen Wirkdauer (15-20 min) nicht ausgegangen aref8 CHNEIDER et al. 2008].
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Heparin

Auch fur Heparin (1,5 mg/kg) sind neuroprotektivifekte beschrieben worden [MARY et al.
2001]. In aktuellen Studien konnten derartige BE#ejedoch nicht nachvollzogen werden
[MATHEW et al. 2009]. Auf eine Vollheparinisierungeider Versuchstiergruppen
(BCAO/Sham) wird in der vorliegenden Studie jedeekzichtet. Eine Teilheparinisierung (50
IU) wird wahrend der relativ kurzen Zeit (10 Minoje in der das entnommene Blut
extrakorporal in entsprechend heparinisierten Zmi(25 1U) aufbewahrt wird, als ausreichend
betrachtet um zuverlassig eine Koagulation zu weldrin. In dieser geringen Dosierung sind

maogliche neuroprotektive Effekte vernachlassigbar.

4.1.5 Diskussion der intraoperativen Messparameter

Voraussetzung fur die Vergleichbarkeit der Ergedmianerhalb eines Modells und mit anderen
Studien ist eine standardisierte Vorgehensweise etie Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
innerhalb dieses Modells gewéhrleisten soll. Eingtanter Versuchsablauf wird somit durch
die regelmafige Durchfuihrung dieser Messungen aiefiaierten und identischen Zeitpunkten

durch denselben Untersucher gewéhrleistet.

Neben der Messung des mittleren arteriellen BlukBwnd des Blutzuckerspiegels wird eine
Blutgasanalyse durchgefuhrt, um Aufschluss tber @ehalt an Hamoglobin, den arteriellen

paCQ, paQ, und den pH-Wert des Blutes zu erhalten.

Dartber hinaus wird die Kérpertemperatur der Trargels Temperatursonden Uberwacht. Da
die Versuchsdurchfiihrung selbst entscheidend voer éiontinuierlichen Blutdruckkontrolle
abhangt [EKLOF et al. 1973] wird darterielle Blutdruck entsprechend (iberwacht. Eine
intraoperativ unbemerkt bleibende Hypotonie und sksmtiver Minderperfusion des Gehirns
konnte z.B. den neurologischen Schaden aggraviggdBGENTHALER 2001] und die
Untersuchungsergebnisse nachhaltig beeinflussen.

Die Glukosekonzentration wird bestimmt, da bekaistt dass eine erhdhte Blutglukose-
konzentration bei zerebraler Ischamie eine Verguifig des Infarktgebietes durch einen
vermehrten Anfall von Laktat und eine ausgepragéaidose zur Folge hat [HOFFMANN et
al. 1990].
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Durch die regelmafige Kontrolle der Blutgase wamégllich eine insuffiziente Beatmung zu
erkennen und die Beatmungsparameter der metabeisgituation der Tiere anzupassen, um
konstante Versuchsbedingungen zu erméglichen. iegkdNeise konnte etwa eine Hypo- oder
Hyperkapnie der Tiere im Zuge einer beatmungsbéeinyentilationsstérung erkannt und
behoben werden, bevor sie zu einer mal3geblichemfRessung des zerebralen Schadens
fihren kann [VANICKY 1992].

Da sowohl intraoperative Temperaturabfélle einearowgrotektiven Effekt haben kdnnten
[WERNER 1997], als umgekehrt Temperaturanstiegeatexisch wirken kénnen [REITH et
al. 1996] kommt der kontinuierlichen Temperaturinsehung und Kontrolle im Rahmen der
operativen Versuchsphase entscheidende Bedeutundgrgzahwerend kommt hinzu, daf3
Inhalationsanasthetika wie Isofluran die Kérpertemagpurregelung beeintrachtigen kdnnen
[DARDAI et al. 1987] und bei kleinen Nagern einedasthesiebedingte Hypothermie
besonders ausgepragt auftreten kann, da das Meshdlton Korperoberflache zu

Korpergewicht sehr grol3 und damit unginstig ist.

4.1.6 Neurologische Untersuchung

Die neurologische Untersuchung der Versuchstiegetgirimar der Erfassung grobmotorischer
Defizite, die durch die aktive Teilnahme der Tibesser als durch reine Beobachtung erfasst
und quantifiziert werden kénnen [COMBS et al. 198id|der so genannten Habituationsphase
werden die Tiere mit dem Versuchsablauf vertrauhasht. Die hierbei erhobenen Daten
dienen dem Vergleich mit den nach Abschluss desatipen Versuchsteils erhobenen Werten.
Leider existieren derzeit keine einheitlich staddaerten Testverfahren der neurologischen
Untersuchung bei Nagetieren. Zwar werden einzeksbhtterien (z.B. der Balken-Geh- und
Balken-Gleichgewichts-Test) in verschiedenen Studianer wieder eingesetzt [MARKGRAF
et al. 2001], jedoch variieren diese oftmals inl#auf (unterschiedliche Balkendicke und Form,
Balkenlange usw.) und Bewertung. Die UntersuchurmyBewertung der einzelnen Tiere ist in
gewissem Umfang vom Untersucher abhangig und iegerl damit subjektiven
Einflussfaktoren. Deshalb wurden in dieser Studie Bintersuchungen von qualifizierten
Veterinarmedizinern unter den stets gleichen Bediggn, zur gleichen Uhrzeit und in der
gleichen Reihenfolge durchgefuhrt. Zur Reduktionghobier Angstreaktionen der Tiere
wurden die einzelnen Versuchsgruppen von ein unusdien geblindeten Untersucher

betreut. Die Untersuchung selbst fand tagsuberergé&mnde der Hellphase der nachtaktiven
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Nagetiere statt, um den Untersuchern hierfir actseeide Beobachtungsbedingungen zu
bieten.

Die Testergebnisse der sensorischen Fahigkeitdn (8@l Horvermdgen, Vibrissenreaktion,

Propriozeption) der Versuchstiere zeigten einlobidi Werte in allen Versuchsgruppen.
Dieses Ergebnis wurde erwartet, da Auffalligkeiten diesem Bereich zumeist mit

schwerstwiegenden zerebralen Schadigungen eintergetirden, die mit dem Uberleben

des Tieres in der Regel nicht mehr vereinbar wéren.

Balken-Geh-Test

Diese Testmethode dient dazu kortexbedingte Stérumgder Koordination der Vorder- und
Hintergliedmalie zu identifizieren [FEENEY et al829und konnte bereits in anderen Studien
erfolgreich zur Bewertung sensorisch-motorischéirustgen nacteiner zerebralen Ischamie
[OHLSSON 1995] eingesetzt werden. So wuirden Tierat mainer einseitigen
Hemispharenschadigung durch Fehltritte auf derrtateralen Seite auffallen [SOBLOSKY et
al. 1996].

Der einfache Testaufbau bietet wenige Fehlerquellerd nutzt in seiner einfachen
Aufgabenstellung den natirlichen Trieb der Rattesiner ihr unbekannten Situation Schutz zu

suchen. Das Tier wird versuchen, durch AblauferStiescke Deckung zu finden.
Balken-Gleichgewichts-Test

Mit Hilfe dieses Tests wird speziell der Gleichgewissinn der Tiere Uberpruft und mdgliche
vestibulomotorische Defizite im Rahmen fokaler, te@nervosen Schadigungsmodelle
[BARONE et al. 1992] erkannt [COMBS et al. 1987].

Eine denkbare Fehlerquelle konnte in einer gemereélichwéache der Tiere wahrend der ersten
postoperativen Tagen zu suchen sein, d.h. die Ria#te gar keine neurologischen
Ausfallserscheinungen, sondern ist schlichtweg esclgwacht, um sich auf dem Balken zu

halten. Hier obliegt es dem erfahrenen Untersucheses Verhalten entsprechend zu deuten.
Drahtgitter -Test

Dieser Test dient der Beurteilung der Muskelkradicm Vorhirn- und fokaler zerebraler
Ischamie der Tiere [COMBS et al. 1987]. Hierfur Sith das Versuchstier auf einem variabel
geneigten Gitter (0-90-180°) fur eine definiertatdauer (5 Sekunden) lang festhalten. Lasst

sich eine Ratte aus der Ruckenlage heraus falkekarsn man zusatzlich den Stellreflex beim
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Fallverhalten beurteilen. Dieser Reflex wird jedogtf Ebene des Mittelhirns verschaltet
[KOLB et al. 1985]. Damit kann der Test diesbeztlglikeine Aussagen uber die zu

erwartenden hippokampalen Lasionen machen.

Eine mogliche Fehlerquelle der Untersuchung liegt der erforderlichen Drehung des
Drahtgitters. Erfolgt die Wendung zu abrupt, fallis Tier trotz normaler Muskelkraft vom
Gitter, erfolgt sie zu langsam, wird die Ratte uiyedich versuchen, auf dem Gitter
entlangzulaufen, anstatt sich festzuhalten. Diesblefquelle kann jedoch aufgrund der

Erfahrung der Untersucher ausgeschlossen werden.
Greif-Zug -Test

In diesem Test sollen sich die Tiere mit ihren \@pdoten an einem horizontal gespannten
Drahtseil fur eine definierte Zeitdauer (15 Sekumd&ng festhalten. Dabei werden die
Muskelkraft der Vordergliedmalien und auch der @oegfang als solcher beurteilt werden
[COMBS et al. 1987]. Eine Parese der vorderen Bxtégen wird in diesem Test unmittelbar

auffallen, wenn das Tier nur mit einer Gliedmaf3hndem Drahtseil greift.

Eine mogliche Fehlerquelle besteht in einer zunged Hohe des Drahtseiles, denn kommt es
zu einem, wenn auch nur kurzen Kontakt des Rattevestizes mit dem Boden, werden einige
Tiere vorzeitig loslassen, da die Hohe als ungé&iherkannt wurde. Dieses Phanomen wurde
in der obig zitierten Studie nicht beschrieben [CBB/et al. 1987].

