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Fragestellung 
Mechanische Beatmung (MV) ist eine lebens-
rettende Maßnahme für Patienten mit respira-
torischer Insuffizienz. Sowohl tierexperimen-
telle als auch klinische Studien zeigen einen 
von der Beatmungsdauer abhängigen Verlust 
der Kontraktionskraft und Faseratrophie (Ven-
tilator induzierte Diaphragmale Dysfunktion, 
VIDD) [1]. VIDD ist bereits nach 12 h Beat-
mung nachweisbar, und die resultierende 
Schwäche des Diaphragmas kann profun-
den Einfluss auf die Beatmungsentwöhnung  
haben. Die zu Grunde liegende Pathophy-
siologie basiert auf einer erhöhten Produk-
tion von Sauerstoffradikalen (reactive oxygen 
species, ROS) [2]. Durch den erhöhten oxi-
dativen Stress werden Proteine oxidiert und 
nachfolgend leichter von Proteasen abgebaut. 
Es ist nicht bekannt, wie schnell sich das Dia-
phragma nach Beendigung der Beatmung 
erholt. Die vorliegenden Experimente unter-
suchen den Zeitverlauf diaphragmaler Erho-
lung. Als Hypothese wurde angenommen, 
dass die diaphragmale Funktion nach 24 h 
wieder auf Kontrollniveau zurückkehrt.

Methodik
Weibliche Sprague-Dawley-Ratten (300g, 
je 8 pro Gruppe) wurden intubiert und 12 h 
kontrolliert beatmet. Nach Erwachen wurden 
die Tiere extubiert und erholten sich für 12 h  
(EXT12) oder 24 h (EXT24). Im Anschluss 
erfolgte unmittelbar die Euthanasie. Nicht 
beatmete Tiere (CON) und für 12 h beatme-
te Tiere (CMV) dienten als Kontrollen. Nach 
Euthanasie wurde ein Diaphragma Streifen 
vertikal in ein Organbad eingehängt und die 
tetanische Kraft bei 160 Hz gemessen, das 

restliche Diaphragma-Gewebe entfernt und 
tiefgefroren. Die Proteine α-II-Spectrin als 
spezifischem Degradationsprodukt von Cas-
pase 3 (120kDa) und Calpain 1 (145 kDa) so-
wie 4 Hydroxynonenal (4-HNE) als Indikator 
der Proteinoxidierung wurden untersucht [3]. 
Vergleiche zwischen den Gruppen wurden 
mittels 1-way ANOVA und multivariater Ana-
lyse für wiederholte Messungen mit vordefi-
nierten Kontrasten durchgeführt.

Ergebnisse
Die tetanische Kraft war nach 12 h Beatmung 
im Vergleich zu unbeatmeten Kontrollen 
(CON vs. CMV, p=0.004) und 12 h nach Ex-
tubation (CON vs. EXT12, p=0.004) signifi-
kant reduziert. Die tetanische Kraft nach 24 
h (EXT24) unterschied sich nicht zwischen 
beatmeten (CMV) oder nicht beatmeten Kon-
trollen (CON). Das α-II-Spectrin Spaltprodukt 
als Biomarker der Proteasenaktivität von Cal-
pain-1 und Caspase-3 war nach Beatmung 
signifikant erhöht (CON vs. CMV: p=0.001 
und p=0.005) (Abb. 1 A/B). Nach Extubation 
war die Caspase-3-Aktivität signifikant redu-
ziert gegenüber CMV (CMV vs. EXT12/24, 
p=0.045) (Abb. 1A). Die Calpain-1-Aktivität 
war signifikant reduziert nach 12/24 h Erho-
lung (CMV vs. EXT12/24, p=0.039) (Abb. 1B). 
Zu keinem Zeitpunkt der Erholung konnte ein 
signifikanter Unterschied zu nicht beatme-
ten Kontrollen festgestellt werden (CON vs. 
EXT12/24). Oxidierte Proteine (4-HNE) waren 
nach Beatmung (CMV) gegenüber Kontrollen 
signifikant erhöht (CON vs. CMV p<0.001) 
und kehrten nach 12 h/24 h Erholung wie-
der auf das Ausgangsniveau zurück (CMV vs. 
EXT12/24, p=0.002) (Abb. 1).

