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Fragestellung

Xenonnarkose wird mit einer im Vergleich zu volatilen Anésthetika
geringeren Depression des kardiovaskuldren Systems und besse-
rer Kreislaufstabilitat in Verbindung gebracht [1, 3]. Es ist unklar,
welche sympathoadrenalen oder hormonellen Kreislaufregula-
tionsmechanismen hierbei von Bedeutung sind und welchen Stel-
lenwert sie besitzen. Diese Untersuchung vergleicht die bei einer
Xenon/Remifentanil, Isofluran/Remifentanil und Isofluran/Lach-
gas-Narkose auftretenden hamodynamischen und hormonellen
Regulationsmechanismen.

Tab. 1: Ergebnisse.

Wach Narkose
Arterieller Mitteldruck, mmHg
Isofluran/N-O 86 +2 65 +2
Isofluran/Remifentanil 95 +2 67+ 3
Xenon/Remifentanil 96 + 4 85+ 6
Herzzeitvolumen, I/min
Isofluran/N-O 22 +0.1 1.6 + 0.1
Isofluran/Remifentanil 23+0.2 1.2+ 0.1
Xenon/Remifentanil 23+0.2 0.9 +0.1
SVR, dyn-s-cm*®
Isofluran/N-O 3025 + 211 3148 + 121
Isofluran/Remifentanil 3387 + 309 4443 + 369
Xenon/Remifentanil 3282 + 281 7231 + 803
Angiotensin Il, pg/ml
Isofluran/N-O 8+1 51 +5
Isofluran/Remifentanil 6+3 114 + 22
Xenon/Remifentanil 10+3 105 £ 18
Vasopressin, pg/ml
Isofluran/N=O 0.5 0,1 21+ 15
Isofluran/Remifentanil 0.2+0,0 11+3
Xenon/Remifentanil 0.6 £ 0,1 71 £ 16

Methodik

Nach Zustimmung der Tierversuchskommission (AZ G0424/99)
wurden n=6 Beagle-Hlindinnen (K&rpergewicht: 13,4 + 1,3 (S.D.)
kg) in jeweils drei verschiedenen Protokollen (I-lll) untersucht (18
Versuche). Zwischen den in radomisierter Reihenfolge durchge-
fuhrten Protokollen lagen flr jedes Tier mindestens 14 Tage Pau-
se. Dieses Ganztiermodell ist an anderer Stelle detailliert beschrie-
ben [2]. Nach einer initialen 30-minltigen Wachphase wurde die
Narkose mit 8-10 mg/kg Propofol (Disoprivan® 1%) induziert. Die
Tiere wurden sodann oropharyngeal intubiert (Woodbridge-Tubus,
34-36 Charriere) und kontrolliert maschinell beatmet (geschlosse-
nes System, PhysioFlex™, Drager Medical, Libeck, Deutschland).
Die Narkose wurde aufrechterhalten durch fir Hunde ann&hernd
&quianasthetische Kombinationen aus:

Protokoll I: Isofluran 1,2 + 0,03 Vol% endtidal in 30% Sauerstoff
(O2) und 70% Lachgas (N-O); Protokoll II: Isofluran 0,8 + 0,01 Vol%
endtidal in 30% O: und Remifentanil 0,5pg-kg’-min™" intravends;
Protokoll 1ll: Xenon 63 + 1 Vol% endtidal in 30% O: und
Remifentanil 0,5pg-kg™-min™ intravends.

Vor Induktion und eine Stunde danach wurden der arterielle Mittel-
druck, das Herzzeitvolumen (Thermodilution) und die Herzfre-
quenz gemessen, die Hormone Angiotensin Il, Vasopressin,
Adrenalin und Noradrenalin bestimmt sowie der systemische

Wach Narkose
Adrenalin, pg/ml
Isofluran/N-O 7319 66 + 31
Isofluran/Remifentanil 124 + 62 45 + 22
Xenon/Remifentanil 159 + 58 1892 + 750
Noradrenaline, pg/ml
Isofluran/N-O 166 = 6 131 = 21
Isofluran/Remifentanil 83 + 18 62 =15
Xenon/Remifentanil 114 £19 488 + 138
VO:, ml/min
Isofluran/N-O 68 + 2 48 + 4
Isofluran/Remifentanil 68 + 5 61 +3
Xenon/Remifentanil 76 + 3 58 +3
DOz, ml/min
Isofluran/N-O 381 + 39 238 + 22
Isofluran/Remifentanil 412 + 52 196 + 18
Xenon/Remifentanil 426 + 43 179 £ 14
C@v02, ml/dl
Isofluran/N-O 3.1+0.3 2.9+ 0.3
Isofluran/Remifentanil 2.8 +0.3 52+0.2
Xenon/Remifentanil 3.4 +0.2 6.7 + 0.4

Mittelwert + SEM, n=6; Werte wurden jeweils wahrend einer 30 minitigen Wachphase und nach einer Stunde Narkose bestimmt.
p<0.05 vs. wach, p<0.05 vs. Xenon/Remifentanil mittels GLM ANOVA, post-hoc t-Test, a-Adjustierung nach Holm;
SVR - Systemischer vaskulérer Widerstand; VO: — Sauerstoffverbrauch; DO: — Sauerstoff delivery; CavwO: — arterio-gemischtvendse
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vaskuldre Widerstand und die Sauerstoffverbrauchsparameter
berechnet ( ).

Ergebnisse

Gegeniber dem arteriellen Mitteldruck (MAP) der wachen Tiere fiel
der MAP unter Isofluran/Remifentanil und Isofluran/N-O-Narkose
ab. Unter Xenon/Remifentanil-Narkose blieb der MAP konstant. Es
wurde stets eine Reduktion des Herzzeitvolumens beobachtet, die
unter Xenon/Remifentanil-Narkose am stérksten ausgepragt war.
Gleichzeitig stieg der systemische vaskuldare Widerstand unter
Xenon/Remifentanil um 120%, unter Isofluran/Remifentanil um
30% und unter Isofluran/N20 um 4%. Der hohe GefaBwiderstand
unter Xenon/Remifentanil war mit einer Erhéhung der Adrenalin-
und Noradrenalin-Plasmakonzentration vergesellschaftet, welche
unter den Isofluran-Narkosen nicht auftrat. Es bleibt jedoch unklar,
warum es unter solch hohen Katecholaminspiegeln nicht auch zu
einem im Vergleich zu den Isofluran-Narkosen stérkeren Anstieg
von Angiotensin || kommt. Der Anstieg der Plasmakonzentrationen
von Vasopressin und Angiotensin Il mag auch in den anderen Pro-
tokollen zu einer relevanten Vasokonstriktion und Erhéhung des
GefaBwiderstandes beigetragen haben.
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Fragestellung

Bei kardialen Risikopatienten wird die perioperative Gabe von
Betablockern als Prophylaxe myokardialer Ischdmien empfohlen
[1]. Eine neuere, eventuell zusatzliche Option zur perioperativen
Kardioprotektion ist die Anasthetika-induzierte Prékonditionierung
(APC). Studien, die die Interaktion von Betablockern und APC
untersuchen, liegen bisher aber nicht vor. Die Desfluran-induzierte
Prékonditionierung verringert die InfarktgroBe im Tierversuch [2]
und wird, wie aus in vitro Versuchen bekannt ist, auch tber B-Re-
zeptoren vermittelt [3]. Wir testeten daher die Hypothese, dass die
Gabe des Betablockers Metoprolol die APC mit Desfluran im in
vivo Herzinfarktmodell des Kaninchens blockiert.

Methodik

Die Tierversuchsgenehmigung der zustadndigen Landesbehdrde
lag vor. Pentobarbital anésthesierte weiBe Neuseeland Kaninchen
(n =31, 1.9 - 3.0 kg) wurden randomisiert in 4 Gruppen unter-
sucht. Die Tiere wurden zur Messung folgender hdmodynamischer
Parameter instrumentiert: Herzfrequenz (HF), arterieller Mittel-
druck (MAP) und Herzzeitvolumen (CO). Nach Thorakotomie im 4.
ICR wurde ein prominenter Ast der linken Koronararterie (LAD) mit
einer Ligatur umschlungen und eine Ischamie durch Okklusion des
LAD (CAOQ) durchgefihrt. Alle Tiere wurden einer CAO fiir 30 min
mit anschlieBender dreistiindiger Reperfusion unterzogen. Eine
Stunde vor CAO erhielt die Gruppe DES 1.0 MAC Desfluran (Des)
fur 30 Minuten und die Gruppe METO 2.5 mg/kg Metoprolol (Meto)
Uber 30 Minuten, wobei die Gabe beider Substanzen 30 Minuten
vor CAO beendet wurde. In einer weiteren Gruppe (METO/DES)
wurden Metoprolol und Desfluran kombiniert verabreicht; die
Kontrollgruppe (CON) erhielt keine Medikation. Am Ende des
Versuchsprotokolls wurden die Herzen entnommen, das

Interpretation

Dem scheinbar giinstigen Effekt eines konstanten Blutdrucks bei
einer Xenon/Remifentanil-Narkose steht in diesem Ganztiermodell
die vergleichsweise stérkste Aktivierung vasokonstriktorischer
Hormone, insbesondere von Adrenalin und Noradrenalin, und das
am stérksten reduzierte Herzzeitvolumen gegenuber. Dahingegen
sind das hochste Herzzeitvolumen und der vergleichsweise stérk-
ste Blutdruckabfall unter Isofluran/N-O-Narkose zu erwarten.
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Ischamieareal (AAR) mit Patentblau und das Infarktareal (IS) mit
Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (TTC) angefarbt und die Infarkt-
grosse (IS/AAR) gravimetrisch ermittelt. Statistik: ANOVA mit post-
hoc Duncan-Test, Mittelwert=SEM, *P<0.05.

Ergebnisse

Wéhrend Baseline unterschieden sich die h&modynamischen
Messparameter in den Untersuchungsgruppen nicht signifikant
von den Kontrolltieren. Unter der Gabe von Des in den Gruppen
DES und METO/DES fiel der MAP signifikant ab, kehrte aber vor
Beginn der CAO auf Ausgangswerte zurlick. Die HF sank nach
Applikation von Meto in den Gruppen METO und METO/DES sig-
nifikant ab. Das CO blieb Gber den Verlauf der Untersuchung sta-
bil ( ). Die AAR war in allen Gruppen gleich groB. Die
InfarktgroBe (IS/AAR) betrug in der Kontrollgruppe 59+4% (n=8).
Die Applikation von Des (34 + 2%, n=8) flhrte zu einer signifikan-
ten Reduktion der Infarktgrosse, wobei die gleichzeitige Gabe von
Meto (54 + 4%, n=8) die Desfluran-induzierte APC blockierte. Die
Gabe von Meto alleine fuhrte zu einer InfarktgréBenreduzierung
auf 38 + 6% (n=8) ( )-
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Abb. 1: HerzinfarktgréBe (IS) im Verhéltnis zur GréBe des
Ischamieareals (AAR) in Prozent. Mittelwert (IS/AAR) =

SEM, * P<0,05 zur Kontrollgruppe.



Tab. 1

HF (1/min) Baseline Applikation Memory
Kontrolle 251 £ 12 251 £ 12 251 £ 12
Desfluran 268 £ 9 246 £ 9 262 +9

Metoprolol 233+9 192 £ 5 189 +7
Meto/Des 239 +7 191+ 6 200+ 7

MAP (mmHg) Baseline Applikation Memory
Kontrolle 68 + 6 68 + 6 68 + 6
Desfluran 89 +6 53117 79+9

Metoprolol 75+ 3 65 + 2 64 + 2

Meto/Des 92+5 51+3 77+8
CO (ml/min) Baseline Applikation Memory

Kontrolle 230 + 25 230 + 25 230 + 25

Desfluran 205 + 26 175 + 29 202 + 33

Metoprolol 179 + 12 160 + 4 162 + 6

Meto/Des 219 + 21 161 + 23 216 + 28
RPP
(HF*MAP/1000) Baseline Applikation Memory
Kontrolle 172 +1.9 172 +1.9 172 +1.9
Desfluran 239+20 13.1+1.8 20.7 £ 2.5

Metoprolol 174 +1.1 125+ 0.5 121+ 0.6

Meto/Des 21.9+1.4 9.7 £0.5 15.5 + 2.0

Okklusion Reperf. 1h Reperf. 2 h Reperf. 3h
246 + 13 235+ 13 229 + 10 221 +9
249 + 13 240 + 12 223+ 8 212+ 8
196 + 8 197 + 9 189 + 9 184 + 9
208 + 6 207 =10 203 + 15 198 + 16
Okklusion Reperf. 1h Reperf. 2 h Reperf. 3h
60 + 4 55+4 52+5 51+5
73+9 77 +8 717 69 +8
61+3 59 +4 57 +3 57 +3
72+5 64 + 6 64 +5 59+5
Okklusion Reperf. 1h Reperf. 2 h Reperf. 3h
175 + 20 172 + 20 164 + 17 178 + 8
158 + 34 171 £ 11 165 + 4 155 + 4
128 + 18 130 + 17 1283 + 17 110 + 20
160 + 23 169 + 32 173 + 25 159 + 30
Okklusion Reperf. 1h Reperf. 2 h Reperf. 3h
148 +1.7 13.1+1.5 122 +1.5 11.2+1.2
18.6 + 2.8 18.5 + 2.1 157 +1.3 145+1.6
11.9 £ 0.6 115+ 0.7 10.7 £ 0.3 10.3+£0.3
15.0+1.2 133+ 1.6 131 £1.9 11.9+1.9

Systemische hamodynamische Parameter und Rate-Pressure-Product (RPP) an den verschiedenen Messzeitpunkten.
Ausgangswerte (Baseline), Applikationsphase der Medikamente (Applikation), Zwischenphase ohne Intervention (Memory),
Okklusionsphase (Okklusion) und Reperfusionsphase nach einer, zwei und drei Stunden (Reperf. 1,2,3). Mittelwert + SEM, P<0,05
zu den Ausgangswerten (Baseline), P<0,05 zur Kontrollgruppe am jeweiligen Messzeitpunkt.

Interpretation

Nach den vorliegenden Ergebnissen spielen B-Rezeptoren eine
wichtige Rolle in der Vermittlung der Desfluran-induzierten
Prakonditionierung, da bei gleichzeitiger Gabe von Des und Meto
die Desfluran-induzierte APC blockiert wird. Jeweils einzeln verab-
reicht bewirken beide Substanzen eine Kardioprotektion, wobei
bei gleichzeitiger Gabe eine Interaktion auftritt, die die erwiinsch-
ten kardioprotektiven Effekte blockiert.

Desfluran induziert ein erstes und zweites
Fenster der Prakonditionierung gegen
Myokardinfarkt

T. Smul, J. Stumpner, M. Lange, N. Roewer und F. Kehl
Klinik und Poliklinik fur Anasthesiologie, Julius-Maximilians-
Universitat Wirzburg

Fragestellung

Bei der ischdmischen Prakonditionierung (IPC) induziert ein ischa-
mischer Stimulus ein charakteristisches zeitliches Muster der Kar-
dioprotektion gegen Myokardinfarkt: einer kurz anhaltenden (Stun-
den) Phase der Kardioprotektion (1. Fenster) folgt nach einer Zeit-
phase ohne Kardioprotektion nach 24 Stunden eine Uber einige
Tage nachweisbare Phase der erhdhten Ischamietoleranz (2. Fens-
ter), wobei diese nach 96 Stunden verloren geht [1]. Volatile Anas-
thetika induzieren eine Prékonditionierung (APC) nach 0.5 Stunden
und nach 24 Stunden [2, 3], jedoch ist bisher unbekannt, ob die
APC das charakteristische Zeitmuster der IPC nachahmt. Wir tes-
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teten daher die Hypothese, dass eine 30-minutige Desfluran (1.0
MAC)-Gabe ein erstes und zweites Fenster der Prakonditionierung
induziert, wobei diese durch eine Phase ohne Ischdmietoleranz
voneinander getrennt sind.

Methodik

Die Tierversuchsgenehmigung der zustdndigen Landesbehdrde
lag vor. WeiBe Neuseeland Kaninchen (N=54) wurden randomisiert
acht Gruppen zugeteilt und unter Pentobarbitalnarkose einer 30-
min Coronararterienokklusion (CAO) und einer 3-h Reperfusion
unterzogen. Die Tiere wurden zur Messung hamodynamischer
Parameter instrumentiert: Herzfrequenz (HF), aortaler Mitteldruck
(MAP), Herzzeitvolumen (HZV) und links-ventrikularer Druck. Die
Gruppen erhielten entweder 0.0 oder 1.0 MAC Desfluran fir 30
min. Die Desfluran-Gabe wurde 0.5h, 2h, 12h, 24h, 48h, 72h und
96h vor CAO beendet. Tiere der Gruppen 0.5h und 2h erhielten
Desfluran nach Instrumentierung unter Pentobarbitalnarkose. Die
anderen Gruppen wurden nach intravendser Sedierung mit
Pentobarbital einer Maskennarkose mit Desfluran unterzogen.



Das Ischamieareal (AAR) wurde mit Patentblau und das
Infarktareal (IS) mit Triphenyltetrazoliumchlorid gefarbt und gravi-
metrisch ermittelt. Die statistische Analyse wurde mittels ANOVA
und posthoc Duncan-Test durchgefuhrt. Angegeben sind
Mittelwert + SEM, *P<0.05.

Ergebnisse

Die AAR und die hdmodynamischen Parameter wahrend Baseline
und CAO waren nicht signifikant verschieden. Die InfarktgréBe
(IS/AAR) der Gruppen 12h und 96h unterschied sich mit 71 + 3%
(N=7), bzw. 66 + 2% (N=7) nicht signifikant von der InfarktgréBe
mit 63 + 5% (N=7) bei Kontrolltieren. Desfluran reduzierte die
InfarktgroBe signifikant in den Gruppen 0.5h, 2h, 24h, 48h und 72h
auf 35 + 2% (0.5h; N=7), 35 + 4%* (2h; N=7), 31 £ 3%* (24h; N=7),
30 = 5%* (48h; N=6) und 38 + 2*% (72h; N=6).

Interpretation

Eine friihe Prakonditionierung ist im ersten Fenster mindestens 2h
nach einer kurzzeitigen Desfluran-Gabe nachweisbar. Bei 12h
nach Desfluran-Gabe ist jedoch kein kardioprotektiver Effekt mehr
messbar. Eine einmalige kurzzeitige Desfluran-Gabe induziert
auch ein zweites Fenster der Prakonditionierung bei 24h, 48h und
72h, wogegen nach 96h keine Kardioprotektion mehr nachweisbar
ist. Die Daten zeigen, dass der zeitliche Verlauf der Anasthetika-
induzierten Prakonditionierung dem charakteristischen Muster der
ischamischen Prakonditionierung folgt.

Wirkung von Insulin auf die myokardiale
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Fragestellung

Kausale therapeutische Ansatze zur Behandlung kardiotoxischer
Effekte von Lokalanasthetika fehlen bislang. In zwei kirzlich verof-
fentlichten Studien wurden in vivo positive Effekte von Insulin auf
die myokardialen Nebenwirkungen von Bupivacain nachgewiesen
[1, 2]. Insulin wirkt in vivo auch indirekt positiv-inotrop Uber eine
adrenale Katecholaminausschittung. In der Literatur wird eine
verbesserte myokardiale Fettsdureaufnahme durch Insulin disku-
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Abb. 1: InfarktgréBe (IS) in Prozent des ischamischen Areals

(AAR). Angegeben sind Mittelwert + SEM, *P<0.05.
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tiert. Studienhypothese war, dass Insulin unabhangig von der
myokardialen Depression durch L-Bupivacain eine positiv-inotro-
pe Wirkung entfaltet. Gleichzeitig untersuchten wir den Einfluss
des Insulins auf den Adeninnukleotid-Gehalt des Herzens.

Methodik

Die Versuche wurden nach Genehmigung durch die zusténdige
Tierschutzbehdrde an 35 weiblichen Wistarratten durchgefuhrt. An
druckkonstant-perfundierten, isolierten Herzen (nach LANGEN-
DORFF) wurden kontinuierlich Herzfrequenz (HF), linksventrikula-
rer Druck, Druckanstiegsgeschwindigkeit (+dP/dt), koronarer
Fluss, PR- und QRS-Zeit gemessen sowie intermittierend vendse
und arterielle Proben entnommen. Die isolierten Herzen wurden in
sieben Gruppen (jeweils finf Herzen) randomisiert. In den drei
Kontrollgruppen KTRio, KTR1s und KTR= wurden die Herzen nach
10, 15 bzw. 20 min schockgefroren. In den L-Bupivacain (L-Bupi)-
Gruppen wurde dem Perfusat nach 10 min L-Bupi (End-
konzentration 5 pg/ml) zugefiigt. 15 min (L-Bupiis) bzw. 20 min
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Abb. 1: links +dP/dt, rechts systolischer Druck.



Tab. 1: Basalwerte und prozentuale Verédnderung der Parameter in Relation zu den jeweiligen Werten bei 10 min (=100%).

Parameter Basalwerte KTRz
Herzfrequenz 307 + 33 [min-1] 9225

+dP/dt 1752 + 357 [mmHg/s] 97 + 12
systolischer Druck 80 + 16 [mmHg] 92 +8
koronarer Fluss 12,7 £ 2,1 [ml/min] 90 +4
PQ 25 + 1 [ms] 100 = 3

QRS 64 + 6 [ms] 104 + 8

signifikant vs. L-Bupiz (p<0,05);

(L-Bupizo) nach Versuchsbeginn wurden die Herzen schockgefro-
ren. Herzen der Gruppen KTRinsuinzo und L-Bupimsuinzo erhielten nach
15 min 10 IE/I Insulin und wurden nach 20 min schockgefroren.
Nach Gefriertrocknung wurde mittels HPLC-Analyse der gewichts-
korrigierte Adeninnukleotid-Gehalt bestimmt. Gruppenvergleiche
erfolgten mit ANOVA fir Messwiederholungen und BONFERRONI-
Adjustierung.

Ergebnisse

Die Applikation von L-Bupi fihrte nach 5 min zu einer signifikan-
ten Abnahme der HF, der +dP/dt, des systolischen Drucks, des
koronaren Flusses und zu einer Zunahme der PR- und QRS-Zeit
(+dP/dt und sys. Druck siehe ). Die arterielle und ventse
Sauerstoff-Partialdruck Differenz war zum Zeitpunkt 15 min zwi-
schen KTR und L-Bupi unveréndert (510 + 66 vs. 465 + 73
[mmHg]). Signifikant veranderte sich MvO:: KTR 229 + 41, L-Bupi
150 + 62 [pl/min/g]. L-Bupi und Insulingabe bewirkte sowohl in
den Kontrollen als auch in den L-Bupi Herzen eine Zunahme der
+dP/dt und des systolischen Drucks ( ). Insulin hatte in kei-

Hat Lachgas alleine oder in Kombination mit
Isofluran einen kardioprotektiven Effekt auf das
rattenherz in vivo?