4.1.7 Modifizierter Hole-Board-Test

Im modifizierten Hole-Board-Test werden im Weseatidin die Testparadigmen des offenen
Feldes (Lokomotionsaktivitat und Angstverhalten) aeénen eines klassischen Hole-Boards
(Explorationsaktivitat) vereint. Urspriinglich alsog¢fhitionstest fir Tupaias (Spitzhérnchen)
entwickelt [OHL et al. 1998] wurde er wenig spdtarRatten modifiziert. Erstmals war es nun
maoglich neben Kognition und ErkundungsverhaltenhaAagstverhalten, Erregung, soziale
Affinitdt und lokomotorische Aktivitat der Tiere thilfe eines einzigen Tests zu erfassen [OHL
et al. 2001. Dies reduzierte zum einen den Zeitaufwand, zumleeen die bendtigte

Versuchstierzahl, da Tiere, die in einem Verhattsiuntersucht werden sollen, tber keinerlei
Testerfahrung in anderen Verhaltenstests verflugéaried um eine Beeinflussung der

Testergebnisse auszuschlieRen [OHL et al. 20Man weil, dass Verhaltenstests sowohl von
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den gewahlten Testbedingungen als auch vom Tesfaljfdersuchsstress”) selbst stark
beeinflusst werden [BROADHURST 1957] und insbesoadegnitive Leistung bei Tieren
gleichermalRen wie bei Menschen durch Stress nelgaginflusst werden kann [MCEWEN et
al. 1995][OHL et al. 1998.

In vielen bei Nagetieren eingesetzten Verhaltetstesrden die Tiere von ihren Artgenossen
getrennt (Isolations- und Transportstress) in gWersuchsarena“ verbracht. Hier werden die
Tiere dann weiteren aversionsbedingenden Reizéh {(mrangegangener Nahrungsentzug,
Schmerzreiz) als ,Motivatoren” zur Losung der Tafjabe ausgesetzt [JARRARD et al. 1986]
[HODGES 1996]. Die Ergebnisse dieser Versuche bildann vielfach jedoch nicht die
Verhaltensveranderung durch eine bekannte spdmfid€influssgroRe (z.B. Medikament,
ischamische Schadigung) ab, sondern vielmehr dieakt®® (Vermeidungs- und
Angstverhalten) der Versuchstiere auf den ,Verssitbss” [PRUT et al. 2003].

Hier zeigen sich nun die Starken des modifizietete-Board-Tests. Transportstress entfallt,
da die Tiere in ihrem Versuchskafig leben (HomecagBerabteil und Versuchsarena). Die
spezielle Konzeption des Homecage vermag zudem efationsstress und damit
angstassoziierte Verhaltensweisen zu minimierenhrévié des eigentlichen Testdurchlaufes
kann das Versuchstier jederzeit durch die mit Lécheersehene durchsichtige Trennwand
Kontakt mit seinen Artgenossen im Tierabteil aufneh. Der Test nutzt zudem keinen
Futterentzug, sondern lediglich den natirlichenugdungstrieb und das Futtersuchverhalten
(Puffreis = besonderer, vertrauter Futterreiz) Rlatte. Denn in der Habituationsphase werden
die Tiere mit dem Testaufbau und der Futterbelogr{fuffreis) vertraut gemacht. Letzteres ist
aufgrund der naturlichen Futterinhibition der Rattiorderlich. Durch das Vertrautmachen mit
dem neuen Futter kann sichergestellt werden, déssTeere vor Testbeginn den Puffreis
fressen. So soll es dem Versuchstier ermdglichtderer im eigentlichen Versuch sein
weitgehend nattrliches, mdglichst angstfreies Meghau zeigen. Einschrankend muss jedoch
festgestellt werden, dass die Ratte immer nochanTdstarena gesetzt wird und damit diese
strenggenommen nicht aus eigenem Antrieb zum Tiggin&t betritt. Diesen stbrenden
Einflussfaktor versucht jedoch die vorhergehendbitdationsphase zu minimieren: Die Ratte
kennt in diesem Fall ihre ,Test-Umwelt" als Ort @irmdglichen ,Futtersuche”. Auf der Basis
eines visuell-rdumlichen Testmodells lernen die tdRat eine Kennzeichnung (weil3es
Klebeband) mit einer erreichbaren Futterbelohnudig, nur in entsprechend markierten
Lochern zu finden ist, zu assoziieren, anstattdieher wahllos nach Futter abzusuchen. Dies

ermoglicht eine Beurteilung der kognitiven Leistsfadigkeit und Gedachtnisfunktion der
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Tiere [OHL 2003]. Voraussetzung hierfir ist, dass Ratte sich in ihrer Entscheidung fiir ein
Loch nicht olfaktorisch orientiert. Deshalb werddie Vertiefungen im unteren Board taglich
vor Versuchsbeginn mit frischen Puffreisstiickcheefilt, sodass alle Ldcher immer
gleichmafig nach Puffreis riechen. Die tatsachdickichbare Futterbelohnung wird dann unter
dem jeweils markierten Deckel auf dem Gitter ptziZusatzlich wird der Eigengeruch des
Puffreises durch Bestreichen aller Lochrédnder mihera konzentrierten Duftstoff
(Johannisbeeraroma) uberdeckt. Aus denselben @beden heraus wurden samtliche
Lochabdeckungen des Hole-Boards zwischen den agrzeNMersuchstagen mit einem
Klebestreifen versehen, der entsprechend der Rasgoumgsliste am folgenden Tag wieder
entfernt wurde. So riechen alle Locher gleich istemach Klebstoff. Dennoch ist eine gewisse
Geruchsorientierung der Tiere beim AbsolvierenTEsts nicht ganzlich auszuschliel3en.

Die besondere Rahmenkonstruktion des doppelten-Bilmdeds verhindert ein Verrutschen
wahrend des Versuchsdurchlaufes und erscheint zdeéenTieren trotz seiner grof3eren Dicke
optisch so ,ebenerdig”. Dies ist wichtig, da eimkGdte Ebene fir Nagetiere wiederum einen
angstbeladenen Reiz darstellt [OHL 2003]. Nach woe stellt sich bei jedem kognitiven
Testparadigma und damit auch beim modifizierten eHeward-Test die Frage einer
speziesiibergreifenden Ubertragbarkeit der mit seidilée detektierter kognitiver Defizite und
der ihnen zugrunde liegenden neurobiologischen Elasmen. Wir wissen, dass grundlegende
neuronale Prozesse wie die synaptische Transmisemer die Langzeitpotenzierung
evolutionsbedingt bei Ratte und Mensch ahnlichu#bla Dennoch wissen wir nicht, wie Tiere
aufgrund der fehlenden Sprachentwicklung ,denkem welchen Einfluss dieser Umstand auf
die kognitive Leistungsfahigkeit hat. Nicht zu vachlassigen sind zudem artspezifische
Eigenheiten. So sehen Ratten im Vergleich zu Masdeutlich schlechter, verfiigen jedoch
Uber einen ausgezeichneten Geruchssinn. Somit &dlag Tier je nach Versuchsanordnung
scheinbar ,kognitiv* im Vor- oder Nachteil sein. tzgendlich bleibt die Frage der
Ubertragbarkeit ungeklart, wenn auch Konsens dariibesteht, dass wohl einfache
Lernprozesse (Habituierung, Konditionierung), dig den oben genannten grundlegenden
neuronalen und evolutionsbedingt stabilen Prozebseanhen, im Tiermodell abbildbar und

damit vergleichbar sind.

Nachteil des modifizierten Hole-Board-Test ist lggn seine Storanfalligkeit und der
aufwendige Personaleinsatz. Insbesondere Untensgehuder Arbeitsgedéachtnisfunktion sind
Uberaus leicht beeinflussbar (z.B. durch sogenagj8tkreckreaktionen®), da sie auf flexiblen

Reiz-Reaktions-Assoziationen beruhen [OLTON 192Qjs diesem Grund muss wéahrend der
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Testdurchfiihrung auf eine méglichst stérungsfréerusche) Umgebung geachtet werden. So
wird versucht den externen Gerauschpegel im Tierrdurch Radiomusik zu dampfen. Unter
den gleichen Uberlegungen kommt eine gerauschlasentdstatur zur Dateneingabe wahrend

der Versuchsbeobachtung zum Einsatz.

4.1.7.1 Kognitive Defizite im modifizierten Hole-Board-Test

Mithilfe der kognitiven Parameter lassen sich deenleistung der Versuchstiere beurteilen und
verschiedene Gedachtnisfunktionen Uberprifen. Danale Gedachtnisfunktionen auf der
strukturellen Integritdt entsprechender neuron8leukturen ful3en, kdnnen aus fehlerhaften
Gedéachtnisleistungen Ruckschlisse auf Schadiguegesprechender neuronaler Strukturen

(z.B. Hippokampus) gezogen werden.

Lernleistung

Die Lernleistung der Versuchstiere lasst sich ikelainfach aus der fir den erfolgreichen
Versuchsabschluss (Auffinden und Fressen der drgiefBelohnungen) erforderlichen

Gesamtzeit ableiten. Wahrend der 21-tdgigen Vesplase lernen die Tiere den Test und
handeln folglich immer zielgerichteter und damihrseller. Dieser Parameter ist jedoch dem
Einfluss bestimmter Verhaltensparameter unterworfem wird diese Gesamtzeit nicht nur
davon bestimmt, wie lange die Ratte benétigt unridasige Loch zu finden, sondern auch von
ihrer Motivation (Latenz bis zum Fressen der erdtetterbelohnung), von Angstverhalten

(Immobilitdt, Gesamtzeit auf dem Hole-Board, Latbiez zum ersten Hole-Board-Besuch) und

allgemein motorischer Parametern und muss in diégamtext bewertet werden.

