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Einleitung und Ziele

1. EINLEITUNG UND ZIELE

Neben zunehmender Beliebtheit als Haustier in der Heimtierhaltung gehért die Ratte, ebenso wie die
Maus, zu einer der am haufigsten verwendeten Versuchstierspezies. Das Einsatzgebiet der
unterschiedlichen Rattenstdmme im tierexperimentellen Bereich ist sehr vielféltig. Verwendung finden
die verschiedenen Rattenmodelle zum Beispiel in Studien zu Herz-Kreislauf-Erkrankungen, zu
Stoffwechselkrankheiten, zu neurologischen Stérungen bzw. degenerativen Erkrankungen, zu
Verhaltensstérungen, zu Organ-Transplantationen und zu Autoimmunkrankheiten. Des Weiteren
werden ein grofRer Teil der Krebsforschung und der toxikologischen Studien am Rattenmodell
durchgefuhrt (Hedrich 2000, Grieder und Strandberg 2003).

Die Rattenanésthesie findet daher nicht nur in der kurativen Praxis zu diagnostischen und
therapeutischen Zwecken Verwendung, sondern auch in der Versuchstierkunde. Nicht selten werden
die verschiedenen tierexperimentellen Versuche an der anésthesierten Ratte durchgefuhrt. Von
wesentlicher Bedeutung sind dabei die Kenntnisse ber die Einfliisse der verschiedenen Andsthetika
auf die Physiologie der Tiere, da zur Versuchsdurchfiihrung eine Andsthesie gewahlt werden sollte,
die den geringsten Einfluss auf das Tier und die Studienergebnisse hat (Waynforth und Flecknell
1992).

Neben Isofluran und Sevofluran als Mittel der Wahl zur Inhalationsanésthesie, kommen in der
Veterindrmedizin hdufig Injektionsanésthetika zum Einsatz. Die Kombination von Ketamin mit o,-
Adrenorezeptor-Agonisten (Xylazin, Medetomidin) oder Fentanyl kombiniert mit Fluanison
(Hypnorm®) aber auch die vollstandig anatagonisierbare Anésthesie mit Medetomidin, Midazolam und
Fentanyl zdhlen zu den gangigen Injektionsandsthesien bei der Ratte (Waynforth und Flecknell 1992,
Mason 1997, Flecknell 2009a, Henke und Erhardt 2012b).

Der Einfluss einiger dieser Andasthesieregime auf verschiedene physiologische Parameter der Ratte
wurde bereits in vorherigen Studien untersucht, allerdings wurden dabei die Daten nie mithilfe von
voll-implantierbaren Telemetriesystemen erfasst. Ein grof3er Vorteil dieser Telemetriesysteme ist die
fur das Tier stressfreie Erhebung von Werten, die nicht durch die Messmethode beeinflusst werden
und die Mdoglichkeit der kontinuierliche Datenerfassung von Herz-Kreislauf-Parametern und der
Korperkerntemperatur nicht nur wahrend, sondern auch im Zeitraum vor und nach der Andsthesie.
Selbst geringe Einfliisse der Anésthetika auf diese Parameter koénnen aufgrund der individuell
erhobenen Ruhewerte sehr leicht identifiziert werden und durch die kontinuierliche Messung werden
auch kurzzeitige Verdnderungen sicher erfasst. Nach dem heutigen Stand der Wissenschaft ist die
telemetrische Messung die Methode der Wahl zur Erfassung von Herz-Kreislauf-Parametern und der
Korperkerntemperatur, da sie fir das Tier die stressdrmste und somit einflussdrmste Messmethode
darstellt (Kramer und Kinter 2003, Braga und Burmeister 2011).
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Ziel der vorliegenden Arbeit ist die kontinuierliche Untersuchung von Herz-Kreislauf-Parametern und
der Korperkerntemperatur bei der Ratte wahrend einer Inhalationsanédsthesie mit Isofluran, einer
intramuskulédr applizierten Kombinationsanasthesie mit Ketamin und Xylazin und einer
Injektionsanasthesie mit Medetomidin, Midazolam und Fentanyl (i.m.), die vollstdndig antagonisiert
wird mit Atipamezol, Flumazenil und Naloxon (s.c.). In einer weiteren Versuchsreihe sollte an diesen
drei Anasthesiemethoden untersucht werden, ob sich bei wiederholter Durchfiihrung der jeweiligen
Andsthesiemethode (sechs Andsthesien in einem Zeitraum von drei Wochen) der Einfluss der
Anasthetika auf die gemessenen Parameter mit zunehmender Anzahl durchgefiihrter Anésthesien
verandert. Zusatzlich wurde der Einfluss der wiederholten Anéasthesien auf das Kdérpergewicht und auf

die Dauer der verschiedenen Anasthesiestadien untersucht.

Im Hinblick auf tierexperimentelle Studien oder tiermedizinisch indizierte Eingriffe in der kurativen
Praxis, die eine oder mehrere Anasthesien erfordern, konnten die Ergebnisse dieser Arbeit bei der

Suche nach der am besten geeigneten Anésthesiemethode bei der Ratte als Leitfaden dienlich sein.
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2. LITERATURSTUDIE

2.1 Anasthesie bei der Ratte

Vom duReren Erscheinungsbild her stellen die Nager eine sehr homogen wirkende Gruppe dar, jedoch
unterscheiden sie sich erheblich in ihren Anspriichen an eine Andsthesie (Henke und Erhardt 2012b).
Bekannt ist, dass die Reaktion auf eine Anasthesiemethode abhéngig von Alter und Geschlecht des
Tieres ist (Waynforth und Flecknell 1992, Sharp und La Regina 1998b, Shibutani 2000). Zunehmend
wird festgestellt, dass sogar verschiedene Rattenstimme unterschiedlich auf ein und dasselbe
Anésthetikum reagieren (Waynforth und Flecknell 1992, Sharp und La Regina 1998b, Avsaroglu et al.
2007, Flecknell 2009a). Griinde, warum bei einer Ratte eine Anésthesie durchgefuhrt werden muss,
gibt es nicht nur in der kurativen Praxis, sondern vor allem auch im tierexperimentellen Bereich, da
die Ratte zu einer der am héufigsten verwendeten Versuchstierspezies gehért (Hedrich 2000). Eine
Andsthesie wird zur Bewusstseinsausschaltung, Immobilisierung und Muskelrelaxation bei
Versuchsdurchfiihrungen, zu diagnostischen Zwecken und zur Stressminderung eingesetzt. Zu einem
grolRen Teil dient sie auBerdem dazu, die Schmerzen zu reduzieren (Waynforth und Flecknell 1992,
Shibutani 2000).

2.1.1 Problematik der Rattenanasthesie

Ratten haben im Verhéltnis zu ihrem Korpergewicht eine relativ grol’e Korperoberflache, tiber die sie
schnell Warme verlieren kdnnen (Waynforth und Flecknell 1992, Flecknell 2009b, Erhardt und Henke
2012). Am meisten Korperwarme wird tber den Schwanz, die Ohren und die Pfoten abgegeben. Der
Rattenschwanz selbst spielt in der Thermoregulation der Ratte eine wesentliche Rolle (Sharp und La
Regina 1998a). Der Verlust von Kérperwarme und eine sich daraufhin entwickelnde Hypothermie,
unter anderem bedingt durch Kreislaufdepression und eine nicht addquat funktionierende
Thermoregulation wéhrend der Andsthesie, stellen ein grofRes Problem in der Rattenanasthesie dar
(Flecknell 2009b, Henke und Erhardt 2012b). Die Hypothermie zahlt zu den haufigsten Todesursachen
wahrend einer Anasthesie und vor allem wahrend der Aufwachphase (Waynforth und Flecknell 1992).
Zudem haben Ratten eine relativ hohe Stoffwechselrate und die Tiere verfiigen oft nur tber wenige
Fettreserven, so dass wahrend einer Anasthesie die Gefahr einer Stoffwechselentgleisung droht
(Erhardt und Baumgartner 2012, Henke und Erhardt 2012b). Eine Injektionsanésthesie erfolgt bei der
Ratte oft per intramuskulérer oder intraperitonealer Injektion (Waynforth und Flecknell 1992). Da bei
Heim- bzw. kleinen Labortieren in der Regel keine leicht zuganglichen Venen zur Verfiligung stehen,
ist ein vendser Zugang auch bei der Ratte nur schwer und mit entsprechenden ZwangsmafRnahmen
moglich, die sich wiederum negativ auf die Einleitungsphase der Ané&sthesie auswirken konnen

(Erhardt et al. 2012a). Daher erfordert das Injektionsanésthetikum fir eine intramuskulare, subkutane
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oder intraperitoneale Injektion eine grofRe Sicherheitsspanne, da nicht, wie bei einer intravendsen
Applikation, nach Wirkung appliziert werden kann, sondern nur als Bolus, der zuvor nach
Kodpergewicht berechnet wurde (Waynforth und Flecknell 1992, Flecknell 2009a).

2.1.2 Anéasthesiemdglichkeiten bei der Ratte

Bei der Ratte stehen verschiedene Anasthesiemdglichkeiten zur Auswahl. Sowohl eine
Injektionsanasthesie, als auch eine Inhalationsanasthesie oder auch eine Kombination aus beiden ist
bei der Ratte praktikabel. Nichtsdestotrotz ist die Wahl der Andsthesiemethode abhdngig von den
oOrtlichen Gegebenheiten und dem Anlass der Anésthesie (chirurgischer Eingriff, bildgebende
Diagnostik, Probengewinnung, etc.) (Waynforth und Flecknell 1992, Henke und Erhardt 2012b).

2.1.2.1 Injektionsanésthesie

Injektionsanasthetika werden Ublicherweise intraperitoneal und intramuskulér appliziert. Eine
intravendse oder subkutane Injektion von Andsthetika ist jedoch auch mdglich (Waynforth und
Flecknell 1992, Henke und Erhardt 2012b). Die intraperitoneale Injektion ist die gangigste Methode
zur Applikation von Injektionsanasthetika (Waynforth und Flecknell 1992). Der Vorteil ist, dass
groere Volumina auf einmal verabreicht werden kénnen (Waynforth und Flecknell 1992). Bei dieser
Methode besteht jedoch die Mdglichkeit einer Fehlapplikation in das subkutane Fettgewebe, die Milz,
die Leber oder auch in Hohlorgane, wie den Gastrointestinaltrakt und die Harnblase (Waynforth und
Flecknell 1992, Coria-Avila et al. 2007, Henke und Erhardt 2012b). Meijer und Kollegen (2006)
behaupten in ihrer Arbeit, dass die intraperitoneale Injektion bei Mausen im Vergleich zu einer
intramuskuléren Injektion zu einer stérkeren Stressantwort fuhrt. Die intramuskuldre Applikation hat
den Vorteil einer zuverldssigen Absorption, jedoch sind nur kleine Injektionsvolumina zul&ssig und
reizende Substanzen kdnnen zu Schaden im Muskelgewebe fiihren (Smiler et al. 1990, Waynforth und
Flecknell 1992, Henke und Erhardt 2012b). Intravends kann bei der Ratte in den Venenwinkel oder
auch in die Schwanzvenen appliziert werden. Die Applikation in den Venenwinkel kann nur unter
tiefer Sedation bzw. wahrend einer Andsthesie erfolgen und erfordert genaue Kenntnisse und
Erfahrung. Besonders wahrend eines Andsthesiezwischenfalls dient der Venenwinkel als
Notfallapplikationsstelle (Waynforth und Flecknell 1992, Henke und Erhardt 2012b). Bei einigen
Injektionsanasthetika sind die zu verabreichenden Injektionsvolumina so gering, dass sie mit
Kochsalzltsung oder mit Wasser fur Injektionszwecke verdinnt werden mussen (Flecknell 2009a).
Andererseits ist es auch mdglich, dass das Injektionsvolumen (z.B. einer Kombinationsanésthesie) das
empfohlene Applikationsvolumen (berschreitet und die Injektion auf zwei oder mehr Applikationen
verteilt werden sollte, insbesondere dann, wenn die Anasthetika intramuskuldr verabreicht werden
(Henke und Erhardt 2012b).
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Als Injektionsanasthesie fur die Ratte werden sowohl Ketamin-Kombinationen mit o,-Adrenorezeptor-
Agonisten, wie Xylazin und Medetomidin empfohlen, als auch die vollstandig antagonisierbare
Andsthesie mit Medetomidin, Midazolam und Fentanyl, deren Wirkung sich durch die subkutane
Applikation der Antagonisten Atipamezol, Flumazenil und Naloxon vollstandig aufheben l&sst (Green
et al. 1981, Flecknell 2009a, Henke und Erhardt 2012b). Im englischsprachigen Raum wird hdufig die
dort kommerziell erhéltliche Kombination aus dem Opioid Fentanyl und dem Butyrophenon Fluanison
eingesetzt (Hypnorm®). Sie stellt eine sogenannte Neuroleptanalgesie dar (Erhardt und Baumgartner
2012). In Kombination mit einem Benzodiazepin lasst sich eine gute, chirurgisch belastbare
Anadsthesie produzieren (Waynforth und Flecknell 1992, Shibutani 2000, Flecknell 2009a).

2.1.2.2 Inhalationsanasthesie

Die Inhalationsanasthesie ist, unter Verwendung einer transparenten Ganzkorperkammer, flr eine
Ratte die vermutlich stressdrmste Methode, um eine Andsthesie einzuleiten (Flecknell 2009a). Die
Einleitung mit einer Kopf- oder Nasenkammer stellt fur die Tiere eine nicht zu tolerierende
Stresssituation dar und sollte nur zur Erhaltung der Anésthesie eingesetzt werden (Henke und Erhardt
2012b). Nach dem derzeitigen Stand der Technik werden (blicherweise Andsthesiegerate mit
Prazisionsverdampfern verwendet, anstelle von in Inhalationsanasthetika getrankten Wattetupfern.
Einerseits l&sst sich die Anésthesie mit getrankten Wattetupfern sehr schlecht steuern und andererseits
entspricht deren Verwendung nicht mehr den heutigen Sicherheitsstandards (Waynforth und Flecknell
1992, Flecknell 2009). Unter Verwendung eines Anasthesiegerates mit Prazisionsverdampfer ist die
Inhalationsanésthesie hingegen sehr gut steuerbar (Gaertner et al. 2008, Erhardt et al. 2012¢). Da
Inhalationsanésthesien bei Ratten meistens mit offenen und halboffenen Systemen gefahren werden,
sollte ein Inhalationsanasthetikum verwendet werden, welches sowohl eine zufriedenstellende
Andsthesie beim Tier erzeugt, als auch ein geringes Gesundheitsrisiko fir den Menschen darstellt
(Mason 1997). Als Mittel der Wahl sind hier Isofluran und Sevofluran fir die Inhalationsanésthesie
bei der Ratte zu nennen (Mason 1997, Gaertner et al. 2008, Henke und Erhardt 2012b). Vor allem bei
Isofluran ist die geringe Metabolisierungsrate ein wesentlicher Vorteil (Gaertner et al. 2008, Erhardt et
al. 2012c). Da Leber- und Nierenfunktionen deswegen nur gering beeinflusst werden, eignet sich die
Inhalationsanésthesie sehr gut fur Tiere mit eingeschrankter Leber- und Nierenfunktion oder auch fiir
tierexperimentelle Studien, in denen die Funktionstiichtigkeit dieser beiden Organsysteme

ausschlaggebend fur die Studienergebnisse ist (Shibutani 2000).

2.1.3 Anésthesierelevante physiologische Parameter bei der Ratte
Die in der Literatur zu findenden Referenzwerte flr bestimmte physiologische Parameter bei der Ratte

variieren zum Teil sehr deutlich. Urséchlich hierfur ist meistens die Verwendung verschiedener
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Messmethoden, die die gemessenen Parameter unterschiedlich stark beeinflussen. In der folgenden

Tabelle sind die in der Literatur angegebenen anésthesierelevanten Parameter vergleichend dargestellt:

Tab. 1: Referenzwerte fur physiologische Parameter bei der Ratte

Parameter Einheit | Wachwert Literaturquelle
Korperkerntemperatur °C 37,5 (Baker et al. 1979)
38,1 (Waynforth und Flecknell 1992)
37,7 (Bauck und Bihun 1997)
35,9-37,5 (Sharp und La Regina 1998a)
37,7-37,9 (Perantoni 2000)
Herzfrequenz min? | 330-480 (Baker et al. 1979)
328 (Waynforth und Flecknell 1992)
313-493 (Bauck und Bihun 1997)
250-450 (Sharp und La Regina 1998a)
296-388 (d'Uscio et al. 2000)
335-345 (Perantoni 2000)
Systolischer Blutdruck | mmHg | 88-184 (Baker et al. 1979)
116-180 (Waynforth und Flecknell 1992)
88-184 (116) | (Sharp und La Regina 1998a)
116-145 (d'Uscio et al. 2000)
Diastolischer Blutdruck | mmHg | 58-145 (Baker et al. 1979)
90 (Waynforth und Flecknell 1992)
58-145 (90) (Sharp und La Regina 1998a)
76-97 (d'Uscio et al. 2000)
Mittlerer arterieller mmHg | 125 (Seyde und Longnecker 1984)
Blutdruck 110-116 (Mantel 1999)
107-116 (Perantoni 2000)
Blutdruckamplitude mmHg | 16-22 (d'Uscio et al. 2000)
Atemfrequenz min! 66-114 (Baker et al. 1979)
97 (Waynforth und Flecknell 1992)
71-146 (Bauck und Bihun 1997)
70-115 (Sharp und La Regina 1998a)
30-130 (Schulz und Muhle 2000)
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pO, mmHg | 93,2 (Sharp und La Regina 1998a)
78,6-82,4 (Perantoni 2000)

pCO; mmHg | 40 (Baker et al. 1979)
39,9 (Sharp und La Regina 1998a)
29,7-33,9 (Perantoni 2000)

2.2. Injektionsanasthetika und Antagonisten
2.2.1 N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Agonisten

2.2.1.1. Ketamin

Das Ketamin ist ein sogenanntes dissoziatives Anésthetikum (Larsen 2006b, Meyer und Fish 2008,
Erhardt et al. 2012¢). Anders als andere Anasthetika vermittelt Ketamin neben der Ddmpfung des
Bewusstseins und der Schmerzwahrnehmung auch erregende Komponenten, die zum Beispiel zu
Katalepsie und Krampfen flihren koénnen (Kohrs und Durieux 1998, Ebert et al. 2002). Die
Aufwachphase kann langanhaltend und mit halluzinierendem Verhalten oder Stimmungsénderungen
verbunden sein (Wright 1982, Flecknell 2009).

Chemische Struktur

T
N—H
cl
H,C—N
H o clI o

S,(+)-Ketamin-Hydrochlorid R,(-)-Ketamin-Hydrochlorid

Abb. 1: Strukturformel von S- und R-Ketamin nach Schulte am Esch und Kollegen (2000b)

Ketamin ist ein Kongener zu Phencyclidin und gehort zur Gruppe der Cyclohexanone (Larsen 2006b,
Meyer und Fish 2008, Erhardt et al. 2012c). In den meisten Praparaten liegt das Ketamin als Racemat
vor und enthélt die beiden Enantiomere (S)- und (R)-Ketamin (Kohrs und Durieux 1998). In der
Zwischenzeit steht das starker wirksame (S)-Ketamin auch als Reinsubstanz zur Verfligung, jedoch

nur als in der Humanmedizin zugelassenes Praparat (Larsen 2006b, Erhardt et al. 2012c). Die meisten
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handelstiblichen Praparate haben einen sehr sauren pH-Wert (3,5-5,5), sodass es zu Gewebereizungen
und SchmerzéulRerungen besonders wahrend der intramuskularen Applikation kommen kann (Smiler
et al. 1990, Meyer und Fish 2008, Erhardt et al. 2012c).

Wirkungsmechanismus

Die zentrale Angriffsstelle des Ketamins ist die Phencyclidin-Bindungsstelle des N-Methyl-D-
Aspartat-Rezeptors (kurz NMDA-Rezeptor), ein Subtyp des Glutamat-Rezeptors. Hier bewirkt das
Ketamin eine nichtkompetitive Hemmung des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat (Kohrs und
Durieux 1998, Larsen 2006b, Meyer und Fish 2008). Dadurch wird der Transport von Natrium-,
Kalium- und Calcium-lonen verhindert (Ebert et al. 2002, Meyer und Fish 2008). Des Weiteren weist
Ketamin Interaktionen mit verschiedenen Opoid-Rezeptoren auf und hemmt den zentralen
Katecholamin-Transport (Hirota und Lambert 1996, Kohrs und Durieux 1998, Schulte am Esch et al.
2000b, Larsen 2006b).

Pharmakokinetik

Ketamin hat eine geringe Plasmaproteinbindung (Ebert et al. 2002, Larsen 2006b). Aufgrund der
hohen Lipidloslichkeit dringt die Substanz schnell in das Gehirn ein und neigt dazu im Fettgewebe zu
kumulieren (Ebert et al. 2002, Larsen 2006b). Nach etwa zehn Minuten nach intravendser Injektion
befinden sich 70 % der Substanz im stark durchbluteten Gewebe, wéhrend sich im Gehirn nur noch
geringe Konzentrationen befinden (Larsen 2006b). Der Abbau erfolgt hauptsachlich tber die Leber
und es entstehen die Metaboliten Norketamin und Dehydronorketamin. Diese Metaboliten werden
tiber die Nieren ausgeschieden (Ebert et al. 2002, Larsen 2006b). Die Plasmahalbwertszeit wird mit
zwei bis vier Stunden angegeben, allerdings ist sie bei Tieren speziesbedingt und individuell sehr
unterschiedlich und héngt stark von der Metabolisierungs- und Ausscheidungsgeschwindigkeit ab
(Kohrs und Durieux 1998, Schulte am Esch et al. 2000b, Larsen 2006b, Erhardt et al. 2012c). Die

klinische Wirkdauer wird bei Nagern mit etwa 30 Minuten angegeben (Mason 1997).
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Pharmakologische Wirkung

Durch die Erregung limbischer Zentren kommt es zu kataleptischen Zustdnden und einem erhdhten
Muskeltonus (Green et al. 1981, Flecknell 2009, Erhardt et al. 2012c). Die Bewusstlosigkeit und
Analgesie sind auf die Dampfung thalamokortikaler Bahnen zurlickzufiihren (Ebert et al. 2002). Des
Weiteren kommt es zu einem sedativen bis hypnotischen Zustand mit retrograder Amnesie (Kohrs und
Durieux 1998, Erhardt et al. 2012c). Schutzreflexe, wie der Laryngeal-, Pharyngeal-, Lid- und
Kornealreflex bleiben meist erhalten und es kommt zu einer verstarkten Salivation und
Bronchialsekretion (Green et al. 1981, Kohrs und Durieux 1998, Meyer und Fish 2008, Flecknell 2009,
Erhardt et al. 2012c¢). Die Pulsfrequenz und der Blutdruck steigen nach Ketamin-Applikation deutlich
an, wohingegen sich die Atemfrequenz reduziert und haufig ein apnoisches Atemmuster erzeugt wird
(Green et al. 1981, Kohrs und Durieux 1998, Erhardt et al. 2012c).

Anwendung im tiermedizinischen und tierexperimentellen Bereich

Die alleinige Verwendung von Ketamin scheint zwar bei der Ratte noch am ehesten zu einer
Andsthesie mit ausreichender Tiefe zu fiihren, als bei anderen Nagern, aber aufgrund der
kataleptischen Wirkung und der dadurch bedingten Muskelrigiditat wird sie nicht empfohlen (Green et
al. 1981, Erhardt et al. 2012c). Besonders die Kombinationen mit ay,-Adrenorezeptor-Agonisten und
Benzodiazepinen haben sich bewéhrt, um diese Muskelrigiditat aufzuheben (Waynforth und Flecknell
1992, Ebert et al. 2002, Erhardt et al. 2012c). Obwohl Ketamin in geringen Dosen auch als
Analgetikum vor allem perioperativ eingesetzt werden kann, wird es bei der Ratte zur

Schmerztherapie in der Regel nicht herangezogen (Henke et al. 2012).

2.2.2 ay-Adrenorezeptor-Agonisten und -Antagonisten

2.2.2.1 Xylazin
Xylazin ist ein Sedativum und ist nach wie vor der am meisten in der Veterindrmedizin zum Einsatz

kommende a,-Adrenorezeptor-Agonist (Erhardt et al. 2012c).
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Chemische Struktur
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Abb. 2: Strukturformel von Xylazin nach Ebert und Kollegen ( 2002)

Xylazin ist ein Thiazinderivat und findet als Hydrochlorid klinische Anwendung (Ebert et al. 2002).

Wirkungsmechanismus

Der Angriffspunkt von Xylazin sind periphere und zentrale a,-Adrenorezeptoren (Paddleford and
Harvey 1999, Ebert et al. 2002). Obwohl Xylazin als a,-Adrenorezeptor-Agonist bezeichnet wird, hat
es nebenbei noch eine relativ hohe o;-Adrenorezeptor-Aktivitat mit einem Rezeptorbindungsverhéltnis
oy zu a3 von nur 160:1 (Ebert et al. 2002, Meyer und Fish 2008, Erhardt et al. 2012c). Die a,-
Rezeptoren sind pré- und im ZNS auch postsynaptisch lokalisiert (Paddleford und Harvey 1999,
Erhardt et al. 2012c). Deren Aktivierung bedingen je nach Lokalisation sowohl eine Hemmung, als
auch eine Stimulation der Freisetzung von Neurotransmittern. Die Beeinflussung peripherer und nicht
nur zentraler oy-Adrenorezeptoren tragt zum gesamten Wirkungsspektrum, einschlieflich
Nebenwirkungen, bei (Ebert et al. 2002).

Pharmakokinetik

Xylazin verteilt sich im Kdrper sehr schnell und hat eine sehr speziesspezifische Bioverfugbarkeit, die
zwischen 40 und 90 % variiert (Garcia-Villar et al. 1981). Innerhalb von fiinf Minuten werden nach
einer intramuskul&ren Injektion schon pharmakologische Effekte beobachtet, nach zehn Minuten tritt
die volle Wirkung ein (Ebert et al. 2002, Flecknell 2009, Erhardt et al. 2012c). Nach einer
intravendsen Injektion wird allgemein nach drei Minuten eine starke Sedation erreicht (Erhardt et al.
2012c). Xylazin wird in der Leber metabolisiert und die entstandenen Metaboliten werden (ber die
Nieren ausgeschieden (Rector et al. 1996, Ebert et al. 2002, Erhardt et al. 2012c).
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Pharmakologische Wirkung

Die zentrale a,-Adrenorezeptor-Stimulation fuhrt zu einer tierartlich unterschiedlich lang anhaltenden
Sedation (bis zu zehn Stunden) und einer eher kurz andauernden Analgesie, die tierartspezifisch
deutlich in ihrer Dauer variieren kann und chirurgisch-anésthetisch nur schlecht ausgenitzt werden
kann (Rector et al. 1996, Paddleford und Harvey 1999, Erhardt et al. 2012c). Im Rickenmark kommt
es durch eine gehemmte Reizubertragung zur Muskelrelaxation (Paddleford und Harvey 1999, Erhardt
et al. 2012c). Xylazin hat einen ausgepragten bradykarden Effekt und es kommt nach einem initialen
Blutdruckanstieg zu einem langanhaltenden Blutdruckabfall (Paddleford und Harvey 1999, Ebert et al.
2002, Meyer und Fish 2008, Erhardt et al. 2012c). Des Weiteren flhrt eine Xylazin-Applikation zu
einer Hypothermie und einer Atemdepression (Ebert et al. 2002). Der atemdepressive Effekt erlangt
Klinisch meist jedoch erst durch die Kombination mit anderen Anésthetika und der dadurch
potenzierten Wirkungen an Bedeutung (Paddleford und Harvey 1999, Erhardt et al. 2012c). Xylazin
fihrt wie andere o,-Agonisten zu einer Hyperglykdmie mit folgender Polyurie, bedingt durch
zeitweilige Reduktion der Insulinproduktion (Paddleford und Harvey 1999, Ebert et al. 2002, Saha et
al. 2005, Erhardt et al. 2012c). Zuséatzlich wird durch die Hemmung des antidiuretischen Hormons die
Polyurie verstarkt (Erhardt et al. 2012c). Besonders wahrend der Einleitungsphase kann es nach
Xylazin-Applikation bei einigen Spezies (beim Hund und besonders bei der Katze) zu Erbrechen
kommen (Paddleford und Harvey 1999, Flecknell 2009, Erhardt et al. 2012c). Die gesamten o,-
vermittelten pharmakologischen Wirkungen von Xylazin lassen sich durch die Gabe von Atipamezol
vollstdndig aufheben (Thompson et al. 1991, Dewangen et al. 2009, Erhardt et al. 2012c).

Anwendung im tiermedizinischen und tierexperimentellen Bereich

Xylazin war der erste o,-Adrenorezeptor-Agonist, der in der Veterindrmedizin als analgetisch
wirksames Sedativum eingesetzt wurde (Paddleford und Harvey 1999). Es wird vor allem zur
sedativen Pramedikation verwendet. Zur Erzeugung einer chirurgisch belastbaren Anasthesie wird es
meistens mit Ketamin, Benzodiazepinen oder Opioid-Praparationen kombiniert (z.B. L-Polamivet®)
(Paddleford und Harvey 1999, Flecknell 2009, Erhardt et al. 2012c). Aufgrund der unerwiinschten
Wirkungen wird der Einsatz von Xylazin bei diabetischen, Herz-Kreislauf-kranken, leber- und
nierenkranken Tieren nicht empfohlen (Paddleford und Harvey 1999, Erhardt et al. 2012c). Die
Anwendung von Xylazin wéhrend einer Trachtigkeit ist ebenso kontraindiziert, da es nach Applikation
zu unerwinschten Uteruskontraktionen kommen kann und folglich die Gefahr eines Aborts besteht
(Ebert et al. 2002, Erhardt et al. 2012c).

11
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2.2.2.2 Medetomidin

Medetomidin wird, ebenso wie Xylazin, als analgetisch wirksames Sedativum eingesetzt und zeichnet
sich, im Vergleich zu Xylazin, durch seine wesentlich potentere Wirkung aus (Virtanen et al. 1988,
Vainio 1989, Meyer und Fish 2008).

Chemische Struktur

CH, CH
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Medetomidin Dexmedetomidin

Abb. 3: Strukturformel von Medetomidin und Dexmedetomidin nach Riviere und Papich (2009)

Medetomidin ist ein Imidazolderivat, liegt als Racemat vor und besteht aus den beiden Enantionmeren
Dexmedetomidin und Levomedetomidin (Meyer und Fish 2008). Das Dexmedetomidin ist die

wirksame Komponente und ist mittlerweile als Einzelpraparat im Handel erhaltlich (Flecknell 2009).

Wirkungsmechanismus

Medetomidin gehort, ebenso wie Xylazin, zu der Gruppe der a,-Adrenorezeptor-Agonisten und
vermittelt seine pharmakologische Wirkung uber die o,-Adrenorezeptoren. Medetomidin ist jedoch
deutlich selektiver gegeniiber ay- als aj-Adrenorezeptoren und wirkt ungefahr 20-fach potenter als
Xylazin (Virtanen et al. 1988, Ebert et al. 2002). Das Rezeptor-Bindungsverhaltnis von a, zu o, wird
mit 1620:1 beschrieben; verglichen mit Xylazin ist Medetomidin demnach 10-mal mehr a,-spezifisch
(Virtanen et al. 1988, Erhardt et al. 2012c).

Pharmakokinetik

Medetomidin verteilt sich sehr schnell im Plasma und erreicht bei der Ratte bereits zehn Minuten nach
einer subkutanen Applikation die maximale Plasmakonzentration (Salonen 1989, Meyer und Fish

2008). Im Gehirn wird die maximale Konzentration (finfmal hoher als die maximale

12
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Plasmakonzentration) nach 15 bis 20 Minuten erreicht (Meyer und Fish 2008). Nach einer
intravendsen Injektion kommt es bereits nach einer Minute zum Eintritt der Sedation. Dieser
Wirkungseintritt ist nach einer intramuskuléren Applikation erst nach etwa fiinf Minuten zu sehen
(Sinclair 2003). Die Dauer der durch das Medetomidin hervorgerufenen Sedation wird mit ungeféhr
drei Stunden angegeben. Der analgetische Effekt hélt jedoch nur 30-45 Minuten an (Erhardt et al.
2012c¢). Medetomidin wird in der Leber von Monooxygenasen metabolisiert und an Glukuronsdure
konjugiert (Salonen und Eloranta 1990, Meyer und Fish 2008, Erhardt et al. 2012c). Die Metaboliten
werden hauptséchlich Uber die Nieren ausgeschieden, jedoch wurde bei der Ratte auch eine

signifikante Ausscheidung Uber die Faeces nachgewiesen (Salonen 1989, Erhardt et al. 2012c).