N.C. Weber, O. Toma, S. Awan, B. Preckel und W. Schlack
Klinik fir Anasthesiologie, Universitétsklinikum der Heinrich-
Heine-Universitat Disseldorf

Fragestellung

Sowohl volatile Andsthetika als auch das Edelgas Xenon prékon-

ditionieren das Rattenherz in vivo [1]. Diese pharmakologische

Prékonditionierung (PC) wird durch die Protein Kinase C Isoform

epsilon (PKC-¢) vermittelt [1]. Auf das Rattengehirn scheint Xenon,

im Gegensatz zu dem inhalativen Andsthetikum Lachgas, auBer-

dem neuroprotektive Eigenschaften zu haben [2]. Kardioprotektive

Effekte von Lachgas (N:0) bzw. eine Interaktion mit den kardio-

protektiven Effekten volatiler Anasthetika sind bislang nicht

bekannt.

Wir untersuchten am Rattenherzen in vivo ob Lachgas

1. das Herz prakonditioniert

2. die Phosphorylierung und Translokation der PKC-¢ an einer
Kardioprotektion beteiligt ist und

3. ob die Isofluran-induzierte PC durch Lachgas beeinflusst wird.

Methodik

Nach Genehmigung durch die ortliche Behdérde wurde bei 36
maénnlichen Wistar-Ratten (S-Ketamin/Chloralose-Anéasthesie) zur
Messung des arteriellen Blutdrucks eine A. carotis und zur Fliissig-
keitssubstitution eine V. jugularis kantliert. Nach lateraler
Thorakotomie wurden die Tiere einer 25 min regionalen
Myokardischamie, gefolgt von zwei Stunden Reperfusion, unter-

L-Bupiz KTRinsuiinzo L-Bupiinsuiinzo
69 + 8 100 + 5 51 +£12
59+ 9 126 + 27 103 + 10
67 = 11 113 = 15 106 = 18
52 + 4 100 + 3 60 + 6
162 + 11 97 +5 161 + 21
143 +9 97 + 4 134 + 21

signifikant vs. L-Bupinsuinzo (p<0,05)

ner der Gruppen eine Wirkung auf Koronarfluss bzw. PQ- und
QRS-Zeit. Tendenziell zeigte sich im Zeitverlauf eine geringere
Abnahme des Adeninnukleotid-Gehaltes in beiden Insulin-Grup-
pen: KTR10 3384 + 739, KTR15 3027 + 1115, L-Bupi15 2874 +
601, KTR20 2855 + 526, L-Bupi20 2457 + 486, KTRInsulin20 3357
+ 749, KTRL-Bupi20 3252 + 487 (alle Werte in nmol/g Trocken-
gewicht).

Interpretation

Insulin wirkt am isolierten Herzen unabhangig von der Anwesen-
heit von L-Bupi positiv-inotrop. Indirekte fettsdureabhangige
Mechanismen kénnen wir im isolierten, fettsaurefrei perfundierten
Model ausschlieBen.
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zogen. Am Ende der Reperfusion wurden die Herzen entnommen
und nach Triphenyltetrazoliumchlorid-Férbung wurde die
InfarktgroBe bestimmt. Die Kontrolltiere (n=7) erhielten keine wei-
tere Intervention. Lachgas-Prakonditionierung (N-O-PC) wurde
durch eine 3 x 5 minutige Inhalation von 60% N:O (0.4 MAC),
gefolgt von einer 10 minitigen Auswaschphase, induziert (n=7). In
weiteren Gruppen wurde eine lIsofluran bzw. Isofluran/N20
Prékonditionierung durch 3 x 5 minltige Inhalation von 1.38%
Isofluran (1 MAC, n=7) bzw. lIsofluran/N:O (n=7) ausgelost.
Zusatzlich wurden Herzen (je n=4 pro Gruppe) mit oder ohne N:O-
PC unmittelbar vor der infarktinduzierenden Ischamie entnommen
und nach erfolgter Gewebefraktionierung (Zytosol- und
Membranfraktion) auf Phosphorylierung und Translokation der
PKC-¢ im Western blot untersucht. a-Tubulin diente als interner
Standard. Alle Daten sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittel-
wertes. Statistik: Student’s t-Test mit Bonferroni-Korrektur fir den
Mehrfachvergleich.

Ergebnisse

N20-PC hatte keinen Einfluss auf die InfarktgroBe (51.1 + 4.1% in
den Kontrollen gegeniiber 59.1 + 5.7% in Lachgas behandelten
Tieren, p=0.84, ). Isofluran alleine, ebenso wie die Kom-
bination von Isofluran und Lachgas, reduzierten signifikant die
InfarktgroBe (30.9+3.9%, bzw. 28.7+4.5% vs. Kontrollen, ).
Lachgas bewirkte keine gesteigerte Phosphorylierung der PKC-e
(average light intensity [AVI], 2.5+0.3% in Kontrollen vs. 2.3+0.3%
nach N:O, Abb. 2A). Die kombinierte Gabe von Iso/N-O jedoch
fihrte zu einem signifikanten Anstieg der PKC-e Phosphorylierung
(5.4+0.4% vs. 2.7+0.2%, p<0.001, ). Es konnte keine
Translokation der PKC-e von der Zytosol zur Membran-Fraktion
durch N:O nachgewiesen werden (6.5+1.1% vs. 6.4+1.2% in den
Kontrollen, )-
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Interpretation

Im Gegensatz zu allen anderen inhalativen Anasthetika bewirkt
Lachgas (0.4 MAC) keine Myokardprotektion im Sinne einer phar-
makologischen Prakonditionierung. Die PKC-g, ein wichtiges
Schliisselenzym der pharmakologischen Prakonditionierung, wird
durch Lachgas nicht beeinflusst. N:O beeintrachtigt die Isofluran-
induzierte Myokardprotektion und PKC-& Phosphorylierung jedoch
nicht.

Eingeschrankte Autoinhibition der
Adrenalinfreisetzung erh6ht die Mortalitat von
heterozygoten ozc-,,knockout“~-Mausen nach
chronischer Druckbelastung des Herzens

M. Brede', C. Gerstner?, N. Roewer' und L. Hein®

' Kilinik und Poliklinik fir Anasthesiologie, Julius-Maximilians-
Universitat Wirzburg

2 |nstitut fir Pharmakologie, Julius-Maximilians-Universitat
Wirzburg

% Institut fir Pharmakologie, Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg

Fragestellung

Adrenerge Rezeptoren stellen das Bindeglied zwischen dem sym-
pathischen Nervensystem und den verschiedenen Organsystemen
des Korpers dar. Katecholamine werden von den sympathischen
Nervenendigungen bzw. den Zellen des Nebennierenmarks als
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endogene Ubertragerstoffe freigesetzt. Die Freisetzung von
Noradrenalin wird vornehmlich durch oes-adrenerge Rezeptoren,
die von Adrenalin durch ozc-adrenerge Rezeptoren inhibiert [1].

Die Arbeitsgruppe von Liggett konnte zeigen, dass ein
Deletionspolymorphismus des humanen oec-adrenergen Rezep-
tors (ozc-Del) mit einem erhdhten Risiko assoziiert ist, eine chroni-
sche Herzinsuffizienz zu entwickeln [2]. Aufgrund dieser Daten
wollten wir an einem transgenen Mausmodell untersuchen, ob
eine einzelne Kopie des ozc-adrenergen Rezeptors genlgt, die
Freisetzung des Stresshormons Adrenalin aus dem Nebennieren-
mark zu inhibieren und die erhdhte Mortalitdt nach chronischer
Druckbelastung des Herzens zu verhindern.

Methodik
Der Tierversuchsantrag wurde durch die zustédndige Behdrde ge-
nehmigt. Transgene M&use mit nur einer Kopie des oec-adre-



nergen Rezeptors (ozc*-KO) wurden durch Verpaarung von
C57BIl/6J-,wildtyp“-Mausen (WT) mit homozygoten o.zc-KO-
Mausen (02c”-KO) generiert. Als Kontrollen dienten Mause glei-
chen Geschlechts und Alters (WT-sham bzw. ozc*-KO-sham). Die
Auswirkung der Gendeletion auf die Inhibition der Adrenalinfrei-
setzung wurde durch Bestimmung der 24 Stunden Urin-Kate-
cholaminausscheidung von 10-12 Wochen alten ozc*--KO-Mausen
(n=6) und WT-Kontrolltieren (n=8) mittels ,High-Performance-
Liquid-Chromatographie“ (HPLC) untersucht. Die chronische
Druckbelastung des Herzens wurde durch eine thorakale
Aortenstenose induziert. Nach Abschluss des Beobachungszeit-
raumes von 210 Tagen wurde in Narkose (13pl/g KG, 2,5% Tribro-
methanol) Uber die rechte Arteria carotis ein Miniatur-Druck-
Volumenkatheter (1.4F Millar-Katheter, Millar Instruments, USA) in
den linken Ventrikel vorgeschoben und verschiedene Parameter
gemessen (Herzfrequenz f, maximale Druckanstiegsgeschwindig-
keit dp/dtmax, maximaler Druckabfall —dp/dtmin).
Die Ergebnisse wurden mittels Student-t-test bzw. Kaplan-Meier
Uberlebenskurven auf statistische Signifikanz (*p < 0,05) getestet.

Ergebnisse

Die basale Urin-Adrenalinausscheidung von oec”-KO-M&usen war
im Vergleich zu WT-Kontrolltieren erhoht (Adrenalin: 2,66ng/g/24h
+ 0,39, n = 6 vs. 1,53ng/g/24h + 0,30, n = 8; *p < 0,05). Die
Noradrenalinausscheidung unterschied sich nicht zwischen oec* -
KO-Mausen und WT-Kontrolltieren. Die intraoperative Mortalitéat
nach thorakaler Aortenstenose unterschied sich nicht zwischen
den beiden Kollektiven (oc-KO: 40% vs. WT: 40%). Hingegen
war die postoperative Mortalitat bei o=c*-KO-Mausen im Vergleich
zu WT-Kontrolltieren signifikant erhoht (Kaplan-Meier-Uberlebens-
kurve: oec”-KO vs. WT, *p < 0,05. Am Ende des
Beobachtungszeitraumes konnte durch linksventrikuldre Herz-

Einfluss von inhaliertem und intravenés appli-
ziertem Lidocain auf die Inflammationsreaktion
der Lunge wahrend experimenteller
Endotoxindmie der Ratte

M. Flondor, Ch. Hofstetter, H. Listle, G. Kemming und

B. ZwiBler

Klinik fur Anasthesiologie, Intensivmedizin und Schmerztherapie,
Klinikum der Universitat Frankfurt

Fragestellung

Die intravendse Dauerinfusion von Lidocain war in verschiedenen
Tiermodellen der Entziindung antiinflammatorisch wirksam [1, 2].
Ziel der durchgefiihrten Untersuchung war es, die antiinflammato-
rischen Effekte von inhaliertem und intravendsem Lidocain im
Modell der Endotoxindmie in der kontrolliert beatmeten Ratte zu
untersuchen.

Tab. 1
pg/ml Sham LPS-NaCl
Nitrit 0 (0) 3,3(1,9)
TNFo BALF 21 (10) 436 (344)
TNFo Plasma 152 (168) 566 (266)
IL-13 BALF 72 (94) 217 (195)
IL-1B Plasma 106 (103)* 568 (463)

p<0.05: vs. LPS-NaCl;

katheteruntersuchung sowohl eine deutlich eingeschrénkte
Kontraktilitat (dp/dtmax: 6831 + 217,7 mmHg/s, n= 5 vs. 3834 +
358,9 mmHg/s, n= 5; *p < 0,0001) als auch eine ausgepragte
Relaxationsstoérung (dp/dtmin: -6681 + 217,19 mmHg/s, n=5 vs. -
3715 + 373,6 mmHg/s, n= 5; *p < 0,0001) bei ozc"-KO-M&usen
(0c”-KO-TAC) im Vergleich zu scheinoperierten Tieren o.c*-KO-
sham) detektiert werden.

Interpretation

Unsere Befunde zeigen, dass der Organismus mehr als eine Kopie
des prasynaptischen ozc-adrenergen Rezeptors bendtigt, um die
Freisetzung von Adrenalin aus dem Nebennierenmark zu regulie-
ren. Die Dysbalance der Adrenalinfreisetzung erhéht die Mortalitat
nach chronischer Druckbelastung des Herzens und fuhrt zu einer
eingeschrankten myokardialen Funktion bei der Maus. Dies kdnn-
te fur Patienten, die eine genetische Dysfunktion des ozc-adrener-
gen Rezeptors aufweisen, von ausserordentlicher klinischer Rele-
vanz sein. Dieser Deletionspolymorphismus des o:c-adrenergen
Rezeptors konnte bereits als negativer Prognoseparameter bei
Patienten mit chonischer Herzinsuffizienz identifiziert werden [2].
Das préoperative Screening auf das Vorliegen dieses ozc-adrener-
gen Rezeptorpolymorphismus stellt méglicherweise einen neuen
diagnostischen Ansatzpunkt dar, das peri- und postoperative Risi-
ko besser beurteilen zu kénnen.
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Methodik

Die Untersuchung wurde nach Genehmigung durch die zustandi-
ge Tierschutzkommission an 45 mannlichen Ratten (SD, 550 + 50
g) durchgefiihrt. Nach Narkoseeinleitung (Pentobarbital 50mg/kg
und Fentanyl 0,05mg/kg, ip) erfolgte eine Tracheotomie, Intubation
mit nachfolgender Beatmung, sowie die vendse und arterielle
Katheterisierung der GeféBe einer Leiste. Nach AbschluB der
Instrumentierung wurden die Tiere zuféllig einer von

5 Gruppen (je n=9) zugeordnet: Die Tiere der Verumgruppen erhiel-
ten direkt vor Induktion der experimentellen Endotoxindmie (LPS
aus E. coli 055:B5, 5mg/kg iv) und 2h nach LPS-Injektion jeweils
4,0mg/kg (Lidses0) oder 0,4mg/Kkg (Lidse1.0) Lidocain als Aerosol. Eine
weitere Gruppe erhielt jeweils 4,0mg/kg iv (Lidy). Die Tiere der
Kontrollgruppen erhielten ausschlieBlich NaCl 0.9%-Aerosol mit
(LPS-NaCl) oder ohne (Sham) nachfolgende LPS-Stimulation. Die
Beobachtungszeit war 5 Stunden nach LPS-Injektion. Statistik:
ANOVA on Ranks und Student Newman Keuls-Tests. Zur Quanti-
fizierung der pulmonalen und systemischen inflammatorischen

LidAe0.4 LidAe4.0 Lidiv
1,6 (1,1) 1,7 (0,9) 2.6 (0,6)
408 (441) 316 (191) 229 (170)
561 (211) 459 (184) 454 (119)
187 (74) 94 (165) 93 (80)
544 (239) 742 (343) 529 (223)

vs. Sham; LidAe0.4 vs. LidAe4.0; Median (IQR)



Reaktion wurde die kumulierte Nitritfreisetzung aus ex vivo kulti-
vierten Alveolarmakrophagen (AM), sowie die Konzentration von
TNFo und IL-1 in bronchoalveolérer Lavagefliussigkeit (BALF) und
Blutplasma bestimmt.

Ergebnisse

Die AM aus der Sham-Gruppe setzten kein Nitrit in meBbarer Kon-
zentration frei. Die LPS-Injektion induzierte eine vermehrte Frei-
setzung proinflammatorischer Zytokine und von Nitrit aus AM. Die
Inhalation von 0.4mg/kg Lidocain (Lidse0) bewirkte nur die Hem-
mung der Nitrit-Freisetzung gegeniber der Inhalation von NaCl
(LPS-NaCl), in Lidseso und Lid war dartiber hinaus die Freisetzung
von TNFa und IL-1B in der BALF inhibiert. Weder die Gabe von
Lidocain als Aerosol noch intravends hatte einen signifikanten
Effekt auf die Zytokinkonzentration im Blutplasma.

Interpretation
Die Ergebnisse deuten auf eine dosisabhangige, pulmonal-selekti-
ve, antiinflammatorische Wirkung von inhaliertem und intravends

Die intramuskuléare Injektion von Halothan/Soja-
bohnendl fiihrt zu einer lokalen Stoffwechsel-
steigerung auch bei Maligne-Hyperthermie-
Gesunden

F. Schuster, M. Anetseder, T. Metterlein, M. Hager, R. Miiller
und N. Roewer

Klinik und Poliklinik fir Andsthesiologie, Julius-Maximilians-
Universitat Wirzburg

Der invasive In-Vitro-Kontraktur-Test (IVCT) ist der Goldstandard in
der Diagnostik der maligne-Hyperthermie-(MH)-Veranlagung [1]. In
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Abb. 1: Ausgangs- sowie maximale intramuskulare Laktatwerte
unter Mikrodialyseperfusion nach Injektion von Koffein
80 mM bzw. Halothan 10 Vol%; n = 6 pro Gruppe;

Median und Range.

appliziertem Lidocain hin. Es bleibt unklar, warum die systemische
Gabe von Lidocain nicht zu einer Reduktion der im Plasma nach-
weisbaren Konzentration proinflammatorischer Zytokine gefiihrt
hat, obwohl dies aufgrund der Literaturdaten zu erwarten gewesen
ware [1, 2]. Méglicherweise hat die intravendse Bolusinjektion von
Lidocain im Gegensatz zur Dauerinfusion einen geringeren antiin-
flammatorischen Effekt. Zudem akkumuliert Lidocain nach iv-
Gabe pulmonal [3], was héhere Wirkspiegel im Lungengewebe zur
Folge haben kdnnte.
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einem minimal-invasiven metabolischen Test konnten wir durch
intramuskulare Triggerapplikation und lokale Laktat- und Kohlen-
dioxidmessung eine gute Differenzierung zwischen MH-positiven
(MHS) und MH-negativen (MHN) Individuen zeigen [2, 3]. Das
MeB- und Stimulationssystem wurde vereinfacht, standardisiert
und die Medikamentenapplikation auf eine direkte Bolus-Injektion
von Halothan und Koffein umgestellt. Die diagnostische
Differenzierung zwischen MHS-, MHN- und Kontroll-Probanden
sollte nun erneut Uberprtft werden.

Methodik

Mit Genehmigung der Ethikkommission wurden je 6 MHS-, MHN-
und Kontroll-Probanden untersucht. In Lokalanésthesie wurden 2
G14-Kanulen mit je einer Mikrodialysesonde (PerfusionsfluB
1 pl/min), pCO:--Messsonde und einem Zuspritzkatheter ultra-
schallgesteuert im M. vastus lat. platziert. Nach Aquilibrierung
wurde ein Bolus von 500 pl 80 mM Koffein bzw. 100 pl Halothan
10 Vol%, geldst in Sojabohnendl, tber den auf 10 mm L&nge 3-
fach perforierten G23-Katheter injiziert. Laktat im Dialysat (15-
mindtlich) und pCO: (1-mindtlich) wurden spektrometrisch
bestimmt. Hidmodynamische (EKG, Blutdruck, SpO:) und metabo-
lische Parameter (pH, BE, pCO:v) wurden intermittierend gemes-
sen. Die Daten sind angegeben als Median und Range. Die stati-
stische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis- und Mann-
Whitney-U-Test (p < 0.05).

Ergebnisse

Bei vergleichbaren Ausgangswerten erhohte Koffein 80 mM die
intramuskulare Laktatkonzentration bei MHS-Probanden auf 2.4
[2.0 - 4.5] mM signifikant stérker als bei MHN mit 1.2 [0.6 - 2.2]
mM und in der Kontrollgruppe mit 0.9 [0.7 - 1.2] mM. Unter Halo-
than 10 Vol% stieg bei MHS-Probanden die Laktatkonzentration
auf 8.0 [3.3 - 13.7] mM signifikant stérker als in der Kontrollgruppe
mit 2.7 [0.5 — 6.6] mM; auch bei MHN-Probanden kam es zu einem
Laktatanstieg (5.1 [0.5 — 11.8] mM) ( ).

Nach Koffein- bzw. Halothan-Injektion stiegen die intramuskuléren
pCO:-Werte der MHS-Probanden (26.5 [7.0 — 99.0] mmHg h™' bzw.
162.0 [94.0 - 440.0] mmHg h™') signifikant im Vergleich zu MHN-
(2.2 [-1.0 - 10.0] mmHg h™' bzw. 35.5 [2 — 145] mmHg h”) und
Kontroll-Probanden (1.1 [-35.0 — 30.0] mmHg h™' bzw. 48.5 [1.0 -
145.0] mmHg h) ( ). Himodynamische sowie metabolische
Parameter unterschieden sich nicht.



Interpretation

Bei MHS-Probanden erhéhen sowohl Koffein als auch Halothan
die lokalen intramuskuléren Laktat- und pCO:-Werte. Im Vergleich
zu friheren Untersuchungen fiihrt die direkte Triggerinjektion unter
Halothan zu einer ausgepragteren hypermetabolischen Reaktion,
und der gleichgerichtete, aber abgeschwachte Laktat- und pCO--
Anstieg bei MHN-Probanden bestétigt eine klassische Dosis-
Wirkungsbeziehung fur Halothan und Laktat bzw. pCO:. Dagegen
ist die koffein-induzierte metabolische Reaktion nach Bolus-
Stimulation tber den hier verwendeten 3-fach perforierten Kathe-
ter geringer ausgepragt [2, 3]. Weitere Modifikationen des Ver-
suchsaufbaus sind notwendig, um ein minimal-invasives Test-
verfahren zur Diagnostik der MH-Veranlagung zu etablieren.
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Fragestellung

Das intrazelluldre Proteasomsystem [1] kontrolliert nicht nur den
Abbau von Proteinen sondern greift auch in den Zellzyklus und
dessen Regulation ein. Erste Publikationen lassen vermuten, dass
das Proteasom auch extrazellular vorkommen mag [2]. Wir teste-
ten daher die These, dass das Proteasom-System im Alveolar-
raum bei Lungengesunden nachweisbar und biologisch aktiv ist.

Methodik

Nach Billigung der Ethikkommission wurde bei 8 Lungengesunden
eine bronchoalveolare Lavage (BAL) unter intravendser Anasthesie
gewonnen. BAL-Uberstand und Zellpellet wurden mittels fluoroge-
ner Peptidsubstrate [BZ-VGR-AMC (tryptische Aktivitat), Suc-
LLVY-AMC (chymotryptische Aktivitdt) sowie Suc-LLE-AMC
(Postglutamyl-Hydrolase-Aktivitét)], entsprechend den drei be-
kannten Proteasom-Einzelaktivitdten, ohne und mit spezifischem
Inhibitor (Epoxomicin) auf Proteasomaktivitdt getestet (Spektral-
photometrie). Mittels Western-Blot und 20S-Proteasom Anti-
korpern [3] wurde auf das Vorhandensein von Proteasom-Antigen
getestet. Eine Molekulargewichtsanalyse erfolgte mittels
Gelfiltration (Superose 6PG Saule; 35 x 1cm, Laufpuffer: 20 mM
Tris/HCI, 10% Glycerol, 100 mM NaCl, pH 7.5, Pumpgeschwin-
digkeit: 10 ml/h bei 4°C). Statistik: Mittelwert + ¢, box-plots, t-Test
fur verbundene Stichproben.

