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1 EINLEITUNG

1.1 Klinische Aspekte bei zerebraler Minderperfusion

Weltweit stehen Erkrankungen des zentralen Nervensystems in den Morbiditéts- und Morta-
litdtsstatistiken der WHO nach kardiovaskuldren und onkologischen Prozessen an dritter
Stelle. In der Bundesrepublik Deutschland sterben jdhrlich etwa hunderttausend Menschen
[86](S.26-28) an den Folgen zerebraler Ischdmie. Neben dem Schidel-Hirn-Trauma ist der
zerebrale Insult durch Gefderkrankungen und Embolien einer der hdufigsten Griinde einer
zerebralen Minderperfusion.

Viele dieser neurologischen Storungen treten als akute Lésionen (z.B. Apoplex, Schiadel-Hirn-
Trauma, spinales Trauma, kardiopulmonale Reanimation und Schock) oder als perioperative
Komplikation (z.B. voriibergehende Okklusion hirnversorgender Gefial3e, perioperative Hy-
potension, Embolisation und bei Herzoperationen) auf.

Da das Gehirn nur eine gering ausgeprigte Toleranz gegeniiber einer Einschrinkung der Sau-
erstoffversorgung besitzt und es bei Uberschreiten zu einem irreversiblen Hirnschaden
kommt, da einmal untergegangene Nervenzellen nicht mehr ersetzt werden konnen, ist es in
diesen akuten Situationen von entscheidender Bedeutung, dass schnellst mdglichst eine The-
rapie eingeleitet wird. Deshalb ist in erster Linie die addquate Primarversorgung der Patienten
fiir deren Lebenserhaltung bzw. fiir das Erreichen einer bestmdglichen Lebensqualitit aus-
schlaggebend. Aber auch volkswirtschaftliche Uberlegungen (Friihinvaliditit, Arbeitsausfille,
Pflegeaufwand etc.) gewinnen angesichts der aktuellen gesundheits- und sozialpolitischen
Entwicklungen zunehmend an Bedeutung, so dass auch aus diesem Grund eine effiziente In-
itialbehandlung der Patienten immer wichtiger wird. Ziel dieser Behandlung muss sein, dass
das Ausmal} der neurologischen Ausfille minimiert und eine bestmogliche Wiedereingliede-

rung des Patienten in Familie und Beruf erreicht wird.

1.2 Therapie der zerebralen Minderperfusion

Zerebrale Ischdmien infolge vaskuldrer Verschliisse (Apoplex, Embolie) werden héufig nur
konservativ mit Antikoagulation und Physiotherapie behandelt. Operative Behandlungsmog-
lichkeit zur Revaskularisation ist die Thrombendarteriektomie der A. carotis oder eine Bypas-
soperation. Bei akutem embolischem Verschluss kann der Versuch einer Rekanalisation durch
eine Lysetherapie mit Streptokinase oder rt-PA (rekombinanter Gewebsplasminogenaktivator)
unter Ausschluss der entsprechenden Kontraindikationen (z.B. hdmorrhagische Diathese,

schwerste neurologische Ausfille, septisch bedingte Embolie) unternommen werden. Nach



Revaskularisation bzw. Rekanalisation kann das sog. Ischimie-Reperfusionssyndrom auftre-
ten (vgl. 1.3). Mogliche klinische Erscheinungsformen sind epileptische Anfélle, Sprachsto-

rungen, Eintriibungen des Bewusstseins etc.

Die Initialtherapie bei Patienten mit Schadel-Hirn-Trauma umfasst neben allgemeinen MaB-
nahmen, wie Aufrechterhaltung der Vitalfunktionen, spezielle MaBBnahmen zur Senkung des
Hirndruckes, bzw. der Prophylaxe eines sekundidren Hirn6dems. Ziel jeder Spezialinterventi-
on ist die Vermeidung einer Minderperfusion infolge einer intrakraniellen Raumforderung.
Daher kann es bei der intensivmedizinischen Uberwachung erforderlich sein das Standardmo-
nitoring um eine Hirndrucksonde zu erweitern, um so kontinuierlich den Hirndruck messen
und den Erfolg der Therapie abschitzen zu kénnen.

Ein Hirnddem wird durch Oberkoérperhochlagerung von etwa 30°, interventionelle Hyperven-
tilation (pC0O, > 30 mmHg) und Infusion osmolarer Losungen behandelt. Durch die Hyper-
ventilation wird iiber eine zerebrale Vasokonstriktion eine Reduktion des intrazerebralen
Druckes iiber eine intrakranielle intravasale Blutvolumenverminderung angestrebt. Der Ein-
satz hyperosmolarer Losungen wie Mannit oder hypertone Natriumchloridlosung soll iiber
einen osmotischen Gradienten zwischen dem Hirnparenchym und dem Blut eine Fliissigkeits-
verschiebung von den Gehirnzellen iiber die Bluthirnschranke in das Gefdf3system bewirken.
Diese Fliissigkeitsverschiebung hat eine Abnahme des zelluliren Odems und gleichzeitig eine
Abnahme der Blutviskositit zur Folge, was die rheologischen Eigenschaften des Blutes ver-
bessert. Voraussetzung hierfiir ist eine intakte Nierenfunktion mit ziigiger Elimination der
infundierten Losungen, weil die osmotisch wirksamen Stoffe bei zu langer Retention im Blut
die Blut-Hirnschranke permeieren konnen. Folge wiére eine Umkehr des osmotischen Gra-
dienten mit Fliissigkeitseinstrom in das Hirnparenchym und somit eine Zunahme des Hirno-
dems. Ist durch konservative MaBBnahmen keine Hirndrucksenkung zu erzielen, kann die Indi-
kation zur Trepanation bzw. zur Applikation einer externen Ventrikeldrainage frithzeitig ge-
stellt werden.

Sind sedierende und operative Interventionen notwendig, knnte auch die Wahl des richtigen
Andésthetikums wichtig sein. Sowohl fiir volatile als auch fiir intravendse Andsthetika sind
zerebroprotektive Eigenschaften beschrieben worden. Somit scheint bereits die Narkosefiih-
rung das neurologische Endergebnis bei Patienten mit zerebraler Ischdmie wesentlich zu be-

einflussen.



1.3 Pathophysiologie der zerebralen Minderperfusion

Das Gehirn besitzt gegeniiber einem ischdmischen Schaden eine hohere Vulnerabilitit als die
meisten anderen Gewebe [30](S.712). Diese Tatsache ist durch einige Besonderheiten im
Stoffwechsel des Gehirnes erkldrbar. Das Gehirn eines Erwachsenen wiegt etwa 1350g, das
entspricht etwa 2% des gesamten Korpergewichtes. Dabei dienen 12-15% des Herzzeitvolu-
mens der zerebralen Perfusion. Die hohe Durchblutungsrate reflektiert den groB3en metaboli-
schen Umsatz des Gehirnes. Der zerebrale Sauerstoffverbrauch betrigt 20% des vom Ge-
samtorganismus verbrannten Sauerstoffs [29](S.689). Der Glukosestoffwechsel des Gehirns
findet normalerweise auf aerobem Wege statt. Weder fiir Sauerstoff noch fiir Glukose gibt es
nennenswerte zerebrale Speicher.

Kommt es zu einer Hirnischdmie bzw. zu zerebraler Hypoxie, ist das zerebrale Sauerstoffan-
gebot eingeschriankt. Ohne Sauerstoff ist keine oxidative Phosphorylierung mehr moglich,
statt 36 Mol ATP konnen nur 2 Mol ATP pro Mol Glucose gebildet werden. Innerhalb von
Minuten sinkt der ATP-Spiegel [34](S.1-5). Durch die anaerobe Glykolyse entsteht eine Lak-
tatazidose, die zur Senkung des pH von normal 7,4 auf Werte zwischen 6,8 und 6,2 im isché-
mischen Gewebe fiihrt [30](S.714). Folge des ATP-Mangels ist eine eingeschrinkte Funktion
mit Zusammenbruch der membranstidndigen Natrium-Kalium-ATPase, des transmembrandsen
Ionengradienten und die Depolarisation der Zellmembran. Eine Folge der Depolarisation ist
ein deletdrer Kalziumeinstrom. Kalzium stromt iiber spannungsabhingige Kalziumkanile in
die Zelle ein, es erfolgt eine Freisetzung von Glutamat, was liber eine Aktivierung der N-
Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren und o-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-
Isoxazopropionsdure (AMPA)-Rezeptoren zu einem weiteren Einstrom von Kalzium fiihrt.
Durch den Energiemangel wird die Membranintegritét der Mitochondrien und des endoplas-
matischen Retikulums so gestort, dass Kalzium auch aus diesen Zellorganellen ausstromt
[67](S.710-711). Der massive Anstieg der intrazellulliren Kalziumkonzentration initiiert Ak-
tivierungskaskaden von Proteasen, Phospholipasen, Proteinkinasen, Lipidkinasen und Endo-
nukleasen mit zytotoxischer Wirkung [19](S.59). Die Phospholipase A, setzt aus Phospholi-
piden der Membran Arachidonsdure frei [67](S.706-709). Zyklooxygenasen und Lipoxygena-
sen metabolisieren Arachidonsdure zu Prostaglandinen, Prostazyklinen und Leukotrienen. Die
Reperfusionsphase nach zerebraler Ischamie ermoglicht die Bildung freier Radikale und somit
die Lipidperoxidation von freien Fettsduren [30](S.718-720) [94](S.174-180) [81](S.60-62)
[93](S.338-339). Die aktivierte Zysteinprotease Kalpain tragt zur Zerstorung des Zellskeletts
bei [109](S.6-7). Durch die kalziumabhédngige Aktivierung von Endonukleasen wird die zel-
lulire DNA zerstort [21](S.364-366). Ein besonders hoher deletérer Effekt kommt der Bil-

dung von freien Sauerstoffradikalen den sog. ,,reactive oxygen species (ROS)“ zu. Neben den



o.g. direkten toxischen Effekten bewirken sie eine weitere Destabilisierung der Zellmembran,
was zur Entstehung eines Zellodems beitrdgt [30](S.720). Folge dieser Prozesse ist der Zell-
tod. Ob sich dieser pathophysiologisch als Nekrose oder Apoptose duflert, hdngt wesentlich
von dem Ausmal des initialen Schadens ab [100](S.62).

Ein Hirninfarkt entsteht, wenn infolge eines akuten embolischen Ereignisses eine ausreichen-
de Blutzufuhr in einem Hirnareal nicht mehr gewihrleistet ist. Generell kann ein infarziertes
Gewebe in eine Kernzone und eine Grenzzone eingeteilt werden. In der Kernzone ist der ze-
rebrale Blutfluss von normal 45-55 ml/100g/min [29](S.690) auf unter 6 ml/100g/min
[29](S.712-713) gefallen. Die Grenzzone des Infarkts kann in zwei Zonen eingeteilt werden
die sog. Penlucida (lat. lux: das Licht, gr. mept: in der Ndhe) und die sog. Penumbra (lat. um-
bra: der Schatten, gr. mept: in der Nidhe). Wéhrend die Penlucida noch mit 15-20
ml/100g/min [115]( S.29) perfundiert wird und unabhingig von der Ischimiedauer regenerie-
ren kann, wird die Penumbra nur noch mit 6-15 ml/100g/min durchblutet [29](S.712). Ener-
getisch stellt die Penumbra Gewebe ohne Funktionsstoffwechsel (isoelektrisches EEG), aber
mit zundchst intaktem Strukturstoffwechsels dar. Wird innerhalb eines bestimmten Zeitfen-
sters der normale Blutfluss wiederhergestellt, ist dieses Areal liberlebensfahig, ansonsten wird
es Teil des finalen Infarktes [94](S.171-172) [29]( S.712-713) [115]( S.29-30) [8](S.318-319).

Somit wird das Infarktareal grof3er, das entstehende neurologische Defizit ausgepragter.

_— Kernzone
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f ] [
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Abbildung 1: Koronarer Hirnschnitt durch ein Rattenhirn nach erfolgter fokaler Ischimie im
Kortex; im rechten Kortex sind die Zonen eines Hirninfarktes dargestellt; schwarz: Kernzone,

dunkelgrau die Penumbra und hellgrau die Penlucida.



1.4 Apoptose bei zerebraler Minderperfusion

1972 beschrieben Wyllie, Kerr und Mitarbeiter [61](S.239-256) [112](S.254-281) zwei ver-
schiedene Arten von Zelltod: Nekrose und Apoptose. Nekrose (gr. vekpoa: tot) stellt eine
passive Form des Zelltodes dar, bei der es durch eine Schidigung der Plasmamembran zur
Storung des osmotischen Gleichgewichts kommt. Folge ist eine Zellschwellung, die zum Plat-
zen der Zelle fiihrt. Biochemisch findet ein statistisch verteilter Abbau der DNA als postlyti-
sches spites Ereignis des Zelltodes statt. Meist ist eine Gruppe von Zellen betroffen, deren
Nekrose durch unphysiologische Storungen, wie z.B. Strahlung und schwere Ischdmie, her-
vorgerufen wird. Die freigesetzten Zellbestandteile initiieren eine Entziindung mit Exsudation
und granulozytdrer Reaktion [100](S.62-72) [11](S.1-2) [112](S.254-255) [24](S.195-202).
Dem steht als aktiver Prozess die Apoptose (gr. ano: von — weg, ntoclc: das Fallen) gegen-
iiber [71](S.1), sinnbildlich verglichen mit dem Abfallen der Blitter vom einem Baum im
Herbst [61](S.241). Apoptose ist ein ,,programmierter, ,,physiologischer* Zelltod, der essen-
tiell ist fiir die Entwicklung und das Uberleben von Organismen [24](S.195-200).

Diese Art des Zelltodes beinhaltet die Aktivierung eines biochemischen, zytogenetisch vorbe-
stimmten ,,Todesprogrammes*, das durch viele Stimuli, wie Verlust von Wachstumsfaktoren
[84](S.254-255), Aktivierung von membranstindigen Rezeptoren, Infektionen und Hypoxie
[14](S.265-267) induzierbar ist. Dabei kann es fakultativ zur Neusynthese von Proteinen
kommen [100](S.62). Apoptose ist morphologisch und biochemisch von der Nekrose zu un-
terscheiden. Morphologisch ist die Apoptose gekennzeichnet durch Zellschrumpfung, Chro-
matinaggregation, Kondensation von Zytoplasma und Kern, Aufspaltung von Zytoplasma und
Kern in membrangebundene Vesikel (Apoptosekdrperchen), die von Makrophagen oder Glia-
zellen rasch phagozytiert werden. Zu jeder Zeit ist die Zellmembran intakt, so dass keine
Zellbestandteile nach extrazelluldr gelangen und eine entziindliche Reaktion ausbleibt
[39](S.102-103). Es werden daher keine gesunden Zellen in Mitleidenschaft gezogen. Auf
biochemischer Ebene werden spezifische Proteasen aktiviert. Aktivierte Caspasen beeinflus-
sen den Abbau des Zellskeletts und die DNA-Reparaturmechanismen in Richtung Apoptose.
Von kalziumaktivierten Endonukleasen wird die DNA als prélytisches frithes Ereignis des
Zelltodes in definierte Nukleosomenfragmente geschnitten, so dass eine sog. DNA-Leiter
entsteht [112](S.295-296) [1](S.969) [11](S.7-10) [76](S.819-821).

Entgegen fritheren Annahmen steht Apoptose nicht nur mit der Entwicklung von Organismen,
sondern auch mit neurodegenerativen Erkrankung, wie amyotrophe Lateralskerose, Morbus
Parkinson, und Schlaganfall in Zusammenhang [99](S.1458). Galt die toxische Erregung

durch exzitatorische Aminosduren, wie Glutamat, und die Hypoxie als prototypische Modelle



der Nekrose [27](S.68-69), weill man heute, dass gerade bei diesen Ereignissen Apoptose
wesentlich beteiligt ist [14](S.1) [11](S.3-4) [20](S.669-670).

1.5 Apoptosefaktoren Bax, Bcl-2, Mdm-2 und p53

Neben den o.g. morphologischen Charakteristika sind eine verdnderte Genexpression flir die
Apoptose typisch. Bei ihrer Induktion werden bestimmte Kaskaden zur Aktivierung und Ex-
pression von Proteinen initiiert. Kontrollierte DNA-Fragmentierung ist ein eng mit apoptose-
korreliertes Merkmal. Sowohl bei traumatischem als auch bei ischdmischem Hirnschaden sind
Einzel- und Doppelstrangbriiche nachgewiesen worden [75](S.956). Wihrend und nach der
Ischdmie wird der grof3te Schaden an der DNA durch freie Sauerstoffradikale und Stickstoff-
monoxid (NO) verursacht. NO kann direkt an der DNA zur Schidigung fiihren, die Toxizitéit
von NO wird durch die Verbindung mit Superoxid zu Peroxynitrit noch verstarkt. Der intrai-
schdmische Energiemangel fiihrt zur Depolarisation der Membran mit deletdrem Kalziumein-
strom [109](S.4). Uber eine erhdhte Kalziumkonzentration kommt es u.a. zur Aktivierung von
Endonukleasen, die DNA fragmentieren [13](S.385-387).

Schiaden an der DNA aktivieren Stoffwechselwege die entweder zur Reparatur der DNA oder
zum Wachstumsstillstand oder zur Apoptose fithren. Dieser Effekt ist abhéngig von Zelltyp
und vom Ausmal des Schadens [89](S.932) [32](S.1317-1318).

Eine Hauptwirkung des DNA-Schadens ist die Induktion und Hochregulation von p53
[571(S.2) [76](S.821-822), dem sog. Wichter des Genoms [32](S.1319). Auch bei der Induk-
tion der Apoptose durch Ischdmie nimmt das Protein p53 (53 kD schweres Protein, daher p53)
eine Schliisselstellung ein [23](S.1202-1203) [77](S.143) [72](S.851-852).

Eine Induktion von p53 mRNA konnte nach exzitatorischem und ischdmischem Hirnschaden
gefunden werden [23](S.1203-1207) [90](S.7527-7528) [56](S.1147-1150). P53 fungiert in
der geschéddigten Zelle als Transkriptionsfaktor. Nicht in jedem Fall wird durch p53 Apoptose
eingeleitet. Wenn p53 eine Expression der Proteine GADDA45 (Growth-arrest-and-DNA-
damage-inducible) und WAF1 initiiert, bewirken diese einen Zellzyklusarrest, wahrend des-
sen die Zelle die Gelegenheit hat, DNA-Schédden zu reparieren und so moglicherweise iiberle-
ben kann.

Bindet p53 allerdings an die Bax-Promotorregion, findet eine Transkription und Translation
des proapoptotischen Bax-Genes statt [109](S.14). Das Protein Bax kann den Tod der Zelle
induzieren. Physiologische Gegenspieler des Bax-Proteins sind das Bcl-2- und das Bcl-x;-
Protein. P53 unterstiitzt den apoptotischen Prozess zusitzlich, indem es die Expression dieser
antiapoptotischen Proteine supprimiert. Bcl-2 und Bax gehdren zwar zur selben Gen-Familie,

ndmlich zur Bcl-2-Familie, diese umfasst jedoch in ihrer Struktur verwandte, aber in ihrer



Funktion verschiedene Proteine, so dient z.B. Bax als Induktor und Bcl-2 als Inhibitor der
Apoptose.

Bcl-2-Uberexpression erhdht nicht die Zellproliferation, sondern verhindert Apoptose in einer
Vielzahl von verschiedenen Zelltypen und unter einer Reihe von unterschiedlichen Bedingun-
gen [48](S.334-336) [49](S.241-250). Auch in neuronalen Zellen konnte gezeigt werden, dass
eine Uberexpression von Bcl-2 Apoptose inhibiert.

In-vitro-Studien haben gezeigt, dass die Zellen durch Bcl-2 (B-cell-lymphoma associated
protein) vor Erregungstoxizitdt, erhohter intrazellulire Kalziumkonzentrationen, Schaden
durch freie Radikale und ischdmischen Insulten geschiitzt werden [76](S.817). Der Infarkt,
der durch eine transiente globale Ischimie bei mongolischen Wiistenrennméausen induziert
wurde, konnte auf die Hilfte des Infarktvolumens reduziert werden, indem eine Bcl-2-
Transduktion durchgefiihrt wurde. Uber ein Herpes-Simplex-Virus-Amplikon wurde die Bcl-
2-Synthese in den Neuronen der CA1-Region des Hippokampus angeregt und wirkte auf diese
Weise dem verzogerten neuronalen Zelltod entgegen [20](S.670) [22](S.22) [74](S.1672-
1673) [46](S.15-17) [15](S.395-398) [62](S.2617-2618). Bei einer erhohten Expression von
Bax (Bcl-2 assoziiertes Protein X) wird der programmierte Zelltod induziert. [3](S.884-886)
[36](S.256-259) [42](S.252) [58](S.55-57) [65](S.1332-1335) [66](S.6371-6372). Bax und
Bcl-2 miissen als Homodimere vorliegen um ihre Funktion erfiillen zu konnen. Liegen sie als
Heterodimere vor blockieren sie sich gegenseitig. Somit ist das Verhiltnis von Bax und Bcl-2
(Bax/Bcl-2-Ratio) entscheidend [83](S.189) [46](S.17). Die normalerweise vorhandene Bcl-
2/Bax-Ratio wird als Folge der transienten Ischimie zugunsten des Bax und somit in Richtung
Apoptose verschoben.. Der Uberschuss an Bax-Protein ermdglicht eine Oligomerisierung des
Proteins. Dadurch kommt es in der Mitochondrienmembran zur Bildung von Bax-Kanélen,
durch die Zytochrom C von den Mitochondrien ins Zytoplasma gelangen kann [4](S.276-
277). Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) bewirkt zusammen mit Zytochrom C
eine Aktivierung der Caspasen 9 und 3, was schlielich in der Apoptose miindet [31](S.813)
[25](S.325-327). Durch eine kiinstliche Erhohung des Bcl-2-Spiegels wird das Gleichgewicht
wieder hin zu einem ausgeglichenen Verhiltnis von Bax und Bcl-2 verschoben [2](S.132-
136) und der eben skizzierte Weg unterbunden. Zum einen verhindert Bel-2 durch die Hete-
rodimerbildung mit Bax einen Zytochrom-C-Anstieg im Zytoplasma, zum anderen erhoht
Bcl-2 die Konzentration von Glutathion, einem Tripeptid, das die Zelle vor oxidativem Scha-
den bewahren kann. Glutathion wirkt als biologisches Redoxsystem. Indem zwei Glutathion-
molekiile zur Disulfidform oxidiert werden, wird verhindert, dass empfindlichere Zellstruktu-

ren durch Lipidoxidation geschéadigt werden [9](S.842) [49](S.246-247).



