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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Extrakorporale Zirkulation und tief hypothermer Kreislauf-

stillstand

Seit der Erfindung und erstmaligen Durchfuhrung der extrakorporalen Zirkulation (EKZ) im
Sinne eines kardiopulmonalen Bypasses (cardiopulmonary bypass, CPB) durch Gibbon im
Jahr 1953 ermdglicht diese Technik die Durchfihrung von Operationen am offenen Herzen
mit einem blutleeren, bewegungsarmen und Ubersichtlichen Operationsfeld. Das ventse
Blut wird unter Umgehung von Herz und Lunge in ein kunstliches Kurzschlusssystem
aul3erhalb des Korpers gelenkt, welches aus Apparaturen zur kunstlichen Aufrecht-
erhaltung des Blutflusses und Gasaustausches besteht. Nach der Passage dieser Herz-
Lungen-Maschine (HLM) flie3t das nun mit Sauerstoff (O.) angereicherte Blut wieder zuriick

in den Koérperkreislauf [GIBBON, 1954].

Besonders komplizierte thorakale Eingriffe am Herzen und dartiber hinaus auch an der
Aorta und anderen grofReren GefalBen koénnen, neben der Anwendung der EKZ, den
zusatzlichen Einsatz des tief hypothermen Kreislaufstillstandes (deep hypothermic
circulatory arrest, DHCA) erforderlich machen. Der DHCA ermdglicht komplizierte
Gefalrekonstruktionen ohne GefaRklemmen und Kanilen [GUPTA und andere (et alii/aliae/alia,
al.), 2018; CHAU et al., 2013; KOUCHOUKOS et al., 2012]. Die Kombination des Kreislaufstillstandes
mit der tiefen Hypothermie dient dazu, trotz einer globalen Ischamie des Gehirns
postoperative neurologische Defizite zumindest zu minimieren [CHAU et al., 2013]. Beide
Techniken wurden zunachst im padiatrischen Bereich eingesetzt. Lewis und Taufic fihrten
den DHCA erstmals erfolgreich an einem 5-jahrigen Patienten im Jahr 1953 durch [LEWIS et

al., 1953].

1.1.1 Anwendungsgebiete beim Erwachsenen

Die EKZ wird auch heute noch vielfaltig im Bereich der padiatrischen Herzchirurgie, wie bei
der operativen Versorgung kongenitaler Herzfehler, eingesetzt. Doch auch beim
erwachsenen Patienten erfordern bestimmte Operationen, wie die Versorgung mit einem
Herzklappenersatz oder einem aortokoronaren Bypass (coronary artery bypass gratft,
CABG), den Einsatz dieser Technik.

Bei Rekonstruktionen oder einem prothetischen Ersatz der aszendierenden thorakalen

Aorta oder des Aortenbogens [KOUCHOUKOS 2012; SVYATETS et al., 2010], wird in der Regel
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zusatzlich der DHCA bendtigt. Er ermdglicht dem Gefalichirurgen die Beurteilung des
GefalRinneren bezuglich der Notwendigkeit einer Umgehung beziehungsweise (bzw.) eines
prothetischen Ersatzes arteriosklerotischer Segmente. Mogliche Indikationen sind
Aortenaneurysmen sowie chronische Aortendissektionen [CORVERA et al., 2012]. Sehr seltene
Falle von intravaskular wachsenden Tumoren, wie die intravendse Leiomyomatose [ZHANG
et al., 2010] oder das Nierenzellkarzinom mit einem Tumorthrombus Grad IV in der Vena cava
inferior, erfordern umfangreiche Zwei-Hoéhlen-Eingriffe mit ausgedehnten Vasotomien, um
die Tumormassen komplett zu entfernen. Auch fiir diese Eingriffe kann der DHCA einen
bestmoglichen Schutz des Organismus vor einer ischamischen Schadigung gewahrleisten
[ZHU et al., 2018; DASHKEVICH et al., 2016; ZHANG et al., 2010].

1.1.2 Neuroprotektion durch Hypothermie

Der Einsatz der Hypothermie als therapeutische Malinahme zur Neuroprotektion bei
verschiedenen zerebralen Funktionsstérungen und Schadigungen, wie zum Beispiel (z.B.)
bei Schlaganfallen, traumatischen Gehirnschadigungen, globaler Ischdmie nach einem
Kreislaufstillstand oder hypoxisch-ischdmischer Enzephalopathie bei Neugeborenen, war
zeitweise sehr verbreitet [KURISU et al., 2018; ZHANG et al., 2018a]. Grundlage hierfiir waren
experimentelle Studien, die zeigen konnten, dass die Hypothermie nahezu alle bereits
erforschten Zelltodmechanismen, einschlie3lich der Sighalwege, die zu Exzitotoxizitat,

Azidose, Inflammation und der Produktion von freien Radikalen fliihren, abmildert [GUPTA et
al., 2018; KURISU et al., 2018; LEE et al., 2018; LEE et al., 2017; THASILI-FAHADAN et al., 2018; SCHMITT
et al., 2014; YENARI & HAN, 2012]. Schon eine geringe Reduktion der Temperatur wahrend einer

Gehirnischdmie begrenzt das Ausmald des ischdmischen Neuronenschadens erheblich
[YANG et al., 2009]. Die Hypothermie senkt den Energiebedarf der Zellen und kann dadurch
den Substratmetabolismus zum Erhalt der Zellaktivitat in gewissem Umfang
aufrechterhalten. Eine Senkung der Kérpertemperatur um 1 Grad Celsius (°C) bewirkt im
menschlichen Gehirn eine Abnahme des Grundumsatzes um 5 — 7 % [KURISU et al., 2018;
KARNATOVSKAIA et al., 2014; ZIGANSHIN et al., 2013; SVYATETS et al., 2010; ARRICA et al., 2007]. Somit
stellt die Hypothermie-induzierte Neuroprotektion zunachst einen passiven Prozess dar, der
die Substraterschoépfung und die damit einhergehende terminale Depolarisation der Zellen
verzoégern kann. Auch alle nachgeschalteten pathologischen Prozesse kdnnen durch die
Hypothermie abgemildert werden [YANG et al., 2009]. Uber die Modifikation des zerebralen
Blutflusses wird auch die fir den postischdmischen Reperfusionsschaden verantwortliche
Hyperamie abgeschwacht [YENARI & HAN, 2012]. Somit werden die GefaR3permeabilitat, die
Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke sowie die Entstehung von vaskularen Odemen reduziert

[TAHSILI-FAHADAN et al., 2018; SCHMITT et al., 2014; YENARI & HAN, 2012; CAMPOS et al., 2012].
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Daruber hinaus werden der Hypothermie auch antiinflammatorische und antiapoptotische
Effekte im Sinne einer aktiven Neuroprotektion zugesprochen. Sie reduziert die Aktivierung,
Translokation und DNA-Bindung des Transkriptionsfaktors ,nuklearer Faktor k-
Leichtketten-Enhancer’ aktivierter B-Zellen® (nuclear factor ,k-light-chain-enhancer” of
activated B-cells, NFkB) [KURISU et al., 2018; LEE et al., 2017; CAMPOS et al., 2012; YENARI & HAN.,
2012; KELLERMANN et al., 2009]. Die Freisetzung von Zytochrom C sowie die Aktivierung von
Cysteinproteasen, die Zielproteine an einer Peptidbindung C-terminal von Aspartat
schneiden (cysteinyl-aspartate specific protease, Caspase), werden durch die Hypothermie
ebenfalls vermindert. Auf3erdem kann sie die Expression der B-Zell-Lymphom-2 (B cell
lymphoma-2, BCL-2) -Familie ver&ndern [KURISU et al., 2018; TAHSILI-FAHADAN et al., 2018; LEE
et al., 2017; YENARI & HAN, 2012]. Diese zusatzliche aktive Komponente der Hypothermie bei
der Reduktion der zerebralen Inflammation und Apoptose erklart auch den
nichtproportionalen Zusammenhang zwischen der Temperaturabnahme und dem Ausmalf3
der Neuroprotektion. Dieser kann nicht allein durch die Einsparung von
Adenosintriphosphat (ATP) erklart werden. Wahrend ATP-Verlust und Exzitotoxizitat im
Ischamiegebiet innerhalb von wenigen Minuten auftreten, kann die Hypothermie auch dann
noch wirken, wenn damit erst einige Zeit nach der eigentlichen Schadigung begonnen wird
[KURISU et al., 2018; YENARI & HAN, 2012]. Und schlief3lich profitiert das Gehirn auch von einer
erhohten Uberlebensrate der Mikroglia unter hypothermen Bedingungen. Mikroglia steht in
der postischAmischen Phase fur Reparationsmechanismen, wie die Phagozytose des

nekrotischen Zelldebris, vermehrt zur Verfllgung [WEBSTER et al., 2009].

Die beschriebenen zerebroprotektiven Effekte der Hypothermie sind abhangig von der
Temperaturtiefe. In tierexperimentellen Studien scheinen extrem niedrige Temperaturen
(5—7 °C) wahrend des DHCA eine potenziell bessere Neuroprotektion zu gewéhrleisten
als die ublichen 18 °C. Im Gegensatz dazu besteht beim Menschen ein Zusammenhang
zwischen dem Ausmall der intraoperativen Hypothermie und der postoperativen
Entwicklung einer Choreoathetose (Hierunter versteht man eine hyperkinetische
neurologische Stérung, die durch einen Wechsel zwischen plotzlich einschiefenden und
langsam schraubenden unwillkiirichen Bewegungen der Extremitaten und der
Gesichtsmuskulatur gekennzeichnet ist). Daher haben sich in der klinischen Praxis
Temperaturen Uber 15 °C bewéhrt. Ebenso spielt auch der Zeitfaktor eine Rolle. Eine
Klhlungszeit von tber 20 Minuten (min) ist notwendig, um eine homogene Kihlung des
Gehirns sowie eine effektive Neuroprotektion zu gewadhrleisten [ARRICA et al., 2007].
Andererseits nimmt ab einer Dauer des DHCA von mehr als 40 min wiederum die Mittel-
und Langzeitinvaliditdt zu [KUO et al., 2011; ARRICA et al, 2007]. Im Rahmen der

Wiedererwarmung nach DHCA sollten hypertherme Episoden vermieden werden, die
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bekanntermalRen den postischamischen Reperfusionsschaden nach EKZ in gut
durchbluteten Geweben verschlimmern koénnen. [VAN HARTEN et al, 2012]. Der
neuroprotektive Erfolg der Hypothermie hangt mitunter von der Wieder-
erwarmungsgeschwindigkeit des Organismus ab. Eine langsame Wiedererwarmung
verursacht einen geringeren histologischen Gehirnschaden als eine schnelle

Wiedererwarmung [GORDAN et al., 2010].

1.1.3 Komplikationen

Bis zu 80 % der Patienten leiden nach Herzoperationen an kognitiven Dysfunktionen mit
Einschrankungen des Kurzzeitgedachtnisses, der Konzentration und des Sprach-
verstandnisses sowie daraus folgender sozialer Isolation [HUDETZ et al., 2011]. Diese
Beeintrachtigungen sind auf Gehirnschaddigungen verschiedener Schweregrade
zurtickzufuhren, deren Bandbreite von voribergehenden, relativ leichten neurokognitiven
Defiziten bis hin zu schweren Hirninfarkten reicht [BERGER et al., 2018; DANIELSON et al., 2018;
GUPTA et al., 2018; OKITA, 2018; KNIPP et al., 2017]. Sie fuhren zu einer erhéhten Mortalitat und

langeren Krankenhausaufenthalten nach herzchirurgischen Operationen [GOTO et al., 2007].

Die Ursachen dieser neurologischen Komplikationen sind vielfaltig. So kann es
beispielsweise beim Kontakt des Blutes mit den kinstlichen Oberflachen der HLM zur
Aktivierung des Gerinnungssystems mit der Bildung von Mikrothromben kommen, die in
zahlreichen Organen kleine Infarkte verursachen kénnen [BERGER et al., 2018; DANIELSON et
al., 2018; KNIPP et al., 2017; VAN HARTEN et al., 2012]. Groé3ere Infarkte kdnnen durch den Abgang
vorbestehender arteriosklerotischer Plaques oder Thromben im Bereich der kantilierten
Gefalle entstehen [BERGER et al., 2018; OKITA, 2018]. Ferner werden auch Entzindungszellen
aktiviert und Entziindungsmediatoren freigesetzt, wobei die Ursachen hierfiir sowohl in der
Anwendung der HLM als auch in der Traumatisierung durch den operativen Eingriff selbst
liegen kénnen [BERGER et al., 2018; DANIELSON et al., 2018; SUGITA & FUJIU, 2018]. Odeme und
durch Mikrozirkulationsstdrungen verursachte fokale Ischamien fiihren in ihrer Gesamtheit
zu einer systemischen Inflammation, die inshesondere bei Zytokin-vermittelten Stérungen
der Blut-Hirn-Schranke auch das Gehirn betreffen kann [DANIELSON et al., 2018; ABRAHAMOV
etal., 2017, VAN HARTEN et al., 2012]. Da der systemischen Inflammation wéhrend der EKZ eine
Schlusselrolle fur anschlieRende Komplikationen sowie der damit verbundenen Morbiditat
und Mortalitdt zugeschrieben wird, stellt auch jegliche Form der Pradisposition fir
proinflammatorische Zustande einen Risikofaktor dar. Sowohl genetische Pradispositionen,
z.B. spezielle Genotypen von Apolipoprotein B, P-Selektin, C-reaktivem Peptid, Interleukin-

6 et cetera (etc.), als auch Komorbiditaten, wie Atherosklerose, periphere arterielle
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Verschlusskrankheit, Diabetes mellitus oder Autoimmunerkrankungen, zahlen dazu [VAN

HARTEN et al., 2012].

Auch die neuroprotektive Wirkung des DHCA hat ihre Grenzen. Die Kiihlung des gesamten
Korpers geht mit Schuttelfrost und einem erhdhten postoperativen O-Bedarf einher.
Veranderungen der Pharmakokinetik und Pharmakodynamik zahlreicher Medikamente
fuhren unter anderem (u.a.) zu einem erhdhten Anéasthetikabedarf unter hypothermen
Bedingungen. AulRerdem erhdht sich das Risiko einer arteriellen Hypotonie sowie von
Arrhythmien, postoperativen Infektionen und Sepsis [KUO et al., 2011]. Uberdies induziert die
Hypothermie eine systemische Hyperglykdmie, Abweichungen im Elektrolythaushalt und
einen Anstieg des arteriellen Kohlenstoffdioxidpartialdrucks (paCO.) sowie des
Fettmetabolismus. Dies kann zu einer metabolischen Azidose fihren, die intraoperativ
kontrolliert und behandelt werden muss. Veranderungen der Plattchenfunktion,
Thrombozytopenien [CAMPOS etal., 2012] sowie verminderte Fibrinogen- und Thrombin-
produktion [YENARI & HAN, 2012] k6nnen zu Gerinnungsstérungen und Blutungen fiihren.
Ferner zeigen sich Erhéhungen der Amylase- und Lipasewerte bis hin zur Pankreatitis
[CAMPOS et al., 2012], akutes oder chronisches Nierenversagen, pulmonale Insuffizienz sowie
Linksherzinsuffizienz. Die Mortalitatsraten flr Operationen der Aorta, die den DHCA

erfordern, liegen bei 10 — 20 % [SVYATETS et al., 2010].

1.2 Zerebrale Ischamie, Inflammation und Apoptose

Das Gehirn weist einen hohen Umsatz an Glukose und O; auf und ist auf die kontinuierliche
Zufuhr dieser Substrate angewiesen. Daher fuhrt die Unterbrechung des zerebralen
Blutflusses zunachst zu einem Energiemangel, der bei Nichtbeheben in einer
Gehirnschadigung mundet. Neurone sind friher betroffen als Gliazellen oder
Endothelzellen [PUIG et al., 2018]. Aktionspotentiale und synaptische Aktivitat kommen
wahrend der zerebralen Ischdmie zum Erliegen, da diese Vorgange circa (ca.) 75 % der
Energie bendtigen. Die ATP-Verarmung fihrt zu einer allgemeinen Abnahme an
Phosphorylierungsvorgangen. Daher verlieren die Neurone die Fahigkeit, ihr negatives
Ruhemembranpotential mittels der Natrium-Kalium-ATPase (jeweils ionisiert: Na*, K%)

aufrecht zu erhalten [FRICKER et al., 2018; MAYOR et al., 2018; PUIG et al., 2018; TAHSILI-FAHADAN
etal., 2018; XIANG et al., 2016; IADECOLA et al., 2011; WATTERS et al., 2011; STROSZNAIJDER et al., 2010;
SVYATETS et al., 2010]. Die neuronale Depolarisation fuhrt zur Aktivierung spannungs-

gesteuerter Kalzium (Ca?*, ionisiert) -Kanale. Die resultierende intrazellulare Ca?*-
Uberladung kann (ber einen osmotischen Fliissigkeitseinstrom in die Zelle ein toxisches
Zellbdem verursachen. Hierdurch wird der neuronale Zelltod in Form einer Nekrose

unmittelbar induziert. Alternativ tritt er Gber Ca?*-abhangige Signalwege im Sinne eines
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programmierten Zelltodes (Apoptose) verzdgert ein [AMANTEA et al., 2018; FRICKER et al., 2018;
PUIG et al., 2018; GIRIJALA et al., 2017; KOSTANDY, 2012; LUOMA et al., 2012; SVYATETS et al., 2010].
Unter der Apoptose versteht man eine genetisch kontrollierte Form des Zelltodes, die durch
die Caspasen-katalysierte Spaltung zytoskelettaler Bestandteile, Kondensation des
Chromatins, DNA-Fragmentierung und Ausbildung von Plasmamembran-Vesikeln
gekennzeichnet ist. Sie wird durch eine Zerstérung von Zellbestandteilen, welche die
zelleigenen Reparaturkapazitaten ubersteigt, eingeleitet [HOTCHKISS et al., 2009]. Ca?* ist
hierbei durch die Aktivierung der Xanthin-Oxidase oder der Calpaine involviert, die zur
Zerstorung von Zellstrukturen beitragen [MAYOR et al., 2018; LI et al., 2017; SVYATETS et al., 2010].
Zusatzlich deaktivieren die Calpaine verschiedene antiapoptotische Proteine und aktivieren
proapoptotische Proteine, wie Caspase-3 [KOSTANDY, 2012]. AuBerdem aktiviert Ca?* die
sogenannte (sog.) Permeabilitdts-Transitions-Pore (permeability transition pore, PTP) in
der inneren Mitochondrienmembran, was zum Austritt proapoptotischer Proteine, wie
Zytochrom C, Uber die PTP fiihrt [ZHAO et al., 2019; FRICKER et al., 2018; ANDRABI et al., 2017;
ESPINOSA-GARCIA, 2013]. Im Extrazellularraum zeigt sich durch die Ca?*-vermittelte exzessive
neuronale  Depolarisation eine  massive  Akkumulation von  exzitatorischen
Neurotransmittern [KURISU et al., 2018; LEE et al., 2018; MAYOR et al., 2018; TAHSILI-FAHADAN et al.,
2018; ZHANG et al., 2018a]. Die Konversion des Glutamats zu Glutamin sowie dessen rasche
neuronale Wiederaufnahme sind aufgrund des Energiemangels gestort [KOSTANDY, 2012;
STROSZNAJDER et al., 2010; SVYATETS et al, 2010]. Durch Aktivierung verschiedener
Glutamatrezeptoren kann das Glutamat-Uberangebot den Zelltod induzieren. Der
metabotrope Glutamatrezeptor (mGIUR) 1 ist an der Aktivierung der reduzierten
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) -Oxidase beteiligt. Andere
Glutamatrezeptoren verstarken wiederum die intrazellularen Ca?*-, Na*- und Chloridionen
(CI, ionisiert) -Akkumulation [ZHANG et al., 2018a; LI et al., 2017; ANRATHER et al., 2016; GUO et al.,
2011; IADECOLA et al, 2011; SVYATETS et al, 2010]. Das Phanomen der allgemeinen
Uberaktivierung von neuronalen Ca?*-Kanalen und Glutamatrezeptoren wird Exzitotoxizitat
genannt [FRICKER et al., 2018; MAYOR et al., 2018; VIDALE et al., 2017; ANRATHER et al., 2016]. Eine
weitere Komponente des Zelltodes stellt die ischamisch bedingte gewebliche Azidose dar.
Sie entsteht durch die Glutamattoxizitat sowie durch Saureéaquivalente aus der anaeroben
Glykolyse und Protonen aus der ATP-Hydrolyse [SIMON et al., 2006]. Wahrend einer schweren
Ischamie fallt der extrazellulare pH-Wert unter 6,0. Hierdurch wird die oxidative
Phosphorylierung weiter gehemmt und die Entstehung von oxidativem Stress begiinstigt
[KOSTANDY, 2012]. Durch Aktivierung von sauresensitiven lonenkanélen reichert sich Ca?*
zusatzlich auch spannungsunabhéngig im Intrazellularraum an [VIDALE et al., 2017; SIMON et

al., 2006], wodurch wiederum die Glutamatfreisetzung weiter geférdert wird. Auf3erdem
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denaturieren im Rahmen der Azidose viele Proteine und Enzyme im Sinne einer direkten

Zellschadigung [SVYATETS et al., 2010].