Interpretation
Die maximale diaphragmale Kraft war noch 
12 h nach Extubation reduziert. Dies belegt, 
dass VIDD auch nach Beendigung der Ursa-
che (MV) weiterhin präsent ist. Die Proteasen-

aktivität reduziert sich nach 12 h und 24 h 
Erholung. Unsere Daten demonstrieren, dass 
die Oxidation von Proteinen nicht die vor-
herrschende Ursache des Kontraktionsdefizits 
der VIDD ist.
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Fragestellung
Die myokardiale Dysfunktion tritt bei ca. 
40% der Patienten mit schwerer Sepsis oder 
septischem Schock auf und ist klinisch durch 
eine verminderte Ejektionsfraktion, eine ver-
minderte Kontraktilität sowie eine Dilatation 
des Ventrikels charakterisiert [1,2]. Wir konn-
ten kürzlich zeigen, dass Erythropoietin die 
Sepsis-assoziierte myokardiale Dysfunktion 
bei der Maus signifikant verbessert und dieser 
positive Effekt unter anderem mit einer Inhibi-
tion der Aktivierung des Nuklear Faktor (NF)-
κB einhergeht. Es ist bekannt, dass der NF-κB-
Proteinkomplex als Transkriptionsfaktor unter 
anderem von großer Bedeutung für die Regu-
lation von Entzündungsprozessen ist. Er kann 
durch die IκB-Kinase (IKK) aktiviert werden. 
In dieser Studie untersuchen wir im Mausmo-
dell erstmalig den Effekt des selektiven IKK-
Inhibitors IKK 16 auf die Sepsis-assoziierte 
myokardiale Dysfunktion sowie zugrunde 
liegende zelluläre Signaltransduktionswege.

Material/Methodik
Die Untersuchungen zur Sepsis-assoziierten 
myokardialen Dysfunktion wurden in zwei 
unterschiedlichen murinen Modellsystemen 
durchgeführt, bei denen entweder junge Mäu-
se (C57BL/6; 2 Monate alt; n=29) die bakteri-
ellen Zellwandkomponenten Lipopolysaccha-
rid (LPS) und Peptidoglycan (PepG) erhielten 
oder ältere Mäuse (C57BL/6; 8 Monate alt; 
n=36) einer zäkalen Ligatur und Punktion 
(CLP) zur Auslösung einer polymikrobiellen 
Sepsis unterzogen wurden. Eine Stunde nach 
Intervention erhielten die Mäuse entweder 1 
mg/kg IKK 16 (Tocris Bioscience) oder Vehikel  
(5 ml/kg KG 10% DMSO) intravenös. Nach 24 
h wurden echokardiographisch die prozen-
tuale Ejektionsfraktion (EF), die Verkürzungs-
fraktion (FS) und die fraktionelle Flächenände-
rungsrate (FAC) bestimmt und die Expression 
ausgewählter Signalmoleküle im Herzen mit-
tels semi-quantitativer Western-Blot-Analysen 

ermittelt, wie zuvor beschrieben [3]. Tierver-
suche erfolgten nach Genehmigung durch das 
lokale “Animal Use and Care Committee” in 
London.

Ergebnisse
Die Mäuse entwickelten 24 h nach Injekti-
on von LPS/PepG oder CLP im Vergleich zu 
scheinbehandelten Tieren eine signifikante 
Reduktion der echokardiographisch bestimm-
ten Parameter EF, FS und FAC und damit eine 
kardiale Dysfunktion (Abb. 1). Durch die 
Behandlung mit IKK 16 verbesserten sich EF, 
FS und FAC in beiden Modellsystemen sig-
nifikant (Abb. 1). Semi-quantitative Western-
Blot-Analysen der Herzen der LPS/PepG- und 
der CLP-Gruppe zeigten im Vergleich zu 
scheinbehandelten Tieren eine signifikante 
Zunahme des Phosphorylierungsgrads des 
NF-κB-Inhibitors alpha (IκBα) sowie eine Zu-
nahme der nukleären Translokation der p65- 
Untereinheit von NF-kB (Aktivierung von NF-
κB). Die Behandlung mit IKK 16 wiederum 
führte zu einer signifikanten Reduktion des 
Phosphorylierungsgrads von IκBα als auch 
der nukleären Translokation von p65 (Inakti-
vierug von NF-κB).