Die intrinsische Apoptoseinduktion iiber das Protein p53 kann durch das Mdm-2-Protein mo-
duliert und sogar verhindert werden. Mdm-2 wird auch als der ,,Grof3e Bruder* von p53 be-
zeichnet, da es durch eine Reaktion mit p53, dessen transkriptionsinduzierende Eigenschaften
maskiert und dadurch eine Bindung an DNA unmdglich macht [79](S.345). Das Mdm-2-
Protein reguliert das p53-Gen auf Ebene seiner Aktivitét, p5S3 beeinflusst das Mdm-2-Gen auf
der Ebene seiner Transkription [111](S.1130) [18](S.2446-2449). In verschiedenen Zellkultu-
ren konnte eine p53 induzierte Apoptose durch eine Uberexpression von Mdm-2 verhindert
werden [45](S.1597-1600). Fehlendes Mdm-2 in Méusen verursachte embryonale Sterblich-
keit, jedoch bei gleichzeitiger Blockade von p53 {iberlebten die Tiere [59](S.206-207)
[80](S.203-205). Diese Beobachtung legt eine enge funktionale Interaktion der Proteine nahe.

Die Entdeckung, dass Apoptose eine wichtige Rolle beim ischdmiebedingten Zelltod spielt,
eroftnet interessante Moglichkeiten der Behandlung mit antiapoptotischen und antiexzitatori-
schen Therapieoptionen bei Patienten mit Schidel-Hirn-Trauma, Herzstillstand und Schlagan-

fall [20](S.670-671).



2 ZIELSETZUNGEN UND HYPOTHESEN

2.1 Bisherige Untersuchungen an einem Modell mit inkompletter Hemispharenischédmie
Arbeiten mit dem Modell einer inkompletten Hemispharenischdmie hatten zum Ziel, neuro-
protektive Wirkungen von Pharmaka zu erforschen und deren Mechanismen der Neuropro-
tektion zu erkennen.

Untersuchungen von Kochs, Werner und Mitarbeitern haben gezeigt, dass verschiedene an-
asthesiologische Interventionen eine Reduktion der Infarktgrofe sowie eine verbesserte neu-
rologische Funktion herbeifiihren konnen. Als zerebroprotektiv wurden Inhalationsandsthetika
[106](S.758-759), Hypnotika [52](S.758-761) [64](S.249-251), a,-Agonisten [51](S.331-332)
und eine temporére milde postischdmische Hypothermie [54](S.36-38) identifiziert. Die Be-
handlung mit den Ganglienblockern Hexamethonium und Dexmedetomidin fiihrte bei Ratten,
bei denen eine inkomplette Hemispharenischdmie (hdmorrhagische Hypotension mit dem
Zielwert mittlerer arterieller Blutdruck 35 mmHg und Okklusion der A. carotis communis
dextra) induziert wurde, zu einer Verbesserung der neurologischen Funktion und zu einem
geringeren histopathologischen Schaden im Infarktgebiet als bei Tieren, die eine Narkose mit
Fentanyl/Lachgas erhielten [51](S.330-331).

In weiteren Studien am gleichen Modell iiberlebten alle Tiere, die mit dem volatilen Andsthe-
tikum Sevofluran andsthesiert wurden, den erzeugten Schlaganfall fiir den definierten Zeit-
raum von drei Tagen. In der Kontrollgruppe, die eine Fentanyl-/Lachgasanésthesie erhielten
iberlebten iiber 80% der Tiere diesen Zeitraum nicht. Bei den iiberlebenden Tieren beider
Gruppen erreichten die Tiere der Sevoflurangruppe hohere Werte auf einer neurologischen
Bemessungsskala, was ein besseres neurologisches Endergebnis belegte [106](S.757). In ei-
nem &dhnlich konzipierten Versuch wurde auch fiir die Narkose mit Propofol ein verbessertes
neurologisches Ergebnis gefunden im Vergleich zur Anésthesie mit Fentanyl/Lachgas. In der
anschlieBenden histologischen Untersuchung konnten die Ergebnisse des neurologischen
Endergebnisses positiv mit dem Ausmall des histologisch festellbaren Schadens korreliert
werden. Ein geringer histologischer Schaden ging mit einem guten neurologischen Endergeb-

nis einher [64](S.247-249).

2.2 Fragestellung und Studienziele
Bei den bisherigen Untersuchungen wurde als Malistab fiir das Ausmal} des neurologischen
Schadens die spontane elektrische Gehirnaktivitdt wihrend und nach dem Versuch, der Ge-

sundheitszustand, die Leistungsfahigkeit des Tieres nach zerebraler Ischdmie und die Grofe
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des histopathologischen Schadens im Gehirn herangezogen. Als Mechanismen zerebropro-
tektiver Anésthetika wurden eine Senkung des zerebralen Stoffwechsels, eine reduzierte ka-
techolamininduzierte Stimulation, eine Reduktion des zerebralen Blutflusses mit Senkung des
intrakraniellen Druckes, das Abfangen freier Radikale, die Stabilisierung der Zellmembran
mit Aufrechterhaltung des Ionengleichgewichtes und eine Beeinflussung des Fettsdurestoft-
wechsels diskutiert [81](S.75-83). Die aktuelle Forschung ist darum bemiiht molekularbiolo-
gische Korrelate der Schutzmechanismen zu erforschen. Dabei ist die Beteiligung der Apop-
tose am Zelltod wihrend zerebraler Ischdmie inzwischen bekannt. Bisher unklar ist, ob An-
asthetika, wie Sevofluran und Propofol, die Expression von Proteinen beeinflusst, die die

Apoptose regulieren und ob darin ein zerebroprotektive Effekt der Substanzen liegt.

2.3 Hypothesen

Aufgrund der vorbeschriebenen zerebroprotektiven Eigenschaften der Anidsthetika Sevofluran
und Propofol und der Schliisselstellung der Proteine Bax und p53, bzw. Bcl-2 und Mdm-2 bei
der Regulation der Apoptose stellten wir folgende Hypothesen auf: Bei inkompletter Hemi-
sphirenischdmie bewirkt die Narkosefiihrung mit Sevofluran oder Propofol einen zerebro-
protektiven Effekt durch

1. Hochregulation des antiapoptotischen Proteins Bcl-2

2. Hochregulation des antiapoptotischen Proteins Mdm-2

3. Unterdriickung der Expression des proapoptotischen Proteins p53

4. Unterdriickung der Expression des proapoptotischen Proteins Bax.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Tierexperimentelles Modell

Die Auswirkungen einer zerebralen Ischdmie auf die Induktion von Apoptosefaktoren konnen
nur durch direkte Untersuchung des geschéddigten Gehirns erfolgen. Dazu ist es notig das Tier
nach dem Versuch zu téten und das Gehirn zu entnehmen. Diese Art der Untersuchung muss
ebenso tierexperimentellen Untersuchungen vorbehalten bleiben, wie die standardisierte In-
duktion einer zerebralen Ischimie.

Die Experimente wurden im Zeitraum von Mai 1999 bis Februar 2000 an insgesamt 36
ménnlichen Sprague-Dawley-Ratten (Charles River Deutschland GmbH, Sulzfeld) durchge-
fiihrt. Die Tiere wurden gemél den Richtlinien des Deutschen Tierschutzgesetzes (Bundesge-
setzblatt, Jahrgang 1986, Teil I) gehalten. Die Durchfiihrung dieser Studie wurde gemal3 §8
des Deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG 1. d. F. 25.05.1998; BGBI I S.1105) durch die
Tierschutzkommission der Regierung von Oberbayern genehmigt (Genehmigungsbescheid

vom 22.06.1999; Aktenzeichen 211-2531-29/99).

Bei 36 ménnlichen Sprague-Dawley-Ratten mit einem mittleren Kérpergewicht von 350 g =+
50 g wurde eine halbstiindige inkomplette zerebrale rechtseitige Hemisphérenischdmie unter
hédmorrhagischer Hypotension mit anschlieBender Reperfusion durchgefiihrt.
Nach Beendigung der chirurgischen Priparation (vgl. 3.3) wurde die Narkose (vgl. 3.2) nach
einem Randomisierungsplan fortgefiihrt mit:
einem Bolus von 10pg/kg i.v. Fentanyl und einer Dauerinfusion von 25 pg/kg/h
Fentanyl und einem Sauerstoff-Lachgas-Gemisch (Fi0,=0,33) (Gruppe 1, Kon-
trollgruppe) oder
1,0 MAC Sevofluran (2,0 Vol.% endexpiratorische Konzentration) in
O,/Luft-Gemisch (Fi0,=0,33) (Gruppe2) oder
1,0 mg/kg/min. i.v. Propofol, Beatmung O,/Luft-Gemisch (Fi0,=0,33) (Gruppe 3)

Eine Scheinversuchgruppe, bei der keine zerebrale Ischdmie induziert wurde (Gruppe 4),

wurde dem selben Narkoseregime unterzogen wie Gruppe 1.

3.2 Anésthesie und Beatmung
Zur Einleitung der Anédsthesie wurden die Versuchstiere in einen mit Halothan (Halothan

ASID, Riisch Hospital Vertriebs GmbH, Boblingen, Deutschland) gesittigten Glasstandzylin-
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der verbracht, in dem sie spontanatmend bewusstlos wurden. Nach Erreichen des chirurgi-
schen Toleranzstadiums wurde unter Laryngoskopie ein Tubus (Cavafix Certo 1,5 x 2,0
mm/16G, 5 cm, Fa. Braun, Melsungen, Deutschland) in die Trachea eingefiihrt, {iber den die
Tiere volumengesteuert (Beatmungsmaschine Havard Rodent Ventilator, Model 683, Harvard
Apparatus Inc., South Natick, Massachusetts, USA) beatmet wurden. Wahrend der chirurgi-
schen Praparation wurde die Narkose mit 2,0-2,5 Vol.% Isofluran (Forene®, Abbot GmbH,
Wiesbaden, Deutschland) in einem Sauerstoff-Lachgas—Gemisch (FiO, =0,33) fortgefiihrt.
Dabei wurde die Atemfrequenz und das Atemzugvolumen so eingestellt, dass der arterielle
Kohlendioxidpartialdruck (paCO;) konstant zwischen 35 und 38 mmHg (Atemgasmonitor
Capnomac, Fa. Datex, Helsinki, Finnland) gehalten wurde.

Zur Monitorisierung (Cardiocap II, Fa. Datex, Helsinki, Finnland) der Herzaktion wurde ein
EKG perkutan mit zwei Nadelelektroden abgeleitet.

Nach Beendigung der chirurgischen Priaparation (vgl. 3.3) wurde das Narkoseregime entspre-
chend dem Randomisierungsplan (vgl. 3.1) fortgefiihrt. Bis zur Induktion der zerebralen
Ischamie (vgl. 3.4) wurde ein Muskelrelaxans 4 mg/h/kg KG (Norcuron” 4 mg, Fa. Organon
GmbH, Eppelheim, Deutschland) verabreicht. Zum Zeitpunkt der Induktion der zerebralen
Ischdmie wurde die Zufuhr des Muskelrelaxans beendet. Zur Konstanthaltung des arteriellen

pH-Wertes wurde entsprechend der Formel

[NaHCO:s|= —BExkgKGx0,3

NaHCO3 : Natriumbikarbonat
BE : Basenabweichung
KG : Korpergewicht

eine 8,4%ige Natriumbikarbonatlosung (Fa. Braun AG, Melsungen, Deutschland) infundiert.
Die Korperkerntemperaturmessung erfolgte iiber eine in den Enddarm plazierte Temperatur-
sonde, die perikranielle Temperatur wurde iiber eine im rechten M. temporalis lokalisierte
Sonde (Temperature probe Modell No. 552, YSI, Fa. Yellow Springs Instruments Co., Inc.,
Yellow Springs, Ohio, USA) gemessen. Bei allen Tieren wurde die Korperkerntemperatur mit
einer regulierbaren elektrischen Heizmatte konstant bei 37 °C gehalten. Der Zielwert der pe-
rikraniellen Temperatur lag zwischen 37,4 °C und 37,6 °C. Uber ein Temperaturmessgerit
(YSI Indicating Temperature Controller, Mod. 73A, Fa. Yellow Springs Instruments Co., Inc.,
Yellow Springs, Ohio, USA), das mit einer Infrarotwdrmelampe gekoppelt war, wurde die

Warmezufuhr tiber die Warmelampe reguliert.
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3.3 Chirurgische Préaparation

Zur Katheterimplantation (PE-Katheter 33,5 cm lang, AuBBendurchmesser 0,97 mm, Innen-
durchmesser 0,58 mm, eigene Herstellung) wurden die rechte A. und V. femoralis, sowie die
rechte V. jugularis interna prépariert. Die rechte A. carotis wurde freigelegt und mit einer lo-
sen Ligatur (1 mm dickes Gummiband, Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland) nicht okklu-
dierend angeschlungen.

Der Katheter in der A. femoralis diente zur invasiven Blutdruckmessung, sowie zur Entnahme
arterieller Blutproben, iiber die Katheter in der V. jugularis interna wurden Pharmaka (vgl.
3.1, 3.2) appliziert.

Alle Katheter wurden vor der Implantation heparinisiert (2 I.LE. Heparin pro ml, 25000 LE.
Liquemin® N 25000, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland, Sterofundin ,
Fa. Braun AG, Melsungen, Deutschland).

Die Schidelkalotte wurde im Bereich des Os frontale freiprépariert und beidseits der Sutura
sagittalis mit einem Diamantbohrer (Diamant-Schleifstift Kugelform & 1 mm, Fa. Proxxon,
Niersbach, Deutschland) bis auf die innere Knochenlamelle aufgefrist. Mit Hilfe eines ste-
reotaktischen Rahmens (Fa. Kopf) wurden zwei Messsonden zur Messung des zerebralen

Blutflusses (vgl. 3.6.2) auf die gefristen Fldchen zentriert.
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Abbildung 2: Ratte im stereotaktischen Rahmen. Photographische Darstellung des Ver-

suchsaufbaus nach der chirurgischen Praparation und nach Installation aller Messeinheiten.

3.4 Versuchsprotokoll

Zwolf Stunden vor Beginn des Versuches wurden die Tiere unter Nahrungskarenz gehalten.
Nach Einleitung der Anésthesie (vgl. 3.2) und Beendigung der chirurgischen Préaparation (vgl.
3.3) wurde die Isofluranzufuhr beendet und die Narkose nach einem Randomisierungsplan
entsprechend den Versuchsgruppen 1-4 (vgl. 3.1) fortgefiihrt.

Zur Aquilibrierung der geiénderten Zusammensetzung des inspiratorischen Gasgemisches,
sowie zur Etablierung des jeweils neuen Narkoseregimes, folgte eine zweistiindige Stabilisie-
rungsphase, an deren Ende die erste Messung (,,Ausgangsmessung‘) stattfand.

Uber einen Zeitraum von acht Minuten wurde durch Blutentzug aus der V. femoralis eine
hédmorrhagische Hypotension mit dem Zielparameter MAP = 35 mmHg induziert. Das ent-
nommene Blut wurde in heparinisierten Spritzen (Fa. Braun AG, Melsungen, Deutschland)
bei 37 °C gelagert.

Sobald der Zieldruck erreicht war, wurde die A. carotis communis mit einem Clip fiir 30 Mi-
nuten okkludiert. Der MAP wurde wihrend dieser Ischdmiephase konstant bei 35 mmHg ge-

halten. Die zweite und dritte Messung erfolgte 15 bzw. 30 Minuten nach Ligatur der A. caro-
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tis communis (,,15" Ischdmie®, bzw. ,,30" Ischimie*). Am Ende der Ischimiephase wurde der
Klipp entfernt. Das entnommene Blut wurde wihrend der folgenden 15 Minuten retransfun-
diert. Es folgte die vierte Messung (,,15" Retransfusion). Wéahrend der folgenden Reperfusi-
onsphase wurden die Tiere {liber einen Zeitraum von vier Stunden beobachtet. Wahrend dieser
vier Stunden erfolgten zwei weitere Messungen (,,75 Reperfusion®)

Im unmittelbarem Anschluss an den Versuch wurde das Gehirn entnommen. In tiefer Narkose
wurden die Tiere dekapitiert, indem man mit einer starken Schere den Schédel von der Hals-
wirbelsdule nach vorheriger Priparation trennte. Nach der Totung wurde die Kopfschwarte
von den Ohren nach rostral bis zu den Augen pripariert, um beiderseits den M. temporalis
von Schidel zu entfernen. Die Nackenmuskulatur, das Os occipitale und das Os parietale
wurden ohne das Gehirn zu beschiddigen mit einem Luer abpripariert. Vor der Gehirnentnah-
me wurden die Nn. optici und die restlichen Gehirnnervern mit einem geeigneten Spatel
durchtrennt. Mit dem Spatel wurde das Gehirn von basal aus dem verbliebenen kndchernen
Schédel gehoben. Das Kleinhirn, 3 mm des kaudalen und 3 mm des rostralen Gehirns wurden
mit einem Skalpell abgeschnitten.

In einen Aluminiumzylinder (ca.1,5 cm Durchmesser x ca. 2,5 cm Hohe) wurde das Gehirn
so plaziert, dass sein kaudales Ende dem Boden des Zylinders zugewandt war. Der Zylinder
wurde mit Einfriermedium (Tissue Freezing Medium®, Fa. Jung, Leica Instruments, Nuss-
loch, Deutschland) so weit gefiillt, bis das Gehirn gut bedeckt war. In einer mit Trockeneis
gekiihlten 2-Methylbutan (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde das eingebettete Gehirn
samt Einfriermedium tiefgefroren, was einen sicheren Schutz vor kiltebedingter thermischer

Liasion des Gewebes darstellt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde es bei —70 °C gelagert.
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12 h vor Versuchsbeginn: Nahrungskarenz

!

Einleitung der Anésthesie

!

Chirurgische Priaparation

!

2 h Aquilibrierung

L4

sAusgangsmessung” ----------------------- Messung 1

!

Induktion der
8 min. zerebralen Ischdmie durch hdmorrhagische Hypotension:
Zielwert des MAP: 35 mmHg
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Okklusion der A.carotis dextra
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»15 min. Ischdmie” Messung 2
15 min. { »30 min. Ischdmie” |~~~ """~ """77--------—1 Messung 3
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Retransfusion des Blutes
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.15 min. Retransfusion” |--—------=---------- Messung 4

!

4h { Reperfusionsphase

!

»75 min. Reperfusion” - " Messung 5

!

Dekapitation des Tieres

!

Entnahme des Gehirns

Abbildung 3: Versuchsprotokoll. Chronologischer Ablauf des Versuchs und Abfolge der
Messzeitpunkte.
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3.5 Gemessene Grofen
3.5.1 Systemische Variablen
Zu den Messzeitpunkten (vgl. 3.4) wurden der

® arterielle Blutdruck und die

® Herzfrequenz
als himodynamische Parameter gemessen.

Folgende laborchemische Parameter wurden zu den Messzeitpunkten bestimmt

® 1aCO; (arterieller Kohlendioxidpartialdruck)

Basenabweichung (BE)

® pH-Wert des arteriellen Blutes

Hamoglobinkonzentration (Hb)

Blutglukosekonzentration

3.5.2 Elektroenzephalogramm (EEG)

Zur Beurteilung der Narkosetiefe und der physiologischen Hirnaktivitit wurde ein EEG
(Multichannel Laser Doppler System, PeroFlux 4001 Master, Fa. Perimed) wéhrend des Ver-
suches abgeleitet. Hierzu wurden fiinf Elektroden an definierten Messpunkten (je zwei Elek-
troden rechts und links perikraniell und eine Erdungselektrode in der Schwanzwurzel) ange-

legt. Eine weitere Auswertung des EEG erfolgte nicht.

3.5.3 Messung des zerebralen Blutflusses

Der zerebrale Blutfluss

® CBF
wurde kontinuierlich durch Laser-Doppler-Flussmessung (vgl. 3.6.2) detektiert.

3.6 Messmethoden

3.6.1 Laborchemische Analysen

Zu den Messzeitpunkten (vgl. 3.4) wurde mit heparinisierten Kapillaren (MultiCap 175 pl,
Chiron Diagnostics GmbH, Fernwald, Deutschland) arterielles Blut zur laborchemischen
Blutanalyse entnommen. Die Blutgasanalysen wurden mit dem Blutgasanalysegerit

(pH/Blutgasanalyzer 1306, Fa. Instrumentation Laboratory, Mailand, Italien) durchgefiihrt.
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Die Hiamoglobinkonzentration wurde photometrisch mit dem CO-Oximeter (CO-Oximeter
482, Fa. Instrumentation Laboratory, Mailand, Italien) bestimmt.
Die Messung der Glukosekonzentration erfolgte mit dem Glukoseschnelltestgerit (Glucome-

ter Elite”, Fa. Bayer Diagnostics, Miinchen, Deutschland).