Nach Beendigung des DHCA bedingt die Wiederherstellung des Blutflusses und die damit
einhergehende Reoxigenierung des Gewebes u.a. eine Intensivierung der
Inflammationsreaktion [KURISU et al., 2018; LEE et al., 2018; ELTZSCHIG et al., 2011]. Diese beginnt
bereits wéhrend des chirurgischen Traumas bzw. der EKZ als systemische
Anpassungsreaktion, die urspriinglich darauf abzielt, Verletzungen zu begrenzen und die
Heilung zu beschleunigen [YENARI & HAN, 2012]. lhre akute und chronische Uberaktivierung
fuhrt jedoch zu Schadigungen im gesamten Kdorper bis hin zum Multiorganversagen und
zum Tod [GIATTI et al., 2012]. lhren Anfang nimmt die Inflammation mit der intravaskularen
Initierung der Koagulationskaskade. Thrombozyten und Endothelzellen translozieren
Adhasionsmolekile an ihre Membranoberflachen und aktivieren hierdurch Leukozyten.
Diese migrieren dann transendothlial in das perivaskulére Interstitium und setzen durch IL-
1a-Sekretion die Inflammationskaskade in Gang [MALONE et al., 2019; VIDALE et al., 2017;
ANRATHER et al, 2016; IADECOLA et al. 2011]. In ihrem Verlauf werden u.a. reaktive
Sauerstoffradikale (reactive oxygen species, ROS), Agonisten exzitatorischer Neuro-
transmitter-Rezeptoren, proinflammatorische Zytokine, Chemokine und Tumor-
nekrosefaktoren (TNF) durch aktivierte Mastzellen, Astrozyten, Mikroglia sowie auch von
Neuronen selbst produziert [KOSHNAM et al., 2017; THORNTEN et al., 2012]. Im Rahmen des sog.
Reperfusionsschadens wird die Inflammation durch Autoimmunreaktionen verstarkt [GUPTA
et al.,, 2018]. Aus apoptotischen Zellen im Gehirnparenchym entweichen Purine und andere
Molekile in den extrazellularen Raum. Diese unter physiologischen Bedingungen nur
intrazellular  vorkommenden  Partikel werden auch als Gefahren-assoziierte
Molekularmuster-Molekile (danger-associated molecular pattern molecules, DAMP)
bezeichnet. Die DAMP aktivieren Muster-Erkennungs-Rezeptoren (pattern recognition
receptors, PRR), wie die Toll-like-Rezeptoren (TLR), und induzieren Uber die Aktivierung
von NFkB die Expression von proinflammatorischen Proteinen [LEE et al., 2018; KOSHNAM et
al., 2017; VIDALE et al., 2017; ELTZSCHIG et al., 2011; IADECOLA et al., 2011; DENES et al., 2010]. Die
Exazerbation der Gewebsverletzung durch oxidativen Stress stellt eine weitere
Komponente des Reperfusionsschadens dar [GUPTA et al., 2018]. Das Gehirn ist aufgrund
seiner hohen oxidativen metabolischen Aktivitat, seines hohen Gehalts an ungesattigten
Fettsduren [LEE et al., 2017], seiner relativ geringen antioxidativen Kapazitat sowie seiner
inadaquaten Reparaturaktivitdt besonders empfindlich gegeniber oxidierenden
Substanzen [UCHIDA et al., 2010]. Als Quellen der ROS im postischdmischen Hirngewebe
wurden drei verschiedene Produktionsstatten identifiziert, namlich die mitochondriale

Atmungskette, die Xanthin-Oxidase und die NADPH-Oxidase [BRANN et al., 2012]. SO wird
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z.B. das ROS Disauerstoff (O2") durch die NADPH-Oxidase gebildet. Gleichzeitig produziert
die de novo exprimierte induzierbare Stickstoff-Monoxid-Synthase i (inducible isoform of
nitric oxide synthase, iINOS) groRBe Mengen an Stickstoffmonoxid (NO). NO reagiert
vorzugsweise mit O," zum zytotoxischen Peroxinitrat [MAYOR et al., 2018; IADECOLA et al., 2011].
Die freien Radikale induzieren die Lipidperoxidation und reduzieren die
vasokonstriktorische Antwort auf eine arterielle Hypokapnie. Dadurch erhoht sich die
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke und die Diapedese der Leukozyten wird erleichtert.
Gleichzeitig schrankt die gesteigerte GefaRpermeabilitat die O»-Verfligbarkeit durch das
entstehende perivaskulare Odem weiter ein [ELTZSCHIG et al., 2011]. AuBerdem storen die
oxidierenden Substanzen die Proteinbiosynthese und die respiratorische Funktion der
Mitochondrien. Durch Schadigung der DNA kdnnen sie den Zelltod direkt induzieren [GUO
et al., 2011].

1.2.1 Parameter der Inflammation und Apoptose

1.2.1.1 Stickstoffmonoxid-Synthase i (iNOS)

Die INOS wird nach einer Gehirnischamie in infiltrierenden Entzindungszellen, in den
zerebralen Blutgefél3en [PARK et al., 2006] sowie in Neuronen [ZHENG et al., 2016; CORSANI et al.,
2008] der ischamischen Region exprimiert. Sie katalysiert die Bildung von NO bei der
Umwandlung von L-Arginin zu Zitrullin unter Mitwirkung von NADP als Kofaktor. NO ist an
vielen Prozessen, wie Vasodilatation, Inflammation, Muskelkontraktion und Neuro-
transmission, beteiligt [LUO et al., 2007; ZHU et al., 2006]. In groBen Mengen verursacht es
jedoch oxidativen Stress [PARK et al., 2006]. Dabei scheint ein Unterschied zu bestehen, ob
NO durch die INOS oder die neuronale NOS (nNOS) produziert wird [LUO et al., 2007]. Die
Expression der iNOS nimmt in den Interneuronen unter ischamischen Bedingungen zu,
wahrend diejenige der nNOS abnimmt [CORSANI et al., 2008; LUO et al., 2007]. Bei der nNOS
handelt es sich um eine unter physiologischen Bedingungen aktive kalziumabhé&ngige
Enzym-Isoform, die fur eine kurzzeitige NO-Freisetzung als Antwort auf physiologische
Stimuli sorgt. Ihr NO unterdrickt die iINOS-Expression durch Hemmung von NFkB.
AulRerdem unterdrickt die nNOS die Neurogenese Uber die Hemmung der NMDA-
Rezeptoraktivitat, des cAMP-antwortenden Element-Bindungsproteins (CAMP response
element binding protein, CREB) und der iNOS-Expression [ZHU et al., 2006]. Wahrend einer
Ischamie werden Zytokine, wie TNF-a, freigesetzt, welche die Aktivitdt der nNOS
reduzieren und dadurch indirekt die Expression der iNOS fordern. AuRerdem wird die
Expression der INOS im Rahmen der Exzitotoxizitdt kalziumgesteuert Uber die

Transkriptionssteigerung von NFkB gefordert. Im Gegensatz zur nNOS ist die iINOS
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konstant aktiv und produziert NO kalziumunabhangig Uber einen langeren Zeitraum. Dies
steigert die Phosphorylierung von CREB und damit die Neurogenese [CORSANI et al., 2008;
LUO et al., 2007]. Allerdings produziert die iINOS NO vollig unreguliert und in exzessiven
Mengen. Daher weist sie neben ihren neuroprotektiven Eigenschaften, genau wie auch
TNF-a und NFkB, ein neurotoxisches Potential auf. Sowohl die nNOS als auch die iINOS
kénnen Uber eine durch NO und Peroxinitrat induzierte DNA-Schadigung die Apoptose
einleiten [FRICKER et al., 2018; BLANCO et al., 2017; CHEN et al., 2017; LIU et al., 2009]. Nach Amitai
ist die INOS jedoch nicht ausschlieBlich induzierbar, sondern wird auch unter
physiologischen Bedingungen konstitutiv in Astrozyten exprimiert. Im Neokortex der
gesunden Maus macht ihre Aktivitat ca. 10 % der gesamten NOS-AKktivitdt aus und sie ist

an der Modulation der Neurotransmission beteiligt [AMITAI, 2010].

1.2.1.2 Der nukledre Faktor ,,k-Leichtketten-Enhancer* aktivierter B-Zellen (NFkB)

Seinen Namen verdankt NFkB seiner erstmaligen Entdeckung als Regulator fir die
Expression des k-Leichtketten-Gens in B-Zellen. NFkB ist jedoch ubiquitar vorhanden und
ermoglicht durch seine Induzierbarkeit schnelle transiente Anderungen der Genexpression

als Anpassung an eine veranderte Zellumgebung [HAYDEN et al., 2012].

NFkB besteht aus fiinf Untereinheiten (Eigennamen: p50, p52, c-Rel, p65 (= RelA) und
RelB), die Homo- und Heterodimere in verschiedenen Kombinationen bilden. In ihrer
inaktiven Form liegen diese Dimere im Komplex mit NFkB-inhibitorischen Proteinen (IkB)
im Zytoplasma vor [ZHANG et al., 2018b; HAYDEN et al., 2012; CHUANG et al., 2010; RIDDER et al.,
2009; VALLABHAPURAPU & KARIN, 2009]. lhre Aktivierung erfolgt durch proinflammatorische
Zytokine, intrazellulare mikrobielle Bestandteile oder zytotoxisch wirksame Agenzien, wie
Chemotherapeutika, ionisierende Strahlung, UV-Strahlung, oxidativer Stress und Hypoxie
[RIDDER et al., 2009]. Neben seiner Bedeutung bei pathologischen Vorgangen im Gehirn erfillt
NFkB auch physiologische Aufgaben im Bereich der Gehirnentwicklung und der
Verhaltenssteuerung durch Transkription in Abhangigkeit von der synaptischen Aktivitat
[CHUANG et al., 2010]. Wahrend der zerebralen Ischamie wird NFkB hauptsachlich in
Neuronen, aber auch in Endothelzellen, Astrozyten und Mikroglia, aktiviert. Diese
Aktivierung erfolgt Uber verschiedene Wege, die jeweils in der Phosphorylierung von IkB-
Kinasen (IKK) minden. Zu den mobglichen Aktivatoren z&hlen proinflammatorische
Zytokine, wie TNF-a. Auch DAMP aus apoptotischen oder nekrotischen Zellen kénnen u.a.
Uber die Aktivierung von TLR die IKK-Aktivitét steigern. Die Hypoxie wahrend der Ischamie
fuhrt Gber die Hemmung der Propylhydrolase ebenfalls zu einer NFkB-Aktivierung. Die IKK
phosphorylieren und deaktivieren wiederum die IkB, so dass NFkB aus dem Komplex mit

IkB dissoziiert und in den Zellkern gelangt [RIDDER et al., 2009]. Als Transkriptionsfaktor erfullt
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NFkB Funktionen als zentraler Regulator der Immunantwort und Inflammation. Er ist an
zellularen Stressreaktionen sowie an der Regulation der Zellproliferation und Apoptose
beteiligt. In Folge seiner vielfaltigen Funktionen fuhrt eine dysregulierte Aktivierung von
NFkB zu schweren Erkrankungen, wie Autoimmunerkrankungen und Tumoren [SHIH et al.,
2015]. Durch Bindung an spezifische DNA-Abschnitte induziert er die Expression vieler
verschiedener proinflammatorischer Proteine, u.a. von TNF-qa, IL-1a und B, IL-6 und INOS
[SHIH et al., 2015; RIDDER et al., 2009]. NFKB kann sowohl pro- als auch antiapoptotische
Wirkungen entfalten [CHUANG et al., 2010; TAMATANI et al., 2000]. Seine Untereinheiten p50 und
p65 induzieren eine pro-apoptotische Genexpression. Tatséchlich ist das p50/p65-Dimer in
Verbindung mit Pathologien des zentralen Nervensystems die vorherrschende NFkB-Form.
Im Gegensatz dazu werden der Untereinheit c-Rel antiapoptotische Eigenschaften
zugeschrieben [LANZILLOTTA et al., 2015; SHIH et al., 2015; CHUANG et al., 2010]. Die sog.
ischamische Prakonditionierung kann auf die NFkB-Funktion zuriickgefihrt werden. Nach
einer kurzen Episode der Gehirnischamie unterhalb der Schwelle zum Zelltod wird NFkB in
Neuronen aktiviert und wirkt bei einer anschlieBenden langeren Gehirnischamie
neuroprotektiv. Moglicherweise basiert dieser Effekt darauf, dass NFkB die Transkription
seines eigenen Inhibitors IkBa im Sinne eines negativen Feedbacks induziert [RIDDER et al.,
2009; VALLABHAPURAPU & KARIN, 2009]. AulRerdem sind neuroprotektive Mediatoren bekannt,
wie Calbindin und die Mangan-Superoxid-Dismutase [WATTERS et. al., 2011] sowie Bcl-2 und
Bcl-x als Zytochrom-C-Inhibitoren [ZHANG et al., 2018b; TAMATANI et al., 2000], deren Expression

durch NFkB hochreguliert wird.

1.2.1.3 Tumornekrosefaktor a (TNF-a)

Das durch NFkB induzierbare Zytokin TNF-a wirkt multifunktionell proinflammatorisch mit
sowohl neurotoxischen als auch neuroprotektiven Eigenschaften [TAHSILI-FAHADAN et al.,
2018; CEULEMANS et al., 2010]. Es ist an der Regulation der Freisetzung von Zytokinen und
Chemokinen, oxidativem Stress, Rekrutierung von Immunzellen, Apoptose, Wundheilung
und gewebsspezifischen Reparaturmechanismen beteiligt [DENES et al., 2010]. Ebenso
beeinflusst TNF-a Veranderungen der GefaBpermeabilitit und Odembildung durch
Verstarkung der Koagulation und Endothelzellpermeabilitdét sowie durch Expressions-
induktion von Adhasionsmolekiilen [GUO etal., 2011; DENES et al., 2010]. Zusatzlich besitzt TNF-
a auch neuromodulatorische Funktionen, wie die Aktivierungsregulation von Mikroglia und
Astrozyten [THORNTON et al., 2012; DENES et al., 2010] oder die Modulierung der glutamatergen
Neurotransmission und Plastizitat [LAMBERTSON et al., 2019]. Als wichtiger Mitverursacher der
Exzitotoxizitat stimuliert TNF-a die exzessive Glutamatfreisetzung aus Mikroglia durch

Glutaminaseaktivierung [TAKEUCHI et al., 2006]. TNF-a entfaltet seine Wirkungen durch
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Bindung an die TNF-a-Rezeptoren (TNFR) 1 und 2, die sich auf den Zelloberflachen von
Neuronen, Gliazellen und Endothelzellen befinden. TNFR1 ist aufgrund seiner
intrazellularen Todesdomanensequenz auch als ,Todesrezeptor® bekannt. Durch
Internalisierung des aktivierten TNFR1 kann das Adapterprotein TNFR1-assoziiertes
Todes-Domanen-Protein (TNFR1-associated DEATH domain protein, TRADD) an diese
intrazellulare Todesdoménensequenz binden [WATTERS et al., 2011]. Mit Hilfe von TRADD
kann TNFR1 auch ohne intrinsische katalytische Aktivitat intrazellulare Signale generieren,
die Uber IKK-Phosphorylierung zur NFkB-Aktivierung [VALLABHAPURAPU & KARIN, 2009] oder
Uber Caspasenaktivierung zur Apoptose fuhren. Auch das Fas (Eigenname eines
Todesrezeptors, der zur TNF-a-Rezeptor-Superfamilie gehort) -assoziierte Todes-
Doméanen-Protein (Fas-associated death domain protein, FADD) kann entweder direkt an
die Todesdoméanensequenz von TNFR1 oder an den TNFR1-TRADD-Komplex binden und
damit die autokatalytische Spaltung der Pro-Caspase-8 induzieren [FRICKER et al., 2018;
WATTERS et al., 2011]. Ein anderer Signalweg fihrt Uber die Bindung des TNF-a-Rezeptor-
assoziierten Faktors-2 (TNF-a-receptor-associated factor-2, TRAF-2) an TRADD zur
Aktivierung der Caspase-2. TRAF-2 wurde urspringlich als Signalmolekil des TNFR2
identifiziert. Es kann direkt an seine intrazellulare Domé&ne binden. Somit fihrt die
Aktivierung beider Rezeptorsubtypen zu &hnlichen intrazellularen Signalkaskaden.
Unterschiede bestehen im zeitlichen Verlauf der NFkB-Aktivierung. Wéahrend bei der
Aktivierung von TNFR1 die NFkB-Aktivierung schnell und transient erfolgt, flhrt die TNFR2-
Aktivierung zu einer langsameren und persistierenden Antwort. Durch Variationen des
TNFR1-TNFR2-Quotienten auf der Zelloberflache wird letztlich die Wirkung von TNF-a
bestimmt [WATTERS et al., 2011]. Eine neuroprotektive Rolle wird TNFa hauptsachlich Gber

seine Wirkung an TNFR2 zugeschrieben [THORNTON et al., 2012].

1.2.1.4 Poly-Adenosintriphosphat-Ribose-Polymerase 1 (PARP-1)

Unter physiologischen Bedingungen fungiert die nukledre PARP-1 als Schlisselenzym zur
Erhaltung der Genom-Stabilitdt durch Detektion von DNA-Strangbriichen. Nach Bindung
von geschadigter DNA Kkatalysiert die aktivierte PARP-1 die Spaltung von
Nikotinamidadenindinukleotid (NAD") in Adenosindiphosphat (ADP) und Nikotinamid.
AnschlieRend bilden sich Polymere aus ADP-Ribose (PAR), welche die DNA-Reparatur
regulieren. Bei einem ausgedehnten DNA-Schaden im Rahmen von oxidativem Stress
kommt es jedoch zu einer PARP-1-Uberaktivierung, was zu einer NAD*-Verarmung der
Zelle fuhrt. Die Glykolyse und Atmungskette in den Mitochondrien werden bei NAD*-Mangel
beeintrachtigt, was wiederum durch ATP-Verarmung zum Energiemangel der Zelle fuhrt

[ZHAO et al., 2019; FRICKER et al., 2018; LI et al., 2018; STROSNAJDER et al., 2010]. Aul3erdem haben
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die Ubermafig synthetisierten PAR neurotoxische Wirkungen, deren Ausmalf3 scheinbar mit
der Lange der PAR-Ketten korreliert. Diese Neurotoxizitdt au3ert sich u.a. in Form einer
PAR-vermittelten Porenbildung in der Mitochondrienmembran, was zur Induktion der
Apoptose fihrt, sowie einer Aktivierung von proinflammatorischen Transkriptionsfaktoren
[WANG et al., 2011; STROSZNAJDER et al., 2010]. Der PARP-1-vermittelte Zelltod ist Caspase-
unabhéngig und wird durch den Apoptose-induzierenden Faktor (apoptosis inducing factor,
AIF) verursacht. AlF induziert nach seiner Translokation in den Zellkern die Kondensation
des Chromatins sowie eine charakteristische hochmolekulare DNA-Fragmentierung

[FRICKER et al, 2018; SIEGEL et al., 2010].

1.2.1.5 Caspase-3

Die Cysteinprotease Caspase-3 gilt, neben Zytochrom C und oligonukleosomaler DNA-
Fragmentierung, als phéanotypisches Kennzeichen des Caspase-gesteuerten Zelltods [DU
et al., 2004]. Die Apoptose kann entweder Uber einen intrinsischen Signalweg mit Beteiligung
von Zytochrom C und Caspase-9 oder Uber einen extrinsischen Signalweg mit Aktivierung
von membranstandigen Todesrezeptoren, wie TNFR1, und Caspase-8 eingeleitet werden.
Beide Mechanismen spielen bei der globalen Ischamie des Gehirns eine Rolle. Caspase-3
ist, neben den Caspasen-6 und -7, als Effektorcaspase in beide Signalwege involviert. Die
Effektorcaspasen spalten zahlreiche Proteine und aktivieren DNAsen, welche die DNA in
eine Vielzahl kleiner Spaltprodukte fragmentieren [SIEGEL et al., 2010; HOTCHKISS et al., 2009].
AulRerdem induziert Caspase-3 die Translokation der Proteinkinase C® in den Zellkern und
die Mitochondrien. Diese Proteinkinase-C-Isoform tragt zur ischdmischen Schadigung bei.
[YENARI & HAN, 2012]. Unter physiologischen Bedingungen spielt Caspase-3 eine Rolle beim
physiologischen Tod von Neuronen wahrend der Entwicklung und Differenzierung des ZNS
[D’AMELIO et al., 2010]. Nicht alle Funktionen von Caspase-3 sind mit dem Zelltod assoziiert.
Zu ihren nicht apoptotischen Funktionen z&hlen Modulation der synaptischen Plastizitat
durch Beteiligung an der Langzeitpotenzierung und Bindung von Untereinheiten des a-
Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxa-
zolepropionic acid, AMPA) -Rezeptors sowie normale Differenzierung und Neuronen-

wanderung in den Bulbus olfactorius [NORTHINGTON et al., 2011].

1.2.2 Geschlechtsspezifische Inflammation und Apoptose

Experimentelle Untersuchungen konnten zeigen, dass junge weibliche Nagetiere im
Vergleich zu ihren ménnlichen Artgenossen verminderte Entziindungsreaktionen nach
Verletzungen aufweisen [CAHILL et al., 2017a; MANWANI et al., 2013], wahrend es sich bei alteren

Nagetieren genau umgekehrt verhalt [MANWANI et al., 2013; LIU & MCCULLLOUGH, 2012]. Ein
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umfangreicheres Ausmald der Gehirnschadigung bei alteren weiblichen Tieren korrelierte
bei Liu & McCullough mit einer hochregulierten NFkB-Aktivitat. Daraus folgte die Annahme,
dass NFkB eine Schlisselrolle bei der geschlechtsspezifischen ischamischen
Gehirnschadigung innehat [LIU & MCCULLOUGH, 2012]. Die Altersabhangigkeit der
geschlechtsspezifischen Inflammation impliziert einen Einfluss von Geschlechtshormonen
(siehe (s.) Kapitel 1.4).

In Bezug auf die Apoptose zeigt die aktuelle Studienlage noch pragnantere
geschlechtsspezifische Unterschiede auf. Nach einem ischamischen Insult im Gehirn
werden bei beiden Geschlechtern sowohl der PARP-1- als auch der Caspase-abhangige
Apoptoseweg aktiviert [LIU et al., 2011]. Allerdings ist der PARP-1-abhangige Apoptoseweg
bei mannlichen Individuen vorherrschend, wahrend der weibliche Apoptoseweg
vornehmlich Caspase-abhéngig ist. Mannliche Neurone reagieren empfindlicher auf den
PARP-1-vermittelten Apoptoseweg, wahrend weibliche Gehirnzellen empfindlicher
gegeniuber dem Caspase-abhangigen Apoptoseweg sind [RAHIMIAN et al., 2019; MANWANI et
al., 2015; SIEGEL et al., 2010; LIU et al., 2011]. Dieser Geschlechtsunterschied wird ebenfalls auf
den Einfluss von Geschlechtshormonen zurlckgefihrt [LANG & MCCULLOUGH, 2008].
Mogliche Erklarungen hierfir sind eine Induktion der PARP-1-Expression durch die
Einwirkung von Androgenen [VAGNEROVA et al., 2010] und/oder eine Interaktion von PARP-1
bei Frauen mit dem Ostrogenrezeptor a (estrogen receptor a, ERa). PARP-1 kann im
Komplex mit ERa keine DNA-Strangbriiche mehr erkennen [STROSZNAJDER et al., 2010].
Jedoch ist nicht auszuschlieBen, dass physiologische Hormonspiegel angeborene
Geschlechtsunterschiede maskieren. Daher existiert die alternative Hypothese, dass der
programmierte Zelltod auf molekularer Ebene geschlechtsspezifisch ist [LANG &
MCCULLOUGH, 2008].