Pharmakologische Wirkung

Die sedative und analgetische Wirkung von Medetomidin ist dosisabhdngig und variiert erheblich
zwischen den verschiedene Spezies (Stenberg 1989, Vainio 1989, Erhardt et al. 2012c). Durch eine
periphere Vasokonstriktion ist ein initialer Blutdruckanstieg und eine ausgeprégte Bradykardie zu
beobachten, gefolgt von einem langanhaltenden Blutdruckabfall (Savola 1989, Vainio 1989, Bryant et
al. 1996, Erhardt et al. 2012c). Des Weiteren kann die Applikation von Medetomidin zu
Herzrhythmusstérungen fiihren (Erhardt et al. 2012c). Bei einer Sedation mit Medetomidin kann eine
Hypothermie beobachtet werden (Vainio 1989). Wie bei Xylazin, kann es auch bei Medetomidin
wahrend der Einschlafphase zu Erbrechen (vor allem bei der Katze) kommen (Vainio 1989, Flecknell
2009). Durch die selektivere a,-Wirkung sind besonders die tiber den ay-Adrenorezeptor vermittelten
Effekte wesentlich starker ausgepragt als bei Xylazin (Virtanen et al. 1988). Das heil3t, nicht nur die
erwlinschten Wirkungen, wie die Sedation, die Muskelrelaxation und die Analgesie, sondern auch die
unerwiinschten Wirkungen, wie die kardiovaskuldaren Effekte, die Atemdepression und die
Beeinflussung des Endokrinums sind um einiges ausgeprégter und werden in Kombination mit
anderen sedativen Andsthetika um ein Vielfaches potenziert (Sinclair 2003, Erhardt et al. 2012c).
Einige Autoren berichten jedoch auch, dass durch die selektivere o,-Wirkung das Ausmal der
unerwiinschten Wirkungen geringer ist (Virtanen 1989, Waynforth und Flecknell 1992). Alle
pharmakologischen Wirkungen von Medetomidin sind dosisabhidngig und die a,-Wirkungen werden
durch eine Applikation von Atipamezol kompetitiv antagonisiert (Savola 1989, Vaha-Vahe 1990,
Nishimura et al. 1992, Verstegen und Petcho 1993, Jang et al. 2009, Erhardt et al. 2012c).

Anwendung im tiermedizinischen und tierexperimentellen Bereich

Medetomidin wird allgemein als sedativ-analgetische Prdmedikation verwendet, zu bevorzugen ist
jedoch die Kombination mit Ketamin, Propofol, Barbituraten oder auch Opioiden (Waynforth und

Flecknell 1992, Paddleford und Harvey 1999, Hedenqvist und Hellebrekers 2003, Erhardt et al. 2012c).
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Bei Ratten wurde ein synergistisch bzw. additiver antinozizeptiver Effekt beobachtet, als Medetomidin
mit verschiedenen Opioiden kombiniert wurde (Ossipov et al. 1990). Man kann aus der Kombination
Medetomidin, Midazolam und Fentanyl eine vollstdndig antagonisierbare Andsthesie bilden, die sich
ausgesprochen gut fr Heim- und Jungtiere eignet (Henke und Erhardt 2012b). Aufgrund des relativ
breiten Spektrums an unerwiinschten Wirkungen wird empfohlen, Medetomidin nur bei jungen bis
mittelalten, gesunden Tieren anzuwenden, bzw. allgemein nicht fir eine Ané&sthesie bei einem
Risikopatienten (herz- oder nierenkrank, diabetisch, trachtig, etc.) zu verwenden (Sinclair 2003,
Erhardt et al. 2012c).

2.2.2.3 Atipamezol

Atipamezol ist ein ap-Adrenorezeptor-Antagonist und ist derzeit der einzige kommerziell erhéltliche
Antagonist, der die o,-vermittelten pharmakologischen Wirkungen der a,-Adrenorezeptor-Agonisten
vollstdndig aufheben kann (Erhardt et al. 2012c).

Chemische Struktur

H.C
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Abb. 4: Strukturformel von Atipamezol nach Riviere und Papich (2009)

Atipamezol ist ein Imidazol-Derivat und ist im Aufbau dem Medetomidin sehr dhnlich (Virtanen et al.
1989, Meyer und Fish 2008, Erhardt et al. 2012c).

Wirkungsmechanismus

Atipamezol hat seinen Wirkungsort an zentralen und peripheren o,-Adrenorezeptoren. Es wirkt dort
als hochpotenter, selektiver und sehr spezifischer Antagonist (Virtanen et al. 1989, Meyer und Fish
2008, Erhardt et al. 2012c). Die hohe Affinitdt zu ap-Adrenorezeptoren zeigt sich am Rezeptor-
Bindungsverhiltnis von o, zu a;. Dieses Verhaltnis ist zwischen 100 und 300 Mal groRer als das

Verhaltnis des o,-Adrenorezeptor-Antagonisten Yohimbin (Virtanen et al. 1989, Meyer und Fish
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2008). Fur die unterschiedlichen Subtypen der o,-Adrenorezeptoren ist Atipamezol nicht weiter
selektiv (Meyer und Fish 2008).

Pharmakokinetik

Atipamezol kann auf unterschiedliche Art und Weise appliziert werden (subkutan, intramuskuldr,
intraperitoneal, intravends), jedoch sind die kommerziell erhaltlichen Prdparate nur fir die
intramuskulére Injektion zugelassen (Flecknell 2009, Erhardt et al. 2012c). Einige Autoren empfehlen
jedoch die subkutane und intramuskulédre Injektion, da es nach einer zu schnellen intraventsen
Applikation zu einer Tachykardie und Hypotension kommen kann (Paddleford und Harvey 1999,
Hedenqvist und Hellebrekers 2003). Die Absorption von Atipamezol ist nach subkutaner Applikation
sehr schnell und ein Wirkungseintritt ist nach etwa fiinf bis zehn Minuten zu beobachten (Flecknell
2009). Ebenso wie die a,-Adrenorezeptor-Agonisten wird Atipamezol in der Leber metabolisiert und
tiber die Nieren ausgeschieden (Fargetton und Vah&-Vahe 1989, Ranheim et al. 1997). Durch die
Konkurrenzsituation um die Lebermetabolisierungsenzyme kann sich die Plasmahalbwertszeit von a,-
Adrenorezeptor-Agonisten nach einer Atipamezol-Applikation verldngern (Ranheim et al. 1997,
Ranheim et al. 1998). Beim Hund wurde jedoch festgestellt, dass die Clearance von Medetomidin
nach Applikation von Atipamezol zunimmt. Vermutet wird, dass eine bessere Durchblutung der Leber

nach Antagonisierung die Biotransformation dieser Substanzen beschleunigt (Salonen et al. 1995).

Pharmakologische Wirkung

Nach einer Atipamezol-Applikation kommt es zu einem gesteigerten Umsatz von Noradrenalin und
Serotonin im Gehirn (Ranheim et al. 2000, Erhardt et al. 2012c). Dadurch ist es mdglich, dass eine
Hypermotorik und Unruheerscheinungen auftreten kénnen (Nishimura et al. 1992, Paddleford und
Harvey 1999, Erhardt et al. 2012c). Die sedative Wirkung von o,-Adrenorezeptor-Agonisten wird
vollstandig aufgehoben (Nishimura et al. 1992, Verstegen und Petcho 1993, Dewangen et al. 2009).
Allerdings wurde etwa 80 Minuten nach der Antagonisierung mit Atipamezol beobachtet, dass es zu
einer Resedation kommen kann. Als Grund wird eine schnellere Elimination von Atipamezol im
Vergleich zu o,-Adrenorezeptor-Agonisten vermutet (Vaha-Vahe 1990, Ranheim et al. 1997, Ranheim
et al. 1998). Atipamezol fihrt zu einer Erhéhung der Herzfrequenz und kann bei rascher Anflutung
nach einer intravendsen Administration zu einer Tachykardie fihren (Nishimura et al. 1992,
Paddleford und Harvey 1999). Eine durch a,-Adrenorezeptor-Agonisten verursachte Bradykardie wird
durch den Antagonisten zuverlassig aufgehoben (Vaha-Vahe 1990, Thompson et al. 1991, Dewangen
et al. 2009, Erhardt et al. 2012c). Es wurde gezeigt, dass die alleinige Verabreichung von Atipamezol
zu einer Stimulation der Atemtétigkeit fihrt (Nguyen et al. 1992, Erhardt et al. 2012c). Die

atemdepressive Wirkung von a,-Adrenorezeptor-Agonisten lasst nach einer Atipamezol-Applikation
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nach und auch das intermittierende Atemmuster normalisiert sich wieder (Vainio 1990, Dewangen et
al. 2009, Erhardt et al. 2012c). Des Weiteren erreichen hypotherme und hyperglykdamische Tiere nach
einer Antagonisierung mit Atipamezol etwa nach 40 Minuten wieder physiologische Werte
(Nishimura et al. 1992, Verstegen und Petcho 1993, Ranheim et al. 2000, Erhardt et al. 2012c). In
einer Studie mit Medetomidin und Ketamin andsthesierten Ratten wurde gezeigt, dass Atipamezol
auch die antinozizeptiven Effekte von Butorphanol in der postoperativen Phase abschwéchen kann.
Die Autoren erklaren dies durch eine Hemmung der supraspinalen serotonergen Neurone, die

essentieller Bestandteil der k-vermittelten Analgesie sind (Jang und Lee 2009).

Anwendung im tiermedizinischen und tierexperimentellen Bereich

Aufgrund seiner hochaffinen Wechselwirkung an den ay-Adrenorezeptoren ist Atipamezol heutzutage
das Mittel der Wahl zur Aufthebung von a,-Adrenorezeptor-Agonisten vermittelten Effekten. Es ist das
einzig erhéltliche Pharmakon, das die a,-Wirkungen vollstandig antagonisieren kann (Paddleford und
Harvey 1999, Erhardt et al. 2012c). Durch die hohe a,-Spezifitdt hat Atipamezol den Vorteil
gegeniiber anderen Antagonisten, wie Yohimbin und Tolazolin, dass es weniger unerwiinschte
Wirkungen zeigt (Vaha-Vahe 1990, Paddleford und Harvey 1999, Dewangen et al. 2009, Flecknell
2009).

2.2.3 Benzodiazepine und Benzodiazepin-Antagonisten

2.2.3.1 Midazolam

Midazolam gehért zu den Benzodiazepinen, welche, ebenso wie die a,-Adrenorezeptor-Agonisten,
auch keine Anasthetika im eigentlichen Sinne sind. Sie wirken dosisabhdngig und auch
speziesabhangig sedierend, antikonvulsiv, anxiolytisch und relaxierend und werden daher zu den
Tranquilizern, Sedativa bzw. auch Ataraktika gezahlt (Larsen 2006b, Erhardt et al. 2012c¢).
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Chemische Struktur

Abb. 5: Strukturformel von Midazolam nach Larsen (2006b)

Die Grundstruktur aller Benzodiazepine ist eine siebengliedrige heterocyclische Ringstruktur
(Diazepin-Ring), die mit einem Benzol-Ring verbunden ist (Ebert et al. 2002, Meyer und Fish 2008).
Alle klinisch relevanten Benzodiazepine sind mit einem Aryl-Rest verbunden und Midazolam
zusétzlich noch mit einem Imidazol-Ring (Pieri 1983, Meyer und Fish 2008). Midazolam ist daher ein
Imidazobenzodiazepin und kommt meist als Midazolam-Maleat und Midazolam-Hydrochlorid zum
Kklinischen Einsatz (Pieri et al. 1981, Pieri 1983, Meyer und Fish 2008). Die biologische Aktivitat
dieser beiden Derivate unterscheidet sich nicht (Pieri 1983). Midazolam ist wasserldslich bei einem
pH < 4 und lasst sich gut mit Ringer-Lactat und sauren Salzen anderer Medikamente, einschlieBlich
Opioide und Anticholinergika, mischen (Meyer und Fish 2008). Bei einem hoheren pH-Wert schlief3t
sich die Ringstruktur und Midazolam wird lipidl6slich (Meyer und Fish 2008).

Wirkungsmechanismus

Hauptwirkungsort des Midazolams ist eine Benzodiazepin-Bindungsstelle an einer Untereinheit des
GABA-Rezeptors (Schulte am Esch et al. 2000b, Ebert et al. 2002, Hedenqvist und Hellebrekers 2003,
Larsen 2006b). Es gibt zwei Haupttypen von GABA-Rezeptoren. Sie werden als GABAA- und
GABAGg-Rezeptor bezeichnet. Der Benzodiazepin-Rezeptor befindet sich auf der y-Untereinheit des
GABAA-Rezeptors (Larsen 2006b). Durch die Bindung des Midazolams an die Benzodiazepin-
Bindungsstelle wird ein Chloridkanal getffnet, es kommt zur Hyperpolarisation der Neuronenzelle,
und die hemmende Wirkung von GABA auf neuronale Ubertragungen wird verstarkt (Schulte am
Esch et al. 2000b, Ebert et al. 2002, Larsen 2006b). Dadurch veréndert sich die Freisetzung von
Noradrenalin, Serotonin und Dopamin (Hedenqvist und Hellebrekers 2003). Die Wirkstarke wird

durch die Affinitat des jeweiligen Benzodiazepins zu dem Benzodiazepin-Rezeptor und durch die
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Hohe der Dosis bestimmt (Ebert et al. 2002, Larsen 2006b). Beim Menschen kommt es je nach
Rezeptor-Besetzung zur Anxiolyse (20 % Rezeptorbesetzung), Sedation (30-50 % Rezeptor-Besetzung)
oder sogar zur Hypnose (> 60 % Rezeptorbesetzung) (Schulte am Esch et al. 2000b, Larsen 2006b).
Bei Tieren ist die sedative Wirkung hingegen nur maRig (Erhardt et al. 2012c).

Pharmakokinetik

Midazolam kann intravends, intramuskulér, intraperitoneal und subkutan verabreicht werden (Erhardt
et al. 2012c). Es ist in den kommerziell erhéltlichen Lésungen aufgrund der offenen Ringstruktur bei
einem pH < 4 sehr gut wasserldslich und wird nach Injektion in ein pH-neutrales Gewebe durch den
Wechsel zu einer geschlossenen Ringstruktur lipidlslich; daher hat Midazolam nach intramuskulérer
Injektion eine kurze Absorptionsszeit und durchdringt schnell das Gewebe des zentralen
Nervensystems (Larsen 2006b, Schwartz et al. 2013). Beim Hund wurde nach intramuskulérer
Applikation die hdchste Plasmakonzentration nach fast acht Minuten gemessen (Schwartz et al. 2013).
Aufgrund seiner kurzen Plasmahalbwertszeit von 27,4 Minuten nach intramuskuldrer Applikation,
gehort Midazolam zu den kurzwirksamen Benzodiazepinen (Pieri et al. 1981, Larsen 2006b, Schwartz
et al. 2013). Wie alle Benzodiazepine ist auch Midazolam bis zu 96 % an Plasmaproteine gebunden,
insbesondere an das Albumin (Ebert et al. 2002, Meyer und Fish 2008, Erhardt et al. 2012c). In der
Leber wird Midazolam vom Enzym Cytochrom P450 (CYP3A4) zu wirksamen und unwirksamen
Metaboliten verstoffwechselt. Das aktive Stoffwechselprodukt ist das 1-Hydroxymidazolam, welches
nach Glukuronidierung zu 1-Hydroxymidazolamglucuronid (ber die Nieren ausgeschieden wird
(Schulte am Esch et al. 2000b, Meyer und Fish 2008).

Pharmakologische Wirkung

Benzodiazepine haben eine dampfende Wirkung auf den Thalamus, Hypothalamus und auf Kerne des
limbischen Systems, welches man mit Angst- und Spannungszustanden in Verbindung setzt (Ebert et
al. 2002, Erhardt et al. 2012c). Sie wirken in der Regel psychisch dampfend und anxiolytisch, jedoch
kommt es durch alleinige Gabe vom Benzodiazepinen nicht zu einer vollstandigen Sedation (Pieri et al.
1981, Erhardt et al. 2012c). Durch die Wirkung auf die Formatio reticularis in der Medulla oblongata
und auf das Riickenmark kommt der antikonvulsive und muskelrelaxierende Effekt zustande (Ebert et
al. 2002, Erhardt et al. 2012c). Die antiepileptische Wirkung kann zur Unterbrechung des Status
epilepticus ausgenutzt werden (Erhardt et al. 2012c). Die depressive Wirkung auf die Atmung und
den Kreislauf ist nur gering und wird nur dann klinisch relevant, wenn es in Kombination mit anderen
Anasthetika zu Potenzierungseffekten kommt (Pieri et al. 1981, Flecknell 2009, Erhardt et al. 2012c).
In der Regel vermitteln die Benzodiazepine keine Analgesie, jedoch wurde fiir Midazolam beim Schaf

und nach intrathekaler Injektion bei der Ratte ein antinozizeptiver Effekt beschrieben (Edwards et al.
18



Literaturstudie

1990, Ebert et al. 2002, Hedenqvist und Hellebrekers 2003). VVon klinisch-therapeutischer Bedeutung
ist auch der kurzzeitig appetitanregende Effekt, der bereits wéhrend der Verteilungsphase abklingt
(Nkiw et al. 1996, Ebert et al. 2002).

Anwendung im tiermedizinischen und tierexperimentellen Bereich

In der Veterinarmedizin findet Midazolam Verwendung zur Anésthesieeinleitung und wird haufig mit
anderen Medikamenten kombiniert, um eine vollstdndige Andsthesie zu erzeugen (Ebert et al. 2002,
Meyer und Fish 2008). Aufgrund der wasserloslichen Formulierung von Midazolam ist die
Kombination mit anderen wasserldslichen Pharmaka in einer Mischspritze sehr gut méglich, was den
Vorteil einer einmaligen Injektion hat und dadurch das Stresspotential fiir die Tiere reduziert wird
(Meyer und Fish 2008, Flecknell 2009, Erhardt et al. 2012c). Als Komponente der vollstandig
antagonisierbaren Andsthesie findet Midazolam in der Heimtier- und Jungtierandsthesie mittlerweile
grolRe Verwendung (Henke und Erhardt 2012b). Der Applikationsweg von Midazolam (ber eine
Infusion ist aufgrund der kurzen Wirkdauer und der guten Wasserldslichkeit méglich. Im Rahmen
einer totalen intravendsen Andsthesie (TIVA) kann Midazolam daher sehr gut als Komponente
zusammen mit anderen Pharmaka eingesetzt werden (Schulte am Esch et al. 2000b). Das einzig
veterindrmedizinisch zugelassene Benzodiazepin ist derzeit Brotizolam, welches als appetitanregendes
Mittel bei Rindern eingesetzt wird. Alle anderen Benzodiazepine mussen fiir die Anwendung am Tier
umgewidmet werden (Ebert et al. 2002, Erhardt et al. 2012c).

2.2.3.2 Flumazenil
Flumazenil ist ein spezifischer Benzodiazepin-Antagonist und wird dazu eingesetzt, zentral-vermittelte
Benzodiazepin-Effekte aufzuheben (Ebert et al. 2002, Meyer und Fish 2008).
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Chemische Struktur
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Abb. 6: Strukturformel von Flumazenil nach Riviere und Papich (2009)

Flumazenil ist ein Imdidazobenzodiazepin-Derivat und dem Midazolam sehr &hnlich (Amrein et al.
1987, Meyer und Fish 2008, Mizuno 2013). Es ist wasserloslich und kann zum Beispiel mit Ringer-
Lactat-Losung, 0,9 %iger Kochsalzlésung und 5 %iger Dextroseldsung gemischt werden (Lukasik V
1999, Larsen 2006b).

Wirkungsmechanismus

Flumazenil hat eine strukturchemische Ahnlichkeit mit Benzodiazepinen und besitzt deshalb auch eine
gewisse Affinitat zur Benzodiazepin-Bindungsstelle am GABA-Rezeptor (Meyer und Fish 2008). Es
verdrangt  Benzodiazepine  kompetitiv. und nach dem  Massenwirkungsgesetz  auch
konzentrationsabh&ngig von ihrer Bindungsstelle an der Untereinheit am GABAAa-Rezeptor (Amrein et
al. 1988, Votey et al. 1991, Larsen 2006b). Die intrinsische Wirkung von Flumazenil selbst an diesen
Benzodiazepin-Rezeptoren ist jedoch vernachlassigbar gering, weshalb es zur Aufhebung von
Benzodiazepin-vermittelten Wirkungen zum Einsatz kommt (Votey et al. 1991, Ebert et al. 2002,
Larsen 2006b).

Pharmakokinetik

Fur Flumazenil wird meistens (in der Humanmedizin) die langsame intravendse Applikation
empfohlen, es kann jedoch auch intraperitoneal, intramuskuldr oder subkutan verabreicht werden
(Whitwam und Amrein 1995, Erhardt und Baumgartner 2012, Mizuno 2013). Oral verabreicht zeigte
Flumazenil nur eine niedrige Bioverfugbarkeit (Whitwam und Amrein 1995). Nach einer intravendsen
Applikation tritt schon nach etwa ein bis drei Minuten die antagonisierende Wirkung ein (Amrein et al.

1987, Schulte am Esch et al. 2000b, Larsen 2006b, Erhardt et al. 2012c). Die Dauer der
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antagonisierenden Wirkung ist aufgrund der kurzen Plasmahalbwertszeit auf eine Stunde begrenzt, so
dass es nach hohen Benzodiazepin-Gaben zu einem erneuten Wirkungseintritt kommen kann (Amrein
et al. 1987, Brogden und Goa 1991, Schulte am Esch et al. 2000b, Larsen 2006b, Erhardt et al. 2012c).
Verstoffwechselt wird Flumazenil relativ schnell in der Leber und die entstandenen Metaboliten
werden in glukuronidierter Form (ber die Nieren ausgeschieden (Amrein und Hetzel 1990, Larsen
2006b). Derzeit ist noch nicht geklart, ob die entstandenen Metaboliten pharmakologisch aktiv sind
(Larsen 2006b).

Pharmakologische Wirkung

Flumazenil beeintrachtigt die Funktion von GABAa-Rezeptoren nicht und hat nur geringe
Auswirkungen auf den Organismus (Votey et al. 1991, Meyer und Fish 2008, Erhardt et al. 2012c).
Niedrige Dosen zeigen eher eine stimulierende, hohere Dosen eine dampfende Wirkung (Ebert et al.
2002, Larsen 2006b). Krampfanfélle, kardiovaskulare Effekte, Verdnderungen des intrakraniellen
Druckes, neurologische Stérungen, Ubelkeit und Erbrechen wurden bisher als unerwiinschte
Wirkungen beim Menschen nach Flumazenil-Applikation beobachtet (Amrein et al. 1987, Hoffman
und Warren 1993, Mizuno 2013). Die pharmakologischen Effekte von Benzodiazepinen werden durch
Flumazenil vollstandig aufgehoben (Brogden und Goa 1991, Hoffman und Warren 1993, Ebert et al.
2002, Meyer und Fish 2008, Larsen 2006b, Mizuno 2013). Abhdngig von der Wirkdauer des
Benzodiazepins kann es jedoch aufgrund der kurzen Plasmahalbwertszeit von Flumazenil zu einer
Resedation kommen (Brogden and Goa 1991, Schulte am Esch et al. 2000b). Um die antagonisierende
Wirkung aufrecht zu erhalten, bedarf es entweder einer anfangs hohen subkutanen Dosis oder einer
langsamen kontinuierlichen Applikation Uber eine Infusion, bis die Benzodiazepin-Wirkungen
abgeklungen sind (Amrein et al. 1987, Erhardt et al. 2012c). Zum Vorteil macht man sich dabei die
relativ groRBe therapeutische Breite bzw. den hohen Sicherheitsindex von tber 3000 (Amrein et al.
1988, Larsen 2006b). Dies entspricht einer Toleranz gegeniiber einer 3000fachen Uberdosierung von

Flumazenil.

Anwendung im tiermedizinischen und tierexperimentellen Bereich

Zum Klinischen Einsatz kommt Flumazenil in der Veterindrmedizin als Antagonist von Ketamin-
Benzodiazepin-Kombinationen oder als Antagonisten-Komponente der vollstandig antagonisierbaren
Andsthesie mit Medetomidin, Midazolam und Fentanyl (Erhardt et al. 2012c). Der weitere Einsatz von
Flumazenil ist nur in Notfallsituationen nach Benzodiazepin-Uberdosierung, wiéhrend
Anadsthesiezwischenféllen oder bei Shunt-Patienten und Tieren mit MDR1-Defekt indiziert (Erhardt et

al. 2012c). Die erhéltlichen Prdparate sind sehr teurer. Ein routinemaRiger Einsatz ist daher nicht
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gerechtfertigt, jedoch hat sich die Verwendung von Benzodiazepin-Antagonisten in der
Heimtieran&sthesie bewahrt (Larsen 2006b, Erhardt et al. 2012c).

2.2.4 Opioide und Opioidantagonisten

2.2.4.1 Fentanyl

Neben den endogenen Opioiden (Endorphine, Enkephaline und Dynorphine) und den natirlich
vorkommenden Opioiden (Bestandteile des Opiums) gibt es auch die synthetisch hergestellten Opioide,
zu denen auch das Fentanyl gehort (Larsen 2006c¢). Opioide gelten allgemein als zentral wirksame
Analgetika und werden héufig fiir Anasthesiekombinationen und zur Behandlung starker Schmerzen

nach operativen Eingriffen verwendet (Waynforth und Flecknell 1992, Erhardt et al. 2012c).

Chemische Struktur

Abb. 7: Strukturformel von Fentanyl nach Schulte am Esch und Kollegen (2000b)

Fentanyl ist ein Phenylpiperidin-Derivat und chemisch verwandt mit dem Pethidin (Ebert et al. 2002,
Larsen 2006c). Es hat stark lipophile Eigenschaften, ist jedoch handelsiiblich als Fentanyl-Citrat in
einer wassrigen Losung erhdltlich und lasst sich daher gut mit anderen hydrophilen Substanzen
mischen (Schulte am Esch et al. 2000b, Ebert et al. 2002, Larsen 2006c, Erhardt et al. 2012c).

Wirkungsmechanismus

Fentanyl ist, ebenso wie Morphin, ein Opioid-Rezeptor-Agonist und vermittelt seine Wirkung tber
Opioid-Rezeptoren im zentralen Nervensystem (Erhardt et al. 2012c). Das Wirkungsspektrum von

Opioiden wird bedingt durch die selektive Wirkung auf die verschiedenen Opioid-Rezeptortypen.
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Diese sind aber nicht nur im zentralen Nervensystem zu finden, sondern auch in der Peripherie (Larsen
2006c, Erhardt et al. 2012c). Es wird heutzutage zwischen -, Hp-, k-, 6-Opioid-Rezeptoren
unterschieden (Kosterlitz und Paterson 1980, Heavner und Cooper 2008, Erhardt et al. 2012c). In der
folgenden Tabelle werden die von den verschiedenen Opioid-Rezeptoren vermittelten Wirkungen

zusammengefasst:

Tab. 2: Ubersicht der Opioid-Rezeptoren und deren agonistische Wirkung (Larsen 2006¢, Heavner
und Cooper 2008, Erhardt et al. 2012¢)

Opioid-Rezeptor | Agonistische Wirkung

1 Analgesie (spinal und vor allem supraspinal)
geringes Abhangigkeitspotential, Atemdepression, Euphorie, Bradykardie,

Hypothermie, Harnretention, periphere Vasodilatation, Miosis

o Analgesie (spinal)
Atemdepression, Obstipation, hohes Abhangigkeitspotential

K Analgesie (spinal und supraspinal)
Sedation, Miosis, Dysphorie, Hyperthermie, Diurese, geringes
Abhéngigkeitspotential

) Analgesie (spinal und supraspinal, aber spinale Ebene stabiler)

Atemdepression, Abhangigkeitspotential

Fentanyl ist sehr selektiv fur p-Opioid-Rezeptoren und hat zu diesen auch eine sehr hohe Affinitat
(Maguire et al. 1992, Larsen 2006¢, Erhardt et al. 2012c). Im Vergleich zu Morphin hat Fentanyl zum
Hi-Rezeptor eine viel hohere Affinitat. Die Affinitdt von Fentanyl und Morphin zum p,-Rezeptor ist
dagegen ungeféhr gleich (Chen et al. 1993). Aufgrund dieser hohen Affinitdt zum p;-Rezeptor ist
Fentanyl etwa 50-100fach potenter als Morphin (Romagnoli 1973, Mather 1983, Ebert et al. 2002,
Larsen 2006c, Heavner und Cooper 2008, Erhardt et al. 2012c).

Pharmakokinetik

Fentanyl wird meistens intraventds appliziert, es sind jedoch auch alle anderen parenteralen
Applikationsarten moglich, wie zum Beispiel die transdermale, subkutane, intramuskulére, epidurale,
transthekale oder auch intranasale Applikation (Scholz et al. 1996, Erhardt et al. 2012c). Aufgrund
seines lipophilen Charakters durchdringt Fentanyl nach parenteraler Gabe schnell die Blut-Hirn-

Schranke, so dass bereits innerhalb von zwei bis finf Minuten die volle Wirkung festgestellt werden

23




Literaturstudie

kann (Schulte am Esch et al. 2000b, Hedenqvist und Hellebrekers 2003, Larsen 2006¢). Die relativ
kurze Wirkdauer von 20-30 Minuten nach intravendser Applikation macht Fentanyl zu einem sehr gut
steuerbaren Analgetikum (Romagnoli 1973, Schulte am Esch et al. 2000b, Hedengvist und
Hellebrekers 2003, Flecknell 2009c, Erhardt et al. 2012c). Diese kurze Wirkdauer begrundet sich in
der schnellen Umverteilung vom zentralen Nervensystem ins Fett- und Muskelgewebe (Hess et al.
1972, McClain und Hug 1980, Hug und Murphy 1981, Mather 1983, Heavner und Cooper 2008).
Besonders nach wiederholter Applikation kann es durch Kumulation, erneute Umverteilung und
Wiederaufnahme ins zentrale Nervensystem zu langer anhaltenden Wirkungen kommen (Hug und
Murphy 1981, Mather 1983, Larsen 2006¢). Die transdermale Applikation fiihrt im Gegensatz zur
intravendsen Applikation zu sehr variablen Konzentrationen. Messbare Plasmakonzentrationen treten
erst nach zwei Stunden auf und eine maximale Plasmakonzentration wird erst nach acht bis 18
Stunden erreicht (Lehmann und Zech 1992, Carroll et al. 1999). In einer Studie zur Anwendung von
Fentanyl-Patches beim Hund wurden maximale Plasmakonzentrationen erst nach 66,7 + 18,1 Stunden
erreicht (Engert 2010). In der Leber wird Fentanyl sehr schnell verstoffwechselt. Als Hauptkatalysator
der Metabolisierung wurde fur den Menschen das Cytochrom P450 3A4, bzw. fur die Ratte das
Cytochrom P450 3A1/2 nachgewiesen (Feierman 1996, Feierman und Lasker 1996). Der
Hauptmetabolit Norfentanyl entsteht dabei durch oxidative N-Dealkylierung (van Wijngaarden und
Soudijn 1968). Die entstandenen Metaboliten werden in etwa zu gleichen Teilen Uber die Nieren und
den Darm ausgeschieden (van Wijngaarden und Soudijn 1968, McClain und Hug 1980, Erhardt et al.
2012c¢). Nur etwa sechs bis acht Prozent werden als unverandertes Fentanyl ausgeschieden (Hess et al.
1972, McClain und Hug 1980, Larsen 2006c). Der First Pass Effekt in der Leber ist sehr hoch bei
Fentanyl, daher kommt es nach oraler Applikation zu keinem klinisch relevanten Wirkungseintritt
(Hedenqvist und Hellebrekers 2003, Larsen 2006c¢).

