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Fragestellung

Der Wassertransport im humanen Gewebe wird hauptséchlich
durch eine Familie von Membranproteinen reguliert, den Aqua-
porinen [1]. Die Aquaporinexpression beeinflusst verschiedenste
physiologische Prozesse [2], insbesondere die Regulation des
Wasser- und Salzhaushaltes [3].

Aquaporin-5 (AQP5) ist ein ubiquitar exprimiertes Protein, wobei
das Fehlen von AQP5 bei AQP5-Knock-out-Méausen zu einem
gestorten Wasserhaushalt in Lunge, Auge und Speicheldriisen
fuhrt [3]. Da funktionell wirksame Varianten des AQP5-Gens von
physiologischer Bedeutung sein kénnten, wurde a) nach Varianten
im AQP5-Gen gesucht und b) getestet, dass die Auspragung einer
durch Salzbelastung induzierten Suppression des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) von AQP5-Promotor
Genvarianten abhangig ist.

Methode und Ergebnisse

Zunachst wurde ein im AQP5-Promoter liegender Gen-
Polymorphismus A(-1364)C identifiziert, wobei der Basen-
austausch Adenin zu Cytosin zu einer verstérkten Bindung von
Transkriptionsfaktoren im Electrophoretic Mobility Shift Assay und
einer um ca. 50% reduzierten transkriptionellen Aktivitat im Zell-
system (Alkalische Phosphatase Reporter Assay) fuhrte. Des
Weiteren war im humanen Herzgewebe von C-Allel-Tragern im
Vergleich zu A-Allel-Tréagern die AQP5 mRNA-Konzentration (Real-
time PCR) um 50% geringer. Auch auf Proteinebene (Westernblot)
konnte dieser Unterschied (p = 0.002) zwischen den Genotypen
gezeigt werden. Um die phéanotypische Variabilitdt zu testen,
wurde der Einfluss des Gen-Polymorphismus A(-1364)C auf das
Renin-Aldosteron-Angiotensin-System bei 103 jungen (26 + 3
Jahren), gesunden Probanden (Genotypenverteilung: AA: n = 68,
AC: n = 34, CC: n = 1) unter Salzbelastung (13 g/Tag) untersucht
(positives Ethikvotum und Einwilligung der Probanden lagen vor).
Nach einer Woche war die Angiotensin Il Plasmakonzentration bei
C-Allel-Tragern um 25 % reduziert, bei A-Allel-Trédgern jedoch nur
um 2% (p = 0.012). Des Weiteren war bei C-Allel-Tragern die
Aldosteronkonzentration um 34% reduziert, bei A-Allel-Tragern

Abb. 1

dagegen nur um 19% (p = 0.005). Beide Genotypen zeigten unter
Salzbelastung einen Anstieg des systolischen Blutdrucks (p <
0.01), der bei A-Allel-Tragern ausgepragter war (p = 0.029). Die
Reaktion der Herzfrequenz auf Salzbelastung unterschied sich
nicht zwischen den Genotypen. Das Kollektiv befand sich im
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Interpretation

Wir weisen erstmalig einen funktionellen Polymorphismus im
AQP5-Promoter nach, der 1) die AQP5-Expression und 2)
Herzkreislaufsystem und RAAS beeinflusst, da A-Allel-Tréger eine
wesentlich geringer ausgepragte Suppression des Renin-
Aldosteron-Angiotensin-Systems unter Salzbelastung und stérke-
ren Blutdruckanstieg als C-Allel-Trager zeigten.

Literatur

1. Agre P, Brown D, Nielsen S. Aquaporin water channels: unanswered
questions and unresolved controversies. Curr Opin Cell Biol 1995;7:472-
483.

2. Agre P. Aquaporin null phenotypes: the importance of classical physiolo-
gy. Proc Natl Acad Sci U S A 1998;95:9061-9063.

3. Verkman AS, Yang B, Song Y, Manley GT, Ma T. Role of water channels
in fluid transport studied by phenotype analysis of aquaporin knockout
mice. Exp Physiol 2000;85 Spec No:233S-2418S.

Korrespondenzadresse: Michael. Adamzik@uk-essen.de

* Rechte vorbehalten



Der Austausch einer einzelnen Amino-
saure beeinflusst die Interaktion des
Propofols mit dem a:—Glycin-Rezeptor

J. Ahrens’, M. Leuwer®, S. Stachura’, K. Krampfl?, D. Belelli,

J.J. Lambert’, S. Piepenbrock' und G. Haeseler'

' Zentrum Anésthesiologie,

2 Abt. Neurologie und Klinische Neurophysiologie,

Medizinische Hochschule Hannover

¢ Department of Anaesthesia, University of Liverpool, U.K.

* Neurosciences Institute, Ninewells Hospital and Medical
School, University of Dundee, U.K.

Fragestellung

Das Anésthetikum Propofol moduliert in vitro sowohl inhibitorische
y-Aminobuttersédure- (GABAx) Rezeptoren [1] als auch die struktu-
rell eng verwandten Glycin-Rezeptoren [2]. Ein Aminosaureaus-
tausch in der p-Untereinheit des GABAx-Rezeptors macht diesen
Rezeptor unempfindlich fir Propofol [1]. Der komplementare
Aminosaurerest in der a:—Untereinheit des Glycin-Rezeptors ist
Serin an der Position 267. Ziel dieser Studie war es, die Interaktion
des Propofols mit dem Glycin-Rezeptor zu untersuchen, wenn
Serin 267 gegen das polare Methionin (S267M) oder die groBere
verzweigtkettige Aminoséaure Isoleucin (S267I) ausgetauscht
wurde.

Methodik

Glycin-Rezeptor-a:—Untereinheiten (Wildtyp (WT), S2671 und
S267M) wurden transient in HEK 293-Zellen exprimiert. Chlorid-
Einwéartsstrome wurden Uber der ganzen Zelle registriert nach
ultraschneller Applikation (a) des nattrlichen Agonisten Glycin in
supramaximaler Konzentration, (b) Co-Applikation einer ECz0 von
Glycin und Propofol in ansteigender Konzentration und (c)

Propofol in ansteigender Konzentration ohne den naturlichen
Agonisten. Rezeptor-Coaktivierung (I-lo) wurde ausgedrickt als %
Potenzierung der Glycin-ECz (lo) nach der Formel E (%) = 100
[(I-10)/Io]. Anpassung einer Hill-Funktion an die gegen die applizier-
te Konzentration aufgetragenen Daten ergab die ECs sowie den
Steigungsfaktor n fur die Co-Aktivierung [2].

Ergebnisse

Beide Mutanten zeigten (a) eine geringere Glycin-Empfindlichkeit
gegeniiber WT (ECz fir Rezeptor-Aktivierung durch Glycin lag bei
30 pM gegenliber 3 pM bei WT), (b) eine deutlich reduzierte
Empfindlichkeit gegeniiber Propofol hinsichtlich der Co-Akti-
vierung der Stromantwort auf eine EC20 von Glycin durch Propofol
und (c) eine aufgehobene Direktaktivierung durch Propofol ohne
Anwesenheit des natlrlichen Agonisten.

Interpretation

Diese Ergebnisse zeigen, dass zunehmende GroBe und Polaritat
des Aminoséurerestes in Position 267 der a:-Untereinheit des
Glycin-Rezeptors entweder die Bindung von Propofol an den
Rezeptor behindert oder den Effekt-Transduktionsmechanismus
stort. Die Identifikation der Position 267 als Schliisselposition fr
die Vermittlung der Propofol-Effekte wird es ermdglichen, im
Knock-in-Mausmodell behaviourelle Propofol-Effekte, die Uber
Glycin-Rezeptoren vermittelt werden, genauer zu untersuchen.
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Abb. A:  Potenzierung (%) der Stromantwort auf eine EC20 von Glycin durch Propofol (MW + SD aus jeweils 4-5 Experimenten), aufge-
tragen gegen die mit 30 uM (beide Mutanten) oder 3 pM (WT) Glycin co-applizierte Propofol-Konzentation. In S2671 (oberes
Diagramm, Dreiecke) und S267M (unteres Diagramm, Kreise) war die Konzentrations-Wirkungskurve gegentiber WT (beide
Diagramme, Vierecke) nach rechts verschoben und erreichte einen geringeren Maximaleffekt. Linien reprasentieren
Anpassungen von Hill-Funktionen an die Daten mit den angegebenen Parametern.

Abb. B:

Repréasentative Stromspuren wahrend 2s Applikation des natirlichen Agonisten Glycin in supramaximaler Konzentration

(jeweils obere Spur) oder Propofol 100 pM ohne Glycin (jeweils untere Spur). In WT induziert Propofol einen deutlichen
Einwartsstrom. In S267I (vierte Spur von oben) und S267M (sechste Spur von oben) ist keine Direktaktivierung durch Propofol

zu erkennen.
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Fragestellung

Eine Heparinprophylaxe gehért zum perioperativen Standard bei
abdominalchirurgischen Eingriffen. Heparin ist bekanntermaBen
ein Antikoagulanz, das aber auch anti-inflammatorische Eigen-
schaften besitzt [1]. Der Granulozyten-Kolonie stimulierende
Faktor (G-CSF) ist ein h@amatopoetischer Wachstumsfaktor mit
ebenfalls immunmodulatorischen Wirkungen. Eine positive Inter-
aktion von Heparin mit G-CSF konnte durch Elektrophorese nach-
gewiesen werden [2,3], jedoch gibt es bislang keine Untersu-
chungen zur Effektivitdt einer kombinierten Heparin plus G-CSF
Prophylaxe auf die Uberlebensrate im Sepsismodell.

Methodik

Mit Genehmigung durch das zusténdige Regierungsprasidium
untersuchten wir 60 ménnliche Wistar-Ratten. Alle Tiere wurden in
Fentanyl/DHB-Analgesie nach i.v. Antibiotikaprophylaxe (Levoflo-
xacin/Metronidazol 3/1 mg/kg) laparotomiert und mit einer stan-
dardisierten humanen Stuhlsuspension peritoneal kontaminiert
und infiziert (PCl). Eine Heparin-Prophylaxe (800 |.E./kg Liquemin®
s.c., 12 h vor und nach Infektion) wurde in einer Pilotstudie an 6
Tieren getestet. AnschlieBend wurden 54 Tiere randomisiert zu fol-
genden Behandlungen: Gruppe | (Kontrolle): nur PCI und Antibiose
(AB), oder Gruppe ll: PCI + AB + Heparin-Prophylaxe, oder
Gruppe lll: PCI + AB + Heparin plus G-CSF Prophylaxe (20 ug/kg
s.Cc., 12 h vor und 12 und 36 h nach Infektion). Der primére Stu-
dienendpunkt war die Uberlebensrate nach 120 Stunden. Uberle-
bensraten wurden mit dem - Test und Kaplan-Meier-Uberlebens-
kurven mit dem Log-Rank-Test analysiert.

Ergebnisse

Die Pilotstudie verlief erfolgreich, insbesondere wurden keine Blu-
tungskomplikationen beobachtet. Auch in der Hauptstudie konn-
ten alle Tiere in die Auswertung eingeschlossen werden. Das Ge-
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Fragestellung

Die hemmende neuronale Ubertragung im Riickenmark wird maB-
geblich durch Glycin-Rezeptoren vermittelt. Ihre spinale Haufung
und der Nachweis, dass volatile Anésthetika glycinerge Effekte an
ligandengesteuerten lonenkanélen potenzieren, lasst eine Betei-
ligung dieser Rezeptoren an der Vermittlung der chirurgischen Im-

Abb. 1

wicht der Ratten war in allen Gruppen ahnlich und betrug im Mit-
tel 250 + 30g. Von den Kontrolltieren Uberlebten 7 von 18 Tieren
(839%) eine PCI, mit zusatzlicher Heparin-Prophylaxe Uberlebten
10 von 18 Tieren (56%), jedoch erst nach Heparin plus G-CSF
Prophylaxe war das Uberleben signifikant auf 15 von 18 Tieren
(83%) verbessert. (p = 0,023, df2 und p= 0,015, df1, ).

Interpretation

Die Uberlebensrate nach intraabdomineller Sepsis ist in unserem
Modell erst nach Kombination einer Heparin plus G-CSF Prophy-
laxe signifikant verbessert. Eine Erklarung hierflr kénnte in der
positiven Interaktion beider Substanzen liegen [2,3]. Weitere
Untersuchungen zur Wirkungsweise, insbesondere auch anti-
inflammatorischer Effekte einer subantikoagulatorischen Heparin-
dosierung stehen aus.
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mobilitat vermuten. Diese Vermutung wird teilweise tierexperimen-
tell durch Studien mit spezifischen Antagonisten und Studien an
Tieren mit mutierten Glycin-Rezeptoren unterstutzt [1].

In dieser Studie untersuchten wir nach der Methode von Crone et
al. [2] die disynaptische reziproke la-Inhibition, einen spezifisch
glycinergen spinalen Schaltkreis am Menschen.

Methodik

Nach Genehmigung der Ethikkommission der Charité wurde die
Studie an 6 Probanden (23-31 Jahre) durchgefiihrt. Die Probanden
atmeten 0.8 Vol.% Sevofluran Uber das Kreisteil eines Narko-
segerits. Die Messungen erfolgten nach einer 30-miniitigen Aqui-
librationszeit im Steady-state.

Der H-Reflex (Testreflex) wurde alle 6 Sekunden durch Stimulation
des N. tibialis ausgeldst und Uber dem M. soleus abgeleitet. Die
Inhibition des H-Reflexes wurde durch Stimulation des N. pero-



Abb. 1

neus (konditionierender Stimulus) auf Hohe des Fibula-
kopfchens mittels einer monopolaren Kugelelektrode erreicht.
Dieser konditionierende Stimulus flihrte Gber den in der Abbildung
gezeigten Schaltkreis zu einer Hemmung der Motoneurone und
damit zu einer Reduktion der H-Reflex-Amplitude um ca. 10-30%.
Um eine disynaptische Verschaltung zu gewahrleisten, wurde zwi-
schen den Reizen ein Zeitabstand von 2 ms gewahlt. Kondi-
tionierte (Stimulation N. tibialis und N. peroneus) und unkonditio-
nierte (Stimulation ausschlieBlich N. tibialis) Reize erfolgten in
zufélliger Reihenfolge.
Die Messungen wurden in drei Zustédnden durchgeflhrt: a) vor, b)
wéahrend und c) mindestens 30 Minuten nach Ende der
Sevofluranapplikation (2. Kontrolle). Um zu den verschiedenen
Messzeitpunkten eine vergleichbare Anzahl von motorischen Ein-
heiten zu erregen, war die GréBe des unkonditionierten H-Reflexes
durch Anpassung der Stimulationsstromstérke bei allen Messun-
gen gleich. In jedem Zustand wurden jeweils mindestens 75 kon-
ditionierte und unkonditionierte Reize gemessen. Die Mittelwerte
der prozentualen Reduktion der konditionierten H-Reflex-
amplituden im Vergleich der unkonditionierten H-Reflexamplitude
unter Sevofluranapplikation wurden mittels einer Varianzanalyse
mit Messwiederholung mit beiden Kontrollwerten verglichen
(Bonferoni Post-Test p<0.05).

Ergebnisse

Die Graphik zeigt die Mittelwerte der Reduktion des konditionier-
ten H-Reflexes aller Probanden. Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler. Die statistische Analyse ergab eine signifikante
Abschwéchung der durch die Peroneus-Stimulation induzierten

Abb. 2

Inhibition des H-Reflexes (Varianzanalyse mit Messwiederholung,
Bonferroni Post-Test: P(vor-Sevofluran) < 0.05, P(vor-nach) > 0.05,
P(Sevofluran-nach) < 0.05).

Interpretation

Die Ergebnisse zeigen, dass Sevofluran die glycinerg vermittelte
reziproke la-Inhibition nicht entsprechend seiner potenzierenden
Eigenschaften am Glycin-Rezeptor verstarkt, sondern reduziert.
Als mogliche Grinde flr diesen scheinbaren Widerspruch zu
molekularen Studien kommen unter anderem présynaptische inhi-
bitorische Effekte von Sevofluran in Betracht: 1.) Sevofluran kann
direkt die synaptische Transmission des inhibitorischen Interneu-
rons hemmen. Ein solcher Effekt stliinde jedoch im Widerspruch
zur grundsétzlichen Annahme, dass Anasthetika hemmende Effek-
te verstérkten und exzitatorische Effekte abschwachten [1]. 2.) Die
glutamaterge Ubertragung des konditionierenden Stimulus von
den la-Afferenzen des N. peroneus auf das inhibitorische Inter-
neuron kann prasynaptisch gehemmt werden. Ein solcher Effekt
konnte fUr Halothan an la-Afferenzen, die auf Motoneurone proji-
zieren, bei Ratten nachgewiesen werden [3].

Diese Untersuchung verdeutlicht, dass in vitro nachgewiesene
Effekte von Anasthetika selbst innerhalb einfacher Schaltkreise in
vivo durch vermutlich prasynaptische Mechanismen Uberlagert
und so nicht immer bestatigt werden kénnen.
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Fragestellung

Jede Information gelangt liber das sensorische Gedachtnis in das
Arbeitsgedéchtnis, wird dort vortbergehend bereitgehalten und
bei Relevanz im Langzeitgedéchtnis gespeichert. Wie Anésthetika
die Aufnahme und Speicherung von Informationen im Gedachtnis
beeinflussen ist unklar [1]. Die an diesen Prozessen beteiligten
neuronalen Netze lassen sich mit der funktionellen Magnetreso-
nanztomographie (fMRT) darstellen [2]. In dieser Studie sollte in
vivo untersucht werden, ob verschiedene Gedachtnisspeicher
gleichermaBen sensibel auf Andsthetika reagieren und ob niedrige
Anasthetikakonzentrationen eine globale oder selektive Aktivitats-
abnahme im Kortex hervorrufen. An Probanden wurde die Wirkung
von sehr niedrig dosiertem Propofol auf das Arbeitsgedachtnis
und auf Formen des Langzeitgedéchtnisses (episodisch, seman-
tisch) mittels fMRT untersucht.

Methodik

Mit Genehmigung der 6rtlichen Ethikkommission wurden 25 frei-
willige mannliche Probanden doppelblind randomisiert (3
Gruppen: Kontrollgruppe [NaCl 0,9%], Propofol 0,6 pg/ml und
Propofol 1,2 pg/ml — Becton Dickinson TCI Infusionssystem) und
mittels ,blood oxygenation level dependent” (BOLD) — Kontrast-
MRT untersucht. Die ersten 10 Minuten des 60-minUtigen Experi-
mentes dienten als Anflutungszeit, um die Zielkonzentration von
Propofol zu erreichen. Wahrend der Anflutung wurde bereits funk-
tionell gescannt, um Einflisse von Propofol auf das BOLD-Signal
unter Ruhebedingungen auszuschlieBen. Im Anschluss bearbeite-
ten die Probanden verschiedene episodische, semantische und
Arbeitsgedéchtnisaufgaben. Danach wurden sie aufgefordert,
mehrfach kontrolliert zu hyperventilieren bzw. mehrfach fur 30s die
Luft anzuhalten (Hypoventilation), um den Einfluss von Propofol
auf die zerebrale Vasoreaktivitat zu erfassen. 45 Minuten nach
Infusionsende wurden auBerhalb des Scanners zur Uberpriifung
des Langzeitgedachtnisses Bilder (Gesichter) aus dem Arbeits-
gedachtnistest gegenliber neuen Bildern abgefragt.

Die Daten wurden mittels ANOVA und T-Test auf statistische
Signifikanz (p<0,05) geprift.

Ergebnisse

Propofol hat im untersuchten Konzentrationsbereich keine Wir-
kungen auf das basale BOLD-Signal oder auf ventilationsbedingte
BOLD-Signalanderungen (p>0,05). Dosisabhéngig stiegen Reak-
tionszeit und Fehlerrate (p<0,05). 4 Probanden aus beiden Pro-
pofolgruppen konnten die Arbeitsgedachtnisaufgaben zu 100%
lI6sen und wurden als ,high performer® (n=8) zusammengefasst.

Abb. 1 rot: Signalabnahme gegeniiber Kontrollgruppe
blau: Signalzunahme gegeniiber Kontrollgruppe
(z>3,1; p<0,001)

Die Ubrigen 9 Probanden wurden als ,low performer” eingestuft
( )-

Im Vergleich zur Kontrollgruppe hatten alle Propofolprobanden
deutliche LangzeitgedéchtniseinbuBen (p<0,05). Dabei bestand
kein Unterschied zwischen ,low“ und ,high performern®.
Funktionell zeigten die ,high performer” signifikant weniger BOLD-
Signalabnahmen im Arbeitsgedéchtnisnetzwerk (p<0.05; Abb.1).
Ingesamt kam es in allen untersuchten Ged&chtnisnetzwerken
ausschlieBlich zu selektiven BOLD-Signalanderungen.

Interpretationen

Propofol beeinflusst weder das basale BOLD-Signal, noch die
ventilatorisch bedingten BOLD-Signaléanderungen. Die zerebrale
Vasoreaktivitat bleibt demzufolge unter Propofol intakt. Daher sind
alle BOLD-Anderungen wéhrend der Gedéchtnisaufgaben unter
Propofol als echte Anderungen der neuronalen Aktivitat zu inter-
pretieren.

Das Arbeitsgedéchtnis ist nur bei der Halfte der Probanden beein-
trachtigt, wahrend alle Propofolprobanden Langzeitgedachtnis-
einbuBen zeigen. Die Verschlechterung von Arbeitsgedéchtnis-
leistungen scheint daher nicht urséchlich fur die amnestischen
Wirkungen von Propofol zu sein. Innerhalb der untersuchten
Gedachtnisnetzwerke kommt es nicht zu globalen, sondern zu
hochselektiven Anderungen der neuronalen Aktivitét.
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Tab. 1
Kontrollgruppe 0,6 pg/ml 0,6 pg/ml 1,2 pg/ml 1,2 pg/mi
“high Perf.” “low Perf.” “high Perf.” “low Perf.”
Arbeitsgedachtnis 96 + 2 100 £ 0 75 £ 5 100+ 0 50 + 8*
Langzeitgedachtnis 69 +7 53 + 4+ 52 + 7¢ 34 + 3 28 + 3

Erfolgsraten der verschiedenen Gruppen beim Arbeitsgedachtnis-

und Langzeitgedachtnistest (Mittelwert (%) =

Standardabweichung (%)); * Signifikanz gegentiber Kontrollgruppe (p<0,05); * Signifikanz gegentiber Kontrollgruppe (p<0,01).
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Fragestellung

Die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion (HPV) dient in Situa-
tionen, die mit alveoléarer 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-Verhéltnisses. Eine
gesteigerte HPV fiihrt jedoch zu einem UberschieBenden pulmo-
nalarteriellen und -kapillaren Druckanstieg, wodurch ein Austritt
von Flussigkeit in den Alveolarraum beglnstigt wird [1]. Die
Mechanismen, Uber welche Hypoxie zur pulmonalen Vaso-
konstriktion fuhrt, sind unzureichend verstanden. In dieser Studie
wurde untersucht, inwieweit Hypoxie die Konzentrationen der
vasoaktiven Substanzen Endothelin-1 (ET-1) und Stickstoff-
monoxid (NO) in der Pulmonalzirkulation moduliert und ob eine
Korrelation zwischen den pulmonalen Plasma-Konzentrationen
dieser Substanzen und dem AusmaB des pulmonalarteriellen
Druckanstieges in der Hohe besteht.