Ergebnisse

Bei allen Individuen und mit allen fluorogenen Peptidsubstraten
lieB sich proteasom-spezifische, durch Epoxomicin supprimierba-
re Aktivitat nachweisen ( ), wobei sich die Hauptaktivitat im
BAL-Uberstand (93.5%) und nicht im Zellpellet (6.5%) fand
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1804 ®MHN £ || p=0016
O Kontrolle E [ |
T 1601  ,=0.016
e E W permee | [y
€
E 1201 p=0.018
& 100 -
% ml
£ 80
o™~
o d
S 60
o
40 -
20 -
o -
Koffein 80 mM Halothan 10 Vol%

Abb. 2: Maximaler pCO:-Anstieg nach Injektion von Koffein 80
mM bzw. Halothan 10 Vol%; n = 6 pro Gruppe; Median
und Range.

( ). Ebenso konnten die Hauptproteinbanden des Proteasoms
im Western-Blot bei allen Probanden im BAL-Uberstand nachge-
wiesen werden. Das Molekulargewicht betrug 660 kDa, entspre-
chend dem Molekulargewicht von 20S Proteasom (600 - 700 kDa)
[1].

Um auszuschlieBen, dass es sich nicht um durch Zelluntergang
frei gewordenes intrazelluldres Proteasom handelt, wurden die
Enzymaktivitdten im BAL-Uberstand mit der LDH-Aktivitat im
Uberstand (28.3 U/l + 8.3, r2=0.124; p=0.391), der Zellzahl im
Pellet (6.3 Mio. + 1.9, r2=0.037; p=0.649) und der Zahl avitaler
Zellen (47.2% =+ 3.5, r2=0.148; p=0.52) korreliert. Es bestand kein
Zusammenhang.

Tab. 2 Einzelaktivitdten im BAL-Uberstand bei
Lungengesunden (n=8).

ohne Inhibitor mit Inhibitor P

Suc-LLVY-AMC
[pkat/mg] 28.3 + 23.6 93+137  0.011
BZ-VGR-AMC
[pkat/mg] 16.1 + 13.4 88+87 0016
Suc-LLE-AMC
[pkat/mg] 29+34 14+21 0024
93,5%
100-
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Abb. 1:  Verteilung der Suc-LLVY-AMC-Aktivitat.



Interpretation

Unsere Untersuchungen weisen erstmals im Alveolaraum
Lungengesunder sowohl proteasom-spezifische Proteolyse-
aktivitat als auch das Proteasom selbst nach, wobei es sich auf-
grund des Molekulargewichtes wohl um das 20S Proteasom han-
delt. Somit liegt im Alveolarraum Lungengesunder ein Multi-
Enzymkomplex vor, der eine ,house keeping“-Funktion haben
koénnte.

Akute Uramie: Auswirkung auf die Leukozyten-
funktion und das akute Lungenversagen

A. Zarbock, M. Schmolke, H. Van Aken und K. Singbartl
Klinik und Poliklinik fir Anasthesiologie und operative
Intensivmedizin, Universitatsklinikum Muenster

Fragestellung

Das akute Nierenversagen (ANV) ist mit ca. 24% [1] eine haufige
Komplikation bei kritisch kranken Patienten. Die haufigste Ursache
dieser Erkrankung ist die akute tubuldre Nekrose, welche durch
verschiedene Faktoren induziert werden kann (z.B. Sepsis, Trau-
ma, Ischamie, usw.). Trotz aller medizinischen und technischen
Fortschritte geht das ANV weiterhin mit einer hohen Morbiditéat
und Mortalitat (40-60%) einher [2]. Auch die technisch anspruchs-
vollen extrakorporalen Blutreinigungsverfahren fihren nicht zu
einer Verbesserung der Uberlebenswahrscheinlichkeit. Hierdurch
kommt es lediglich zu einer Verschiebung der Todesursache von
Stérungen des Flussigkeits- und Elektrolythaushaltes und Akku-
mulation von Uradmietoxinen hin zu kardiorespiratorischen Er-
krankungen und Sepsis [2]. Aus diesen Griinden ist es nicht ver-
wunderlich, dass das ANV ein unabhéangiger Risikofaktor fur eine
erhdhte Mortalitdt bei Patienten mit einem Multiorganversagen
(MQV) ist. Auf der anderen Seite konnte fiir das akute respiratori-
sche Versagen gezeigt werden, dass dies ein unabhéngiger
Risikofaktor fiir die Entstehung eines ANV ist. Wir haben ein muri-
nes “Zwei-Hit-Modell“ etabliert, um eine Organinteraktion zwi-
schen den beiden Organsystemen nachweisen zu kénnen.

Literatur

1. Ciechanover A. The ubiquitin proteolytic system and pathogenesis of
human diseases: a novel platform for mechanism-based drug targeting.
Biochem Soc Trans 2003; 31:474-81.
2. Feist E. et al. Diagnostic importance of anti-proteasome antibodies. Int
Arch Allergy Immunol 2000; 123:92-7.
3. Kopp F. et al. Subunit arrangement in the human 20S proteasome. Proc
Natl Acad Sci USA 1997; 94:2939-44.

Methodik

Nach Zustimmung der Tierschutzkommission wurde bei anésthe-
sierten Mausen (C57/Black 6-Mause) entweder eine beidseitige
Nephrektomie (NT) oder eine renale Ischamie-Reperfusion (RIR, 32
Min.) durchgefihrt. Die RIR und NT wurde durchgefihrt, um eine
Differenzierung zwischen urédmischer und urédmischer/inflammato-
rischer Komponente vorzunehmen. Nach einem zuvor festgeleg-
ten Zeitintervall (NT: 10h und RIR: 24h) wurde den Mé&usen
2ul/gKG HCL (pH: 1,5) intratracheal appliziert, um ein akutes
Lungenversagen (ALV) zu induzieren und dann wurden die M&use
fir 2h maschinell beatmet (inspiratorische Sauerstoffkonzen-
tration: 21%, Atemfrequenz: 150/min.). Um die Bedeutung von
neutrophilen Granulozyten (PMN) fiir die Ausbildung eines ALV zu
verifizieren, erhielt eine Untergruppe 24h vor HCI-Applikation anti-
PMN-Serum bzw. Kontrollserum. Um die Leukozytenfunktion
unter Urdmie zu untersuchen, wurden PMN sowohl aus gesunden
als auch uramischen Méausen mittels Dichtegradienten isoliert und
gesunden oder NT-M&usen injiziert. Des Weiteren wurden isolier-
te PMN unter verschiedenen Bedingungen mittels Annexin/Pro-
pidium-lodid-Farbung auf ihre Apoptose- bzw. Nekroserate unter-
sucht. Zur Kontrolle der Lungenfunktion wurden am Ende des
Experimentes arterielle Blutgasanalysen durchgefthrt. Mes-
sungen der Kreatinin- und N-Harnstoffkonzentrationen (BUN) im
Plasma dienten als Indikator der Nierenfunktion. Die Quanti-
fizierung der globalen pulmonalen PMN-Rekrutierung erfolgte mit-
tels Myeloperoxidase- (MPO) Assay. Alle Ergebnisse wurden mit
denen unbehandelter Kontrolltiere verglichen. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels ANOVA und anschlieBendem Student-
Newmann-Keul-Test (Daten als MW+SEM, n=5-10).
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Ergebnisse
Die Gruppe mit dem HCl-induzierten ALV zeigte im Vergleich zur
Kontrollgruppe bereits nach 2h einen signifikant reduzierten
Sauerstoffpartialdruck(p-0:) (Kontrolle: 134 + 13mmHg, ALV: 47 +
5mmHg, p<0,05). Des Weiteren wies die Gruppe mit dem HCI-
induzierten ALV, im Vergleich zur Kontrollgruppe, einen mehr als
zweifachen Anstieg der Myeloperoxidaseaktivitdt (MPO, p<0,05)
sowie ein leicht erhdhtes Nass-/Trockengewicht (ungefahr 25%
Anstieg, p<0,05) der Lunge auf. Eine Neutrophilendepletion vor
der HCI-Applikation schitzte vor dem ALV. Unter gleichem urami-
schen Status (normiert auf Harnstoff und Kreatinin) wiesen beide
Gruppen, RIR- und NT-Gruppe, eine signifikante (p<0,05) Pro-
tektion vor dem HCl-induzierten ALV auf (p.02:82 + 2mmHg und 74
+ 7mmHg vs. 47 + 5mmHg). Erste in vitro Untersuchungen deuten
darauf hin, dass das akute urédmische Plasma im Gegensatz zu
unbehandeltem (Plasma) keine vermehrte Apoptose der PMN
induziert. Mittels Rekonstitutionsuntersuchungen wurden die
Auswirkungen der Urdmie auf die PMN-Funktion untersucht.
PMNs aus gesunden oder urdmischen Spendertieren wurden, vor

Lungenprotektion bei Lipopolysaccharid (LPS)-
Toleranz: Ein TLR-2 unabhéngiger und NO-indu-
zierter Mechanismus

A. Koch', O. Boehm', P. Zacharowski', R. Berkels',

R.R. Schumann? und K. Zacharowski’

' Klinik fr Anaesthesiologie, Universitatsklinikum Dusseldorf
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Fragestellung

Subletale Dosen des Zellwandbestandteils LPS (von Gram-nega-
tiven Bakterien) flihren zu einer Zell- und Organprotektion gegen-
Uber einem zweiten LPS-Stimulus (LPS-Toleranz)[1]. Eine Protek-
tion der Lunge gegenlber den deletaren Folgen eines LPS-
Schocks nach einer LPS-Vorbehandlung ist insbesondere mecha-
nistisch noch wenig verstanden. Zudem ist diesbezliglich eine
Verunreinigung der LPS-Praparationen mit Gram-positiven Zell-
wandbestandteilen (z.B. Lipopeptide) bisher nicht ausreichend
untersucht worden [2]. Wahrend letztere den Toll-Like-Rezeptor
(TLR)-2 aktivieren, ist LPS TLR-4 spezifisch. Unsere Ergebnisse
legen einen induktiven Zusammenhang zwischen der induzierba-
ren Stickoxid (NO)-synthetase (iINOS) und der antioxidativen
Hamoxygenase (HO)-1 nach LPS-Vorbehandlung nahe. HO-1 ist
u.a. durch NO induzierbar und vermittelt lungenprotektive
Eigenschaften [3]. Wir untersuchten folgende Hypothesen: (i) Ist
das von uns verwendete LPS frei von Gram-positiven Zellwandbe-
standteilen? (ij) Fuhrt eine LPS-Vorbehandlung zu einer Lungen-
protektion wahrend eines darauffolgenden, systemischen LPS-
Schocks und geht dies mit einer vermehrten HO-1-Konzentration
in der Lunge einher? (i) Hat eine selektive iNOS-Inhibition einen
Einfluss auf die LPS-induzierte Lungenprotektion und HO-1-
Induktion?

Methodik

(i) Die Reinheit des LPS wurde mithilfe eines heterologen Expres-
sionssystems verifiziert. Hierflir wurde der TLR-2 oder TLR-4 tran-
sient in HEK293 Zellen transfiziert. Die Rezeptoraktivierung wurde
anhand der Nuclear Factor (NF)-kB-Aktivitat bestimmt (Luci-
ferase-Assay). (i) + (iij) Nach behdrdlicher Genehmigung wurden
ménnliche Wistar Ratten i.p. mit Kochsalz (NaCl; 1 ml/kg), LPS

Induktion eines ALV, den Ma&usen injiziert. PMNs aus gesunden
fuhrten im Gegensatz zu denen aus urdmischen Spendertieren zu
einer signifikanten Abnahme des p.O: (61 + 4mmHg vs. 92 +
14mmHg, p<0,05).

Interpretation

Die akute Uramie fihrt zu einer Veranderung der Leuko-
zytenfunktion. Diese Veranderung geht im Rahmen des HCI-indu-
zierten ALV mit einem protektiven Effekt einher. Eine vermehrte
PMN-Apoptose oder Veranderung der globalen Leukozytenrekru-
tierung wurde ausgeschlossen. Diese Daten lassen vermuten,
dass die inflammatorische Komponente im Rahmen der renalen
ischamie-Reperfusion nicht die pulmonale Funktion beeintrachtigt.
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(1 mg/kg) oder LPS (1 mg/kg) + 1400W (selektiver iNOS-Inhibitor;
5 mg/kg) vorbehandelt (n=6-8/Gruppe). Nach 24h erfolgte die
Induktion eines LPS-Schocks (6 mg/kg i.v.). Nach 6h (X30h nach
Vorbehandlung) wurden die Lungen entnommen und die
Myeloperoxidase (MPO)-Aktivitdt (kolorimetrisch; MaB der
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten) und die HO-1 Protein-
konzentration (Western Blot; densitometrische Auswertung) unter-
sucht. Statistik: Mittelwerte + Standardfehler; Kruskal-Wallis-Test
+ Dunns Posthoc-Test; Signifikanzniveau p<0.05.

Ergebnisse

(i) Das von uns verwendete LPS flihrte ausschlieBlich bei TLR-4
transfizierten Zellen zu einer NF-kB-Aktivierung (Daten nicht abge-
bildet). (ij) Die Induktion des LPS-Schocks fuhrte zu einer signifi-
kanten Zunahme der MPO-Aktivitat im Vergleich zur NaCl-Gruppe.
Eine LPS-Vorbehandlung verhinderte diesen Anstieg signifikant
( ). Die LPS-Vorbehandlung vor der Induktion des LPS-
Schocks fuhrte zu einer signifikanten Erhéhung der
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HO-1-Konzentration im Vergleich zur NaCl-Gruppe ( ),
wohingegen die nicht-vorbehandelte Gruppe nach 6h noch keinen
signifikanten HO-1-Konzentrationsanstieg aufwies. (i) Der supri-
mierende Effekt der LPS-Vorbehandlung auf die MPO-Aktivitat
wurde durch 1400W aufgehoben ( ). Eine HO-1 Protein de
novo Akkumulation nach LPS-Vorbehandlung wurde durch 1400W
verhindert ( )

Interpretation

(i) Das verwendete LPS hat eine TLR-4, aber keine TLR-2 aktivie-
rende Wirkung und scheint somit zur Untersuchung der LPS-
Toleranz geeignet. (i) Eine LPS-Vorbehandlung 24h vor einem
Bstiindigem LPS-Schock fuhrt zu einer Lungenprotektion, i.S.
einer verminderten MPO-Aktivitdt. Zeitgleich ist die HO-1
Proteinkonzentration in der Lunge signifikant erhoht. (i) Sowohl
die Lungenprotektion als auch die HO-1-Induktion lassen sich
durch eine selektive Blockade von iNOS verhindern. Zusammen-
fassend demonstrieren die vorliegenden Daten eine LPS-Toleranz
der Lunge auf systemisch verabreichtes und auf Reinheit Uber-
priftes LPS. An der Protektion kénnte die NO-induzierte HO-1
beteiligt sein.
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Vorbehandlung mit Dobutamin verbessert die
Leberperfusion und -funktion nach hamorrhagi-
schem Schock durch Induktion der Hamoxy-
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Fragestellung

Nach Ischéamie/Reperfusionsereignissen kommt es zu einer aus-
gepragten hepatozelluldren Induktion der Hamoxygenase(HO)-1,
die fUr die Aufrechterhaltung des Leberblutflusses nach hamor-
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rhagischem Schock von wesentlicher Bedeutung ist [1]. Der pro-
tektive Effekt ist moglicherweise auf die HO-1-vermittelte Bildung
von Kohlenmonoxid (CO) zurlickzufiihren [2]. In einer friiheren
Untersuchung konnten wir zeigen, dass eine Stimulation von b1-
Adrenozeptoren zu einer dosisabhangigen Induktion der HO-1 in
der Leber fuhrt [3]. In der vorliegenden Untersuchung sollte daher
die funktionelle Bedeutung einer mehrstiindigen Vorbehandlung
mit dem P1-Adrenozeptor-Agonisten Dobutamin untersucht wer-
den.

Methodik

Nach Genehmigung durch die zustdndige Behdrde wurde bei
ménnlichen Sprague-Dawley-Ratten durch Pentobarbital (50
mg/kg i.p.) eine Narkose eingeleitet. Es wurden die folgenden
Versuchsgruppen (n=10) gebildet: Uber einen Zeitraum von
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6 Stunden erhielt die erste Versuchsgruppe (,Dobutamin/
Schock") eine Dobutamin-Infusion (10 pg/kg/min i.v.). Die Kontroll-
gruppe (,Schock®) erhielt stattdessen Ringer-Laktat. In einer drit-
ten Gruppe (,Dobutamin/SnMP/Schock*) wurde nach Dobutamin-
Vorbehandlung der HO-Stoffwechsel mit Zinn-Mesoporphyrin-IX
(SnMP-IX, 10 pmol/kg i.v.) blockiert. Die vierte Versuchsgruppe
(,Dichlormethan/Schock®) erhielt 6 Stunden vor Induktion des
Schocks den CO-Bildner Dichlormethan (100 mg/kg p.o.) und
Ringer-Laktat. Nach Beendigung der Dobutamin- bzw. Ringer-
Laktat-Infusion wurde bei allen Tieren ein druckkontrollierter
h&morrhagischer Schock induziert, indem durch arteriellen Blut-
entzug der mittlere arterielle Blutdruck fir 90 Minuten auf 35
mmHg gesenkt wurde. AnschlieBend wurden 60% des entnom-
menen Citratblutes retransfundiert, gefolgt von einer zweistiindi-
gen Reperfusionsphase (Volumentherapie: 1. Stunde: 200%,
2. Stunde: 100% des entnommenen Blutvolumens als Ringer-
Laktat). In einer weiteren Versuchsgruppe (,Scheinoperation®)
wurde kein hdmorrhagischer Schock durchgefiihrt. Wahrend des
Versuches wurden die Kdrpertemperatur, die Herzfrequenz, der
mittlere arterielle Druck und das Herzzeitvolumen registriert. Nach
2 Stunden Reperfusion wurde die Plasmaverschwinderate von
Indozyaningriin (PDRce) zur Beurteilung der Leberfunktion gemes-
sen. Des weiteren wurden intravitalmikroskopische Unter-
suchungen zur Beurteilung der Lebermikrozirkulation durchge-
fuhrt. Aus den gemessenen Parametern wurde der sinusoidale
Widerstand berechnet. Die statistische Auswertung erfolgte mit-
tels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) bzw. Man-Whitney-U-
Test (Signifikanzniveau p < 0,05; Mittelwerte + Standardfehler).

Ergebnisse
Die Vorbehandlung mit Dobutamin fiihrte zu einer Induktion der
HO-1 in Hepatozyten. Die PDRicc [%/min] war signifikant vermin-

Verbesserung von Mikrozirkulation und Funktion
der Rattenleber nach hamorrhagischem Schock
und Reperfusion durch Hemmung der Poly-
(ADP-Ribose)-Polymerase mittels 5-Aminoiso-
quinolinon (5-AlQ)

J.P. Roesner’, D.A. Vagts', T. Iber’, B. Vollmar® und

G.F.E. N6ldge-Schomburg'
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Fragestellung

Der hamorrhagische Schock (HS) ist auch heute noch ein schwer-
wiegendes Krankheitsbild, dessen Mortalitédt bei gleichzeitigem
Auftreten von Leberdysfunktion bzw. Leberschadigung wesentlich
zunimmt. Im Rahmen von Ischamie/Reperfusion kommt es zur
Bildung freier Sauerstoffradikale und damit zur Schadigung der
DNS. Als Folge wird das in allen eukaryotischen Zellen vorliegen-
de Reparaturenzym Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) akti-
viert, wobei diese ATP-konsumierenden Reparationsprozesse zur
Energiedepletion der Zelle und somit zum Zelltod fihren kénnen
[1]. Darlber hinaus ist PARP auch an der Transkription pro-inflam-
matorischer Gene und der Expression inflammatorischer Cytokine
beteiligt, welche neben anderen Mediatoren eine Aktivierung und
Akkumulation von Entziindungszellen mit Stérung der Lebermikro-
zirkulation bedingen [2]. Daraus postulierten wir unsere Arbeits-
hypothese, dass sich die Hemmung von PARP bei HS vor Reper-

dert nach hdmorrhagischem Schock verglichen mit den scheino-
perierten Tieren. Vorbehandlung mit Dobutamin fihrte zu einem
signifikanten Anstieg der PDRice. Nach Blockade des HO-Stoff-
wechsels mittels SnMP-IX fiel die PDRICG wieder ab. Verab-
reichung des CO-Bildners Dichlormethan flihrte zu einem signifi-
kanten Anstieg der Carboxyhéamoglobin-Konzentration (3,8% =+
0,15 vs. 15,0% =+ 0,95; p<0,05) und zu einer Verbesserung der
PDRce. Hamorrhagischer Schock alleine und die Blockade des
HO-Stoffwechsels mit SnMP-IX nach Dobutamin-Vorbehandlung
fuhrten zu einer signifikanten Erhéhung des sinusoidalen GefaB-
widerstandes. Durch die Dobutamin-Vorbehandlung bzw. die exo-
gene CO-Zufuhr wurde der sinusoidale GefaBwiderstand im
Vergleich zu den ,,Schock“-Tieren wiederum signifikant vermindert
(#: p<0,05 vs. Scheinoperation; §: p<0,05 vs. Schock).

Interpretation

Die Verbesserung der Leberperfusion und -funktion nach hamor-
rhagischem Schock ist mit einer protektiven Wirkung einer
Dobutamin-Vorbehandlung vereinbar, die Uber eine Induktion der
HO-1 und eine dadurch vermehrte Bildung von CO vermittelt zu
sein scheint.
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fusion protektiv auf die Mikrozirkulation der Leber und die Leber-
funktion auswirkt.