3.6.2 Laser-Doppler-Flussmessung

Zur Beurteilung der zerebralen Perfusion wurde die Gehirndurchblutung mit Hilfe der Laser-
Doppler-Flussmessung (PeriFlux 4001 Master, Fa. Perimed, Jarfalla, Schweden) bestimmt.
Von einer Glasfaseroptiksonde wird ein kontinuierlicher Laserstrahl mit der Wellenlédnge 635
nm und der maximalen Energieabgabe von 1 mW auf ein | mm® groBes Gehirnareal entsandt
und von diesem getroffenen Gewebe reflektiert. Das Licht wird sowohl von stationdren Zellen
(Neuronen und Gliazellen) als auch von bewegten Zellen (vor allem Erythrozyten) reflektiert.
Die Reflektion des Lichts durch bewegte Erythrozyten resultiert in einer Frequenzdnderung
des entsandten Lichtes, basierend auf dem Dopplereffekt. Licht, das von stationdren Zellen
zuriickgeworfen wird, induziert keine Frequenzidnderung. Die Analyse des reflektierten Lich-
tes liefert die dopplereffektbedingte Anderung der Frequenz, die proportional der Geschwin-
digkeit der roten Blutzellen ist. Das zurilickgestreute Licht wird durch Photodetektoren iiber
separate Fasern in der Sonde registriert und in ein elektrisches Signal umgewandelt [97](S.56-
57) [98](S.H441-H442) [33](S.41). Im Gegensatz zu anderen Messsystemen bendtigt die
Sonde des Perimedsystems keinen direkten Kontakt zum Gewebe, die Eindringtiefe des La-
serstrahls betrdgt 1 mm [28](S.590). Der Hersteller gibt die Durchblutung in ,,Perfusion
Units* an.

Zwei Messsonden wurden in den stereotaktischen Rahmen so eingespannt, dass sie die zere-
brale Durchblutung iiber den abgefrasten Ossa frontales (vgl. 3.3) seitengetrennt ermittelten.
Um die korrekte Platzierung der Sonden zu kontrollieren, wurde eine CO,-Provokationsprobe
durchgefiihrt. Dazu wurden die Tiere unter Reduktion der Isoflurankonzentration von 2-2,5
Vol.% auf 1 Vol.% kurzfristig hyperventiliert. Der dadurch bedingte Abfall der CO»-
Konzentration bewirkt eine zerebrale Vasokonstriktion mit messbarem Abfall des zerebralen
Blutflusses (CBF). Sank der CBF um ca. 10 %, waren die Sonden richtig plaziert und wurden
belassen.

Wihrend des gesamten Versuches wurde der CBF kontinuierlich gemessen.

3.6.3 Messung hamodynamischer Parameter
Uber den Katheter in der A. femoralis dextra (vgl. 3.3), der iiber einen Druckdom (MX 960,
Fa. Medex) mit der Messapparatur (Cardiocap II, Fa. Datex, Helsinki, Finnland) verbunden
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war, wurde der arterielle Blutdruck (systolischer, diastolischer und mittlerer Blutdruck) inva-
siv ermittelt.

Die Herzfrequenz wurde durch Anlegen eines EKG-Lineales am kurzzeitig gestoppten EKG-
Monitor (vgl. 3.2) ausgemessen. Dies war erforderlich, da die Ruheherzfrequenz bei Ratten
etwa 400 Schlidge pro Minute betrdgt und ein so hoher Messwert mit der numerischen Anzei-

ge, die auf 250 begrenzt war, nicht erfasst werden konnte.

3.6.4 Dissektionschema zur Gewinnung von Gewebeschnitten

Fiir die histologische Untersuchung wurden 7 um dicke Gefrierschnitte in koronarer Schnit-
tebene (parallel zur Sutura coronalis) mit dem Kryotom (Microtom-Kryostat, HM 500 OM,
Firma Microm GmbH, Walldorf, Deutschland) angefertigt. Fiir die Dissektion wurde vom
gefrorenen Gehirn die Aluminiumfolie und das Einfriermedium entfernt. Auf einem Objekt-
tisch wurde es mit Einfriermedium aufgefroren und in den Objekttischhalter des Kryotoms
eingespannt. Dort dquilibrierte es 30 Minuten bis der Zielwert der Objekttemperatur von —20
°C erreicht war und wurde dann bis zu der im Protokoll festgelegten Schnittebene, Bregma
(Schnittpunkt der Sutura coronalis und sagittalis) — 2.3 mm getrimmt. Das Bregma stellt den
Nullpunkt einer Messskala dar, bei der nach rostral die stereotaktischen Koordinaten als posi-

tive Messwerte angegeben werden und nach kaudal als negative.
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Abbildung 4: Schematisierte Darstellung eines Rattenhirns [86](S.445). Das eingezeichnete

Rechteck zeigt die Schnittebene fiir die molekularbiologischen Analysen.
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Nach Erreichen der richtigen Schnittebene wurden die Schnitte angefertigt und mit zimmer-
temperaturwarmen Objekttrigern (Objekttriiger SuperFrost®Plus, Menzel-Gliser, Braun-

schweig, Deutschland) aufgenommen.

: Kry.otom
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Gehirns.chnitt__e
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Abbildung 5: Blick in das Kryotom. Ein 7um dicker Hirnschnitt liegt auf dem Spezialmesser,

ein weiterer ist auf dem Objekttrager bereits fixiert.

Insgesamt wurden pro Tier 64 Schnitte auf 32 Objekttragern hergestellt. Bis zur Féarbung
wurden die Schnitte in Objekttragerkdstchen (Fa. neoLab, Heidelberg, Deutschland) bei —70
°C gelagert. Eine Schwankung der Schnittdicke wurde minimiert, indem wéhrend des ge-
samten Schneidevorgangs die Kammertemperatur konstant bei —23 °C und die Objekttempe-
ratur gleichbleibend bei —20 °C gehalten wurde.

Ab Bregma —3.2 mm wurden zwei mal zwei 90 um dicke Schnitte bei einer Objekttemperatur
von —6 °C und einer Kammertemperatur von —23 °C fiir die Westernblotanalyse gewonnen.
Die rechte und linke Hemisphére eines Schnittes wurden mit einem Skalpell getrennt. Aus
den Hemisphiren wurde jeweils der Hippokampus und der zugehorige Kortex herausgelost.

In zwei Eppendorfgefdlen (1,5 ml Eppendorfgefal, Fa. Eppendorf, Eppendorf, Deutschland)
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wurden je zwei rechte und zwei linke Hippokampi samt Kortex bis zur Analyse bei —70 °C
gelagert

Aus drei nicht behandelten nativen Ratten wurde die Leber entnommen (vgl.3.6.5.2) und so-
fort in Einfriermedium in einem praformierten Aluminiumzylinder (Durchmesser: ca. 5 cm
und Hohe: ca.0,5 cm) mit 2-Methylbutan (vgl.3.4) auf Trockeneis tiefgefroren. Fiir die Im-
munfluoreszenzfarbung (vgl.3.6.4.3) wurden 7 um dicke Gefrierschnitte bei einer Objekttem-

peratur von —15 °C und einer Kammertemperatur von —23 °C angefertigt.

3.6.5 Histologische Untersuchungen

3.6.5.1 Untersuchung der Zellmorphologie anhand hdmatoxylin- und eosingefarbter Gewebe-
schnitte

Fiir die Himatoxylin-Eosinfarbung (HE-Farbung) wurden die Gefrierschnitte 15 Minuten lang
in der Himalaunldsung nach Mayer gefdrbt. Diese wurde wie folgt hergestellt.

e lg Hématoxylin,

e 200 mg Natriumjodat,

e 50 g Kalialaun,

e 50 g Chloralhydrat und

e | g Zitronensdure

wurden in 1000 ml Aqua destillata gelost. Danach wurden die Schnitte ca. 15 Minuten lang
mit lauwarmem Leitungswasser gespiilt bis keine Farbwolken mehr zu sehen waren. In der
Eosinlésung (0,5%ige Eosinldosung) wurden die Objekttrager 5 Minuten belassen, danach
wurden sie mit destilliertem Wasser fiir 3 Minuten gewaschen. In einer aufsteigenden Kon-
zentrationsreihe wurden die Schnitte in 70%igen, 80%igen, 90%igen und in 100%igen Alko-
hollésungen fiir je 2 Minuten und weitere 10 Minuten in einer frischen 100%igen Alkoholls-
sung entwissert. Zur Fixierung wurden die Schnitte je 2 und 5 Minuten lang in Roti®~Histol
(Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland) inkubiert. Um die gefarbten Gewebe-
schnitte zu schitzen, wurden sie mit Roti®-Histokitt (Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland) eingedeckt. Bis zur Auswertung wurden die Objekttriger in lichtundurchléssi-
gen Objekttragerkdsten (Fa.neoLab, Heidelberg, Deutschland) aufbewahrt. Pro Tier wurden je
zwel Schnitte aus dem rostralen, bzw. kaudalen Hippokampus entnommen und auf je einem
Objekttrager prapariert und geférbt (s.0.). Der jeweils qualitativ bessere Schnitt wurde ausge-
wertet. Kriterien der Schnittqualitit waren dabei:

e Homogenitét der Farbung

e Faltenfreie Priparation des Ultradiinnschnittes auf dem Objekttrager
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e Anzahl der Artefakte.

Eine unabhéngige Neuropathologin wertete die Schnitte lichtmikroskopisch aus. Zur Anony-
misierung wurde jedem histologischen Praparaten eine Zahlenkodierung zugeordnet. Im Gy-
rus dentatus und in der CAl-und CA3-Region des Hippokampus wurde die Anzahl der ge-
schidigten Zellen ermittelt. Als geschiddigt wurden Zellen gewertet, die folgende histologi-
sche Merkmale aufwiesen:

e FEosinophilie

e Kernschrumpfung

o Kondensation des Zytoplasmas.

Abbildung 6: Himatoxylin-Eosinfarbung eines Hirnschnittes eines Tieres der Kontrollgruppe.
Die Abbildung zeigt exemplarisch zwei eosinophile Zellen der CA1-Region aus dem rechten
Hippokampus. Gegeniiber den morphologisch gesunden Neuronen weisen die eosinophilen

Zellen eine deutliche Kernschrumpfung und eine starke Kondensation des Zytoplasmas auf.

3.6.5.2 Messung der Expression der Apoptosefaktoren mit der indirekten Immunfluoreszenz-
farbung
Die indirekte Immunfluoreszenzfarbung dient zur spezifischen Detektion von Proteinen in

Zellausstrichen oder in Gewebeschnitten. Das Zielprotein wird mit einem spezifischen Anti-
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korper, dem Primédrantikdrper, markiert. Der Primérantikdrper wird durch Anlagerung eines

Sekundarantikorpers visualisiert, der einen Fluoreszenzfarbstoff tragt.

Fluoreszenzfarbstoff

7
\ -::\./:

Sekundarantikorper ==

PrimérantikGrper ==
/ \ Rattenhirnschnitt
Zielprotein =——=— | /
‘ i

Abbildung 7 Vereinfachtes Schema der indirekten Immunfluoreszenzfirbung. An die Ziel-

proteine (Bax, Bcl-2 und p53) des Rattenhirnschnittes bindet der jeweils spezifische Primér-
antikorper. Die Detektion des Primérantikorpers erfolgt durch den mit fluoreszenzfarbstoft-

markierten Sekunddrantikorper.

In der vorliegenden Studie wurden folgende Apoptoseproteine detektiert:

¢ Bax
e Bcl-2
e pS53.

Als Primérantikorper wurden verwendet:

e Anti-Bax, polyklonales Kaninchen IgG (I — 19) sc-930, Anti-Bax, polyklonales Kaninchen
IgG (P-19) sc-526, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA

e Anti-p53, polyklonales Kaninchen IgG (FL-393) sc—6243, Santa Cruz Biotechnology

e Anti-Bcl-2, polyklonales Kaninchen IgG, (AC 21) sc-783, Santa Cruz Biotechnology

Als Sekunddrantikorper fand AlexaTM 488, konjugierter Ziege Anti—Kaninchen-Antikorper

IgG (Best. A-11008, Fa. MoBiTec, Gottingen, Deutschland) Anwendung.

Fiir die Markierung von Bax wurden zwei verschiedene Primdrantikorper eingesetzt, der An-

tikorper P-19 bindet am N-Terminus des Proteins, der Antikorper I-19 am C-Terminus. Durch
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die Kombination dieser beiden Primérantikdrper wurde ein stirkeres Signal erzielt, als durch
Verwendung eines Primdrantikérpers. Fiir die Markierung von p53 und Bcl-2 reichte jeweils
ein Primédrantikdrper aus, um ein ausreichend starkes Signal zu erzeugen.

Zur Vorbereitung der Firbung wurden die Gefrierschnitte zehn Minuten in 100%igem Etha-
nol (Ethanol absolut, Fa. Merck, Darmstadts, Deutschland) fixiert. AnschlieBend wurden die
Schnitte zweimal 15 Minuten mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBST), die ein Deter-
gens (Tween 20, Polyoxyethylensorbitolmonolaurat, Fa. Fluka, Miinchen, Deutschland) ent-
hélt, gewaschen. Zur Herstellung einer zehnfach konzentrierten Stammldsung (10-fach PBS)
wurden

e 400 g NaCl (Natriumchlorid)

e 10 g KCl (Kaliumchlorid)

e 57.5 g Na;HPO4x2H,0 (Dinatriumhydrogenphosphat)

e 10 g KH,PO4 (Kaliumhydrogenphosphat)

in 3 Litern Aqua bidestillata gelost und mit autoklaviertem zweifach destilliertem Wasser auf
5 Liter aufgefiillt. Diese Stammldsung wurde in Verhiltnis 1 : 9 mit autoklaviertem zweifach
destilliertem Wasser (ein Teil Wasser und neun Teile Stammldsung) zu einer einfachen Puf-
ferlosung (PBS) verdiinnt. Um PBST zu erhalten wurden 1000 ml PBS mit 500 pul Tween 20
vermischt. Durch Verwendung dieses Puffers wird die Hintergrundfarbung durch Reduktion
unspezifischer Bindungen der Antikdrper vermindert. Hauptséchlich wird die unspezifische
Bindung der Antikorper jedoch durch einen sogenannten Blockierungsschritt minimiert.
Durch 60-miniitige Inkubation mit einer 10%igen Proteinldsung, die ein Teil inaktiviertes
fetales Kélberserum (FKS, Seromed Biochrom KG, Berlin) und neun Teile PBST enthielt,
wurden diese unspezifischen Bindungsstellen blockiert. Fiir den 60-miniitigen Detektions-
schritt wurden die Antikdrper gegen Bax und p53 je im Verhiltnis 1 : 80 (ein Teil Antikdrper,
80 Teile 10%ige Proteinldsung) und der Antikorper gegen Bcel-2 im Verhiéltnis 1 : 60 (ein Teil
Antikorper, 60 Teile 10%ige Proteinlosung) verdiinnt. Diese Verdiinnungsverhiltnisse sind
experimentell ermittelt worden. Der jeweilige Primédrantikérper wurde in einer aufsteigenden
Konzentrationsreihe mit 1 : 40, 1 : 60, 1 : 80, 1 : 100 und 1 : 120 verdiinnt. Ausschlaggebend
fiir die gewéhlten Verdiinnungen war das giinstigste Signal-Rauschverhiltnis, d.h. starke spe-
zifische Anfarbung bei gleichzeitig schwacher unspezifischer Hintergrundfarbung. Nach der
Inkubation wurden die Schnitte 40 Minuten lang mit PBST gewaschen. Der Puffer wurde
sechsmal gewechselt, um den Primérantikorper moglichst vollstdndig zu entfernen.

Der Sekundirantikdrper wurde in der 10%igen Proteinldsung im Verhéltnis 1 : 800 (ein Teil
Antikorper, 800 Teile 10%ige Proteinldsung) verdiinnt. In Analogie zum ersten Antikrper

wurde auch fiir den zweiten das ideale Verdiinnungsverhiltnis bestimmt.
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Da der fluoreszenzmarkierte zweite Antikorper sehr lichtempfindlich ist, wurde er unter
Lichtschutz fiir 60 Minuten inkubiert. AbschlieBend wurden die Prdparate 40 Minuten. im
Dunkeln unter viermaligem Pufferwechsel in PBST gewaschen. Auf die gefirbten Gewebe-
schnitte wurde dann ein Tropfen des Eindeckmediums (Vectashield®™ Mounting Medium,
Vektor Laboratories, Burlingame, USA) gegeben und das Deckglas (Deckgliser 50 x 24 mm,
Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland) blasenfrei aufgelegt. Das Eindeckmedium stabi-
lisiert die Farbung und vermindert eine vorzeitige Abblassung. Die Verdunstung des Ein-

deckmediums wurde durch die Versiegelung mit farblosem Nagellack minimiert.
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Immunfluoreszenz

10 min. { Fixierung in 100%iger Ethanollosung

!

2 x 15 min. { Waschen mit Pufferlosung PBST

!

60 min { Blockierung der unspezifischen Bindungen
' mit 10%iger Proteinldsung
60 min. { Inkubation des Primérantikorpers
7/ | \
Bax:1:80 Bcl-2: 1:60 P53:1:80

2 x 15 min. { Waschen mit Pufferlosung PBST

60 min. { Inkubation des Sekundérantikorpers
2 x 15 min. { Waschen mit Pufferlosung PBST

!

Eindecken der Objektrager

Abbildung 8: Protokoll der Immunfluoreszenzfiarbung. Die Abbildung zeigt den chronologi-

schen Verlauf und die Dauer der einzelnen Inkubations- und Waschschritte der Farbung.
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Um eine Verdunstung der Lésungen wihrend den Inkubationsschritten zu verhindern und um
einen effizienten Lichtschutz zu gewéhren, wurden die Prédparate in einer dunklen feuchten
Kammer (PVC-Plastik-Kammer, Eigenbau, Werkstatt des Institutes fiir experimentelle On-
kologie und Therapieforschung am Klinikum Rechts der Isar, Miinchen, Deutschland) pla-

ziert.

Abbildung 9: Inkubationskammer. Bei der Immunfluoreszenzfarbung wurden die Schnitte
wihrend jedem Inkubationsschritt durch das feuchte Klima in der Kammer vor Austrocknung

geschiitzt.

Diese 30x40x3 cm grofe Kammer war mit zwei Deckeln verschlieBbar, wodurch die Pripa-
rate vor Licht geschiitzt waren und in der durch Zugabe von Wasser ein hygrides Klima ge-
schaffen wurde.

Vor dem Blockierungsschritt wurden die Schnitte auf dem Objekttrager mit einem inerten
Fettstift (Pap Pen, Daido Sangyo Co., Japan) umrahmt, um eine gleichméfBige Bedeckung der
Schnitte mit den Inkubationsfliissigkeiten sicherzustellen. Der Fettstift muss inert sein, da
sonst das Fett durch das Detergens Tween 20 angriffen wird, sich vom Objekttrdger abhebt
und den Schnitt verunreinigt.

Zum Ausschluss methodischer Fehler bei der Farbung der Gehirnschnitte wurden jeweils Po-
sitiv- und Negativproben als Referenz angefertigt. Als Positivkontrollen wurden Gewebe-
schnitte aus der Leber gesunder Ratten verwendet (vgl. 3.6.4). Diese weisen eine konstant

hohe Grundexpression der Proteine Bax, Bcl-2 und p53 auf [60](S.176-179) [44](S.352)
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[65](S.1329). Demnach lisst eine fehlende oder mangelhafte Signalintensitdt im Lebergewebe
auf einen Farbefehler schlieBen. Das Fehlen eines Signals im Hirnschnitt bzw. eine geringe
Signalintensitit kann hingegen bei Vorliegen eines Signals in der Referenzprobe Leber als
tatsdchliches Ergebnis gewertet werden.

Zum Nachweis der Spezifitdt der Messmethode wurden als Negativkontrollen je ein Leber-
und ein Gehirnschnitt geférbt, wobei der Primarantikdrper weggelassen wurde. Aufgrund des
fehlenden Primédrantikorpers sollten diese Proben keine spezifische Farbung aufweisen.

Pro Farbung wurden somit im ganzen 11 Objekttriger (OT) angefertigt.

Bax Bcl-2 p53 Negativkontrolle

Gehirn || 2 Objekttrager 2 Objekttriager 2 Objekttrager 1 Objekttrager

Leber | 1 Objekttriger 1 Objekttriager 1 Objekttrager 1 Objekttriager

Tabelle 1: Anzahl der pro Farbung benétigter Objekttriager (OT). Pro Gehirn wurden fiir jedes
Apoptoseprotein zwei OT angefertigt, ein OT wurde als Gehirnnegativkontrolle gefarbt. Fiir
jedes Protein wurde ein OT mit Leberschnitten als Positivkontrolle hergestellt, sowie eine

Lebernegativkontrolle.

Die Auswertung der immunfluoreszenzgefarbten Schnitte erfolgte innerhalb von 24 Stunden
nach Farbung mit einem konfokalen Lasermikroskop LSM510 mit Stativ (Axiovert 100M, Fa.
Carl Zeiss, Jena, Deutschland) und der zugehdrigen Software (LSM 510, Version 2.5 Expert
Mode, Fa. Zeiss).

Mit einem Laserstrahl der Wellenldnge 488 nm wurde die Fluoreszenz der Schnitte induziert,
es wurden digitale Bilder aufgenommen und zur weiteren elektronischen Datenverarbeitung
gespeichert.

Vor Beginn jeder Messreihe wurde die Laserleistung bestimmt, da zwischen den einzelnen
Messzeitpunkten Schwankungen in der Laserleistung auftreten. Die Grofe dieser Schwan-
kungen musste bekannt sein, um die Ergebnisse der einzelnen Messtage miteinander verglei-
chen zu konnen. Die Schwankung der Laserleistung wurde liber zwei MeBsysteme erfasst,
zum einen iiber einen direkten Intensitdtsmesser (Powermeter, Liconix Model 35PM Power
Meter, 441nm Wellenlénge), dessen Sensor direkt im Strahlengang des Laserstrahls gemessen
hat, zum anderen iiber die Messung von sog. Beads (InSpeck ™ Tricolor Microscope Image

Intensity Calibration Kit, 2,5 um, Fa. MoBiTec, Gottingen, Deutschland). Beads sind fluores-
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zierende Latexkiigelchen mit einer {iber ein Jahr konstanten Leuchtintensitit. Vor Beginn der

gesamten Messreihe wurden die Beads unter folgenden Messbedingungen aufgenommen.