Methodik

Nach Zustimmung der ortlichen Ethikkommission wurden 34
gesunde Probanden im Flachland (110m) und nach ziigigem
Aufstieg (<24 Std.) auf 4559m Hohe in der Hoéhenforschungs-
station Margherita-Hutte untersucht. 3-4 Stunden nach Ankunft in
der Hohe wurden ein zentralvendser (V. cava superior) und ein
arterieller (A. radialis) Verweilkatheter gelegt und simultan arteriel-
le und zentralvendse Blutproben entnommen. Aus diesen Proben
wurden die Plasma-ET-1-Konzentrationen (gemessen mittels Ra-
dioimmunassay), die Plasma-Nitrit-Konzentrationen (indirekter Pa-
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Fragestellung
Der beatmungsinduzierte Lungenschaden (ventilator induced lung
injury, VILI) ist gekennzeichnet durch strukturelle und funktionelle

rameter der NO-Bioverfligbarkeit, gemessen mittels Fliess-
Injektions-Analyse) sowie die Plasma-Adrenalin und Noradrenalin-
Konzentrationen (gemessen mittels HPLC) bestimmt. Der systoli-
sche pulmonalarterielle Druck (PASP) wurde mittels transthoraka-
ler Echokardiografie gemessen. Ein Thorax-Réntgenbild diente
der Dokumentation eines Lungenédems. Von den Probanden, die
ein Hoéhenlungenddem entwickelten, wurden die angegebenen
Daten vor Odembeginn erhoben. Die Ergebnisse sind als MW + SE
dargestellt, Signifikanzniveau: p < 0,05.

Ergebnisse

Nach Aufstieg in die Hohe fiel der arterielle pO: auf 38+0,5 mmHg
(p<0,001) und der PASP stieg von 23+0,7 mmHg auf 37+2 mmHg
(p<0,001; Minimum: 28 mmHg, Maximum 65 mmHg). Vier
Probanden entwickelten ein Héhenlungenédem. Die zentralvend-
sen ET-1-Plasmaspiegel waren um etwa das 3-fache erhoht
(p<0,001), wohingegen die zentralvendsen Plasma-Nitrit-
Konzentrationen stabil blieben (p=0,33). Im Flachland war die zen-
tralvendse Plasmakonzentration von ET-1 hdher als die arterielle
und von Nitrit niedriger. In der Hohe erfolgte eine signifikante
Umkehr der arterio-zentralvendsen Plasmagradienten, mit héhe-
rem arteriellem ET-1 und niedrigerem arteriellem Nitrit (p<0,05).
Die arterio-zentralvendsen Plasmagradienten von ET-1 und Nitrit
zeigten eine signifikante Korrelation mit dem PASP (ET-1: R=0,49,
p<0,001; Nitrit: R=-0,21, p<0,05) und eine inverse Korrelation
untereinander (R=-0,48; p<0,001). Die zentralventsen Plasma-
konzentrationen von Noradrenalin und Adrenalin waren um das 2-
fache (p<0,001) bzw. das 1,6-fache (p<0,05) erhoht, zeigten
jedoch keine Korrelation mit dem PASP.

Interpretation

Die Hohen-induzierte Umkehr der arterio-zentralvendsen
Plasmagradienten von ET-1 und Nitrit deutet auf eine Einschran-
kung der pulmonalen Endothelfunktion mit erhéhter ET-1- und ver-
minderter NO-Konzentration in Hypoxie. Die Korrelation der arte-
rio-zentralvendsen Plasmagradienten von ET-1 und Nitrit mit dem
PASP spricht weiterhin fir eine zentrale Bedeutung von ET-1 und
NO fur das AusmaB der HPV. Die inverse Korrelation der ET-1- und
Nitrit-Plasmagradienten durfte Ausdruck einer reziproken pulmo-
nalen Regulation der vom GeféBendothel synthetisierten vasoakti-
ven Substanzen ET-1 und NO sein.
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Veranderungen der Lunge, die mit einer Verschlechterung von
Lungenmechanik und Gasaustausch einhergehen [1]. Uberdeh-
nung und Kollaps von distalen Broncheoli und Alveolen fiihren zur
Freisetzung von Entziindungsmediatoren, Verdickung des Epithels
und Gasaustauschstérung mit nachfolgender hypoxischer Vaso-
konstriktion und Rechtsherzbelastung [2]. Levosimendan ist eine
positiv inotrope Substanz, die zusétzlich in héherer Dosierung
Uber intrazellulare Phosphodiesterase-Hemmung und cAMP-Er-
héhung eine selektive Vasodilatation und anti-inflammatorische
Wirkung entwickelt [3]. Ziel der Studie war es zu klaren, ob die pro-
phylaktische inhalative sowie die intravendse Applikation von
Levosimendan einen positiven Effekt auf Entztindungsreaktion
und Uberleben bei experimentellem VILI in der Ratte hat.

Methodik
Nach Genehmigung durch die zustandige Behdrde wurden ménn-
liche, narkotisierte und beatmete Sprague-Dawley-Ratten wie



folgt behandelt (n=8 pro Gruppe) und 4h beobachtet: VILI-
Gruppe: VILI-Induktion (20miniitige Uberdruckbeatmung mit pmax
45mbar, PEEP Ombar, I:E 1:1; Letalitat im weiteren Verlauf unbe-
handelt nach 4h Beobachtungszeit: 70% (Pilotstudie)), keine wei-
tere Behandlung. Levo240ug-Gruppe: Inhalation von 240ug Levo-
simendan mittels Jet-Vernebler vor VILI-Induktion. Levo24ug-
Gruppe: Inhalation von 24pg Levosimendan vor VILI-Induktion.
Levo-i.v.-Gruppe: Injektion von 24pg/kg Levosimedan vor VILI-
Induktion. Sham-Gruppe: Beatmung fir 4h ohne VILI-Induktion
oder Behandlung. Bei allen Tieren, die mindestens 2h bis 4h
Beobachtungszeit Uberlebten, wurden eine bronchoalveoléare
Lavage (BAL) durchgefiihrt und Blutproben entnommen. Nur diese
Tiere wurden statistisch ausgewertet. Mittels Bradford-Assay und
ELISA wurden Protein-Konzentrationen der BAL und die proin-
flammatorischen Zytokine (IL-1p und MIP-2 (Macrophage
Inflammatory Protein-2)) in Plasma und BAL bestimmt. Die stati-
stische Auswertung erfolgte durch Log Rank und Rang-
summentest mit Bonferroni-Korrektur. Die Werte sind als Median
(semi-IQR) dargestellt.

Ergebnisse

In der Levo240ug-Gruppe war das Uberleben nach 4h signifikant
gegenuber der VILI-Gruppe gesteigert. Der Proteingehalt der BAL
als MaB des Schrankenschadens war sowohl in der Levo240ug-
als auch der Levo-i.v.-Gruppe signifikant gegeniliber der VILI-
Kontrolle vermindert. Die Sekretion der Entziindungsmediatoren
IL-1p und MIP-2 war sowohl im Plasma als auch der BAL in allen
Therapie-Gruppen signifikant vermindert, mit Ausnahme von IL-18
in der BAL ( ).

Interpretation

Die vorliegende Studie zeigt, dass eine prophylaktische Inhalation
des Calcium-Sensitizers Levosimendan antiinflammatorische
Effekte auf Zytokinsekretion und Letalitdt wahrend experimentel-
lem VILI in der Ratte hat. Die Inhalation von Levosimendan flhrt in
der Levo240ug-Gruppe zu einer signifikanten Verbesserung des
Uberlebens gegentiber der Kontroll-Gruppe (VILI). Dieser Effekt ist
moglicherweise auf den signifikant héheren MAP in der
Inhalations- gegeniiber der Kontroll-Gruppe (VILI) (58 vs. 119
mmHg) zurlickzufUhren. Fir die Letalitét zeigt sich hier ein Vorteil
der inhalativen Applikation gegenlber der intravendsen, da die
nach Inhalation tats&chlich deponierte Menge (24pg/kg Levo-
simendan) in der Levo240ug-Gruppe der Dosierung der Levo-i.v.-
Gruppe entspricht, so dass diese direkt vergleichbar sind. Der
ausbleibende Effekt auf die IL-13-Sekretion in der BAL dagegen ist
moglicherweise auf durch Zelldestruktion freigesetztes, préafor-
miertes und prozessiertes IL-1f zurtickzufiihren.
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Tab. 1

Sham VILI Levo240ug Levo24ug Levo-i.v.
Letalitat n. 4h (n von 8/%) 0/0% 6/75% 2/ 25%* 4/50% 4/50%
Pa0O: (mmHg) 99,5(5) 51,6(7) 79,709 65,1(8) 75,2(9)
MAP (mmHg) (30min) 125(5) 58(4) 119(6)* 95(24) 118(12)*
Proteingehalt BAL (pug/ml) 249(15) 1469(249) 690(354)* 1193(159) 887(340)*
MIP-2 (pg/ml) im Plasma 129(49) 436(131) 73(19)* 81(35)* 75(6)*
MIP-2 (pg/ml) in der BAL 109(24) 497(109) 37(5)* 90(10)* 22(4)
IL-1B (pg/ml) im Plasma 173(25) 1495(441) 245(107)* 313(57)* 220(63)*
IL-1B (pg/ml) in der BAL 76(15) 208(56) 182(32) 310(159) 97(30)
n (2-4h) 8 5 8 6 5

Log Rank und Rangsummentest mit Bonferroni-Korrektur, * P<0.05 vs. VILI, Median (semi-IQR).
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Fragestellung

Es ist bekannt, dass Ketamin in neuronalen Zellen von Ratten
Apoptose induziert [1]. Bisher ungeklart ist, Uiber welchen Mecha-
nismus Ketamin Apoptose induziert. Daher wurde in dieser Studie
mit Hilfe genetisch verdnderter Jurkat-T-Zellen untersucht, ob
Ketamin-induzierte Apoptose Uber den Todesrezeptor- oder mito-
chondrialen Signalweg vermittelt wird [2]. An neuronalen Zellen
wurde untersucht, ob die konzentrationsabhangige Neurotoxizitat

durch einen Caspase-Inhibitor hemmbar ist. Die Bedeutung des
fir Ketamin stereospezifischen NMDA-Rezeptors [3] fir die
Apoptose-Induktion wurde anhand des Vergleichs von Ketamin
mit S-Ketamin evaluiert.

Methodik

In allen Versuchen wurde nach 24-stlindiger Behandlung das
Auftreten von Apoptose mittels Doppelfarbung (AnnexinV und
7AAD) durchfluBzytometrisch (FACS) analysiert. Caspase-8-,
Caspase-9- oder FADD-defiziente bzw. Bcl-2-liberexprimierende
Jurkat-T-Zellen wurden ohne oder mit Ketamin (2 mM) mit den ent-
sprechenden Wildtypzellen verglichen. Neuroblastomzellen
(SHEP) wurden mit dem Pancaspaseinhibitor Q-VD (10 pM) fur
eine Stunde vorbehandelt, anschlieBend mit Ketamin in aufstei-
gender Konzentration (1-8 mM) inkubiert und mit nicht vorbehan-
delten Zellen verglichen. Die Neurotoxizitdt &aquipotenter
Dosierungen von Ketamin und S-Ketamin (1mM/0,5 mM; 2 mM/1
mM; 4 mM/2mM; 6 mM/3 mM; 8 mM/4 mM) wurde verglichen.



Alle Versuche wurden dreifach durchgefiihrt und die Ergebnisse
als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Die Effekte
wurden mittels t-Test mit Bonferroni-Korrektur verglichen. Das
Signifikanzniveau wurde als P < 0,05 definiert.

Ergebnisse

Ketamin (2 mM) induzierte nach 24 h Inkubation in T-Jurkat-Zellen
zu 43,1 = 1,9% Zelltod durch Apoptose. Bcl-2-Uberexpression
und Caspase-9-Defizienz reduzierten diesen Anteil signifikant auf
10,9 £ 2,9% bzw. 4,1 £ 0,6% ( ). Im Gegensatz dazu schutzt
Caspase-8- und FADD-Defizienz nicht vor Apoptoseinduktion
durch Ketamin ( ). Der Pancaspaseinhibitor Q-VD reduzierte
bei neuronalen Zellen die durch Ketamin induzierte Apoptoserate
um bis zu 80% ( ). Bei der Untersuchung klinisch &quipoten-
ter Konzentrationen von S-Ketamin und dem Racemat an
Neuroblastomzellen zeigte sich, dass das Racemat deutlich toxi-
scher als das Stereoisomer ist ( ). Aquimolare Konzen-
trationen unterschieden sich nicht in ihrer toxischen Wirkung.

Abb. 1: Apoptotischer Anteil Bcl-2-Uberexprimierender, Caspase-
9-defizienter und Wildtypzellen (Jurkat) nach 24-stiindi-
ger Inkubation ohne und mit Ketamin (2 mM).

Abb. 2: Apoptotischer Anteil Caspase-8-defizienter, FADD-defi-
zienter und Wildtypzellen (Jurkat) nach 24-stiindiger
Inkubation ohne und mit Ketamin (2 mM).

Abb. 3: Anteil apoptotischer Wildtypzellen (SHEP) nach 24-
stiindiger Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen
von Ketamin ohne und mit Vorbehandlung eines
Caspaseinhibitors (Q-VD, 10 pM).

Abb. 4: Anteil apoptotischer Wildtypzellen (SHEP) nach 24-
stiindiger Inkubation mit aquipotenten Konzentrationen
von Ketamin und S-Ketamin in aufsteigenden Kon-

zentrationen.

Interpretation

Ketamin induziert an neuronalen und nicht-neuronalen Zellen kon-
zentrationsabhéngig Apoptose. Caspase-9-Defizienz und Bcl-2-
Uberexpression schiitzen vor Ketamin-induzierter Apoptose, wéh-
rend Caspase-8- und FADD-Defizienz keinen schiitzenden Effekt
haben. Somit induziert Ketamin Apoptose liber den mitochondria-
len Signalweg, nicht aber Uber den Todesrezeptor-Signalweg. Die
Neurotoxizitdt von Ketamin ldsst sich mittels eines Caspase-
Inhibitors erheblich unterdriicken. Da S-Ketamin in aquipotenten
Dosierungen eine geringere Neurotoxizitat als Ketamin in diesem
Modell hat, scheint der Apoptose-induzierende Effekt beider
Substanzen nicht stereospezifisch und somit nicht Uber den
NMDA-Rezeptor vermittelt zu sein.
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Fragestellung

ae-Adrenerge Rezeptoren (a-AR) sollen an der Vermittlung neuro-
protektiver Effekte beteiligt sein [1]. Wir konnten bereits zeigen,
dass der oza-adrenerge Rezeptor neuroprotektive Effekte in der
Perinatalperiode vermittelt [2]. An einem transgenem Mausmodell
sollte die Rolle der unterschiedlichen c.-adrenergen Rezeptor-
subtypen nach Induktion einer transienten zerebralen Ischamie mit
und ohne Vorbehandlung mit dem a.-adrenergen Agonisten
Clonidin untersucht werden. Zusétzlich wurden hdmodynamische
Variablen vor und nach Gabe von Clonidin an den verschiedenen
Genotypen erhoben, da eine verdnderte Hdmodynamik Einfluss
auf die Ausdehnung der zerebralen Ischdmie nehmen kann.

Methodik

Der Tierversuchsantrag wurde durch die zustédndige Behdrde
genehmigt. Transgene Ma&ause mit Deletionen o--adrenerger
Rezeptorsubtypen (a2a-KO, 028-KO, 0i2c-KO, azac-KO) und Kontroll-

tiere (WT) wurden mit und ohne Vorbehandlung von Clonidin
(40pg/kg intraperitoneal 1h vor Induktion der zerebralen Ischamie)
untersucht. Die Arteria cerebri media dextra wurde fir 60 Minuten
transient okkludiert. Nach 24 Stunden wurden zwei funktionelle
neurologische Scores, der modifizierte Bederson-Score (0= ,kein
motorisches Defizit“ bis 5= ,keine Bewegung des Tieres“) und der
Grip-Test-Score (0= ,Herabfallen der Maus von einem Holzstab“
bis 5= ,,problemlose Flucht®), erhoben sowie das Infarktvolumen in
Prozent der kontralateralen Hemisphare mittels 2,3,5-Triphenyl-
tetrazoliumchlorid-Farbung bestimmt. Der arterielle Mitteldruck
vor und 1h nach Injektion von Clonidin (40pg/kg) wurde mittels
eines 1.4F-Miniatur-Druckkatheters in der A. carotis communis
dextra gemessen.

Die Daten wurden mittels Kruskal-Wallis-Test und Post-Hoc-Test
nach Dunn, ungepaartem t-Test bzw. zweiseitiger Varianzanalyse
und nachfolgender Bonferroni-Korrektur auf statistische
Signifikanz getestet.

Ergebnisse

Das Infarktvolumen nach transienter Ischédmie unterschied sich
basal nicht zwischen den einzelnen Kollektiven. Allerdings war das
Infarktvolumen nach Gabe von Clonidin bei c2ac-KO-Mausen sig-
nifikant geringer gegentber WT-, aze-KO- und ozc-KO-Mausen
( )-

Der arterielle Mitteldruck von aza-KO- und oeac-KO-Mé&usen war
gegenliber WT-Tieren signifikant erhéht (WT: 75.383mmHg + 1.62;
*o2a-KO: 81.89mmHg = 2.33; 0e-KO: 81.27mmHg + 2.77; 02c-KO:
77.22mmHg + 1.58; *0eac-KO: 83.33mmHg + 1.70; n=5-7; *p <
0.05). Die Vorbehandlung mit Clonidin fiihrte in allen Gruppen mit
Ausnahme der oenc-KO-Mause zu einer signifikanten Abnahme
des arteriellen Mitteldruckes (WT: 63.84mmHg + 1.42; 02s-KO:
72.56mmHg + 3.47; 02.-KO: 70.39mmHg + 3.26; a2c-KO:
62.87mmHg + 1.78; *0eac-KO: 82.41mmHg + 2.85; n=5-7; *p <
0.05). Das Infarktvolumen korrelierte signifikant mit den
Blutdruckveranderungen nach Vorbehandlung mit Clonidin

Abb. 1: Infarktvolumen von WT und a.-KO-Mausen nach transienter zerebraler Ischédmie unter basalen Bedingungen und Vorbehandlung

mit Clonidin (Daten als Mittelwert + Standardfehler, * p<0.05).



(r*=0.9362). Die funktionellen Defizit-Scores unterschieden sich
nicht zwischen den Untersuchungskollektiven.

Interpretation

Unsere Befunde zeigen, dass die Stimulation des ozs-adrenergen
Rezeptorsubtyps neuroprotektive Effekte nach Induktion einer
zerebralen Ischamie vermitteln kdnnte. Das verminderte Infarkt-
volumen bei aznc-KO-Mé&usen kdnnte allerdings auch durch den
fehlenden Abfall des arteriellen Mitteldruck nach Gabe des oe.-
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Fragestellung

Verschiedene Studien konnten belegen, dass der extrazellularen
Adenosin-Bildung und Signalibertragung eine kardioprotektive
Bedeutung wéhrend akuter Myokardischdmie zukommt [1].
Extrazellulares Adenosin wird vorwiegend enzymatisch via
Phosphohydrolyse aus ATP und ADP gebildet. Dieser enzymati-
sche Prozess wird durch Ekto-Nukleosid Triphosphat Diphospho-
hydrolasen (E-NTPDasen 1-3, 8) gesteuert. Daher untersuchten
wir hier eine mdgliche kardioprotektive Rolle dieser Enzyme bei
akuter Myokardischamie im murinen Tiermodell.

Methodik

Vor Versuchsbeginn lag eine Tierversuchsgenehmigung durch das
zustandige Regierungsprasidium vor. Als ersten Schritt untersuch-
ten wir die Folgen einer pharmakologischen Hemmung aller E-
NTPDasen bei Myokardischdmie und ischdmischer Prakonditio-
nierung (IP). Hierzu verwendeten wir einen neuen, nicht-selektiven
E-NTPDase Inhibitor (Nas(H:W104), POM-1, 3mg/kg KG i.p.) [2]
und untersuchten die HerzinfarktgréBe nach 60-mindtiger
Ischamie mit und ohne vorheriger IP (5 min Ischéamie, 5 min Reper-
fusion, 4 Zyklen) [1]. AnschlieBend wurden mittels Echtzeit-RT-
PCR an préakonditioniertem Myokard transkriptionelle Folgen
von IP auf die E-NTPDasen untersucht. Diese Befunde wurden
durch Western-Blot- und immunhistochemische Analysen besta-
tigt. Fur eine genetische Beweisflihrung wurden anschlieBend
Myokardischédmie und IP bei Mausen nach gezielter Deletion der
E-NTPDase1 (CD39) durchgefiihrt (cd39"-Mause). Um zu zeigen,
dass ein unterschiedliches Verhalten von cd39-Mausen tatsach-
lich auf einen extrazelluldren Nukleosid-Mangel zuriickzufiihren
ist, bestimmten wir die Adenosin-Konzentrationen im Herzgewebe
dieser Mause mittels HPLC-Technik. AnschlieBend rekonstituier-
ten wir die cd39”-Méause durch Apyraseinfusionen und flhrten
erneut murine Myokardisch&mie und in situ IP durch.