1.3 Einfluss des Geschlechts auf das Outcome nach

herzchirurgischen Operationen beim Menschen

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass Frauen bezlglich der Mortalitat, der
Komplikationsrate und der postoperativen Morbiditdt nach EKZ gegentiber Mannern
benachteiligt sind [VEEN et al., 2018; KURLANSKY et al., 2017]. Insbesondere ist das Risiko fur
neurologische Komplikationen bei Frauen gréf3er als bei Mannern [MARTIN et al., 2012; HOGUE

et al., 2008; GOTO et al., 2007].
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1.3.1 Vorbestehende kardiovaskulare Risikofaktoren

Statistisch gesehen haben Frauen, die aufgrund eines Koronararterienverschlusses oder
eines Herzklappenfehlers einen operativen Eingriff am Herzen mit EKZ benétigen,
vergleichsweise mehr signifikante Komorbiditaten, wie arterielle Hypertonie,
Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus oder Herzinsuffizienz [VEEN et al., 2018; FAERBER et
al., 2017; KURLANSKY et al., 2017; MARTIN et al., 2012]. Aul3erdem liegt bei Frauen zum Zeitpunkt
der Indikationsstellung einer kardialen Operation haufig eine schwerere Symptomatik bzw.
ein spéateres Stadium der Herzerkrankung vor als bei Mannern [GIRARDI et al., 2019; VEEN et
al., 2018; ATTIA et al., 2017; MARTIN et al., 2012; BUKKAPATNAM et al., 2010]. Daher sind Frauen zum
Zeitpunkt des Eingriffs, bedingt durch ihren schlechteren Gesundheitszustand, in ihren
Alltagsaktivitdten bereits eingeschréankter als Manner [LEHMKUHL et al., 2012; KENDEL et al.,
2011]. Das Verteilungsmuster der Arteriosklerose, die den kardiovaskularen Erkrankungen
zu Grunde liegt, ist geschlechtsspezifisch. Frauen leiden im Vergleich zu gleichaltrigen
Mannern haufiger an intrakraniellen Arterienstenosen, wahrend Manner eher zu Stenosen
der Aorta ascendens und der Karotiden neigen [GOTO et al., 2007]. Herzkranke Manner
hingegen rauchen ofter als Frauen und sie leiden haufiger unter einer linksventrikularen
Dysfunktion [KURLANSKY et al., 2017]. AuRerdem ist die Rate an Voreingriffen an Herz und

GefalRen bei Mannern hoher [FAERBER et al., 2017; BUKKAPATNAM et al., 2010; GOTO et al., 2007].

1.3.2 Interaktion zwischen Geschlechts- und Altersunterschieden

Frauen sind im Durchschnitt zum Zeitpunkt eines kardialen Eingriffs &lter als Manner
[GIRARDI et al., 2019; VEEN et al., 2018; ATTIA et al., 2017; FAERBER et al., 2017; KURLANSKY et al., 2017;
LEHMKUHL et al., 2012; KENDEL et al., 2011; BUKKAPATNAM et al., 2010]. Ihr h6heres Lebensalter
stellt einen unabhangigen kardiovaskuldaren Risikofaktor dar und kann z.B. mit einer
mittleren bis schweren aortalen Arteriosklerose, einem Hauptrisikofaktor flr perioperative
Schlaganfalle, assoziiert sein [GOTO et al., 2007]. Dennoch ist das Alter zwar eine relevante,
jedoch keine alleinerklarende Ursache fir den Zusammenhang zwischen nachteiligen
Folgen kardialer Operationen und dem weiblichen Geschlecht [LEHMKUHL et al., 2012]. Song
et al. untersuchten im Rahmen von Herzklappenoperationen ein breites Altersintervall von
Patienten. Auf diese Weise gelang ihnen die Darstellung einer Interaktion zwischen den
beiden Einflussfaktoren Geschlecht und Alter. Es zeigte sich eine Zunahme des relativen
Risikos der operativen Mortalitat bei Frauen ab dem 40. Lebensjahr von einem
vergleichbaren Risiko bis hin zum 2,5-fachen Risiko von risikoadaptierten Mannern. Im 6.
Lebensjahrzehnt bestand immerhin noch das doppelte relative Mortalitatsrisiko flr Frauen
im Vergleich zu Mannern, wahrend es sich in den nachfolgenden Altersdekaden wieder

stetig an das der Manner anglich. Anhand dieser Ergebnisse kann die sinkende ovarielle
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Funktion in der Perimenopause als eine mdogliche Ursache der Geschlechts-Alters-
Interaktion angesehen werden, da ca. 80 % der Frauen die Menopause im Zeitraum

zwischen dem 45. und dem 55. Lebensjahr durchlaufen [SONG et al., 2008].
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Abbildung 1.1: Mortalitatsrate nach Herzklappenoperationen von Mannern und Frauen in
Abhangigkeit vom Alter

Graphische Darstellung der Interaktion zwischen Geschlecht und Alter in Bezug auf die Mortalitétsrate nach
Herzklappenoperationen, modifiziert nach einer Tabelle von Song et al. [Song et al., 2008].

1.3.3 Vorbestehende psychosoziale Risikofaktoren

Frauen haben eine hohere Neigung zu Depressionen und Angststérungen, wodurch die
Lebensqualitéat vor und nach herzchirurgischen Operationen negativ beeinflusst werden
kann [HOGUE et al., 2008]. Dies zeigt sich in einer persistierenden Signifikanz des
Geschlechtsunterschieds in der gesundheitsbezogenen Lebensqualitat trotz Angleichung
des Grundgesundheitszustandes und der perioperativen Variablen in einer Studie von
Kendel et al. [KENDEL et al., 2011]. Generell berichten Frauen uiber starkere Angste im Hinblick
auf die Operation selbst sowie die anschlieBende Genesungsphase. Zudem bestehen bei
ihnen vergleichsweise mehr Unsicherheiten bezlglich des Krankheitsverlaufs als bei
Mannern [MARTIN et al., 2012]. Dies kdnnte die allgemein spatere Durchfiihrung operativer

Maflnahmen bei herzkranken Frauen mitbegriinden [BUKKAPATNAM et al., 2010].
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1.3.4 Unterschiede im operativen Prozedere

Da Frauen durchschnittlich in einem spateren Stadium ihrer Herzerkrankung vorstellig
werden, befinden sie sich zum Operationszeitpunkt haufiger im kardiogenen Schock und
mussen sich daher haufiger Notoperationen unterziehen, was eine hdhere Komplikations-
rate mit sich bringen kann [FAERBER et al., 2017; RIER et al., 2017; BUKKAPATNAM et al., 2010]. Da
Frauen im Vergleich zu Mannern im Durchschnitt eine geringere Kérpergro3e und kleinere
Gefalle aufweisen, sind die Operationsbedingungen haufig unginstiger. Die
Wabhrscheinlichkeit fur technische Schwierigkeiten nach einem CABG sowie fur eine
schlechtere Durchgangigkeit der GefaRRtransplantate ist bei Frauen hdher [GIRARDI et al.,
2019; ANGRAAL et al., 2018; ATTIA et al.,2017; FAERBER et al., 2017; RIER et al., 2017; BUKKAPATNAM et
al., 2010]. Da Frauen beim CABG weniger haufig die Arteria (A.) mammaria interna als
Bypassgefal3 erhalten, kann dies zumindest bei manchen Frauen zu einer
unvollstandigeren Revaskularisierung fuhren, mit der Folge einer geringeren Symptom-
linderung als bei Mannern. Die A. mammaria interna gilt gemeinhin als das am besten
geeignete Gefalitransplantat zur Gewahrleistung eines guten Outcomes nach CABG [ATTIA
et al., 2017; FAERBER et al., 2017; RIER et al., 2017; BUKKAPATNAM et al., 2010; HOGUE et al., 2008].
Allerdings erhalten Manner haufiger drei oder mehr Bypasse als Frauen [LEHMKUHL et al.,
2012; BUKKAPATNAM et al., 2010]. Im Rahmen von chirurgischen Herzklappenkorrekturen
bendtigen Frauen haufiger Prothesen, wahrend die Rate erfolgreicher Rekonstruktionen
der kdrpereigenen Herzklappen bei Mannern hoher liegt. Die Herzklappenrekonstruktion ist
dem prothetischen Herzklappenersatz tberlegen. Ihre Vorteile liegen in einer geringeren
Mortalitat, einem besseren Erhalt der Herzfunktion, geringeren postoperativen Liegezeiten

sowie geringeren Komplikationsraten [VASSILEVA et al., 2013].

1.3.5 Unterschiede im postoperativen Management

Frauen bendtigen nach CABG mehr Bluttransfusionen als Maéanner, wodurch die
Hamodilution bei Frauen wahrend der EKZ verstarkt wird. Generell sind Transfusionen —
unabhangig vom Geschlecht — mit einer héheren Mortalitat, vermehrten postoperativen

Infektionen sowie mit langeren Intensivbehandlungen assoziiert [RANUCCI et al., 2008].

Trotz all dieser Faktoren, die einen direkten Vergleich zwischen Mannern und Frauen
beziglich des Outcomes nach EKZ erschweren, besteht die Annahme, dass das weibliche
Geschlecht einen unabhangigen Risikofaktor im Rahmen herzchirurgischer Eingriffe

darstellt [BUKKAPATNAM et al.; 2010; SONG et al., 2008].
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1.4 Geschlechtshormone und zerebrale Ischamietoleranz

Das Nervensystem stellt ein wichtiges Zielorgan fur die Geschlechtshormone dar. Die
physiologischen Effekte der Geschlechtshormone auf das Gehirn werden sowohl auf
zirkulierende Hormone aus peripheren Organen, wie der Nebennierenrinde, den Hoden
oder den Ovarien, als auch auf lokal im Gehirn synthetisierte Hormone, die sog.
Neurosteroide, zurlickgeflihrt [CESPEDES RUBIO etal, 2018; DIOTEL etal, 2018]
Geschlechtsunterschiede werden u.a. durch unterschiedliche Hormonkonzentrationen bei

Frauen und Mannern generiert.

1.4.1 Weibliche Geschlechtshormone

Den weiblichen Geschlechtshormonen Ostrogen und Progesteron wird eine
neuroprotektive Wirkung zugesprochen [CESPEDES RUBIO et al., 2018; DIOTEL et al., 2018;

ZARATE et al., 2017].

1.4.1.1 Ostrogene

Dabei sind Ostrogene, insbesondere das aktivste von ihnen, namlich 17B-Estradiol (E>), die
am besten erforschten neuroprotektiven Sexualhormone. Das anhaltende Interesse an
Ostrogenen als Neuroprotektiva kann durch zwei Kernbeobachtungen erklart werden
[HERSON et al., 2009]. Zum einen zeigte sich innerhalb einer weiblichen Rattenpopulation, bei
der experimentell eine fokale Gehirnischamie erzeugt wurde, dass die Infarktgrof3e von der
jeweiligen Phase des Menstruationszyklus beeinflusst wird. Die praovulatorische
Follikelphase mit hohem E»-Spiegel geht mit einer geringeren Infarktgré3e einher als die
postovulatorische Lutealphase mit geringer E;-Produktion [DIOTEL et al., 2018; ZHU et al., 2017;
SCHREIHOFER & MA, 2013; HERSON et al., 2009]. Zum anderen erleiden weibliche Ratten oder
Mause geringere Gewebeschadigungen durch vergleichbare ischdmische oder
traumatische Insulte als mannliche Tiere. Dieser Vorteil des weiblichen Geschlechts ist
nach der Menopause oder nach Ovariektomie aufgehoben und kann durch eine

Ostrogenersatztherapie wiederhergestellt werden [RAHIMIAN et al., 2019; CESPEDES RUBIO et
al., 2018; CHAUHAN et al., 2017; CAHILL et al., 2017a; SCHREIHOFER & MA, 2013; SIEGEL et al., 2010;
HERSON et al., 2009].

Zu den neuroprotektiven Eigenschaften der Ostrogene zahlt z.B. die Hirnédemreduktion
durch Stabilisierung der Blut-Hirn-Schranke [AU et al., 2016; SIDDIQUI et al., 2016]. E, erhéht den
Blutfluss wahrend und nach einer Ischdmie durch Freisetzung von vasodilatierenden
Substanzen. Es fordert die Genexpression antiinflammatorischer Proteine und Mediatoren

des Zelliberlebens [LIU & MCCULLOUGH, 2012; LEON et al., 2011; CARSWELL et al., 2010; HERSON
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et al., 2009; LIU et al., 2009; SUZUKI et al., 2009] und supprimiert die Produktion von proinflamma-
torischen Zytokinen, wie TNF-a [BROWN et al., 2010] und iNOS, sowie die Expression von
NFkB. Die Aktivitat proapoptotischer Proteine, wie Caspase-3 [GIRIJALA et al., 2017], wird Uber
eine Reduktion der postischamischen Induktion des Fas-FADD-Signalwegs vermindert [LIU
& MCCULLOUGH, 2012; LIU et al., 2009; CARSWELL et al., 2010; SUZUKI et al., 2009]. Aul3erdem
entfaltet E» eine konzentrationsabhangige antioxidative und anti-Lipid-peroxidative
Wirkung, u.a. durch Hemmung der NADPH-Oxidase [CARSWELL et al., 2010] oder Blockade
von N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren in hoheren Dosen und damit
einhergehender Reduktion der Exzitotoxizitdt [LEON et al., 2011; HERSON et al., 2009]. Das
mitochondriale Membranpotential und die ATP-Synthese bleiben durch die Einwirkung von
E. erhalten. Des Weiteren vermindert E, die ROS-Produktion durch Beeinflussung der
Expression mitochondrialer Gene [ZARATE et al., 2017, SCHREIHOFER & MA, 2013]. Es mildert
die Exzitotoxizitat durch Steigerung der Glutamataufnahme in Astrozyten ab [CHISHOLM et
al., 2016] und tragt schlielich zur Verbesserung der Regeneration und Plastizitat von
Neuronen nach einem ischamischen Insult bei [LIU & MCCULLOUGH, 2012; HERSON et al., 2009;
LIU et al., 2009; SUZUKI et al., 2009].

Im Detail werden die Wirkungen der Ostrogene sowohl auf die Beeinflussung der
Transkription von Genen mit oder ohne Ostrogen-abhangige Elemente (estrogen response
elements, ERES) [RAHIMIAN et al., 2019; CESPEDES RUBIO et al., 2018; BROWN et al., 2010; HERSON
et al., 2009], als auch auf nicht transkriptionelle schnelle Signalwege uber die Interaktion mit
membrangebundenen ER und Aktivierung nachgeschalteter Signalkaskaden zurickgefihrt
[RAHIMIAN et al., 2019; CESPEDES RUBIO et al., 2018; HERSON et al., 2009]. Die ER unterteilen sich
in die klassischen ,nukledren“ ERa und ER, die ebenso in der Membran lokalisiert sein
konnen, als auch in andere, neu entdeckte Ostrogenrezeptoren, wie dem G-Protein-
gekoppelten Rezeptor (GPR) 30. Ihre Aktivierung induziert die Modifikation der
Proteinphosphorylierung sowie Konzentrationsverdnderungen intrazellularer Second
Messenger, wie CAMP oder Ca?* [CESPEDES RUBIO et al., 2018; GILLIES & MCARTHUR, 2010; LIU
et al., 2009]. SchlieRlich kann Ostrogen auch rezeptorunabhéngig in pharmakologischen
Konzentrationen eine direkte antioxidative Wirkung entfalten [CESPEDES RUBIO et al., 2018; LIU
& MCCULLOUGH, 2012].

1.4.1.2 Progesteron

Auch das Gestagen Progesteron scheint eine neuroprotektive Wirkung zu besitzen. So
konnte im Rahmen von experimentell erzeugten traumatischen Hirnverletzungen u.a.
gezeigt werden, dass Progesteron die vasogene und zytotoxische Odembildung reduziert

[HERSON et al., 2009]. Durch die Beeinflussung intrazellularer Signalkaskaden erhéht es die
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Expression von antiapoptotischen Proteinen und vermindert diejenige von
proapoptotischen Proteinen [ANDRABI et al., 2017; ESPINOSA-GARCIA et al., 2013; HERSON et al.,
2009]. Als antiinflammatorisch wirkendes Agens erweist sich Progesteron als Inhibitor der
NFkB-Aktivitat sowie der nachgeschalteten NFkB-induzierten proinflammatorischen
Gentranskription [PAN et al., 2007]. Durch eine Verbesserung der respiratorischen Funktion
neuronaler Mitochondrien kann Progesteron auch eine verminderte oxidative
Stressreaktion bewirken [CESPEDES RUBIO et al., 2018; ANDRABI et al., 2017; GAIGNARD et al., 2016;
MANNELLA etal, 2009]. Weiterhin spielt Progesteron ebenfalls eine Rolle bei der
Remyelinisierung nach einer Gehirnverletzung [HERSON etal., 2009] sowie bei der
postischamischen Neurogenese durch Modulation der INOS-Expression als Antwort auf

inflammatorische Stimuli [MANNELLA et al., 2009].

Analog zu den Ostrogenen entfaltet Progesteron seine Wirkungen sowohl tiber klassische
nukledre Progesteronrezeptoren und Rekrutierung von Koregulatoren der Transkription von
Zielgenen als auch Uber verschiedene membrangebundene Progesteronrezeptoren
[CESPEDES RUBIO et al., 2018; ZHU et al., 2017; SIDDIQUI et al, 2016] AulRerdem reguliert
Progesteron spannungsabhangige Ca?'-Kanile sowie auch K*- und Na?*-Kanile
unabhé&ngig von Progesteronrezeptoren [LUOMA et al., 2012]. Zudem moduliert Progesteron
die Aktivitdt und Expression von Glutamat-Rezeptoren und vermindert so exzitatorische
neuronale Antworten [LIU et al., 2009]. Insgesamt scheint das neuroprotektive Potential der
Gestagene jedoch geringer zu sein als das der Ostrogene. So zeigten experimentelle
Studien, dass E, allein oder in Kombination mit Progesteron einen gro3eren
neuroprotektiven Effekt im Rahmen einer neurotoxischen Glutamatexposition kortikaler
Neurone aufweist als Progesteron allein [MANNELLA et al., 2009]. Die Kombination von
Progesteron mit E> zeigt kontroverse Ergebnisse mit teilweise synergistischen, teilweise
antagonistischen Wirkungen [CESPEDES RUBIO et al., 2018]. Somit bleibt die Sonderstellung

von E; unter den neuroprotektiven Sexualhormonen unbestritten.

1.4.2 Unterschiede zwischen pra- und postmenopausalen Frauen

Die Menopause geht, im Rahmen des physiologischen Riickgangs der ovariellen Funktion,
mit einer signifikanten Abnahme des E,-Spiegels einher. Mit zunehmender
Lebenserwartung, bei einem gleichzeitig konstant bleibenden Eintrittsalter in die
Menopause von ca. 51 Jahren, kommt es zu einer wachsenden Anzahl von Frauen, die
einen immer groBer werdenden Anteil ihres Lebens in einem chronischen
Ostrogenmangelzustand verbringen [FIOCCHETTI et al., 2012; SUZUKI et al., 2009; WISE et al., 2009].
Dabei verlieren Frauen ca. 90 % ihrer pramenopausalen Ostrogenkonzentration im Blut,

was ca. ¥ der durchschnittichen Ostrogenkonzentration im Blut gesunder Manner
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vergleichbaren Alters entspricht [BARRETT-CONNOR & LAUGHLIN, 2009]. Dieser
Ostrogenmangel geht mit verschiedenen Konsequenzen fiir den weiblichen Korper, wie
einem erhdhten Risiko fiir kardiovaskulare Erkrankungen, einher [FIOCCHETTI et al., 2012]. Zu
den neurologischen Manifestationen der postmenopausalen Periode zahlen
Hitzewallungen, Schlafstérungen, emotionale Instabilitdt sowie ein groReres Risiko, einen
Schlaganfall zu erleiden oder an Morbus Alzheimer zu erkranken [WISE et al., 2009]. Es kommt
im Alter zu physiologischen Veranderungen der neuroinflammatorischen Reaktionen des
Gehirns, die vor allem durch eine vermehrte und/oder nicht ausreichend regulierte
Produktion proinflammatorischer Zytokine gekennzeichnet sind. Diese dysfunktionellen
Reaktionen werden durch den postmenopausalen Ostrogenmangel verstarkt. Die
Blutkonzentrationen proinflammatorischer Zytokine erhdhen sich physiologischerweise bei
postmenopausalen Frauen signifikant im Vergleich zu pramenopausalen Frauen [ZARATE et
al., 2017; AU et al., 2016; BROWN et al., 2010]. Die Empfindlichkeit des Gehirns gegentiber Patho-
genen, Umweltfaktoren und Stress steigt nach der Menopause an [GIATTI et al., 2012].
Veranderungen der Endothelzellfunktion und der Inflammationsreaktion postmenopausaler
Frauen kénnten den Reperfusionsschaden nach einer Gehirnischamie verschlimmern und
somit einen unglnstigeren Ausgang nach kardialen Operationen, insbesondere bei alteren

postmenopausalen Frauen, bedingen [SONG et al., 2008].

