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Xenon induziert eine pharmakologische Prdkonditionierung des Rattenherzens in vivo liber

eine induktion der PKC-¢ und p38 MAPK

N.C. Weber, O. Toma, J. I. Wolter, D. Obal, W. Schlack und B. Preckel
Klinik fur Andsthesiologie, Universit&tsklinikum, Heinrich-Heine-Universit&t DUsseldorf

Fragestellung

Xenon konnte ein geeignetes Anisthetikum in speziellen klinischen
Situationen sein, da es kardioprotektive Eigenschaften besitzt, ohne gleich-
zeitig hdamodynamische Veranderungen zu bewirken. Xenon reduziert den
post-ischdmischen Reperfusionsschaden in vivo [1]. Zudem konnten wir zei-
gen, dass Xenon in vivo eine Myokardprotektion im Sinne einer pharmako-
logischen Prikonditionierung hervorruft, die iiber eine gesteigerte
Phosphorylierung der Proteinkinase C (PKC) vermittelt wird [2]. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, die molekularen Mechanismen der Xenon indu-
zierten Prakonditionierung weiter aufzukldren. Wir untersuchten, ob Xenon
eine Translokation der PKC-¢ induziert und welche Rolle die p38 mitogen
aktivierte Proteinkinase (MAPK), ein wichtiges Zielenzyms der PKC,in der
Signaltransduktion der Xenon-induzierten Prakonditionierung spielt.

Methodik

Nach Genehmigung durch die ortliche Behérde wurde bei ménnlichen
Wistar-Ratten (S-Ketamin-/Chloralose-Anésthesie) zur Messung des arteri-
ellen Blutdrucks eine A. carotis und zur Fliissigkeitssubstitution eine V.
jugularis kaniiliert. Nach lateraler Thorakotomie wurden 48 Tiere einer 25
Minuten regionalen Myokardischdmie, gefolgt von zwei Stunden Reper-
fusion unterzogen. Am Ende der Reperfusion wurden die Herzen entnom-
men und nach Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung die Infarktgrofie
bestimmt. Die Xenon-Prikonditionierung (Xe-PC) wurde durch eine 3 x 5
miniitige Inhalation von Xenon 70%, gefolgt von einer 10 miniitigen
Auswaschphase, induziert (n=14). Die Kontrolltiere (n=14) wurden einer
Ischdmie und Reperfusion ohne weitere Intervention unterzogen. Eine
Gruppe (n=10) wurde vor der Xe-PC mit dem spezifischen p38 MAPK-
Inhibitor, SB203580 (1mg/kg ! i.v.) behandelt. Weitere 24 Herzen (je n=6 pro
Gruppe) wurden mit oder ohne Xe-PC (Xe-PC, Kontrolle), mit dem spezi-
fischen PKC Blocker Calphostin C (0.1 mg kg') behandelt, vor der infarkt-
induzierenden Ischdmie entnommen und immunhistochemisch untersucht
bzw. einer Gewebefraktionierung unterzogen. Die Cytosol- und Membran-
fraktionen der jeweiligen Herzen wurden im Western blot auf PKC-¢ und
p38 MAPK untersucht, wobei o-tubulin als interner Standard diente. Alle
Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung.

Statistik
Student’s t-test mit Bonferroni-Korrektur fiir den Mehrfachvergleich.

Ergebnisse

Xe-PC reduzierte die Infarktgrofie von 50.9 + 16.7% in den Kontrollen auf
28.1 + 10.3%. Diese Myokardprotektion wurde durch den spezifischen p38
MAPK-Inhibitor SB203580 aufgehoben (53.9 + 20.0%). Xenon induzierte
eine Translokation der PKC-¢ vom Cytosol zur Membran verglichen mit der
Kontrolle (average light intensity [AVI], “*p < 0.001, Abb. 1). Dariiber hin-
aus induzierte Xenon die Phosphorylierung der p38 MAPK (**p < 0.001,
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AbD. 2). Dieser Effekt konnte durch Blockade der PKC aufgehoben werden
(p < 0.001 vs. Xe-PC, Abb. 2).

Interpretation

Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass Xe-PC iiber eine gesteigerte
Translokation der PKC-¢ vermittelt wird. Neben der PKC ist ebenfalls die
p38 MAPK kausal in die Xenon-induzierte Myokardprotektion involviert.
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International validierter prGoperativer Risikoindex zur Vorhersage der friihen postoperativen
Sterblichkeit bei Patienten mit koronarer Bypassoperation

H. Feierfeil's, S. A. Snyder-Ramos'3, W. A. Browner?, P. H. Hsu', I. C. Tudor!, E. Martin3, B. W. Bottiger'® und D. T. Mangano!

! Ischemia Research and Education Foundation
2 California Pacific Medical Center Research Institute, San Francisco
3 Klinik far Anaesthesiologie, Universitatsklinikum Heidelberg

Fragestellung

Ein zunehmend élteres und mit mehr Begleitererkrankungen vorbelastetes
koronarchirurgisches Patientengut verlangt eine moglichst prazise praope-
rative Abschétzung von postoperativer Morbiditdt und Mortalitét. Hierfiir
stehen u.a. Scoring-Systeme zur Verfiigung (1-3). Solche Systeme konnen
hilfreich sein bei der Vorhersage der postoperativen Sterblichkeit, zur
Evaluierung der Versorgungsqualitdt und zur vergleichenden Erforschung
der Ergebnisqualitit. Ziel der vorliegenden Studie war die Entwicklung
eines einfach praoperativ zu erhebenden und soliden Scores, basierend auf
einem internationalen Patientenkollektiv.

Methodik

Nach Zustimmung durch die Ethikkommissionen sowie schriftlicher per-
sonlicher Aufklarung und Einwilligung wurden 5.008 koronarchirurgische
Patienten aus 70 Zentren in 17 europiischen, amerikanischen und asiati-
schen Léndern prospektiv in die vorliegende Studie eingeschlossen. Die
Krankenhaussterblichkeit diente als zentrales Kriterium. Die zeitlich initial
eingeschlossenen zwei Drittel der Patienten (n = 3.379) wurden der
Entwicklungskohorte fiir den zu etablierenden Score zugeordnet, das ver-
bleibende Drittel (n = 1.649) der Validierungskohorte. In der Entwicklungs-
kohorte wurde nach der Assoziation zwischen 150 verschiedenen praopera-
tiven klinischen Variablen und der Sterblichkeit gesucht. Hierzu wurden bei
dichotomen Variablen der y? test bzw. der Fischer’s Exact Test, bei kontinu-
ierlichen Variablen die logistische Regressionstechnik verwendet. Alle
Variablen mit p < 0,1 wurden in ein multivariantes logistisches Model auf-
genommen. Die Vorhersagekraft wurde als Fliche unter der ROC
(Receiver Operating Characteristics)-Kurve gemessen. In der Validierungs-
phase wurde der zu etablierende Internationale Risikoindex (IR) an dem
unabhéngigen Patientengut validiert und mit drei anderen etablierten und
hiufig verwendeten Risikoindizes (1-3) verglichen.

Ergebnisse

Sieben unabhingige Variablen wurden fiir die Ermittlung des IR als signifi-
kant identifiziert und mit Punkten bewertet: Alter > 60 Jahre (2 Punkte pro
5 Jahresintervall zusdtzlich), Serumkreatinin bei Aufnahme > 1,3 mg/dl
(6 Punkte), Therapie mit Kumarinpriparaten innerhalb einer Woche pri-

operativ (8 Punkte), vorausgegangene Krankenhausaufnahme wegen Herz-
insuffizienz (9 Punkte), vorherige koronarchirurgische Operation
(11 Punkte), Apoplex in der Anamnese (11 Punkte) sowie prioperative
Notwendigkeit einer intraaortalen Ballonpumpe (28 Punkte). Mit diesen
Variablen betrug die Vorhersagekraft gemessen als Fliache unter der
1 ROC-Kurve 0,83 (Tab. 1). Im Datensatz der Entwicklungskohorte wurden
vier Risikogruppen definiert. Bei der Uberpriifung des IR in der
Validierungskohorte (Krankenhaussterblichkeit insgesamt 3,5%) zeigte
sich eine gute Ubereinstimmung (P < 0,001) zwischen erwarteter (0-6
Punkte: 1,1%; 7-9 Punkte: 1,8%; 10-19 Punkte: 3,2%; > 20 Punkte: 19,1%)
und tatsidchlicher (entsprechend der Risikogruppen: 0,6%; 2,6%; 3,4%;
14,5%) Krankenhaussterblichkeit. Die generelle Vorhersagekraft, gemessen
als Flache unter der ROC-Kurve, betrug 0,84 (Tab. 1). Die vergleichende
Evaluierung der anderen Risikoscores ist in Tabelle 2 dargestellt.

Interpretation

Es wurde ein international valider Index mit hoher Vorhersagekraft und
kleiner Zahl (n = 7) bendtigter Variablen zur Vorhersage der frithen post-
operativen Sterblichkeit bei Patienten mit koronarer Bypassoperation ent-
wickelt. Wesentlicher Vorteil des IR im Vergleich zu anderen Scores ist seine
einfache prdoperative Anwendbarkeit unter Benutzung von Variablen aus
nicht invasiven Routineuntersuchungen, die bei der Aufnahme der
Patienten erhoben werden. Hochrisikopatienten konnen so sehr einfach
identifiziert und ggf. praoperativ optimiert werden. Weiterhin kann der IR
als Vergleichsindex fiir verschiedene Kliniken, in klinischen Studien und zur
nationalen und internationalen Qualitdtssicherung verwendet werden.
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Tabelle 1: Pafientenkohorten fur die Entwicklung und fur die Validierung des IR.

Phase Patienten 2 Test Fidche unter der ROC Kurve
Entwicklung 3.379 x%(6) = 4,34, P =0,63 0,83
Validierung 1.649 x%(6) = 11,34, P = 0,08 0,84

Tabelle 2: Vergleich des IR Indexes mit komplexeren Risikoscores in der Validierungskohorte.

Score Fldche unter der ROC Kurve P-Wert ,Odds Ratio” (95% CI)
IR 084 < 0,0001 1.13(1,1-1,1)
EuroSCORE (2) 084 < 0,0001 1.4 (1,3-1,5)
Cleveland Score (1) 0,59 <0,0189 1.1(1,0-1,2)
Parsonnet Index (3) 0,78 < 0,0001 1,1(.1-1,1)

Cl = Vertrauensbereich, IR = Internationaler Risikoindex, ROC = Receiver Operating Characteristics.
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Mechanismus der Desfluran-induzierten Kardioprotektion: Ist Stickstoffmonoxid ein

Mediator und Trigger?
Th. Smul, F. Kehl und N. Roewer

Klinik und Poliklinik fir An&sthesiologie, Julius-Maximilians-Universitat Warzburg

Fragestellung

Volatile Anisthetika induzieren eine Kardioprotektion und reduzieren die
GroBe eines Myokardinfarktes, dhnlich der sog. ischdmischen Préikonditio-
nierung. Bei der ischdmischen Prikonditionierung spielt ein Stickstoff-
monoxid (NO)-abhingiger Signaltransduktionsweg insbesondere beim
zweiten Fenster der Prikonditionierung, das ca. 1 - 2 Tage anhilt, eine her-
ausragende Rolle [1]. Ob NO bei der Signaltransduktion der durch volatile
Andésthetika induzierten Kardioprotektion beteiligt ist, ist bisher kaum
erforscht, erste Hinweise sprechen aber fiir die Beteiligung von NO als
Trigger [2]. Wir testeten daher die Hypothese, dass NO bei der Desfluran-
induzierten Kardioprotektion als Mediator beteiligt ist.

Methodik

Alle experimentellen Protokolle waren durch die institutionelle Tierschutz-
kommission und die zusténdige Regierung genehmigt. Mit Pentobarbital
(30 mg/kg/h) anésthesierte weifie Neuseeland Kaninchen (N = 40, 2.5 - 3.8
kg) wurden zur Messung himodynamischer Parameter instrumentiert und
Herzfrequenz, mittlerer Aortendruck und Herzzeitvolumen wurden aufge-
zeichnet. Nach Thorakotomie im 4. ICR und Perikardiotomie wurde ein
prominenter Ast der linken Koronararterie (LAD) mit einer Ligatur
umschlungen. Nach einer 30-miniitigen Aquilibrierungsphase wurden alle
Tiere einer Ischamie von 30 Minuten durch Verschluss des LAD und einer
Reperfusion von 3 Stunden unterzogen. Die Kaninchen wurden randomi-
siert fiinf verschiedenen experimentellen Gruppen zugeteilt und erhielten
entweder 0.0 (Kontrolle) oder 1.0 MAC Desfluran iiber einen Zeitraum von
30 Minuten. Die Gabe von NOmega-Nitro-L-Arginin (L-NA), einem nicht-
selektiven Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS)-Inhibitor (13 mg/kg iv), er-
folgte entweder 10 Minuten vor (Triggerphase) oder 10 Minuten nach
Desfluran-Applikation (Mediatorphase), und in einer weiteren Gruppe
wurde L-NA allein ohne Desfluran verabreicht. Desfluran wurde 30
Minuten vor Koronararterienverschluss abgeflutet. Das Ischdmieareal
(AAR) wurde mit Patentblau und das Infarktareal (IS) mit Triphenyltetra-
zolium gravimetrisch ermittelt. Die statistische Analyse wurde mittels
ANOVA mit posthoc Duncan-Test durchgefiihrt. Angegeben sind
Mittelwert+=SEM, *P < 0.05.

Ergebnisse

Die AAR der verschiedenen experimentellen Gruppen waren gleich groB,
und es gab keine signifikanten Unterschiede der hdmodynamischen Para-
meter wihrend Baseline, Koronararterienverschluss oder Reperfusion. Die
InfarktgroBe (IS/AAR) betrug 55 + 7% in der Kontroll-Gruppe (N =9) und
56 + 7% bei Tieren (N = 8), die nur L-NA allein bekommen hatten. Des-
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fluran reduzierte die InfarktgroBe signifikant auf 34 + 4%* (N = 9). Der
infarktgrofenreduzierende Effekt von Desfluran wurde durch L-NA-Gabe
sowohl vor (58 + 4%, N = 8) als auch nach Desfluran-Applikation (63 +
10%, N = 6) blockiert.

Interpretation

Die Ergebnisse zeigen erstmals, dass Desfluran die Grof3e eines Herzinfark-
tes signifikant um ca. 40% auch dann reduzieren kann, wenn eine Zeit-
spanne (Memory-Phase) von 30 Minuten zwischen Beendigung der Appli-
kation von Desfluran und dem Beginn der Koronararterienokklusion liegt.
Die Hemmung der NO-Synthase mittels der Gabe von L-NA hat dabei kei-
nen Einfluss auf die GroBe des Herzinfarktes. Die Gabe von LNA entweder
10 Minuten vor oder 10 Minuten nach Desfluranapplikation ist in der Lage,
die Desfluran-induzierte Kardioprotektion vollstdndig zu blockieren. Diese
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass NO als Mediator Teil der kardiopro-
tektiven Signaltransduktionskette ist. Allerdings ist es nicht moglich anhand
der vorliegenden Ergebnisse festzustellen, ob NO nicht auch eine zusétzli-
che Rolle als Trigger spielt.

Literatur
1. Bolli R., Mol J. Cell. Cardiol. 2001; 33:1897-1918.
2. Novalija E. et al., Am. J. Physiol. Heart. Circ. Physiol. 2002; 283: H44-52.

Die Desfluran-induzierte Prakonditionierung wird Uber eine zeitabhdngige Aktivierung

der PKC-¢ und ERK-2 vermittelt

O. Toma, N.C. Weber, J. |. Wolter, D. Obal, B. Preckel und W. Schlack
Klinik fir An&sthesiologie, Universitéfsklinikum, Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf

Fragestellung
Desfluran hat sowohl experimentell [1] als auch klinisch [2] einen ausge-
pragten kardioprotektiven Effekt gegen den Ischdmie-Reperfusions-
schaden. Eine erhohte Phosphorylierung der Proteinkinase-C-epsilon
(PKC-¢) spielt bei der Anisthetika-induzierten Prikonditionierung eine
wichtige Rolle [3]. In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir
zu welchem Zeitpunkt die PKC-¢ aktiviert ist und
2. ob ein mogliches Zielenzym der PKC, die extrazellulér signal-regulier-
te Kinase (ERK-2-mitogen aktivierte Proteinkinase [MAPK]), eben-
falls involviert ist.

Methodik
Nach Genehmigung durch die ortliche Behorde wurde bei méannlichen
Wistar-Ratten (S-Ketamin-/Chloralose-Ansthesie) zur Messung des arteri-

ellen Blutdrucks eine A. carotis und zur Fliissigkeitssubstitution eine
V. jugularis kaniiliert. Die Tiere wurden nach lateraler Thorakotomie einer
25 Minuten dauernden regionalen Myokardischdmie, gefolgt von zwei
Stunden Reperfusion unterzogen. Am Ende der Reperfusion wurden die
Herzen entnommen und nach Triphenyltetrazoliumchlorid-Fiarbung die
InfarktgroBe bestimmt (% des Risikogebietes). Es wurden sechs Gruppen
(je n =7) beziiglich der InfarktgroBe untersucht: Je zwei Gruppen erhielten
entweder Vehikel (0.9% Kochsalzlosung), den selektiven PKC-Blocker
Calphostin C (0.1 mg kg i.v.) oder den ERK-Inhibitor PD98059 (1 mg kg'!
iv.). Unter jeder Versuchsbedingung wurde entweder Desfluran-Prikon-
ditionierung (Des-PC, 3 Gruppen) ausgeldst (30 Minuten vor der Ischdamie
durch 2 x 5 Minuten Desfluran Gabe (1 MAC), jeweils von einer 10-miniiti-
gen Auswaschphase) oder die Gruppen wurden nicht prikonditioniert
(3 Gruppen).

And&sth Intensivmed 2004;45:691-718
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Um die Zeitverldufe der PKC-¢ und ERK1/2 MAPK zu untersuchen, wur-
den ohne bzw. nach PKC-Blockade je vier Herzen zu vier verschiedenen
Zeitpunkten entnommen: vor jeder Intervention (Ausgangswert), nach der
ersten oder zweiten Desfluran-Gabe (Des I, Des II) bzw. nach der letzten
Auswaschphase (Wash II). Die Cytosolfraktion wurde im Western blot auf
PKC-¢ und ERK-2 MAPK untersucht (average light intensity — AVI). Alle
Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung. Statistik: Student’s t-test
mit Bonferroni-Korrektur fiir den Mehrfachvergleich.

Ergebnisse

Des-PC reduzierte die InfarktgroBe von 57.2 + 4.7% in Kontrollen auf 35.2
+16.7%. Sowohl die Inhibition der PKC mit Calphostin C (58.8 + 13.2%)
als auch die Inhibition der ERK mit PD98059 (64.2 + 15.4%) hoben diesen
Effekt auf. Die Phosphorylierung der PKC-¢ war erst nach der zweiten
Desfluran-Gabe signifikant induziert und nach 10 Minuten Auswaschphase
wieder auf Ausgangsniveau gesunken (Abb. 1). PKC-Blockade (Calphostin
C) hob diesen Effekt auf (Abb. 1). Die ERK2-MAPK war bereits nach der
ersten Desfluran-Gabe maximal phosphoryliert und kehrte ebenfalls nach
10 Minuten Auswaschphase auf Ausgangswerte zuriick. Die Blockade der
PKC hatte jedoch keinen Einfluss auf die Phosphorylierung der ERK2-
MAPK (*p < 0.05 vs. Vehikel Ausgangswert, fp < 0.05 vs. Calphostin C
Ausgangswert, Abb. 2).

Interpretation
Neben der PKC-¢ ist auch die ERK1/2-MAPK fiir die Kardioprotektion
durch Des-PC (InfarktgroBenreduktion) notwendig.
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Temperatur-unabhdngige Hemmung von L-Typ Ca?-lonenstrdmen durch volatile
Andésthetika an humanen Vorhofmyokardzellen

R. HUneke!, D. Zitzelsberger!, J. FaBl', E. JUngling?, St. Brose?, W. Buhre!, R. Rossaint’ und A. Lickhoff2

1 Klinik far Andsthesiologie,

2 |nstitut fur Physiologie,

8 Klinik far Thorax-Herz-Gef&Bchirurgie
Universitatsklinikum der RWTH Aachen

Fragestellung

In-vitro-Untersuchungen zum Einfluss von volatilen Anésthetika auf lonen-
strome von Herzmuskelzellen werden aus verschiedenen Griinden haufig
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Es ist bekannt, dass die Loslichkeit
volatiler Anisthetika von der Temperatur beeinflusst wird [1]. Auch die
Stromamplitude und die Kinetik von kardialen Ca?-lonenstromen zeigt
eine Abhingigkeit von der Temperatur [2]. Es stellt sich die Frage, ob Unter-
suchungen von kardialen Ionenstromen bei Raumtemperatur einen Riick-
schluss auf Messungen bei physiologischen Temperaturen zulassen. Deshalb
wurden die Effekte von Halothan, Sevofluran und Xenon auf kardiale L-
Typ Ca?-Strome bei 36°C untersucht und mit entsprechenden Messungen
bei Raumtemperatur verglichen.