Ergebnisse

Durch POM-1-Behandlung wurde die basale InfarktgréBe erhéht
(44+2,3% vs. 52,5+6,6%,p<0.05, n=6) und der infarktgréBen-
reduzierende Effekt von IP aufgehoben (Mause mit IP ohne

Agonisten Clonidin erklart werden, da das Infarktvolumen nach
Stimulation mit Clonidin mit dem arteriellen Mitteldruck korreliert.
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POM-1: 13,8+3,6 % vs. Mause mit IP mit POM-1: 53,6+5,2
% ,n=6,p<0.0001). In prékonditioniertem Herzgewebe zeigte sich
eine selektive Induktion der E-NTPDase1/CD39 mRNA (8,2+1,5-
fach,n=6,p<0.0001) mit IP. Western-Blot-Analysen bestatigten die
Induktion von CD39 und immunhistochemische Farbungen lokali-
sierten CD39 auf Myokard- und Endothel-Zellen. Untersuchungen
an cd39”-M&usen bestatigten eine funktionelle Rolle von CD39
bei Myokardischdmie und IP ( )- So hatten diese Mé&use
ohne IP groBere Infarkte, und die IP-bedingte InfarktgréBen-
reduktion war aufgehoben. Adenosin-Messungen bei cd39"-
Mausen ergaben, dass ein durch IP bedingter Anstieg der
Adenosin-Konzentration bei diesen Mé&usen ausblieb. Rekon-
stitution von cd39”-M&usen mit I6slicher Apyrase fluhrte zu einer
Wiederherstellung des Wildtyp-Phanotyps. Zusétzlich fuhrt die
Gabe von Apyrase bei Myokardischamie zu einer 50%-igen
(44,2+3,2% vs. 23,2+ 4,7 %) InfarktgroBenreduktion bei Wildtyp-
Méusen ( ). Statistische Analysen: ANOVA, *p<0.05.

Abb. 1: (A) Myokardischamie und ischamische Prakonditio-
nierung (IP) bei cd39"-M&usen.
(B) Therapeutische Wirkung von Apyrase bei der akuten
Myokardischamie.

Interpretation

Die vorliegenden Untersuchungen weisen erstmalig auf eine kar-
dioprotektive Rolle der CD39-abhéngigen ATP/ADP-Phospho-
hydrolyse bei akuter Myokardischdmie hin. Der Einsatz von 16s-
licher Nukleotidase (Apyrase) stellt mdglicherweise eine neue
Therapieform in der Behandlung oder Prophylaxe der akuten
Koronarischamie dar.
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ABSTRACTS

» Zur Infarktinduktion wurde mit oder ohne IP (= IP [4 x 5 min])
die linke Koronararterie fir 60 Minuten verschlossen. Nach 2
Stunden Reperfusion wurde durch retrograde Farbung mit Evan’s
Blue und durch eine spezifische Infarktfarbung die prozentuale
InfarktgroBe bestimmt.
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Hamodynamische Stabilitat und humora-
le Kreislaufregulation nach akutem
Blutverlust wahrend Xenon/Remifenta-
nil-Narkose mit und ohne Angiotensin-II-
Rezeptorblockade - Eine tierexperimen-
telle Untersuchung
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Fragestellung

Unter den humoralen Faktoren bei der h&modynamischen Adap-
tation an einen akuten Blutverlust ist das Renin-Angiotensin-
System fiir die kurzfristige, akute Kreislaufregulation und hdmody-
namische Stabilitdt besonders bedeutsam. So aggraviert eine
medikamentdse Blockade des Renin-Angiotensin-Systems den
Blutdruckabfall nach akutem Blutverlust bei wachen, noch starker

receptors. Circulation 2007; 2007;115(12):1581-1590.

2. Muller C, Igbal J, Bagi Y, Zimmermann H, Rollich A, Stephan H.
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jedoch bei anasthesierten Individuen oder Versuchstieren [1,2].
Méglicherweise kdnnte das Anasthetikum Xenon, welches mit ein-
er im Vergleich zu volatilen Anasthetika geringeren Depression des
kardiovaskularen Systems und besseren Kreislaufstabilitét in Ver-
bindung gebracht wird [3], auch unter den Bedingungen eines
akuten Blutverlustes eine geringere Stdérung des Kreislaufs im
Sinne einer Abnahme des arteriellen Blutdrucks und des Herz-
zeitvolumens garantieren. In der vorliegenden Untersuchung wur-
den daher zundchst die hdmodynamischen Veranderung und hor-
monellen Regulationsmechanismen bei einem akuten Blutverlust
unter Xenon/Reminfentanil-Nakose in einem tierexperimentellen
Modell charakterisiert und anschlieBend die Bedeutung des
Renin-Angiotensin-Systems bei dieser Form der Narkose durch
selektive Blockade der Angiotensin-lI-Rezeptoren untersucht.

Methodik

Nach Zustimmung der Tierversuchkommission (AZ G0424/99)
wurden 6 trainierte Beagle-Hindinnen (13.4 + 1.3 kg) in je 2 Proto-
kollen untersucht. Zwischen den in zufélliger Reihenfolge durch-
gefuhrten Experimenten lag ein Intervall von = 14 Tagen. Die Hun-
de wurden bezlglich des Salz-Wasser-Haushaltes standardi- »

Herzfrequenz (1/min)
Kontrolle
Losartan

40+ 3
40 + 2

412
40+ 2

43 +2
40 1

Herzzeitvolumen (L/min)
Kontrolle
Losartan

0,9 + 0,1
0,9 +0,1

0,9 + 0,1
0,9 + 0,1

1,0 + 0,1
0,9 + 0,1

Angiotensin Il (pg/ml)
Kontrolle
Losartan

Adrenalin (pg/ml)
Kontrolle
Losartan

105 = 18
298 + 498

1892 + 750
1003 + 410

76+ 15
278 + 458

83 + 28
280 + 53%

2509 + 746
1370 + 409

2956 + 310~
1618 + 465°

Mittelwert + SEM, n=6, p<0,05 *vs. Normovolamie, § vs. Kontrolle, GLM-ANOVA, Post-hoc-t-Test (Holm).
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siert erndhrt. Dieses Ganztiermodell wurde an anderer Stelle
detailliert beschrieben [1,2]. Protokoll 1: Nach Induktion mit 8-10
mg/kg Propofol (Disoprivan® 1%) wurden die Tiere oropharyngeal
intubiert und kontrolliert maschinell beatmet (Physioflex™, Drager
Medical, Libeck, Deutschland). Die Narkose wurde sodann durch
eine Kombination aus Xenon 63+1vol% endtidal (FiO: = 0,3) und
Remifentanil 0,5 pg-kg'min™ i.v. aufrechterhalten. Eine Stunde
nach Induktion wurden der arterielle Mitteldruck, das Herz-
zeitvolumen (Thermodilution) und die Herzfrequenz gemessen, die
Hormone Renin, Angiotensin I, Vasopressin, Adrenalin und
Noradrenalin bestimmt sowie der systemische vaskuldre
Widerstand berechnet. AnschlieBend erfolgte innerhalb von 5
Minuten ein akuter Blutentzug von 20 mi/kg Uber eine Schleuse in
der V. jugularis. Weitere Messungen erfolgten 5 und 60 Minuten
nach dem Blutentzug. Protokoll 2: wie Protokoll 1, jedoch mit
selektiver Angiotensin-II-Rezeptor (AT:)-Blockade mittels Losartan
100 pg-kg"-min™ i.v., beginnend 60 Minuten vor Induktion.

Ergebnisse

Im Gegensatz zu den hdmodynamischen Beeintrachtigungen (z.B.
Blutdruckabfall), die infolge eines Blutentzugs von 20 ml/kg in die-
sem Tiermodell an wachen und mit Isofluran/Lachgas anasthe-
sierten Tieren beschrieben worden sind [1,2], blieben die Herz-
frequenz, der arterielle Mitteldruck, das Herzzeitvolumen sowie
der systemische vaskuldre Widerstand wéahrend des Blutentzugs
unter Xenon/Remifentanil-Narkose konstant. Die dabei einsetzen-
den hormonellen Regulationsmechanismen beinhalten einen
Anstieg der Plasmakonzentrationen von Vasopressin, Adrenalin

Ein funktioneller Haplotyp im humanen
Gqg-Promotor beeinflusst den pulmonal-
arteriellen Okklusionsdruck unabhéngig
vom Schweregrad der Herzinsuffizienz

U.H. Frey', M. Adamzik'?, Eva Kottenberg-Assenmacher’,
W. Siffert?, J. Peters' und P. Kienbaum'

' Kilinik fUr Anésthesiologie und Intensivmedizin,
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Fragestellung

Die Gg-Untereinheit heterotrimer G-Proteine spielt eine wichtige
Rolle bei der Vermittlung der intrazelluléaren Signaltransduktion von
Angiotensin Il und Endothelin [1]. Bei transgenen Mausen fuhrt
Gg-Uberexpression zu kardialer Hypertrophie, Apoptose und
Herzinsuffizienz [2]. Wir konnten im humanen Gg-Promotor einen
haufigen (fTT=0.48) funktionellen GC(-694/695)TT "single nucleo-
tide polymorphism" (SNP) sowie zwei seltene G(-168)A und G(-
173)A SNPs (fA=0.10) identifizieren und zeigen, dass homozygote
GC(-694/695)-Allel-Trager eine vermehrte endogene Gg-
Expression und ein erhdhtes Schlagvolumen im Vergleich zu
GC/TT- und TT/TT-Genotypen besitzen. Echokardiographische

und Noradrenalin, nicht jedoch von Angiotensin Il. Abgesehen von
einer Reduktion des arteriellen Mitteldrucks vor dem Blutentzug,
werden die Hdmodynamik sowie die hormonellen Regulations-
mechanismen von einer selektiven AT:-Rezeptorblockade nicht
beeintrachtigt.

Interpretation

Ein Blutverlust von 20 mil/kg wird unter Xenon/Remifentanil-
Narkose durch eine hochgradige Stimulation von Vasopressin und
Katecholaminen unter hdmodynamischen Gesichtspunkten voll-
sténdig kompensiert. Diese Kompensation erfolgt unabhangig von
Angiotensin |l. Daher erscheint Xenon/Remifentanil als eine geeig-
nete Narkoseform bei einem bestehenden oder absehbaren
Blutverlust, insbesondere wenn das Renin-Angiotensin-System
therapeutisch blockiert ist.
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Untersuchungen an 1204 Individuen einer Querschnittsstudie
zeigten zudem, dass die Inzidenz einer linksventrikuldren
Hypertrophie bei GC-Patienten 4-fach erhéht war [3]. Wir priiften
nun die These, dass ein funktioneller Haplotyp besteht, der alle
genannten Promotor-Polymorphismen beschreibt und einen direk-
ten funktionellen Zusammenhang zwischen verénderter Gqg-
Expression und linksventrikularer Funktion herstellt.

Methodik

Nach Zustimmung der Ethikkommission wurden 121 Patienten,
die sich einer elektiven aortokoronaren Bypass-OP unterzogen, in
diese prospektive Studie eingeschlossen. Die Allgemeinnarkose
wurde standardisiert mit Etomidate (0.3 mg*kg”), Sufentanil (1
pg*kg”) und Rocuronium (0.6 mg*kg™) induziert und mit Isofluran
(endtidal 0.6-1.0%) und Sufentanil (1-4 pg*kg™) aufrecht erhalten.
Nach Anlage eines Pulmonalarterienkatheters wurden vor Haut-
schnitt Herzindex und vaskulare Driicke gemessen sowie Wider-
stédnde berechnet. Rechte Herzohren wurden vor Kandillierung fur
den Anschluss an die extrakorporale Zirkulation gewonnnen.
mRNA wurde extrahiert und mittels Real-time PCR quantifiziert.
Electrophoretic mobility shift Assays (EMSA) wurden an nukleéren
Extrakten von HEK293- und Herzmuskelzellen durchgefihrt.
Genotypen des GC(-694/695)TT SNPs wurden durch Restriktions-
analyse, Genotypen der G(-168A) und G(-173)A SNPs durch

Tab. 1
Haplotyp Alle *1 (n = 36) *2 (n = 50) *3 (n = 35) p-Wert
ZVD [mmHg] 9.2+3.8 9.3:3.6 9.6+4.5 8.4+3.0 0.321
PAP [mmHg] 21.5+5.9 21.6+5.2 21.9+6.6 20.6+5.8 0.481
PCWP [mmHg] 12.645.0 14.7+5.2 12.9+4.3 10.2+4.7 0.0001
Cl [l min" m? 1.9:0.6 1.9:0.6 1.8+0.5 2.120.6 0.195
SVRI [dyne s' cm™® m?] 2748910 28641038 2797933 2561718 0.166
PVRI [dyne s cm*® m?] 402+188 357172 431220 403+145 0.318



Pyrosequencing ermittelt. Mdgliche Haplotypen wurden mit der
Software HaploView bestimmt. Statistik: Werte kontinuierlicher
Variablen wurden mittels ANOVA, kategoriale Variablen mittels
Chi*-Test verglichen.

Ergebnisse

Im EMSA zeigten sich fur die G(-168)A und G(-173)A SNPs unter-
schiedliche Bindungsverhalten fur Transkriptionsfaktoren und
fuhrten fur A-Allel-Konstrukte zu einer verminderten Promotor-
aktivitdt nach Stimulation mit 10% Serum. Eine Haplotypanalyse
dieser SNPs ergab ein signifikantes Kopplungsungleichgewicht
mit dem GC(-694/695)TT SNP (p<0.001). Die daraus konstruierten
funktionellen Haplotyen zeigten im menschlichen Herzen (n=44)
signifikante Unterschiede in der Gg-mRNA-Konzentration (Gq/f-
Actin Ratio, *1: 0.016+0.005; *2: 0.015+0.002; *3: 0.013+0.003;
p=0.03).

In der klinischen Studie unterschieden sich die préoperativ erho-
benen Daten, wie Laborwerte, Medikation und Blutdruck, zwi-
schen den Haplotypen nicht. *1 Tréger zeigten jedoch einen
geringflgig hdheren Ruhepuls im Vergleich zu Haplotyp *2 und *3
(1, 72.2+£10.8 min?'; *2, 71.2+10.3 min"; *3, 69.7+8.7 min™;
p=0.026) sowie eine hdhere Inzidenz fiir eine NYHA-Klassifikation
von llI-IV (odds ratio 2.6 (95% CI 1.03-6.38); p=0.04). Intraopera-
tiv wurden bei *1-Tragern die héchsten PCWP-Driicke gemessen
bei identischem ZVD und Herzindex ( ). In einer ,2-Wege
ANOVA® Auswertung zeigte interessanterweise der Gg-Haplotyp
(p=0.006) einen starkeren und unabhangigen Einfluss auf den
PCWP in Relation zum NYHA-Stadium (p=0.17; )-

Interpretation

Unsere Daten zeigen, dass erhdhte Gg-Expression, bedingt durch
einen funktionell wirksamen Promotor-Haplotyp, mit einer
Erhéhung des pulmonalarteriellen Okklusionsdruckes assoziiert
und unabhéngig vom klinischen Schweregrad der Herzinsuffizienz

Praoperativ inhaliertes Kohlenmonoxid
induziert in der Lunge eine differentielle
Hitzeschockantwort wahrend des kar-
diopulmonalen Bypasses bei Schweinen
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Fragestellung

Inhalatives Kohlenmonoxid (CO) besitzt sowohl antiinflammatori-
sche als auch antiapoptotische Wirkungen [1,2]. Voraus-
gegangene eigene Untersuchungen an Schweinen wéhrend des
kardiopulmonalen Bypasses (CPB) konnten zeigen, dass inhalati-
ves CO sowohl die pulmonale Zytokinexpression als auch die
Caspaseaktivierung in der Lunge inhibiert [3]. Da Hitzeschock-
proteine (HSP) wie HSP-32, -70 und -90 flr antiinflammatorische
und antiapoptotische Wirkungen verantwortlich sein kénnen [4],
war es das Ziel dieser Untersuchung, den Einfluss von praopera-
tiv inhaliertem CO auf die Induktion der Hitzeschockantwort in der
Lunge zu charakterisieren.

Methodik
Nach Genehmigung des Regierungsprasidiums wurden Schweine
der Deutschen Landrasse (30+1,5 kg) kontinuierlich mit Fentanyl

Abb. 1

ist. Damit prasentieren wir erstmals auf molekularer Ebene eine
mogliche Erklarung fir das variable Verhalten von Fullungs-
drucken bei klinisch vergleichbarem Stadium der Herzinsuffizienz
nach der NYHA-Klassifikation.
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(2-4 pg/kgKG/h) und Propofol (3-4 mg/kgKG/h) anasthesiert und
kontinuierlich mit Cis-Atracurium (0,5 mg/kgKG/h) relaxiert, kon-
trolliert beatmet (FiO- = 0.5, PEEP = 5 cm H:0, Vr = 8 ml/kg, f/min
= 14) und hamodynamisch Uberwacht (u.a. Swan-Ganz-Katheter).
Die Tiere wurden in drei Gruppen randomisiert: Scheinoperation:
SCHEIN (n=3); kardiopulmonaler Bypass: CPB (n=7); kardiopul-
monaler Bypass und Inhalation von CO: CPB+CO (n=7). Die Tiere
beider CPB-Gruppen wurden fir 2 h an eine Herz-Lungen-
maschine (Stéckert, Miinchen) angeschlossen und fiir weitere 2 h
Uberwacht. In der Gruppe CPB+CO erfolgte nach endotrachealer
Intubation die Inhalation von CO (250 ppm) préoperativ fir eine
Stunde bis zum Beginn des CPB. Zu den Messzeitpunkten
(Ausgangswert, 10 min + 120 min CPB, 15, 60 + 120 min post
CPB) wurden Gewebeproben der Lunge entnommen. Die Analyse
des Hitzeschockfaktors (HSF) -1 erfolgte mittels ‘Electrophoretic
mobility shift assay” (EMSA) und die mRNA Expression von hsp-
32, -70 und -90 mittels ‘Northern Blot-Technik. Die
Proteinexpression von HSP-27, -32, -70, und -90 wurde mittels
‘Enzyme linked immunosorbent assay” (ELISA) untersucht. Die
Messwerte wurden statistisch durch eine Varianzanalyse (ANOVA
mit post hoc Holm-Sidak-Test) verglichen (Signifikanzniveau
p<0.05; Mittelwerte + Standardabweichung).

Ergebnisse
Préoperativ inhaliertes CO aktivierte zeitunabhangig den HSF-1
( ). Die Induktion der mRNA-Expression von hsp-32, -70 und

-90 war in der CPB+CO Gruppe signifikant starker (p<0.001) als in
der CPB Gruppe ( ). Die Proteinexpression von HSP-32, -70
und -90 war in der CPB+CO-Gruppe sowohl wahrend des CPB



Abb. 1

Abb. 2

Abb. 3: * = p<0.05 # = p<0.001 CPB+CO vs. CPB

(HSP-90, 120min CPB: CPB vs. CPB+CO p<0.001) als auch in
der postCPB-Phase (HSP-70, CPB vs. CPB+CO p>0.001; HSP-
32 CPB vs. CPB+CO p<0.001) signifikant erhéht ( ).

Interpretation

Préoperativ inhaliertes CO induziert in der Lunge eine differentiel-
le Hitzeschockantwort wahrend des CPB. Die CO-vermittelte
Aktivierung des HSF-1 und der Genexpression der HSP weist auf
eine transkriptionelle Regulation hin. Die beschriebenen antiin-
flammatorischen und antiapoptotischen Wirkungen von HSP-32,

GABA(A)-Rezeptoren mit einer alpha1i-
Untereinheit regulieren die Freisetzung
von GABA im Vorderhorn des
Riickenmarks
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Fragestellung
Die Unterdriickung von Schmerzreflexen ist ein zentraler Aspekt
der Allgemeinanéasthesie. Anasthetika reduzieren Schmerzreflexe

-70 und -90 konnten in diesem Modell auf einen CO-vermittelten
protektiven Mechanismus hinweisen.
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Uber eine Hemmung der Erregbarkeit spinaler Neurone. Unter-
suchungen in vitro konnten zeigen, dass GABAerge Anasthetika
selbst bei Verabreichung hoher Konzentrationen die Netzwerkakti-
vitat spinaler Neurone im Vorderhorn des Riickenmarks nur unvoll-
standig unterdriicken [1]. Diese begrenzte Effektivitét ist durch die
gleichzeitige Wirkung von GABAergen Anésthetika auf erregende
(glutamaterge) sowie hemmende (GABAerge) Interneurone be-
dingt. Wéhrend die Effekte auf glutamaterge Interneurone zu einer
Reduktion der Aktionspotentialaktivitat im Netzwerk des Vorder-
horns flhren, bewirkt die gleichzeitige Unterdriickung der Frei-
setzung von GABA das Gegenteil: eine Aktivierung der Netzwerk-
aktivitat [2]. Es ist somit winschenswert, die Zusammensetzung
der Untereinheiten des GABA(A)-Rezeptors auf GABAergen Inter-
neuronen zu kennen, um maoglicherweise durch eine Blockade die-
ser Rezeptoruntergruppe die Effektivitdt GABAerger Andsthetika
im Vorderhorn des Ruckenmarks erhéhen zu kénnen.



Methodik

Gewebeschnitte wurden den thorakalen und lumbalen Segmenten
des Rlckenmarks embryonaler 129/Svd Wildtyp-Mause, sowie
embryonaler Mause mit einer Punktmutation in der alphai-Unter-
einheit des GABA(A)-Rezeptors (E13-15) entnommen und nach
der von Gahwiler beschriebenen Methode fur mindestens 14 Tage
kultiviert. GABA(A)-Rezeptoren mit dieser Punktmutation sind
insensitiv fur Diazepam, nicht jedoch fir GABA. Aktionspotentiale
von Interneuronen des Vorderhorns wurden extrazellular registriert
sowie aktionspotentialabhdngige postsynaptische Strome
(sIPSCs) von GABAergen Rezeptoren mittels ,whole-cell patch-
clamp“-Technik im ,voltage-clamp“-Modus bei einer Membran-
spannung von -70 mV gemessen. Die Ergebnisse sind als Mittel-
werte+SEM dargestellt.