1.4.3 Androgene

Androgene beeinflussen die Gehirnschadigung nach einer Ischamie sowohl im positiven
als auch im negativen Sinne. Junge mannliche kastrierte Ratten oder Mause zeigen im
Vergleich zu intakten Tieren nach fokaler und globaler Ischamie einen verminderten bis
gleichbleibenden histologischen Gehirnschaden. Eine exogene Testosterongabe kann
dabei die neuronale Schadigung dosisabhangig erhéhen, u.a. durch eine Steigerung der
Exzitotoxizitat [CHAUHAN et al., 2017; LIU & MCCULLOUGH, 2012; NAKANO et al., 2010; SIEGEL et al.,
2010; VAGNEROVA et al., 2010; LIU et al., 2009; UCHIDA et al., 2009]. Nakano et al. konnten au3erdem
eine Relativierung des neurotoxischen Testosteroneffektes durch den spezifischen
Androgenrezeptor (AR)-Antagonisten Flutamid zeigen. In ihrer Zellkulturstudie detektierten
Nguyen et al. eine antiapoptotische Wirkung des Testosterons auf hippokampale Neurone,
die verschiedenen neurotoxischen Substanzen ausgesetzt wurden. Doch speziell bei
oxidativen Stressoren versagten die Androgene in ihrer neuroprotektiven Funktion [NGUYEN
et al, 2010]. Diese Ergebnisse lassen einen Beitrag des Testosterons zum ,lschamie-
sensitiven Phanotyp“ von Mannern vermuten [SIEGEL et al., 2010]., der aber hauptséachlich
dem Mangel an protektiven Effekten des E, zugeschrieben wird [MCCULLOUGH et al., 2016].

Neben seinen offensichtlich neurotoxischen Wirkungen scheint Testosteron Neurone auch
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vor oxidativem Stress zu schiitzen [KIM et al., 2013; LIU & MCCULLOUGH, 2012; LIU et al., 2009;
UCHIDA et al, 2009]. Cheng et al. zeigten einen glnstigen Testosteroneffekt in vorher
Testosteron-defizienten mannlichen Ratten mittleren Alters nach einer fokalen
Gehirnischamie. Sie interpretierten ihre Studienergebnisse im Sinne einer altersabhangig
steigenden Sensitivitat ménnlicher Ratten gegentiber einer Gehirnischamie, die im direkten
Zusammenhang mit einem Abfall des Testosteronspiegels ab dem mittleren Alter steht
[CHAUHAN et al., 2017, CHENG et al., 2009]. Uchida et al. stellten einen dosisabhéngigen
Testosteroneffekt nach fokaler Gehirnischamie bei kastrierten mannlichen Mausen fest,
wobei niedrige Dosen die Infarktgrof3e verringerten, wahrend hohe Dosen die neuronale
Schadigung verschlimmerten [UCHIDA et al., 2009]. Auch in klinischen Studien konnte bereits
gezeigt werden, dass Manner mit einem hohen Testosteronspiegel nach einem
Herzstillstand mit erfolgreicher Reanimation bessere neurologische Ergebnisse erzielen als
Manner mit vergleichsweise niedrigerem Testosteronspiegel [KIM etal., 2013]. Die
vordergriindig kontroversen Studienergebnisse haben zu der Annahme gefiihrt, dass
Androgene in der Akutphase einer Ischamie eher zur Schadigung beitragen, wahrend ihre
Wirkung die Regenerationsprozesse in der postischamischen Erholungsphase glinstig
beeinflusst. Diese Theorie korreliert auch mit dem natirlichen Verlauf der
Testosteronkonzentration im Rahmen eines ischdmischen Insults. Dieser stellt eine
Stresssituation dar, die zu einer akuten Reduktion der Testosteronkonzentration im Plasma
fihrt. Postischamisch normalisiert sich diese innerhalb von 6 Monaten [HERSON et al., 2009].
Die Wirkung von Testosteron und Dihydrotestosteron (DHT) wird direkt Uber den einzig
bisher bekannten AR in Form einer Beeinflussung der Gentranskription vermittelt.
Zusatzlich spielen schnelle, nicht genomische Effekte eine Rolle [NAKANO et al., 2010; CHENG
etal., 2009; LIU et al., 2009]. Alternativ kénnen die Metabolite des Testosterons auch Ostrogen-
rezeptoren binden und aktivieren [SIMPKINS et al., 2012; GILLIES & MCARTHUR, 2010; CHENG et al.,
2009]. So kann zirkulierendes Testosteron von einer ortsstéandigen Aromatase im Gehirn zu
Ostrogen metabolisiert werden. Diese Aromatase wird im Gehirn beider Geschlechter nach
einer Ischamie vermehrt exprimiert [CESPEDES RUBIO et al., 2018; MANWANI et al., 2015]. Die
wichtige Rolle des Ostrogens im mannlichen Gehirn, das in Neuronen und Gliazellen
gebildet wird, findet zunehmende wissenschaftliche Beachtung [GILLIES & MCARTHUR, 2010].
Neuroprotektive Effekte der Androgene kdnnen jedoch nicht auf ihre indirekte Wirkung nach
Aromatisierung zu Ostrogen allein zuriickgefiihrt werden, da auch nicht aromatisierbares
DHT ein antioxidatives und antiapoptotisches Potential aufweist [SIDDIQUI et al., 2016; UCHIDA
et al., 2009]. Moglicherweise kann das Verhéltnis der direkten zur indirekten Wirkung des

Testosterons seine dosisabhangige Wirkung erklaren [NAKANO et al., 2010].
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1.4.4 Die mannliche Andropause

Bei Mannern spielt, wenn auch in weitaus geringerem Ausmalf als bei Frauen, ebenfalls
eine altersabhéngige hormonelle Umstellung eine Rolle bei der Ischamietoleranz. Niedrige
Testosteronspiegel im Alter sind mit ausgedehnteren HirninfarktgréRen und schlechterer
funktioneller Genesung im Vergleich zu jingeren Méannern assoziiert [CHENG et al., 2009].
Physiologischerweise nimmt die Testosteronkonzentration bei Mannern ab dem dritten
Lebensjahrzehnt um etwa 1-2 % pro Jahr ab [DECAROLI et al., 2017]. Teilweise analog zur
weiblichen Menopause geht diese sog. Andropause mit einer Beeintrachtigung von
Gehirnfunktionen, wie der Stimmung, des Gedachtnisses und der Kognition, einher
[NGUYEN et al., 2010]. Des Weiteren nimmt auch die Krankheitsanfalligkeit und Mortalitat mit
sinkender Testosteronkonzentration zu, und das Risiko fur kardiovaskuldre Erkrankungen
steigt bei Androgen-defizienten Mannern durch eine verminderte fibrinolytische Aktivitat an
[YEAP, 2013]. Der zusatzliche Testosteronabfall als akute Stressreaktion im Rahmen einer
Herzoperation mit EKZ kann einen Teil der Komplikationen, wie eine akute Anamie oder
Mobilitatseinschrankungen im Rahmen des Proteinkatabolismus, verstarken [MAGGIO et al.,
2012]. Der Hauptunterschied zwischen den Geschlechtern in héherem Alter besteht in einer
mannlichen Immunoseneszenz, die sich in einem verminderten Anstieg
proinflammatorischer Zytokine im postischamischen Hirngewebe manifestiert. Diese kann
zumindest theoretisch als ein neuroprotektiver Mechanismus im alternden ménnlichen
Gehirn angesehen werden, der Mannern womdglich einen Vorteil bei der Bewaltigung eines
ischdmischen Insults gegentber Frauen verschafft [LIU & MCCULLOUGH., 2012].
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2 Problemstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses des Geschlechts sowie
des hormonellen Status auf die Expression von Inflammations- und Apoptoseparametern
bei der Ratte 14 Tage nach EKZ und DHCA.

Dabei sind folgende Fragestellungen von besonderem Interesse:

1. Gibt es einen Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Tieren bei der
Auspragung der Inflammation und Apoptose im Gehirn 14 Tage nach EKZ und
DHCA?

2. Welchen Einfluss haben die Geschlechtshormone? Gibt es Expressions-

unterschiede zwischen kastrierten und nicht kastrierten Tieren?

3. Kaorrelieren die Ergebnisse mit den klinischen Beobachtungen in der Human-

medizin?

Da die vermuteten Zusammenhange im klinischen Bereich am Menschen nicht gezielt
untersucht werden konnen, bietet unser Rattenmodell die Mdglichkeit eines direkten
Zugangs zum Gehirn. Die weiblichen kastrierten Ratten dienen als Modell fir die Post-
menopause bei Frauen, wahrend die intakten weiblichen Ratten die prdmenopausalen
Frauen reprasentieren. Analog dazu verhalt es sich mit den mannlichen kastrierten und
intakten Ratten entsprechend der Post- und Praandropause bei Mannern. Die vier Gruppen
sollen im Hinblick auf die Expression der Inflammations- und Apoptoseparameter einander

gegenubergestellt werden.
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Die Studie wurde von einem grof3en Team durchgefiihrt, die Ergebnisse sind bereits in dem
internationalen Journal ,The thoracic and cardiovascular surgeon® unter folgendem Titel

veroffentlicht worden [Kellermann et al., 2013]:

»Functional outcome in female rats after 45 minutes of deep hypothermic circulatory

arrest: gender matters.*

Aus der Studie entstand auch bereits eine weitere Promotion von meinem Kollegen Dr.
med. vet. Stefan Friedrich mit dem Titel ,Zum Einfluss von Geschlecht und Geschlechts-
hormonstatus auf neurologische und neurokognitive Funktionen sowie auf die
Gehirnmorphologie 14 Tage nach herzchirurgisch typischer extrakorporaler Zirkulation mit
45-minitigem tief hypothermem Kreislaufstillstand im Rattenmodell® [FRIEDRICH,
tiermedizinische Dissertation 2013]. Diese beinhaltet die Ergebnisse der physiologischen
Parameter, der Korpergewichtsentwicklung und der Geschlechtshormonspiegel der Tiere
sowie des modifizierten Holeboardtests (mHBT), der neurologischen Untersuchung und der

Gehirnmorphologie.
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3 Material und Methodik

3.1 Versuchsaufbau

3.1.1 Gruppeneinteilung

Die im Folgenden beschriebenen Eingriffe und Untersuchungen werden an 40 mannlichen
und 40 weiblichen, zu Versuchsbeginn 12 Wochen alten Sprague-Dawly-Ratten (Firma
(Fa.) Charles River Deutschland GmbH, Sulzfeld) durchgefiihrt. Das Tierversuchsvorhaben
wurde zuvor gemal 88 des deutschen Tierschutzgesetzes (Tierschutzgesetz in der
Fassung vom 18. Mai 2006, BGBI. | S. 1206, 1313, zuletzt geandert am 21. Dezember
2006, BGBI. | S. 3294) durch die Regierung von Oberbayern genehmigt (Aktenzeichen:
55.2.1.54-2531-20-10). Zum Zeitpunkt des operativen Eingriffs betrégt die Gewichtsspanne
der weiblichen Ratten 180 — 240 Gramm (g), diejenige der mannlichen Ratten 250 — 300 g.
Die 80 Versuchstiere werden in 8 Gruppen zu jeweils 10 Tieren unterteilt (s. Abbildung 3.1).
An den Tieren der ,DHCA-Gruppen® wird ein operativer Eingriff mit EKZ und 45-minitigem
DHCA durchgefihrt, wahrend die Kontrollgruppen ohne diesen Eingriff die ansonsten
gleichen Tests durchlaufen. Die Halfte der mannlichen bzw. weiblichen Tiere wird kastriert

und die andere Halfte scheinkastriert.

kastriert

(n=10)
schelnkastrlert

(n-lO)

kastriert
(n=10)
schelnkastrlert

n-lO)

kastriert
(n=10)
schelnkastrlert

n-lO)

Kontrolle

(n=40)
kastrlert

(n-lO)
scheinkastriert
(n=10)

Abbildung 3.1: Gruppeneinteilung der Versuchstiere

Gruppenschema zur Einteilung der Tiere in die Versuchsgruppen mit jeweiliger Tieranzahl.
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3.1.2 Haltungsbedingungen der Tiere

Wahrend des gesamten Versuchsablaufs von der Ankunft der Tiere bis hin zum Ende des
Versuchs wird eine strenge Routine eingehalten. Mit Ausnahme der Zeitrdume, die fur die
Eingriffe an den Tieren benétigt werden, befinden sich die Ratten kontinuierlich in einem
fensterlosen, klimatisierten Tierhaltungsraum der experimentellen Anéasthesie bei einer
konstanten Raumtemperatur von durchschnittlich 22 + 2 °C sowie einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 60 + 15 %. Dieser Tierhaltungsraum dient auch gleichzeitig zur Durch-
fuhrung der funktionellen Untersuchung, so dass die Tiere mdglichst viel Zeit in ihrer
gewohnten Umgebung verbringen. Aul3erdem regelt eine Zeitschaltuhr den kontinuierlichen
Hell-/Dunkelrhythmus von jeweils 12 Stunden, wobei sich die Hellphase von 3:00 bis 15:00
Uhr und die Dunkelphase von 15:00 bis 3:00 Uhr erstreckt. Um die empfindlichen Augen
der Albino-Ratten nicht zu schadigen, betragt die Lichtintensitét in den Kéafigen maximal 60
Lux (GV-SOLAS, 1988). Ebenso ist ein Radio (Radio GX, Panasonic) mit der Zeitschaltuhr
gekoppelt, welches die Ratten wéahrend der Hellphase mit leiser Musik und Stimmen
beschallt. Hierdurch wird eine Gewthnung der Tiere an die menschliche Geréduschkulisse
erreicht. Bezuglich der Unterbringung der einzelnen Tiere lassen sich 2 verschiedene
Phasen unterscheiden. Die erste Phase vor dem eigentlichen Versuchsbeginn verbringen
die Tiere in Makrolon Kéafigen Typ IV (55 x 35 x 20 Zentimeter (cm)) in Gruppen von jeweils
3-4 Tieren. Danach werden sie in den sog. ,Homecage“ (undurchsichtiges graues PVC, Fa.
Josef Weiss Plastik GmbH, Minchen) umgesetzt. Beide Kafige werden vergleichbar
ausgestattet. Die Einstreu bildet entstaubtes und entkeimtes Weichholzgranulat (Lignocel,
J. Rettenmaier & Sohne, Rosenberg). Zusatzlich erhalten die Ratten eine Handvoll
autoklaviertes Heu und eine Lage Zellstoff als Nestbaumaterial. Jeweils montags und
donnerstags findet ein kompletter Einstreuwechsel statt. Die Nippeltranken werden
donnerstags ausgetauscht. An beiden Tagen erfolgt aul’erdem die Reinigung und
Desinfektion des FuRbodens und der freien Flachen im Tierhaltungsraum. Futter (Altromin
1324, spezialbehandeltes Haltungsfutter fiir Ratten, Altromin GmbH, Lage) und
Leitungswasser stehen den Tieren kontinuierlich Uber Futterraufen und Nippeltranken zur

Verfugung. Alle Tiere werden taglich gewogen.
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3.1.3 Zeitlicher Versuchsablauf

3.1.3.1 Praoperative Phase

Die Eingewbhnungsphase verbringen die Ratten nach ihrer Ankunft (Tag 0 ab Ankunft, s.
Abbildung 3.2) zunédchst 15 Tage lang in den Makrolon Kafigen Typ IV in Gruppengrél3en
von maximal 4 Tieren. Am 16. Tag findet die Kastration bzw. Scheinkastration der Tiere
statt. Danach wird den Tieren eine Erholungszeit von 14 Tagen gewahrt, wahrend der sie
weiterhin in den gleichen Gruppen in Makrolon Kafigen Typ IV gehalten werden. Schlief3lich
findet am 30. Tag nach ihrer Ankunft der Einsatz der Tiere in den Homecage statt, der
zunachst auf seiner gesamten Flache von 80 x 60 x 50 cm eingestreut ist. Dieser dient nach
Abtrennung einer Testarena postoperativ zur Durchfiihrung eines Verhaltenstests.
Weibliche Rattengruppen haben nun eine Gré3e von 10 Tieren, sie setzen sich aus 3
Makrolon-Typ-IV-Gruppen, die nach dem Schema 3+3+4 verteilt waren, zusammen. Die
mannlichen Rattengruppen bestehen im Homecage aus 8 Tieren entsprechend 2 der
vorherigen Gruppen, da GroBe und Gewicht der Mannchen im Hinblick auf die

nachfolgende Abtrennung der Testarena eine Gruppengrof3e von 10 Tieren nicht zulassen.

-

Ankunft

Akklimatisation im Makrolon Typ IV in Gruppen von 3-4 Tieren

Kastration/ Scheinkastration

Erholungszeit nach Kastration/ Scheinkastration im Makrolon Typ IV

Einsatz in Homecage

Akklimatisationszeit im Homecage in Gruppen von 8-10 Tieren, ab dem 37. Tag
Anfltterung aller Tiere mit Mandeln zur Vorbereitung auf den Holeboard-Test

Abtrennung des Homecages in Wohnbereich und Testarena, Vorbereitung
der Testarena fiir den Holeboard-Test

Abbildung 3.2: Zeitplan von der Ankunft der Ratten bis zur Abtrennung des Homecages

Zeitlicher Ablauf der préoperativen Phase. Die Nummerierung der Tage erfolgt hier ausgehend vom Tag der
Ankunft der Tiere im Labor (= Tag 0 ab Ankunft).
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3.1.3.2 Postoperative Phase

Tag 0 ab EKZ/DHCA bezeichnet den Tag, an dem die Tiere der DHCA-Gruppen der EKZ
mit DHCA unterzogen werden, die Tiere der Kontrollgruppen erhalten stattdessen einen
Tag Pause ohne Testung (s. Abbildung 3.3). Nach Tag 0 beginnt die 14-tagige Testphase
fur jedes Tier. Um eine Baseline zu erhalten, wird die erste neurologische Untersuchung
jedes Tieres bereits einen Tag vor Tag 0 ab EKZ/DHCA durchgefuhrt (Tag -1). Die
postoperativen neurologischen Untersuchungen finden dann an den Tagen 1-3 sowie an
Tag 14 statt. Nach der Testphase werden die Tiere in tiefer Narkose getotet und die Gehirne
entnommen. Dies dient zur nachfolgenden histologischen Untersuchung des

Gehirngewebes.

Neurologische Untersuchung (Baseline)

EKZ mit DHCA (DHCA-Gruppen) bzw. Pause (Kontroll-
r Gruppen)

Neurologische Untersuchung

Holeboard-Test
Tag 4-13

Neurologische Untersuchung und anschlieRende
ey Euthanasie

€€E€E€CK

Abbildung 3.3: Zeitplan von der ersten NU bis zur Tétung der Tiere

Zeitlicher Ablauf der Testphase. Die Nummerierung der Tage erfolgt hier ausgehend vom Tag der EKZ mit
DHCA (DHCA-Gruppen) bzw. von der eintdgigen Pause bei den Kontrollgruppen (= Tag 0 ab EKZ/DHCA).
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3.2 Versuchsdurchfihrung

3.2.1 Durchfihrung der Kastration

Am jeweiligen Kastrations- bzw. Scheinkastrationstag wird die Rattengruppe in mit Zellstoff
ausgelegten Transportkafigen, in denen jeweils 2 Tiere Platz finden, in den Operationsraum
gebracht. Wahrend der Wartezeiten vor und nach der Operation stehen den Tieren das
gewohnte Futter und Wasser ad libitum zur Verfigung. Die Narkoseeinleitung erfolgt fur
alle Tiere in einer durchsichtigen Plexiglasbox, in die 5,0 Volumenprozent (Vol.-%) Isofluran
(Forene®, Abbott GmbH & Compagnie (Co.) Kommanditgesellschaft (KG), Wiesbaden) und
6 Liter (I)/min O; eingeleitet werden.

3.2.1.1 Weibliche Tiere

Das anasthesierte Tier wird im Bereich des Unterbauchs rasiert und anschlieRend mit einer
modifizierten 14-Gauge (G) -Kanule intubiert sowie Uber ein Kleintierbeatmungsgerat
(Small Animal Ventilator KTR-4, Hugo-Sachs-Elektronik, March) ventiliert. Das
Beatmungsgerat versorgt die Ratte Uber einen vorgeschalteten Prazisionsverdampfer
(Abott GmbH & Co. KG, Wiesbaden) mit 1-2,5 Vol.-% Isofluran, auRerdem mit 40 Vol.-%
O, sowie Luft im halboffenen System ohne Rickatmung. Dabei betragt die konstante
Frischgaszufuhr 0,8 I/min, die Beatmungsfrequenz 50 - 60 Atemziige pro min und der
Beatmungsdruck 11 bis 15 Millimeter Quecksilbersdule (mmHg). Nach Anpassung dieser
Beatmungsparameter wird der Kohlenstoffdioxid (CO;) -Partialdruck in der Exspirationsluft
bei ca. 30 mmHg konstant gehalten. Um Austrocknungserscheinungen zu vermeiden, wird
die Cornea mittels einer Augensalbe (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Bayer Vital,
Leverkusen) geschitzt und die Mundschleimhaut mit einem in physiologischer
Kochsalzlésung getrdnkten Tupfer benetzt. Nach zweimaliger Hautdesinfektion mit
Cutasept® (Fa. Bode, Hamburg) wird das Lokalanasthetikum Lidocainhydrochlorid
(Xylokain 2 %, Astra Zeneca, GroR3britannien) im Bereich des Unterbauchs subkutan
injiziert. Zusatzlich erfolgt zur Schmerzbehandlung die Gabe von 0,05 Millilitern (ml)
Fentanyl intraperitoneal. Der Hautschnitt wird median unterhalb des Bauchnabels gesetzt
und mit einer feinen Schere geweitet. AnschlieRend wird die Bauchhdhle in der Linea alba
eroffnet. Dorsal der Blase werden die Y-formigen Uterushdrner aufgesucht, an denen man
sich zur Auffindung der Ovarien orientieren kann. Etwas proximal der vorgesehenen
Ligationsstelle setzt man zun&chst eine Klemme an das Ligamentum (Lig.) ovarii proprium.
Danach wird die Ligatur der im Lig. ovarii proprium verlaufenden Rami (Rr.) ovarii der A.
und Vena (V.) uterina mittels eines resorbierbaren Safilfadens (3.0 Safil, Ethicon®, Ethicon

GmbH, Norderstedt) durchgefuhrt. Eine weitere Klemme setzt man proximal der
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vorgesehenen Ligationsstelle der A. und V. ovarica im Lig. suspensorium ovarii, bevor die
erste Klemme entfernt und das Ovar vom Lig. ovarii abgesetzt wird. Danach fihrt man einen
weiteren resorbierbaren Safilfaden dorsal der Bursa ovarica um die A. und V. ovarica
herum, um diese anschliel3end ebenfalls zu ligieren. Schliel3lich wird das Ovar vollstandig
abgesetzt und die ligierten Gefal3stimpfe werden wieder zuriick in die Bauchhgdhle
verlagert. Mit Vicrylfaden (3.0 Vicryl, Ethicon®, Ethicon GmbH, Norderstedt) verschlieRt man
die muskulare Bauchdecke mit einer Diagonalnaht sowie die Haut mit einer Intrakutannaht.
Zuletzt erfolgt ein oberflachlicher Hautverschluss durch 1-2 Einzelknopfnahte (2-0
Prolene™, Ethicon®, Ethicon GmbH, Norderstedt).

