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TLR2-Defizienz verbessert die
Uberlebensrate und die funktionell-
neurologische Regeneration von
Mausen nach einem Herz-Kreislauf-
stillstand und Reanimation

S. Bergt' - A. Grub' - A. Giiter' - C. Beltschany' -

B. Vollmar? - G. Noldge-Schomburg' -

K. Zacharowski® - J. Roesner!

1 Klinik und Poliklinik fiir Andsthesiologie und
Intensivtherapie, Universitatsklinikum Rostock,

2 Institut fiir Experimentelle Chirurgie,
Universitat Rostock

3 Klinik und Poliklinik fiir Andsthesiologie,
Intensivmedizin und Schmerztherapie,
Universitatsklinikum Frankfurt,
Johann Wolfgang Goethe-Universitat
Frankfurt/M.

Korrespondenz: stefan@bergt.de

Fragestellung

Trotz intensiver Forschungsarbeit sind Be-
handlungsergebnisse von Patienten nach Herz-
Kreislaufstillstand und Reanimation (CA/CPR)
in Bezug auf die funktionell neurologische Re-
generation nach wie vor dramatisch schlecht.
Nur 0,6-1,8 % der préklinisch reanimier-
ten Patienten Uberleben ein solches Ereignis
ohne neurologisches Defizit [1]. Toll-like-
Rezeptoren (TLR) sind entscheidend in die
inflammatorische Kaskade des Ischimie-
Reperfusionschadens eingebunden [2]. TLR
werden neben den Zellen des Immunsystems
auch auf den Neuronen des Zentralen Ner-
vensystems exprimiert, wo ihnen eine Rolle
in der Regulation des Energiestoffwechsels
zukommt [3]. Wir priiften die Hypothese,
ob sich eine TLR2-Defizienz positiv auf das
Uberleben und die funktionell-neurologische
Regeneration von Mdusen nach Herz-Kreis-
laufstillstand und kardiopulmonaler Reani-
mation auswirkt und ob ein solcher Effekt
therapeutisch nutzbar ist.

Methodik

Das Rostocker Reanimationsmodell beinhal-
tet die maschinelle Beatmung (FiO, 0,21) der
intubierten Maus, die Induktion eines 8-mi-
niitigen Herz-Kreislaufstillstands durch KClI
(2,0 mg) und die maschinelle Reanimation
(f = 450/min) mit Injektion von Adrenalin
(10 pg). Nach behordlicher Genehmigung
schlossen wir insgesamt 35 weibliche C57BL/
6J)-Mause (WT) und 35 weibliche B6.129-
Tlr2™Kr/)-M3use (TLR27) in die Versuche ein.
Es erfolgte eine randomisierte Zuordnung der
Versuchstiere zu den einzelnen Gruppen. Als
Parameter zur Beurteilung des funktionell-
neurologischen Status der Tiere nutzten wir
das Uberleben, das Kérpergewicht und den
RotaRod-Test. In einem zweiten Schritt wur-
den weitere 17 weibliche C57BL/6)-Maiuse
untersucht, die unter einem therapeutischen
Ansatz mit dem am TLR2 antagonistisch wir-
kenden Antikérper T2.5 behandelt wurden

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

(WT T2.5AK). Alle Tiere erhielten zu den Zeit-
punkten 0 min und 60 min nach Beginn der
Reanimation ein aquivalentes Volumen Koch-
salz bzw. den Antikorper i.v. injiziert. Der
Beobachtungszeitraum nach der Reanimation
betrug 28 Tage. In die Auswertung gelangten
insgesamt 76 Tiere (WT=31; TLR27=30;
WT T2.5AK=15). Die Ergebnisse sind als
Mittelwert (MW) + SEM bzw. als Median
[25-75 Percentile] dargestellt. Statistik: Kol-
mogorov-Smirnov Test; Student’s t-Test; Mann-
Whitney-Rangsummentest; statistische Signi-
fikanz bei p <0,05.

Ergebnisse

Im Vergleich zu den WT-Tieren zeigten die
TLR2"-Tiere an den Tagen 3, 5 und 28 nach
CA/CPR eine deutlich schnellere Erholung
ihres Korpergewichts als Ausdruck des bes-
seren Allgemeinzustands. Im RotaRod Test
erreichten die TLR2"-Tiere an den Tagen 2, 3
und 5 ldngere Laufzeiten. 8 Stunden nach CA/
CPR lieBen sich im Plasma der TLR2"-Tiere
im Vergleich zu den WT-Tieren hoéhere Kon-
zentrationen von Corticosteron und gerin-
gere Konzentrationen von IL-6 nachweisen.
In Bezug auf die Inflammationsmarker gab
es keinen Unterschied zwischen den WT-
T2.5AK-Tieren und den unbehandelten WT-
Tieren (Tab. 1). Die vorgeschaltete nukledre
Translokation von NF-kB sowie die Freiset-
zung von TNF-a war 8 h nach CA/CPR nicht
mehr nachweisbar. Die WT-T2.5AK-Tiere er-
zielten vergleichbar positive Ergebnisse in
den funktionell-neurologischen Tests wie die
TLR2-defizienten Tiere. Der verbesserte neu-
rologische Status war mit einem signifikant
besseren Uberleben der TLR2”-Tiere im
Vergleich zu den WT Tieren assoziiert (76,7
vs. 51,6 %; p <0,05). Ebenso zeigte sich ein
Uberlebensvorteil fiir die mit T2.5-AK behan-
delten WT-Tiere (80 %) (Abb. 1).

Interpretation

In unserem Reanimationsmodell an der Maus
ist die TLR2-Defizienz mit einem signifikan-
ten Uberlebensvorteil und mit einem deutlich

Abbildung 1
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besseren funktionell neurologischen Ergebnis
der Versuchstiere verbunden. Die Inhibition
von TLR2 konnte einen interessanten Thera-
pieansatz zur Verbesserung des Behandlungs-
ergebnisses nach kardiopulmonaler Reanima-
tion darstellen.

Literatur

1. Laver S. Mode of death after admission to an
intensive care unit following cardiac arrest.
Intensive Care Med 2004;30:2126-2128.

2. Arumugam TV, Okun E, Woodruff TM. Toll-like
Receptors in Ischemia-Reperfusion Injury.
Shock 2009;32(1):4-16.

3. Tang SC, Arumugam TV, Mattson PM. Pivotal
role for neuronal Toll-like receptors in
ischemic brain injury and functional deficits.
PNAS 2007;104:13798-13803.

Gen-Knockout von CD73 und A ;-
Adenosinrezeptoren fiihren zur Auf-
hebung der Sevofluran-induzierten
Prakonditionierung

M. Damm' - S.N. Stehr' - A. Hiibler' - L. Knels? -
J. Weichsel® - A. Deussen* - T. Koch'

Klinik fir Andsthesiologie und Intensivtherapie,
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Dresden, Technische Universitat Dresden

Korrespondenz:
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Fragestellung

Die membranstandige Ekto-5-Nukleotidase
(CD73) wandelt extrazellulares Adenosinmo-
nophosphat in extrazelluldres Adenosin um,
dessen Effekte wiederum (ber Adenosinre-
zeptoren (AR) vermittelt werden. Fiir die is-
chamische [1] und die Anasthetika-induzierte
Prékonditionierung (APC) durch Sevofluran
(Sevo) [2] ist eine Beteiligung von CD73 und
A,5-AR gezeigt worden. Die Applikation von
Sevo fiihrt zu einem koronaren Flussanstieg
[2]. In dieser Studie untersuchten wir die
Sevo-induzierte Priakonditionierung und den
Sevo-induzierten koronaren Flussanstieg in
isolierten Herzen von CD73- (CD73-KO) und
A,5-AR- (A,;AR-KO)-Knockout-Mdusen.

Methodik

Die Versuche wurden nach Genehmigung der
zustandigen Tierschutzbehérde an jeweils 12
mannlichen C57BL/6 Wildtyp (WT)-, CD73-
KO- und A,;AR-KO-Méuseherzen durchge-

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI
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Tabelle 1

Ubersicht — funktionell-neurologische Regeneration / Inflammation.
Parameter Gruppe

WT (n=31) TLR2” (n = 30) WT-T2.5AK (n = 15)

Korpergewicht in [%] vom Ausgangsgewicht
Tag 3 x 80,4 [+1,25] 85,8 [+1,17] 84,3 [+1,79]
Tag 5 * 85,2 [+1,85] 90,3 [+1,41] 87,2 [+2,45]
Tag 28 * 99,2 [£1,19] 104,2 [£0,90] 104,8 [+0,76]
RotaRod Zeit [s] - Median [25 - 75 Percentile]

Tag 2 * 291,5 [58 - 453] 900 [900 - 900] 580 [457 - 900]
Tag 3 * 379,593 - 638] 900 [807 - 900] 488 [322 - 900]
Tag 5 * 667 [356 - 900] 900 [900 - 900] 900 [443 - 900]

Parameter Gruppe

WT (n=7) TLR2” (n = 6) WT-T2.5AK (n = 6)
Inflammation (8 h post CPR)
Corticosteron [nmol/l] = 932,0 [+124,9] 1268,7 [+66,3] 800,5 [+95,1]
IL-1R [pg/ml] 0,72 [+0,28] 0,42 [+0,28] 0,88 [+0,21]
IL-6 [pg/ml] « | 1949 [£449,3] 237,0 [+48,4] 2167 [£307,2]

* p <0,05 WT vs. TLR2™

fihrt. Nach Prdparation wurden die Herzen
mit einer kristallinen Losung druck-konstant
nach Langendorff perfundiert. In allen drei
Gruppen erfolgte in jeweils sechs Herzen
die Applikation von 2,8 Vol.% Sevo fir 15
Minuten und anschliefend eine 10-mintitige
Auswaschphase, die jeweils anderen sechs
Herzen dienten als Kontrolle. In allen Grup-
pen erfolgte eine 60-miniitige Ligatur der lin-
ken Koronararterie (LAD) und abschliefend
eine 30-minlitige Reperfusion. Herzfrequenz,
linksventrikularer Druck, maximale linksven-
trikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit (+dP/
dt,..) und koronarer Fluss wurden kontinuier-
lich gemessen. Arterielle und venése Effluat-

proben wurden intermittierend entnommen.
Nach Versuchsende wurden zur Darstellung
des Infarktes Propidiumjodid und Mikrospha-
ren infundiert, die Herzen mit einem Gefrier-
mikrotom in gleich grofle Scheiben geschnit-
ten und die GroRe des Infarktareals durch
Planimetrie mit Hilfe eines rechnergestiitzten
Fluoreszenzmikroskopes bestimmt. Dabei
wurde die myokardiale Infarzierung (Infarkt-
grole) als prozentualen Anteil der area at risk
(AAR, von LAD versorgtes Myokard) ermittelt.
Priifung auf Signifikanz erfolgte mit Two-Way-
ANOVA und post-hoc Analyse nach Bonfer-
roni. Alle Werte wurden als Mittelwerte +
SEM dargestellt.

Abbildung 1
100
WT CD73 - KO A,sAR - KO
80
2 N .
< 60 7
®
ki
f‘: 40 *
£
20 7
0
- Sevo + Sevo - Sevo + Sevo - Sevo + Sevo

Darstellung der InfarktgroRe in Prozent der AAR fiir: WT (ohne vs. mit Sevo; je n = 6; * = p <0,01),
CD73-KO (ohne vs. mit Sevo; je n = 6) und A,;AR-KO (ohne vs. mit Sevo; je n = 6).
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Abbildung 2
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Darstellung des koronaren Flusses vor, wah-
rend und nach Sevo-Exposition in ml pro
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fir WT, CD73 und A,;AR-KO (# = p <0,05
fir WT vs. CD73-KO; 15. Minute) (je n = 6).

Ergebnisse
Nach 60-minditiger Ligatur der linken Ko-
ronararterie zeigten die Kontrollherzen von

Luftstromungsinduzierte Scherkréfte
an der apikalen Zellmembran von
Alveolarepithelzellen steigern die
alveoldre Zytokinfreisetzung in vitro
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M. Gama de Abreu' - E. Koch? - T. Koch'

1 Klinik fir Andsthesiologie und Intensiv-
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Fragestellung

Die durch mechanischen Stress getrigger-
ten zelluldren Mechanismen und Signalwege,
welche bei mechanisch ventilierten Patienten
zu einer beatmungsassoziierten Lungenscha-
digung fiihren kénnen, sind nur unzureichend
verstanden. Wahrend zahlreiche Untersu-
chungen zu den Effekten von mechanischem
Stress durch Dehnung der Basalmembran von
Alveolarepithelzellen (AEC) existieren [1],
fehlen sowohl Studien als auch Modelle, um
die Auswirkungen von luftstromungsinduzier-
ten Scherkraften auf Alveolarepithelzellen zu
untersuchen. Erst kiirzlich wurden die Luft-
stromungsgeschwindigkeiten in Alveolen und
im Alveolarductus auf ca. 40 bis 400 pm/s
bestimmt [2]. Daher ist die Etablierung eines
in-vitro-Modells zur Untersuchung der Effek-
te von Luftstromung auf Alveolarepithelzel-
len ein Ziel dieser Arbeit. AufSerdem soll in
diesem Modell die mégliche luftstromungs-

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

WT (67,3+2,3 % der AAR), CD73-KO (55,3+
2,3 % der AAR) und A,;AR-KO (66,2+1,8 %
der AAR) vergleichbare InfarktgrofRen. Die
Applikation von Sevo fiihrte im WT zu ei-
ner signifikanten Reduktion der Infarktgrole
(33,6£2,1 % vs. 67,3+2,3 % der AAR; mit
vs. ohne Sevo; je n=6; p <0,01; Abb. 1). In
den Herzen von CD73-KO (52.3+3.6 % vs.
55,3+2,3 % der AAR; CD73-KO mit vs. ohne
Sevo; je n=6) und A,AR-KO (70,3£1,7 %
vs. 66,2+1,8 % der AAR; A,;AR-KO mit vs.
ohne Sevo; je n=6) konnte durch die Gabe
von Sevo keine InfarktgroRenreduktion beob-
achtet werden (Abb. 1). Die Sevo-induzierte
Koronarflusssteigerung war bei den CD73-
KO (7,7+0,4 ml/min/gHG; p =<0,05) und
den A,AR-KO (13,5+3,2 ml/min/gHG; n.s.)
gegeniiber den WT (19,8+2,3 ml/min/gHG)
deutlich geringer ausgepragt (Abb. 2). Die
in CD73-KO (45,9+14,3 pmol/min/gHC)
gemessene basale Adenosinfreisetzung war
gegeniiber den WT (158,6+27,9 pmol/min/
gHQ) signifikant reduziert (p <0,01).

Abbildung
A 7 CJcon
Il 0.4 mPA
2 -
¥
[
.2
w
8 .
s
&
[
S 1
£
=

IL-6 MCP-1

mRNA Expression in L2 AEC
(Mittelwert + SD)

MIP-2

induzierte Freisetzung von Signalmolekiilen
aus Alveolarepithelzellen untersucht werden,
welche zur Genese des beatmungsassoziier-
ten Lungenschadens beitragen konnte.

Methodik

Durch die Entwicklung einer speziellen Zell-
kulturkammer wurde es méoglich die apikalen
Membranen von Alveolarepithelzellen einer
Luftstromung auszusetzen. Die Alveolarepi-
thelzelllinien R3/1 und L2 werden dazu auf
semi-permeablen Zellkulturfiltern ausgesat
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B

Abstracts

Interpretation

Die Aufhebung der Sevo-induzierten Prakon-
ditionierung in den Herzen von CD73-KO
und A,;AR-KO unterstreicht die Bedeutung
von Ekto-5'-Nukleotidase und A -AR fiir die
APC im isolierten Mausherz. Fiir die Vermitt-
lung der Sevo-induzierten Koronardilatation
scheinen in CD73-KO und A,,AR-KO die
Ekto-5'-Nukleotidase und A,,-AR von maf-
geblicher Bedeutung zu sein.
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und ahnlich der in-vivo-Situation, von baso-
lateral durch eine spezielle semipermeable
Membran mit Medium versorgt. Die apikalen
Zellmembranen sind daher nicht mit Me-
dium bedeckt und bilden so eine Epithel-Luft-
Grenzflache. Die luftstromungsinduzierten
Scherspannungen betrugen 0,4 und 1,7 mPa
und wurden nach den Angaben von Tarran
et al. adjustiert [3]. Die Bestimmung der mR-
NA-Expression bzw. des Proteingehaltes von
Interleukin-6 (IL-6), des Monocyten-chemo-
taktischen Proteins-1 (MCP-1) und des Makro-
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phagen-inflammatorischen Proteins-2 (MIP-2)
erfolgte nach 24 Stunden mittels Real-Time
PCR und kommerziell erhdltlichen ELISAs.
Als Mal8 der Zellschddigung wurde die Akti-
vitdt der Laktatdehydrogenase bestimmt. Als
statistische Tests wurden t-test oder einfak-
torielle ANOVA mit anschliessender Bonfer-
roni-Adjustierung durchgefiihrt.

Ergebnisse

Luftstromungsinduzierte Scherkrafte von 0,4
und 1,7 mPa fiihrten nach 24 stiindiger Expo-
sition weder in R3/1- noch in L2-Alveolare-
pithelzellen zu signifikanten Unterschieden
in der Aktivitdt der Laktatdehydrogenase. Al-
lerdings konnte sowohl in R3/1- als auch in
L2-(Abb. B)-Alveolarepithelzellen bei Scher-
kréften von 1,7 mPa ein signifikanter Anstieg
des Proteingehalts des Chemokins MCP-1
registriert werden (p <0,05; n=5). Bei einer
Amplitude von 1,7 mPa wurde auferdem
ein signifikanter Anstieg des Zytokins IL-6
in R3/1- und L2-(Abb. B)-Alveolarepithelzel-

Synthetisch hergestelltes Lipopoly-
saccharid-bindendes Peptid hemmt
bei intravendser Gabe effektiv
die Inflammation in einem murinen
Sepsismodell
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Fragestellung

Antimikrobielle Peptide (AMP) sind bei
schwerer Sepsis oder septischem Schock im
Vergleich zu nicht-septischen Patienten im
Plasma erhoht [1]. Synthetische AMP kénnen
experimentell nach Lipopolysaccharid (LPS)
Exposition die Bindung des Endotoxins an
LPS-bindende Proteine (LBP) und CD14 ver-
hindern und zu verminderter Zytokinexpres-
sion und besserem Uberleben beitragen [2].
In einem murinen Sepsismodell sollte die
Frage geklart werden, ob eine intravenése The-
rapie eines neu entwickelten, synthetischen
AMP eine anti-inflammatorische Potenz auf-
weist.

Methodik

Nach Genehmigung durch die zustindige
Landesbehorde wurde bei mannlichen NMRI-
Mé&usen (n=40; Gewicht 38+3g) unter Iso-
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len beobachtet (p <0.05; n=4). Auf mRNA-
Ebene konnte in L2-Alveolarepithelzellen eine
signifikante Zunahme der Expression fiir das
Chemokin MIP-2 ab einer Scherkraft von 0,4
mPa bestimmt werden (p <0,05; n=4; Abb.
A). Die weiterhin untersuchte mRNA von IL-6
und MCP-1 zeigte in beiden Zelllinien keine
signifikanten Unterschiede (Abb. A).

Interpretation

Mit der Etablierung dieses Modells wurde
erstmalig ermdglicht, die Auswirkungen von
Scherkrdften auf den Metabolismus und die
Signalwege von Alveolarepithelzellen in einem
in-vitro-Modell zu untersuchen. Es konnte
gezeigt werden, dass durch Luftstrémung her-
vorgerufene Scherkrifte in der Lage sind, eine
erhohte Zytokinfreisetzung aus Alveolarepi-
thelzellen zu induzieren. Somit missen in
der Pathogenese der beatmungsinduzierten
Lungenschadigung neben den schon vielfach
nachgewiesenen Effekten von mechanischem
Stress durch Dehnung der basolateralen Mem-
bran, auch die Effekte von Luftstromung an

flurannarkose eine Sepsis durch zokale Liga-
tur und Punktion (CLP) induziert. Die Tiere
wurden randomisiert fiir folgende Gruppen:
Kontrolle (CLP-Sepsis, nur Tragerl6sung (NaCl
0,9%) infundiert), Polymyxin (CLP-Sepsis,
12 pg/ml Polymxin B), Peptid (CLP-Sepsis,
20 pug/ml Peptid 19.2-5), Sham (Schein-OP
ohne Sepsis, nur Tragerldsung infundiert).
Die Infusion wurde innerhalb von 60 Minu-
ten begonnen. 48 Stunden vor CLP wurden
die Tiere unter Isoflurannarkose mit einem
arteriellen Transmitter zur Messung von
Herzfrequenz (HF) und mittlerem arteriellen
Druck (MAP) (PA-C10, St. Paul, MN, USA)
und einem zentralvendsen Katheter (Eigene
Herstellung) katheterisiert. Die Aktivitdt der
Tiere wurde mit Punkten von 1 (gesund) bis 5
(Agonie) beurteilt (3). Nach 24 Stunden Sep-
sis wurden Aktivitdt und Vitaldaten registriert
und Blut- und Organproben (Herz, Niere,
Leber) entnommen. Interleukin (IL)-6, IL-10
und Monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1) wurden mit einem Cytometer bead
array (CBA, BD Biosciences, Heidelberg,
Germany) in der Flow-Zytometrie im Plasma
quantitativ bestimmt. RNA wurde aus tiefge-
frorenem Gewebe isoliert (RNeasy, Qiagen,
Hilden, Germany) und unter Verwendung von
maus-spezifischen Primern fir CD14 mit
real-time-PCR (7300 Real-time PCR-System,
Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) ana-
lysiert und gegen [-Actin normalisiert (alle:
biomers, Ulm, Germany). Bei Vorliegen einer
Normalverteilung erfolgte die Auswertung
mit 1-way-ANOVA mit folgendem Dunnett
t-test fiir multiple Vergleiche. Die PCR wurde
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der apikalen Seite von Alveolarepithelzellen
mitberticksichtigt werden. Es ist uns gelun-
gen eine weitere schidigende Variable bei
der Genese des beatmungsassoziierten Lun-
genschadens zu identifizieren. Zukinftige
Untersuchungen an diesem Modell sollen
dazu beitragen die stromungsmechanischen
Effekte an der Epithel-Luft-Grenzfliche von
verschiedenen Beatmungsmodi auf zelluldrer
Ebene zu entschlisseln.
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mit einem ,Reallocation randomisation test”
(REST-MCS®) ausgewertet. Ein p <0,05 wurde
als signifikant angesehen.

Ergebnisse

Die Aktivitdt der Tiere war in der Kontrollgrup-
pe (4,4+0,8 Punkte) signifikant niedriger als
in der Sham- (1,1+0,3 Punkte; p <0,001),
Polymyxin- (3,2+0,5 Punkte; p <0,001) und
Peptidgruppe (2,5+0,7 Punkte; p <0,001)
nach 24 Stunden Sepsis. Der MAP unterschied
sich nicht signifikant zwischen den Gruppen.
Die HF war signifikant hoher bei Tieren der
Sham-Gruppe (485+197 min”'; p =0,016),
nicht aber bei Tieren mit Polymyxin- (364+140
min”; p=0,479) oder Peptid-Behandlung
(434+£196 min”'; p=0,082) im Vergleich zu
Tieren der Kontrollgruppe (310+88 min™).
IL-6 war signifikant niedriger in der Sham-
(15+11 pg/ml; p=0,004) und Peptidgruppe
(687+450 pg/ml; p=0,015), aber nicht in
der Polymyxingruppe (2.177+1.878 pg/ml;
p=0,176) im Vergleich zur Kontrolle (4139
+4.350 pg/ml). IL-10 unterschied sich nicht
signifikant zwischen allen Gruppen. MCP-1
war signifikant niedriger in der Sham-Gruppe
(61+£77 pg/ml; p=0,003) und nach Peptid-
therapie (585+244 pg/ml; p=0,041), aber
nicht in der Polymyxingruppe (990+467 pg/
ml; p=0,200) verglichen mit der Kontrolle
(17351275 pg/ml).

Die Expressionsrate fir CD14 aus Herzge-
webe war nicht signifikant verschieden (Kon-
trolle 2,0+1,2; Polymyxin 1,8+0,9; Peptid
1,4+0,9). Im Lebergewebe war sowohl in
der Kontrolle als auch in der Polymyxin-Grup-
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pe CD14-Expression signifikant hochreguliert
(16,8+14,8 respektive 21,9+17,8; p <0,05),
jedoch unter Peptidtherapie nicht signifikant
erhoht (6,1+5,1; p=0,089). Im Nierenge-
webe war die CD14-Expression signifikant er-
hoht in Kontrollgruppe (26,5+20,3; p <0,05)
und Polymyxingruppe (18,6+14,3; p <0,05),
aber nicht signifikant erhéht mit Peptidbe-
handlung (9,2+7,5; p=0,066).

Interpretation
Kontinuierliche intraventse Applikation eines
synthetischen AMP kann die Inflammation in

Midazolam und dessen Metabolit 1-OH-
Midazolam verindern die kortikale
Netzwerkaktivitit bereits in niedrigen
nanomolaren Konzentrationen
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Fragestellung

Benzodiazepine induzieren in mikromola-
ren Konzentrationen Bewusstlosigkeit. Eine
aktuelle, jedoch umstrittene, Hypothese be-
sagt, dass bereits 100-1000fach niedrigere
Konzentrationen die neuronale Aktivitdt im
Kortex verdndern. Dies wird mit negativen

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

einem murinen CLP-Modell der Sepsis hem-
men und damit die Schwere der Erkrankung
abmildern. Damit konnten AMP in der Sepsis
therapeutisch von Bedeutung sein.