Parameter der Lasermikroskopie Beads
Wellenléinge (Wavelength) 488
[nm]

Lochblende (Pinhole) 91

Ausgleich (Offset) - 0,142

Spannung (Detector Gain, Voltage) 847
[Volt]

Anzahl der gemittelten Bilder (Average Mo- 2

de)

Vergrofierung (Zoom) 2

Abschwichungsfilter (Reduktion der La- Ja

serintensitiit auf 50 %)

Laserintensitit 25%

Intensititsregelung der Laserleistung 60-100%

(Transmission)

Erweiterungsfaktor (Amplification Gain) 1,0-3,0

Tabelle 2: Parameter der Lasermikroskopie. Die Tabelle gibt die Standardeinstellung zur Ka-
libration des CLSM wieder.

Die erste Messung der Beads vor Beginn der gesamten Messreihe stellte die Referenz fiir alle
folgenden Messungen dar. Fiir die Erstellung der Vorlage wurden die Lasereinstellungen so
gewdhlt, dass die Beads maximal leuchteten, aber nicht iiberstrahlt waren und somit das Sy-
stem nicht iibersteuert war. Folge der Uberstrahlung wire die Unmdglichkeit einer linearen
Messung, d.h. bei Uberschreiten einer kritischen Laserstrahlintensitiit besteht kein linearer
Zusammenhang mehr mit der Signalintensitét.

Die maximale Signalintensitidt wurde mit der Software LSM 510, Version 2.5 Expert Mode
(Fa. Zeiss) bestimmt.

Die Parameter:

e Wavelength

e Pinhole

e Offset

e Detector Gain (Voltage)
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e Average Mode

e Zoom

e Abschwichungsfilter (Reduktion der Laserintensitéit 50 %)

e Laserintensitit

waren konstant. Variabel waren die linearen Parameter Laserintensititsabschwichung
(Transmission) und das Amplification Gain.

Um Messunterschiede des Lasers zwischen zwei Messtagen zu beriicksichtigen, wurden die
Beads mit den genannten Parametern aufgenommen. Aufgetretene Schwankungen des Lasers
wurden erfasst, indem die Transmission von 60% auf die Intensitit verstirkt oder abge-
schwicht wurde, die erforderlich war, um die gleiche Signalintensitét zu erhalten, wie sie die
0.g. Referenzaufnahme vorgab. War die Intensitit der Referenzaufnahme bei einer 100%igen
Transmission nicht erreicht, wurde zur weiteren Angleichung das Amplification Gain zwi-
schen 1,0 und 3,0 angepasst.

Da die Transmission und das Amplification Gain lineare Gréfen sind, wurde ein Quotient aus
der tatsdchlichen Bedarfstransmission und der Ausgangstransmission der Referenzaufnahme
bzw. ein Umrechnungsfaktor, der dem Amplification Gain entspricht, errechnet. War z.B. die
Ausgangstransmission 60% und die Bedarfsintensitdt 100%, war die Laserleistung 40%
schwicher, als bei der Aufnahme des Referenzbildes.

Die Aufnahmen der Gehirnregionen der jeweiligen Messung wurden mit den entsprechenden
Faktoren multipliziert. Durch dieses Verfahren war ein quantitativer Vergleich der Messdaten

von verschiedenen Tagen mdglich.

Nach einer 30-miniitigen Vorlaufzeit wurde die Laserleistung, wie oben beschrieben, kali-
briert und danach mit der Messung begonnen.

Pro Versuchstier, pro Zielprotein wurden zwei der vier gefarbten Gehirnschnitte ausgewertet,
insgesamt waren es pro Tier sechs Gehirnschnitte, pro Zielprotein je zwei.

Der jeweils qualitativ bessere Schnitt auf einem Objekttriger wurde ausgewertet. Mit der
Fluoreszenzmikroskopfunktion (Fluoreszenzfilter FITC, Objektiv Plan-Neofluar 20x/0,5 Ph2
des o.g. Mikroskops wurden die Schnitte beurteilt, Kriterien der Schnittqualitidt waren dabei:

e Homogenitit der Farbung

e Faltenfreie Praparation des Ultradiinnschnittes auf dem Objekttrager

e Anzahl der Artefakte.
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Pro Gehirnschnitt wurden im Hippokampus jeweils auf der rechten und auf der linken Seite
zwei Aufnahmen mit dem konfokalen Lasermikroskop innerhalb der CA1-, der CA3- Region
und des unteren Astes des Gyrus dentatus gemacht.

Die Expression der apoptoseassoziierten Proteine Bax, Bcl-2 und p53 wurde an jedem
Messtag unter den gleichen Bedingungen, die vor Beginn der gesamten Messreihe ermittelt

worden sind, erfasst. Folgende Parameter umfassten die Einstellungen.

Parameter der Lasermikroskopie D53 Bax Bcl-2

Wellenléinge (Wavelength) 488 488 488
[nm]

Lochblende (Pinhole) 91 91 91

Ausgleich (Offset) -0,142 - 0,142 -0,172

Spannung (Detector Gain, Voltage) 942 847 922
[Volt]

Anzahl der gemittelten Bilder (Average Mode) 8 2 4

Vergrofierung (Zoom) 1 1

Abschwichungsfilter (Reduktion der Laserin- Nein Nein Nein

tensitit auf 50 %)

Laserintensitiit 25% 25 % 25%

Intensititsregelung der Laserleistung (Trans- 100 % 100 % 100 %

mission)

Erweiterungsfaktor (Amplification Gain) 1,0-3,0 1,0-3,0 1,0-3,0

Tabelle 3: Die Tabelle gibt die Einstellung der Parameter wieder, mit deren Hilfe die Intensi-

tdt der Proteinexpression gemessen wurde.

Die Einstellungen wurden fiir die Messung jedes Proteins so gewéhlt, dass das Verhiltnis
zwischen spezifischem Signal und unspezifischem Hintergrund optimal war, d.h., dass ein
starkes spezifisches Signal bei schwacher Hintergrundintensitit erzielt wurde.

Mit entsprechenden Einstellen wurden auch die Positiv- und die Negativkontrollen dokumen-
tiert.

Mit einer speziellen Software (KS 400, Fa. Zeiss) wurden die Aufnahmen ausgewertet. Die
Stirke der Signalintensitét der Fluoreszenz ist direkt proportional zur Expression der unter-
suchten apoptoseassoziierten Proteine. Mit Hilfe dieses Computerprogramms wurde eine
Maske erstellt, die die Fliche iiber den spezifischen Signalen (detektiertes Protein in den Neu-

ronen der CAl-, der CA3- Region und des unteren Astes des Gyrus dentatus) abdeckt. Die
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mittlere Intensitit des spezifischen Fluoreszenzsignals der Zellen wird bezogen auf die Fliche
bestimmt. Der Wert fiir die Intensitidt des unspezifisch gefarbten Hintergrundes wird vom
Wert der Intensitdt der spezifischen Fiarbung subtrahiert. Da man zwei Gehirnschnitte pro
apoptoseassoziierten Protein (Bax, Bcl-2 und p53) ausgewertet und jeweils zwei Aufnahmen
in den o.g. Regionen anfertigte, ergab sich aus diesen vier Werten ein Mittelwert der Intensitét

der Fluoreszenzfarbung pro Fléache.

3.6.6 Westernblotanalyse

3.6.6.1 Probengewinnung fiir die Westernblotanalyse

Das gewonnene Gehirngewebe (vgl. 3.6.4) wurde fiir die Westernblotanalyse standardisiert
aufbereitet. Dazu wurde das Gewebe homogenisiert. In die Eppendorfgefdfle, in denen das
Gewebe gelagert war, wurden je 300 pl Lysispuffer pipettiert. Der Lysispuffer wurde mit

e 0.5% Triton® X-100 (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland)

e 20 mM Tris - HCL pH 8,0 / 7,4 (Fa. Sigma-Aldrich)

e 137 mM NaCl (Natriumchlorid, Fa. Fluka)

e 2 mM EDTA (Ethylendinitrilotetraessigsidaure, Fa. Merck)

e | mM PMSF (in Ethanol vorlosen) (Phenylmethylsulfonylfluorid, Fa. Sigma-Aldrich)

e 0,15 U/ml Aprotinin ( 10ul/100ml) (Fa. Sigma-Aldrich)

hergestellt.

Das Gewebe wurde in diesem Puffer bei 100 Watt fiir 15 Sekunden sonifiziert (Sonifier Lab-
sonic 2000, Fa. Braun, Melsungen, Deutschland). Bei 4 °C wurde das Lysat 10 Minuten lang
mit 13 000 U/min. in einer Ultrazentrifuge (Biofuge Fresco, Heraeus, Osterode, Deutschland)
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand mit PBS (vgl.3.6.5.2) im Verhiltnis 2 : 1
verdiinnt, zwei Teile PBS (500pl), ein Teil Uberstand (250pl).

Zur quantitativen Auswertung des Westernblots mussten die Proteinkonzentrationen in allen
Proben angeglichen werden. Der Proteingehalt jeder Probe wurde iiber eine Proteinkonzen-
trationstandardkurve ermittelt.

Mit einer aufsteigenden Konzentrationsreihe aus bovinem Albumin (BSA, bovines Albumin,

Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland) wurde eine Standardkurve erstellt.
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Abbildung 10: Proteinstandardkurve zur Ermittlung der Proteinkonzentration in jeder Probe

mittels Bradfordanalyse

Auf der x-Achse wurde die Proteinkonzentration in pg/ml aufgetragen, auf der y-Achse die
Absorption.

Aus jeder Verdiinnungsstufe wurden je 5 pl mit 1000 ul Bradfordreagenz verdiinnt und deren
Absorption bei 595 nm (vgl. 3.6.5.2) gemessen.

Mit Hilfe der Standardkurve berechnete die Software des Photometers (s.u.) die Proteinkon-
zentration der doppeltbestimmten Proben (vgl. 3.6.6.2). Durch die Verdiinnung der Proben
mit PBS im Verhiltnis 1 : 2 war gewéhrleistet, dass die Absorption des Lysats im linearen
Messbereich des Bradfordreagenz lag. Dieser liegt bei Absorptionskoeffizienten zwischen
0.16 und 0.30. Die Proteinkonzentrationen wurden innerhalb der Proben angeglichen. Die
Exaktheit des Proteinkonzentrationsangleichs wurde durch eine erneute Messung der Proben
im Photometer verifiziert, Abweichungen von 10% wurden akzeptiert.

Nach erfolgtem und kontrolliertem Proteinkonzentrationsangleich wurden die Proben mit re-

duzierendem SDS-Probenpuffer im Verhiltnis 1 : 3, ein Teil Probe und drei Teile SDS-
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Probenpuffer, vermischt und im Schiittelinkubator (Thermomixer compact, Fa. Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) bei 95 °C fiir 5 Minuten denaturiert.

Der reduzierende Probenpuffer fiir die SDS—Polyacrylamidgelelektrophorese enthielt:

e 0.2 M Tris — HCI pH 6.8 (Fa. Sigma-Aldrich)

e 6% SDS (Natriumdodecylsulfat) (Fa. Sigma-Aldrich)

e 20 % Glyerol (Fa. Sigma-Aldrich)

e 10 % DTT (1,4 Dithiothreithol (Fa. Bts)

¢ 0.1 mg/ml Bromphenolblau (Fa. Sigma-Aldrich)

e 0.1 mg/ml Orange G (Fa. Sigma-Aldrich)

Er wurde aliquotiert bei -20 °C lagert.

Um die verschiedenen Westernblotanalysen miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde bei
jeder Analyse eine selbst hergestellte Referenzprobe als Standard mitgefiihrt. Dieser wurde
durch Aufbereitung eines Rattenhirnes eines Tieres der Gruppe 1 (Fentanyl-/Lachgasnarkose)

gewonnen.

3.6.6.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Grundprinzip der Proteinbestimmung nach Bradford ist die Bindung von Protein an Coomas-
sie Brillant Blue G250. Dadurch wird sein Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 nm
verschoben [7](S.249-250).

Allerdings ist diese Methode nicht bei Anwesenheit von Detergenzien anwendbar und die
Sensitivitdt variiert je nach Protein. 1 ml Bradfordreagenz (Mischverhéltnis 1:4, bestehend aus
vier Teilen bidestilliertem Wasser und aus einem Teil der Biorad-Stammldsung, Bradford-
Reagenz, Fa. Biorad, Miinchen, Deutschland) wurde in einer Kiivette (Einmalkiivette PS, Pla-
stibrand®, Fa. Brand, Wertheim, Deutschland) mit 5ul der Probe gemischt und die Extinktion
im Photometer (Spektrophotometer, DU® 640, Fa. Beckmann-Coulter, OberschleiBheim,

Deutschland) innerhalb einer Stunde bei 595 nm gemessen.

3.6.5.3 Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde nach den Verfahren von Lammli [68](S.681) durchgefiihrt. Die Gele-
lektrophoresen werden dabei auf Vertikalgelen in Elektrophoresekammern (Pharmacia Bio-
tech, San Francisco, USA) 12 cm x 14 cm durchgefiihrt. Das verwendete Gelelektrophorese-
system stellt ein diskontinuierliches Gelsystem dar. In einem niedrig prozentigen (5%ig)
Sammelgel werden die Proteine konzentriert, um im folgenden Trenngel entsprechen ihrer

GroBe und ihres Molekulargewichtes aufgetrennt zu werden. Die Zusammensetzung des
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Trenngels wurde dabei der Grof3e des zu untersuchenden Proteins (Bax, Bcel-2 15%ige Gele,

p53 10%iges Gel, Mdm-2 7%iges Gel) angepasst.

Trenngele 7,0% 10% 15%
(TG)
AA/Bis 7,0 ml 10,0 ml 15,0 ml
4xTG-Puffer 10,0 ml 10,0 ml 10,0 ml
ddH,O 23,0 ml 20,0 ml 15,0 ml
Volges 40,0 ml 40,0 ml 40,0 ml
Sammelgel 5,0%
(8G)
AA/Bis 5,0 ml
4xSG-Puffer 5,0 ml
ddH,0O 10,0 ml
Volges 20,0 ml

Tabelle 4: Zusammensetzung des Trenn- und des Sammelgels

AA/Bis

4x TG-Puffer

4x-Sammelgelpuffer (SG-Puffer)

ddH,O
Volges

Acrylamid und N,N’- Methylbisacrylamid (Roti-
phorese Gel 40, Fa. Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, Deutschland)

vierfacher Trenngelpuffer

vierfacher Sammelgelpuffer

doppelt destilliertes Wasser

Gesamtvolumen

Zur Herstellung des vierfachen Trenngelpuffer wurden benétigt:
e 1.5M Tris— HCI ph 8.80 (Fa. Sigma-Aldrich)
e 0.4 % SDS (Natriumdodecylsulfat)

e (.01% NaN3.

Der vierfache Sammelgelpuffer wurde hergestellt mit
e 0.5M Tris — HCI ph 6.80 (Fa. Sigma-Aldrich)
e 0.4 9% SDS (Natriumdodecylsulfat)

e 0.1% NaNj.
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Zum Polymerisieren der Gele wurde Ammonium—Persulfat (Fa. Sigma-Aldrich) und TEMED
(N,N, N’, N" Tetramethylenethylendiamin, Fa. Sigma-Aldrich) hinzugeben.

Butylalkohol (Fa. Sigma-Aldrich), ca. 1000 pl, wurde zum Glétten auf die Geloberfldche des
Trenngels pipettiert, der abgegossen wurde bevor das Sammelgel auf das Trenngel pipettiert
wurde. In das Sammelgel wurde ein 1,5 mm dicker Elektrophoresekamm (Fa. Hoefer, San
Francisco, USA) mit 15 Zihnen steckt, so dass 15 Geltaschen entstanden. Jede Tasche wurde
mit 20 pg Protein beladen. Das Einlaufen der Proben unter Verwendung des SDS-Laufpuffers
erfolgt bei den Lammli-Gelen bei einer Stromstérke von 20 mA fiir 15 min;

Der Laufpuffer fiir die SDS-PAGE enthielt

e 30,28 g Tris (Fa. Sigma-Aldrich)

e 144 g Glycin (Fa. Merck)

e 10 g SDS (Natriumdodecylsulfat)

e 0,1 gNaN;3

ad 1000 ml mit Aqua bidestillata.

Danach wird die Stromstirke auf 40 mA erhoht und die Spannung auf maximal 200 V (Elek-
trophorese Power-supply, EPS-301, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, USA) be-
grenzt. Eine Erwdrmung der Gele und damit unscharfe Detektionsbanden werden durch Was-
serkithlung verhindert. Zur Bestimmung des Molekulargewichts der aufgetrennten Proteine
wurden kdufliche GroBenstandards verwendet (Rainbow-Marker RPN 756, Fa. Amersham
Life Science, Piscataway, USA).

Die Befiillung der Gele mit Proben erfolgte 24 Stunden nach dem GieBlen der Gele. Bei kiihler
und feuchter Lagerung konnte die Gelsubstanz vollstdndig auspolymerisieren und so die Ge-

fahr verschwommener Banden minimiert werden [107](S.175).
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Abbildung 11: Schematisierte Darstellung einer Gelplatte fiir die Westernblotanalyse. Die
hellgrau dargestellte Gelphase (Sammelgel) bestand aus 5%igem Polyacrylamidgel, in die 15
Gelaussparungen (Geltaschen) wurden die Proben pipettiert. In der dunkelgrauen Gelphase
(Trenngel) wurden die Proteine entsprechend ihrer Molekiilgroe separiert. Fiir den Nachweis
der jeweiligen Proteine wurden dabei unterschiedliche Gelkonzentrationen verwendet (vgl.
Text). Die Taschen 1, 13, und 15 wurden mit einem Platzhalter bestehend aus SDS-
Probenpuffer, die Taschen 2, 7 und 12 wurden mit der Referenzprobe, die Taschen 3-6 bzw.
8-11 wurden mit Proben aus dem Hippokampus von zwei Versuchstieren befiillt. In der 14.

Tasche wurde der Grofenstandard mitgefiihrt.

3.6.6.4 Elektrotransfer von Proteinen

Der Transfer der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran (Im-
mobilon® -P Transfer Membran, Millepore, Bedford, USA) wurde nach dem diskontinuierli-
chen Semi—dry—Verfahren mit der Blotkammer (Fa. Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland) durchgefiihrt. Durch den Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran

wurden sie von der 10slichen Phase in die unlosliche tiberfiihrt.
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Der Transfer erfolgte unter Verwendung eines diskontinuierlichen Puffersystems bei 0,95
mA/cm?” fiir 2 h. Das Whatman®-3MM-Filterpapier (Fa. Whatman, Meldstone, England) war
anodenwirts mit Anodenpuffer I und Anodenpuffer II getriankt, darauf wurde die PVDF-
Membran mit dem Gel geschichtet, das mit kathodenpuffergetrainktem Whatman-Filterpapier
bedeckt war.

Der schematische Aufbau des Semi-dry-blot sah wie folgt aus:

Anode (+)

4 Whatmann-3MM-Filterpapiere, getridnkt in Anodenpuffer I
2 Whatmann 3MM-Filterpapiere, getrankt in Anodenpuffer II
PVDF-Membran getriankt in 100 % Ethanol
Polyacrylamidgel

6 Whatmann-3MM-Filterpapiere, getrankt in Kathodenpuffer
Kathode (-)

Der Anodenpuffer [ wurde hergestellt mit

e 300 mM Tris (Fa. Sigma-Aldrich)

e 20 % (v/v) Ethanol (vor Gebrauch entgasen) (Fa. Merck).

Der Anodenpuffer II enthielt

e 25 mM Tris (Fa. Sigma-Aldrich)

e 20 % (v/v) Ethanol (vor Gebrauch entgasen) (Fa. Merck).

Der Kathodenpuffer wurde hergestellt mit

e 40 mM g—Amino-n-Capronsdure (Fa. Sigma-Aldrich)

e 20 % Ethanol (vor Gebrauch entgasen) (Fa. Merck).

Beim Schichten der getrdankten Filterpapiere, des Gels und der PVDF—Membran wurde dar-
aufgeachtet, dass keine Luftblasen in und zwischen den einzelnen Lagen waren. Diese MaB3-
nahme verhindert, dass an Stellen eventueller Lufteinschliisse Proteine nicht transferiert wer-
den.

Der Nachweis der Proteine auf der Membran und damit der Nachweis des Transfers erfolgte
durch Coomassie Brillant Blue (Coomassie Brillant Blue R—250, Fa. Fluka). Die Coomassie—
Férbelosung setzte sich zusammen aus

e (.8 g Coomassie Brillant Blue R250

e 200 ml Ethanol (Fa. Merck)

e 200 ml ddH,O (doppelt destilliertes Wasser)
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e 40 ml Eisessig (Fa. Fluka).

3.6.6.5 Westernblotanalyse

Nach dem Elektrotransfer wurde die Membran fiir mindestens 30 min. in der Pufferlésung
PBST (vgl. 3.6.4.3) gewaschen. Fiir weitere 60 min. wurde die Membran in ein Blockierse-
rum gelegt, das aus PBST mit entweder 10% Milchpulveranteil (0,1% Fett Naturaflor®, Fa.
Topfer, Dietmannsried, Deutschland) oder mit 10% Anteil an fetalem Kélberserum (FKS)
bestand. Beide Proteinldsungen dienten der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen. Die
Membranen wurden mit dem Medium blockiert, in dem auch spiter der erste Antikorper an-
gesetzt wurde.