Methodik

Nach Zustimmung der Tierschutzkommission wurde unter Pento-
barbitalanasthesie ein HS bei mannlichen Sprague-Dawley-Ratten
durch Ausbluten Uber die A. carotis bis auf einen mittleren arteriel-
len Druck (MAP) von 40 + 2 mmHg fir eine Stunde induziert [3].
Der PARP-Inhibitor 5-AlQ (3mg/kg; Schock+5-AlQ) bzw. identi-
sches Volumen an Vehikelldsung (Schock+Vehikel) wurden
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5 Minuten vor Reperfusion i.v. injiziert. Eine Kontrollgruppe
wurde operiert und anschlieBend der MAP mittels Anasthesie-
fuhrung Uber den Untersuchungszeitraum konstant bei 100 +
5 mmHg gehalten. Zu den Zeitpunkten basal, Ende der Schock-
phase sowie nach 1h bzw. 5h Reperfusion erfolgte die Analyse der
hepatischen Mikrozirkulation mittels hochauflésender Multi-
fluoreszenzmikroskopie mit Erfassung von sinusoidaler Leuko-
zytenstase, venuldrer Leukozytenadharenz, sinusoidaler Perfusion
und NADH-Autofluoreszenz als parenchymatésem Hypoxie-
marker. Der Gallefluss diente als Parameter der hepatobilidren
Exkretionsfunktion. Die Erfassung des apoptotischen Leber-
schadens erfolgte histologisch mit der TUNEL-Farbung (Anzahl
apoptotischer Hepatozyten/Gesichtsfeld). Statistik: SigmaStat
3.0, ANOVA, GruppengroBe n=5, Mittelwerte + SEM, Signifikanz:
§ p<0,05 Schock+Vehikel vs. Schock+5-AlQ

Ergebnisse

Im Vergleich zu den unbehandelten Tieren (Schock+Vehikel) war in
der Gruppe Schock+5-AlQ nach 5h Reperfusion der MAP deutlich
erhdht (86 + 2 vs. 118 + TmmHg; p<0,05). Weiterhin fuhrte die
PARP-Inhibition zur Reduktion der sinusoidalen Leukozytenstase
(62 £ 15 vs. 31 + 5mm-2; p<0,05) und venuldren Leukozyten-
adhédrenz (633 + 76 vs. 83 + 16mm-2; p<0,05; ). Dariiber
hinaus war die sinusoidale Perfusion und damit die Oxygenierung
des Gewebes signifikant verbessert (Perfusion: 79+2 vs. 90 + 1%;
NADH: 115+4 vs. 93 + 3 arb. U-nits; jeweils p<0,05), wodurch sich
der Gallefluss nahezu vollstandig erholte ( )-

Die Anzahl der apoptotischen Hepatozyten war durch PARP-Inhi-
bition vermindert (1,8 + 0,3 vs. 3,5 + 0,6 apoptotische Hepato-
zyten/Gesichtsfeld; p<0.05) und entsprach Kontrollwerten (1,9 +
0,1).

Interpretation
Unsere Untersuchungen am HS-Modell der Ratte zeigen, dass die
Inhibition von PARP mit 5-AlQ vor Reperfusion durch eine verrin-

Isofluran reduziert den hepatischen Ischamie/
Reperfusionsschaden der Ratte durch Induktion
der Hamoxygenase-1

R. Schmidt, E. Tritschler, A. Hoetzel, K.K. Geiger und
B.H.J. Pannen
Anaesthesiologische Universitétsklinik Freiburg

Fragestellung

Das Enzym Hamoxygenase (HO) katalysiert den Abbau von Ham
zu Biliverdin, Eisen und Kohlenmonoxid. Kohlenmonoxid ist fiir die
Aufrechterhaltung der Leberperfusion und -integritat, insbesonde-
re unter pathologischen Bedingungen, von entscheidender Be-
deutung [1]. In vorausgegangenen Untersuchungen konnten wir
eine Expression der induzierbaren Isoform der HO (HO-1) durch
Isofluran (ISO) in der Leber und einen positiven Einfluss auf die
hepatische Hamodynamik nachweisen [2, 3]. Das Ziel der vorlie-
genden Versuchsreihe war es, den EinfluB der ISO-induzierten
HO-1 Expression auf die hepatozellulare Integritat nach lobarer
Ischamie und Reperfusion (I/R) zu charakterisieren.

Methodik

Nach Zustimmung durch das Regierungspréasidium wurden ménn-
liche Sprague-Dawley-Ratten in eine der folgenden Gruppen (n=8)
randomisiert: Gruppe 1: Pentobarbital (PEN, 40 mg/kg/h, i.v.) +
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gerte intrahepatische Akkumulation von Leukozyten zu einer
Verbesserung der hepatischen Mikrozirkulation und Organ-
integritdt mit Restauration der hepatobilidren Exkretionsfunktion
fuhrt.
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Vehikel (NaHCO: 8.4%, 1.5 ml/kg, i.v.); Gruppe 2: ISO (2.4 MAC) +
Vehikel; Gruppe 3: PEN + Zinn-Protoporphyrin IX ((SnPP), HO-
Inhibitor, 50 pmol/kg, i.v.); Gruppe 4: 1ISO + SnPP. Die Tiere wurden
nach inhalativer Narkoseeinleitung (Isofluran) tracheotomiert, mit
Pancuronium (1 mg/kg, i.v.) relaxiert und kontrolliert beatmet.
Finfeinhalb Stunden nach Versuchsbeginn wurde eine Laparo-
tomie vorgenommen und die Anésthesie bei allen Tieren mit PEN
weitergefuhrt, um einen moglichen direkten hAmodynamischen
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Abb. 1: Hepatische HO Enzymaktivitat. *p<0.05 vs. ISO, #p<0.05

vs. PEN; ANOVA on Ranks (n=8).



Einfluss von ISO zum Zeitpunkt der Datenaufnahme auszu-
schlieBen. Dann erfolgte die Applikation von SnPP bzw. Vehikel.
Sechs Stunden nach Versuchsbeginn wurde mit Hilfe einer atrau-
matischen GefaBklemme eine lobare hepatische Ischamie indu-
ziert (60 min) und anschlieBend wurde flr weitere 60 min. reper-
fundiert. Es folgte die Entnahme von Leber- und Blutproben zur
Bestimmung des hepatischen HO-1 mRNA- und Proteingehalts,
der HO-Enzymaktivitéat, zur Messung von ALT, AST und a-GST im
Plasma, sowie zur histologischen bzw. immunhistochemischen
Aufarbeitung. Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwen-
dung der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) und des Student-
Newman-Keuls Posthoc-Tests (p<0.05). Fir nicht parametrische
Daten kam die Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks, gefolgt von
Dunn’n Test zum Einsatz (p<0.05).

Ergebnisse

Die lobare I/R flhrte im Vergleich zu scheinoperierten Tieren zur
signifikanten Zunahme der ALT und AST Aktivitdt und a-GST
Konzentration im Plasma. Durch ISO Vorbehandlung kam es
sowohl zur hepatischen HO-1 mRNA- und Proteinexpression, als
auch zur Steigerung der HO-Enzymaktivitat ( ; p<0,05). Die
Transaminasenaktivitdt (p<0.05) und o-GST Konzentration im
Plasma wurden gleichzeitig gesenkt ( ). Blockade der HO
durch Applikation von SnPP fiihrte zur nahezu kompletten Hem-
mung der HO Enzymaktivitat ( ) und zur Erhéhung von ALT
und AST auf das Niveau PEN behandelter Kontrolltiere. Die Plas-
makonzentration der leberspezifischeren o-GST stieg nach HO
Blockade Uber das Niveau der Kontrollen an ( ). Die histolo-
gische Aufarbeitung zeigte bei ISO vorbehandelten Tieren einen
Riickgang von Nekrose- und Entziindungszeichen insbesondere
im perivenularen Bereich, dem Ort der héchsten ISO induzierten
HO-1 Expression. HO-Blockade fiihrte zur Aufhebung der histolo-
gisch nachweisbaren ISO vermittelten protektiven Effekte.

Interpretation

ISO Vorbehandlung steigert den hepatischen HO-Metabolismus
und senkt dadurch den durch lobare I/R induzierten Leberscha-
den. Aus dem Nachweis einer Limitierung des hepatozelluléren I/R

Kohlenmonoxid zeigt antioxidative Eigen-
schaften in der Leber im Ischamie/Reperfusion-
induzierten friihen SIRS

C. Wunder', I. Ripke', R.W. Brock?, O. Eichelbrénner' und

N. Roewer’

" Kilinik und Poliklinik fir Anasthesiologie, Julius-Maximilians-
Universitat Wirzburg

2 Department of Pharmacology and Toxicology, University of
Arkansas of Medical Sciences, Little Rock, USA

Fragestellung

Kohlenmonoxid (CO) wird in der Leber neben Bilirubin und Fe*
durch die Hdmoxygenase (HO)-reaktion gebildet, die den Abbau
von Haem katalysiert. CO wirkt vasodilatierend auf die Sinusoide
der Leber, reduziert den programmierten Zelltod (Apoptose) und
zeigt anti-inflammatorische Wirkungen [1]. Im Rahmen einer syste-
mischen Entziindungsreaktion (SIRS-systemic inflammatory
response syndrome) kommt es zu einer vermehrten Bildung reak-
tiver Sauerstoffmetaboliten (ROS) und zu einer Zunahme des oxi-
dativen Stress’ in der Leber [2]. Ziel dieser Studie ist es, den
Einfluss von Kohlenmonoxid auf das AusmaB des oxidativen
Schadens, die Mikrozirkulation und Organfunktion der Leber im
frihen SIRS zu untersuchen.
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Abb. 2: o-GST Plasmaaktivitdt. *p<0.05 vs. ISO, #p<0.05 vs.

PEN; ANOVA (n=8).

Schadens durch gezielte Steigerung des HO-Stoffwechsels mit-
tels des klinisch etablierten Anasthestikums ISO ergibt sich poten-
tiell ein neuer Ansatz zur Leberprotektion.
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Dieses Projekt wurde durch die Deutsche Forschungsge-
meinschaft unterstitzt (Sachbeihilfe PA 533/4-1 und Heisenberg-
Stipendium PA 533/3-2 fiir B.H.J. Pannen).

Methodik

C57BL/6 Mausen wurde nach behordlicher Genehmigung in
Isoflurannarkose die A. carotis int. zur Blutdruckmessung kantliert
und 0.4ml/h NaCL 0.9% zur Aufrechterhaltung eines normotensi-
ven Blutdruckes infundiert (n=7 flr alle Gruppen). Nach 60 min.
Ischéamie beider Hinterlaufe (Tourniquet oberhalb des Trochanter
major) folgte eine 3 Std. Reperfusionsphase (I/R) der dann

350 4
[
£ 300 1 %8
& Ll
5 250
w
s
2 200 - *
s
§ 150 #
5
gmo- of [ |05 | 1s
®
1]
& ¢ R 0 O 4O
& & & F P N
< k) 4 &
K, i
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wachen Tiere. Die exogene Zufuhr von CO erfolgte entweder
Uber die Gabe von Methylenchlorid (MC; 5.8umol/kg oral) zur
Induktion der intrahepatischen CO Bildung oder Uber die Inhala-
tion von 250ppm CO in Raumluft wahrend der Reperfusionsphase.
Die HO-Aktivitdt wurde durch Chromium Mesoporphyrin (CrMP;
2,5pg/kgKG intra-peritoneal) kompetetiv. gehemmt oder durch
Haem (10mg/kgKG intra-peritoneal) induziert. Dihydrorhodamine-
123 (DHR; 1mg/100gKG i.v.) wurde zur Quantifizierung der hepati-
schen ROS Bildung verwendet. Mit der Intravitalvideomikroskopie
wurden der Durchmesser und die Blutflussgeschwindigkeit in den
Sinusoiden, sowie die DHR Fluoreszenz erfasst. Propidium lodide
(Pl) markierte Hepatozyten sowie Serumspiegel der Alaninamino-
transferase (ALT) dienten als MaB flr die Leberzellschadigung.
Reduziertes und oxidiertes Glutathion (GSG/GSSH) sowie
Malondialdehyde (MDH) wurde in den Leberproben bestimmt. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Varianzanalyse (ANOVA;
p<0.05; mean = SEM).

Ergebnisse

Nach I/R kommt es zu einem signifikanten Abfall des volumetri-
schen sinusoidalen Blutflusses (QV), wéhrend die CO und MC Be-
handlung von I/R Tieren den QV auf das Niveau von I/R+Haem
Tieren verbessert. I/R fihrt zu einer signifikant erhdhten DHR-
Fluoreszenz im Vergleich mit Sham Tieren. I/R Tiere mit CO und
MC Behandlung sowie die gleichzeitige Gabe von CO zu I/R Tieren
mit CrMP reduzierte die DHR-Fluoreszenz auf das Niveau der
Sham Gruppe ( ). MDH als Marker fur die hepatische Lipid-
peroxidation zeigte einen identischen Verlauf. Der Gesamtgehalt
an Glutathion (GSH+GSSG) verminderte sich signifikant nach I/R.
CO und MC Behandlung von I/R Tieren, sowie die gleichzeitige
Gabe von CO an I/R Tieren mit CrMP hatte einen Anstieg von
GSH+GSSG auf das Niveau der Sham Gruppe zur Folge. Oxi-
diertes Glutathion (GSSG) zeigte einen spiegelbildlichen Verlauf
wie GSH+GSSG. Die vermehrte Verfugbarkeit von CO hatte eine
signifikante Reduktion von GSSG in der Leber zur Folge ( )-
CO/MC Behandlung von I/R Tieren reduzierte das AusmaB des
Zellschadens auf das Niveau von Sham Tieren.

Spinale Mechanismen der Wirkung von Etomidat
in vitro

Ch. Grasshoff und B. Antkowiak

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

Fragestellung

Ein zentraler Aspekt der Narkose ist die Unterdrickung von
Schmerzreflexen. Sie wird durch eine Hemmung der Erregbarkeit
spinaler Neurone herbeigefiihrt. Untersuchungen am Menschen
[1] und in vitro [2] konnten zeigen, dass das intravendse Anés-
thetikum Propofol selbst bei Verabreichung hoher Konzentrationen
spinale Neurone nur unvollstandig unterdriickt. Propofol wirkt in
klinisch relevanten Konzentrationen (0,1-2,0 pM) Uberwiegend
Uber GABA(A)-Rezeptoren [2]. Hieraus ergeben sich fir das intra-
vendse Andsthetikum Etomidat zwei Fragen: (1) Gilt die fir Pro-
pofol gezeigte Begrenzung der hemmenden Wirkungen auf
Netzwerkebene ebenfalls fir Etomidat, und (2) falls ja, besteht
diese Limitierung auch auf molekularer Ebene?

Methodik
Gewebeschnitte wurden den thorakalen und lumbalen Segmenten
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Abb. 2: * p<0.03 vs. Sham; # p<.02 vs. I/R, § p<0.03 vs.
I/R+Haem.

Interpretation

Bei einer normotensiven systemischen Entziindungsreaktion
(SIRS) mit Ischamie/ Reperfusion induzierter Bildung von ROS und
Stérungen der Lebermikrozirkulation fuhrt die exogene Zufuhr von
CO zur Verminderung des oxidativen Stresses und somit zu einer
Reduktion des Oxidationsstress induzierten Zellschadens. Die nie-
drig dosierte Gabe von CO konnte somit eine therapeutische
Option zur Verminderung der Leberschadigung im frihen SIRS
darstellen.
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des Rickenmarks embryonaler 129/Svd Mause (E13-15) entnom-
men und nach der von Gahwiler beschriebenen Methode fiir min-
destens 14 Tage kultiviert [3], bevor sie fiir Experimente herange-
zogen wurden. Aktionspotentiale von Interneuronen des Vorder-
horns wurden extrazellulér registriert, sowie aktionspotentialab-
héngige (sIPSCs) und aktionspotentialunabhangige (mIPSCs)
postsynaptische Stréme von GABAergen Rezeptoren mittels
»~whole-cell patch-clamp® Technik im ,voltage-clamp“ Modus bei
einer Membranspannung von -70 mV gemessen. Die Ergebnisse
sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.

Ergebnisse

Extrazelluldare Messungen der Netzwerkaktivitdt zeigen, dass
Etomidat die Spontanaktivitat spinaler Neurone konzentrationsab-
héngig vermindert. Die Konzentration halbmaximaler Wirkung
(EC50) betragt 0,38 + 0,04 pM und ist somit von klinischer Rele-
vanz. Bei einer Konzentration von 1 pM erreicht die Konzen-
trations-Wirkungskurve bei 66% Hemmung der Spontanaktivitat
ein Plateau. Hohere Etomidatkonzentrationen (bis 5 pM) kénnen
diesen Effekt nicht steigern. Somit zeigt Etomidat eine limitierte
Kapazitat spinale Neurone zu hemmen.

Die mit einer monophasischen Exponentialfunktion quantifizierten
Abklingzeiten der mIPSCs (Kontrolle: 33,75 + 2,38 ms; n=14) und
sIPSCs (Kontrolle: 33,18 + 2,99 ms; n=22) werden durch Etomidat
gleichermaBen konzentrationsabhangig verlangert. Im klinisch



relevanten Konzentrationsbereich (~ 0,25-5,0 pM) ist die
Wirkung von Etomidat auf die Abklingzeiten weder fur die mIPSCs
(Etomidat 0,25 pM: 57,28 + 19,91 ms; 1,5 pM: 101,28 + 11,04 ms;
5 pM: 160,47 + 5,16 ms; n=4-6), noch fir die sIPSCs (Etomidat
0,25 pM: 44,23 + 5,34 ms; 1,5 uM: 92,17 + 9,79 ms; 5 pM: 160,05
+ 10,99 ms; n=5-7) begrenzt. Im Gegensatz zu der Wirkung auf
mIPSCs verringert Etomidat die Amplitude und Frequenz der
sIPSCs, was auf eine prasynaptische Hemmung GABAerger
Interneurone hinweist.

Interpretation

Die Wirkung von Etomidat auf die Spontanaktivitat spinaler Neu-
rone ist, &hnlich der Wirkung von Propofol [2], limitiert. Dies kann
nicht durch eine Begrenzung der potenzierenden Wirkungen am
GABA(A) Rezeptor erklart werden, da die konzentrationsabhangi-
ge Verlangerung der Abklingzeiten durch Etomidat keiner Be-
grenzung im gemessenen Bereich unterliegt. Vielmehr zeigt die
Verminderung der Amplitude und Frequenz der sIPSCs, dass

Identifikation geeigneter EEG-Parameter fiir das
Narkose-Monitoring durch simultane Analyse
von klinischen Endpunkten und Signal-Rausch-
Verhaltnis

Ch. Jeleazcov, F. Bremer und H. Schwilden
Klinik fir Anasthesiologie, Friedrich-Alexander-Universitét
Erlangen-Nurnberg

Fragestellung

Die Gute von quantitativen Elektroencephalogramm (EEG)-Ab-
leitungen als Surrogatparameter der Narkosetiefe wird anhand von
AssoziationsmaBen, wie die Voraussagewahrscheinlichkeit Pk zu
klinisch definierten Endpunkten reprasentiert [1]. Haufig werden
nur wenige klinische Endpunkte herangezogen, wie z.B. Verlust
und Wiedererlangung des Bewusstseins [2]. Ein hohes Asso-
ziationsmaB alleine ist jedoch nicht ausreichend, sondern die
Assoziation zu klinischen Endpunkten muss zeitnah erfolgen. Dies
erfordert eine geringe Hysterese, was wiederum ein hohes Signal-
Rausch-Verhaltnis (SRV) impliziert. Diese Studie bestimmt bei
Probanden wahrend Propofol-Applikation anhand von 9 klinischen
Endpunkten unter 26 gangigen EEG-Parametern diejenigen mit
dem héchsten SRV und Pk.

Methodik

Nach zustimmendem Votum der Ethik-Kommision wurden 54
Stunden EEG-Aufzeichnungen wahrend 2 konsekutiven Propofol-
Applikationen bei 9 nicht prdmedizierten Probanden untersucht.
Die Propofol-Infusion erfolgte mit einer linear ansteigenden Ziel-
konzentration von 0.2 pg-ml™-min" bis zum Auftreten von Burst
Suppression (BS) > 3 Sekunden gefolgt von 30 Minuten closed-
loop Steuerung. Die Narkosetiefe wurde anhand von 9 klinischen
Endpunkten zu 17 verschiedenen Zeitpunkten abgebildet. Dieser
Reihenfolge von Endpunkten der Narkosetiefe wurde eine Rang-
skala auferlegt:

Etomidat die Aktivitat GABAerger Interneurone und damit die pra-
synaptische Freisetzung von GABA im Rickenmark unterdriickt.
Diese prasynaptische Disinhibition wirkt bei steigender Etomidat-
konzentration der Verlangerung der Abklingzeiten GABA(A) Re-
zeptor vermittelter Stréme entgegen. Hieraus folgern wir, dass die
limitierte Kapazitdt von Etomidat spinale Netzwerkaktivitdt zu
hemmen auf eine Unterdriickung GABAerger Interneurone zurtick-
zuflihren ist.
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Folgende EEG-Parameter wurden im Zeitbereich analysiert:
Schiefe (schiefe), Wélbung (wdlbung), Symbolische Entropie
(symbEn), sogenannte Approximate Entropie (ApEn). Aus dem
Leistungsspektrum zw. 0.5-32.0 Hz das 25- (Q25), 50- (Q50), 75-
(Q75), 90- (Q90) und 95- Quantil (Q95) und die Spektrale Entropie
(spekEn) sowie die absolute (abs-) und relative (rel-) Leistung zw.
0.5-2 Hz (-05_2), 2-5 Hz (-2_5), 5-8 Hz (-5_8), 8-13 Hz (-8_13), 13-
20 Hz (-13_20), 20-26 Hz (-20_26) und 26-32 Hz (-26_32). Zw. 0.5-
32 Hz das Volumen unter der von Bispektrum und Bikoharenz auf-
gespannten Oberflache (bisp bzw. bic).

Fur die Berechnung des Pk-Werts wurde der Median-Wert des je-
weiligen EEG-Parameters aus dem Zeitintervall um den klinischen
Endpunkt herangezogen. In dieser Untersuchung wurden die
Nutzsignal- und Rauschwerte mit Hilfe des von Tukey entwickel-
ten Glattungs-Algorithmus [3] geschatzt. Das SRV wurde als Ver-
héltnis von Varianz der Nutzsignal-Werte zur Varianz der Rausch-
Werte berechnet. Als Kriterium fir die Eignung eines EEG-
Parameters zur Messung der Narkosetiefe wurden die oberen
20% der Parameter in der Pk- und SRV-Verteilung gewahlt.

Ergebnisse

Die stellt die SRV- und Pk-Werte der untersuchten EEG-
Parameter dar. Die relative Leistung 20-26 Hz, die sogenannte
Approximate Entropie und das 95. Quantil des Leistungs-
spektrums zeigen einen Pk > 0.72 und einen SRV > 4.0 (fett
gedruckt).

Interpretation

Die simultane Analyse von Pk und SRV identifiziert eindeutig die
hdéheren spektralen Anteile des Leistungsspektrums als die EEG-
Parameter, die eine robuste Unterscheidung der abgeleiteten Stu-
fen der Narkosetiefe leisten. Erstaunlicherweise haben neuere
EEG-Parameter, wie die Entropie-MaBe nicht wesentlich zu einer
Erhéhung des SRV oder Pk beigetragen. Die EEG-Parameter des
Bispektrums schneiden bei dieser Untersuchung schlecht ab und
eignen sich nicht fur das Narkose-Monitoring.