Literatur

1. Berkestedt I, Herwald H, Ljunggren L, et al.
Elevated plasma levels of antimicrobial
polypeptides in patients with severe sepsis.
J Innate Immun 2010;2(5):478-482.

2. Gutsmann T, Razquin-Olazaran |, Kowalski I,
et al. New antiseptic peptides to protect

Langzeitfolgen wie z.B. dem postoperativen
kognitiven Defizit in Verbindung gebracht
[1]. Dem sollen Wirkungen an bestimmten
GABA,-Rezeptoren zugrunde liegen, welche
sehr empfindlich fiir Benzodiazepine sind.
Das primdr tber GABA,-Rezeptoren wir-
kende Midazolam findet in Andsthesie und
Intensivmedizin breite Verwendung. Fir die
zentralnervésen Wirkungen von Midazolam
wird sowohl die Substanz selbst, als auch ihr
Hauptmetabolit, 1-OH-Midazolam verant-
wortlich gemacht [2].

Methodik

Zur Charakterisierung der Wirkung von Mi-
dazolam und 1-OH-Midazolam wurden or-
ganotypische Kulturen aus dem Kortex von
C57/BL6-Wildtypméausen und der GABA,-R-
a1(H101R)-Knock-In-Mutante hergestellt und
fir 2 Wochen ex vivo kultiviert. In Kulturen
der a1(H101R)-Mutante sind GABA,-Rezep-
toren mit al-Untereinheit, welche den am
haufigsten vorkommenden Subtyp darstellen,
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against endotoxin-mediated shock. Antimicrob
Agents Chemother 2010;54(9):3817-3824.

3. van Griensven M, Dahlweid FM, Giannoudis PV,
et al. Dehydroepiandrosterone (DHEA) modu-
lates the activity and the expression of lympho-
cyte subpopulations induced by cecal ligation
and puncture. Shock 2002;18(5):445-449.

fiir Benzodiazepine unempfindlich [3]. Die
Organentnahme wurde dem zustindigen Re-
gierungsprdsidium angezeigt. Mittels extra-
zelluldrer Elektroden wurde die Wirkung von
Midazolam und 1-OH-Midazolam auf die
elektrische Aktivitat des neuronalen Netzwer-
kes registriert. Als statistisches Mal diente die
Effektstirke (Hedges’ d mit 95 %-Konfidenz-
intervall).

Ergebnisse

Das spontane Feuermuster der Gewebekul-
turen war gekennzeichnet durch abwech-
selnde Phasen hoher Netzwerkaktivitit, un-
terbrochen von neuronaler Ruhe. In einer
Konzentration von 5nM fiihrte Midazolam
in Kulturen des Wildtyps zu einer homoge-
nen Hemmung des kortikalen Netzwerkes.
Ab 50nM zeigte Midazolam einen qualitativ
unterschiedlichen Effekt, welcher durch eine
betonte Inhibition unmittelbar in den ersten
50ms nach Beginn einer Aktivitdtsphase ge-
kennzeichnet war (Abb. 1). Dieser typische

Midazolam 50nM (Wildtyp, n=28)
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Wirkung von Midazolam (A: 5nM; B: 50nM) auf die Aktivitdt kultivierter kortikaler Neurone. Im oberen Teil ist die Frequenz von Aktionspotenzialen in bins a
5ms wahrend der ersten 200ms einer Aktivitdtsphase (Kontrolle schwarz; Midazolam grau) dargestellt. Darunter die korrespondierende Effektstarke. Ein signifi-
kanter Effekt liegt vor, wenn das 95%-Konfidenzintervall den Nullwert nicht mit einschlieSt. Grau unterlegt ist der Bereich der Hauptwirkung von Midazolam.
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Effekt war in Gewebekulturen der a1(H101R)-
Mutante nicht nachweisbar. Der Midazolam-
Metabolit 1-OH-Midazolam hemmte eben-
falls ab Konzentrationen von 10nM die neu-
ronale Aktivitdt. In Gegenwart des Benzo-
diazepin-Antagonisten Flumazenil waren die
Effekte sowohl von Midazolam als auch von
1-OH-Midazolam nahezu aufgehoben.

Interpretation

Sowohl Midazolam als auch 1-OH-Midazo-
lam verdndern bereits in sehr niedrigen Kon-
zentrationen die kortikale Netzwerkaktivitat.
Es erscheint plausibel, dass entsprechend
niedrige Konzentrationen noch lange uber
den therapeutisch notwendigen Zeitraum hin-
aus zu Verdanderungen der neuronalen Aktivi-
tat im zentralen Nervensystem flihren. Diese

Syndecan-4 reguliert ERK-abhingig
die kardiomyozytdre Apoptose und
begrenzt iiber NFAT-Inhibition das
adaptive Remodeling nach ischa-
mischer Schadigung des Myokards
in Mdusen
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Fragestellung

Myokardinfarkte (MI) sind in der perioperati-
ven Phase hdufig und stellen eine vitale Ge-
fahrdung des Patienten dar, weil sie zu einer
akuten Verschlechterung der Funktion des lin-
ken Ventrikels durch den Verlust von Myokard
und langfristig durch adverses Remodeling
zur Herzinsuffizienz fihren kénnen. Synde-
can-4 (Sdc4) ist ein Membranrezeptor, dessen
Verlust die Bildung von Granulationsgewebe
und die Wundkontraktion nach Hautwunden
reduziert [1]. Sdc4 ist in den Costameren
von Kardiomyozyten lokalisiert [2] und die
Expression von Sdc4 ist nach Ml erhoht [3].
Wir untersuchen die Rolle von Sdc4 fiir den
myokardialen Schaden nach Myokardischa-
mie und Reperfusion (MI/R) sowie seinen
Einfluss auf das linksventrikuldre Remodeling
nach MI.

Methodik

Mit Genehmigung der Tierschutzkommission
wurde der Ramus interventrikularis anterior
(RIVA) in Sdc4-defizienten (7)) und Wild-
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Wirkung konnte somit an Langzeitfolgen
nach Anésthesie bzw. intensivmedizinischer
Therapie wie kognitivem Defizit oder Kon-
zentrationsstérungen beteiligt sein. Die un-
terschiedlichen Wirkprofile von Midazolam
in Kulturen des Wildtyps und der a1(H101R)-
Mutante implizieren eine Beteiligung von
GABA,-Rezeptoren mit al-Untereinheit flr
Konzentrationen ab 50nM. In Konzentratio-
nen darunter scheinen jedoch andere Rezep-
torsysteme beteiligt zu sein. Unsere Befunde
legen nahe, dass Substanzen, welche diese
(a1-GABA ,-Rezeptor-unabhdngigen) Wirkun-
gen in niedrigsten Konzentrationen nicht auf-
weisen, auch mit weniger unerwiinschten
Langzeitwirkungen behaftet waren als die ge-
genwartig verfligbaren Benzodiazepine.

typ-Méusen (WT) Uber einem Polyethylen-
Schlauch (ED 0,1 mm) fir 30 Minuten ok-
kludiert und fiir die Reperfusion (24 h) wieder
freigegeben. Die InfarktgroBe wurde mittels
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid/Coomas-
sie-Blau-Technik als Infarkt pro Risikoareal
(AAR) morphometrisch bestimmt. Die Apop-
tose im Infarkt (aktive Caspase-3, Cell Signa-
ling, Danvers, MA, USA) und die Phospho-
rylierung der extrazellular-regulierten Kinase
(ERK, Cell signaling, Danvers, MA, USA)
wurden mittels Western-Blot im post-ischa-
mischen Myokard quantifiziert. Zur Untersu-
chung des Remodelings wurde durch perma-
nente Ligatur des RIVA ein MI induziert. In
primdren Rattenkardiomyozyten (RKM) wur-
de der Effekt eines siRNA-vermittelten Sdc4-
knockdown auf die Apoptose nach 3-stiindi-
ger Hypoxie und 1-stiindiger Reoxygenierung
(H/R) mittels TUNEL (MBL, Woburn, MA,
USA) bestimmt. Die Kardiomyozytengrofie
wurde in vivo mittels Wheat Germ Aggluti-
nin (WGA, Vektor Laboratories, Burlingham,
CA, USA) Farbung bestimmt. Sdc4-siRNA-
behandelte, mit Phenylephrin-stimulierte (PE,
Sigma-Aldrich, Miinchen) RKM wurden nach
24 Stunden mittels Phasenkontrast vermes-
sen. Mittels Immunfluoreszenz an Gewebe
von WT- und Sdc4---Mdusen nach MI/R und
MI wurde die nukledre Translokation des
Nuklear factor of T-cells (NFAT) an der Infarkt-
grenze und im remote Myokard bestimmt,
was die transkriptionelle Aktivierung von
Hypertrophieprogrammen anzeigt. Die tat-
sdchliche in vivo-Aktivitit von NFAT wurde
durch die Quantifizierung des NFAT-Zielgens
rcan1.4 per RT-PCR untersucht. In PE-stimu-
lierten RKM wurde die NFAT-Aktivitdt mittels
adenoviralen NFAT-Reporter-Konstrukt mit ei-
nem Luziferase-Assay (Promega, Mannheim)
untersucht. An Tag 7 nach MI wurden mittels
2D-gefiihrter M-Mode-Echokardiographie (HP
Sonos5500) die LV-Funktion und -geometrie
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charakterisiert. Die Daten wurden bei Nor-
malverteilung wegen ihrer unterschiedlichen
Varianzen nicht-parametrisch mittels Mann-
Whitney-U Test getestet, jedoch als Mittel-
wert = SEM angegeben. p <0,05 wurde als
Signifikanzniveau gewahlt.

Ergebnisse

Der Verlust von Sdc4 vergrolert nach MIR
den Infarkt um 40 % (66,2+6,5 vs 47,5+6,4;
% Infarkt der AAR; Sdc4”- vs WT, p <0,01,
n=7). Die Aktivierung von ERK ist reduziert
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(80,1£6,6 vs 106,2+7,8; % phosphoERK/
ERK Sham-WT; Sdc4~- vs WT, p <0,05, n=10)
und fithrt zu einer vermehrten Apoptose im
Infarktgewebe (2,1+0,3 vs 1,2+0,2; fache
Expression von aktiver Caspase-3; Sdc4~~ vs
WT, p <0,05, n=6). In vitro erhoht Sdc4-siR-
NA die Zahl apoptotischer RKM nach H/R
1,7-fach (15,5+1,6 vs 9,4+1,6; % apopto-
tische Zellen; Sdc4”- vs WT, p <0,01, n=14).
In Sdc4”~-Mdusen ist die Kardiomyozyten-
groe in der AAR 1,5-fach (53,6+1,7 vs
35,2+0,7; pm?; Sdc4”~ vs WT, p <0,01, n=7)
und die Aktivierung des NFAT-Signalweges
2-fach (0,15+0,05 vs 0,074+0,02; % NFAT-
positve Zellkerne; Sdc4”~ vs WT, p <0,05,
n=7) gegenliber WT-Mausen nach Ml erhoht.
In PE-stimulierten RKM steigert eine siRNA-
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Fragestellung

Maschinelle Beatmung kann zu vermehrter
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und
zu einem gestorten Redox-Gleichgewicht im
Lungengewebe fithren [1]. Zusammen mit
proinflammatorischen Prozessen trdgt dies
zur Gewebeschidigung, Odembildung, und
Infiltration mit Entziindungszellen im Rahmen
des beatmungs-induzierten Lungenschadens
bei. In anderen Modellen des Lungenscha-
dens, z.B. durch Toxine oder Rauchinhalation
induziert, wurden Natriumsulfid (Na,S) und
anderen Sulfiden anti-inflammatorische, anti-
oxidative, und somit protektive Wirkungen
zugeschrieben [2]. Die vorliegende Studie
priift die Hypothese, dass 1) Na,S den durch
hohe Tidalvolumina verursachten beatmungs-
induzierten Lungenschaden limitiert und ob 2)
Na,$S die Expression Nrf2-abhangiger antioxi-
dativer Proteine beim beatmungs-induzierten
Lungenschaden steigert. Nrf2 (nuclear factor
E2-related factor 2) ist ein Transkriptionsfak-
tor, der fuir die Expression anti-oxidativer Pro-
teine als Adaptationsreaktion auf oxidativen
Stress eine tibergeordnete Rolle spielt [3].

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

vermittelte Sdc4-Suppression die RKM-Gro-
Be um 15 % (2.229+226 vs 1.939+164; pm?;
Sdc4-siRNA vs Kontroll-siRNA, n=8, p <0,05)
und die Aktivitat von NFAT 3-fach (94+36 vs
33+6; Luziferaseaktivitat/ug Protein; Sdc4-siR-
NA vs Kontroll-siRNA, n=8, p <0.05). Sdc4"~
-Méuse zeigen 7 Tage nach MI eine bessere
Ventrikelgeometrie (251+73 vs 767+77; %
vs baseline ESV; Sdc4™~ vs WT, p <0,01, n=5)
und eine bessere linksventrikuldre Funktion
(7249 vs 43+5; % vs baseline EF; Sdc4™ vs
WT, p <0,02, n=5).

Interpretation

In Sdc4-defizienten Mausen kommt es trotz
eines initial vergroerten Infarktschadens zu
einem hypertrophen adaptiven Remodeling

Methodik

Mit  Genehmigung der zustindigen Tier-
versuchskommission wurde andsthesierten
(Fentanyl, Ketamin) C57BlI6 Mdusen (23,3+
1 g) entweder Na,S (0,55 mg/kg, n=8) oder
Tragerflissigkeit (Dulbeccos PBS, n=8) als
Bolusinfusion intraarteriell verabreicht und
anschliessend eine Beatmung mit einem ho-
hen Tidalvolumen (HV, Beatmung: 40 ml/kg
KG, Frequenz 60/min, positiver end-exspira-
torischer Druck (PEEP) 1 cmH,O, stiindliche
Rekruitmentmanéver) fiir bis zu 4 h durchge-

11. - 12.02.2011 - Wiirzburg

wihrend des frithen Postinfarktremodelings
in MI/R und MI Mausmodellen, das sich po-
sitiv auf die Funktion des linken Ventrikels
auswirkt. Sdc4 konnte deshalb eine therapeu-
tische Zielstruktur fir das postischdmische
Myokard darstellen, wobei die unterschied-
lichen Effekte in unterschiedlichen Phasen
der postischamischen myokardialen Wund-
heilung beriicksichtigt werden missen.
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fihrt. Die Beatmung wurde entweder nach
Ablauf von 4 h oder bei Unterschreiten eines
mittleren arteriellen Blutdrucks von 60 mmHg
(>5 min) abgebrochen, um Gewebeproben zu
entnehmen. Kontrolltiere ohne Bolusinfusion
(n=4) wurden fiir 5 min mit einem niedrigen
Tidalvolumen (10 ml/kg; Frequenz 90/min;
PEEP 2 cmH,O) beatmet.

Ergebnisse

HV, Beatmung erhohte die Anzahl an Neu-
trophilen in immunhistochemisch gefdrbten
Lungengewebsschnitten (99+4 vs. 51 pro
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Sichtfeld), erhohte die Konzentration an Protein (1,6+0,0 vs.
0,1+0,0 mg/ml) und Interleukin-6 (IL-6; 1.105+81 pg/ml vs.
Lunterhalb des Detektionslimits”) in der bronchoalveolaren
Lavagefliissigkeit (BAL) und verminderte die Lungencom-
pliance (C; 24+2 vs. 40£0 pl/cmH,O) sowie die arterielle
Oxygenierung (P.O,; 715 vs. 2398 mmHg) im Vergleich
zu Kontrolltieren. Dariiberhinaus war der beatmungs-indu-
zierte Lungenschaden von einer gesteigerten Expression des
Chemokins CXCL2, sowie der leukozytdren Adhédsionsmo-
lekiile CD11b und L-Selectin begleitet (Abb. 1). Die Tran-
skription der Nrf2-abhdngigen antioxidativen Gene NQO1
(NAD(P)H:Quinon Oxidoreduktase) und GPX2 (Glutathion-
peroxidase 2) nahm zu, die von GST-A4 (Glutathion-S-Tran-
ferase A4) nahm ab (Abb. 1). HV,-Beatmung verminderte
die Konzentration des Antioxidans Glutathion im Lungen-
gewebe (469+30 vs. 736+53 pmol/g), sowie die Verfiigbar-
keit der anti-oxidativen, reduzierten (nicht-oxidierten) Form
des Glutathions (GSH). Nach Ablauf der maximalen Beat-
mungsdauer von 4 h waren 50% aller Tiere verstorben bzw.
hatte die Abbruchkriterien fiir HV -Beatmung erreicht.

Im Gegensatz dazu ging HV -Beatmung bei Tieren, die
mit Na,S behandelt wurden, mit verminderter pulmonaler
Neutrophileninfiltration (45+4 pro Sichtfeld), verminderter
Protein- (0,9+0,1 mg/ml) und IL-6 Konzentration (822+78
pg/ml) in der BAL, sowie verbesserter Lungencompliance
(342 pl/cmH,0) und arterieller Oxygenierung (P O,;
157+16 mmHg) einher. Die Behandlung mit Na,S vermin-
derte dartiber hinaus die beatmungs-induzierte Expression
von CXCL2 und CD11b, steigerte die Transkription von
NQOT1 und GPX2, und verhinderte die Reduktion der GST-
A4-Transkription (Abb. 1) sowie die Abnahme der Gluta-
thionkonzentration im Lungengewebe (742+28 pmol/g).
Alle mit Na,S behandelten Tiere iiberlebten die maximale
Beatmungsdauer von 4 h.

Interpretation

Waéhrend der Beatmung mit hohen Tidalvolumina ist Natri-
umsulfid dazu geeignet, die pulmonale Neutrophileninfilt-
ration zu hemmen, sowie die Expression Nrf2-abhangiger
antioxidativer Gene zu aktivieren und somit die Verknap-
pung des Antioxidans Glutathion und die Entstehung eines
beatmungs-induzierten Lungenschadens zu vermindern.
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Fragestellung

Die friihe Induktion der Spontanatmung wah-
rend der Beatmung beim akuten Lungenver-
sagen (ARDS) kann zu einer Verbesserung
der Lungenfunktion [1] und des klinischen
Verlaufs [2] fuhren, aber es ist nicht bekannt,
welches Ausmals von Spontanatmung die-
se positiven Effekte hervorrufen kann. Im
Rahmen dieser Studie untersuchten wir die
Auswirkungen unterschiedlicher Anteile von
Spontanatmung auf die Lungenfunktion und
-schadigung wahrend Beatmung mit biphasic
positive airway pressure ventilation/airway
pressure release ventilation (BIPAP) in einem
Modell des ARDS.

Methodik

48 Hausschweine (28,0-40,0 kg) wurden an-
algosediert, intubiert und kontrolliert beatmet
(volumenkontrollierter Modus, FIO,=1,0, po-
sitiver end-exspiratorischer Druck (PEEP)=5
cmH,O, Tidalvolumen (V))=10 ml/kg). Die
Induktion des ARDS erfolgte mittels repeti-
tiver Lungenlavagen mit isotonischer Koch-
salzlosung bis zum Erreichen eines PaO,/FIO,
<200 mmHg fiir >30 min. Nach Schadigung
wurde eine protektive Beatmung unter Bl-
PAP begonnen (FIO,=0,5, P, adjustiert fir
ein V,=6 ml/kg, PEEP=10 cmH,O, Inspirati-
on zu Expiration 1:1) und die Tiere einer der
folgenden Gruppen randomisiert zugeord-
net: kontrollierte Beatmung (BIPAPO,) bzw.
BIPAP kombiniert mit Spontanatmung mit
einem niedrigen (0-30%, BIPAP_,.,.), mittle-
ren (30-60%, BIPAP, ) oder hohen (>60%,
BIPAP ) Anteil der Spontanatmung an der
Gesamtminutenventilation. In den Gruppen

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

BIPAP ... BIPAP, . und BIPAP, wurde
die Analgosedierung reduziert. Bei BIPAP,
wurde bei unverdndertem Sedierungsniveau
die kontrollierte Beatmung unter Muskelrela-
xierung aufrechterhalten, wéhrend die man-
datorische Atemfrequenz (AF) auf den arte-
riellen pH-Wert von >7,30 adjustiert wurde.
In den anderen Gruppen wurde die AF nach
dem angestrebten Prozentanteil von Spontan-
atmung adjustiert. Wéhrend der folgenden 6
Stunden erfolgten Messungen von Hamody-
namik, Gasaustausch, Lungenmechanik und
Verteilung der Ventilation mittels elektrischer
Impedanztomographie sowie Blutentnahmen
zur Bestimmung inflammatorischer Marker
(IL-6, IL-8, TNFa). Postmortem wurden bron-
choalveoldre Lavagefliissigkeit (BAL) sowie
Gewebeproben der Lunge zur Untersuchung
der diffusen alveoldren Schadigung (DAD-
Score) und der inflammatorischen Antwort
entnommen. Die statistische Analyse erfolgte
durch ein allgemeines bzw. gemischt lineares
Modell, Einweg ANOVA bzw. Test nach Krus-
kal Wallis.

Ergebnisse

Eine Erhéhung des Anteils der Spontanat-
mung fiihrte zu einer Reduktion des mittleren
V, (BIPAP,, . und BIPAP , <BIPAP , - BI-
PAP . <BIPAP  , p<0,05). In den Gruppen
BIPAP ., BIPAP, . und BIPAP , zeigte
sich gegeniiber BIPAP, eine Erhchung des
PaO, (BIPAP,,,, BIPAP3 . und BIPAP
> BIPAP,, p<0,05). Das Druck-Zeit-Produkt
des Osophagusdruckes stieg proportional
zum Spontanatmungsanteil an (p<0,05), wo-
bei BIPAP,,, mit einer Umverteilung der Ven-
tilation auf dorsale Lungenareale gegeniiber
BIPAP , verbunden war (p<0,05). Auferdem
zeigte BIPAP_ , einen geringeren DAD-Score
in der gesamten Lunge gegenUber den ande-
ren Gruppen (Abb.1) und war mit einer re-
duzierten Genexpression von IL-6 gegeniiber
BIPAP, verbunden (0,01; 0,00-0,02 vs 0,02;
0,01-0,08; x-fache Genexpression; Median
und 25% und 75% Perzentile, p<0,05). Fiir BI-
PAP_ .o, und BIPAP_, lieB sich gegeniiber BI-
PAP,, im Lungengewebe eine Reduktion von
TNFa (19,7; 9,8-30,6 und 15,1; 10,3-19,6 vs.
36,0; 29,9-44,3; pg/mg Gesamtprotein; Me-
dian und 25% und 75% Perzentile, p<0,05)
sowie fiir BIPAP, . auch von IL-6 (212,1;
137,2-402,7 vs. 1172,0; 662,8-1510,0; pg/
mg Gesamtprotein; Median und 25 % und 75
% Perzentile, p<0,05) nachweisen.
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Interpretation

In diesem Modell des ARDS fiihrte BIPAP
mit einem hohen Anteil von Spontanatmung
(>60% der Gesamtminutenventilation) zu ei-
ner Verbesserung der Oxygenierung und einer
Reduktion der Lungenschadigung, sowie der
pro-inflammatorischen  Lungenantwort  ge-
genlber protektiver kontrollierter Beatmung.
Diese Effekte sind am ehesten durch eine
Umverteilung der Ventilation auf dorsale Lun-
genareale sowie die Reduktion des mittleren
VT zu erkldren.
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Fragestellung

In der postoperativen Schmerztherapie durch
Regionalanisthesieverfahren soll die Weiter-
leitung nozizeptiver Signale verhindert und
Schmerz moglichst selektiv ausgeschaltet
werden. Die benutzen Lokalanisthetika blo-
ckieren hingegen alle spannungsgesteuerten
Natriumkandle und wirken daher auf senso-
rische und motorische Fasern. Aktuell werden
verschiedene Strategien verfolgt, eine nozi-
zeptionsspezifische Blockade zu erzielen [1].
Eine selektivere Wirkung konnte durch spe-
zifische Natriumkanalblocker (z.B. Nav1.7-
1.9) [2] oder durch Opioide erreicht werden,
deren Rezeptoren selektiv auf Nozizeptoren
exprimiert werden. Bei perineuraler Injektion
sind diese Pharmaka jedoch meist nicht an-
algetisch wirksam, weil sie vermutlich nicht
effizient die den Nerven umgebene perineura-
le Barriere, das Perineurium, penetrieren. Das
Perineurium besteht aus einer mehrlagigen
Zellschicht mit Tight Junction Proteinen als
Barrierebildner. In den Tight Junction ist u.a.
das abdichtende Claudin-1 sowie Claudin-5
und Occludin exprimiert. Studien an der Blut-
hirnschranke bzw. im peripheren Gewebe [3]
zeigten bisher, dass hypertone Losungen die
Permeabilitit von Barrieren verstarken kon-
nen und dass hierbei Metalloproteinasen eine
wesentliche Rolle spielen.

In der vorliegenden Studie untersuchten wir:
i) die Wirksamkeit von perineural injizierten
Blockern spannungsgesteuerter Natriumkana-
le bzw. von hydrophilen Opioiden in Verhal-
tensexperimenten, ii) das Expressionsmuster
von Tight Junction-Proteinen (Claudin-1) im
Perineurium des N. ischiadicus sowie iii) den
Einfluss und Wirkmechanismus von Metallo-
proteinase-9 (MMP9) und ihres Inhibitors auf
die Permeabilitdt des Perineuriums sowie auf
die Expression von Claudin-1.