Anschliefend wurde mit dem ersten Antikdrper fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Antikdrper Mdm-2 (polyklonales Kaninchen IgG (C—18) sc-812, Fa. Santa Cruz Biotech-
nology) und Bcl-2 (monoklonales Mause IgG (C — 2) sc-7382, Fa. Santa Cruz Biotechnology)
wurden mit 10%iger Milchpulverlosung, p53 (polyklonales Kaninchen IgG (Do-1) sc—126,
Fa. Santa Cruz Biotechnology) und Bax (polyklonales Kaninchen IgG (P-19) sc-526, Fa.
Santa Cruz Biotechnology) mit 10%iger fetaler Kilberserumlosung (FKS) je 1 : 200 verdiinnt
(ein Teil Antikorper, 200 Teile 10%ige Proteinldsung). Nach der Inkubation wurden nicht
gebundene Antikérper durch siebenmaliges Waschen mit reiner PBST-Losung beseitigt. Der
peroxidasemarkierte Sekunddrantikdrper (Esel Anti-Mause-Antikorper IgG, Best. NA 931,
Esel Anti—Kaninchen-Antikorper IgG, Best. NA 934, Fa. Amersham-Pharmazia) wurde mit
10%iger Milchpulverldsung bzw. 10%iger fetaler Kélberserumlosung 1 : 2000 verdiinnt und
fiir 1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde erneut siebenmal mit der Puf-

ferlosung PBST gewaschen.
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Abbildung 12: Protokoll der Westernblotanalyse. Die Abbildung zeigt den chronologischen

Verlauf und die Dauer der einzelnen Inkubations- und Waschschritte des Westernblots.
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3.6.6.6 Auswertung der Westernblotanalyse

Die immundetektierten apoptoseassoziierten Proteine wurden mit einem lumineszierenden
Farbstoff (ECL® Western Blotting Detection Reagents, Fa. Amersham Life Science, San
Francisco, USA), dessen Intensitit mit einem Spezialfilm (Hyperfilm ECL® Fa. Amersham
Life Science) dokumentiert wurde, sichtbar gemacht.

Nach dem Westernblot wurde die PVDF-Membran fiir eine Minute mit dem o.g. Detektions-
medium ECL inkubiert. In dieser Zeit setzt die Peroxidase, die an den Sekunddrantikorper
gekoppelt ist, aus dem zugegebenen Substrat einen lumineszierenden Farbstoff frei. Die Lu-
mineszenz wird mit den Spezialfilmen sichtbar gemacht. In Filmkassetten (Fa. Amersham
Life Science) wurden die Filme zwischen 10 Sekunden und 90 Minuten belichtet und an-
schlieBend in der Entwicklungsmaschine (Fa. Zeiss) entwickelt.

Die Filme wurden zur digitalen Auswertung eingescannt und mit der Software Sigma Scan
(Fa. Jandel, San Rafael, USA) analysiert. Die entwickelten Filme zeigten fiir jede aufgetrage-
ne Probe eine schwarze Bande. Die Intensitit der Schwirzung der Bande ist direkt proportio-
nal der detektierten Proteinmenge. Die Intensitit der Bande wurde mit der Software bestimmit,
indem eine Maske iiber die geschwirzte Fliche gelegt wurde und die mittlere Intensitit der
Bande mit der gemessenen Fldche multipliziert wurde. Von diesem Wert wurde die unspezifi-
sche Intensitidt des Hintergrundes subtrahiert. Ein Vergleich der einzelnen Westernblotfilme
war durch das konstante Mitfiihren eines fiir alle Westernblots gleichen Standards als Refe-
renz (s.0.) moglich. Man bestimmte fiir jede Bande die prozentuale Abweichung vom Stan-
dard und konnte so die Ergebnisse der einzelnen Banden der verschiedenen Filme miteinander

in Beziehung setzten und vergleichen.

3.7 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurden 36 Versuchstiere (jede Gruppe n =9 Tiere) eingeschlos-
sen. Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem Statistik-Programm StatView
(SAS V6.12, SAS Institute, Cary, NC, USA) durchgefiihrt.

Zunichst wurden die Daten auf Normalverteilung tiberpriift. Die statistische Analyse der Im-
munfluoreszenz- und Westernblotdaten erfolgte mittels Zweiwege-ANOVA (Vergleiche zwi-
schen den Untersuchungsgruppen und innerhalb der Gruppen zwischen den Hemisphiren der
Rattenhirne). Posthoc wurde nach Scheffe getestet. Das Signifikanzniveau wurde bei
p<0,05/2=0,025 festgelegt, da die Kontroll- und die Scheinversuchgruppe sowohl mit der
Propofolgruppe, als auch mit Sevoflurangruppe verglichen wurden. Die physiologischen Pa-
rameter wurden mit einer faktoriellen ANOVA auf Unterschiede zwischen den einzelnen

Gruppen getestet. Die Scheinversuchgruppe wurde in diese Testung nicht mit einbezogen.
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Das Signifikanzniveau wurde bei p<0,05/2=0,025 festgelegt. Ergaben sich zwischen den
Gruppen signifikante Unterschiede wurden diese mittels Fischer-PLSD-Test fiir die einzelnen

Messzeitpunkte getrennt getestet (Signifikanzniveau: p<0,05).

Die Konzentration der apoptoseassoziierten Proteine wurden auf signifikante Unterschiede
zwischen der Kontrollgruppe, der Sevoflurangruppe und der Scheinversuchgruppe und zwi-
schen der Kontrollgruppe, der Propofolgruppe und der Scheinversuchgruppe getestet. Die
physiologischen Parameter wurden zwischen Kontrollgruppe und Sevoflurangruppe und zwi-
schen Kontrollgruppe und Propofolgruppe auf signifikante Unterschiede zu den einzelnen
Messzeitpunkte getestet.

In den folgenden Graphiken und Tabellen sind die Parameter als Mittelwert und Standardab-
weichung (MW =+ SD) dargestellt. Als Signifikanzzeichen wurde folgendes Symbol verwen-
det:

* = signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe
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4 ERGEBNISSE

4.1 Systemische Variablen

Hinsichtlich des mittleren arteriellen Druckes (MAP) bestanden keine signifikanten Unter-
schiede zwischen der Sevoflurangruppe und der Kontrollgruppe (Fentanyl/N,O). Die Mess-
werte des MAP waren in der Propofolgruppe zu allen Messzeitpunkten signifikant kleiner als
in der Kontrollgruppe. Zu den Messzeitpunkten ,,15" Ischdmie* und ,,30" Ischdmie* war der
MAP protokollgemiB (vgl. 3.4) in der Sevofluran- Propofol- und der Kontrollgruppe gegen-
iiber der ,,Ausgangsmessung®, ,,15" Retransfusion* und ,,75" Reperfusion* auf 35 mmHg er-
niedrigt (vgl. Tabelle 5 und Abbildung 13). Das Blutvolumen, welches den Tieren aller Grup-
pen entzogen werden musste, um den MAP auf 35 mmHg zu senken, betrug 8-12 ml.

Die Herzfrequenz (HF) war in der Kontrollgruppe zu allen Messzeitpunkten signifikant hoher
als in der Sevofluran- und Propofolgruppe (vgl. Tabelle 5 und Abbildung 14). Innerhalb der
Scheinversuchgruppe wurden die Messwerte von MAP und HF wurden nicht auf Signifikanz
tiberpriift, jedoch war der MAP zu allen Messzeitpunkten tendenziell hoher als in der Sevoflu-
ran- und in der Propofolgruppe. Entsprechend dem Versuchsprotokoll wurden in der Schein-
versuchgruppe zu den Messzeitpunkten ,,15" Ischdmie* und,, 30" Ischdmie* keine Hypotension
induziert. Die Herzfrequenz war in der Scheinversuchgruppe gegeniiber der Propofolgruppe
tendenziell hoher, gegeniiber der Kontrollgruppe niedriger und verglichen mit der Sevoflu-

rangruppe etwa gleich (vgl. Tabelle 5 und Abbildung 14).
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Parameter Gruppe Ausgangs- 157 L?chii- 30 L?chii- 15 Re'trans- 75" R'eper-
messung mie mie fusion fusion
Kontrolle 118+ 8 * 334+£2 * 33+£2 * 126 +£22 * 95+ 18 *
MAP Sevofluran 92 £15 30+1 31+£2 119+ 14 81+ 14
[mmHg] Propofol 84 +£16* 30+£0 * 30£0 * 83+ 15 * 6611 *
Scheingr. 123+ 11 124 £ 11 124+ 12 126 £ 11 124 £ 11
Kontrolle 349 + 47 423 +20 411+29 392+ 41 399+ 14
HF Sevofluran 303 £25* 322445 * 333+ 5] * 343 +£38 * 351 +£38 *
[min."] Propofol 284 +£29 * 284+ 19 * 291 £24 * 296+ 19 * 307+29 *
Scheingr. 330+ 34 333+24 331+45 334 +43 352 +38

Tabelle 5: Parameter der Himodynamik. Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) und Herzfre-

quenz (HF). Die Scheinversuchgruppe wurde nicht auf Signifikanz untersucht.
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Abbildung 13: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP). Das Balkendiagramm veranschaulicht
den protokollgeméfBen Abfall des MAP in allen Gruppen auBer in der Scheinversuchgruppe.
Zu allen Messzeitpunkten ist der MAP in der Propofolgruppe im Vergleich zur Kontrollgrup-

pe signifikant erniedrigt.
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Abbildung 14: Herzfrequenz. Aus dem Balkendiagramm ist eine signifikant erniedrigte Herz-

frequenz in der Sevofluran- und Propofolgruppe zu allen Messzeitpunkten verglichen mit der

Kontrollgruppe erkennbar.
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Der Sauerstoff- und der Kohlendioxidpartialdruck (paO, und paCO,) im arteriellen Blut wa-
ren zu keinem Messzeitpunkt zwischen den Gruppe signifikant unterschiedlich, die gemesse-
nen Werte lagen zu jedem Zeitpunkt innerhalb physiologischer Grenzen. Der pH-Wert wurde
in jeder Gruppe wihrend des gesamten Versuches stabil gehalten (vgl. Tabelle 6).

Dem Protokoll entsprechend war die Himoglobinkonzentration im Blut zu den Messzeit-
punkten ,,15" Ischdmie* und ,,30" Ischdmie* in allen Gruppen erniedrigt. Nach Retransfusion
des entnommenen Blutes wurde in allen Gruppen der Ausgangswert anndhernd wieder er-
reicht. GemiB Protokoll wurde in der Scheinversuchgruppe zu den Messzeitpunkten ,,15”
Ischdmie® und ,,30" Ischdmie® kein Abfall der Himoglobinkonzentration gemessen (vgl. Ta-
belle 6 und Abbildung 15).

Die Glukosekonzentration war in der Kontrollgruppe zu den Messzeitpunkten ,,15" Ischdmie®,
,»30" Ischdmie* und ,,15" Retransfusion* niedriger als zu den Messzeitpunkten ,,Ausgangs-
messung® und ,,75" Reperfusion®, es zeigte sich aber kein signifikanter Unterschied. In der
Propofol-, Sevofluran- und Scheinversuchgruppe waren diese Unterschiede nicht zu beob-
achten (vgl. Tabelle 6 und Abbildung 16). Die periphere Temperatur war in allen Gruppen zu
allen Messzeitpunkten konstant (vgl. Tabelle 6). Innerhalb der Gruppen wiesen die laborche-
mischen Parameter pH-Wert, Glukose- und Hédmoglobinkonzentration, sowie die periphere
Temperatur keine Signifikanz auf. Die genannten Parameter lagen zu allen Zeitpunkten inner-

halb physiologischer Grenzen (vgl. Tabelle 6).
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Parameter Gruppe Ausgangs- 15° I.?chii- 30° Ifchii- 15° Re.trans- 757 R-eper-
messung mie mie fusion fusion
Kontrolle 123 +£23 133+ 20 135+ 16 138+ 33 135+ 35
Pa0, Sevofluran 139 + 25 139 + 27 145 + 31 150 + 40 120 + 32
[mmHeg] Propofol 154 + 29 152+ 28 144 + 24 134+ 18 123+ 15
Scheingr. 121 £20 120 £ 20 108 £ 44 116 £17 115+9
Kontrolle 4142 38+3 37+8 40+ 6 39+ 4
PaCo, Sevofluran 39+4 384 38+ 8 37+6 38+ 6
[mmHg] Propofol 40 + 4 3742 43 +2 3946 40 £ 6
Scheingr. 40+ 4 38+4 43+3 40+3 40+ 2
Kontrolle 7,36 = 0,02 7,38 £ 0,04 7,38 + 0,07 7,39 + 0,07 7,45+ 0,04
Sevofluran ~ 7,38+0,02  7,41+0,07 739+0,10 7,40+0,10 7,43+0,04
pi Propofol 739+0,03 738+0,06 7,35+005 745+0,03 7,44+0,04
Scheingr. 738+0,02 7374002 736+0,02  736+0,03  7,34+0,02
Kontrolle 12,8+1,2 9,1+0,7 9,5+1,5 12,0+ 1,0 11,8+ 1,1
Hb Sevofluran 12,6 +1,2 9,7+0,9 92+1,2 11,5+2.4 11,7+ 1,0
[g/dl] Propofol 123+13 97412 100£09 10909  108+1.1
Scheingr. 132+1,1 12,6+ 0.8 12,6 £0,8 123+ 1,1 11,8+ 1,0
Kontrolle 61+13 44 +2 42+3 47+9 76 £6
Gluc Sevofluran 64 +8 57+30 62+11 65+ 14 84 £21
[mg/dl] Propofol 5242 63+ 16 46 +7 507 53+ 13
Scheingr. 56+6 56+9 56+7 63 +£10 61+11s
Kontrolle 37,7+ 0,2 374+ 02 37,4+0,3 378+ 0,3 37,7+ 02
Toon Sevofluran 37,6+ 0,1 37,3+ 0,1 37,3+0,2 37,7+ 0,2 37,6+ 0,1
[°C] Propofol 37,6 0,2 374+ 0,2 37,1+0,7 37,7+0,3 37,7+ 0,1
Scheingr. 37,5+0,3 37,6 £ 0,1 37,3+0,6 37,5+0,2 37,8+ 0,3

Tabelle 6: Laborchemische Parameter. Die Tabelle zeigt zu allen Messzeitpunkten Mittelwert
und Standardabweichung des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks (Pa0,), des arteriellen Koh-
lendioxidpartialdrucks (PaC0,), des arteriellen pH-Werts (pH), der Hamoglobinkonzentration
im arteriellen Blut (Hb), der Glukosekonzentration im arteriellen Blut (Gluc) und der periphe-

ren Temperatur (Tpei) in allen Versuchsgruppen. Bis auf die Scheinversuchgruppe wurden

alle Versuchsgruppen auf Signifikanz untersucht.
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Abbildung 15: Hamoglobinkonzentration. Im Balkendiagramm ist zu keinem Messzeitpunkt
ein signifikanter Unterschied der Himoglobinkonzentration zwischen den Versuchsgruppen
zu sehen. Zu den Messzeitpunkten ,,15" Ischdmie* und 30" Ischdmie* wird der protokollge-

méfle Abfall der Himoglobinkonzentration in der Kontroll-, Sevofluran- und Propofolgruppe

deutlich.
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Abbildung 16: Blutglukosekonzentration. Die Abbildung verdeutlicht, dass keine signifikan-

ten Unterschiede der Blutglukosekonzentration zwischen den Versuchsgruppen vorliegen.

4.2 Zerebraler Blutfluss

Der zerebrale Blutfluss (CBF) war in der Kontroll-, Sevofluran-, und Propofolgruppe im Ver-
gleich zur ,,Ausgangsmessung*, zu den Messzeitpunkten ,,15" Ischdmie* und ,,30" Ischdmie*
in der rechten Hemisphire protokollgemif auf ca. 30% des Ausgangswertes reduziert (vgl.
Tabelle 7 und Abbildung 17). In der linken Hemisphére wurde in der Kontroll- und Sevoflu-
rangruppe zu den Messzeitpunkten ,,15" Ischdmie™ und ,,30" Ischdmie* eine Reduktion auf
etwa 50-60% gemessen (vgl. Tabelle 7 und Abbildung 18).

In der Propofolgruppe war der zerebrale Blutfluss zu den Messzeitpunkten ,,15" Ischdmie*
und ,,30" Ischdmie* in der linken Hemisphare signifikant grof3er als in der Kontrollgruppe. Zu
den Messzeitpunkten ,,Ausgangsmessung®, ,,15" Retransfusion“ und ,,75" Reperfusion wur-
den keine signifikanten Unterschiede zwischen der Propofol- und der Kontrollgruppe gemes-
sen (vgl. Tabelle 7 und Abbildung 18). Ebenso wenig wurde hinsichtlich des zerebralen Blut-
flusses in beiden Hemisphédren ein signifikanter Unterschied zwischen der Sevofluran- und

der Kontrollgruppe beobachtet. In der Scheinversuchgruppe wurde in der rechten und linken
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Hemisphére zu allen Messzeitpunkten eine konstante zerebrale Durchblutung gemessen. Die

Ergebnisse der Scheinversuchgruppe wurden nicht auf Signifikanz getestet.

Ausgans- 15" Ischd- 30" Ischi- 15 Retrans- 75  Reper-
Parameter Gruppe . . , .
messung mie mie fusion fusion
Kontrolle 100+0 32+6 30+£2 116 £53 97 £47
CBF
Sevofluran 100+ 0 39+5 365 97+ 67 98 +29
rechts
Propofol 100+0 45+ 8 37+£10 189 £83 102 +20
[70]
Scheingr. 100+ 0 99 +7 98+ 8 96+ 7 92+ 11
Kontrolle 100+ 0 54+9 54+10 99 + 37 81+22
CBF
Sevofluran 100£0 65+15 62 +18 100 + 44 111 £25
links
Propofol 100+ 0 78+ 19 * 77+ 18 * 97 +28 101 £ 30
(%]
Scheingr. 100+ 0 104 £ 10 104 + 12 103+ 12 103 £ 24

Tabelle 7: Messung der zerebralen Perfusion. Zerebraler Blutfluss der linken Hemisphéare
(CBF links) und zerebraler Blutfluss in der rechten Hemisphéire (CBF rechts). Die Scheinver-

suchgruppe wurde nicht auf Signifikanz untersucht.
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Abbildung 17: Die Graphik zeigt den protokollgemidBBen Abfall der zerebralen Durchblutung
in der rechten ischdmischen Hemisphére zu den Messzeitpunkten ,,15" und 30" Ischdmie® in
den Versuchsgruppen. Zu keinem Messzeitpunkt bestanden signifikante Unterschiede zwi-

schen den Gruppen.
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Abbildung 18: Die Abbildung zeigt die Verdnderung des zerebralen Blutflusses der linken
nicht-ischdmischen Hemisphére. In der Propofolgruppe war der CBF zu den Messzeitpunkten

»15"und 30" Ischdmie* gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant erhoht.

4.3 Expression der Apoptosefaktoren in den verschiedenen Untersuchungsgruppen

4.3.1 Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbung

Wir haben untersucht, ob die Narkose mit Sevofluran und Propofol zu einer unterschiedlichen
Expression der Apoptosefaktoren Bax, Bcl-2 und p53 im Hippokampus im Vergleich zur An-
asthesie mit Fentanyl/Lachgas (Kontrollgruppe) und einer Scheinversuchgruppe fiihrte.

Die Expression des Proteins Bcl-2 zeigte im Vergleich der Gruppen keine signifikanten Un-
terschiede (vgl. Tabelle 8). Der Vergleich der untersuchten Hippokampusregionen (CAl-,
CA-3-Region und Gyrus dentatus) zeigte sowohl innerhalb jeder Gruppe, als auch zwischen
den Gruppen keine Signifikanz. In der ligierten rechten Hemisphire war Bcl-2 im Vergleich

zur nicht ligierten linken Hemisphédre nicht signifikant unterschiedlich stark exprimiert (vgl.

Abbildung 19).
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Bcl-2 Kontrolle Sevofluran Propofol Scheinversuch-

gruppe

+ + + +
CAIL- rechts 31+27 16 +7 30+23 22+7
Region links 32430 18+8 33+26 23+7

+ + + +
CA3- rechts 29+ 25 16+7 27+ 19 20+ 8
Region links 28+ 22 16+ 8 31+23 20147
rechts 22+ 17 14+£7 22 +£12 22 +£11

Gyrus

dentatus o 25+ 19 15+7 26+ 15 20+3

Tabelle 8: Mittelwert und Standardabweichung der relativen Intensitatsunterschiede in der

Expression von Bcl-2-Protein in der Immunfluoreszenzfarbung.
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Abbildung 19: Immunfluoreszenzfiarbung. Die Graustufenanalytik der Intensitidt der Immun-
fluoreszenzfarbung zeigte fiir die Expression des Proteins Bcl-2 innerhalb der Versuchsgrup-

pen keine signifikanten Unterschiede.
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Die Menge an exprimiertem p53 war zwischen den Versuchsgruppen nicht signifikant ver-
schieden (vgl. Tabelle 9). Der Vergleich der Hippokampusregionen zeigte weder auf der li-
gierten, noch auf der nicht ligierten Hemisphére signifikante Unterschiede (vgl. Abbildung
20). Die verschiedenen Hippokampusregionen (CA1-, CA-3-Region und Gyrus dentatus) wie-

sen innerhalb einer Gruppe und zwischen den Gruppen keine Signifikanz auf.

p53 Kontrolle Sevofluran Propofol Schzif;;;seuch-
CAl- rechts 17+ 10 11+4 16 +12 12+6
Region links 17+11 14+6 17+£13 11+£5
CA3- rechts 18+8 15+4 17+£12 13+£8
Region links 19+£10 15+4 16 +12 14+6
Gyrus rechts 16 £ 10 16+5 15+10 16 £12
dentatus links 18+11 16+5 16 £ 10 14+7

Tabelle 9: Mittelwert und Standardabweichung der relativen Intensitdtsunterschiede in der

Expression von p53-Protein in der Immunfluoreszenzfarbung.
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Abbildung 20: Immunfluoreszenzfarbung. Innerhalb der Versuchsgruppen zeigte die Expres-

sion des Proteins p53 keine signifikanten Unterschiede.