3.2.1.2 Mannliche Tiere

Die anasthesierten mannlichen Tiere werden im Bereich des Skrotums rasiert. Die weitere
Operationsvorbereitung ist analog zu der der weiblichen kastrierten Tiere. Der mediane
Hautschnitt wird kranial des Skrotums durchgefuhrt und ebenfalls mit einer feinen Schere
geweitet. Danach wird jeweils links und rechts durch einen paramedianen Schnitt der
Processus (Proc.) vaginalis testis ertffnet, um den jeweiligen Hoden vorlagern zu kbnnen.
Der Funiculus spermaticus und die darin verlaufenden Strukturen werden proximal
abgeklemmt, mit resorbierbarem Faden ligiert und nach Entfernung der Klemme
durchtrennt. Der nun abgesetzte Hoden wird entfernt. AnschlieBend erfolgt der
Wundverschluss durch jeweils 2 Einzelknopfnahte links und rechts (3-0 Vicryl, Ethicon®,
Ethicon GmbH, Norderstedt) sowie ebenfalls durch 2 Einzelknopfndhte im Bereich des

medianen Hautschnittes (2-0 Prolene™, Ethicon®, Ethicon GmbH, Norderstedt).

3.2.2 Durchfihrung der Scheinkastration

3.2.2.1 Weibliche Tiere

Die Operationsvorbereitung ist analog zu derjenigen der weiblichen kastrierten Tiere.
Jedoch entfallen die Gefaliligaturen und die Entnahme des Ovars. Stattdessen bt man
lediglich einen kurzen Zug an den Uterushoérnern aus. AnschlieBend werden die

Bauchdecken wie bei den weiblichen kastrierten Tieren wieder verschlossen.

3.2.2.2 Mannliche Tiere

Auch bei den mannlichen Ratten gleicht die Operationsvorbereitung der der mannlichen
kastrierten Tiere. Es entfallen aber sowohl die Erdéffnung der Procc. vaginales testes links

und rechts als auch die Entnahme des Hodengewebes. Der mediane Hautschnitt kranial
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des Skrotums wird lediglich mit der feinen Schere aufgeweitet und anschliel3end wieder mit

2 Einzelknopfnahten verschlossen.

Nach ihrem jeweiligen Eingriff werden alle Tiere wieder in die mit O, angereicherte
Plexiglasbox verbracht und extubiert, sobald sie sich selbststandig umdrehen. Danach
erhalten sie Metamizol (Novalgin® Sanofi Aventis, Frankfurt am Main) oral zur
postoperativen Schmerzbehandlung. Sobald die Ratten wieder einen wachen Eindruck
machen, werden sie zurlck in den Transportkafig gesetzt und verbleiben dort, bis alle
Ratten der Gruppe von 8 bis 10 Tieren operiert sind. Zum Schluss kommen die Tiere wieder
in ihre gewohnte Umgebung zurtick. Am ersten postoperativen Tag erhalten sie dann noch

einmal Metamizol oral.

3.2.3 Durchfuhrung der EKZ mit DHCA

3.2.3.1 Operationsvorbereitung

Analog zur Narkoseeinleitung bei den Kastrationen und Scheinkastrationen wird das Tier in
der durchsichtigen Plexiglasbox mit 5,0 Vol.-% Isofluran sowie 6 I/min O, anasthesiert.
Sobald die Bewusstlosigkeit bei der Ratte eingetreten ist, wird das Fell im Bereich der
rechten Kopfhalfte, des Abdomens und der rechten Leiste rasiert. Die Vorgehensweise bei
der anschlieRenden Intubation, der Beatmung und dem Schutz der Cornea und
Mundschleimhaut vor Austrocknung gleicht ebenfalls derjenigen bei den Kastrationen und
Scheinkastrationen. Die Korpertemperatur wird sowohl rektal als auch perikraniell
gemessen. Hierzu sticht man eine Nadeltemperatursonde (Newport® Hypodermic Needle
Temperature Probes, Hyp-1, Newport Electronics, Santa Ana, Vereinigte Staaten von
Amerika (United States of America, USA) in den rechten Musculus (M.) temporalis ein. Die
Rektaltemperatursonde wird in das Rektum der Ratte eingefuhrt. Fir die
Elektrokardiogramm (EKG) -Ableitung platziert man drei Nadelelektroden nach dem
Einthovenschema subkutan. Rektaltemperatur, EKG und spéter auch der mittlere arterielle
Blutdruck (mean arterial blood pressure, MAP) werden mit einem Monitor (Eagle® 4000, GE
Medical Systems Deutschland, Solingen) ermittelt. Die Normwerte liegen bei 37 °C rektaler

Temperatur, einer Herzfrequenz um 400/min und einem MAP von 80-120 mmHg.

3.2.3.2 GefalBkantlierung

Fur die Durchfihrung der EKZ werden drei Gefal3zugange bendtigt. Die vendse Drainage
erfolgt Uber die V. jugularis externa und die Ruckfiihrung des mit O, angereicherten Blutes
Uber die A. sacralis mediana (Schwanzarterie). Ein zusatzlicher Gefal3zugang in der A.

epigastrica cranialis superficialis dient zur invasiven Blutdruckmessung. Die chirurgische
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GefaRRpraparation beginnt mit der Hautdesinfektion an der jeweils vorgesehenen
Inzisionsstelle. AnschlieBend infiltriert man das subkutane Gewebe mit dem
Lokalanasthetikum Lidocainhydrochlorid (2 %). Nach dem initialen Hautschnitt folgt die
stumpfe Durchtrennung des Fettgewebes, um das jeweilige Gefal? ohne dessen Verletzung
darzustellen. Die Blutstillung wird mittels eines Kauters durchgefiihrt. Danach wird das
GefaR distal ligiert (4-0 PH-Seide, Ethicon®, Ethicon GmbH, Norderstedt), proximal erfolgt
eine lose Ligatur, um spater den eingefiihrten Katheter fest mit der GefalBwand zu
verbinden. Zur Kathetereinflihrung schneidet man mit einer mikrochirurgischen Schere die
Gefallwand vorsichtig ein. Alle Katheter sind jeweils mit heparinisierter Vollelektrolytlésung
(Thomaejoninlésung®, DeltaSelect GmbH, Pfullingen) gefillt. Nachdem der Katheter in das
jeweilige Gefald eingebracht wurde, fixiert man diesen durch die vorgelegte Ligatur.
AuRerdem adaptiert man die Wundrander mit Einzelheften (4-0 Prolene™, Ethicon®,
Ethicon GmbH, Norderstedt), um die Gefal3e vor zu starker Austrocknung zu schiitzen. Die
Schwanzarterie wird mit einem 20G-Venenverweilkatheter (Insyte-W™, Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg) kandliert, den man zur besseren Fixierung durch eine doppelte Ligatur
mit der GefalRwand verbindet sowie durch eine Einzelknopfnaht an der Schwanzhaut
befestigt. Uber den Katheter erhélt die Ratte 150 Internationale Einheiten (I.E.) Heparin
Natrium (Liquemin® N 25000, Hoffmann — La Roche Aktiengesellschaft (AG), Grenzach-
Whylen) zur Vollheparinisierung und 5 Mikrogramm (ug) Fentanyl zur Analgesie. Um den
Ausgangswert des MAP zu erhalten, wird nun vorriibergehend wahrend der Préaparation
der A. epigastrica cranialis superficialis ein Druckdom (MX 960, Fa. Medexmedical,
Lancashire, GroR3britannien) an die Schwanzarterie angeschlossen. Um weiterhin eine
kontinuierliche Messung des MAP zu gewahrleisten, erfolgt die Kandlierung der A.
epigastrica cranialis superficialis mit einem angespitzten Polyethylenkatheter (PE 10,
Intramedic™, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg). Sobald dieser Katheter fixiert ist, wird
der Druck iber dieses GefaR gemessen. Uber die rechte A. jugularis externa wird ein 4,5
French (Fr) gro3er, mehrfach perforierter und mit kiinstlichem Speichel (Saliva natura
Mundspray, Medac GmbH, Wedel) angefeuchteter Katheter (Diplom-Ingenieur (Dipl.-Ing.)
M. Humbs, Valley) bis in den rechten Vorhof vorgeschoben. Dieser Katheter gewéhrleistet
spater die vollstéandige Drainage des rechten Vorhofs, der V. cava caudalis sowie der bei
Ratten regelméaRig vorkommenden Vv. cavae craniales dextra und sinistra. 10 min vor dem
Beginn der EKZ wird die erste Blutentnahme (Baseline) zur Bestimmung von
Blutgasparametern und Blutglukose durchgefiihrt. Das Blutgasanalysegerat (Rapidlab™
860, Bayer Vital GmbH, Fernwald) bestimmt folgende physiologische Parameter aus dem
arteriellen Blut: pH-Wert, paCO., arterieller Sauerstoffpartialdruck (paO:), Bikarbonat
(HCOz3), Basenabweichung (base excess, BE), Hamoglobin (Hb), Hamatokrit (Hkt) sowie

die Elektrolyte Na*, K*, Ca2* und CI-. Die Blutglukosekonzentration wird mit einem separaten
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Schnelltestgerat (Glucometer® Elite™, Bayer HealthCare AG, USA) gemessen. AuRerdem
wird ein Teil der Blutprobe zentrifugiert. Das auf diese Weise gewonnene Serum dient zur
Hormonbestimmung im Institut fir klinische Chemie des Klinikums Rechts der Isar. Weitere
Blutentnahmen erfolgen wahrend des Eingriffs zu definierten Zeitpunkten, um erneut die
Blutgase und Blutglukosekonzentration zu ermitteln: am Ende der Abkuhlungsphase, in der
Wiedererwarmungsphase nach Erreichen von tiber 20°C rektaler Temperatur, am Ende der
Wiedererwarmungsphase nach Erreichen von 35,5°C rektaler Temperatur und eine Stunde
nach Ende der EKZ.

3.2.3.3 Aufbau und Start der EKZ

Die HLM fir Ratten besteht aus folgenden Komponenten: ventses Reservoir (Plexiglas®,
Dipl.-Ing. M. Humbs, Valley), Rollerpumpe (Masterflex®, Cole-Parmer Instrument Co.,
lllinois) und Membranoxygenator mit einem Fillungsvolumen von 4 ml, integriertem
Warmetauscher und einer im arteriellen Anschnitt befindlichen Flusssonde zur
kontinuierlichen Messung der Blutflussrate (T 208, Transonic Volume Flowmeter, Transonic
Systems Incorporated (Inc.), Ithaca). Diese Einzelteile werden durch ein Schlauchsystem
aus Kunststoff verbunden (Innendurchmesser 1,6 mm, Tygon®, Cole-Parmer Instrument
Co., lllinois). Der speziell fir Ratten konstruierte Membranoxygenator besteht aus 12,8 x
12,8 x 2,7 cm grolRen Plexiglasplatten, zwischen denen sich eine dreischichtige,
Ubereinander kreuzweise geklebte Diffusionsmembran (Hohlfasermembran, Jostra AG,
Hirrlingen) befindet. Diese Konstruktion gewébhrleistet eine Gasaustauschflache von 558
cm?. Der Warmeaustausch erfolgt Uber ein temperaturgesteuertes Wasserbad (Polystat
Control cc2, Peter Huber Kaltemaschinenbau GmbH, Offenburg), welches lber ein
Schlauchsystem an den Oxygenator angeschlossen ist. Das temperierte Wasser ist im
Oxygenator nur durch eine diinne Plexiglasscheibe vom vorbeistromenden Blut getrennt.
Auf diese Weise wird ein Temperaturausgleich zwischen Blut und temperiertem Wasser
nach dem Gegenstromprinzip ermdéglicht. Zur Entliftung des HLM-Kreislaufs vor Beginn
der EKZ wird dieser mit 10 ml 6 %iger Hydroxyethylstarke (HAES, 60 Milligramm (mg)/ml,
Voluven®, Fresenius Kabi AG, Bad Homburg) gefillt. Um die EKZ zu starten, wird das
Schlauchsystem zuné&chst mit den Kathetern in der V. jugularis externa dextra und der A.
sacralis mediana verbunden. Das vendse Blut aus dem rechten Vorhof flief3t in das venése
Reservoir der HLM. AnschlieRend wird es Uber die Rollerpumpe in den Oxygenator
gepumpt, wo es lber die Diffusionsmembran mit O2, CO; und Isofluran angereichert wird.
Die Rollerpumpe gewahrleistet dabei einen kontinuierlichen Blutfluss. Nach der Passage
des Oxygenators flie3t das sauerstoffreiche Blut retrograd tiber die Schwanzarterie wieder

zuriick in den Korperkreislauf der Ratte.
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Abbildung 3.4: Aufbau der EKZ

3.2.3.4 AbklUhlungsphase

Die Blutflussrate betragt anfangs 160 — 180 ml/Kilogramm (kg)/min und entspricht damit
dem physiologischen Herzzeitvolumen der Ratte. Im Verlauf der 30 min dauernden
Abklhlungsphase wird diese schrittweise auf 105 ml/kg/min reduziert. Gleichzeitig erfolgt
eine Senkung der rektalen Temperatur von physiologischen 37°C auf 18 — 15 °C. Dies
geschieht zum einen direkt mithilfe von Eisbeuteln und einer durch das Wasserbad
gespeisten Kihl- bzw. Warmematte, zum anderen indirekt Gber die ebenfalls durch das
Wasserbad ermoglichte Warmeaustauschfunktion des Oxygenators. Die Anasthesie wird
mit 0,8 Vol.-% Isofluran fortgesetzt und es erfolgen weiterhin MAP-abhéngig repetitive
Gaben von jeweils 5 ug -Boli Fentanyl. Zusatzlich appliziert man mittels einer Pumpe
1,6 mg/Stunde (hour, h) Cisatracurium (Nimbex®, GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG,
Munchen) in das im Oxygenator befindliche Blut. Am Ende der Abkuhlungsphase wird dann
die zweite Blutgasanalyse (pre-DHCA) durchgefihrt.

Wahrend der gesamten EKZ werden die Tiere mit einem konstanten positiven

endexspiratorischen Druck von 5 — 10 cm Wassersaule und einem inspiratorischen O»-
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Anteil (fraction of inspired oxygen, FiO2) von 0,21 (Continuous Positive Airway Pressure,

CPAP) mit einer Frequenz von 10 Atemziigen/min beatmet.

3.2.3.5 DHCA

Ist die rektale Temperatur von 18 —15°C erreicht, werden HLM, Isofluran- und
Nimbexzufuhr sowie CPAP beendet. Um das Blut im HLM-System wahrend des DHCA
zirkulieren lassen zu konnen, richtet man mittels eines Kunststoffschlauchs einen
Kurzschluss zwischen dem arteriellen und vendsen Schenkel des extrakorporalen
Kreislaufs ein. Anschlieend wird der arterielle Zufluss in die Schwanzarterie Kanulen-nah
abgeklemmt. Uber den noch offenen vendsen Abfluss wird das Tier alle 10 min wahrend
des 45-minitigen Kreislaufstillstandes entblutet. Dieser Zustand des DHCA wird nun fir

45 min bei konstanter rektaler Temperatur von 18 — 15 °C aufrechterhalten.

3.2.3.6 Wiedererwdrmung an der EKZ

Gegen Ende des DHCA entfernt man den Kurzschluss zwischen dem arteriellen und
vendsen Schenkel des Schlauchsystems wieder. Nach 45 min beginnt dann die
Wiedererwarmung. Die Isofluran- und Nimbexzufuhr werden gestartet, der arterielle Zufluss
in die Schwanzarterie freigegeben und die HLM mit einer anfanglichen Blutflussrate von
105 ml/kg/min in Gang gesetzt. Innerhalb von 40 min wird die Ratte wieder zum einen direkt
unter Verwendung der mit dem Wasserbad verbundenen Heizmatte und eines
Warmluftgeblases (42 — 45 °C, WarmTouch®, 5200, Nellcor, USA) sowie indirekt mittels der
Warmeaustauschfunktion des Oxygenators kontinuierlich wiedererwarmt. Die Blutflussrate
wird dabei kontinuierlich bis auf den Ausgangswert von 160 — 180 ml/kg/min erhoht. Die
erste Blutgasanalyse nach dem DHCA wird bei 20 °C rektaler Temperatur durchgefihrt.
Dabei wird die Beatmung dem paCO; (Normbereich 31 - 40 mmHg) angepasst. Liegt eine
Hypoglykdmie mit Blutzuckerwerten unter 80 mg/Deziliter (dl) vor, bekommt das Tier
0,1-0,2ml 50 %ige Glukoselosung (DeltaSelect GmbH, Pfullingen). Bei Azidose wird
84 mg/ml Natriumhydrogenkarbonat (DeltaSelect GmbH, Pfullingen) nach der Formel
HCO3; =-BE x 0,3 x kg Korpergewicht verabreicht und bei Hypokalzamie unter 1 Millimol
(mmol)/l erfolgt eine Substitution mit 0,1 ml einer 10 %igen Kalziumglukonatlésung
(Calcium Braun 10 %, B Braun Melsungen AG, Melsungen). Mit zunehmender
Wiedererwarmung wandelt sich das EKG von Asystolie iber Kammerflimmern oder -flattern
und ersten Ersatzrhythmen mit breiten QRS-Komplexen bis hin zum urspringlichen
Sinusrhythmus. Danach steigen Herzfrequenz und MAP wieder an. Liegt der MAP bei einer
rektalen Temperatur von mindestens 30 °C und einer Blutflussrate von mindestens

150 ml/kg/min noch unter 45 mmHg, bekommt das Tier Uber das Reservoir als Bolus
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20 pg/ml Noradrenalinhydrochlorid (Arterenol® 1 ml, Aventis Pharma Deutschland GmbH,
Frankfurt am Main) in physiologischer Kochsalzlésung verdinnt. Die Wiedererwarmung
endet nach 40 min bei einer rektalen Temperatur von 35,5 °C. Dazu wird vor dem Beenden
der EKZ mit dem Abklemmen der ventsen Drainage und arteriellen Zufuhr die Beatmung
wieder eingeschaltet. Die Beatmung des Tieres erfolgt mit 0,8 Vol.-% Isofluran in 40 Vol.-

% O und Luft. Zu diesem Zeitpunkt werden die Blutgase erneut analysiert (Ende EKZ).

3.2.3.7 Nachbeatmungsphase

Insgesamt bleibt die Ratte nach Abgang von der EKZ noch eine Stunde lang mit
1,0 — 1,5 Vol.-% Isofluran anésthesiert, intubiert und kontrolliert beatmet. Das in der HLM
verbleibende Blut wird gesammelt und mit 2000 Umdrehungen/min (rounds per minute,
rom) 10 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wird abpipettiert und das so gewonnene
Erythrozytenkonzentrat mit 6 %iger HAES verdinnt, so dass das entstehende
Erythrozytenkonzentrat einen Hkt von 0,5 erreicht. Aul3erdem gibt man pro ml HAES 0,1 ml
Kalziumglukonat in die Losung. Dieses Konzentrat wird anschlieRend langsam tber die
Schwanzarterie retransfundiert. Der Hkt der Ratte soll dabei auf Werte tiber 0,3 angehoben
werden. Eine Stunde nach EKZ erfolgt die letzte Blutgasanalyse (1h post-EKZ). Danach
werden alle Katheter, Temperatursonden und Nadelelektroden entfernt. Man ligiert die
GefalRe und verschliel3t die Hautwunden anschlieRend mit Einzelheften. Eine Stunde nach
Ende der EKZ wird die Narkose beendet. Bei Anzeichen suffizienter Spontanatmung wird
das Tier in eine Sauerstoffbox verbracht und extubiert, sobald es sich selbststandig von der

Ruckenlage in die Bauchlage dreht.

3.2.3.8 Postoperative Uberwachung

In den ersten vier Stunden nach Beendigung der Narkose steht die Ratte noch unter
standiger Beobachtung des Operateurs. Insgesamt verbleibt sie fiir ca. 18 Stunden in der
mit O, angereicherten Plexiglasbox bei freiem Zugang zu Wasser und Futter. Zeigt ein Tier
jedoch nach der Operation schwerwiegende neurologische Dysfunktionen oder ein auf
andere Weise nachhaltig gestdrtes Allgemeinbefinden, wie Dyspnoe oder Zyanose, wird es
unmittelbar getdtet. Ist dies nicht der Fall, wird die Ratte am Morgen des ersten

postoperativen Tages wieder zurtck in ihre vertraute Umgebung gebracht.

3.2.4 Untersuchung der neurologischen Funktion

Die neurologische Funktion der Tiere wird anhand eines standardisierten Protokolls
untersucht. Dieses beinhaltet Tests zu Motorik, Kraft, Gleichgewicht, Bewegungssymmetrie

(s. Abbildung 3.5) und Sensorik (Propriozeption, Tastempfindung der Schnurrhaare,
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Sehsinn und Gehorsinn). Bewusstsein, Pflegeverhalten und Laufverhalten kénnen schon
im Vorfeld durch bloRe Beobachtung der Ratte im Homecage beurteilt werden. Die Defizite
werden im jeweiligen Test durch Punkte (Score) beschrieben und anschliel3end addiert,
wobei in der gesamten neurologischen Untersuchung (NU) maximal 54 Punkte erreicht
werden kdnnen. O - 3 Punkte werden als physiologisch angesehen, die maximale Punktzahl
entspricht einem maximalen neurologischen Defizit. Um Dbereits vorbestehende
neurologische Defizite zu detektieren, erfolgt die erste NU bereits einen Tag vor dem
operativen Eingriff bzw. vor der Pause bei den Kontrollen (Baseline). Postoperative

neurologische Defizite werden dann am 1., 2., 3. und 14. Tag getestet.