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Methodik

Wistar-Ratten wurden perineural (am N. is-
chiadicus) mit zwei Natriumkanalblockern
(Tetrodotoxin (TTX); Nav 1.7-Blocker Pro-
Toxin-Il (ProTx-Il)) (2), den zwei Opioiden
DAMGO (MOR-Agonist; + Antagonist Nalo-
xone bzw. CTOP) und DPDPE (DOR Agonist;
+ Antagonist Naloxone bzw. NTI) zusammen
mit 10% NaCl bzw. 0,9% NaCl als Kontrolle
behandelt [3]. AnschlieBend wurden mit dem
Pfotendrucktest (PPT) mechanische nozizepti-
ve Schwellen gemessen. Sofern nicht anders
angegeben, wurden alle Messungen 10 min
nach Injektion durchgefiihrt. Die Wirkung von
MMP9 auf die nozizeptiven Schwellen wurde
perineural die Koinjektion mit MMP9 bzw.
von 10% NaCl mit einem MMP-9-Inhibitor
getestet. Claudin-1-Expression im Nervenge-
webe wurde mittels konfokaler Lasermikro-
skopie, semiquantitativer PCR und Western
Blot 30-240 min nach Injektion analysiert.

Ergebnisse

Die perineurale Injektion von hypertoner,
nicht aber isotoner NaCl-Lésung am N. is-
chiadicus bei Wistar-Ratten erméglicht ei-
nen Anstieg der mechanischen nozizeptiven
Schwelle durch TTX und ProTx-Il bzw. durch
DAMGO und DPDPE. Die antinozizeptions-
fordernde Wirkung von 10% NaCl halt bis zu
4 h an (Abbildung A; Mittelwerte+SEM, * p
<0.05, ANOVA, Student Newman Keuls, n=6
Ratten/Gruppe). Der Opioid-vermittelte Effekt
ist mit den entsprechenden Antagonisten blo-
ckierbar.

Parallel hierzu kommt es zu einer reduzierten
Expression des Tight-Junction-Proteins Clau-
din-1 im Perineurium des N. ischiadicus nach
Behandlung mit 10% NaCl (B, Claudin-1 in
griin and Zellkern in blau. Obere Reihe: 40x,
untere Reihe: Ausschnitt 100x).

Die reduzierte Claudin-1-Expression konnte

Abbildung 1
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im Western Blot sowie durch eine kompen-
satorisch gesteigerte Expression von Claudin-
1-mRNA bestétigt werden. Die perineurale
Injektion der Metalloproteinase MMP-9 er-
moglicht ebenfalls einen Anstieg der mechani-
schen nozizeptiven Schwelle nach DAMGO-
Applikation und reduziert die Expression von
Claudin-1. Sowohl die Wirkung von MMP-9
als auch von 10% NaCl ist mit einem MMP-
9-Inhibitor blockierbar.

Interpretation

Eine reversible und gesteuerte Offnung des
Perineuriums stellt einen Ansatzpunkt fiir die
Entwicklung einer nozizeptionsspezifischen
Blockade in der Regionalanésthesie dar. Da-
riber hinaus konnten Substanzen mit einem
glinstigen Risikoprofil (z.B. Opioide) einge-
setzt werden. Der zugrundeliegende Mecha-
nismus und alternative Wirkstoffe sollen in
weiteren Studien untersucht werden.
Gefordert durch die Deutsche Forschungs-
gemeinschaft (DFG Ri-817/5-1/FOR 721/2
TP8).
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Fragestellung

Langzeitpotenzierung (LTP) ist eine ldngerdau-
ernde Steigerung der synaptischen Ubertra-
gung ausgeldst durch einen tetanischen Reiz.
Sie wird als neuronale Grundlage fiir Lern-
und Gedichtnisvorgidnge angesehen. Eine
Blockade der LTP wurde unter verschiedenen
Andsthetika beschrieben und ist moglicher-
weise an der Vermittlung der amnestischen
Eigenschaften dieser Substanzen beteiligt [1].
In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung
des Inhalationsanasthetikums Xenon auf LTP
und die ursdchlichen Mechanismen in vitalen
Mé&use-Hirnschnittpraparaten untersucht.

Methodik

Mit  Genehmigung der Tierschutzbehérde
wurden in sagittalen Mduse-Hirnschnittpra-
paraten in der CA1-Region des Hippocampus
Feldpotentiale abgeleitet. Zur Auslésung ei-
ner LTP wurde ein tetanischer Reiz (100 Hz,
1 s) unter Kontrollbedingungen sowie unter
Xenon appliziert. Dariiber hinaus wurden
mit Kalziumimaging Anderungen der intra-
zelluldren Kalziumkonzentration wéhrend
des Tetanus gemessen. In einer dritten Expe-
rimentserie wurde mit Patch-Clamp-Technik
die Xenonwirkung auf N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA)—Rezeptor—vermittelte Stromantwor-
ten untersucht. Extrasynaptische NMDA-
Rezeptoren wurden durch Inkubation der
Schnitte mit dem Glutamattransport-Inhibitor
threo-B-Benzyloxyaspartat (DL-TBOA) ak-
tiviert. Zur Xenonapplikation wurden die
Hirnschnitte mit einem Medium perfundiert,
welches mit 65 Vol.-% Xenon gesattigt war.
Dies fiihrte zu einer gelosten Xenonkonzen-
tration von 1,9 mM (gaschromatographische
Bestimmung). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels t-Test, angegeben sind jeweils
Mittelwert+Standardfehler.
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Ergebnisse

Unter Kontrollbedingungen bewirkte ein teta-
nischer Reiz eine LTP der Feldpotentiale (rela-
tive Steigung 122,2+2,6 %, n=18, p<0,05). In
Gegenwart von Xenon wurden die Feldpoten-
tiale um 29,6+3,5 % reduziert, und es konnte
keine LTP ausgel6st werden (105,1+5,5 %).
Waihrend des tetanisches Reizes reduzierte
Xenon den Kalziumeinstrom auf 30,2+6,9 %
(n=8, p<0,05). NMDA-Rezeptor-vermittelte
Stromantworten wurden durch Xenon auf
65,9+9,4 % reduziert (n=7, p<0,05 versus
Kontrolle) (Abb. 1). Eine vergleichbare Re-
duktion der Antworten (58,2+5,8 %, n=7) un-
ter Xenon fand sich, wenn extrasynaptische
NMDA-Rezeptoren mitaktiviert wurden.

Interpretation

Bei der Bildung von LTP spielen neben Kal-
ziumkandlen NMDA-Rezeptoren, und hier-
unter v.a. extrasynaptisch lokalisierte NMDA-
Rezeptoren [2], eine wichtige Rolle. Wéhrend
eine Wirkung von Xenon auf Kalziumkandle
unwahrscheinlich erscheint [3], konnten wir
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zeigen, dass Xenon nicht nur synaptisch,
sondern auch extrasynaptisch lokalisierte
NMDA-Rezeptoren blockiert. Diese Wirkung
konnte der Xenon-bedingten Hemmung der
LTP ursdchlich zugrunde liegen, und damit
zur amnestischen Wirkung Xenons beitragen.
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Fragestellung

Bis zu 20 % aller Patienten entwickeln nach ei-
nem herzchirurgischen Eingriff die Symptoma-
tik einer posttraumatischen Belastungsstorung
(PTSD), die nicht nur die gesundheitsbezoge-
ne Lebensqualitit dieser Patienten erheblich
beeintrachtigt, sondern auch die langfristige
Prognose von Patienten mit koronarer Herz-
erkrankung signifikant verschlechtert [1]. Die
Entstehung chronischer Stressreaktionen nach
Herzchirurgie wird wesentlich durch trauma-
tische Erfahrungen und Erlebnisse wéhrend
der postoperativen Intensivbehandlung (z.B.
Panikreaktionen, akute Atemnot, bedrohliche
Alptrdume und Halluzinationen, schwere
Schmerzen) bestimmt, die durch Analgesie
und Sedierung nur unvollstindig zu verhin-
dern sind. Traumatische Erinnerungen an sol-
che Ereignisse werden unter dem Einfluss von
Stresshormonen im emotionalen Geddchtnis
konsolidiert, d.h. vermehrt gespeichert. Da-
bei fiihrt insbesondere die stressinduzierte
Steigerung der Glukokortikoid-Signalwirkung
im ZNS zu einer verstirkten Gedachtnis-
konsolidierung. Die Glukokortikoidwirkung
wird Gber Glukokortikoidrezeptoren (GR)
vermittelt, fir die eine Reihe von Single-Nu-
cleoti-Polymorphismen (SNPs) bekannt sind.
Der Bcll *G SNP des GR-Genes ist mit einer
Hypersensitivitit des GR fiir Glukokortikoide
assoziiert, findet sich gehauft bei Patienten
mit Depression [2] und erhoht das kardiovas-
kuldre Risiko bei Mannern. Wir untersuch-
ten im Rahmen einer hypothesengesteuerten

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Gen-Assoziationsstudie die Frage, ob dieser
SNP mit einem negativen neuroemotionalen
Outcome i.S. traumatischer Erinnerungen und
einer PTSD-Symptomatik bei Patienten nach
Herzchirurgie assoziiert ist.

Methodik

126 konsekutiv behandelte Patienten (Alter:
66,2+11,1 Jahre, Mittelwert+SD; 30 Frauen)
nach kardialer Bypasschirurgie (Bypasszeit:
123+48,3 min) und anschlieBender Intensiv-
behandlung (Dauer: 3,1+8,7 Tage) wurden
nach Zustimmung der 6rtlichen Ethikkommis-
sion in diese prospektive Kohortenstudie ein-
geschlossen. Die Erfassung der neuroemotio-
nalen Endpunkte (standardisierte traumatische
Erinnerungen, PTSD-Stress-Symptom-Scores)
erfolgte mittels eines bei Intensivpatienten
validierten Fragebogens zu definierten Mess-
zeitpunkten (1 Tag prdoperativ, 1 Woche und
6 Monate nach dem Eingriff). Die Bestimmung
von Plasma-Cortisolkonzentrationen und die
Genotypisierung erfolgten mittels standardi-
sierter Methoden.

Ergebnisse

Die Verteilung der Allele befand sich im Har-
dy-Weinberg-Gleichgewicht. Verglichen mit
heterozygoten oder nicht-Tragern des Bcll G-
Allels (n=105) fanden sich bei homozygoten
Individuen (Bcll GG, n=21) prdoperativ sig-
nifikant niedrigere Plasma-Cortisolkonzentra-
tionen (Abb. 1A, *p=0.04). Zum Zeitpunkt 6
Monate nach dem Eingriff beschrieben homo-
zygote Bcll GG Tréger eine signifikant erhhte
Zahl durchschnittlicher traumatischer Erinne-
rungen an die p.op. Intensivtherapie (Abb.
1B, #p=0.01) sowie signifikant héhere PTSD-
Stress-Symptom-Scores (Abb. 1C, *p=0.02).
Zwischen wichtigen demographischen und
Behandlungsvariablen (z.B. Alter, Geschlecht,
Schweregrad der Grunderkrankung, Bypass-
dauer, Katecholaminbedarf, p.op Intensivbe-
handlungsdauer) fand sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Tragern der einzel-
nen Bcll-Allele.

Interpretation

Homozygote Trager des Bcll* G-Allels zeigen
ein schlechteres neuroemotionales Outcome
in Verbindung mit einer signifikant ernied-
rigten Plasma-Cortisolkonzentration, wie sie
auch bei Patienten nach Intensivtherapie des
ARDS von unserer Arbeitsgruppe beschrieben
wurde [3]. Der Bcll SNP konnte ein sinnvol-
ler Biomarker zur Identifikation von Patienten
sein, fiir die eine zielgerichtete Modifikation
standardisierter Behandlungsalgorithmen i.S.
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einer personalisierten Therapie von Nutzen
sein konnte.
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Fragestellung

Die Dysfunktion der inhibitorischen Neuro-
transmission im Riickenmark ist ein wichtiger
pathogenetischer Faktor bei der Entstehung
neuropathischer Schmerzen [1]. Die Wie-
derherstellung der physiologischen Inhibition
ist demnach eine denkbare therapeutische
Strategie. Glycin ist neben GABA der wich-
tigste inhibitorische Neurotransmitter. Die
Glycinkonzentration im synaptischen Spalt
wird durch die Glycintransporter GLYT1 und
GLYT2 reguliert. Inhibitoren beider Transpor-
ter konnen nozizeptives Verhalten beeinflus-
sen, wenn sie als Bolus appliziert werden
[2]. Insbesondere die intrathekale Gabe fuhrt
jedoch zu erheblichen unerwiinschten neu-
romotorischen Wirkungen, wie Paresen oder
Atemdepression [3]. Wir Uberpriiften daher
die Hypothese, dass eine kontinuierliche
systemische Applikation spezifischer GLYT-
Inhibitoren nozizeptives Verhalten im Tiermo-
dell fiir neuropathischen Schmerz ohne diese
Nebenwirkungen beeinflussen kann.

Methodik
Nach Genehmigung der zustindigen Behor-
de wurden minnliche Wistar-Ratten rando-
misiert 9 Behandlungsgruppen zugeordnet (je
=6). Bei allen Tieren wurde ein Chronic Con-
striction Injury (CCl) des linken N. ischiadicus
durchgefiihrt. Am Tag 10 nach CCl wurden
subkutan osmotische Mini-Infusionspumpen
implantiert, Gber die 14 Tage kontinuierlich
die Testsubstanzen appliziert wurden. Je 4
Gruppen erhielten aufsteigende Dosierun-
gen (0,2; 2; 20; 200 pg/kg/d) der spezifischen
GLYT1- und GLYT2-Inhibitoren ALX-5407
und ALX-1393. Eine Kontrollgruppe erhielt
Kochsalz. Die Entwicklung von mechanischer
Allodynie und thermaler Hyperalgesie wurde
mittels von Frey Filamenten und modifizierter
Hargreaves-Methode vor und 10 Tage nach
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CCl, sowie alle 2 Tage wahrend der Substan-
zapplikation Gberpriift. Statistik: Einfaktori-
elle ANOVA und post-Hoc-LSD-Test, sowie
Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen,
P<0,05.

Ergebnisse

Alle Tiere entwickelten innerhalb von 10
Tagen eine Hyperalgesie und Allodynie der
linken Pfote. Erste signifikante Effekte der
kontinuierlichen systemischen Applikation
der GLYT-Inhibitoren auf das nozizeptive
Verhalten wurden ab dem 8. Tag der Zufuhr
beobachtet (Abb. 1). Die Ausprdgung der me-
chanischen Allodynie wurde ab dem 10. Tag
durch Applikation beider GLYT-Inhibitoren in
allen Dosierungen vergleichbar vermindert.
Die thermale Hyperalgesie wurde jedoch nur
in den hochsten Dosierungen der Inhibitoren
vermindert. Hierbei wurden keine neuromo-
torischen Nebenwirkungen beobachtet. Effek-
te auf die rechte, nicht-neuropathische Pfote
konnten nicht nachgewiesen werden.

Interpretation
Die systemische Hemmung von GLYT1 und
GLYT2 fiihrt im Tiermodell fiir neuropathi-

Abbildung 1
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schen Schmerz ohne neuromotorische Ne-
benwirkungen zu einer signifikanten Ver-
minderung der thermalen Hyperalgesie und
mechanischen Allodynie. Somit stellen Gly-
cintransporter interessante Zielstrukturen fur
die experimentelle Schmerzforschung dar.
Die genauen molekularen Mechanismen,
tiber die GLYT-Inhibitoren ihre anti-neuro-
pathische Wirkung entfalten, sowie die po-
tentielle Eignung von GLYT als therapeutisch
nutzbares Ziel im Rahmen der Therapie neu-
ropathischer Schmerzen, bediirfen weiterge-
hender Untersuchungen.
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Fragestellung

Adiponectin ist ein im Plasma nachweisbares
Zytokin, das hauptsachlich von Adipozyten
synthetisiert wird. Es erfiillt eine wichtige
Funktion im Energiestoffwechsel und weist
starke anti-inflammatorische Eigenschaften
auf. Fiir das kardiovaskuldre System konnten
protektive Wirkungen von Adiponectin bei
inflammationsbedingten Schadigungen ge-
zeigt werden [1]. Adiponectin entfaltet seine
biologische Wirkung durch Bindung an die
Adiponectin-Rezeptoren 1 und 2 (ADIPO-R1
und ADIPO-R2), deren Expression im huma-
nen Myokard bereits nachgewiesen werden
konnte. Zwar ist bekannt, dass Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz (CHF) erhohte
Plasma-Adiponectinspiegel aufweisen [2],
die pathophysiologische Relevanz dieses
Befundes ist jedoch bislang nicht bekannt.
Insbesondere ist unklar, ob die myokardialen
Adiponectin-Rezeptoren bei Patienten mit
CHF einer verdnderten Expression unterlie-
gen und welche Regulationswege hierfiir in
Betracht kommen. Ziel der vorliegenden Ar-
beit war es daher, die Rolle des Adiponectin-
Systems in der Pathogenese der CHF zu cha-
rakterisieren.
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Methodik

Die Zustimmung der Ethikkommission lag
vor. Die myokardiale mRNA- und Protein-
Expression  der  Adiponectin-Rezeptoren
wurde mittels real-time-PCR und mittels Im-
munhistochemie aus Explantatgewebe von
Transplantations-Patienten  mit  terminaler
Herzinsuffizienz bestimmt (n=10, jeweils lin-
ker Vorhof und Ventrikel, semi-quantitative
Auswertung durch zwei unabhdngige Unter-
sucher). Als Kontrollen dienten Biopsate aus
Autopsien Herzgesunder (n=8, fiir Immun-
histochemie) bzw. kommerziell erhiltliche
mRNA aus gesundem Myokard (n=3, ethische
Unbedenklichkeit bescheinigt). Eine Sequenz-
analyse mittels BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) und TargetScan ergab, dass die
ADIPO-R2-Expression miRNA-reguliert sein
konnte. Zur weiteren Untersuchung wurde
daher der 3 "-untranslatierte Bereich (3"-UTR)
des ADIPO-R2-Gens mittels PCR amplifiziert
und in einen Luciferase-Reporter-Vektor klo-
niert. Zusatzlich wurde ein Vektor durch PCR
und Klonierung erstellt, der die entsprechen-
de Vorldaufer-miRNA-150 exprimiert (pmR-
miR-150). Beide Vektorkonstrukte wurden in
HEK293-Zellen co-transfiziert (Elektropora-
tion). Die Luciferase-Aktivitit der verschie-
denen Transfektionsansdtze wurde mittels
Luminometrie quantifiziert. Die Expression
der miRNA wurde mittels eines spezifischen
TagMan Assays bestimmt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels t-Test.

Ergebnisse

Bei CHF konnte eine signifikant gesteigerte
mRNA-Expression beider Adiponectin-Rezep-
toren (etwa 3,5-fach) im Vergleich zu gesun-
dem Myokard nachgewiesen werden (Abb.

ADIPO-R1 ADIPO-R2

ADIPO-R1 ADIPO-R2

mRNA- und Proteinexpression der Adiponectinrezeptoren in gesundem und in chronisch insuffizi-
entem humanen Myokard (Mittelwerte+SD, *p<0,01).
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1). Immunhistochemisch zeigte sich eine
3,8-fach hohere ADIPO-R1-Expression. Die
ADIPO-R2-Expression hingegen war lediglich
2-fach erhéht (Abb.1). Als mégliche Ursache
hierfiir ergaben bioinformatische Untersu-
chungen eine hochwahrscheinliche Regu-
lation des ADIPO-R2-Gens durch die miR-
150. In Zellkultur-Transfektionsexperimenten
konnte nachgewiesen werden, dass die ADI-
PO-R2-Expression tatsdchlich mafSgeblich
durch miR-150 reguliert ist: Im Vergleich zum
Leervektor konnte der pmR-miR-150-Vektor
die Luciferase-Aktivitat des Vektorkonstrukts,
welches den ADIPO-R2-3’UTR enthielt, um
40 % reduzieren (n=10, Abb.2). Sowohl in ge-
sundem als auch in CHF-Myokard konnte die
Expression der miR-150 detektiert werden.

Interpretation

Unsere Experimente zeigen eine erhohte
Expression von Adiponectin-Rezeptoren bei
terminal insuffizienten Herzen. Dies weist
auf die Existenz eines funktional relevanten,
lokalen kardialen Adiponectinsystems hin.
Der erstmalige Nachweis der Regulation der
Rezeptorexpression durch die myokardial
exprimierte miR-150 zeigt eine potentielle
therapeutische Zuganglichkeit des kardialen
Adiponectinsystems auf.

Literatur

1. Wang, et al. Cardiomyocyte-derived
adiponectin is biologically active in protecting
against myocardial ischemia-reperfusion
injury. Am J Physiol Endocrinol Metab
2010;298:E663-70.

2. Skurk C, et al. Description of a local
cardiac adiponectin system and its deregu-
lation in dilated cardiomyopathy. Eur Heart ]
2008;29:1168-80.

Abbildung 2

100
80
60|
40

20+

relative Luciferase-Aktivitat [%

ADIPO-R2-3'UTR ADIPO-R2-3‘UTR
+pmR-Kontrolle  +pmR-miR-150

Luciferase-Aktivitdit der Vektorkonstrukte

(Mittelwert + SD, *p<0,01).

© Andsth Intensivmed 2011;52:463-507 Aktiv Druck & Verlag GmbH



11. - 12.02.2011 - Wiirzburg

Identifikation funktionell relevanter
miRNAs durch Kombination bioin-
formatischer und experimenteller
Strategien am Beispiel des Adenosin-
A,,-Rezeptors

L. Hinske - C. Ledderose - E. Limbeck - S. Kreth

Klinik fir Anaesthesiologie, Klinikum der Univer-
sitat Miinchen, Ludwig-Maximilians-Universitat
Miinchen

Korrespondenz:
ludwig.hinske@med.uni-muenchen.de

Fragestellung

Micro-RNAs (miRNAs) sind wichtige post-
transkriptionelle regulatorische Elemente der
Genexpression mit weitreichendem Einfluss
in der Pathogenese vieler Erkrankungen. Fiir
den Adenosin-A, ,-Rezeptor (A,,R), der wich-
tige anti-inflammatorische Zellantworten bei
Uberschiefenden Immunreaktionen - wie
z.B. der Sepsis — vermittelt, wird ein kom-
plexes Netzwerk miRNA-vermittelter Regu-
lationswege vermutet, deren Aufklarung mit
konventionellen experimentellen Strategien
nur unzureichend moglich ist: Zwar konnte
die miR-214 als relevantes regulatorisches
Element der A ,R-Genexpression in huma-
nen PMN identifiziert werden, jedoch zeig-
ten weiterflihrende Experimente, dass noch
zusdtzliche, bislang nicht identifizierte miR-
NAs an der Regulation der A, ,R-Expression
entscheidend beteiligt sein mussen. Da mehr
als 80 miRNAs potentiell am 3™-UTR des
A,,R-Gen binden konnten, haben wir diese
Problemstellung mit einer Kombination aus
bioinformatischen und experimentellen Me-
thoden bearbeitet.

Methodik

Wir haben aus sechs verschiedenen mi-
RNA-Zielsequenz-Erkennungsprogrammen
ein sogenanntes ,Prediction Agreement” er-
stellt [1]: Vorhersagen von PITA, TargetScan,
RNA22, PicTar, MirTarget2, miRanda und
TarBase wurden zu einer Matrix zusammen-
gefasst; das Prediction-Agreement wurde als
die Anzahl tbereinstimmender Methoden fiir
eine miRNA-mRNA-Interaktion definiert. Zu-
satzlich wurde ein Vorhersage-Verhiltnis (VV)
berechnet, das angibt, wie viele der mit dem
A,,R interagierenden Genprodukte ebenfalls
potentielle Ziele einer spezifischen miRNA
sind. Die Interaktionen der Genprodukte
wurden der Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) entnommen. Die Be-
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rechnung des VV erfolgte nach der von uns
erstellten Formel:

G
D 1(p;.p)

A=+ Gl

1 if p,2p'

I(p,op)=
(py-P") 0 otherwise’

p=Prediction Agreement, i=miRNA-Index,
j=mRNA-Index, G=Set interagierender mRNAs

Informationen lber die Expression von
miRNAs in Leukozyten wurde dem frei ver-
fligbaren Datensatz von Vasilescu et al. ent-
nommen [2]. Die vorhergesagten miRNAs
wurden durch Luciferase-Assays in HEK293-
Zellen (Co-Transfektion eines den 3°-UTR
des A,,R-Gens enthaltenden Luciferase-
Reporter-Vektors und den entsprechenden
Vorlaufer-miRNAs) auf Funktionalitat tber-
prift. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels t-Test. Die physiologische Relevanz
der so identifizierten mi-RNAs wurde in
nativen und LPS-stimulierten PMN (5 pg/ml,
37 °C, 6 h) gesunder Probanden (Blutentnah-
me durch Ethikkommission genehmigt) nach-
gewiesen: mittels quantitativer RT-PCR wur-
den die Expressionsraten der miRNAs sowie
die mRNA-Expression des A, R bestimmt und
miteinander korreliert (Bestimmung r nach
Spearman).