Ergebnisse

Extrazelluldare Messungen der Netzwerkaktivitat zeigen, dass Dia-
zepam die Spontanaktivitdt spinaler Neurone konzentrationsab-
héngig vermindert. Die Konzentration halbmaximaler Wirkung
(ECso) betragt 1,36+0,16 pM. Bei einer Konzentration von 5 uM
erreicht die Konzentrations-Wirkungskurve bei ca. 60% Hemmung
der Spontanaktivitdt ein Plateau. Hohere Diazepamkonzen-
trationen (bis 15 puM) koénnen diesen Effekt nicht steigern. Somit
zeigt Diazepam eine limitierte Effektivitat, spinale Neurone zu hem-
men. In der Mutante ist Diazepam potenter (ECs=0,93+0,09 pyM)
bei einer héheren Effektivitat, spinale Netzwerkaktivitdt zu hem-
men (ca. 72%). Beide Konzentrations-Wirkungskurven unterschei-
den sich signifikant (p<0,001; F-Test). Die mit einer monophasi-
schen Exponentialfunktion quantifizierten Abklingzeiten der
sIPSCs (Kontrolle: 30,96+1,47 ms; n=31) werden durch Diazepam
konzentrationsabhéngig verlangert (Diazepam 1,5 uM: 54,88+4,72
ms; Diazepam 5 pM: 82,67+6,59 ms; n=10). Die Ergebnisse von
Messungen der sIPSCs der Mutante ergeben keinen signifikanten
Unterschied fir die Wirkung von Diazepam. Im Wildtyp verringert
Diazepam die Frequenz der sIPSCs konzentrationsabhangig um
20,22+3,74% (Diazepam 1,5 pM) bzw. 34,88+4,40% (Diazepam 5
uM). Im Gegensatz zum Wildtyp kommt es bei der Mutante zu kei-
ner Verringerung der IPSC-Frequenz (Diazepam 1,5 pM:
-10,83+4,11%; Diazepam 5 uM: -6,86+7,46%; beides p<0,001,
n=7).

Interpretation

Die Wirkung von Diazepam auf die Spontanaktivitdt spinaler
Neurone ist, ahnlich der Wirkung von Propofol [1], limitiert. Die
Verminderung der Frequenz spontaner IPSCs zeigt, dass
Diazepam die Aktivitat GABAerger Interneurone und damit die préa-
synaptische Freisetzung von GABA im Rickenmark unterdriickt.
Diese Unterdriickung der Freisetzung von GABA wird durch
GABA(A)-Rezeptoren mit einer alphal-Untereinheit vermittelt,
denn sie ist in organotypischen Schnitten der Mutante nicht mehr
zu beobachten ( ). Daher ist die Effektivitat von Diazepam,

Isofluran-Anasthesie bewirkt eine selek-
tive Hochregulierung der NMDA-Re-
zeptor-2B (NR2B)-Untereinheit und eine
Verstarkung der In-vitro-Langzeit-Poten-
zierung(LTP) im Hippocampus der Maus
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Abb. 1: Vereinfachtes Schaltbild von GABAergen und glutamater-
gen Interneuronen im Vorderhorn des Rickenmarks. Die
grauen Kreise stellen GABA(A)-Rezeptoren dar.
Anéasthetika vermindern Uber die Modulation der
GABA(A)-Rezeptoren auf GABAergen Interneuronen die
Freisetzung von GABA und begrenzen damit ihre
Effektivitat, die spinale Netzwerkaktivitat im Vorderhorn
des Rickenmarks zu unterdriicken. Ergebnis der Studie
unter Verwendung von Punktmutationen an GABA(A)-
Rezeptoren ist, dass die Freisetzung von GABA durch
GABA(A)-Rezeptoren mit einer alpha1-Untereinheit regu-
liert wird.

die spinale Netzwerkaktivitdt zu hemmen, in der Mutante signifi-
kant erhdht. Hieraus folgern wir, dass die Blockade von GABA(A)-
Rezeptoren mit einer alphal-Untereinheit ein potentielles Ziel dar-
stellt, die Effektivitdt von GABAergen Anésthetika im Vorderhorn
des Ruckenmarks zu steigern.
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Fragestellung

Postoperative kognitive Dysfunktion (POCD) beschreibt eine
Abnahme der kognitiven Leistungsfahigkeit Gber Wochen und
Monate nach operativen Eingriffen [1]. Bis jetzt ist unklar, ob die
POCD durch die Operation per se oder durch die Allgemein-
anéasthesie verursacht wird. Obwohl volatile Andsthetika eine rela-
tiv unspezifische und niedrigpotente Wirkung besitzen, stellen sich
die ligandengesteuerten lonenkanéle als zentrale Zielstruktur fur
Allgemeinanasthetika heraus [2]. Eine Verstarkung GABAerger und
die Hemmung glutamaterger Rezeptorwirkungen durch volatile
Anasthetika konnten detailliert im Hippocampus, einer wichtigen
Hirnregion fur Lern- und Gedachtnisleistungen, beobachtet wer-
den. Die Aktivierung des NMDA-Rezeptors ist eine wichtige
Voraussetzung flr die Induktion von LTP, ein zellulares Modell



Abb. 1:

—

A) Verstarkte LTP nach Isofluran-Anasthesie im Hippocampus.
B) Selektive Hochregulierung der NR2B-Untereinheit im Hippocampus.

(C) Die spezifischen NR2B-Antagonisten Ifenprodil (links) und RO 256981 (rechts) inhibieren die durch die Anésthesie induzier-
te Verstarkung der LTP und haben per se keinen Effekt auf die Induktion der LTP (K=Kontrolle, A=Anéasthesie, Ifen=Ifenprodil,

RO=R0256981; alle Gruppen n=12).

fir Lernen und Gedéachtnis [3]. Bis jetzt ist die postanadstheti-
sche Wirkung auf die LTP noch nicht untersucht worden.

Methodik

Nach Genehmigung durch die Regierung von Oberbayern wurden
ménnliche C57BL6/J-Mé&use (4-6 Monate) mit einem Isofluran,
Sauerstoff/Luft-Gemisch (FiO-=0,5) fir 2 Stunden bei einem MAC
(1,35 Vol%, n=42) andsthesiert. Geschwistertiere dienten als
Kontrollen. 24 Stunden nach einer Isofluran-Andsthesie unter-
suchten wir die Wirkung auf die LTP-Induktion in sagittalen Hirn-
schnittpréparaten. Synaptisch evozierte Potenziale (EPSPs) wur-
den extrazelluldar von Neuronen der CA1-Region abgeleitet. LTP
wurde ausgel6st durch eine afferente tetanische Stimulation (100
Hz/1 s). Die Western-Blot-Technik wurde angewandt, um etwaige
Veranderungen des Expressionsmusters spezifischer Rezeptor-
untereinheiten in verschiedenen Hirnregionen zu detektieren. Die
Signifikanz-Prufung erfolgte mittels zweiseitigem Student’s t-Test
fur verbundene oder unabhéngige Stichproben.

Ergebnisse

Unter Kontrollbedingungen induzierte der Tetanus eine LTP und
potenzierte die Amplitude der EPSPs um 57 + 7% (n=20), wahrend
in Hirnschnitten von anasthesierten Tieren die LTP verstarkt war
(110 £ 17%, n=18; p<0,05). Die Western-Blot-Analyse zeigte eine
selektive Hochregulierung der NR2B-Untereinheit im Hippo-

campus nach der Anasthesie (133 + 11%, n=16; p<0.01). Diese
Steigerung des Anteils an NR2B-Untereinheiten konnte fur die
Verstéarkung der LTP verantwortlich sein. Um diese Hypothese zu
testen, wurden entweder Ifenprodil (3 yM) oder RO 256981
(0,5 uM), zwei spezifische NR2B-Antagonisten, appliziert. Waren
die NR2B-Untereinheiten pharmakologisch blockiert, konnte die
Anésthesie-induzierte Verstérkung der LTP nicht mehr beobachtet
werden.

Interpretation

NMDA-Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle bei der Induktion
von LTP. Die NR2B-Untereinheit ist dabei ein bestimmender
Faktor. Die durch die Isofluran-Anasthesie vermittelte spezifische
Hochregulierung der NR2B-Untereinheit kdénnte zu einer
Verstéarkung der LTP im Hippocampus fuhren.

Literatur

1. Rohan D, Buggy DJ, Crowley S, Ling FK, Gallagher H, Regan C, et al.
Increased incidence of postoperative cognitive dysfunction 24 hr after minor
surgery in the elderly. Can J Anaesth 2005;52:137-142.

2. Urban BW, Bleckwenn M, Barann M. Interactions of anaesthetics with
their targets: non-specific, specific or both? Pharmacol Ther 2006;111:729-
770.

3. Malenka RC, Bear MF. LTP and LTD: an embarrassment of riches.
Neuron 2004;44:5-11.

Korrespondenzadresse: rammes@mpipsykl.mpg.de



Morphologische Veranderungen glyci-
nerger Neurotransmission im Riicken-
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Fragestellung

Bei der Entstehung neuropathischer Schmerzen werden sowohl
funktionelle als auch strukturelle Verdnderungen im Sinne eines
Verlustes inhibitorischer spinaler Neurone diskutiert. Es existieren
Hinweise Uber das Auftreten dunkler Neurone in den Laminae | -
Il sowie Uber apoptotische Prozesse und eine Reduktion
GABAerger Neurone nach Neuropathieinduktion. In anderen
Studien konnte kein Hinweis auf Verlust von Neuronen des
Hinterhorns gefunden werden. Wir haben die Hypothese Uber-
prift, ob die Induktion einer Neuropathie bei Mausen zu einer
Verminderung glycinerger Neurone im Rickenmark fihrt.

Methodik

Die Versuche wurden mit Genehmigung der Bezirksregierung bei
18 transgenen Méausen durchgefihrt, welche EGFP (enhanced
green fluorescent protein) unter Kontrolle eines GlyT2-Promotors
spezifisch in glycinergen Neuronen exprimieren [1]. Bei 6 Tieren
wurde in Barbituratanésthesie eine chronic constriction injury (CClI)
des linken N. ischiadicus durchgefiihrt, bei 6 Tieren wurde der
Nerv mobilisiert, aber keine CCI durchgefiihrt (Sham). Sechs Tiere
dienten als Kontrollgruppe — sie erhielten weder einen operativen
Eingriff noch Schmerztestung. Die Schmerztestung der operierten
Tiere erfolgte vor dem Eingriff sowie am 10. Tag. Es folgte die
Entnahme lumbaler und thorakaler Rickenmarksegmente sowie
nach digitaler Bildgewinnung die Quantifizierung der Immun-
fluoreszenz. Die Anzahl der Neurone wurde mittels einfaktorieller
ANOVA und anschlieBender post-hoc Scheffé-Prozedur ver-
glichen.

Ergebnisse

Bei allen 6 Tieren mit CCl wurde eine thermale Hyperalgesie und
mechanische Allodynie ausgeldst. Auf der kontralateralen Seite
kam es ebenfalls zu einer leichten Schwellenerniedrigung. Bei den
6 scheinoperierten Tieren war dies nicht der Fall. Die Quanti-
fizierung ergab eine signifikant verminderte Anzahl fluoreszieren-
der Neurone in der Gruppe mit CCl im Vergleich zur Kon-
trollgruppe, und zwar sowohl im linken als auch im rechten
Dorsalhorn des lumbalen Segments. Des Weiteren wurden in der
Sham-Gruppe sowohl auf lumbaler als auch auf thorakaler Ebene
signifikant mehr fluoreszierende Neurone gezahlt als in der
Kontrollgruppe ( ).

Interpretation

Die Induktion einer CCl als Modell fiir neuropathischen Schmerz
bei Mausen fihrt zu einer Verminderung glycinerger Neurone im
Riickenmark. Uberraschend ist die vermehrte Anzahl glycinerger
Neurone in der Sham-Gruppe. Mdéglicherweise hat die Auslésung
von Schmerzreizen bei der Schmerztestung kurz vor der
Entnahme zu einer vermehrten Freisetzung inhibitorischen Glycins
und konsekutiv zu einer Up-Regulation des Glycintransporters
GlyT2 gefuhrt. Die in der Literatur strittige Hypothese, dass es
durch Induktion neuropathischer Schmerzen zu einem Untergang
spinaler Neurone im Sinne einer strukturellen Desinhibition kommt
[2,3], konnte somit durch unsere Untersuchung untermauert wer-
den. Die Veranderungen auch auf der kontralateralen Seite sowie
im thorakalen Rickenmark zeigten, dass der beobachtete Effekt
das gesamte glycinerge System im Rickenmark zu beeinflussen
scheint.
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Abb. 1:

*p < 0,001; ** p <0,03; # p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe (ANOVA mit post-hoc Scheffé-Prozedur); DH: Dorsalhorn.
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Fragestellung

Eine mdgliche Komplikation bei mechanischer Beatmung kritisch
kranker Patienten ist der beatmungsinduzierte Lungenschaden
(ventilator induced lung injury, VILI). Hohe Tidalvolumina
(Volutrauma) fuhren u.a. zur intrapulmonalen Aktivierung immun-
kompetenter Zellen sowie konsekutiver Freisetzung von
Entzindungsmediatoren (Biotrauma) [1]. Diese Umwandlung des
mechanischen Stimulus in biochemische bzw. molekulare
Veranderungen erfolgt Uber die komplexe Interaktion unterschied-
licher intrazellularer Signalwege (Mechanotransduktion) und endet
in der Zerstérung der alveolokapillaren Einheit. Beim Endo-
toxindmie-induzierten Lungenschaden konnte die pulmonale
Inflammation durch die Inhalation des antiinflammatorischen
Zytokins Interleukin (IL)-10 vermindert werden [2]. Wir stellten uns
die Frage, inwieweit sich dieses Konzept auf den beatmungs-
induzierten Lungenschaden Ubertragen l&sst.

Methodik

Nach Genehmigung durch die Tierversuchskommission erfolgte
die Untersuchung an 36 narkotisierten (Fentanyl/Pentobarbital,
i.v.), kontrolliert beatmeten Sprague-Dawley-Ratten (&, 599+68().
Nach Tracheotomie sowie Kanllierung der LeistengefaBe wurden
die Tiere zufallig folgenden 4 Versuchsgruppen (n=9) zugeteilt:
Sham: Beatmung der Tiere flr 4h (Stephanie®, pmax: 20mbar, PEEP:
4mbar, f: 30/min, FIO2: 0,21, I:E=1:2) ohne weitere Intervention;
VILI: Induktion eines mechanischen Lungenschadens durch 20min
Beatmung mit pma: 45mbar, PEEP: 0, |:E=1:1; IL-10high
(10pg/kgKG) bzw. IL-10low (1pg/kgKG): vor VILI-Induktion 40min
Jet-Vernebelung von IL-10. Nach einem maximalen Beobach-
tungszeitraum von 4h nach Schadigung wurden die Tiere exsan-
guiert und anhand des AusmaBes von Einblutungen und Infar-
zierung der makroskopische Lungenscore (0-16) [3] bestimmt. Um
die Entziindungsantwort im 2- bis 4h-Intervall nach VILI-Induktion
beurteilen zu kénnen, wurden weiterflihrende Untersuchungen nur
bei Tieren durchgefuhrt, die mindestens 2h nach VILI-Induktion
Uberlebten (nz4). Hierfir wurde der akzessorische Lungenlappen
entnommen und eine bronchoalveolare Lavage (BAL) durchge-
fuhrt. Als Hinweis auf eine pulmonale Schrankenstérung wurden in
der BAL der Proteingehalt (nach Bradford) sowie zur Quantifizie-
rung der pulmonalen Inflammation die Konzentrationen der proin-
flammatorischen Zytokine IL-1$ und MIP-2 (Macrophage Inflam-
matory Protein-2) bestimmt. Als weitere Indikatoren der zellularen
Stressantwort dienten Matrixmetalloproteinasen (MMP) und Hitze-
schockprotein (HSP)-70 [3].

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Rangsummentest mit
Bonferroni-Korrektur, p<0,05, Angabe der Ergebnisse als Median
[Semi-IQR].

Ergebnisse

Die Inhalation von IL-10 (10pg/kgKG) konnte die makroskopisch
sichtbare Lungenschadigung signifikant vermindern, die 10fach
niedrigere Dosierung von IL-10 zeigte geringere protektive Effekte
(Lungenscore: Sham: 0, VILI: 11,0[0,5], IL-10high: 4,0[0,5], IL-
10low: 9,0[3,0]). Der Proteingehalt in der BAL war in beiden IL-10-

Gruppen signifikant vermindert (Sham (nz-s=9): 249[15]ug/ml, VILI
(n2-4n=7): 1469[215]ug/ml, IL-10high (n--+=8): 859[308], IL-10low
(n2-n=4): 929[250]). Auch die pulmonalen Konzentrationen von
IL-1p und MIP-2 sowie die Expression von MMP-9 und HSP-70
wurden durch IL-10-Aerosol reduziert ( ).

Abb. 1: Zytokinkonzentrationen in der BAL, ELISA.

Abb. 2: Zymogramm:, latente/aktive Formen von MMP, BAL,
exemplarisch je 2 Tiere/Gruppe.

Abb. 3: Western Blot gegen HSP-70, Lungenhomogenat, exem-
plarisch je 2 Tiere/Gruppe.

Interpretation

Die prophylaktische Inhalation von Interleukin-10 vermindert die
pulmonale Entziindungsreaktion und Stressantwort bei beat-
mungsinduzierter Lungenschadigung der Ratte und verringert
sowohl die pulmonale Schrankenstérung als auch den Gewebe-
schaden.
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Fragestellung

Neben moglichen neuroprotektiven Eigenschaften spricht auch
die mit Xenon verbundene hamodynamische Stabilitat fir dessen
Einsatz bei herzchirurgischen Patienten [1]. Der Nachteil von
Xenon besteht allerdings in seiner physikalischen Eigenschaft,
Luftblaschen zu vergroBern [2], die wahrend herzchirurgischer
Operationen mit extrakorporaler Zirkulation (EKZ) als zerebrale
Luftembolien (ZLE) nachweisbar sind und als ursachlich fir kogni-
tive Defizite diskutiert werden. So konnten wir in einer
Voruntersuchung zeigen, dass eine kontinuierliche Xenon-
inhalation vor, wahrend und nach EKZ mit ZLE im Rattenmodell zu
einer Verschlechterung der postoperativen kognitiven Funktion
fuhrte [3]. Inwieweit diese Verschlechterung durch Beschrankung
der Xenoninhalation auf die Phasen vor, wahrend oder nach EKZ
mit ZLE verdndert werden kann, soll in dieser Studie untersucht
werden.

Methodik

Nach Einversténdnis der Tierschutzkommission wurden 40 Ratten
einer 90-minttigen normothermen EKZ unterzogen, wahrend der
sie 10 repetitiv verabreichte ZLE (0,3 pl pro Einzelbolus) liber die
rechte Arteria carotis interna erhielten. Es wurden entsprechend
der unterschiedlichen Zeitpunkte der Xenoninhalation vier Grup-
pen (n=10) untersucht, die entweder kein Xenon (0-0-0), 55%
Xenon (zusatzlich zu einer intravendsen Basisandsthesie) vor EKZ
(1-0-0), wahrend EKZ (0-1-0) oder nach EKZ mit ZLE (0-0-1) erhiel-
ten. Die motorische und kognitive Funktion der Ratten wurde bis
zum 21. postoperativen Tag mittels des modifizierten Hole-Board-
Testes untersucht. Eine Kontrollgruppe (n=10) wurde weder anés-
thesiert noch operiert, aber dem modifizierten Hole-Board-Test
unterzogen. Die Ergebnisse der Gruppen wurden mit ANOVAs ver-
glichen.

Ergebnisse

Die Ratten, die Xenon nur nach EKZ mit ZLE erhielten, zeigten
eine bis zum 21. Tag persistierende feinmotorische Schéadigung
( ) sowie eine Beeintrachtigung der kognitiven Leistungs-
fahigkeit ( )-

Interpretation

Mit dieser Studie sollte untersucht werden, ob durch eine Be-
schrédnkung der Xenoninhalation auf die herzchirurgischen
Phasen, in denen das Auftreten zerebraler Luftembolien eher
unwahrscheinlich ist (vor oder nach EKZ), die postoperative kog-
nitive Funktion im Sinne eines neuroprotektiven Effektes verbes-

Abb. 1: Anzahl der frustranen Lochbesuche als Parameter fiir
feinmotorische Fahigkeiten. Die Tiere mit Xenon nach
EKZ/ZLE zeigten bis zum 21. Tag mehr frustrane

Lochbesuche als die lbrigen (*p<0,05)

Abb. 2: Kognitive Leistungsfahigkeit im Zeitverlauf. Die Tiere mit
Xenon nach EKZ/ZLE benétigen bis zum 21. Tag durch-
schnittlich mehr Zeit fiir einen Durchlauf als die Ubrigen

Tiere (*p<0,05)

sert werden kann. Uberraschenderweise war ein solcher Effekt fiir
Xenon in keiner dieser Gruppen nachweisbar, ganz im Gegenteil:
die Tiere, die Xenon nach EKZ mit ZLE erhielten, zeigten eine deut-
liche Beeintrachtigung der kognitiven Leistungsféhigkeit. Ob dies
auf eine Verbesserung des zerebralen Blutflusses nach EKZ mit
besserem Anfluten von Xenon und damit VergroBerung der noch
vorhandenen Luftblasen oder auf eine Verdnderung der Resorp-
tionseigenschaften durch Xenon zurlickzufuhren ist, bleibt in wei-
teren Studien zu untersuchen.
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Fragestellung

Fir erwachsene Patienten existieren zahlreiche Modelle zur
Risikoeinschatzung fiir Ubelkeit und Erbrechen (PU&E) in der post-
operativen Phase. Die flr erwachsene Patienten entwickelten
Risikoscores sind jedoch nicht geeignet, das Risiko fiir postope-
ratives Erbrechen (PE) bei Kindern einzuschéatzen, weil die Vorher-
sagekriterien dieser Modelle (z.B. Nichtraucherstatus) nicht auf
das pédiatrische Patientenkollektiv Ubertragbar sind. Mit dem
POVOC-Score (Postoperative Vomiting in Children-Score) wurde
erstmals ein fUr diese Patientengruppe praktikables Vorhersage-
modell entwickelt, das sich aus den Parametern ,,OP-Dauer = 30
Minuten", ,Alter = 3 Jahre", ,,Strabismus-Operation" sowie ,Vor-
liegen von Reisekrankheit bzw. PU&E beim Patienten und / oder
den Eltern / Geschwistern des Patienten" zusammensetzt [1]. Die
erwartete Inzidenz fir PE im Rahmen einer durch Opioide supple-
mentierten Allgemeinanadsthesie unter Verwendung volatiler Anas-
thetika betragt dabei 9%, 10%, 30%, 55% und 70% beim Vor-
liegen von 0, 1, 2, 3 bzw. 4 dieser Risikofaktoren. Der POVOC-
Score wurde jedoch bislang nicht an einem externen Patienten-
kollektiv validiert. Diese Studie untersuchte daher die Validitat des
POVOC-Scores und seine Ubertragbarkeit auf ein anderes Patien-
tenkollektiv einer anderen Institution und unter Beriicksichtigung
des Fehlens eines Risikofaktors (Strabismus-Chirurgie). Zudem
wurde untersucht, ob weitere Faktoren als Ersatz fur das Fehlen
der Strabismus-Chirurgie als Risikofaktor geeignet sind.