Methodik

Nach positivem Votum der Ethikkommission und Einwilligung der
Patienten (n = 18) wurden im Rahmen von herzchirurgischen Eingriffen
(ACVB-OP) mit Herz-Lungen-Maschine aus Gewebeanteilen des rechten
Vorhofohres durch nachfolgende enzymatische Behandlung einzelne
Myokardzellen isoliert. Die elektrophysiologischen Messungen wurden mit
der Ganzzell Patch-clamp-Methode durchgefithrt und die L-Typ Ca-
Tonenstrome (I, ) bei 21°C und 36°C gemessen. Dabei wurden die kon-
zentrationsabhingigen Anderungen der maximalen Stromamplitude
bestimmt. Die Badlosungen wurden mit Halothan, Sevofluran und Xenon
begast (21°C oder 36°C) und die resultierenden Konzentrationen in der
Losung mit Hilfe der Gaschromatographie bestimmt. Angegeben sind die
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Abbildung 1

Mittelwerte + Standardabweichung; die statistische Auswertung erfolgte mit
dem Student-t-Test.

Ergebnisse

Die Konzentration von Halothan und Sevofluran in der Badlosung zeigt
eine lineare Beziehung zur Konzentration in der Gasphase (in Vol %)
wihrend der Begasung (1 bis 3 MAC) bei beiden Temperaturen. Die
Konzentration von Halothan ist mit 0,52 mM pro Vol % bei 21°C deutlich
grofer im Vergleich zu 0,29 mM  bei 36°C. Fiir Sevofluran betrégt die

Andsth Infensivmed 2004,;45:691-718
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Konzentration in der Badlosung 0,12 mM pro Vol % bei 21°C im Vergleich
zu 0,09 mM bei 36°C. Die L-Typ Ca*-lonenstrome zeigten eine hohere
Stromamplitude und eine beschleunigte Inaktivierungskinetik bei 36°C im
Vergleich zu Messungen bei Raumtemperatur. Halothan und Sevofluran
(1 und 2 MAC) reduzierten die maximale Amplitude von I, ; bei 21°C stér-
ker als bei 36°C. Die prozentuale Hemmung von I, weist dabei eine linea-
re Beziehung zur Konzentration der volatilen Anésthetika in der Badlosung
auf. Abbildung 1 verdeutlicht diese Beziehung am Beispiel von Halothan.
Xenon (~1 MAC) zeigte keinen Effekt auf I,,; bei 36°C.

Schlussfolgerung

Die Hemmung des L-Typ Ca**-Ionenstromes an humanen Vorhofmyokard-
zellen ist abhéngig von der Konzentration der volatilen Anisthetika in der
verwendeten Badlosung, unabhéngig von der Untersuchungstemperatur.
Mit der groferen Loslichkeit der volatilen Anésthetika bei 21°C kann die

stirkere Hemmung des L-Typ Ca?-lonenstromes bei Raumtemperatur
erklirt werden. Die Ergebnisse zeigen, dass bei Untersuchungen von kar-
dialen Ionenstromen bei Raumtemperatur die Konzentrationen der volati-
len Anisthetika in der Badlosung angegeben werden sollten, um die
Messungen mit denen bei physiologischen Temperaturen vergleichen zu
konnen.
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Thrombotische Mikroangiopathie bei Patienten mit Multiorgandysfunktion nach kardiopul-
monalem Bypass - potentielle Rolle der von-Willebrand-Faktor spaltenden Protease

(ADAMTS-13)
F. M. Brunkhorst, C. Bockmeyer, K. Reinhart und R. A. Claus

Klinik fir Anaesthesiologie und Intensivtherapie, Friedrich-Schiller-Universitat Jena

Fragestellung

Der von-Willebrand-Faktor (vWF) vermittelt die Adhdsion von Thrombo-
zyten an das verletzte Subendothel und zirkuliert im Plasma in Form von
Multimeren unterschiedlicher GroBe (500 bis 20.000 kDa). Bei den v.a. im
Kindesalter auftretenden thrombotischen Mikroangiopathien (TMA) tre-
ten supramolekulare Multimere (sm-vWF) auf, die zu einer exzessiven
Thrombozytenaggregation und Multiorgandysfunktion (MODS) fithren [1].
Die erst kiirzlich entdeckte vVWF-cleaving-Protease (,,a disintegrin-like and
metalloproteinase with thrombospondin motifs“, ADAMTS-13) bewirkt
eine spezifische Proteolyse der sm-vWF-Multimere zwischen den Amino-
sduren Y-842/M-843 und reguliert hierdurch deren biologische Funktion [2].
Ein Mangel an ADAMTS-13 resultiert in einer verminderten Proteolyse
von sm-vWF und bildet damit die molekulare Basis der TMA.

Wihrend die Mechanismen einer generalisierten Endothelaktivierung mit
konsekutiver Thrombingenierung und Thrombozytopenie (disseminierte
intravasale Gerinnungsstorung) bei MODS weitgehend geklért sind [3], ist
der Stellenwert der TMA bei kritisch kranken Patienten unbekannt. Wir
gingen daher der Frage nach, ob ein Abfall der ADAMTS-13-Aktivitdt und/
oder eine Imbalance zwischen vVWF und ADAMTS-13-Aktivitit (TMA-
Ratio) bei Patienten mit MODS nach CPB nachweisbar und prognostisch
bedeutsam ist.

Methodik

Plasmaproben von 22 Patienten nach CPB, davon 9 Patienten mit intraope-
rativer Anlage einer IABP wurden an den postoperativen Tagen 1 - 5 ana-
lysiert (n = 101 Proben). Plasmaproben von 17 gesunden Probanden dien-
ten als Kontrollen. Anzahl und Ausmass von Organdysfunktionen wurden
mittels dem Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)-Score téglich
prospektiv quantitativ erfasst. VWF:Ag wurde nach Standardmethode
immunologisch bestimmt (Referenzbereich: 70 - 140%, gesunde Probanden:
101,1 + 39,6%) bezogen auf einen Plasmapool von 45 Blutspendern. Die
ADAMTS-13-Aktivitdt wurde mittels Kollagenbindung in einer modifizier-
ten Methode nach Gerritsen unter Verwendung von rekombinantem vWF
als Substrat ermittelt (Referenzbereich: 40 - 160%; 67 - 165% bei gesunden
Probanden). Die Assayvalidierung erfolgte unter Verwendung von Plasma
von Patienten mit gesicherter TMA (3 - 26% Aktivitdt) sowie durch
Doppelbestimmung in einem anerkannten Referenzlaboratorium. Effekte
inhibitorischer Antikorper wurden durch Verdiinnungsexperimente ausge-
schlossen. Eine TMA-Ratio (VWF:Ag / ADAMTS-13) 2,5 wurde als patho-
logisch definiert (Referenzwerte: 0,3 - 1,84 bei gesunden Probanden). Die
Datenangaben erfolgen als Mittelwert + STD, die statistische Signifikanz
wurde mittels Wilcoxon-Test und Mann-Whitney-U-Test ermittelt.

Ergebnisse
Die ADAMTS-13-Aktivitit war bei thrombozytopenischen Patienten
(Thrombozyten < 100 x 10 -3 /ml) niedriger als bei Patienten mit keiner oder
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méBiger Thrombozytopenie (30,9 + 11,2% vs 36,5 + 11,1%, p < 0.005) bei
signifikant hoherer TMA-Ratio (10,4 + 34 vs 7,6 + 3,9, p < 0,0001), bzw.
hoherer vVWF:Ag Konzentration bei thrombozytopenischen Patienten
(2934 + 77,0% vs 251,1 + 81,4%, p<0,01). Eine erniedrigte ADAMTS-13-
Aktivitit bzw. erhchte TMA-Ratio war mit der Schwere der Organdysfunk-
tionen gemessen am SOFA-Score assoziiert (Abb.). Eine enge Assoziation
mit dem SOFA-Score bestand ebenfalls fiir die Procalcitonin-Serumkon-
zentrationen (1. SOFA 1-6: 5.3 + 6,7 ng/ml, 2. SOFA 7-12: 16,5 + 29,5 ng/ml,
3. SOFA 13-24:28,6 + 27,4 ng/ml; 1 vs 2: p < 0,005,2 vs 3: p < 0,0005, 1 vs 3:
p < 0,0001), jedoch nicht fiir die CRP-Konzentrationen.

Interpretation

Thrombozytopenische Patienten mit SIRS und MODS nach CPB weisen
eine im Vergleich zu Kontrollen deutlich verringerte ADAMTS-13-
Aktivitdt bei exzessiver endothelialer Freisetzung von vWF und daraus
resultierendem Auftreten von sm-vWF auf. Wir stellen die Hypothese auf,
dass der tiber sm-vWF vermittelten gesteigerten Thrombozytenaggregation
eine potentiell bedeutsame Rolle in der Enstehung und Progression eines
MODS bei Patienten nach CPB zukommt.
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Kontinuierliche thorakale epidurale Bupivacain 0,5% -Infusion verhindert die mukosale
intestinale Mikrozirkulationsstérung bei nekrotisierender Pankreatitis an der Ratte
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Hintergrund

Morbiditat und Mortalitét der akuten nekrotisierenden Pankreatitis werden
von der Ausbildung eines SIRS mit Mehrorgandysfunktion und der
Infektion pankreatischer Nekrosen bestimmt [1]. Dem Darm wird hierbei
aufgrund einer gestorten Mukosabarriere und konsekutiver bakterieller
Translokation eine zentrale Rolle zugesprochen [2]. Insbesondere trigt die
mukosale Mikrozirkulationsstorung entscheidend zum Verlust der
Integritét der Barrierefunktion bei.

Die thorakale Periduralanisthesie (thPDA) induziert eine regionale
Sympathikolyse, die das intestinale Stromgebiet einschliet. An gesunden
Ratten wurde dabei eine Zunahme der mukosalen Perfusion trotz Blut-
druckabfall nachgewiesen [3]. Ziel dieser Studie war es, den Einfluss einer
kontinuierlichen thorakalen Periduralandsthesie mit Bupivacain 0,5% auf
die mukosale Mikrozirkulation bei nekrotisierender Pankreatitis an der
Ratte zu untersuchen.

Material und Methode

28 ménnliche Sprague-Dawley-Ratten wurden randomisiert in 4 Gruppen
(n = 7) eingeteilt: Scheinoperation (I), untherapierte Pankreatitis (II),
Pankreatitis mit sofortiger thPDA (III), Pankreatitis mit um 7 Stunden ver-
zogerter thPDA (IV).

Alle Tiere erhielten zentralvenose und arterielle Katheter. Peridural-
katheter (PE10, OD 0,63 mm) wurden iiber einen lumbalen Zugang einge-
fithrt und auf Hohe Th 5 - 7 platziert. Eine nekrotisierende Pankreatitis
wurde durch retrograde Injektion von 2 ml/kg 5%-igem Tauro-cholat in den
Gallengang induziert. Der Volumenersatz erfolgte mit 2 ml/h NaCl10,9% i.v.
Nach Pankreatitisinduktion erhielten die Gruppen I und II 15 pl/h NaCl 0,9
% epidural, wihrend in Gruppe I1I 15 ml/h Bupivacain 0,5% epidural infun-
diert wurden. In der Gruppe IV wurde 7 h nach Induktion der Pankreatitis
die Bupivacaingabe begonnen.

15 Stunden nach Pankreatitisinduktion wurden die Tiere erneut anésthe-
siert und maschinell ventiliert. Die Mukosa des distalen Ileums wurde vor-
sichtig zur Intravitalmikroskopie prapariert und 6 - 10 Villi wurden fiir 60
Sekunden auf Video aufgezeichnet. Ein geblindeter Untersucher mafl die
Zwischenkapillarfliche aller Kapillaren (ZKF total) sowie die ZKF der
kontinuierlich perfundierten Kapillaren (ZKF kont) und berechnete den
Blutfluss in den terminalen Arteriolen . Die Serumspiegel von Amylase und

IL-6 wurden bestimmt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + SEM dar-
gestellt. Die Daten wurden mittels One-way-ANOVA und Student-
Newman-Keuls-Test analysiert. p<0,05 wurde als signifikant bewertet.

Ergebnisse

Alle Tiere tiberlebten den Zeitraum von 15 h. Die akute Pankreatitis fithrte
zu einer kapilliren Mikrozirkulationsstorung, die durch eine erhohte ZKF
total (Abb. 1A), vor allem aber durch eine Zunahme intermittierender
Perfusion (,,Stop and go flow*) gekennzeichnet war (Abb. 1B). Der muko-
sale Blutfluss war stark vermindert (Abb. 1C). Unter thPDA (III) erreich-
ten die kapillire Perfusion und der terminal-arterioldre Blutfluss das
Niveau der Kontrollgruppe. Auch in Gruppe IV wurde eine deutliche ver-
minderte Mikrozirkulationsstorung dokumentiert (Abb. 1 A-C).

Durch die akute Pankreatitis kam es zu einem Anstieg der Amylase-
Aktivitdt im Serum auf 4500 U/l (p < 0,001 vs. I), der durch thPDA nicht
beeinflusst wurde. Die IL-6-Spiegel stiegen bei Pankreatitis von 85 + 20
ng/ml auf 142 + 24 ng/ml (p < 0,01 vs. I). Unter verzogerter Therapie mit
thPDA (IV) wurde kein Anstieg von IL-6 (99 + 24 ng/ml; p < 0,02 vs. IT)
registriert.

Diskussion

Die kontinuierliche thorakale epidurale Infusion von Bupivacain 0,5% ver-
hinderte die Pankreatitis-assoziierte intestinale Mikrozirkulationsstorung.
Sowohl der mukosale Blutfluss als auch die kapilldre Perfusion wurden
gesteigert. Die thPDA war in diesem Modell auch wirksam, wenn sie bei
bereits fortgeschrittenem Krankheitsverlauf eingesetzt wurde. Moglicher-
weise kann durch thPDA die funktionelle Integritit der Darmbarriere
erhalten und somit ein therapeutischer Einfluss auf die systemischen
Komplikationen der Pankreatitis erzielt werden.
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Reduktion der systemischen Inflammation nach CPR verbessert die Organfunktion
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Fragestellung

Nur etwa 10% aller Patienten, die einen Herzstillstand erleiden, verlassen
lebend das Krankenhaus. Die zum Herzstillstand fithrende Grunderkran-
kung ist nicht immer ursdchlich fiir die Mortalitdt. So treten héufig Einzel-
oder Multiorganversagen als Folge der globalen Hypoxie mit anschliefen-
der Reperfusion auf. Durch den hypoxischen Zellschaden kommt es im
Rahmen der Gewebereparatur zu einer Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten (PMN), die eine iiberschieBende Entziindungsreaktion und
dadurch einen weiteren Gewebeschaden verursachen. Daher hat das Reper-
fusionssyndrom nach globaler Hypoxie klinisch groe Ahnlichkeit mit dem
systemischen inflammatorischen Response Syndrom (SIRS) [1]. Eine
Modulation der Entziindung koénnte den Reperfusionsschaden reduzieren.
Wir haben ein Mausmodell der Cardiopulmonalen Reanimation (CPR)
adaptiert, um die Rolle des interzelluldren Adhésionsmolekiils-1 (ICAM-1)
fiir das Post-CPR-Syndrom zu untersuchen [2].

Methodik

Nach Zustimmung der Tierschutzkommission wurden Propofol-anisthe-
sierte Swiss-Méuse intubiert und mit 2% Isofluran in O, ventiliert. Ein
vendser und ein arterieller Katheter wurden in A. und V. femoralis einge-
bracht. EKG und arterieller Blutdruck wurden kontinuierlich gemessen.
Uber eine transosophageale Sonde wurde elektrisch (10V, 50 Hz)
Kammerflimmern induziert, die Beatmung wurde unterbrochen. Nach 5
Minuten Kreislaufstillstand wurden die Tiere reanimiert (Herzdruck-
massage, 100% O,, Epinephrin, Defibrillation). Die Kontrollgruppe (Sham)
wurde nur instrumentiert. Die sensomotorische Leistung der Mause wurde
durch Balancetests gepriift. Einige Tiere erhielten nach der CPR verblindet
100 pg Kontroll-IgG (IgG) oder anti-ICAM-1 Antikorper intraperitoneal
(Klon 3E2, Pharmingen, alCAM). ICAM- und VCAM-Expression in Hirn,
Niere und Leber wurde mit Western Blotting semiquantitativ untersucht.
Die Aktivierung zirkulierender PMN wurde durchflufzytometrisch mittels
CD11b-Expression bestimmt. Die PMN-Rekrutierung in Leber und Niere
wurde immunhistochemisch quantifiziert. Kreatinin-, Harnstoff- und ALT-
Bestimmung erfolgten mit kommerziellen Kits (Sigma). Die Daten wurden
nicht parametrisch getestet.

Ergebnisse

Die Induktion von Kammerflimmern verursachte eine ausgeprigte
Hypoxie (pO, =29 + 12, n = 4), Hyperkapnie (pCO, = 101 + 22, n = 4) und
Azidose (pH = 6,83 + 0,08, n = 4), die sich unter den CPR-Mafnahmen nor-
malisierten. Unmittelbar nach CPR waren zirkulierende PMN im Vergleich
zu Sham-Tieren signifikant aktiviert (21 + 7 vs. 32 + 8 [mean fluorescence],
n =5, p < 0.05). CPR-Tiere zeigten nach 48 Stunden ein deutliches senso-
motorisches Defizit (Abb. 1). 24 Stunden post-CPR waren im Western Blot
in Hirn, Leber und Niere ICAM-1 und VCAM-1 deutlich induziert. Das
Serum-Kreatinin (0,06 + 0,03 vs. 0,16 + 0,02 [mg/dl] n = 11, p < 0.05) und die
Serum-ALT-Aktivitét (24 + 3 vs. 53 + 11 [U/l, n = 7, p < 0.05) stiegen im
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Abbildung 1: Die neurologische Leistung der CPR- ist 48 h nach CPR sig-
nifikant schlechter als die der Sham-Gruppe. Mit alCAM behandelte
Tiere zeigen am Tag 2 nach CPR eine signifikant bessere sensomotori-
sche Leistung als unbehandelte CPR-Md&use. (**-p < 0.01 alCAM CPR,
Fisher's Exact-Test).

3em

Vergleich zu Sham nach 48 Stunden signifikant an, die Harnstoff/Kreatinin-
Ratio (224 + 77 vs.96 + 10,n = 12, p < 0.05) fiel signifikant ab. In Leber und
Niere fanden sich 48 Stunden nach CPR vermehrt PMN im Vergleich zu
Sham-Organen, wobei dieser Anstieg in der Niere nicht signifikant war.
(Leber: 5 + 1 vs. 88 + 23 [PMN/mm 2 ], n = 7, p < 0.05; Niere: 23 + 7 vs.
39 +£22 [PMN/mm 2 ], n = 9, p = NS). Der ICAM-blockierende Antikorper
(alCAM) reduzierte die PMN-Dichte in der Leber signifikant (32 + 8 vs. 87
+ 23 [PMN/mm 2 |, alCAM vs. IgG, n = 7/7, p < 0.05) in der Niere jedoch
nicht (11 £2 vs.39 + 22 [PMN/mm 2 ], alCAM vs. IgG, n = 5/9, p = NS). Die
ALT-Aktivitit war signifikant reduziert (22 + 2 vs. 53 + 11 [U/l], aIlCAM vs.
1gG,n =5/7,p < 0.05), wihrend das Kreatinin nicht sank (0,19 + 0,07 vs. 0,16
+ 0,02 [mg/dl], alCAM vs IgG, n=6/11, p=NS). Die neurologische Leistung
der al CAM-behandelten Méuse war deutlich verbessert (Abb. 1).