Pharmakologische Wirkung

Die pharmakologischen Wirkungen von Fentanyl stehen stark in Relation zur Plasmakonzentration
(Larsen 2006c¢). Mit einem Sicherheitsindex von 1,20 (berechnet fur die Ratte) hat Fentanyl eine
relativ kleine therapeutische Breite, was eine behutsame Applikation erforderlich macht (Yassen et al.
2008). Mit zunehmender Fentanyl-Konzentration steigt die analgetische, jedoch auch die sehr stark
ausgepragte atemdepressive Wirkung (Waynforth und Flecknell 1992, Hedengvist und Hellebrekers
2003, Larsen 2006c). Ein Ceiling-Effekt, bezogen auf die atemdepressive Wirkung, wurde zwar fur
Buprenorphin, jedoch nicht fur Fentanyl nachgewiesen, deswegen muss bei zunehmender Fentanyl-
Konzentration auch mit einer Apnoe gerechnet werden (Dahan et al. 2005, Larsen 2006c). Die
Atemdepression kann durch die lange Umverteilungsphase und besonders nach wiederholter Fentanyl-
Applikation sehr langanhaltend sein (McClain und Hug 1980, Mather 1983, Larsen 2006c). Es

empfiehlt sich daher bei der Verwendung von starken Opioiden wie Fentanyl, das Intubationsmaterial
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fur den Notfall bereitstehen zu haben und in jedem Fall Sauerstoff anzubieten (Larsen 2006c, Erhardt
et al. 2012c). Die Dampfung des zentralen Nervensystems kann je nach Anzahl und Verteilung der
Opioid-Rezeptoren tierartlich unterschiedlich stark ausgepragt sein (Erhardt et al. 2012c). Eine
Bewusstlosigkeit wird nicht immer zuverl&ssig erreicht (Stanley 1992, Larsen 2006c). Speziesbedingt
kénnen auch exzitationsartige Symptome auftreten, wie zum Beispiel tonisch-klonische Krampfe bei
der Katze oder Unruheerscheinungen beim Hamster und Gerbil (Heavner und Cooper 2008;Flecknell
2009c¢, Erhardt et al. 2012c, Henke und Erhardt 2012b). Das Brechzentrum wird in der Regel nicht
stimuliert, allerdings kann Ubelkeit und Erbrechen gelegentlich als unerwiinschte Wirkung auftreten
(Gardocki und Yelnosky 1964, van Lersberghe et al. 1994, Erhardt et al. 2012c). Fentanyl fihrt
allgemein in hohen Dosen zu einer gewissen Muskelrigiditat (Stanley 1992, Ebert et al. 2002, Larsen
2006¢). Diese auBert sich auch in einem Anstieg der Muskeltoni mancher Sphinktermuskeln, wie den
Sphinkter Oddi, den Analsphinkter und den Harnblasensphinkter (Larsen 2006¢, Flecknell 2009c).
Anfanglich kommt es hdufig zur Stimulation der Magen-Darm-Motilitdt und man muss mit einer
spontanen Defékation rechnen (Erhardt et al. 2012c). Allerdings wird nach langer andauernder
Applikation die Motilitat eher reduziert, da die propulsive Aktivitat durch rhythmische Kontraktionen
der longitudinalen Darmmuskulatur gehemmt wird, wodurch es zu Obstipationen, Spasmen und in
seltenen Féllen auch zum lleus kommen kann (van Lersberghe et al. 1994, Larsen 2006c, Erhardt et al.
2012c). Beim Nager und Kaninchen scheint das Vorkommen dieser Magen-Darm-Symptomatik
jedoch nicht klinisch signifikant zu sein (Hedenqvist und Hellebrekers 2003). Der arterielle Blutdruck,
das Herzzeitvolumen und die Herzkontraktilitat werden durch Fentanyl nur geringgradig beeinflusst,
jedoch kann es zu einer deutlichen Sinusbradykardie kommen (Gardocki und Yelnosky 1964, Stanley
1992, Hedengvist und Hellebrekers 2003, Erhardt et al. 2012c). Das Eintreten einer ausreichend
analgetischen Wirkung von Fentanyl fallt zeitlich meist zusammen mit der zu beobachteten
Bradykardie, weshalb der Fentanyl-Bedarf sehr gut anhand der Herzfrequenzénderung gesteuert
werden kann (Erhardt et al. 2012c). Der Bradykardie kann jedoch mit einer Atropin-Administration
entgegengesteuert werden (Gardocki und Yelnosky 1964, Hedenqvist und Hellebrekers 2003).
Hypotensive Effekte kodnnen vor allem wéhrend schwerwiegenden operativen Eingriffen mit

erheblichen Gewebetraumata Bedeutung erlangen (Waynforth und Flecknell 1992).

Anwendung im tiermedizinischen und tierexperimentellen Bereich

Der Fentanyl-Gebrauch féllt unter das Betaubungsmittelgesetz und seit 2012 ist das tiermedizinisches
Fentanyl-Préparat Fentadon® im Handel erhaltlich (Erhardt et al. 2012c, Emmerich 2013). Als
potentes Analgetikum wird Fentanyl meistens wéhrend chirurgischer Eingriffe eingesetzt. Aufgrund
der kurzen Wirkdauer und dadurch guten Steuerbarkeit eignet es sich daher hervorragend zur
Verwendung als Dauertropfinfusion (Flecknell 2009c, Erhardt et al. 2012c). Transdermale Systeme

werden in der Veterindrmedizin eher zur postoperativen Schmerzbehandlung eingesetzt. Hierzu zahlen
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Losungen, die mittels Applikatoren auf die Haut aufgetragen werden (Recuvyra®) und Pflaster, die
man direkt auf die Haut kleben kann (z.B. Durogesic®). Fiir den Hund wurde in einer Studie jedoch
gezeigt, dass sich bei der Anwendung von Fentanyl-Pflastern die Fentanyl-Anflutung und der
Zeitpunkt der maximalen Serumkonzentration sehr stark individuell unterscheiden kdnnen (Engert
2010). Neben dem Einsatz als reines Analgetikum wird Fentanyl h&ufig zur Erzeugung einer
Allgemeinanasthesie zu nicht oder nur gering analgetisch wirksamen Inhalationsandasthetika
supplementiert oder zum Beispiel als Komponente einer totalen intravendsen Anasthesie
herangezogen (Larsen 2006¢, Heavner und Cooper 2008). Fentanyl wird gern mit Benzodiazepinen
(Ataranalgesie), mit Hypnotika (Hypnoalgesie) und mit Neuroleptika (Neuroleptanalgesie) kombiniert
(Ebert et al. 2002, Flecknell 2009c, Erhardt et al. 2012c). Als Komponente der vollstandig
antagonisierbaren Anésthesie findet Fentanyl vor allem zur Anésthesie bei Heim- und Jungtieren
Verwendung (Erhardt und Baumgartner 2012). Die Kombinationen haben den Vorteil, dass die
analgetische Wirkung potenziert wird, die moglichen opioid-induzierten, exzitationsartigen
Erscheinungen gemindert werden und verwendete Anésthetika eingespart werden kénnen. Bei diesen
Kombinationen muss jedoch beriicksichtigt werden, dass sich auch die atemdepressiven Eigenschaften

der Komponenten ebenfalls potenzieren (Ebert et al. 2002, Hedenqvist und Hellebrekers 2003).

2.2.4.2 Naloxon
Naloxon ist ein reiner Opioid-Antagonist und kommt am haufigsten als solcher sowohl human-, als

auch veterindrmedizinisch zum Einsatz (Heavner und Cooper 2008).

Chemische Struktur

SN—CH;CH=CH,

Abb. 8: Strukturformel von Naloxon nach Ebert und Kollegen (2002)
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Naloxon ist ein Morphin-Derivat, genauer gesagt das N-Allylderivat von Oxymorphon, von dem auch
der Name Naloxon abgeleitet worden ist (N-Allylderivat von Oxymorphon) (Kosterlitz und Watt 1968,
Ebert et al. 2002, Larsen 2006c). Ebenso wie die Opiate, hat auch Naloxon eine sehr hohe
Lipidloslichkeit (Berkowitz 1976, Montastruc 1982, Ebert et al. 2002). In Praparaten liegt Naloxon
meistens als Naloxon-Hydrochlorid vor und ist demnach mit anderen wéassrigen Komponenten, wie

Infusionslésungen oder anderen Andsthetika-Antagonisten mischbar (Erhardt et al. 2012d).

Wirkungsmechanismus

Angriffspunkte des Naloxons sind die Opioid-Rezeptoren, vornehmlich die p- und k-Opioid-
Rezeptoren (Hedenqvist und Hellebrekers 2003, Cosola et al. 2006, Larsen 2006c). Die stérkste
Affinitdt besteht jedoch zu den u-Opioid-Rezeptoren (Larsen 2006c¢). Es wirkt an diesen Rezeptoren
als kompetitiver Antagonist (Kosterlitz und Watt 1968, Montastruc 1982, Larsen 2006¢). Durch die
Substitution der N-Methylgruppe mit einer Allylgruppe besitzt Naloxon keine intrinsische Aktivitat
mehr und hat keinerlei opioidartige Wirkungen auf den Organismus (Ebert et al. 2002). Die Blockade
des Opioid-Rezeptors durch Naloxon ist jedoch reversibel und kann durch Zugabe eines Agonisten
wieder aufgehoben werden (Larsen 2006c). Um den Partial-Agonisten Buprenorphin mit seiner
starken Affinitdt zu den p-Opioid-Rezeptoren zu verdrangen, bendtigt man wesentlich hohere

Dosierungen, als bei anderen Opioid-Agonisten (Sarton et al. 2008).

Pharmakokinetik

Naloxon kann intravends, intramuskuldr und subkutan verabreicht werden (Ebert et al. 2002, Larsen
2006¢, Erhardt et al. 2012¢). Es wird aber auch von anderen mdglichen Applikationsrouten berichtet.
Nach einer nasalen Applikation ist die Bioverfuigbarkeit beim Hund sehr hoch, beim Mensch liegt sie
allerdings nur bei 4% (Dowling et al. 2008, Liu et al. 2010). Auch mit einer transdermalen Applikation
wird, trotz tierartlicher Unterschiede in der Hautpermeabilitat, nach vier, bis hin zu 48 Stunden nach
Applikation ein konstanter Konzentrationswert aufrechterhalten (Panchagnula et al. 2005). Aufgrund
des hohen First-Pass-Effektes in der Leber ist die Bioverfiigbarkeit nach oraler Applikation eher
schlecht, und es lassen sich keine messbaren Werte im Blut nachweisen (Montastruc 1982, Kleiman-
Wexler et al. 1989). Es wurde gezeigt, dass Naloxon auf lokaler Ebene Wirkungen tber die Opioid-
Rezeptoren im Gastrointestinaltrakt vermitteln kann (Kreek et al. 1983, Kleiman-Wexler et al. 1989,
Cosola et al. 2006). Wegen der stark lipophilen Eigenschaften gelangt Naloxon sehr ziigig ins zentrale
Nervensystem und erreicht dort auch sehr schnell eine hohe Konzentration (Berkowitz 1976, Ngai et
al. 1976, Montastruc 1982). Nach intravendser Applikation kommt es bereits nach 30-120 Sekunden
zu einem Wirkungseintritt, nach subkutaner Applikation erst nach drei Minuten (Montastruc 1982).

Die Halbwertszeit der Verteilungsphase ist sehr kurz und betragt etwa vier Minuten (Berkowitz 1976,
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Pace et al. 1979). Angaben zur Plasmahalbwertszeit differieren sehr stark (10-45; 20; 30-40; 64; 71;
60-90 Minuten) und sind zudem abh&ngig von der Applikationsart (Berkowitz 1976, Ngai et al. 1976,
Pace et al. 1979, Ebert et al. 2002, Sarton et al. 2008, Erhardt et al. 2012c). Naloxon wird
hauptséchlich in der Leber durch Glukuronidierung verstoffwechselt und tber die Nieren mit dem
Urin ausgeschieden (Montastruc 1982, Larsen 2006c). Es wird auch eine extrahepatische Elimination
vermutet, da die Clearance mit 30 ml/kg/min sehr hoch ist (Larsen 2006c).

Pharmakologische Wirkung

Naloxon ist ein potenter Opioid-Antagonist mit nur einer nicht signifankten agonistischen Aktivitat
(Kosterlitz und Watt 1968). Von klinischen Effekten wird nach alleiniger Naloxon-Applikation jedoch
nicht berichtet. Daher ist auch der Sicherheitsindex von (ber 2000 sehr hoch bemessen (Montastruc
1982, Foldager und Bonde-Petersen 1988, Ebert et al. 2002, Larsen 2006c, Flecknell 2009c). Sind
trotzdem Effekte zu beobachten, sind diese meistens auf die Antagonisierung endogen wirkender
Opioide zuriickzufiihren (Ebert et al. 2002). Eine durch Endorphine vermittelte Analgesie oder ein
induziertes Schockgeschehen, sowie weitere Endorphin-vermittelnde Effekte kénnen zum Beispiel
durch Naloxon aufgehoben werden (Levine et al. 1978, Sawynok et al. 1979, Montastruc 1982,
McNicholas und Martin 1984). Ein leichter Anstieg der Herzfrequenz und des Blutdruckes kann in
hoheren Dosen beobachtet werden (Foldager und Bonde-Petersen 1988, Larsen 2006c). Nach einer
Antagonisierung kénnen Kreislaufwirkungen jedoch auch durch Reflexmechanismen und Stimulation
sensibler Bahnen ausgel6st werden (Montastruc 1982). Naloxon hebt samtliche pharmakologische
Wirkungen nicht nur von endogenen, sondern auch von applizierten Opioiden auf. Hierzu zahlen die
opioid-induzierte Analgesie, Atemdepression, Euphorie, Myosis, Koma, Krampfe und auch die
Motilitatshemmung des Gastrointestinaltraktes (Montastruc 1982, Cosola et al. 2006). Es wurde
gezeigt, dass eine Naloxon-Applikation nach idiopathischer chronischer Verstopfung eine positive
Wirkung auf den Weitertransport und die Konsistenz der Faeces hat und praventive Eigenschaften bei
der Entstehung von stressbedingten Magenulzera zeigt (Kreek et al. 1983, Kleiman-Wexler et al. 1989,
Cosola et al. 2006). Naloxon kann das Atemzentrum wieder auf CO, resensibilisieren, wenn sich nach
einer Opioid-Applikation eine Hyperkapnie aufgrund der Atemdepression entwickelt hat (McNicholas
und Martin 1984). Es wurde nachgewiesen, dass Naloxon auch eine agonistische Aktivitat an
Ostrogen-Rezeptoren hat. Diese soll einen inhibitorischen Effekt auf das Wachstum von Brustkrebs
haben (Farooqui et al. 2006). Aufgrund des schnellen Nachlassens der antagonistischen Wirkung,
kann es bei langer wirksamen Opioiden zu einem sogenannten Rebound-Effekt kommen (Dyson et al.
1990, Erhardt et al. 2012c). Um dieses Problem zu umgehen und um eine langanhaltende
Antagonisierung zu garantieren wird die Administration tber eine Infusion oder die Kombination aus
intravendser und intramuskulérer bzw. subkutaner Applikation empfohlen (Dowling et al. 2008,

Sarton et al. 2008).
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Anwendung im tiermedizinischen und tierexperimentellen Bereich

Naloxon ist als tiermedizinisches Préparat nicht mehr im Handel erhéltlich, daher miussen
humanmedizinische Praparate umgewidmet werden (Erhardt et al. 2012c). Es ist das Mittel der Wahl
im Falle einer Uberdosierung mit Opioiden, zum Beispiel durch die ungewollte orale Aufnahme eines
opioid-haltigen Pflasters (Ebert et al. 2002, Hedengvist und Hellebrekers 2003, Erhardt et al. 2012c).
Bei Opioid-Intoxikationen ist aufgrund der unbekannten Opioid-Dosis eine individuelle Anpassung
der Naloxon-Konzentration erforderlich und es muss nach Wirkung appliziert werden (Ebert et al.
2002). Naloxon wird auch wahrend der postoperativen Phase verabreicht, um die Effekte des Opioid-
Uberhangs nach einer Anisthesie aufzuheben und um die Erholungsphase zu beschleunigen
(Hedenqgvist und Hellebrekers 2003). Als Bestandteil der Antagonisierung der vollstdndig
antagonisierbaren Anésthesie mit Medetomidin, Midazolam und Fentanyl wird Naloxon haufig in der
Jungtier- und Heimtieranasthesie eingesetzt. Dabei werden die Antagonisten subkutan appliziert und
es kommt zu einem langsamen und schonenden Erwachen aus der Anésthesie und zu einer Aufhebung

der an&sthesiebedingten Atemdepression und Hypothermie (Erhardt et al. 2012c).

2.3 Inhalationsanasthetikum

2.3.1 Isofluran

Isofluran ist ein volatiles Anasthetikum, welches 1965 synthetisiert wurde (Holaday et al. 1975, Eger
1981, Larsen 2006a). Unter den Inhalationsanasthetika hat es derzeit wohl das beste Nutzen/Risiko-
Verhaltnis und wird sowohl human- als auch veterindrmedizinisch sehr haufig eingesetzt (Larsen
20064, Erhardt et al. 2012c).

Chemische Struktur

R
F—C—0—C—C—F
H HF

Abb. 9: Strukturformel von Isofluran nach Ebert und Kollegen ( 2002)

Isofluran ist ein stark halogenierter Ether und zu Enfluran ein Strukturisomer (Kavan und Julien 1974,
Holaday et al. 1975, Kayaba und Shimosato 1985, Larsen 2006a, Erhardt et al. 2012c). Es ist eine
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klare, farblose und fliichtige Flissigkeit, die gegenuiber Atemkalk und UV-Licht stabil ist (Dale und
Brown 1987, Larsen 2006a, Erhardt et al. 2012c). Der Siedepunkt fur Isofluran ist bei 48,5°C erreicht
und der Dampfdruck liegt bei 20°C Raumtemperatur bei 239 mmHg (Eger 1981, Larsen 2006a,
Erhardt et al. 2012c). Isofluran ist gut lipidlioslich und hat einen leicht etherartigen, stechenden
Geruch, welcher jedoch angenehmer erscheint als der Geruch von CO, (Eger 1984, Larsen 20063,
Hildebrandt et al. 2008, Erhardt et al. 2012c, Wong et al. 2013). Es hat weder explosive noch
brennbare Eigenschaften (Kayaba und Shimosato 1985, Haskins 1992, Waynforth und Flecknell 1992,
Erhardt et al. 2012c).

Wirkungsmechanismus

Isofluran reduziert, wie auch andere moderne Inhalationsanasthetika, die myoneuronale Transmission
(Eger 1998). Der genaue Wirkungsmechanismus ist jedoch noch nicht n&her bekannt. Eine
Membranmodulation aufgrund der lipophilen Eigenschaften, sowie Effekte an GABAA-Rezeptoren
und muskarinergen Acetylcholin-Rezeptoren werden diskutiert (Quinlan et al. 1995, Alkire und Haier
2001).

Pharmakokinetik

Isofluran wird in der Regel als volatiles Anésthetikum per inhalationem verabreicht. Dabei sollte mit
speziell fir Isofluran kalibrierten Verdampfern, sogenannte Prazisionsverdampfer, gearbeitet werden,
da sonst aufgrund der potenten Wirkung von Isofluran die Gefahr einer Uberdosierung besteht
(Waynforth und Flecknell 1992, Hedenqvist und Hellebrekers 2003, Brunson 2008, Erhardt et al.
2012c¢). Die Isofluran-Aufnahme und -Verteilung ist abhéngig von der eingeatmeten Konzentration,
der Beltftung der Lunge, der Herzleistung und der Loslichkeit von Isofluran in Blut und Gewebe
(Dale und Brown 1987). Dank der guten Lipidloslichkeit kann Isofluran leicht die Alveolenwand
durchdringen und gelangt schnell ins Blut (Hildebrandt et al. 2008). Die Loslichkeit im Blut ist
hingegen eher schlecht, daher findet schnell ein Ubertritt ins lipophile zentrale Nervensystem statt
(Eger 1984). Ebenso kann es die Plazentaschranke ungehindert durchdringen (Erhardt et al. 2012c).
Der Blut/Gas-Verteilungskoeffizient ist relativ niedrig und wird zwischen 1,4 und 1,48 angegeben
(Eger 1984, Haskins 1992, Alef 2003a, Erhardt et al. 2012c). Durch die geringe Blutldslichkeit kommt
es zu einer schnellen An- und Abflutung des Isoflurans (Kavan und Julien 1974, Kayaba und
Shimosato 1985, Haskins 1992, Ebert et al. 2002). Dank dieser Eigenschaft ist es moglich die
Anésthesietiefe sehr schnell zu variieren (Alef 2003a, Erhardt et al. 2012c). Eine Andsthesie mit
Isofluran wird mit etwa 3,0 - 4,5 Vol% eingeleitet und zwischen 0,6 - 3,0 Vol% weiter
aufrechterhalten. Diese Angaben variieren je nach Spezies und sind auch sehr individuell und richten

sich aufRerdem ganz danach, ob nur Sauerstoff oder auch Lachgas als Trdgergas verwendet wird (Alef
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2003a, Larsen 2006a, Hildebrandt et al. 2008). Die Elimination aus dem zentralen Nervensystem ist
schneller, als aus den unterschiedlichen Geweben des restlichen Korpers (Lu et al. 2008). In einer
Studie beim Menschen wurde gezeigt, dass sowohl die Geschwindigkeit der Aufnahme, als auch die
der Elimination abhé&ngig vom Alter ist (Fitzal et al. 1985). Das Isofluran unterliegt so gut wie keiner
Metabolisierung und wird nahezu vollstdndig wieder abgeatmet (Dale und Brown 1987, Hedenqvist
und Hellebrekers 2003). Nur 0,2% werden vom Organismus in der Leber metabolisiert und 0,17 %
lassen sich als Metaboliten im Urin nachweisen (Holaday et al. 1975, Eger 1984, Ebert et al. 2002,
Alef 2003a, Brunson 2008). Aufgrund der geringen Metabolisierungsrate hat Isofluran wenig Einfluss
auf das Leberenzymsystem und weist daher keine Leber- und Nierentoxizitat auf (Eger 1984, Kayaba
und Shimosato 1985, Njoku et al. 1997, Alef 2003a, Hedenqgvist und Hellebrekers 2003).
Tierexperimentell wurde gezeigt, dass auch eine intravendse Applikation von emulgierter Isofluran-
Losung zu einer Allgemeinanasthesie fuhrt. Wahrend eine Bolusinjektion schnell zu einem
Konzentrationspeak mit anschlieBender Umverteilung im Muskel- und Fettgewebe fiihrt, kann durch
eine Infusion eine bestimmte Isofluran-Konzentration langer aufrechterhalten werden (Yang et al.
2013). Durch blockierende Eigenschaften an Na*-Kandlen, fuhrt Isofluran nach intrathekaler Injektion
zu einer Spinalanasthesie. Die Wirkung ist zwar weniger potent, als die von Lidocain, aber die Dauer
der Blockade ist wesentlich langer (Hung et al. 2011).

Pharmakologische Wirkung

Isofluran wirkt sehr gut hypnotisch, in klinisch ungefahrlichen Konzentrationen jedoch kaum
analgetisch (Schulte am Esch et al. 2000a, Alef 2003, Larsen 2006a). Der MACs,-Wert ist sehr
speziesspezifisch und individuell, liegt jedoch fur die meisten Spezies in dem Bereich von 1,15-2,05
Vol% (Eger 1984, Alef 2003a, Hedenqvist und Hellebrekers 2003). Neben der gut hypnotischen
Eigenschaft wirkt Isofluran sehr gut muskelrelaxierend und erzeugt keine krampfartigen Geschehen
wahrend der Andsthesie (Eger 1984, Schulte am Esch et al. 2000a, Ebert et al. 2002, Alef 2003a,
Larsen 2006a, Hildebrandt et al. 2008). Der muskelrelaxierende Effekt wirkt sich auch auf den Uterus
aus und kann bei hohen Konzentrationen wéhrend eines chirurgischen Eingriffes zu einem erhthten
Blutverlust fiihren (Eger 1981, Schulte am Esch et al. 2000a, Ebert et al. 2002, Larsen 2006a). Der
Muskeltonus  des unteren  Oesophagussphinkters  nimmt ab, sodass ein  gewisses
Regurgitationspotential besteht (Chassard et al. 1996). Des Weiteren potenziert Isofluran die Wirkung
von nicht-depolarisierenden Muskelrelaxantien (Eger 1981, Larsen 2006a). Ubelkeit wird in der Regel
nicht beobachtet (Eger 1981). Isofluran hat in Bezug auf seine Kreislaufwirkung noch die groite
therapeutische Breite unter den halogenierten Inhalationsanésthetika (Eger 1984). Unter normalen
Andsthesiebedingungen hat Isofluran einen hohen Herzindex und eine gute Herzleistung (Seyde und
Longnecker 1984, Kayaba und Shimosato 1985, Bahrami et al. 2011). Es hat keine arrhythmogene

Wirkung und die depressiven Effekte auf den Herzmuskel scheinen nur gering zu sein (Eger 1984,
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Dale und Brown 1987, Haskins 1992, Schulte am Esch et al. 2000a, Alef 2003a, Larsen 200643,
Brunson 2008, Hildebrandt et al. 2008). Es kann jedoch zu einer Herzfrequenzsteigerung bis hin zur
Tachykardie kommen (Eger 1984, Kayaba und Shimosato 1985, Dale und Brown 1987, Schulte am
Esch et al. 2000a, Erhardt et al. 2012c). Isofluran soll auf den Herzmuskel eine sensibilisierende
Wirkung gegentiber exogenen Katecholaminen haben (Kayaba und Shimosato 1985, Ebert et al. 2002,
Alef 2003a, Hedenqvist und Hellebrekers 2003). Einige Autoren sind jedoch anderer Meinung und
widersprechen dieser Ansicht (Eger 1981, Larsen 2006a, Brunson 2008, Erhardt et al. 2012c).
Verglichen mit manchen Injektionsanasthetika sind die hdmodynamischen Effekte von Isofluran zwar
weniger stark ausgepragt, jedoch bleibt es ein potenter Vasodilatator und fiihrt konzentrationsabhangig
zur Senkung des systemischen arteriellen Blutdruckes (Eger 1984, Gelman et al. 1984, Haskins 1992,
Schulte am Esch et al. 2000a, Ebert et al. 2002, Alef 2003a, Hedenqvist und Hellebrekers 2003,
Janssen et al. 2004, Erhardt et al. 2012c¢). Vornehmlich werden auch die kleinen HerzkranzgefaRe
dilatiert und es kommt zu einer Verschlechterung der Koronardurchblutung [Nakamura et al. 1993,
Schulte am Esch et al. 2000a, Ebert et al. 2002, Alef 2003a, Hedenqvist und Hellebrekers 2003,
Brunson 2008, Erhardt et al. 2012c¢). Fir Isofluran wurde festgestellt, dass die Vasodilatation eher
nicht-neurogen vermittelt wird (Sundeman et al. 1995). Die Leberdurchblutung und die zerebrale
Durchblutung steigen an und es kann zu einem erhéhten Hirndruck kommen (Gelman et al. 1984,
Drummond et al. 1986, Schulte am Esch et al. 2000a). Der renale Blutfluss sowie die glomerulére
Filtrationsrate sind gemindert und fihren zu einem reduziertem Harnfluss (Eger 1981, Larsen 20063,
Erhardt et al. 2012c). Neben diesen Effekten hat Isofluran auch eine dosis-abhéngige atemdepressive
Wirkung, die bis hin zur Apnoe fuhren kann (Eger 1984, Kayaba und Shimosato 1985, Haskins 1992,
Alef 2003a, Hedenqvist und Hellebrekers 2003, Erhardt et al. 2012c). Von Vorteil fir Asthmatiker ist,
dass verengte Bronchien durch Isofluran dilatiert werden, allerdings kann die Speichel- und
Bronchialsekretion leicht, beim Meerschweinchen sogar sehr stark, erhéht sein (Hirshman et al. 1982,
Eger 1984, Ebert et al. 2002, Larsen 2006a, Erhardt et al. 2012c¢). Die Atemfrequenz kann leicht
ansteigen, dies ist jedoch meistens verbunden mit einem reduziertem Tidalvolumen (Brunson 2008).
Von Isofluran sind bisher keine karzinogenen oder mutagenen Eigenschaften bekannt und selbst nach
wiederholter Administration wurden keine toxisch bedingten Organverdnderungen festgestellt (Eger
1981, Eger et al. 1987, Larsen 2006a). Es wird ihm sogar eine gewisse neuroprotektive Eigenschaft

zugesprochen (Statler et al. 2006).

Anwendung im tiermedizinischen und tierexperimentellen Bereich

Isofluran ist in Deutschland fur die Anwendung bei vielen Tierspezies zugelassen; dazu gehéren
Hunde, Katzen, Meerschweinchen, Ratten, Mause, Wistenrennmause, Chinchillas, Hamster, Frettchen,
Pferde, Reptilien, Tauben und Ziervdgel (Erhardt et al. 2012c). Aufgrund der guten Steuerbarkeit und

des geringen Gefahrenpotentials fur das Personal hat die Inhalationsanésthesie mit Isofluran sowohl in
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der tierdrztlichen Praxis, als auch in der Versuchstierkunde Einzug gehalten (Mason 1997). Dennoch
sollte im Umgang mit Isofluran immer berticksichtigt werden, dass je nach Andsthesiesystem (offen,
halboffen, geschlossen), unterschiedliche Arbeitsplatzkonzentrationen des Anésthesiegases entstehen
konnen, fur die eine entsprechende Abzugsvorrichtung vorhanden sein muss (Haberstroh 2012).
Obwohl die Bevorratung von Injektionsanésthetika und deren Antagonisten fir die neueren
Kombinationsanésthesien ebenfalls sehr Kkostspielig sein kann, stellt Isofluran in der
Versuchstierkunde, trotz des héheren Kostenaufwandes durch erforderliches Equipment, das Mittel
der Wahl zur Andsthesie von Nagern dar (Waynforth und Flecknell 1992). Die geringe
Metabolisierungsrate und die nicht vorhandene toxische Wirkung auf Organsysteme ist gerade im
tierexperimentellen Bereich von groRem Vorteil (Dale und Brown 1987, Eger et al. 1987, Hedenqvist
und Hellebrekers 2003). Isofluran bietet sich deswegen hervorragend zur Verwendung als
Andsthetikum in toxikologischen Studien an (Eger 1981, Flecknell 2009). Ebenso ist Isofluran
aufgrund seiner pharmakologischen Eigenschaften das Mittel der Wahl bei jeglichen
neurochirurgischen Eingriffen (Dale und Brown 1987). Bei der Andasthesieeinleitung mit Isofluran
beim Kaninchen und Meerschweinchen muss beachtet werden, dass diese Spezies dazu neigen,
aufgrund des unangenehmen Geruchs die Luft anzuhalten, wodurch sich die Dauer der Einleitung
erheblich in die L&nge ziehen kann (Flecknell 2009). Aullerdem sollte wegen besonders starker
bronchosekretorischer Reaktion auf Isofluran beim Chinchilla und Meerschweinchen eine Atropin-
Pramedikation in Erwdgung gezogen werden (Ebert et al. 2002, Heide 2003, Erhardt et al. 2012c). Bei
mittelgradigen bis schwerwiegenden und langer andauernden chirurgischen Eingriffen, zu denen eine
tiefe Anésthesie notig ist, wird empfohlen, die Inhalationsanésthesie mit Injektionsanésthetika zu
kombinieren. Nach diesem Schema der balancierten Andsthesie kdnnen so Andasthetika eingespart und

die Potenzierungseffekte maximal ausgenutzt werden (Erhardt und Baumgartner 2012).

2.4 Telemetrische Datenerfassung

2.4.1 Definition Telemetrie

Unter Telemetrie versteht man die Ubertragung von Messwerten eines am Messort befindlichen
Fuhlers (Sensor) durch Kommunikationssysteme zu einer radumlich getrennten Stelle und deren dortige
Verarbeitung (Lassmann 2006). Bei der Radiotelemetrie werden die Daten mithilfe von Radiowellen
Ubertragen. Hierbei moduliert der Transmitter das Messsignal in Radiowellen und sendet dieses Signal
an eine Antenne. Ein Receiver empfangt ebenfalls mithilfe einer Antenne diese speziellen
Radiofrequenzwellen in einer bestimmten Frequenz, demoduliert das Signal und wandelt es in ein
lesbares Format um (Bailey 2003). Im Speziellen befasst sich die Biotelemetrie mit der Messung und
Ubertragung von biologischen Messwerten, wie zum Beispiel der Korperkerntemperatur, dem EKG
und dem Blutdruck (Pschyrembel 2007).