Ergebnisse

Es wurden eine Liste der miRNAs erstellt,
die ein Prediction Agreement =1-3 und ein
VV oberhalb des Median aller berechneten
VVs aufwiesen. Hierdurch wurde die Anzahl
moglicher regulatorischer miRNAs auf 18
eingegrenzt. Nach Ausschluss nicht in Leu-
kozyten nachweisbarer miRNAs verblieben
auler der bereits voruntersuchten miR-214
die miRNAs miR-15, miR-16 und miR-342-
3p. In Zellkultur-Transfektionsexperimenten
konnten fir miR-15 und miR-16, nicht je-
doch fiir miR-342-3p, regulative Eigenschaf-
ten auf die A, R-Expression nachgewiesen
werden: Co-Transfektion der beiden Vorldu-
fer-miRNAs flihrte zu einer um 40 % redu-
zierten Luciferase-Aktivitat des A,,R-3"-UTR-
Vektorkonstruktes (n=8, p<0,01). In nativen
humanen PMN konnte eine interindividuell
unterschiedliche Expression aller 3 relevanten
mi-RNAs nachgewiesen werden, die sich nach
LPS-Stimulation nicht signifikant @nderte. Die
Steigerung der mRNA-Expression des A, R
nach LPS-Inkubation (Faktor 65+45, n=20,
p<0.001) korrelierte signifikant invers mit der
Summe aus den vorhandenen miR-214, miR-
15 und miR-16 (r=-0,87, p<0,0001, Abb.1).
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Interpretation

Wir haben eine neue, kombinierte bioinfor-
matische/experimentelle Strategie entwickelt,
mit der biologisch relevante miRNAs identi-
fiziert und validiert werden kénnen. Dieses
Verfahren erméglichte die weitere Aufklarung
der komplexen miRNA-vermittelten Regu-
lation der A,,R-Genexpression in humanen
PMN: Neben der bereits bekannten miR-214
konnten miR-15 und miR-16 als weitere rele-
vante Regulatoren identifiziert werden.
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Fragestellung

Beim beatmungsinduzierten Lungenschaden
(VILI) bewirkt ein mechanischer Reiz (Me-
chanotransduktion) die Aktivierung der Ent-
zlindungskaskade (Biotrauma) und die Frei-
setzung von Zytokinen. In der Folge kommt
es zur Zerstorung der alveolokapilldren Ein-
heit. Auf vaskuldrer Seite tragt die endothe-
liale Glykokalyx wesentlich zur Barriere-
kompetenz bei, ihre Zerstorung fithrt zu
Odembildung und kapillirem Leck [1]. Das
Prostazyklinanalogon lloprost hat neben sei-
ner vasodilatatorischen auch antiinflammato-
rische und zellstabilisierende Wirkungen und
konnte sowohl auf pulmonal-epithelialer als
auch vaskuldr-endothelialer Seite protektiv
wirken [2]. An einem VILI-Modell der Ratte
sollte Uberprift werden, ob die prophylakti-
sche Inhalation von lloprost Schaden an der
alveolokapilliren Membran und die Entste-
hung eines VILI verhindern kann.

Methodik

Nach Genehmigung durch die Tierversuchs-
kommission erfolgte die Untersuchung an
narkotisierten (Fentanyl/Pentobarbital, i.v.),
kontrolliert beatmeten Sprague-Dawley-Rat-
ten (0, 614+44 g). Nach Tracheotomie sowie
Kanilierung der Leistengefifle wurden die
Tiere zufdllig folgenden Versuchsgruppen
(n=9) zugeteilt: Sham: Beatmung der Tiere fiir
4 h (Stephanie®, pya: 20 mbar, PEEP: 4 mbar,
f: 30/min, FIO,: 0.21, 1:E=1:2) ohne weitere
Intervention; VILI: Induktion eines mechani-
schen Lungenschadens durch 20 min Beat-
mung mit p,.. 45 mbar, PEEP: O, .E=1:1; Ilo-
prost (1 pg/kgKG): vor VILI-Induktion 40 min
Jet-Vernebelung von lloprost. Nach einem ma-
ximalen Beobachtungszeitraum (unter konti-
nuierlichem Monitoring) von 4 h nach Schi-
digung wurden die Tiere exsanguiert und
anhand des AusmafSes von Einblutungen und
Infarzierung der makroskopische Lungenscore
(0-16) bestimmt. Um eine ausreichende und
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Elektronenmikroskopische Aufnahmen der endothelialen Glykokalyx. Ausschnitte aus pulmonalen
Gefdlen nach Anfarbung auf Lanthanbasis. Bei den Sham-Tieren scheint die Glykokalyx intakt, wéh-
rend nach VILI die Glykokalyx weitgehend zerstort ist. lloprost kann diese Zerstérung verhindern.

vergleichbare Entzlindungsantwort und Lun-
genschddigung zu erreichen, wurden wei-
terfiihrende Untersuchungen nur bei Tieren
durchgefiihrt, die mindestens 2 h nach VILI-
Induktion tberlebten. Im Serum wurden die
Konzentrationen der proinflammatorischen
Zytokine IL-1p und MIP-2 (Macrophage In-
flammatory Protein-2) und der Glykokalyx-
bestandteile Hyaluronan und Syndecan-1 be-
stimmt [3]. Zusatzliche Tiere wurden fiir die
elektronenmikroskopische (EM) Darstellung
der pulmonalen, endothelialen Glykokalyx
préapariert (je n=3) und verblindet ausgewertet.
Als Indikatoren der pulmonalen Stressantwort
dienten Matrixmetalloproteinasen (MMP) und
Hitzeschockprotein (HSP)-70. Als Hinweis
auf eine pulmonale Schrankenstérung wur-
de der Proteingehalt der Bronchoalveoldren
Lavage (BAL) bestimmt. Die statistische Aus-
wertung erfolgte mittels Rangsummentest
mit post hoc Dunn's Test vs. VILI-Gruppe,
* p<0,05. Angabe der Ergebnisse als Median
[Semi-IQR].

Ergebnisse

Die Inhalation von lloprost vermindert die
makroskopisch sichtbare Lungenschadigung
(Lungenscore: Sham: 0, VILI: 11,0[2,0], llo-

prost: 4,0[1,5]) und den Proteingehalt in der
BAL signifikant (Sham (n=9): 245[15] pg/ml,
VILI (n=7): 1896[289] pg/ml, lloprost (n=8):
670[114] pg/ml). Die Serumkonzentrationen
von Hyaluronan und Syndecan-1 sind in der
lloprost- vs. VILI-Gruppe reduziert (Abb. 1).
In den EM-Aufnahmen zeigt sich in der VILI-

Abbildung 3
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Zymographie, latente/aktive Formen von
MMP, BAL (exemplarisch je 2 Tiere/Gruppe).

Abbildung 4
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Western Blot gegen HSP-70, Lungenhomo-
genat, (exemplarisch je 2 Tiere/Gruppe).
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Gruppe eine ausgepragte Degradierung der
Glykokalyx, in der lloprost-Gruppe ist die
Glykokalyx weitgehend intakt (Abb. 2). Die
pulmonale Expression von MMP-9 und HSP-
70 (Abb. 3+4), sowie die Serumkonzentratio-
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nen von IL-18 und MIP-2 sind in der Iloprost-
vs. VILI-Gruppe vermindert (Abb. 5). Bis auf
einen Abfall des mittleren arteriellen Blut-
drucks in der VILI-Gruppe, zeigten sich keine
hdamodynamischen Verdanderungen.
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Interpretation

Die prophylaktische Inhalation von lloprost
verhindert die Zerstérung der pulmonalen,
endothelialen Glykokalyx durch Beatmung
und vermindert die Odembildung. Auch das
pulmonale Biotrauma und die konsekutive
systemische Zytokinfreisetzung werden ver-
ringert.
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Fragestellung

Weil Statine und Betablocker die Haufigkeit
und Schwere kardiovaskuldrer Komplikatio-
nen in der perioperativen Phase vermindern
konnen, empfehlen die aktuellen Leitlinien
bei kardiovaskuldren Risikopatienten ihre
praventive Anwendung [1]. Die Mechanis-
men der kardioprotektiven Wirkung beider
Strategien sind nicht bekannt. Interleukin-6
(IL-6) soll die Plaquestabilitdt beeinflussen
[2,3]. Tiermodelle fiir diese Phanomene sind
bisher nicht verfligbar. Wir haben an der
ApoE-defizienten Maus untersucht, ob peri-
operativer Stress, ausgelost durch eine Opera-
tion in Kombination mit einem signifikanten
Blutverlust, Plaquevolumen und -stabilitit
beeinflusst.

Methodik

Mit  Genehmigung der Tierschutzkommis-
sion wurden insgesamt 33 ApoE-defiziente
Mause (7 Wochen alt, 15 w., 18 m.; 23+1
gKG) fiir 7 Wochen mit einer Western-Diat
gefiittert. Perioperativer Stress (POS) wurde
in geschlechtsgleichen Interventionsgruppen
durch eine mediane Laparotomie fiir 30 Mi-
nuten und einen Blutverlust von 20 % des
Gesamtblutvolumens (400pl) induziert. Die
Kontrollgruppe erhielt 30 Minuten Allgemei-
nandasthesie (1,5Vol% Isofluran in O,). Einer
Untergruppe wurde nach 4 h Blut fir IL-6- und
Tumornekrosefaktor a-(TNFa) Bestimmungen
(IBL, Hamburg, Deutschland) abgenommen.
Nach 72 h erfolgte die finale Blut- und Or-
ganentnahme. Die Lipoproteinprofile wurden
mittels FPLC ermittelt. Im Truncus brachioce-
phalicus wurde das Plaquevolumen auf Ha-
matoxilin- und Eosin-Farbungen morphomet-
risch bestimmt. Die Plaquestabilitdt wurde als
% der Plaqueflache von Makrophagen (MQ:
CD68, MCA1957, Serotec, Oxford, UK) und
glatten Muskelzellen (VSMC: aSMA, A2547,
Sigma, St. Louis, USA) abgeschitzt. Alle pla-
quetragenden Schnitte wurden im Abstand
von 35 pm morphometriert (CellF, Olympus,
Roxel) und das Plaquevolumen berechnet.
Atorvastatin wurde drei Tage vor der Opera-
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tion und postoperativ fir weitere drei Tage
(80mg/kg KG) per Magensonde verabreicht.
200 pg anti-IL6-Antikorper (MP5-20S3; BD
Pharmingen) wurden vor der OP subkutan in-
jiziert. Die Lipoproteinprofildaten sind normal
verteilt, werden somit als Mittelwert und SEM
angegeben und parametrisch (Student’s t-test)
getestet. Nicht normalverteilte Daten wurden
einem Kruskal-Wallis-Test unterzogen, die
Gruppen mittels eines Mann-Whitney-U-Tests
verglichen und als Median (5 %;95 %-Konfi-
denzintervalle) prasentiert.

Ergebnisse

POS fiihrte zu einem Abfall des durch die Diat
stark erhohten Gesamtcholesterins (579+38
vs 468+15 mg/dl; n=8/11; p<0,01), des
VLDL- (37127 vs. 296+15 mg/dl; p<0,05)
und des LDL-Cholesterins (15511 vs. 123+4
mg/dl; p<0,01), wahrend Triglyceride und
HDL-Cholesterin sich nicht verdanderten. POS
verursachte eine signifikante Zunahme des
Plaquevolumens gegeniiber der Kontrollgrup-
pe (Abb. 1). In den POS-Plaques finden sich
bei 38 % der Lasionen Zeichen fiir Himorrha-
gien, wihrend in den Kontrollldsionen nur bei
14 % Erythrozyten zu finden waren. Plaque-
nekrosen finden sich bei 50 % der POS-Grup-
pe und bei nur 29 % der Kontrolltiere. Der
M®@- und VSMC-Gehalt der Plaques blieb un-
verdndert (M@: 20,3 % (7,2;29,3) vs. 16,2 %
(9,1;25,8); n=4/5, Kontrolle vs. POS; p=ns
und VSMC: 26,4 %(-0,3;53,2) vs. 14,8 %
(6,2;26,9); n=7, p=ns).

Atorvastatin reduzierte das Plaquevolumen
auf das Niveau der nichtoperierten ApoE-
Kontrolle. POS erhéhte den IL-6-Plasma-
spiegel gegenlber der Kontrolle (35,3+5,1
vs. 90,1+19 pg/mL; n=5; p<0,05), wihrend
TNFa unverdndert blieb. Ein funktionell hem-
mender anti-IL6-Antikorper reduzierte das
Plaquevolumen signifikant.

Interpretation

Die Induktion von POS mittels Laparotomie
und 20 % Blutverlust ist ein gutes Modell fr
die perioperative Plaquedestabilisierung. Die
klinisch empfohlene Intervention der peri-
operativen Statingabe ist bei diesem Modell
wirksam. Eine perioperative Plaquedesta-
bilisierung konnte durch einen Anstieg des
Plasma-IL-6-Spiegels verursacht sein, die eine
IL-6-spezifische Intervention verhindert. Die
Quelle des IL-6 bleibt unbekannt.
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Perioperativer Stress vergrofert das
Plaquevolumen. Eine Operation vergrofert
das Plaquevolumen nur im Zusammenhang
mit einem deutlichen Blutverlust. Die
Zunahme des Plaquevolumens ldsst sich
durch eine kurzfristige Statingabe ebenso
verhindern wie durch Blockierung des
Zytokines 116 durch einen hemmenden
Antikorper. Diese Daten legen einen
kausalen Zusammenhang zwischen
Inflammation und Plaquedestabilisierung
nahe.
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Fragestellung

Perioperative kardiovaskuldre Ereignisse, na-
mentlich Myokardinfarkte und Schlaganfille,
sind haufig und mit einer hohen Letalitdt be-
haftet [1]. Die Expression der Himoxygena-
se-1 (HO-1) ist mit instabilen atheroskleroti-
schen Plaques assoziiert, wobei die Rolle des
Enzymes atheroprotektiv zu sein scheint [2].
Statine (Stat) und Betarezeptorenblocker (BRB)
reduzieren kardiovaskuldre Komplikationen in
der perioperativen Phase. Die aktuellen Leit-
linien empfehlen daher die Gabe von BRB
und Stat bei kardiovaskuldren Risikopatienten
[1]. Die Mechanismen der kardioprotektiven
Wirkung beider Strategien in der periopera-
tiven Phase sind nicht bekannt. Wahrend fiir
Stat transkriptionelle Effekte vor allem Uber
Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren
(PPAR) auch auf die HO-1 beschrieben wur-
den [3], werden die kardioprotektiven Effekte
von BRB der Reduktion der Herzfrequenz zu-
gerechnet. Transkriptionelle Effekte sind fiir
BRB bislang nicht beschrieben worden. Wir
haben untersucht, ob BRB und Stat in vitro
transkriptionelle und translationale Effekte auf
die HO-1 in Endothel- und mononukledren

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Zellen haben und haben diese Befunde bei
Thrombendarteriektomie (TEA)-Proben der A.
carotis Gberprift.

Methodik

Humane mikrovaskulire Endothelzellen (hM-
VEC) wurden in DMEM mit Wachstumszusatz
(Provitro) kultiviert und mit 20 pg/ml Kupfer-
oxidiertem humanem LDL (oxLDL) mit oder
ohne Metoprolol (10 uM; BRB) und Atorvas-
tatin (2,5 pM, Stat) fiir 24 h inkubiert. Adha-
rente humane mononukledre Zellen (MNC)
(je 2 Millionen/6-well) wurden mit oxLDL in
RPMI oder oxLDL plus BRB und Stat fiir 24 h
koinkubiert. Die HO-1-Expression wurde in
hMVEC und MNC in der RT-PCR (2-44'HO-1/
HPRT) und im Western Blot (HO1/GAPDH)
untersucht. Mit Genehmigung der Ethikkom-
mission wurden Thrombendarteriektomiepro-
ben von Carotis-TEA Patienten gewonnen.
Die Proben wurden in 1cm-Fragmente zerteilt
und jeweils benachbarte Segmente wurden in
N, fiir RNA- und Protein-Extraktion gefroren
oder kryoeingebettet und geschnitten. Nach
Farbungen fiir Endothelzellen (vWF), Kolla-
gen (Col1a), Makrophagen (CD68) und glatte
Muskelzellen (aSMA) wurde die Plaquestabi-
litdt nach Virmani abgeschitzt. Aus benach-
barten Segmenten wurden RNA (RIN: 2.5 bis
4.5) und Protein extrahiert. HO-1-RNA aus
Plaques wurde in der RT-PCR normalisiert fiir
3 Housekeeper (GAPDH, ATP-Synthase, Tubu-
lin, gBase-Software) quantifiziert. Normal ver-
teilte Daten (MW=+SEM) wurden parametrisch
getestet. Nicht normal verteilte Daten (Medi-
an (5 %; 95 %-Konfidenzintervalle)) wurden
einem Kruskal-Wallis-Test und einem Mann-
Whitney-U-Tests unterzogen.

Ergebnisse

OxLDL induzierte in hMVEC im Vergleich
zum Vehikel einen signifikanten Anstieg
der HO-1 auf RNA-Niveau (1,0+0,01 vs
19,4+3,4; n=6; p<0,01). Stat steigerte die
HO-1-Expression weiter signifikant (23+3,6;
n=6; p<0,05) wahrend BRB zu einer signi-
fikanten Suppression der HO-1-RNA fiihrte
(10,8+0,75; n=6; p<0.01). Wahrend oxLDL
in MNC die HO-1-Expression nur 3-fach in-
duzierte (p<0,05; n=6), war ein Effekt von
BRB und Stat nicht zu beobachten. Auf Pro-
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teinebene wurde die HO-1 in hMVEC durch
oxLDL induziert (1,0+0,14 vs 31,8+11,2;
n=5; p<0,05). Stat steigerte die HO-1 wei-
ter (41,7+14; n=5; p<0,05), wéhrend BRB
die HO-T im Vergleich zu oxLDL reduzierte
(22,8+7,3; n=5; p<0,05).

Um die in vitro Daten zu Uberpriifen wurden
insgesamt 89 TEA-Proben untersucht. Auf
RNA-Ebene ergab sich im Vergleich zu un-
behandelten Patienten (0,59(0,4;1,2); n=31)
bei Stat-Patienten keine signifikante Induk-
tion der HO-1-RNA (0,65(0,3;1,55); n=27),
die aber in BRB-Patienten signifikant war
(1,1(0,64;4,92); n=27; p<0,01). HO-1-Protein
wurde in 35 Carotis-TEAs quantifiziert. Es
fand sich nur ein Trend fir eine starkere HO-
1-Expression in instabilen vs. stabilen Plaques
und keine Assoziation der Stabilitit mit BRB
oder Stat. In Patienten, die mit einem Statin
behandelt waren (888(267;8008); n=12), war
die HO-1-Expression, verglichen mit unbe-
handelten Patienten (248(-836;4001); n=11;
p<0,05), signifikant hoher. BRB-Therapie
(650(343;1546); n=12; p<0,05) war mit einer
Induktion der HO-1-Expression assoziiert. In
instabilen Plaques waren diese Effekte deut-
licher.

Interpretation

Statine und BRB regulieren auf transkriptio-
nellem und translationalem Niveau athero-
sklerose-relevante Genprodukte in EC in vitro
und sind mit solchen Regulationsvorgdngen
in Plaques in vivo assoziiert. BRB sind mit
einer starkeren HO-1-Expression in Plaques
assoziiert, wahrend die Effekte auf EC dis-
kordant sind. Eine Induktion von HO-1 in
Plaques konnte eine Stabilisierung der Lasio-
nen bewirken und zu den Effekten der peri-
operativen Stat- und BRB-Therapie beitragen.
Die HO-1-exprimierenden Zellen in Plaques
missen identifiziert werden, um diese Beob-
achtung therapeutisch nutzen zu kénnen.

Literatur

1. Poldermans, et al. European Heart Journal
2009;30:2769-2812.

2. Cheng, etal. Circulation 2009;119(23):3017.
3. Lee, etal. Circulation 2004;110(10):1296.
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Fragestellung

Das akute Lungenversagen (ALl) ist eine
lebensbedrohliche Erkrankung, der patho-
physiologisch eine Entziindungsreaktion des
Lungengewebes zugrunde liegt (1). Als Be-
standteil des Atemwegsmucus kénnen Muzi-
ne wesentlich zu einer Entziindungsreaktion
der Lunge beitragen. Daher untersuchten wir
die Hypothese, dass Muzine eine entziin-
dungsverstdrkende Rolle beim akuten Lun-
genversagen spielen kénnten.
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Methodik

Alle Tierversuche wurden durch die zustan-
digen Behorden genehmigt und waren im
Einklang mit den Richtlinien der National
Institutes of Health. Die Untersuchung der
bronchoalveolaren Lavage (BAL) von Patien-
ten war durch die Ethikkommission geneh-
migt; Patientenaufkldrung und -einwilligung
lagen vor. In einem in-vitro-Modell fiir akutes
Lungenversagen wurden humane pulmonale
Epithelzellen (Calu-3 oder A549) zyklischem
Stretch ausgesetzt. Die transkriptionellen An-
derungen aller 17 bekannten Muzine wurden
zundchst in einer Microarray-Untersuchung
quantifiziert. Spezifische Veranderungen des
MUCS5AC-Transkript-Levels  wurden mittels
Echtzeit-Reverse-Transkriptase-Polymerase-
kettenreaktion (RT-PCR) weiter verfolgt. An-
derungen auf Proteinebene wurden mittels
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
analysiert. Im verwendeten in-vivo-Modell
fur ALl wurde durch Hochdruckbeatmung (P
insp 45 mbar, PEEP 3 mbar, Atemfrequenz 80/
min, 1:E=1:1) bei Muc5ac-defizienten Mau-
sen (Mucbac-/-) ein Lungenschaden induziert
(Ventilator-induced-lung-injury; VILI) (2). Die
erhobenen Befunde wurden mit denen von
Waurfgeschwistern verglichen. Die Versuchs-
gruppen waren hinsichtlich Alter, Geschlecht
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und Gewicht angeglichen. Zur Quantifizie-
rung des Lungenschadens wurden nach Be-
endigung des Experiments der arterielle Sau-
erstoffpartialdruck und der Albumin-Gehalt
in der BAL ermittelt. Das Ausmaf8 der pul-
monalen Inflammation wurde durch Bestim-
mung des Myeloperoxidase-Gehalts in der
bronchoalveolaren Lavage (BAL) quantifiziert.
Die Daten wurden auf Normalverteilung hin
getestet und als Mittelwert+Standardfehler
angegeben. Unterschiede zwischen den
Gruppen wurden mittels t-Test ermittelt; ein
p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifi-
kant angenommen.

Ergebnisse

Die Microarray-Untersuchung der Calu-3
Zellen zeigte eine 28-fachex4 Induktion des
MUCS5AC-Transkripts nach Stretch (p<0,05),
wihrend andere in Atemwegen expremi-
erte Muzine nicht reguliert waren (Abb. 1).
Dies konnte mittels RT-PCR bestatigt werden
(p<0,05; n=4). In der bronchoalveolaren La-
vage von Patienten mit ALl war MUC5AC
59-fach+30 erhoht (p<0,05; n=5 pro Gruppe;
Abb. 2). In den tierexperimentellen Studien
beobachteten wir eine signifikante Induk-
tion von Muc5ac-mRNA nach Hochdruck-
beatmung (2,8+0,2-fach; n=4 pro Gruppe;
p<0,05). Muc5ac-defiziente Tiere hatten nach

Abbildung 3
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(2) MUCSAC Proteingehalt in der BAL von Patienten mit akutem Lungenveragen (ALI) (vs. gesunde Kontrollpatienten; n=>5; * p<0,05).

(3) Albumingehalt der murinen BAL nach VILI in Muc5ac-defizienten Mdusen (Mucbac’- mice) im Vergleich zu Kontrolltieren (n=4; * p<0,05).
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Hochdruckbeatmung sowohl einen geringeren Albuminge-
halt in der BAL (1583+255 vs 2505146 ug/ml Albumin;
n=4-5; p<0,05; Abb. 3) als auch eine deutliche Reduktion
der Myeloperoxidase in der Lunge (2,3+0,3 vs 6,0+0,9 ng/
mg Protein; n=6; p<0,05). AuBerdem war der Horovitz-In-
dex von Muc5ac-/- Mdusen im VILI-Modell gegeniiber Kon-
trolltieren (302+32 mmgHg vs 18932 bei FO, 1,0; n=6; p
<0,05) verbessert.

Interpretation

Die vorliegende Studie weist erstmals auf eine schadigende
Wirkung des Muzins MUC5AC beim akuten Lungenversa-
gen hin. Sowohl im Tiermodell als auch in der BAL von Pa-
tienten war MUC5AC induziert. Daher bietet unsere Studie
einen Ausgangspunkt fir weiterfiihrende Untersuchungen,
die sich darauf konzentrieren, die Bildung oder Freisetzung
von MUC5AC beim akuten Lungenversagen pharmakolo-
gisch zu verhindern.

Literatur

1. Eltzschig H.K., Carmeliet P. Hypoxia and inflammation. N Engl
J Med 2011;364:656-665.

2. EckleT, Grenz A, Laucher S, Eltzschig H.K.
A2B adenosine receptor signaling attenuates acute lung injury
by enhancing alveolar fluid clearance in mice. J Clin Invest
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Fragestellung

Der UNC5b-Rezeptor gehort zur Familie der
neuronalen Guidance-Rezeptoren, die bei der
Steuerung des axonalen Wachstums von zent-
raler Bedeutung sind [1]. Der UNC5b-Rezep-
tor wird in Herz, Lunge, Niere, Leber sowie
hdamatopoetischen Zellen exprimiert [2] und
spielt eine Rolle bei der Leukozyteninvasion
wahrend einer renalen Ischdmie mit nachfol-
gender Reperfusion (IR) [3]. Bisher unbekannt
ist die Rolle des UNC5b-Rezeptors beim Isch-
dmie-Reperfusionsschaden der Leber.