Im Gegensatz zu Bcl-2 und p53 wurde Bax unterschiedlich stark exprimiert. Bei den Kon-
trolltieren zeigte sich im Hippokampus ein signifikanter Anstieg der Expression des Proteins
Bax im Vergleich zur Scheinversuchgruppe. Die mit Propofol und Sevofluran behandelten
Tiere wiesen eine signifikant geringere Proteinmenge an Bax in der CA1l-, CA-3-Region und
Gyrus dentatus des Hippokampus als die Kontrollgruppe auf. Die Expression von Bax in der
Propofol-, Sevofluran- und Scheinversuchgruppe war ungefahr gleich. Somit bestand inner-

halb dieser Gruppen kein signifikanter Unterschied (vgl. Tabelle 10 und Abbildung 21).
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Bax Kontrolle Sevofluran Propofol Scheinversuch-

gruppe
* * *

CAL rechts 67+ 18 20+9 19+9 28+7
Region links 72437 24 +13 * 22+ 11% 24+4%
+ + * +6* + 0 *

CA3. rechts 78 +27 22410 20+ 6 34+9
Region links 89 + 33 25+ 11 * 26+8* 3348 %
rechts 79 +22 2549 * 2347 % 37+ 15%

Gyrus

dentatus ks 97 +36 29412 % 31412 % 3047%

Tabelle 10: Mittelwert und Standardabweichung der relativen Intensitétsunterschiede in der

Expression von Bax-Protein in der Immunfluoreszenzfirbung.
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Abbildung 21: Immunfluoreszenzfiarbung. In der Kontrollgruppe war die Expression des Pro-

teins Bax sowohl in der ischdmischen als auch in der nicht-ischdmischen Hemisphére gegen-

iiber den anderen Versuchsgruppen signifikant erhoht.
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Abbildung 22: Koronarer Rattenhirnschnitt in der Schnittebene bei Bregma —3,30 mm
[87](Ebene 33). Innerhalb des gestrichelten Rechteckes in der CA1-Region des rechten Hip-
pokampus wurden die Aufnahmen mit dem konfokalen Laserscanmikroskop angefertigt (vgl.

Abbildung 23).
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Scheinversuchgruppe (Gruppe 4) Propofolgruppe (Gruppe 3)
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Abbildung 23 : Exemplarische Darstellung der immunhistologischen Detektion des Proteins
Bax in einem koronaren Rattenhirnschnitt der CA-1 Region des rechten Hippokampus in der
Ebene Bregma -3,30 mm (Lokalisation vgl. Abbildung 22). Starkere Signalintensitét ent-
spricht einer hoheren Expression. In der Kontrollgruppe war die Bax-Expression im Vergleich
zu den anderen Gruppen jeweils signifikant erhoht (p<0.05 fiir Gruppe 1 vs. Gruppe 2, Grup-
pe 1 vs. Gruppe 3 und Gruppe 1 vs. Gruppe 4). Keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der Bax-Konzentration bestanden zwischen der Sevofluran-, bzw. der Propofolgruppe im

Vergleich zur Bax-Grundexpression in der Scheinversuchgruppe.
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4.3.2 Ergebnisse der Westernblotanalyse
Die Expression des Proteins Bcl-2 war zwischen den Versuchsgruppen nicht unterschiedlich

stark ausgeprégt (vgl. Tabelle 11). Es ergaben sich auch keine Unterschiede zwischen ligierter

und nicht-ligierter Hemisphére (vgl. Abbildung 24).

Bcl-2 Kontrolle Sevofluran Propofol Scheinversuch-
gruppe

rechts 57+36 53+£43 47+ 19 43 +£21

links 46 + 27 47+ 34 52420 51+19

Tabelle 11: Mittelwert und Standardabweichung der relativen Intensitétsunterschiede in der

Expression von Bcl-2-Protein in der Westernblotanalyse.
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Abbildung 24: Westernblotanalyse. Im Vergleich der Versuchsgruppen zeigte die Expression
des Proteins Bcl-2 keinen signifikanten Unterschied. Auch zwischen ischdmischer und nicht-

ischdmischer Hemisphire war die Menge an Bcl-2 nicht signifikant verschieden.
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Das Protein p53 war zwischen den Versuchsgruppen nicht signifikant unterschiedlich expri-

miert (vgl. Tabelle 12). Zwischen rechter und linker Hemisphdre konnte kein signifikanter

Unterschied gefunden werden (vgl. Abbildung 25).

Scheinversuch-
p53 Kontrolle Sevofluran Propofol gruppe
rechts 97 + 58 68+ 18 84 +33 93 +27
links 87+45 74 £21 87+29 85+ 18

Tabelle 12: Mittelwert und Standardabweichung der relativen Intensitdtsunterschiede in der

Expression von p53-Protein in der Westernblotanalyse.
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Abbildung 25: Westernblotanalyse. Innerhalb der Versuchsgruppen zeigte die Expression des

Proteins p53 keine signifikanten Unterschiede.
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Ebenso konnte weder zwischen den Versuchsgruppen noch zwischen der ischdmischen und
der nicht-ischdmischen Hemisphére innerhalb einer Gruppe ein Unterschied in der Expression

des Proteins Mdm-2 detektiert werden (vgl. Tabelle 13 und Abbildung 26).

Mdm-2 Kontrolle Sevofluran Propofol Scheinversuch-
gruppe
rechts 380+ 221 261+ 179 342 + 365 422 + 150
links 406 = 367 266+ 192 356 + 408 420 =107

Tabelle 13: Mittelwert und Standardabweichung der relativen Intensitdtsunterschiede in der

Expression von Mdm-2-Protein in der Westernblotanalyse.
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Abbildung 26: Westernblotanalyse. Die Expression des Proteins Mdm-2 zeigte innerhalb der

Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede.
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Im Gegensatz zu Bcl-2, p53 und Mdm-2 wurde Bax unterschiedlich stark exprimiert. Bei den
Kontrolltieren zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Bax-Menge im Vergleich zur Propo-
fol-, Sevofluran- und Scheinversuchgruppe. Die mit Propofol und Sevofluran behandelten
Tiere wiesen eine signifikant geringere Proteinmenge an Bax auf als die Kontrollgruppe (vgl.
Tabelle 14, Abbildung 27 und 28). Die Expression von Bax in der Propofol, Sevofluran und
Scheinversuchgruppe war ungeféhr gleich. Somit bestand innerhalb dieser Gruppen kein si-

gnifikanter Unterschied.

Bax Kontrolle Sevofluran Propofol Scheinversuch-
gruppe

rechts 109+ 19 68 +£28 * 58+£26* 73 +£39 *

links 97+23 61+21* 56+23* 72 +28 *

Tabelle 14: Mittelwert und Standardabweichung der relativen Intensitdtsunterschiede in der

Expression von Bax-Protein in der Westernblotanalyse.
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Abbildung 27: Westernblotanalyse. Sowohl in der ischdmischen als auch in der nicht-
ischamischen Hemisphire der Kontrollgruppe war die Expression des Proteins Bax gegentiber

den anderen Gruppen signifikant erhoht.
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Abbildung 28: Westernblotanalyse. Die Abbildung zeigt drei Ausschnitte eines entwickelten
Westernblots. Die schwarzen Banden stellen das Protein Bax dar, dabei entspricht eine stérke-
re Intensitidt der Schwirzung einer grofleren Menge an Bax-Protein. In der Kontrollgruppe

war die Expression von Bax im Vergleich zu den anderen Gruppen jeweils signifikant erhdht.
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4.4 Ergebnisse der Himatoxylin-Eosinfarbung

Die Hamatoxylin-Eosinfarbung wurde durch Auszdhlen der eosinophilen Zellen in der Hip-
pokampusformation ausgewertet (vgl. 3.6.5.1). Die Daten sind nicht auf Signifikanz getestet
worden. In der Kontrollgruppe ist die Anzahl der eosinophilen Zellen in der CA1- und CA3-
Region des Hippokampus der rechten Hemisphédre im Vergleich zur Propofol-, Sevofluran-
und Scheinversuchgruppe am héchsten (vgl. Tabelle 15). Bei den Tieren der Scheinversuch-
gruppe waren in der rechten Hemisphére fast keine Eosinophilen nachweisbar. In der linken
Hemisphére traten nur bei den Tieren der Kontrollgruppe vereinzelt eosinophile Zellen auf,
wihrend bei den Tieren der Propofol-, Sevofluran- und Scheinversuchgruppe keine eosino-

philen Zellen beobachtet wurden.

Scheinversuch-
Gruppen Kontrolle Sevofluran Propofol gruppe
Anzahl der eo-
sinophilen Zellen 26 +37 8+12 19+15 1+1
rechts
Anzahl der eo-
sinophilen Zelle 3+5 0+0 0+0 0+0
links

Tabelle 15: Mittelwert und Standardabweichung der Anzahl der eosinophilen Zellen in der
Hippokampusformation der rechten und der linken Hemisphére. Die Daten wurden nicht auf

Signifikanz tiberpriift.
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S DISKUSSION

5.1 Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse

Ein wichtiges Ergebnis der vorliegenden Untersuchung ist die nach vierstiindiger Reperfusion
signifikant héhere Expression des Bax-Proteins in der Kontrollgruppe in allen untersuchten
Hippokampusregionen im Vergleich zur Scheinversuchgruppe. Demgegeniiber war die Ex-
pression von Bax in der Propofol- und in der Sevoflurangruppe verglichen mit der Scheinver-
suchgruppe nicht signifikant verdndert, in den beiden Anésthetikagruppen wurde kein Anstieg
von Bax verzeichnet. Aber damit war die Bax-Expression in der Kontrollgruppe auch signifi-
kant hoher als bei den mit Propofol, bzw. mit Sevofluran behandelten Tieren.

Fiir die Expression der Proteine Bcl-2 und p53 wurden weder durch Immunfluoreszenztechnik
noch durch Westernblotanalyse in den untersuchten Hippokampusregionen signifikante Un-
terschiede nachgewiesen. Dies gilt sowohl fiir den Vergleich der ischdmischen und nicht-
ischimischen Hemisphére innerhalb der jeweiligen Gruppe als auch fiir den Vergleich der
Versuchsgruppen mit der Scheinversuchgruppe, bzw. der Sevofluran- und Propofolgruppe mit
der Kontrollgruppe. Lediglich in der Kontrollgruppe war die Konzentration von p53 im Ver-
gleich zur Scheinversuchgruppe tendenziell erhoht. Ebenso wenig konnten signifikante Unter-
schiede in der Expression von Mdm-2 (Westernblotanalyse) nachgewiesen werden.
Lichtmikroskopisch wurde bei den mit Fentanyl/Lachgas behandelten Tieren anhand der HE-
Féarbung der Hirnschnitte ein starker ausgepréagter Zellschaden nachgewiesen als in der Propo-
fol-, Sevofluran- und Scheinversuchgruppe. In der rechten Hemisphire der Tiere der Kon-
trollgruppe fand sich jeweils eine hohere Anzahl eosinophiler Zellen. In der linken Hemisphé-

re traten ausschlieBlich in der Kontrollgruppe eosinophile Zellen auf.

Den Vorgaben des Protokolls folgend, wurde der arterielle Mitteldruck (MAP) durch kontrol-
lierten Blutentzug aus der rechten V. femoralis auf 35 mmHg gesenkt. In der Propofolgruppe
war der MAP zu allen Messzeitpunkten signifikant kleiner als in der Kontrollgruppe. Die
Herzfrequenz war sowohl bei den mit Propofol als auch bei den mit Sevofluran andsthesierten
Tieren zu allen Messzeitpunkten signifikant niedriger als bei den mit Fentanyl/Lachgas be-
handelten Kontrolltieren. Arterieller Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck, pH-Wert,
Glukosekonzentration i.S. und Korperkerntemperatur wurden in jeder Versuchsgruppe inner-
halb physiologischer Grenzen konstant gehalten.

Protokollgemil3 wurde der zerebrale Blutfluss in den Versuchsgruppen (d.h. Kontroll-, Se-
vofluran- und Propofolgruppe) zur Induktion der zerebralen Ischimie von 100% auf 30% in

der rechten bzw. auf 50-60% in der linken Hemisphére gesenkt. Zu den Messzeitpunkten ,,15°
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Ischdmie® und ,,30" Ischdmie® war der zerebrale Blutfluss in der linken Hemisphére bei den
mit Propofol behandelten Tieren signifikant grofer als der in der Kontrollgruppe. Sowohl
zwischen der Propofol- und der Kontrollgruppe als auch zwischen der Sevofluran- und der
Kontrollgruppe wurde zu keinem Messzeitpunkt ein signifikanter Unterschied in der Durch-

blutung der rechten Hemisphéire festgestellt.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Anésthesie mit Sevofluran und Propofol zu ei-
nem verdnderten Expressionsmuster der apoptoseassoziierten Proteine Bax, Bcl-2, Mdm-2
und p53, wihrend einer inkompletten zerebralen Hemisphéirenischdmie bei der Ratte im Ver-
gleich zu einer Anisthesie mit Fentanyl/Lachgas fiihrte. Inwieweit darin ein dauerhafter zere-
broprotektiver Effekt zu sehen ist, muss anhand einer weiteren Langsschnittuntersuchung ge-

klart werden.

Ratten, die mit Sevofluran oder Propofol anésthesiert waren, wiesen im gesamten Hippokam-
pus eine Suppression des Proteins Bax auf, wihrend die Expression von Bcl-2, Mdm-2 und
p53 im Vergleich zur Kontrollanisthesie nicht signifikant verdndert war. Diese Ergebnisse
lassen sich nicht durch Verdnderungen der physiologischen Variablen wie pH-Wert, Korper-
kerntemperatur, arterieller Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck, Herzfrequenz, mittlerer
arterieller Blutdruck, Hdmoglobin- und Glukosekonzentration erkldren, die wéhrend des ge-

samten Versuchs innerhalb physiologischer Grenzen gehalten wurden (vgl. 5.3).

Apoptose bei zerebraler Ischdmie

In der Originalbeschreibung der Apoptose durch Kerr und Koautoren wurden zytomorpholo-
gische Charakteristika u.a. bei hepatischer Ischimie beschrieben [61](S.254). Apoptotische
Prozesse wurden in fast jeder Art von Gewebe nachgewiesen. In malignen Tumoren und in
gesundem Parenchym konnte die Apoptose anhand histomorphologischer Kriterien (vgl. 1.4)
von der Nekrose differenziert werden [61](S.241-251). Kerr und Mitarbeiter etablierten die
Vorstellung vom programmierten Zelltod als physiologischen und pathologischen Prozess in
der Biologie. Apoptose stellt z.B. bei der normalen Entwicklung des Gehirns und bei der Ha-
matopoese einen physiologischen Prozess dar. Dabei dient sie der Gewebehomdostase, indem
sie die Balance zwischen Zellproliferation und Zelltod aufrechterhilt [63](S.891). Apoptose
kann aber auch im Rahmen der aplastischen Andmie als pathologisches Phdnomen auftreten.

Auch das Vorhandensein von Apoptose bei zerebraler Ischdamie ist seit Jahren bekannt. Linnik
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und Mitarbeiter wiesen nach, dass durch zerebrale Ischdmie Apoptose induziert werden kann,
deren Blockade durch geeignete Inhibitoren zu einer Verkleinerung der InfarktgroBe gefiihrt
hat [74](S.1672-1673).

Prinzipiell ldsst sich die Apoptose durch einen intrinsischen und einen extrinsischen Weg in-
duzieren. Die zytokinvermittelte Apoptose ist ein Beispiel des extrinsischen Wegs. Sowohl
der Tumornekrosefaktor-a (TNF—a), als auch der Fas-Ligand (FasL) sind in der Lage, in ge-
sunden und in malignen Zellen rezeptorvermittelte Apoptose zu induzieren. Die Besetzung
der entsprechenden Rezeptoren (TNF—R I und II) bzw. Fas (CDys) aktiviert tiber ihren Re-
zeptor direkt eine Signalkaskade (FADD, TRADD u.a.) im Zytosol der Zelle. Diese Proteine
interagieren mit Caspasen (Cystein-abhingige-Asparat-spezifische Proteasen), die dann als
»Exekutoren der Apoptose zur Degradation von DNA und Proteinen fiithren [31](S.813-814).
Bei diesem Weg spielen die Apoptoseproteine Bax und p53 kaum eine Rolle. Fiir Bcl-2 kann
jedoch auch hier ein antiapoptotischer Stimulus angenommen werden [63](S.892). Bei zere-
braler Ischdmie wird die Apoptose iiber den intrinsischen Weg mit Aktivierung von p53 und
Bax induziert. Eine antagonisierende Rolle féllt dabei den Proteinen Bcl-2 und Mdm-2 zu

[40](S.8-12).

Zur Untersuchung moglicher zerebroprotektiver Effekte von Sevofluran, bzw. Propofol bei
zerebraler Ischimie wihlten wir die Expressionsmuster der fiir die Apoptoseregulation mal-
geblichen Proteine p53, Bax, Bcl-2 und Mdm-2 als Zielparameter, deren Bedeutung bei zere-
braler Ischdmie bereits mehrfach demonstriert worden ist [14](S.267-268) [20](S.669-670)
[22](S.22-25) [73](S.125-127).

Bax und Bcl-2

Zentrales Ergebnis der vorliegenden Untersuchung ist die nach 4 Stunden erhdhte Konzentra-
tion des proapoptotischen Proteins Bax im rechten und linken Hippokampus der Tiere aus der
Fentanyl/Lachgas-Gruppe im Vergleich zur Scheinversuchgruppe, die durch die Immunfluo-
reszenz ermittelt wurde und in der Westernblotanalyse Bestatigung fand. Die Menge des anti-
apoptotischen Bcl-2-Proteins ist im Vergleich zur Scheinversuchgruppe etwa gleich geblie-
ben. Die erhdhte Bax-Expression und die nicht signifikant verdnderte Bcl-2-Expression zei-
gen, dass die Tiere unter Narkose mit Fentanyl/Lachgas, so stark geschéddigt wurden, dass
erste Zeichen der Apoptoseeinleitung in Form von erhdhter Bax-Expression sichtbar wurden.
Eine isolierte Erhohung der Bax-Menge nach transienter Ischdmie findet sich vielfach in der
Literatur bestdtigt. Antonawich und Mitarbeiter fanden in der CA-1-Region des Hippokampus

der mongolischen Wiistenrennmaus 6 Stunden nach Induktion einer fiinfminiitigen transienten
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zerebralen Vorderhirnischdmie mittels Westernblotanalyse eine Hochregulation des proapop-
totischen Proteins Bax, wihrend nicht-ischdmische Tiere keinen Anstieg des Proteins zeigten.
Hingegen waren die antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bel-x; in den geschidigten Tieren
nicht in erhdhter Menge nachweisbar [3](S.884).

In einem Modell der transienten (10 Minuten) globalen Hirnischimie an der Ratte haben
Krajewski et al. durch Westernblotanalyse und Immunfluoreszenz eine erhdhte Expression
von Bax in der CA1-Region festgestellt, welche bis zu 3 Stunden nach Ischdmie nachweisbar
war. Uber eine Doppelfirbung von Bax und DNA-Doppelstrangbriichen wurde die Koinzi-
denz von erhohter Bax-Konzentration, Doppelstrangbriichen und morphologischen Zeichen
der Degeneration als Hinweis auf Apoptose demonstriert [66](S.6371-6372). Dabei fanden
sich erhohte Bax-Konzentrationen in der CAl-, CA2- und CA4-Region, nicht jedoch in der
CA3-Region [66](S.6371). Die vergleichsweise groflere Ischdmietoleranz der CA3-Region
wird durch eine niedrigere Bax-Grundexpression und eine hohere Bcl-2-Konzentration erklart
[66](S.6365-6370). Bcl-2 kommt zusammen mit erhéhten Glutathionspiegeln vor, was fiir die
Zellen einen erhohten Oxidationsschutz bedeutet. Unter ischdmischen Bedingungen sind diese
Zellen gegen die Auswirkungen von freien Radikalen besser geschiitzt. Zellen, die selektiv
vulnerabel sind, weisen hingegen neben einem erniedrigten Bcl-2-Spiegel auch erniedrigte
Glutathion-Peroxidase-Spiegel auf, was ihre erhohte Verwundbarkeit erklédrt [109](S.4). In
der vulnerablen CA1-Region zeigt sich primir eine héhere Bax-Grundexpression und eine
niedrigere Bcl-2-Konzentration [66](S.6365-6370).

In der vorliegenden Studie zeigten die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfiarbung eine Erho-
hung der Bax-Konzentration in allen Hippokampusregionen, also einschlieBlich der CA3-
Region. Offensichtlich wurde die Ischdmieresistenz der CA3-Region in unserem Modell iiber-
schritten. Mogliche Ursachen des groBeren Schweregrades der Ischdmie sind einerseits die
zeitliche Dauer (30 Minuten) und anderseits die hdmorrhagische Hypotension bei gleichzeiti-
ger Ligatur der rechten A. carotis communis. Die Zeitabhangigkeit der Ischdmieresistenz der
einzelnen Hippokampusregionen wurde schon 1984 von Smith und Mitarbeitern untersucht.
Bereits nach 10 Minuten der Ligatur der A. carotis communis wurden bei vorbestehender Hy-
potension deutliche histologische Schiden in den Hippokampusregionen CA1-4 beobachtet
[96](S.323-324).

Demgegeniiber wurden durch Hara et al. in einem Modell mit Wiistenrennméusen 48 und 96
Stunden nach einer flinfminiitigen transienten Vorderhirnischdmie eine erhohte Bax-
Expression in der CA1-Region beobachtet, wihrend die Bcl-2-Expression unverdndert blieb

[42](S.251-252).
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Bei den mit Fentanyl/Lachgas behandelten Kontrolltieren war die Expression von Bax hoch-
reguliert, wihrend die Bcl-2-Konzentration keine signifikante Anderung aufwies. Das Bcl-

2/Bax-Verhiltnis war daher zugunsten von Bax verschoben.