Interpretation
Die einmalige Verabreichung des spezifischen 
IKK-Inhibitors IKK 16 verbesserte in unserer 
Studie signifikant die Sepsis-assoziierte kardi-

ale Dysfunktion sowohl bei jungen als auch 
bei älteren Mäusen. Dies ging einher mit ei-
ner Abnahme des Phosphorylierungsgrads 
von IκBα und einer reduzierten nu kleären 
Translokation der NF-κB-Untereinheit p65. 
Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Hem-
mung der NF-κB-Aktivierung (zumindest teil-
weise) für die beobachteten positiven Effekte 
von IKK-16 ursächlich verantwortlich ist.

SMC wurde durch ein Forschungsstipendium 
der DFG (CO 912/1-1 und CO 912/1-2) ge-
fördert.
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Einfluss des IKK-Inhibitors IKK 16 auf die sepsis-assoziierte myokardiale Dysfunktion in der Maus.

Die Mäuse entwickelten 24 h nach Verabreichung von LPS/PepG (A, B) oder nach CLP-Chirurgie (C, D) 
echokardiographisch im Vergleich zu scheinbehandelten Tieren (Sham) eine signifikante Reduktion der 
prozentualen Ejektionsfraktion (A, C) und der fraktionellen Flächenänderungsrate (B, D). Durch die Ver-
abreichung von IKK 16 verbessern sich diese Parameter in beiden Modell systemen signifikant (A-D). 
Werte sind als Mittelwert +/- Standardfehler des Mittelwerts ange geben. Es erfolgte eine univariante  
Varianzanalyse, gefolgt vom Dunnet`s Post Hoc Test. P <0,05 wurde als signifikant erachtet. Es wurden n 
Tiere untersucht. 

A und B LPS/PepG Modell: Sham (n=10); LPS/PepG + Vehikel (n=9); LPS/PepG + IKK 16 (n=10).  
B und C CLP Modell: Sham (n=12); CLP + Vehikel (n=12); CLP + IKK 16 (n=12).
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Fragestellung
Manuelle Thoraxkompressionen können 
selbst unter idealen Bedingungen maximal 
25% der normalen Organperfusion von Herz 
und Gehirn bereitstellen. [1] Experimentel-
le Daten aus Open-Chest-Modellen zeigen, 
dass ein für den Einsatz in der Herzinsuffi-
zienz entwickeltes minimal-invasives LVAD 
(linksventrikuläres Herzunterstützungssys-
tem) nicht nur bei Herzinsuffizienz, sondern 
auch im Herz-Kreislaufstillstand eine zerebra-
le Perfusion von 65% und eine myokardiale 
Perfusion von 74% des Ausgangsniveaus er-
zielen kann. [2] Ungeklärt ist jedoch weiter-
hin: 1. Kann eine Reanimation mittels LVAD 
die Überlebensrate (Return of spontaneous 
circulation – ROSC) gegenüber der konven-
tionellen Reanimation mittels Herzdruck-
massage verbessern? 2. Führt die verbesserte 
Organperfusion während der Reanimation zu 
einem geringeren neurokognitiven Schaden 
nach überlebter Reanimation?

Methodik
Nach Genehmigung durch die zuständige 
Tierschutzbehörde (AZ.: 84-02.04.2011.A095) 
wurden die beschriebenen Versuche entspre-
chend der Deklaration von Helsinki durchge-
führt. Nach Narkoseeinleitung und endotra-
chealer Intubation wurden 20 Hausschweine 
(Deutsche Landrasse, 35-40kg, männlich) mit 
einer femoralarteriellen Blutdruckmessung, 