Methodik

Die Tierversuchsgenehmigung des zustdndi-
gen Regierungsprasidiums lag vor. Nach An-
asthesie, Laparotomie und Mobilisation des
Darmes wurde das Ligamentum hepatoduo-
denale der Versuchstiere (Wildtyp (WT)- vs.
UNC5b*-Mduse) dargestellt und die portale
Trias ligiert, was zu einer Ischdmie des medi-
anen und linken Leberlappens fiihrte. Nach
30-mindtiger Ischdmiezeit und 3-stiindiger
Reperfusion wurde das Blut, sowie medianer
und linker Leberlappen der Tiere fir weitere
Analysen gewonnen. Zusitzliche Versuchs-
gruppen beinhalteten die Repression mittels
UNCS5b-siRNA bzw. die funktionelle Blocka-

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

de des UNC5b-Rezeptors durch Antikorperin-
jektion. Zur Ermittlung des Leberschadens
wurde die Laktatdehydrogenase (LDH), Aspar-
tat- (AST) und Alanin- (ALT) Aminotransferase
in U/l im Serum gemessen. Als Maf fiir eine
systemische Entziindungsantwort wurden im
Serum die Zytokinspiegel (ug/ml) von TNF-a
und Interleukin(IL)-6 bestimmt. Die Aktivitat
polymorphkerniger neutrophiler Granulozy-
ten (PMN) wurde mittels Myleoperoxidase
(MPO, U/l) evaluiert sowie das Ausmal’ der
leukozytdren Infiltration durch immunhis-
tochemische Farbung dargestellt und quan-
tifiziert (Leukozyten pro Gesichtsfeld bei
400-facher VergroRerung). Alle Werte sind als
Mittelwert£SEM angegeben, die statistische
Auswertung erfolgte mittels t-Test-Analyse.

Ergebnisse

UNC5b*-Méuse zeigten einen signifikant
reduzierten Schaden nach Leber-IR (LDH
WT 340+44 vs. UNC5b*222+17, ALT WT
175+27 vs. UNC5b*- 86+12, ASTWT 229+33
vs. UNC5b*- 129+11; n=6, alle p<0.05). Dies
war mit einer signifikanten Reduktion der
MPO-Aktivitit (MPO WT 0.118+0.008 vs.
UNC5b*- 0.082+0.001; n=6, p<0.05) in der
Leber der UNC5b*-Mduse und einer redu-
zierten Infiltration neutrophiler Granulozyten
(PMNWT 6.35+0.54 vs. UNC5b*- 3.57+0.17;
n=6, p<0.05) assoziiert. Des Weiteren konn-
ten signifikant reduzierte Zytokinspiegel bei
UNC5b*-Mdusen gemessen werden (TNF-
o WT 16.88+2,49 vs. UNC5b*" 3,07+0.48,
IL-6 WT 468+97 vs. UNC5b*" 194+44; n=6,
p<0.05). Die Injektion des Antikdrpers (UN-
C5b-Ab) fiihrte zu einer signifikanten Redukti-
on der Serumenzyme nach Leber-IR (LDH WT
+ 1gG 420494 vs. WT + UNC5b Ab 16818,
ALT WT + 1gG 98+20 vs. WT + UNC5b Ab
4548, AST WT + IgG 129+22 vs. WT + UN-
C5b Ab 76+6; n=6, p<0.05). Die MPO Aktivi-
tat in der Leber (MPO WT + I1gG 0.106+0.014
vs. WT + UNC5b Ab 0.045+0.006; n=6,
p<0.05) und die Infiltration neutrophiler Gra-
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nulozyten war bei mit UNC5b-Antikérpern
behandelten Mausen signifikant gemindert
(PMN WT + 1gG 3.80+0.58 vs. WT + UNC5b
Ab 2.20+0.006; n=6, p<0.05). Der protektive
Effekt war auch in den Zytokinspiegeln (TNF-
aWT +1gG 12.31£1.08 vs. WT + UNC5b Ab
8,40+0,97, IL-6 WT + I1gG 160+21 vs. UNC5b
Ab 75£13; n=6, p<0.05) nachweisbar. Eine
weitere Bestdtigung der Ergebnisse erbrachte
der in-vivo-Knock-down mittels siRNA. Der
Leberschaden in der siRNA-Gruppe war im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant re-
duziert (LDH WT + ntRNA 365+44 vs. WT
+ UNC5b siRNA 212+30, ALT WT + ntRNA
179+38 vs. WT + UNC5b siRNA 46+3, AST
WT + ntRNA 307+67 vs. WT + UNC5b siR-
NA 73+7; n=4, p<0.05).

Interpretation

Die Inhibition der Wirkung des UNC5b-Re-
zeptors bei heterozygoten UNC5b-Knock-
out-Tieren, mit Antikérpern und durch siRNA
wirkt sich protektiv beim IR-Schaden der
Leber im murinen Modell aus. Dies geht mit
einer verminderten Leukozyteninvasion und
Aktivitdt im betroffenen Lebergewebe einher.

Literatur
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Fragestellung

Die Therapie inflammatorischer Krankheitsbil-
der, wie z.B. der Sepsis, wird haufig durch das
Auftreten einer Glukokortikoidresistenz kom-
pliziert. Prinzipiell wird als mogliche Ursache
fir eine Resistenzentwicklung eine differen-
tielle Expression unterschiedlicher Subtypen
des Glukokortikoidrezeptors (GR) diskutiert:
Aus einem primdren Transkript kénnen die
Splice-Varianten GR-a. und GR-B entstehen
(Abb.1), wobei GR-o. die immunsuppressiven
und antiinflammatorischen Wirkungen ver-
mittelt, wahrend GR-B auf die Aktivitat der o
Form suppressiv wirkt [1,2]. Der molekulare
Mechanismus der differentiellen Expression
ist jedoch véllig ungeklart. Da sich die beiden
Splice-Varianten vorwiegend im 3 "-untransla-
tierten Bereich (3°-UTR) unterscheiden, ware
eine Splice-Varianten-spezifische Regulation
durch Micro-RNAs (miRNAs) denkbar. Die-
se Fragestellung wurde im vorgestellten For-
schungsprojekt untersucht.

Methodik

Mittels bioinformatischer Methoden (Target
Scan) wurde der ausschliellich in der GR-a-
Form exprimierte Teil des 3”-UTRs auf poten-
tielle miRNA-Bindungsstellen hin untersucht.
Von gesunden Probanden (n=6, Blutentnah-
me durch Ethikkommission genehmigt) wurde
RNA aus in vitro mit und ohne Hydrocortison
stimulierten (24 h, anti-CD3/CD28) T-Zellen
(iber magnetische Zellseparation gereinigt)
gewonnen und revers transkribiert. Die Ex-
pressionsraten der miR-124- und der GR-
Splicevarianten wurden mit spezifischen real-
time PCR Assays bestimmt. Der 3-UTR des
GR-a-Gens wurde mittels PCR amplifiziert
und in einen Luciferase-Reporter-Vektor klo-
niert; Kontrollkonstrukte mit deletierten miR-
124-Bindungstellen wurden mittels gerichte-
ter Mutagenese erstellt. Zusdtzlich wurde ein
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mRNA der a- und B-Form des Glukokortikoidrezeptors.

Vektor kloniert, der die entsprechende Vorldu-
fer-miR-124 exprimiert (pmR-miR-124). Beide
Vektorkonstrukte wurden in HEK293-Zellen
co-transfiziert (Elektroporation). Die Lucifera-
se-Aktivitat der verschiedenen Transfektions-
ansdtze wurde luminometrisch quantifiziert.
Die mRNA-Expression der GR-Splice-Vari-
anten nach Transfektion des miR-124-Vektors
in Jurkat-T-Zellen wurde durch real-time-PCR
bestimmt. Die statistische Auswertung erfolg-
te mittels t-test (+ Bonferroni-Korrektur, Dar-
stellung der Werte: MW+SD).

Ergebnisse

Bioinformatische Untersuchungen identifi-
zierten zwei potentielle Bindungsstellen fiir
miR-124 im ausschlieBlich in der a-Form
exprimierten Anteil des GR-3"-UTR (Abb.1).
In humanen T-Zellen konnte die Expression
beider GR-Splice-Varianten und der miR-124
nachgewiesen werden; Inkubation mit Hyd-
rocortison fithrte zu einer erhéhten miR-124-
Expression (Faktor 3.5+2, n=6, p<0.05). In
Zellkultur-Transfektionsexperimenten konnte
gezeigt werden, dass miR-124 tatsachlich die
Expression des GR-a reguliert. Dieser Effekt
wird hauptsdchlich Gber Bindungsstelle 1 des
37-UTR vermittelt: Nur die beiden Vektorkon-
strukte mit erhaltener Bindungsstelle 1 zeigten
eine signifikant reduzierte Luciferase-Aktivitat
(>60%, n=6, p<0.05, Abb.2) im Vergleich zur
Kontrolle (ohne miR-124). Durch Transfekti-
on von Vorlaufer-miR-124 in Jurkat-T-Zellen
konnte die mRNA-Expression von GR-o. um
etwa 30 % vermindert werden (29+5 %, n=5,
p<0.05).

Interpretation

Unsere Experimente identifizieren einen neu-
en, miRNA-vermittelten Mechanismus der
Glukokortikoidresistenz bei T-Zellen: Die Ex-
pression der antiinflammatorisch wirksamen
GR-a-Form unterliegt einer posttranskriptio-
nellen negativen Regulation durch miR-124.
Die Induktion der miR-124-Expression nach
Glukokortikoidbehandlung mit konsekutiver
Reduktion der GR-a-Form legt die Existenz
eines negativen Feedback-Mechanismus in
T-Zellen nahe.
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Fragestellung

Rupturen vulnerabler Plaques sind ursich-
lich fiir Myokardinfarkte. Sphingosin-1-Phos-
phat-Rezeptor (S1PR)-Agonisten wirken im
Mausmodell antiatherogen und stabilisieren
komplexe Plaques durch rasche Reduktion
der Makrophagen (M@)-last [1]. Vulnerable
Plaques sind durch gesteigerte Himoxygena-
se-1 (HO-1)-Expression gekennzeichnet [2].
HO-1 wirkt anti-inflammatorisch und ihre
Induktion fihrt zu einer reduzierten MG-Mi-
gration. Dem Chemo-kin-Rezeptor-7 (CCR7)
wird eine zentrale Rolle fiir den M@-Egress
zugeschrieben [3]. Wir haben in-vitro-Effekte
des unselektiven S1PR-Agonisten FTY720 so-
wie des selektiven STP1-Agonisten AUY954
auf Adhdsions- und Transmigrationseigen-
schaften, sowie auf reverse, baso-apikale
Transmigration von M@ durch einen Endo-
thelzell (EC)-Monolayer untersucht und die
Hypothese getestet, dass STPR-Agonisten
durch Modulation der HO-1-Expression die
CCR7-Expression induziert und so den rever-
sen M@-Egress vermittelt.

Methodik

Peritoneale M@ wurden nach 12 h Inkuba-
tion mit FTY720 (50ng/ml), AUY954 (100ng/
ml) oder Vehikel in einem 30 min Adhasions-
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assay und einem 4 h Transwellfilter-basierten
Transmigratiosassay mit TNFa (10ng/ml, 12h)-
aktivierten EC getestet. In einem modifizier-
ten Assay wurde die reverse Transmigration
von M@ in Gegenwart von AUY954 quantifi-
ziert. Die Expression von CCR7 und HO-1
in peritonealen M@ wurde mittels realtime
rtPCR und FACS bzw. Westernblot nach In-
kubation mit FTY720 oder AUY954 sowie in
Gegenwart des HO-1-Induktors Hamin und
des HO-1-Inhibitors  Zink-Protoporphyrin
(zincPPIX) quantifiziert. 10° peritoneale M@-
eGFP transgener Mduse wurden fiir 12 h mit
10 pg/ml oxidiertem LDL (oxLDL), Hamin, ox-
LDL plus zincPPIX oder Vehikel inkubiert und
nach Genehmigung durch die Tierschutzkom-
mission FTY720 (1ug/g KG per Magensonde)-
oder Vehikel-behandelten C57Bl6/)-Mausen
IP injiziert. Zur Quantifizierung des MO-Eg-
ress wurden eGFP-positive M@ im Blut des
Plexus retroorbitalis, in regionalen Lymph-
knoten sowie in der Peritoneallavage durch-
fluBzytometrisch quantifiziert. Daten wurden
auf Normalverteilung tberpriift, entspre-
chend parametrisch oder nicht parametrisch
auf Signifikanz (p<0,05) getestet und sind als
MittelwerttStandardfehler dargestellt.

Ergebnisse

FTY720 reduziert M@-Adhéasion an aktivierte
EC (1.050+73 vs. 495,1+73; % d. Kontr., Vehi-
kel vs. FTY720, n=7/9, p<0,001) und Transmi-
gration (4.917+518 vs. 1.878 +186; Zellen,
Ve-hikel vs. FTY720, n=7, p<0,01). Der selek-
tive STP1-Agonist zeigt in beiden Assays kei-
ne signifikanten Effekte, wahrend die reverse
M@-Transmigration durch AUY954 induziert
wird (100£5,12 vs.371+55,2; Vehikel vs.
AUY954; % d. Kontr.; n=6-8; p<0,05). HO-1
Expressi-on wird durch STPR-Agonisten auf
RNA (1,0+0,09 vs. 0,49+0,13 vs. 0,5+0,14;
rel. Expressi-on; Vehikel vs. FTY720 vs.
AUY954; n=5/6, p<0,05) und Proteinebene
(1,47+0,17 vs. 0,66+0,15 vs. 0,55+0,19; rel.
Expression; Vehikel vs. FTY720 vs. AUY954;
n=3; p<0,05) reduziert. Ex vivo oxLDL-
Aktivierung von M@ verhindert in vivo ih-
ren Egress aus dem Peritoneum (172+85 vs.
443+53; eGFP pos./10° Zellen; Kontr. vs. ox-
LDL; n=3/4; p<0,05). FTY720 induziert den
Egress von oxLDL-M@ aus dem Peritoneum
(385,5+42,5 vs. 92,5+39,8; eGFP pos./10°
Zellen; Vehikel vs. FTY720; n=11/8) ins Blut
(11,4 vs. 54,1; eGFP pos./10° Zellen; Vehikel
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vs. FTY720; n=9/8; p<0,05) und in regionale
Lymphknoten (100+25 vs. 1415+569; eGFP
pos. Zellen/% der Kontr.; Vehikel vs. FTY720;
n=9/8; p<0,05). Nach HO-1-Induktion mittels
Hadmin verbleiben oxLDL-M@ im Peritoneum
(436+221; eGFP pos./10° Zellen). Egress in
die Blutbahn (3,5+2,4; eGFP pos./10° Zel-
len) und in Lymphknoten (60+19; eGFP pos.
Zellen/% der Kontrolle) unterscheidet sich
im Umfang nicht von Vehikel-behandelten
Tieren (jeweils p=n.s. vs. Vehikel). Der HO-
1-Inhibitor zincPPIX induziert Egress von
oxLDL-M@ aus dem Peritoneum (82,1+52,5;
eGFP pos./10° Zellen; n=4; p<0.05 vs. Vehi-
kel) ins Blut (24,5+10,6; eGFP pos./10° Zel-
len) und in Lymphknoten (552+134; eGFP-
pos. Zellen/% der Kontrolle, n=4; p=n.s. vs.
FTY720). STPR-Agonisten und Hamin indu-
zieren CCR7-mRNA (1,0+0,04 vs. 1,7+0,3 vs.
3,3+0,7 vs. 6,6+0,5; rel. Expression; Ve-hikel
vs. FTY720 vs. AUY954 vs. Hamin; n=4-7,
p<0,05). DurchfluBzytometrisch vergroRert
sich die CCR7-pos. Population nach oxLDL-
Aktivierung (61,7+8,2 vs. 89,3+5,5; % d.
Popu-lation; Vehikel vs. oxLDL; n=4, p<0.05).
Weder Hamin noch STPR-Agonisten induzie-
ren die CCR7-Proteinexpression in ruhenden
oder oxLDL-aktivierten M@ (n=3; p=n.s.).

Interpretation

S1P-Rezeptor-Agonisten induzieren in vitro
die reverse Transmigration von M@ iber ei-
nen EC-Monolayer und antagonisieren den
oxLDL-induzierten M@-Arrest in vivo. Fiir
den in vivo beobachteten S1PR-abhdngigen
M@-Egress spielt CCR7 eine untergeordnete
Rolle. STP, Agonisten induzieren HO1-ab-
hangig MO-Egress (iber einen zu CCR7 alter-
nativen Signalweg.
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Fragestellung

Fir verschiedene TLR-Liganden (LPS, LTA)
konnte gezeigt werden, dass die systemische
Applikation vor einem Ischamie/Reperfusion-
Ereignis (I/R) im Herzen das Ausmal$ der Scha-
digung verringern kann (Prakonditionierung).

Aufgrund des Nebenwirkungsspektrums ist
die Anwendung von z.B. LPS in der Klinik
eher ungeeignet. Im Gegensatz dazu befin-
den sich synthetische Oligonukleotide (CpG-
ODN) zur Behandlung bestimmter Erkrankun-
gen bereits in klinischer Erprobung (Adjuvans
eines Hepatitis-B Impfstoffes). Die Erkennung
von bakterieller DNA/synthetischen Oligonu-
kleotiden (CpG-ODN) erfolgt via Toll-Like-
Rezeptor 9 (TLR9) [1]. TLR9 selbst wurde in
verschiedenen parenchymatdsen Organen
einschlieBlich Myokard nachgewiesen [2,3].
Inwiefern synthetische TLR9-Liganden einen
kardialen I/R-Schaden modulieren kénnen ist
bisher nicht bekannt. Ziel dieser Studie war es
daher, den Einfluss von CpG-ODN auf einen
kardialen I/R-Schaden in Abhéngigkeit von
TLR9 zu untersuchen.

Methodik

Zur Induktion eines kardialen Ischdmie/Reper-
fusions-Schadens wurde bei 10-12 Wochen
alten méannlichen Wildtyp (WT)- und TLR9-
defizienten (TLR-D) Mausen nach medianer
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Thorakotomie ein Faden um die linke Koro-
nararterie (LAD) geflihrt. Nach einer 7-tagi-
gen Erholungsphase erfolgte die intraperito-
neale Gabe von D-Galaktosamin (200mg/
kgKG) sowie verschiedener CpG-Oligonuk-
leotide (1668-, 1612-, H154-Thioat, jeweils
5 nmol). 1668-Thioat besitzt stimulatorische
Eigenschaften, wohingegen 1612- und H154-
Thioat als Kontrolle dienten. Nach weiteren
16 h wurde unter EKG-Kontrolle eine ein-
stiindige kardiale Ischdmie durch eine rever-
sible Ligatur der LAD erzeugt. Nach einer
24-stiindigen Reperfusionsphase wurde die
HerzinfarktgrofRe (IA) histologisch mittels
TTC-Farbung dargestellt und anschliellend
planimetrisch vermessen. Zusatzlich wurde
das Troponin-T als ein Marker fiir das Ausmal’
der Myokardschéddigung im Serum bestimmt
(CARDIAC READER® Fa. Roche). Um den
modulierenden Einfluss der Inflammation auf
die IA zu analysieren, wurde mittels qRT-PCR
die mRNA-Expression verschiedener TLR und
Entziindungsmediatoren zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Stimulation (2, 4, 6 und 16
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h) und im Verlauf der Reperfusion (0.30 und
3 h nach Infarkt) untersucht. Die statistische
Auswertung der InfarktgroBen erfolgte mit
Student’s t-Test und die Auswertung der Zyto-
kinanalyse mit einem 2-Weg-Anova und einer
Bonferroni  post-hoc-Analyse  (signifikanter
Unterschied: p<0.05).

Ergebnisse

In der Kontrollgruppe (KG) betrug die
IA 35,342,9 % der Area at Risk (AAR).
Eine 16-stindige Prdkonditionierung mit
1668-Thioat fiihrte zu einer Reduktion der IA
umca.70% auf8,2+1,9 %, (n=10, p<0,0001).
Die beiden Kontroll-DNA-Sequenzen zeigten
keine prakonditionierende Wirkung; die IA
in diesen Gruppen lag bei 39,3+5,2 % fir
1612-Thioat-(n=11,p=0,5244)und33,25+3,5
% fur H154-Thioat (n=7, p=0,6478). D-Gal
allein zeigte ebenfalls keine Verdnderung
der IA im Vergleich zur KG (37,2+5,4 %,
n=4 vs 35,8+2,9 % n=10, p=0,7590). Wah-
rend die Tiere der Kontrollgruppe nach IR
einen durchschnittlichen Troponin T-Wert von
6,6+0,9 ng/ml(n=11) aufwiesen, lag er bei
den Tieren mit einer 1668-Thioat Vorbehand-
lung (5 nmol) bei 2,2+0,6 ng/ml(n=10) und
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Fragestellung

Eine akute Entziindungsreaktion ist begleitet
von einer Extravasation und Infiltration von
Leukozyten in das betroffene Gewebeareal
und wird vor allem durch Chemokine ge-
steuert [1,2]. Neuronale Guidance Proteine
(NGP), die das axonale Wachstum im Zent-
ralnervensystem steuern, konnen ebenfalls
die leukozytire Migration beeinflussen [3].
Die Funktion der Zielrezeptoren der NGP
wiéhrend einer akuten Entziindungsreaktion
ist weitgehend unbekannt. Wir untersuchten
in der vorliegenden Arbeit, welche Rolle der
Neogeninrezeptor als einer dieser Zielre-
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war somit signifikant niedriger als in der KG
(p<0,001). 1668-Thioat fiihrte im Vergleich
zu den Kontrolloligonukleotiden zu einem
signifikanten Anstieg der mRNA-Expression
von TLR2 zum Zeitpunkt 2 h nach Stimula-
tion (0,7+0,2 als KG vs. 8,4+2,8 fir 1668,
n=6, p<0,0001), verschiedener inflammato-
rischer Zytokine; (TNFa: 2,4+0,4 als KG vs.
102,8+11,8 fir 1668, n=5, p<0.05; IL-1f:
1,4+0,1 als Kontrolle vs. 34,7+6,4 flr 1668,
n=5, p=0,017; IL-6: 4,4+2,1 als KG vs.
140,1+36,9 fir 1668, n=5, p<0.05, sowie
des antiinflammatorischen Zytokins Interleu-
kin IL-10 (2,6+0,8 als KG vs. 223,4+59,7 fir
1668, n=6, p<0.05 zum Zeitpunkt 16 h nach
1668-Applikation). Die Untersuchung der
Zytokinexpression wéhrend der Reperfusion
zeigte eine Erhdhung der Expression der TLR
2 und 9 (3,8+0,9 als KG vs. 7,1+1,7 fiir 1668,
n=5, p=0,1385 fir TLR 2; 5,1+0,7 als KG vs.
30,6+7,2 fiir 1668, n=5, p<0.05 fiir TLR9 zum
Zeitpunkt 3 h nach Infarkt), der proinflamm-
atorischen Zytokine TNFo und IL-6 (22,2£5,4
als KG vs. 57,1+12,8 fiir 1668, n=5, p<0.05
fir TNFo; 133,0+32,3 als KG vs. 341,8+76,7
fir 1668, n=5, p<0,05 fiir IL-6 zum Zeitpunkt
3 h nach Infarkt). Die Auswertung der IL-10
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Expression im Verlauf der Reperfusion zeigte
eine deutliche Erhohung (45,8+14,0 als KG
vs. 1.042+331,6 fiir 1.668, n=5, p<0.05 fiir
den Zeitpunkt 3 h nach Infarkt). In TLR9-D-
Tieren konnte durch eine Vorbehandlung mit
1.668-Thioat keine signifikante Reduktion der
IA erzielt werden. Ein Anstieg der TLR- und
Zytokinexpression war ebenfalls nicht nach-
weisbar.

Interpretation

In vorliegendem I/R-Modell fiihrte eine Pra-
konditionierung mit dem stimulatorischen
Oligonukleotid 1.668-Thioat zu einer TLR9-
abhdngigen Verminderung des kardialen
Ischdmie/Reperfusions-Schadens.  Insbeson-
dere scheint eine frithe inflammatorische Ant-
wort wesentlich fiir die Reduktion der Infarkt-
grofle mitverantwortlich zu sein.
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Nach Induktion eines mechanischen Lungenschadens durch Uberdruckbeatmung (15mbar bzw.
45mbar) fiir 3 Stunden in WT und Neol”- Mausen wurde eine bronchoalveoldre Lavage (BAL)
entnommen und a.) die Zellzahl (x10°) in der BAL und b.) die Konzentration von TNF-a (pg/ml)

bestimmt (n=7 / Gruppe, *p<0.05, ***p<0.001).

zeptoren beim experimentell induzierten in-
flammatorischen Lungenschaden spielt.