Deklaratives Gedéachtnis

Deklarative Gedéachtnisleistungen sind die Erinngemn an Fakten und Ereignisse.
Neurologische Grundlage der deklarativen Gedadhiriton stellt der Hippokampus dar.
Eine strukturelle Schadigung dieses Areals fuhneweigerlich zu Ausfallen im deklarativen
Gedéchtnis [ZOLA-MORGAN et al. 1986] [SQUIRE 1998)d werden im mHBT durch die
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Anzahl der Fehlbesuche und Auslassungsfehler erfagsTiere haben zum einen gelernt, die
weil3e Pflastermarkierung mit einer Futterbelohnimyerbindung zu bringen, zum anderen,
dass die nicht markierten Ldcher leer sind undB®such nicht zum Fresserfolg fiihrt. Die
Lochmarkierungen wechseln entsprechend einer Raswwongsliste taglich. Denn nur so
sind die Tiere gezwungen, ihr deklaratives Geddeh®inzusetzen um die erlernten

Informationen flexibel im Testkontext zu nutzen.

Arbeitsgedachtnis

Das Arbeitsgedachtnis, als gerade aktiver Teil Heszzeitgedachtnisses, kann mit dem
Bewusstsein gleichgesetzt werden. Es vermag Infoyrmen nur zeitlich begrenzt zu speichern
und zu bearbeiten — gleichsam einer bewusstennhafiiwnsverarbeitung im Sekundenbereich
[MILLER 1956]. Mal3geblich basiert es auf einem ki¢gn prafrontalen Kortex [BADDELEY
2000].

Die Funktionalitat des Arbeitsgedachtnisses wirdadh bewertet, ob sich ein Tier wahrend
eines Versuchsdurchlaufs erinnert, welches maeklasth von ihm bereits erfolgreich besucht
wurde. Deshalb gilt ein erneuter Besuch eines tseggleerten Loches als Indikator einer
Arbeitsgedachtnisstorung [OHL et al 1998]. Um Fehlies Arbeitsgedéachtnisses jedoch
aussagekréftig bewerten zu konnen, bedarf es zagmst Lernphase, in dieser Studie drei
Versuchstage lang, an deren Ende die Tiere stAbggangswerte erreichen [STECKLER et al.
1996].

Damit liegt das Hauptaugenmerk in der Beurteiluagkibgnitiven Leistungsfahigkeit der Tiere

auf dem Lernverhalten (Lernleistung) die eine Balumg subtiler Veranderungen erlaubt.

4.1.7.2 Verhaltensdefizite im modifizierten Hole-Board-Test

Der modifizierte Hole-Board-Test vermag neben degritiven Leistungsfahigkeit, umfassend
das Verhaltensrepertoire der Ratte abzubilden. biierist zu bedenken, dal3 auch

Verhaltensveranderungen die kognitive Leistungrfieeisen konnen [OHL et al. 2061
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Im Rahmen dieser Untersuchung wurden mit seinefie Hihgst- und Explorationsverhalten

sowie feinmotorische Funktionen der Tiere erfasst.

Angst

Dieser Verhaltensparameter spiegelt sich letzteimdlim Vermeidungsverhalten der
Versuchstiere wider. Wird die Ratte mit einer imbakannten offenen Flache konfrontiert,
sucht sie zunadchst deren Randbereiche auf und MEMeen zentralen Bereich. Die
unbekannte Situation wird dann aus diesem, dem Tg&cher erscheinenden
Begrenzungsbereich heraus erkundet. Dieses Vartgitegelt sich in der Zeit, die das Tier auf
dem Hole-Board verbringt wider. Die Zeit, die vdrgbis die Ratte das Hole-Board erstmalig
betritt, wie auch die Anzahl der Hole-Board Besudgeben ebenfalls Aufschluss Uber das
Angstverhalten. So kann die Zunahme der Zeit de ™ar auf dem zentralen Hole-Board
verbringt als Zeichen fur den schrittweisen Abb@ser natlrlichen Angst gewertet werden
[PRUT et al. 2003]. Man weil3, dass mit einer Zunahier Angstlichkeit der Tiere deren
kognitive Leistungsfahigkeit sinkt. Die Gewohnungr dliere an die Testsituation in der
Habituationsphase soll deshalb dazu beitragene diegst abzubauen [OHL et al. 2002]. Ein
weiterer Angstindikator findet sich im Parametermobilitit wieder. Diese Form der
Inaktivitat kann als ein passives Vermeidungsvéenabetrachtet werden [HO et al. 2002].
Problematisch ist hierbei jedoch die Unterscheidemgeinem entspannten Ruheverhalten der
Tiere [WISHAW et al. 1999]. Der erfahrene Unterseicmuss hier durch Beobachtung der
Kdrperhaltung erkennen, ob ein Tier angstlich emstader zwischen den kurzen Phasen
intensiver Erkundung lediglich temporar innehalbiidalverhalten) [WISHAW et al. 1999].
Die Dauer der Immobilidtsphasen kann zudem als Eimwauf ein verschlechtertes

Allgemeinbefinden gewertet werden.

Explorationsverhalten

Das Interesse der Tiere an ihrer Umgebung lasdtdRbitiisse auf ihr Erkundungsverhalten und
eine Einschatzung ihrer Motivationshaltung zu. Bged/erhalten dient grundsatzlich dem
Arterhalt, da nur Tiere, die ihre Umgebung sorgjétkunden (Futtersuche), sich an eventuelle
Anderungen derselben anpassen und mogliche Gefateehntzeitig erkennen konnen

(Fressfeinde). Im mHBT bildet die Latenz, bis zumsten Lochbesuch das gerichtete
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Explorationsverhalten der Tiere ab. Dieses Erkugduerhalten basiert auf Hunger- oder
Durstempfinden der Tiere sowie einer starken imlmddetivation (,Neugier®), die Umwelt zu
erkunden. In der Lernphase des mHBT steigt digeightete Exploration der Tiere an, da sie
zunehmend mehr Locher besuchen [OHL et al. 2008].d&s Tier steigt mit der Anzahl der
gedffneten Locher die Wahrscheinlichkeit die Fiidwhnung (Puffreis) zu finden. Innerhalb
der ersten Versuchstage erlernt die Ratte den dastheil3t die Zahl der Lochbesuche sinkt
wieder. Je ofter das Tier den Test durchlaufenuraso zielgerichteter geht es vor, und umso

zielgerichteter wird sein Erkundungsverhalten.

Die Zeit, die vergeht, bis die Futterbelohnung esfen wird, gilt ebenfalls als
Motivationsparameter. In die Beurteilung des Exgiionsverhaltens flie3en dartiber hinaus die
Haufigkeit der Lochbesuche, und das AufrichtenTdere ein.

Feinmotorik

Die Beurteilung der motorischen Geschicklichkeit ©ersuchstiere erlaubt Rickschlisse auf
komplexere feinmotorische Leistungen und diesbeédiglDefizite. Dies zeigt die Anzahl der
vergeblichen Lochbesuche an. Mit Hilfe dieses Patars lasst sich eine dauerhafte motorische
Einschrankung der Tiere, die ein schlechteres kivgsi Ergebnis zur Folge haben kdnnte,
beurteilen. Die Fresszeit (Zeit, die vergeht bis @ieer die Futterbelohnung aufgefressen hat) ist
ebenfalls ein wichtiger Indikator fur die feinmaswhen F&higkeiten der Ratten. Um die
gefundene Futterbelohnung zu fressen, sind mehmgegnander zu koordinierende Vorgange
notig: Die Ratte muss den Puffreis greifen, festimal mit den Pfoten zum Maul flhren,
abbeil3en, kauen und schlucken. Je eingeschramdaerath das Tier in seinen feinmotorischen
Fahigkeiten ist, desto mehr Zeit wird es fur dassben der Futterbelohnung brauchen.
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4.1.8 Hirngewebsuntersuchungen

4.1.8.1 H.E.-Farbung

Die histologische Bewertung des Gehirns nach is@démar Schadigung lasst
Schadensprozesse auf zellularer Ebene erkennen sidin Kontext mit klinischen

Veranderungen bringen. Geschadigte Neurone ersghpink/eosinophil und lassen sich damit
lichtmikroskopisch von ungeschadigten blau/basephMeuronen differenzieren. Dabei wird
Eosinophilie als Zeichen einer gravierenden Zdfistchselstorung gewertet, die im Zelltod
munden kann. Hier kénnten somit auch Zellen degdktverden, die sich unter Umstanden
wieder erholen kdonnten. Mit Hilfe der HE-Farbungjexloch keine Differenzierung zwischen

Nekrose und Apoptose mdaglich.

4.1.8.2 Immunhistochemische Farbungen

Ziel dieser Untersuchung war die Detektion neurenzkllen und der von ihnen freigesetzten
proinflammatorischen Proteine (NB, COX-2, TNFe). Dies gelang mit Hilfe der
immunhistochemischen Doppelfarbung. Zwei verscmed&nzymsysteme und Farbstoffe
markieren dabei die Neurone rot, und neuronalesBNEEOX-2 und TNFe braunlich um
eine eindeutige lichtmikroskopische Unterscheidung gewéhrleisten. Der entscheidende
Vorteil dieser Methode gegenuber z.B. Verfahren wWeam Western Blot, liegt in der
guantitativen ,Messung”“, d.h. in der direkte Audmdlg der entsprechenden Neurone
innerhalb der interessierenden anatomischen Sterkt(Hippokampus). Aul3erdem ist eine
eindeutige Zuordnung zum expremierenden ZelltypJi@sem Fall Neurone moglich, indem
der neuronalen Markers NeuN, ein etablierter spehiér Marker ausdifferenzierter
Nervenzellen verwendet wird [WOLF et al. 1996].