Abbildung 3.5: Testung der neurologischen Funktion

Beispiele fur die Testung der neurologischen Funktion (von links nach rechts): Gleichgewichtssinn beim
.,Beam-Balance-Test*, Kraft und Bewegungssymmetrie beim ,Prehensile-Traction-Test, Kraft beim
~Rotating-Grid-Test".

3.2.5 Untersuchung der kognitiven Funktion

Kognitive Defizite werden in der postoperativen Phase in einem zehntdgigen mHBT
untersucht. Dieser schlief3t sich der NU am 4. Tag nach dem DHCA bzw. der Pause bei
den Tieren der Kontrollgruppen an. Fur die Durchfihrung dient die zuvor abgetrennte
Testarena im Homecage (s. Abbildung 3.6). In der Testarena befindet sich ein Board mit 10
Steckzylindern, von denen drei mit einem weil3en Klebebandstreifen markiert sind. Diese
drei Zylinder werden an jedem Testtag an unterschiedliche festgelegte Stellen des Boards
gesteckt und mit einer Mandel versehen. Die Tiere sollen im Lauf der 10 Testtage erlernen,
eine Verbindung zwischen der Markierung am Zylinder und der darin enthaltenen Mandel
zu erkennen und dementsprechend schnell und gezielt die drei Mandeln zu finden. Um eine
Orientierung am Mandelgeruch auszuschliel3en, befinden sich in allen 10 Zylindern
Mandeln unterhalb eines Gitters, die fir die Ratten zwar riechbar, aber nicht erreichbar sind.
Zusatzlich werden alle Zylinder am oberen Rand mit einer Johannisbeerlésung bestrichen.
An jedem Testtag werden vier Testdurchlaufe mit der gleichen Zylinderkombination pro Tier
durchgefuhrt. Ein Durchlauf Iauft folgendermalRen ab: Zu Beginn setzt man die Ratte immer

in die gleiche Ecke der Testarena. Gleichzeitig startet der Untersucher am Computer das
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Beobachtungsprogramm The Observer® Version 5.0. Dieses Programm ermoglicht die
Beobachtung des Verhaltens der Ratte unter gleichzeitiger Kodierung der einzelnen
Verhaltensweisen, wie z.B. Mannchen machen, das Board betreten, einen markierten oder
nicht markierten Zylinder aufsuchen, durch Eingabe von definierten Tastenkombinationen
auf der Computertastatur. Ein Durchlauf dauert so lange, bis die Ratte alle drei Mandeln
gefunden hat, bzw. maximal 300 Sekunden. Wahrend des Tests zeichnet eine Kamera die
Durchlaufe auf, damit eventuelle Eingabefehler ohne zuséatzliche Durchlaufe korrigiert
werden kénnen. Neben den beiden kognitiven Parametern Lernen und Gedachtnis kénnen

mittels des mHBT auch Verhaltensparameter und motorische Parameter erfasst werden.

Abbildung 3.6: modifizierter Holeboardtest (MHBT)

Testarena mit einer Ratte auf dem 10-Zylinder-Holeboard, im Vordergrund abgetrennter Wohn-Schlaf-
Bereich des Homecages.

3.2.6 Entnahme und Praparation des Gehirns

Am 14, postoperativen Tag werden die Tiere nach Beendigung ihrer letzten neurologischen
Untersuchung in tiefer Isoflurannarkose (5 Vol.-%) durch Dekapitation getotet. Analog zur
Kastration/Scheinkastration bzw. EKZ mit DHCA wird die Narkoseeinleitung in der
durchsichtigen Plexiglasbox durchgefiihrt. Nach der Intubation erfolgt unter maschineller
Beatmung die Eroffnung des Thorax, um dem Tier Blut direkt aus dem linken Ventrikel zu

entnehmen. Nach Zentrifugation fir 3 min bei 12 000 rpm wird das Serum aus dem Blut
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durch Abpipettierung gewonnen. Dieses dient spateren serologischen Untersuchungen und
wird zunachst in einem EppendorfgefaR bei —80 °C eingefroren. Sobald die Ratte
weitgehend entblutet ist, wird sie von der maschinellen Beatmung genommen und zwischen
Okziput und dem ersten Halswirbelkdrper mittels einer Schere von dorsal dekapitiert. Das
Gehirn wird anschlie@end durch Abtragung von einzelnen Teilen der Schéadelkalotte
freigelegt und mittels eines Spatels aus der Schadelbasis gelost. Zum Gefrieren platziert
man das etwa walnussgrofRe Rattengehirn mit der Unterseite auf einem Metallplattchen,
welches in einem Behalter auf Trockeneis gelagert ist. Nach diesem priméren
Gefriervorgang erfolgt die Lagerung in einem Aluminiumzylinder bei -80°C im

Gefrierschrank.

3.2.7 Aufbereitung des Gehirns

Zur histologischen Untersuchung werden Gefrierschnitte des Rattengehirns angefertigt.
Nach Entfernung des Aluminiumzylinders wird das gefrorene Gehirn auf dem Objekttisch
des Kryostat Mikrotoms (HM 500 QM, Microtom GmbH, Walldorf) mittels Gefriermedium
(Tissue Freezing Medium®, Jung, Leica Instruments, Nussloch) fixiert. Bei einer Temperatur
von — 20 °C werden von rostral beginnend bei Bregma -0,3 mm und Bregma -3,3 mm 7 ym
dicke Hirnschnittpraparate angefertigt. Jeweils zwei Hirnschnittpraparate einer Ebene
werden auf einem Superfrostobjekttrager (Super Frost® Plus, Menzel Glaser,
Braunschweig) aufgezogen und in Objekttragerkasten bis zu ihrer weiteren Verwendung

bei - 80 °C gelagert.

3.2.8 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)

Die zu farbenden Schnitte werden aus dem Gefrierschrank enthommen und zuné&chst
10 min in 100 % Ethanol fixiert. AnschlieRend erfolgt eine Hydrierung in absteigender
Alkoholreihe (96 %, 70 % Ethanol, Fa. Merck, Darmstadt). Man taucht die Schnitte kurz in
destilliertes Wasser und farbt danach fir 2 min in Hamalaun nach Mayer (hausinterne
Apotheke), bevor die Schnitte flir 10 min unter flieBendem Wasser geblaut werden. Nach
zweimaligem Eintauchen in destilliertes Wasser werden die Schnitte fiir 20 s in ein
Eosinbad (wassrige Eosin-Dinatrium-Losung, hausinterne  Apotheke) getaucht,
anschlieBend erneut mit destilliertem Wasser gewaschen, in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70 %, 96 %, 100 % Ethanol) dehydriert und abschlieRend mit Roti-Histokit

eingedeckt, getrocknet und bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt gelagert.
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3.2.9 Immunhistochemische Doppelfarbung

Zur Detektion von inflammatorischen und apoptotischen Vorgéngen innerhalb der Neurone
werden immunhistochemische Farbeverfahren angewendet. Hierbei erfolgt eine
Doppelfarbung, bei der zunachst das jeweilige gesuchte Protein und im zweiten Schritt die
Neurone angefarbt werden. Das Vorgehen entspricht bei allen Farbungen einem

standardisierten Protokoll:

3.2.9.1 Anféarbung der Proteine

Zuerst wird der Gefrierschnitt aus dem Gefrierschrank enthommen und sofort flir 10 min in
4 % Paraformaldehyd (PFA, eigene Herstellung) fixiert. Es folgt ein Waschvorgang mit
Phosphat-gepufferter physiologischer Kochsalzlésung (Phosphate buffered saline, PBS,
eigene Herstellung), bevor die endogene Peroxidase mit 3 %igem
Wasserstoffperoxid (H202) -Methanol (eigene Herstellung) blockiert wird. Nach einer
Inkubationszeit von 10 min und erneutem zweimaligen Waschen mit PBS wird das Reagenz
DAKO Serum-Free Protein Block (DakoCytomation, Denmark A/S, Glostrup Denmark)
aufgebracht und fir 20 min inkubiert. Anschliel3end wird diese Blockierung ohne Waschen
entfernt und der Prim&rantikdrper aufgebracht, der an das jeweilige gesuchte Protein
(TNFa, NFkB, iNOS, Caspase-3, PARP) bindet. Die verschiedenen Primarantikdrper sind

in Abbildung 3.7: aufgefuhrt. Sie bendtigen jeweils eine Inkubationszeit von 60 min.

Primarantikorper gerichtet gegen: Verdiinnung
Polyklonaler rabbit anti-cleaved Caspase-3
. . Caspase-3 1:250
(ASP175) (Cell Signaling, USA)
Polyklonalerrabbit anti-NFkB p65
. NFkB 1:100
(Abcam, Cambridge, UK)
Polyklonaler rabbit anti-cleaved PARP
. PARP-1 1:25
(BioVision, USA)
Polyklonaler rabbit anti-nitric oxide .
. . . iNOS 1:50
synthase type 2 (Acris Antibodies, Herford)
Polyklonalerrabbit anti-TNF-a
_ T _ TNFa 1:500
(Acris Antibodies, Hiddenhausen)

Abbildung 3.7: Verdinnungen der Priméarantikdrper

Nach diesen 60 min und zweimaligem Waschen mit PBS wird der mit Biotin konjugierte
Sekundarantikdrper (Biotinylated Anti-rabbit 1gG, BA-1000, Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, USA) in einer Verdinnung von 1:200 fur 45 min aufgetragen. Nach erneutem
Waschen mit PBS tragt man mit Meerrettichperoxidase konjugiertes Streptavidin (R.T.U.

Horseradish Peroxidase Streptavidin, Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA) auf und
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inkubiert 30 min. Danach wird wieder zwei Mal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit

Diaminobenzidin (DAB, DakoCytomation, Denmark A/S, Glostrup, Denmark) braun gefarbt.

3.2.9.2 Anfarbung der Neurone

In einem zweiten Farbeschritt werden die Neurone durch Farbung des neuronalen
Strukturproteins Neuronen-spezifisches Kernprotein (Neuron specific nuclear Protein,
NeuN) markiert. Dazu inkubiert man nach Anfarbung des jeweils gesuchten Proteins die
bereits vorbehandelten Gefrierschnitte 60 min lang mit einem Priméarantikdrper gegen
NeuN (Mouse NeuN, Monoclonal antibody; Chemicon International Inc., Temecula, USA)
in einer Verdunnung von 1:1000. Nach zweimaligem Waschen in PBS tréagt man den mit
Biotin konjugierten Sekund&rantikdrper (Biotinylated anti-mouse 1gG, BA-2001, Vector
Laboratories Inc., Burlingame, USA) in einer Verdinnung von 1:100 fiir ebenfalls 60 min
auf. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit PBS inkubiert man mit alkalischer
Phosphatase konjugiertem Streptavidin (Alkaline Phosphatase Streptavidin, Vector
Laboratories Inc., Burlingame, USA) fiir 45 min in einer Verdinnung von 1:10, bevor wieder
zweimal mit PBS gewaschen wird. SchlieZlich erfolgt die Farbung durch Vector Red
(Vector® Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit I, Vector Laboratories Inc., Burlingame,
USA) fiir 30 min. Danach werden die Schnitte erneut in PBS gewaschen, anschliel3end
mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 96 %, 100 % Ethanol) dehydriert, in Roti-
Histol (Fa. Roth, Karlsruhe) fiur zweimal 2 min fixiert und mit Roti-Histokit (Fa. Roth,

Karlsruhe) eingedeckt, getrocknet und bei Raumtemperatur lichtgeschitzt gelagert.

3.2.10 Auswertung der Histologie

Ein geblindeter Untersucher ermittelt durch manuelles Ausz&hlen unter dem Lichtmikroskop
(Axiolab, Fa. Zeiss, Jena, VergroRerung 400-fach) das Ausmald des neuronalen
Zellschadens im Hippokampus, Kortex und Striatum in jeweils beiden Hirnhemisphéaren.
Dabei wird der Hippokampus im Schnitt Bregma -3,3 komplett ausgezéhlt, wogegen in
Kortex und Striatum jeweils 5 sog. Hauptgesichtsfelder (High Power Fields, HPF)
ausgezahlt werden. Der Kortex wird ebenfalls im Schnitt Bregma -3,3 und das Striatum im
Schnitt Bregma -0,3 ausgewertet. Dabei wird die Anzahl geschadigter Neurone ermittelt.
Ungeschédigte Neurone zeigen sich in der HE-Farbung blassblau gefarbt und von runder
Form. Geschadigte Neurone sind dagegen kraftig pink und weisen dabei eine dreieckige
bzw. unregelméafige Form auf und die Zellkerne sind nicht mehr klar erkennbar. In den
immunhistochemischen Farbungen wird die Anzahl der Neurone im Hippokampus und

Kortex ermittelt, die das jeweils gesuchte Protein exprimieren. Die entsprechenden
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Neurone zeigen dabei die Farben rot und braun, da sowohl NeuN als auch das jeweils
gesuchte Protein Caspase-3, PARP, NFkB, TNFa oder iINOS angefarbt sind.

3.2.11 Serumuntersuchungen

Serumproben werden bei allen Tieren am Tag der Euthanasie entnommen. Diese dienen
zur Hormonbestimmung als Erfolgskontrolle der Kastrationen bzw. zur Kontrolle der
physiologischen Hormonproduktion bei den scheinkastrierten Tieren am Tag 14 nach
EKZ/DHCA. Bei allen Tieren werden die Serumhormonspiegel von E;, Progesteron und
Testosteron im Institut fur klinische Chemie des Klinikums rechts der Isar bestimmt. Hierzu
wird der Elecsys® 2010 Analyzer (Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet. Alle drei
Hormone werden im Doppelansatz gemessen. Abbildung 3.8 zeigt die jeweilige
Standardabweichung (root mean square deviation, RMSD), den arithmetischen Mittelwert
(mean value, MV) und die Referenzwerte (reference ranges, ref) des

Elektrochemilumineszenz-Immunoassays.

Geschlechtshormon RSMD MV ref

1,57 ng/dl,

Testosteron 4,43% e 45g/ 0,2-0,8ng/ml
66,5 pg/ml, |30 -120 pg/ml pra- und postovulatorisch

- i oa
17p-Estradiol 9,26% n =44 10 -30 pg/ml postmenopausal
p ¢ 5 c6o 8,52 ng/ml, |0,2-0,9 ng/ml pra- und postovulatorisch
rogesteron 2P =42 0,1-0,3 ng/ml postmenopausal

Abbildung 3.8: Geschlechtshormone
RMSD, MV und ref der Geschlechtshormone

3.2.12 Statistische Auswertung

Die biochemischen Ergebnisse werden mit dem Kruskal-Wallis-Test sowie dem post hoc
Mann-Whitney-U-Test ausgewertet und mittels Box Plots prasentiert. Wann immer das
Geschlecht und/oder der Hormonstatus in den Kontrollgruppen keinen Einfluss auf den
jeweils untersuchten Parameter zeigt, werden die 4 unbehandelten Kontrollgruppen mit
einem gemeinsamen 95 %-Konfidenzintervall als graues Areal zusammengefasst.
Beeinflussen Geschlecht und/oder Hormonstatus jedoch den jeweiligen Parameter, wird
das 95 %-Konfidenzintervall der korrespondierenden unbehandelten Kontrollgruppe mittels
separater grauer Balken dargestellt. Ein statistisch signifikantes Ergebnis wird bei einem
Signifikanzwert (probability value, p) < 0,05 angenommen. Die statistische Auswertung
erfolgt mit SPSS Version 19.0 fir Windows (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA).
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4 Ergebnisse

4.1 Immunhistochemische Doppelfarbungen der neuronalen

Inflammationsparameter

4.1.1 Nuklearer Faktor “k-Leichtketten-Enhancer” aktivierter B-Zellen (NFkB)

Die neuronale Expression des Inflammationsparameters NFkB ist im Motorkortex der
weiblichen kastrierten Tiere im Vergleich zu den beiden ménnlichen DHCA-Gruppen 14
Tage postoperativ signifikant erhdht (p < 0,05). Somit weist das Geschlecht (mannlich vs.
weiblich) einen signifikanten Einfluss auf die kortikale NFkB-Expression auf. Bei der Gruppe
der weiblichen intakten Ratten besteht hingegegen kein Unterschied gegenlber den
anderen DHCA-Gruppen. Bei den beiden mannlichen sowie auch bei den beiden weiblichen
DHCA-Gruppen zeigen sich untereinander keine signifikanten Unterschiede in der
kortikalen  NFkB-Expression, sodass hier kein signifikanter Einfluss des

Geschlechtshormonstatus nachweisbar ist (s. Abbildung 4.1).
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Anzahl der NFKB-positiven Neurone im
Kortex 14 Tage nach EKZ und DHCA

Abbildung 4.1: NFKB im Kortex

Boxplot-Darstellung der NFkB-positiven Neurone im Motorkortex aller 4 DHCA-Gruppen. Das graue Areal
beschreibt das obere 95 %-Konfidenzintervall aller unbehandelten Kontrollgruppen. Da das Geschlecht
und/oder der Geschlechtshormonstatus bei den Kontrollgruppen keinen Einfluss auf die NFkB-Expression im
Kortex hat, werden diese zusammengefasst.

Signifikanzen: * = p < 0,05 vs. méannlich intakt, § = p < 0,05 vs. méannlich kastriert
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Im Hippokampus zeigt die DHCA-Gruppe der intakten weiblichen Ratten die signifikant
hochste NFkB-Expression im Vergleich zu allen anderen Gruppen (p < 0,05). Die Gruppe
der weiblichen kastrierten Ratten weist im Vergleich zu beiden mannlichen DHCA-Gruppen
eine signifikant hohere Expression von NFkB auf (p < 0,05). Untereinander besteht bei den
beiden mannlichen DHCA-Gruppen kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die NFkB-
Expression. Somit haben sowohl das Geschlecht (mannlich vs. weiblich) als auch der
Hormonstatus bei den Weibchen (kastriert vs. intakt) einen signifikanten Einfluss auf die

Expression von NFkB im Hippokampus (s. Abbildung 4.2).

Bei den Kontrollgruppen, welche jeweils graphisch durch die grauen 95%-
Konfidenzintervall-Balken dargestellt werden, weisen die mannlichen kastrierten Tiere die
tendenziell héchste NFkB-Expression auf, wobei beide mannliche Gruppen héhere
Expressionsraten zeigen als die beiden weiblichen Gruppen. Innerhalb der weiblichen
Kontrollgruppen zeigen die kastrierten Tiere eine tendenziell héhere hippokampale NFkB-

Expression als die intakten.
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Abbildung 4.2: NFkB im Hippokampus

Anteil der hippokampalen Neurone, die den Inflammationsparameter NFkB exprimieren. Die Box Plots stellen
die 4 DHCA-Gruppen dar, wahrend die separaten grauen Areale die oberen 95 %-Konfidenzintervalle der
jeweils  korrespondierenden  Kontrollgruppen beschreiben, bei denen Geschlecht und/oder
Geschlechtshormonstatus einen Einfluss auf die NFkB-Expression im Hippokampus haben.

Signifikanzen: * = p < 0,05 vs. méannlich intakt, # = p < 0,05 vs. weiblich intakt,

§ = p < 0,05 vs. mannlich kastriert
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4.1.2 Tumornekrosefaktor a (TNF-a)

Zwischen den vier DHCA-Gruppen bestehen sowohl im Motorkortex (p = 0,153) als auch
im Hippokampus (p = 0,166) keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Expression
von TNF-a. (s. Abbildung 4.3 und Abbildung 4.4).
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Abbildung 4.3: TNF-a im Kortex

Anteil der kortikalen Neurone, die den Inflammationsparameter TNF-a exprimieren, jeweils aller DHCA-
Gruppen im Vergleich. Das graue Areal beschreibt das obere 95 %-Konfidenzintervall aller unbehandelten
Kontrollgruppen. Da das Geschlecht und/oder der Geschlechtshormonstatus bei den Kontrollgruppen keinen
Einfluss auf die TNF-a-Expression im Kortex hat, werden diese zusammengefasst.
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Bei den Kontrollgruppen weisen die weiblichen intakten Tiere die tendenziell héchste TNF-
a-Expression im Hippokampus auf, wobei beide weiblichen Gruppen hohere
Expressionsraten zeigen als die beiden mannlichen Gruppen. Innerhalb der mannlichen
Kontrollgruppen zeigen die kastrierten Tiere eine tendenziell h6here hippokampale TNF-a-

Expression als die intakten.
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Anzahl der TNFa-positiven Neurone im
Hippokampus 14 Tage nach EKZ und DHCA

Abbildung 4.4: TNF-a im Hippokampus

TNF-a-positive Neurone im Hippokampus von ménnlichen und weiblichen kastrierten und intakten Ratten 14
Tage nach EKZ und DHCA. Die grauen Balken stellen das obere 95 %-Konfidenzintervall der jeweils
korrespondierenden  unbehandelten  Kontroligruppen dar, bei denen Geschlecht und/oder
Geschlechtshormonstatus einen Einfluss auf die TNF-a-Expression im Hippokampus haben.
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4.1.3 Stickstoffmonoxid-Synthase i (iINOS)

Im Motorkortex zeigt sich die INOS-Expression in den beiden ménnlichen Gruppen héher
als in den beiden weiblichen Gruppen (p < 0,05) (s. Abbildung 4.5). Dennoch verbleibt sie
sowohl im Motorkortex als auch im Hippokampus (p = 0,257) (s. Abbildung 4.6) innerhalb
des 95 %-Konfidenzintervalls der Kontrolltiere. Geschlecht und Kastration beeinflussen die

INOS-Expression in beiden Gehirnarealen somit nicht.
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Abbildung 4.5: iNOS im Kortex

Anteil der INOS-positiven Neurone im Motorkortex mannlicher und weiblicher kastrierter und intakter Ratten.
Das graue Areal stellt das 95 %-Konfidenzintervall aller unbehandelten Kontrollgruppen dar. Da das
Geschlecht und/oder der Geschlechtshormonstatus bei den Kontrollgruppen keinen Einfluss auf die INOS-
Expression im Kortex hat, werden diese zusammengefasst.