Methodik

Die Tierversuchsgenehmigung des zustindi-
gen Regierungsprasidiums lag vor. Die Ex-
pression von Neogenin auf Leukozyten wurde
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Hu-
mane Mikrovaskulare Endothelzellen (HMEC-
1) und die alveolare Epithelzelllinie A549
wurden mit pro-inflammatorischen Zytokinen

stimuliert und die Neogenin-Expression durch
Rt-PCR, Immunhistochemie und Luziferase-
Assay gemessen. Die Rolle von Neogenin
auf die Migration neutrophiler Granulozy-
ten wurde mittels Chemotaxis (fMLP 10ng/
ml) untersucht. Durch Neogeninrepression
(mittels siRNA) oder Uberexpression (mittels
CMV-basiertem Vektor) wurde der Einfluss auf
die mikrovaskuldre Permeabilitit ermittelt.
In-vivo wurde bei Wildtyp-Médusen (WT; +/-
Neogenin-Antikorper  Injektion), Neogenin-
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Knockout-Mausen (Neol1”) und chiméaren
Méiusen mittels Uberdruckbeatmung (15 mbar
oder 45 mbar; je n=7 fir 3 Stunden) ein me-
chanischer Lungenschaden (VILI = ventilator
induced lung injury) induziert. Eine bron-
choalveoldre Lavage (BAL) wurde zur Mes-
sung der Myeloperoxidase (MPO) -Aktivitat,
der Proteinkonzentration, der Konzentration
von TNF-a, Interleukin (IL)-6, IL-18 und IL-8
vorgenommen. Histologische Schnitte des
Lungengewebes wurden angefertigt und un-
tersucht. Die Daten wurden mittels Student’s
t-test und ANOVA evaluiert.

Ergebnisse

Neogenin-positive Leukozyten zeigten sich
vermehrt in der BAL nach Induktion des
Lungenschadens. Die  Neogeninexpressi-
on war im Lungengewebe verstarkt. Auch
in-vitro zeigte sich in HMEC-1- und A549-
Zellen nach Stimulation mit TNF-a und
IL-6 eine signifikant erh6hte Expression von
Neogenin-mRNA sowie ein gesteigertes im-
munhistochemisches Neogenin-Signal und
der Luziferase-Aktivitdit. Durch Blockade
des Neogeninrezeptors mittels Antikorper
wurde in einem Transmigrationsassay die

Migration neutrophiler Granulozyten signifi-
kant gehemmt (HMEC 0,59 + 0,07fach; A549
0,45+0,05fach). Die Repression der Neoge-
ninexpression (siRNA) oder Uberexpression
(PCMV-NEOT1) zeigten keinen Einfluss auf den
parazelluldren Flux. In-vivo fiihrte die Indukti-
on eines VILI bei Neo1”-Mausen im Vergleich
zu Kontrolltieren zu einer signifikanten Re-
duktion der Zellzahl in der BAL (x10% WT 45
mbar 2,92+0,4; Neol” 45 mbar 1,23+0,24,
p<0,05; Abb. 1) der MPO-Aktivitdt (OD 405;
WT 45 mbar 1,59+0,04; Neol” 45 mbar
0,40+0,07, p<0,05) und dem Proteingehalt
(mg/ml; WT 45 mbar 0,98+0,15; Neol” 45
mbar 0,59+0,03, p<0,05). Auch die Konzen-
tration der Zytokine war in Neo1”-Mdausen im
Vergleich zu WT-Tieren signifikant reduziert
(pg/ml; TNF-ae WT 45 mbar 113+27; Neol”
45 mbar 67+8, p<0,05; Abb. 1). Die histolo-
gische Beurteilung des Lungengewebes besta-
tigte die verminderte Entziindungsreaktion bei
Neo1”-Mdusen. Bei WT-Tieren wurde durch
Blockade des Neogenin-Rezeptors mittels
Antikorper die Entziindungsreaktion im Lun-
gengewebe signifikant reduziert. In chiméaren
Mausen fand sich eine signifikante Reduktion
des Lungenschadens in der Gruppe mit ha-
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matopoetischem Neol”-Phadnotyp (Zellzahl
x10° 45 mbar hdmatopoetisch WT 2,9+0,2
hdamatopoetisch Neo1” 1,7+0,3; TNF-a pg/
ml: hdmatopoetisch WT 146+57, hdmatopo-
etisch Neo1” 87+17)

Interpretation

Der Neogeninrezeptor wirkt als pro-inflamm-
atorischer Stimulus beim experimentell indu-
zierten VILL. Eine mafgebliche Rolle spielt
dabei die hdmatopoetische Komponente der
Neogeninexpression. Durch Blockade des
Neogeninrezeptors wird die inflammatori-
sche Reaktion im Lungengewebe signifikant
reduziert.
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Etomidat aktiviert nozizeptive Neu-
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Fragestellung

Andsthetika konnen pronozizeptive , Transient
receptor potential (TRP)“-Kandle in nozizepti-
ven Neuronen aktivieren. So ist der Injektions-
schmerz durch Propofol und die Reizung der
Atemwege durch volatile Andsthetika auf die
Aktivierung von TRPAT (TRP-,Ankyrin“-Fami-
lie, Mitglied 1) und TRPV1 (TRP-,Vanilloid“-
Familie, Mitglied 1) zurlckzufiihren [1,2].
TRPV1 wird durch Hitze (>42°C) und zahlrei-
che endogene und exogene Substanzen akti-
viert und ist verantwortlich fiir die thermische
Hyperalgesie bei Entziindung. TRPAT gilt als
Detektor multipler endogener und exogener
algogener Substanzen oder Irritantien wie
Senf6l, Acrolein oder Prostaglandine und ist
verantwortlich fir die Bradykinin-induzierte
Hyperalgesie sowie die Kalte-Hyperalgesie
bei Entziindung oder Neuropathie. Substan-
zen wie Acrolein aktivieren TRPA1 durch ko-
valente Modifikation reaktiver Cystein-Reste
[3]. Auch Etomidat kann bei intravenoser
Injektion lokale Schmerzen verursachen. Ziel
dieser Studie war zu untersuchen, ob — und
wenn ja welche — TRP-Kandle nozizeptiver
Neurone durch Etomidat aktiviert werden und
auf welchen molekularen Mechanismen eine
Aktivierung beruht.

Methodik

Humane (h) oder murine (m) TRPAT1- so-
wie TRPV1-, TRPV2-, TRPV3-, TRPV4- oder
TRPM8  (TRP-,Melastatin“-Familie, ~ Mit-
glied 8)- Kanile der Ratte wurden hetero-
log in HEK293t-Zellen exprimiert und mit
der Whole-Cell-Konfiguration der Patch-
Clamp-Technik untersucht. Wildtyp (WT)-
C57BL/6-Mduse, TRPA1- bzw. TRPAT/TRPV1-
Knockout-Mduse wurden zur Entnahme von
Spinalganglienzellen (DRGs) oder peripheren
Nerven mit CO, getétet (Haltung und Tétung
gemdl TierSchG). In kultivierten DRGs dieser
Tiere wurde der Anstieg der intrazelluldren
Ca**-Konzentration [Ca’*], mittels der Ca®*-
Imaging-Technik gemessen. Mit Hilfe eines
ELISA wurde die Etomidat-vermittelte Aus-
schiittung von Calcitonin Gene-related Pepti-

T
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(A) 300 uM Etomidat induziert einen Anstieg der [Ca*], in DRGs von WT, nicht aber von
TRPAT1-Knockout-Mausen. Etomidat, GABA, Senfol (AITC) oder Capsaicin wurden fiir 30, 30, 20
bzw. 10 s appliziert. Die Abbildung zeigt die gemittelten Antworten+Standardfehler (n=50 Zellen

fir C57/BL6 bzw. n=616 Zellen fiir TRPA1-/-).

(B) Etomidat induziert Einwartsstrome in HEK293t-Zellen mit mTRPA1. Zellen wurden bei einem
Haltepotential V, von -60 mV gehalten und Etomidat bis zum Erreichen des Steady-state appliziert.

Es wurde nur eine Konzentration pro Zelle getestet.

(C) Die Stromantwort auf Etomidat ist in der Mutante hTRPA1-C621S/C641S/C665S im Vergleich
zum WT signifikant verringert (n=13). 100 uM Etomidat wurde bei V,=-60 mV bis zum Erreichen

des Steady-state appliziert.

de (CGRP) aus dem N. ischiadicus bestimmt.
Die statistische Auswertung erfolgte bei Nor-
malverteilung mit einem t-Test nach Student,
lag keine Normalverteilung vor, so wurde ein
Mann-Whitney-U-Test verwendet, p <0,05
wurde als signifikant angesehen.

Ergebnisse

Die Applikation von 30 uM, 100 pM, 300 pM,
1.000 pM bzw. 2.500 pM Etomidat (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) fihrte zu Einwartsstro-
men durch mTRPA1 von (MittelwertSEM)
0+0 pA (n=5), 10027 pA (n=13), 32233 pA
(n=17),1.182+178 pA (n=15) und 1.134+308
pA (n=6, Abb. 1B). Durch Anpassung der Da-
ten an eine Hill-Funktion ergab sich eine EC,;
von 379455 pM. Entsprechende Experimen-
te mit hTRPAT zeigten einen biphasischen
Verlauf der Stromantworten mit einem EC, -
Wert fiir die erste Sigmoidale von 77+2 pM.
TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4 und TRPM38
wurden durch Etomidat nicht aktiviert. Die
Stromantwort auf 300 pM Etomidat konnte
durch den selektiven TRPA1-Rezeptor-Ant-
agonisten AP-18 (50pM) gehemmt werden
(96,4+3,2 %, n=5). 300 pM Etomidat (klini-
sche Zubereitung: 2 mg/ml=8,2 mM) indu-
zierte einen Anstieg der [Ca*], in Senfdl- und
Capsaicin-sensiblen WT-DRGs, nicht aber in
DRGs von TRPA1-Knockout-Mausen (Abb.
1A). Die durch Etomidat vermittelte Aktivie-
rung von GABA,-Rezeptoren in DRGs, die
fir die Aktivierung peripherer sensorischer

Neurone keine Rolle spielt, wurde in diesen
Experimenten durch den selektiven GABA,-
Rezeptor-Antagonisten Picrotoxin (100pM)
blockiert. 8 mM Etomidat induzierte eine si-
gnifikante CGRP-Ausschiittung aus dem N.
ischiadicus von WT-, nicht aber von TRPA1/
TRPV1-Knockout-Mdusen.  Die  Acrolein-
insensible Mutante hTRPA1-C621S/C641S/
C665S zeigte bei Applikation von 100 uM
Etomidat signifikant reduzierte Einwartsstro-
me im Vergleich zum WT (65+24 pA bzw.
1.709+323 pA; p <0,01, Abb. 1C).

Interpretation

Etomidat ist ein potenter Agonist von TRPAT,
fihrt zur Aktivierung nozizeptiver Neurone
und Ausschiittung von CGRP. Die Aktivierung
wird durch reaktive Cystein-Reste des Proteins
vermittelt. Die Aktivierung von TRPAT konnte
dem Injektionsschmerz wassriger Etomidat-
Losung zu Grunde liegen und zu einer Modu-
lation des nozizeptiven Systems fiihren.
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Fragestellung

S. pneumoniae verursacht schwere Pneumo-
nien, einhergehend mit der Ausbildung von
Lungenddemen und Atelektasen. Purinrezep-
toren konnen diese Vorgédnge tber ihre Wir-
kung am epithelialen Natriumkanal ENaC,
der die alveoldre Flissigkeitsriickresorption
reguliert [1], sowie Uber die Steuerung der
Surfactantsekretion beeinflussen. Es werden
zwei Gruppen von Purinrezeptoren unter-
schieden: die lonenkanal-gekoppelten P2X-
Rezeptoren bewirken einen extrazelluldren
Einstrom von Calcium (Ca?*), die G-Protein
gekoppelten P2Y-Rezeptoren vermitteln eine
Ca*-Freisetzung aus intrazelluldren Spei-
chern. Es wurde untersucht, ob S.pneumoniae
bzw. seine Virulenzfaktoren Pneumolysin und
Polysaccharidkapsel die Purinrezeptor-ver-
mittelte Ca**-Signaltransduktion in Alveolare-
pithelzellen beeinflussen.

Methodik

Die zelluldre Expression der Purinrezeptor-
subtypen auf Alveolarepithelzellen wurde
mittels RT-PCR und Western Blot charakteri-
siert. Funktionell wurden die Purinrezeptor-
subtypen mit Hilfe folgender Agonisten unter-
sucht [2]: ATP (10 pM; P2X, P2Y), UTP (100
pM; P2Y,, ), BZATP (100 pM; P2X,, P2Y,)
a,B-MeATP (100 pM; P2X), Adenosin (100
pM, P1). Zur Uberpriifung des extrazelluldren
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Ca**-Einstroms wurde ATP unter Ca**-freien
Bedingungen appliziert, hingegen wurde zur
Untersuchung der internen Ca**-Freisetzung
ATP nach Vorbehandlung mit Thapsigargin
(5uM), einem Inhibitor der Ca**-Pumpe des
endoplasmatischen Retikulums, zugegeben.
Durch einen siRNA-knockdown konnte der
fir das purinerge Calciumsignal verantwortli-
che Rezeptor identifiziert werden. Alveolare-
pithelzellen Typ I (AT 1, R3/1 [3]) und Typ II
(AT Il, A549) wurden mit 100 CFU / Zelle S.
pneumoniae D39 (Wildtyp), D39Acps (kap-
seldefiziente Variante), sowie D39Aply (pneu-
molysindefiziente Variante) 2 h inkubiert. Die
Bestimmung der zytosolischen Ca?*-Konzent-
ration ([Caz*]zyt) erfolgte durch Ratio-Imaging
von Fura-2-beladenen Zellen. Die Daten sind
als MW=SE angegeben und mittels Varianz-
analyse nach Dunn’s und Signed Rank-Test
auf Signifikanz gepriift.

Ergebnisse

In AT | erfolgte der Nachweis der Purinrezep-
torsubtypen P2Y , P2Y, und P2Y, auf mRNA-,
sowie von P2Y, und P2Y, auf Proteinebene.
In AT II konnten P2Y, und P2Y, Rezeptoren
auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen
werden. Die Stimulation mit ATP fiihrte bei
AT 1 und Il zu einem Anstieg von [Caz*]zy[ (AT
I: Baseline (BL) 0,3+0,06 UM, ATP 9527 uM,
n=6; AT Il: BL 0,1+0,01 pM, ATP 6,7+5 uM,
n=9, p<0,05). Auch in Ca**-freier Umgebung
bewirkte ATP in beiden Zelltypen einen An-
stieg von [Caz*]zyt, der sich nicht von dem in
unter Kontrollbedingungen durchgefiihrten
Versuchen unterschied. Nach vorheriger Be-
handlung der Zellen mit Thapsigargin in Ca*-
haltiger Umgebung blieb der ATP-vermittelte
[Caz*]m—Anstieg aus. o,B-MeATP und BzATP
erhohten [Caz*]Zyt weder bei AT | noch Il im
Vergleich zum Ausgangsniveau, ebenso ver-
hielt es sich mit Adenosin. Die vorherige In-
kubation der AT | und Il mit S.pneumoniae
D39Acps blockierte den ATP-vermittelten
[Caz*]zy‘—Anstieg (AT I: BL 0,2+0,02 pM, ATP
0,3+0,08 uM, n=6; AT Il: BL 0,1+0,01 pM,
ATP 0,2+0,05 pM, n=6), gleiches konnte
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auch nach der Inkubation mit S.pneumoniae
D39 beobachtet werden. UTP fiihrte ebenfalls
zu keiner Calciumantwort mehr. Dabei unter-
schieden sich D39 und D39Acps nicht. Nach
Inkubation mit D39Aply konnte mit ATP ein
[Ca**]  -Anstieg im Vergleich zum Ausgangs-
niveau ausgelost werden (AT I: BL 0,1+0,04
pM, ATP 2625 pM, n=5; AT II: BL 0,08+0,01
pM, ATP 0,2+0,08 pM, n=7, p<0,05). Isolier-
tes Pneumolysin verdnderte den [Caz*]m—/-\n—
stieg in AT | und Il nach ATP im Vergleich zu
Kontrollbedingungen nicht.

Interpretation

Nach Typisierung der Purinrezeptorexpressi-
on auf Alveolarepithelzellen kommen wir zu
dem Schluss, dass der Ca?*-Anstieg auf ATP in
AT I'und Il durch P2Y - und/oder P2Y -Rezep-
toren vermittelt wird. Gleichzeitig konnten
wir erstmals nachweisen, dass S. pneumoniae
purinerge Signaltransduktionswege in Alveo-
larepithelzellen Typ | und Il direkt inhibiert.
Dieser Effekt tritt bei S. pneumoniae mit und
ohne Polysaccharidkapsel gleichermafen auf,
ist aber an die Anwesenheit von Pneumolysin
gebunden. Dabei fiihrt Pneumolysin isoliert
nicht zu einer Inhibition des Ca**-Signals, so-
dass an dieser Interaktion noch weitere bakte-
rielle Strukturen beteiligt sein miissen. Inwie-
fern S.pneumoniae und Pneumolysin tber
eine Interaktion mit purinergen Signaltrans-
duktionswegen an der Entstehung von Lun-
genddem und Atelektasen im Rahmen einer
Pneumonie beteiligt sind und welche thera-
peutischen Ansétze sich daraus ergeben, wird
Gegenstand zukiinftiger Experimente sein.
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Fragestellung

Das friihe Lungentransplantatversagen ist
durch das Auftreten eines Gewebsodems,
aufgrund einer Schadigung der Endothelkoha-
renz charakterisiert. Hierbei nimmt der durch
den Transkriptionsfaktor Hypoxia Inducible
Factor (HIF)-1 induzierte Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF)-A eine zentrale Stel-
lung ein. Generell kann man sagen, dass HIF-
1 eine Vielzahl an Genen induziert, welche
das zelluldre Milieu und die Grundversorgung
aufrechterhalten sollen. Einige Regulierungs-
mechanismen sind jedoch unter den kontrol-
lierten Bedingungen der Transplantation nicht
erwiinscht und hier deutet alles darauf hin,
dass vor allem die durch HIF-1 hochregulierte
VEGF-A-Expression sich negativ auf das Out-
come nach Transplantationen auswirken kann
[1-3]. Wir untersuchten in der vorliegenden
Arbeit den Effekt einer VEGF-A-Reduktion in
einem orthotopen Modell der Lungentrans-
plantation bei der Ratte.

Methodik

Fiir die durch die zustdndige Behorde geneh-
migten Tierversuche ergab die Poweranalyse
eine Gruppengrofe von n=12. Eine statistische
Evaluierung mittels ANOVA und Student’s t-
Test bei Erreichen von 50 % des Kontingents
wurde durchgefiihrt. Fiir die Versuche wur-
den 225-250g schwere mannliche Sprague-
Dawley-Ratten verwendet. Die Wirkung des
HIF-1-Inhibitors Deguelin wurde in einem Pi-
lotversuch in vivo tberprift. Hierfir wurden
Ratten, mit und ohne Deguelin-Vorbehand-
lung (4 mg/kg KG fir 3 Tage; n=6/Gruppe)
die Lungen entnommen und anschlieBend 1
h bei 37°C unter Ischdmie belassen. Die Ge-
nexpression wurde mittels RT-PCR tberpriift
und mit nativen Lungen verglichen. Um zu
zeigen, dass eine orale Deguelin-Gabe auch
in vivo ein Reperfusionsédem verhindert und
somit einen Uberlebensvorteil bietet, wur-
de das Modell der orthotopen unilateralen
Lungentransplantation bei der Ratte verwen-
det. Hierbei wurde die intubierte und druck-
kontrolliert-beatmete (Isoflurane 1,5 Vol%,
Pmax=25 mbar, AF=80/min) Ratte links-an-
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Nach erfolgter Transplantation war das
Odem signifikant niedriger in Deguelin
behandelten Tieren. (n=6/ Gruppe;
p=0.0008).

terolateraler thorakotomiert und die Lunge
freigelegt. Nach selektiver Ligatur von Arterie,
Bronchus und Vene wurden diese lungennah
inzidiert. Die vorbereitete und entsprechend
vorbehandelte Spenderlunge wurde dann
mittels ,cuff-sleeve”-Technik anastomosiert.
Danach wurden sukzessive Venen-, Arterien-
und Bronchusligatur ertffnet und bei korrek-
ten Perfusions- und Ventilationsverhéltnissen
die Empfangerlunge entfernt und der Thorax
schichtweise verschlossen. Die Nachbeob-
achtung ging tber 48 h nach Transplantation.
Deguelin wurde den Tieren noch 2 Tage nach
der Transplantation verabreicht. Die Lungen
der Deguelin-Gruppe (n=6) wurden mittels
Ringerl6sung perfundiert. Jene der Perfadex-
Gruppe (n=6) mittels der Standard-Perfusions-
[6sung Perfadex.

Ergebnisse

Durch die Ischdmie wird das durch HIF-
1 induzierte Gen VEGF-A gegeniiber der
Basisexpression von 125,00+15,36  auf
272,30+56,25  signifikant  hochreguliert
(p=0.0338). Oral verabreichter HIF-1-Inhibitor
Deguelin unterdriickt erfolgreich die Hochre-
gulation von VEGF-A-mRNA (86,00+22,38;
p=0.0042) wahrend der warmen Ischdmie.
Im Transplantationsmodell zeigte sich, dass
Deguelin das Reperfusionsédem alleine sig-
nifikant erniedrigen kann (Abb.1). Tiere wel-
che Lungen erhielten die mit Deguelin vor
und nach Transplantation behandelt wurden,
zeigten einen signifikant niedrigen Wasser-
gehalt (10,19+0,01) gegeniiber Tieren wel-
che Lungen erhielten die mittels Perfadex
(10,59+0,08; p=0,0008) perfundiert wurden.
Im Beobachtungsverlauf, konnten wir zeigen,
dass die Tiere mit Deguelin einen deutlichen
Uberlebensvorteil innerhalb der ersten 48
Stunden nach Transplantation haben. Das
mittlere Uberleben der Deguelin-behandel-
ten Tiere betrug mit 100 % Uberlebenden
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Dies fiihrte zu einem signifikanten
Uberlebensvorteil fiir die Tiere unter
Deguelin Behandlung (n=6/Gruppe;
p=0.01). Abb: MW+SEM.

48,00+0,00 Stunden und jenes der Perfadex-
behandelten Tiere mit 33,3 % Uberlebenden
17,42+9,67 Stunden und war somit signifi-
kant unterschiedlich (p=0.01) (Abb.2).

Interpretation

Der Transkriptionsfaktor HIF-1 bewirkt unter
Ischamiebedingungen die Induktion einer
Vielzahl an Genen, unter anderem VEGF-A,
welches die Permeabilitit von Blutgefifen
erhoht. Durch die Blockade VEGF-A wird
die Entstehung eines Reperfusionsédems in
der Lunge nach Transplantation verhindert.
Durch den verminderten Wassergehalt in der
transplantierten Lunge, ist die Organfunktion
verbessert und bietet somit einen Uberlebens-
vorteil.
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Fragestellung

Die Langzeitprognose sowie der Grad der
Herzinsuffizienz nach einem Myokardinfarkt
sind abhdngig von dem Ausmal des initia-
len myokardialen Schadens und den davon
abhéngigen pathologischen Remodelingvor-
gangen. Fur die akute Phase konnte nach-

gewiesen werden, dass Xenon und Isofluran
den initialen Myokardschaden nach einer
transienten Ischdmie sowie die resultierende
Funktionsstdrung reduzieren [1]. Unbekannt
ist jedoch, wie sich diese myokardprotektiven
Effekte im Langzeitverlauf auf das kardiale
Remodelling und die Funktion auswirken.

Methodik

Mit der Zustimmung der ortlichenTierschutz-
kommission wurden 46 mannliche Sprague-
Dawley-Ratten (350-420 g) unter Ketamin-
S-Narkose (200 mg/kg i.p.) untersucht. Nach
dem Vorlegen einer Ligatur um den R. inter-
ventricularis anterior der linken Koronararte-
rie, erfolgte die randomisierte Zuordnung der
Tiere zu den vier Versuchsgruppen vor Beginn
der 1-stiindigen Ischdmie.

Die Kontroll- (n=12) und die Shamgruppe
(n=10) erhielten weiterhin bei Bedarf 50
mg/kg S-Ketamin i.p., wahrend die Isofluran-
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(n=12) und Xenongruppe (n=12) mit jeweils
0,43 MAC (entsprechend 0,6 bzw. 70 Vol%)
des Gases beatmet wurden. Das Ausmal des
initialen Myokardschadens wurde anhand
der Messung von Troponin T (TnT) aus dem
Serum und echokardiographischer Messung
der radialen globalen Deformations- (Strain)
Rate (GSr) bestimmt [2] (Abb.1, Tag 0). Vier
Wochen nach Induktion des Myokardinfark-
tes wurde in erneuter Ketamin-Narkose die
Myokardfunktion anhand von Druck-Volu-
men-Diagrammen  (Conductance-Katheter)
und dem Brain-Natriuretischen-Peptid (BNP)-
Spiegel im Serum beschrieben. Das kardiale
Remodelling wurde mit Hilfe des Herzge-
wichtes bezogen auf die Tibialinge, dem
Grad der Hypertrophie (posteriore Wanddi-
cke) und Dilatation (Verhdltnis von Cavum-
zu Muskelquerschnittsflache), dem Ausmal’
der Fibrose in der Perinfarktregion (Picrosirus-
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Red-Farbung, Kollagen-lll-Expression) und
dem Verhiltnis der Expression von a-MHC
(Myosin Heavy Chain) zu -MHC mittels rt-
PCR quantifiziert (Abb.2, Tag 28).