einem pulmonalarteriellen Katheter sowie ei-
nem Schrittmacher-Katheter zur Induktion des 
Kammerflimmerns im rechten Ventrikel verse-
hen. Die 10 Tiere der Interventionsgruppe wur-
den zusätzlich mit einem LVAD (Impella 2.5, 
Abiomed, Aachen) bestückt. Nach 10 Minu-
ten unbehandelten Kammerflimmerns wurde 
mittels eines mechanischen Hilfsgerätes (Mi-
chigan Thumper 1007, Michigan Instruments, 
Grand Rapids, USA) eine standardisierte ex-
terne Herzdruckmassage mit einer Frequenz 
von 100/min begonnen (CPR, n=10), oder 
das LVAD mit der maximal möglichen Fluss-
rate aktiviert (LVAD, n=10). Eine zusätzliche 
Herzdruckmassage fand hier nicht statt. Nach 
insgesamt 6 Minuten Reanimation wurden 
mittels eines Defibrillators bis zu drei Schocks 
eines biphasischen Stroms von 150 J appliziert. 
Das Tier wurde dann als erfolgreich reanimiert 
klassifiziert, wenn ein organisierter Herzrhyth-
mus mit einem mittleren arteriellen Blutdruck 
von 60 mmHg für 5 Minuten persistierte. Wa-
ren die Reanimationsbemühungen erfolglos, 
wurde erneut mit den Reanimationsbemühun-
gen begonnen und diese für maximal 3 wei-
tere Zyklen fortgesetzt. Wies das Tier auch zu 
diesem Zeitpunkt keinen spontanen Kreislauf 
auf, wurde das Tier als nicht reanimiert klas-
sifiziert. Tiere mit spontanem Kreislauf wur-
den für 2 Stunden überwacht, bevor sie vom 
Beatmungsgerät entwöhnt und in ihre Käfige 
zurückgebracht wurden. Das neurokognitive 
Ergebnis wurde mittels eines für Schweine 
modifizierten neurokognitiven Defizit-Scores 
(NDS, nach [3]) während einer bis zu vier Tage 
dauernden Nachbeobachtungsperiode ermit-
telt, bei dem ein Wert von 0 keine Einschrän-
kung bedeutet und 100 den Hirntod anzeigt. 
Eine vorab durchgeführte Fallzahlabschätzung 
ergab, dass die gewählte Gruppengröße aus-
reicht, um eine Verbesserung des funktionellen 
Ergebnisses um 20% zu detektieren (power: 
80%; alpha 0,05). Für metrische Variablen 
wurde ein t-Test für verbundene oder unver-
bundene Stichproben nach Bonferroni-Adjus-
tierung, für nominal-skalierte der exakte Test 
nach Fisher durchgeführt. Alle Ergebnisse wer-
den als Anzahl oder Mittelwert ± Standardab-
weichung präsentiert. Ein p-Wert≤0,05 wurde 
als statistisch signifikant erachtet.

Ergebnisse
Im Mittel konnte das LVAD einen Blutfluss 
von 1,4±0,0 L/min während der Reanimation 
generieren (32% des Ausgangs-Herzminu-
tenvolumens von 4,3±0,4 L/min), was einen 
Anstieg des arteriellen Mitteldrucks von 16±9 
mmHg nach 10 Minuten Herz-Kreislaufstill-
stand auf 32±11 mmHg kurz vor der Defi-
brillation bewirkte (p<0.05 für MAP 10 vs. 16 
min). Während sämtliche Tiere (n=10) in der 
LVAD-Gruppe einen ROSC zeigten, konnte 
dies nur bei der Hälfte der Kontrolltiere (n=5) 
beobachtet werden (p=0.033). In überleben-
den Tieren beider Gruppen unterschieden 
sich die hämodynamischen Parameter weder 
vor, während, noch nach der Reanimation. 
Am ersten und zweiten postoperativen Tag 
zeigten die Tiere in der LVAD-Gruppe jedoch 
ein signifikant besseres Ergebnis im NDS 
(50±28 vs. 93±14 an Tag 1, p<0.01; 57±31 
vs. 93±21 an Tag 2, p<0.01).