Um das Ausmald der postischdmisch erwarteten Ndlamimation beurteilen zu kdénnen
wurden unterschiedliche Faktoren @B; COX-2, TNFea) gewahlt, die zentrale Rollen im
Ablauf der Inflammationskaskade spielen. Zum eiden Transkriptionsfaktor Né&B, der
seinerseits eine entscheidende Rolle in der Reguolader Inflammationsreaktion auf
proinflammatorische Stimuli (Zytokine) [PAPARELLA teal. 2001], sowie in der
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Hochregulation weiterer inflammatorischer Mediato(€OX-2, iINOS) spielt [PAPARELLA

et al. 2001] [KHAN et al. 2005] [ZHANG et al 2005].

COX-2 stellt das Schlusselenzym der Prostaglandihege dar, dessen Transkription durch
inflammatorische Stimuli (TNFe, IL-1) angeregt wird [BRUNE et al. 1998][MORITA QQ]
und seinerseits wiederum entzindliche Reaktionderlalten kann. Bei den von COX-2
synthetisierten Prostaglandine ist insbesondere,RGi Interesse, welches einerseits durch
eine Beeinflussung der synaptischen Ubertragungliippokampus [CHEN et al. 2002] eine
Rolle fur die Gedachtnisfunktion spielen kann [RAkt al. 2003], andererseits regelhaft im
Rahmen eines ischamischen Insults erhoht ist [SAIRN et al 1998].

TNF-o wird der Gruppe der proinflammatorischen Zytokingyerechnet und nimmt eine
zentrale Rolle im Rahmen der unspezifischen Entzigsantwort (hepatische
Akutphaseproteinfreisetzung) [SIEGENTHALER 200&in. Im Gehirn selbst vermag dieses
Zytokin Uber Stimulation der Astrozyten und kongeker Mediatorfreisetzung (GM-CSF; G-
CSF; M-CSF), die Leukodiapedese von Makrophagen u@danulozyten in
Entztndungsherde fordern (ICAM-1/VCAM-1) [BELLASTA& al. 1995] [BENVENISTE
et al. 1995].

Mithilfe dieser Auswahl (Transkriptionsfaktor NB; Prostaglandinsynthetase COX-2;
proinflammatorischen Zytokin TNE) lassen sich die komplexen Vorgange der
Neuroinflammation auf verschiedenen Stufen der Eimdmngskaskade abbilden.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

Unterzieht man Ratten einer zehnminttigen inkonghetemporaren Vorderhirnischamie,
kommt es zu einem signifikanten Anstieg der zedebrinflammationsparameter KB,
TNF-a und COX-2. Diese inflammatorische Reaktion desiGseh(Maximum am siebten
postoperativen Tag), ist verbunden mit einer Uben desamten Beobachtungszeitraum
bestehenden Einschrankung der kognitiven Leisté@ggkeit der Tiere und einer Stdérung
ihres deklarativen Gedachtnisses, jedoch ohne Bassnng der Arbeitsgedachtnisfunktion.
Dies geht mit einem passageren neurologischen iDeiinher.

Auch bei den Tieren der Sham-Gruppen lasst sichAomsnahme von COX-2 in der Sham 7-
Gruppe, ein signifikanter Anstieg der zerebraleflammationsparameter gegenuber den
unbehandelten Nativtieren beobachten, der jedodht nmit einer Einschréankung der
kognitiven Leistungsfahigkeit oder des deklaratiGadachtnisses einhergeht. Dieser Anstieg
ist jedoch im direkten Vergleich zu den Tieren ®ZAO-Gruppe signifikant geringer
ausgepragt, d.h. auch bei den scheinoperierteremi@lommt es zu einer Freisetzung
zerebralen Inflammationsparameter, die jedoch mahder postischamisch beobachteten zu
vergleichen ist.

Das Auftreten von persistierendem neurokognitiveefiZit bei Tieren nach BCAO und
erhohter Anzahl NEB-, TNF-u- und COX-2- positiver Neurone im Hippokampus lasst
letztendlich jedoch keinen Ruckschluss dartiber Eues zu einem neuroinflammatorisch
verursachten Untergang von Neuronen und einer dasribundenen verschlechtertem
neurokognitivem Outcome kommt, oder ob es sich dmin beobachteten Anstieg der
zerebralen Inflammationsparameter im Rahmen eisendamischer Schadigungen um ein
Epiphdanomen handelt. So konnte in einer andereaxperimentellen Untersuchung, dem
kardiopulmonalen Bypass (CPB) im Rattenmodell, kefusammenhang zwischen
Neuroinflammation und neurokognitivem Outcome ggzeverden.[JUNGWIRTH et al.
2010].
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4.2.1 Physiologische Messparameter

Korpertemperatur

Entsprechend dem Versuchsprotokoll wird Ki@pertemperatur der Versuchstiere kontrolliert
im zuvor definiertem Normbereich (37,5 = 0,2 °Ch&tant gehalten. Hierbei orientiert man
sich primar an der perikraniellen Temperatur uter Annahme einer Anndherung an die
tatséchliche Korperkerntemperatur. Somit kann euraprotektiver Effekt durch Hypothermie
ausgeschlossen werden [WERNER 1997].Gleiches gilt lemperaturanstiege, die einen

neurologischen Schaden aggravieren wiirden [REITdH @996].
Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Entsprechend dem Versuchsprotokoll erfolgt wahreled intraoperativen Ischamiephase
(BCAO) durch Blutentzug eine Absenkung des MAP a@fmmHg. Hiervon ausgenommen
werden jedoch die Tiere der Sham-Gruppe, wodurch die signifikanten Unterschiede im
Vergleich zu den ubrigen Versuchsgruppen erkldBen.den Tieren der BCAO 7 und BCAO
21- Gruppe steigt der MAP zehn Minuten nach Endesdhamischen Phase an. Erklarlich ist
diese physiologische Reaktion durch autoregulatioeis Prozesse (z.B.
Katecholaminausschitittung, Baroreflex) im Korper Wessuchstieres, um den Blutdruck und
damit die zerebrale Perfusion wieder in physiolciggs Bereiche zu lenken. Diese
autoregulatorischen Mechanismen sind weitgehen®h#mayig vom MAP, was aber im Fall
einer zerebralen Ischamie nicht mehr zutrifft. Biddlaufe zeigen sich klassischerweise auch
bei Schlaganfallpatienten [SYKORA 2010] und declsgch mit der klinischen Erfahrung
(arterielle Hypertension nach zerebralem Gefal3tkrss) [ADAMS et al. 1996]. Mit dem
Ende der ischamischen Phase nach lésen der Gefiliolid Reperfusion zirkulieren im
GefalRsystem entsprechend grol3e Mengen vasoaktibstabzen (Katecholamine), die zu der
beobachteten Hypertension in den BCAO-Gruppen fiilivit Abschluss der Erholungsphase,
eine Stunde nach Ischamie, liegen die Blutdrucleveatler Versuchsgruppen signifikant
unterhalb der praoperativen Messungen. Dies igiridh durch den intraoperativen Verbrauch
korpereigener Ressourcen (Katecholamine, Blutv@rugl die erhdhte Isoflurankonzentration

(postischamische Narkosevertiefung) in dieser Phase
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Blutglukose

Glukose stellt den wesentlichen Energietrager destralen Nervensystems dar. Unter
physiologischen Bedingungen kann die Glukose im nitah der aeroben Ablaufe in
Citratzyklus und Atmungskette in Energie (38 Mol ARus einem Mol Glukose) umgesetzt
werden. Wahrend einer zerebralen Ischamie hingstght nicht ausreichend Sauerstoff zur
Verfigung und die anaerobe Glykolyse setzt ein. edeleiner erheblich geringerer
Energieausbeute (zwei Mol ATP aus einem Mol Glukos$éllt zudem das saure
Stoffwechselendprodukt Laktat an [KOOLMAN et al. 03D Dieses akkumuliert unter
hypoxischen Bedingungen im Gewebe, da es zum ememehrt gebildet, zum anderen
aufgrund der verringerten Stoffwechselleistung é#gext abtransportiert wird [SIESJO 2002].
In dieser Situation reagiert der Organismus mittever Glukosefreisetzung, da eine
ansteigende Plasmaglukosekonzentration hilft, destebenden neuronalen ,Energiemangel”
durch eine ,Angebotserweiterung” auszugleichen ndgdém Ziel, zumindest einen
Strukturstoffwechsel aufrechterhalten zu kdnneresBipostischamische Hyperglykamie ist
damit direkte Folge des erniedrigten Blutdrucks umtbr daraus resultierenden
Katecholaminausschuttung aus der Nebenniere. Arsdd#iseerhoht sich damit unweigerlich der
Gewebslaktatspiegel und der neurologische Schad#atwich aus [HOFFMANN et al. 1990].
Kurzfristig betrachtet kann also ein erhohter Blukgsespiegel den hypoxisch bedingten
Zusammenbruch des neuronalen Zellstoffwechsel gern) langfristig gesehen fihrt die
hieraus resultierende Gewebsazidose jedoch zu&ussveitung des Schadens. Dies deckt sich
mit den Beobachtungen, dass eine HyperglykamieHdigfigkeit postischamischer zerebraler
Krampfanfalle erhoht, ein Zeichen schwerer neuem8&kchadigung [WARNER et al. 1992].
Die Ergebnisse dieser Studie bestatigen einenspbétinischen Blutglukoseanstieg (BCAO-
Gruppen). Binnen einer Stunde nach Ischamie nosieedn sich die Blutzuckerwerte jedoch
wieder. Inwieweit dieser temporare Anstieg zum AaBnder Gesamtschadigung beitragt, lasst

sich mit dieser Studie nicht abschlieRend beurteile
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Blutgasanalyse
pH

Der pH-Wert wurde in allen vier Gruppen wahrend desamten Versuchs konstant im
physiologischen Bereich gehalten. Damit lasst sidle Beeinflussung der Gewebsschéadigung

aufgrund unterschiedlicher pH-Werte ausschliel3en.
Kohlendioxidpartialdruck (mmHg)