33



Literaturstudie

2.4.2 Telemetriesysteme fur kleine Versuchstiere

Vollstandig implantierbare Telemetriesysteme flr Langzeitmessungen haben in der Versuchstierkunde
seit Uber 50 Jahren Einzug gehalten und wurden von anfanglichen Systemen, die nur einen Parameter
erfassen konnten, stets weiterentwickelt bis hin zu komplexeren Systeme, die heutzutage mehrere
Parameter zeitgleich erfassen konnen (Guiol et al. 1992, Brockway und Hassler 1993, Kramer und
Kinter 2003). Erst seit etwa 20 Jahren sind gut entwickelte und leicht anwendbare Telemetriesysteme
flr Versuchstiere einfach und kommerziell zuganglich (Kramer und Kinter 2003). Fur die Ratte sind
unterschiedliche Telemetriesysteme erhéltlich bei Data Science International (DSI™), Konigsberg
Instruments Inc., Millar Inc. und TSE Systems (Stellar telemetry). Heutzutage ist es mdglich bei der
Ratte folgende Parameter telemetrisch zu messen: Korperkerntemperatur, Aktivitat, arterieller
Blutdruck, Ventrikeldruck, intrakranieller Druck, Atemfrequenz, Tidalvolumen, EKG, EEG, EMG,
EOG, Sauerstoffkonzentration im Gewebe, Blutglukose, pH-Wert und sympathische Nervenaktivitat
(Kramer und Kinter 2003, Silasi et al. 2009, Stocker und Muntzel 2013). Die genannten Hersteller
bieten Telemetriesender mit verschiedenen Konstellationen der zu erfassenden Parameter an. In
Abbildung 10 ist ein Telemetriesender der Firma DSI™ dargestellt, der arteriellen Blutdruck, EKG,
Korperkerntemperatur und Aktivitat simultan erfassen kann. Dieses Modell (TL11M2-C50-PXT) lauft
jedoch im Oktober 2014 aus und wird durch das Nachfolgemodell HD-S11 abgeldst, welches sich
jedoch im &uReren Erscheinungsbild kaum vom Vorgéngermodell unterscheidet.
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Abb. 10: Vollstandig implantierbarer Telemetriesender (TL11M2-C50-PXT) fiir kleine Tiere (> 175 g
Kdrpergewicht) der Firma DSI™. Transmitter mit Blutdruckkatheter (transparentes Kabel) und zwei

Elektroden (graues und rotes Kabel) zur EKG-Ableitung.

Ein Telemetriesender, der aus vollstdndig biokompatiblem Material besteht, wird unter sterilen
Operationsbedingungen wahrend einer Allgemeinanasthesie implantiert (Kramer und Kinter 2003,
Morton et al. 2003). Meistens wird dabei der Blutdruckkatheter zwischen den Aa. renales und der
Bifurcatio aortae in der Aorta abdominalis platziert und mit Gewebekleber fixiert und der Transmitter
wird mit einem nicht resorbierbaren Faden an der Innenseite der seitlichen Bauchdeckenmuskulatur

mit Einzelheften befestigt (siehe Abb. 11) (Kramer und Kinter 2003, Braga und Burmeister 2011).
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Abb. 11: Implantierter Transmitter mit Blutdruckkatheter in der Aorta abdominalis nach Grenwis
(2010)

Es wurden auch weitere Mdglichkeiten beschrieben, den Druckaufnehmer in andere arterielle Geféale
zu platzieren. Fir die Maus hat sich der Zugang uber die A. carotis communis als vorteilhaft
herausgestellt (Carlson und Wyss 2000, Kaidi et al. 2007, Schuler et al. 2009). Eine weitere
erfolgreich durchgefiihrte Option ist der Zugang Uber die A. femoralis (Balakrishnan und McNeill
1996). Des Weiteren wurde auch die intrakardiale Implantation des Blutdruckkatheters sowohl in den
linken, als auch in den rechten Ventrikel beschrieben, um den jeweiligen Ventrikeldruck messen zu
kénnen (Handoko et al. 2008, Tate et al. 2011). Die Mdglichkeit, den Transmitter unfixiert in der
Bauchhdhle verbleiben zu lassen oder ihn im Falle des Carotiszuganges unter der Haut im Bereich des
Nackens oder auch der Flanke zu fixieren, wurde ebenfalls beschrieben (Balakrishnan und McNeill
1996, Carlson und Wyss 2000, Butz und Davisson 2001, Leon et al. 2004). Wenn der Transmitter
intraabdominal fixiert wird, dann werden die Elektrodenkabel mithilfe einer groRlumigen Kanile
durch die Bauchdeckenmuskulatur aus der Bauchhohle verlagert und subkutan an die entsprechende
Stelle getunnelt. Die optimale Elektroden-Position fur eine bipolare Konfiguration ist abhangig von
der gewinschten Ableitung. In der Regel wird empfohlen die negative Elektrode an der rechten
Schulter und die positive Elektrode an der linken ventrale Brustwand anzubringen (Kramer et al.
2001). Sgoifo und Kollegen (1996) stellen in ihrer Studie eine alternative Elektrodenpositionierung
vor, die auch wahrend intensiver Bewegung nur minimal zu Artefakten im EKG fihrt. Dabei werden
an den distalen Enden der Elektroden Drahtschlaufen geformt. Eine Elektrode wird an der dorsalen
Flache des Processus xiphoideus mit nicht resorbierbarem Nahtmaterial fixiert und die andere
Elektrode wird vom Musculus sternohyoideus ausgehend entlang der Trachea im Mediastinum in

Richtung des rechten Herzvorhofes verankert. In Abbildung 12 ist eine telemetrierte Ratte
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rontgenologisch dargestellt. Die Positionierung der Elektroden ist der beschriebenen Methode von
Sgoifo und Kollegen (1996) sehr &hnlich. Die eine Elektrode ist anstatt dorsal des Processus
xiphoideus an der ventralen Seite des Processus angebracht und die andere Elektrode liegt ndher an
der Trachea cranial der Apertura thoracis anstatt mediastinal. Zu sehen sind der intraabdominal
implantierte Transmitter und die subkutan verlaufenden Elektrodenkabel. Der Blutdruckkatheter lasst
sich rontgenologisch sehr schlecht darstellen und ist daher in dieser Abbildung nicht zu sehen.

16.05,2013 08:03
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Abb. 12: Rontgenaufnahmen einer telemetrierten Ratte in der laterolateralen (oben) und
dorsoventralen (unten) Ansicht.

37



Literaturstudie

2.4.3 Erfasste Parameter

2.4.3.1 Blutdruck

Der Blutdruck bezeichnet im eigentlichen Sinne das arterielle systemische Druckverhéltnis, welches
im arteriellen Schenkel herrscht. Er wird definiert als das Produkt von Herzminutenvolumen und
totalem peripherem Widerstand und wird demnach sowohl von kardialen (z.B. Pumpvolumen), sowie
vaskuldren (z.B. Gefalwandspannung), als auch h&matopoetischen (z.B. Blutviskositat) Faktoren
beeinflusst (Egner 2002).

Zur Blutdruckmessung gibt es invasive und nichtinvasive Methoden. Zu den nichtinvasiven
Messmethoden gehdren die oszillometrische und die Doppler-sonographische Blutdruckmessung
(Erhardt und Henke 2002, Henke und Erhardt 2012a). Bei der invasiven Blutdruckmessung wird ein
Katheter intraarteriell verlegt und entweder wird dabei ein flussigkeitsgefillter Katheter an einen
elektronischen Druckaufnehmer angeschlossen, oder es wird ein sogenannter Tip-Katheter verwendet,
bei dem sich der Druckaufnehmer am Ende des Katheters befindet und direkt im Gefal3 zu liegen
kommt (Erhardt und Henke 2002). Der Druckaufnehmer erfasst kontinuierlich die
Druckschwankungen im Geféal3 und generiert eine fortlaufende Blutdruckkurve (siehe Abb. 13). Der
hochste Punkt dieser Amplitude entspricht dem systolischen Blutdruck und der niedrigste Punkt dem
diastolischen Blutdruck. Die HOhe dieser Amplitude berechnet sich aus der Differenz von
systolischem und diastolischem Blutdruck und wird auch als Pulsdruck bezeichnet und ist als
Pulswelle flhlbar (Erhardt und Henke 2002). Der Druck, der durchschnittlich wahrend der Dauer
eines Schlagintervalls herrscht, wird als mittlerer arterieller Druck bezeichnet und ist ein rein
berechneter Blutdruckwert (Berechnungsformel siehe Abb. 13) (Egner 2002). Bei der Betrachtung des
mittleren arteriellen Blutdrucks muss beachtet werden, dass einem dieser Wert keine Vorstellung vom
Ausmal der Blutdruckamplitude vermittelt. Ein mittlerer arterieller Blutdruck von 93 mmHg kann
zum Beispiel sowohl aus den Werten Py = 120 mmHg und Pgi.s. = 80 mmHg berechnet werden, als

auch aus den Werten Py = 140 mmHg und Pgisst = 70 mmHg.
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Abb. 13: Blutdruckamplitude

Die telemetrische Blutdruckmessung wird mithilfe eines flissigkeitsgefillten Katheters durchgefihrt,
der mit einer Silikongelmembran am distalen Ende ausgestattet ist, die verhindert, dass
Blutbestandteile in das Katheterlumen eindringen kénnen (Brockway und Hassler 1993, Van Vliet et
al. 2000). Die Druckmessung erfolgt mittels Druckibertragung durch die Flussigkeit im Katheter. Ein
antithrombotischer Film ummantelt den gesamten Blutdruckkatheter, damit im Gefal keine
Thrombenbildung forciert wird (Brockway und Hassler 1993, Van Vliet et al. 2000). Neuere
Telemetriesender-Modelle sind mittlerweile auch mit Tip-Katheter erhéltlich (Van Vliet et al. 2000).
Im Gegensatz zur direkten Blutdruckmessung mit herausgelagertem Katheter hat die telemetrische
Blutdruckmessung den Vorteil, dass das Signal langer bestandig ist, die Infektionsgefahr reduziert ist

und die Tiere frei beweglich sind (Brockway et al. 1991).

2.4.3.2 Herzfrequenz
Die Herzfrequenz beschreibt die Anzahl der Herzkontraktionen pro Minute und ist in der Regel

tibereinstimmend mit der Pulsfrequenz (Pschyrembel 2007).

Neben der auskultatorischen Mdglichkeit die Herzfrequenz zu messen, stehen auch noch elektronische
Messmethoden zur Verfligung. Das Pulsoxymeter erfasst mittels spektrophotometrischer Messung den
Gehalt an oxygeniertem Himoglobin. Es reproduziert eine Kurve anhand der Anderung des
absorbierten Lichts wahrend des pulsatilen Blutflusses und berechnet somit die Pulsfrequenz.
Mittlerweile sind auch veterindrmedizinische Pulsoxymeter erhéltlich, die speziell fur die héheren
Herzfrequenzen sehr kleiner Tiere ausgerichtet sind (Flecknell 2009b, Henke und Erhardt 2012a).
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Eine weitere Mdglichkeit ist das Schreiben eines EKG, wobei mithilfe von Krokodilklemmen, Nadel-
oder Klebeelektroden die elektrische Herzaktivitat abgeleitet wird. AuBer der Herzfrequenz lassen sich
daraus noch viele weitere kardiale Parameter ablesen (Henke und Erhardt 2012a).

Bei der telemetrischen Erfassung der Herzfrequenz kann man auf unterschiedliche Art und Weise die
Herzkontraktionen pro Minute berechnen lassen. Dies ist davon abhéngig, welches Telemetriesender-
Modell verwendet wird. Als Berechnungsgrundlage fir die Herzfrequenz werden entweder die R-
Zacken der QRS-Komplexe im EKG oder die Pp.-Werte (= Pgs) der Blutdruckamplitude
herangezogen. Wenn man beide Parameter zur Verfugung hat, wird empfohlen, den Parameter als
Berechnungsgrundlage zu wahlen, bei dem man im Versuch mit weniger Storeinflissen rechnet,

ansonsten kann es zu fehlerhaften Frequenzangaben kommen (Krause und Mayer 2014).

2.4.3.3 KOrpertemperatur
Die Kdrpertemperatur wird Uber zentrale Warmezentren reguliert und aufrechterhalten. Im Korperkern
sind stets héhere Temperaturen zu messen als an den Extremitdten und nur dort ist der Korper

eigentlich homoiotherm (Steinlechner 2010).

Zur Korperkerntemperaturmessung werden konventionelle Fieberthermometer verwendet. Da jedoch
manche speziesspezifische Werte auBerhalb des Messbereiches solcher Fieberthermometer liegen,
werden hdufig auch Raumthermometer mit flexiblen Sonden eingesetzt. Am genauesten erfolgt die
Korperkerntemperaturbestimmung im unteren Osophagusabschnitt, aber auch die rektale und
pharyngeale Messung liefern reprasentative Werte. Bei der rektalen Messung kdnnen jedoch im

Enddarm liegende Kotballen das Messergebnis beeinflussen (Henke und Erhardt 2012a).

Telemetriesender haben ihren Temperatursensor entweder im Transmittergehause lokalisiert oder am
Ende eines Kabels. Je nachdem, ob der Transmitter intraabdominal oder subkutan fixiert wird, erhalt
man die Korperkern- oder Oberflachentemperatur. Die intraabdominal gemessene Temperatur ist
vergleichbar mit  der rektal gemessenen  Korperkerntemperatur, wenn man den
korpertemperaturerhdhenden Handling-Effekt der Rektalmessung aufler Acht lasst (Dilsaver et al.
1992, Kramer et al. 2001). Der Sensor im Kabel hat den Vorteil, dass man ihn an den verschiedensten
Stellen anbringen kann, wie zum Beispiel auch im Schwanz der Ratte, der eine bedeutende Rolle in

der Thermoregulation spielt (Sharp und La Regina 1998a, Krause und Mayer 2014).

2.4.4 Datenverarbeitung von telemetrischen Messungen
Um die vom Receiver empfangenen Telemetriesignale an einem Bildschirm grafisch darstellen zu
konnen ist eine bestimmte Datenverarbeitungssoftware notwendig. Hierfur gibt es eine Auswahl an

sehr  vielseitig einsetzbaren  Programmen, wie zum Beispiel von  ADInstruments®
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(www.adinstruments.com) und Biopac® (www.biopac.com). Diese Programme kénnen sowohl
telemetrisch empfangene Daten, als auch Daten von direkt angeschlossenen Messinstrumenten
zeitgleich in einem System verarbeiten und wiedergeben. Die Softwareprogramme Notocord-hem™
(www.notocord.com), iox2® (www.emka.fr) und Ponemah (www.datasci.com) kénnen ihre
Benutzeroberflache den Studienbedirfnissen entsprechend anpassen, so dass sie auch fir GLP-
Zwecke validiert werden konnen (Grenwis 2010). Abbildung 14 und 15 =zeigen die
Bildschirmoberfliche der Software von Notocord®. Es kann frei gewahlt werden, welche Parameter in
der Grafik angezeigt werden sollen. Der Skalierungsabstand der einzelnen Achsen ist dabei individuell
einstellbar. In Abbildung 14 ist ein etwa einstlindiger Ausschnitt einer Messung abgebildet. Die
Blutdruckamplitude und das EKG-Signal erscheinen in dieser Ansicht als Balken. Wenn man diese
Parameter im Detail betrachten moéchte, wahlt man einen Bildausschnitt mit einer viel kleineren
Zeitachse (siehe Abb. 15).

[W] NOTOCORD-hem™ - TANOTO29_2013245_01(1).nss - [Continuous Display2]
[M] File Edit Acquisiton Tools Window Help
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Abb. 14: Bildschirmoberflache der Software Notocord-hem™ (Zeitausschnitt von ca. einer Stunde).
Von oben nach unten sind folgenden Parameter der Ratte zu sehen: Blutdruck, Herzfrequenz,

Korperkerntemperatur, EKG.
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Abb. 15:Bildschirmoberflache der Software Notocord-zem™ (Zeitausschnitt von ca. einer Sekunde).
Von oben nach unten sind folgende Parameter der Ratte zu sehen: Blutdruck, EKG.

2.4.5 Telemetrische Datenerfassung zu Anasthesieuntersuchungen

Eine addquat durchgefiihrte Anasthesie erfordert auch ein das Vorhandensein von speziellem
Equipment, welches bei keiner Anasthesie fehlen darf (Flecknell 2009d). Dazu gehdren ein
Andsthesiegerat fur die Applikation von Inhalationsanésthetika und/ oder Sauerstoff, dazugehdrige
Einleitungsboxen, Kopf- und Nasenkammern und vor allem eine Warmemdglichkeit, da speziell
kleine Tiere sehr schnell Korperwdrme verlieren (Flecknell 2009b, Flecknell 2009d, Henke und
Erhardt 2012b). Das ganze Equipment muss aus geeignetem Material sein und muss zusammen mit
dem Tier wahrend der gesamten Messung richtig positioniert werden, damit ein kontinuierliches
Signal vom Transmitter im Tier zur Antenne des Receivers stattfinden kann. Das bedeutet, dass zum
Beispiel zwischen Transmitter und Receiver keine Gegenstande sein durfen, die die Signaltbertragung
zu stark abschwéchen oder stéren (Metallgitter 0.A.). Der Abstand zwischen Transmitter und Receiver
darf auch nicht groRer sein, als die Reichweite des jeweiligen Signals (Bailey 2003). Dieser Abstand
betrégt zum Beispiel fur den DSI-Sender TL11M2-C50-PXT etwa 30 cm (Krause und Mayer 2014).
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In den folgenden Abbildungen (Abb. 16-21) ist exemplarisch der Versuchsaufbau zur telemetrischen
Messung einer Anésthesie bei der Ratte dargestellt, wie es auch Gegenstand der vorliegenden Arbeit
ist. In Abbildung 16 ist der Versuchsplatz dargestellt mit den Receiver-Platten, die mit ihrer Antenne
das Telemetrie-Signal empfangen. Die Abstéande der einzelnen Platten mussen so grof3 sein, dass sich
in ihrem Empféangerradius nur ein signalsendender Transmitter befindet. Bei diesem System von
DSI™ senden die Transmitter alle mit der gleichen Frequenz, so dass zwischen den Signalen der

einzelnen Tiere nicht unterschieden werden kann.

Abb. 16: Drei Anasthesieplatze mit jeweils einer Receiver-Platte.

Da es wéhrend einer Anésthesie eine Warmemaglichkeit fir die Tiere geben sollte, wird auf jede
Receiver-Platte eine Warmwasser-Warmematte gelegt (Abb. 17). Elektrische Heizmatten eignen sich
hierflr nicht, da das Innenleben solcher Matten mé&anderartig gewundene, metallhaltige Leitungen

enthélt, die die Signaliibertragung erheblich stéren wirden.

43



Literaturstudie

Abb. 17: Mit je einer Warmwasser-Warmematte und einem OP-Tuch abgedeckte Receiver-Platten.

Auf jede Receiver-Platte wird ein Makrolon-Kéfig mit je einer Ratte darin positioniert (Abb. 18). Da
Ratten sich von Natur aus viel in Tunnelsystemen und Hohlen aufhalten und direktes Licht von oben
eher meiden, wird jeder Makrolon-Kafig mit einem rot-transparenten Hauschen ausgestattet und mit
einem OP-Tuch abgedeckt (Abb. 19) (Classen 2000). Das OP-Tuch dient zusétzlich als Sichtschutz fiir
die anderen Ratten, wenn bei einem dieser Tiere eine Andsthesie durchgefiihrt wird. Um die dabei
entstehenden Gerausche etwas abzudampfen wird mit einem Radio fiir eine gewisse andauernde
Gerauschkulisse gesorgt, so dass die Tiere nicht von einem unerwarteten Gerausch erschreckt werden.
Den Tieren wird Wasser in einer Trinkflasche zur Verfugung gestellt. Obwohl das Niichtern setzen
von Nagern vor einer Anésthesie nicht empfohlen wird, erhalten die Ratten zum Zeitpunkt der
Baseline-Messung kein Futter, da sie erfahrungsgemal ohne Futter schneller zur Ruhe kommen, so
dass gleichméRige und regelmaRige Ruhewerte schneller erreicht werden und besser (ber einen
langeren Zeitraum gemessen werden konnen. Da eine Ratte den grofiten Teil der Futterration nachts
aufnimmt, fallt ein Futterentzug tagsuber nicht so schnell ins Gewicht (Erhardt und Baumgartner 2012,
Krause und Mayer 2014).
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Abb. 19: Mit OP-Tiichern abgedeckte Makrolon-Ké&fige.

Zur Einleitung einer Inhalationsanésthesie wird das Tier vom Makrolon-Ké&fig in eine Einleitungsbox
verbracht (Abb. 20). Um die Kontinuitat des Signals zu garantieren, muss dieser Umsetzungsvorgang
direkt Ober der Receiver-Platte stattfinden. Injektionsanésthetika werden direkt in dem Makrolon-
Ké&fig appliziert, in dem sich das Tier befindet und die Ratte verbleibt in diesem Kafig bis sie den
Stellreflex verloren hat. Danach wird sie aus dem Kafig bzw. aus der Einleitungsbox herausgeholt und
direkt auf die Receiver-Platte mit der Warmwasser-Warmematte gelegt. Die weitere
Andsthesiegasadministration oder bei Injektionsanésthesien auch nur reine Sauerstoffgabe erfolgt
anschlieBend uber eine Nasenkammer (Abb. 21).
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Abb. 21: Anasthesiegas bzw. Sauerstoff-Applikation wéhrend Anasthesie iber eine Nasenkammer.
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3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Die Durchfiihrung der folgenden Studien wurde vom zustandigen Regierungsprasidium in Tbingen
genehmigt (Genehmigungsantrag Nr. 12-038).

3.1 Effects of isoflurane, ketamine-xylazine and a combination of medetomidine,
midazolam and fentanyl on physiological variables continuously measured by

telemetry in Wistar rats
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Abstract

Background: This study investigated effects on cardiovascular parameters during anaesthesia with isoflurane
(SO, 2-3 Vol%), ketamine-xylazine (KX, 100 mg-kg™' +5 mg-kg™') or a combination of medetomidine-midazolam-
fentanyl (MMF, 0.15 mgekg ™' + 2.0 mgekg ™' + 0.005 mge-kg ") in rats throughout induction, maintenance and
recovery from anaesthesia. Rats were instrumented with a telemetric system for the measurement of systolic,
diastolic and mean arterial pressure (SAP, DAP, MAP), pulse pressure (PP), heart rate (HR) and core body
temperature (BT). The parameters were continuously measured before, during and after each type of anaesthesia.
Forty minutes after induction, I1SO delivery was terminated and MMF was antagonized with atipamezole-flumazenil-
naloxone (AFN, 0.75 mgkg™ + 0.2 mgekg™' +0.12 mgkg ™) whereas KX was not antagonized.

Results: Differences were observed between anaesthesias with KX (301 min) lasting much longer than MMF

(45 min) and 1SO (43 min). HR in 1SO (¥ = 404 + 25 bpm) increased during the time of surgical tolerance whereas
a HR decrease was observed in KX (x = 255 £ 26 bpm) and MMF (x = 209 = 24 bpm). In 1SO (MAP during time of
surgical tolerance: X = 89+ 12.3 mmHg) and KX (MAP during wake-up period: X = 84 + 85 mmHg) mild hypotensive
values were observed, whereas blood pressure (BP) in MMF (MAP during time of surgical tolerance: X = 138 +

9.9 mmHg) increased. Despite keeping animals on a warming pad, a loss of BT of about 1°C was seen in all groups.
Additionally, we observed a peaked increase of HR (x = 445 + 20 bpm) during the wake-up period with ISO and an
increase of PP (x = 59 +85 mmHg) in MMF during the time of surgical tolerance.

Conclusion: The anaesthesias influenced very differently the cardiovascular parameters measured in Wistar rats. 150
caused mild hypotension and increased HR whereas MMF produced a marked hypertension and a significant decrease
of HR. The slightest alterations of BP, HR and BT were observed using KX, but the long wake-up and recovery period
suggest the need for prolonged monitoring.

Keywords: Rat, Anaesthesia, Isoflurane, Ketamine-xylazine, Medetomidine-midazolam-fentanyl, Telemetry, Heart rate,
Blood pressure, Core body temperature
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Background

The rat is a commonly used animal in research and for
many experimental procedures anaesthesia is required
or recommended [1,2]. In the selection of an optimal an-
aesthetic agent to use, the considerations include: 1) ease
of handling, 2) a low-stress induction and recovery, 3)
minimal impact on physiological parameters and thereby
the research results, 4) the ability to adjust the level of
anaesthesia or to prolong it if necessary and, when
needed, 5) a rapid recovery from the anaesthesia. Since a
given anaesthesia regime may influence experimental
outcomes, the choice of a suitable anaesthesia has to be
considered carefully in regard to the experimental re-
quirements [1,3]. The influence of different anaesthetics
on cardiovascular and respiratory parameters, body
temperature, circadian rhythm, blood values, locomotor
activity, intracranial pressure or even on cognitive skills
has been the subject of previous studies [4-14]. It was
also shown that responses to anaesthetics may be strain-
dependent [1,15]. However, the methods for assessing ef-
fects on arterial blood pressure (BP) in many studies
were limited, data collection was too short, or the data
analysis was inadequate to detect potentially important
alterations. Thus, the purpose of this study was to pro-
vide an accurate and continuous assessment of the car-
diovascular effects of three commonly used anaesthetic
regimen in rats. We therefore compared inhalational an-
aesthesia using isoflurane (ISO), with an intramuscular
(im.) combination of ketamine and xylazine (KX) as well
as a completely antagonizable anaesthesia using the com-
bination of medetomidine, midazolam and fentanyl (MMF)
administered i.m. in adult male Wistar rats instrumented
for the continuous, telemetric collection of cardiovascular
parameters.

The use of ISO increased over the last years, although
specialized equipment is required for an inhalational an-
aesthesia [16]. ISO has little influence on metabolism be-
cause of an almost complete elimination via exhaled air
and it offers simple handling in deepening and prolonga-
tion of anaesthesia which could be reasons for its in-
creased use [1,3,17]. However, for painful procedures
one should supplement ISO with analgesics due to its
weak analgesic properties [18]. KX is a routinely used
anaesthetic mixture in laboratory animals, although it is
not always recommended as a suitable anaesthetic com-
bination for use specifically in rats [3,16,19-21]. MMF is
commonly used in Germany, although it is not as com-
mon as KX or ISO in other countries. Therefore, experi-
mental data concerning MMF anaesthesia are limited.
This anaesthesia offers the advantage of a rapid and
complete reversal by using an injection of atipamezole,
flumazenil and naloxone (AFN) [20,22-25]. Anaesthesia
in rodents influences diurnal rhythm and often results in
hypothermia and hypoglycemia because of their high
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metabolic rate and their large surface area to body
weight ratio [3,20,26-28]. Due to a fast resumption of
food and water intake because of a very short recovery
period when antagonized and, by our experience, its ex-
cellent survival rate, MMF seems to be advantageous
over other anaesthesias in rodents. One important point
to consider with MMF is the reversal of analgesia by na-
loxone. Postoperative pain management has to be pro-
vided by other compounds than opioids or one has to
keep into consideration a partial antagonization with an
opioid-agonist/antagonist or partial agonist such as butor-
phanol or buprenorphine [29-32]. Despite these possible
advantages or disadvantages of these three anaesthesia re-
gimes, there is little data on their cardiovascular effects
throughout induction, maintenance and recovery from the
anaesthesia, effects that could be decisive for the selection
of the optimal anaesthesia for a given setting.

To ensure high quality data, we used rats implanted
with a telemetry device to provide continuous, state-of-
the-art monitoring of cardiovascular parameters [33-36].
Telemetry technology allows group-housing conditions
and measurement in freely moving rats, without the
need for a stressful restraint. The data is also not influ-
enced by an additional anaesthesia performed a few days
or only hours prior to an experiment, to implant an ex-
teriorized catheter for measuring blood pressure [37].

The aim of this study was to show alterations in cardio-
vascular parameters including systolic arterial pressure
(SAP), diastolic arterial pressure (DAP), mean arterial
pressure (MAP), pulse pressure (PP), heart rate (HR) and
core body temperature (BT) during ISO, KX and MMF
anaesthesia in male Wistar rats at specific stages of anaes-
thesia (induction, maintenance and recovery).

Methods

Animals

Twelve, male Wistar rats with a mean body weight of
287 +30 g were acquired from a commercial breeder
(Charles River Laboratories, Sulzfeld, Germany). These
animals were housed in groups of three in a Makrolon®
cage (Type IV) containing a wooden bedding material
(Lignocel select fine, J. Rettenmaier & Sohne GmbH +
Co. KG, Rosenberg, Germany). Cage bedding changes
were performed twice weekly. Two red, transparent plas-
tic tubes, nesting material and a wooden chewing block
were provided in each cage for animal enrichment.
The rats received a commercially available diet (3438
maintenance diet, KLIBA NAFAG, Provimi Kliba AG,
Kaiseraugst, Switzerland) and tap water ad libitum. The
animal room was maintained at 22 +2°C and 55+ 10%
relative humidity and there was an air change of at least
15 cycles/hour. Light was on from 6:00 am to 6:00 pm,
starting and ending with a dimmer-period of 30 minutes.
Together with the light, a radio was turned on. The rats
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were allowed to acclimate to the housing conditions and
the husbandry procedures for at least two weeks prior to
the surgical implantation of the radiotelemetry transmitter
(see below).

Implantation of the radiotelemetry transmitter

The implantation of the transmitter (DSI PhysioTel™
C50-PXT) was performed under general anaesthesia
using MMF in the same dosage as described below in
this study. One third of the initial dosage was adminis-
tered again after 45 minutes in order to maintain anaes-
thesia. For analgesia, the rats received prior to surgery
50 mgekg ' metamizole im. (Novalgin®, 500 mgeml’,
Sanofi Aventis, Frankfurt/Main, Germany) and 1 mgekg '
meloxicam s.c. (Metacam®, 20 mgoml'l, Boehringer
Ingelheim, Ingelheim/Rhein, Germany). Metamizole ap-
plication was repeated three times until the next day.
To prevent a bacterial infection, 10 mgekg™" enrofloxacin
(Baytril” 2.5% ad us. vet., Bayer, Leverkusen, Germany) was
administered subcutaneously after the analgesic injections.
As soon as the rats lost their righting reflex, the ventral
site of the rat was shaved and then disinfected with
Kodan-spray (Schiilke & Mayr, Norderstedt, Germany)
and Betaisodona®-solution (Mundipharma GmbH, Limburg
(Lahn), Germany). Protective eye lubricant (VitA-POS,
Ursapharm, Saarbriicken, Germany) was administered to
both eyes, loss of body temperature was minimized using
a warm water heating pad and supplemental oxygen was
provided through a nose cone. Once a surgical level of
anaesthesia was confirmed through the loss of reflexes, an
incision was made in the /inea alba from below the ster-
num to the umbilical region to open the abdominal cavity.
The intestinal tract was carefully repositioned using a
moist swab in a cranial direction to exposure the aorta
abdominalis which was dissected free for insertion of the
blood pressure catheter of the telemetry unit. Blood flow
was temporarily stopped using two vascular clips and
the catheter was inserted between them and fixed in
place with tissue glue (Histoacryl®, B.Braun, Aesculap
AG, Tuttlingen, Germany). Clips and the swab were then
removed and the transmitter was sutured to the abdom-
inal wall (Mersilene® 3-0, Ethicon®, Johnson-Johnson
Medical GmbH, Norderstedt, Germany). The ECG leads
were exteriorized through the abdominal muscle layer
and placed subcutaneously, one to the end of the ster-
num and the other to the ventral region of the trachea.
The ECG leads were sutured to the nearby muscle tissue
(Mersilene® 3-0, Ethicon®, Johnson-Johnson Medical
GmbH, Norderstedt, Germany). The abdominal cavity was
closed in layers with first a muscle and then a skin suture
(Vieryl® 3-0, Ethicon®, Johnson-Johnson Medical GmbH,
Norderstedt, Germany). At the end of the procedure the
rats received 20 ml+kg 'warmed lactated ringer’s solution
(Ringer-Lactat nach Hartmann B. Braun, B. Braun,
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Melsungen, Germany) subcutaneously. The anaesthesia
was then antagonized with a subcutaneous injection of
AFN (same dosage as used in this study, see below). The
whole implantation procedure took 90 minutes on aver-
age. Meloxicam was administered once-daily for two add-
itional days. The rats were allowed two weeks to recover
from this surgical procedure before entering the study.