Interpretation

Ein 5-miniitiger Kreislaufstillstand aktiviert das Endothel von Hirn, Leber
und Niere sowie zirkulierende Leukozyten und fiihrt zu einer generalisier-
ten Entziindungsreaktion. Wéhrend die Funktionsstérung von Leber und
ZNS partiell auf das Reperfusionssyndrom nach globaler Hypoxie zurtick-
zufiihren sind, ist die Nierenfunktionsstorung von PMN unabhingig. Eine
Unterdriickung des Post-CPR-SIRS kann Organfunktionsstorungen, darun-
ter neurologische Konsequenzen eines Herzstillstandes, verbessern, soweit
sie vom Reperfusionsschaden abhéngig sind.
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Endothelin-1 hat keinen Einfluss auf die Regulation der hepatischen Mikrozirkulation im

Ischdmie/Reperfusion-induzierten friihen SIRS
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Fragestellung

Endothelin-1 (End-1) ist ein in der Leber gebildetes vasoregulatives
Protein. Es bindet an spezifische Endothelin-A (ET-A) und Endothelin-B
(ET-B) Rezeptoren und fiihrt in der Mikrozirkulation hauptsichlich zu
einer Vasokonstriktion. In der Sepsis [1] verursacht End-1 eine ausgeprigte
Storung der Gewebeperfusion und nach hdmorrhagischem Schock [2] eine
Vasokonstriktion der Sinusoide. Im Gegensatz dazu ist in der Frithphase der
systemischen Entziindungsreaktion (SIRS - systemic inflammatory respon-
se syndrome) die Rolle von Endothelin-1 weitgehend unbekannt. Ziel die-

ser Studie ist es, die hepatische Expression von End-1 und seiner
Rezeptoren sowie deren Einfluss auf die Mikrozirkulation und
Organfunktion der Leber im frithen SIRS zu evaluieren.

Methodik

Nach behordlicher Genehmigung wurde bei CS57BL/6 Méiusen in
Isoflurannarkose die A. carotis int. zur Blutdruckmessung kaniiliert und
iiber die V. jug. ext. 0.4ml/h NaCl 0.9% zur Aufrechterhaltung eines normo-
tensiven Blutdruckes infundiert. (n=7 fiir alle Gruppen). Einer 60 min.
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Ischdmie beider Hinterldufe (Tourniquet oberhalb des Trochanter major)
folgte eine 3 Std. oder 6 Std. Reperfusionsphase. Die mRNA Expression von
Endothelin-1 und der Rezeptorsubtypen ET-A und ET-B wurde mittels real
time RT-PCR quantifiziert und gegen ribosomale RNA standardisiert. ET-
A und ET-B Rezeptoren wurden mit Tezosentan (Ro-61-6612; 10 mg/kgKG
i.v.) spezifisch blockiert. Mit der Intravitalvideomikrsokopie wurde der
Durchmesser sowie die Bluttflussgeschwindigkeit in den Sinusoiden und als
Marker des mitochondrialen Redoxstatus die NADH Autofluoreszenz
erfasst. Propidium lodide (PI) markierte Hepatozyten dienten als Maf fiir
die Leberzellschiddigung. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Varianzanalyse (ANOVA; p < 0.05; mean + SEM).

Ergebnisse

1/3 Std. und 1/6 Std. Ischdmie/Reperfusion (I/R) fiihrt zu keiner signifikant
erhohten Expression von End-1 mRNA (Abb. 1). Shamtiere (Katheter,
Lap.-tomie) exprimieren mehr ET-A und ET-B Rezeptoren mRNA als
Kontrolltiere (gesunde Tiere ohne Intervention). Mit I/R behandelte Tiere
zeigen jedoch im Vergleich zu Shamtieren keine signifikanten Unterschiede
in der End-1, ET-A und ET-B mRNA Expression (Abb.2). Eine 1/6 Std. I/R
fiihrt zu einer Zunahme des Leberzellschadens, einer Reduktion des Blut-
flusses in den Sinusoiden und einer Verminderung der Gewebeoxygenie-
rung (p < 0,05). Die funktionelle Blockade der ET-A und ET-B Rezeptoren
mittels Tezosentan bei I/R behandelten Tieren hatte keinen Einfluss auf die
Mikrozirkulation, das Ausmaf des Zellschadens oder den mitochondrialen
Redoxstatus im Vergleich zu nur mit I/R behandelten Tieren.

Interpretation

In einem normotensiven SIRS mit Ischdmie/Reperfusion induzierten Sto-
rungen der Lebermikrozirkulation und der Leberfunktion kommt es weder
zu einer vermehrten Expression von Endothelin-1 mRNA noch zu einer
vermehrten Bildung von ET-A und ET-B Rezeptoren mRNA. Anders als in
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der Sepsis und im hdmorrhagischen Schock, wo Endo-1 und seine
Rezeptoren die Mikrozirkulationsstorungen mit verursachen, spielen
Endothelin-1 und seine Rezeptoren im gestorten Gleichgewicht zwischen
Vasokonstriktion und Vasodilatation der Lebermikrozirkulation im frithen
SIRS keine wesentliche Rolle.
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Regulierung der vaskuléren Barrierefunktion wéhrend Hypoxie:

Bedeutung der CD73 Ecto-5’-Nucleotidase
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Fragestellung

Vieles weist darauf hin, dass eine extrazelluldre Vermehrung von Adenosin
entscheidend zur Adaption an Hypoxie beitrdgt (1). Extrazelluldres Adeno-
sin entsteht aus der Phosphohydrolyse von Adenin-Nukleotiden, welche
beispielsweise von neutrophilen Granulozyten freigesetzt werden (2, 3).
Dieser Stoffwechselweg wird kontrolliert durch den terminalen enzymati-
schen Stoffwechselschritt, die Umwandlung von Adenosin-Monophosphat
zu Adenosin, welcher durch die Hypoxie-induzierte Ecto-5'-nucleotidase
(CD73) katalysiert wird (4). Aus fritheren Arbeiten ist bekannt, dass eine
Hypoxie-induzierte vaskuldre Permeabilititsstorung zumindest teilweise
durch eine Anhdufung von extrazellulirem Adenosin kompensiert werden
kann (2). Somit stellten wir Mduse mit einem gezielten Knock-out von ¢d73
her, um zu zeigen, dass die durch CD73 katalysierte, extrazelluldre Adenosin
Bildung einen protektiven Stoffwechselweg darstellt, um einer durch
Hypoxie-induzierten vaskuldren Barrierestorung entgegenzuwirken (1).

Methodik

Die cd73-knockout-Miuse (cd73") wurden durch eine gezielte Zerstorung
des 3. Kodierungs-Exon hergestellt. Die Messung der vaskuldren Permeabi-
litdt erfolgte nach intravendser Gabe von Evans Blue und einer 4-stiindigen
Hypoxie-Exposition (8% Sauerstoffkonzentration). Zur Ermittlung der
vaskuldren Permeabilitdt wurde nach Entnahme der Organe eine Forma-
mid-Extraktion durchgefiihrt und die Evans-Blue-Konzentration photome-
trisch bestimmt (Wellenldnge: 610 nm).

Ergebnisse

Die cd73"M4use sind vermehrungsfihig, zeigen normale Gewichtszunahme
und scheinen ein intaktes Immunsystem zu besitzen. Die vaskuldre
Permeabilitét ist in verschiedenen Organen signifikant erhoht (Abb. 1).
Dariiber hinaus ist die Zunahme der vaskuldren Permeabilitit nach

WT o7 3-null

Permeability (IR OD/S0mg)
Parmeatility (£8 00/ 50mg)

Abbildung 1: Vaskuldre Permeabilitét von cd73-knockout-Mdusen in
vivo: Kontrolltieren und cd73Mdausen wurde infravends Evans Blue ver-
abreicht (0.2 ml, 0.5% in PBS), gefolgt von einer 4-stlindigen Exposition bei
Raumluft (A) oder Hypoxie (B, 8% O,, 92% N2). AnschlieBend wurden die
Tiere getdtet, und das Colon (Co), die Lunge (Lg), die Leber (Lv), Muskel
(Mu), Herz (Hf), Niere (Kd) und das Gehirn (Br) enthommen. Die Evans-
Blue-Konzentration wurde durch eine Formamid-Extraktion (65°C fUr 2 h)
und Messung der Absorption bei 610 nm mit Subtraktion der Kontroll-
wellenlénge bei 450 nm durchgeflhrt. Die Daten sind als Mittelwerte +
SD der Evans Blue OD/50 mg Organ dargestellt. Jeweils 4 - 6 Tiere wur-
den pro Ansatz verwendet. C: Bilder des erdffneten Abdomens vor der
Organentnahme. Einzelner Stern: Signifikante Unterschiede zwischen
cd73++ und cd73 Tieren (p < 0.025). Doppelter Stemn: Signifikante Unter-
schiede zwischen Hypoxie und Normoxie (p < 0.01).

Hypoxie-Exposition dramatisch verstirkt. Besonders ausgepragt sind diese
Unterschiede in der Lunge (Abb. 2). Die durch Hypoxie induzierte Stérung

Andsth Infensivmed 2004,;45:691-718



Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Lung Water (mg/mg dry tissue)

MECA  SNECA NECA  SWECA

COT34+/+ CO73-/~

Abbildung 2: Unfersuchung der Lungen von cd73-knockout-Mdéuse:
Kontroll-Tiere (A, B) oder cd73Md&use (C) wurden fUr 4 Stunden unter
normoxischen (A) oder hypoxischen (B, C) Bedingungen gehalten.
A: représentativer Schnitt der Lunge eines normoxischen Konfrolltieres
(100-fache VergréBerung). B: geringrandiges perivaskuléres Odem nach
Hypoxie-Exposition (Pfeil). C: ausgepragtes perivaskuldres Odem von
hypoxischen cd73Mdusen. D: Messung des Lungenwasser-Gehaltes
von normoxischen (schwarze Balken) und hypoxischen (graue Balken)
Mdusen mit und ohne die Gabe des Adenosinrezeptor Agonisten NECA
0.1 mg/mg i.p. und 0.1 mg/kg s.q.). Daten sind als Mittelwert + SD mg
H,0/mg trockenes Gewebe ausgedrlckt (4 Tiere pro Ansafz). Einzelner
Stern (*): Signifikante Unterschiede zwischen Hypoxie und Normoxie
(p < 0.025). Kreuz (#): Signifikante Unferschiede zwischen NECA-Gabe
und Kontrolle (p < 0.025).

der Barrierefunktion von cd73“Méduse kann nahezu vollstédndig durch die
Verabreichung von loslicher 5'-Nucleotidase verhindert werden. Die histo-
logische Untersuchung der Lungen von normoxischen cd73“Méusen zeigt
ein perivaskuldres Lungenddem mit inflammatorischen Infiltraten, das nach
Hypoxie-Exposition deutlich verstarkt ist.

Interpretation

Die durchgefiihrten in vivo Experimente bestdtigten die Hypothese, dass
die Erzeugung von extrazellulirem Adenosin durch CD73 zur Protektion
der vaskuldren Barrierefunktion unter hypoxischen Bedingungen beitragt.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass CD73 eine kritische Rolle bei der
Regulierung der vaskuldren Barrierefunktion zukommt, sowohl unter nor-
moxischen als auch unter hypoxischen Bedingungen.
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Externe Negativdruckbeatmung (ENDB) mit dem Kammer-Respirator - erste klinische
Anwendungserfahrungen bei 6 intubierten Patienten mit ARDS

K. Raymondos und S. Piepenbrock
Abteilung Andsthesiologie, Medizinische Hochschule Hannover,

Einleitung und Fragestellung

Wihrend intermittierender Positivdruckbeatmung wurde kontinuierlicher
externer Negativdruck mit einem Kuirrass bei intubierten Patienten durch-
gefiihrt [1]. Im Vergleich zu PEEP wurden himodynamische Vorteile beob-
achtet [1]. Allerdings verschlechtert der Kuirrass die Thoraxcompliance, und
eine effektive Beatmung von ARDS-Patienten ist mit Kuirrass-Ventilatoren
nicht moglich. Mit einem in unserer Klinik konstruierten Tankrespirator
untersuchten wir die physiologischen Effekte von ENDB bei intubierten
ARDS-Patienten [2]. ENDB war bei dquivalenten Atemzug- und end-exspi-
ratorischen Lungenvolumina und sich verbessernder Himodynamik effizi-
enter als die Positivdruckbeatmung [2]. Allerdings war die Anwendbarkeit
und die Praktikabilitdt des Tankrespirators bei schwerkranken Intensiv-
patienten eingeschrankt. Daher wurde der Kammer-Respirator entwickelt
und in unserer Klinik konstruiert [3]. Im Rahmen einer Pilotstudie sollten
erste klinische Erfahrungen mit diesem Respirator gesammelt und seine
Effizienz untersucht werden.

Methodik

Der pyramidenformige Kammer-Respirator besteht aus transparentem
Akryl [3]. Fliigeltiiren an beiden Seiten und eine am Kopfende ermdglichen
einen schnellen Zugang zum Patienten. Der Patient wird vollstdndig im
Inneren der Kammer auf einer emulsionsgefiillten Matratze gelagert. Die
Druckschwankungen im Inneren der Kammer werden durch eine trigger-
bare Turbinen-getriebene Pumpe erzeugt (Coppa, Biella, Italien). Uber spe-
zielle Schichte werden Beatmungsschliuche, Infusionsleitungen, Uberwa-
chungskabel, Drainagen und weitere Verbindungen schnell ohne Diskon-
nektionen eingefiihrt. Uber die an einem konventionellen Intensivrespira-
tor (Evita 4, Dréger, Liibeck) konnektierten Beatmungsschlduche wurde
iiber den Kammer-Respirator im BIPAPassist-Modus eine Druckunterstiit-

zung getriggert. Bei Offnung des Kammer-Respirators erfolgte — nach vor-
heriger Anpassung der Beatmungsdriicke — erneut die konventionelle
Positivdruckbeatmung im BIPAP-Modus. Bei beiden Beatmungsformen
wurden Atemzugvolumina von 6 - 8 ml/kg appliziert. Intraindividuell wur-
den die iiber die ENDB-Intervalle gemittelten Parameter mit den Werten
wihrend der Positivdruckbeatmung verglichen. Hierfiir wurde der
Wilcoxon-Rank-Test verwendet.

Ergebnisse

Der Kammer-Respirator war bei 6 ARDS-Patienten 51 mal iiber eine Zeit
von insgesamt 356 Stunden im klinischen Einsatz. Er wurde bei den einzel-
nen Patienten in 1 bis 18 Intervallen insgesamt 7 bis 133 Stunden lang ange-
wendet. Die Intervallzeiten reichten im Median von 3,8 bis 7 Stunden. Im
intraindividuellen Vergleich war die Dauer der ENDB verglichen mit der
konventionellen Positivdruckbeatmung nicht signifikant unterschiedlich.
Wihrend der ENDB reichten die medianen Kammerdriicke inspiratorisch
von -28 bis -35 cmH,O und exspiratorisch von -14 bis -19 cmH, 0. Die unter
ENDB zusitzlich verwendeten medianen Beatmungsdriicke reichten inspi-
ratorisch von 10 bis 21 cmH,O und exspiratorisch von 0 bis 14 cmH,0. Diese
Werte lagen deutlich und bei 5 Patienten signifikant unter den wihrend der
Positivdruckbeatmung applizierten Driicken (Medianwerte; Plateaudriicke
von 30 bis 41 cmH,0 und PEEP von 16 bis 23 cmH,0). Aufler bei der ersten
Patientin, bei der eine ausgepragte Fibrose vorlag, verbesserten sich bei den
iibrigen fiinf Patienten bei allen 43 Applikationen des Kammer-Respirators
die tiber das Intervall gemittelten PaO,/FiO,-Werte im Vergleich zum
jeweils vorhergehenden Intervall unter Positivdruckbeatmung. Die media-
nen PaO,/FiO,-Werte stiegen um 39 bis 95 mmHg, und diese Verbesserung
war bei vier Patienten signifikant. Nach Abschlufl der Negativdruckbeat-
mung war der erste PaO,/FiO,-Wert unter konventioneller Positivdruck-
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beatmung in 42 von 51 Fillen niedriger im Vergleich zum Vorwert unter
Kammer-Respirator-Applikation. Bei den iiber die Intervalle gemittelten
PaCO,- und pH-Werten fanden sich keine signifikanten Unterschiede.

Interpretationen

Mit dem Kammer-Respirator wurde ein Gerdt konstruiert, mit dem erstma-
lig bei intubierten ARDS-Patienten ENDB im Rahmen der intensivmedizi-
nischen Routineversorgung praktikabel und effizient durchgefiihrt werden
konnte. Diese ersten klinischen Anwendungsbeobachten stellen die
Grundlagen fiir systematische, prospektive Untersuchungen der ENDB mit
dem Kammer-Respirator bei intubierten und auch nicht-intubierten ARDS-
Patienten dar.
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Detektion lokaler Sauerstoffpartialdriicke im Tierversuch und bei Patienten mit chronischer
thromboembolischer pulmonaler Hypertonie mittels SHelium-MRT

K. Markstaller!, A. Herweling', A. Stepniak!, C.P. Heussel?, W.G. Schreiber? und B. Eberle!
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Fragestellung

Die Magnetresonanztomographie der Lunge mit laserpolarisiertem
SHelium (*HeMRT) ermdoglicht eine nichtinvasive Bildgebung des eingeat-
meten *He [1] und Berechnung des lokalen intrapulmonalen Sauerstoff-
partialdruckes PO, [2, 3]. Mittels einer selbst erstellten Software kann
dabei ein Mapping der intrapulmonalen Sauerstoffkonzentration und des-
sen regionale Abnahmerate dargestellt werden. Wir untersuchten (1), ob im
Tierexperiment damit eine durch periphere Pulmonalarterienokklusion
induzierte regionale Gasaustauschstorung detektiert und lokalisiert werden
kann und (2), ob diese Methode auch bei Patienten mit chronischer throm-
boembolischer pulmonaler Hypertonie (CTEPH) regionale Inhomogeni-
titen des alveoldren Sauerstoffpartialdruckes nachweisen ldsst.

Methodik

Mit Genehmigung der Tierschutzkommission wurde in 6 andsthesierten,
beatmeten Schweinen (24 - 29 kg; F10, = 0,29) je eine Kaudal-lappenarterie
mittels eines angiographisch lagekontrollierten Ballonkatheters okklu-
diert. Pulmonalisdrucke und physiologische Totraumfraktion wurden
gemessen und der beliiftete Lungenraum mittels der O,-sensitiven 3He-
MRT dargestellt (1,5 T-MRT; Doppel-Akquisition im Atemhalt; Inhalation
von je 5 + 1 ml / kg KG *He, 39% polarisiert). Lungenregionen “at risk”
(LRAR) wurden in perfundiertem und okkludiertem Zustand hinsichtlich
maximaler Signalintensitdt (SNR), des P O, sowie dessen zeitlicher
Abnahmerate RO,(t) verglichen.

Daraufhin wurde mit Genehmigung der Ethikkommission und Patienten-
ein-verstindnis bei 6 Patienten mit CTEPH (mittlerer pulmonalarterieller
(PA)-Druck 51 mmHg) nach konventioneller Diagnostik (CT, Pulmonalis-
angiographie, MR-Angiographie) der beliiftete Lungenraum mittels der O,-
sensitiven *He-MRT dargestellt (3,5 ml *He-/kg KG, 50% polarisiert; FIO, =
0,21). Lungenregionen, die nach konventionellen Angiographie-Verfahren
distal zentraler PA-Okklusionen lagen, wurden als LRAR definiert und mit
perfundierten Regionen verglichen (nicht parametrische Testverfahren).

Ergebnisse

Im Tierexperiment zeigten perfundierte (P) im Vergleich zu hypoperfun-
dierten (H) Regionen einen endinspiratorisch signifikant erhohten PO,
(P: 148 (107/195) vs. H: 186 (148/265); Median (Min.-Max.; p < 0,02)) und
wihrend kurzer Apnoe eine signifikant raschere Abnahme des PO,
(RO,(t),P:-3,0 (-4,2/-2,0) mm Hg/s vs. H:-0,9 (-3,1/+3,9) mm Hg/s; p < 0,02).
In den Patienten mit CTEPH zeigten perfundierte Regionen im Vergleich
zu hypoperfundierten Regionen wihrend kurzer Apnoe ebenso eine signi-
fikant raschere Abnahme des PyO, (RO,(t) (P:-3,9 (-4,6/-0,5) mm Hg/s vs.
H: -1,1 (-4,1/+5,6) mm Hg/s; p = 0,03), jedoch keine wesentlichen Unter-
schiede im endinspiratorischen PO, (P: 131 (88-179) mmHg vs. H: 124 (63-
153) mmHg; n.s.)

Abbildung 1: Regionale Verteilung der Abnahme des PO, (RO,(1)) vor
(links) und nach (rechts) Ballonokklusion der rechten Kaudallappen-
arfterie im Tierversuch. Nach Perfusionseinschréinkung zeigt sich rechfs
basal ein scharf begrenztes Areal mit signifikant verminderter Abnahme
des PO,.