Tab. 1
Wach 1. oder 2. Prop.-Inf.
Vor Orientierung Ansprechbar Nicht Verlust Keine Reaktion  Verlust  Auftreten BS>=
Einleitung nach Inf. nach Inf. ansprechebar Lidrandreflex  auf SSPL  Kornealreflex = BS 3 Sek.
1. Prop.-Inf. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2. Prop.-Inf. 10 11 12 13 14 15 16 17



Tab. 2

Parameter SRV Pk Parameter SR Pk

m95 516 0.74 abs5_8 1.62 0.59
symbent 466 0..68 rel8_13 153 0.58
ael 451 0.73 specent 1.49 0.69
m90 4.06 0.71 abs05_2 1.21  0.69
rel20_26 4.05 0.74 m25 1.20 0.72
rel26_32 2.82 0.73 rel05_2 0.97 0.65
rel13_20 2.62 0.68 abs26_32 0.90 0.39
abs8_13 219 0.41 rel5_8 0.60 0.59
abs20_26 219 0.38 rel2_5 0.41 042
abs13_20 2.07 044 kurt 0.28 0.31
m75 1.96 0.69 skew 0.17 0.50
m50 191  0.71 bispec 0.08 0.57
abs2_5 1.72  0.61 bic 0.01 0.62
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Fragestellung

Die Korrelation zwischen prozessiertem EEG und der Sevofluran-
Effekt-Kompartiment-Konzentration kann bis zu einer Konzen-
tration von 1 MAC gut als sigmoidale Ema-Funktion dargestellt
werden [1]. In einer aktuellen Untersuchung wurde bei Isofluran-
Anasthesien ein pharmakodynamisches Plateau bei einer Effekt-
Kompartiment-Konzentrationen von 1 MAC beschrieben [2]. In der
vorliegenden Untersuchung bei Sevofluran-Anasthesien mit endti-
dalen Konzentrationen bis 2 MAC wurde das klassische Emax-Mo-
dell mit einem von uns neu entwickelten pharmakokinetisch/phar-
makodynamischen (PK/PD) Modell verglichen. Die Parametri-
sierung des EEG erfolgte durch den BIS- (Aspect, USA, Version
XP) und den Narcotrend-Monitor (MonitorTechnik, Bad Bramstedt,
Version 4.0).

Methodik

Nach Zustimmung der Ethikkommission wurden 26 Manner unter-
sucht, die sich einer radikalen Prostataresektion unterziehen mus-
sten. Um den EEG-Effekt ohne Interaktion mit einem Opioid unter-
suchen zu kénnen, wurde bei allen Patienten ein Periduralkatheter
gelegt und dieser intraoperativ mit 15 ml Bupivacain 0,5% be-
schickt. Die Andsthesie wurde mit 0,5 pg/kg/min Remifentanil und
2 mg/kg Propofol eingeleitet, die Remifentanil-Zufuhr wurde un-
mittelbar nach der Intubation beendet. 45 min nach der Einleitung
wurde die endtidale Sevofluran-Konzentration zweimal zwischen
0,5 und 2 MAC variiert. BIS-, Narcotrend-Werte und endtidale
Sevofluran-Konzentrationen wurden automatisch aufgezeichnet.

Statistik

Die Datenanalyse umfasste die Datenpaare von Beginn der ersten
Konzentrationssteigerung bis zur Extubation. Die Sevofluran-
Effekt-Kompartiment-Konzentration wurde mit Hilfe des keo-Wertes
berechnet:
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Cor _(c

dt end _Ceff )Xke()

C.nd = Endtidale Konzentration
Cetr = Effekt-Kompartiment-Konzentration

In das neu entwickelte PK/PD-Modell wurde das pharmakodyna-
mische Plateau integriert, indem das klassiche Era-Modell um
eine zweite sigmoidale Kurve ergénzt wurde:
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Die Berechnung der Modelle erfolgte fur die individuellen Pa-
tienten und als ,population fit“ mit NONMEM V (GloboMax,
Hanover, USA), indem der log-Likelihood-Wert minimiert wurde.
Ein Unterschied zwischen den Likelihood-Werten von > 9,49 ist
statistisch signifikant. Zusatzlich wurde eine Korrelationsanalyse
(Excel, Microsoft, USA) durchgefihrt.

Ergebnisse

Die Differenz zwischen den log-Likelihood-Werten der beiden Mo-
delle mit und ohne pharmakodynamisches Plateau betrug fiir den
BIS-Index 396 (P < 0,001) und fur den Narcotrend-Index 1121 ( P
< 0,001). Bei den Analysen individueller Patienten zeigte sich
ebenfalls die Uberlegenheit des neuen Modells im Vergleich zum
klassischen Emax-Modell (BISR = 0,86 + 0,10 vs. 0,78 £ 0,12 P <
0,05; Narcotrend R = 0,92 + 0,07 vs. 0,81 = 0,18 P < 0,05).
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Abb. 1

Interpretation
Die wahrscheinlichste Erklarung unserer Ergebnisse ist ein physio-
logisches Plateau im Narkose-EEG beim Wechsel zwischen Uber-
wiegender Delta-Aktivitdt und Burst-Suppression-Mustern. Auch
der Interpretationsalgorithmus der Monitorsysteme selbst kénnte
fur den beoachteten Plateau-Effekt ursachlich sein; dagegen
spricht aber die Tatsache, dass Narcotrend und BIS voéllig unter-
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Fragestellung

Lachgas (N:O) nimmt unter den inhalativen Anaesthetika eine
Sonderstellung ein: Anders als bei den vorwiegend am GABAx-
Rezeptor angreifenden volatilen Anaesthetika ist seine Haupt-
wirkung eine Verminderung der NMDA-Rezeptor (NMDAR)-ver-
mittelten Neurotransmission. Die diesem Befund zugrundeliegen-
den Experimente wurden an kultivierten Hippokampusneuronen
durchgefihrt [1]. Detaillierte Untersuchungen zur N-O-Wirkung am
NMDAR im intakten Zellverband liegen bisher nicht vor.

Methodik
Die Wirkung von N:O auf NMDAR-vermittelte postsynaptische
Strome (PSCs) wurde (mit Genehmigung der Tierschutzbeauftrag-

Abb. 2

schiedliche Algorithmen zur Interpretation des Narkose-EEG ver-
wenden.
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ten der Reg. v. Obb.) im Amygdala-Hirnschnittpraparat adulter
Mause untersucht. Hierzu wurden Projektionsneurone des basola-
teralen Nucleus durch Infrarot-Videomikroskopie visualisiert und
mittels Patch-Clamp-Technik abgeleitet. Durch pharmakologische
Blockade der GABAs- und GABAs-Rezeptoren sowie der non-
NMDA-Glutamatrezeptoren wurden NMDAR-PSCs isoliert. Diese
wurden entweder durch elektrische Stimulation afferenter Fasern
oder durch photolytische Glutamatapplikation auf das neuronale
Soma hervorgerufen. Fir Kontrollbedingungen wurde das
Perfusionsmedium mit 65% Nz, 30% O:, 5% CO: und zur Lach-
gasapplikation mit 65% N:O, 30% O, 5% CO: begast. Der Einzel-
kanalstrom der NMDAR wurde durch nichtstationare Fluktuations-
analyse bestimmt [2]. Signifikanzprifung erfolgte mit dem Mann-
Whitney Rangsummentest.

Ergebnisse

Sowohl elektrisch als auch photolytisch evozierte NMDAR-PSCs
wurden in ihrer Amplitude durch N:O statistisch signifikant redu-
ziert ( ). Fur eine direkte Wirkung von N-O am NMDAR spre-
chen folgende Befunde: (i) Unter N=O lag das Amplitudenmaximum
von NMDAR-PSCs bei positiveren Membranpotentialen ( ).
(i) Die nichtstationdre Fluktuationsanalyse ergab eine Abnahme
des Einzelkanalstroms ( )

8

elektrisch photolytisch
evozierte NMDAR-PSCs
11 1 | 11

normalisierte Amplitude [%]
g

0
Abb. 1: Amplitudenreduktion von elektrisch (n = 5 Neurone) und
photolytisch (n = 8 Neurone) evozierten NMDAR-PSCs
durch N:O. Mittelwerte + Standardabweichung; *** p <
0.001. Originalspuren: Die Skalierungsbalken entspre-
chen 100 ms und 100 pA bzw. 100 ms und 20 pA.
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Abb. 2: Strom-Spannungsbeziehung von NMDAR-PSCs (n = 13
Neurone). Die Stromamplitude bei -90 mV wurde auf -1
normalisiert. Mittelwerte und Standardfehler; * p < 0.05.
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der Parabel reflektiert den Einzelkanalstrom (SCC).

Interpretation

Lachgas modifiziert die Kanaleigenschaften postsynaptischer
NMDAR auf Projektionsneuronen in der Amygdala. Die beobach-
tete Abnahme des Einzelkanalstroms sowie die veranderte Strom-
Spannungsbeziehung sprechen auch fiir einen verminderten post-
synaptischen Kalziumeinstrom unter N2O. Nach der ,sliding thres-
hold“ Theorie [3] kénnte dies zu einer Verschiebung der synapti-
schen Plastizitdt von Langzeitpotenzierung (LTP) in Richtung
Langzeitdepression (LTD) glutamaterger Synapsen fiihren.

Inhalation von NO (Stickstoffmonoxid) zur
Protektion vor Neuronenuntergang durch selek-
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Fragestellung

Aufgrund seiner starken vasodilatatorischen Wirkung wird Stick-
stoffmonoxid (NO) zur Behandlung von GefaBerkrankungen ver-
wendet. Eine verbreitete Anwendungsform ist die Gabe Uber die
Atemluft bei ARDS und pulmonalem Hypertonus. In den letzten
Jahren deutete sich an, dass durch NO-Inhalation nicht nur ein
lokaler pulmonaler Effekt hervorgerufen wird, sondern auch eine
Wirkung im peripheren GeféBbett stattfindet [1]. Unsere Frage-
stellung war deshalb: 1.) beeinflusst NO-Inhalation die zerebralen
GefaBdurchmesser unter physiologischen und oligdmischen
Bedingungen und 2.) hat die NO Inhalation eine neuroprotektive
Potenz bei der temporéren fokalen Hirn-lschdmie in der Maus.

Methode

Nach Genehmigung durch die Regierung von Oberbayern wurden
die Versuche an mannlichen Mausen (1.) C57BI6, Gewicht: 25-30g
und (2. A, B) SV129, Gewicht: 22-23g durchgefihrt. Die Tiere wur-
den endotracheal intubiert und mechanisch ventiliert. Fiir die intra-
peritoneale Narkose verwendeten wir eine Kombination aus
Medetomidin, Fentanyl und Midazolam. Die Uberwachung der
arteriellen Blutgaskonzentrationen zu Beginn und am Ende der
Versuche und des arteriellen Mitteldruckes erfolgte tber (1.) einen
A. femoralis Katheter. In allen Tieren wurde die ET CO: Konzen-
tration in der Exspirationsluft gemessen.

1.) Intravitalmikroskopisch beobachteten wir die oberflachlichen
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Arterien und Venen (Durchmesser 10-50 pm). In der ersten
Versuchsserie wurde die NO-Wirkung unter physiologischen Be-
dingungen untersucht. Dazu wurden die Tiere in eine Kontroll- und
eine 50 ppm NO-Gruppe (je n=6) eingeteilt. Nach einer Ruhezeit
von 30 min wurde fiir 30 min NO der Atemluft beigefiigt, gefolgt
von einer 30 min Nachbeobachtung. Alle 10 min erfolgte in 4 ver-
schiedenen Hirnarealen eine Videoaufzeichung der GefaBe. In
einer zweiten Serie wurden oligdmische Bedingungen Uber eine
Laserdoppler-Fluxmetrie kontrollierte partielle Fadenligatur der
beiden Aa. carotis communis induziert. Analog zur ersten Serie
wurde eine Kontroll-Gruppe mit einer 50 ppm Gruppe verglichen
(le n=5). Nach einer Ruhezeit von 20 min wurde die zerebrale
Durchblutung auf 30-40 % des Ausgangswertes (Ausgw.) vermin-
dert. Nach einer 20 min Ruhephase erfolgte fir 30 min die NO-
Gabe, gefolgt von einer weiteren 30 min Beobachtungsphase.

2. A) Um die neuroprotektive Potenz zu testen, fUhrten wir unter
Laserdopplerflux-Kontrolle einen 45 min Fadenverschluss der A.
cerebri media (MCAO) durch. Nach Ischéamieinduktion wurden die
Tiere in zwei Gruppen eingeteilt (A: Kontrolle (n=5), B: 50 ppm NO
(n=6)). Die NO-Gabe wurde 15 min nach Ischamiebeginn initiiert
und bis 45 min nach Ischamieende fortgefiihrt. Die histomorpho-
metrische Bestimmung der Infarktvolumina erfolgte 24 Stunden
post MCAO anhand Nissl-gefarbter Cryostatschnitten.

2. B) Um die Anderung der Durchblutung im Infarktkern und der
umgebenden, durch Kollateralen versorgten Penumbra zu unter-
suchen, wurden in einer weiteren Serie (n=5) je eine Laser-
dopplersonde zentral im Stromgebiet der mittleren Zerebralarterie
und eine weitere im Randgebiet zum Stromgebiet der vorderen
Zerebralarterie platziert.

Statistik

Die physiologischen Parameter und histomorphometrischen Da-
ten wurden mit einer one-way ANOVA, die GefaBdurchmesser-,
Laserdoppler- und MAP-Werte mit der two-way ANOVA fir
wiederholte Messungen analysiert.



Ergebnisse
1.) Unter physiologischen Bedingungen nahmen die Venen-
durchmesser signifikant unter NO zu (NO: 110+3 % des Ausgw.,
Kontrolle: 100+1 % des Ausgw., p<0,01). Die Venendurchmesser
gingen nach Ende der NO-Gabe auf dass Ausgangsniveau zurlick
(NO: 102+2 % des Ausgw., Kontrolle: 100+1 % des Ausgw.). Auf
arterieller Seite anderten sich die Durchmesser nicht (NO: 100+1
% des Ausgw., Kontrolle: 100+2 % des Ausgw.). Unter oligami-
schen Bedingungen nahmen sowohl die Venendurchmesser (NO:
11419 % des Ausgw., Kontrolle: 89+4 % des Ausgw.), als auch die
Arteriendurchmesser (NO: 106+4 % des Ausgw., Kontrolle: 90+5
% des Ausgw.) signifikant unter NO-Gabe zu. Zu keinem Zeitpunkt
unterschied sich der arterielle Mitteldruck (MAP) zwischen den
Gruppen.
2. A) Wahrend der zerebralen Ischémie fiel die Durchblutung tber
dem MCAO Kerngebiet auf Laserdoppler(LDF)-Werte unter 20 %
des Ausgangsniveaus ab. Die LDF-Werte unterschieden sich zu
keinem Zeitpunkt zwischen den Gruppen. Das Infarktvolumen war
in der Kontrollgruppe (26,0+7,3 mm [3]) signifikant gréBer als in der
NO-Gruppe (14,1+3,2 mm [3], p<0,01). Das K&rpergewicht unter-
schied sich 24 Stunden nach Ischéamie nicht zwischen den
Gruppen (A: -14,2+1,5 %, B: -12,3+2,6 %).
2. B) Die Durchblutung im Infarktkern &nderte sich nicht wahrend
der NO-Inhalation. Im Randgebiet der Ischamie fuhrte die NO-
Inhalation zu einer Durchblutungssteigerung um ~30-40% des
Ausgangswertes (Penumbra: 137+11 % des Ausgw., Infarktkern:
96+13 % des Ausgw.).

Interpretation

Unter physiologischen Bedingungen sehen wir wahrend NO-
Inhalation eine reversible selektiv vendse GefaBdilatation (+10 %).
Die Arteriendurchmesser wurden nicht durch die NO-Inhalation
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Fragestellung

Die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion (HPV) dient in Situa-
tionen, die mit alveolérer Hypoxie assoziiert sind (z.B. Pneumonie,
COPD, ARDS), der Umverteilung des Blutflusses aus hypoxischen
Arealen in besser oxygenierte Areale der Lunge und damit der
Optimierung des Ventilations-Perfusions-Verhaltnisses. Eine ge-
steigerte HPV flhrt jedoch zu einem UberschieBenden pulmonal-
vaskuldren hydrostatischen Druckanstieg, wodurch ein Austritt
von FlUssigkeit in den Alveolarraum begtinstigt wird. Eine gestei-
gerte HPV gilt als zentrales Element in der Pathophysiologie des
Hoéhenlungenddems (High altitude pulmonary edema = HAPE) [1].
Die zugrunde liegenden Mechanismen der gesteigerten HPV sind
unklar. In dieser Studie wurde untersucht, inwieweit die HPV bei
HAPE-anfélligen Personen mit einer Stérung der systemischen
Endothelfunktion assoziiert ist.

beeinflusst. Unter oligdmischen Bedingungen reagierten sowohl
die Arterien (+16 %), als auch Venen (+25 %). NO wird nach
Inhalation gebunden als S-Nitrosohdmoglobin [3] und Nitrit [2]
Uber dem Blutweg transportiert wird und abhéngig von der
Sauerstoffkonzentration freigesetzt. Die vorliegenden Versuchser-
gebnisse zeigen erstmalig, dass durch NO-Inhalation eine
GefaBreaktion im Gehirn hervorgerufen werden kann und diese
verstarkt unter oligdmischen Bedingungen stattfindet.

Bedingt durch den sauerstoffabhangigen Transportmechanismus
stellt die NO-Inhalation eine potentielle Strategie dar, in ischami-
schen Gebieten eine selektive Durchblutungsverbesserung zu
erreichen. In einer zweiten Serie untersuchten wir deshalb die Wir-
kung bei intraischamischer Gabe. Hier fiihrte die NO-Inhalation zu
einer signifikanten Reduktion der Infarktbildung um 40 % nach 24
Stunden. Die Durchblutung in perifokalen Arealen (Penumbra) ist
der NO-Inhalation gesteigert und die sekundére VergréBerung des
Schadens lasst sich dadurch erfolgreich verhindern.

Die NO-Inhalation stellt deshalb einen viel versprechenden Ansatz
fur die Reduktion des affektierten Hirnareals wéahrend eines ischa-
mischen Hirninfarktes dar und ist somit eine interessante
Alternative fur Patienten mit Kontraindikation fiir eine Lysethera-
pie.
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Methodik

Nach Zustimmung der értlichen Ethikkommission wurden 9 HAPE-
anféllige und 9 HAPE-resistente (Kontrollen) Probanden unter
Normoxie (FiO:= = 0,21) und normobarer Hypoxie (FiO: = 0,12; ent-
spricht einem PO2 auf 4500 m Hohe) in randomisierter
Reihenfolge untersucht. Mittels Venenverschlussplethysmo-
graphie wurde nach intra-arterieller Administration von Acetyl-
cholin (ACh) bzw. Natriumnitroprussid (NNP) der endothelabhangi-
ge (ACh-vermittelte) bzw. der endothelunabhangige (NNP-ver-
mittelte) Unterarmblutfluss gemessen und mit Anderungen des
systolischen pulmonalarteriellen Druckes (SPAP; gemessen mit-
tels transthorakaler Echokardiografie), der Plasma-Nitrit-Konzen-
trationen (gemessen mittels Fliess-Injektions-Analyse) und der
Plasma-Endothelin- (ET)-1-Konzentrationen (gemessen mittels
Radioimmunassay) korreliert. Die Ergebnisse sind als MW + SE
angegeben.

Ergebnisse

In Hypoxie stieg der SPAP von 22 + 1 auf 33 + 2 mmHg bei Kon-
trollen (p<0,001) und von 25 + 1 auf 50 + 3 mmHg bei HAPE-anfal-
ligen (p<0,001 versus Kontrollen) an. Die ACh-vermittelte Zunah-
me des Unterarmblutflusses war in Normoxie zwischen beiden
Gruppen gleich und in Hypoxie bei HAPE-Anfélligen (nicht jedoch
bei Kontrollen) signifikant vermindert (p<0,01). Die NNP-vermittel-
ten Blutflussdnderungen waren bei HAPE-anfélligen Probanden
unter Normoxie und Hypoxie jedoch gleich. Die Hypoxie-induzier-
te endotheliale Dysfunktion HAPE-anfélliger Probanden zeigte
eine inverse Korrelation zu den Anstiegen des SPAP (r = -0,491;
p<0,05). Plasma-Nitrit-Konzentrationen waren in Hypoxie bei
HAPE-anfalligen Probanden vermindert (p<0,01) und korrelierten
mit den ACh-vermittelten Blutflussédnderungen (r = 0,738;
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Abb. 1:

p<0,05). ET-1-Plasmaspiegel waren in beiden Gruppen in
Hypoxie um etwa das 1,5-fache erhoht (p<0,01 versus Normoxie).

Interpretation

Die gesteigerte HPV HAPE-anfélliger Probanden korreliert mit
einer Einschrankung der endothelabhangigen NO-cGMP-ver-
mittelten Vasodilatation unter Hypoxie. Die Effekte von NO auf die
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Fragestellung

Bei ersten klinischen Einsétzen der pumpenlosen arteriovendsen
interventionellen Lungenassistenz (ILA) wurden Verbesserungen
von CO:-Elimination und Oxygenierung beobachtet [1]. Unter-
suchungen mit ILA-Prototypen ergaben, dass bei Membran-
lungenflissen von 20-30% des Herzzeitvolumens (HZV) eine
hochgradige CO--Elimination erreichbar, und damit die Entkop-
pelung von Ventilation und Oxygenierung maéglich ist [2]. Wenn
Scherkréfte in der Pathogenese des ARDS eine entscheidende
Rolle spielen, ist eine weitere Reduktion des Tidalvolumens (V-),
z.B. mittels Hochfrequenzoszillation (HFO), anzustreben [3]. Wir
testeten die Hypothese, dass mit ILA im lavageinduzierten
Lungenschadigungsmodell Normokapnie erreicht und durch
Steigerung des mittleren Atemwegsdrucks (Pmean) sowohl mit HFO
als auch mit druckkontrollierter Beatmung (PCV) der PaO: gleich-
ermaBen angehoben werden kann.