Der paCQ (mmHg) ist entscheidend an der Kontrolle der zmieb Perfusion durch
Autoregulation beteiligt. Eine Hyperkapnie im Zugeer Hypoventilation fihrt zu einer
zerebralen Vasodilatation, eine Hypokapnie als é&o&gner Hyperventilation wiederum
induziert eine ausgepragte Vasokonstriktion, dereomotektive Wirkung zugeschrieben wird
[HOFF, 1986]. Da dies unweigerlich das Ausmal} @eslralen Schadens beeinflussen wirde
[VANICKY 1992], werden die Kohlendioxidkonzentratiswerte durch die druckkontrollierte
Beatmung der Versuchstiere in engen physiologisGrenze (etC® 30 + 2 mmHg) gehalten.
Sie werden kontinuierlich kapnometrisch Uberwactd au den drei Messzeitpunkten mithilfe
der BGA verifiziert. Entsprechend zeigen sich zWwe&st den Versuchsgruppen keine
Unterschiede, und es kann davon ausgegangen weddss,die Studienergebnisse hiervon

unbeeinflusst bleiben.
Sauerstoffpartialdruck (mmHg)

Der paQ (mmHg) steigt signifikant unmittelbar postischéchidediglich bei den Tieren der
BCAO 21-Gruppen an. Urséachlich hierfir kann eineidgérung der Beatmungsfrequenz nach
Abschluss der Retransfusionsphase sein, die dazant dieinen Anstieg der
Kohlendioxidpartialdrucks durch die Rickgabe desodggenierten Blutes auszugleichen. Dies
ist in den Sham-Gruppen nicht erforderlich. Waruah ®in vergleichbarer Effekt nicht auch
bei den Tieren der BCAO 7-Gruppe zeigt, ist damiiera nicht erklarlich. Hohe
Sauerstoffpartialdruckwerte und damit verbunden®AEreitstellung kdnnen entscheidend fur
das Uberleben ischamisch geschadigter Neuroneg]lskinet al. 2010]. Dies kénnte zu einer
Verringerung des ischamischen Schadens fuhren. Knaate so jedoch fur die Tiere der
BCAO 21-Gruppen in der vorliegenden Untersuchurahptribestatigt werden. Wahrscheinlich
ist der beobachtet Anstieg in seiner Dauer zu kurz einen positiven Einfluss auf den

Gesamtschaden zu haben.
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Gesamthamoglobin (mg/dl)

Im Versuchsverlauf bewegen sich die gemessenen eWatér Versuchstiere innerhalb
physiologischer Bereiche [CHARLES RIVER 2006]. Daierbei beobachtete signifikante
Abfall unter die Ausgangswerte lasst sich mit einpréaparationsbedingten intraoperativen
Blutverlust erklaren, da der beschrieben Abfall &lé#n operierten Versuchsgruppen (BCAO-
/Sham-Gruppen) vergleichbar ist.

Unter den Bedingungen der kontrollierten Beatmumgnkes zu keinem der gewahlten
Messzeitpunkte zu einem Abfall der arteriellen Sstoéstattigung (Sag. Damit lasst sich
eine intraoperative Hypoxie (Sa® 90 %) weitgehend ausschlieRen und das entsprdehen
intrazerebral gesehene Schadigungsmuster als Fadge temporaren Gefaldverschlusses
beurteilen. Dies wird durch den Untersuchungsbefded signifikanten Hb-Wert-Abfalls
gegeniber der Baseline unterstiitzt. Damit hat deeYMért in dieser Studie keinen Einfluss auf

die Schadigung.
Kdrpergewicht (g)

Gewichtsverlust kann ein Anzeichen fur Krankheierlétzung oder Ernahrungsmangel, aber
auch fur erhohte korperliche Aktivitat oder Stresg1. Auch die Rangposition einzelner Tiere
innerhalb einer Tiergruppe spielt eine Rolle ber dgewichtsentwicklung. So nehmen
rangniedrigere Ratten weniger zu und sind damahter als ihre ranghtheren Artgenossen
[WHISHAW et al. 1999]. Alle Versuchstiergruppengen am ersten postoperativen Tag einen
Gewichtsverlust oder einen stagnierenden Gewichiazlus. Dies kann als Folge
versuchsbedingter erhdhter Aktivitat (,Stress”) gewt werden. Entsprechend nehmen die
Nativtiere, die nur in den Laborbereich gebrachtden, jedoch weder einer Narkose noch
einem chirurgischen Eingriff oder ischamischer Sa#hg ausgesetzt waren, im weiteren
Verlauf wie erwartet kontinuierlich an Gewicht zDie Trennung der Tiere von ihren
Artgenossen und der erfolgte Transport scheinenitdallenfalls geringen Einfluss auf das
Korpergewicht zu haben. Die Tiere der BCAO 21-Gripperlieren im Vergleich zu den
Sham- und Nativtieren postoperativ signifikant adrpérgewicht. Diese Beobachtung deckt
sich mit den Ergebnissen vergleichbarer Studiem digeFolgen einer zerebralen Ischamie bei
der Ratte [ZHAO et al. 2005][MAIER et al. 2006] Berkenswerterweise ist dieser
Gewichtsverlust bei den Tieren der BCAO 21-GruppeMergleich zu denen der BCAO 7-
Gruppe starker ausgepragt, und die Tiere der eratgeen Gruppe erholen sich hiervon nur
langsamer (Wiedererreichen des AusgangsgewichteACB21-Gruppe — Tag 15; BCAO 7-
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Gruppe — Tag 7). Einflussfaktoren wie eine verb#sseperatives Geschick und eine damit fur
die Tiere schonendere Operationstechnik, bedingtchduzunehmende Erfahrung im
Studienverlauf, sind bedingt durch die Randomisigrauszuschliel3en. Andererseits mussten
die Tiere der BCAO 7-Gruppe nicht am mHBT teilnehmsondern waren postoperativ in
einem Standardkafig (Makrolon Typ IV) untergebradhier konnte sich eine bei kleinerem
Platzangebot deutlich geringere korperliche Alditvitiederschlagen. Diesen Erklarungsansatz
unterstutzt der Kurvenverlauf, der erst am zwefpestoperativen Tag, mit Beginn des HB-
Tests, einen Unterschied zwischen beiden Versugppgn zeigt. Der Gewichtsverlust selbst
erklart sich als Folge der intraoperativ erlittenémkompletten tempordren globalen
Vorderhirnischdmie der Tiere in Kombination mit deperativen Trauma. Allerdings ist der
Einfluss des letztgenannten eher gering einzuordmea der praktisch deckungsgleiche
Kurvenverlauf der Sham 7-Gruppe mit dem Gewichtawéider Nativtiergruppe nahelegt. Hier
zeigt sich erneut, wie korperlich fordernd die mallme am mHBT fir die Tiere sein muss,
denn auch die Ratten der Sham 21-Gruppe verlied@memd der ersten drei postoperativen
Tage an Korpergewicht. Ihr Ausgangsgewicht konnersed Tiere, wie die der BCAO 7-

Gruppe, erst am siebten postoperativen Tag widdagan.

4.2.2 Uberlebensrate

In der vorliegenden Studie liegt die Uberlebensraé 87 %. Dieser Wert deckt sich
erwartungsgemal mit dem vergleichbarer Voruntersugpén der Arbeitsgruppe experimentelle
Anésthesie und liegt sogar deutlich Gber dem lsexatoffentlichter Untersuchungen (63%)
[GROGAARD 1986].

4.2.3 Neurologische Funktion

Neurologische Defizite waren erwartungsgemal® bei dieeren der BCAO-Gruppen zu
beobachten. Betroffen waren hier Gleichgewicht, ido@tion und Muskelkraft. Ihre maximale
Auspragung zeigt sich am ersten postoperativen Bexpen der ersten Tage erholen sich die
Tiere und prasentieren am siebten postoperativep Oereits wieder ein den anderen
Versuchsgruppen vergleichbar gutes Ergebnis. [Rgg zum einen, dal infolge der zerebralen

Ischamie eine neurologische Beeintrachtigung inm&igines grobmotorischen Defizits auftritt.
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Dieses Defizit ist allerdings nur temporar und leimreiner Woche nicht mehr nachweisbar.
Diese relativ rasche Regeneration kdnnte Ausdrualr gyrof3eren Regenerationsfahigkeit der
Ratte im Vergleich zum Menschen sein, da vergl@ohbzerebrale L&sionen meist zu
dauerhafter Funktionseinschrankung fuhren [WARRI€2005]. Es fallt dabei jedoch auf, dass
sich bei den Tieren der BCAO 7-Gruppe, die nichtldote-Board-Protokoll teilnahmen, die
neurologische Funktion scheinbar rascher erholtalsatliie der Vergleichsgruppe — BCAO 21:
In beiden Gruppen war am ersten postoperativerdieaBeeintrachtigung gleichermafien stark.
Bereits ab dem zweiten Tag hingegen, mit BeginnHids-Board-Protokolls, zeigten die Tiere
der BCAO 21-Gruppe in allen neurologischen Testsl@¢aziell eine schlechtere Leistung —
trotz gleicher Schadigung. Urséachlich hierfur k@ptinzipiell eine starkere Auspragung des
ischAmischen Schadens sein. Dem entgegenzuhdltelass der Anteil eosinophiler Neurone
im Hippokampus in der H.E.-Farbung sowohl in derABC?21- als auch in der BCAO 7-
Gruppe vergleichbar hoch war. So dafl3 wir davon eheg dal’ die zerebrale Schadigung in
beiden Gruppen vergleichbar ist. Eine mogliche &tkig fur das bessere Abschneiden der
BCAO 7-Gruppe konnte sein, dass diese Tiere nig$iéitzlich zu ihrer neurologischen Testung
zuvor am Hole-Board-Test teilnahmen und somit ueigsfahiger waren. Ob dieser Effekt
jenseits des siebten postoperativen Beobachtumegstagiterhin eine Rolle spielt, lasst sich
aufgrund des Studiendesigns nicht abschlieBenddienr Es existiert keine entsprechende
Vergleichsgruppe, die Uber einen Zeitraum von 2Behalediglich einer neurologischen

Untersuchung unterzogen wurde.