Interpretation

Im Tierversuch bestitigt die regionale, *He-MRT-basierte Messung des
intrapulmonalen PO, die in nicht- oder hypoperfundierten Lungenbezirken
zu erwartende Angleichung des regionalen alveoldren PO, an den inspira-
torischen PO, und zeigt deutlich die regionale Storung der O,-Aufnahme in
das Pulmonalkapillarblut. Die trotz GefédBokklusion weitgehend unverin-
derte inspiratorische *He-Signal-Verteilung reflektiert andererseits die auf-
rechterhaltene Ventilation der nicht perfundierten Lungenregionen. Bei
Patienten mit chronischer Lungenembolie konnen regionale Gasaustausch-
storungen (Hypoventilation bzw. Hypoperfusion) nicht invasiv iiber die
Verlaufsmessung des intrapulmonalen PO, im Atemhalt detektiert und
lokalisiert werden.
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SalzsGure-induzierte Lungenschadigung - Effekte einer friihen partiellen Flssigkeitsbeat-
mung auf den Gasaustausch und das Uberleben von Ratten

M.A. Pakulla, D. Obal, D. Seidel und S.A. Loer
Klinik fir Anaesthesiologie, Universitatsklinikum Dusseldorf

Fragestellung

Die Aspiration von Sdure fiihrt zu einer biphasischen Schidigung der alveo-
lokapilldiren Membran, bei der primdr physikochemische und sekundér
inflammatorische Reaktionen im Vordergrund stehen [1]. Eine partielle
Fliissigkeitsbeatmung mit Perfluorokarbonen konnte in tierexperimentellen
Studien den Gasaustausch, die Atemmechanik und die kapilldren Filtra-
tionsvorgidnge nach Aspiration giinstig beeinflussen [2, 3]. Unbekannt ist
bisher, welche Rolle das zeitliche Intervall zwischen der Schidigung und
Beginn der partiellen Fliissigkeitsbeatmung fiir die Effekte auf den Gas-
austausch und die Uberlebenszeit spielen.

Methodik

Mit Genehmigung der zusténdigen Bezirksregierung wurden anisthesierte
(o-Chloralose) und beatmete Ratten (VT = 6 ml/kg; f = 80 min 1 ; FiO? = 1,0;
PEEP = 5 cmH,0) randomisiert fiinf Gruppen zugeteilt (je n = 6). Gruppe
1 diente als Kontrollgruppe, in den anderen Gruppen wurde ein subletaler
Lungenschaden durch intratracheale Salzsdureinstillation (2,5 ml/kg, pH
1,0) induziert. Tiere der Gruppe 2 wurden konventionell beatmet, die {ibri-
gen Tiere erhielten eine partielle Fliissigkeitsbeatmung (5 ml/kg PF 5080,
3M, Neuss). Diese wurde entweder 5 (Gruppe 3) oder 30 Minuten nach
Schidigung (Gruppe 4 und 5) begonnen. Die Tiere der Gruppe S erhielten
zusitzlich zur einmaligen Perfluorokarboninstillation eine kontinuierliche
Applikation (5 ml/kg/h). Gemessen wurden kontinuierlich der PaO,, PaCO,
und pH (Paratrend 7+) sowie die Uberlebenszeit fiir einen Beobachtungs-
zeitraum von 12 Stunden. Die Ergebnisse (MW + SD) wurden mittels
Kruskal-Wallis-Test auf Signifikanz der Unterschiede (p < 0.05) gepriift.

Ergebnisse

Die Salzsdureinstillation fiihrte zu einem Abfall des PaO, von 481 + 37 auf
128 + 71 mmHg innerhalb von 30 Minuten (p < 0.05). Wihrend alle Tiere
der Gruppen 2 und 4 innerhalb des Beobachtungszeitraumes starben (Abb.
1), iberlebten 4 Tiere der Gruppe 3 und 2 Tiere der Gruppe 5. Wir fanden
jedoch keine signifikanten Unterschiede im PaO, der geschédigten Tiere
(ADbb.2).
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Abbildung 1: Kaplan-Meier-Dia-  Abbildung 2: Effekte unterschied-

gramm. licher Beatmungsverfahren auf
den PaO,.

Interpretation

Eine frith nach einer ausgedehnten Sdureaspiration begonnene partielle
Fliissigkeitsbeatmung vermag die Uberlebenszeit gegeniiber einem versp-
teten Beginn zu verlingern. Die fehlenden Unterschiede in der arteriellen
Oxygenierung der einzelnen Gruppen deuten jedoch darauf hin, dass neben
dem Effekt auf den Gasaustausch andere Wirkungen einer partiellen
Fliissigkeitsbeatmung, z.B. auf die inflammatorische Reaktion, eine ent-
scheidende Rolle spielen.
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~Fade” der forcierten Vitalkapazitat deckt respiratorische Effekte einer partiellen neuromus-

kuldaren Blockade auf

M. Eikermann, H. Groeben und J. Peters

Klinik fir An&sthesiologie und Intensivmedizin, Universitétsklinikum Essen

Fragestellung

Eine partielle neuromuskuldre Blockade erhoht das Risiko postoperativer
pulmonaler Komplikationen (1), kann jedoch weder mit den Sinnen des
Anisthesisten noch mittels optischer oder taktiler Abschitzung des mus-
kuldren ,,Fade“ nach Train-of-four (TOF)-Stimulation hinreichend erfasst
werden (2). Selbst bei Anwendung eines quantitativen Monitoring (Acce-
lerometrie) konnen respiratorisch relevante Effekte nicht ausgeschlossen
werden (3), zumal sich die Wirkung von Muskelrelaxantien an verschiede-
nen Skelettmuskeln intraindividuell, mit interindividueller Variabilitt,
unterscheidet. Wir testeten die These, dass respiratorische Effekte einer
neuromuskuldren Blockade durch ein ,,Fade" in der forcierten Vitalkapazi-
tat (FVC), d.h. eine Abnahme der FVC um mehr als 10% vom ersten zum
zweiten konsekutiven spirometrischen, aufgedeckt werden konnen.

Methoden

Nach Zustimmung der Ethikkommision wurde bei 6 wachen Probanden die
TOF-Ratio des M.adductor pollicis (Mechanomyographie) vor und nach In-
jektion von Rocuronium (0.01 mg-kg? +2-10 pg-kg'-min") alle 30 Sekunden
gemessen. Wihrend ,steady state“-Relaxierung (TOF-ratio: 0.5 und 0.8)
sowie alle 5 Minuten bis zur Erholung der TOF-ratio (1.0) wurden zudem
zumindest drei konsekutive spirometrische Mandver (FVC, FEVI, FIV1)
durchgefiihrt und deren Ergebnisse verglichen. Mc-Nemar-Test, p < 0.05.

2. Mandver

1. Mandver
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Abbildung 1

Ergebnisse

Insgesamt wurden 169 spirometrische Untersuchungen bei 6 Probanden
durchgefiihrt. Wahrend neuromuskuldrer Blockade (n = 129 Messungen)
nahmen FVC, FEV1 FIV1 mit dem zweiten spirometrischen Manover ab
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(p < 0.05), es zeigte sich keine weitere Reduktion der Messwerte zwischen
dem zweiten und dritten Manéover. Bei einer TOF-Ratio von 0.5 betrug das
Fade der FVC, FEV1 und FIV1 10 [9 - 23] (Median [Inter Quartil Spann-
breite]), 7 [2 - 16] bzw. 31 [19 - 47] Prozent. Dem gegeniiber zeigte sich ein
Fade weder vor Relaxation noch nach Erholung der TOF-Ratio auf 1.0
(Abb. 1). Das Fade in der FVC korrelierte gut (r = 0.81, p < 0.0001) mit der
FVC-Reduktion wihrend neuromuskuldrer Blockade (TOF-Ratio: 0.45-
0.98), und ein Fade von zumindest 10% war stets mit einer relevanten (> 10
%, [3]) FVC-Reduktion assoziiert (Abb. 2).

Schlussfolgerung

Wihrend partieller neuromuskuldrer Blockade ldsst sich bei repetitiven
spirometrischen Untersuchungen ein Fade-Phénomen in der Lungenfunk-
tion nachweisen. Ein relevantes Fade der forcierten Vitalkapazitit (= 10%)
weist dariiber hinaus auf relevante respiratorische Effekte (FVC Reduktion
>10%) einer neuromuskuldren Blockade hin. Das FVC-Fade erscheint da-
mit zur Aufdeckung respiratorischer Effekte einer partiellen neuromus-
kuldren Blockade geeignet.
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Regionale Ventilationscharakteristik der Lungen beatmeter Patienten

J. Hinz, P. Neumann, O. Mérer, T. Dudykevych, I. Frerichs, G. Hahn und G. Hellige
Zentrum Anaesthesiologie, Reftungs- und Intensivmedizin, Universitét Gottingen

Fragestellung

Bei der maschinellen Beatmung sollten end-exspiratorischer Lungenkollaps
und end-inspiratorische Uberblihung in Regionen mit unterschiedlicher
Atemmechanik vermieden werden (1). Dies kann durch regionale Druck-
Volumen-Kurve der Lunge realisiert werden (2). Jedoch konnen die fiir
diese Technik notwendigen regionalen intrapulmonalen Driicke nur néhe-
rungsweise iiber den Trachealdruck abgeschitzt werden. Ein Ausweg konn-
te die Berechnung der regionalen Ventilationscharakteristik sein, welcher
ohne Druckmessung auskommt. Wir haben die Heterogenitét der regiona-
len Ventilationscharakteristik bei beatmeten Patienten mit akutem
Lungenversagen untersucht.

Methodik

Nach positiver Begutachtung durch das ortliche Ethikkomitee und schriftli-
cher Einwilligung durch die néchsten Angehorigen wurden maschinell beat-
mete Patienten in die Studie eingeschlossen. Die Einstellung des Beat-
mungsmodus erfolgte durch den behandelnden Arzt. Die regionale Ventila-
tionscharakteristik der Lunge wurde mit der elektrischen Impedanztomo-
graphie (Goe-MF, EIT-Group Gottingen, Deutschland) im 6. ICR paraster-
nal bettseitig und nicht invasiv gemessen. Durch grafische Darstellung des
regionalen Tidalvolumen versus globalen Tidalvolumen und Anpassung an
ein Polynom y = ax?+ bx + ¢ wurde der Polynomkoeffizient a berechnet
(ADbb.). Es erfolgte die Einteilung des Polynomkoeffizient a in drei
Gruppen: Gruppe A: a < -0,1 ,, Kriimmung nach oben®; Gruppe B: -0,1 > a
< 0,1 ,keine Kriimmung“ und Gruppe C: a > 0,1 , Kriimmung nach unten®.
Die Daten werden als Min-Max und Median angegeben. Die statistische
Analyse erfolgte mit dem t-Test fiir verbundene Stichproben auf einen
Signifikanzniveau p < 0,05.

Ergebnisse

Wir untersuchten neun Patienten (Gewicht 75 - 100 (85) kg, Grosse 162 -
185 (175) cm, Horowitz-Index 143 - 298 (260) mmHg, Diagnosen: 5 Pneu-
monie, 4 Atelektase, Compliance 37 - 111 (65) ml/mbar), Tidalvolumen 7 -
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10 (9) ml/kg mit 297 - 557 (475) ventilierten Regionen. Die Ergebnisse der
Polynomkoeffizienten a zeigt die Tabelle.

Interpretation

Die regionalen Ventilationscharakteristik der Lungen zeigt signifikante
Unterschiede. Wir fanden Regionen mit positivem Polynomkoeffizient
(Gruppe C). Diese Regionen weisen am Anfang der Inspiration nur kleine
Anderungen des regionalen Tidalvolumen auf. Sie kollabieren moglicher-
weise end-exspiratorisch und werden wihrend der Inspiration rekrutiert.
Dies als Hinweis auf einen zu niedrigen positiv end-exspiratorischen Druck.
Weiterhin fanden wir Regionen mit negativem Polynomkoeffizient (Gruppe
A). Diese Regionen weisen am Ende der Inspiration kleine Anderungen
des regionalen Tidalvolumen auf. Sie zeigen moglicherweise eine end-inspi-
ratorische Uberblihung. Dies konnte auf die Anwendung zu hoher inspira-

Tabelle:

Gruppe Polynomkoeffizient Anzahl Regionen Hypothese

A -0,11 bis -1,40 (-1,10) 16-89 (43) Lungenuberbl&hung end-inspiratorisch
B -0,10 bis 0,10 (-0,10) 224-432 (356) Lungenprotektion

C 0,11 bis 1,73 (1,12) 23-100 (76) Lungenkollaps end-exspiratorisch
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torischer Atemwegsdriicke zuriickzufiihren sein. Des weiteren fanden wir
Regionen mit anndhernd linearem Verhéltnis zwischen regionalem und
globalem Tidalvolumen (Gruppe B). Dies weist moglicherweise auf eine
protektive Beatmung ohne Lungenkollaps und Uberblihung hin. Die
Messung der regionalen Ventilationscharakteristik der Lungen konnte des-
halb hilfreich sein, um Respiratoreinstellungen zu optimieren.
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Endotoxin-Toleranz: Eine mégliche Rolle von iNOS und HO-1 fiir die Organprotektion von

Leber und Niere

O. Boehm!, P. Zacharowski', H. Rensing? und K. Zacharowski'
1 Klinik far Anaesthesiologie, Universit&tsklinikum DUsseldorf

2 Klinik fdr Anaesthesiologie und Intensivmedizin, Universitatsklinik Homburg an der Saar

Fragestellung

Obwohl die Endotoxintoleranz gut untersucht ist, sind die zugrunde liegen-
den pathophysiologischen Mechanismen immer noch nicht vollsténdig ver-
standen. Seit ldngerem ist bekannt, dass die induzierbare Stickoxidsynthe-
tase (INOS) mit seinem Syntheseprodukt NO konzentrations- und zellspe-
zifisch eine wichtige Rolle bei der Abwehr von infektiosen Organismen
spielt (1). Auch iiber die vornehmlich organprotektiven Eigenschaften von
Hiamoxygenase (HO)-1 wurde bereits in der Literatur berichtet (2). Eine
mogliche Stimulation der de novo Proteinsynthese von HO-1 durch NO ist
ebenfalls beschrieben (3). Ziel war es, die Rolle von iNOS und HO-1 fiir die
Organprotektion von Leber und Niere wihrend der Endotoxintoleranz zu
untersuchen.

Methodik

Minnliche Wistar-Ratten wurden nach behordlicher Genehmigung in zwei

Versuchsgruppen eingeteilt:

Zunichst untersuchten wir den Leber und Nierenschaden wahrend
Endotoxintoleranz. Die randomisierten Interventionsgruppen (n = 8/
Gruppe) wurden entweder mit a) 0.9% NaCl (1 ml/kg i.p.), b) LPS (1
mg/kg ip.) oder ¢) LPS (1 mg/kg ip.) + 1400W (selektiver iNOS-
Inhibitor, 5 mg/kg i.p.) vorbehandelt (,first hit“). 24 Stunden spiter
wurde fiir 6 Stunden ein Gram-negativer Schock mit LPS (6 mg/kg i.v.)
induziert (,,second hit“). Die Detektion von Organschaden/-protektion
erfolgte mit Hilfe von klinisch-chemischen Parametern (AST/ALT fiir
die Leber und Harnstoff/Kreatinin fiir die Niere).

2. Im zweiten Abschnitt analysierten wir die Rolle von iNOS und HO-1
wihrend der Endotoxintoleranz in der Leber. Es erfolgte die gleiche
Vorbehandlung wie unter 1.) fiir 2 bis 24 Stunden (n = 4/Gruppe). Das
Lebergewebe wurde mit Hilfe von Northern/Western Blots untersucht,
um den Zeitverlauf der mRNS- und Proteinsynthese von iNOS und
HO-1 zu erfassen. Die iNOS-Enzymaktivitdt bestimmten wir indirekt
mit hilfe der Griess-Reaktion.

Statistik: Varianzanalyse (ANOVA) + Bonferroni-Posthoc-Test (p < 0.05).

Datendarstellung: arithmetisches Mittel + Varianz.

Ergebnisse

Mit niedrig dosiertem LPS vorbehandelte Ratten erleiden wihrend eines
Gram-negativen Schocks einen sigifikant geringeren Organschaden (Leber
und Niere, Abb. Iab) im Vergleich zu unbehandelten Tieren. AuBerdem sind
diese Tiere signifikant kreislaufstabiler als die Vergleichsgruppe (Daten
nicht gezeigt). Bei gleichzeitiger Applikation von 1400 W ist diese Protek-

1285 Kreatinin

mgdl

& &

i
&
#

Abbildung 1 A-B: + = Intervention vs NaCl (p < 0.05), x = Infervention vs
LPS (p < 0.05), ® = LPS-LPS vs LPS+1400 W (p < 0.05).

tion vermindert. Die Densitometrieanalyse der Northern-/Western Blots in
der Leber eine zeitabhingige Synthese mit einem signifikanten Anstieg
nach 2 - 4 Stunden fiir mRNS und einem Maximum von iNOS-Protein nach
8 Stunden. Zeitgleich bestimmten wir einen signifikanten Anstieg der Nitrit/
Nitratkonzentration als Indikator fiir die Syntheseleistung von iNOS.
Interessanterweise trat dieser hohe NO-Spiegel parallel zu einer siginikan-
ten Steigerung der HO-1 mRNS in der Leber auf. Das Maximum von HO-
1-Protein lag bei 16 - 24 Stunden (Tab. I).

Interpretation

Die Vorbehandlung mit niedrig dosiertem LPS (first hit“) schiitzt die
Leber und Nieren vor einem nachfolgenden, potentiell deletirem LPS-
Stimulus (,,second hit“). Dieser Effekt ldsst sich mit hilfe des selektiven
iNOS Inhibitors 1400 W teilweise blockieren. Die dargestellte sequentiell
logische Synthese und Funktion von iNOS und HO-1 impliziert hierbei eine
mogliche Beeinflussung der HO-1 Synthese durch NO und konnte fiir die
beobachtete Organprotektion mitverantwortlich sein.
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Tabelle: Dargestellt sind arithmetisches Mittel +Varianz (* p < 0.05).
Zeit (h) iNOS / NO HO-1
mRNS Nitrit/Nitrat mRNS Protein
(x-fach zu NaCl) (umol/l) (x-fach zu NaCl) (x-fach zu NaCl)
NaCl-Kontrolle = 0 1.00+0.12 40+ 2 1.03 £ 0.30 1.01 £0.10
2 263+025* 38 £ 1 0.91 +0.05 058 +0.13
4 245+0.18* 120+ 17 1.66 £ 0.26 0.60 £0.18
8 1.59 +0.20 377 £96* 281 020" 1.16 £ 0.30
16 1.59 +0.20 328 +90 * 1.81 + 0.06 1.88+0.11*
24 124 £0.13 121 +40 1.89 + 0.56 262 £0.27 *
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Systemische inflammatorische Reaktion nach extrakorporaler Zirkulation bei der Ratte:
Epiphdnomen oder Ursache fiir neurokognitive Defizite?

B. Jungwirth, B. Eckel, M. Blobner, E.F. Kochs und G.B. Mackensen
Klinik far Anaesthesiologie, Klinikum rechts der Isar, Technische Universitat Mdnchen

Fragestellung

Neurokognitive Defizite nach herzchirurgischen Eingriffen mit extrakorpo-
raler Zirkulation (EKZ) sind hdufig und mindern die Lebensqualitit der
Patienten (1). Zur Aufklirung moglicher Pathomechanismen wurde kiirz-
lich ein Modell der EKZ an der Ratte entwickelt und durch die Einfithrung
eines an die Rattengroe adaptierten Oxygenators technisch entscheidend
verbessert (2, 3). Die vorliegende Studie untersucht, ob das Fiillungs-
volumen der EKZ einen Einfluss (a) auf das Ausmaf der inflammatorischen
Reaktion und (b) auf die postoperative neurokognitive Funktion hat.

Methodik

Nach Einverstdndnis der Tierschutzkommission wurden 20 ménnliche
Sprague-Dawley-Ratten (352 + 24 g) fiir 90 Minuten einer normothermen
EKZ zugefiihrt, wobei 10 Ratten mit einem neuentwickelten Membran-
oxygenator (Fiillungsvolumen der EKZ 10 ml) und 10 Ratten mit einem
Neugeborenenoxygentor (38 ml) versorgt wurden, die beide mit Vollblut
gefiillt wurden. 10 Sham-operierte Tiere wurden identisch kaniiliert, aber
nicht an die EKZ angeschlossen, wihrend 7 Kontrolltiere weder kaniiliert
noch anisthesiert wurden. Die systemischen Interleukin-6 (IL-6)-Konzen-
trationen wurden vor Beginn der EKZ, nach 90 Minuten EKZ und 2
Stunden nach der EKZ bzw. zu analogen Zeitpunkten bei den Sham-Tieren
mittels ELISA bestimmt. Mit dem modifizierten Hole-Board-Test wurden
prd- und 21 Tage postoperativ das Arbeitsgeddchtnis und das deklarative
Gedichtnis beobachtet. Die Gruppen wurden mit einer Zwei-Wege-
ANOVA verglichen. War der Wechselwirkungsfaktor signifikant (p < 0,05)
wurde posthoc mit faktoriellen ANOVAs und mit Bonferoni-Tests analy-
siert.