Signifikanzen: * = p < 0,05 vs. ménnlich intakt, § = p < 0,05 vs. mannlich kastriert
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Abbildung 4.6: iINOS im Hippokampus

Boxplotdarstellung der Anzahl iINOS-positiver Neurone im Hippokampus aller 4 DHCA-Gruppen. Das graue
Areal zeigt das obere 95 %-Konfidenzintervall aller unbehandelten Kontrollgruppen. Da das Geschlecht
und/oder der Geschlechtshormonstatus bei den Kontrollgruppen keinen Einfluss auf die INOS-Expression im
Hippokampus hat, werden diese zusammengefasst.
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4.2 Immunhistochemische Doppelfarbungen der neuronalen

Apoptoseparameter

4.2.1 Caspase-3

Die Expression des Apoptoseparameters Caspase-3 im Motorkortex zeigt keinerlei
signifikante Unterschiede zwischen den DHCA-Gruppen. Daher kann im Motorkortex kein
signifikanter Einfluss des Geschlechts (weiblich vs. mannlich) oder des
Geschlechtshormonstatus  (kastriert vs. intakt) auf die Caspase-3-Expression

nachgewiesen werden (p = 0,551) (s. Abbildung 4.7).

@
53
5 I
(] .
E o 2257 Bl ménnlich
- £ O weiblich
TS S
=N
S
25 150
e
2 g
@ -
Sz 757 -
53 |
= O
T~ — ===
N — -
c E 0
<< I |
kastriert intakt

Abbildung 4.7: Caspase-3 im Kortex

Anteil der Caspase-3-positiven Neurone im Motorkortex aller 4 DHCA-Gruppen. Das graue Areal zeigt das
obere 95 %-Konfidenzintervall aller unbehandelten Kontrollgruppen. Da das Geschlecht und/oder der
Geschlechtshormonstatus bei den Kontrollgruppen keinen Einfluss auf die Caspase-3-Expression im Kortex
hat, werden diese zusammengefasst.
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Im Hippokampus ist Caspase-3 in der DHCA-Gruppe der weiblichen kastrierten Ratten im
Vergleich zu den beiden mannlichen DHCA-Gruppen signifikant hochreguliert (p < 0,05).
Die weiblichen intakten Tiere zeigen zumindest im Vergleich zu den méannlichen intakten
Tieren eine signifikant héhere Caspase-3-Expression (p < 0,05). Beide Geschlechter
weisen untereinander keine signifikanten Expressionsunterschiede von Caspase-3 auf.
Somit besteht im Hippokampus ein signifikanter Einfluss des Geschlechts auf die Caspase-
3-Expression, wahrend der Geschlechtshormonstatus diese nicht signifikant beeinflusst (s.
Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8: Caspase-3 im Hippokampus

Boxplotdarstellung der hippokampalen Neurone der DHCA-Gruppen, die Caspase-3 exprimieren. Das graue
Areal stellt das obere 95 %-Konfidenzintervall der unbehandelten Kontrollgruppen dar. Da das Geschlecht
und/oder der Geschlechtshormonstatus bei den Kontrollgruppen keinen Einfluss auf die Caspase-3-
Expression im Hippokampus hat, werden diese zusammengefasst.

Signifikanzen: * = p < 0,05 vs. mannlich intakt, § = p < 0,05 vs. mannlich kastriert.
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4.2.2 Polyadenosinribosepolymerase-1 (PARP-1)

Die Expression von PARP-1 ist in beiden méannlichen DHCA-Gruppen sowohl im
Motorkortex als auch im Hippokampus im Vergleich zu den beiden weiblichen DHCA-
Gruppen signifikant hochreguliert (p < 0,05). Unterschiede zwischen kastrierten und nicht
kastrierten Tieren erreichen in beiden Gehirnarealen kein Signifikanzniveau. Daher besteht
fur die Expression von PARP-1 sowohl im Motorkortex als auch im Hippokampus ein
signifikanter Einfluss des Geschlechts (mé&nnlich vs. weiblich), nicht jedoch des
Geschlechtshormonstatus (kastriert vs. intakt) (s. Abbildung 4.9 und Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.9: PARP-1 im Kortex

Anzahl der PARP-1-positiven Neurone im Motorkortex mannlicher und weiblicher kastrierter und intakter
Tiere. Das graue Areal stellt das obere 95 %-Konfidenzintervall der unbehandelten Kontrolltiere dar. Da das
Geschlecht und/oder der Geschlechtshormonstatus bei den Kontrollgruppen keinen Einfluss auf die PARP-
1-Expression im Kortex hat, werden diese zusammengefasst.

Signifikanzen: * = p < 0,05 vs. méannlich intakt, § = p < 0,05 vs. mannlich kastriert.

Bei den Kontrollgruppen weisen die beiden weiblichen Gruppen tendenziell hdhere PARP-
1-Expressionsraten im Hippokampus auf als die beiden méannlichen. Dabei zeigen die
weiblichen kastrierten Tiere eine tendenziell hbhere hippokampale PARP-1-Expression als

die intakten, bei den mannlichen Kontrollgruppen verhalt es sich umgekehrt.
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Abbildung 4.10: PARP-1 im Hippokampus

Anteil der hippokampalen Neurone aller 4 DHCA-Gruppen, welche PARP-1 exprimieren. Die grauen Balken
stellen das oberer 95 %-Konfidenzintervall der jeweils korrespondierenden unbehandelten Kontrollgruppen
dar, bei denen Geschlecht und/oder Geschlechtshormonstatus einen Einfluss auf die PARP-1-Expression im
Hippokampus haben.

Signifikanzen: * = p < 0,05 vs. mannlich intakt, § = p < 0,05 vs. mannlich kastriert.

4.3 Ergebniszusammenfassung: Physiologische Parameter,
modifizierter Holeboardtest, neurologische Untersuchung,

Gehirnmorphologie und Mortalitat

Die Ergebnisse der physiologischen Parameter, des mHBT, der neurologischen
Untersuchung, der Gehirnmorphologie sowie der Mortalitat, welche in der Dissertation von
Stefan Friedrich ausfuhrlich zur Darstellung kommen, lassen sich wie folgt

zusammenfassen:

Die durch Blutgasanalyse erhobenen Parameter Hb-Konzentration, PaO., BE und
Blutglukosekonzentration sowie der MAP, welche im Rahmen des Eingriffs mit EKZ und
DHCA an funf definierten Messzeitpunkten dokumentiert werden, verandern sich in
Abhéangigkeit von der Zeit. Dabei beeinflusst die Gruppenzugehdrigkeit alle Parameter mit
Ausnahme des MAP. Blutproben zur Bestimmung der Geschlechtshormonspiegel werden
bei allen Tieren zum Zeitpunkt ihrer Tétung am Ende der 14-tdgigen Testphase
entnommen. Erwartungsgemafl sind signifikante Auswirkungen von Geschlecht und
Geschlechtshormonstatus auf alle Hormonspiegel feststellbar. Die weiblichen intakten

Tiere weisen jeweils den hdchsten E,- und Progesteron-Spiegel aller Tiere auf, wahrend
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die mannlichen intakten Tiere den hdchsten Testosteronspiegel aller Tiere aufweisen.
Zusatzlich besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den DHCA-Gruppen und ihren
jeweils korrespondierenden Kontrollgruppen beziiglich des E»-Spiegels. Und innerhalb der
DHCA-Gruppen haben die maénnlichen intakten Tiere einen signifikant niedrigeren
Progesteron-Spiegel als die mannlichen kastrierten Tiere. Der Geschlechtshormonstatus
der mannlichen Ratten beeinflusst also die Progesteronproduktion im Rahmen des DHCA.
Gleiches gilt fir die mannlichen intakten DHCA-Tiere gegentber ihren korrespondierenden
Kontrollen. Hieraus lasst sich ein signifikanter Einfluss des operativen Eingriffes auf den
Progesteronspiegel bei den ménnlichen intakten Tieren ableiten. Das Geschlecht, der
Hormonstatus sowie auch der operative Eingriff bei den DHCA-Gruppen haben eine
signifikante Auswirkung auf das Korpergewicht der Tiere in Abhangigkeit vom zeitlichen
Verlauf. Bereits zu Beginn sind die mannlichen Ratten trotz gleichen Alters signifikant
schwerer als die weiblichen. Sowohl in den DHCA- als auch in den Kontrollgruppen weisen
die méannlichen intakten Tiere das signifikant hochste Kdérpergewicht auf. Innerhalb der
weiblichen Gruppen sind hingegen die kastrierten Tiere signifikant schwerer als die
intakten. Die Kognitions- und Verhaltensparameter aller vier DHCA-Gruppen sind in der
zweiwodchigen Testphase nach EKZ und 45-minttigem DHCA mit denjenigen der
unbehandelten Kontrollgruppen vergleichbar. Ein Einfluss des Geschlechts oder des
Geschlechtshormonstatus lasst sich hier nicht nachweisen. Zwar zeigen die kastrierten
Tiere im Vergleich zu den intakten Tieren ein vermehrtes Angstverhalten sowie auch ein
besseres Arbeitsgedéchtnis, aber auch diese Parameter verbleiben im Vergleich zu den
Kontrollgruppen im Normbereich. Die motorische Funktion erweist sich bei den weiblichen
Tieren als signifikant besser als bei den mannlichen. Dies korreliert auch mit einem
signifikant geringeren morphologischen Schaden im Gehirn der weiblichen Gruppen im
Vergleich zu den méannlichen Gruppen. Somit hat das Geschlecht einen signifikanten
Einfluss auf die Motorik und den morphologischen Gehirnschaden der Tiere, wahrend beide
Parameter vom Geschlechtshormonstatus unbeeinflusst bleiben. Die weiblichen DHCA-
Gruppen weisen eine hohe Mortalitatsrate wahrend der frihen postoperativen Phase auf.
16 von 37 weiblichen DHCA-Tieren gegeniber 2 von 23 mannlichen DHCA-Tieren
Uberleben die ersten Tage nach EKZ und DHCA nicht. Alle verstorbenen Tiere werden
ersetzt, um eine gleichbleibende GruppengrdéfRe von n =10 zu gewahrleisten. Da unsere
Studie nicht darauf ausgelegt war, die Mortalitdtsrate zu untersuchen, handelt es sich hier
um eine Zufallsentdeckung ohne statistische Aussagekraft [FRIEDRICH, tiermedizinische

Dissertation 2013].
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5 Diskussion

5.1 Ergebniszusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt den Einfluss des Geschlechts und des Geschlechts-
hormonstatus auf die zerebrale Expression der Inflammations- und Apoptoseparameter
NFkB, TNF-a, iINOS, Caspase-3 und PARP-1 14 Tage nach EKZ und DHCA bei der Ratte.
Da sowohl das Geschlecht [MCCULLOUGH et al., 2016] als auch die Geschlechtshormone einen
Einfluss auf die Immunantwort nach einer zerebralen Ischamie haben [CESPEDES RUBIO et
al., 2018; RITZEL et al., 2013], wurde von uns im Vorfeld angenommen, fir jede der vier
verschiedenen DHCA-Gruppen, welche sich hinsichtlich des Geschlechts und/oder des
Geschlechtshormonstatus unterscheiden, ein jeweils individuelles Expressionsmuster der
untersuchten Inflammations- und Apoptoseparameter zu ermitteln. Diese Annahme
bestétigt sich jedoch nur zum Teil. Die Ergebnisse zeigen, dass das weibliche Geschlecht
mit einer signifikant erhdhten NFkB- und Capase-3-Expression im Vergleich zum
mannlichen Geschlecht einhergeht. Das méannliche Geschlecht ist hingegen signifikant mit
einer erhthten PARP-1-Expression assoziiert. Die weiblichen Geschlechtshormone
beeinflussen NFKkB im Sinne einer signifikant erhdhten Expressionsrate bei den weiblichen
intakten Tieren im Vergleich zu den weiblichen kastrierten Tieren. Im Gegensatz dazu
bleiben samtliche untersuchten Inflammations- und Apoptoseparameter vom Testosteron-
spiegel unbeeinflusst. Flir iINOS und TNF-a ergeben sich keinerlei signifikante Expressions-

unterschiede zwischen den DHCA-Gruppen.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 NFkB

Fur NFkB kann eine sowohl Geschlechts- als auch Geschlechtshormonstatus-abhéngige
Expression gezeigt werden. Bei den weiblichen DHCA-Gruppen werden sowohl im
Hippokampus als auch im Motorkortex eine signifikant héhere Anzahl NFkB-positiver
Neurone nachgewiesen als bei den mannlichen DHCA-Gruppen. Der postulierte
Lproinflammatorische* Phanotyp des mannlichen Geschlechts [SIEGEL et al., 2010] scheint
sich somit auf den ersten Blick nicht zu bestétigen. Eine mdgliche Erklarung hierfur ware
der geschlechtsabhangige Hypothermieeffekt, der sich u.a. in einer verminderten NFkB-
Aktivierung beim méannlichen Geschlecht auf3ern kann [CAMPOS et al., 2012; YENARI & HAN,
2012; KELLERMANN et al., 2009]. AulBerdem nimmt NFkB eine Schllisselrolle bei der

geschlechtsspezifischen Inflammation ein, wobei allerdings junge und weibliche Tiere
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normalerweise verminderte Inflammationsantworten aufweisen [LIU & MCCULLOUGH, 2012].
Interessanterweise ist die hdhere NFkB-Expression der weiblichen Tiere in unserer Studie
mit einem geringeren neuronalen Schaden sowie einer besseren motorischen Funktion
vergesellschaftet. Vermeintliche Nachteile der weiblichen Tiere gegentiber den Mannchen,
wie z.B. ein durchschnittlich niedrigeres Korpergewicht oder geringeres Blutvolumen,
wirken sich somit nicht negativ in Bezug auf die neuronale Schadigung aus [FRIEDRICH,
tiermedizinische Dissertation 2013]. In einer vorangegangenen Studie unserer Arbeitsgruppe
konnte im Gegensatz dazu eine Korrelation zwischen der erhéhten NFkB-Expression und
eosinophilen geschadigten Neuronen festgestellt werden. Allerdings erfolgte die Detektion
hier bereits am postoperativen Tag 1 [GORDAN et al., 2010], also in der friihen subakuten
Phase. Eine Studie von Clemens et al. wies ein Expressionsmaximum der proapoptotischen
Untereinheiten p50 und p65 von NFkB im Rattenhippokampus 12 und 48 h nach transienter
globaler Gehirnischdmie nach. 96 h postischdmisch sank die hippokampale p50- und p65-
Expression jedoch schon wieder ab [CLEMENS et al., 1997]. Auch durch uns wird mittels eines
p65-spezifischen NFkB-Antikorpers eine bekanntermalien proapoptotische Untereinheit
von NFKB nachgewiesen [SHIH et al., 2015; CHUANG et al., 2010]. Dieser Antikérper wurde auch
deshalb von uns ausgewahlt, weil das p65/p50-Heterodimer die haufigste NFkB-Form im
Gehirn ist [ROLOVA et al., 2016]. Seine Expression wird mit der Pathogenese der
postischamischen Gehirnschadigung in Verbindung gebracht. Mdglicherweise tberwiegen
am postoperativen Tag 14 jedoch die antiapoptotischen Funktionen von NFkB, welche Uber
die c-Rel-haltigen Dimere dieses Proteins vermittelt werden [LANZILOTTA et al., 2015; CHUANG
et al., 2010; TAMATANI et al., 2000]. Diese Hypothese vertritt auch die Arbeitsgruppe Hu et al.,
die 3 Tage nach einer traumatischen Gehirnschadigung im Rattenmodell einen p65-peak
detektierte, wahrend C-Rel erst am 10. posttraumatischen Tag ein Expressionsmaximum
zeigte. Die zuséatzliche Aktivierung der c-Rel-Untereinheit von NFkB wird als Wechsel der
zellularen Antwort vom Todes- zum Uberlebensmodus interpretiert [HU et al., 2014]. Des
Weiteren erlaubt die in unserer Studie verwendete Form der NFkB-Detektierung keinerlei
Aussage uber den Aktivierungszustand des Proteins. Es wére also moglich, dass NFkB
zum Detektionszeitpunkt IkB-gebunden und damit inaktiviert im Zytoplasma vorliegt. Ein
Hinweis hierauf findet sich in den Ergebnissen einer vorangegangenen Studie unserer
Arbeitsgruppe, in der das NFkB-inhibitorische Protein IkBa 14 Tage nach EKZ und DHCA
ein Expressionsmaximum aufwies [KELLERMANN et al., 2009] Ob ein Zusammenhang
zwischen dem weiblichen Geschlecht und einem neuroprotektiven Akitivierungsmuster von
NFkB besteht, kann somit anhand der vorliegenden Studie nicht abschlieRend beantwortet

werden.
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Weiterhin zeigt sich, dass die NFkB-Expression ebenfalls durch den Geschlechtshormon-
Status beeinflusst wird. Im Einzelnen wird eine héhere Expressionsrate von NFkB im
Hippokampus intakter weiblicher Ratten im Vergleich zu weiblichen Kastraten
nachgewiesen. Im Hinblick darauf, dass Frauen nach der Menopause gegentiber Frauen
vor der Menopause benachteiligt zu sein scheinen, ist dieses Ergebnis ebenfalls
Uberraschend. Wom@glich spielt auch hier ein neuroprotektiver Aktivierungsmodus von
NFkB eine Rolle. Eine generelle Expressionshemmung von NFkB durch E; [LIU &
MCCULLOUGH, 2012; LIU et al.,2009; SUZUKI et al., 2009] bzw. Progesteron [PAN et al., 2007] bestatigt
sich 14 Tage nach EKZ und DHCA jedenfalls nicht. E; ist jedoch dazu in der Lage, die
Translokation von NFkB in den Nukleus und damit seine Fahigkeit zur Beeinflussung der
Genexpression zu reduzieren [GHISLETTI et al., 2005]. Daher kdnnte NFkB bei den weiblichen
intakten Tieren in einer inaktiven Form im Zytoplasma vorliegen. Die ménnlichen intakten
Tiere zeigen im Vergleich zu ihren kastrierten Geschlechtsgenossen keinen signifikanten
Unterschied der NFkB-Expression. Daher existiert also weder ein Hinweis auf eine
Neurotoxizitat des Testosterons bei jungen Tieren noch auf eine Neuroprotektion in der

beginnenden Regenerationsphase [CHAUHAN et al., 2017] 14 Tage nach EKZ/DHCA.

5.2.2 TNF-a und iNOS

Interessanterweise koénnen sowohl fir TNF-a als auch fiur iINOS keine signifikanten
Unterschiede im Expressionsmuster der 4 DHCA-Gruppen nachgewiesen werden. Die
Expression beider Inflammationsparameter wird durch NFkB induziert [SHIH et al., 2015;
RIDDER et al., 2009]. Somit ware fir iINOS und TNF-a ein mit NFkB korrelierendes
geschlechtsspezifisches und vom Hormonstatus abhangiges Expressionsmuster zu
erwarten gewesen. TNF-a erreicht bekanntermal3en bereits 12 - 36 Stunden nach einer
zerebralen Ischamie die hochste Konzentration, welche anschieRend wieder absinkt
[LAMBERTSON etal., 2019; JUNGWIRTH et al., 2009]. Der 14. postoperative Tag konnte also bereits
zu spat sein, um mdogliche Unterschiede zu sehen. Dagegen sprechen allerdings die
Ergebnisse der bereits oben erwdhnten Studie von Hu et al., die ein zweites
Expressionsmaximum von TNF-a am Tag 10 und 14 nach einer traumatischen Gehirn-
schadigung im Rattenmodell detektierte [HU et al., 2014]. Dieses Ergebnis sowie die vor allem
im Hippokampus vermehrte Expression von TNF-a im Vergleich zu den Kontrollgruppen
spricht eher dafir, dass TNF-a unabhangig vom Geschlecht und vom
Geschlechtshormonstatus nach isch&mischer Gehirnschédigung in Neuronen exprimiert
wird. Die Konzentration von TNF-a im postischamischen Hirngewebe bleibt Uber viele
Monate erhoht, allerdings stammt es zum gréf3ten Teil aus Mikroglia und Makrophagen

[XIANG et al., 2016]. Im Gegensatz zu TNF-a besteht flir INOS kaum ein Unterschied zwischen
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den DHCA-Gruppen und den Kontrollgruppen. Eine Erklarung hierfur konnte naturlich, wie
auch bei TNF-q, ein zu spater Detektionszeitpunkt sein, da die INOS-Aktivitat im Zeitraum
von 12 Stunden bis eine Woche nach einem ischamischen Insult erhdht ist [CHEN et al., 2017;
ZHENG et al., 2016]. Eine verminderte Expression von iNOS unter E;-Einfluss [SUZUKI et al.,
2009] bei den intakten weiblichen Tieren bestétigt sich 14 Tage nach EKZ und DHCA

gleichwohl nicht.