4.2.4 Kognitive Leistungsfahigkeit und Verhalten

4.2.4.1 Kognitive Defizite im modifizierten Hole-Board-Test

Lernleistung

Die Tiere der Nativ- und Sham-Gruppe benotigen (desr Beobachtungszeitraum von 21
Tagen annahernd die gleiche Zeit zur Absolvierueg thHBT. Dieser Zeitbedarf nimmt

erwartungsgemal gegen Ende der Studie ab. Die deerBCAO-Gruppe hingegen benétigen
erwartungsgemal signifikant mehr Zeit. Bis zumW3tersuchungstag findet keines der Tiere
dieser Gruppe die Futterbelohnung unter 300 Sekurdieser Gruppenunterschied bleibt bis
zum 21. Versuchstag unverédndert erhalten und zeiige deutliche Einschrankung der

kognitiven Leistungsfahigkeit. Interessanterweisgen die Tiere dieser Versuchsgruppe nach
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erfolgter ischamischer Schadigung auch ein neuisitbgs Defizit. So ware es durchaus
denkbar, dass neurologisch geschadigte Tiere allanfgrund einer eingeschrankten
motorischen Funktion deutlich langer zur erfolgneic Bewaltigung der Testaufgabe brauchen
als die Tiere der Vergleichsgruppen. Gegen diessledungen spricht, dass die beschriebenen
neurologischen Defizite binnen sieben Tagen nicehmmachweisbar waren, die Tiere der
BCAO-Gruppe hingegen bis zum Ende des Beobachtaitigaames eine signifikant
schlechtere kognitive Leistung zeigten als die \échsgruppen.

Deklaratives Gedachtnis

Indikator dieser Gedachtnisform ist die Anzahl demachten Fehler: der Besuch eines nicht
markierten und damit nicht mit einer Futterbelohongeftllten Loches und die der unterlassene
Besuch eines markierten Lochs (Auslassungsfehl#).mehr Fehler dieser Art einem
Versuchstier unterlaufen, umso eingeschrankter wgthe deklarative Gedachtnisfunktion
beurteilt [OHL et al. 1998]. Insgesamt zeigen lédigdie Auslassungsfehler einen Unterschied
zwischen den Gruppen. Die scheinoperierten Tieckdia Nativtiere machen dabei anfangs,
wahrend der Lernphase, mehr Fehler und stabilisisieh diesbeziiglich ab Tag 10 bis zum
Versuchsende. Die Gruppe der BCAO-Tiere zeigt damkion wahrend der Lernphase
insgesamt mehr Auslassungsfehler, die bis zum ¥bsamnde auf nahezu Ausgangsniveau
bleiben. Es nimmt zwar auch in dieser Gruppe diddfeaufigkeit ab, erreicht jedoch erst am
Studienendpunkt das Ausgangshiveau der Nativ- umaimSGruppe. Bezieht man in diese
Bewertungen die Daten der Verhaltensveranderungsai@ieit auf dem Hole-Board;
Immobilitdt) dieser Tiergruppe mit ein, so erkeméan jedoch, dass die Tiere nach einer
zehnmintigen Ischamie unter dem deutlichen Eisflemn Angstverhalten stehen [OHL et al.
20019. Auch dies scheint in Zusammenhang mit der isébémen Schadigung zu stehen, da
sich vergleichbares Verhalten bei den scheinogeriefieren nicht nachweisen lasst. Somit
handelt es sich beim Angstverhalten um einen Egsfaktor auf die gezeigte
Gedachtnisleistung [OHL et al. 1998] [OHL et al020], der jedoch nur bei den tatsachlich
auch geschadigten Tieren auftrat und damit dieefudlg Schlussfolgerung erlaubt: Die
zerebrale Ischamie der Tiere der BCAO-Gruppe zmhe Schadigung der deklarativen

Gedachtnisfunktionen nach sich, die Gber den gesaBeobachtungszeitraum anhalt.
Arbeitsgedachtnis

Ein Indikator der Leistungsfahigkeit des Arbeitsgeunisses stellt die Anzahl der
Wiederholungsfehler dar. Die Tiere der Nativ- unda®-Gruppe beginnen am zweiten
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Versuchstag mit einer anndhernd gleichen Zahl vaed#/holungsfehlern. Die Tiere der

BCAO-Gruppe liegen deutlich darunter. Dies erklaith dadurch, dass diese Tiere zu
Versuchsbeginn deutlich starker motorisch eingésdtir sind und entsprechend weniger
Loécher in einem langeren Zeitintervall aufsuchemgdrichtig begehen sie damit auch weniger
Wiederholungsfehler. Tendenziell sinkt in allen Mehsgruppen im weiteren Versuchsverlauf
die Wiederholungsfehleranzahl und unterscheidétrsicht signifikant, was auf eine einheitlich

gute Funktion des Arbeitsgedachtnisses schlief3&st. IBamit scheint sich die ischdmische

Schadigung nicht in einer Stérung der FunktionAlgitsgedachtnisses abzubilden.

4.2.4.2 Verhaltensdefizite im modifizierten Hole-Board-Test

Angst

Die Zeit, die die Versuchstiere auf dem Hole-Boavdrbringen, nimmt in allen
Versuchsgruppen im Untersuchungsverlauf zu. Dies leds die Folge der Gewohnung an die
Testsituation und eine damit verbundene Reduktien réturlichen Angstlichkeit der Tiere
gewertet werden [OHL et al. 1998]. Hierbei falkigeh auf, dass die Tiere der BCAO-Gruppe
insgesamt signifikant weniger Zeit auf dem Hole-Blogerbringen. Eine mdgliche Erklarung
hierfir ware, dass die Tiere in den ersten Beobadgstagen nach Ischdmie noch von den
Folgen der Operation geschwacht und nicht in dgelsind, ihre Umgebung entsprechend zu
explorieren. Dann musste dieser Effekt jedoch mmh dNachlassen der neurologischen Defizite
am siebten Untersuchungstag und der konsekutivémllrg der Tiere im Verlauf der
Untersuchung ebenso verschwinden. Gleiches giltdiérbeobachteten Immobilitatsphasen.
Diese nehmen zwar im Untersuchungsverlauf auchdbei Tieren der BCAO-Gruppe ab,
erreichen dabei jedoch nie das Aktivitatsniveaustergleichsgruppen. Damit zeichnen sich die
ischamisch geschadigten Tiere durch eine erhohtgstiichkeit (ber den gesamten
postoperativen Beobachtungszeitraum aus.

Explorationsverhalten

Sowohl die Nativtiere als auch die scheinoperiertéiere beginnen nach einer
Eingewbhnungsphase ihre Umgebung immer zielgetehteu explorieren und benétigen
immer weniger Zeit bis zum ersten Lochbesuch. 8teeben immer rascher das Hole-Board
und versuchen, an die Futterbelohnungen zu gelar§einden Tieren der BCAO-Gruppe
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dauert es signifikant langer, bis erstmalig ein h.acifgesucht wird. Diese Latenz wird zwar
auch in dieser Versuchstiergruppe im Laufe der dahiger, erreicht jedoch nie die der
Vergleichsgruppen. Grund hierfir kdnnte in denegrgtostoperativen Tagen eine allgemeine
Schwéchung der ischamisch geschadigten Tiere $dgser Effekt wurde bereits beim
Angstverhalten diskutiert, und auch in diesem Ra&ligt sich dessen Persistenz Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum hinweg. Auch die, Z#i# vergeht, bis die erste
Futterbelohnung gefunden und gefressen werden kammt bei den Tieren der Nativ- und
Sham-Gruppe tendenziell ab und erreicht etwa zwaeth&h nach der Operation eine stabile
Plateauphase, die bis zum Versuchsende gehaltetenvkann. Anders jedoch bei den Tieren
der BCAO-Gruppe. Hier besteht erneut ein signifieanUnterschied zu den anderen
Versuchsgruppen. lhnen gelingt es praktisch bis zehnten Versuchstag nicht, ihre
Explorationsleistung zu steigern. Zusammenfassee@yt zsich, dass die ischamisch
geschadigten Tiere die angstlicheren und zugleichjerlgen mit einer geringeren

Explorationsneigung sind.
Feinmotorik

Vergebliche Lochbesuche treten signifikant haufiger den Tieren der BCAO-Gruppe auf.
Dies zeigt, dass die ischamisch geschadigten $iehein ihrer grobmotorischen Funktion zwar

erholen (Tag 7), ein feinmotorisches Defizit hingiedpestehen bleibt.

4.2.5 Hirngewebsuntersuchungen

H.E.-Farbung

In vorangehenden Studien zur zerebralen Ischammat&obereits ein selektiver Verlust an
Neuronen in der besonders vulnerablen CAl-RegienHippokampus zusammen mit einer
Beeintrachtigung kognitiver Funktionen nachgewiesesrden [AUER et al. 1989]. Dieser

Befund konnte in der vorliegenden Studie bestétegden. Bei den Tieren, die einer zerebralen
Ischamie unterzogen wurden (BCAO-Gruppen), lag #@iezahl eosinophiler Neurone

signifikant tber der nicht operierter Nativtiereh8inoperierte Tiere haben ebenfalls signifikant
mehr eosinophile Neuronen, jedoch im direkten \&ctl zu der Anzahl eosinophiler Neurone

der ischamisch geschadigten Tiere etwa um den Fakteniger.