Ergebnisse

Mit dem Neugeborenenoxygenator wurden 2 Stunden nach der EKZ signi-
fikant hohere IL-6-Spiegel gemessen als mit dem neu entwickelten Oxy-
genator (p < 0,05). Die IL-6-Werte der Sham-operierten Tiere stiegen im
Vergleichszeitraum nicht nennenswert (Abb. 1). Das deklarative Gedéchnis
war in den vier untersuchten Gruppen zu keinem Zeitpunkt beeintrachtigt.
Es zeigten sich keine Unterschiede der beiden EKZ-Gruppen, weder zu den
Sham-operierten Tieren noch zu den nicht andsthesierten Kontrolltieren
(Abb.2). Das Arbeitsgedachtnis war ebenfalls sowohl iiber die Zeit als auch
zwischen den Gruppen unveréndert.

Interpretation

Diese Studie zeigt einen signifikanten Einfluss des Fiillungsvolumens der
EKZ auf die systemische Freisetzung von IL-6, vergleichbar mit Ergeb-
nissen aus klinischen Studien. Diese systemische inflammatorische Reak-
tion war jedoch nicht mit einer beeintréchtigten neurokognitiven Funktion
assoziiert, die im modifizierten Hole-Board-Test beobachtet werden kann.
Obwohl wir in dieser Studie nur ein Zytokin untersucht haben, legen unse-
re Ergebnisse dennoch nahe, dass neben der EKZ und der dadurch aus-
gelosten systemischen inflammatorischen Reaktion zusétzliche Faktoren fiir
das Entstehen von neurokognitiven Defiziten verantwortlich sein miissen.
Solche Faktoren und die ihnen zugrunde liegenden Pathomechanismen
konnen in diesem Modell simuliert und untersucht werden.
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Gram-positive Sepsis und angeborene Immunabwehr: Bedeutung von Toll-Like Rezeptor 2

fir eine myokardiale Entziindungsreaktion

P. Knuefermann', Y. Sakata? O. Takeuchid, S. Akira®, D.L. Mann?, A. Hoeft! und J.G. Vallejo?
! Klinik far An&sthesie und Operative Infensivmedizin, Universitafsklinik Bonn

2 Baylor College of Medicine, Houston, Texas, USA
3 Osaka University, Osaka, Japan

Fragestellung

Bei der Sepsis kommt es iiber die Aktivierung des Toll/IL-1 Signaltrans-
duktionswegs zur systemischen und myokardialen Expression von proin-
flammatorischen Mediatoren (TNF, IL-1b), die eine negativ inotrope Wir-

kung besitzen und eine wichtige Rolle fiir die Pathogenese der linksventri-
kuldren Dysfunktion spielen (1,2). In Immunzellen konnte gezeigt werden,
dass Toll-Like Rezeptor 2 (TLR2) gram-positive Bakterien (Staphylococcus
aureus) erkennt und eine Signaltransduktionskaskade aktiviert. Weiterhin
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wird TLR2-mRNA im Herzen exprimiert (3). Die Arbeitshypothese dieser
Studie untersuchte, welche Rolle Toll-Like Rezeptor 2 fiir eine myokardia-
le Entziindungsreaktion in vivo bei einer S.-aureus-Sepsis spielt.

Methodik

Zur Simulation einer gram-positiven Sepsis wurde Wildtyp- (WT) und
TLR2-defizienten Méusen (TLR2D) vergleichend S. aureus (1-5 X 103
KBE) intraperitoneal verabreicht (genehmigt durch Tierversuchsprotokoll,
Baylor College of Medicine, Houston, Texas). Die prinzipielle myokardiale
Expression von TLR2-mRNA und -Protein wurde mittels RNAse
Protection Assay und Western-Blot-Analyse nachgewiesen. Nach Gabe von
S. aureus wurde die kardiale IRAK-Aktivitdt mittels Kinase-Assay, die
myokardiale mRNA-Expression fiir TNF und IL-1b mittels RNAse
Protection Assay, die dazugehorigen Proteinspiegel mittels ELISA und die
NFkB-Aktivierung mit einem Electro-Mobility-Shift-Assay (EMSA) unter-
sucht. Die ¢cGMP-Expression im Herzen wurde mittels Radioimmuno-
Assay gemessen. Zusitzlich wurde die funktionelle Bedeutung der myokar-
dialen Aktivierung der Inflammationskaskade durch Kontraktionskraft-
messungen im Langendorff-Priaparat mit Hitze-inaktivierten Bakterien (10°
KBE/ml) untersucht.

Ergebnisse

Toll-Like Rezeptor 2 wird im Herzen auf mRNA- und Proteinebene expri-
miert. In WT-Méusen kam es 2 Stunden nach Stimulation mit S. aureus zu
einer deutlichen Zunahme der mRNA-Expression. Die kardiale IRAK-
Aktivitdt nahm in den WT-Méusen nach 4 Stunden und 6 Stunden signifi-
kant zu, wohingegen in den TLR2D-Miusen der Anstieg geringer ausfiel
(n = 3; p < 0,05; 2-Weg-ANOVA). Eine S. aureus Infektion fiihrte nach
2 Stunden und 4 Stunden zu einer deutlichen NFkB-Aktivierung im Herzen
von WT-Miusen, wihrend eine NFkB-Aktivierung in TLR2D-Méusen nicht
detektiert wurde (n = 4). Die myokardiale TNF und IL- mRNA-Expressi-
on war in den WT-Méusen 4 Stunden und 6 Stunden nach einer S. aureus
Infektion signifikant groBer als in den TLR2D-Méusen (n = 3; p < 0,05; 2-
Weg-ANOVA). Die dazugehorigen TNF-Proteinspiegel waren ebenfalls sig-

nifikant groBer in den WT-Méusen im Vergleich zu den TLR2D-Méusen (n
=3;p < 0,05;2-Weg-ANOVA). In den WT-Mausen waren die TNF-Spiegel
etwa 20mal hoher als in den TLR2D-Méusen (4,2 vs. 0,2 pg/mg Gewebe).
Die IL-1B Gewebeproteinspiegel zeigten ein dhnliches Verteilungsmuster.
Weiterhin waren zum Zeitpunkt 6 Stunden die kardialen cGMP-Spiegel in
den WT-Méusen um das 2,5fache angestiegen, wohingegen in den TLR2D-
Méusen nur ein 1,3facher Anstieg verzeichnet wurde (n = 5; p < 0,05; 2-Weg-
ANOVA). Die funktionellen Untersuchungen im Langendorff-Priparat
zeigten nach Perfusion mit S. aureus eine stirkere Abnahme der LV Druck-
entwicklung in den Herzen von WT-Méusen als in den TLR2D-Méusen.
Dabei sank die LV Kontraktionskraft in den WT-Méusen auf 58,5% (n = 3)
bzw. in den TLR2D-Miusen auf 91,3% (n =3) vom Ausgangswert bei
Perfusionsbeginn.

Interpretation

Im Rahmen einer gram-positiven Sepsis spielen TLR2 und nachfolgende
Molekiile des Toll/IL-1 Signaltransduktionswegs eine wichtige Rolle fiir die
kardiale Expression von proinflammatorischen Mediatoren sowie fiir die
Entstehung einer Pumpfunktionsstorung. Eine Beeinflussung des TLR2-
Signaltransduktionswegs konnte ein alternatives Therapiekonzept bei der
myokardialen Entziindungsreaktion bei einer gram-positiven Sepsis dar-
stellen.
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Lipopolysaccharid (LPS) reduziert den Lungenschaden wdhrend Gram-positivem Schock
Hinweis flr das Auftreten von Cross-Tolerance in vivo

A. Koch!, P. Zacharowski', H. Rensing?, S. Foster® und K. Zacharowski'

! Klinik far Anaesthesiologie, Universit&tsklinikum DUsseldorf
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Fragestellung

Die Endotoxintoleranz ist ein gut beschriebenes, wenn auch nicht in allen
Einzelheiten aufgeklartes Phinomen (1). Auch konnten diesbeziiglich
bereits Lungen-protektive Eigenschaften in vivo demonstriert werden (2).
Im Gegensatz hierzu ist die Toleranz gegeniiber Gram-positiven Erregern
nach einem Kontakt mit Gram-negativen Bakterien (,,cross-tolerance®),
insbesondere in vivo noch wenig untersucht. Bei der Exposition und
Protektion gegeniiber diverser Mediatoren spielen im Rahmen der Sepsis-
induzierten Lungenschiddigung u.a. die zwei Enzymsysteme induzierbare
Stickoxidsynthetase (INOS) und Hamoxygenase (HO)-1 nachweislich eine
wichtige Rolle. Die iNOS gilt als potentiell entscheidender Trigger, mittels
erhohter NO-Konzentrationen, eine de novo Proteinakkumulation der
organprotektiven HO-1 zu induzieren (3). Daher untersuchten wir, ob eine
nichtletale LPS-Dosis zu einer synergistischen Hochregulierung von iNOS
und HO-1 fiithrt bzw. welcher zeitlich dynamische Bezug zwischen den bei-
den genannten Enzymen besteht. Wir spekulierten, dass eine LPS-Vorbe-
handlung den Lungenschaden wihrend eines Gram-postitiven Schocks zu
reduzieren vermag. Zusitzlich untersuchten wir, ob iNOS / HO-1 an der
Protektion beteiligt sein konnten.

Methodik

Nach behordlicher Genehmigung wurden folgende Versuche an ménnlichen

Wistar-Ratten unter Thiopental-Narkose (100 mg/kg i.p.; Schock / Organ-

entnahme) durchgefiihrt:

1. n = 8/Gruppe: Nach einer Vorbehandlung mit LPS (1 mg/kg i.p.) oder
Kochsalz erfolgte 24 Stunden spéter die Induzierung eines Gram-posi-
tiven Schocks (Lipoteichonsidure (LTA, 3 mg/kg i.v.) + Peptidoglykan
(PepG, 10 mg/kg i.v)). Eine weitere unbehandelte Gruppe diente als
Kontrolle. Nach 6 Stunden folgte die Entnahme und (immuno-)histolo-
gische Aufarbeitung des Lungengewebes (HE/Nitrotyrosin).

2. n=4/Gruppe: Um die Auswirkungen der LPS-Vorbehandlung (1 mg/kg
i.p.) auf iNOS und HO-1 im zeitlichen Verlauf zu erfassen, wurden nach
2,4, 8,16 oder 24 Stunden Blutproben und die Lunge entnommen. In
der Lunge wurden der mRNA- und Proteingehalt von iNOS und HO-
1 mittels Northern bzw. Western Blot bestimmt (densitometrische
Analyse; s. Abb. 1, 3 und 4). Des Weiteren wurden Nitrat/Nitrit
Konzentrationen im Plasma als Ausdruck der Syntheseleistung von
iNOS, mit Hilfe der Griess-Reaktion gemessen.

Statistische Auswertung: Varianzanaylse (ANOVA) + Bonferroni-Posthoc-
Test (*p < 0.05).

Ergebnisse

1. Die Induktion eines Gram-positiven Schocks fiihrt zu einem Lungen-
schaden (semi-quantitativ) und vermehrtem Nachweis von Nitro-
tyrosin. Eine deutliche Reduktion der Lungenschiddigung / des Nitro-
tyrosinnachweises wurde bei den LPS-vorbehandelten Tieren beobach-
tet (Daten nicht abgebildet).

2. Die Vorbehandlung mit einer nichtletalen Dosis LPS fiihrt in der Lunge
zunéchst zu einem Anstieg der INOS mRNA (Abb. 1) mit einem signi-
fikanten Maximum nach 2 Stunden, gefolgt von einer iNOS Protein-
erhohung (Daten nicht abgebildet) mit einem Maximum nach 8
Stunden. Dies geht zeitlich einher mit einem signifikanten Anstieg der
Nitrat/Nitrit Plasmakonzentrationen (Abb. 2) nach 8 und 16 Stunden.
Ebenfalls nach 8 und 16 Stunden zeigt sich ein signifikanter Anstieg der
HO-1 mRNA (Abb. 3, Maximum bei 16 Stunden), gefolgt von einem
signifikanten Maximum der HO-1 Proteinkonzentration nach 24
Stunden (Abb. 4).
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Interpretation Literatur

Die Vorbehandlung mit niedrig dosiertem LPS fiihrt in der Lunge zu einer
zeitabhdngigen Induktion der iNOS Transkription und Proteinkonzen-
tration, einhergehend mit erhohten Nitrat/Nitrit Plasmakonzentrationen
mit einem Maximum nach 8 Stunden. Dies geht zeitlich mit der Induktion
der HO-1 mRNA einher, welche zu einer maximalen HO-1 Proteinkonzen-
tration nach 24 Stunden fiihrt. Folgt auf diese 24-stiindige Vorbehandlung
ein Gram-positiver Schock, ldsst sich eine deutliche Reduktion des Lungen-
schadens sowie der Nitrotyrosin-Farbung in der Lunge gegeniiber nicht-
vorbehandelten Tieren beobachten.

1. Beeson P.B. Tolerance to bacterial pyrogens. J] Exp Med 1947; 86:29.

3. Frank L., Summerville J., Massaro D. Potection from oxygen toxicity
with endotoxin. Role of the endogenous antioxidant enzymes of the
lung. J Clin Invest 1980; 65(5):1104-1110.

3. Otterbein L.E., Choi A.M. Heme oxygenase: colors of defense against
cellular stress. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 2000; 279(6):L1029-
L1037.

Milde Hypothermie (32°) vor intra-abdomineller Sepsis verschlechtert das Outcome

A. Torossian, S. RUhImann, H. F. Wulf, M. Middeke!, W. Lorenz! und A. Bauhofer!

Klinik fir Andisthesie und Intensivtherapie und
! Institut far Theoretische Chirurgie, Philipps-Universitat Marburg

Fragestellung

Wir testeten die Hypothese, dass eine priinfektiose Hypothermie (32°C) bei
septischen Ratten die Mortalitdt erhoht, immunsuppressiv wirkt und die
muskuldre Oxygenierung (p,,O,) erniedrigt.

Methodik

Mit Genehmigung durch die Tierschutzkommission wurden 96 méannliche
Wistarratten randomisiert und in Fentanyl/DHB-Analgesie, nach i.v.
Antibiotikaprophylaxe, laparotomiert und mit einer standardisierten huma-
nen Stuhlsuspension infiziert (1) und entweder perioperativ normotherm
gehalten oder 1 Stunde vor OP auf 32°C gekiihlt, n = 42/Gruppe; oder
gekiihlt und operiert ohne Infektion, n = 12/Gruppe. Primédrer Endpunkt
war die 120-Stunden-Uberlebensrate, sekundire Endpunkte die Plasma-
zytokinspiegel von IL-10, MIP-2 und IL-6 (ELISA), die Leuko-/ Granulo-
zytenzahl sowie der muskuldre Sauerstoffpartialdruck (Licox®).

Ergebnisse

Die Effekte der prainfektiosen Hypothermie waren deletir: nur 16 von 42
Tieren iiberlebten 120 Stunden, in Normothermie waren es 26/42 Tiere; p <
0,05, Abb. 1. Alle hypothermen Tiere ohne Infektion iiberlebten. IL-10 war
nach Hypothermie erhoht: 1843 + 12 pg/ml; in Normothermie 945 + 26 pg/ml
und in Hypothermie ohne Infektion 520 + 104 pg/ml (p < 0,01). IL-6 war
nach Hypothermie erniedrigt: 119 + 73 pg/ml; in Normothermie 276 + 105
pg/ml; p < 0,01, Abb. 2. Die MIP-2 Freisetzung unterschied sich nicht, eben-
so wenig die postinfektiose Granulozytenzahl. Der Sauerstoffpartialdruck
war in Hypothermie niedriger (40 mmHg) als in Normothermie (55 mmHg).
Nach OP stieg er in Normothermie an bis auf 85 + 12 mmHg, nach Hypo-
thermie blieb er jedoch bei 49 + 9 mmHg.

Interpretation

Eine préinfektiose milde Hypothermie ist ebenso schddlich wie eine postin-
fektiosen Hypothermie, jedoch verdndert sie die Zytokinbalance in
Richtung Immunsuppression (bei postinfektioser Hypothermie finden wir
eine Hyperinflammation (2)).

Literatur
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Schneider C., Mannheim W., Heiske A., Neumann K., Sitter H.,
Rothmund M: Granulocyte colony-stimulating factor prophylaxis befo-
re operation protects against lethal consequences of postoperative peri-
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Spinale und zerebrale Effekte von Sevofluran und Propofol zeigen unterschiedliche zeitliche

Verldufe bei KonzentrationsGnderungen

J. Baars, M. Grinewald, D. Kalisch, C. Dangel, S. Tas, W. Kox und B. Rehberg
Klinik fur Andsthesiologie und Intensivmedizin, Charité Campus Mitte, Berlin

Fragestellung

Die Beeinflussung spinaler Funktionen durch verschiedene Anasthetika ist
von besonderem Interesse, da der immobilisierende Effekt der Anidsthetika
iiberwiegend auf spinaler Ebene vermittelt wird. Aus diesem Grund wurden
Parameter der Erregbarkeit spinaler Motoneurone (H-Reflex und F-Welle)
zur Vorhersage motorischer Reaktionen auf Schmerzreize vorgeschlagen [1,
2]. Es ist jedoch noch unbekannt, inwieweit sich die spinal vermittelten
Effekte der Anésthetika von den zerebral vermittelten Effekten hinsichtlich
ihrer Pharmakokinetik unterscheiden. Unterschiede in der Pharma-
kokinetik wiren ein weiterer Hinweis auf unterschiedliche Wirkorte und
wiren zudem auch klinisch bedeutsam. Wir verglichen daher mit Hilfe einer
pharmakokinetische-pharmakodynamischen Modellbildung [3] die Aquili-
brationshalbwertszeiten (t,k,,) der spinalen Parameter H-Reflex und F-
Welle mit den EEG-Parametern BIS® und der Spektralen Eckfrequenz
(SEFys).

Methodik

Nach Zustimmung der Ethikkomission und schriftlicher Einwilligung wur-
den an 82 Patienten préoperativ Sevofluran- bzw. Propofol-Mononarkosen
durchgefiihrt. Nach Bestimmung von Baselinewerten der verschiedenen
Parameter wurde die Anisthetikakonzentration kontinuierlich erhoht, bis
die spinalen Parameter deutlich reduziert waren. Anschliefend wurde die
Konzentration wieder reduziert, bis erneut reproduzierbare F-Wellen- bzw.
H-Reflexantworten ableitbar waren. Alle fiinf bzw. 10 Sekunden wurden
nach Stimulation des N. tibialis die maximale F-Wellen- bzw. H-Reflex-
amplitude iiber den jeweiligen Kennmuskeln (H-Reflex: M. soleus; F-Welle
M. abductor hallucis) der unteren Extremitét ermittelt. Die Registrierung
des BIS und der SEF erfolgte mit Hilfe des Aspect® 1000 Monitors. Die
Hysterese zwischen den Andsthetikakonzentrationen und den gemessenen
Effekten konnte unter Annahme eines Emax-Modells mit einer Aquilibra-
tionshalbwertszeit t,,k,, in eine sigmoidale Konzentrations-Wirkungsbezie-
hung kollabiert werden. Die t, k., beschreibt die zeitlichen Verzogerung der
Konzentrationsdnderung zwischen der Plasmakonzentration und dem
Effektkompartiment. Die statistischen Vergleiche erfolgten mit einer
Varianzanalyse (ANOVA) und Tukey-Vergleichstest.

Ergebnisse

Die t,,k,, der spinalen Parameter H-Reflex- und F-Wellenamplitude (Abb.
1) unterscheiden sich weder in der Sevofluran- noch in der Propofolgruppe
signifikant. Es bestehen jedoch in beiden Gruppen signifikante Unter-
schiede der t,,k,, beider spinaler Parameter im Vergleich zu den zerebralen
Parametern BIS und SEF. Diese Unterschiede sind bei beiden Pharmaka
mit Ausnahme des Vergleichs der F-Wellen mit dem BIS (p < 0,01) hochsig-
nifikant (p < 0,001). In der Sevoflurangruppe, nicht jedoch in der Propofol-
gruppe zeigte sich auch ein geringer signifikanter (p < 0,05) Unterschied
zwischen der t,,k,, des BIS und der SEF.