Experimental design

The three different anaesthetic treatments were evalu-
ated using a randomized, crossover design with each rat
receiving each of the following three anaesthetic treat-
ments on different days: 1) an inhalational anaesthesia
with isoflurane for 40 minutes (Forene® 100% (V/V),
Abbott, Wiesbaden, Germany), 2) a combination of keta-
mine (Ketavet®, 100 mg-ml'l, Pfizer, Berlin, Germany)
and xylazine (Rompun® 2%, 20 mgeml™ L Bayer, Leverkusen,
Germany) administered intramuscularly and 3) a com-
bination of medetomidine (Domitor, 1 mg-ml’l, QOrion
Pharma, Espoo, Finland), midazolam (Dormicum’, 5 mg/ml,
Roche, Grenzach-Wyhlen, Germany) and fentanyl (Fentanyl®-
Janssen, 0.05 mguml’l, Janssen, Wien, Austria) adminis-
tered intramuscularly and reversed after 40 minutes with
a subcutaneous injection of atipamezole (Antisedan®,
5 mgoml’i, Orion Pharma, Espoo, Finland), flumazenil
(Flumazenil Hexal®, 0.1 mgcml’l, Hexal, Holzkirchen,
Germany) and naloxone (Naloxon Inresa, 0.4 mgoml'l,
Inresa, Freiburg, Germany). With KX anaesthesia the rats
received no treatment to reverse the anaesthesia. The rats
were allowed a recovery period of two weeks between the
anaesthesias. To allow for a thorough monitoring of each
individual rat during anaesthesia, only three anaesthesias
were performed per day. SAP, DAP, MAP, PP, HR and BT
were continuously measured from the start of measure-
ments (6.00 am) until the end of measurements (~5 pm).
A complete measurement consisted of a 2—4 hour pre-
treatment acclimatization period for reaching baseline
values, the time for performing anaesthesia (a duration of
40 minutes was chosen for ISO and MMF anaesthesia; KX
anaesthesia lasted in some animals up to 395 minutes, be-
cause it was not reversed), a wake-up and a recovery
period. All anaesthesias were performed by the same vet-
erinarian to reduce variability.

The experimental procedures were approved by the
Animal Care and Ethics Committee of the Regional
Authority in Tuebingen, Baden-Wuerttemberg, Germany
(Approval number: 12-038).

Procedure

Before starting the telemetric measurement, each rat
was weighed and placed individually into a Makrolon®
cage, containing bedding material and a red, transparent
plastic tube and covered with a cloth. Single housing
and withdrawal of food were required, because rats had
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come to rest to assess individual baseline values. Tap
water was provided in a water bottle during the entire
time of data collection. Each cage was placed on a radio-
frequency receiver plate. A water heating pad was placed
between the cage and the telemetric receiver plate and it
was left on (38°C) throughout the study. Data collection
started by switching on the radiotransmitter using a
magnet, the operator left the room and the animals were
given at least two hours to establish resting, baseline
conditions. Afterwards, the induction of anaesthesia was
started with the first rat. It was of note that this proced-
ure seemed to have no impact on the cardiovascular pa-
rameters measured from the other two rats in the room.
Their cages were still covered with a cloth and anaesthe-
sia was performed as quiet as possible so that the pro-
duced noise did not drown out the radio, which was
switched on at the beginning of measurements. Each rat
received protective eye lubricant (VitA-POS, Ursapharm,
Saarbriicken, Germany) at the beginning of anaesthesia.
After induction of anaesthesia, the righting reflex (de-
fined as positive, when a rat, placed on its back/side, im-
mediately turns over to the normal position with all four
feet on the ground) and pedal withdrawal reflex on the
hind and forelimbs were monitored and classified (+, +, -)
after 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 30, 40, 42.5, 45, 47.5, 50, 60,
70... minutes until the righting reflex had returned.
The time until loss and later regaining of the righting
reflex was determined. Based on the presence or ab-
sence of the reflexes assessed, the anaesthesia time was
divided into the following intervals: 1) the induction
time defined as the time from application of the anaes-
thetic(s) to loss of the righting reflex, 2) the time of
non-surgical tolerance, defined as the time from the
loss of the righting reflex until loss of the pedal with-
drawal reflexes on the hind and forelimbs, 3) the time
of surgical tolerance, defined as the time from the ab-
sence of righting and pedal withdrawal reflexes until
regaining at least one pedal withdrawal reflex, 4) the
wake-up period, describing the time from regaining
one pedal withdrawal reflex until regaining the righting
reflex and 5) the time of recovery, defined as the time
from regaining the righting reflex until the end of mea-
surements. The measurements were terminated not
earlier than six hours after induction for all three an-
aesthesias. Because of long-lasting effects of KX, mea-
surements continued for at least two hours after the
rats regained the righting reflex.

The different anaesthetic treatments were performed
as described below.

ISO

A whole body chamber was prefilled with 5 Vol % ISO
in 100% oxygen. The chamber was placed on the transmit-
ter receiver plate and the rat was positioned into the
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chamber and the time was measured till loss of the right-
ing reflex. To assess the righting reflex, the chamber
with the animal was tipped over. The rat was then
placed in dorsal recumbency in the middle of the water
heating pad and 5 Vol % ISO was further administered
using a nose cone. The concentration of ISO was then
individually regulated and reduced to 2-3 Vol % for
producing a depth of anaesthesia suitable for surgical
procedures, which meant that all reflexes tested had to
disappear. Forty minutes after induction of anaesthesia,
ISO administration was stopped and the rat was put back
in its cage on the receiver. The rat was positioned on its
back, so that return of the righting reflex could be deter-
mined, when the animal turned around to a ventral
recumbency.

KX

Ketamine (100 mgekg™') and xylazine (5 mgekg ™) were
mixed together in one syringe. The volume of the KX in-
jection was too large (1.25 mlekg™) to be administered
in one hind leg, therefore, it was divided in half and
injected intramuscularly in the caudal parts of the fem-
oral musculature of both hind legs. For a continuous
telemetric measurement even during this procedure, the
injection was performed next to the receiver plate to as-
sure capture of the telemetric signals. After loss of the
righting reflex, the rat was placed on its back in the mid-
dle of the heating pad and supplied with 100% oxygen
using a nose cone. Due to the fact that the duration of
this anaesthesia could not be accurately predicted, the
rat stayed on the heating pad until its righting reflex
returned. Thereafter, the animal was immediately placed
back in its cage located on the receiver. The long sleep-
ing and recovery time in KX anaesthesia necessitated the
administration of fluids and therefore all rats received
5 ml of warmed lactated ringer’s solution (Ringer-Lactat
nach Hartmann B. Braun, B. Braun, Melsungen, Germany)
subcutaneously one hour after induction.

MMF

Medetomidine (0.15 mgekg ™), midazolam (2.0 mgekg ™)
and fentanyl (0.005 mg+kg ') were mixed in one syringe
(total volume: 0.65 mlekg™) and were administered
intramuscularly in the caudal part of the femoral muscu-
lature of one hind leg. After loss of the righting reflex
the cage was removed and the rat was placed in dorsal
recumbency in the middle of the heating pad and 100%
oxygen was provided using a nose cone. The antagonists
atipamezole (0.75 mgekg™'), flumazenil (0.2 mgekg™")
and naloxone (0.12 mg+kg ') were mixed in one syringe
and administered subcutaneously 40 minutes after induc-
tion of the anaesthesia. Thereafter, the rat was returned to
its cage in dorsal recumbency to determine the moment
of righting.
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Statistical analysis

NOTOCORD-hem™ was used for telemetric data acqui-
sition and data were further evaluated using MS Excel.
Values for each parameter over 10 minutes were sum-
marized by the assessment of mean baseline values.
Baseline values were calculated as the mean of the mea-
surements starting 60 up to 10 minutes before the induc-
tion of anaesthesia. Mean values measured during and
after anaesthesia were calculated with medians based on
20 second intervals. For data import from MS Excel the
software package SAS 9.2 was used. The statistical evalu-
ation was done using the software package SAS 9.3 (SAS
Institute Inc., Cary, North Carolina, USA). The statistical
evaluation was done for each parameter measured (SAP,
DAP, MAP, PP, HR and BT) and each of the defined inter-
vals (induction time, time of non-surgical tolerance, time
of surgical tolerance, wake-up and recovery period). The
area under the curve (AUC) was calculated for each
animal individually using the trapezoidal rule for the in-
tervals. The different intervals were compared to the
baseline interval by an analysis of variance (ANOVA)
for repeated measurements for every anaesthesias sep-
arately. Effects were quantified by mean differences and
their two-sided 95% confidence interval. Additionally,
the parameters were analysed by a one-factorial analysis of
covariance (ANCOVA) with heteroscedastic variances and
the fix factor treatment including the baseline as covariate.
The following comparisons were performed by two sided
t-tests:

ISO vs. KX,
ISO vs. MMF,
KX vs. MMF.

Treatment effects were quantified by mean differences,
based on the adjusted mean values, and their two-sided
95% confidence interval. The level of significance for
both analysis was fixed at a =5%. A p-value less than
0.05 was considered to be statistically significant.

Results

In the course of experiments three rats developed a poor
quality blood pressure signal; in two rats it occurred be-
tween the first and the second anaesthesia and in one
rat between the second and third anaesthesia. Therefore
two ISO, two MMF and one KX measurements were not
available for the statistical analysis. Furthermore an an-
aesthetic emergency occurred during one MMF anaes-
thesia and one rat receiving KX anaesthesia never
reached the anaesthetic stage of surgical tolerance. These
animals were excluded from further analysis. Conse-
quently, ten ISO, ten KX and nine MMF measurements
were included in the statistical analysis.
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All haemodynamic data and body temperature are
summarized in Table 1 and the statistical analysis for the
comparison of anaesthetic treatments is found in Table 2.
There were no relevant differences in baseline values
among the three treatment groups. The PP in KX
(25 mmHg) was, however, slightly lower than that seen
in ISO (31 mmHg) or MMF (31 mmHg).

Figure 1 shows the mean durations of the anaesthetic
stages for ISO, KX and MMF anaesthesia. The durations
of induction time (40 sec) and time of non-surgical tol-
erance (3 min) in I[SO were shorter compared to those
using KX (4 min, 6 min) and MMF (5 min, 8 min). Sur-
gical tolerance using ISO and MMF lasted for 40 minutes
after induction, since ISO delivery was then stopped and
MMF was reversed with its antagonists at this point in
time. KX anaesthesia was not reversed and the duration
of surgical tolerance (110 min) was much longer com-
pared to those of ISO (36 min) or MMF (28 min). The
duration of the wake-up period in ISO (3 min) and
MMEF (4 min) were comparable and much shorter than
the wake-up period of KX (182 min).

I1SO

During induction time SAP, DAP and MAP increased
significantly to 133, 97, and 109 mmHg, respectively. PP
increased significantly to 36 mmHg, HR increased sig-
nificantly to 381 bpm and BT remained stable at 37.4°C.
PP (35 mmHg), HR (369 bpm) and BT (37.3°C) showed
only a slight reduction from induction to the time of
non-surgical tolerance but remained significantly in-
creased. SAP (120 mmHg), DAP (85 mmHg) and MAP
(96 mmHg) decreased almost to their baseline values
and showed no significant differences compared to their
baseline values. During surgical tolerance PP remained
significantly increased with 33 mmHg. SAP decreased
to 111 mmHg, DAP and MAP decreased significantly
to 78 and 89 mmHg, respectively. HR increased signifi-
cantly to 404 bpm and BT decreased significantly to
36.6°C. BP values (SAP 126 mmHg, DAP 89 mmHg,
MAP 101 mmHg, PP 37 mmHg) started to increase
during the wake-up period. HR reached a peak of
445 bpm and BT decreased significantly further to
36.4°C. During recovery time, HR partially normalized
to 300 bpm but was still significantly increased com-
pared to baseline and BT returned to the baseline
value (37.3°C). BP returned almost to baseline values
(SAP 119 mmHg, DAP 90 mmHg, MAP 100 mmHg,
PP 30 mmHg) as well but with still significant in-
creases in DAP and MAP compared to baseline.

KX

BP values (SAP 144 mmHg, DAP 113 mmHg, MAP
123 mmHg, PP 31 mmHg) and HR (371 bpm) increased
significantly during the induction time, whereas BT
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Table 1 Mean values with standard deviation
Parameter Treatment  Baseline Induction time  Non-surgical tolerance  Surgical tolerance ~ Wake-up period  Recovery
Mean+SD  Mean+SD Mean + SD Mean £ SD Mean £ 5D Mean + SD
SAP (mmHg) 1SO 118+82 133£11.2% 120+ 215 111+£129 126 +£10.8% 119+62
KX 1M7+£70 144 +10.5* 129+19.1* 111+£143 99+81* 113+£103
MMF 120+91 167 +14.1% 170+£12.7* 177 +15.1% 113+100 117+52
DAP (mmHg)  1SO 87+58 97 +9.5% 85+19.2 78+121* 89+9.1 90 +4.6%
KX 92+£9. 113 +£89" 99+173 85+ 14.2% 76 £96% 86+£59
MMF 89+59 124 £ 89*% 121 +93* 118+ 76" 86+ 79 91+45
MAP (mmHg)  1SO 97 +6.5 109 + 10.0* 96+ 199 89+ 123% 101+96 100+ 50*
KX 100+ 80 123 £ 89* 109+17.7% 93+139* 84 +8.5% 95+65
MMF 99+69 138 £10.6% 137 +£10.71% 138 £9.9% 95+ 85 100+ 46
PP (mmHg) 15O 31+38 36+35% 35+34% 33429 37437 30427
KX 25+59 31+67*% 30+59% 26+68 23+ 7.0*% 27+87
MMF 31+38 43457 50+5.9* 59+85% 27+3.1% 26+ 24
HR (bpm) 1SO 293181 381 £35.1% 369+ 22.0% 404 £ 24.5% 445 £ 200* 300140
KX 281+£227 371£339% 271£240 255+ 257% 289+£313 36£17.0%
MMF 293+329 303 +30.2 229+ 20.9% 209 + 24.0* 255+ 286 286+225
BT (°C) 1SO 3734+0.17 37.38+0.23 3733+026 36.56 + 0.55* 36.39+071* 3734+0.16
KX 37344026 3727+025 37224022 36.78 + 041* 36.95+0.53 3755+045
MMF 3749+041 37434040 3730+£051 36.90 + 0.86% 36.54£093% 3725+043

No. of animals per treatment: 150 n =10, KX n =10, MMF n =9.

*statistically significant difference (p value <0.05) based on the ANOVA for the comparison of anaesthetic intervals versus baseline.

(37.3°C) remained stable. From induction to time of
non-surgical tolerance a reduction was observed in all
parameters. PP (30 mmHg) was still significantly in-
creased and BT (37.2°C) was not significantly affected.
BP values (SAP 129 mmHg, DAP 99 mmHg, MAP
109 mmHg) and HR (271 bpm) came close to baseline
values but SAP and MAP showed still a significant in-
crease. From non-surgical to surgical tolerance all pa-
rameters showed a decrease and, except PP, reached
levels lower than their baseline values (SAP 111 mmHg,
DAP 85 mmHg, MAP 93 mmHg, PP 26 mmHg, HR
255 bpm, BT 36.8°C). The difference was significant for
DAP, MAP, HR and BT. A significant decrease still could
be observed during wake-up period (SAP 99 mmHg,
DAP 76 mmHg, MAP 84 mmHg, PP 23 mmHg), except in
HR (289 bpm) and BT (37.0°C) which showed values close
to their baseline. BP values increased (SAP 113 mmHg,
DAP 86 mmHg, MAP 95 mmHg, PP 27 mmHg) once the
animals had righted themselves and values returned almost
to baseline. HR significantly increased to 316 bpm and BT
continued to increase to a final value of 37.6°C.

MMF

Significant increases in BP values (SAP 167 mmHg,
DAP 124 mmHg, MAP 138 mmHg, PP 43 mmHg) were
observed during the induction time. HR (303 bpm) and
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BT (37.4°C) did not change significantly from their
baseline values. PP (50 mmHg) and SAP (170 mmHg)
continued to increase significantly during the time of
non-surgical tolerance and MAP (137 mmHg) and DAP
(121 mmHg) showed no great alteration compared to in-
duction time but remained significantly increased. A de-
crease in HR (from 303 to 229 bpm) was observed from
induction time to time of non-surgical tolerance and BT
was not significantly affected. During time of surgical
tolerance PP reached a maximum of 59 mmHg with a
SAP of 177 mmHg, a DAP of 118 mmHg and a MAP of
138 mmHg. HR and BT significantly decreased to
209 bpm and 36.9°C, respectively. During the wake-up
period initiated by the administration of the three antag-
onists, BP parameters (SAP 113 mmHg, DAP 86 mmHg,
MAP 95 mmHg, PP 27 mmHg) decreased to levels
lower than baseline values, but this change from baseline
was only significant for PP. HR (255 bpm) remained sig-
nificantly decreased. BT further decreased to 36.5°C dur-
ing wake-up period. BP values (SAP 117 mmHg, DAP
91 mmHg, MAP 100 mmHg), HR (286 bpm) and BT
(37.3°C) returned back to baseline values during the time
of recovery, except PP (26 mmHg), where a significant
decrease still could be observed.

As demonstrated in Figures 2, 3, 4 and 5 (MAP, PP,
HR, BT) the measured parameters showed differences
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Figure 1 Mean duration of ISO, KX and MMF anaesthesia. Anaesthesias were divided in different anaesthetic stages. Induction time (time
from application to loss of righting reflex), time of non-surgical tolerance (time from loss of righting reflex until loss of all measured reflexes), time
of surgical tolerance (time from loss of all measured reflexes till regain of one reflex), wake-up period (time from regaining one reflex till regain of

i T T
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was reversed with AFN.

among the anaesthetic treatments. P-values for compari-
sons of the three treatments with each other are presented
in Table 2. Most prominent differences in haemodynamic
parameters were observed during anaesthesia if MMF was
compared either with ISO or KX. ISO compared with KX
showed significant differences in BP values only during in-
duction time, wake-up period and recovery. Significant
differences in HR were observed almost in all anaesthetic
stages comparing ISO, KX and MMF among each other.
On the other hand, BT did not differ significantly between
the anaesthesias during the different phases, except during
recovery if comparing KX with MMF.

Discussion

The present study was designed to determine the effect of
three anaesthetic regimes (ISO, KX, MMF) in adult, male
Wistar rats on cardiovascular parameters and BT. The
novel use of telemetric data assessment for these parame-
ters provided accurate and continuous measurements. To
our knowledge, such detailed cardiovascular data for ISO,
KX and MMF in the rat have never been reported.

ISO, KX and MMF showed significantly different ef-
fects on cardiovascular parameters and BT. We evalu-
ated continuously the impact of the anaesthesias and
compared them to baseline values assessed in the same
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Figure 2 Mean arterial blood pressure (mmHg). Individual and mean time courses per treatment group.
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Figure 3 Pulse pressure (mmHg). Individual and mean time courses per treatment group.

rats. It was important to measure baseline values in each  the experimental environment, because these values are

rat used in this study under low stress conditions dir-
ectly before anaesthetic measurement, because baseline
values found in the literature show a great variability. In
our study mean HR at baseline ranged from 281 to
293 bpm indicating that the rats were well adapted to

at the low end of those found in literature (250—
500 bpm) [1,3,20]. Given the comparable baseline data
between the treatment groups, we can attribute subse-
quent changes observed to the three different anaesthe-
sia regimes tested.
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Figure 4 Heart rate (bpm). Individual and mean time courses per treatment group.
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Figure 5 Core body temperature (°C). Individual and mean time courses per treatment group.
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Route of administration

The route of administration is an important consider-
ation. The most convenient and less stressful method to
induce anaesthesia in rats is to use an inhalant, like ISO,
with an anaesthetic chamber for induction [3,21]. We
used the intramuscular route in the other two treatment
groups because intraperitoneal injection may cause more
stress to the animals and there is a risk of up to 30% for
misdirected injections into the gastrointestinal tract or
the urinary bladder [20,38-40]. Furthermore even a small
failure rate of i.p. injections may have serious conse-
quences for analysis and data interpretation [41]. For
MMF the intramuscular application route worked well
but with KX we observed defensive movements of the rats
during injection and in three animals we noticed local tis-
sue necrosis at the injection site one week after anaesthe-
sia. The volumes being injected were comparable for
MMEF (0.65 mlekg™) and KX (2 x 0.625 mlekg™') when
considering that the volume of KX was divided in half
and being injected in the femoral muscles of both hind
legs. Therefore, we propose that the acidic formulation
of ketamine was responsible for this severe tissue ne-
crosis and not the amount of injected anaesthetics.
Other studies have reported local tissue necrosis or
self-mutilation after an intramuscular injection of keta-
mine or combinations including it [42-46]. Due to these
facts the application route for KX and the use of a less
acidic formulation of ketamine should be considered
for further investigations.
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Duration of anaesthesia

The planned duration of anaesthesia was 40 minutes.
Many types of surgical procedures can be performed
during this timeframe and other comparative studies se-
lected similar durations for anaesthesia [24,25,42-45]. As
shown in Figure 1, ISO and MMEF are best suited for this
intention, whereas the mean duration of KX anaesthesia
lasted 301 minutes. MMF was quickly reversed with a
subcutaneous injection of AFN and anaesthesia with ISO
was reversed quickly after stopping ISO delivery. The pos-
sibility of quickly terminating anaesthesia with ISO and
MMEF and the resultant short wake-up period provide dis-
tinct advantages compared to KX anaesthesia for some
procedures. The xylazine-dependent portion of the KX
anaesthesia could have been antagonized. In two studies
the o,-adrenoceptor antagonist atipamezole was used after
KX and ketamine-medetomidine anaesthesia in mice, to
reverse the effects of the o,-adrenoceptor agonists, xyla-
zine and medetomidine, respectively. However, it was re-
ported that mice need more time for recovery after early
reversal, compared to a later partial antagonisation after
40 minutes [47,48]. Therefore, if using atipamezole for re-
versal of KX anaesthesia in rats, it has to be considered
which is the most suitable moment for the administration
in this species. In regard to the long duration of wake-up
and recovery period a reversal with atipamezole is recom-
mendable, although ketamine induced effects (increased
muscle tone, increased catecholamine levels) could still be
observed if administering atipamezole- too early [21,49].
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Effects on blood pressure

BP was affected variably by the three anaesthetic re-
gimes. Due to handling and anaesthetic administration
stress (i.m. injection or exposure to an irritant gas) SAP,
DAP, MAP and PP increased transiently during adminis-
tration in all of the three regimes. In contrast to ISO
and KX, the BP values with MMF were substantially
higher than with the other two up to and including the
time of surgical tolerance. BP during ISO and KX tended
to decrease compared to their baseline values. BP
values with ISO were lowest during the time of surgical
tolerance with a MAP of 89 mmHg. Vasodilative prop-
erties of ISO can lead to serious hypotension [17,20], but
our lowest measured values never indicated a marked
hypotension. The administration of xylazine, an ay-adre-
noceptor agonist, results in an initial increase in BP but
changes to a long-lasting hypotension. To produce a gen-
eral anaesthesia and to compensate for the negative effects
of xylazine on BP it is recommended to combine xylazine
with the dissociative anaesthetic agent ketamine because
of its stimulating effects on the central nervous system
[20]. Although the combination of KX should therefore
not lead to a marked hypotension, BP continuously de-
creased over a long time to mild hypotensive values al-
most until the rats had regained their righting reflex.
These findings are in accordance with another study,
which showed the most prominent hypotension after
150 minutes of KX anaesthesia in rats [50]. In contrast,
MMF had a completely different effect on BP. MMF has
been reported to provide stable haemodynamic condi-
tions, but a marked decrease of BP after its reversal
[20,24,25]. Values were often only presented as MAP, so
the real extent of the increase of SAP, DAP and PP
remained unclear. Previous studies with MMF anaesthesia
found a notable increase of MAP in rats, but not in rab-
bits, mongolian gerbils and chinchillas [22,24,25,32,51-54].
Another study evaluated MMF in the syrian golden ham-
ster and based on that data is was suspected that different
ages of the hamsters could have had a different effect on
BP [55]. In mice, a decrease of BP parameters to lower
values compared to a KX anaesthesia was reported [56].
Another study described an increase of BP in dogs (bea-
gles) during medetomidin-midazolam-butorphanol and
medetomidin-midazolam-buprenorphine anaesthesia and
a significant decrease after antagonization with atipame-
zole [57]. Based on these various effects of MMF on car-
diovascular parameters, there is the necessity of further
studies, which evaluate the influence of this anaesthetic
combination in different species. MMF in the present
study produced a significant increase in all BP parameters.
With such hypertensive values it is not recommended to
perform surgical procedures on large blood vessels, due to
a greater risk of bleedings. Retrospectively, we noticed that
the implantation of our telemetry device performed under

Page 11 of 14

MMEF anaesthesia lead to a higher bleeding risk during sur-
gery than when using ISO anaesthesia. The reason for
choosing MMF for the implantation surgery for our study
was the better analgesic properties of MMF compared to
1SO. As described in literature, we also observed a decrease
of BP after injection of the antagonists. Although these
values were lower than their baseline values we do not
consider them to indicate a marked hypotension, especially
since they lasted for less than two minutes. However,
one published study stated that the antagonization of
MMF during an anaesthetic emergency could result in
a haemodynamically critical and life-threatening state
because of the decreased BP [24]. In a further study, the
reversal of MMF after an induced hemorrhagic shock in
rats did not lead to life-threatening haemodynamic condi-
tions [58].

Methods for blood pressure measurement

BP values reported in this study are different from values
reported in other studies. A likely explanation is the
method of measuring BP parameters. The direct mea-
surement of BP in the abdominal aorta as used in the
present study provides more precise data than a tail-cuff
system or an exteriorized catheter in the A. carotis or A.
femoralis [37,59]. Exteriorized catheters, despite routine
flushing, will eventually clot and lose their ability to
transmit high frequency pressure signals. Their utility is
thereby limited and cannot be maintained for as long as
for animals implanted with a telemetry device. Further-
more, a complete recovery from a catheter implantation
surgery under normal group-housing conditions is not
possible. Thus for the present study, using a cross-over
experimental design with adequate washout periods be-
tween the anaesthesias, the implantable telemetry-based
system was clearly advantageous.

Effects on heart rate

Differences in HR were present in all stages of anaesthe-
sia among the groups receiving ISO, MMF and KX. Low
BP values with ISO due to its vasodilative properties
may have led to the observed increase in HR through
baroreceptor activation. The highest HR being observed
during the wake-up period has not been observed previ-
ously. One might expect an increase in BP with the loss
of vasodilative effects of ISO during the wake-up period
with a decrease in HR. However, we noticed that BP as
well as HR increased after terminating ISO delivery,
which may reflect a recovery of sympathetic tone. The
ISO-induced increase of HR should be taken into ac-
count in the design of studies assessing drug-induced ef-
fects. When using MMF or KX, stress associated with
the injection caused an initial increase of HR followed
by a rapid decrease lower than baseline. With KX, the
lowest HR was observed after 30 minutes followed by a
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continuous, slow increase of HR almost until the end of
the measurement. One study described similar findings
of alterations in HR during KX anaesthesia in rats and it
was suggested that the cardiovascular depressant effect
of xylazine overrides the increased sympathetic and re-
duced vagal tone and the adverse effect of baroreceptor
reflex attributed to ketamine [50]. HR during MMF rap-
idly decreased after injection and continued to decrease
slightly until it was antagonized. It is known that the o,-
adrenoceptor agonist medetomidine and the opioid fen-
tanyl can lead to dose-dependent bradycardia [3,20] and
the dosage needed for MMF anaesthesia were associated
with bradycardia. Other studies were in accordance with
this finding as the authors noted a decrease of HR in
rats, rabbits and chinchillas during MMF anaesthesia
until antagonization [24,25,32,51,52].

Effects on body temperature

It is known that anaesthetics alter thermoregulation
[3,20]. Hypothermia impedes metabolism of anaesthetics,
prolongs the wake-up period and is a frequent cause of
post-anaesthetic deaths [3,16]. Small animals like rodents
rapidly lose body heat because of their relatively large sur-
face to volume ratio [3,20]. Although there was only a sig-
nificant difference of BT between KX and MMF during
recovery, all anaesthetic regimes showed a notable de-
crease in BT after induction of anaesthesia. MMF and 1SO
showed their lowest values during the wake-up period,
whereas BT in KX had its lowest value during time of
surgical tolerance (about 40 minutes after injection).
During the wake-up period a significant decrease of BT
could no longer be observed with KX. We suggest that
the normalization of BT in KX during anaesthesia was
caused by an increased muscle tone due to the catalep-
tic property of ketamine and mainly by a long lasting
wake-up period where animals slowly regain thermo-
regulatory control. The wake-up period durations of MMF
and ISO were too short to produce a significant impact on
BT because of regaining consciousness and thermoregula-
tory control, therefore BT showed normalization only dur-
ing the time of recovery. In contrast to our findings,
another study, evaluating parameters during KX anaesthe-
sia in rats, showed the lowest value of BT at 150 minutes
after injection. In that study it is not mentioned whether
heat was provided during anaesthesia [48]. Compared
to a study which evaluated the effects of KX, MMF and
ISO on BT in mice and observed the greatest decrease
of BT during ISO anaesthesia, our measurements
showed no significant differences in the decrease of BT
during anaesthesia. In that study heat-supply is not only
recommended during anaesthesia, but also during the pre-
anaesthetic period [60]. It seems that proving warmth, as
done in the present study throughout the procedure,
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cannot completely prevent a decrease of BT during anaes-
thesia, but it may effectively reduce the extent of heat-loss.

Conclusion

Our study compared the haemodynamic effects of ISO,
KX and MMF anaesthesia in chronically instrumented
rats using telemetric data collection.

ISO caused a mild hypotension and a significant in-
crease of HR during anaesthesia. But with ISO, the great-
est increase of HR was observed in the wake-up period.
BP as well as HR decreased significantly using KX and
while HR returned to baseline during wake-up period, BP
continued to decrease until the animals regained con-
sciousness. Marked increases of BP values and a signifi-
cant decrease of HR were observed with MMF. Although
these effects were completely reversed with an injection of
AFN, in MMF the increased bleeding risk when manipu-
lating large blood vessels should be kept in mind.

ISO, KX and MMF all have advantages and disadvan-
tages, but which anaesthesia is most suitable for an experi-
mental investigation depends on the aim of the study.
Without partial antagonization with atipamezole we
would not recommend KX for experimental procedures
requiring a quick recovery and since it caused tissue ne-
crosis at the injection site, when administered i.m.
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Abstract

Background: This study evaluated the influence of repeated anaesthesia using isoflurane (IS0, 2-3 Vol%), ketamine-
xylazine (KX, 100 mgkg '+ 5 mgkg ™', im) or a combination of medetomidine-midazolam-fentanyl (MMF, 0.15 mgkg ™’
+20 mgkg™" + 0005 mgkg™', im) on heart rate (HR), arterial blood pressure (BP), body temperature (BT), duration of
anaesthetic intervals and body weight (BW) in Wistar rats. Rats were instrumented with a telemetric system for the
measurement of systolic, diastolic and mean arterial pressure (SAP, DAP, MAP), pulse pressure (PP), HR and BT during
induction, maintenance and recovery of anaesthesia. Each anaesthesia was performed six times within three weeks.
KX was not antagonized, but 15O delivery was terminated 40 minutes after induction and MMF was reversed with
atipamezole-flumazenil-naloxone (AFN, 0.75 mgkg™" +0.2 mgkg™" +0.12 mgkg ™, sc..

Results: With repeated anaesthesia, ISO showed a decrease of HR and BP. A significant decrease of PP could be
observed with repeated anaesthesia using MMF. HR and BP were not affected by repeated KX anaesthesia, but we
noted a reduction of sleeping time and BW. Neither MMF nor 1SO showed significant differences in the duration of
anaesthetic intervals and BW. With KX we observed tissue necrosis at the injection site and surgical tolerance was not
achieved in 25% of the anaesthesias performed.

Conclusion: HR, BP values, BT, duration of anaesthetic intervals and BW were affected differently by repeated
anaesthesia performed with 1SO, KX or MMF. 1SO produced a reproducible anaesthesia, thereby being suitable for
repeated use, but with a decrease of HR and BP throughout the six anaesthesias. The use of 1SO in cases where these
parameters should be unaffected is therefore not advised. The inability to produce a surgical tolerance, the reduction of
sleeping time and BW, as well as the tissue necrosis are significant contraindications for a repeated use of KX. Only mild
changes of BP were found with repeated MMF anaesthesia, so it seems suitable for serial use, unless the high BP and
the low HR during the surgical plane of anaesthesia are undesirable for a special procedure.