Diese Befunde verdeutlichen, dass die ischamischkeadigung tatsachlich zu einem
Nervenzelluntergang im Hippokampus der Tiere fuhBer Unterschied zu den Tieren der
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Sham-Gruppe erklart sich aus der nicht stattgefuenieschamischen Schadigung. Dennoch
zeigten auch die scheinoperierten Tiere einen Agstles Anteils eosinophiler und damit
geschéadigter Neurone. Dieser Anstieg kann dem twpemaTrauma als solchem angelastet
werden, da eine intraoperative Ischamie durch dgmaschige Kontrolle der Vitalparameter
(BGA) ausgeschlossen werden kann. Inwieweit diéstkt als Folge der Isofluran-Narkose
gewertet werden muss, kann mit diesem Studiendesogih abschliel3end beantwortet werden.
Fur Isofluran gibt es zudem widersprichliche Bdach der Literatur. So beschreibt M.
Kawaguchi neuroprotektive Wirkungen [KAWAGUCHI dt 2000], G.Zhang konnte jedoch
beispielsweise eine Neurotoxizitat von Isoflurachveeisen [ZHANG et al. 2008]. Denkbar
wére in diesem Zusammenhang zwar eine perioperatjmoxie z.B. aufgrund einer noch
bestehenden Narkosenachwirkung und konsekutiverov@ygilation der Tiere. Dies kann
jedoch ausgeschlossen werden, da vor der ExtubdgonTiere auf die Etablierung einer
stabilen Spontanatmung geachtet wurde. Durch diandatdisierte postoperative
Nachbeobachtung koénnen zudem akute Atemstillstdnderhalb dieser Phase ebenfalls
ausgeschlossen werden. Welchem Faktor der somihtielsene Schaden, der hier im
Gegensatz zur BCAO-Gruppe nicht mit einer neurokivgm Beeintrachtigung der Tiere
einherging, innerhalb der scheinoperierten Verdigigsuppe zugerechnet werden kann, bleibt
letztlich ungeklart. Denkbar waren jedoch, dassiels um eine vorubergehende Erscheinung
handelt, die mit motorischen und neurokognitivereiBe&chtigungen nicht ursachlich in
Zusammenhang steht. Es lasst sich feststellen, sielssdie Tiere, die einer ischamischen
Schadigung ausgesetzt wurden, durch eine deutlittere Anzahl eosinophiler Zellen im
Bereich des gesamten Hippokampus auszeichnen. #iese Tiere zeigten zudem in der
vorliegenden Untersuchung auch eine schlechtersldistung und eine Einschrankung ihrer

deklarativen Gedachtnisfunktion im Hole-Board-Test.

Immunhistochemische Doppelfarbung
NFxB

In den als Negativkontrolle mitgefarbten Praparatenunbehandelten Nativtiere konnten wie
erwartet nur wenige N&B-positive Neurone nachgewiesen werden (0,12%)sddi®efund
deckt sich mit dem in der H.E.-Farbung nachgewieserlativ geringen Anteil eosinophiler
Neurone in dieser Gruppe. Bei allen Tieren, diemiroperativen Eingriff unterzogen wurden,
zeigte sich ein Anstieg des Anteils dB~positiver Neurone an der Gesamtneuronenzahl des
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Hippokampus. Besonders deutlich ausgepragt war ediekffekt zum  ersten
Untersuchungszeitpunkt (Tag 7). Hier zeigte sichsggnifikanter Anstieg bei den Tieren, die
einer zerebralen Ischamie unterzogen wurden. Tikeeam 21. Beobachtungstag getotet
wurden zeigten im Vergleich zu BCAO 7 deutlich migdre NkB-Werte.

Die erhdhten Werte bei den Tieren der Sham-Grugpanten mit dem operativen Trauma und
einer konsekutiven neuroinflammatorischen Reaktoklart werden (siehe HE-Farbung).
Somit kann man feststellen, dass die Tiere der B@X@ppe durch einen erhdhte Anzahl
NF«xB exprimierender Neurone am siebten und 21 Versaghauffallen. Dies bestétigt
Voruntersuchungen die eine postischamische Aktivigr von NKB in Neuronen
[SCHNEIDER et al. 1999] [STEPHENSON et al. 2000duBliazellen [CARROLL et al.
1998] nachweisen konnten. Diese Ergebnisse spiegelem den zeitlichen Verlauf einer
neuroinflammatorischen Reaktion im Gehirn der Tieneder. Diese zeichnet sich in der
vorliegenden Untersuchung mit einem Maximum amtsiepostoperativen Tag aus und nimmt
bis zum Versuchsende am 21. Beobachtungstag weddddiese Beobachtungen decken sich
mit Untersuchungen zum zeitlichen Verlauf eineebeslen NkB-Expression nach einem tief
hypothermen Kreislaufstillstand im Rattenmodell @©4&). In dieser Studie zeigte sich ein
maximaler Anstieg am ersten postoperativen Untérsugstag und eine anhaltende Erhéhung
im Bereich des motorischen Kortex bis zum VersustegTag 28) [KELLERMANN et al.
2009].

COX-2

Erneut zeigt sich bei den als Negativkontrolle da&n Hirnschnitten der Nativtiere ein relativ
geringer Anteil COX-2 exprimierender Neurone (0%Y. Anders verhélt es sich hingegen in
den Schnittpraparaten der ischamisch geschadigeme BCAO). Hier kommt es nach der
ersten postoperativen Woche zu einem signifikantemstieg mit einer praktischen
Verzehnfachung COX-2 exprimierender Neurone [AHAMAD al. 2009]. Zu Studienende
(Tag 21) ist dieser Wert im Vergleich zu Tag 7 ndehn Ischamie zwar bereits wieder stark
abgefallen, bleibt jedoch im Vergleich zu den Nathen signifikant erhdht. Der hier
beschriebene Verlauf, der fir COX-2 auf eine imtvgiauf abfallende Aktivierungsreaktion
hinweist, lasst sich an den scheinoperierten Ti€&am) hingegen nicht nachvollziehen und
liegt bei diesen nach sieben Tagen sogar innertiedh Konfidenzintervalls der Werte der
Nativtiere. Hier zeigt sich, dass die hippokampdlsurone der Tiere der BCAO-Gruppe am
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Tag 7 und 21 der Untersuchung signifikant mehr CDiXeisetzen, und dass diese Tiere, wie
bereits gezeigt, gleichzeitig eine deutliche kageitBeeintrachtigung aufweisen. Dies deckt
sich mit Berichten Uber einen mdglichen Zusammeglavischen erhdhter COX-2-Aktivitat
im Hippokampus und einer eingeschrankten Gedadhirkiton [RALL et al. 2003]. In diesem
Kontext kénnten nun die Syntheseprodukte der Zyilgenasen, die Prostaglandine und
insbesondere PGE regelhaft erh6ht im Rahmen eines Schlaganfallsden infarzierten
Hirnarealen [SAIRANEN et al. 1998], von Interesses

TNF-a

In den als Negativkontrolle mitgefarbten Praparaten unbehandelten Nativtiere findet sich
erwartungsgemal nur ein relativ geringer Anteil JdNpositiver Neurone (0,5 %). Dies deckt
sich mit Ergebnissen von C.D. Breder, der zeigamte das Neurone unter physiologischen
Bedingungen lediglich geringe Mengen TMFynthetisieren konnen [BREDER et al. 1993].
Erneut zeigt sich bei den ischAmisch geschadigiere ein signifikanter Anstieg am 7. und
21. postoperativen Tag. Die Tiere der Sham-Grupyssen gleichermal3en signifikant erhdhte
Werte auf. Im direkten Vergleich zu der Anzahl TiRositiver Neurone der ischamisch

geschadigten Tiere liegt diese jedoch etwa um a&toF2 darunter.

Auch dieser Befund deutet darauf hin, dass diedkampalen Neurone der Tiere der BCAO-
Gruppe am 7. und 21. Beobachtungstag mehr dfEisetzen als die der scheinoperierten und
Nativtiere zu diesem Zeitpunkt, erneut verbundent reiner deutlichen kognitiven
Beeintrachtigung. Da die immunkompetenten Zellers d&NS (Astrozyten, Mikroglia,
Neurone) nach entsprechender Stimulation (hierdlsod) TNFe freisetzen kdnnen, war der
beschriebene Anstieg erwartet [BERTORELLI et aB8IYDAWSON et al. 1996] und konnte
in der vorliegenden Studie selektiv an den Neurodes Hippokampus untersucht und in
seinem zeitlichen Verlauf, entsprechend nachgewiesgden. Ein derartiger zeitlicher Verlauf
der Freisetzung des TNE-nhach entsprechender Stimulation (Inflammationytlé&sch auch
anhand anderer tierexperimenteller Modelle, wieaetl@m eines kardiopulmonalen Bypass an
der Ratte nachweisen. Hier zeigt sich eine vergarkFo-Expression sowohl in der frihen
(Tag 1) als auch spaten (Tag 10) postoperativesePB&INGWIRTH et al 2009].