Schlussfolgerung

Es konnte gezeigt werden, dass die spinalen Effekte mit einer deutlichen
zeitlichen Verzogerung gegeniiber zerebralen Effekten auf Konzentrations-
anderungen der Andsthetika reagieren. Dies kann das klinische Phénomen
erkldren, dass unmittelbar nach Maskeneinleitungen von Kindern noch
motorische Reaktionen beobachtet werden, wenn bereits tiefste Schlafzu-
stande erreicht sind. Die Ergebnisse sind zudem ein weiterer Hinweis fiir
unterschiedliche Wirkorte der Anésthetika am Menschen.
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Isofluran verbessert die kognitiven Funktionen von transgenen Méusen mit einer Alzheimer-

typischen Mutante

B. Eckel', M. Riemenschneider?, F. Ohi® und M. Blobner!

! Klinik fur Andésthesiologie und
2 Psychiatrische Klinik der Technischen Universitat MUnchen
3 Institut fUr Labortierkunde, Universitét Utrecht, Niederlande

Fragestellung

Das Auftreten postoperativer kognitiver Defizite bei élteren Patienten ist
allgemein bekannt und mit 26% eine Woche nach der Operation haufig.
Dabei ist nicht zu unterscheiden, wodurch diese klinische Verschlechterung
ausgelost wurde: die zu operierende Krankheit, der Transport ins Kranken-
haus, das operative Trauma oder die Narkose [1]. Ein pridisponierender
Faktor konnten auch ein vorbestehendes demenzielles Syndrom darstellen.
Diese Frage kann bei Patienten ohne die Notwendigkeit einer Operation
nicht geklart werden. Wir untersuchten daher den Effekt von Isofluran auf
Auspragung und Dauer von Hirnleistungsstorungen transgener Miuse mit
einer Alzheimer typischen Mutante.

Methodik

Die Untersuchungen wurden an transgenen Méusen (APP23; n = 24) und
ihren gesunden Geschwistern (WT; n = 24) durchgefiihrt. Diese transgenen
Miuse exprimieren humane APP751 cDNA mit der schwedischen Doppel-
mutation (G670-T; A671-C) unter Kontrolle des Neuronen spezifischen
Maus Thy-1 Promoter Fragments [3]. Wir untersuchten Miuse in einem
Alter von 15 - 16 Monaten, in dem Plaque-Ablagerungen, Neuronen-Unter-
gdnge und kognitive Defizite im Water-Maze-Test bekannt sind [3]. Jeweils
12 Méuse jeder Gruppe wurden fiir 2 Stunden mit Isofluran anésthesisiert.
Dabei wurde alle 10 Minuten die Konzentration des Isofluran um 0,2 Vol%
verdndert, bis die Maus auf einen definierten Schmerzreiz (Kneifen in die
Vorderpfote) nicht mehr reagiert. Am folgenden Tag erlernten alle Tiere
den modifizierten Hole-Board-Test, ein Verhaltenstest, der in der Lage ist,
ohne jeden Stress fiir die Miduse Kognition, Emotion und grobe Kraft der
Tiere zu erfassen [2]. Dieser Test wurde iiber 8 Tage taglich durchgefiihrt
und danach drei Mal nach je einer Woche wiederholt. Die Isofluran-
Konzentration, die fiir die Unterdriickung des Zehenkneifreflexes erforder-
lich war, wurde zwischen den beiden Gruppen mit t-Tests verglichen. Die
Variablen des Hole-Board-Tests wurden mit einer Zweiwege-ANOVA ver-
glichen. Unterschiedliche Lernerfolge wurden bei signifikantem Wechsel-
wirkungsfaktor (Gruppe x Anisthesie x Zeit) angenommen.

Ergebnisse

Die APP23-Mduse bendtigten eine hohere Narkosegaskonzentration, um
den Zehenkneifreflex zu unterdriicken (1,64 + 0,10 Vol% vs. 1,33 + 0,09
Vol% Isofluran, P < 0,05). Die transgenen Tiere profitierten hinsichtlich
ihrer kognitive Leistung von einer Narkose, wihrend sich bei den gesunden
Kontrolltieren die kognitive Leistung nach der Narkose verschlechterte
(Abb).

Interpretation

Das von uns bislang untersuchte Modell der APP23-Maus tragt die so
genannte Schwedische Doppelmutation von APP und simuliert diese Patho-
logie iiber zwei verschiede Mechanismen: (1) Erhohte Freisetzung von
AP infolge der Doppelmutation und (2) erhdhtes Substratangebot fiir
die B -Sekretase, aufgrund einer etwa 7-fachen Uberexpression des Amyloid
Vorlduferproteins (APP751) [3]. Die hohere, erforderliche Isofluran-
Konzentration und die verbesserte kognitive Funktion durch Isofluran
konnte auf beiden Mechanismen beruhen. Isofluran wirkt an vielen Stellen
und an verschiedenen Rezeptoren im ZNS, die alle durch erhchtes AR,
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modifiziert werden kdnnten. Bevor diese jedoch untersucht werden, muss
geklart sein, ob unsere Beobachtung an den APP23-Méiusen mit dem
Neuronenuntergang oder lediglich mit dem Epiphdnomen des APP23-
Modell namlich der Uberexpression des Pricursorproteins korreliert.
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Aktivierung von Adenosine-A1-Rezeptoren in primdren Hippokampusneuronen der Ratte

durch Enfluran und Sevofluran

C. Eisemann, PW.L. Tas und N. Roewer
Klinik und Poliklinik fir An&sthesiologie, Universitat Warzburg

Fragestellung

Spontane Ca?-Oszillationen in Kulturen von Hippokampusneuronen beru-
hen auf einer exzitatorischen Signaliibertragung durch Aktivierung von
NMDA- und AMPA/Kainat-Rezeptoren sowie Modulation durch inhibito-
rische GABA ,-Rezeptoren (1). Auch Adenosin bewirkt iiber Al-Rezep-
toren eine Hemmung spontaner Ca?*-Oszillationen. Diese Hemmung wurde
nicht beobachtet in Anwesenheit von 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine
(DPCPX), ein spezifischer Antagonist fiir Adenosin-Al-Rezeptoren. Vor
kurzem (2) konnten wir zeigen, dass DPCPX die Isofluran-induzierte
Hemmung der spontanen Ca?*-Oszillationen in 29 - 38% der untersuchten
Neuronen teilweise revertierte, ein Hinweis, dass ein Teil der Hemmung
iiber Adenosin-A1l-Rezeptoren vermittelt wurde. Interessant war daher die
Frage, ob andere volatile Anésthetika wie Enfluran und Sevofluran eine
dhnliche Adenosin-Al-Rezeptor-vermittelte Hemmung der spontanen
Ca?-Oszillationen zeigen.

Methodik

Experimente wurden mit 8 - 10 Tage alten Kulturen von Hippokampus-
neuronen der Ratte durchgefiihrt. Die mit dem Ca**-Indikator Fluo-3 bela-
denen Zellen wurden in einer gasdichten Inkubationskammer bei 30 °C und
einer Flussgeschwindigkeit von 500 pl/min mit Andsthetika in An- oder
Abwesenheit von 100 nM DPCPX perfundiert. Die Registrierung spontaner
Ca?-Oszillationen einzelner Zellen erfolgte mit Hilfe eines konfokalen
Laser Scanning Mikroskops (Biorad MRC-1024) und der Lasersharp
Acquisition Software. Fiir die Analyse von Frequenzen und Hohe der Ca?*-
Oszillationen wurde ,,Labview 5.1 benutzt. Die statistische Auswertung
erfolgte mit Hilfe des Student's t-Test.

Ergebnisse

Die spontanen Ca?-Oszillationen in den Hippokampusneuronen wurden
durch Sevofluran dosisabhéngig gehemmt. Abbildung 1a zeigt die sehr star-
ke Unterdriickung (81.4 + 6.6%, n=17) der Ca*-Oszillationen durch
1 MAC Sevofluran und die teilweise Reversion der Oszillationsamplitude

bei etwa 30% der untersuchten Neuronen durch 100 nM DPCPX (Abb. 1b).
Eine dhnliche Reversion der Oszillationsamplitude durch DPCPX wurde
auch bei 0.25 und 0.5 MAC Sevofluran (Abb. 1b) und bei 0.25 und 0.5 MAC
Enfluran beobachtet. Die Zugabe von DPCPX zeigte bei 1 MAC Enfluran
keinen Effekt. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die Oszillationen
dosisabhéngig (10 - 30 uM) durch S-(p-nitrobenzyl)-6-thioguanosine
(NBTG), einen Hemmer der Adenosinaufnahme, unterdriickt wurden.
Andererseits fithrte die metabolische Konversion von Adenosin in Inosine
mit Hilfe von Adenosin-Deaminase (2 U/ml) zu einem starken Anstieg der
Oszillationsamplituden in einigen Préparaten.

Schlussfolgerungen

Die volatilen Anisthetika aktivieren Adenosine-Al-Rezeptoren in pri-
miren Hippokampusneuronen. Dieser Effekt wird vermutlich indirekt ver-
mittelt iiber einen Adenosinanstieg als Folge einer Beeinflussung des
Adenosin-Transportmechanismus oder der Schliisselenzyme im Adenosin-
stoffwechsel durch die volatilen Anésthetika. Interessant ist in diesem Zu-
sammenhang die Beobachtung anderer Untersucher, dass auch unter hypo-
xischen oder ischdmischen Bedingungen die exzitatorische Signaliibertra-
gung in Hippokampusneuronen iiber die Freisetzung von Adenosin und die
Aktivierung von Adenosin-Al-Rezeptoren gehemmt wird (3).
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Abbildung 1a: Unferdrliickung der spontanen Ca?-Oszillationen durch 1 MAC Sevofluran und Reversion der Hemmung durch 100 nM DPCPX.
Die Abbildung zeigt die Original-Aufzeichnungen von zwei Hippokampusneuronen.
b. Quantifikation der Oszillationshemmung in An- oder Abwesenheit von DPCPX flr 0.25; 0.5 und 1 MAC Sevofluran. (***p < 0.001, Student’s T-fest).
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Die Bedeutung von GABA ,-Rezeptoren mit einer 33-Untereinheit fiir die hemmende und
synchronisierende Wirkung von Etomidat in kortikalen Netzwerken

B. Drexler!, C. L. Roether!, R. Jurd? U. Rudolph? und B. Antkowiak!
1 Sektion Experimentelle Anaesthesiologie, Abteilung fur Anaesthesiologie und Intensivmedizin, Eberhard-Karls-Universitat Tubingen

2 |nstitut far Pharmakologie und Toxikologie, Universit&t Zurich

Fragestellung

Zahlreiche Isoformen des GABA ,-Rezeptors, die sich in ihren Unterein-
heiten unterscheiden, sind heute bekannt. Das intravendse Anésthetikum
Etomidat wirkt iiber GABA ,-Rezeptoren, die eine f2- oder f3-Unterein-
heit besitzen [1]. Bei Mausen, die eine Punktmutation in der B3-Unter-
einheit aufweisen, kann Etomidat iiber diese Untereinheit keine Effekte
mehr ausiiben [2]. Im Neokortex besitzen nur 25% aller GABA ,-Rezep-
toren eine B3-Untereinheit. Es ist ungeklart, in welcher Weise diese Rezep-
toren zur Wirkung von Etomidat in der Grofhirnrinde beitragen. Zur
Charakterisierung der Effekte von Etomidat wurden vergleichende elek-
trophysiologische Untersuchungen an neokortikalen Gewebekulturen des
Wildtyps und der B3-N(265)M Mutante durchgefiihrt. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass Etomidat (0,2 pM) in Préparaten der Mutante zu einer
signifikant geringeren Hemmung der Spontanaktivitit fiihrt (n = 9;30,9%
vs. 65,4%; p < 0,05) als in Préparaten des Wildtyps [2].

Methodik

Gewebeschnitte aus dem Neokortex junger Méuse (P2-4) der B3-N(265)M
Mutante und des Wildtyps wurden kultiviert. Das nach zwei bis drei Wochen
weitgehend ausgereifte neuronale Netzwerk zeigte spontane elektrische
Aktivitat. Mittels extrazelluldrer Ableitungen wurden die Effekte von Eto-
midat untersucht. Registriert wurde das lokale Feldpotenzial als Korrelat
synchroner synaptischer Aktivitdt. Netzwerkoszillationen wurden durch
Fourier-Analyse charakterisiert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM
dargestellt.

Ergebnisse

Priparate des Wildtyps und der Mutante zeigten unter Kontrollbedin-
gungen keine signifikanten Unterschiede. Oszillatorische Prozesse wurden
beim Wildtyp im Bereich von 3 - 8 Hz durch das Andsthetikum verstérkt,
wihrend in Praparaten der Mutante in diesem Frequenzband eine Damp-
fung eintrat.

Interpretation

Die p3-Untereinheit des GABA ,-Rezeptors vermittelt teilweise die hem-
mende und weitgehend die synchronisierende Wirkung von Etomidat auf
neokortikale Neurone. Da kiirzlich gezeigt werden konnte, dass die {32-
Untereinheit allenfalls fiir die sedierende Wirkung von Etomidat verant-
wortlich ist [3], werden die klinisch relevanten Wirkungen dieser Substanz
weitgehend tiber GABA ,-Rezeptoren mit f3-Untereinheit vermittelt.
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Unterschiede im molekularen Wirkmechanismus von Sevofluran und Propofol auf spinale

Neurone in vitro
Ch. Grasshoff und B. Antkowiak

Sektion Experimentelle Anaesthesiologie, Abteilung fur Anaesthesiologie und Intensivmedizin, Eberhard-Karls-Universitét Tubingen

Fragestellung

Ein zentraler Aspekt der Narkose ist die Unterdriickung von Schmerz-
reflexen. Sie wird durch eine Hemmung der Erregbarkeit spinaler Neurone
herbeigefiihrt [1]. Von der iiberwiegenden Zahl der klinisch verwendeten
Allgemeinandsthetika ist allerdings nicht bekannt, welche molekularen
Zielstrukturen im Bereich klinisch relevanter Dosierungen hierfiir von Be-
deutung sind. In dieser Arbeit wurden die Wirkmechanismen eines ge-
brauchlichen inhalativen Anisthetikums (Sevofluran) sowie eines intra-
venosen Anisthetikums (Propofol) an organotypischen Riickenmark-
schnitten der Ratte untersucht.

Methodik

Den thorakalen und lumbalen Segmenten des Riickenmarks embryonaler
Ratten (E13-15) wurden Gewebeschnitte entnommen und nach der von
Giéhwiler beschriebenen Methode kultiviert [2]. Ab dem 14. Tag in vitro
wurden Aktionspotenziale von Interneuronen des Vorderhorns extrazel-
luldr registriert. Zur Quantifizierung des Erregungszustandes diente die
Rate, mit der diese Neurone spontan Aktionspotenziale generieren. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte+SEM dargestellt.

Ergebnisse

Sevofluran und Propofol verminderten die Spontanaktivitit der Neurone
konzentrationsabhidngig. Die Konzentrationen halbmaximaler Wirkungen
(EC50) betrugen fiir Sevofluran 0,12 + 0,01 mM (0,34 + 0,04 MAC) und fiir
Propofol 0,11 + 0,01pM und sind somit von klinischer Relevanz. Die
Konzentrations-Wirkungskurve fiir Sevofluran zeigte im Bereich hoher
Konzentrationen (2-3 MAC) eine vollstindige Unterdriickung der Aktions-
potenzialaktivitdt. Im Gegensatz hierzu hemmte Propofol die Feuerraten
maximal um ca. 60%. Zur Charakterisierung der molekularen Wirkmecha-
nismen wurden die Wirkungen von 0,5 MAC Sevofluran bzw. 0,5 uM Propo-

fol auf spontane Feuerraten in Anwesenheit verschiedener Rezeptoranta-
gonisten getestet. Vor Applikation des jeweiligen Andsthetikums wurde ent-
weder der GABA ,-Rezeptorantagonist Bicucullin (100 uM), der Glyzin-
Rezeptorantagonist Strychnin (1 pM) oder eine Kombination beider Anta-
gonisten zum Perfusionsmedium hinzugegeben. Die Wirkung von Sevo-
fluran auf die Spontanaktivitdt war in Anwesenheit von Bicucullin um 38%
(n=13,p <0,01),in Anwesenheit von Strychnin um 45% (n =11, p < 0,001)
und in Anwesenheit beider Antagonisten um 78% (n = 11, p < 0,001) redu-
ziert. Propofol hingegen zeigte in Gegenwart von Bicucullin keinerlei hem-
mende Wirkung (n = 9, p < 0,001). Strychnin beeinflusste den Effekt von
Propofol auf spinale Neurone nicht.

Interpretation

Die untersuchten Narkosemittel unterdriicken in niedrigen, klinisch rele-
vanten Dosierungen die spontane Feuerrate spinaler Neurone. Sevofluran
und Propofol unterscheiden sich jedoch hinsichtlich des molekularen
Wirkmechanismus. Sevofluran wirkt vorwiegend tiber Glyzin- und GABA ,-
Rezeptoren und moduliert somit beide inhibitorischen Transmittersysteme
im Riickenmark. Im Gegensatz hierzu wirkt Propofol nahezu ausschlieBlich
iber GABA ,-Rezeptoren. Die Beobachtung, dass die Effekte von Propofol
fast ausschlieBlich iiber GABA ,-Rezeptoren vermittelt werden, kann die
eingeschrankte Hemmung der Netzwerkaktivitdt durch Propofol in unserer
Studie erkldren.
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Wirkung von Opioiden auf den menschlichen 5-HT,-Rezeptor

M. Wittmann, 1. Peters, J. Nadstawek, B. W. Urban und M. Barann
Klinik far An&sthesiologie und Spezielle Intensivmedizin der Universitét Bonn

Fragestellung

Der 5-HT;-Rezeptor ist der einzige ligandgesteuerte Ionenkanal unter den
Serotoninrezeptoren. Er spielt sowohl bei der Vermittlung von Nausea und
Emesis als auch bei der Modulation der Nozizeption eine wichtige Rolle [1].
Historisch wurde der 5-HT;-Rezeptor wegen seiner Affinitét fiir Morphin
als M-Rezeptor klassifiziert. Da Opioide sowohl Emesis als auch Analgesie
hervorrufen, stellt sich die Frage, ob humane 5-HT;-Rezeptoren ein phar-
makologisch relevantes Ziel fiir Opiate sein konnten.

Methode

In HEK-293 Zellen stabil transfizierte humane 5-HT;,-Rezeptoren wurden
elektrophysiologisch mittels der Patch-Clamp-Technik im ,,voltage-clamp*-
Modus bei einer Membranspannung von —60 mV in ,,whole cell patches
gemessen.

Ergebnisse

5-HT (Serotonin) verursachte einen konzentrationsabhidngigen Einwirts-
strom (ECy,-Wert = 2.04 uM). Diese durch 5-HT (3 pM) induzierten Stréme
wurden durch Fentanyl (IC50 = 0.034 uM), Hydromorphon (IC50 = 0.15
uM), Morphin (ICy, = 1.0 uM) und Piritramid (ICy, = 8.56 uM) konzentrati-
onsabhéngig und bei klinischen Konzentrationen gehemmt (Abb. 1). Die
Wirkung von Morphin war kompetitiv und somit spezifisch, denn die
Konzentrations-Wirkungskurve von 5-HT wurde durch Morphin (1 uM)
nach rechts verschoben. Neben dieser Inhibierung des Peakstromes des
5-HT;-Rezeptors und einer Verlangsamung seiner Aktivierung hatte
Morphin auch eine zusdtzliche potenzierende Wirkung, denn es ver-
langsamte deutlich die Inaktivierung des durch Serotonin-evozierten
Stromes.