Methodik

Mit Einwilligung der Ethikkommission und Einverstandnis der
Eltern erfolgte die prospektive Erfassung patientenbezogener Risi-
kofaktoren, des anasthesiologischen Vorgehens sowie des
Auftretens von PE in den ersten 24 Stunden postoperativ bei 673
kinderchirurgischen Patienten. Die bestehenden Anésthesie-
standards (durch Opioide supplementierte inhalative Anasthesie,
Inhalationsandsthesie bzw. Kombinationsverfahren durch Anlage
einer Regionalanédsthesie zur intra- bzw. postoperativen Analgesie)
wurden nicht verédndert, und es wurde keine antiemetische
Prophylaxe durchgefiihrt. Die Qualitdt der Vorhersage wurde
anhand dreier Ublicher Kriterien evaluiert: Praktikabilitat,
Diskriminationseigenschaft und Kalibrationscharakteristik. Die
Diskriminationseigenschaft, also die Fahigkeit des Scores, einen
individuellen Patienten mit PE von einem Patienten ohne PE zu
unterscheiden, wurde anhand der Flachen unter der ,receiver ope-
rating characteristic"-Kurve (AUC) bestimmt. Ein signifikanter
Unterschied wurde angenommen, wenn der Wert des 95%
Konfidenzintervalles (KI) der AUC uber 0,5 lag.

Ergebnisse
In die Auswertung konnten die Daten von 524 Patienten aufge-

nommen werden. Die Erhebung der Risikofaktoren konnte in 95%
der Falle komplett erfolgen. Die Erbrechenshaufigkeit beim
Vorhandensein von 0 bis 3 der erhobenen POVOC-Kriterien betrug
3,4% (KI: 0,7-9,7%), 11,6% (KI: 7,4-17,1%), 28,2% (KI: 21,6-
35,6%) und 42,3% (KI: 31,2-54,0%). Die beschriebenen Inziden-
zen der POVOC-Studie lagen somit, mit Ausnahme der Inzidenz
fur 3 Risikofaktoren (55%), im 95%-KI des vorliegenden Validie-
rungsdatensatzes. Werden die aufgrund des POVOC-Scores
erwarteten Inzidenzen fiir PE gegen die tatsachlich gefundenen
Inzidenzen aufgetragen, ergibt sich die Kalibrationskurve mit einer
Steigung der Regressionsgeraden von 0,78. Die Regressions-
gerade schneidet die y-Achse bei 2,37. Zwischen den erwarteten
Wahrscheinlichkeiten und den tatsachlichen Erbrechensinzi-
denzen gibt es eine hochgradige Korrelation (R°=0,94). Die AUC
betrug 0,72 (KI: 0,68 - 0,76) und war damit identisch mit dem
Evaluationsdatensatz. Das Kl der AUC fur PE schloss den Wert
»,0,5" nicht mit ein. Die Untersuchung weiterer potenzieller
Risikofaktoren als Ersatz fiir den Wegfall des Faktors ,,Strabismus-
Operation" ergab fur die postoperative Opioidtherapie mit Piri-
tramid als vierten Risikofaktor mit einer AUC von 0,76 (KI: 0,72-
0,80) die beste Pradiktion. Die Werte fir Sensitivitat und Spezifitat
unter Berticksichtigung der jeweiligen Scorekriterien sind in
dargestellt.

Tab. 1
POVOC-Score POVOC + Piritramid
Kriterien Sensitivitdt Spezifitit Sensitivitat Spezifitat
=0 100,0 0,0 100,0 0,0
>0 97,2 20,1 98,1 14,8
>1 76,4 60,0 89,6 42,1
> 2 31,1 89,2 67,9 76,3
>3 0,0 100,0 27,4 93,8
>4 -- -- 0,0 100,0

Interpretation

Die Parameter des POVOC-Scores sind einfach und umfassend zu
erheben. Das Auftreten von PE ist auch bei Fehlen eines Faktors
(Strabismus-Chirurgie) im Validierungsdatensatz vergleichbar gut
vorauszusagen wie im Datensatz der POVOC-Studie. Anhand der
Kalibrationseigenschaften konnte gezeigt werden, dass fir den
einzelnen Patienten die vorausgesagte PE-Wahrscheinlichkeit gut
mit der tatsédchlichen PE-Inzidenz korreliert. Bei Fehlen des
Risikofaktors ,Strabismus-Chirurgie" kann ein modifizierter Score
unter Berlcksichtigung des Faktors ,,postoperative Opioidtherapie
mit Piritramid" empfohlen werden. Angesichts der Limitationen
aller bislang verfliigbaren Vorhersagemodelle muss die Therapie
bestehender Symptome jedoch nach wie vor als wesentlichste
Séule in einem antiemetischen Algorithmus angesehen werden [2].
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Fragestellung

Die Peritonitis (PT) gehdrt zu den fihrenden Todesursachen in der
Intensivmedizin. Ein bestimmendes Motiv ihrer Pathophysiologie
ist die exzessive Rekrutierung von Leukozyten zum Fokus der
Entzindung. Die Leukozyteninvasion hat die Bekampfung der
krankheitsausldsenden Infektion zum Ziel, fihrt aber gleichzeitig
zu weiterer Gewebeschadigung. Die Rekrutierung von Leukozyten
durch einen inflammatorischen Stimulus kann in vivo derzeit nicht
dargestellt werden. Neuerdings werden optische Bildgebungs-
methoden auf der Basis von nah-infrarot Fluorophoren (NIRF) ent-
wickelt, die bei hervorragender Gewebepenetration ein ideales
Signal-Rausch-Verhaltnis aufweisen. Diese Techniken erlauben die
Abbildung von zellularen und molekularen Vorgéngen in vivo [1].
Wir haben die Fluoreszenz-Mediierte-Tomographie (FMT) [1]
genutzt, um zu untersuchen, ob in einem PT-Modell in der leben-
den Maus die Rekrutierung von NIRF-markierten Makrophagen
(M@) in das Peritoneum diagnostizierbar ist. Urokinase-Rezeptor-
defiziente (u-PAR”)-Mause, die phénotypisch einen Leukozyten-
Rekrutierungsdefekt aufweisen [2], wurden im FMT untersucht, um
unterschiedliche PT-Intensitdten zu quantifizieren.

Methodik

Die Tierversuche wurden von der zusténdigen Tierschutzkom-
mission genehmigt. Peritoneale, durch Lavage aus Thioglycollat-
behandelten enhanced-Green-Fluorescent-Protein (eGFP)-trans-
genen Mausen gewonnene M@ wurden mit dem nah-infrarot
Fluorophor DiR gefarbt (20pg DiR/10°M@/ml HBSS fir 10min bei
Raumtemperatur, 98.6% Propidium-lodid-negativ). In einem in
vitro Transmigrationsassay wurde das Migrationsverhalten DiR-
gefarbter M@ durch TNF-a-aktivierte- oder Kontroll-Endothel-
zellen (EC) Uberprift. Fur das PT-Imaging wurden 10" DiR/eGFP
markierte M@ i.v. injiziert. Bei C57BI6 bzw. u-PAR”- und WT-
Mausen erfolgte 4h nach der Injektion von markierten M@ die PT-
Induktion durch Injektion von 500pl Thioglycollat i.p.. Im Blut der
Tiere wurden an Tag 1-3 die rezirkulierenden eGFP-positiven
Indikatorzellen durchflusszytometrisch quantifiziert. Mittels FMT
kann in narkotisierten Mausen (i.p. Injektion von 18ul 2%
Avertine/g Korpergewicht) Gewebetiefe, GroBe und Konzentration
eines nah-infrarot Fluoreszenz-Signals dreidimensional tomogra-
phisch dargestellt werden. Unmittelbar vor der PT-Induktion
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erfolgte eine FMT-Aufnahme des Abdomens, die nach 24 (d1), 48
(d2) und 72 Stunden (d3) wiederholt wurde, um die Umverteilung
von DiR-M@ in das Peritoneum longitudinal, in vivo zu quantifizie-
ren. Nach 72h wurde eine Peritoneal-Lavage durchgefiihrt und
durchflusszytometrisch die Rekrutierung von Indikator-M@ quanti-
fiziert. Die Daten wurden mittels M.-Whitney-U-Tests auf
Signifikanz Gberprift und als MW+SEM dargestellt.

Ergebnisse

Ein Unterschied im Migrationsverhalten wurde durch die DiR-
Markierung nicht induziert (Kontr.-EC: 13.667+1785 vs.
10.733+4196; TNF-a aktivierte EC: 28.000+2357 vs.
29.333+4277; transmigrierte M@; Kontr. vs. DiR; n=3). Scans ein-
zelner Organe zeigten, dass die i.v. injizierten M@ zunachst vor
allem in Lunge, Milz und Leber gepoolt werden. Nach 72h war eine
Umverteilung der M@ aus der Lunge (-64,3+0,80, % delta-
Fluoreszenz vs. d0, n=4, p<0,05) in das retikulo-endotheliale
System (RES) detektierbar (Leber :+66,7+10,2; Milz: +40,1+8,83;
Knochenmark: +78,3+6,53; % delta-Fluoreszenz vs. d0, n=4,
p<0,05). Die DiR/eGFP-Doppel-Markierung der M@ konnte fluo-
reszenzmikroskopisch bestétigt werden. An Tag 1-3 waren im peri-
pheren Blut von PT-M&use rezirkulierende Indikatorzellen durch-
flusszytometrisch nachweisbar (d1: 1.056+301, d2: 887+69, d3:
1.391+420 eGFP pos. Zellen/ml Blut, n=3). Das abdominelle DiR-
FMT-Signal war in PT- jederzeit signifikant hoher als in Kontroll-
Mausen (d1: 100+18 vs. 222+42; d2: 107+£22 vs. 219+38; d3:
110+25 vs. 215+38, % delta-Fluoreszenz vs. d0, Kontr. vs. PT,
n=9/10, p<0,05). PT-u-PAR"-Mause wiesen signifikant weniger
M@ auf als PT-WT-Mause. (d1: 86+20 vs. 210+41, d2: 88+21 vs.
258145, d3: 97+34 vs. 235+40, % delta-Fluoreszenz vs. dO, u-
PAR” vs.WT, n=9/8, p<0,05). Die Rekrutierung der i.v.-injizierten
Indikatorzellen ins Peritoneum konnte durchflusszytometrisch
bestatigt werden (2,45x10°+6,26x10? vs. 1,08x10°+2,05x10°, eGFP
pos. M@ in der Peritoneallavage, Kontr. vs. PT, n=7/9, p=0,002).

Interpretation

Die DiR-Markierung von Maus-M@ beeintrachtigt weder die
Vitalitdt noch das In-vitro-Transmigrationsverhalten der Zellen. In
vivo konnte im FMT die Rekrutierung rezirkulierender M@ aus der
Lunge in RES und Peritoneum visualisiert und quantifiziert werden.
Exemplarisch wurde der Leukozytenrekrutierungsdefekt der u-
PAR”-Maus dargestellt. Dieses Verfahren ermdglicht die tomogra-
phische Abbildung und Quantifizierung von sehr geringen
Zellinfiltraten im lebenden Organismus und kénnte bei
Verfligbarkeit mobiler, bettseitig einzusetzender NIRF-Scanner fiir
die Erforschung, Diagnose oder Therapietberwachung inflamma-
torischer Krankheitsbilder von Uberaus groBem Nutzen sein.
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Fragestellung

Der partielle Opioid-Rezeptor (OR)-Agonist Buprenorphin wird mit
guter Wirksamkeit bei der Therapie starker chronischer und akuter
Schmerzen eingesetzt. Der partielle p-Opioid-Rezeptor-Agonis-
mus, die langsame Dissoziation vom p-Opioid-Rezeptor und die
Fahigkeit zur Blockade der Rezeptor-Internalisierung steuern zum
guten Sicherheitsprofil und geringen Suchtpotential von
Buprenorphin im Vergleich zu anderen starken Opioiden bei. In
einem humanen Schmerzmodell zeigte Buprenorphin eine starke
und lang anhaltende antihyperalgetische Wirkung, die anderen



p-OR-Agonisten fehlt [1]. Wie bei anderen OR-Agonisten wird
die starke analgetische Wirkung von Buprenorphin durch periphe-
re und zentrale p-OR vermittelt. Buprenorphin zeigt auBerdem
antagonistische Wirkung an zentralen x-OR und agonistische
Wirkung am ORL1 (opioid receptor like -1) [2]. Die molekularen
Mechanismen der antihyperalgetischen Wirkung von Buprenor-
phin sind unklar. Da auch fur das Lokalanasthetikum Lidocain eine
ausgepragte antihyperalgetische Wirkung nachgewiesen wurde
[3], die vermutlich auf der Blockade spannungsabhéngiger Na*-
Kanéle beruht, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob
auch Buprenorphin die Erregbarkeit nozizeptiver Afferenzen beein-
flusst und die direkte Interaktion mit spannungsabhéngigen Na*-
Kanélen zeigt.

Methodik

Mit behdérdlicher Genehmigung wurden adulte Wildtyp-C57/BL6-
Mause zur Gewebsentnahme mit CO: getotet. Einzelne kutane C-
Fasern wurden mit der in vitro Haut-Nerv-Praparation untersucht.
Dazu wurde mit einem mechanischen Stimulus das rezeptive Feld
einzelner C-Fasern von der behaarten Haut der Hinterpfote identi-
fiziert. Dann wurde die elektrische Reizschwelle bestimmt und die
C-Fasern mit doppelter Reizstdrke und 0.1 Hz stimuliert. Na'-
Stréme von kultivierten Spinalganglienzellen, von neuronalen
ND7/23-Zellen oder HEK293t-Zellen, die mit cDNA verschiedener
Na*-Kanal-Mutationen transfiziert wurden, wurden mit der Whole-
Cell-Konfiguration der Patch-Clamp-Methode untersucht.

Ergebnisse

In Anwesenheit von 10 uM Naloxon flihrte Buprenorphin zu einer
reversiblen Leitungsblockade aller untersuchten C-Fasern in
Konzentrationen zwischen 100-400 pM (n= 6). Eine
Leitungsblockade durch Lidocain trat erst zwischen 500-1100 pM
auf (n=11). Buprenorphin blockierte konzentrationsabhangig und
reversibel Na*-Strdme in Spinalganglienzellen ( )- Mit einem

ICso-Wert von 22 + 1 pM (n= 8) war Buprenorphin potenter als
Lidocain (231 + 38 pM, n= 18). Eine eingehendere Charakteri-
sierung der Blockade spannungsabhéangiger Na*-Kanale in
ND7/23-Zellen lieferte IC50-Werte fur den tonischen Block von 29
+ 3 UM (n=9) und 5.3 + 0.5 pM (n= 4) bei einem Haltepotential von
-140 mV bzw. -80 mV. Buprenorphin zeigte auch eine ausgeprag-
te frequenzabhangige Blockade bei 10 Hz (3 pM: 44 + 5%; n=5;
30 uM: 81 £ 4%; n=5) ( ) und eine starke Blockade offener,
inaktivierungsdefizienter Na*-Kanale (ICs = 1.7 + 0.1 pM (n= 7). Die
frequenzabhéngige Blockade der Lokalanasthetika-insensitiven
Nar-Kanal-Mutationen Na.1.4-434K, Na.1.4-1280K und Na.1.4-
1579K durch 30 uM Buprenorphin bei 10 Hz war gegenliber dem
Na.1.4 Wild-Typ signifikant reduziert (9.3 + 3.7 %, n= 4; 21 + 3%,
n=4; 15 + 2%, n=5; 75 + 3%, n=5) (p< 0.05, ungep. t-Test).

Interpretation

Durch eine Interaktion mit der Lokalan&sthetika-Bindungsstelle
spannungsabhangiger Na*-Kanale zeigt Buprenorphin ausgeprag-
te lokalanésthetische Wirkung. Dieser Effekt kdnnte der antihy-
peralgetischen Wirkkomponente von Buprenorphin in vivo zugrun-
de liegen.
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Abb. 1: Tonische und frequenzabhéngige Blockade spannungsabhangiger Na‘-Kanéle durch Buprenorphin. (A) Zur Bestimmung der
tonischen Blockade wurden Na*-Stréme in Spinalganglienzellen durch 50 ms-lange Pulse nach 0 mV von einem Haltepotential
Vi -80 mV mit 0.05 Hz aktiviert und Applikation verschiedener Konzentrationen (c) von Buprenorphin gemessen. Die halbmaxi-
mal-blockierende Konzentration (ICs, MW + SEM) wurde durch nichtlineare Kurvenanpassung der Gleichung b(c)=c"/(ICsc"+c")
an die Datenpunkte errechnet (h: Hill-Koeffizient). Inset: Reprasentative Stromspuren von Na*-Strédmen einer Spinalgan-
glienzelle. (B) Zur Bestimmung der frequenzabhangigen Blockade von Na*-Kanélen in ND7/23-Zellen durch 3 und 30 uM
Buprenorphin wurden Na*-Strdme durch 25 ms-lange Pulse nach +50 mV von einem Haltepotential Vi = -140 mV mit 10 Hz
aktiviert. Stromamplituden wurden gemessen und normalisiert gegentiber der Stromamplitude des 1. Pulses.
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Fragestellung

Die exogene Zufuhr des pinealen Hormons Melatonin resultiert in
ausgepragten antioxidativen Wirkungen [1] und kann bei oxidati-
vem Stress, wie zum Beispiel bei der Sepsis oder nach
Ischamie/Reperfusion [2], zu einer Verminderung von Zell- und
Organschéaden fluhren. Melatonin wirkt dabei nicht nur tber eine
direkte Inaktivierung von Sauerstoff- und Stickstoffradikalen, son-
dern auch indirekt Uber eine Erhdhung der Stickstoffmonoxid-
Bioverflgbarkeit und die Induktion von antioxidativen Enzymen,
wie der Glutathion-Peroxidase. Aktuelle Hypothesen lassen aller-
dings vermuten, dass Melatoninrezeptor-vermittelte Wirkungen
ebenfalls zum antioxidativen Potenzial des Hormons beitragen
koénnten [3]. Obwohl die Leber Melatoninrezeptoren exprimiert,
wurde jedoch bisher noch nicht untersucht, ob die protektiven
Eigenschaften von Melatonin von einer Rezeptoraktivierung
abhéngig sind. Weiterhin ist unbekannt, ob exogenes Melatonin
nach hamorrhagischem Schock zu einer spezifischen Organ-
protektion beitragen kann. Ziel der vorliegenden Arbeit war es
daher, die funktionelle Bedeutung von Melatonin fir die Leber-
funktion nach hdmorrhagischem Schock zu charakterisieren.

Methodik

Alle Untersuchungen wurden nach Genehmigung durch die
Tierschutzbehdrde an narkotisierten (Pentobarbital, 50 mg/kg i.p.),
mannlichen Sprague-Dawley-Ratten durchgefiihrt. Bei allen Tieren
wurde ein druckkontrollierter hdmorrhagischer Schock (MAP 35 +
5 mmHg) fiir 90 Minuten induziert. Die Tiere erhielten am Ende des
Schocks entweder Melatonin (10 mg/kg i.v.), den Melatonin-
Rezeptorantagonisten Luzindole (2,5 mg/kg i.v.) plus Melatonin
(10 mg/kg i.v.) oder Vehikel. Alle Tiere erhielten zur Retransfusion
60% des entnommenen Blutes zuriick, es wurde nachfolgend eine
zweistlndige Reperfusionsphase durchgefiihrt (Volumentherapie:
1. Stunde 200%, 2. Stunde 100% des entnommenen Blutvo-
lumens als Ringer-Laktat-Infusion). In drei weiteren Versuchs-
gruppen wurde kein h&morrhagischer Schock durchgefiihrt
(Scheinoperation); eine dieser Gruppen erhielt Melatonin, die
andere Luzindole als Kontrolle. Nach Retransfusion wurde in allen
Gruppen die Plasmaverschwinderate von Indozyaningriin (PDRicg)
zur Beurteilung der exkretorischen Leberfunktion gemessen oder
der linke Leberlappen mittels Intravitalmikroskopie bezliglich der
Parameter NAD(P)H-Autofluoreszenz (als indirektes MaB des
Redoxstatus) und Propidium-Jodid(Pl)-Farbung (zur Bestimmung

des zelluldren Schadens) evaluiert. Zum Versuchsende wurden bei
allen Tieren die Serumparameter GLDH, AST und ALT bestimmt.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels ANOVA und Student-
Newman-Keuls-Tests. Die angegebenen Daten entsprechen dem
Mittelwert + Standardabweichung (n = 10 pro Gruppe).

Ergebnisse

Die Induktion eines 90-minltigen hamorrhagischen Schocks fuhr-
te zu einer signifikanten Verminderung der PDRICG im Vergleich zu
scheinoperierten Tieren (9,96 %/min + 2,44 vs. 15,84 %/min +
2,27; p = 0,008), zu einer signifikanten Erhdhung der NAD(P)H-
Autofluoreszenz (136,32 aU + 9,79 vs. 99,86 aU + 4,66; p < 0,001)
sowie zu einem signifikanten Anstieg an Pl-gefarbten Zellen pro
Gesichtsfeld (41,45 + 16,37 vs. 2,6 = 1,6; p < 0,001). Die Therapie
mit Melatonin flhrte zu einer erheblichen Verbesserung der PDRice
im Vergleich zu unbehandelten Tieren (16,14 %/min + 2,59;
p = 0,003 vs. Vehikel) sowie zu einer signifikanten Reduktion der
NAD(P)H-Autofluoreszenz (114,75 aU = 14,66; p = 0,014 vs.
Vehikel) und der Pl-geférbten Zellen (8,15 + 3,45; p < 0,001 vs.
Vehikel). Die Gabe des Rezeptorantagonisten Luzindole hob den
protektiven Effekt mit Bezug auf die Leberfunktion vollstdndig wie-
der auf (9,41 %/min + 1,43; p = 0,001 vs. Melatonin), nicht aber in
Bezug auf NAD(P)H-Autofluoreszenz (121,83 aU + 7,73; p = 0,046
vs. Vehikel) und Pl-gefarbte Zellen (5,44 + 1,24; p < 0,001 vs.
Vehikel). Die Serumanalyse zeigte bei Vehikeltieren einen signifi-
kanten Anstieg von GLDH, AST und ALT im Vergleich zu schein-
operierten Tieren (GLDH: 41,58 U/l + 32,99 vs. 8,77 U/l = 4,96; p
= 0,004; AST: 404,16 U/l + 237,72 vs. 155,50 U/l + 95,66; p =
0,023; ALT: 135,00 U/l + 83,36 vs. 51,11 U/l + 17,28; p = 0,02),
allerdings fuihrte die Gabe von Melatonin mit oder ohne Antagonist
lediglich zu einem nicht signifikanten Trend in Richtung verbesser-
ter Serumparameter. Die Gabe von Melatonin oder Luzindole ohne
Induktion eines hdmorrhagischen Schocks veranderte keinen der
gemessenen Parameter im Vergleich zu scheinoperierten Tieren.