Ergebnisse

Der initiale Myokardschaden wurde durch
Isofluran und Xenon gleichermafien im Ver-
haltnis zur unbehandelten Kontrollgruppe re-
duziert. Die Troponin-Serumspiegel wurden
um 38 % in der Isofluran- bzw. um 31 % in der
Xenongruppe reduziert. Ebenso konnte echo-
kardiographisch eine geringere Beeintrachti-
gung der globalen linksventrikuldren Funkti-
on (GSr) gemessen werden. Diese war auch
nach vier Wochen anhand niedrigerer BNP-
Werte in der Isofluran- (61,9+9 pg/ml) und
Xenongruppe (63,1+11,4 pg/ml) im Vergleich
zur Kontrollgruppe (91,6+25,6 pg/ml) nach-
weisbar. Jedoch zeigte sich jetzt eine bessere
Ejektionsfraktion (Conductance-Katheter) in
der Xenon- im Vergleich zur Isofluran-Gruppe
(Abb. 2B). Nach Isofluran-Narkose konnte ein
signifikant geringeres Herzgewicht (Abb. 2A)
gemessen werden. Erstaunlicherweise konnte
keine Reduktion der GréBe der Infarktnarbe
bzw. des Ausmalies der Fibrose in der Peri-
infarktregion in den Therapiegruppen nach-
gewiesen werden, auch wenn eine Reduktion
der Kollagen-Ill-Expression zu beobachten

Abbildung 2
A Herzgewicht
[mg/mm Tibia]
3.5 T
3.0 o T
2.5
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Abbildung 1
| 60min| 60min|  120min
1.0 | fonole ey [ 2or |
or MU 2 or |
— . -~
Tag 0 Tag 28

Versuchsablauf: Nach Instrumentierung (1. OP) am Tag 0 wurde 60 min vor Ischamie (Isch) bis zum
Ende der Reperfusion (120 min) in den Therapiegruppen zusatzlich Xenon oder Isofluran appliziert.
Als Vergleich dienten eine Kontroll- und SHAM-Gruppe. Am Tag 28 erfolgte nach Messung der
kardialen Funktion (Conductance-Katheter) die Entnahme des Herzen.

war. Interessanterweise verhindert Xenon bes-
ser als Isofluran den Switch der MHC-Expres-
sion von der a- zur R-Form (Abb.2C).

Interpretation

Erstmals konnte in einem chronischen myo-
kardialen Ischdmie-Reperfusionmodell an der
Ratte gezeigt werden, dass Isofluran und Xe-
non das Remodelling nach vier Wochen po-
sitiv beeinflussen. Die Effekte von Xenon sind
dabei giinstiger als die von Isofluran.

EF [%]

##

ok

Kk

4 Wo

C

0.3 A

0.2 4

0.1+

0.0 -

A) Herzgewicht bezogen auf die Tibialdnge, B) Ejektionsfraktion (EF) und C) Verhdltnis von a- zu 3-MHC
(** p<0,01, ***p<0,005 vs Kontrolle, #4p<0,001 vs Isofluran, 1-way Anova, Bonferroni post-hoc Test).
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Hypoxische Genregulation in
humanen mononukledren Zellen

bei Sepsis
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Fragestellung

Der Hypoxie-induzierbare Faktor (HIF), be-
stehend aus hypoxie-induzierbarer a- und
konstitutiver B-Untereinheit, spielt bei der
Adaptation an Hypoxie eine Schlisselrolle
[11. Wihrend es die HIF-abhangige Anderung
der Genexpression mononukledren Zellen er-
moglicht, ihre Abwehrfunktion unter regiona-
ler Hypoxie auszutiben [1], beeinflusst auch
Lipopolysaccharid, Hypoxie-unabhingig, die
HIF-Expression [2,3]. Unklar ist jedoch, ob
mononukleédre Zellen von Patienten mit Sep-
sis eine HIF-Induktion aufweisen. Wir testeten
die Hypothesen, dass 1) Patienten mit Sepsis
eine Induktion der HIF-Ta-mRNA-Expression
aufweisen und 2) diese mit dem Schweregrad
der Erkrankung korreliert.

Abbildung 1a und 1b

Abb. 1a p =0,0001 Abb. 1b
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-
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[T é
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Abb. 1a: Act-Werte der HIF-1Ta. mRNA-Expression bei septischen Patienten und postoperativen
Kontrollen normiert auf Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH). Individuelle Werte
und Boxplots.

Abb. 1b: N-fache Induktion der HIF-Tao mRNA-Expression bei septischen Patienten in Abhéangigkeit
vom SAPS Il. Mittelwerte und Standardabweichung.
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Methodik

118 Patienten (70 mit Sepsis, 48 postoperative
Kontrollen) wurden nach Billigung durch die
Ethikkommission prospektiv eingeschlossen.
Nach Extraktion von Gesamt-RNA aus mo-
nonukledren Zellen wurde die mRNA-Expres-
sion von HIF-Ta sowie Adrenomedullin (ein
HIF-Zielgen) bestimmt (real-time-PCR) und
auf die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehyd-
rogenase-Expression normiert. Patientencha-
rakteristika, klinische sowie laborchemische
Variablen und Schweregrad der Erkrankung
(Simplified Acute Physiology Score II, SAPS 11)
wurden dokumentiert. Statistik: Mann-Whit-
ney-U-Test; p <0,05.

Ergebnisse

Die HIF-Ta-mRNA-Expression war bei Sep-
sispatienten im Vergleich zu postoperativen
Kontrollen 4,6-fach erhoht (p=0,0001, Abb.
1a) und ging mit einer 2,1-fachen Expressi-
onssteigerung (p=0,04) des HIF-Zielgens Ad-
renomedullin einher. Patienten mit schwerer
Sepsis (SAPS=35) zeigten eine signifikant ho-
here HIF-Ta-mRNA-Expression als Patienten
mit moderater Sepsis (SAPS<35; p=0,04, Abb.
1b). Es bestand keine Korrelation (p=0,7) zwi-
schen HIF-1a-mRNA-Expression und Letalitat.
Sepsis- und Kontrollpatienten unterschieden
sich nicht hinsichtlich Patientencharakteristi-
ka (Tab.1) oder arteriellem Sauerstoffpartial-
druck (88 mmHg=+25 vs. 83+20; p=0,12).

Interpretation

Wir konnten somit erstmals zeigen, dass mo-
nonukledre Zellen von Patienten mit Sepsis
eine  HIF-Ta-mRNA-Induktion aufweisen.
Diese beeinflusste auch die nachgeschaltete
Genregulation, ndmlich von Adrenomedullin,
einem vasodilatatorisch wirkenden Protein
aus der HIF-Zielgengruppe. Des Weiteren
bestand ein Zusammenhang zwischen HIF-
Expression und Sepsis-Schweregrad, nicht
jedoch zwischen HIF-Expression und Leta-
litdt. Diese Daten zeigen trotz systemischer
Normoxie eine Aktivierung des ,hypoxic si-
gnalling” und der HIF-Signalkaskade in mo-
nonukledren Zellen bei Sepsis, mutmallich
bedingt durch inflammatorische Stimuli. Ob
diese HIF-Aktivierung bei Sepsis funktionelle
und/oder zellprotektive Wirkungen zu entfal-
ten vermag bedarf der Klarung.

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

1.

Tabelle 1

Daten von 70 Sepsispatienten und 48 postoperativen Kontrollen.
Mittelwerte (+ Standardabweichung) bzw. Prozentangaben.

11. - 12.02.2011 - Wiirzburg

Patientencharakteristika Sepsispatienten Postoperative p-Werte
Kontrollpatienten

Alter (Jahre) 58,6 (15,8) 58,5 (16,3) 0,940
Korpergrofie (cm) 173,3 (11,0) 171,2 (8,8) 0,285
Gewicht (kg) 80,1 (17,8) 76,0 (15,1) 0,223
Frauen (%) 31,4 50,0 0,046
Korpertemperatur (°C) 37,6 (1,0) 37,3(0,7) 0,187
Herzfrequenz (min") 86,7 (20,0) 86,5 (21,5) 0,964
Systolischer arterieller Druck (mmHg) 121,6 (17,1) 126,1 (20,0) 0,224
Diastolischer arterieller Druck (mmHg) 59,9 (11,4) 60,8 (12,9) 0,709
pO, arteriell (mmHg) 88,3 (25,1) 83,4 (20,4) 0,121
Erythrozyten (10° pl™) 3,4(0,4) 3,6 (0,5) 0,111
Hamoglobinkonzentration (g I') 101 (14) 106 (13) 0,055
Leukozytenkonzentration (10° I'") 16,5 (10,1) 11,0 (3,3) 0,001
Procalcitoninkonzentration (pg I") 20,6 (55,9) 2,5@3,1) 0,014
CRP-Konzentration (g |) 0,15 (0,12) 0,11 (0,06) 0,016
SAPS Il 41,6 (16,4) 21,3(10,2) 0,001
SOFA Score 11,4 (6,4) 3,2(2,8) 0,001
PEEP (mbar) 9,2 (4,9 6,3 (2,0 0,008
FiO, 0,36 (0,15) 0,32 (0,23) 0,003
Krankenhausaufenthalt (d) 34,1 (23,5) 17,9 (12,8) 0,001
30 Tage Letalitdt (%) 31,4 2,1 0,001

CRB = C-reaktives Protein

FiO, = inspiratorischer Sauerstoffkonzentration

PEEP = positiver enexpiratorischer Druck

pO, = Sauerstoffpartialdruck

SAPS 1l = Simplified Acute Physiology Score Il

SOFA Score = Sequential Organ Failure Assessment Score
n = 81 (62 Sepsispatienten, 19 postoperative Kontrollen)
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Fragestellung

Kohlenmonoxid (CO) zeigt in vitro und in
vivo neuroprotektive Eigenschaften [1,2]. Die
CO-'releasing molecules’ (CORMs) besitzen
durch Unterdriickung der Mikroglia-vermittel-
ten Neuroinflammation neuroprotektive Wir-
kung [3]. Ziel der Untersuchung war die
Klarung des molekularen Mechanismus die-
ser CORM-vermittelten neuronalen Protek-
tion. Es wurde das wasserlosliche CORM
ALF-186 mit Neuroblastomzellen inkubiert,
in der Annahme, dass dies 1. vor induzierter
Apoptose schiitzt und dass 2. bei retinalen
Ganglienzellen der Ratte in vivo durch ALF-
186 ein Ischdmie-Reperfusions-Schaden (I/R)
inhibiert wird.

Methodik

Neuroblastomzellen (SH-SY5Y, ATCC, Nr.
CRL-2266) wurden nach Kultivierung un-
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ter Standardbedingungen mit ALF-186 (10-
100 yM) oder inaktiviertem ALF-186 (iALF-
186) inkubiert. Nach 30min erfolgte die In-
duktion der Apoptose durch Inkubation mit
Rotenon (100 nM, 4 h). Anschliefend wurde
die Apoptose mittels Durchflusszytometrie
(Annexin V positive Zellen, mitochondriales
Membranpotential) und Procaspase-3-Spal-
tung im Western Blot analysiert. Die Protein-
Expression der |6slichen Guanylatcyclase
(sGC) und die Phosphorylierung der Mitogen-
aktivierten Proteinkinase (MAPK) p38 wurde
mit Western-Blot-Technik untersucht. Nach
Genehmigung durch das Regierungsprasi-
dium wurden fiir die tierexperimentellen
Untersuchungen retinale Ganglienzellen von
Sprague-Dawley-Ratten (280-350 g) unter Iso-
flurannarkose durch retrograde Anfarbung mit
3 % Fluorogold (FG)-Losung sieben Tage vor
der Ischdmie markiert. Nach intraperitonealer
Andsthesie mit Ketamin und Xylazin erfolgte
30 min vor der retinalen Ischdmie die intrave-
nose Applikation von ALF-186 (10 mg/kg KG
in PBS; Kontroll-Tiere: PBS, je n=6, m:w 1:1).
Die retinale Ischamie wurde durch Punktion
der Vorderkammer des linken Auges mit einer
30G Kanile und Anlage eines hydrostati-
schen Drucks von 120 mmHg etabliert und
fir 1 h aufrechterhalten, gefolgt von der mi-
kroskopisch kontrollierten Reperfusion. Das
kontralaterale Auge diente als Kontroll-Auge.
Sieben Tage nach dem I/R-Schaden erfolgte
ex vivo die fluoreszenzmikroskopische Quan-
tifizierung der FG-gefdrbten retinalen Gan-
glienzellen im Flachprdparat. Die Messwerte

B
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wurden statistisch mit einer Varianzanalyse
(ANOVA und Holm-Sidak-Test; Signifikanzni-
veau p<0,05) verglichen.

Ergebnisse

ALF-186 hemmte die Rotenon-induzierte
Apoptose (Abb. 1), gemessen an einer gerin-
geren Anzahl Annexin-V-positiver Zellen (A),
Hemmung der Procaspase-3-Spaltung (A) und
Inhibition der mitochondrialen Depolarisati-
on (B). iALF-186 zeigte keine inhibitorische
Wirkung auf die Rotenon-induzierten Apop-
tose (Abb.1 A und B). ALF-186 fiihrte zu einer
Protein-Expression der sGC B1-Untereinheit
(Abb. 2 A) und zu einer Phosphorylierung
der MAPK p38 (Abb. 2 B). Eine Blockade der

Abbildung 2
A [kDa]
sGC B, <«—70
GAPDH <36
B

phospho p38 <+—43
gesamt p38 <+——43

ALF-186 - 50 pM

A: sGC B, Protein-Expression;
B: p38 MAPK Phosphorylierung.

50 yM
50 pM
100 nM
25 M

o+ o+
o+ o+

A: Annexin V positive Zellen (Mittelwert + Standardabweichung, n=6; *=p<0,001 Rotenon vs. ALF-186 10, 50, 100 pM + Rotenon) und Caspase-3 Western Blot.
B: Mitochondriales Membranpotential (Mittelwert + Standardabweichung, n=6; *=p<0,05 Rotenon vs. ALF-186 + Rotenon und ALF-186 + Rotenon vs. iALF +
Rotenon); iALF-186 = inaktiviertes ALF-186; CCCP = carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone.
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Abbildung 3
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A: Mitochondriales Membranpotenial
(Mittelwert + Standardabweichung, n=6,
*=p<0,05 Rotenon vs. ALF-186 + Rotenon
und vs. YC-1 + Rotenon, ALF-186 + Rotenon
vs. ODQ + ALF-186 + Rotenon).

B: Annexin V positive Zellen (Mittelwert +
Standardabweichung, n=6, *=p<0,001
Rotenon vs. ALF-186 + Rotenon und
ALF-186 + Rotenon vs. SB203580 + ALF-186
+ Rotenon).
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Exemplarische Einzelaufnahmen (A) und Quantifizierung (B) der FG-markierten retinalen Ganglien-
zellen in der Fluoreszenz-Mikroskopie. Gesamt n=6 Tiere pro Gruppe, 12 systematische Einzel-
aufnahmen pro Retina; Quantifizierung als retinale Ganglienzellen (RGZ) pro mm?; Mittelwert =
Standardabweichung, *=p<0,001 I/R vs. ALF-186 + I/R.

sGC (ODQ, 10pM, Abb.3 A) oder von p38
(SB203580, 20pM, Abb.3 B) hatte eine Auf-
hebung des ALF-186-vermittelten Schutz vor
Apoptose zur Folge. Der sGC-Induktor YC-1
(20 pM) zeigte einen antiapoptotischen Ef-
fekt (Abb. 3 A). Die ALF-186-Behandlung
in vivo vor dem I/R-Schaden bewirkte einen
signifikant geringeren Untergang retinaler
Ganglienzellen (Abb.4 A und B).

Interpretation
Das CORM ALF-186 wirkt durch den Schutz
vor induzierter Apoptose zytoprotektiv auf

SH-SY5Y-Neuroblastomzellen. Die protek-
tiven Wirkungen von ALF-186 werden tber
den sGC-Signaltransduktionsweg und die Ak-
tivierung der MAPK p38 vermittelt. Dariiber
hinaus schiitzt ALF-186 in vivo retinale Gan-
glienzellen der Ratte vor einem I/R-Schaden.

Literatur
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2. Invest Ophthalmol Vis Sci 2010;51:3784-91.
3. ) Pharmacol Exp Ther 2006;318:1315-22.
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Einfluss cholinerger Substanzen

auf die intestinale Dysfunktion, die
Zytokinantwort von IL-6 / IL-10 und
die Sterblichkeit bei der septischen
Ratte
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Fragestellung

Die Stimulation des nikotinergen a7-Acetyl-
cholinrezeptors (a7-AchR) tiber vagale Effe-
renzen reguliert inflammatorische Reaktionen
[1]. Der Einfluss der cholinergen Immunregu-
lation auf die intestinale Dysfunktion in der
Sepsis ist unbekannt. Diese Studie beleuchtet
die Effekte unspezifischer und spezifischer
a7-AchR-Stimulation auf die intestinale Scha-
digung, die Immunreaktion und das Uberle-
ben in der Ratten-Sepsis.

Tabelle 1
Mukosale Mikrozirkulation nach 24 h Sepsis.

CLP Cholin

§ p<0,05 vs. Sham
ZKF total (pm?)

Sham
1.175,0+70,3

1.672,3+90,5 §

CLP Nikotin
1.428,7+110,5 §

1.531,6+148,1 §

ZKF cont. (pm?)

1.225,5+80,0

1.850,6+131,6 §

1.533,8+131,6 §

1.626,0+151,9 §

V mukosal (pm/s)

1.193,1+136,4

719,3+130,4 §

973,6+173,2

1.024,4+54,2

Methodik

Nach Genehmigung durch die Tierschutz-
kommission wurde die Sepsis bei mannlichen
Sprague-Dawley-Ratten durch coecale Liga-
tur und Punktion (CLP) induziert. Alle Tiere
erhielten als Basistherapie 1Tml/100g/h Stero-
fundin Iso, 0,4 pg/100g/h Fentanyl sowie eine
einmalige Gabe von 30 mg/kg Imipenem/
Cilastin. Kontrolltiere wurden scheinoperiert.
Die unspezifische nikotinerge Stimulation er-
folgte mit 400 pg/kg Nikotin i.p., die spezifi-
sche a7-AchR-Stimulation erfolgte mit 90 mg/
kg Cholin i.p. [2].

Zunéchst wurde in den Gruppen CLP, CLP Ni-
kotin und CLP Cholin (je n=15) die Effektivitat

© Andsth Intensivmed 2011;52:463-507 Aktiv Druck & Verlag GmbH

der unspezifischen und spezifischen a.7-AchR-
Stimulation in einer 7-Tages-Uberlebensstudie
untersucht. Danach wurden die Tiere rando-
misiert und geblindet den folgenden Gruppen
zugeteilt: | Sham, Il Sham Nikotin, Il Sham
Cholin, IV CLP, V CLP Nikotin, VI CLP Cho-
lin. 24 h nach Sepsisinduktion erfolgte eine
Fluoreszenzmikroskopie der lleummukosa (je
n=_8) [3]. Hierbei wurde die Zwischenkapillar-
fliche aller perfundierten Kapillaren (ZKF,),
die ZKF der kontinuierlich perfundierten Ka-
pillaren (ZKF,,,) und die arterioldre Blutfluss-
geschwindigkeit gemessen. Nach 6 h und 24 h
wurden die Plasmakonzentrationen (je n=8)
von Interleukin 6 (IL-6) und Interleukin 10
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IL-6-Plasmaspiegel.

(IL-10) mittels ELISA analysiert. Dartiber hin-
aus wurden der arterielle Blutdruck und die
Herzfrequenz bestimmt sowie eine Leukozy-

Transkription und Neosynthese kar-
dioprotektiver Proteine im Zweiten
Fenster der Desfluran-induzierten
Prikonditionierung: Die Bedeutung
des Transkriptionsfaktors STAT3 und
der Pim-1-Kinase
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Fragestellung

Der Transkriptionsfaktor ,Signal Transducer
and Activator of Transcription” (STAT) 3 ver-
mittelt das Zweite Fenster der Ischamischen

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Abbildung 1c
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tenzdhlung und eine arterielle Blutgasanalyse
durchgefiihrt. Nach 24 h wurde die Anzahl
der apoptotischen mukosalen Epithelzellen/
Sichtfeld in HE-Schnitten bestimmt.

Die Uberlebensraten wurden mittels Log-
Rank-Test analysiert. Die weiteren Daten wur-
den mittels 1-Way-ANOVA mit post-hoc Stu-
dent-Newman-Keuls-Testung untersucht. Das
Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 definiert.
Die Darstellung erfolgt als Mittelwerte+SEM.

Ergebnisse

Weder Sham Nikotin noch Sham Cholin
wiesen gegeniiber der unbehandelten Sham-
Gruppe Unterschiede auf. Unabhdngig von
der Gruppenzuordnung zeigten alle CLP-Tiere
eine Tachykardie, Hyperlaktatimie sowie eine
Leukopenie (jeweils p<0,05 vs. Sham).

Die Uberlebensrate war sowohl in CLP Niko-
tin (53,3 %) als auch in CLP Cholin (46,67 %)
gegeniiber der unbehandelten CLP (6,67 %)
deutlich erhoht (p<0,05) (Abb. TA). In CLP
Nikotin und in CLP Cholin war der sepsis-

Prakonditionierung, u.a. durch eine Stei-
gerung der Neosynthese kardioprotektiver
Proteine [1]. Pim-1-Kinase wirkt im Kardio-
myozyten antiapoptotisch und infarktgro-
Benreduzierend [2] und wird durch STAT3
reguliert [3]. Wir testeten in der vorliegenden
Untersuchung die Hypothese, dass das Zwei-
te Fenster der Desfluran-induzierten Prakon-
ditionierung (DES-SWOP) tiber STAT3 und
Pim-1-Kinase vermittelt wird.

Methodik

Nach Genehmigung durch die zustindige
Behorde wurden mannliche C57BL/6-Mause
(n=84) mit Pentobarbital narkotisiert, intu-
biert, mechanisch beatmet und zur kontinu-
ierlichen Messung von Herzfrequenz und
mittlerem arteriellen Blutdruck instrumentiert.
Nach einer linksseitigen Thorakotomie wurde
der LAD umschlungen. Alle Tiere erhielten

11. - 12.02.2011 - Wiirzburg

induzierte IL-6-Anstieg verstdrkt (p<0,05)
(Abb. 1B). Ebenso wurde auch der Anstieg
der Plasmakonzentration des anti-inflamma-
torischen IL-10 in CLP Nikotin und in CLP
Cholin verstarkt (p<0,05) (Abb. 1C). Die un-
behandelte CLP induzierte einen Anstieg von
ZKF,, und ZKF,, als Zeichen einer gestorten
kapilldaren Perfusion (p<0,05 vs. Sham). Die
mukosale Blutfluss-Geschwindigkeit war re-
duziert (p<0,05 vs. Sham) (Tab. 1). Nach 24 h
stieg in der unbehandelten CLP-Gruppe die
Zahl apoptotischer Epithelzellen von 9,2+1,0 /
Sichtfeld auf 24,3+5,0 /Sichtfeld (p<0,05 vs.
Sham). Weder die Mikroperfusionsstérung
noch der sepsisinduzierte Anstieg der muko-
salen Apoptose konnten durch die Gabe von
Nikotin oder Cholin beeinflusst werden.

Interpretation

Sowohl die unspezifische als auch die spezifi-
sche Stimulation der cholinergen Immunregu-
lation beeinflussen die Immunreaktion in der
Sepsis und verbessern das Uberleben. Dem-
gegeniiber ldsst sich jedoch kein Einfluss auf
die funktionelle und morphologische Schadi-
gung der intestinalen Mukosa nachweisen.
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eine 45-minltige Koronararterienokklusion
(CAO) und eine dreistiindige Reperfusion.
Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten keine
zusétzliche Intervention. Das SWOP wurde
durch 15-miniitige Desfluran-Gabe (1 MAC,
7,5 Vol-%) 48 Stunden vor CAO (DES+48h)
induziert. Desfluran wurde alleine oder in
Kombination mit dem Janus-Kinase (JAK)/
STAT3-Inhibitor AG490 (40 pg/g i.p.) verab-
reicht. Der Pim-1-Kinase-Inhibitor-1l (PIM-Inh.
I, 10 pg/gi.p.) wurde entweder vor Beginn
der CAO (PIM-Pre) oder kurz vor Beginn der
Reperfusion (PIM-Post) alleine oder in Kom-
bination mit Desfluran (DES+48h+PIM-Pre;
DES+48h+PIM-Post) gegeben. Infarktgrole
(IS) und Risikoareal (AAR) wurden mittels
TTC- bzw. Evans Blau-Farbung demarkiert
und gravitoplanimetrisch bestimmt. In zusétz-
lichen Experimenten (n=6/Gruppe) wurde 30

© Anisth Intensivmed 2011;52:463-507 Aktiv Druck & Verlag GmbH
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InfarktgroBe als Prozentwert des Risiko-
areals (IS/AAR)
Angegeben sind Mittelwert+SEM.

*signifikant (p<0,05) verschieden von CON.

min nach Desfluran-Gabe Myokardgewebe
entnommen, zytosolische und nukledre Zell-
fraktion voneinander getrennt und die Pro-
teinexpression von STAT3 sowie aktiviertem
phospho-STAT3%727 und phospho-STAT3™70%
mittels Western-lmmunoblot bestimmt. Die
Daten wurden statistisch mittels Ein- bzw.
Zwei-Wege-ANOVA und posthoc Duncan’s
Test analysiert und sind als Mittelwert=SEM
angegeben, p<0,05.