Interpretation

Die Wirkkonzentrationen am 5-HT;-Rezeptor korrelieren mit der klini-
schen analgetischen Potenz [2] der Opioide (Abb. 2). In Ubereinstimmung
mit Befunden an 5-HT,-Rezeptoren der Ratte [3] belegen die Ergebnisse
einen kompetitiven Hemmeffekt von Morphin an humanen 5-HT;-Rezep-
toren. Eine reine Hemmung der Signale spréche gegen eine Beteiligung von
5-HT;-Rezeptoren an Opioid-induzierter Emesis. Dem gegeniiber zeigt sich
aber gleichzeitig eine Verlangsamung der Inaktivierung der Strome mit der
Konsequenz, dass die Ionenkanéle langer geoffnet bleiben. Dieser Effekt
kann die Vermittlung von Morphin-induzierter Emesis iiber 5-HT;-Rezep-
toren begiinstigen. Die Beobachtung, dass die Hemmpotenzen der Opioide
am 5-HT;-Rezeptor mit den entsprechenden klinischen analgetischen Wirk-
potenzen korrelieren, legt die Vermutung nahe, dass Opioideffekte auf den
menschlichen 5-HT;-Rezeptor eine Rolle bei der Schmerzmodulation spie-
len konnten. Dariiber hinaus deutet sich die Moglichkeit an, dass die anal-
getische und die emetogene Wirkung durch gezielte Synthese neuer
Opioide pharmakologisch separierbar sein konnten.
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Abbildung 1: Inhibierung des 5-HT;-Rezeptors durch vier Opioide.
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Abbildung 2: Korrelation der analgetischen Potenz der Opioide mit ihrer
Wirkung (ICsp-Werte) am 5-HT,-Rezeptor (siehe Abb. 1).
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Gewebestandige Monozyten/Makrophagen in der Enfziindung: Hyperalgesie versus

Opioid-vermittelte periphere Antinozizeption

A. Brack’, D. Labuz!, A. Schiltz!, H.L. Rittner!, M. Schéfer!, R. Reszka? und C. Stein!

! Klinik far An&sthesiologie, Charité - UniversitGtsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin und
2 AG Drug Targeting, Max-Delbrick-Zentrum fur Molekulare Medizin, Berlin-Buch

Fragestellung

In einer Entziindung werden schmerzverstirkende (i.e. pro-algetische;
z.B. Zytokine und Protonen) und schmerzhemmende (i.e. antinozizeptive)
Mediatoren von Leukozyten gebildet [1]. Die am besten charakterisierte
antinozizeptive Wirkung wird durch endogene Opioidpeptide vermittelt: im
Tiermodell einer durch Freund’s Complete Adjuvant (FCA) induzierten
Entziindung wandern Opioid-haltige Leukozyten ein, setzen nach Stress-
reizen wie z.B. Kaltwasserschwimmstress (CWS) Opioidpeptide frei und
erzeugen eine lokale Antinozizeption [2]. In dieser Studie wurde untersucht,
i) in welchen Phasen der Entziindung Monozyten/Makrophagen die grofite
Leukozytensubpopulation darstellen und ii) ob die selektive Depletion die-
ser Zellpopulation durch Clodronat-haltige Liposomen (CI2MDPLipos) in

der spiten Entziindung die Hyperalgesie oder die Antinozizeption vermin-
dert.

Methodik

Wistar-Ratten (n = 5 - 7 je Gruppe) wurde 150pl FCA intraplantar (i.pl.)
injiziert. Zellsuspensionen der entziindeten Pfote wurden mittels Durch-
flusszytometrie (FACS) mit Antikorpern gegen Leukozyten (CDA45),
Monozyten/Makrophagen (ED1), Granulozyten (RP-1), Lymphozyten
(CD3) und Opioidpeptide (3E7) im Zeitraum 2 - 96 h post FCA analysiert.
Weitere FCA-injizierte Ratten erhielten entweder CIZMDP-Lipos oder
PBS i.pl. injiziert (je 150 ul; 1 und 24 h post FCA fiir 48 h sowie 1 und 48 h
post FCA fiir 96 h Entziindungsdauer). Nach 48 bzw 96 h post FCA wurden
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i) Zellsuspensionen mittels FACS analysiert, ii) die Pfotendruckschwelle
(PPT = paw pressure threshold in [g]) und die Hitzeschwelle (PWL = paw
withdrawal latency in [sec|) bestimmt und iii) die PPT nach CWS oder i.pl.
Injektion von Fentanyl (1 pg) erneut gemessen [ %MPE = maximum possi-
ble effect].

Ergebnisse

i) In der spiten Entzindung (> 24 h post FCA) waren ED1* Zellen die
dominante Leukozytenpopulation (Abb. A, Mittelwert + SEM) und die
wesentlichen 3E7+ Zellen (71 - 77% aller CD45* Zellen bei 48 bzw. 96 h post
FCA); die Depletion mit CI2MDP-Lipos wurde sowohl bei 48 als auch bei
96 h post FCA untersucht (letztere als Grafiken B-C): ii) CI2MDP-Lipos
reduzierten die Anzahl von ED1*CD45* und 3E7+CD45* Zellen, nicht aber
von RP-1*CD45* Zellen (48 h post FCA: PBS vs. CI2MDP-Lipos: ED1: 661
+ 40 vs. 468 + 77 x10° Zellen/Pfote, 3E7: 381 + 46 vs. 247 + 29 x 10°
Zellen/Pfote beide p < 0.05, RP-1: 345 + 51 vs. 295 + 42 x 103 Zellen/Pfote,
p > 0,05, alle t-test; 96 h post FCA: Abb. B); iii) CI2MDP-Lipos verdnderten
die PWL und die PPT der entziindeten Pfote nicht (48 h post FCA: PBS vs.
CI2MDP-Lipos: PWL 5,1 £ 0,3 vs. 5,5 + 1,0 sec und PPT 33,3 + 0,9 vs. 34,8 +
1,3 g, beide p > 0,05, t-test; 96 h post FCA: Abb. C);iv) CI2MDP-Lipos fiihr-
ten zu einem reduzierten Anstieg der PPT nach CWS, nicht aber nach
Fentanylgabe (48 h post FCA: PBS vs. C2MDP-Lipos: PPT CWS: 74,9 + 4,0
vs. 61,0 £ 49 % MPE; PPT Fentanyl: 56.9 + 8.6 vs. 56,1 + 7,6 % MPE, p <
0,05 und p > 0,05; t-test; 96 h post FCA: Abb. D).

Interpretation

In der spiten Entziindung (> 24 h pst FCA) vermitteln Opioid-haltige
Monozyten/Makrophagen die periphere, Stress-induzierte Antinozizeption.
Bereits eine moderate Depletion dieser Zellpopulation durch Clodronat-
haltige Liposomen vermindert die korpereigene Schmerzhemmung, nicht
aber die inflammatorische Hyperalgesie. Dieser Effekt beruht nicht auf
einer unspezifischen Wirkung auf die Opioidrezeptoren, da die exogene
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Antinozizeption gegeniiber Fentanyl unbeeintrichtigt bleibt. Unsere Daten
legen folgende Interpretation nahe: Wihrend eine erhohte Migration von
Leukozyten die Hyperalgesie nicht verstirkt [3], konnte eine entziindungs-
hemmende Therapie initial paradoxerweise zu mehr Schmerzen fiihren.
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Sevofluran induziert mitochondrial- und caspase-vermittelt Apoptose

in humanen T-Lymphozyten in vitro

T. Loop. D. Doviakue, M. Frick, L. Egger', F. Musshoff2, H. Pahl, K. Geiger und B. Pannen

Anaesthesiologische Universitétsklinik
! Institut fur Molekulare Medizin und Zellforschung, Universitét Freiburg
2 Institut fUr Rechtsmedizin, Universitat Bonn

Fragestellung

Die Anwendung von Inhalationsanisthetika (IA) geht mit einer transienten
Lymphopenie und dem Nachweis von proapoptotischen Faktoren, wie
Fas/CD95 und seines Liganden FasL, einher [1, 2, 3]. Die molekularen
Mechanismen dieser Immunmodulation durch IA sind bisher nur unvoll-
stédndig charakterisiert. Mit dieser Untersuchung sollte die Frage beantwor-
tet werden, ob Sevofluran (SEVO) 1.in humanen T-Lymphozyten Apoptose
induziert und 2. welcher molekulare Mechanismus dafiir verantwortlich sein
konnte.

Methodik

Jurkat-T-Lymphomzellen wurden in vitro mit verschiedenen Konzentra-
tionen von SEVO (bis 8 Vol.% ) inkubiert. Die Konzentration von SEVO im
Medium wurde gaschromatographisch-massenspektrometrisch mittels

Headspace-Festphasenmikro-extraktions-Technik bestimmt. Die Analyse
der Apoptose, des mitochondrialen Membranpotentials (Ay,,) und der reak-
tiven O,-Spezies (ROS) erfolgte mittels Flowzytometrie nach Annexin V-
FITC- und DiOC,-Férbung, der Caspase-3-Aktivitdt mittels fluorogenem
Assay (Ac-DEVD-AMC Substrat) und der Procaspase-3-Degradation mit-
tels Western Blot. Die mitochondriale Cytochrom C-Freisetzung wurde
nach Zellfraktionierung mittels Western Blot und ,Enzyme Linked
Immunosorbent Assay* bestimmt. Die Ergebnisse wurden statistisch mittels
Varianzanalyse (ANOVA mit Student-Newman-Keuls-Post-Hoc-Test,
Signifikanzniveau p < 0.05) verglichen.

Ergebnisse
SEVO induzierte Apoptose in humanen T-Lymphozyten (Tab. A und
Abb. 1). SEVO reduzierte das Ay, und steigerte die Produktion von ROS
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Tabelle: Apoptose in T-Lymphozyten; Median (25 - 75% Ki);
*p < 0.05 vs. Konfrollen; # p < 0.05 vs. SEVO.

A Kontrollen SEVO
Annexin V-FITC (%) 6 (4-8) 16 (13-23)*
DIOC, /Ay, (%) 94 (93-95) 86 (81-89)*
ROS (%) 4 (3-5) 13 (10-16)*
Caspase-Aktivitét 1 3.1 (2-4.8)*
Cytochrom C (ng) 2.8 (2.7-3.1) 1.1 (0.7-1.1)*

B SEVO SEVO + z-VAD-fmk
Annexin V-FITC (%) 14 (13-15) 6 (5-6)*

(Tab. A). Die Caspase-3-Aktivitit in T-Lymphozyten war nach Exposition
mit SEVO gegeniiber unbehandelten Zellen 3-fach gesteigert (Tab. A). Die
Degradation der Procaspase-3 und die Spaltung ihres Substrats Poly-ADP-
Ribose-Polymerase (PARP) wurde dosisabhingig durch SEVO induziert
(Abb. 2). Der Pancaspase-Inhibitor z-VAD-fmk hob die SEVO-induzierte
Apoptose vollstindig auf (Tab. B). T-Lymphozyten, die in Bezug auf
Caspase-8 und die ,Fas-associated-death-domain“ (FADD) gendefizient
sind, zeigten nach SEVO-Exposition eine vergleichbare Apoptose wie
Wildtyp-T-Zellen. SEVO fiihrte zu einer signifikanten Abnahme des mito-
chondrialen Cytochrom C-Proteins in T-Lymphozyten.

Interpretation

SEVO induziert Caspase-3-abhingig und Fas/FADD-unabhingig Apoptose
in humanen T-Lymphozyten in vitro. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die SEVO-induzierte Apoptose durch die Abnahme des Ay,, und der
Cytochrom C-Freisetzung iiber die Mitochondrien der T-Lymphozyten ver-
mittelt wird.
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Bedeutung des Duffy-Antigenrezeptors fiir Chemokine (DARC) beim durch Endotoxin

induzierten akuten Nierenversagen (ANV)

K. Singbartl, S. groBe Bockhorn und H. Van Aken
Klinik und Poliklinik fir An&sthesiologie und operative Infensivmedizin

Fragestellung

Systemisch-inflammatorische Zustande zihlen zu den Hauptursachen eines
ANV bei kritisch kranken Patienten. Die Rekrutierung verschiedener
Leukozytensubpopulationen, z.B. neutrophiler Granulozyten (PMN), ist ein
zentrales Ereignis i.R. der inflammatorischen Organschiddigung. Chemo-
attraktiven Cytokinen (Chemokine) kommt hierbei eine Schliisselfunktion
fiir die Aktivierung und spitere Extravasation von Leukozyten zu [1]. Im
Vergleich zu den sog. klassischen Chemokinrezeptoren nimmt DARC eine
Sonderstellung ein. Urspriinglich als Blutgruppenantigen und erythrozytire
Bindungsstelle fiir Plasmodien beschrieben wird DARC u.a. auch endothe-
lial (selbst von serologisch Duffy negativen Individuen) exprimiert. DARC
besitzt ferner eine breite Spezifitit fiir Chemokine verschiedener Klassen
[1]. Die genaue (patho-) physiologische Bedeutung von DARC i.R. inflam-
matorischer Ereignisse ist aber noch unbekannt. Ziel der vorliegenden
Untersuchung ist es daher, die Bedeutung von DARC i.R. eines systemisch-
inflammatorischen ANV aufzuzeigen.

Methodik

Alle Experimente waren durch die zustéindige Aufsichtsbehorde genehmigt.
DARC Gen-defiziente Mduse (DARC”) sowie entsprechende Wildtyp-
Miuse (WT) erhielten zur Induktion eines systemisch-inflammatorischen
ANV 10 pg/g Korpergewicht LPS. Um die Bedeutung von PMN fiir die
Ausbildung eines ANV unter diesen Bedingungen zu verifizieren, erhielt
eine Untergruppe von WT 24 h vor LPS-Gabe zusitzlich Aanti-PMN-
Serum bzw. Kontrollserum. Nach 4 - 24 h wurden die Mduse zwecks Organ-
und Blutentnahme anésthesiert. Messungen der Kreatinin- und N-
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Abbildung 1: Einfluss von LPS auf die renale Funkfion (a+b), renale PMN-
Rekrutierung (c) und DARC mRNA-Expression (d, RT-PCR) in Wildtyp-
Mdusen (WT).
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Abstracts

Harnstoffkonzentrationen (BUN) im Plasma dienten als Indikator der
Nierenfunktion. Die Quantifizierung der globalen renalen PMN-Rekru-
tierung erfolgte mittels Myeloperoxidase- (MPO) Assay. Immunhisto-
logische Untersuchungen wurden zur Analyse der lokalen PMN-Rekrutie-
rung durchgefiihrt. Die Expression von DARC wurde mittels RT-PCR eva-
luiert. Alle Ergebnisse wurden mit denen unbehandelter Kontrolltiere ver-
glichen. Die statistische Auswertung bestand aus einfacher Varianzanalyse
sowie Student-Newman-Keuls- und t-Test (Daten als MW + SEM,n=5-7).

Ergebnisse

Abbildung 1 zeigt die Auswirkung der LPS-Gabe auf die Nierenfunktion
(a+b), renale PMN-Rekrutierung (c) sowie die renale und cerebrale DARC
mRNA-Expression in WT (d). Abbildung 2 zeigt den Vergleich zwischen
WT und DARC hinsichtlich der renalen Funktion und MPO nach LPS-
Gabe. PMN-depletierte WT zeigten 24h nach LPS-Gabe deutlich reduzier-
te Kreatininkonzentrationen (0.56 + 0.03mg/dl), die denen von DARC ver-
gleichbar waren. In immunhistologischen Untersuchungen zeigten sowohl
WT als auch DARC* eine ausgeprigte renale PMNRekrutierung, die
besonders in den cortico-medulldren Abschnitten zu beobachten war.
Wihrend WT eine erhebliche interstitielle PMN-Infiltration aufwiesen,
lieBen sich in DARC’ nur sehr wenige extravasale PMN beobachten.

Interpretation

Eine LPS-Applikation verursacht in WT innerhalb von 24 h ein ausgeprig-
tes, intrarenales ANV, das zu einem erheblichen Teil PMN-abhingig ist.
Trotz nicht nachzuweisender renaler DARC-Expression fiihrt eine
Blockade von DARC durch Gen-Defizienz zu einer erheblichen, klinisch-
relevanten Protektion bei der Ausbildung eines LPS-induzierten ANV, ohne
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Abbildung 2: Vergleich von Wild-Typ-M&usen (WT) und DARC-gendefizi-
enfen Mdusen (DARC 7 i.R. eines LPS-induzierten ANV.

allerdings die renale PMN-Rekrutierung insgesamt zu beeinflufien. Diese
Ergebnisse lassen eine bedeutende extrarenale, d.h. systemische Rolle von
DARC bei der Entstehung eines LPS-induzierten ANV vermuten, die mog-
licherweise durch eine BeeinfluBung der Extravasation von PMN vermittelt
wird.
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Ein neuer Mechanismus fir die Immunantwort von Geddchtnis-T-Zellen: Interaktion von

CXCL12 (SDF-10) und CXCR4
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Fragestellung

Erworbene Immunitdt gegen virale oder bakterielle Infektionen ist ein
essentieller Abwehrmechanismus des Korpers. Aufgrund unterschiedlicher
Expression von Adhésionsmolekiilen und Chemokinrezeptoren wurden vor
kurzem zwei Subpopulationen von langlebigen Gedichtnis-T-Zellen
beschrieben: Zentrale- und Effektor-Gedachtnis-(Memory)-T-Zellen (1).
Zentrale Memory-CD#+-T-Zellen (T,) zirkulieren durch sekundire lym-
phatische Organe (SLO) aufgrund ihrer Expression von L-Selektin
(CD62L) und Chemokinrezeptor 7 (CCR7). Bei Reinfektion mit demselben
Pathogen reagieren solche Antigen-spezifischen Gedéchtnis-Zellen in SLO
mit rascherer Proliferation. Da die Migration von T, in Lymphknoten von
plt/plt-Méausen (Spontanmutation der CCR7-Liganden CCL19/ELC/ MIP-
3b, CCL21-Ser/SLC/TCA-4/6Ckine/exodus-2) nicht vollstdndig aufgeho-
ben, sondern nur teilweise reduziert ist (2), war es das Ziel dieser Unter-
suchungen, diesen CCR7-unabhdngigen molekularen Mechanismus zu
klaren, mit dem TCM in der Lage sind, in SLO zu gelangen.

Methodik

TCM wurden durch Kultur einer Zellsuspension von Splenozyten einer
Wildtyp-Maus fiir 5 - 7 Tage nach Stimulation mit anti-CD3e (1 pg/ml) und
Interleukin-15 (20 ng/ml) generiert (2). In vitro markierte T, (tetramethyl-
rhodamine-5-isothiocyanate, TRITC: 30 mg/ml) wurden in die Schwanzvene
von rezipienten Mausen injiziert. Peripheres Blut, Milz, mesenteriale und
periphere Lymphknoten wurden nach 1h oder 24 h entnommen. Die ent-
sprechenden Zellsuspensionen der einzelnen Organe wurden mittels FACS
analysiert und der Homing-Index berechnet (2, 3). In einigen Experimenten
wurden T, vor Injektion mit Pertussis-Toxin oder anti-CXCL12 inkubiert.
Zur Quantifizierung des Rollens und der festen Adhésion von T, an post-
kapillare Venolen wurde bei anésthesierten Tieren Intravitalmikroskopie,
wie beschrieben, durchgefiihrt (Fluoreszenz-Epi-Illumination, videogetrig-
gerte Xenon-Stroboskop-Lampe) (2, 3).

Ergebnisse
Intravitalmikroskopie des inguinalen Lymphknotens von plt/plt-Méusen
ergab, dass T, in postkapilliren Venolen (High Endothelial Venules) rol-

len und fest adhérieren. Dies zeigt, dass T, aus der Blutbahn, und nicht aus
der Lymphe in die T-Zell-Areale von Lymphknoten wandern. Im Gegensatz
zu T, konnen naive T-Zellen zwar rollen, aber nicht fest adhérieren. Das
deuted daruf hin, dass naive T-Zellen komplett auf CCR7-Liganden ange-
wiesen sind. Homing-Experimente von T, ergaben, dass die Akkumulation
von T, in Lymphknoten Pertussis-Toxin sensitiv ist, was beweist, dass die
Migration von T, von Goy-verbundenen Proteinen, zu welchen Chemokin-
rezeptoren gehoren, abhingt. Desensibilisierung von T mit CXCL12
hemmte die Migration von T, in periphere Lymphknoten, nicht aber in die
Milz. Hingegen ermoglichte exogene Applikation von CXCL12 in verschie-
denen peripheren Geweben, wie etwa dem Cremaster Muskel, auch das
Wandern von T, nicht aber von naiven T-Zellen, in nicht-lymphatische
Organe.