Methodik

Die Genehmigung der Tierschutzkommission lag vor. Nach
Analgosedierung, Muskelrelaxierung, endotrachealer Intubation
und Instrumentierung mit invasiver Blutdruckmessung und Swan-
Ganz-Katheter wurde bei 32 Pietrain-Schweinen (Gewicht: 52,1 +
4,1 kg) durch wiederholte pulmonale Lavage mit NaCl 0,9% (30
ml/kg KG) eine Lungenschadigung mit einem Ziel-PaO: von 40-60
mmHg induziert. Es folgte die Randomisierung in vier Gruppen

Endothelabhangiger Unterarmblutfluss (AF) in Abhangigkeit von Acetylcholin (ACh) in Normoxie (®) und Hypoxie (o). Statistik:
ANOVA for repeated measures. UAV = Unterarmvolumen.

glatte Muskulatur bleiben unter Hypoxie erhalten. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass eine Einschrankung der NO-Bioverflig-
barkeit unter Hypoxie von kritischer Bedeutung fur eine gesteiger-
te HPV ist. ET-1 scheint eine untergeordnete Rolle zu spielen.
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(jeweils n = 8): Gruppe 1: PCV (FiO2 = 1,0, VT =6 ml/kg KG, f =
40/ min), Gruppe 2: PCV + ILA, Gruppe 3: HFO (CPAP-Fluss = 30
I/min, Druckamplitude = 70 cm H:O, f = 300/min), Gruppe 4: HFO
+ ILA. In den Gruppen 2 und 4 wurden die A. und V. femoralis
kantliert und eine Membranlunge mit niedrigem Flusswiderstand
(Novalung, Hechingen) interponiert. Der Pmean, gemessen an der
Tubusspitze, wurde vom Messzeitpunkt T60 an in allen Gruppen
20-mindtlich um 3 cmH=0 von 16 auf 34 cmH:0 erhéht ( ).
Zu den Messzeitpunkten (nach jeweils 20 min Aquilibration) wur-
den die Blutgase analysiert, und die hAmodynamischen und respi-
ratorischen Parameter protokolliert. Statistik: Two-way ANOVA mit
Tukey-Posthoc-Test (p<0,05). Daten als Mittelwert und
Standardabweichung.

Ergebnisse

Der PaCO: lag bei Kombination von PCV oder HFO mit ILA (Gr.
2,4) sofort nach dem Start der ILA (Ts0) signifikant niedriger als in
der PCV- oder HFO-Gruppe (Gr. 1,3) (p<0,05) ( ). Mit Prmean-
Erhdhung stieg in allen Gruppen der PaO: ohne Unterschiede zwi-
schen den Gruppen signifikant an. Der Beatmungsspitzen-

ILA

Steigenung des mitleren Alermwegsdrucks
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Abb. 1: Versuchsablauf; Zeitpunkte: To: nach Lavage, Tzo: nach
Randomisierung, T«: ILA-Blutfluss freigegeben ohne O--
Fluss, Teo: ILA mit 10 I/min O2-Fluss, Tso-1s00 Prmean-
Steigerung in Schritten von 3 cm H20 von 16 auf 34 cm

H-0, Tz0: Behandlung wie zum Zeitpunkt To.
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Abb. 2: PaCO:-Verlauf; Daten als Mittelwert + SD; * signifikanter
Unterschied in ILA- vs. Nicht-ILA-Gruppen (p< 0,05); §

signifikanter Unterschied vs. T« (p< 0,05).

druck (PIP) in den HFO-Gruppen (Gr. 3,4) lag um 9 + 1 cm H:0
signifikant niedriger als in den PCV-Gruppen (Gr. 1,2) (p<0,05). Das
HZV nahm mit Prea-Steigerung ohne Unterschiede zwischen den

Wirkung des 5-HT-Agonisten 8-OH-DPAT auf
die Morphin-induzierte Atemdepression und
Antinozizeption in vivo

U. Guenther, H. Wrigge, C. Putensen und A. Hoeft
Klinik fir Anasthesiologie und operative Intensivmedizin,
Universitatsklinikum Bonn

Fragestellung

Spontanatmung gewinnt zunehmend Bedeutung in Anéasthesie
und Intensivmedizin. So konnte gezeigt werden, dass bei akutem
Lungenversagen Spontanatmung vorrangig durch Erhéhung des
Tidalvolumens (Vr) die arterielle Oxygenierung verbessert [1].
Daher ware eine pharmakologische Option zur Erhéhung der
spontanen Atemminutenvolumens (AMV) wiinschenswert. Der 5-
HTix-Agonist 8-OH-DPAT kann bei Ratten eine opioidinduzierte
Atemdepression aufheben [2]. Der Einfluss auf Nozizeption und
die Interaktion mit Morphin wurde unter diesen Bedingungen bis-
her nicht untersucht. Wir Uberpriften daher die Hypothese, dass
8-OH-DPAT in vivo eine opioidinduzierte Atemdepression aufhebt
ohne die antinozizeptive Wirkung der Opioide zu antagonisieren.

Methodik

Mit Genehmigung der zusténdigen Bezirksregierung wurden 24
Sprague Dawley Ratten (258 + 8,23g [Mittelwert + SEM]) mit
Pentobarbital (60mg/kg i.p.) anasthesiert, tracheotomiert und mit
einem Ventilator konnektiert, der Spontanatmung ermdglicht. Die
Atemfrequenz (AF) wurde gemessen und Vr berechnet. Die ingui-
nalen Gefasse wurden fir die Messung des arteriellen Drucks,
Blutgasanalysen und i.v.-Injektionen kanuliert. Die Nozizeption
wurde mit Hilfe des Tail-Flick-Reflexes (TFR) erfasst.

8-OH-DPAT wurde in steigenden Dosen alle 20 min i.v. appliziert
(0,1, 1, 10, 100pg/kg, n=6). In einer zweiten Messreihe wurde zu-

Tab. 1: Wirkung von 8-OH-DPAT ohne Morphin.

Gruppen in allen Gruppen signifikant ab; es war keine Kate-
cholamintherapie erforderlich. Ein intrinsischer PEEP entwickelte
sich bei keinem Tier.

Interpretation

Im vorliegenden Lungenschadigungsmodell war durch ILA Normo-
kapnie zu erreichen. Eine PaO:-Erhéhung durch ILA allein war
nicht nachzuweisen. Die Steigerung des Pmen flihrte unabhéngig
vom Beatmungsverfahren zum PaO:-Anstieg. Vergleichbare PaO.-
Werte bei gleichem Prmean und geringerem PIP unter HFO + ILA las-
sen eine Scherkraftereduktion gegentiber PCV + ILA vermuten.
Langzeituntersuchungen missen zeigen, ob dies lungenprotektiv
wirkt.
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néchst Morphin in 5mg/kg-Schritten bis zu einer Reduktion der
Atemfrequenz um 70% vom Ausgangswert i.v. appliziert (n=6),
anschlieBend 8-OH-DPAT i.v. (0,1, 1, 10, 100pg/kg) alle 20min. Zur
Kontrolle dienten bei beiden Messreihen NaCl 0,9%-Injektionen
i.v. in denselben zeitlichen Absténden (je n=6). Vor und je 10min
nach Medikamentapplikation wurden je 3 TFR mittels Hitzestrah-
lung ausgelost und die Tail-Flick-Latenzen (TFL) gemittelt. Die
maximale Bestrahlungszeit wurde auf 15s festgesetzt. AF und V+
werden als prozentuale Anderung vom Ausgangswert angegeben,
die TFL als prozentualer Anteil des maximal mdglichen Effekts
(%MPE). Statistik: zweifaktorielle ANOVA mit Bonferoni post hoc-
Test, verglichen mit NaCl 0.9%-Niveau.

Ergebnisse

Die AF bei Start war 52,7 = 2,8/min, der TFL 7,7 = 0,5s, und der
MAP lag bei 112,1 + 3,4 mmHg. Verum- und Kontrollgruppen
unterschieden sich nicht signifikant.

8-OH-DPAT (n=6) erhdhte dosisabhangig das spontane AMV
durch Erhéhung des Vr. Die Erhdhung der AF war nicht signifikant.
Gleichzeitig wurde bei 8-OH-DPAT 0.1 pg/kg die TFL deutlich ver-
kirzt. Mit steigenden Dosierungen wurde jedoch die TFL zuneh-
mend verlangert bzw. der TFR komplett unterdrtickt. NaCl 0,9%
(n=6) verursachte keine signifikanten Verénderungen bei VT, AF
und TFL.

Morphin (15,8+2,9mg/kg) verursachte eine mittlere Depression der
AF von 79,4 + 6% (8-OH-DPAT -79,9 + 10,3%; NaCl 0,9% -78,8 +
7,2%; je n=6). Verum- und Kontrollgruppe unterschieden sich
weder im Morphinverbrauch noch im AusmaB der Atem-
depression. Der TFR war bereits ab 5mg/kg in allen Experimenten
unterdriickt. 8-OH-DPAT hob nachfolgend die Atemfrequenz
dosisabhéngig an bis auf -6,7 + 20,1%, der TFR blieb erloschen.
In der Kontrollgruppe stieg die AF leicht bis auf 68,5 + 10,7% an,
der TFR blieb wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums
ebenfalls erloschen.

VT [ml] AF [Atemziige/Minute] TFL [sec]

MW SEM p MwW SEM p MW SEM P
8-OH-DPAT 0.1 pg/kg 4,51 3,06 n.s. -0,05 4,06 n.s. -32,56 10,64 <0.05
8-OH-DPAT 1 pg/kg 7,03 3,25 n.s. 2,92 4,29 n.s. -31,30 33,66 n.s.
8-OH-DPAT 10 pg/kg 28,17 7,48 <0.01 13,82 6,12 n.s. -6,80 21,63 n.s.
8-OH-DPAT 100 pg/kg 48,46 10,44 <0.001 -4,29 18,55 n.s. 100,00 0,00 <0.001



Tab. 2: Wirkung von Morphin, gefolgt von 8-OH-DPAT.

VT [ml]
MW SEM p
Morphin 15,8 + 2,9mg/kg -43,86 18,44 n.s.
8-OH-DPAT 0.1 mcg/kg -47,37 18,38 n.s.
8-OH-DPAT 1 mcg/kg -33,20 23,76 n.s.
8-OH-DPAT 10 mcg/kg -29,89 23,11 n.s.
8-OH-DPAT 100 mcg/kg -27,30 27,08 n.s.

Interpretation
8-OH-DPAT ohne Morphin verursacht eine Erhéhung des Vr, nicht
aber der AF, und hat einen dosisabhangigen Effekt auf die
Nozizeption: in sehr niedrigen Dosierungen wird Nozizeption ver-
starkt, in den hoheren - fir die Atemstimulation notwendigen -
Dosierungen wirkt 8-OH-DPAT antinozizeptiv. Die Morphin-indu-
zierte Antinozizeption wird durch 8-OH-DPAT nicht beeintrachtigt.

Atemmechanikanalyse: Dynamische Messung
erlaubt getrennte Beurteilung von Compliance
und rekrutiertem Volumen
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Fragestellung

Die pathophysiologischen Veradnderungen beim akuten Lungen-
versagen (A-LI/ARDS) fiihren zu deutlichen Veranderungen der
Atemmechanik. Diese wurden klassischerweise mit Hilfe stati-
scher Druck-Volumen (P-V) Kurven analysiert. Als lungenprotektiv
galt Beatmung dann, wenn ein Bereich flr Volumen und Druck ein-
gehalten wurde, der den steilsten mittleren Teil der sigmoiden P-V
Kurve weder unter- noch Uberschritt [Amato, 1998]. Die Erkennt-
nis, dass Rekrutierung Uber den gesamten Volumenbereich statt-
findet, hat diese klassische Interpretation der statischen Kurve in
Frage gestellt.

AuBer den statischen Methoden zur Bestimmung der Atem-
mechanik stehen auch dynamische Verfahren zur Verfligung, bei
denen die Messung ohne Unterbrechung der Beatmung durchge-
fuhrt wird [Guttmann 1994, Ranieri 2000]. Wie sich Rekrutierungs-
vorgange auf die Ergebnisse dieser Verfahren auswirken, ist bis-
lang nicht untersucht worden. Das Ziel der vorliegenden Arbeit
war, zu prifen, ob dynamische und statische Atemmechanik-
analyse bei Patienten mit ALI/ARDS gleich empfindlich auf Re-
krutierung reagieren oder ob Unterschiede zwischen beiden Ver-
fahren bestehen.

Methodik

Nach positivem Votum der Ethik-Kommissionen aller teilnehmen-
den Einrichtungen wurden 28 Patienten mit ALI/ARDS (PaO-/FIO:
210+53 mmHg) in die multizentrisch durchgefihrte Studie einge-
schlossen. Alle Patienten wurden mit dem Evita4Lab-MeBsystem
(Dréager, Lubeck) beatmet. Zur Erhebung von dynamischen P-V
Kurven Uber einen groBen Volumenbereich wurde bei sonst unver-
anderten Beatmungseinstellungen der PEEP alle 10 Atemziige um
2 cmH:0 erhoht, bis ein Plateaudruck von 45 cmH:O erreicht
wurde. Die statische P-V Kurve wurde wéhrend eines Low-Flow-

AF [Atemziige/Minute] TFL [sec]

MW SEM p MW SEM p
-79,9 10,29 n.s. 100,00 0,00 n.s.
-76,28 11,08 n.s. 100,00 0,00 n.s.
-65,32 11,22 n.s. 100,00 0,00 n.s.
-31,94 11,43 <0.01 100,00 0,00 n.s.
-6,72 20,12 <0.001 100,00 0,00 n.s.
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Inflation Mandvers (Fluss 0,033 L/s) aufgezeichnet. Zur statisti-
schen Analyse wurde der Wilcoxon-Test verwendet.

Ergebnisse

Der Verlauf der dynamischen P-V Loops war nur bei ZEEP mit dem
Verlauf der statischen Kurve vergleichbar ( ). Bei héheren
endexspiratorischen Drlicken erreichte die dynamische Com-
pliance geringere Werte als die statische (29,8 [17] vs. 59,6 [39,8]
ml/cmH:0, (Median [Quartilsabstand])). AuBerdem zeigt sich ein
deutlicher Formunterschied zwischen dem Verlauf der statischen
und der dynamischen Compliance: wéahrend die dynamische
Compliance bereits ab einem end-exspiratorischen Druck von 10
cmH:0 deutlich abféllt, weist die statische Compliance ein ausge-
prégtes Maximum bei etwa 25 cmH:O auf. ( ). Wahrend des
inkrementellen PEEP-Manovers wurde zwischen den PEEP-Stufen
ein Volumen von insgesamt 0,84 [0,6] | (gemessen als Volumen-
zunahme bei identischem Alveolardruck) rekrutiert. Dies entsprach
40,8 [10,3] % des gesamten Volumenzuwachses wahrend des
dynamischen Manodvers. Auffallig war weiterhin, dass diese
Rekrutierung bis zur héchsten PEEP-Stufe zunahm. Die endinspi-
ratorischen Volumina der dynamischen Messung unterschieden
sich jedoch nicht von den statischen Volumenwerten.
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Abb. 1: Statische (gestrichelte Linie) und dynamische P-V-Loops

(Atemwegsdruck, Trachealdruck, Alveolardruck eines
reprasentativen Patienten bei ZEEP, PEEP12 und 20).
Unten rechts: Rekrutierung pro PEEP-Stufe (Alle Pat.)



Interpretation

Die Analyse der Atemmechanik unter dynamischen Bedingungen
erlaubt es, die Bestimmung von Compliance und rekrutiertem
Volumen zu trennen. Die dynamisch bestimmte Compliance liegt
bei Patienten mit akutem Lungenversagen deutlich niedriger als
die statische Compliance. Die Abnahme der dynamischen Com-
pliance bereits bei niedrigen Driicken weist darauf hin, dass im
mittleren Druck- und Volumenbereich Uberdehnung simultan mit
alveolarer Rekrutierung auftreten kénnen.
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Im Rahmen einer gram-negativen Sepsis kommt es regelhaft zu
einer therapieresistenten myokardialen Dysfunktion, die meistens
lebensbegrenzend ist. Diese myokardiale Depression wird durch
eine Vielzahl von Mediatoren vermittelt [1]. Mittels eines in vivo und
eines in vitro Models der gram-negativen Sepsis bzw. der Endo-
toxindmie konnten wir zeigen, dass in Folge einer Stimulation mit
Lipopolysaccharid (LPS) sowohl die myokardiale Expression rele-
vanter Mediatoren als auch die Kontraktilitdt am isolierten Kardio-
myozyten Toll-Like Rezeptor 4 (TLR4) abhangig reguliert wird [2,
3]. Eine therapeutische Relevanz dieses Rezeptors flr die myokar-
diale Dysfunktion im Rahmen einer gram-negativen Sepsis bzw.
einer Endotoxindmie konnte bisher nicht nachgewiesen werden.

Fragestellung

Ziel unserer jetzigen Experimente war es daher, die Bedeutung
eines synthetischen LPS-Analogons (Eritoran, E5564), welches die
LPS Wirkung am TLR4 zu hemmen vermag, fur die kardiomyozy-
tére Kontraktilitdt zu untersuchen.

Methodik

Hierzu wurden murine Kardiomyozyten von C3H/HeN M&usen iso-
liert und fir 6h mit LPS (1 Mikrogramm/ml) in Anwesenheit von
E5564 (2 Mikrogramm/ml) bzw. einem Plazebo inkubiert. Eine
mogliche LPS Verunreinigung der Kollagenase wurde durch die
Zugabe von Polymyxin B wahrend der Isolation versucht zu mini-
mieren. Aufgrund der bekannten Pharmakodynamik wurde E5564
alle 2h substituiert (2 Mikrogramm/ml). Es wurden > 5 Zellen mit
0.5, 1, 2, 4, 6, 8 und 10 Hz extern stimuliert und jeweils 5 konse-
kutive Sarkomerverkiirzungen bei 36 C° mittels eines Video-
Imagingsystems (lonOptix, USA) vermessen. Zwischen den
Stimulationsperioden wurden Pausen von 30 Sekunden eingehal-
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Abb. 2: Statische (0) und dynamische (k) Compliance in Ab-
hangigkeit vom end-exspiratorischen Druck (Median und
Quartilabstand aller Patienten).

ten. Zur statistischen Analyse wurde ein ANOVA verwendet. Die
Tierversuche sind durch die Bezirksregierung Kéln gemaB § 8 Tier-
schutzgesetz genehmigt.

Ergebnisse

LPS reduziert bei allen Stimulationsfrequenzen signifikant die
Sarkomerverkiirzung der isolierten Kardiomyozyten im Vergleich
zu nicht mit LPS stimulierten Kardiomyozyten. Die Zugabe des
synthetischen LPS-Analogons E5564 inhibiert signifikant die
Wirkung von LPS bei allen Stimulationsfrequenzen ( ,
ANOVA, MW + SEM, p < 0.05).

Interpretation

In dem hier vorgestellten Modell inhibiert das synthetische LPS-
Analgon E5564 an isolierten Kardiomyozyten die Wirkung von
LPS.
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Einleitung

Der Gastrointestinaltrakt wird durch ein komplexes GefaBsystem
versorgt und ist in seiner Integritét bei Perfusionsstérungen in
besonderem MaBe gefahrdet. Obwohl eine hierbei auftretende
Gewebehypoxie nachhaltige Stérungen der intestinalen Schran-
kenfunktion bewirkt, existieren auch kompensatorische Mechanis-
men, die die Kontrolle Uber den Flux von schadlichen, luminalen
Xenobiotika in gewissen Grenzen aufrechterhalten. Wir konnten in
Vorarbeiten zeigen, dass Hypoxie-induzierte Expression von bar-
riererelevanten Genen (wie z.B. der 5’-Ektonucleotidase CD73),
wesentlich zur Aufrechterhaltung der Barrierefunktion beitragt [1].
Essentieller Bestandteil dieses adaptiven Schutzprozesses ist die
regulative Wirkung des Transkriptionsfaktors hypoxia inducible
factor-1 (HIF-1) [2]. Die Bedeutung Hypoxie-regulierter Prozesse
fur Erkrankungen, bei denen eine intestinale Schrankenstérung
wesentlicher Bestandteil der Pathogenese darstellt, ist derzeit
weitgehend unerforscht.

Materialien und Ergebnisse

Da epitheliale Hypoxie zu nachhaltigen Stérungen der Barrieren-
funktion flhrt, analysierten wir die Auswirkungen auf die Trans-
lokation von Bakterien als pathophysiologisch relevanter luminaler
Bestandteil. In vitro zeigte sich dabei eine Zunahme der Trans-
lokation lebender Bakterien (E. faecalis 7.3 + 1.1fach, S.typhimu-
rium 8,4 + 0.9 fach, p<0.05) auf posthypoxischen Epithelzellinien
intestinalen Ursprungs (T84, CaCo2, 48h bei pO: 20 torr). Diese
Daten wurden durch in vivo Untersuchungen bestatigt, bei denen
sich nach gastraler Gabe von Fluoreszenz-markierter E.coli, eine
relevante Erhéhung der Translokation in Leber und Lunge nach
Hypoxieexposition (4h, 8% O:) nachweisen lieB (Kolon: 2.8 +
0.9fach, Leber: 2.1 + 0.6fach, Lunge: 1.8 + 0.5fach, p<0.05). Als
Hinweis der Translokation endogener bakterieller Bestandteile
beobachteten wir zuséatzlich eine Erhéhung der Lipopolysaccharid
(LPS)-Konzentration im Serum (Normoxie: 0.07 + 0.05EU/mI
Serum vs. Hypoxie 2.17 + 0.7EU/ml, p<0.05). Als nachsten Schritt
untersuchten wir die Bedeutung von Kompensationsmecha-
nismen intestinaler Barrierefunktion. Fir in vitro Untersuchungen
entwickelten wir ein Lentivirussystem, welches die stabile, konsti-
tutive Uberexprimierung von HIF-1 unter normoxischen Be-
dingungen gestattet ( ). Die Barrierefunktion dieser Zellinien
war signifikant verbessert einhergehend mit einer deutliche
Verminderung der bakteriellen Translokation (WT:491 + 31CFU/ml
vs. 260 + 23CFU/ml, p<0.05, 180min. Inkubation). Zuséatzlich fuhr-
ten wir in vivo Untersuchungen bei Mausen durch, bei denen ein
HIF-abhangiger Kompensationsmechanismus spezifisch blockiert
wurde. Hier fand sich nach Gabe des CD73-Inhibitors APCP eine
dramatische Erhéhung der bakteriellen Translokation von Fluores-
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400 *#
300
200 *
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Abb. 1: Translokation von E. faecalis durch normoxische (Nx)

und posthypoxische (Hx) Epithelzell-barrieren in vitro.
Hierbei zeigt sich fur Wildtypzellen (weiBe Balken) eine
signifikante Zunahme der Translokation von E. faecalis
durch posthypoxische Zelllayer. Forcierte Uberexpres-
sion von HIF-1 (Caco2 LSLV23, schwarze Balken)
bewirkt eine deutliche Reduktion dieser Translokation
unter normoxischen wie posthypoxischen Bedingungen
(*: p<0.05 vs. Nx; #: p<0.05 vs. WT).

zenz-markierter E. coli (Kolon: 43.6 = 3.9fach, Leber: 4.6 =
0.7fach, Lunge:

1.5 + 0.9fach) und eine 5.9 + 0.2fache Erhéhung des Serum-LPS
Spiegels (p<0.05).