Keywords: Rat, Repeated anaesthesia, Isoflurane, Ketamine-xylazine, Medetomidine-midazolam-fentanyl, Telemetry,
Heart rate, Blood pressure, Body temperature, Body weight
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Background

Repeated general anaesthesia may be required in animal
experiments several times a day, or on different days. This
might arise, for example, in longitudinal imaging studies,
in pharmacokinetic studies where a serial collection of
blood or other samples is required and in studies where
surgical procedures or drug administrations are performed
under anaesthesia on different days. Also in veterinary
practice, repeated anaesthesias may be required for some
therapeutic treatments (painful wound care, regular dental
care...) [1-4]. The rat is a commonly used laboratory
animal and has gained popularity as a pet [5]. For pro-
ducing general anaesthesia in the rat, isoflurane (ISO),
a mixture of ketamine-xylazine (KX) or a combination
of medetomidine-midazolam-fentanyl (MMF) have been
used [5-8]. In a previous study we have shown the influ-
ence of these anaesthesias on HR, SAP, DAP, MAP, PP and
BT in adult, male Wistar rats [9]. With ISO we observed a
significant increase of HR and a mild hypotension during
anaesthesia. A marked hypertension and a significant de-
crease of HR were seen during MMF anaesthesia. The
slightest alterations on the parameters measured were ob-
served with KX, but prolonged monitoring was needed,
because of long wake-up and recovery periods. It is not
known, however, if the effects observed change with re-
peated anaesthesia, which may be of importance, since
such changes could have an impact on the outcome of
studies requiring repeated anaesthesia. Some studies have
already evaluated influences of different anaesthetic re-
gimes on the animals physiology, but none of these
studies used telemetric data assessment to evaluate con-
tinuously alterations of HR, BP values and core BT before,
during and after anaesthesia. Radiotelemetry is regarded
as the state-of-the-art monitoring method to provide reli-
able values of cardiovascular parameters and body
temperature without stressful manipulations of the animal
which could affect the data collected [10-14].

The aim of this study was to assess the effects of re-
peated anaesthesia using ISO, KX or MMF in telemetri-
cally instrumented male Wistar rats on HR, SAP, DAP,
MAP, PP, BT and duration of different anaesthetic stages.
We hypothesized that change in the parameters mea-
sured would be observed with repeated anaesthesia. Fur-
ther it was our intention to assess BW during the series
of performed anaesthesias, because significant weight
loss is one critical point in evaluating the general health
condition of rodents.

Methods

Animals

Nine male Wistar rats with a mean body weight of 275 +
24 g were obtained from Charles River Laboratories,
Sulzfeld, Germany. They were housed in groups of three
in a Makrolon® cage (Type IV). The cages contained a
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wooden bedding material (Lignocel select fine, J.
Rettenmaier & Sohne GmbH + Co. KG, Rosenberg,
Germany) and as cage enrichment a wooden chewing
block and two red, transparent plastic tubes were pro-
vided. The cages were changed twice per week. Rats were
given free access to a commercially available diet (3438
maintenance diet, KLIBA NAFAG, Provimi Kliba AG,
Kaiseraugst, Switzerland) and tap water. The animals were
acclimated for two weeks prior to surgical implantation of
the radiotelemetry transmitter in an animal room main-
tained at 22 +2°C and 55+ 10% relative humidity, on a
twelve-hour light—dark cycle (beginning at 6:00 am) with
at least 15 air changes per hour. A radio was turned on
during the working hours to reduce possible stress caused
by environmental noises. After the implantation surgery
and a rehabilitation period of at least two weeks, rats were
used in a previous anaesthetic study, which lasted nine
weeks [9]. The rats were then given a recovery period of at
least three weeks prior to the start of the present study. At
the beginning of the present study, the rats had a mean
body weight of 434 + 48 g,

Radiotelemetry transmitter implantation surgery

The radiotelemetry transmitter (DSI PhysioTel™ C50-PXT)
was implanted under general anaesthesia. Anaesthesia was
induced with MMF (same dosage as used in this study) and
was maintained with a second injection of MMF (one third
of the initial dosage) after 45 minutes. Analgesics and antibi-
otics were administered prior to surgery: 50 mgkg ' metami-
zole im. (Novalgin®, 500 mg-ml'l, Sanofi Aventis, Frankfurt/
Main, Germany), 1 mg-kg'] meloxicam s.c. (Metacam”,
20 mg-ml™*, Boehringer Ingelheim, Ingelheim/Rhein,
Germany), 10 mgkg™" enrofloxacin s.c. (Baytril® 2.5% ad us.
vet., Bayer, Leverkusen, Germany). After induction of an-
aesthesia, protective eye lubricant (VitA-POS, Ursapharm,
Saarbriicken, Germany) was administered in both eyes, the
rat was laid in a supine position in the middle of a water
heating pad, shaved on the ventral site and desinfected with
Kodan®-spray (Schiilke & Mayr, Norderstedt, Germany)
and Betaisodona®-solution (Mundipharma GmbH, Limburg
(Lahn), Germany). Supplemental Oxygen was provided via
a head chamber throughout the anaesthesia. The rat was
covered with a sterile foil and an incision was made along
the linea alba to open the abdominal cavity. The intestines
were moved towards the diaphragm and held in position
with a wet swab. The aorta was exposed and blood flow
was stopped with two vascular clips. The blood pressure
catheter was inserted between the two clips and fixed with
one drop of tissue glue (Histoacryl®, B.Braun, Aesculap AG,
Tuttlingen, Germany). The clips were carefully opened and
the swab was removed. The transmitter was fixed with a
permanent suture (Mersilene® 3-0, Ethicon®, Johnson-
Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Germany) to the ab-
dominal wall. Before the abdominal cavity was closed with
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a muscle and skin suture (Vicryl® 3-0, Ethicon®, Johnson-
Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Germany), the ECG
leads were exteriorized through the muscle layer. One ECG
lead was placed subcutaneously near the sternum and the
other was placed on the ventral site of the trachea, both
fixed to the nearby muscle tissue with a non-absorbable su-
ture (Mersilene® 3-0, Ethicon®, Johnson-Johnson Medical
GmbH, Norderstedt, Germany). Twenty mlkg ' warmed
lactated ringer’s solution (Ringer-Lactat nach Hartmann B.
Braun, B/BRAUN, Melsungen, Germany) were adminis-
tered subcutaneously and anaesthesia was reversed with
a s.c. injection of AFN (same dosage as used in this
study). After surgery the rats received analgesics for an-
other two days.

Experimental design

The following three anaesthetic regimes were performed
repeatedly in male Wistar rats: 1) an inhalational anaesthe-
sia with 2—3 Vol% isoflurane (Forene® 100% (V/V), Abbott,
Wiesbaden, Germany) at maintenance, terminated after
40 minutes, 2) a combination of 100 mg-kg™* ketamine
(Ketavet®, 100 mg-ml’i, Pfizer, Berlin, Germany) and
5 mgkg ! xylazine (Rompun® 2%, 20 mg-ml’, Bayer,
Leverkusen, Germany) administered i.m., which was not
reversed, and 3) an anaesthesia consisting of 0.15 mg-kg '
medetomidine (Domitor, 1 mg-ml™*, Orion Pharma, Espoo,
Finland), 2 mg~kg_1 midazolam (Dormicum®, 5 mg~ml_1,
Roche, Grenzach-Wyhlen, Germany) and 0.005 mgkg ™'
fentanyl (Fentanyl’-Janssen, 0.05 mg‘ml'l, Janssen, Wien,
Austria), which was administered im. and antagonized
after 40 minutes with a s.c. injection of the antagonists
0.75 mgkg™' atipamezole (Antisedan®, 5 mg-ml™, Orion
Pharma, Espoo, Finland), 0.2 mg'kg’1 flumazenil (Flumazenil
Hexal®, 0.1 mg-ml"l, Hexal, Holzkirchen, Germany) and
0.12 mgkg ' naloxone ( Naloxon Inresa, 0.4 mgml 1,
Inresa, Freiburg, Germany). Anaesthesias were performed
twice weekly (Monday + Thursday or Tuesday + Friday)
over three consecutive weeks. The six anaesthesias were
described in the following text as run I to run 6. The an-
aesthetic regimes were assigned randomly to each individ-
ual rat. Each rat received only two of the three anaesthetic
treatments for six times with a wash out and recovery
period of at least two weeks between them. SAP, DAP,
MAP, PP, HR and BT were measured continuously before,
during and after each anaesthesia. To monitor the anaes-
thetic depth, the righting reflex and the pedal withdrawal
reflex on the fore- and hind limbs were measured (classi-
fied with +, +, and -) after 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 30, 40,
42.5, 45, 47.5, 50, 60, 70...minutes until the righting reflex
had returned. One run was divided into different intervals:
1) an acclimatization period prior to the anaesthesia of
at least two hours for assessing baseline values, 2) the
performance of anaesthesia, and 3) a recovery period. To
analyse alterations in the duration of the anaesthetic effect,

65

Page 3 of 15

the anaesthesia period was further divided in different an-
aesthetic stages: 1) induction time (defined as the time
from application to loss of the righting reflex), 2) time of
non-surgical tolerance (defined as the time from loss of
the righting reflex until loss of all reflexes tested), 3) time
of surgical-tolerance (defined as the time from loss of all
reflexes tested until regaining of at least one reflex), 4)
wake-up period (defined as the time from regaining the
first reflex until regaining the righting reflex) , and 5) re-
covery period (defined as the time from regaining the
righting reflex until measurement was terminated). The
end of measurement was not earlier than six hours after
induction. Sleeping times longer than six hours occurred
with KX, therefore data assessment was prolonged and
terminated not earlier than two hours after the righting re-
flex had returned. Additionally, each rat was weighed to
calculate the individual dose of injectable anaesthetics and
to assess a possible influence of repeated anaesthesia on
BW. Daily monitoring of the animals’ general condition
and well-being were carried out, especially with regard
to inflammation and tissue necrosis at the hind legs after
injection of anaesthetics. Only visible changes (open
wounds, lameness) were assessed, because the animals
were used in further studies.

The Animal Care and Ethics Committee of the Regional
Authority in Tuebingen, Baden-Wuerttemberg, Germany
approved this study (Approval number: 12-038).

Procedure

The experimental set-up was the same as that used in
the previous study [9]. To reduce variability, anaesthesias
were performed by the same veterinarian supported al-
ways by the same animal care takers, who were familiar
with the animals. To ensure a thorough monitoring of
each rat during anaesthesia, not more than three rats
were anaesthetized per day. The measurements have
been carried out in the same laboratory as described
below:

The implanted radiotelemetry transmitters of the three
rats were switched on using a magnet before starting the
measurements. The rats were then placed individually into
a Makrolon® cage, each positioned directly on a receiver
plate, and continuous data collection of arterial blood
pressure and BT was started. The cages contained bedding
material (Lignocel select fine, ]. Rettenmaier & Sohne
GmbH + Co. KG, Rosenberg, Germany), a red, transparent
plastic tube and water was provided in a water bottle dur-
ing the entire measurement. Following recommendations
to pre-warm animals prior to anaesthetic induction, a
warm water heating pad was placed between the receiver
plate and the Makrolon® cage and it was maintained at
38°C throughout the measurement period [15,16]. To fa-
cilitate reaching resting baseline values, rats were housed
individually, food was withdrawn, each cage was covered



Eigene Untersuchungen

Albrecht et al. BMC Veterinary Research (2014)10:310

with a cloth, a radio was switched on (because rats were
habituated to background music), and the operator left
the room for at least two hours. After this acclimatization
period the operator started with the anaesthetic induction
of the first rat, while the other two rats remained in their
covered cages. Performing anaesthesia on one rat did not
appear to have an influence on the measured parameters
of the other two. All anaesthesias were carried out close to
the receiver plate to ensure the continuous capture of the
telemetric signal and are described in detail below:

ISO: An anaesthetic chamber was prefilled with 5 Vol%
ISO supplemented with oxygen. The rat was placed in the
whole body chamber, which was positioned directly on the
receiver plate. Loss of righting reflex was tested by tipping
over the anaesthetic chamber. When the righting reflex
was lost, the animal was laid on its back on the receiver
plate and ISO was administered using a nose cone.
The concentration of ISO was reduced to 2-3 Vol% to
maintain an anaesthetic depth of surgical tolerance.
ISO administration was terminated 40 minutes after
induction of anaesthesia and the rat was laid back in
its cage, which was placed on the receiver plate again.
The rat was positioned in a dorsal recumbency to test
reflexes until regaining the righting reflex.

KX: Ketamine (100 mgkg™') and xylazine (5 mg-kg™")
were mixed in one syringe with a total volume of
1.25 mlkg™', which is too much to be injected all at
once. Therefore, half of this volume was administered
in the caudal part of the thigh muscle of each hind leg.
As soon as the righting reflex was lost, the rat was
placed directly on the receiver plate in dorsal recum-
bency. Oxygen was supplemented using a head chamber.
Rats received no treatment to reverse the anaesthesia.
Therefore, the duration of the sleeping time was vari-
able. Accordingly, rats were laid on their backs on the
receiver plate until the righting reflex returned and after
that they were put back in their cage for the rest of the
measurements. Wake-up and recovery periods lasted
several hours and therefore prevented a normal food
and water uptake. Therefore, each rat was administered
s.c. 5 ml of warmed lactated ringer’s solution (Ringer-
Lactat nach Hartmann B. Braun, B. Braun, Melsungen,
Germany) one hour after induction of anaesthesia.

MME: 0.15 mg-kg™' medetomidine, 2 mg-kg™" midazo-
lam and 0.005 mgkg™ fentanyl were combined in one
syringe with a total volume of 0.65 ml-kg ', The mix-
ture was administered i.m. in the caudal part of the thigh
muscle of one hind leg while holding the rat next to the
receiver plate. The rat was put back in its cage until loss
of the righting reflex. The rat was placed directly on the
receiver plate in dorsal recumbency and oxygen was pro-
vided using a head chamber. A mixture of antagonists
(0.75 mgkg™' atipamezole + 0.2 mgkg™' flumazenil +
0.12 mgkg™* naloxone) was administered s.c. 40 minutes
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after induction of the anaesthesia and the rat was placed
in dorsal recumbency in its cage to determine the time
when the righting reflex was regained.

Statistical analysis

For the continuous telemetric data acquisition the soft-
ware NOTOCORD-hem™ was used and the raw data were
further evaluated with MS Excel with subsequent export
to SAS 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA)
for the statistical evaluation. The statistical analysis was
performed separately for each treatment group (ISO, KX,
MMEF), parameter (SAP, DAP, MAP, PP, HR, BT, BW) and
anaesthetic interval (induction time, time of non-surgical
tolerance, time of surgical tolerance, wake-up period, re-
covery period). The standardized area under the curve
(AUC divided by interval length) was calculated for each
animal individually using the trapezoidal rule for each an-
aesthetic interval. Baseline values were calculated for each
animal as the standardized AUC including the measure-
ments from 60 to 10 minutes before induction of anaes-
thesia. The standardized AUC was then used as target
variable for the statistical evaluation. The differences be-
tween the Ist rum and its consecutive runs were analysed.
An analysis of covariance (ANCOVA) for repeated mea-
surements was calculated including baseline as covariate.
The parameter body weight was analysed by an analysis
of variance (ANOVA). In addition, the length of the in-
tervals was analysed using an ANOVA model for re-
peated measurements. To exclude effects of repeated
anaesthesia on baseline values, parameters were ana-
lysed during the baseline interval using an analysis of
variance (ANOVA). Treatment effects for the telemetry
parameters were quantified by mean differences, based
on the adjusted mean values and their two-sided 95%
confidence interval. Treatment effects for body weight
and the length of the intervals were quantified by the
differences in mean and their two-sided 95% confidence
interval. The level of significance was fixed at a = 5%. A
p-value of less than 0.05 was considered to be statisti-
cally significant.

Results

During the course of this study we had four runs that
needed to be excluded from the analysis. One rat anaes-
thetized with ISO in rum 6 developed a poor blood pres-
sure signal and could not be evaluated. Another rat died
during induction of KX anaesthesia in run 6. With MMF
there was one rat in its 6th run with an elevated BT and
an increased HR already during the baseline assessment
such that we excluded that rat from the evaluation. Finally,
one rat had a failed application of MMF in its 4th run due
to strenuous defensive movements of the animal. There-
fore, these four measurements were excluded from the
statistical analysis of HR, BP values, BT and duration of
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anaesthesia, but we still included these rats for the statis-
tical analysis of BW.

Our intention to divide the anaesthesias in five differ-
ent anaesthetic stages failed for KX, because in 25% of
the anaesthesia runs with KX the animals did not reach
a stage of surgical tolerance. Instead of excluding these
measurements from the statistical analysis, we decided
to divide all KX anaesthesias (irrespective of whether or
not surgical tolerance was reached) only in three differ-
ent anaesthetic stages: 1) an induction time (time from
injection until loss of the righting reflex), 2) a time of
non-surgical tolerance (time from loss of the righting
reflex until regaining the reflex) and 3) a recovery
period (time from regaining the righting reflex until end
of measurement).

Duration of anaesthetic stages

The mean durations of the different anaesthetic stages of
1SO, KX and MMF are depicted in Figures 1, 2 and 3, re-
spectively. Significant changes were seen for ISO in run 3,
when the stage of non-surgical tolerance and the time of
surgical tolerance were compared with the same stages of
run I and in run 5, when the wake-up period was com-
pared with the wake-up period of run 1. With KX signifi-
cant differences of anaesthetic durations were observed.
Induction times of run 2 and 4 were significantly shorter
than the induction time of run I and times of non-surgical
tolerance from run 3-6 were significantly shorter when
compared to run 1. For MME, there were no significant
differences observed in the duration of any anaesthetic
stage between any of the runs.
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Heart rate, blood pressure values and body temperature
The mean values of HR, BP values and BT of 1SO, KX
and MMF anaesthesia with the statistical analysis are
presented in Tables 1, 2 and 3, respectively. No signifi-
cant differences were observed during baseline assess-
ment, except in run 3 and run 4 for BT in ISO
anaesthesia. The absolute differences of mean BT of run
3 and 4 to run 1 were only 0.22°C. These deviations were
judged to be of no clinical relevance.

ISO: During ISO the most significant alterations were
seen in HR. HR in run 3 and 5 during induction time, in
run 2-6 during time of non-surgical tolerance, in run 3-6
during time of surgical tolerance and in run 2-6 during
the wake-up period were significantly lower compared to
the HR of run I . For induction time, time of non-surgical
tolerance and time of surgical tolerance we noted a con-
tinuous decrease of HR with repeated anaesthesia. For
SAP, DAP and MAP significantly lower values were ob-
served during time of surgical tolerance if run 5 and 6
were compared with run 1. PP was significantly higher
during induction time in run 3 and 4 compared to run 1
and BT was significantly lower in run 6 during time of sur-
gical tolerance and during wake-up period compared to
run 1.

KX: With KX significant differences of BP values com-
pared to run I were only observed once during induction
time (SAP in run 4) and during the time of non-surgical
tolerance (DAP in run 6). PP was significantly higher dur-
ing induction time in run 2 and 4 and during recovery
period in run 4 and 6 if compared to run 1. During time
of non-surgical tolerance BT was significantly higher in
run 2,4, 5 and 6, when compared to run 1.

Mean duration of ISO anaesthesia

Induction

Non-surgical tolerance

Surgical tolerance

¥ Wake-up

0 10 20 30
time (min)

Figure 1 Mean duration of ISO anaesthesia. Duration of anaesthesia was divided in four different anaesthetic stages. *Statistical significant
difference (p value < 0.05) based on the ANOVA for the comparison of the anaesthetic stages of run 2-6 with the anaesthetic stage of run 1.
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Mean duration of KX anaesthesia

@ Induction

SR Non-sugical tolerance

time (min)

Figure 2 Mean duration of KX anaesthesia. Duration of anaesthesia was divided in two different anaesthetic stages. *Statistical significant
difference (p value < 0.05) based on the ANOVA for the comparison of the anaesthetic stages of run 2-6 with the anaesthetic stage of run 1.

T T T
100 200 300

MME: Significant differences of BP values with MMF
could be observed during the induction time. SAP and
MAP were significantly lower in run 2 compared to run
1. SAP was also significantly lower during time of non-
surgical tolerance in run 6 and during time of surgical
tolerance in run 3 and S. During the wake-up period,
SAP and MAP showed significantly higher values in run
6 and during the recovery period SAP, DAP and MAP
were significantly higher in run 6 compared to run 1. PP
showed significantly lower values during induction time

in run 6, during time of non-surgical tolerance in run 5
and 6 and during time of surgical tolerance in run 3, 5
and 6, when each was compared to run 1 of its respect-
ive anaesthetic stage. A significantly higher HR could be
observed in run 6, if compared to the Ist run, during
induction time, time of non-surgical tolerance and
wake-up period. During the recovery period HR was sig-
nificantly higher in run 5 and 6, if compared to run 1.
BT was significantly higher in run 4 compared to run I
during time of non-surgical tolerance.

Mean duration of MMF anaesthesia

VIS Induction
@R Non-surgical tolerance
B Surgical tolerance

Wake-up

time (min)

not observed.

Figure 3 Mean duration of MMF anaesthesia. Duration of anaesthesia was divided in four different anaesthetic stages. A statistical significant
difference (p value < 0.5) based on the ANOVA for the comparison of the anaesthetic stages of run 2-6 with the anaesthetic stage of run 7 was
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Table 1 Isoflurane - mean values with standard deviation
Parameter Run Baseline Induction Non-surgical tolerance  Surgical tolerance ~ Wake-up Recovery
(No. of animals) Mean +SD Mean +SD Mean + SD Mean +SD Mean +SD Mean +SD
SAP (mmHq) 1(6) 121+£1133 141 +13.09 133+1524 M7 +7.76 123+ 1244 122+ 1141
2 (6) 120+ 1155 140+10.78 128 £16.02 1134933 121 £1017 122+1094
3(6) 121+7.72 140+11.81 130+£1245 114+8.71 123+863 122 +845
4 (6) 120+ 13.04 139+£1248 13011284 1112901 120+ 1245 119+9.77
5(6) 115+1893 134+16.08 124 +18.84 104 + 16.35* 112+2032 116+ 1424
6 (5) 120+ 800 139+£9.83 129+ 14.88 106+ 12.51% 120+ 16.26 121+ 887
DAP (mmHg) 1(6) 90+773 106 +11.97 97+1248 85 +6.96 871122 92 +7.94
2(6) 89+ 1032 105+ 10.06 92 +14.54 811768 86+7.95 91858
3(6) 89+ 6.26 103 +10.88 93 +952 82+754 87+522 91+724
4 (6) 88+9.13 102 +1085 93+£939 79+ 644 85+7.16 90 +£845
5(6) 85+11.05 101+9.30 90+1033 75+776% 80+946 89 +8.00
6 (5) 89+755 103 £6.26 93 +1085 75 £7.84* 84+9.10 91 +£7.64
MAP (mmHg) 1 (6) 100+843 118+11.99 109+13.10 96 +6.72 99+ 11.21 102+8.72
2 (6) 99+ 1048 116£9.96 104+ 14.79 92+799 97 +836 101+£9.12
36 100+ 646 116 +10.94 105+10.21 93 +741 99 +571 102+ 731
4 (6) 99+1020 15111 105+£10.28 90+693 97 +868 100+ 8.79
5(6) 95+1343 112+£11.17 102+1293 85+ 1042* 90+13.00 98 +9.86
6 (5) 100+7.28 115+£7.01 105+£1192 85 +9.16% 96+ 1140 101 £769
PP (mmHg) 1(6) 32+721 35+6.27 36+657 32+569 35+665 30+649
2 (6) 31501 35+5863 35584 32+455 35£533 30514
3(6) 32+440 37+507* 37+589 32+614 36+683 31+486
4 (6) 31+£6.06 37 £558% 37£599 324572 35+6.88 30+£3.14
5(6) 290+9.60 33+924 34+1002 29+963 32+11.29 27 +£7.66
6 (5) 31+£537 36+ 644 36+£682 31£647 35+782 29+5.18
HR (bpm) 1(6) 307 +27.11 417 +3753 385+22.02 389+ 2042 420+ 2237 297+ 1606
2 (6) 291 £1665 392+£3378 364 + 18.80* 37941673 409+ 19.53* 297 £ 1666
3(6) 295+1259 393 +26.09% 365+ 1565* 377 + 2073 411 +20.94* 295+ 1167
4 (6) 297 £2577 401 £ 2861 366 +2041% 373+ 21.72% 407 £19.90* 284+ 1268%
5 (6) 288+17.14 387 +2930% 358+18.14* 366+ 16.16* 406+ 1686 291 +942
6 (5) 298 £1858 386+41.82 352 £ 24.35% 367 + 7.26% 412+£1868% 289+ 1351
BT (°C) 1(6) 3762+049 3752+ 050 3748+052 36.50 045 36.11+052 37.26+021
2 (6) 3746+ 043 37431034 37354033 36.19+0.37 3571 £041 3725+0.16
3(6) 3740+037*  3730+028 37.20+035 36.22+0.35 3582+047 37.19+032
4 (6) 3740+£037% 37394022 37294024 36.32+0.17 3590£037 37254018
5(6) 3746+033 37.27+029 37174038 36.16 +0.27 3572+030 37.13+0.32
6 (5) 37.56+038 37.55+025 3745+0.26 36.20+£0.52* 3571 +060% 3720012

*Statistical significant difference (p value < 0.05) based on the ANCOVA with baseline as covariate for the comparison of anaesthetic stages between run 2-6

versus run 1.

Body weight

Mean BW including the statistical analysis is depicted
in Figure 4. No significant differences of BW could be
observed during repeatedly performed anaesthesia with
ISO. With KX a continuous decrease of BW was seen

with an increased number of performed anaesthesias.

run 1.
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The reduction of BW was significant from run 2 to 6, if
compared with run 1. A reduction of BW was signifi-
cant once for MMF in run 4, if compared to BW of
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Table 2 Ketamine-Xylazine- mean values with standard deviation
Parameter Run Baseline Induction Non-surgical tolerance Recovery
(No. of animals) Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean +SD
SAP (mmHq) 1(6) 116+11.27 130+1281 96+1238 104 +9.16
2(6) 118+11.85 133+1338 97 £707 106+ 8386
3(6) 114+793 134+11.38 96+ 10.78 106+6.18
4 (6) 1161003 138+ 10.86* 95+936 105£6.09
5(6) 115+9.65 133+683 100+9.89 103+540
6(5) 115+£6.14 138 £ 662 102+£6.18 105+£485
DAP (mmHg) 1(6) 85+985 96 +9.39 68+ 1001 76+6.38
2(6) 88+1040 96 +13.27 69+7.57 77 + 868
3 (6) 86+ 10.10 103+7.13 69+ 981 78+ 666
4 (6) 87 +£815 103 +876 69+7.13 75+287
5(6) 86 +7.04 99 +7.09 72+9.14 75+257
6(5) 841583 102644 71£524% 74+1.39
MAP (mmHg) 1(6) 95+10.13 108+ 1035 77 +1065 85+7.08
2(6) 98 + 1040 108+£1293 791668 87+834
3(6) 95+ 886 113+812 78+029 87+5.76
4(6) 96 + 840 115+ 905 781692 851364
5 (6) 96+ 724 110+ 6.16 81+842 84+220
6(5) 95+ 550 114+£635 81507 85+2.39
PP (mmHg) 1(6) 31+442 34+540 28 +452 28+474
2(6) 30£695 36 £667% 281676 29+551
3(6) 28 +6.89 32+708 27 + 865 27 +£6.39
4 (6) 30£573 35+£620% 27+829 30+457%
5(6) 29+722 33+£7.09 28+886 28+647
6(5) 31£471 36+£297 311491 31+394%
HR (bpm) 1(6) 283+36.14 354+ 38,00 273 +£2356 288+19.35
2(6) 284+ 20.10 375+45.16 281+£20.12 292+1237
3(6) 278+ 1431 359+ 3395 273+1986 296+ 2169
4 (6) 28142222 340 + 28,56 275+3547 290 +27.95
5(6) 285+ 2098 362+ 31.88 275+2933 292 +1350
6(5 282+21.89 362+1024 269 £21.50 277 £1854
BT (°C) 1(6) 3739+059 37.34+063 3696+ 048 3757+047
2(6) 37491027 3744+022 3734+032% 37.79+032
3(6) 3742+0.19 37.27+024 37.18+037 3772+031
4 (6) 37594023 3740+026 3735+ 045% 3754£053
5(6) 3756+037 37.55+039 3746 +045* 3779+032
61(5) 37.73+048 37.58+0.58 3743 +£036% 37.79+£008

*Statistical significant difference (p value < 0.05) based on the ANCOVA with baseline as covariate for the comparison of anaesthetic stages between run 2-6

versus run 1.

Tissue reaction to injections

Clinical effects on the hind legs were seen in four rats
anaesthetized with KX (a total of six rats were repeatedly
anaesthetized with KX). In two rats we observed tissue ne-
crosis on the right hind leg. Both hind legs were affected
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with necrotic lesions in two other rats. The time of the first
occurrence of the tissue necrosis differed between the four
rats, The earliest occurrence of the necrosis was one day
after the second anaesthesia in two rats and the other ne-
crosis occurred after the fourth and fifth run with KX.
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Table 3 Medetomidine-midazolam-fentanyl - mean values with standard deviation
Parameter Run Baseline Induction Non-surgical tolerance  Surgical tolerance ~ Wake-up Recovery
(No. of animals) MeanxSD  Mean=SD Mean = SD Mean = SD Mean = SD Mean = SD
SAP (mmHg) 1(6) 117 +£542 15841928 160+ 2124 157 £2324 101 £1520 113+£943
2(6) 111+£734 144 +19.22% 151 £2477 151 +£2547 105+15.15 113+£7.08
3(6) 112+932 153+1824 152+2321 147 +2490* 101+1370 115+7.90
4(5) 116+8.18 149+ 19.24 157 +£2886 146 +20.77 102+11.90 114+11.13
5(6) 115649 153 +£19.81 154 £2144 146 +£25.10% 103+1003 117£990
6(5) 1M7+11.54 150+ 17.01 146 +14.86% 148 +26.76 109+17.16" 121+ 11.21F
DAP (mmHg) 1(6) 89 +4.40 120+ 1538 112+778 107 £12.31 76 +13.69 90+ 11.00
2(6) 84 +751 11241063 106£1200 103 £12.22 81£1084 90 +£6.40
3(0) 84 +549 11741226 108 +£9.00 103 +£11.24 77+11.00 91 +9.09
4(5) 89+ 1366 114+648 111 £1530 101 +6.64 76 +493 91 +13.87
5(6) 87585 116981 112+885 103 £9.61 78+878 921043
6 (5) 89+ 1207 117+£1093 110+ 7.56 106 +10.62 84 +1295 97 £11.02%
MAP (mmHg) 1 (6) 98 +2.90 132+15.27 128 +£1061 123+1423 84+13.90 98 +10.09
2(6) 93+6.90 123+£1288*  121£1541 119+ 1559 89+12.11 98+6.27
3(6) 93+591 129+ 1290 123+1268 118 +14.39 85+ 11.55 99 +838
4(5) 98+ 1161 126+ 962 126 +1901 116 +£10.48 84 +6.59 99+ 12.78
5 (6) 9% +527 128+12.79 126£1253 117 £14.16 86 £ 8381 101 +£9.98
6 (5) 98+£1139 12841203 122 +847 120 +£15.02 93 + 14.07% 105 + 10.66*
PP (mmHg) 1(6) 28+8.01 38+ 14.80 48+1877 51+1878 25+632 23+617
2 (6) 27+594 33+121 45+ 1681 48+£18.10 244608 23+464
3(6) 28+798 36+£14.18 43+1811 44 +£1942% 24 +6.67 24+503
4(5) 27+733 35+16.25 46+ 1803 45+ 1688 27 +947 23+529
5 (6) 28+6.38 37+11.88 42+ 14.75% 43 +17.89% 25+578 24+508
6 (5) 28+7.29 33£11.90" 36+£13.39¢ 42 +£1992% 25+730 24 +£6.96
HR (bpm) 11(6) 289 +2342 285+3792 211 +1699 197 +£19.63 249 +1949 275+1528
2(6) 274+1420  285+4573 214£14.44 195 £1542 25542343 276+ 1552
3(6) 277 +£19.13 298+ 26.01 21541793 194 +16.58 247 £1199 27441953
4(5) 282 +30.50 290+ 26,66 21441500 193 £1597 251 +1556 278+ 2003
5(6) 276+1801  290+3966 21241561 193+13.88 257+3082 282+ 2458%
6(5) 271£1555  298+4295*  215+1324% 191 £9.46 272+4398% 2794 2652%
BT (°C) 1(6) 3750+0.21 37.18+0.16 36.86 +0.25 36.09+0.17 3567 +0.20 3717 £0.58
2 (6) 3748+034 3744 +031 37.05+034 36.11+025 3565+0.17 3714 +048
3(6) 3727£029  3717+036 36.86+0.25 36.07£0.26 35.660+£0.36 3714 +036
4(9) 37584031 3750+037 37.24+036" 36.28+0.24 35.78+0.25 37.32+0.26
5 (6) 3746+019  37.13+039 36.94+042 36.08+036 3563+0.28 37.23+031
6 (5) 3728+028  3718+015 3690+ 0.16 3596+ 035 35534042 37.38+£0.29

*Statistical significant difference (p value <0.05) based on the ANCOVA with baseline as covariate for the comparison of anaesthetic stages between run 2-6

versus run 1.