Interpretation

Unabhingig von der Chemokin-Interaktion CCR7-CCL19/21 sind Ty,
durch Interaktion ihres Chemokin-Rezeptors CXCR4 mit dem Chemokin
CXCL12 (SDF-1a), dessen Expression bei Entziindungen hochreguliert
wird, in der Lage, in lymphatische und nicht-lymphatische Organe zu gelan-
gen. Dieser neu beschriebene Mechanismus ermoglicht TCM zur Ausiibung
protektiver Immunitdt flexibler als naive T-Zellen auf chemotaktische
Stimuli zu reagieren. Auflerdem assisstiert dieser Mechanismus T, an den
Ort einer Entziindung zu gelangen.
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“Ecstasy” hat einen peripheren Wirkmechanismus am Skelettmuskel von Patienten mit

Veranlagung zu Maligner Hyperthermie

M. Fiege, F. Wappler, R. WeiBhorn, M.U. Gerbershagen, K. Kolodzie und J. Schulte am Esch
Klinik und Poliklinik fur Andsthesiologie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Hamburg

Fragestellung

In tierexperimentellen Studien konnte bei Schweinen mit MH-Veranlagung
(MHS) durch die Gabe von 3,4-Methylendioxymethamphetamin (MDMA,
Ecstasy) eine MH-Krise ausgelost werden (1). Kontrovers ist allerdings,
ob MDMA die MH-Reaktion durch Stimulation zentraler Rezeptoren oder
iiber eine direkte Wirkung am peripheren Skelettmuskel induziert hat. In
der vorliegenden Untersuchung wurde daher die Wirkung von MDMA auf
isolierte Skelettmuskelpriparate von MHS- und MH-normalen (MHN)
Patienten tiberpriift.

Methodik

Nach Genehmigung durch die Ethikkommission wurden 19 Patienten mit
Verdacht auf Veranlagung zur MH untersucht. Bei allen Patienten wurde
eine Muskelbiopsie aus M. quadriceps femoris in triggerfreier Allgemein-
anisthesie oder in Leitungsanisthesie entnommen. Die Uberpriifung der
MH-Disposition erfolgte standardisiert mit dem In-vitro-Kontrakturtest
(IVKT) mit Halothan und Koffein nach dem Protokoll der ,,European MH
Group“ (2). Jeweils ein weiterer vitaler Muskelfaszikel wurde fiir einen
IVKT mit MDMA verwendet. Das MDMA wurde dem Muskelfaszikel
kumulativ in 10-miniitigen Abstdnden in Organbadkonzentrationen von 0,5
-1,0-2,0-4,0 - 8,0 mmol/l zugefiihrt. Die Muskelkontraktionskraft und
die Kontrakturentwicklung wurden kontinuierlich registriert. Die Daten
sind angegeben als Mediane und Variationsbreiten. Die statistische
Auswertung erfolgte mit dem U-Test nach Mann und Whitney (p < 0,05).

Ergebnisse

Neun Patienten wurden durch den IVKT mit Halothan und Koffein als
MHS, zehn Patienten als MHN diagnostiziert. MDMA induzierte dosisab-
héngig in allen MHS-Muskelpréparaten eine Kontrakturentwicklung (Abb.
1). Bei zwei MHS-Muskeln setzte bereits bei einer MDMA-Konzentration
von 0,5 mmol/l eine Kontraktur von maximal 1,1 mN ein. Bei 4,0 mmol/l
MDMA zeigten sieben MHS-Muskelpréparate eine Kontraktur von 8,4 mN
(0,0 - 12,5 mN). Die Kontraktur der MHS-Muskeln bei 8,0 mmol/l MDMA
betrug 16,0 mN (10,8 - 18,0 mN). Neun MHN-Muskelpriparate zeigten nach
Gabe von MDMA keine Verdnderung der Muskelgrundspannung, lediglich
ein MHN-Muskel entwickelte bei 8,0 mmol/l MDMA eine Kontraktur von
3,3 mN. MDMA wirkte sowohl bei den MHS- als auch bei den MHN-
Muskeln negativ inotrop. Bei den MHS-Muskeln fiel die Muskelkontrak-
tionskraft von 47,0 mN (10,2 - 50,2 mN) vor Versuchsbeginn auf 3,6 mN (1,6
-12,3 mN). Bei den MHN-Muskeln kam es zu einem Abfall von initial 37,0
mN (10,4 - 85,9 mN) auf 9,4 mN (1,0 - 56,2 mN).
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Abbildung 1: Kontrakturentwicklung von MHS- und MHN-Muskeln im IVKT
mit kumulativer Gabe von 0,5 - 8,0 mmol/I 3,4-Methylendioxymetham-
phetamin (VDMA).

*p < 0,05 MHS vs. MHN, t p < 0,05 MHS vs. 0 mmol/I MDMA.

Interpretation

In der vorliegenden Untersuchung wurde erstmals ein peripherer Wirk-
mechanismus von MDMA am isolierten Skelettmuskel nachgewiesen.
MHS-Muskeln reagierten im Vergleich zu MHN-Muskeln auf die Exposi-
tion mit MDMA mit einer deutlichen Kontrakturentwicklung. Die MDMA-
Konzentration, die in vitro eine Kontrakturentwicklung bei den MHS-
Muskeln ausloste, war allerdings um ein Vielfaches hoher als die in vivo
gemessene Plasmakonzentration wihrend der MDMA-induzierten MH
beim Schwein (3,97 + 0,49 umol/l MDMA) (1). Dieses legt den Schluss nahe,
dass MDMA eine MH-Krise vermutlich {iber einen zentralen Mechanismus,
z.B. iiber die Stimulation von Serotoninrezeptoren induziert.
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Genetische Risikofaktoren polytraumatisierter Patienten
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Fragestellung

Die vielfach sehr unterschiedliche Grofenordnung der inflammatorischen
Mediatorenfreisetzung polytraumatisierter Patienten zeigt als Ergebnis ver-
schiedener Studien eine enge Assoziation zu genetischen Variabilititen in
Kandidatengenen der inflammatorischen Reaktionskaskade [1]. Diese
genetische Variabilitdt in Form von ,,Zwei-Allel-Polymorphismen* (SNP’s)
proinflammatorischer Zytokine wie des Tumornekrosefaktors (TNF) und
von Serinproteasen wie des Plasminogenaktivator-Inhibitors 1 (PAI-1)
scheint dabei eine entscheidende Bedeutung fiir die Entwicklung einer
Sepsis und Organfunktionsstérungen nach einem Trauma zu haben [2, 3].
Ausgehend von diesen klinischen Ergebnissen stellt sich die Frage nach der
Bedeutung molekularbiologischer Genomanalysen als Moglichkeit der ver-
besserten Risikostratifizierung von polytraumatisierten Patienten speziell
unter Beriicksichtigung der Entwicklung einer Sepsis und eines Multiorgan-
dysfunktionssyndroms (MODS).

Methodik

Die von der Ethikkommission genehmigte, prospektive Studie umfasste 149
polytraumatisierte Patienten, die iiber einen Zeitraum von mindestens 14
Tagen auf unserer operativen Intensivstation untersucht wurden. Neben
einer standardisierten Medikamenten-, Infusions- und Transfusionstherapie
einschlieflich bedarfsadaptierter, kontrollierter Beatmung erfolgte eine
Antibiotikatherapie nach Antibiogramm. Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) wurden SNP’s im Tumornekrosefaktor alpha- (TNFa,
Position -308 Promoterregion, G/A Austausch), Tumornekrosefaktor beta-
(TNFB [LTA], Position 1064-1069 erstes Intron, A/G Austausch) und PAI-1-
Gen (ein zusitzlich fiinftes Guaninmolekiil an Position -675 innerhalb der
Promotorregion) mittels Sequenz spezifischer Proben (TagMan 7000) ana-
lysiert. Die TNFo. - und PAI-1-Plasmaspiegel wurden mittels Elisa-Technik
in den ersten 48 Stunden 6-stiindlich und dann 24-stiindlich erfasst. Fiir
jeden Polymorphismus wurde das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht entspre-
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Tabelle 1
Polymorphismus Genotyp Sepsis Keine Sepsis Odds-Ratio (OR) (95% Konfidenzintervall (Cl))
c/C 29 (19,5%) 71 (47,7%)
TNFou c 32 (21,5%) 8 (5.4%) 11,05 4,23 - 33,03
T 6 (4,0%) 3 (2,0%) 122,16 17,91 -1091,18
TNFB (LTA) A/A 18 (12,1%) 40 (26,8%)
AlG 37 (24,8%) 38 (25,5%) 2,21 1.22-4,16
G/G 12 (8,1%) 9 (6.1%) 4,89 1,48 - 17,34
PAI-1 5G/5G 15 (10,1%) 32 (21,5%)
4G/5G 31 (20,8%) 40 (26,8%) 1,85 1,11-3,14
4G/4G 21 (14,1%) 10 (6,7%) 3,40 1,22 - 9,88
Verstorben Uberlebt
TNFo C/C 15 (10,1%) 89 (59.7%)
Cc 20 (13,4%) 22 (14,8%) 6,53 2,63-17,1
il 5 (3,4%) 4.(2,7%) 42,61 6,93 - 292,42
TNFB (LTA) A/A (B1/B1 7 (4,7%) 54 (36,2%)
A/G (B1/B2 24 (16,1%) 48 (32,2%) 2,87 1,40 - 6,12
G/G (B2/B2) 9 (6,0%) 7 (4,7%) 8,23 1,97 - 38,62
PAI-1 5G/5G 5 (3,4%) 42 (28,2%)
4G/5G 15 (10,1%) 51 (34,2%) 2,38 1,28 - 4,59
4G/4G 20 (13,4%) 16 (10,7%) 5,67 1,64 - 21,1

chend dem von Guo und Thompson beschriebenen Verfahren bewertet [4].
Assoziationen zwischen Plasmaspiegeln (TNFo, PAI-1) und Polymorphis-
men (TNFo, TNFB, PAI-1) wurden mittels des Kruskal-Wallis- oder des
Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests untersucht. Ein Signifikanzniveau von p <
0,05 war statistisch signifikant.

Ergebnisse

Die Verteilung der Genotypen fiir TNFo, TNFB, PAI-1 der Patienten ent-
sprach der des Normalkollektivs von 52 Patienten. 67 Patienten (44,9%)
entwickelten eine Sepsis, und 40 Patienten (26,8%) verstarben (Tab. 1).

Homozygote Patienten fiir die Allele TNFB2 und PAI-1/4G hatten signifi-
kant hohere TNFo.- und PAI-1-Plasmaspiegel als heterozygote und TNFB1
und PAI-1/5G homozygote Patienten (p < 0,01). TNF/B2- und PAI-1/4G
homozygote Patienten haben gegeniiber Patienten, die TNF/B1 und PAI-
1/5G homozygot genotypisiert waren, ein 8,2 fach (LTA) und 5,7 fach (PAI-
1) erhohtes Risiko im septischen Multiorganversagen zu versterben.

Schlussfolgerung
Das gemeinsame Auftreten der Allele TNF/B2 und PAI-1/4G ist assoziiert
mit der signifikant vermehrt freigesetzten Menge an TNFo. und PAI-1. Die

Genotypisierung polytraumatisierter Patienten kann durch die Unterschei-
dung von ,High“- und ,,Low-Respondern® eine prizisere Definition von
Hochrisikopatienten gewidhren. Die Genomanalyse des TNF- und PAI-1
Genlocus kann neue therapeutische Ansatzpunkte zur Verbesserung der
Prognose und Therapie kritisch kranker Patienten er6ffnen.
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Kalziumstoffwechsel in Myotuben von Individuen mit nicht eindeutigem Testergebnis im
In-Vitro-Kontraktur-Test bei der Diagnostik der Malignen Hyperthermie
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Fragestellung

Mit dem In-Vitro-Kontraktur-Test IVKT wird die Disposition zur Malignen
Hyperthermie (MH) bestimmt [1]. Durch eine pathologische Muskelkon-
traktion nur auf eine der Testsubstanzen Halothan und Koffein kann bei
einem Teil der Patienten die MH-Disposition nicht eindeutig als MH-posi-
tiv (MHS) bzw. MH-negativ (MHN) klassifiziert werden [1]. Diese Personen
erhalten die Diagnose MHE und werden aus Sicherheitsaspekten klinisch
als MH-positiv angesehen. Die tatsdchliche Bedeutung des intermedidren
Testergebnisses ist jedoch nicht bekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit war
Untersuchung der intrazelluldren Kalziumkonzentration in Ruhe und nach
Exposition mit Aktivatoren des Ryanodinrezeptors in Myotuben von
MHE-Patienten im Vergleich zu Myotuben einer Kontrollgruppe (MHN)
und von Tragern einer MH-assoziierten Mutation im Ryanodinrezeptorgen
Typ 1 (RyR1).

Methodik

Nach der Durchfiithrung des IVKT wurden aus der Muskelbiopsie priméare
Myotuben kultiviert. Die Bestimmung der intrazelluldren Kalziumkonzen-
tration erfolgte in Ruhe bzw. nach Exposition mit 4-Chloro-m-Cresol,
Koffein und Halothan mit dem Kalziumimaging (System Fa. Till Photonics,
Grifelfing, Deutschland, Farbstoff FURA 2) [2].

Ergebnisse

Myotuben wurden von 13 MHE-Individuen, von 36 gesunden, MHN gete-
steten Kontrollpersonen und von 14 Mutationstrigern im RyR1-Gen
(MHS) untersucht. Die intrazellulire Kalziumkonzentration in Ruhe betrug
in der ersten Untersuchungsserie fiir die Myotuben der Kontrollgruppe 53.4
nM (40,7/72,3; Median mit der 25. bzw. 75. Perzentile) und fiir die MHE-
Myotuben 47,1 nM (39,3/56,7). In der zweiter Serie lag die Ruhekalzium-
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Abbildung 1: Verteilung des Medians der halomaximalen Wirkkonzentration ECy, in humanen Myotuben fur 4-Chloro-m-Cresol, Koffein und Halothan
flr MHE getestete Personen, fUr Mutationstréger im RyR1-Gen (MHS) und flr eine Kontroligruppe (MHN). Das Quadrat kennzeichnet den Median der
Kontrollgruppe und die Linie den Schwellwert fur MHN Myotuben (4CmC 150 puM, Koffein 3,0 mM, Halothan 7,56 mM). In der MHS-Gruppe wurden
jeweils die Myotuben der RyR1-Mutationstréger in den einzelnen Familien zusammengefasst.

konzentration der MHN-Myotuben bei 56,7 nM (42,4/76,8) und der MHE-
Myotuben bei 54,4 nM (42,2/67,1). Die Ruhekalziumkonzentration war nur
bei einem MHE-Patienten signifikant erh6ht (Kruskall-Wallis Anova on
Ranks), dagegen regelmiBig bei den Myotuben der RyR1-Mutastions-
triger. Eine Erniedrigung der halbmaximalen Wirkkonzentration EC50 im
Vergleich zur Kontrollgruppe ist Ausdruck einer hoheren Sensitivitéit gegen-
iiber den Ryanodinrezeptoragonisten. Dies konnte nur bei einem Teil der
Myotuben der MHE-Individuen beobachtet werden (Abb. 1).

Interpretation

Der Nachweis einer erhohten Ruhekalziumkonzentration und einer
Erniedrigung der EC50 in Myotuben als typische Befunde bei RyR1-
Mutationstriagern nur fiir einen Teil der MHE-Individuen unterstiitzt die
Annahme, dass den MHE-Resultaten im IVKT falsch-positive Testergeb-
nisse zu Grunde liegen konnen. Die hdufigere Reduktion der ECy, fiir
Halothan kann als Ausdruck der unspezifischen Effekte dieser Substanz

angesehen werden. Diese Befunde unterstreichen die Notwendigkeit, nach
Wegen zu suchen, um die Spezifitit der MH-Diagnostik zu steigern [3].
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Halothan und Succinylcholin sind keine vergleichbaren Trigger bei maligne Hyperthermie-

suszeptiblen Schweinen

F. Schuster, M. Anetseder, H. Scholl und N. Roewer
Klinik und Poliklinik fir An&sthesiologie, Universitat Wirzburg

Fragestellung

Succinylcholin gilt als Triggersubstanz der malignen Hyperthermie (MH).
Unklar ist jedoch, ob Succinylcholin alleine beim Menschen eine fulminan-
te MH-Krise auslosen kann. Unklar ist weiterhin, ob die bekannte ,, Trigger-
wirkung®“ bei MH-Schweinen iiber die motorischen Endplatten oder iiber
eine direkte Wirkung auf die Muskelfasern vermittelt wird [1, 2].

Wir nahmen an, dass die lokale intramuskuldre Succinylcholin-Applikation
bei MHS-Schweinen zu keiner hypermetabolen Reaktion fiihrt, wihrend
die systemische intravendse Applikation von Succinylcholin eine Halothan-
getriggerte MH-Krise potenziert.

Methodik

Mit Tierschutzgenehmigung wurden je 6 MHS- und MHN-Pietrain-
Schweine (28 - 35 kg) mit Thiopental, Midazolam und Fentanyl anésthesiert
und nach endotrachealer Intubation ventiliert. Die Vitalfunktionen wurden
kontinuierlich iberwacht (EKG, ABP, SpO2, etCO2, Temp.). Mikrodialyse-
sonden wurden ultraschallgesteuert im M. sartorius, im M. gracilis und eine
Kontrollsonde im M. pectineus platziert und mit Ringerlosung mit
1 ul min" perfundiert. Nach 30 Minuten Aquilibrierung wurde ein Bolus von
10 mg Succinylcholin bzw. 100 ul Halothan 5 Vol %, gelost in Sojabohnendl,
an je eine Spitze einer Mikrodialysesonde appliziert. Im Dialysat wurde
Laktat iiber 135 Minuten in 15-miniitigen Intervallen spektrometrisch
gemessen.

In einem zweiten Versuch wurde bei 12 MHS- und 11 MHN-Tieren eine
MH-Krise unter 15- miniitlich steigender Halothankonzentration (0,5; 1 und
2Vol%) und intravenéser Succinylcholingabe (4 mg kg) induziert. Kohlen-

dioxid-Partialdruck und Laktat wurden diskontinuierlich in der V. femoralis
bestimmt. Daten als Median und Quartilen. Friedman-Test und Wilcoxon-
Test fiir Unterschiede zwischen den Succinylcholin-, Halothan- und Kon-
trollmessreihen mit p < 0.05.

Ergebnisse

Die mittels Mikrodialyse gemessenen intramuskuldren Laktatwerte unter-
schieden sich nicht zwischen den Messreihen vor Medikamentengabe. Bei
MHS-Tieren fiihrte die intramuskuldre Halothan- bzw. Succinylcholin-
Injektion zu einer maximalen Laktatkonzentration von 5.3 [5.1 - 10.4] mM
bzw. 2.1 [2.0 - 2.6] mM gegeniiber der Kontrollmessung mit 2.9 [2.3 - 3.0]
mM. Bei MHN erhéhte weder Halothan (1.5 [1.4 - 2.7] mM), noch Succinyl-
cholin (1.8 [1.5 - 2.0] mM) die lokale Laktatkonzentration im Vergleich zur
Kontrollmessung (2.0 [1.8 - 2.3] mM) (Abb. 1). Die Vitalparameter unter-
schieden sich nicht.

Im zweiten Versuch fiihrte die systemische Applikation von Succinylcholin
unter 1 Vol% Halothan ausschlieBlich bei MHS-Tieren zu einem rasanten
Anstieg des femoralvendsen pCO2 von 57 [52 - 63] mmHg auf 90 [66 - 105]
mmHg nach 5 min. und auf 155 [130 - 175] mmHg nach 10 min. Die
Laktatkonzentration in der V. femoralis stieg in dieser Zeit von 2.5 [1.9 - 2.8]
mM auf 17.5 [15.1 - 19.9] mM (Abb. 2).

Interpretation

Die direkte Exposition des MH-Muskels mit Succinylcholin fiihrt im
Tierversuch, im Gegensatz zu Halothan, weder in vitro noch in vivo zu MH-
typischen Reaktionen wie Kontraktur [3] und Laktatanstieg. Damit ist eine
direkte, nicht endplattenvermittelte Triggerwirkung von Succinylcholin
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Abbildung 1: Maximale inframuskuldre Laktatwerte unter Mikrodialyse-
perfusion nach Succinylcholin- bzw. Halothan-Applikation bzw. in der
Kontrollmessreihe; n = 6 pro Messreihe;* #: p < 0,05 Halothan vs. Kontrolle
bzw. vs. Succinylcholin; Median und Quartilen.

unwahrscheinlich. Dagegen induziert Succinylcholin bei systemischer
Applikation im Tierversuch eine MH1 und potenziert den Verlauf einer
Halothan-getriggerten MH explosionsartig. Wir folgern hieraus, dass der
MH-Pathomechanismus von Succinylcholin nicht iiber einen direkten
Effekt an der Muskelzelle vermittelt wird, sondern vermutlich auf einer
anhaltenden Depolarisation und der damit verbundenen Kalziumfrei-
setzung am Ryanodin-Rezeptor beruht.

Abbildung 2: Laktatwerte bzw. pCO2 in der Vena femoralis wéhrend
einer Halothan-Succinylcholin-induzierten MH-Episode; MHS (n = 12),
MHN (n = 11); Median und Quartilen.
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