P53

Die bei den mit Fentanyl/Lachgas andsthesierten Kontrolltieren tendenziell vermehrte Expres-
sion von p53 im rechten und linken Hippokampus (nachgewiesen durch Westernblot- und
Immunfluoreszenzanalyse) ist durch die zerebrale Ischidmie zu erkléren. Bereits 1992 wurde
von Chopp und Mitarbeiter zum ersten Mal eine gesteigerte Expression von p53 nach einer
zerebralen Ischdmie durch Verschluss der A. cerebri media nachgewiesen [23](S.1202-1203).
Der fehlende Nachweis einer signifikanten Steigerung der p5S3-Expressionsrate im vorliegen-
den Protokoll konnte jedoch durch das gleichzeitige Vorliegen des p53 in unterschiedlichen
sterischen Konformationszustéinden erklart werden. Hughes el al. haben bei exzitatorischer
Erregung von NMDA-Rezeptoren durch intrazerebrale Applikation von Quinolinséure bei
Ratten eine erhohte Expression von p53 mit konsekutiver Induktion von Bax nachgewiesen.
Immunhistochemisch reagierte dabei lediglich einer der sechs verwendeten Antikérper und
zwar der, der sowohl gegen die denaturierte Form von p53 als auch gegen eine Mutation von
p53 (mt-p53) gerichtet war. Obwohl zuvor durch In-situ-Hybridisierung pS3-mRNA eindeutig
nachgewiesen wurde, zeigten die gegen den Wildtyp von p53 (wt-p53) gerichteten Antikorper
keine Reaktion. Daraus wurde gefolgert, dass p53-Proteine bei zerebralem Parenchymschaden
moglicherweise einer Konformationsdnderung unterliegen oder an andere Protein, wie z.B.
Hitzeschockprotein binden und deshalb nicht durch den Anti-Wildtypantikdrper detektiert
werden konnten [56](S.1147-1156).

Die von uns verwendeten Antikorper (vgl.3.6.5.2 und 3.6.6.5) detektieren nur wt-p53. Dies
konnte erkldren, dass in der vorliegenden Studie die Expression von p53 in der Fen-
tanyl/Lachgasgruppe zwar tendenziell gegeniiber der Scheinversuchgruppe erhoht ist, aber
keine Signifikanz vorliegt. Vielleicht konnten wir lediglich einen Teil des vorhandenen p53
feststellen. Fiir diese These spricht die vorliegende erhohte Bax-Konzentration, die p53 als

Transkriptionsfaktor (s.0.) benotigt.

Mdm-2
Vier Stunden nach Beginn der Reperfusion fanden sich im Hippokampus der mit Fen-
tanyl/Lachgas narkotisierten Kontrolltiere keine Unterschiede der mit Westernblotanalyse

gemessenen Mdm-2-Konzentration im Vergleich zur Scheinversuchgruppe.
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Tu und Mitarbeiter untersuchten die Expression von Mdm-2-Protein bei 90-miniitiger Okklu-
sion der A. cerebri media nach 1, 8, 24 und 48 Stunden Reperfusion. Mittels Immunhistoche-
mie und Westernblot wurde die maximale Intensitit nach 24 Stunden detektiert. Nach einer
Stunde Reperfusion konnte Mdm-2 noch nicht nachgewiesen werden, erste Mdm-2-positive
Zellen zeigten sich erst 8 Stunden nach Beginn der Reperfusion. Nach 48 Stunden nahm die
Intensitdt der Farbung wieder ab [101](S.661-663).

Der fehlende Nachweis signifikanter Unterschiede in der Mdm-2-Expression kdnnte somit

protokollbedingt sein.

Inkomplette Hemisphérenischdamie.

Hinsichtlich der Expression der untersuchten Proteine zeigte sich kein Unterschied zwischen
der rechten und der linken Hemisphére. Dies kann dadurch erklirt werden, dass bereits durch
die hamorrhagische Hypotension in beiden Hemisphéren ein Zellschaden herbeigefiihrt wird,
welcher nach 4-stiindiger Reperfusion in der Kontrollgruppe zur Induktion von Bax fiihrt.

Im selben experimentellen Modell der inkompletten Hemisphéirenischdmie (hdmorrhagische
Hypotension und einseitige Ligatur der A. carotis communis) haben Hoffman et al. ebenfalls
histomorphologische Anzeichen von neuronalen Zellschidden auch in der nicht-ligierten Seite

beobachtet [50](S.1047).

HE-Firbung

Zur Beurteilung der Zellmorphologie wurde eine HE-Férbung der Gehirnschnitte durchge-
fiihrt. Eosinophiles Féarbeverhalten des Zytoplasmas zeigt eine Zellschdadigung an, ohne dabei
Riickschliisse iiber das Vorliegen von Apoptose oder Nekrose zuzulassen [38](S.88-89).
Analog zur Erhohung der Bax-Konzentration als ein Zeichen der Schiadigung finden sich in
der HE-Farbung der Kontrollgruppe in der CAl- und CA4-Region des Hippokampus der
rechten ischamischen Hemisphire, aber auch im Hippokampus der linken nicht-ischdmischen
Hemisphére die hochste Anzahl an eosinophilen Zellen im Vergleich zur Scheinversuchgrup-
pe. Mit der HE-Farbung der Hirnschnitte der Tiere der Sevofluran- und Propofolgruppe wur-
den durch die reduzierte Anzahl der Eosinophilen im Hippokampus im Vergleich zur Fen-
tanyl/Lachgasgruppe Ergebnisse fritherer Untersuchungen bestétigt. In einer Studie von
Kochs et al. war bei transienter inkompletter Hemisphéarenischdmie bei der Ratte der histopa-
thologische Schaden unter einer Narkose mit Propofol (2 mg/kg/min) im Vergleich zur Fen-
tanyl/Lachgasnarkose deutlich reduziert. Das bessere neuropathohistologische Ergebnis be-
statigte das bessere neurologische Endergebnis der mit Propofol andsthesierten Ratten

[64](S.48). Werner und Mitarbeiter konnten zeigen, dass das neurologische Endergebnis nach
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inkompletter zerebraler Ischdmie bei Ratten unter Narkose mit Sevofluran signifikant besser
war als unter Narkose mit Fentanyl/Lachgas. Der histologische Schaden ist in dieser Arbeit
nicht bestimmt worden, das verbesserte neurologische Endergebnis liel aber auch einen hi-
stologisch fassbaren schwicheren Schaden vermuten [106](S.758). Zum Ergebnis der Reduk-
tion der eosinophilen Zellen in beiden Gruppen passt es, dass die Bax-Konzentration im Hip-

pokampus supprimiert ist.

Zerebroprotektion durch Propofol und Sevofluran.

Im Gegensatz zur Fentanyl/Lachgas-Gruppe konnte in der Sevofluran- und in der Propo-
folgruppe mittels Immunfluoreszenz und Westernblotanalyse trotz Ischimie keine erhdhte
Expression von Bax detektiert werden. Bax war im Vergleich zur Kontrollgruppe supprimiert.
Die Bax-Konzentration in der Sevofluran-, Propofol- und in der Scheinversuchgruppe war auf
dem gleichen niedrigen Niveau. Infolgedessen fiihrte die Narkose mit Sevofluran oder Propo-
fol zu einer Unterdriickung der Expression des proapoptotischen Proteins Bax. Die Expressi-
on des Proteins p53 war in der Sevofluran- und Propofolgruppe zwar nicht signifikant, aber
dennoch tendenziell erniedrigt im Vergleich zur Kontrollandsthesie mit Fentanyl/Lachgas.
Doch die antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Mdm-2 wurden unter der Narkose mit Se-
vofluran oder Propofol nicht hochreguliert. Aus diesen Ergebnissen lésst sich die Hypothese
folgern, dass ein zerebroprotektiver Wirkmechanismus von Sevofluran und Propofol vier
Stunden nach zerebraler Ischdmie in der Suppression von proapoptotischen Proteinen zu se-

hen ist, nicht aber in der Hochregulation von antiapoptotischen Proteinen.

Das volatile Anésthetikum Sevofluran (Fluormethyl-1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propylether)
vermindert die elektroenzephalographische Aktivitét, den zerebralen Sauerstoffverbrauch und
die metabolische Aktivitdt in dhnlicher Weise wie Isofluran [26](S.680-681) [69](S.1483-
1487). Obwohl durch Isofluran die zerebrale Stoffwechselrate (Substratumsatz je perfundierte
Gewebseinheit) reduziert wird, wurde im Vergleich mit dem Barbiturat Methohexital ein ge-
ringer zerebroprotektiver Effekt bei transienter zerebraler Ischdmie beobachtet [103](S.797).
Dariiber hinaus wurde von Sano et al. in einem Ischdmiemodell der Ratte nachgewiesen, dass
Isofluran dem zerebroprotektiven Effekt von Hypothermie [54](S.36) unterlegen ist
[91](S.224-225).

Sevofluran und Halothan reduzierten in einem fokalen Ischdmiemodell mit Okklusion der A.
cerebri media das Infarktvolumen und verbesserten die neurologischen Funktionen gegentiiber

Ratten, die nach der ischdmischen Phase ohne Narkose waren [102](S.988-989).
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Anhand des vorliegenden Modells der inkompletten Hemispharenischdmie wurde bereits ge-
zeigt, dass eine Senkung des peripheren und zentralen Sympathikotonus durch Infusion des
ganglienblockierenden Pharmakons Hexamethonium oder des a,-Agonisten Dexmedetomidin
zur Reduktion des zerebralen Schadens beitragt [51](S.330-331) [105](S. 925-926); gleich-
zeitig wurden unter Narkose mit Halothan bzw. Isofluran erniedrigte periphere und zentrale
Katecholaminkonzentration festgestellt, so dass diese Narkosegase durch einen verringerten
Sympathikotonus zu einer Reduktion des zerebralen Schadens beizutragen scheinen. Demge-
geniiber stieg in der Kontrollgruppe (Fentanyl/Lachgasnarkose) die zerebrale Noradrenalin-
konzentration intraischdmisch an [53](S.280). Eigene, bislang noch nicht verdffentliche Daten
haben gezeigt, dass dieser Anstieg durch eine Narkose mit Sevofluran, bzw. Propofol verhin-
dert werden kann.

In einer In-vitro-Studie am Rattenhippokampus konnten Hirota und Roth zeigen, dass durch
Sevofluran die inhibitorischen GABA,- (Regulation des Chlorideinstroms) und GABAg-
Rezeptoren (Regulation des Kaliumeinstroms) stimuliert werden [47](S.64). Uber die Stimu-
lation dieser zentralnervésen Rezeptoren wird die Zelle hyperpolarisiert, das Membranpoten-
tial wird stabilisiert und die Zelle wird gegeniiber exzitatorischen Impulsen resistenter
[47](S.60). Moglicherweise liegt darin ein Erkldrungsansatz, warum der zerebrale Schaden
wihrend Ischdmie unter Sevoflurannarkose geringer ausgeprégt ist. Da diese Rezeptoren in
der CA1-Region besonders stark exprimiert sind [47](S.60), konnte deren Ischimieempfind-
lichkeit durch die Stabilisierung des Membranpotentials erniedrigt werden. In den Zellen fehlt
unter Sevoflurannarkose wéhrend der zerebralen Ischidmie der negative Stimulus, der zu einer
Induktion der Expression von Bax fiihrt.

In einer Zellkultur aus hippokampalen Astrozyten der Ratte konnten Miyazaki et al. nachwei-
sen, dass diese unter Inkubation mit Sevofluran vermehrt Glutamat aus dem Extrazellular-
raum aufnehmen. Dadurch wird die zentralnervise exzitatorische synaptische Erregungsiiber-
tragung abschwicht [78](S.1363-1364). Darin liegt ein weiterer Erkldrungsansatz der Zere-
broprotektion. Durch die Elimination des exzitatorischen Transmitters Glutamat werden die
NMDA-Rezeptoren in geringerem Mafle stimuliert und ihr Beitrag zum ischdmischen Hirn-
schaden wird reduziert. Bei Sevofluran ist, wie bei jedem Pharmakon, der kritische Einsatz
entscheidend. Aufgrund der vasodilatatorischen Wirkung mit Abnahme des zerebralen Perfu-
siondruckes und Anstieg des intrakraniellen Druckes sollte die Anwendung von Sevofluran
bei neurochirurgischen Patienten mit intrazerebraler Massenldsion oder mit reduzierter kra-
niospinaler Compliance nur nach strenger Indikationsstellung erfolgen [106](S.759). Treten
bei diesen Patienten Ischidmien auf, iiberwiegen moglicherweise die negativen Effekte der

intrazerebralen Druckerhdhung die neuroprotektiven Eigenschaften von Sevofluran.
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Propofol (2,6-Diisopropylphenol) kann in der Zellkultur von hippokampalen Neuronen die
Neurotoxizitit, die liber glutamataktivierte NMDA-Rezeptoren vermittelt wird, abschwichen
[41](S.251). Propofol wirkt als nicht-kompetitiver Antagonist am NMDA-Rezeptor, dhnlich
wie Ketamin. Beide Substanzen enthalten einen Phenolring, der fiir diese Bindungsféhigkeit
verantwortlich gemacht wird [41](S.252). Orser et al. fanden heraus, dass Propofol einen
NMDA-Subtyp des Glutamatrezeptors inhibiert, was wahrscheinlich eher durch eine allosteri-
sche Modulation des Kalziumkanaleingangs geschieht als durch eine Blockade des offenen
Eingangs, wodurch der intrazelluldre Kalziumanstieg minimiert wird [85](S.1766-1767). In
einem geringen Ausmal} kann Propofol die Glutamatausschiittung und den glutamatabhingi-
gen Kalziumeinstrom in die Zellen inhibieren, indem es die Funktion spannungsabhédngiger
Kalziumkanéle drosselt [6](S.445-446). Eine mdgliche Aktivierung von GABA,-Rezeptoren
durch Propofol wurde von Hara und Mitarbeitern an isolierten Hippokampusneuronen der
Ratte demonstriert [43](S.782-785). Dieser inhibitorische Effekt reduziert die Ubertragung im
synaptischen Spalt und drosselt so die Erregung der Neuronen.

Demgegeniiber wurde von Zhu und Mitarbeitern an isolierten Hippokampusschnitten von
Ratten, die jedoch keiner zerebralen Ischdmie unterzogen wurden, nach Inkubation mit Propo-
fol eine signifikante Verschlechterung der Erholung der Populationserregungsamplitude nach
NMDA-Rezeptor-vermitteltem Schaden festgestellt [116](S.946-947).

In einer neueren In-vivo-Studie wiesen Yamaguchi et al. zerebroprotektive Eigenschaften fiir
Propofol nach. Der neuronale histologisch fassbare Schaden bei Wiistenrennmdusen nach
transienter Vorderhirnischdmie war unter Propofolapplikation signifikant geringer im Ver-
gleich zur mit Kochsalz behandelten Gruppe [114](S.595).

Obwohl die endgiiltigen Mechanismen der Zerebroprotektion durch Propofol noch nicht be-
kannt sind, diirfte die Inhibition des intrazelluliren Kalziumanstieges zur Verringerung des
Gewebeschadens beitragen. Im vorliegenden Modell miissen weitere Untersuchungen zeigen,
welche langfristigen Erfolge durch die Anésthesie mit Sevofluran oder mit Propofol erreicht
werden konnen und welche molekularbiologischen Langzeitwirkungen diese Anidsthetika ha-

ben.

5.3 Diskussion des Tiermodells

Wir wihlten fiir unsere Fragestellung das tierexperimentelle Modell der inkompletten zere-
bralen Hemisphérenischimie bei narkotisierten Sprague-Dawley-Ratten. Die Ratte stellt ei-
nerseits das sinnesphysiologisch am niedrigsten entwickelte Versuchstier dar, andererseits ist

die erforderliche Uberwachung der Vitalfunktionen, sowie eine kontrollierte Beatmung und
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eine Konstanthaltung physiologischer Parameter bei diesen Versuchstieren sehr gut durch-
fiihrbar. Die niedrigen Kosten der Tiere, ihre relativ hohe Homogenitit mit kurzer Generati-
onsdauer und die dadurch erhohte Vergleichbarkeit der Tiere und nicht zuletzt die grofle
Ahnlichkeit der zerebrovaskulidren Anatomie und Physiologie im Vergleich mit héheren Spe-
zies pradestinieren Ratten als Versuchstiere fiir Ischamiemodelle. Auch die weitere Labora-
nalyse wird durch die geringe Gro3e der Hirne erheblich kostengiinstiger verglichen mit ho-
heren Spezies [37](S.1).

Generell lassen sich zwei Formen der zerebralen Ischimie unterscheiden: die fokale und die
globale zerebrale Ischimie. Eine fokale zerebrale Léasion wird durch den Verschluss zerebra-
ler Gefdle durch Embolien (Thromben, arteriosklerotische Plaques oder Luft), durch Ligatur
von Hirngefdlen, durch GefdBspasmen im Rahmen einer Subarachnoidalblutung oder durch
ein traumatisch bedingtes fokales Odem hervorgerufen. Der Herzkreislaufstillstand, das glo-
bale diffuse Hirnddem und eine Hypoxie durch Stérung der Blutoxygenierung fiihren zu einer
globalen zerebralen Ischimie. Wenn eine residuale Durchblutung (z.B. durch Kollateralen)
besteht, ist die zerebrale Ischdmie inkomplett; bei sistierender zerebraler Perfusion spricht
man von kompletter Ischdmie [104](S.121). Tierexperimentell gibt es Modelle mit Induktion
einer globalen Ischdmie, die gewohnlich nur vorilibergehend ist, und solche mit fokaler
Ischidmie, beide jeweils mit oder ohne Reperfusion [37](S.1). Fokale Ischdmie-Modelle simu-
lieren die Situation eines zerebralen Apoplex. Dabei ist das Modell der Okklusion der A. ce-
rebri media bei der Ratte am weitesten verbreitet [15](S.394) [23](S.1202) [36](S.255). Zu
den globalen Ischimie-Modellen zdhlen das Viergefaf3-Okklusionsmodell mit konsekutiver
Vorderhirnischdmie [88](S.499-500) [16](S.3) oder die Induktion eines Herzstillstandes
[66](S.6365).

In dem von uns gewihlten Modell der inkompletten Hemisphéirenischimie wurde die zere-
brale Ischdmie durch die Kombination aus hdmorrhagischer Hypotension und Ligatur der A.
carotis communis dextra induziert. Die dabei vorhandene Restdurchblutung (s.o.) gewiéhrlei-
stet das Anfluten der Anésthetika und damit die Entfaltung moglicher zerebroprotektiver Ef-
fekte. Eine alleinige Ligatur der Arterie fiihrt nicht zu einer ausreichenden ischdmischen
Schadigung des Gehirns, da die Ratte ein sehr ausgeprigtes Kollateralgefainetz zur zerebra-
len Versorgung besitzt [92](S.4-22).

Das von uns gewidhlte Modell (1988 von Baughman et al. erstmals beschrieben, [5](S.192-
193) ist wohl am ehesten auf eine intraoperative Situation zu extrapolieren, bei der es zu einer
zerebralen Ischdmie kommen kann (z.B. Thrombendarteriektomie, Neurochirurgie, Herzchir-
urgie mit extrakorporaler Zirkulation). Entscheidend fiir den andsthesiologischem Denkansatz

ist dabei, dass die zerebrale Ischimie erst dann induziert wird, wenn das Aquilibrium des zu
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untersuchenden Narkosemittels erreicht wird. Auf diese Weise wird sowohl wihrend, als auch
nach der Ischdmiephase der Effekt der Narkotika Sevofluran und Propofol auf das Ausmal
der zerebralen Ischdmie untersucht.

Der hier gewihlte Versuchsansatz ist daher weniger geeignet Auswirkungen dieser Narkotika
auf Ischdmien zu untersuchen, die prioperativ entstehen, wie z.B. Schidel-Hirn-Trauma und
Schlaganfall, in Situationen, in denen Sevofluran und Propofol erst postischdmisch zur An-
wendung kommen konnen.

Um potentiell zerebroprotektive Effekte der Narkotika Sevofluran und Propofol quantifizieren
zu konnen, mussten Tiere, die mit Sevofluran oder Propofol anésthesiert waren, mit solchen
verglichen werden, die eine geeignete Hintergrundanisthesie hatten. Frithere Untersuchungen
bei Ratten oder Primaten mit fokaler oder fast kompletter Vorderhirnischdmie zeigten fiir
Isofluran keine zerebroprotektiven Effekte im Vergleich zur Anidsthesie mit Halothan oder
Barbituraten [108](S.878) [103](S.797) [35](S.680-681) [91](S.224-225). Andererseits wurde
bei Ratten, die wiahrend und nach Induktion sowohl einer inkompletten Hemisphérenischimie
als auch einer fokalen Ischdmie mit Isofluran oder Sevofluran anésthesiert wurden, eine deut-
liche Reduktion der ischdmieassoziierten Mortalitdt, des neurologischen Defizits und der In-
farktgrofe beobachtet im Vergleich zu Kontrolltieren, die nur leicht anésthesiert oder wach
waren [5](S.194-197) [53](S.280) [102](S.988).

Fiir die Kontrollgruppe wurde eine Kombination aus Fentanyl (Bolus von 10ug/kg Fentanyl
i.v. und anschlieBende Dauerinfusion von 25 pg/kg/h Fentanyl) und einem Sauerstoff-
Lachgasgemisch (Fi0,=0,33) als Hintergrundanésthesie gewéhlt, weil der zerebrale und der
spinale Blutfluss bei Tieren unter Fentanyl/Lachgas-Narkose dem wache Tiere entspricht
[55](S.33). AuBBerdem unterscheidet sich die Autoregulation des zerebralen Blutflusses bei
wachen Tieren nicht signifikant von mit Fentanyl/Lachgas andsthesierten Ratten. Im Ver-
gleich zur Mononarkose mit Lachgas ist der zerebrale Sauerstoffverbrauch unter Fen-
tanyl/Lachgasnarkose nicht reduziert [10](S.377-378). Somit wurde durch die Fen-
tanyl/Lachgas-Narkose einerseits eine hinreichende Analgesie gewéhrleistet, und andererseits
hinsichtlich Durchblutung und Metabolismus des Gehirns Bedingungen geschaffen, die dem

Wachzustand sehr dhnlich sind.