Zusammenfassung

Die vorgestellten Untersuchungen weisen auf einen pathogeneti-
schen Zusammenhang zwischen epithelialer Hypoxie und erhdh-
ter bakterieller Translokation hin und hat damit wichtige Impli-
kationen fur Krankheitsbilder, welche durch intestinalen Per-
fusions- und Barrierestérungen gekennzeichnet werden. Ahnlich
wie bereits fUr entziindliche Darmerkrankungen gezeigt [3], wurde
durch die Versuche die Relevanz der epitheliale Expression von
HIF und daran gekoppelter Regulation von Barriere-protektiven
Genen (z. B. CD73) als wichtigen Schutzmechanismus aufgezeigt.
Obwohl derzeitig noch weitere Studien notwendig sind, um Details
zu untersuchen, kénnte dieser Mechanismus bei bestimmten
Erkrankungsbildern dazu beitragen, eine unkontrollierte Akti-
vierung des systemischen wie intestinal assoziierten Immun-
systems durch vermehrte bakterielle Translokation zu verhindern.
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Fragestellung

Negativ inotrop wirksame Mediatoren (TNF, IL-1P) spielen eine
wichtige Rolle fir die Pathogenese der septischen Kardio-
myopathie. Gram-positive Bakterien (S. aureus) und Lipo-
polysaccharide als Zellwandbestandteile von gram-negativen
Erregern kdénnen Uber Aktivierung des Toll/IL-1-Signaltrans-
duktionsweges eine kardiale Inflammation mit nachfolgender
Myokarddepression hervorrufen [1, 2]. Bisher war jedoch nicht
bekannt, ob auch andere Toll-Like Rezeptor-Liganden eine inflam-
matorische Reaktion im Herzen induzieren. Kirzlich konnte
gezeigt werden, dass bakterielle DNA (CpG-DNA) eine Ent-
ziindungsreaktion bis hin zur Sepsis induziert und dass der Toll-
Like Rezeptor 9 (TLR9) als primarer Rezeptor fur die Erkennung
von bakterieller DNA fungiert [3]. Inzwischen wurde TLR9 auch im
Herzen nachgewiesen. Ziel dieser Studie war es, die Bedeutung
von TLR9 fur eine inflammatorische Antwort im Herzen durch bak-
terielle DNA zu untersuchen.

Methodik

Zur Simulation einer Sepsis wurden Wildtyp (WT)-M&use und Toll-
Like Rezeptor 9-defiziente (TLR9-D)-Mause mit bakterieller DNA
bzw. mit synthetischen CpG-Oligonukleotiden (20nmol) intraperi-
toneal stimuliert (Tierversuchsprotokoll genehmigt durch Bezirks-
regierung Koln). Mittels RT-PCR wurde die RNA-Expression von
TLR9 im Herzen untersucht. Nach den entsprechenden Stimu-
lationsintervallen mit CpG-DNA wurde die myokardiale mRNA-
Expression fur TNF und IL-1f mittels RNAse Protection Assay, die
dazugehdrigen Proteinspiegel mittels ELISA und die NFkB-Akti-
vierung mit einem Bandenshift-Assay untersucht. Die mRNA-
Expression der induzierbaren NO-Synthetase (iINOS) im Herzen
wurde mittels RT-PCR bestimmt. Die Aufnahme von fluoreszenz-
markierter CpG-DNA (CpG-ODN 1668 Cy5) in das Herz wurde
mittels Durchflusszytometrie (FACS) analysiert. Zu diesem Zweck
wurden spezifische Antikorper gegen Makrophagen (CD11b), den-
dritische Zellen (CD11c) und Endothelzellen (ME9F1) verwendet.
Zur Evaluierung der funktionellen Bedeutung von TLR9 wurden
Kardiomyozyten von WT- und TLR9-defizienten M&usen mittels

Langendorff-Perfusion isoliert. Nach 5-stlindiger Stimulation mit
CpG-DNA (1pg/ml) wurde die Sarkomerverkirzung unter externer
Stimulation (0,5 bis 10 Hz) mit einer Spezialkamera (lonOptix) auf-
gezeichnet.

Ergebnisse

Mittels RT-PCR konnte gezeigt werden, dass Toll-Like Rezeptor 9
im Herzgewebe von WT-Mausen exprimiert wird. Die Gabe von
CpG-DNA flhrte zu einer raschen Aktivierung des TLR9-Signal-
transduktionsweges. Innerhalb von 1h kam es zu einem deutlichen
Anstieg der kardialen NFxB-Aktivitdt, die bis zum Zeitpunkt 6h
anhielt. Diese Aktivitdtszunahme wurde nicht in den TLR9-D-
Mausen beobachtet. Die myokardiale TNF- und IL-13-mRNA-
Expression war in den WT-Mausen 1h und 2h nach CpG-Verab-
reichung signifikant groBer als in den TLR9-D-Mausen (n=5;
p<0,05; 2-Weg-ANOVA). Die Zytokin-Proteinspiegel waren eben-
falls signifikant groBer in den WT-Méausen (TNF 1h: 4,41 vs. 0,99
pg/mg; TNF 2h: 3,2 vs. 1,0 pg/mg; IL-1b 1h: 21,06 vs. 3,1 pg/mg;
IL-18 2h: 26,45 vs. 5,71 pg/mg) im Vergleich zu den TLR9-D-
Mausen (n=5; p<0,05; 2-Weg-ANOVA). Die Gabe von CpG-DNA
fuhrte nach 4h zu einer vermehrten iNOS-mRNA-Expression (n=4).
Bei TLR9-D-Mausen war eine iINOS-mRNA-Produktion nicht
detektierbar. Weiterhin konnte mittels FACS-Analyse nachgewie-
sen werden, dass CpG-DNA im Herzen aufgenommen wurde. Die
Aufnahme von CpG-DNA wurde in Endothelzellen, Makrophagen
und dendritischen Zellen detektiert.

Die Stimulation mit CpG-DNA fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion der Sarkomerverkiirzung von WT-Herzmuskelzellen in
allen Frequenzbereichen (p<0,05; 2-Weg-ANOVA). Im Gegensatz
dazu zeigte sich bei den isolierten Kardiomyozyten von TLR9-D-
Tieren keine Veranderung der Sarkomerverkirzung.

Interpretation

Der Nachweis einer Beteiligung von TLR9 an der Initiierung der
kardialen Entziindungsantwort und der damit verbundenen Ein-
schrénkung der kardiomyozytédren Kontraktilitdt unter den experi-
mentellen Bedingungen einer Sepsis erdffnet neue Perspektiven
fur die experimentelle und klinische Forschung auf dem Gebiet der
septischen Kardiomyopathie.
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Fragestellung

Im Rahmen der akuten respiratorischen Insuffizienz (ALI/ARDS)
kommt es zur Infiltration neutrophiler Granulozyten (polymorph-
kernige Leukozyten, PMN) in die verschiedenen Kompartimente
der Lunge. Der Chemokinrezeptor CXCR2 (Interleukin-8 Rezeptor
Typ 2) spielt dabei eine entscheidende Rolle bei der Regulation der
PMN-Migration in verschiedenen ALI/ARDS-Modellen [1, 2].
Bislang unbekannt ist jedoch, welcher Migrationschritt (Seques-
trierung — Transendotheliale Migration — Transepitheliale Migration)
CXCR2-abhangig ist und ob CXCR2 auf PMNs selbst oder auf
anderen, nicht-hdmatopoetischen Zellen fur diesen Effekt ver-



antwortlich ist. Ziel dieser Studie war es deshalb, die Bedeutung
von PMN-CXCR2 fiir die verschiedenen Schritte der LPS-induzier-
te Migration in die Lunge zu untersuchen.

Methodik

Nach Genehmigung durch die ortliche Tierschutzkommission
wurde Knochenmark von CXCR2 gendefizienten Méausen (CXCR2
-/-) in Wildtyp (CXCR2 +/+) Uibertragen. PMNs dieser M&ause besit-
zen kein CXCR2, wéhrend die CXCR2-Expression auf radioresi-
stenten Zellen der von Wildtypmausen entspricht. In CXCR2 +/+,
CXCR2 -/- sowie in den Chimarmausen wurde eine pulmonale
Inflammation mittels Inhalation von LPS (S. enteritidis) induziert.
Nach 24 Stunden wurde die Konzentration von PMNs in der
Bronchiallavage (BAL) sowie im Lungengewebe bestimmt. Mit
Hilfe eines durchflusszytometrischen Verfahrens wurde zwischen
intravaskuldren und interstitiellen PMNs im Lungenhomogenat und
somit zwischen den verschiedenen Migrationsschritten differen-
ziert. Die Migrationsaktivitat von PMNs von CXCR2 -/- Mé&usen
gegen BAL von LPS-exponierten Tieren wurde auBerdem in einem
in-vitro Migrationsassay untersucht.

Ergebnisse

Sechs Wochen nach der Knochenmarktransplantation zeigte sich
eine vollstandige Rekonstitution (>99%) des Blutes mit PMNs von
CXCR2 -/- Mausen. Die Inhalation von LPS fiihrte in CXCR2 +/+
Mé&usen zu eine Migration von PMN in alle Lungenkompartimente.
In CXCR2 -/- Mausen zeigte sich eine PMN-Sequestrierung in der
Lungenstrombahn, jedoch waren sowohl die transendotheliale als
auch die transepitheliale Migration nahezu vollstédndig aufgeho-
ben. In den Chimarmausen zeigte sich eine reduzierte (um ca.
60%), aber signifikante PMN-Migration in alle drei Lungen-
kompartimente. Im invitro Assay zeigte sich, dass PMNs von
CXCR2 -/- Méausen in der Lage sind, gegen BAL von LPS-expo-
nierten Tieren zu migrieren.

Der Duffy-Antigen-Rezeptor fiir Chemokine als
ein Schliisselmodulator des akuten postischa-
mischen Nierenversagens
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Fragestellung

Trotz aller Fortschritte im Bereich der Intensivmedizin und der
Nierenersatzverfahren stellt das akute Nierenversagen (ANV) nach
wie vor eine groBe medizinische Herausforderung dar [1]. Die
akute tubuldre Nekrose i. R. ischdmischer und/oder toxischer
Ereignisse ist die haufigste Ursache fir ein ANV [1]. Unterstitzt
durch klinische Beobachtungen konnte anhand experimenteller
Untersuchungen die postischamische Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten (PMN) als ein wesentlicher Schllsselfaktor in der
Pathogenese des akuten postischdmischen Nierenversagens
(APNV) herausgearbeitet werden [1]. Neben verschiedenen
Adhésionsmolekilen spielen insbesondere auch neutrophilen-
spezifische Chemokine (hier: MIP-2) eine grundlegende Rolle bei
der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten im APNV [1]. Im Ver-
gleich zu den sog. klassischen Chemokinrezeptoren nimmt der
Duffy Antigen-Rezeptor fiir Chemokine (DARC) eine Sonder-
stellung ein, da er nicht auf Leukozyten, sondern auf Endothel-
zellen sowie u. U. auf Erythrozyten exprimiert wird. Auch wenn flr
DARC eine transzelluldre Chemokin-Transporterfunktion nachge-
wiesen werden konnte [2], so ist die In-vivo-Bedeutung von DARC
unter pathologischen Bedingungen noch weitestgehend unge-

Interpretation

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass die Expression von
CXCR2 auf radioresistenten Zellen entscheidend fir die LPS-indu-
zierte Migration von PMN in der Lunge ist. Hingegen beeintréch-
tigt das Fehlen von CXCR2 auf PMNs deren Migrationsféhigkeit
nur teilweise. Darliber hinaus konnte erstmals gezeigt werden,
dass CXCR2 an der Regulation der transendothelialen und trans-
epithelialen Migration beteiligt ist, wéhrend die Sequestrierung von
PMNs in der Lungenstrombahn CXCR2-unabhangig zu sein
scheint. Sowohl pulmonales Endothel, Typ lI-Epithelzellen als auch
Alveolarmakrophagen sind in der Lage, CXCR2 zu exprimieren. In
pulmonalen Endothelzellen fiihrt die Bindung von spezifischen
CXCR2-Liganden zur Aktinpolymerisation und Zellretraktion in-
vitro [3]. Endotheliales CXCR2 ist damit ein wahrscheinlicher
Kandidat fiir die Vermittlung der LPS-induzierten PMN-Migration.
Die Bedeutung von CXCR2 auf Epithelzellen und Alveolarma-
krophagen ist bislang unklar und kdnnte ebenfalls eine Rolle in
unserem Modell spielen. Die Ergebnisse unserer in-vitro Unter-
suchung zeigen dariiber hinaus, dass CXCR2 nicht fiir die Aus-
bildung eines chemotaktischen Gradienten erforderlich ist.
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klart. Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es, die Relevanz von
DARC i. R. eines APNV zu klaren.

Methodik

Nach Genehmigung durch die zustandige Regierungsbehdrde
unterzogen wir anasthesierte (Ketamin, Xylazin und Atropin i.p.),
DARC-gen-defiziente Mause (DARC-/-) und entsprechende Wild-
Typ-Méause (WT) fur 32 min. einer renalen Ischdmie mit anschlie-
Bender Reperfusion (RIR); “sham-operierte“ Mause (Sham) dien-
ten als Kontrolle. In friheren Untersuchungen haben wir zeigen
kénnen, dass dieses Modell zu einem ausgepragtem APNV fiihrt,
dessen Schweregrad entscheidend von der Anzahl zirkulierender
PMN bestimmt wird [3]. Zu vorher fest gelegten Zeitpunkten (24
oder 48h nach RIR/Sham) wurden die Tiere erneut anasthesiert
und Blutproben (Exsanguination durch kardiale Punktion) sowie
beide Nieren flr weitere Untersuchungen entnommen. Die Be-
stimmung von Plasma-Kreatininkonzentrationen mittels eines
enzymatischen Tests diente zur Abschatzung der renalen (Dys-)
Funktion. Zur Quantifizierung der renalen PMN-Rekrutierung wur-
de die Myeloperoxidaseaktivitdt (MPO) der Nieren bestimmt.
Renale MIP-2-Konzentrationen wurden anhand eines ELISA
gemessen. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ANOVA
und anschlieBendem Scheffé-Test oder mittels zweiseitigem
Fischer's-exact-Test (p<0.05). Alle Daten sind als MW = SEM
angegeben.

Ergebnisse
Wihrend WT nach RIR eine 48h-Uberlebensrate von nur 60,4%
aufwiesen (Sham 100%), Uberlebten alle DARC” nach



RIR (p < 0.05). Im Vergleich zur Sham-Gruppe wiesen WT 48h
nach RIR ferner erheblich héhere Plasma-Kreatininkonzen-
trationen auf (p<0.05); DARC™ hingegen zeigten auch 48h nach
RIR im Vergleich zu entsprechenden Sham-Tieren keine signifikant
verdnderten Plasma-Kreatininkonzentrationen ( ). 24h nach
RIR, dem Zeitpunkt der maximalen PMN-Rekrutierung in unserem
Modell [3], besaBen DARC” deutlich geringere renale MPO-
Aktivitaten als WT ( ). Zu diesem Zeitpunkt zeigten nur WT
aber nicht DARC™ eine signifikante Erhdhung des renalen MIP-2-
Gehaltes ( ).

Interpretation

In unserem PMN-abhangigem Modell des schweren APNV zeigen
DARC™ eine vitale, komplette Protektion, die wahrscheinlich durch
eine reduzierte post-ischamische Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten bedingt ist. Eine Ursache fir diese verminderte
Infiltration kann in der unterschiedlichen “renalen MIP-2-Antwort*
zwischen WT und DARC” gesehen werden.
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Fragestellung

Aktivierte Glycin-Rezeptoren senken die neuronale Erregbarkeit
auf Hirn-stamm- und Rickenmarksebene durch Offnung von
Chlorid-Kanalen. lhre wichtige Rolle bei der Koordination spinaler
Reflexantworten und der Verarbeitung von Schmerzreizen [1]
macht Glycin-Rezeptoren zu interessanten Zielstrukturen fir
potenziell analgetisch und spasmolytisch wirksame Substanzen.
In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Aktivierung des Glycin-
Rezeptors auf bestimmte strukturelle Eigenschaften eines Phenol-
Derivates zurlickgefiihrt werden kann.

Methodik

Die Beeinflussung von Chlorid-Strémen durch vier methylierte und
zwei halogenierte Phenolderivate wurde an o1B-Glycin-Rezepto-
ren mit Hilfe von Whole-cell-Experimenten [2] untersucht. Die
Rezeptoren wurden heterolog in menschlichen embryonalen
Nierenzellen (HEK 293) exprimiert. Glycin bzw. die jeweilige
Testldsung wurde in Pulsen von 2 s appliziert. Rezeptor-Co-

0.5

Kreatinin
nach 48h (mg/dl)

0.0 &=

g g

Renale MPO
nach 24h (mU/mg Protein)
F
-]

g

(=]

3 g

24h nach RIR (pg/ml)
8 3

Renales MIP-2

Abb. 1:  a. Kreatinin als Indikator der renalen Funktion.
b. Renale MPO als Indikator der PMN-Rekrutierung.
c. Renaler Gehalt an MIP-2, einem PMN-spezifischen

Chemokin.

aktivierung (I-10) wurde ausgedriickt als % Potenzierung der durch
eine 10 yM Glycin-Loésung induzierten Stromantwort (lo) nach der
Formel E (%) = 100 [(I-10)/10]. Anpassung einer Hill-Funktion an die
gegen die applizierte Konzentration aufgetragenen Daten ergab
die EC50 sowie den Steigungsfaktor n.

Ergebnisse

Alle methylierten Phenolderivate potenzierten den Effekt einer
submaximalen Glycin-Konzentration (10 pyM) in vergleichbarem
Ausmab ( ). Bei den halogenierten Verbindungen 3-Methyl-4-
Chlorophenol und 3,5-Dimethyl-4-Chlorophenol zeigten sich halb-
maximal potenzierende Effekte bereits bei Konzentrationen von 4
+ 1 pM bzw. 11 = 2 pM, wobei fur ihre nicht-halogenierten Struk-
turanaloga 3-Methylphenol und 3,5-Dimethylphenol 30- bis 50-
fach hdhere Konzentrationen erforderlich waren (222 + 45 uM bzw.
380 + 46 M, s. ). Der potenzierende Effekt der halogenier-
ten Substanzen wurde bei Konzentrationen tber 300 uM von
einem Offen-Kanal-Block uberlagert. Nur sehr hohe Konzentra-
tionen (> 1000 pM) der zweifach methylierten Substanzen konnten
den Rezeptor ohne Anwesenheit des natirlichen Agonisten direkt
aktivieren.

Interpretation

Diese Ergebnisse zeigen, dass Effekte des Anéasthetikums
Propofol an Glycin-Rezeptoren wie Coaktivierung, Direktakti-
vierung und Offen-Kanal-Block in hoheren Konzentrations-
bereichen [2] qualitativ auch fir andere Phenolderivate nachweis-
bar sind. Insbesondere in der para-Position halogenierte Phenol-
derivate weisen in vitro eine hohe Potenz zur Coaktivierung
heterolog exprimierter Glycin-Rezeptoren auf. Weitergehende
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Abb. 1a: Reprasentative Stromspuren fir die Coaktivierung des
Effektes einer 10 uM Glycin-Lésung durch 3-Methyl-4-
Chlorophenol.
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Fragestellung

Die Umverteilung Tetrodotoxin-sensitiver (TTXs) und TTX-resisten-
ter (TTXr) Na* Kanale in sensorischen Neuronen nach
Nervenverletzungen fiihrt zu erhdhter Erregbarkeit sensorischer
Neurone und trégt zur Entstehung neuropathischer Schmerzen
bei. Es ist unklar, ob dabei die Upregulation TTXs Nav1.3 Kanale
in Spinalganglienzellen (DRGs) und im Hinterhorn, die
Downregulation TTXr Na.1.8 und Na.1.9 Kanéle in DRGs oder
deren Upregulation in afferenten Fasern verletzter Nerven eine
prominente Rolle spielen [1]. Knock-down der TTXr Na.1.8 Kanale
kann neuropathische Schmerzen in einem Nervenladsionsmodell
bei Ratten aufheben [2]. Daher ist das Interesse an der Ent-
wicklung selektiver Blocker von Na.1.8 zur Behandlung neuropa-
thischer Schmerzen groB [3]. Klinisch werden derzeit zur Behand-
lung neuropathischer Schmerzen u.a. Substanzen wie Amitriptylin
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Abb. 1b: Konzentrationsabhéngigkeit der Potenzierung des
Effektes einer 10 pM Glycin-Lésung durch die unter-
suchten Phenolderivate (MW = SD aus 5-6 Experimen-
ten, durchgezogene Linien sind angepasste Hill-
Funktionen).

in vivo Studien kénnten zeigen, ob dieser in vitro Effekt tatsach-
lich mit einem Uberlegenen antinozizeptiv-spasmolytischen Wirk-
profil halogenierter Phenolderivate einhergeht.
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und Lidocain eingesetzt, die spannungsabhangige Na* Kanéle fre-
quenzabhéngig blockieren. Ziel dieser Studie war zu untersuchen,
welche Wirkungen Amitriptylin und Lidocain auf Na* Strome in
Spinalganglienzellen verletzter und unverletzter Neurone haben.

Methodik

Die Tierversuche an adulten, ménnlichen C57/BL6 Méausen wur-
den behdrdlich genehmigt und entsprechend den Vorschriften des
Tierschutzgesetzes und den ethischen Richtlinien der /ASP durch-
gefuhrt. In Isofluran-Narkose wurde der peroneale und tibiale
Anteil des rechten N. ischiadicus operativ durchtrennt (spared
nerve injury, SNI). Zur retrograden Markierung der durchtrennten
Neurone wurde am proximalen Nervenstumpf eine mit fluoreszie-
rendem Marker (Aminostilbamidin) gefiillte Manschette angelegt.
Bei den Tieren wurde 2-mal préoperativ und am 3., 5., 8., 12. und
14. postoperativen Tag (POT) zum Nachweis von Allodynie bzw.
mechanischer Hyperalgesie die Schwelle flir das Zurlickziehen der
rechten Pfote nach mechanischer Stimulation der lateralen planta-
ren Oberflache der Pfote durch von Frey Filamente zunehmender
Starke bestimmt. Am 14. POT wurden die SNI- (n = 13) und
Kontrolltiere (n = 15) mit CO: getdtet und Kurzzeitkulturen angelegt
von DRGs der rechten lumbalen Segmente (L3 - L5) zur Analyse
der Na* Strome in verletzten, fluoreszierenden SNI-DRGs bzw.
intakten Kontroll-DRGs < 35 pm. Fir Konzentrations-Wirkungs-
Experimente wurde Na.1.8 cDNA heterolog in ND7/23-Zellen
exprimiert. DRG- und ND7/23-Zellen wurden mit der Whole-



Cell Konfiguration der Patch-Clamp
Methode untersucht. TTXr Na* Strome
wurden gemessen in Anwesenheit von
200 nM TTX extrazellulér.