5.2.3 PARP-1und Caspase-3

Die neuronale Apoptose tritt sowohl unmittelbar als auch Uber eine Zeitspanne von
mehreren Wochen nach der globalen Ischamie des Gehirns auf [CLEMENS et al., 1997].
Erwartungsgemall kann in unserer Studie eine geschlechtsspezifische neuronale
Expression der Apoptoseparameter PARP-1 und Caspase-3 gezeigt werden. Diese wurden
bereits in anderen Studien als Indikatoren der neuronalen Apoptose identifiziert [WANG et al.,
2011; SIEGEL et al., 2010; STROSZNAJDER et al., 2010; HOTCHKISS et al., 2009; DU et al., 2004]. Die
Expression ist unabhéngig vom Geschlechtshormonstatus der Tiere, da jeweils in beiden
mannlichen DHCA-Gruppen die PARP-1-Expression und in den beiden weiblichen DHCA-
Gruppen die Caspase-3-Expression signifikant erhdht ist. Zwischen kastrierten und nicht
kastrierten Tieren bestehen keine signifikanten Expressionsunterschiede. Es ergibt sich
somit eine Korrelation mit den Ergebnissen einiger vorangegangener experimenteller
Studien. Diese zeigten unter Zuhilfenahme eines Mausemodells mit einer genetischen
PARP-1-Deletion, dass der weibliche Zelltod vorzugsweise Uber die Aktivierung von
Caspase-abhéngigen Signalwegen ablauft, wahrend die Ischdmie bei mannlichen
Individuen den Caspase-unabhé&ngigen, PARP-1-abhangigen Zelltod induziert. [CHAUHAN et
al., 2017; MANWANI et al., 2015; SHARMA et al., 2011; LIU et al., 2011; MCCULLOUGH et al., 2005]. Ein
Zusammenhang zwischen der unterschiedlichen NFkB-Expression bei mannlichen und
weiblichen DHCA-Tieren und dem ebenfalls unterschiedlichen Expressionsmuster der
Apoptoseparameter erschlief3t sich aus unserer Studie letztlich nicht. NFKB kann Uber eine
Aktivierung von Bcl-2 den Caspase-abhéngigen Apoptoseweg hemmen [TAMATANI et al.,
2000]. Umgekehrt wird NFkB durch PARP-1 aktiviert [WANG et al., 2011; STROSZNAJDER et al.,
2010]. Daher besteht also weder eine Korrelation zwischen der erhdhten NFkB- und
Caspase-3-Expression bei den weiblichen DHCA-Tieren noch zwischen der verminderten
NFkB- und vermehrten PARP-1-Expression bei den mannlichen DHCA-Tieren.
Moglicherweise besteht hier ein weiterer Hinweis auf ein antiapoptotisches und damit

wiederum neuroprotektives Aktivierungsmuster von NFkB.
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5.3 Diskussion der Methoden und Limitierungen

5.3.1 Histologische Untersuchung

Da die CAl-Region des Hippokampus bei der globalen Ischdmie normalerweise die
hdchste Sensitivitat gegenuber ischamischen Insulten aufweist, gefolgt vom Neokortex [LEE
et al., 2018; SCHMIDT-KASTNER, 2015], wahlten wir diese Gehirnregionen der Ratte fur die
histologische Untersuchung aus. Dabei wurde von uns vorausgesetzt, dass die
Inflammationsreaktion 14 Tage nach der globalen Ischamie zur sekundéren Zellschadigung
und verzogerten Apoptose flhrt [MCCULLOUGH et al., 2016; XIANG et al., 2016]. Erwartungs-
geman gelingt auch der Nachweis samtlicher untersuchten Parameter zu diesem Zeitpunkt
in beiden Hirnregionen der Ratte. Es ergeben sich jedoch Hinweise darauf, dass die
postischamische Inflammationsreaktion keineswegs ausschlie8lich zur neuronalen
Schadigung beitragt. Vielmehr scheint sie, in moderater Auspragung, eine neuroprotektive
Funktion im Rahmen von postischAmischen Reparations- und Regenerationsvorgangen
innezuhaben [LAMBERTSON et al., 2019; ROLOVA et al., 2016]. Dafir spricht auch, dass
verschiedene antiinflammatorische Medikamente trotz einer Reduktion der neuronalen
Inflammationsreaktion keinen positiven Einfluss auf das neurokognitive Outcome nach
herzchirurgischen Operationen mit EKZ zeigen konnten [SALAMEH et al., 2016]. Somit kann
die Inflammation zwar akut und in exzessiver Form den Zelltod induzieren, auf langere Sicht
gesehen vermindert sie jedoch den Schaden und tragt dazu bei, die Balance des Korpers
letztlich wiederherzustellen [CEULEMANS et al. 2010]. Unsere Detektion der Parameter am
postoperativen Tag 14 reprasentiert eine Ubergangsphase zwischen der einige Stunden
bis einige Tage dauernden subakuten Phase der neuroinflammatorischen und
apoptotischen Antwort auf die akute zerebrale Ischdmie und der bis zu einigen Monaten
andauernden chronischen Reparations- und Regenerationsphase [CEULEMANS et al., 2010].
Zu diesem Zeitpunkt ist mutmafilich bereits ein Grofteil der geféahrdeten Neurone
untergegangen, wahrend sich die Uberlebenden im Regenerationsprozess befinden, was
auch unsere Ergebnisse der NFkB-Expression vermuten lassen. Naturlich gilt fir samtliche
untersuchte Inflammations- und Apoptoseparameter, dass der 14. postoperative Tag nur
eine Momentaufnahme darstellt, die keinerlei Ruckschluss auf den Verlauf der
Expressionsmuster wahrend der Untersuchungsphase nach EKZ und DHCA bis zur Tétung
der Tiere zulasst. Dies stellt eine versuchsbedingte Limitierung dar. Insbesondere wére der
Expressionsverlauf unserer untersuchten Parameter fir die empfindlichste Phase wéhrend
der ersten vier postoperativen Tage aufschlussreich gewesen. In dieser Zeit zeigt die
Gruppe der weiblichen intakten Tiere die héchste Mortalitatsrate im Vergleich zu allen

anderen Gruppen. Daher kann das bessere histologische Outcome dieser Gruppe nur unter
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der Voraussetzung betrachtet werden, dass die weiblichen intakten Tiere auch bis zum 14.
postoperativen Tag Uberleben. Allerdings besitzt das Studiendesign nicht genitigend
statistische Aussagekraft, um statistisch relevante Schlussfolgerungen aus dieser
Beobachtung zu ziehen [FRIEDRICH, tiermedizinische Dissertation 2013]. Eine weitere Limitierung
ist durch die begrenzte Auswahl der untersuchten Parameter gegeben. Neben NFkB, TNF-
a, iINOS, Caspase-3 und PARP-1 gibt es noch viele weitere Inflammations- und
Apoptoseparameter, deren geschlechtsspezifische Expression bereits bekannt ist, wie z.B.
NAD?*, AlF, Glutathion, Akt, astrozytische Aromatase, saures Gliafaserprotein (glial fibrillary
acid protein, GFAP), Angiotensin-II-Typ-2-Rezeptor und die I6sliche Epoxid-Hydrolase
[CAHILL et al., 2017b]. Der Zeitpunkt des maximalen histologischen Schadens wére bereits
24 h nach EKZ und DHCA gewesen [GORDAN et al. 2010]. Moglicherweise héatte die
Untersuchung der Expressionsmuster von Inflammations- und Apoptoseparametern zu
einem friheren Zeitpunkt ein aussagekraftigeres Profil ergeben als der 14. Post-OP-Tag.
Ein friherer Detektionszeitpunkt hatte jedoch die Untersuchung der Kognition und der
neurologischen Funktion der Tiere, welche in der Dissertation von Stefan Friedrich

dargestellt wurde [FRIEDRICH, tiermedizinische Dissertation, 2013], unmdglich gemacht.

5.3.2 Rattenmodell der EKZ mit 45minttigem DHCA

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Rattenmodell der EKZ mit 45-
minttigem DHCA wurde im Jahr 2006 von Jungwirth et al. eingefiihrt [JUNGWIRTH et al., 20086].
Es ermdglicht eine kliniknahe Nachbildung der Gegebenheiten im humanmedizinischen
Setting. So kann, durch den verwendeten miniaturisierten CPB-Kreislauf sowie den speziell
fir Ratten entwickelten Oxygenator, das Uberleben der Tiere (iber die 14-tagige Testphase
nach dem Eingriff gewahrleistet werden. Das Verhéltnis des Primarvolumens im CPB-
Kreislauf von 10 ml zum gesamten Blutvolumen der Ratte von 25 ml ist mit demjenigen,
welches normalerweise auch beim Menschen verwendet wird, vergleichbar (2 | Primar-
volumen zu 51 Blutvolumen). Mit diesem verwendeten Primarvolumen resultieren im
Anschluss an den Eingriff &hnliche Hamatokritwerte wie in der klinischen Routine, die einen
Verzicht auf Bluttransfusionen bei der Ratte erlauben [JUNGWIRTH et al., 2006]. Da das
schlechtere Outcome von Frauen nach herzchirurgischen Operationen mdglicherweise mit
einer héheren Transfusionsrate assoziiert ist [RANUCCI et al., 2008], kann dieser Confounder
somit ausgeschlossen werden. Zudem ermdglicht unser Modell CPB-Flussraten, die mit
160 — 180 ml/kg/min zur physiologischen Herzleistung der Ratte dquivalent sind. Dies flhrt
zu einer suffizienten Oxygenierung der nicht beatmeten Tiere [JUNGWIRTH et al., 20086].
Bezuglich der Untersuchung der zerebralen Inflammation und Apoptose hat sich das

besagte Modell bereits in einer vorangegangenen Studie im Sinne von signifikanten
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Veranderungen der Expressionsmuster ausgewahlter Parameter nach 14 Tagen bewahrt
[KELLERMANN et al. 2011]. Das Modell unterliegt natirlich einigen Limitierungen, die keine
umfassende Ubertragung auf die klinischen Gegebenheiten in der Humanmedizin erlauben.
So wurde auf das chirurgische Prozedere, wie z.B. die in der Herzchirurgie tbliche mediane
Sternotomie, die direkte Kanulierung des Herzens oder die eigentliche Operation am
offenen Herzen, verzichtet, um das postoperative Uberleben der Ratten sicher zu stellen.
Bekanntermalen tragen diese chirurgischen MaRnahmen selbst zur systemischen
Inflammation [SUBRAMANIYAN et al., 2019; DANIELSON et al., 2018; SUGITA & FUJIU, 2018] und damit
zur Beeinflussung der zerebralen Expression der Inflammations- und Apoptoseparameter
bei [DENES et al., 2011; SVJATETS et al., 2010]. Somit kbnnen aber auch die Einfliisse von EKZ
und DHCA isoliert untersucht werden. Die EKZ allein induziert bei der Ratte weder eine fur
unsere Zwecke ausreichende Inflammation und Apoptose noch eine mit dem Menschen
vergleichbare Beeintrachtigung der Kognition [JUNGWIRTH et al., 2009; DE LANGE et al., 2007]. Im
Gegensatz dazu wurden beim Menschen neurokognitive Defizite nach EKZ nachgewiesen
[BERGER et al., 2018; KNIPP et al., 2017; HUDETZ et al., 2011]. Dies wirft die Frage auf, ob nicht eher
andere Faktoren neben der EKZ, aber auch dem DHCA und den entsprechenden
Inflammationsreaktionen, zu schlechten neurokognitiven Ergebnissen nach Herz- und
Gefal-chirurgischen Operationen beim Menschen beitragen. Hierbei sei insbesondere an
den vorbestehenden physischen und psychischen Gesundheitszustand der Patienten
gedacht [NUSSMEIER et al., 2010]. Zudem entfaltet der DHCA seine Effekte, als globales
Ischamiemodell, nicht ausschlieZlich im Gehirn. Vielmehr betrifft er genauso auch das
kardiovaskulare System und die viszeralen Organe, wie z.B. die Nieren, den
Respirationstrakt, die Leber und den Magen-Darm-Trakt [ENGELS et al., 2014]. Diese
Organsysteme wurden in unserer Studie nicht gesondert untersucht, sodass deren

Berlcksichtigung nachfolgenden wissenschaftlichen Studien vorbehalten bleibt.

5.3.3 Der hormonelle Status der Tiere

Ein weiterer wichtiger Bestandteil unserer Studie ist die Nachbildung von pra- und
postmenopausalen bzw. pré- und postandropausalen Hormonverhaltnissen. Hierzu
verbleibt die Halfte unserer Versuchstiere in einem intakten hormonellen Status, wahrend
die andere Halfte kastriert wird. Wie Stefan Friedrich in seiner tiermedizinischen
Dissertation bereits darlegte, befinden sich die Geschlechtshormonspiegel im Serum aller
Ratten am Tag der Totung jeweils im erwarteten Bereich [FRIEDRICH, tiermedizinische
Dissertation 2013]. Daher kdnnen die kastrierten Tiere, abgesehen vom fehlenden
Altersunterschied, zumindest im hormonellen Sinne als Modell fir die Postmeno- bzw.

Postandropause angesehen werden. Die Ovariektomie gilt in der praklinischen Forschung
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als Goldstandard, um hormonelle Effekte bei weiblichen Tieren zu untersuchen [KOEBELE et
al., 2016]. Bezlglich des Hormonstatus wird bei den weiblichen intakten Ratten auf eine
Zyklustiberwachung, welche relativ aufwendig gewesen ware, verzichtet, so dass in diesen
Gruppen grolRere Schwankungen der Serumhormonspiegel zum Zeitpunkt des DHCA von
uns in Kauf genommen werden. Bei den weiblichen kastrierten Tieren, die als Modell fir
die weibliche Postmenopause dienen sollen, ergeben sich ebenfalls Limitierungen. Der
Unterschied der chirurgisch herbeigefiihrten Menopause zur natlrlichen Menopause
besteht im Wesentlichen darin, dass der Reproduktionstrakt nicht erhalten bleibt. Der
plotzliche Verlust samtlicher ovarieller Steroide ist fir die Mehrheit der menopausalen
Frauen nicht charakteristisch. Dies ist jedoch flr unsere Studie nicht relevant, da die
Menopause selbst als Ubergangsphase nicht Gegenstand unserer Untersuchung ist. Die
postmenopausalen Ovarien setzen aber zudem weiterhin Androgene und niedrige Dosen
anderer Steroide frei [AU et al., 2016; KOEBELE et al., 2016]. Somit unterscheidet sich das
hormonelle Profil der kastrierten Tiere von demjenigen von postmenopausalen Tieren mit
intaktem Reproduktionstrakt sowie auch von postmenopausalen Frauen. Andererseits
unterscheidet sich die natirliche Menopause der Ratte auch erheblich von derjenigen beim
Menschen. Im Gegensatz zu Frauen weisen intakte weibliche Ratten nach der Menopause
keine signifikante Verarmung an Follikeln auf. Daher gleichen die Konzentrationen der
zirkulierenden gonadalen Hormone in intakten &lteren Rattenweibchen nicht anndhernd
denen von postmenopausalen Frauen [ZARATE et al., 2017; AU et al., 2016; KOEBELE et al., 2016].
Somit verbleibt die Ovariektomie das bestmdgliche zur Verfigung stehende Modell, um den

postmenopausalen hormonellen Status der Frau bei der weiblichen Ratte nhachzubilden.

5.3.4 Die Ratte als Modell fur den Menschen

Unsere Studie zielt darauf ab, den isolierten Einfluss des Geschlechts bzw. des
Geschlechtshormonstatus 14 Tage nach EKZ und DHCA auf die zerebrale Inflammation
und Apoptose im Tiermodell zu detektieren. Daher werden junge, geschlechtsreife und
gesunde mannliche und weibliche Ratten verwendet, um die beiden Confounder Alter und
Komorbiditaten auszuschlieRen. Zudem gewahrleisten die fehlenden Komorbiditadten und
Alterserscheinungen der Tiere bestmégliche Uberlebenschancen des Eingriffs. Unserem
Rattenmodell steht ein Kollektiv von Giberwiegend &lteren und/oder multimorbiden Herz- und
Gefal3-chirurgischen Patienten gegenliber. Bekanntermal3en ist ein héheres Lebensalter
per se mit einer vermehrten Inflammationsantwort assoziiert, welche aus einer
Dysregulation des Immunsystems sowie einer fortschreitenden Unfahigkeit, mit
pathologischen Stimuli adaquat umzugehen, resultiert. AuBerdem akkumulieren ROS

vermehrt im alternden Gehirn bei gleichzeitig verminderter Aktivitdt von antioxidativen
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Enzymen [ZARATE et al., 2017; LEON et al., 2011]. Die parallel zum Lebensalter zunehmende
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke fuhrt sehr wahrscheinlich zu einem vermehrten
Zellverlust unter ischamischen Bedingungen [CHISHOLM et al., 2016]. Zudem nimmt die
Fahigkeit zur Neurogenese nach einem ischamischen Insult mit zunehmendem Alter ab
[ROLOVA et al., 2016]. Haufig vorbestehende Risikofaktoren kardiovaskularer Patienten, wie
z.B. Adipositas, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und Arteriosklerose, gelten als stille
Mitverursacher eines chronischen proinflammatorischen Status. Dieser kann die Grundlage
fur neurokognitive Funktionsstérungen bilden. Die durch EKZ und DHCA verursachte akute
Neuroinflammation kann einen solchen vorbestehenden Schaden verschlimmern und somit
zu Depression, Demenz und Neurodegeneration filhren [SANDU et al, 2015]. In
Zusammenschau mit dem Hormonstatus ergeben sich zusatzliche Aspekte eines
vorbestehenden proinflammatorischen Status. So kann bei Diabetes mellitus die
Ostrogenwirkung, welche normalerweise neuroprotektiv ist, einen schadigenden Effekt
haben [CARSWELL et al., 2010]. Des Weiteren scheint die Wirkung von Geschlechtshormonen
im Gehirn, insbesondere von Ostrogenen, altersabhangig zu sein [LEON et al., 2011].
Weibliche Tiere in hoherem Lebensalter haben per se eine vermehrte
Inflammationsreaktion im Vergleich zu gleichaltrigen Mannchen [CHAUHAN et al., 2017]. In
Bezug auf das neurokognitive Outcome nach einer zerebralen Ischdmie sind in
tierexperimentellen Studien altere Weibchen gegentber jingeren benachteiligt. Bei den
Mannchen zeigen sich die Studienergebnisse jedoch kontrovers [CHISHOLM et al., 2016]. Die
komplizierten Wechselwirkungen zwischen altersspezifischen und hormonellen
Veranderungen sowie auch Komorbiditaten kénnen im Rahmen unserer Studie nicht
untersucht werden. Daher bleibt es Gegenstand weiterer wissenschaftlicher
Untersuchungen, ob Geschlechtsunterschiede und/oder Unterschiede des Geschlechts-
hormonstatus nur im Zusammenhang mit vorbestehenden, mit einem proinflammatorischen
Status assoziierten Risikofaktoren, nach EKZ und DHCA in der beim Menschen
beobachteten Form zu Tage treten. Mdglicherweise sind junge und gesunde Ratten nur
bedingt geeignet, um als Modell fir einen Eingriff, der hauptsachlich bei &alteren und

multimorbiden Patienten durchgeflihrt wird, zu fungieren [DE LANGE et al., 2007].

5.4 AbschlielRende Betrachtung

Zusammenfassend gelingt eine Reproduktion des im humanmedizinischen Setting
beobachteten schlechteren neurologischen Outcomes der postmenopausalen Frauen
gegentber Mannern und pramenopausalen Frauen im Rattenmodell nicht. Vielmehr fuhrt
die geschlechtsspezifische und vom Geschlechtshormonstatus abhangige Expression des

Inflammationsparameters NFkB, vor dem Hintergrund der mangelnden Korrelation mit den
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nachgeschalteten Parametern TNF-a und INOS sowie dem Nachweis der
geschlechtsspezifischen Apoptose, zur Hypothese einer Uberwiegend neuroprotektiven

Funktion von NFkB 14 Tage nach EKZ und DHCA.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund: Die extrakorporale Zirkulation (EKZ) und der tief hypotherme
Kreislaufstillstand (DHCA) sind Techniken, die beim Menschen eine Vielzahl von
Operationen am Herzen erméglichen. In Kombination werden sie beim Erwachsenen bei
komplizierten chirurgischen Eingriffen an den herznahen grof3en GeféafRen verwendet.
Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass es Unterschiede bezuglich der Mortalitat, der
Komplikationsrate und der Morbiditat nach kardialen Operationen mit Anwendung der EKZ
zwischen Mannern und Frauen sowie zwischen pra- und postmenopausalen Frauen gibt.
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Einfluss des Geschlechts und des
Geschlechtshormonstatus auf die Expression von Inflammations- und Apoptoseparametern
14 Tage nach EKZ mit 45-minitigem DHCA.

Methoden: Nach Genehmigung der Tierschutzbehdrde werden 40 mannliche und 40
weibliche Ratten randomisiert jeweils 4 Gruppen zugeteilt: kastriert mit EKZ/DHCA (n = 10),
scheinkastriert mit EKZ/DHCA (n=10), kastrierte Kontrollgruppe (n=10) und
scheinkastrierte Kontrollgruppe (n=10). Vier Wochen nach der Kastration bzw.
Scheinkastration werden die Tiere der EKZ/DHCA-Gruppen einem Eingriff mit Andsthesie,
Intubation und Beatmung, Katheterisierung, EKZ und einem 45-minutigem DHCA mit einer
rektalen Kdrpertemperatur von 15— 18 °C unterzogen. Die Tiere der Kontrollgruppen
bleiben hingegen unbehandelt. Nach einer 14-tdgigen Testphase mit neurologischer und
neurokognitiver Untersuchung der Tiere werden die Inflammationsparameter NFkB, TNF-
a, iINOS sowie die Apoptoseparameter PARP-1 und Caspase-3 in Neuronen im
Hippokampus und Motorkortex der Ratten quantitativ erfasst. Anschlie3end erfolgt die
statistische Datenauswertung mit dem Kruskal-Wallis-Test sowie dem post hoc Mann-
Whitney-U-Test.

Ergebnisse: NFkB zeigt die signifikant hochste Expressionsrate unter dem Einfluss der
weiblichen Geschlechtshormone bei den weiblichen intakten Ratten (p < 0,05), gefolgt von
der weiblichen kastrierten EKZ/DHCA-Gruppe (p < 0,05). TNF-a und iNOS weisen
hingegen zwischen kastrierten und nicht kastrierten Tieren beiderlei Geschlechts keine
signifikanten Expressionsunterschiede auf. PARP-1 zeigt eine signifikant erhohte
Expressionsrate in beiden mannlichen im Vergleich zu den weiblichen EKZ/DHCA-Gruppen
(p < 0,05), Caspase-3 ist bei den weiblichen Tieren erhéht (p < 0,05). Erwahnenswert ist
der Sekundarbefund einer erhdhten Sterblichkeitsrate in der Gruppe der weiblichen intakten
Tiere in der friihen postoperativen Phase.

Schlussfolgerung: Die EKZ mit DHCA verursacht zum einen eine Geschlechts- und vom
Geschlechtshormonstatus abhéngige zerebrale Inflammation, bei der NFkB eine
Schlisselrolle einnimmt. Zum anderen zeigt sich eine geschlechtsspezifische, jedoch vom
Geschlechtshormonstatus unabhéngige neuronale Apoptose. Die Ergebnisse lassen eine
neuroprotektive Funktion von NFkB beim weiblichen Geschlecht und unter dem Einfluss
der weiblichen Geschlechtshormone vermuten. Die zufallige Beobachtung einer erhdhten
Mortalitatsrate beim weiblichen Geschlecht erfordert weiterfihrende wissenschaftliche
Untersuchungen mit der Mortalitat als primarem Endpunkt sowie unter Beriicksichtigung
weiterer Organsysteme neben dem Gehirn.
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