Interpretation

Die Therapie mit Melatonin nach hdmorrhagischem Schock bein-
haltet spezifische leberprotektive Effekte. Melatonin flhrt hier zu
einer signifikanten Verbesserung des hepatischen Redoxstatus,
einer Reduktion des hepatozelluldren Schadens und einer
rezeptorabhangigen Verbesserung der Leberfunktion.
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Fragestellung

Durch Einflihrung lungenprotektiver Beatmungstrategien mit redu-
ziertem Tidalvolumen (Vi) konnte die Mortalitat des akuten
Lungenversagens (ARDS) weiter gesenkt werden [1]. Die pumpen-
lose arteriovendse extrakorporale Lungenassistenz (pECLA)
erlaubt durch nahezu vollstdndige Kohlendioxid-Elimination eine
Entkopplung von Ventilation und Oxygenierung. Somit ist eine wei-
tere Vr-Reduktion, z.B. durch den Einsatz der Hochfrequenz-
oszillation (HFOV), moglich [2]. Wir testeten die Hypothese, dass
durch die Kombination HFOV/pECLA verglichen mit konventio-
neller lungenprotektiver Beatmung (PCV) eine Reduktion der pul-
monalen Entziindungsreaktion im GrofBtier-24-Std.-ARDS-Modell
erreicht werden kann.

Methodik

Nach behérdlicher Genehmigung wurde bei 16 Pietrain-
Schweinen (Gewicht: 54,3 + 4,2 kg) durch wiederholte pulmonale
Kochsalzlavage (30 ml/kg KG) ein ARDS induziert (Ziel-PaO:/FiO:
< 60 mmHg). Nach einstiindiger Stabilisierungsphase wurde der
untere Inflektionspunkt (UIP) der pulmonalen Druckvolumen-
beziehung ermittelt. AnschlieBend erfolgte die Randomisierung
der Tiere in zwei Gruppen: Gruppe 1: PCV (Vr = 6 ml/kg KG, f =
30-40/min); Gruppe 2: HFOV/pECLA (f = 720 - 900/min, Amplitude
=60 cmH-:0). In der Gruppe 2 wurden die A. und V. femoralis kanl-
liert und eine Membranlunge mit niedrigem Flusswiderstand (iLA,
Novalung, Hechingen) interponiert. Nach Rekrutierung (Con-
tinuous-positive-airway-pressure mit 50 cmH-O Uber 60 Sekun-
den) wurde der PEEP in der Gruppe 1 bzw. der Atemwegs-
mitteldruck (Pmean) in der HFOV/pECLA-Gruppe 3 cmH:O liber den
UIP gesetzt. In beiden Gruppen wurde wéhrend des 24-stiindigen
Versuchszeitraums ein PaO: > 90 mmHg und ein PaCO: < 50
mmHg angestrebt. Die relative mRNA-Expression der Zytokine
TNF-a, IL-1-B, IL-6, IL-8 und IL-10 im linken Lungenober- (OL)
sowie Unterlappen (UL) wurden nach 24 Std. mit Real-Time-PCR
gemessen. Der Gehalt der exprimierten Zielparameter wurde mit
der delta-Cr-Methode (AC+ = Referenzgen (HPRT) - Zielgen) er-
mittelt. Schnitte aus Ober-, Mittel- und Unterlappen der rechten
Lunge wurden lichtmikroskopisch anhand eines semiquantitativen
Punktesystems beurteilt [3]. Statistik: Two-way ANOVA mit
Student-Newman-Keul's-Test, t-Test und paired t-Test fiir parame-
trische (MW+SD und MW=+SEM) und Mann-Whitney-U- und
Wilcoxon-Rangsummen-Test flr nicht-parametrische (Median
(25%-75%-Perzentile)) Daten; (p<0,05).

Ergebnisse

In beiden Gruppen kam es wahrend des 24-stiindigen Versuchs-
zeitraums zu einer signifikanten Verbesserung des PaO:/FiO-—
Quotienten (Gruppe 1: 519+49; Gruppe 2: 461+106mmHg), des
Oxygenierungsindexes (Gruppe 1: 5,9+1,2; Gruppe 2: 5+1,6), der
gemischt-vendsen Sattigung (Gruppe 1: 70+11; Gruppe 2:
79+9%) und des Ventilations/Perfusions-Verhaltnisses (Gruppe 1:
8+4, Gruppe 2: 15+9%). In der Gruppe 2 war gegenlber Gruppe
1 der PaCO: sofort nach dem Start der pECLA signifikant ernie-
drigt (31+4 vs. 44+4 mmHg) und das Herzzeitvolumen signifikant
erhoht (5,2+1,1 vs. 3,7+0,7 I/min). Der Pmean und der
Beatmungsspitzendruck waren in Gruppe 2 signifikant vermindert
(Pmean 21,4+2 vs. 30,1+4,4 cmH:0; PIP: 24,4+2 vs. 38,4+5,5
cmH:0). Nach 24 Std. war der UIP in beiden Gruppen signifikant
héher als nach der Lungenschadigung (Gruppe 1: 25,3+5 vs.
21,6+3,7 cmH:0; Gruppe 2: 21,6+2,3 vs. 18,4+2 cmH-0), jedoch
in Gruppe 2 signifikant niedriger als in Gruppe 1. Himodynamisch
waren alle Tiere unter vergleichbarer kontinuierlicher Volumen- und
Noradrenalininfusion stabil. Histopathologisch zeigte sich eine sig-
nifikante Erniedrigung der interstitiellen Entzlindungsreaktion in
den basalen Anteilen der Gruppe 2 (1,3(1-1,5) vs. 1,8(1,4-2)). In
beiden Gruppen konnte eine moderate alveoldre Uberbldhung in
den apikalen Lungenabschnitten nachgewiesen werden (Gruppe
1: 1,8(1,6-2,1); Gruppe 2: 2,2(1,5-2,4)). In den basal gelegenen
Schnitten der Gruppe 1 war die Entziindungsreaktion (basal:
1,8(1,4-2) vs. apikal: 1,1(0,8-1,3)) sowie die Epitheldesquamation
(basal: 2(1,9-2,1) vs. apikal: 0,8(0,6-1,7)) signifikant erhoht.
Abgesehen von der relativen mRNA-Expression von TNF-a im OL
(AC~:Gruppe 2: -2,32+0,2 vs. Gruppe 1: -2,91+0,13), lieBen sich
keine signifikanten Unterschiede der Zytokinexpression zwischen
beiden Gruppen nachweisen. Die Expression von IL-8 im UL der
Gruppe 2 (ACr: 1,65+0,47 vs. OL: 0,29+0,49) sowie die Expression
von IL-10 im UL in beiden Gruppen (_CT: Gruppe 1: -2,26+0,25
vs. OL: -3,9+0,41; Gruppe 2: -2,3+0,36 vs. OL: -3,44+0,33) waren
im Vergleich zum OL signifikant erhoht.

Interpretation

Bei hocheffektiver CO--Elimination ermdglicht HFOV/pECLA eine
weitere Vr-Minimierung ohne negative Einflisse auf die Oxyge-
nierung. Histopathologisch konnte unter HFOV/pECLA eine
Erniedrigung der interstitiellen Entziindungsreaktion in den basa-
len Lungenanteilen festgestellt werden. Die Expression inflamma-
torischer Zytokine in der Lunge nach 24 Std. war jedoch nicht
reduziert. Durch HFOV/pECLA scheint im GroBtier-ARDS-Modell
eine weitere Reduktion der beatmungsassoziierten Lungen-
schadigung mdglich zu sein.
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Fragestellung

Apoptotischer Zelltod in zirkulierenden Leukozyten tragt zur
Dysregulation der Immunantwort nach Schock und Sepsis bei [1].
Die Bedeutung der Apoptose fiir das Versagen solider Organe wird
jedoch kontrovers diskutiert [2,3]. Daher sollten zur systemati-
schen Untersuchung der Aktivierung der Apoptosekaskade die
Serumkonzentrationen verschiedener Apoptose-regulierender
Proteine (Tumornekrosefaktor (TNF)/TNF-Rezeptor (TNF/TNFR)-
Familie fir den extrinsischen Weg bzw. Cytochrom-c fir den
intrinsischen, mitochondrialen Weg) bei Patienten mit SIRS oder
Sepsis bestimmt und jeweils mit dem Schweregrad der Er-
krankung korreliert werden. Weiterhin wurde die Konzentration des
Cytokeratin-18-Neoepitops (CK-18), welches in apoptotischen
Epithelzellen Uber aktivierte Caspasen zu einer Degradation zyto-
skelettaler Cytokeratin-18(CK18)-Filamente mit der Freisetzung
von spezifischen Proteinfragmenten fiihrt, bestimmt.

Methodik

Nach Genehmigung durch die zusténdige Ethikkommission und
Einversténdnis der Angehérigen wurden Apoptose-spezifische
Proteine im Serum von Patienten mit Sepsis (n=38) und postope-
rativem SIRS nach elektivem kardiochirurgischem Eingriff (n=49)
sowie gesunden Kontrollen (n=8) mittels ELISA quantifiziert. Die
Probenentnahme erfolgte unmittelbar nach Diagnosestellung
sowie jeweils am Morgen der Folgetage. Statistische Auswertung
erfolgte mittels ANOVA mit kommerzieller Software (SigmaStat).

Ergebnisse

Die Serumkonzentrationen I6slicher Marker der TNF/TNFR-Familie
waren bei septischer Genese hoher verglichen mit nicht-infektio-
ser systemischer Entzindung. Hierbei Uberschritten nur die
Serumkonzentrationen von sFas die Werte von Gesunden, wohin-
gegen die Serumkonzentrationen von sFasL und TRAIL deutlich
darunter lagen. Eine Zunahme des Caspasespaltproduktes CK-
18-Neoepitop im Serum war lediglich bei schwerstem Multiorgan-
versagen zu beobachten. Eine exemplarische Korrelation der
Apoptosekaskade mit dem AusmaB der Leberdysfunktion zeigte
ebenfalls eine erhdhte Generierung von CK-18-Neoepitop nur bei
schwerem Leberversagen, dann allerdings in hohen Konzen-
trationen. Dabei wurde die Bildung des Caspasespaltproduktes
CK-18-Neoepitop von einer deutlichen Freisetzung von
Cytochrom-c begleitet. Dem gegeniber waren die sFasL-
Serumkonzentrationen nahezu unveréndert. Bei 3 Patienten mit
fulminantem Leberversagen wurde zu differentialdiagnostischen
Zwecken eine Leberbiopsie durchgefihrt. Die immunhistochemi-
sche Untersuchung dieser Leberbiopsien zeigte eine erhdhte
Aktivitat an aktivierter Caspase 3 und CK-18-Neoepitop.

Interpretation

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind vereinbar mit einem
Apoptose-bedingten hepatozellularen Schaden, welcher Uber die
intrinsische/mitochondriale Wegstrecke initiiert wird, und deuten
auf eine mdgliche Protektion von Organen gegeniiber dem apop-
totischen Zelltod bei geringer und moderater Organdysfunktion
hin, wohingegen der programmierte Zelltod einen wesentlichen
Beitrag zum schweren Organversagen (z.B. der Leber) zu leisten
scheint. Zusammenfassend eignet sich die Bestimmung der
Serumkonzentration Apoptose-spezifischer Proteine zur indirek-

Abb. 1: Bedeutung der ephithelialen Apoptose (gemessen
anhand der Generierung von CK-18-Neoepitop) und ihrer
Regulation Uber den extrinsischen (sFasL) oder intrinsi-
schen (Cyotchrom c¢) Weg bei Sepsis und schwerem
Leberversagen.

*P<0,05 vs. Probanden; #P< 0,05 vs. SIRS;
§Py0,05 vs. Sepsis.

ten Quantifizierung der Apoptoseaktivitdt bei Patienten mit SIRS
und Sepsis und konnte hilfreich zur Verlaufsbeurteilung der
Krankheitsaktivitat sein sowie neue Einblicke in die Bedeutung der
Apoptose bei der Pathogenese und dem Therapieverlauf ermog-
lichen.
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Fragestellung

Krampfanfélle sind schwerwiegende neurotoxische Nebenwir-
kungen des Lokalanasthetikums Bupivacain [1]. Insbesondere der
Hippokampus scheint eine Hirnregion zu sein, der in der Ent-
stehung und Aufrechterhaltung von Krampfanfallen eine besonde-
re Bedeutung zukommt [2]. Ziel der Studie war es deshalb, die
Wirkung von Bupivacain auf spontane Aktionspotentiale und post-
synaptische Stréme in einem neuronalen Netzwerk kultivierter
Hippokampusneurone zu untersuchen und mit den Wirkungen
spezifischer neuroexzitatorischer Substanzen zu vergleichen.

Methodik

Fir die Zellkultur wurden die Hippokampi von neonatalen Mausen
abgetrennt, zerkleinert, in Zellkulturmedium gel6st und auf Cover-
Slips ausplattiert (Die Organentnahme wurde behérdlich angezeigt
und erfolgte gemaB dem Tierschutzgesetz). Die Experimente wur-
den zwischen dem 10. und 16. Tag durchgeflihrt. Untersucht
wurde die spontane elektrische Aktivitat mittels der Patch-Clamp-
Technik im Current- und Voltage-Clamp-Modus. Angegeben
wurde der Median [1./3. Quartile]; n steht fur die Anzahl der
Experimente, statistische Vergleiche erfolgten mit Wilcoxon-
Mann-Whitney-Test.

Ergebnisse

Die Applikation von Bicucullin (10 pM), einem Antagonisten von
GABAx-Rezeptoren, und Linopirdin (10 pM), einem Antagonisten
von KCNQ2/Q3-Kanélen, fihrte im Vergleich zu Kontrollbe-
dingungen zu einer Zunahme der Aktionspotentiale (APs) und der
exzitatorischen postsynaptischen Stréme (EPSCs). Bicucullin

steigerte die APs von 3 [0/6] unter Kontrolle auf 74 [54/120] und
die EPSCs von 187 [175/427] auf 374 [235/1432]. Diese Effekte
waren reversibel im Auswasch (n=6; p<0.05). AuBerdem fiihrte
Bicucullin zu einer signifikanten Inhibition der inhibitorischen post-
synaptischen Stréme (IPSCs) von 41[3/53] auf 0 [0/3] (n=6;
p<0.05). Linopirdin steigerte die APs von 3 [1/3] auf 20 [5/74] und
die EPSCs von 170 [57/958] auf 1106 [419/1869] (n=10; p<0.05).
Die IPSCs wurden durch Linopirdin von 116 [53/400] auf 222
[129/355] gesteigert (n=10; p>0.05). Die Linopirdineffekte waren
nicht reversibel im Auswasch. Bupivacain (10 pM) unterdriickte die
APs von 44 [8/784] auf 1 [0/4] (n=9; p<0.05), die EPSCs von 56
[10/1101] auf 2 [0/186] (n=12; p<0.05) und die IPSCs von 15
[38/755] auf 1 [0/10], (n=11; p<0.05). Die Bupivacaineffekte waren
konzentrationsabhéngig, reversibel und bereits bei 1 pM nach-
weisbar. Ahnlich wie Bupivacain filhrte Tetrodotoxin (5 nM) zu
einer vollstédndigen Unterdriickung der APs, EPSCs und IPSCs.

Interpretation

Die Wirkung von Bupivacain auf die Netzwerkaktivitat von hippo-
kampalen Neuronen unterscheidet sich deutlich von der Wirkung
der spezifischen neuroexzitatorischen Substanzen Bicucullin und
Linopirdin. Durch Applikation von Bupivacain kommt es zu einer
Abnahme der spontanen elektrischen Aktivitdt. Es gibt keine
Hinweise darauf, dass Bupivacain Uber eine Interaktion mit
GABAx-Rezeptoren oder mit KCNQ2/Q3-Kanélen neuronale
Exzitation hervorruft. Die Ahnlichkeit der Wirkung von Bupivacain
und des Natriumkanalblockers Tetrodotoxin auf Hippokampus-
neurone konnte darauf hinweisen, dass Bupivacain keine neu-
roexzitatorische molekulare Wirkung besitzt.
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Abb. 1: EPSCs und IPSCs hippokampaler Neurone unter Kontroll- und Auswaschbedingungen sowie unter dem Einfluss von

Bupivacain (3 pM).
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Fragestellung

Sarkolemmale und mitochondriale ATP-regulierte K*-Kanéle sind
an der Isofluran- [1] und Desfluran- [2] induzierten Prakonditio-
nierung beteiligt. Die Beteiligung anderer K*-Kandle an der
Anésthetika-induzierten Prakonditionierung (APC) ist noch unge-
klart. Wir priften die Hypothese, dass die APC durch Aktivierung
des Ca*-aktivierten K*-Kanals mit groBer Leitféhigkeit (BKcs) ver-
mittelt wird.

Methodik

Die Tierversuchsgenehmigung der zustidndigen Landesbehdrde
lag vor. Mannliche C57BL/6-Mause (n=49, 8-12 Wochen) wurden
randomisiert sieben Gruppen zugeteilt. Alle Tiere erhielten
Pentobarbital zur Narkoseeinleitung (60 mg/kg i.p.), wurden endo-
tracheal intubiert, mechanisch ventiliert und zur Messung von
Herzfrequenz und mittlerem arteriellem Blutdruck instrumentiert.
Nach linksseitiger Thorakotomie im 4. ICR wurde eine proximale
Ligatur des LAD vorgelegt. Nach einer 15-minutigen Equili-
brierungsphase wurden Baseline-Werte erfasst. Alle Tiere wurden
einer 45-minltigen Koronararterienokklusion (CAO) und einer 3-
stiindigen Reperfusion unterzogen. 30 min vor CAO erhielt die
Gruppe APC fir 15 min 1,0 MAC (7,5 Vol.-% [3]) Desfluran. Die
Gruppen DMSO, NS1619 und IbTX erhielten jeweils 35 min vor
CAO den Vehikel Dimethylsulfoxid (DMSO, 10 ml/kg i.p.), den
BKce-Agonisten NS1619 (1 mg/kg i.p.) bzw. den BKc.-Antagonisten
Iberiotoxin (IbTX; 0,05 mg/kg i.p.). Die Gruppen APC+NS1619
bzw. APC+IbTX erhielten 35 min vor CAO 1 mg/kg NS1619 i.p.
bzw. 0,05 mg/kg IbTX i.p. und 30 min vor CAO fur 15 min 1,0 MAC
Desfluran. Die Kontrollgruppe erhielt vor CAO keine weitere
Behandlung. Die Bestimmung der HerzinfarktgroBe (IS=IA/AAR)
erfolgte gravito-planimetrisch nach Farbung mit Evans Blue und
Triphenyltetrazoliumchlorid. Die statistische Analyse erfolgte
mittels ANOVA und post hoc Duncan-Test. Angegeben sind
Mittelwert + SEM, *p<0,05.

Ergebnisse
Die hdmodynamischen Parameter wahrend Baseline sowie das
Ischamieareal (AAR) waren zwischen den Gruppen nicht unter-
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Fragestellung

Die Hitzeschockantwort (HSA), die durch die Expression von ver-
schiedenen Hitzeschockproteinen (HSP) charakterisiert ist, besitzt
zyto- und organprotektive Eigenschaften [1]. Neben den hypnoti-
schen Wirkungen werden flr Barbiturate sowohl immunsuppressi-

schiedlich. Die InfarktgréBe betrug in der Kontrollgruppe 51 + 6%
(n=7). Desfluran verringerte die InfarktgroBe auf 7 + 1%* (n=7). Die
Applikation des BKc-Agonisten NS1619 verringerte die
InfarktgréBe auf 8 + 2%* (n=7). Die Kombination von NS1619 und
Desfluran fihrte zu keiner weiteren Verringerung der InfarktgréBe
(5 £ 1%*; n=7). Die Applikation des Vehikels DMSO (40 + 5%, n=7)
und des BKca-Antagonisten Iberiotoxin (46 + 6%, n=7) hatte keinen
Einfluss auf die InfarktgroBe. Die Desfluran-induzierte Prakon-
ditionierung wurde durch Iberiotoxin aufgehoben (49 + 8%*, n=7)

( )-

Abb. 1: InfarktgréBe (IS=IA/AAR) in Prozent. Angegeben ist
Mittelwert + SEM.
* signifikant (p<0,05) verschieden von CON.

Interpretation

Die Desfluran-induzierte Prékonditionierung sowie die Aktivierung
des BKca durch NS1619 fiihrten zu einer deutlichen Verringerung
der InfarktgroBe. Die gleichzeitige Applikation von Desfluran und
NS1619 erzeugte keine weitere Reduktion der InfarktgréBe. Die
Blockade des BKc. durch Iberiotoxin flhrte zu einer Aufhebung der
Desfluran-induzierten Prékonditionierung. Daraus kann geschlos-
sen werden, dass die Aktivierung des BKc. zur Vermittlung der
Desfluran-induzierten Prakonditionierung notwendig ist.
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ve als auch zytoprotektive Effekte beschrieben [2]. Friihere eigene
Untersuchungen konnten zeigen, dass Thiobarbiturate in huma-
nen T-Lymphozyten zu einer differentiellen HSA fiihren und gleich-
zeitig das AusmaB eines induzierten programmierten Zelltodes
(Apoptose) in diesen Zellen vermindern [3]. Ob und wodurch diese
Barbiturat-induzierte HSA die proapoptotischen Effekte reduziert,
ist jedoch bisher nicht bekannt. Es war die Hypothese dieser
Untersuchung, dass die Expression von HSP-70, das antiapopto-
tische Eigenschaften besitzt, fir die zytoprotektiven Eigenschaften
von Thiopental kausal verantwortlich ist.

Methodik

Jurkat-T-Zellen wurden entweder mit spezifischer ,small interfe-
ring“ (si)RNA oder unspezifischer ,non-silencing” siRNA mittels
Elektroporation transfiziert. Die spezifische siRNA war gegen



HSPA1A gerichtet, eines der fur HSP-70 codierenden
Hauptgene. Die ,non-silencing” siRNA besaB keine Homologie zu
allen bekannten Saugetier-Genen. Nach Vorbehandlung der Zellen
mit Thiopental [100 pg/ml, 4 h] wurde Apoptose mit Staurosporin
[2uM, 4 h] induziert und mittels Durchflusszytometrie Uber den
Anteil Annexin V-FITC (Annexin)-markierter Zellen quantifiziert.
Zur Unterscheidung von Nekrose wurden die Zellen zusétzlich mit
7-AAD markiert und der Anteil 7-AAD-positiver Zellen ebenfalls
mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Varianzanalyse (ANOVA mit Holm-
Sidak-Test, Signifikanzniveau p < 0,05).