Discussion
This study investigated if repeated anaesthesia with I1SO,

during repeatedly performed anaesthesia using telemet-

KX or MMF alter their influence on HR or BP values,

BT and BW of male Wistar rats. To our knowledge, it
was the first time that these parameters, together with
the duration of anaesthetic

intervals were evaluated
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ric data assessment.

Effects on duration of anaesthesia
ISO: The significant differences in duration of anaesthetic
stages we observed with ISO occurred only sporadically,
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Figure 4 Mean body weight. *Statistical significant difference
(p < 0.05) based on the ANOVA for the comparison of body weight

between run 2-6 versus run 1.

once in the time of non-surgical tolerance (run 3), once in
the time of surgical tolerance (run 3) and once in the wake-
up period (run 5). It must be kept in mind, however, that
each rat needed a slightly different concentration of ISO
(between 2—3 Vol%) to reach a defined stage of anaesthesia.
This resulted in different times to adjust the ISO. Further-
more, the total length of surgical tolerance depended on
the duration of the induction time and time of non-
surgical tolerance, because we terminated ISO delivery
after 40 minutes. Thus, it seemed inappropriate to inter-
pret the duration of non-surgical and surgical tolerance.
Finally, since the absolute differences in the durations were
less than three minutes, we do not classify these differences,
despite statistical significant, as being clinically relevant.
KX: With KX there was tendency for the sleeping time
to decrease from run I to run 6. These findings are in ac-
cordance with other studies evaluating the sleeping time
during ketamine or ketamine-medetomidine anaesthesia
in which the authors suggested an increased induction of
metabolizing enzymes, which resulted in an increased
clearance of the anaesthetics [17-21]. In one of these stud-
ies the authors stated that the hypnotic effect was caused
by a specified plasma level of ketamine in the brain and
that the duration of anaesthesia depends on the speed of
tissue redistribution and metabolization [18]. Further-
more, a faster ketamine metabolism during anaesthesia
has been demonstrated after a daily low-dose ketamine
pretreatment over ten days, which is consistent with there
being an increase in metabolizing enzymes [17,20]. We
suggest that similar mechanisms may have caused the de-
crease of sleeping time after repeatedly performed KX an-
aesthesia in the present study. A relationship between the
continuous reduction of sleeping time and the failure to
reach surgical tolerance was not observed, because some
rats failed to reach this stage in almost all runs (except in
run 4) and therefore this was not associated with the in-
creased number of anaesthesias. The inconsistence of
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ketamine-xylazine to produce anaesthesia of sufficient
depth has been reported in previous studies [22,23]. This
effect has also been observed with the combinations of
ketamine-medetomidine or ketamine-dexmedetomidine
[24]. Since it was also suggested that the risk of anaesthetic
mortality may increase with the application of higher dos-
ages, we chose not to increase the ketamine-xylazine dos-
age in this study [23].

MME: With MMF no significant differences in the
duration of the anaesthetic stages were observed with re-
peated anaesthesia. In contrast to KX, MMF was antago-
nized after 40 minutes. Therefore, it was not possible to
detect a change in whole sleeping time even if there had
been an increase of metabolizing enzymes. It would be
possible if rats became conscious before antagonization,
but this did not occur in this study. As with ISO we
were not able to evaluate alterations of the time of surgi-
cal tolerance, but for induction time, time of non-
surgical tolerance and wake-up period, repeated MMF
anaesthesia had no effect.

Effects on heart rate, arterial blood pressure and body
temperature

ISO: With repeated anaesthesia using ISO, there was a
decrease in arterial BP. The decrease was significant
from rum 5-6 in comparison to run 1 during the time of
surgical tolerance. Significant lower HR compared to
run 1 could also be observed during the induction time,
time of non-surgical and surgical tolerance and wake-up
period in almost all subsequent runs (run 2—6). The HR
decrease is depicted in Figure 5. This was an unexpected
effect, because with decreasing BP values one would
usually expect a compensatory increase of HR through
baroreceptor-mediated effects. It seemed that the de-
pressant effect of ISO on BP became more pronounced
with an increased number of performed anaesthesias,
but the ability to compensate for this BP decrease with
an increased HR also diminished. Repeated ISO anaes-
thesia did not have any effect on myocardial, anatomical
or histological endpoints in previous studies [25,26]. A
further study noticed no significant QT prolongation in
the ECG, no myocardial repolarization abnormalities or
any evidence for left ventricular enlargement after re-
peated anaesthesia with ISO [27]. Taken together, a
histopathological explanation for the sequential depres-
sion of HR and BP appears not to be the case. Another
aspect could be that the ISO concentration was adapted
to the needs of each individual rat (2-3 Vol%). This vari-
able, not standardized ISO concentration could have had
an influence on the measured parameters. The decreases
in BP and HR we observed during six anaesthesias were
not severe enough to require intervention and are not
interpreted to be indicative of acute heart failure.
Whether or not the extent of the decrease in HR and BP
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Figure 5 Isoflurane — Heart rate. Individual values per animal (colour highlighted symbols) and adjusted mean () by anaesthetic interval.

run

would be greater if more repetitions of ISO anaesthesia
were performed is not known. The significant increase
of PP observed during induction time in run 3 and 4
were not associated with significant differences of the
absolute BP values in the same runs and these two PP
values were still well within the physiological range [5].
Therefore, we concluded that the observed increase of
PP had no clinical relevance. In run 6 BT was signifi-
cantly lower compared to run 1 in time of surgical toler-
ance and wake-up period. A possible explanation could
be the lower BP values in run 6, due to the vasodilative
effects of ISO, leading to a greater heat loss during an-
aesthesia [6].

KX: The significant changes of BP parameters during
repeated KX anaesthesia occurred sporadically and did
not correlate with the different anaesthetic stages. In our
previous study, which evaluated the effect of a single KX
anaesthesia, we observed similar BP values compared to
those indicated to be different compared to run 1, sug-
gesting that changes were without clinical relevance,
since all values were within normal, physiological ranges
[5,9,28]. During the time of non-surgical tolerance BT
showed a tendency to increase and was significantly dif-
ferent to run 1 in run 2, 4, 5 and 6. As mentioned above,
the duration of this anaesthetic stage decreased progres-
sively from run 1-6. It is well known that anaesthetics
influence the thermoregulatory control and that espe-
cially small animals, like rodents, due to their large sur-
face area to body weight ratio, lose heat rapidly and may
become hypothermic during prolonged anaesthesia [6,8].
With the duration of anaesthesia becoming shorter from
run 1-6, there was less time for the rats to lose body
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heat and therefore, BT was comparatively higher during
the time of non-surgical tolerance. One animal receiving
KX died during its sixth anaesthesia. After injection of the
anaesthetics the rat immediately lost its righting reflex. HR
and BP decreased markedly and the animal stopped
breathing. Different mortality rates have been reported
previously for ketamine-xylazine, but without post-mortem
data we could not exclude any other factors (e.g. latent in-
fections) that may have contributed to the rats death
[23,29]. Many investigators now use ketamine combined
with medetomidine or dexmedetomidine rather than xyla-
zine. Anaesthesia of similar quality and depth was reported
for the combination of ketamine-xylazine and ketamine-
dexmedetomidine in rats [30]. Another study evaluating
the effects of repeated ketamine-medetomidine anaesthesia
reported that anaesthesia was not associated with anaes-
thetic mortalitiy, but in combination with buprenorphine
they observed an increased risk of anaesthetic related
death [31].

MME: From induction time to the time of surgical tol-
erance a slight decrease of BP values, especially PP,
could be observed from run I1-6, whereas during wake-
up and recovery periods BP parameters slightly in-
creased with a significant difference only observed in
run 6. HR tended to increase from run 1-6 but not dur-
ing the time of surgical tolerance. The increased HR was
only significant, however, in run 6. In a previous report
on the effects of repeated MMF anaesthesia in rats, the
authors observed only a slight decrease of a vitality index
(escape reaction, aggressiveness, speed of movements
and paresis were classified and scored) [32]. They did
not observe significant differences of HR and BT when
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performing ten anaesthesias within three months [32].
In our previous study we observed significant increases
of all BP values, with PP almost doubled compared to its
baseline value and HR was significantly decreased during
MMF anaesthesia [9]. As also seen in this study, a rapid
and short-lasting decrease of BP values occurred after
antagonism. We noted that the BP values of run 1 were
already lower compared to the values of this single
MMEF anaesthesia, although we had expected approxi-
mately similar values at least during the Ist run of MMF
anaesthesia. Furthermore, we observed a much larger
variability with the repeated anaesthesia compared to
the variability seen with the same anaesthetic stages in
the previous study. Baseline values of these two studies
were comparable, therefore, the cardiovascular condition
of the rats and the quality of the telemetric signal were
comparable during time of anaesthetic induction. We
conclude, therefore, that the effect of MMF anaesthesia
on haemodynamic parameters was indeed more variable
as in the previous study. An example of the great inter-
individual difference of PP values is depicted in Figure 6.
We noticed that the anaesthetic profiles were most simi-
lar to the previous study with the youngest animal in the
group, whereas lowest BP values during MMF anaesthe-
sia were mostly seen in the older animals. The differ-
ences of run I compared to the values of the previous
study could be related to the different ages of the rats
(maximum of five months age difference). It is known
that metabolism and mechanisms of the autonomic ner-
vous system and cardiovascular system undergo age-
related changes [6,33]. Effects of age have been described
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for other anaesthetic regimes, but have not yet been re-
ported for haemodynamic parameters during MMF treat-
ment [34,35]. BT was not affected substantially by
repeated anaesthesia, with only one significant difference
during time of-non surgical tolerance in run 4. If we com-
pared the BT of the repeated anaesthesia with the BT
values of the previous study, there was a difference of al-
most one degree, especially during time of surgical toler-
ance and wake-up period, although the same conditions
were provided to maintain heat throughout the measure-
ments [9]. Baseline values of BT and recovery values of
these two studies were comparable. Therefore, the influ-
ence of MMF anaesthesia on BT in the two studies ap-
pears to be different. Fentanyl and midazolam have only
little effect on BP values, but medetomidine is known to
cause a vasoconstriction in the peripheral circulation and
loss of body heat depending, among other things, on the
perfusion of the periphery [5,6]. Medetomidine might have
caused a less intensive vasoconstriction which resulted in
lower BP values in this study compared to the values of
the previous study. An effect of age or BW could also be
responsible, but BT with ISO or KX anaesthesia was com-
parable between the two studies and there were the same
differences in age and BW. Therefore, an age- or BW-
related effect seems unlikely. Nevertheless, the effect on
BT was consistent within the three weeks of performing
six MMF anaesthesias.

Effects on body weight
BW did not alter significantly during the three weeks of
repeated ISO and MMF anaesthesia, except at one time
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Figure 6 Medetomidine-midazolam-fentanyl - Pulse pressure. Individual values per animal (colour highlighted symbols) and adjusted mean
(—) by anaesthetic interval.
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point with MMF (run 4). This difference was, however, a
BW reduction of less than 1% compared to the BW in
run 1. Hence, it is not of clinical relevance, since BW
remained unaffected in the following runs using MMF
anaesthesia. A continuous decrease of BW was observed
with KX, however. The reduction of mean BW from run
1-6 was nearly 8%. This could be due to the long sleep-
ing time and recovery period, such that the rats ate and
drank less. Another negative effect on food and water
uptake could be the disturbing influence of ketamine on
the circadian rhythm of the animal [36,37]. The serious-
ness of a BW loss of 8% depends on the initial body
weight of the animal. Decreases in body weight in the
range of 15-30%, alone or in combination with a poor
general condition, have been used in the past to indicate
the necessity for a humane endpoint of a test animal
[38,39]. We did not reach a BW loss of this extent after
performing six anaesthesias within three weeks, but it
could be more pronounced if performing more than 6
runs or reducing the time between two anaesthesias.
Furthermore, one has to consider the additional influ-
ence of experimental procedures (surgery, drug applica-
tion, etc.) on BW.

Effects of administration route

No obvious detrimental effects could be observed with
repeated ISO inhalation or i.m. administration of MMF,
but with KX, we often noticed visible tissue necrosis at
the injection site. A reason could be the administered
volume of anaesthetics. The injected volumes of KX and
MMF in this study appear higher than volumes recom-
mended for intramuscular injection in rats in some
guidelines [40]. However, recommendations are typically
given in volume per animal (ml) as opposed to volume
per kg body weight. The rats used in this study had a
mean body weight of 434 + 48 g and thus were substan-
tially heavier than commonly used laboratory rats. We
chose not to administer the anaesthetics intraperitone-
ally, because of the presence of the telemetry device in
the abdominal cavity and the risk to damage the cables
during injection. Additionally, peritonitis as a result of
intraperitoneal injection of irritants would be associated
with more complications in rats implanted with a telem-
etry device. Furthermore, an intraperitoneal injection
has a risk to be misdirected into the gastrointestinal
tract or the urinary bladder [6,41,42]. This depends on
how familiar one is with the technique and differed
between personnel. The variable failure rate may have
serious consequences for analysis and data interpretation
[43,44]. We suggest that the acidic formulation of keta-
mine, and not the injected volume, caused these necrotic
lesions, because the injected volume of KX at each injec-
tion site was comparable with that of MMEF. Of course,
we cannot exclude the possibility, that also MMF caused
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necrotic lesions to a lesser extent, which were not obvious
visible during our daily clinical monitoring. Histological
examinations, which were not carried out in this study,
are required to clarify the tissue response after an intra-
muscular injection of MMF. We treated the wounds at the
injection sites daily with an ointment (Pana Veyxal® Salbe,
Veyx-Pharma GmbH, Schwarzenborn, Germany) to accel-
erate the healing process, but with an increased number of
performed KX anaesthesias, the tissue necrosis became
worse. The size of the necrosis did not become too large,
so that an injection of subsequent KX administrations in
healthy tissue was still possible. The absorption of drugs
injected in inflamed muscle tissue is different due to an al-
tered tissue pH and an increased vascularization [45,46].
Duration and depth of anaesthesia could be influenced as
well as HR, BP and BW. Therefore, a comparison of an-
aesthesias injected in healthy and inflamed tissue is not
advisable.

Altogether, with regard to a low-stress administration
and smooth and rapid induction of anaesthesia, ISO of-
fers a clear advantage compared to the injectable anaes-
thetics. Additionally, it cannot be denied that ISO is only
minimally metabolized compared to the other anaes-
thetics, easily adjustable to the individual needs of each
animal and simple to handle and to prolong the duration
of anaesthesia if needed. These advantageous aspects of
ISO have to be taken into consideration for the repeated
use, unless the experimental procedure would not allow
an inhalational anaesthetic regimen.

Conclusion

Our study evaluated the effect of repeated anaesthesia
with ISO, KX or MMF on HR, SAP, DAP, MAP, PP, BT,
duration of anaesthetic intervals and BW in male Wistar
rats.

With the decrease of HR and BP during the six repeti-
tive ISO anaesthesia, the use of ISO has to be considered
it a change of these parameters is not acceptable for a
given study design. Otherwise, ISO is well-suited for serial
use, since it is possible to produce anaesthesia with com-
parable duration and depth and it has some advantageous
aspects compared to the injectable regimes. With the in-
ability to consistently produce a surgical plane of anaes-
thesia and the reduction of sleeping time and BW, as well
as the frequent production of a local tissue necrosis at the
injection site, KX has some distinct disadvantages. Al-
though HR, BP values and BT remained unaffected after
six KX anaesthesias, the other results of this study may be
considered significant contraindications for the repeated
use of KX. With only mild changes of BP values with re-
peated anaesthesia, MMF seems suitable for serial use, un-
less the high BP and the low HR during the surgical plane
of anaesthesia are undesirable.
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Erweiterte Diskussion

4. ERWEITERTE DISKUSSION

Das Ziel dieser Arbeit war es, den einmaligen und repetitiven Einfluss von drei verschiedenen
Andsthesiemethoden bei der Ratte auf bestimmte physiologische Parameter, wie Blutdruck,
Herzfrequenz und Korperkerntemperatur und die Dauer der einzelnen Anésthesiestadien zu evaluieren.
Mithilfe vollstandig implantierbarer Telemetriesysteme war eine kontinuierliche Datenerhebung und
Interpretation zuverlassiger und aussagekraftiger Werte maoglich.

Zunachst wurden die Auswirkungen einer Anasthesie auf Herz-Kreislauf-Parameter und
Koperkerntemperatur untersucht. Als Andsthesiemethoden kamen die Inhalationsanésthesie mit
Isofluran, die Kombination Ketamin-Xylazin und die vollstdndig antagonisierbare Andsthesie mit
Medetomidin, Midazolam und Fentanyl zum Einsatz. Ausgehend von den Ruhewerten (Baseline)
wurden die Verdnderungen der Parameter wahrend der einzelnen Anésthesiestadien auf signifikante
Unterschiede (Signifikanzwert p < 0,05) getestet. Zusétzlich wurde untersucht, ob sich die Parameter
wahrend der einzelnen Andsthesiestadien zwischen den drei Andsthesiemethoden signifikant
unterscheiden. In einer zweiten Versuchsreihe wurden die gleichen Anésthesieregime hinsichtlich
ihrer Auswirkungen bei wiederholter Anwendung einer Anasthesiemethode analysiert. Nicht nur die
Veranderungen der telemetrisch erfassten Parameter, sondern auch Anderungen des Koérpergewichts
und der Dauer der einzelnen Anésthesiestadien wurden hierbei auf statistisch signifikante

Unterschiede getestet.

4.1 Telemetriesysteme zur Erfassung physiologischer Parameter

Die Datenerfassung mittels Telemetriesystemen, wie sie in beiden Versuchsreihen zum Einsatz kam,
ist derzeit die Methode der Wahl zur Messung von Korperkerntemperatur und kardiovaskularer
Parameter (Schierok et al. 2000, Kramer und Kinter 2003, Greene et al. 2007, Braga und Burmeister
2011). Da zum Messen der Parameter keine Handlings- oder ZwangsmaBnahmen durchgefiihrt werden
missen, die fur die Tiere mit viel Stress verbunden sein kdnnen, sind die erfassten Werte vollstandig
unbeeinflusst von der Messmethode und reprasentieren den tatsachlichen physiologischen Zustand der
Tiere. Es besteht die Mdglichkeit die telemetrische Messung in gewohnter Umgebung durchzufiihren,
wenn die entsprechende Hardware vor Ort angebracht wird. Es kénnen sogar zusatzlich Begleittiere
mit im Kafig gehalten werden, um das Stresslevel wahrend der Messung noch weiter zu reduzieren.
Wenn die Tiere jedoch, wie es in dieser Arbeit der Fall war, an den Messraum und an die
Haltungsbedingungen im Messraum gewdhnt werden, dann lassen sich auch unter diesen Umsténden
reprasentative Ruhewerte erzielen. Die in der vorliegenden Arbeit erfassten Ruhewerte lagen bei den
Ratten sogar teilweise noch unter den in der Literatur angegebenen Werten, was sowohl ein Zeichen

fir eine gute EingewoOhnungsphase an die Haltungsbedingungen im Messraum, als auch fir die
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stressarme und das Tier nicht weiter beeinflussende Messmethode darstellt (Waynforth und Flecknell
1992, d'Uscio et al. 2000, Henke und Erhardt 2012b). Die groRe Varianz zwischen den angegebenen
Ruhewerten, die sich in der Literatur finden und den Werten aus dieser Arbeit, liegt mit groler
Wahrscheinlichkeit an den verschiedenen Messmethoden, mit denen diese Parameter erfasst wurden.
Meistens wurde bei den publizierten Ruhewerten die verwendete Messmethode nicht mit erwéhnt, was
den Vergleich und die Diskussion erschwert. Ein weiterer Vorteil der Telemetriesysteme ist, dass man
den Tieren nach der Implantation des Telemetriesenders eine ausreichend lange Erholungsphase
gewahren kann, da die Kontinuitat und die Qualitat des Blutdrucksignals viel langer (mehrere Monate
bis Jahre) bestehen bleibt, als bei einem herausgelagerten Blutdruckkatheter, der taglich gespult
werden muss und der vor Manipulation von Seiten des Tieres nie ganz sicher ist. Solche
herausgelagerten Katheter werden oft nur wenige Tage bis Stunden vor der eigentlichen Messung
unter einer Allgemeinanasthesie implantiert, so dass den Tieren nicht viel Zeit zum Erholen bleibt. Die
Tiere mussen nach der Implantation dauerhaft in Einzelhaltung leben, um die Beschadigung des
Katheters durch andere Tiere zu verhindern. Auf eine Applikation von Analgetika wird zudem
meistens verzichtet, um mdgliche Arzneimittelinteraktionen auszuschlieen. In einer Studie wurde fiir
die Ratte eine Erholungsphase nach einer Telemetrie-Operation von einer Woche als ausreichend
definiert (Greene et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde jeder Ratte sogar eine Erholungsphase
von mindestens zwei Wochen zugesprochen, bevor mit den Anésthesieuntersuchungen begonnen
wurde. Somit konnten Analgetika unter Zuhilfenahme eines Schmerz-Scoresheets ausreichend lang
appliziert werden. Ein Einfluss des chirurgischen Eingriffes und der Andsthesie auf die gemessenen
Parameter bei telemetrierten Tieren kann daher so gut wie ausgeschlossen werden, was man bei

anderen invasiven Blutdruckmessmethoden nicht behaupten kann (Morton et al. 2003).

Die Inhalationsanasthesie mit Isofluran und die Injektionsandsthesie mit der Kombination aus Ketamin
und Xylazin sind seit langem etablierte Standardanésthesiemethoden bei der Ratte (Gaertner et al.
2008). Die vollstandig antagonisierbare Anésthesie mit Medetomidin, Midazolam und Fentanyl ist
erstmals 1998 bei der Ratte untersucht worden und wird seitdem zunehmend in der Heimtieran&sthesie
eingesetzt (Henke et al. 1998, Mantel 1999, Henke und Erhardt 2012b). Ahnliche Untersuchungen zu
dieser oder vergleichbarer antagonisierbarer Andsthesiekombinationen wurden bereits beim Chinchilla,
Gerbil, Hamster, Kaninchen und Meerschweinchen, sowie auch bei M&usen und Tauben durchgefihrt
(Roberts et al. 1993, Astner 1998, Neff 2000, Schneider 2000, Weiske 2001, Réltgen 2002,
Hjalmarsdottir 2005). Bei keiner dieser Untersuchungen wurden jedoch vollstdndig implantierbare
Telemetriesysteme zur Datenerhebung verwendet. Mantel (1999) und Perantoni (2000) implantierten
den Ratten in ihrer Studie den Katheter unter einer Isofluran-Andsthesie jeweils eine bzw. eineinhalb
Stunden vor Beginn der eigentlichen Ané&sthesieuntersuchung. Heitz (2005) nutzte die zu
untersuchende Anésthesie zur Implantation des Katheters und hat erst ab Minute 40 nach Injektion der
Andsthetika Blutdruckwerte bei ihren Ratten messen kdnnen. Bei den anderen Tierspezies wurde der

Katheter zur Blutdruckmessung ebenfalls unter einer vorherigen Isofluran-Andsthesie oder erst unter
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der zu untersuchenden Anésthesie implantiert (Roberts et al. 1993, Réltgen 2002). Lediglich beim
Kaninchen erfolgte das Einfihren des Katheters im Wachzustand Uber die Ohrarterie. Nach zehn
Minuten Erholungszeit wurde der Wachwert gemessen und nach weiteren zehn Minuten wurde die zu
untersuchende Anésthesie eingeleitet (Astner 1998). Es ist bekannt, dass allein Handling und
Zwangsmalinahmen fir verschiedene versuchstierkundliche und veterindrmedizinische Malinahmen
den Tieren erheblichen Stress bereitet. Daher erscheinen zehn Minuten sehr kurz fiir eine angemessene
Erholungszeit beim Kaninchen und auch bei anderen Spezies (Balcombe et al. 2004). Mithilfe
telemetrisch erhobener Werte sollte es in der vorliegenden Arbeit ermdglicht werden, an minimal
gestressten Tieren die gemessenen Parameter vor, wahrend und nach einer Anasthesie mit Isofluran,

Ketamin-Xylazin oder Medetomidin-Midazolam-Fentanyl zu vergleichen.

4.2 Erweiterte Diskussion zu ,,Effects of isoflurane, ketamine-xylazine and a
combination of medetomidine, midazolam and fentanyl on physiological variables

continiously measured by telemetry in rats*

Die kardiovaskuldren Verénderungen der gemessenen Parameter wéhrend einer MMF-Anésthesie
zeigten in dieser Arbeit einige Parallelen zu den bisherigen MMF-Untersuchungen bei der Ratte.
Mantel (1999) und Perantoni (2000) konnten ebenfalls einen initialen Anstieg des mittleren arteriellen
Blutdrucks beobachten, der im Laufe einer Anasthesie langsam wieder zurlickging. Nach der
Antagonisierung konnte auch in beiden Studien, sowie in der Arbeit von Heitz (2005), ein kurzzeitiger
Abfall des mittleren arteriellen Blutdrucks festgestellt werden. Beim Gerbil, Chinchilla und Kaninchen
konnte ebenfalls ein kurzzeitiger, nur wenige Minuten andauernder Blutdruckabfall nach der
Antagonisierung beobachtet werden (Astner 1998, Schneider 2000, Roéltgen 2002). Beim
Meerschweinchen kam es dagegen zu einem Blutdruckanstieg (Roberts et al. 1993). Jedoch lagen in
dieser Studie beim Meerschweinchen die Werte des mittleren arteriellen Blutdrucks wahrend der
Andsthesie bereits im hypotonen Bereich. Grund daftr kénnten die Differenzen bei der fir diese
Meerschweinchen verwendeten Andsthetika-Kombination sein  (Xylazin-Climazolam-Fentanyl
antagonisiert mit Yohimbin-Sarmazenil-Naloxon). Kaninchen und Hamster zeigten wahrend der
Anésthesie relativ stabile und gleichbleibende Blutdruckwerte (Astner 1998, Neff 2000). Beim
Hamster lagen diese jedoch eher im hypertonen Bereich. Leider wurde in all diesen Arbeiten der
Blutdruck nur als mittlerer arterieller Blutdruck angegeben, so dass ein Vergleich von systolischen und
diastolischen Werten nicht mdglich ist. Die Arbeit von Hjalmarsdottir (2005) zur MMF-Anasthesie bei
der Maus erfasste systolische und diastolische Blutdruckwerte, jedoch zeigte die Maus
hamodynamisch eine vollstdndig andere Reaktion auf eine MMF-Anésthesie als die Ratte. Anstatt
eines Blutdruckanstiegs wéhrend der Anésthesie wurden bei der Maus hypotone Werte gemessen,
allerdings wurde der erste Blutdruckwert auch erst ab Minute 30 nach Applikation erfasst, so dass ein

Vergleich von initialen Blutdruckwerten hier nicht moglich war. Die deutliche Bradykardie wahrend
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der Anésthesie und der Anstieg der Herzfrequenz nach Antagonisierung konnten Mantel (1999),
Perantoni (2000) und Heitz (2005) bei der Ratte ebenfalls zeigen. Die Bradykardie war jedoch bei den
Ratten in der vorliegenden Arbeit noch deutlicher ausgepragt, da die gemessene Herzfrequenz
wahrend der Anasthesie um 20 bis 50 Schlage pro Minute noch niedriger war, verglichen mit den
Herzfrequenzwerten der anderen Studien. Meerschweinchen, Hamster, Chinchillas, Gerbile,
Kaninchen und Mause zeigten ebenfalls Herzfrequenzwerte im bradykarden Bereich wahrend der
MMF-Anésthesie (Astner 1998, Neff 2000, Schneider 2000, Roéltgen 2002, Seidensticker 2004,
Hjalmarsdottir 2005). Anhand der sehr speziesspezifisch unterschiedlichen Reaktionen einer MMF-
Anasthesie auf kardiovaskuldre Parameter wird deutlich, dass die beobachteten Effekte wahrend einer
Andsthesie bei einer bestimmten Spezies nicht auf eine andere Spezies Ubertragbar sind und

unterstreicht die Wichtigkeit der speziesbezogenen Anasthesieuntersuchungen.