Ein modellimmanenter Vorteil besteht bei unserem Ischdmiekonzept in der direkten Ver-
gleichbarkeit der rechten und linken Hemisphére, da nur die rechte A. carotis communis li-
giert wurde. Allerdings ist bei der Interpretation der Ergebnisse zu beachten, dass sich die

Senkung des MAP auf beide Hemisphéren auswirkt.
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Glukosekonzentration

Der negative Einfluss einer erhohten Glukosekonzentration wiahrend zerebraler Ischédmie ist
seit Jahren bekannt. Unter hypoxischen Bedingungen trigt eine erhohte Glukosekonzentration
zur Verstirkung der Hypoxie wihrend Ischidmie bei, da die Glykolyse ein Sauerstoff- und
Energie- verbrauchender Prozess ist, der unter hypoxischen Bedingungen zu einer Verstir-
kung der Gewebsazidose durch Laktatbildung fiihrt [94](S.179-180) [93](S.341-343). Bei
verstirkter zerebraler Gewebsazidose sind ausgeprigtere perifokale Odeme, sowie eine er-
hohte Neigung zu postischdmischen epileptischen Krampfanfille beschrieben [95](S.254).
Vor Versuchsbeginn wurde eine 12-stiindige Nahrungskarenz eingehalten, um einen intrai-
schdmischen stressbedingten Anstieg der Glukosekonzentration zu vermeiden [106](S.757).
Hoffman und Mitarbeiter haben beobachtet, dass das neurologische Endergebnis bei niichter-
nen Ratten, die einer zerebralen Ischdmie unterzogen wurden besser war als bei nicht-
niichternen und hyperglykdmischen Tieren [50](S.1046-1047).

Dabei wurde nachgewiesen, dass hyperglykdmische Tiere zwar wahrend der Ischimie einen
besseren Energiestatus hatten, sichtbar durch einen hoheren zerebralen ATP-Gehalt im ischa-
mischen Gebiet, aber deren Langzeitergebnisse bzgl. neurologischem Endergebnis und neuro-
nalem Schaden wesentlich schlechter waren verglichen mit hypoglykdmen Tieren
[50](S.1048).

Werner und Mitarbeiter fanden bei Ratten mit inkompletter zerebraler Ischdmie unter Anés-
thesie mit Sevofluran 1,98 Vol.% ein besseres neurologisches Endergebnis und einen geringe-
ren zelluldren Schaden verglichen mit einer Fentanyl/Lachgasnarkose. Das bessere neurologi-
sche und pathohistologische Endergebnis unter Sevoflurannarkose konnte auch durch kiinstli-
che Erh6hung der intraischdmischen Glukosekonzentration bei mit Sevofluran-anisthesierten-
Ratten nicht aufgehoben werden. Dies zeigt, dass die erniedrigte Glukosekonzentration unter
Sevoflurannarkose nicht der Hauptschutzmechanismus dieses volatilen Anisthetikums ist, da
keine Korrelation zwischen Verbesserung des neurologischen Endergebnis und Glukosekon-
zentration zu finden ist [106](S.758). In einer &hnlich konzipierten Studie von Kochs und
Mitarbeitern konnte fiir die Anésthesie mit Propofol ebenfalls keine Korrelation zwischen
verbessertem neurologischem Endergebnis und Glukosekonzentration gefunden werden, was

auch fiir Propofol andere Schutzmechanismen nahe legt [64](S.249).

pH-Wert
Der pH-Wert wurde wihrend des gesamten Versuchs bei allen Tieren durch basenabwei-
chungsgesteuerte Infusion von Natriumbikarbonat (vgl.3.2) konstant gehalten, um eine Ver-

gleichbarkeit der Daten zu gewihrleisten. Die basenabweichungsgesteuerte Pufferung ist als
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Bestandteil des Modells der inkompletten Hemisphirenischidmie beschrieben [105](S.924)
[106](S.757) [52](S.756) [5]1(S.193).

Hamoglobinkonzentration

Die Hamoglobinkonzentration zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Grup-
pen. Nach Induktion der hamorrhagischen Hypotension nahm die Himoglobinkonzentration
in den Gruppen 1-3 ab und wurde nach Retransfusion des entnommenen Blutes wieder auf die

Ausgangswerte angehoben.

Hémodynamik

Bei den mit Fentanyl/Lachgas anidsthesierten Kontrolltieren waren Herzfrequenz und MAP
signifikant hoher als in der Sevofluran- und Propofolgruppe. Hinsichtlich der Narkosetiefe
spiegelt dies die Wirksamkeit von Fentanyl/Lachgas als Hintergrundanésthesie wieder.

In der Propofol- und Sevoflurangruppe fand sich im Vergleich zur Kontrollgruppe ein niedri-
ger MAP als Ausdruck einer hinreichenden Narkosetiefe, sowie des vasodilatierenden Effek-

tes beider Anésthetika [110](S.180) [26](S.681).

5.4 Diskussion der verwendeten Methoden

Laser-Doppler-Flussmessung (LDF)

Die LDF ist eine sehr exakte Methode zur kontinuierlichen Messung der zerebralen Durch-
blutung. Dirnagl und Mitarbeiter evaluierten die Genauigkeit und Verlésslichkeit der Methode
in einem fokalen zerebralen Ischdmiemodell bei der Ratte. Sie verglichen die etablierte Me-
thode der Autoradiographie mit ['*C]-Iodoantipyrin als Trigersubstanz mit der Laser-
Doppler-Flussmessung. Die absoluten Werte der LDF korrelierten sehr schlecht mit den ab-
soluten Werten der ['*C]-Iodoantipyrin-Messung. Die Ergebnisse der relativen Verinderun-
gen fiir beide Methoden aber korrelierten sehr gut miteinander, so dass die LDF als ein zu-
verldssiger Indikator fiir die relativen Durchblutungsinderungen gesehen werden kann
[28](S.591-595). Entscheidender Vorteil der LDF gegeniiber der Autoradiographie ist die
kontinuierliche Messung in vivo, die keine Beeinflussung der Perfusion zur Folge hat und
eine sofortige Erfassung von Manipulation an der zerebralen Durchblutung erlaubt [82](S.17-
24). Die Messsonde erfasst den zerebralen Blutfluss in einem Messareal von 1 mm’. Der ge-
messene Wert kann daher nur als reprédsentativer, aber dennoch valider Wert, fiir die Gesamt-

durchblutungssituation im untersuchten Gehirngewebe verstanden werden.
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In unserem Versuchsaufbau (vgl.3.6.2) wurde die Schidelkalotte nicht penetrierend aufge-
frast. Dadurch war das Gehirn vor mechanischem Kontakt mit der Sonde, gegen Aus-
trocknung und chemische Reize (z.B. Kochsalzlésung) geschiitzt. Durch die geringe Dicke
der ausgediinnten Kalotte und ihre vernachldssigbare Lichtabsorption konnten valide Mess-
daten erhoben werden, zumal die Eindringtiefe des Lasers in der Literatur mit 1000 pm ange-
ben wird und die Dicke der verbliebenen Kalotte zusammen mit der darunterliegenden Dura

ca. 20 pm betrdgt [28](S.594).

Indirekte Immunfluoreszenz

Die indirekte Immunfluoreszenz ist eine etablierte Methode der In-situ-Detektion von apopto-
seassoziierten Proteinen im Rattenhirn [70](S.95). Ihr groBer Vorteil besteht in der Mdglich-
keit, die rdumliche Verteilung der detektierten Proteine zu analysieren und dabei zu unter-
scheiden, ob ein zytoplasmatisches oder karyotisches Verteilungsmuster von Bax, Bcl-2 oder
p53 vorliegt [58](S.57). AuBerdem bietet die Fluoreszenztechnik die Moglichkeit der semi-
quantitativen Analyse der Proteinmenge mit einem konfokalen Lasermikroskop (s.u.).

Zu Beginn des Versuchs wurde die Spezifitit der Primérantikdrper dadurch bewiesen, dass
ein sog. blockierendes Peptid verwendet wurde, welches das Fab-Fragment des verwendeten
Antikorpers spezifisch bindet und so eine spezifische Bindung des Primérantikdrpers an das
Zielantigen im Gewebe unmoglich macht. Bei der Verwendung des blockierenden Peptids
zeigte sich keine Immunfluoreszenzfiarbung. So konnten wir zeigen, dass nur die Bindungs-
determinanten des ersten Antikorpers spezifisch an das Zielprotein auf dem Gewebsschnitt
gebunden hat und es zu keiner unspezifischen Wechselwirkung des Primérantikdrpers mit
dem Gewebe gekommen ist [65](S.1326). Bei jeder einzelnen Farbung wurden von uns Posi-
tiv- und Negativkontrollen mitgefiihrt, um so Farbefehler jeweils ausschlieBen zu konnen.
Zum Eindecken der gefdrbten Schnitte verwendeten wir ein Eindeckmedium, welches die
Fluoreszenz vor frithzeitigem Verblassen in besonderem Mafle schiitzte. Durch einen kon-
stanten zeitlichen Abstand zwischen der Farbung und der Auswertung und Dokumentation der
Féarbung und durch konsequenten Lichtschutz wurden &dufBlere Einfliisse minimiert (vgl.
3.6.5.2). Unsere Ergebnisse lassen sich somit nicht durch Schwankungen der Fluoreszenz,

welche durch unterschiedlich lange Liegedauer bedingt sein konnten, erkléren.

Auswahl der Hippokampusregion
Die Hippokampusregion des Rattenhirns wurde von uns als reprasentative und gut untersuchte
Region des Gehirns gewihlt. Der Hippokampus ist durch die Okklusion der A. carotis com-

munis mit Hypotension von einer Minderperfusion stark betroffen, so dass in diesem experi-
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mentellem Modell mit Sicherheit ein Schaden zu erwarten ist [5](S.195-196). Die Regionen
des Hippokampus sind selektiv vulnerabel, wobei die CA1- und die CA4-Region ischdmie-
empfindlicher sind als die CA3-Region und der Gyrus dentatus, die als ischdmie-resistenter
gelten [96](S.323-331). Krajewski und Mitarbeiten fanden, dass die CA1-Region primér eine
hohere Bax-Grundexpression und eine niedrigere Bcl-2-Konzentration aufzeigt und dass sich
dies bei der CA3-Region genau umgekehrt verhdlt. Bcl-2 kommt zusammen mit erhdhten
Glutathionspiegeln vor, was einen erhdhten Oxidationsschutz darstellt. Zellen, die selektiv
vulnerabel sind weisen neben erniedrigten Bcl-2-Spiegel auch erniedrigte Glutathion-

Peroxidase-Spiegel auf. [109](S.4)

Westernblot

Zur Bestdtigung der Ergebnisse der Immunfluoreszenz wurde der Westernblot gewdhlt, der
als Goldstandard der semiquantitativen Proteinanalytik gilt. Sowohl beim Westernblot, als
auch bei der Immunfluoreszenz werden Proteine nachgewiesen. Gegeniiber Methoden, die
mRNA nachweisen, wie z.B. Northernblot oder In-situ-Hybridisierung [16](S.3-4), wird
durch den Westernblot und die Immunfluoreszenz das agierende Substrat, namlich das Protein
selbst nachgewiesen. Der Nachweis von mRNA ist zwar die sensitivere Methode, aber mit ihr
kann nicht bestétigt werden, ob das Genprodukt (das Protein) tatsdchlich synthetisiert wird.
Analog zur Immunfluoreszenzfarbung konnten wir fiir den Westernblot vor Versuchsbeginn
die Spezifitat der Proteindetektion durch Verwendung von Peptiden, die den Priméarantikrper
spezifisch blockierten, zeigen.

Moglicherweise war die Proteinbiosynthese zum Zeitpunkt vier Stunden nach Reperfusion
noch nicht vollstindig abschlossen, oder infolge der Ischimie durch Engergiemangel einge-
schrankt [3](S.884-885).

Die Diskrepanz zwischen nachgewiesener mRNA und fehlendem Nachweis entsprechender
Genprodukte in der CA1-, CA3- und Gyrus-dentatus-Region ist in der Literatur bereits mehr-
fach beschrieben [16](S.6) [109](S.3).

5.5 Geplante weitere Untersuchungen

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von Sevofluran und Propofol auf die Expressi-
on von Apoptosefaktoren bei einer inkompletten zerebralen Hemisphirenischdmie vier Stun-
den nach Reperfusion untersucht. Wir konnten mit dieser Untersuchung zeigen, dass die Nar-
kose mit Sevofluran und Propofol zu einer Unterdriickung des proapoptotischen Proteins Bax
gefiihrt hat. In diesem Versuchsansatz ist keine Aussage iliber die Langzeitprognose moglich.

Es muss gekliart werden, ob sich die positive Tendenz, die auf molekularbiologischer Ebene
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erkennbar wurde, auch nach lingerer Uberlebensdauer fortsetzt. Das vorliegende Modell
muss auf verschiedenen Ebenen ausgebaut werden. Die molekularbiologischen Verdanderun-
gen sollten im zeitlichen Verlauf analysiert werden.

Isenmann und Mitarbeiter untersuchten die unterschiedliche Regulation der Proteine Bax,
Bcl-2, Bel-x mit Immunhistochemie und Westernblotanalyse und das Ausmall der DNA-
Fragmentation mit Hilfe der TUNEL-Reaktion vier und 12 Stunden, sowie 1, 2, 3, 6 und 14
Tag nach fokaler kortikaler Ischdmie der Ratte. Im Zentrum der Lision war die Expression
von Bax zwischen 4 Stunden und 3 Tagen maximal erhdht, in den gleichen Zellen fanden sich
erniedrigte Expressionsraten fiir die antiapoptotischen Bcl-2 und Bcl-x. Im Zentrum der
Ischimie konnten DNA-Strangbriiche erst nach einem Tag mit der TUNEL-Farbung detek-
tiert werden. Die Expression der Proteine Bcl-2 und Bcl-x wurde vor allem im Randbereich
der Ischidmie induziert [58](S.55-59). Ausgehend von diesen Ergebnissen ist unter Beibehal-
tung der Versuchsgruppen (vgl. 3.1) eine Untersuchung nach 1, 3, 7 und 28 Tagen anhand
unseres Modells sinnvoll. Insbesondere ist dabei zu kldren, welchen zeitlichen Verlauf die
Expressionsmuster von Bax, p53, Bcl-2 und Mdm-2 im vorliegenden Ischdmiemodell unter
Fentanyl/Lachgasnarkose haben, ob die Expression von p53 und Bax in diesem Modell zur
Induktion von Apoptose fiihrt und in welchem Ausmal} dies geschieht, welchen Einfluss Se-
vofluran und Propofol auf dieses Expressionsmuster haben, und ob die Anisthetika nur eine
Verzogerung der Apoptose bewirken oder ob sie die Induktion von Apoptose tatsdchlich ver-

hindern konnen.

Apoptose sollte durch die gleichzeitige Anwendung morphologischer und biochemischer
Kriterien festgestellt werden. Morphologische Kriterien kdnnen in der HE-Féarbung analysiert
werden. Als biochemische Marker eignen sich die TUNEL (Terminale Transferase dUTP-
nick-end-labling) —Farbung [12](S.61-62) [17](S.233-234) oder die Detektion aktivierter Cas-
pase-3, deren Vorkommen als relativ apoptosespezifisch gilt [31](S.812-813, 820-823)
[113](S.5027).

In einem Verhaltenstest muss geklart werden, ob Effekte, die auf biochemischer Ebene pro-
tektiv erscheinen, auch tatsdchlich zu einer verbesserten motorischen und kognitiven Leistung
der Tiere fiihren. Die gewéhlten Tests sollten so sensitiv sein, dass auch dezente Verbesserun-

gen der Leistung erfasst werden kénnen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Bei zerebraler Ischdmie im Rahmen eines Schiadel-Hirn-Traumas oder eines Apoplex droht
der irreversible Untergang von Gehirnzellen. Die daraus resultierenden Schiden kénnen von
leichten motorischen Beeintrachtigungen bis hin zum apallischen Syndrom reichen. Ein frii-
hes gezieltes therapeutisches Eingreifen ist prognostisch entscheidend, da die Sauerstoft- und
Glukosereserven des Gehirns unter ischdmischen Bedingungen sehr begrenzt sind. Der resul-
tierende Energiemangel flihrt zu einer Storung des Elektrolythaushaltes der Zellen und zur
Aktivierung verschiedener Stoffwechselkaskaden. Wird der Mangelzustand nicht behoben,
droht der Zelltod im Form von Nekrose oder Apoptose.

Neben konservativen Therapieoptionen wie z.B. der moderaten Hyperventilation oder der
Infusion hyperosmolarer Losungen, kommt der operativen Behandlung (Revaskularisation,
bzw. chirurgische Versorgung des Schidel-Hirn-Traumas) besondere Bedeutung zu. Der The-
rapieerfolg kann dabei durch mdgliche zerebroprotektive Effekte der Narkose unterstiitzt
werden.

Speziell fiir Sevofluran und Propofol wurden tierexperimentell zerebroprotektive Wirkungen
durch Verbesserung des neurologischen Endergebnisses und Reduktion von Nekrose nachge-
wiesen. Der vorliegende Versuchsansatz trigt zur Beantwortung der bisher noch ungeklarten
Frage bei, ob eine Narkose mit diesen Anésthetika die Regulation der Apoptosefaktoren Bax,
Bcl-2, Mdm-2 und p53 bei inkompletter zerebraler Hemisphirenischdmie der Ratte beein-
flusst und es zu einer Reduktion des apoptotischen Zellschadens kommt, der auf molekular-
biologischer Ebene fassbar ist. Dementsprechend wurde die Suppression proapoptotischer
bzw. die Expression antiapoptotischer Proteine postuliert.

Es wurden 36 minnliche Sprague-Dawley-Ratten anésthesiert, intubiert und instrumentiert.
Nach einem Randomisierungsplan wurden die Tiere entweder mit Fentanyl/Lachgas (Bolus
von 10pg/kg i.v. Fentanyl und Dauerinfusion von 25 pg/kg/h Fentanyl und Sauerstoff-
Lachgasgemisch (Fi0,=0,33),Gruppe 1, Kontrollgruppe, n=9), oder 1,0 MAC Sevofluran (2,0
Vol% endexpiratorische Konzentration in O,/Luft-Gemisch (Fi0,=0,33) Gruppe2, n=9), oder
Propofol (1,0 mg/kg/min. i.v. Propofol, Beatmung O,/Luft-Gemisch (Fi0,=0,33) Gruppe 3,
n=9) narkotisiert. Bei den Tieren der Gruppe 1-3 wurde eine 30-miniitige inkomplette Hemi-
sphérenischdmie durch Induktion einer hdmorrhagischen Hypotension (MAP 35 mmHg) und
Ligatur der rechten A.carotis communis hervorgerufen. Als Endpunkt der zerebralen Ischimie
wurde eine 70 %-ige Reduktion der ipsilateralen zerebralen Perfusion definiert, die mit Laser-
Doppler-Sonden gemessen wurde. Danach folgte eine 4-stiindige Reperfusion. Eine Schein-

versuchgruppe ohne Induktion einer zerebralen Ischimie (Gruppe 4, n=9), wurde dem selben
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Narkoseregime unterzogen wie Gruppel. Am Protokollende wurden alle Tiere unter Vollnar-
kose dekapitiert und das Gehirn zur Gewebedissektion entnommen. Die Apoptosefaktoren
p53, Bax, Bcl-2 und Mdm-2 wurden mittels Immunfluoreszenztechnik und Westernblotanaly-
se im Hippokampus des Rattenhirns semiquantitativ bestimmt. Der histopathologische Scha-
den wurde mit der Himatoxylin-Eosinfarbung erhoben.

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfirbug und der Westernblotanalyse zeigen in Uberein-
stimmung, dass nur in der Kontrollgruppe die Menge des proapoptotischen Proteins Bax si-
gnifikant zugenommen hatte und dass das Protein p53 tendenziell erhoht war im Vergleich
zur Scheinversuch-, Sevofluran- und Propofolgruppe. Die Analyse der anderen Apoptosefak-
toren Bcl-2 und Mdm-2 ergab keinen signifikanten Gruppenunterschied. In Kongruenz zur
Erhéhung von proapoptotischen Bax-Protein in der Kontrollgruppe wurde der gréfte histo-
morphologische Schaden ebenfalls in dieser Gruppe mittels Himatoxylin-Eosinfarbung nach-
gewiesen.

Die systemischen Variablen (Himodynamik, arterielle Blutgase, Glukose i.S., Korperkern-
temperatur) lagen in jeder Gruppe wiahrend der gesamten Reperfusionsphase innerhalb phy-
siologischer Grenzen.

Nach der vierstiindigen Reperfusionszeit zeigte sich daher sowohl fiir Propofol als auch fiir
Sevofluran durch die fehlende Erhohung von Bax-Protein ein zerebroprotektiver Effekt. Unter
Sevofluran- oder Propofolnarkose schienen die Neuronen besser gegen ischdmieinduzierte
exzitatorische Reize geschiitzt zu sein. Moglicherweise ist dieser Effekt durch verstirkte zel-
luldre Aufnahme von Glutamat unter Sevoflurannarkose bei gleichzeitiger Stimulation von
inhibitorischen GABA-Rezeptoren zu erkldren. Dem Anisthetikum Propofol wird eine ab-
schwiachende Wirkung am NMDA-Rezeptor und ebenfalls eine Stimulation des GABA-
Rezeptors zugeschrieben. Die genannten Mechanismen tragen zur Stabilisierung des Mem-
branpotentials und zur einer besseren Abschirmung der Neurone bei, was eventuell einen An-
stieg der Expression von Bax verhindert hat.

In weiteren Studien muss gekldrt werden, ob sich der zerebroprotektive Effekt, der nach 4

Stunden Reperfusion sichtbar ist, auch nach einer lingeren Reperfusionszeit fortsetzt.
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