Ergebnisse

Die IS (Abb. 1) betrug 47+2 % in der Kon-
trollgruppe (CON; n=7-8 pro Gruppe). Des-
fluran reduzierte die IS auf 23+4%* (*p<0,05

Altersabhangiger Einfluss der
Hemmung des Angiotensin-11-Typ-
1-Rezeptors nach experimentellem
Schédel-Hirn-Trauma der Maus
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timaruka@uni-mainz.de

Fragestellung

Die Hemmung des Angiotensin-Il-Typ-1-Re-
zeptors (AT1) reduziert das neurologische De-
fizit und den sekundaren Hirnschaden bei 2
Monate alten Mausen 24 Stunden nach Scha-
del-Hirn-Trauma (SHT) [1]. Da altere Mause
den neuronalen Verlust nach SHT schlechter
kompensieren konnen als junge Tiere [2],

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI
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vs. CON). JAK/STAT3-Blockade mittels AG-
490 beeinflusste die IS nicht (44+7%), hob
jedoch das DES-SWOP komplett auf (44+4
%). Inhibition der Pim-1 Kinase sowohl vor
CAO (PIM-Pre: 42+3 %) als auch vor Beginn
der Reperfusion (PIM-Post: 42+6%) verdn-
derte die IS gegentiber CON nicht und blo-
ckierte zu beiden Zeitpunkten die Protektion

wird in der vorliegenden Studie der neuro-
protektive Effekt einer AT1-Inhibition bei alten
und jungen Tieren verglichen.

Methodik

Nach Zustimmung der Tierschutzkommission
wurden junge (2 Monate) und alte (21 Mona-
te) mannliche C57Bl6-Mause unter Fentanyl-
Midazolam-Medetomidin-Anésthesie  einer
kontrollierten kortikalen Kontusion mittels
pneumatisch beschleunigtem Stempel un-
terzogen (controlled cortical impact: CClI).
Versuch 1: Messung der Genexpression von
AT1 vor und bis zu drei Tage nach SHT im
perikontusionellen Gewebe von jungen und
alten Mausen (n=7/Gruppe). Versuch 2: jun-
ge und alte Mduse erhielten randomisiert den
AT1-Inhibitor Candesartan (0,1 mg/kg s.c.)
oder die Vehikellosung 30 min nach SHT und
danach taglich bis zum 4. Tag (jung: Vehikel
n=7, Candesartan n=7; alt: Vehikel n=10,
Candesartan n=8). Vor SHT und am 1., 3. und

© Andsth Intensivmed 2011;52:463-507 Aktiv Druck & Verlag GmbH
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durch DES-SWOP (DES+48h+PIM-Pre: 34+4
%*; DES+48h+PIM-Post: 33+3 %*) nicht.
Desfluran-Gabe fiihrte zu einer reduzierten
Expression von phospho-STAT3%7%7 in  der
zytosolischen Fraktion, verbunden mit einer
Steigerung der Expression in der nukledren
Zellfraktion. Die Expression von STAT sowie
phospho-STAT™% unterschied sich zwischen
zytosolischer und nukledrer Fraktion nicht.
(Abb. 2)

Interpretation

Diese Resultate deuten auf eine wichtige Rol-
le des Transkriptionsfaktors STAT3 im Kontext
des DES-SWOP hin und bestétigen somit die
Hypothese, dass die Aktivierung und nukledre
Translokation des Transkriptionsfaktors STAT3
essentieller Bestandteil der Signaltransdukti-
onskaskade des DES-SWOP ist. Die Bedeu-
tung der Pim-1-Kinase fiir das DES-SWOP
kann aufgrund der bisherigen Daten nicht
eindeutig beurteilt werden. Inwieweit die
Aktivierung von STAT3 im Kardiomyozyten
die Transkription und Translation der Pim-1-
Kinase reguliert ist Gegenstand aktueller Ex-
perimente.
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5. Tag nach SHT wurden die Tiere anhand des
modifizierten Neurological Severity Scores
(NSS) neurologisch untersucht (keine Beein-
trachtigung: 0, hochstes neuromotorisches
Defizit: 15 Punkte). Das Kontusionsvolumen
5 Tage nach SHT wurde in Nissl-gefarbten
Kryo-Schnitten bestimmt. Die zerebrale Ge-
nexpression der Inflammationszytokine IL1p,
IL6 und TNFa wurde gemessen. Tiere, die vor
dem fiinften Tag verstarben wurden ersetzt,
um eine Gruppenstdrke von mindestens n=7
zu erhalten und gingen nicht in die statisti-
sche Auswertung ein. Statistik: Wilcoxon-Test
fir paarweise Vergleiche und Korrektur nach
Bonferroni bei Mehrfachtestung, p<0,05.

Ergebnisse

Bei jungen Mdusen wurde die AT1-Expressi-
on durch SHT nicht beeinflusst, wahrend sie
bei alten Tieren 72 h nach SHT reduziert war
(Abb. 1). Bei alten Tieren senkte Candesar-
tan die Mortalitatsrate (12,5 % vs. 30,0 %),
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Die perikontusionale AT1-Genexpression
(normalisiert nach dem nicht-regulierten
Housekeeping-Gen Cyclophyllin A) vor SHT
(Prd) sowie, 15 Minuten (15 m), 24 (24 h)
und 72 Stunden (72 h) nach SHT. AT1 bleibt
in jungen Tieren unverdndert, wahrend es in
alten Tieren nach drei Tagen herunterregu-
liert wird (p<0,05).

wohingegen alle jungen Mduse die 5 Tage
Beobachtungszeit Uberlebten. Candesartan
verbesserte den NSS alter (NSS 8,8+3,9 vs.
NSS 4,5+1,9; Vehikel vs. Candesartan, Tag
3; Mittelwert+SD, p<0,05) und junger Tiere
(NSS 3,3+1,4 vs. NSS 1,6+0,8; Vehikel vs.
Candesartan, Tag 5; Mittelwert+SD, p<0,05)
und reduzierte das Kontusionsvolumen (Abb.
2). Die Genexpression der Inflammationszy-
tokine IL1f und IL6 im perikontusionalen Ge-
webe war 5 Tage nach CCl bei alten Tieren,

Der PI3K/Akt-Signaltransduktions-
weg: Entscheidender Vermittler der
Kardioprotektion durch Ischimische
und Beta,-adrenerge Postkonditio-
nierung
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Fragestellung

Die Kardioprotektion durch Ischamische Post-
konditionierung (IPOST) fihrt tiber die Ak-
tivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K) [1] und die nachgeschaltete Inhibi-
tion der mitochondrialen Permeabilitdtspore
(MPTP) [2] zur Reduktion des Ischamie-/Re-
perfusionsschadens (I/RI) nach prolongierter

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI
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Das Kontusionsvolumen 5 Tage nach SHT in
jungen und alten Mdusen, mit Candesartan
oder Vehikel-Behandlung, gemessen in
Nissl-gefarbten Hirnschnitten (angegeben in
Prozent der kontralateralen Hemisphare).
Der Vergleich der Kontusionsvolumina zeigt
eine deutliche Reduktion des Hirnschadens
in Candesartan-behandelten Mausen
gegeniiber Vehikel-behandelten Tieren in
beiden Altersgruppen (p<0,05).

TNFa bei jungen Mausen erhéht und wurde
durch AT1-Inhibition nicht beeinflusst.

Interpretation

Candesartan verbesserte die neurologische
Funktion und reduzierte den sekundaren Hirn-
schaden nach SHT bei jungen und alten Mau-
sen. Bei alten Tieren scheint die Wirkung von

Myokardischdmie. Beide Molekiile sind Be-
standteile des PI3K/Akt-Signaltransduktions-
weges, der durch Stimulation beta,-adrener-
ger Rezeptoren (beta,-AR) induziert wird. In
einer vorangehenden Untersuchung konnten
wir zeigen, dass die Andsthetika-induzierte
Postkonditionierung tiber beta,-AR vermittelt
wird [3]. Ob ein direkter Agonismus an beta,-
AR kardioprotektiv ist und wie dieser intra-
zellular vermittelt wird, ist nicht bekannt. Wir
testeten daher die Hypothese, dass die direkte
Aktivierung von beta,-AR eine Pharmakologi-
sche Postkonditionierung induziert, die wie
die IPOST Uber die PI3K/Akt-Signaltransduk-
tionskaskade vermittelt wird.

Methodik

Weile mannliche Neuseelandkaninchen wur-
den nach Genehmigung durch die zustan-
dige Behdrde unter Pentobarbital-Narkose
tracheotomiert und mechanisch ventiliert.
Herzfrequenz und mittlerer arterieller Blut-
druck wurden kontinuierlich aufgezeichnet.
Ein prominenter Ast der linken Koronararterie
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Candesartan noch effektiver zu sein, da sich
die neurologische Funktion bei alten Tieren
bereits nach 3 Tagen und bei jungen Mausen
erst nach 5 Tagen verbessert. Angiotensin-II
stimuliert sowohl ATT als auch Angiotensin-
[I-Typ-2-Rezeptoren (AT2). Durch Blockade
der pro-inflammatorisch und pro-apoptotisch
wirksamen AT1 konnte es zu einer verstark-
ten Stimulation der AT2 durch Angiotensin-II
kommen, welche tiber die Freisetzung neuro-
tropher Mediatoren protektiv wirken [3]. AT1
wird im vorliegenden Versuch bei alten Tieren
nach drei Tagen herunterreguliert und konnte
so zu einem natiirlichen Schutz vor neurona-
ler Schadigung beitragen. Es ist bekannt, dass
alte Tiere eine friiher einsetzende und langer
anhaltende Neuroinflammation aufweisen
[2]. Dies konnte durch ATT-Hemmung limi-
tiert sein [1], obgleich der Effekt nach 5 Tagen
anhand der Genexpression nicht mehr nach-
weisbar ist. Die Hemmung der AT1-Rezep-
toren scheint somit ein vielversprechender
therapeutischer Ansatz zur Behandlung des
sekundaren Hirnschadens nach SHT zu sein,
der méglicherweise bei alten Individuen noch
potenter ist.
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(LAD) wurde nach linksseitiger Thorakotomie
dargestellt und ligiert. Im Anschluss an die
postoperative Aquilibrierungsphase erhielten
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Daten sind angegeben als Mittelwerte +
SEM. *Signifikant (p<0,05) vs. CON.
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alle Tiere eine 30-miniitige Koronararterien-
Okklusion gefolgt von einer dreistiindigen
Reperfusion. Bei Tieren der Kontrollgruppe
(CON) fand keine weitere Intervention statt.
Ischamische bzw. Pharmakologische Post-
konditionierung wurde entweder durch vier
je einmintitige Zyklen Ischdamie/Reperfusion
oder durch die Gabe des selektiven Beta,-
Mimetikums Albuterol (ALB, 30 mg/kg KG
i.v.) induziert. Die Inhibition der PI3K erfolgte
durch die Applikation von LY294002 (LY, 0,3
mg/kg KG i.v.) und die Offnung der MPTP
durch die Gabe von Atractyloside (ATR, 5 mg/
kg KG i.v.), entweder allein oder in Kombina-
tion mit IPOST bzw. ALB. Nach Demarkierung
mittels Patentblau/TTC konnten das Risiko-
areal (AAR) und die Infarktgrofe (IS) gravimet-
risch bestimmt werden. Die Daten wurden
mittels Ein- bzw. Zwei-Wege-ANOVA und
posthoc-Duncan’s-Test statistisch ausgewertet
und als Mittelwert=SEM angegeben, wobei
p<0,05 als signifikant angenommen wurde.

TNF-Rezeptor-Defizienz fiihrt zu
einer Rekrutierungsverzogerung der
neutrophilen Granulozyten bei einer
bakteriell induzierten Zystitis
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Fragestellung

Die durch uropathogene E. coli (UPEC) verur-
sachte Zystitis ist die zweithdufigste bakteriel-
le Infektion des Menschen [1]. Dehnt sich die
Entziindung durch aszendierende Bakterien
auf das Nierenbecken aus, kommt es zu einer
Pyelonephritis [2], die sich bis hin zu einer
Urosepsis ausweiten kann. Allein in den ver-
einigten Staaten belaufen sich die jahrlichen
durch Zystitiden verursachten Kosten auf
mehr als drei Milliarden Dollar [3].
Insbesondere die neutrophilen Granulozy-
ten (PMN) sind an der Beseitigung der UPEC
beteiligt und werden durch Zytokine an
den Infektionsherd rekrutiert. Hierbei ist der
Einfluss des Tumornekrosefaktor-a (TNFa)-
Signalweges auf die Rekrutierung und Funk-
tion der neutrophilen Granulozyten in der
akuten bakteriellen Zystitis noch vollkommen
unverstanden.

25. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Ergebnisse

Sowohl die Ischimische (34+2 %*, n=7;
*p<0,05 vs. CON) als auch die Pharmakolo-
gische Postkonditionierung durch ALB (41+
3 %*, n=8) reduzierten die IS im Vergleich zu
CON (5943 %, n=8). Die IS-Reduktion durch
IPOST wurde durch LY (56+2 %, n=8) und
ATR (62+1 %, n=7) aufgehoben. Auch die
IS-Reduktion durch ALB wurde durch LY
(60£2 %, n=8) und ATR (60+2 %, n=8) aufge-
hoben. Die alleinige Gabe von LY (57+3 %,
n=7) bzw. ATR (57+2 %, n=8) hatte keinen
Einfluss auf die IS. Die Herzfrequenz und der
mittlere arterielle Blutdruck wurden durch die
Gabe von ALB nicht beeinflusst.

Interpretation

Die pharmakologische Aktivierung von beta,-
AR mittels einer himodynamisch nicht wirk-
samen Dosierung von ALB zu Beginn der
Reperfusion minimiert den I/RI vergleichbar
der IPOST. Die Vermittlung durch den PI3K/
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Von daher wurde in dieser Arbeit die Frage
untersucht, welchen Einfluss der Tumornekro-
sefaktor o (TNFa) auf die Rekrutierung und
Funktion der neutrophilen Granulozyten in
der akuten bakteriellen Zystitis hat.

Methodik

Die Tierversuchsgenehmigung des zustindi-
gen Regierungsprasidiums lag vor. Durchfluss-
zytometrische und histologische Analysen
von Harnblasengewebe aus transurethral mit
UPEC infizierten weiblichen C57BI6/N-Wild-
typmausen (Wt) und TNF-Rezeptor 1/2-defizi-
enten (TNF-R. 1/2 D) Mausen. Einsatz von Wt
(Stamm 536) und GFP-markierten UPEC zur
Infektion der Tiere. Erstellung von knochen-
markchimdren Mdusen. Zur Analyse der Da-
ten wurde der t-Test angewandt. P-Werte sind
in dieser Arbeit wie folgt vermerkt: * p<0,05;
** p<0,01. Ein p-Wert kleiner 0,05 wird als
signifikant bezeichnet.
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Akt-Signaltransduktionsweg ist entscheidend
fir beide Formen der Kardioprotektion. Somit
konnte die direkte Aktivierung beta,-AR eine
neuartige Moglichkeit der pharmakologischen
Myokardprotektion darstellen.
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Ergebnisse

Der Vergleich von infizierten TNF-R.-1/2-D-
Mausen mit infizierten Wt-Mdusen zeigt eine
deutliche Zunahme der Infektion bei Fehlen
des TNF-Signalwegs. Dies dufSert sich in einer
signifikant (Wt: 26460+11830 n=8; TNF-R.
1/2 D: 182500+53670 n=8 bei p<0,05) er-
hohten Dichte der UPEC im Harnblasengewe-
be der TNF-R.-1/2-D-Mduse. Dariiber hinaus
zeigt die Infektionskinetik beim Vergleich der
Zeitpunkte 2 h und 17 h post infectionem (p.i.)
eine massive, verzogert einsetzende Infiltrati-
on des infizierten Gewebes durch die TNF-R
def.-neutrophilen Granulozyten (PMN). Zum
Zeitpunkt 2 h p.i. lassen sich signifikant (Wt:
21800+3456 n=6; TNF-R. 1/2 D: 3695+832.3
n=6 bei p<0,05) weniger PMN in der Harn-
blase der TNF-R.-def.-Mduse nachweisen
als in der Harnblase der Wt-Tiere. Hingegen
kann 17 h p.i. eine signifikante Zunahme der
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PMN-Anzahl in den TNF-R.-1/2-D-Harnbla-
sen gezeigt werden (Wt: 4793+1215 n=6;
TNF-R def.: 18020+£4930 n=6 bei p<0,05) bei
gleichzeitigem Abfall der PMN-Anzahl bei
den Wt-Mdusen (s. Abbildung). Durch den
Einsatz von GFP-markierten UPEC kann der
Anteil an PMN, der Bakterien aufgenommen
hat, bestimmt werden. Hierbei zeigt sich, dass
17 h p. i. der Anteil an PMN, der UPEC aufge-
nommen hat, bei den TNF-R.-1/2-D-Mdausen
signifikant (Wt: 14.45+4.442 % n=10, TNF-R.
1/2 D: 36.49+ 9.263 % n=10 bei p<0,05) ho-
her ist als bei den Wt-Tieren.

Die Verwendung von knochenmarkchima-
ren Mdusen zeigt einen signifikant erhohten
Anteil an GFP-positiven TNF-R.-1/2-D-PMN
(Wt-knochenmarkchimire Mause: 5.630+
1.560 % n=4; TNF-R def. knochenmarkchima-
re Mduse: 80.07+9.273 % n=3 bei p<0,01) in
den infizierten Harnblasen. Untersuchungen
in vitro an isolierten TNF-R.-1/2-D-PMN und
Wt-PMN zeigen in Kokultur mit UPEC keine
deutlichen Unterschiede in der Aufnahme
und Vernichtung der Bakterien.
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Aufnahme in humanen Neuro-
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Fragestellung

Xenon (Xe) senkt im Gegensatz zu den meis-
ten anderen Andsthetika weder den sys-
temisch vaskuldren Widerstand noch das
Herzzeitvolumen [1]. Obwohl diese unter Xe
beobachtete himodynamische Stabilitat nicht
mit einer Steigerung der efferenten Sympathi-
kusaktivitdt einhergeht, ist die Noradrenalin
(NA)-Plasmakonzentration nahezu verdoppelt
[2]. Wihrend lediglich etwa 10 % des aus
sympathischen Nervenfasern freigesetzten
NA den Blutkreislauf erreicht und damit die
NA-Plasmakonzentration beeinflusst, wird
der wesentliche Anteil des sympathisch frei-
gesetzten NA (ber Noradrenalintransporter
(NAT) nach intrazelluldr aufgenommen. So-
mit kdnnte auch eine wie fiir den NMDA-Re-
zeptorantagonisten Ketamin bekannte Hem-
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Interpretation

Die wahrscheinlichste Erklarung fir die star-
kere Infektion der TNF-R-def. Tiere liegt in
einer Rekrutierungsverzégerung der TNF-
R.-1/2-D-PMN. Die Ergebnisse der Untersu-
chungen an knochenmarkchimaren Mausen,
sowie die Analyse der in-vitro-Versuchsreihe
zeigen, dass die gestorte Signaltransduktion
der TNF-R-def. PMN mit ihrer Umwelt sehr
wahrscheinlich als Ursache fiir die Rekrutie-
rungsverzogerung und die Zunahme der Bak-
teriendichte zu sehen ist.

Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass ein
ubiquitdres Fehlen des TNF-Signalwegs zu
einer verminderten Zytokinproduktion fiihrt
[4], die die chemotaktisch gesteuerten Abldu-
fe in der akuten Infektion stéren. Unsere Er-
gebnisse unterstiitzen im Zusammenspiel mit
diesen Literaturerkenntnissen die Hypothese,
dass in TNF-R.-1/2-D-Mé&usen die PMN durch
eine verdnderte Chemotaxis das infizierte
Harnblasengewebe erst erreichen, wenn die
Bakterien sich bereits stark vermehrt und aus-
gebreitet haben.

mung der NAT den beobachteten Anstieg der
NA-Plasmakonzentration, unabhdngig von
der sympathischen Aktivitét, erklaren. Daher
Uberpriften wir die Hypothese, dass Xe die
NA-Aufnahme in vitro durch einen NMDA-
Rezeptor (NMDAR)-vermittelten Mechanis-
mus hemmt.

Methodik

Die Untersuchungen wurden an HEK-293-
Nierentumorzellen ohne NMDAR-Expression
(Wildtyp und NAT-tiberexprimierend) sowie
an humanen Neuroblastomzellen (SH-SY5Y),
die sowoh| NAT als auch NMDAR exprimieren
(nachgewiesen mittels RT-PCR) durchgefiihrt.
Zunichst wurden die Zellkulturen fir 20 min
ohne Zusdtze (Negativkontrolle) sowie mit
Ketamin (1 mM; bekannte NAT-Hemmung),
dem spezifischen NMDA-Antagonisten MK-
801 (2 pM) oder der Kombination aus NMDA
(25 pM) und seinem essentiellen Koagonis-
ten Glycin (10 pM) behandelt. Im Anschluss
erfolgte eine Inkubation ohne oder mit Xe
(65 %) bei 37 °C fur weitere 20 min. Danach
wurde unter diesen Inkubationsbedingungen
ein fluorogenes Substrat des NAT (Neurotrans-
mitter Uptake Kit; Molecular Devices) hinzu-
gegeben und die innerhalb von weiteren 20
min entstandene intrazellulare Fluoreszenz
als Malf fiir die NAT-Aktivitat gemessen (n=3).
Der unspezifische Anteil der Fluoreszenzin-
tensitat wurde wahrend maximaler Blockade
der NAT durch Desipramin (5 pM) bestimmt
und subtrahiert. Zur Untersuchung der Spezi-
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fitat der Effekte auf die Aufnahme von Norad-
renalin wurde diese in einem separaten Ver-
suchsansatz radiometrisch nach Inkubation
mit 3H-Noradrenalin bestimmt (n=6).

Statistik:  Mittelwert+Standardabweichung,
Varianzanalyse,  Bonferroni-post-hoc-Test,
p<0,05.

Ergebnisse

In HEK-293-Wildtypzellen kam es erwar-
tungsgemal’ zu keiner spezifischen Zunahme
der intrazellularen Fluoreszenz nach Inkubati-
on mit fluorogenem Substrat fiir NAT. In NAT-
tberexprimierenden HEK 293 Zellen (ohne
Expression des NMDAR) wurde die Aufnah-
me durch Ketamin gehemmt (-53+£3%), wéh-
rend Xe, MK-801 sowie die Kombination von
NMDA und Glycin zu keinen signifikanten
Verdnderungen fiihrten (Abb. TA).

Im Gegensatz dazu hemmte Xe die NAT-
Aktivitit in humanen Neuroblastomzellen
(-35+14%). Wahrend MK-801 (-48+16%)
und Ketamin (-87+10%) die Aufnahme eben-
falls reduzierten, hatte eine Kombination mit
Xenon jeweils keinen additiven Effekt (Abb.
1B). Die radiometrischen Ergebnisse bestatig-
ten die Hemmung der NA-Aufnahme durch
Xe, wobei die Kombination von NMDA und
Glycin diesen Effekt aufhob (Abb. 1C).

Interpretation

Xe in einer klinisch relevanten Konzentration
hemmt die NA-Aufnahme in NMDAR-expri-
mierenden humanen Neuroblastomzellen,
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Abbildung 1
(A) NAT-Aktivitat in HEK293 Zellen (B) NAT-Aktivitat in SH-SY5Y Zellen (C) *H-NA Aufnahme in SH-SY5Y Zellen
(NMDAR -, NAT +) (NMDAR +, NAT +) (NMDAR +, NAT +)
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Einfluss von Xenon auf die Aufnahme von Noradrenalin. Werte wurden auf die Ergebnisse unter Kontrollbedingungen ohne Xenon (Xe) normiert. Weisse
Balken: Xe 0 %; Schwarze Balken: Xe 65 %; Mittelwerte+SD; *P<0,05 versus Xe 0 % ohne Agentien; #P<0,05 versus Xe 65 % ohne Agentien.

wihrend sich in Zellen ohne NMDAR kein Dieses Projekt wurde durch Air Liquide Santé 2. Neukirchen M, Schifer M, Billoet C,
Effekt zeigt. Im Gegensatz zu Ketamin, das International (Paris, Frankreich) gefordert. Winterhalter M, Kienbaum P. Xenon increases

in einer sehr hohen Konzentration (1 mM) norepinephrine plasma concentration despite
of unchanged muscle sympathetic activity.

auch ohne Anwes,enhelt von I\‘!MDA‘R die Literatur ASA Annual Meeting, San Diego 2010:A1550.
NA-Aufnahme partiell hemmt, héngt die Xe- 3. Dickinson R, Peterson BK, Banks P, Similis C,
bedingte NAT-Hemmung wesentlich von dem 1. BaumertJH, Hein M, Hecker KE, Satlow S, Martin JC, Valenzuela CA, et al. Competitive
bekannten Antagonismus am NMDAR [3] ab. Neef P, Rossaint R. Xenon or propofol inhibition at the glycine site of the N-methyl-
Dieser Mechanismus konnte fiir die Anstiege anaesthesia for patients at cardiovascular D-aspartate receptor by the anesthetics xenon
der NA-Plasmakonzentration unter Xe-Anis- ;'Slz)g‘u%%%%a;d;]ac surgery. BrJ Anaesth and isoflurane: evidence from molecular mo-

. . . . deling and electrophysiology. Anesthesiology
thesie und die beobachtete hamodynamische 2007:107:756-67.

Stabilitat verantwortlich sein.
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