Ergebnisse

Die Inkubation der Zellen mit Staurosporin fuhrte zu einer signifi-
kanten Zunahme des Anteils Annexin-positiver Zellen (Mittelwert +
Standardfehler aus 5 unabhéngigen Versuchen: 62,4 + 4,1 % vs.
23,6 1,7 %, ). Nach Vorbehandlung
der Zellen mit Thiopental kam es zu einer signifikanten Abnahme
des Anteils Annexin-positiver Zellen (35,4 + 3,2 % vs. 62,4 +
4,1 %, ). Eine vorausgehende
Transfektion der Zellen mit HSPA1A-siRNA flihrte jedoch wieder
zu einem signifikanten Anstieg des Anteils an Annexin-positiven
Zellen (51,0 + 4,4 % vs. 35,4 + 3,2 %,

). Im Gegensatz dazu kam es nach einer vorangegangenen
Transfektion mit ,non-silencing” siRNA zu keiner Zunahme des
Anteils Annexin-positiver Zellen (35,2 + 3,1 % vs. 35,4 = 3,2 %,

). Der Anteil 7-AAD-positiver Zellen
unterschied sich zwischen den einzelnen Interventionen nicht.

Interpretation

Das Hitzeschockprotein HSP-70 spielt eine entscheidende Rolle
bei der Thiopental-vermittelten Protektion von humanen T-Zellen,
da die spezifische Hemmung seiner transkriptionellen Expression
den Schutz vor Apoptose signifikant einschrankt. Die Induktion
von HSP-70 durch Thiopental kénnte somit einen molekularen
Mechanismus der Thiopental-vermittelten Zytoprotektion darstel-
len.
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Fragestellung

Die zellulare Minderversorgung mit Sauerstoff (Hypoxie) findet sich
bei Schock, Sepsis oder akutem Lungenversagen. Wahrend
Hypoxie zu einer allgemeinen Barriere-Dysfunktion fuhrt, ist die
dynamische Reorganisierung des Zytoskeletts hierbei ein wichti-
ger Mechanismus, dieser entgegenzuwirken [1]. Vasodilator-
Stimulated Phosphoprotein (VASP), ist entscheidend an dieser
Reorganisation des Zytoskeletts beteiligt [2,3].

Abb. 1
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Methodik

Die Tierversuchsgenehmigung der Harvard Medical School in
Boston lag vor. Zur Beurteilung der intestinalen Barrierefunktion
applizierten wir Mausen mit gezielter Deletion von intestinalem
Hifta (Hifta”-Mause) fluoreszenzmarkiertes Dextran (4KDa,
0,6mg/g Gewicht, p.o.) und bestimmten die Serum-Fluoreszenz
nach Hypoxieexposition (8h, 8% Sauerstoff). Gewebeproben die-
ser Mause wurden mittels Western-Blot-Analyse und Echtzeit- RT-
PCR auf VASP-Expression untersucht. Die funktionellen Aus-
wirkungen einer VASP-Repression wurden mittels siRNA-Knock-
down in Endothelzellen untersucht. Eine Uberexpression von
VASP wurde durch Transfektion eines VASP-CMV-Vektors er-
reicht. Zusatzlich wurde der 5’flankierende Anteil des putativen
VASP-Promotors mittels PCR amplifiziert und in einen PGL3-
Luziferase-Vektor eingefiigt. Um die funktionelle Bedeutung der
Hif1a-bindenden Gen-Region zu bestétigen, fihrten wir abschlie-
Bend eine gezielte Mutation dieses Gen-Abschnitts via site-direct-
ed mutagenesis (Quickchange-Kit, Stratagene) durch. Die statis-
tische Evaluation wurde mittels t-test und ANOVA vorgenommen
(p<0.05 signifikant).

Ergebnisse

Die intestinalen Hif1a”-Mause waren gegeniber einer Hypoxie-
induzierten Barriere-Dysfunktion geschitzt (Serum Fluoreszenz
Werte (WT 559+30 vs. Hifla” 251+51, n=4; p<0.05, )-



Echtzeit-RT-PCR und Western-Blot-Analysen bestatigten eine
reduzierte VASP-mRNA und Proteinexpression in WT nach
Hypoxie-Exposition (Nx 1+0.2-fach vs. Hx 0.51+0.08-fach, n=4;
p<0.05, ). Im Gegensatz dazu war VASP bei Hifta”-
Mé&usen nicht Hypoxie-reguliert. In Hypoxie-exponierten Epithel-
(T84) oder Endothel- (HMEC-1)-Zellen war VASP-mRNA und
Proteinexpression ebenfalls reprimiert. Wahrend der endotheliale
VASP-Knockdown zu einer erhdhten Permeabilitat (1,68 + 0,06-
fach; n=8; p<0.01) fiihrte, bewirkte eine Uberexpression von VASP
eine Verringerung der posthypoxischen Permeabilitat (0.67 + 0,06-
fach, n=8; p<0.05). Der VASP-PGL3-Reporter zeigte eine
Repression der Luziferase-Aktivitdt nach Hypoxie-Inkubation in
HMEC-1- (0.39 + 0,03-fach; n=5; p<0.05) oder HelLa- (0.34 + 0,1-
fach; n=5; p<0.05)-Zellen. Diese Repression konnte durch
Mutation der Hifla-Bindestelle vollstdndig aufgehoben werden
(Kontrolle 1 + 0,11-fach; hVASP-PGL3 0,47 + ,0,06-fach, Hif1a-
Mutation 1,26 + 0,07-fach; n=5; p<0.05, ).

Interpretation

Die durchgefiihrten Untersuchungen bestéatigen eine zentrale Rolle
von Hifla fur die Genregulation von VASP. Die HIF-induzierte
Repression von VASP fiihrt zu erhdhter Permeabilitdt unter
Hypoxie, die durch Uberexpression von VASP unterdriickt werden
kann.
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A) B.)
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Abb. 1: A.) Serum-Fluoreszenz von 4kD FITC-Dextran in Wt- und intestinalen Hif1oa-Mausen nach 8h normobarer Hypoxie (8% 0O2)

B.) VASP mRNA-Expression in der intestinalen Mukosa.

C.) Humaner VASP-PGL3-Reporter wahrend Normoxie (Nx) oder Hypoxie (24h, 1% Sauerstoff, Hx). (hVASP-PGL3:
Vollsténdiger Vektor, Delta-Hif1a-PGL3:Mutation der Hifla-Bindungsstelle an Position -522 bis -519bp. HRE = Hypoxia

Responsive Element als Positiv-Kontrolle).

Interaktion der Ubiquitin-Esterase L1 mit
dem alpha2-Adrenozeptor

C. Schaper, B. Weber, J. Scholz und B. Bein

Klinik fir Anasthesiologie und Operative Intensivmedizin, Uni-
versitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel, Christian-
Albrechts-Universitat Kiel

Fragestellung

Alpha2-Adrenozeptor-Agonisten spielen eine bedeutende Rolle in
der klinischen Anasthesie. Dartiber hinaus wurden neuroprotektive
Effekte nachgewiesen, die im speziellen Uber den alpha2a-
Adrenozeptor-Subtyp vermittelt werden [1]. Die zelluldren
Mechanismen hierfir sind bisher wenig untersucht worden, als
einzige Bindungspartner des alpha2-Adrenozeptors sind hier die
Proteine Arrestin und Spinophilin beschrieben. Beide Proteine
spielen eine wichtige Rolle beim Transport von G-Protein-gekop-
pelten Rezeptoren an die Zellmembranoberflaiche und bei deren
Abbau [2]. In dieser Arbeit wurde untersucht, welche weiteren
Proteine an den alpha2-Adrenozeptor binden und dessen
Funktion beeinflussen.

Methodik

Die dritte intrazellulare Schleife des alpha2-Adrenozeptors wurde
in einem Two-Hybrid-Sreening mit einer menschlichen cDNA auf
potentielle Bindungspartner Uberprift. Von im Test positiven
Klonen wurde die DNA isoliert und sequenziert. Die Protein-
Protein-Bindung wurde in vitro mittels GST-Pulldown bestétigt,
dieser Versuch wurde auch zum Nachweis der Spezifitat der
Bindung an den einzelnen alpha2-Adrenozeptor-Subtypen ver-
wendet. AnschlieBend wurden die Gene der humanen Ubiquitin-
Esterase L1 und des alpha2a-Adrenozeptors in eukaryontische
Expressionsvektoren kloniert und diese in HEK293-Zellen transfi-
ziert. Die In-vivo-Interaktion der beiden Proteine wurde mittels
Koimmunoprazipitation von transfizierten HEK293-Zellen unter-
sucht. Diese Zellen wurden auch zur Bestimmung der subzellula-
ren Lokalisation beider Proteine im konfokalen Mikroskop verwen-
det.

Ergebnisse

Insgesamt wurden 2x10” Klone im Two-Hybrid-System auf
Interaktion mit der dritten intrazellularen Schleife des alpha2A-
Adrenozeptors untersucht. Durch DNA-Sequenzierung der iso-



lierten positiven Klone wurde die Ubiquitin-Esterase L1 als ein
potentieller Bindungspartner des alpha2-Adrenozeptors identifi-
ziert. GST-Pulldown-Experimente bestatigten die Bindung der
Ubiquitin-Esterase L1 an den alpha2a-Adrenozeptor und zeigten,
dass die Ubiquitin-Esterase L1 mit geringerer Praferenz auch an
den alpha2b-Adrenozeptor und den alpha2c-Adrenozeptor bindet.
Eine Bindung an den beta2-Adrenozeptor, einem weiteren
G-Protein-gekoppelten Rezeptor, konnte dagegen nicht gezeigt
werden.

Abb. 1:

GST-Pulldown: In vitro
hergestellte und radioak-
tiv markierte Uch-L1 wur-
de mit auf Sepharose-
Beads immobilisierten
GST-Fusionsproteinen
inkubiert. Nach dem
Waschen der Proben
wurden diese mittels
SDS-PAGE und Auto-
radiographie aufgetrennt
und analysiert. Der Input
zeigt das Signal fir 15%
des eingesetzten Trans-
lationsproduktes. In Ho6-
he der Markierung sind
die spezifischen Banden
zu sehen, als Ausdruck
der Bindung der Uch-L1
an alle drei alpha2-AR,
nicht aber an den beta2-
AR oder an GST alleine.

Koimmunopréazipitationen des alpha2a-Adrenozeptors mit der
Ubiquitin-Esterase L1 in transfizierten HEK293-Zellen zeigten,
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Fragestellung

Die kardialen Nebenwirkungen von Droperidol in antiemetischen
Dosierungen sind gegenwartig umstritten. Die amerikanische
Food and Drug Administration (FDA) gab 2001 eine Warnung her-
aus, dass Droperidol schwere Arrhythmien vom Torsade de poin-
tes-Typ verursacht [1]. Entgegen dieser Warnung konnte bisher in
klinischen Studien nicht nachgewiesen werden, dass Droperidol
bei Verwendung in antiemetischen Dosierungen zu einer signifi-
kanten Verlangerung der QT-Zeit flhrt bzw. ventrikulére
Arrhythmien auslost [2]. Arrhythmien vom Torsade de pointes-Typ
kénnen durch eine UbermaBige Verldngerung ventrikularer
Aktionspotentiale, verbunden mit der Entstehung von
Nachdepolarisationen, typischerweise durch eine medikamentdse
Blockade von human ether-a-go-go-related gene (HERG)-Kanalen

dass beide Proteine auch in vivo interagieren und bestétigten
damit die Ergebnisse des Two-Hybrid-Screenings und des GST-
Pulldown. Die Untersuchung transfizierter Zellen im konfokalen
Mikroskop ergab, dass der alpha2a-Adrenozeptor und die
Ubiquitin-Esterase L1 in unmittelbarer N&he an der
Plasmamembran kolokalisieren.

Interpretation

Mit dieser Arbeit konnte erstmalig eine Interaktion des alpha2-
Adrenozeptors mit dem deubiquitinierenden Enzym Ubiquitin-
Esterase L1 nachgewiesen werden. Die Ubiquitin-Esterase L1
nimmt eine wichtige Funktion bei der Regulierung des Abbaus
intrazellularer Proteine ein. Es ist daher anzunehmen, dass die
Bindung an den alpha2-Adrenozeptor eine entscheidende Rolle
beim Rezeptorabbau und der Agonist-induzierten Desensiti-
sierung spielt. Von besonderem Interesse ist dabei die hdhere
Affinitdt der Ubiquitin-Esterase L1 zum alpha2a-Adrenozeptor im
Vergleich zu den beiden anderen alpha2-Adrenozeptor-Subtypen.
Da eine Bindung von Arrestin, einem Protein, welches flr die
Internalisierung von Membranproteinen verantwortlich ist, nur an
die alpha2b- und alpha2c-Adrenozeptor-Subtypen, aber nicht an
den alpha2a-Adrenozeptor nachgewiesen werden konnte, ist zu
vermuten, dass der alpha2A-Adrenozeptor Uber einen anderen,
Ubiquitin-Esterase-L1-vermittelten Stoffwechselweg internalisiert
wird. Da die Ubiquitin-Esterase L1 auch mit neurodegenerativen
Erkrankungen wie Morbus Parkinson in Zusammenhang gebracht
wurde [3], kénnte die héhere Affinitdt der Bindung der Ubiquitin-
Esterase L1 an den alpha2a-Adrenozeptor auch einen potentiellen
Wirkmechanismus fir die beschriebenen neuroprotektiven Effekte
von alpha2-Adrenozeptor-Agonisten darstellen.
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verursacht werden [3]. In der vorliegenden Studie sollte daher
geklart werden, ob Droperidol in antiemetischer Dosierung das
Aktionspotential isolierter Kardiomyozyten verlangert und arrhyth-
mogene Nachdepolarisationen ausldst. Darliber hinaus sollten die
molekularen Grundlagen der HERG-Kanal-Blockade durch Dro-
peridol und die Rolle von Aminoséuren, die typischerweise hoch-
affine HERG-Kanal-Blockaden vermitteln, untersucht werden.

Methodik

Die molekularen Mechanismen der HERG-Blockade durch
Droperidol wurden mittels der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-
Technik an Xenopus-laevis-Oozyten untersucht [3], welche
Wildtyp- bzw. mutierte HERG-Kanale exprimierten. Die Muta-
tionen T623A, S624A, V625A, Y652A und F656A wurden durch
Mutagenese erstellt. Die Auswirkungen von Droperidol auf das
kardiale Aktionspotential wurde mittels Patch-Clamp-Technik an
linksventrikuldren Kardiomyozyten von Meerschweinchenherzen
analysiert. Angegeben sind Mittelwerte+Standardabweichung; n
steht fUr die Anzahl der Experimente, statistische Vergleiche
erfolgten mittels Student-t-Test und ANOVA.

Ergebnisse

Droperidol inhibiert Strome durch HERG-Wildtyp-Kanéle in
Xenopus-laevis-Oozyten mit einer vom Pulsprotokoll abhéngigen
halbmaximalen Hemmkonzentration von 0.6-0.9 pmol/L.



Droperidol verschiebt die Spannung der halbmaximalen
Aktivierung (-11.9+2.0 mV, n=8 vs. -7.4+1.8 mV, n=8, P<0.001) und
die Spannung der halbmaximalen Steady-State-Inaktivierung (-
45.3+10.9 mV, n=10 vs. -38.7+7.8 mV, n=10, P<0.001) zu negati-
ven Membranpotentialen. Die Kanaldeaktivierung wird nicht signi-
fikant durch Droperidol beeinflusst. Die Strominhibition nimmt sig-
nifikant mit steigendem Membranpotential (P<0.001) und steigen-
der Zeitdauer der Kanalaktivierung (P<0.001) zu. Alle untersuchten
HERG-Mutationen verringern signifikant und in vergleichbarer
Auspragung die Strominhibition durch Droperidol. In isolierten
Kardiomyozyten verldngert Droperidol konzentrationsabhéngig
das Aktionspotential in einem Konzentrationsbereich von 5-100
nmol/L. Bei Konzentrationen von =300 nmol/L hingegen wird das
Aktionspotential verkirzt. Andere Aktionspotentialparameter wer-
den nicht durch Droperidol beeinflusst. Friihe Nachdepolarisa-
tionen wurden nicht beobachtet.

Interpretation

Droperidol ist ein hochpotenter Blocker von HERG-Kanalen. Dabei
spielen Aminosduren, welche typischerweise hochaffine HERG-
Blockaden vermitteln, eine wichtige Rolle. In Ubereinstimmung mit

der hochaffinen Blockade von HERG-Kanélen kann Droperidol das
kardiale Aktionspotential verlangern. Die beobachtete Verkirzung
des Aktionspotentials bei h6heren Konzentrationen sprechen dar-
Uber hinaus flr eine gleichzeitige Blockade von depolarisierenden
lonenstrémen, wie beispielsweise Calciumkanalen. Die vorliegen-
den experimentellen Ergebnisse unterstitzen daher die klinische
Beobachtung, dass bei der Anwendung von Droperidol in anti-
emetischen Dosierungen bei herzgesunden Patienten nicht mit
schwerwiegenden ventrikuldren Arrhythmien zu rechnen ist.
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Abb. 1: (A) Blockade von HERG-Wildtyp-Kanalen durch 1 pmol/L Droperidol.
(B) Konzentrationsabhéngige Veranderung der Aktionspotentialdauer in ventrikularen Kardiomyozyten von Meerschweinchen

durch Droperidol.
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Fragestellung

Die Anwendung chaotisch variabler Beatmung und die Unter-
stitzung der Spontanatmung im Rahmen des akuten Lungenver-
sagens — acute respiratory distress syndrome (ARDS) - stellen
Erfolg versprechende Anséatze in der Beatmungstherapie dar. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, eine neue Form der pressure sup-
port ventilation (PSV) zu entwickeln, welche die Variabilitét des
Atemmusters im Rahmen einer assistierten Spontanatmung unter-
stitzt (noisy PSV) und diese im Vergleich zum etablierten Verfahren
der biphasic intermittent positive airway pressure (BIPAP)-
Beatmung in einem tierexperimentellen Modell des ARDS zu eva-
luieren.

Methodik

Zehn Hausschweine (25 - 30 kg) wurden nach Vorliegen der Tier-
versuchsgenehmigung durch die zustandige Landesbehdrde intra-
vends analgosediert, orotracheal intubiert und volumenkontrolliert
beatmet (Ausgangswert). Danach wurde eine akute Lungen-
schadigung mittels Surfactantdepletion induziert (Schadigung).
Zur Induktion der Spontanatmung wurde die Analgosedierung
reduziert und das Beatmungsgerat in den BIPAP-Modus umge-
stellt. In randomisierter Reihenfolge wurden die Tiere fir jeweils
eine Stunde sowohl mit BIPAP + Spontanatmung als auch mit
noisy PSV beatmet. Fiir noisy PSV wurde das Beatmungsgerét in
den PSV-Modus umgestellt und die Druckunterstlitzung durch
einen externen Computer chaotisch variiert (stochastische
Zufallsauswahl). Die Beatmungseinstellungen in den jeweiligen
Phasen sind in illustriert.

Hamodynamik, Gasaustausch und Lungenmechanik wurden
gemessen. Computertomographische (CT) Scans der Lunge wur-
den auf PEEP-Niveau durchgefuhrt und analysiert. Der Atmungs-
komfort wurde durch einen Beobachter anhand des Aachen
Breathing Comfort Scores evaluiert. Die statistische Analyse
erfolgte mit dem Wilcoxon-Test flr verbundene Stichproben, die
Messdaten sind als Median und Interquartilen (Q1-Q3) angege-
ben, das Signifikanzniveau wurde bei p<0,05 definiert.



Ergebnisse
Noisy PSV fiihrte zu einer Verbesserung des Gasaustausches, der
Atemarbeit sowie des Atmungskomforts ( ). BIPAP +

Spontanatmung war mit hoéheren totalen Gasvolumina und
Anteilen von hyper- und normal belifteten Lungenbezirken in der
computertomographischen Analyse assoziiert ( )

Interpretation
Wir haben eine Form der assistierten Spontanatmung entwickelt,

Tab. 1: Beatmungseinstellungen.

welche die Variabilitdt des Atemmusters — unabhangig von der
inspiratorischen Anstrengung — unterstitzt und zur Reduktion der
Atemarbeit sowie zur Verbesserung der Lungenfunktion im
Vergleich mit BIPAP + Spontanatmung fiihrt. Die Effekte der noisy
PSV auf die Lungenfunktion sind am ehesten durch ein verbesser-
tes Ventilations/Perfusions-Verhéltnis zu erkléren.
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Variable Ausgangswert Schéadigung BIPAP noisy PSV* BIPAP+Spontan*

Vr (ml/kg) 12 12 8-10 nach Pass (6-8) nach CPAPgn (6-8)

FO: 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

PEEP bzw. CPAPww (cmH:0) 5 5 5 5 5

I:E 1:1 1:1 1:1 - Entsprechend ver-
gleichbarem Pmean bei
noisy PSV

RF(kontrolliert) (/min) Nach PaCO: Nach PaCO: Nach PaCO: - Entsprechend ver-

(80-45 mmHg) (80-45 mmHg) (50-60 mmHg) gleichbarem Prmean bei

noisy PSV

CPAPigh (cmH:0) _ _ 15-20 (nach Vr) 15-20 (nach Vr)

Pass (cmH-:0) _ _ _ Mittelwert = _

* = randomisierte Reihenfolge,

CPAPigh - CPAPow,
chaotisch variiert®

® = Normalverteilung mit Standardabweichung = 1/3 des Mittelwerts

Tab. 2: Gasaustausch, Hdmodynamik, respiratorische Parameter und Atmungskomfort.