Der Vergleich der vollstandig antagoniserbaren Anasthesie mit der Ketamin-Xylazin-Anésthesie hat
gezeigt, dass sich Blutdruckparameter und Herzfrequenz von der Einleitungsphase bis hin in die
Recoveryphase signifikant voneinander unterscheiden. Mantel (1999) hingegen konnte trotz Einsatz
des gleichen Rattenstammes und Verwendung gleicher Dosierungen in der Herzfrequenz wahrend der
Anadsthesie keinen signifikanten Unterschied feststellen. Der Blutdruck zeigte ebenfalls nur in der
nicht antagonisierten MMF-Gruppe im Zeitraum von der 10. bis 50. Minute und in den beiden
antagonisierten  MMF-Gruppen von der 40. Minute (Antagonisierung) bis 90. Minute einen
signifikanten Unterschied zur Ketamin-Xylazin-Anésthesie. Die Differenzen zu dieser Arbeit kbnnten
dadurch begriindet werden, dass Mantel (1999) sowohl ménnliche als auch weibliche Tiere in seiner
Studie verwendet hat. In der vorliegenden Arbeit wurden jedoch nur ménnliche telemetrierte Tiere
eingesetzt. Es ist bekannt, dass geschlechtsspezifische Unterschiede bei Anasthesien auftreten kénnen
(Livingston und Waterman 1977a, Ohtsuka et al. 2007, Henke et al. 2012). Sabatini und Kollegen
(2013) haben bei drei verschiedenen Anésthesieregimen (Pentobarbital, Ketamin-Medetomidin,
Ketamin-Midazolam) geschlechtsspezifische Unterschiede verschiedener Herzparameter bei Sprague-
Dawley-Ratten feststellen konnen. Eine weitere mogliche Ursache kdnnten die unterschiedlichen
Messmethoden und deren Qualitat der gemessenen Parameter sein (Pulsoxymeter und herausgelagerter
Blutdruckkatheter vs. Telemetrie). Die Baseline-Werte des mittleren arteriellen Blutdruckes in der
Studie von Mantel (1999) sind verglichen mit den Ruhewerten dieser Arbeit um etwa 10 mmHg héher.
Diese hoheren Blutdruckwerte kénnten eine Folge der Katheterimplantation sein, die durchaus auch
mit Schmerzen fir die Tiere verbunden ist. Hinzu kommt, dass die Standardabweichungen bei Mantel
(1999) deutlich groRer waren und selbst die drei MMF-Gruppen zeigten wahrend der Andsthesiephase
starke Differenzen im Blutdruck, obwohl sie sich nur in der Art und Dosis der Antagonisierung
unterschieden haben. Die vorangegangene Isofluran-Andsthesie konnte bei Mantel (1999) bereits die
Ausgangswerte der Parameter beeinflusst haben. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen
eindeutig den blutdrucksenkenden und herzfrequenzerhdhenden Effekt von Isofluran wahrend der

Andsthesie. Die in der ersten Versuchsreihe graphisch dargestellten Werte der Herzfrequenz zeigen
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deutlich, dass erst ab Minute 180 anné&hernd der Baseline-Wert wieder erreicht wird. Gleiches gilt fiir
den mittleren arteriellen Blutdruck, wobei hier der Baseline-Wert etwa zwischen Minute 120 und 150
wieder erreicht wird. In Anbetracht der kurzen Erholungszeit von 60 Minuten nach der Kantlierung
der A. carotis ist ein Einfluss der Isofluran-Andsthesie auf die kardiovaskuldren Werte von Mantel
(1999) denkbar. Zumal der Vergleich von Isofluran und MMF in der ersten Versuchsreihe auch
gezeigt hat, dass diese zwei Anésthesieregime in jedem Andsthesiestadium in allen Parametern, mit
Ausnahme der Koperkerntemperatur, signifikant unterschiedlich waren und sich Isofluran daher als
Anadsthesie vor einer MMF-Anasthesieuntersuchung nach so kurzer Erholung nur bedingt eignet. Der
Vergleich von Isofluran mit der Kombination Ketamin-Xylazin zeigte da etwas geringere
Unterschiede. Diese zwei Methoden unterschieden sich in dieser Arbeit zwar signifikant in ihrer
Herzfrequenz, zeigten jedoch wahrend der Anésthesie ahnliche Blutdruckwerte, die nur in der
Einschlaf- und Aufwachphase signifikant unterschiedlich waren. Redfors und Kollegen (2014) kamen
zu einem dhnlichen Ergebnis bei ihrem Vergleich von Isofluran mit Ketamin-Xylazin. Sie haben
ebenfalls festgestellt, dass sich nur die Herzfrequenz, nicht aber die Blutdruckverhaltnisse signifikant
voneinander unterscheiden. Allerdings beschréankte sich in der Studie von Redfors und Kollegen (2014)
die gesamte Dauer der Anésthesie auf 30 Minuten und die Parameter wurden nur zwischen Minute 20
und 30 erhoben, da zuvor der Katheter zur Messung des Blutdrucks eingefiihrt wurde. Trotz des
ebenso festgestellten signifikanten Unterschiedes der Herzfrequenz war diese in der Studie von
Redfors und Kollegen (2014) bei Ketamin-Xylazin mehr als 100 Schldge pro Minute hoher (364 + 18
bpm), verglichen mit den Werten der vorliegenden Arbeit. Die verwendete Dosierung von 30 mg/kg
Ketamin ist deutlich geringer, als die in dieser Arbeit verwendeten Ketamin-Dosierung (100 mg/kg)
und hétte neben der gleichen Xylazin-Dosierung von 5 mg/kg eine vergleichsweise hohe Herzfrequenz
nicht vermuten lassen. Hier stellt sich definitiv die Frage, ob das Zeitintervall der Messung in der
Studie von Redfors und Kollegen (2014) adaquat gewahlt war und ob die zu Beginn der Anasthesie
durchgefuhrte Kantlierung der A. carotis einen Einfluss auf die gemessenen Parameter hatte. Die
Herzfrequenzwerte von Isofluran waren jedoch trotz des kurzen Messintervalls mit den Werten der
vorliegenden Arbeit vergleichbar. Die Isofluran-Anasthesie wurde aber auch bei einer vergleichbaren
Konzentration gefahren. Ein Anstieg der Herzfrequenz unter Isofluran, wie es in der vorliegenden
Arbeit der Fall war, wurde auch beim Kaninchen, Gerbil und Hamster festgestellt (Koch 1995, Wrede
1999, Schurian 2000, Strack 2002). Bei Meerschweinchen, Mausen und bei kleinen Lanzennasen
wurde jedoch ein Abfall der Herzfrequenz wahrend einer Isofluran-Anésthesie beobachtet (Heide
2003, Janssen et al. 2004, Kley 2011). Heide (2003) nennt eine vagale Reizung wéhrend der
Platzierung des Blutdruckkatheters als mdgliche Ursache fiir den Pulsabfall. Eine Isofluran-Studie bei
Hunden hat gezeigt, dass sich die Herzfrequenz mit Zunahme der Isofluran-Konzentration nicht
signifikant veréndert und relativ stabil bleibt (Kazama und Ikeda 1988). Fur Isofluran gilt allgemein,
dass es mit steigender Konzentration starker depressiv auf das Myokard wirkt und den Blutdruck

zunehmend reduziert aufgrund der vasodilatativen Eigenschaft (Eger 1981, Haskins 1992). Imai und
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Kollegen (1999) haben bei einem MAC-Wert von 0,8 VVol% einen mittleren arteriellen Blutdruck von
108 mmHg bei Ratten gemessen. Hdmodynamisch gesehen ist dieser Wert noch im physiologischen
Bereich, allerdings beobachteten sie ebenfalls eine dosisabhdngige Abnahme des mittleren arteriellen
Blutdrucks und unter manchen Umstanden und auch unterschiedlichen individuellen Ansprichen sind
hohere Isofluran-Konzentrationen erforderlich. Obwohl in der Literatur hdufig beschrieben wird, dass
es unter Isofluran zu einer starken Hypotension kommen kann, waren die Blutdruckwerte in der
vorliegenden Arbeit zu keinem Zeitpunkt der Anasthesie in einen Bereich, der ein therapeutisches
Eingreifen erforderlich gemacht hatte (Eger 1981, Haskins 1992).

4.3 Erweiterte Diskussion zu ,,Influence of repeated anaesthesia on physiological
parameters in male Wistar rats: a telemetric study about isoflurane, ketamine-

xylazine and a combination of medetomidine, midazolam and fentanyl*

Die Einfliisse der drei Anésthesieregime nach wiederholter Durchfiihrung wurden in der zweiten
Versuchsreihe néher untersucht. Hintergrund dieser Untersuchung war die Fragestellung, ob eine
Anésthesiemethode, die mehrmals hintereinander durchgefihrt wird, jedes Mal dieselben Effekte im
gleichen Ausmal} auf die Tiere hat, oder ob sich mit zunehmender Zahl der durchgefiihrten
Anasthesien der Einfluss verandert. Im Rahmen von wissenschaftlichen Versuchsvorhaben, bei denen
die Tiere aufgrund des Versuchsdesigns haufiger anasthesiert werden miissen, kann eine Anderung des
Andsthesieeinflusses wesentliche Auswirkungen auf Versuchsergebnisse und deren Interpretation
haben. Zum Beispiel werden wahrend der bildgebenden Diagnostik in Imaging-Studien Tiere in
regelmaRigen Abstanden zur leichteren Fixation und auch zur Stressreduktion andsthesiert. Wenn nun
die hamodynamischen Verhéltnisse von einer Anasthesie zur ndchsten derart variieren, kann es
aufgrund einer veranderten Organperfusion zu unterschiedlichen Kontrastmittelanreicherungen in den
Organen kommen. Dies kann wiederum die Bildinterpretation wesentlich beeinflussen. Bei einer unter
Andsthesie durchgefiihrten wiederholten Substanzapplikation (z.B. intratracheal, intrathekal,...)
konnen Verénderungen in der Hamodynamik zu Differenzen in der Absorption, Verteilung und
Metabolisierung fiihren. Dies kann sich erheblich auf die pharmakologischen Effekte der Substanz
auswirken. Die genannten Beispiele verdeutlichen, dass die Effekte eines Anésthesieregimes, welches
wiederholt zum Einsatz kommt, eine gewisse Konstanz mit sich bringen sollten, dass man von einem

gleichbleibenden Einfluss der Anésthesie auf die gemessenen Parameter ausgehen kann.

In der Literatur gibt es bisher wenig vergleichbare Untersuchungen, die den wiederholten Einsatz
dieser Andasthesieregime und deren Auswirkungen auf die gemessenen Parameter untersuchen. In der
veterindrmedizinischen Praxis sind die Kollegen aufgrund eigener Erfahrungswerte oft geteilter
Meinung, was die Effekte der Anasthesien nach mehrmaliger Durchfihrung betrifft. Einmal besteht

die Ansicht des Toleranzeffektes, was bedeutet, dass mit zunehmender Anzahl an durchgefthrten
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Andsthesien eine bestimmte Anasthesietiefe bzw. Anésthesiedauer immer schlechter erreicht wird. Die
andere Ansicht ist die des Potenzierungseffektes, dass mit steigender Anzahl der Ané&sthesien, die
Effekte immer ausgeprégter werden. Hierfir gibt es jedoch in der Literatur noch keine
wissenschaftlich fundierten Beweise.

Die Untersuchungen der Wiederholungsanésthesien zeigten mit zunehmender Anzahl der Andsthesien
einige beachtliche Veranderungen. Bei der Kombination mit Ketamin-Xylazin konnte von der ersten
bis zur sechsten Anésthesie eine deutliche kontinuierliche Abnahme der erzielten Andsthesiedauer
festgestellt werden. Die gesamte Schlafdauer reduzierte sich im Durchschnitt von anféanglich tber 300
auf etwas knapp Uber 200 Minuten. Das ist nach sechs Anésthesien eine Reduktion der
Anésthesiedauer um ein Drittel. Die Tatsache, dass bei 25 % der Anéasthesien keine chirurgische
Toleranz erreicht wurde, konnte nicht in Zusammenhang mit der Anzahl der durchgefiihrten
Anésthesien gebracht werden. Da das Ausbleiben der chirurgischen Toleranz zeitlich einem zufalligen
Muster gefolgt ist und sich kein Zusammenhang zu anderen Umstéanden hat finden lassen, bleibt die
Ursache auch nach wie vor ungeklart. Arras und Kollegen (2001) konnten in einer Anasthesiestudie
bei Méusen mit der Kombination aus Ketamin und Xylazin ebenso keine chirurgische Toleranz
erreichen. Die Ausbildung eines Toleranzeffektes wurde fir Ketamin und Ketamin-Medetomidin
Kombinationen beschrieben. Zugrunde gelegt wurde eine schnellere Umverteilung und Clearance der
Andsthetika durch Enzym-Induktion (Livingston und Waterman 1976 Marietta et al. 1976, Livingston
und Waterman 1977b, Livingston und Waterman 1978, Settle et al. 2010). Die Effekte auf das Herz-
Kreislauf-System und auf die Koérperkerntemperatur hatten sich nicht wirklich klinisch relevant im
Laufe der sechs Anésthesien gedndert. Dies spricht daflr, dass sich durch eine mdgliche Enzym-
Induktion zwar die Wirkdauer verandert, jedoch nicht die eigentliche pharmakologische Wirkung der
Ketamin-Xylazin Kombination. Was nach wie vor bleibt, ist die langanhaltende Regenerationsphase
dieser Anésthesiemethode und die negativen Auswirkungen auf die Futter- und Wasseraufnahme und
den zirkadianen Rhythmus (Prudian et al. 1997, Mihara et al. 2012). Die kontinuierlich signifikante
Gewichtsreduktion von der ersten bis zur sechsten Anésthesie betrug bei Ketamin-Xylazin letztendlich
8 %. Es muss jedoch mit einem stérkeren Verlust an Korpergewicht gerechnet werden, wenn ein
kirzerer Zeitabstand zwischen zwei Anésthesien gewéhlt wird oder mehr als sechs Anasthesien
durchgefihrt werden sollen. In Verbindung mit weiteren Versuchseinflissen kann der Gewichtsverlust
ebenfalls stérker ausgepragt sein. Da ein erheblicher Verlust des Korpergewichts in der
Versuchstierkunde haufig ein Abbruchkriterium darstellt, sollte bei einer Versuchsplanung die
Auswirkungen einer wiederholten Ketamin-Xylazin-Anésthesie auf das Kérpergewicht beriicksichtigt
werden (Morton 2000, Franco et al. 2012). Die Anésthesien mit Isofluran und MMF zeigten aufgrund
ihrer schnellen Regenerationsphase keine signifikanten Auswirkungen auf das Koérpergewicht.
Relevante Veranderungen in der Dauer einzelner Andsthesiestadien konnten mit zunehmender Anzahl
der Andsthesien auch nicht beobachtet werden. Dass sich in der Dauer der Anésthesiestadien bei

Isofluran keine Verdnderungen gezeigt haben, war nicht ganz unerwartet, da Isofluran kaum einer
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Metabolisierung unterliegt (Dale und Brown 1987, Hedengvist und Hellebrekers 2003). Bei der
Injektionsanasthesie mit MMF ware eine Enzym-Induktion durchaus plausibel gewesen, da alle
Komponenten, ebenfalls wie bei Ketamin-Xylazin, enzymatisch abgebaut werden (Erhardt et al.
2012c). Durch den Einfluss der Antagonisierung nach 40 Minuten kdnnen bei MMF jedoch nur die
Dauer der Einschlafphase und die Dauer bis zum Erreichen der chirurgischen Toleranz beurteilt
werden, nicht aber die gesamte Schlafdauer. Es kann jedoch gesagt werden, dass auch nach sechs
Anésthesien eine Anésthesiedauer von mindestens 40 Minuten erreicht werden kann. Ob eine
Reduktion der gesamten Schlafphase zu beobachten gewesen ware, wenn man nicht nach 40 Minuten
antagonisiert hatte, bedarf weiterer Untersuchungen. Aufgefallen ist bei der Andasthesie mit MMF,
dass bei den Blutdruckwerten ein abnehmender Trend wéhrend der sechs Andsthesien beobachtet
wurde, der sich nicht immer als signifikant in der Statistik herausgestellt hat. Eine Ursache daflr
koénnte sein, dass die Blutdruckwerte der ersten Wiederholungsanésthesie bereits schon nicht mehr so
hoch angestiegen waren, wie die Werte der MMF-Einzelanésthesie in der ersten Versuchsreihe. Die
erste Andsthesie der Wiederholungsversuche hatte aber eine vergleichbare Ausgangssituation, wie die
Einzelanésthesie mit MMF in der ersten Versuchsreihe. Eine vorangegangene Anéasthesie lag bei all
diesen Tieren mehr als zwei Wochen zuriick und die Ruhewerte waren ebenfalls vergleichbar. Nach
néherer Betrachtung der Einzelmessungen konnte festgestellt werden, dass bei den wiederholten
Anésthesien eine deutlich groRere Streuung der Werte zwischen den einzelnen Tieren zu beobachten
war. Zudem ist aufgefallen, dass die Werte der jiungsten Tiere noch am ehesten den Werten aus der
ersten Versuchsreihe entsprachen. Auerdem wurde bei den Wiederholungsversuchen ein stérkerer,
signifikanter Temperaturabfall (fast 1°C mehr) wéhrend der MMF-Anésthesie beobachtet im
Vergleich zu den MMF-Einzelandsthesien. Es ist bekannt, dass sich durch altersbedingte
Veranderungen des vegetativen und zentralen Nervensystems, des endokrinen und Herz-Kreislauf-
Systems der Einfluss einer Anésthesie auf physiologische Parameter anders auswirken kann (Erhardt
et al. 2012b). Fir Anésthesieregime mit Ketamin, auch in Kombination mit Xylazin, sind
altersbedingte Effekte in der Literatur beschrieben, nicht jedoch fir die Kombination mit MMF
(Livingston und Waterman 1977a, Veilleux-Lemieux et al. 2013). Veranderungen in der
kardiovaskul&ren Reflexantwort wurden bei alten Ratten unter a-Chloralose- und Urethan-Anésthesie
gezeigt (Wei et al. 1985). Da Fentanyl und Midazolam nachweislich nur einen geringen Effekt auf das
Herz-Kreislauf-System haben, ist der blutdruckerhéhende Effekt der MMF-Kombination sicherlich
dem Medetomidin zuzuschreiben (Erhardt et al. 2012c). Bei den alteren Tieren konnte eine
schwéchere vasokonstriktive Reaktion auf das Medetomidin zu den niedrigeren Blutdruckwerten
gefiihrt haben. Die folglich bessere Durchblutung in der Peripherie wére demnach auch eine mdgliche
Erklarung fur den starkeren Verlust der Korperkerntemperatur (Allmann-Iselin 2000). Ob hinter der
kontinuierlichen ~ Abnahme  der  Herzfrequenz und der  Blutdruckwerte  bei  den
Wiederholungsanasthesien mit Isofluran ein Altersaspekt eine Rolle gespielt hat, ist fraglich. Die

Veranderungen dieser Parameter fanden innerhalb der sechs Andsthesien in einem Zeitraum von drei
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Wochen statt. Dieser Zeitraum kann, trotz der kurzen Lebenserwartung einer Ratte (2,5 — 3,5 Jahre),
nicht mit Alterungsprozessen dieser Spezies in Verbindung gebracht werden (Sharp und La Regina
1998a). Anatomische und histologische Veranderungen am Herzen und Anderungen im EKG konnten
nach mehrmaliger Isofluran-Anéasthesie bei der Ratte in wissenschaftlichen Studien auch nicht
nachgewiesen werden (Eger et al. 1987, Chassagne et al. 2000, Oztiirk und Altug 2007). Bei Hunden
wurde allerdings festgestellt, dass Isofluran ab einer Konzentration von 2,6 Vol% den
Barorezeptorreflex signifikant negativ beeinflusst (Seagard et al. 1983). Ob sich dieser Einfluss nach
wiederholter Isofluran-Anasthesie verstarkt, war nicht Gegenstand der Studie. Die in der vorliegenden
Arbeit erfassten Herzfrequenz- und Blutdruckwerte unter wiederholter Isofluran-Anéasthesie haben
zwar eine kontinuierliche Abnahme von einer Andsthesie zur nachsten gezeigt, jedoch lagen die Werte
zu keiner Zeit in einem klinisch kritischen Bereich. Wenn jedoch mehr als sechs Isofluran-Anésthesien
durchgefuhrte werden sollen, besteht nach diesen Ergebnissen die Vermutung, dass sich dieser
abnehmende Trend von Blutdruck und Herzfrequenz weiter fortsetzten konnte. Diese Uberlegung gilt
ebenso fur den abnehmenden Trend des Blutdrucks unter MMF, der nach mehr als sechs Anasthesien

starker ausfallen konnte.

4.4 Unvorhergesehene Beobachtungen zur Ketamin-Xylazin-Anéasthesie

Eine der unangenehmsten Auswirkungen, die in beiden Versuchsreihen beobachtet wurde, war das
Auftreten von Gewebenekrosen an den Hintergliedmalien etwa eine Woche nach einer Anésthesie mit
Keatmin-Xylazin. Wahrend der Wiederholungsanasthesien mit Ketamin-Xylazin musste vor jeder
Injektion das AusmaB der Gewebenekrose kontrolliert werden, um nicht in bereits entzlindetes
Gewebe zu injizieren. Einen Einfluss auf Absorption und Verteilung der Anésthetika durch die
verdnderten Gewebeverhéltnisse (z.B. verdnderter pH-Wert und Durchblutung) hétte man sonst nicht
ausschlieBen konnen (Becker und Reed 2006, Schmaljohann 2006). Das Auftreten von
Gewebenekrosen nach intramuskulérer Injektion von Ketamin-Kombinationen wurde bereits in
einigen Studien beschrieben (Gaertner et al. 1987, Smiler et al. 1990, Sun et al. 2003). Fir die
Anésthesieuntersuchungen dieser Arbeit wurde dennoch die intramuskuldre Injektion gewdhlt. Zum
einen ist eine bessere Vergleichbarkeit zur ebenfalls intramuskulér applizierten MMF-Anésthesie und
zu vorherigen Studien mit intramuskulér appliziertem Ketamin-Xylazin moglich und zum anderen
besteht nicht wie bei einer intraperitonealen Injektion die Gefahr einer Fehlapplikation in Hohlorgane
(Steward et al. 1968, Coria-Avila et al. 2007, Henke und Erhardt 2012b). Zudem ist die
intraperitoneale Applikation bei telemetrierten Tieren aufgrund der subkutan verlaufenden Elektroden
nicht zu empfehlen, da es zur Beschadigung der Kabel kommen kann. Das Ausmal? der Nekrosen nach
intramuskul&rer Injektion war dennoch schwerer als erwartet. Daher ist ein Andsthesieregime, wie es
in dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, mit derselben Ketamin-Xylazin-Zusammensetzung nicht

weiterzuempfehlen. Eine Alternative bietet das in der Schweiz erhéltliche Ketasol®. Dies ist ein
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Ketamin-Prdparat, deren Injektionslosung einen etwas hoheren pH-Wert aufweist, als die in
Deutschland erhaltlichen Praparate. Die Verwendung von Ketasol® konnte das AusmaB der
Gewebenekrosen daher deutlich reduzieren, wenn nicht sogar vollstandig verhindern. Das deutsche
Arzneimittelgesetz verbietet allerdings die Verwendung von Ketasol®, da es in Deutschland

zugelassene veterindrmedizinische Ketamin-Préparate gibt.

4.5 Schlussfolgerung

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse verdeutlichen, wie unterschiedlich die drei
verschiedenen Andasthesieregime die gemessenen Parameter bei der Ratte beeinflussen. Nach diesen
Ergebnissen zu urteilen liegt bei Isofluran der Haupteinfluss in der signifikant erhdhten Herzfrequenz
und im geringgradig abfallenden Blutdruck wéhrend der Anésthesie. Die Herzfrequenz zeigte sich bei
Isofluran auch im wiederholten Einsatz als der Parameter mit der deutlichsten Verdnderung
(signifikante Abnahme) von der ersten zur sechsten Anasthesie. Bei der antagonisierbaren Anéasthesie
waren ebenfalls die kardiovaskularen Parameter, die am starksten beeinflussten Werte. Im Gegensatz
zu Isofluran wurden hier allerdings ein signifikanter Anstieg der Blutdruckwerte und eine signifikante
Abnahme der Herzfrequenz festgestellt, die sich auch beim wiederholten Einsatz zeigten. Die
Kombination aus Ketamin und Xylazin zeigte sowohl als Einzelanasthesie, als auch im wiederholten
Einsatz die geringsten kardiovaskuldren Verdnderungen. Von wesentlicher Bedeutung waren hier
jedoch die sehr lange Schlafphase, die beobachteten Gewebenekrosen und das Unvermdgen
zuverlassig eine chirurgische Toleranz zu erzeugen. Bedeutende Verdnderungen wahrend des
wiederholten Einsatzes von Ketamin-Xylazin waren die signifikante Abnahme der Andsthesiedauer
und der signifikante Verlust an Korpergewicht. Aufgrund dieser unterschiedlichen Einflusse und
Veranderungen ist es daher umso wichtiger, die Wahl einer Anésthesiemethode nicht nur anhand der
Praktikabilitat zu treffen, sondern auch zu Uberlegen, ob die anésthesiebedingten Effekte einen

negativen Einfluss auf den geplanten Eingriff haben kdnnten.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war es, die Einflisse folgender Allgemeinanasthesien bei der Ratte auf deren Herz-
Kreislauf-Parameter und Korperkerntemperatur zu untersuchen: Eine Inhalationsandsthesie mit
Isofluran, eine intramuskuldr applizierte Kombinationsanédsthesie mit Ketamin (100 mg/kg) und
Xylazin (5 mg/kg) und eine vollstandig antagonisierbare Andsthesie mit Medetomidin (0,15 mg/kg),
Midazolam (2,0 mg/kg) und Fentanyl (0,005 mg/kg) (intramuskulér appliziert) antagonisiert mit der
Kombination aus den Antagonisten Atipamezol (0,75 mg/kg), Flumazenil (0,2 mg/kg) und Naloxon
(0,12 mg/kg) (subkutan appliziert). Die Parameter wurden mit Hilfe vollstdndig implantierbarer
Telemetriesysteme (DSI™) kontinuierlich vor, wahrend und nach den Anasthesien erfasst. Somit war

die Erfassung von zuverlassigen Basalwerten an nicht gestressten Tieren moglich.

In der ersten Versuchsreihe wurden die Einfliisse dieser drei Anésthesieregime nach einmaliger
Anadsthesie evaluiert und die Einflisse untereinander verglichen. Dabei zeigten sich bei der Andsthesie
mit Isofluran eine geringgradige Hypotonie (mittlerer arterieller Blutdruck = 89 + 12,3 mmHg) und
ein Anstieg der Herzfrequenz (404 + 25 Schlage/Minute), die sogar wahrend der Aufwachphase noch
weiter anstieg (445 + 20 Schléage/Minute). Bei der vollstandig antagonisierbaren Andsthesie mit
Midazolam, Medetomidin und Fentanyl konnte ein starker Blutdruckanstieg (mittlerer arterieller
Blutdruck = 138 + 9,9 mmHg) und eine Abnahme der Herzfrequenz (209 + 24 Schlage/Minute)
festgestellt werden. Die Blutdruckamplitude erreichte dabei im Durchschnitt ein Ausmal von 59 + 8,5
mmHg. Die Kombination aus Ketamin und Xylazin zeigte im Vergleich zu den anderen beiden
Andsthesiemethoden das geringste Ausmafl an Blutdruck- und Herzfrequenzveranderungen. Es
konnten nur eine leichte Hypotonie (84 + 85 mmHg) und eine geringgradige Abnahme der
Herzfrequenz (255 + 26 Schlage/Minute) beobachtet werden.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde untersucht, ob sich die beobachteten Einflisse der drei
verschiedenen Anéasthesieregime auf die erfassten Parameter nach wiederholtem Einsatz verandern. In
einem Zeitraum von drei Wochen wurden die Ratten in regelmaBigen Abstanden insgesamt sechsmal
hintereinander mit immer der gleichen Andsthesiemethode anésthesiert. Bei der Andsthesie mit
Isofluran konnte im Verlauf der sechs Anasthesien eine signifikante und kontinuierliche Abnahme der
Herzfrequenz und des Blutdrucks beobachtet werden. Die Anasthesie mit Medetomidin, Midazolam
und Fentanyl zeigte dagegen mit zunehmender Anzahl der Andsthesien einen leicht abnehmenden
Trend der Blutdruckwerte. Verdnderungen der kardiovaskuléren Parameter konnten wahrend des
wiederholten Einsatzes von Ketamin-Xylazin nicht festgestellt werden, jedoch zeigte sich eine
kontinuierlich signifikante Abnahme der gesamten Ané&sthesiedauer. Nach sechs Ané&sthesien mit
Ketamin-Xylazin lag die Dauer von Andsthesieeinleitung bis Wiedererlangen des Stellreflexes nur
noch im Schnitt bei etwa 200 Minuten von anfanglichen 300 Minuten. AufRerdem wurde bei dieser

Anésthesiemethode in 25 % der durchgefiihrten Anésthesien keine zuverlassige chirurgische Toleranz
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erreicht. Zudem entwickelten sich ein paar Tage nach der Anasthesie hdufig Gewebenekrosen an den
Injektionsstellen. In der zweiten Versuchsreihe wurde neben den telemetrisch erfassten Parametern
noch die Entwicklung des Korpergewichts beobachtet. Nach sechs Ketamin-Xylazin-Andsthesien
konnte eine kontinuierliche Gewichtsreduktion um insgesamt 8 % festgestellt werden. Die vollstandig
antagonisierbare Andsthesie und die Inhalationsanésthesie mit Isofluran hatten das Kérpergewicht der
Ratten nach diesen sechs Anasthesien nicht signifikant beeinflusst.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, wie unterschiedlich die Einflisse von Isofluran, Ketamin-Xylazin
und Medetomidin-Midazolam-Fentanyl auf physiologischen Parameter der Ratte sind, sowohl nach
einmaliger Andsthesie, als auch nach wiederholtem Einsatz. Jede Ané&sthesiemethode hat fiir
bestimmte tierexperimentelle oder tiermedizinische Anlésse gewisse Vor- und Nachteile. Die
vorliegende Arbeit bietet umfangreiche Informationen uber diese drei Anésthesien bei der Ratte und
kann als Entscheidungshilfe zur Wahl einer geeigneten Andasthesie herangezogen werden.
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6. SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the influence of the following anaesthesias on cardiovascular
parameters and core body temperature in rats: An inhalational anaesthesia with isoflurane, an
anaesthesia with an intramuscularly administered combination of ketamine (100 mg/kg) and xylazine
(5 mg/kg) and a complete reversible anaesthesia with medetomidine (0.15 mg/kg), midazolam (2.0
mg/kg) and fentanyl (0.005 mg/kg) (administered intramuscularly) reversed with the combination of
the antagonists atipamezole (0.75 mg/kg), flumazenil (0.2 mg/kg) and naloxone (0.12 mg/kg)
(administered subcutaneously). The cardiovascular data were acquired continuously with a full-
implant telemetry device (DSI™) so that the control values could be obtained from the animals in an

unstressed physiological state.

In the first test series the influences of a single anaesthesia, either with isoflurane, ketamine-xylazine
or medetomidine-midazolam-fentanyl, were evaluated and compared with each other. With isoflurane
there was a mild hypotension (mean arterial pressure = 89 + 12.3 mmHg) and an increase of heart rate
(404 + 25 beats/minute), which continued to increase during the wake-up period (445 = 20
beats/minute). The completely reversible anaesthesia with medetomidine, midazolam and fentanyl
showed a marked increase of blood pressure values (mean arterial pressure = 138 £ 9.9 mmHg) and a
decrease of heart rate (209 + 24 beats/minute). Pulse pressure increased to a magnitude of 59 + 8.5
mmHg. The slightest alterations were seen with the combination of ketamine and xylazine. Only mild
hypotensive blood pressure values (84 £ 8.5 mmHg) and a slight decrease of heart rate (255 + 26

beats/minute) were observed.

The second test series evaluated if the observed influences of the three different anaesthetic regimes
vary with repeatedly performed anaesthesia. Rats were anaesthetized six times within three weeks
always with the same anaesthetic regime. With repeated isoflurane anaesthesia a significant and
continuous decrease of blood pressure and heart rate was observed. During the course of repeated
anaesthesias with medetomidine, midazolam and fentanyl there was only a tendency for the blood
pressure values to decrease. No alterations of cardiovascular parameters were observed with repeated
anaesthesia with ketamine-xylazine, but there was a continuous significant decrease of the duration of
anaesthesia. During the course of six ketamine-xylazine anaesthesias the duration of anaesthesia
decreased from 300 to 200 minutes. Furthermore, in 25 % of the ketamine-xylazine anaesthesias rats
did not reach the stage of surgical tolerance and in some cases there was tissue necrosis at the injection
site a few days after anaesthesia. In addition to the telemetrically measured parameters the influence of
the anaesthetic regimes on body weight was evaluated. With repeated ketamine-xylazine anaesthesia a
continuous decrease of 8 % was observed, whereas the completely reversible anaesthesia and the
inhalational anaesthesia with isoflurane did not have a significant influence on body weight after six

anaesthesias.
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Summary

The results of this study show the different influences of isoflurane, ketamine-xylazine and
medetomidine-midazolam-fentanyl on physiological parameters of the rat either after a single
anaesthesia or repeated anaesthesias. Each anaesthetic regime has advantages and disadvantages for
experimental or veterinary purposes. The present study provides detailed information about the three
different types of anaesthesia in rats and could be used as a decision-making aid in selecting a suitable
anaesthesia.
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Implantierter Transmitter mit Blutdruckkatheter in der Aorta abdominalis
Réntgenaufnahmen einer telemetrierten Ratte in der laterolateralen (oben)
und dorsoventralen (unten) Ansicht

Blutdruckamplitude

Bildschirmoberflache der Software Notocord-hem™ (Zeitausschnitt von
ca. einer Stunde)

Bildschirmoberflache der Software Notocord-hem™ (Zeitausschnitt von
ca. einer Sekunde)

Drei Anasthesieplétze mit jeweils einer Receiver-Platte

Mit je einer Warmwasser-Wérmematte und einem OP-Tuch abgedeckte
Receiver-Platten

Receiver-Platten mit je einem Makrolon-Kafig und einer Ratte darin

Mit OP-Tuchern abgedeckte Makrolon-Kéfige

Receiver-Platte mit direkt darauf positionierter Ratte in einer
Einleitungsbox

Andsthesiegas bzw. Sauerstoff-Applikation wéhrend Anésthesie Uber eine

Nasenkammer
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Abkuirzungsverzeichnis

10. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A.
Aa.
Abb.
AFN
BP
Bpm
BT
bzw.
DAP
EEG
EKG
EMG
EOG
HR
ISO
KX
MAP

Min./ min.

MMF
0.A.
PP
SAP
Tab.
VS.
z.B.
ZNS

Avrteria

Arteriae

Abbildung
Atipamezol-Flumazenil-Naloxon
blood pressure

beats per minute

body temperature
Beziehungsweise
diastolic arterial pressure
Elektroenzephalographie
Elektrokardiographie
Elektromyographie
Elektrookulographie
heart rate

Isofluran
Ketamin-Xylazin

mean arterial pressure
Minute/ minute
Medetomidin-Midazolam-Fentany!l
oder Ahnliches

pulse pressure

systolic arterial pressure
Tabelle

Versus

Zum Beispiel

Zentrales Nervensystem
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