Ergebnisse

Die Schwelle fir das Zuriickziehen der
Pfote (préop. 0,49 + 0,04 g) sank am
3. POT signifikant auf 0,02 + 0,01 g (p
< 0,001, gep. t-Test) und blieb dann
unverandert bis zum 14. POT. Die mitt-
leren Na* Strom-Amplituden und
Stromdichten unterschieden sich nicht
signifikant zwischen SNI- und Kontroll-
DRGs ( ). Die mittleren Amplitu-
den zweier kinetisch unterschiedlicher
TTXr Strome (Irmx-siow = Inavie DZW. [Trx-per =
Inavis) in Kontroll-DRGs von 7,5 + 0,5 nA
(n =50) bzw. 5,6 + 0,5 nA (n = 50) redu-
zierten sich in SNI-DRGs signifikant auf
0,8 £ 0,1 nA (n = 45) bzw. 0,3
0,1nA(n=43)( ). Lidocain fiihr-
te in SNI-DRGs zu einem signifikant
gréBeren tonischen Block (TB), Ami-
triptylin zu einem signifikant gréBeren
TB und Gesamtblock (GB) im Vergleich
zu Kontroll-DRGs ( ). Der
frequenzabhéangige Block (FB = GB -
TB) war in Kontroll-DRGs signifikant
gréBer und vergleichbar mit dem von
Irrxesiow navig). Die 1C50-Werte von Lido-
cain und Amitriptylin bei einem Halte-
potential von V» = -80 mV waren ~5-
fach bzw. ~8-fach niedriger flr TTXs
Na* Kanéle als fir Na.1.8 Kanéle, bei
einem Haltepotential von Vh = -140 mV
jedoch gleich groB3 )-

Interpretation

Verletzte Neurone werden v.a. durch
Amitriptylin préaferentiell blockiert. Die
Ursache hierfur ist nicht die frequenz-
abhangige Blockade spannungsab-
héngiger TTXr Na* Kanéle wie Na.1.8,
sondern die starkere tonische Blo-
ckade TTXs Na* Kanéle bei physiologi-
schen Membranpotentialen. Sollten
verletzte Neurone zum Entstehen neu-
ropathischer Schmerzen beitragen,
sind auch die hier upregulierten TTXs
Na+ Kandle interessante Targets zur
Behandlung neuropathischer Schmer-
zen.
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Abb. 1:  Stromspuren von Na+ Strdmen in unverletzten und verletzten DRGs (A, B).
(A) Zur Bestimmung der Stromamplituden wurden in Kontroll- (lia) und SNI-DRGS (lverietzt)
Na* Strome aktiviert durch 100 ms lange Pulse in 10 mV-Schritte von =100 mV bis
+40 mV von einem Haltepotential V» = -80 mV.
B) Stromamplituden von TTXr Na* Strdmen wurden mit 200 nM TTX in der extrazellula-
ren Lésung gemessen. ITmwsow UNd [Trxeper Wurden aktiviert durch 100 ms lange Pulse
in 10 mV-Schritte von =100 mV bis +40 mV von einem Haltepotential Vh = -120 mV.
(C,D)  Tonischer, frequenz- und spannungsabhangiger Block TTXs and TTXr Na* Kanéle.
Zur Bestimmung des tonischen (TB) und frequenzabhéngigen Blocks (FB=GB-TB)
wurden Na* Strome aktiviert durch 100 ms-lange Pulse nach -10 mV von einem
Haltepotential Vi = -80 mV mit einer Frequenz von 1 Hz. Nach Applikation von 50 pM
Lidocain bzw. 4 pM Amitriptylin wurden die Stromamplituden des 1. (1-TB) und 20.
Pulses (1-GB) gemessen und normalisiert gegentiber der Stromamplitude des 1.
Pulses in Kontrolle. (*: p< 0,05, t-Test f. unverb. Stichproben).
(E, F) Zur Bestimmung des konzentrations- und spannungsabhangigen Blocks (b) von

Nav1.8 und TTXs Kanélen in ND7/23 Zellen wurden die Stromamplituden, aktiviert
durch einen 5 ms-langen Puls nach +50 mV von Vi = -140 mV bzw. -80 mV, bei
Applikation verschiedener Konzentrationen (c) gemessen und normalisiert gegenu-
ber der Amplitude des Stroms in Kontrolle. Die halbmaximal-blockierenden
Konzentrationen (ICs,, MW + SEM) wurden durch nicht-lineare Kurvenanpassung der
Gleichung b(c)=ch/(ICs"+c") an die Datenpunkte errechnet (h: Hill Koeffizient).



Thiopental induziert eine Hitzeschockantwort
und vermindert die Staurosporin-induzierte
Caspase-3-Aktivitat in humanen T-Lymphozyten
in vitro

T. Loop, M. Roesslein, L. Muller, H.L. Pahl, K.K. Geiger und
B.H.J. Pannen
Anaesthesiologische Universitatsklinik Freiburg

Fragestellung

Die Induktion einer Hitzeschockantwort (HSA), die durch die
Aktivierung der DNA-Bindung des Hitzeschockfaktors (HSF)-1 und
die Expression von Hitzeschockproteinen (HSP) charakterisiert ist,
geht mit einer moglichen Zell- und Organprotektion einher. [1]
Verschiedene Induktoren der HSA hemmen gleichzeitig den nukle-
aren Transkriptionsfaktor kB (NF-kB), einen zentralen Regulator
von Entziindungsreaktionen. [2] Neben den hypnotischen Wir-
kungen werden fir Barbiturate sowohl zytoprotektive als auch
immunsuppressive Effekte beschrieben. Frihere eigene Unter-
suchungen konnten eine Hemmung der NF-xB-Aktivierung durch
Thiopental in humanen T-Lymphozyten zeigen. [3] Es war das Ziel
dieser Untersuchung, die Frage zu beantworten, ob Thiopental in
humanen T-Lymphozyten eine HSA induziert und eine Apoptose
dieser Zellen als Ausdruck eines zytoprotektiven Effekts vermin-
dern kann.

Methodik
Humane T-Lymphozyten wurden mit verschiedenen Konzentra-
tionen von Thiopental bzw. diversen anderen intravendsen

Anésthetika (u.a. Midazolam und Propofol) in vitro inkubiert. Die
DNA-Bindungsaktivitat von HSF-1 wurde mittels ,,Electrophoretic
Mobility Shift Assay (EMSA)“ und die mRNA-Expression der hsp-
27, -32, -70 und -90 mittels ,,Northern Blot" analysiert. Der Einfluss
von Thiopental (100 oder 400 pg/ml) auf die Phosphorylierung von
HSF-1, die Proteinexpression von HSP-70 und die Prozessierung
der Caspase-3 wurde mittels ,Western Blot“ untersucht. Die
Apoptose wurde mit Staurosporin (S)(2 uM, 4 h) induziert und die
Messung der Caspase-3-Aktivitdt erfolgte mittels fluorogenem
Assay (Ac-DEVD-AMC Substrat). Die Ergebnisse wurden stati-
stisch mittels Varianzanalyse (ANOVA mit Student-Newman-
Keuls-Post-Hoc-Test, Signifikanzniveau p< 0.05) verglichen.

Ergebniss

Thiopental ( ) und Thiamylal aktivierten dosisabhéangig die
DNA-Bindungsaktivitdt von HSF-1. Die anderen untersuchten
Substanzen hatten keinen Einfluss auf die HSF-1-Aktivierung
( ; Midazolam und Propofol). Thiopental induzierte die
Expression von hsp-27, -70 und -90, wéhrend keine hsp-32-
Induktion nachweisbar war ( ). Thiopental induzierte dosis-
und zeitabhéngig die Phosphorylierung von HSF-1 und die
Proteinexpression von HSP-70 ( ). Eine Vorinkubation der
Zellen mit Thiopental vor Apoptoseinduktion mit S flihrte im Ver-
gleich zur alleinigen Gabe von S zu einer verminderten Caspase-
3-Aktivitat ( )-

Interpretation
Thiobarbiturate induzieren spezifisch eine HSA in humanen T-
Lymphozyten. Nach Vorbehandlung mit Thiopental kann eine
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Apoptoseinduktion vermindert werden. Die Ergebnisse kdnnten
auf einen neuen zytoprotektiven Wirkmechanismus von Thiobarbi-
turaten hinweisen.
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Die analgetische Wirkung des CRH (Cortico-
tropin Releasing Hormone) ist nicht B-Endorphin-
vermittelt

R. Matejec’, C. Hotz?, H. Uhlich', R.-H. Bodeker?,
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Fragestellung

Unter Stress, z.B. bei einer Schmerzbelastung, induziert CRH
(Corticotropin Releasing Hormone) die Freisetzung von Frag-
menten des Proopiomelanocortins (POMC) aus der Hypophyse in
den Blutkreislauf (Hypothalamus-Hypophysenachse). Die bekann-
testen dieser POMC-Fragmente sind ACTH und B-Endorphin (-
END). B-END wurde kurz nach seiner Isolation als endogenes
Opioidpeptid identifiziert, da es mit seinem N-Terminus an
Opioidrezeptoren bindet. Die unter Stress zu beobachtende
Analgesie wurde deshalb auf die analgetische Wirkung des frei-
gesetzten B-END zuriickgefiihrt [1]. In spateren Studien wurde in
der Tat eine analgetische Wirkung von CRH nachgewiesen und
wiederum auf die Freisetzung von B-END zurtickgefuhrt.

Zweifel an der analgetischen Wirkung von B-END kamen auf, als
i.v. zugefiihrtes B-END bei Patienten keinen analgetischen Effekt
zeigte. Weitere Studien lieferten widerspriichliche Ergebnisse [2].
Damit erscheint auch der Wirkmechanismus von CRH wiederum
unklar. Die hier vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, da bisher
in keinem Humanexperiment versucht wurde, die vermutete anal-
getische Wirkung von CRH (via B-END-Freisetzung) mit Naloxon
zu antagonisieren.

Methodik

In einer kontrollierten, doppelblind randomisierten, von der &rt-
lichen Ethikkommission genehmigten Studie wurden bei 16 freiwil-
ligen Probanden 100pug CRH i.v. verabreicht, um B-END freizuset-
zen (oder NaCl 0,9% wurde als Placebo verabreicht). Vor
Verabreichung (ts), sowie 15 (ts), und 30 (tc) Minuten nach Verab-
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Abb. 5: Caspase-3-Aktivitat.

reichung von CRH (oder Placebo) erfolgten Blutentnahmen aus
einer 30 Minuten zuvor gelegten Venenverweilkanile; auBerdem
erfolgten jeweils Messungen der Druckschmerzschwelle (Mittel-
wert aus 5 Messungen). AnschlieBend wurden den Probanden 1,2
mg Naloxon (oder Placebo) i.v. verabreicht. 5 Minuten spater (to)
erfolgten wiederum Blutabnahme sowie Messungen der Druck-
schmerzschwellenmessung. Insgesamt wurden vier Gruppen
gebildet: I: (CRH/Naloxon), Il: (CRH/Placebo), lll: (Placebo/
Naloxon), IV: (Placebo/Placebo). Jeder Proband wurde an vier ver-
schiedenen Tagen jeweils einer Gruppe zugeteilt, d.h. viermal
jeweils in einer der vier Gruppen untersucht. Die Druckschmerz-
schwellenmessung ist eine etablierte Methode und erfolgte durch
Aufblasen einer Blutdruckmanschette am Oberarm (Submaximal
Effort Tourniquet Test). Im Blutplasma wurden jeweils ACTH, B-
END-immunoreaktives Material (IRM), authentisches B-END (B3-
END(1-31)), B-Lipotropin (3-LPH-IRM) und Kortisol bestimmt. Die
statlst|sche Auswertung erfolgte mittels Hodges-Lehmann-
Schatzern (9), Wilcoxon-Rang-Test und Spearman's Rang-
korrelationskoef-fizienten (rs) unter Bonferroni-Korrektur (Signi-
fikanzniveau p<0,05).

Ergebnisse

Wie erwartet induzierte CRH die Freisetzung von ACTH, B-END-
IRM, B-END(1-31) und B-LPH-IRM; nur ein geringer Teil des -
END-IRM entsprach B-END(1-31). CRH erzeugte eine signifikante,
nicht-Naloxon-reversible Druckschmerzschwellenerhéhung (Die
95%-Konfidenzintervalle von és-AIiegen beide oberhalb des Null-
werts s. ), die nicht mit den Konzentrationen von ACTH,
B-END-IRM, B-END(1-31), B-LPH-IRM und Kortisol korrelierte.

Interpretation

Die CRH-induzierte Druckschmerzschwellenerhéhung lieB sich
durch Naloxon nicht antagonisieren (Die 95%-Konfidenzintervalle
von b liegen ober- und unterhalb des Nullwerts s. )
Die Druckschmerzschwelle korrelierte weder mit der 3-END-IRM-
oder der B-END(1-31)-Konzentration, noch mit der Flache unter
den Plasmaspiegelkurven (AUC). Sie scheint damit nicht Opioid-,
d.h. B-END-vermittelt zu sein. Der Submaximal Effort Tourniquet
Test erzeugt einen tiefen Muskelschmerz; hier werden Muskel-
nozizeptoren gereizt, die auf lokalen mechanischen Druck reagie-
ren. Ein direkter EinfluB von CRH via CRH-23-Rezeptoren, die sich
in sensorischen Ganglien nachweisen lieBen [3], kdnnte den
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analgetischen Effekt von CRH erkléren. Wir schlieBen aus den
Befunden, daB die CRH-induzierte Analgesie nicht B-END-ver-
mittelt ist.

Wirkungen von Amitriptylin auf humane Kv 1.1-
und KCNQ2/Q3-Kanéle

M.A. Punke und P. Friederich
Klinik und Poliklinik fir Anasthesiologie, Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf

Fragestellung

Das trizyklische Antidepressivum Amitriptylin wird erfolgreich in
der Therapie chronischer Schmerzen eingesetzt. Der analgetische
Effekt ist jedoch nicht allein durch die Inhibition der Wieder-
aufnahme von Serotonin zu erkléaren. Vielmehr gibt es Hinweise,
dass die durch Amitriptylin vermittelte Analgesie von Kaliumka-
nédlen moduliert wird [1]. Insbesondere Kv1.1 und KCNQ2/Q3
Kanéle scheinen eine wichtige Rolle in der Regulation des noci-
zeptiven Systems zu spielen [1, 2]. Ziel der Studie war es, die
Wirkungen von Amitriptylin auf die neuronalen Kaliumkanale
Kv1.1. und KCNQ2/Q3 des Menschen zu untersuchen.

Abb. 4: Druckschmerzschwellen der Gruppe Placebo / Placebo.
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Methodik

Plasmide mit cDNA des humanen Kv71.7 Gens wurden stabil in
HEK 293 Zellen und Plasmide mit cDNA des humanen KCNQ2
und KCNQ3 Gens wurden transient in CHO Zellen transfiziert. Die
elektrophysiologischen Messungen erfolgten mit der Patch-Clamp
Methode. Die Untersuchungen zur intrazelluldren Azidose wurden
mit einer NaHCOs-reichen Lésung durchgefiihrt. Die Kanal-
inhibition wurde als Reduktion der maximalen Stromamplitude
quantifiziert. Angegeben sind Mittelwerte + Standardab-
weichungen; n steht fir die Anzahl der Experimente, statistische
Vergleiche erfolgten mit Student t-Test.

Ergebnisse

Humane Kv1.1 und KCNQ2/Q3 Kanale wurden durch Amitriptylin
konzentrationsabhéngig und reversibel inhibiert. Die gemittelten
Inhibitionen wurden mathematisch durch Hill Funktionen beschrie-
ben. Amitriptylin inhibierte Kv1.1 Kanéle mit einem |Cso-Wert von
45 pM, der Hill Koeffizient betrug 0.63 (n = 33). Die Inhibition von
Kv1.1 Kanélen war spannungsabhangig (100 pM) 39 + 7 % bei



-30 mV vs. 73 + 3 % bei 40 mV, p < 0.01 (n = 5). Zum Vergleich
wurde die Inhibition durch Bupivacain untersucht, die einen IC50-
Wert von 64 pM und einen Hill Koeffizient von 1.25 ergab (n = 27).
KCNQ2/Q3 Kanéle wurden mit einem 1C50-Wert von 13 pM inhi-
biert, der Hill Koeffizient betrug 0.78 (n = 40). Die Inhibition war
nicht spannungsabhangig (10 pM) 39 + 16 % bei -30 mV vs. 37 +
4 % bei 40 mV, p > 0.05 (n = 7). Amitriptylin hatte keinen signifi-
kanten Einfluss auf die Aktivierung und Deaktivierung. Die
Inhibition von KCNQ2/Q3 Kanalen durch Amitriptylin wurde durch
intrazelluldre Anséuerung der Zellen verdoppelt (37 +9 % vs. 78 +
5%, p<0.05;n=25).

Interpretation

Amitriptylin ist im Vergleich zu Bupivacain um den Faktor 1.5 lipo-
philer. Dies kénnte der Grund sein, warum Kv1.1 Kanéle 1.4-fach
stéarker durch Amitriptylin inhibiert werden. Die hdhere Lipophilie
erklart jedoch nicht warum KCNQ2/Q3 Kanile 16-fach stérker
inhibiert werden im Vergleich zu Bupivacain [3]. Unter intrazellul&-
rer Ansduerung der Zellen verdoppelt sich der inhibitorische Effekt
von Amitriptylin auf KCNQ2/Q3 Kanale, so dass die Konzen-

trations-Wirkungskurve in den nanomolaren Bereich verschoben
wird. Aufgrund der fraglichen Korrelation von Lipophilie und inhibi-
torischem Effekt von Amitriptylin, sowie der hohen Empfindlichkeit
von KCNQ2/Q3 Kanalen ist eine spezifische Interaktion von
Amitriptylin mit diesen Kanédlen wahrscheinlich. Die Ergebnisse
unserer Studie erlauben die Hypothese, dass zumindest die
Interaktion von Amitriptylin mit KCNQ2/Q3 Kanélen in der syste-
mischen Schmerztherapie von klinischer Relevanz sein kénnte.
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KCNQ2/Q3 Kanélen (Kreise).
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Fragestellung

In vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass Opioide nach ihrem Absetzen zu einer Schmerzverstarkung
fuhren kénnen, welche auf eine Aktivierung pronozizeptiver Sys-
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Abb. 2: Reduktion der Stromamplitude durch Amitriptylin norma-

lisiert auf den Kontrollstrom unter Standardbedingungen
und wahrend intrazelluldrer Ansduerung. Auswasch mit
NaHCO:s Loésung.

teme zurtickgefiihrt wurde [1]. Gleichzeitig konnte eine zentrale
COX-Hemmung als ein wesentlicher Mechanismus der NSAID-
vermittelten Antihyperalgesie identifiziert werden [2]. Ziel der vor-
liegenden Studie war die Untersuchung zentraler modulatorischer
Wirkungen eines COX-2 Hemmers auf die Remifentanil-induzierte
Hyperalgesie.

Methodik

Flinfzehn gesunde Probanden wurden nach zustimmenden Votum
der Ethikkommission in die randomisierte, doppelt verblindete und
Placebo-kontrollierte Studie im Cross-over Design eingeschlos-
sen. Die Schmerzstarke sowie die Ausdehnung der Hyperalgesie-
flachen wéahrend transdermaler elektrischer Stimulation wurden
vor, wahrend und nach einem 30minutigen Infusionsintervall
bestimmt, in dem die Probanden entweder Remifentanil
(0,1 pg/kg/min) oder Placebo (NaCl 0.9%) erhielten. In zwei



weiteren Durchgéngen erhielten die Probanden randomisiert
eine 10minditige intravendse Infusion von Parecoxib (40 mg), ent-
weder zu Beginn der elektrischen Reizung (praventiv) oder eine
halbe Stunde spater, zu Beginn der Remifentanil-Infusion (para-
llel),verabreicht. Analgetische und antihyperalgetische Effekte
wurden mittels numerischer Ratingskalen und von Frey Haaren
quantifiziert und mit ANOVA flir Wiederholungsmessungen und
Bonferroni-korrigierte post-hoc Testungen statistisch ausgewertet,
ein Signifikanzniveau von P < 0,05 wurde als statistisch signifikant
festgelegt.

Ergebnisse

Remifentanil fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der
Schmerzempfindung (nicht abgebildet) sowie der Hyperalgesie-
flachen ( ) wéhrend der Infusion, welche kurz nach Absetzen
des Opioids tber Kontrollniveau zunahmen (P < 0,05). Die praven-
tive Gabe von Parecoxib flihrte zu zuséatzlichen antihyperalgeti-
schen Effekten wahrend der Remifentanil Infusion (71,3 + 7% vs.
46,4 + 17%; P < 0,05) und reduzierte die durch Remifentanil signi-
fikant erhoéhten Hyperalgesieflaichen nach der Remifentanil
Infusion auf das Niveau der Kontrolle (Unterschiede n.s., )-
Im Gegensatz dazu konnte bei paralleler Gabe von Parecoxib
keine signifikante Modulation der Remifentanil-induzierten Hyper-
algesie beobachtet werden ( )

SchluB3folgerung

Die praventive Gabe des COX-Inhibitors fiihrte in unserer Studie
zu einer klinisch relevanten Abschwéchung der Opioid-induzierten
Hyperalgesie. Dies bestétigt Beobachtungen am Tier, nach denen
Prostaglandine und Opioide synergistisch bei der Entstehung von
Hyperalgesien wirken kdénnen [3]. Die Wahl des richtigen ,, Timings*
scheint bei der medikamentésen Modulation der Hyperalgesie
durch COX-2 Inhibitoren eine wichtige Rolle zu spielen: wahrend
die praventive Gabe zu signifikanten antihyperalgetischen Effekten
fuhrte, konnte bei paralleler Gabe keine derartige Wirkung beob-
achtet werden.
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Abb. 1: Die Remifentanil-induzierte Hyperalgesie wird durch pra-

ventive Gabe, nicht aber durch parallele Gabe von
Parecoxib moduliert. Normierte Hyperalgesieflachen
nach elektrischer Stimulation (B) sowie die bzgl. der
Behandlung mit Placebo korrigierte ,Area under the
curve” (AUC) (A). Die Parecoxib-Gabe erfolgte entweder
zu Beginn der elektrischen Stimulation (0 Min.) oder zum
Beginn der Remifentanil Infusion (30 Min.). * P < 0,05;
Bonferroni-korrigierte post-hoc Tests.
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