Der leichte Anstieg TNF—exprimierender Neurone innerhalb der Sham-Grupgjpente mit

dem operativen Trauma an sich und der daraus fdégeEntzindungsreaktion erklart werden.
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Dies verdeutlicht das grundsatzliche Problem deratéten inflammatorischen Parameter und
deren Beurteilung bezuglich ihres mdglichen Eirdlss auf neurokognitive Prozesse. Alle
sollten sich spezifisch in neuronalem Gewebe naid@nelassen und dabei gleichzeitig die
Schlusselstellen der neuroinflammatorischen Kaskabeilden. In eben dieser zentralen
Position Uben sie Uberaus komplexe und mannigf&¢behselwirkungen aus - etwa durch
einen negativen Feedback-Mechanismus ihrer eigé&kémierung wie im NkB-Signalweg
[LE BAIL et al. 1993]. Dies bildet sich auch in deam Teil widerspriichlichen Beobachtungen
bezlglich erwarteter pro- und antiinflammatoriscidiekte ab [PAPARELLA et al. 2001].
Auch kénnten sie anderweitig durch nicht ischanesRkize auf zellularer Ebene durch andere
Stoffwechselvorgénge stimuliert worden sein. DigBeeinflussung” lie3e sich nur durch In-
vitro-Versuche ausschliel3en, die eben eine Koetrdikser Vorgange erlauben, wirde dann
jedoch eine Beurteilung kognitiver Funktionen, dien einmal einen intakten und damit
komplexen Gesamtorganismus voraussetzen, unmdagkchen. Hier stellt sich nun die Frage,
zu welchem Teil die beobachteten Erhéhungen déamnmhatorischen Parameter Folge der
ischamischen Schadigung sind. Dies muss wohl diffaert betrachtet werden. So sieht man
auch bei den scheinoperierten Tiergruppen eineriggnsller gewéhlten inflammatorischen
Parameter (NEB, TNF-« und COX-2), offensichtlich unabhangig einer iscisitmen
Schadigung — besonders deutlich bei TiF-

4.2.6 Ausblick

Das gleichzeitige Auftreten von persistierendenroleagnitiven Defiziten bei Tieren nach
BCAO und der Nachweis einer erhohter AnzahlkBE TNF-u- und COX-2- positiver
Neurone im Hippokampus lasst einen ursachlicheradusenhang zwischen verschlechterten
neurokognitivem Outcome und postisch&mischer zalebinflammationsreaktion vermuten.
Allerdings kann ein solcher Zusammenhang auch irnvddiegenden Untersuchung nicht von
einem Epiphanomen unterschieden werden. Zur Kladieger Fragestellung sind weitere
Folgestudien erforderlich, die durch Verabreichspgzifischer Antagonisten die beobachtete
zerebrale Inflammationsreaktion hemmen, um danenilEinfluss auf das postischamische

neurokognitivem Outcome abschlie3end beurteilekdmmen.
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5. Zusammenfassung

Zerebrale Inflammationsreaktion und neurokognitive Defizite nach inkompletter

Vorderhirnischamie im Rattenmodell

Neurokognitive Defizite nach einem Schlaganfalldsidiufig und haben fir die Betroffenen
meist weitreichende und langfristige Folgen. Diadktentwicklung ist dabei ein dynamischer
Prozess, der Uber Tage zu einer Zunahme der Lgsiif$es fihren kann und stets in einer
Defektheilung mit variablem neurologischem Defimitindet. Entziindungsprozesse stellen
dabei neben Exzitotoxizitat, Radikalbildung und Afmse einen wichtigen Teil der
Lasionspathogenese dar. Ziel dieser Studie war,zdrebrale Inflammationsreaktion und
neurokognitive Defizite nach inkompletter temporarmgiobaler Vorderhirnischamie am
Rattenmodell anhand morphologischer und funktienélarameter nach 7 beziehungsweise 21

Tagen zu erfassen.

Methoden: Nach Einverstandnis der Tierschutzkommission wurdé mannliche Sprague-
Dawley-Ratten randomisiert einer von drei Gruppageteilt: Die Tiere der BCAO-Gruppe
(n=20) wurden einer 10-minttigen bilateralen Kawitklusion (BCAO) mit Hypotension
(MAP=30 mmHg) unterzogen, die Tiere der Sham-Grujppe0) wurden analog anasthesiert
und katheterisiert, aber weder einer BCAO nochrditypotension ausgesetzt. Die Nativgruppe
(n=7) wurde weder anésthesiert noch katheteridie. Gruppen wurden weiter unterteilt in
eine kurze und eine lange Uberlebensgruppe. Digekiitberlebensgruppe (n=10) wurde
wahrend sieben postoperativer Tage neurologischeraught. Danach wurden die
Inflammationsparameter MB, TNF-« und COX-2 im Hippokampus immunhistochemisch
bestimmt. Die lange Uberlebensgruppe (n=10), wyrdstoperativ (iber 21 Tage mit dem
modifizierten Hole-Board-Test kognitiv untersudbéyvor auch in dieser Gruppe &&; TNF-u
und COX-2 im Hippokampus immunhistochemisch bestimorde. Die Gruppen wurden mit
ANOVAs verglichen (p<0.05).

Ergebnisse:Alle BCAO-Tiere zeigen einen transienten neuraolgen Schaden sowie ein Uber
21 Tage andauerndes kognitives Defizit. Diesesesblire neurokognitive Ergebnis nach
BCAO geht im Vergleich zu den Kontrolltieren mitner signifikant hoéheren Anzahl
eosinophiler Neurone und einer signifikant erhhferzahl NKB-, COX-2- und TNF-o-

positiver Neurone einher. Auch bei den Tieren deansGruppe kommt es zu einem

signifikanten Anstieg der Inflammationsparametegeggiber den unbehandelten Nativtieren,
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der aber deutlich geringer ausgebildet ist alsdee Tieren der BCAO-Gruppen. Die Sham-
operierten Tiere zeigen kein kognitives Defizit.

BCAO 7 BCAO 21 Sham 7 Sham 21
eosin. [Zellzahl] 859 + 145* 741 + 94 130 + 27* 148 + 20*
NFkB [Zellzahl] 99 + 10* 40 + 6* 28 + 4* 30 + 4*
COX-2 [Zellzahl] ~ 397 + 62* 85 + 9* 34+6 69 + 7*
TNF-a [Zellzahl] 376 + 87+ 184 + 29* 323 + 44* 90 + 13*

Anzahl eosinophiler, NRB-, COX-2- und TNF-a-positiver Neurone im gesamten
Hippokampus (MW + SEM)(MW x SEM) (* p < 0,05 versus Nativ)

Schlussfolgerung: Das Auftreten von persistierendem neurokognitiieefizit bei Tieren
nach BCAO und der Nachweis einer erhdhter AnzaldBNFTNF-a- und COX-2- positiver
Neurone im Hippokampus lasst einen ursachlichem@nsenhang zwischen verschlechterten
neurokognitivem Outcome und postischamischer zalebmflammationsreaktion vermuten.
Ob es hierbei letztendlich zu einen neuroinflammstb verursachten Untergang von
Neuronen und einem damit verbundenen verschleehtareurokognitivem Outcome kommit,
oder ob es sich bei dem beobachteten Anstieg debraden Inflammationsparameter um ein
reines Epiphanomen handelt, lasst sich aufgrund Stesiendesigns nicht abschliel3end

beurteilen.
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6. Summary

Cerebral inflammatory reaction and neuro-cognitive deficits after incomplete temporary

global ischemiaof the forebrain in the rat model

Neuro-cognitive deficits after an apoplexy are frexf and lead in many cases to a permanent
handicap for the patient. The development of tif@ran itself is a dynamic process, which can
lead to a growth of the lesion area during sevedegs and always ends in a healing of the
defects involving variable neurological deficitmflhmmatory processes, excitotoxicity, the
formation of radicals and apoptosis play an impuarpart in the pathogenesis of the lesion. This
study has aimed at comprehending the cerebralmniflaory reaction and neuro-cognitive
deficits after transient cerebral hypoperfusiontio@ basis of the rat model with the help of

morphological and functional parameters, afterd 2hdays.

Methods: With the permission of the commission for animalfare male Sprague Dawley rats
were at random put into one of three groups: Thmas of the BCAO group (n=20) were
subjected to a 10-minute BCAO with hypotension (M8PmmHgQ), the animals of the sham
group (n=20) were equally anesthetized and caibetkryet without being subjected to a
BCAO nor a hypotension, and the animals of therobgroup (n=7) were neither anesthetized
nor catheterized. The groups were further divided a group with short survival time and a
group with longer survival time. The short surviabup (n=10) was neurologically tested
during 7 days after the surgery. Then the inflanamaparameters N&B, COX-2- and TNFa

in the hippocampus were immunohistochemically s@irirhe longer survival group (n=10)
was cognitively tested with the modified hole bogest until the 2% day after the surgery,
followed by an analysis of the inflammatory paraenetNKB, COX-2- and TNFx. The
groups were compared with ANOVAs (p<0.05).

Results: All BCAO animals show a transient neurological dgmaand a disturbance of
cognitive functions over 21 days. The inferior meaoognitive result after BCAO is
accompanied by a significantly higher number ofiremzhil neurons and a significantly higher
number of NkB, COX-2- and TNFe-positive neurons as compared to control group. The
animals of the sham group also show a significaerease of these inflammatory parameters in
comparison to the animals of the untreated cognalp. This increase is, however, manifestly
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lower than in the animals of the BCAO groups. Thienals of the sham group show no neuro-

cognitive deficit.

BCAO 7 BCAO 21 Sham 7 Sham 21
eos. [nr)] 859 + 145* 741 + 94 130 + 27* 148 + 20*
NFxB [nr.] 99 + 10* 40 + 6* 28 + 4* 30 + 4*
COX-2 [nr] 397 + 62* 85 + 9* 34+6 69 + 7*
TNF-a [nr] 376 + 87* 184 + 29* 323 + 44* 90 + 13*

Total number of eosinophilic, NRB-, COX-2- and TNF-u-positiv neurons in the
hippocampus (MW = SEM) (MW + SEM) (* p < 0.05 versus native animals)

Conclusion: The occurence of a persistent neuro-cognitive lléficanimals after BCAO and
an increased number of NB-, COX-2- and TNF-u -positive neurons in the hippocampus in
BCAO as well as in animals of the sham group showomelation between the inferior
neurological results and the cerebral inflammatibris not possible to assess whether the
inflammatory processes lead to the dying of neusstisthus to the deficits in the neurological

tests, or if the increase of these inflammatorapeaters is a pure epiphenomenon.
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