Variable Ausgangswert Schadigung noisy PSV BIPAP+Spontan
Pa0:/FO: (mmHg) 536,8 [528,9-551,1] 135,1 [108,0-153,3] 296,8 [182,4-340,6] 208,5 [180,7-284,5]
QwWQ: (%) 55 [4,6-6,5] 30,5 [26,8-34,5] 18,9 [14,0-26,5] 31,0 [22,9-36,5]
PaCO: (mmHg) 31,8 [30,2-36,9] 39,7 [32,2-43,6] 45,8 [38,5-54,4] 61,6 [55,7-67,6]
CO (I/min) 2,92 [2,50-3,45] 3,16 [2,45-3,62] 4,11 [2,53-4,53] 4,45 [3,95-5,21]
HF (/min) 77,5 [69,0-87,8] 79,0 [67,5-86,5] 85,0 [66,0-108,3]* 97,0 [84,3-111,5]
MAP (mmHg) 73,0 [69,0-86,0] 73,5 [69,5-77,3] 72,0 [69,0-74,0] 71,0 [68,0-75,0]
MPAP (mmHg) 22,0 [18,5-23,5] 29,5 [25,0-32,0] 28,0 [25,0-31,0] 33,5 [30,5-35,8]
MV (total) (/min) 5,68 [4,66-6,84] 4,68 [3,98-5,50] 6,56 [5,82-7,39] 6,42 [4,79-7,49]
Vr (total) (ml) 323,0 [314-356] 323,0 [314-356] 199,0 [171-251]* 113,0 [94-140]
RF (total) (/min) 15,5 [14,3-18,0] 14,5 [12,3-15,0] 34,0 [25,8-38,0]* 55,0 [46,0-65,8]
Paw (cmH:0) 10,6 [9,8-10,9] 14,7 [13,5-15,2] 8,5 [8,2-9,7] 9,7 [8,1-10,4]
PTP (cmH:0.s/min) _ L 2,4 [1,1-5,0 87,2 [42,6-126,4]
P0.1 (cmH:0) _ _ _ _ 0,5 [0,4-0,6]* 3,0 [2,2-4,7]
ABC Score _ _ _ _ 53,5 [560,5-55,0]* 36,5 [29,0-39,3]
* =P < 0,05 vs. BIPAP+Spontan (Wilcoxon-Test).
Tab. 3: Computertomographische Analysen.
Variable Ausgangswert Schadigung noisy PSV BIPAP+Spontan
Totales Lungen- 844,7 [704,5-1014,6] 873,1 [832,1-964,2] 789,9 [759,0-889,1] 858,6 [785,6-969,4]
volumen (ml)
Totales Gas- 503,9 [399,6-645,1] 367,1 [280,6-454,1] 295,4 [249,4-341,5] 313,0 [274,8-395,2]t
volumen (ml)
Uberbeliifteter Anteil 1,75 [0,81-2,28] 0,76 [0,47-1,44] 0,64 [0,30-0,95] 0,96 [0,33-1,50]
(% Vol)

normal bellfteter
Anteil (% Vol)
minderbellfteter
Anteil (% Vol)
nicht bellfteter
Anteil (% Vol)

T =P < 0,05 vs. noisy PSV (Wilcoxon Test).

70,90 [67,91-75,15]
23,22 [17,56-27,13]

3,96 [3,55-4,84]

44,20 [39,17-53,35]
32,93 [30,84-39,18]

20,13 [13,48-24,01]

33,98 [26,49-41,83] 36,48 [34,08-39,67] T

37,77 [30,45-47,13] 40,33 [30,60-45,75]

24,34 [18,20-34,73] 24,63 [16,59-27,76]
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Fragestellung

Verschiedene Studien haben den Einfluss des Renin-Angiotensin-
Systems auf den sekundaren Hirnschaden nach zerebraler
Ischamie untersucht. Wahrend der Angiotensin II-Rezeptor Typ 1
(AT1) eine VergréBerung des zerebralen Schadens beglinstigt, soll
der Angiotensin II-Rezeptor Typ 2 (AT2) eine protektive Potenz
besitzen und die Entstehung des sekundéren Hirnschadens redu-
zieren. Die selektive Hemmung von AT1 fihrte bei Patienten mit
Apoplex zu einer Verbesserung der neurologischen Funktion [1],
wahrend die Gabe von AT2-Agonisten im Tiermodell nach ischa-
mischem Hirninfarkt eine Erhdhung der zerebralen Durchblutung
bewirkte und das Infarktvolumen verringerte [2]. Diese Daten deu-
ten auf eine duale Rolle der Angiotensin-Rezeptoren in der zere-
bralen Ischamie hin. Diese Ansatze besitzen jedoch ein kurzes the-
rapeutisches Fenster, welches vermutlich durch eine unterschied-
liche Gen-Regulation der Rezeptormolekile hervorgerufen wird.
Waéhrend im Gehirn AT1 vorwiegend in Leukozyten, Endothel-
zellen, glatter Muskulatur und Astrozyten exprimiert wird, findet
die AT2-Expression primar in Neuronen statt [2].

Beim Schéadelhirntrauma (SHT) kommt es durch sekundére inflam-
matorische und ischamische Prozesse zu einer VergroBerung des
primdren mechanischen Parenchymschadens. Die Wirkung und
die differentielle Regulation von AT1 und AT2 nach Schéadelhirn-
trauma sind bisher nicht bekannt. Bisher wurde lediglich der
Einfluss von AT1/AT2 auf Autoregulationsstérungen nach SHT
untersucht [3]. Der zeitliche Verlauf der Expression von AT1 und
AT2 nach experimentellem SHT wurde daher in der vorliegenden
Studie im Mausmodell untersucht, um ein moégliches therapeuti-
sches Fenster einzugrenzen.

Methode

Nach Genehmigung durch die Regierung von Oberbayern wurde
ein standardisiertes SHT an mannlichen C57BI/6-M&usen durch-
geflhrt. Alle Tiere wurden mit Isofluran (1,4 Vol%) anasthesiert und
rechts parietal ein pneumatisches Kontusionstrauma (Controlled
Cortical Impact; CCl, 8m/s, imm Eindringtiefe) erzeugt. In Hirn-
gewebe von Tieren nach CCI (15 min, 3, 6, 12 und 24 hr, je n=6)
und von nativen Tieren (n=6) wurde die absolute AT1- und AT2-
mRNA-Menge im traumatischen Fokus und in der kontralateralen
Hemisphére mit Hilfe der real-time Polymerasen-Kettenreaktion
(real-time PCR) gemessen. Die Ergebnisse wurden mit der absolu-
ten 2M-mRNA-Menge als Kontroll-Gen normalisiert.
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Statistik

Die Nullhypothese wurde mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von
unter 5% abgelehnt. Die mMRNA-Expression wurden mit ANOVA on
RANKS analysiert.

Ergebnisse

Nach SHT kommt es im Kontusionsareal zu einer deutlichen, sig-
nifikanten Reduktion der Expression von AT1 (15 min: -3%, 3 h:
-15%, 6 h: -27%, 12 h: -55%*, 24 h: -57%* vs. native Proben,
*p<0,05), wahrend in der kontralateralen, nicht-traumatisierten
Hemisphére die AT1-Expression 15 min nach Trauma leicht abfallt,
sich 3-12 h nach Trauma normalisiert und nach 24 hr erneut leicht
abfallt (15 min: -3%, 3 h: +15%, 6 h: +5%, 12 h: +28%, 24 h: -17%
vs. native Proben). Die Expression von AT2 im Kontusionsgebiet
steigt im Vergleich zu gesunden Tieren 15 min bis 12 h nach
Trauma tendenziell (15 min: +27%, 3 h: +43%, 6 h: +40%, 12 h:
+29%) an, fallt aber 24 h nach CCl auf -19% gegentiber gesunden
Tieren ab. In der kontralateralen Hemisphare steigt die AT2-
Expression ebenfalls tendenziell an (15 min: +43%, 3 h: +44%,
6 h: +44%, 12 h: +43%), sinkt dann im Verlauf nach 24 h auf 123%
ab.

Interpretation

Das Schadelhirntrauma bewirkt keine signifikante Anderung der
AT2-Expression. Im Gegensatz zu Modellen der fokalen zerebralen
Ischadmie wird dieser ,protektive” Angiotensin-lI-Rezeptor nicht
nach Trauma hoch reguliert. Im therapeutisch wichtigen Zeitraum
zwischen 15 min und 12 h nach CCI trifft eine medikamentdse
AT2-Intervention auf eine unveranderte Expression des Rezeptors
und koénnte eine Verringerung des sekunddren Hirnschadens
bewirken. Die mRNA-Expression von AT1 ist demgegenulber wéh-
rend des Beobachtungszeitraums reduziert und féllt im Zeitverlauf
weiter ab. Das Expressionsprofil von AT1 deutet darauf hin, dass
die Inhibition von AT1 beim Schadelhirntrauma lediglich ein sehr
kurzes therapeutisches Fenster besitzt, da die Expression bereits
12 Stunden nach dem Trauma signifikant reduziert ist. Da bisher
nur die mMRNA der Rezeptorproteine ausgewertet wurde, werden in
einem zweiten Schritt mit Hilfe der Westernblot-Technik die
Angiotensin-lI-Rezeptorproteine quantifiziert und die therapeuti-
sche Potenz der Inhibition und Stimulierung von AT1 und AT2 nach
experimentellem SHT untersucht.
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Fragestellung

Es gibt erste Hinweise, dass Statine protektive Effekte bei Sepsis
aufweisen [1]. Als potentielle Mechanismen werden hierbei Uber
die reine Cholesterinsenkung hinausgehende, pleiotrope immun-
modulatorische Effekte von Statinen diskutiert. Unter anderem
inhibieren Statine die Interferon-y-vermittelte Hochregulation von
HLA-DR (MCH-II) auf dendritischen Zellen [2] und wirken so anti-
inflammatorisch. Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die
Wirkung von Statinen auf die konstitutive Expression von HLA-DR
auf Monozyten zu untersuchen.



Methodik

Durch negative Magnetbeadselektion gewonnene Monozyten
gesunder Spender und die monozytare Zelllinie Mono Mac 6
(MM6) wurden in der Gegenwart von verschieden Statinen
(Simvastatin, Mevastatin, Pravastatin, Lovastatin und Fluvastatin)
oder Kontrollen kultiviert. Inkubation mit Simvastatin erfolgte auch
in Gegenwart von Mevalonat, dem Produkt der HMG-CoA-
Reduktase. Es wurde mittels DurchfluBzytometrie die Protein-
expression von HLA-DR, HLA-ABC, Interleukin-10 (IL-10), und IL-
10-Rezeptor bestimmt sowie die Expression von intrazelluldrem
CD74 nach Blockade der membrangebundenen Fraktion durch
unmarkierte Antikorper. Als Kontrollen zur Hoch- beziehungsweise
Herabregulation von CD74 dienten Interferon-y und Lipo-
polysaccharid (LPS). Apoptose wurde mittels Annexin-V-Bindung
und Quantifizierung der Kaspase-3-aktiven Subpopulation durch-
fluBzytometrisch bestimmt. Statistische Signifikanz wurde mittels
ANOVA und Post-hoc-Testung nach Bonferroni gepruft.

Ergebnisse

Statine reduzierten dosisabhéngig die konstitutive HLA-DR
Expression auf Monozyten (Beispiel Simvastatin, ). Die
HLA-DR Modulation ist ein Klasseneffekt der Statine: Mevastatin
(-7,2+1,1% Reduktion, p<0,05), Pravastatin (-14,1+£2,5%, p<0,01),
Lovastatin (-14,4+2,2%, p<0,01) und Fluvastatin (-29,5+5,3%,
p<0,01; alle n=3, 20 puM flur 24h) verminderten die HLA-DR
Expression ebenfalls. Die Expression von MHC | (HLA ABC) hin-
gegen wurde nicht signifikant durch Simvastatin reguliert. Die
Wirkung von Simvastatin auf die HLA-DR-Expression ist mogli-
cherweise durch die Hemmung der HMG-CoA-Reduktase ver-
mittelt, denn der Statineffekt wurde durch 100 uM Mevalonat auf-
gehoben ( )-

Um den molekularen Mechanismus der HLA-DR-Herabregulation
genauer abzukléaren, wurde () der IL-10-Signalweg, (Il) ein mog-

licher unspezifischer Effekt auf die Proteinexpression im Rahmen
der Statin-induzierten Apoptose und (lll) die Expression des HLA-
DR-Chaperons CD74 [3] untersucht. () In MM6-Zellen fand sich
nach Statinbehandlung weder eine vermehrte IL-10-Produktion
(1,8+1,1 IL-10% vs. Kontrolle 2,6+2,2, n=3) noch eine Hoch-
regulation des IL-10-Rezeptors (mittlere Fluoreszenzintensitat
355+11 vs. Kontrolle 342+19, n=3). (ll) Die Kaspase-3-inaktive und
Annexin-V-negative, also nicht apoptotische MM6-Populationen,
zeigten eine verminderte HLA-DR Expression nach Inkubation mit
Simvastatin (20 pM). (Ill) Wahrend Interferon-y (400 U/ml) intrazel-
lulares CD74 hochregulierte, reduzierte Simvastatin (20 uM) die
intrazellulare Expression von CD74 analog zu dem Priming mit
LPS (2 ng/ml, )-

Interpretation

Die beobachtete Herunterregulation von CD74 durch Statine
behindert méglicherweise die Reifung und Expression von HLA-
DR, da das Chaperon CD74 fur die Prozessierung der MHC-
Klasse Il notwendig ist [3]. Autokrine Wirkung von IL-10 und
Apoptose kommen hingegen als Mechanismus nicht in Frage. Die
Reduktion der konstitutiven HLA-DR-Expression auf Monozyten
unterstreicht die eher antiinflammatorische immunmodulierende
Wirkung von Statinen.
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Abb. 1: Statine regulieren HLA-DR und intrazellulares CD74 herunter. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001.
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Fragestellung
Eine postischdmische Kaltebehandlung wird derzeit als neuropro-
tektive MaBnahme bei Patienten nach Apoplex diskutiert. Der

Einfluss postischamischer Hypothermie auf die adulte endogene
Neurogenese ist bisher nicht bekannt. In der vorliegenden Studie
wird der Einfluss einer postischamischen therapeutischen
Hypothermie auf die Regenerationsfahigkeit des Gehirns nach
zerebraler Ischdmie untersucht.

Methodik

Nach Genehmigung durch die Regierung von Rheinland-Pfalz
wurden 50 ménnliche Sprague-Dawley-Ratten anésthesiert (3,0 -
3,5 Vol% Sevofluran), intubiert, beatmet und instrumentiert. Nach
Anpassung der endexspiratorischen Sevoflurankonzentration auf
0,9 Vol% in Kombination mit 2,5 pg/kg/h Sufentanil i.v. wurden die
Tiere in 4 Gruppen (n = 10) randomisiert: Gruppen A + C: keine
zerebrale Ischamie; Gruppen B + D: zerebrale Ischamie. In den



Gruppen A und B wurde die perikranielle Temperatur bei 37 °C
konstant gehalten, in den Gruppen C und D nach der Ischamie auf
33 °C gesenkt. Die Frontalhirnischamie (14 min) wurde Uber eine
bilaterale Okklusion der Aa. carotides communes und eine hadmor-
rhagische Hypotension auf einen arteriellen Mitteldruck von 40
mmHg induziert. Zwischen dem 1. und 7. Tag wurde 5-Bro-
modeoxyuridin (BrdU, Marker fiir neu gebildete Zellen) i.p. verab-
reicht. Nach 28 Tagen wurden die Tiere in Narkose perfundiert, die
Gehirne entnommen und geschnitten. Mittels HE-Farbung wurde
der histopathologische Schaden im Hippokampus mittels eines
vier Punkte-Wertesystems (HE-Index) bestimmt: 0: kein Schaden;
1: 1 -10 % Schaden; 2: 11 — 50 % Schaden und 3: tUber 50 %
Schaden. Mittels Immunfluoreszenz-Doppelfarbung wurden im
Gyrus dentatus BrdU-positive Neurone ausgezahlt (Coexpression
von BrdU und NeuN, Marker fUr neuronale Zellen). Zuséatzlich wur-
den 10 weitere Ratten, ohne zerebrale Ischdmie und Operation
untersucht (Gruppe E, Naiv-Tiere).

Statistik
2-Wege ANOVA; p < 0,05.

Ergebnisse

Tiere ohne Ischémie (Gruppen A, C und E) zeigten keinen histopa-
thologischen Schaden im Hippokampus (HE-Index: 0), wéhrend
nach zerebraler Ischamie der Hippokampus unabhéngig von der
Temperatur zu tUber 50 % geschadigt war (HE-Index: 3; Gruppen
B und D). Die natlrliche Neurogeneserate der naiven und der
scheinoperierten Tiere betrug durchschnittlich 3.300 + 1.800 neue
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Fragestellung

Im Rahmen der systemischen Inflammation der Sepsis kommt es
zu einer Aktivierung der Thrombozyten, die wahrscheinlich zur
Entwicklung des Multiorganversagens beitrégt. In der vorliegen-
den Studie untersuchten wir den Einfluss von Thrombozyten-
aggregationshemmern (TFH) auf den klinischen Verlauf von statio-
nér aufgenommenen Pneumoniepatienten sowie die pathophysio-
logischen Zusammenhange auf molekularer Ebene im Tiermodell.

Methodik

Nach Zustimmung der Ethikkommission wurde in einer klinischen,
retrospektiven Studie der Einfluss einer Medikation mit TFH im
Rahmen einer Sekundarenpravention auf die Entwicklung und den
Verlauf einer Sepsis untersucht. Es wurden 241 Patienten (davon
52 mit TFH), die aufgrund ,,community acquired pneumonia“ (CAP)
akut stationdr behandelt wurden, eingeschlossen. Ausgewertet
wurden Dauer der intensivstationaren Behandlung, Inzidenz von
Organversagen und Letalitat.

Parallel wurden nach behérdlicher Genehmigung in einer beglei-
tenden tierexperimentellen Studie zur Analyse der Patho-
mechanismen BALB/c-M&ause mit Clopidogrel (187,5 mg/I
Trinkwasser) fir 4 Tage vorbehandelt und im AnschluB ein
Endotoxinschock (200 pl Lipopolysaccharid, E. coli, Serotyp
0111:B4; 2 mg/ml, i.p.) induziert. Die Analyse umfasste in mehre-

Neurone (Gruppen A und C, E). Nach zerebraler Ischamie gene-
rierten Tiere der normothermen Gruppe (B) durchschnittlich
12.500 + 5.800, Tiere der hypothermen Gruppe (D) durchschnitt-
lich 6.600 + 3.300 neue Neurone (p < 0,05).

Interpretation

In Ubereinstimmung mit anderen Studien zeigen die Ergebnisse,
dass eine postischdmische Hypothermiebehandlung den Hippo-
kampus nicht vor histopathologischem Schaden schutzt. Dariiber
hinaus wird durch postischdmische Hypothermie die Neuro-
geneserate reduziert (Gruppe B vs. D). Eine verminderte
Proliferation neuronaler Stammzellen nach Kalteexposition konnte
auch bei neonatalen Ratten gezeigt werden [1]. Im Gegensatz zur
verminderten Proliferation bei post-ischdmischer Hypothermie
konnte bei praischamischem Kihlungsbeginn kein Effekt auf die
Neurogenese nachgewiesen werden [2]. Zusammenfassend lasst
sich feststellen, dass eine Hypothermiebehandlung nach zerebra-
ler Ischamie bei Ratten keinen neuroprotektiven Effekt besitzt und
dartber hinaus die Neurogenese reduziert.
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ren Versuchsreihen eine invasiv-hdmodynamische, laborchemi-
sche und transkriptomische Untersuchung des Einflusses von
Clopidogrel auf Organschaden und Uberleben. Daten sind als
Mittelwerte + Standardabweichungen angegeben, Signifikanzen
wurden mittels t-Test und Fisher’s exact test berechnet.

Ergebnisse

In der klinischen Studie waren die Patienten mit TFH deutlich lter
als die Patienten ohne TFH (69+7 vs. 58+13 Jahre, p<0,0001),
zeigten aber am Tag der stationaren Aufnahme keine Unterschiede
im SOFA-Score (2,94+1,61 vs. 2,95+2,01), CRP-Spiegel (196+123
vs. 189+133 pg/ml) sowie den Leukozyten- und Thrombozyten-
zahlen (13,3+6,6 x 109ml vs. 13,6+5,9 x 10%/ml bzw. 2,70+1,14 x
10%/pl vs. 2,83+1,35 x 10%/pl). Ein signifikant positiver Einfluss der
TFH-Medikation konnte jedoch bezuglich Dauer der stationdren
Behandlung (14,7+7,1 vs. 17,2+10,7 d; p<0,05) und der Entwick-
lung eines Organversagens, gemessen an der Notwendigkeit einer
intensivtherapeutischen Behandlung (9,6% vs. 24,9%; p<0,01),
nachgewiesen werden.

In der tierexperimentellen Studie fand sich innerhalb der ersten
48h kein Unterschied, gemessen an den hamodynamischen
Parametern oder der Letalitdt zwischen Tieren mit und ohne TFH.
Bereits 6 Stunden nach LPS-Schock wurde jedoch ein deutlicher
Thrombozytenabfall (Kontrolle: 3,77+ 1,38 x 108/ml, Clopidogrel:
5,91+1,47 x 108/ml; p < 0,05), begleitet von Thrombenbildung z.B.
in der Lungenstrombahn (11.5 + 4.4 vs. 6.1 + 2.3 Thromben
/Gesichtsfeld; p<0.025), beobachtet. Die Genexpressionsanalyse
mittels Microarray (n=3) dokumentierte nach 12 h eine signifikante
antiinflammatorische Wirkung von Clopidogrel (z.B. Abnahme
bzgl. Arachidonséurestoffwechsel, Leukotrien-B4-Rezeptor und
Arachidonat-5-Lipoxygenase aktivierendes Protein).

Im Beobachtungszeitraum von 7 Tagen waren von je 26 Tieren/
Gruppe nach 48 Stunden noch 14 Tiere in der Clopidogrelgruppe
und 13 Tiere in der Kontrollgruppe am Leben. In der Folge ver-



starben in der Clopidogrelguppe jedoch nur 4 Tiere (28,6%) vs.
7 Tiere (563,8%) in der Kontrollgruppe unter dem histologischen
Bild des Mehrorganversagens.

Interpretation

Die Ergebnisse zeigen einen potenziell positiven Einfluss einer
TFH-Medikation auf den klinischen Verlauf bei CAP-Patienten. Im
Tiermodell scheint eine reduzierte Thrombozytenaktivierung und
-verbrauch unter TFH-Medikation sowie die Entwicklung einer
sepsisassoziierten DIC weniger ausgepragt zu sein als bei
Kontrolltieren. Daneben besteht ein antiinflammatorischer Effekt
von Clopidogrel. In Folge zeigt sich eine Verbesserung des Uber-
lebens in der Spatphase nach LPS-Schock, wahrend der friihe
Schockverlauf unbeeinflusst zu sein scheint. Damit erscheinen
weitere Untersuchungen zur Hemmung der Thrombozyten-
aktivierung als therapeutische Option bei Sepsis, zumindest bei
Patienten ohne Blutungsgeféhrdung, als interessant.
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Abb. 1
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