Interpretation
Eine intravaskuläre Reanimation mittels ei-
ner axialen Mikropumpe verdoppelte das 
Überleben und verbesserte das neurokogni-
tive Ergebnis im Vergleich zur konventionel-
len Herzdruckmassage in einem Modell des 
prolongierten Herz-Kreislauf-Stillstandes und 
der Reanimation. Bei weiterhin positiven Re-
sultaten in weiterführenden Untersuchungen 
könnte dieses Verfahren in Zukunft eine al-
ternative Option für die kardiopulmonale Re-
animation auch bei nicht kardiochirurgischen 
Patienten darstellen.

Literatur

1. Andreka P, Frenneaux MP: Haemodynamics of 
cardiac arrest and resuscitation. Curr Opin Crit 
Care 2006;12:198-203

2. Tuseth V, Salem M, Pettersen R, Grong K, et al: 
Percutaneous left ventricular assist in ischemic 
cardiac arrest. Crit Care Med 2009;37:1365-72

3. Bircher N, Safar P: Cerebral preservation 
during cardiopulmonary resuscitation.  
Crit Care Med 1985;3:185-90.

Der Einsatz einer minimal-invasiven, 
perkutanen Katheterpumpe ver-
doppelt die Überlebensrate und 
verbessert das neurologische 
Ergebnis gegenüber konventioneller 
Herzdruckmassage in einem Reani-
mationsmodell beim Hausschwein

M. Derwall1, 2 · R. Rossaint1, 2 · G. Marx1, 2 ·  
M. Fries1

1 Klinik für Anästhesiologie, 

2 Klinik für Operative Intensivmedizin und  
Intermediate Care, 

Universitätsklinikum Aachen

Korrespondenz: mderwall@ukaachen.de



340  Abstracts 

27. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI 22. - 23.02.2013 · Würzburg

© Anästh Intensivmed 2013;54:334-379  Aktiv Druck & Verlag GmbH

Fragestellung
Nitroxyl (HNO), ein Derivat von Stickstoff-
monoxid (NO), induziert über bislang unbe-
kannte Mechanismen eine starke Vasodilata-
tion und zugleich positiv inotrope Effekte [1]. 
Diese potentiell protektiven kardiovaskulären 
Effekte werden über NO-unabhängige Me-
chanismen vermittelt, die u.a. zu einer Frei-
setzung des vasoaktiven Neuropeptids cal-
citonin gene-related peptide (CGRP) führen 
[2]. Die Reduktion von NO durch den Gaso-
transmitter H2S könnte Teil endogener HNO-
Entstehung und damit auch der Kreislaufregu-
lation sein. In der vorliegenden Arbeit wurde 
der Membran-Rezeptor TRPA1 als mögliches 
Effektormolekül für HNO untersucht, da be-
kannt ist, dass HNO mit Cysteinen reagiert. 
TRPA1 wird durch eine Modifikation von in-
trazellulären Cysteinen aktiviert [3] und ver-
mittelt eine starke Freisetzung von CGRP. 

Methodik
Mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen wurde 
untersucht, ob die Interaktion zwischen NO 
und H2S in einer relevanten HNO-Produktion 
in sensorischen Neuronen resultiert. Mittels 
Calcium Imaging und Patch Clamp Technik 
wurde auf zellulärer Ebene untersucht, ob 
TRPA1 durch HNO oder Koapplikation von 
NO und H2S aktiviert wird. Mittels ELISA wur-
de CGRP-Freisetzung aus präparierten Ner-
ven von Ratten und Mäusen gemessen. Die 
systemische Wirkung von HNO bzw. von NO 
und H2S wurde an narkotisierten Mäusen un-
tersucht (Haltung und Tötung der Tiere gemäß 
TierSchutzG, Tierschutzanträge für RR-Mes-
sungen an narkotisierten Mäusen vorliegend).

Ergebnisse
Die intrazelluläre HNO-Konzentration in 
Spinalganglienzellen (DRGs) ist von der Bil-
dung der Gasotransmitter NO und H2S abhän-
gig und ist im Vergleich zur Kontrolle durch 
Blockade der verantwortlichen Enzyme um 
45.5±3% reduziert. Patch Clamp (Abb. A) 
und Calcium Imaging (Abb. B) Experimen-
te zeigten, dass HNO als direkter Agonist an 
heterolog exprimierten TRPA1 Rezeptoren 
wirkt. Dieser Effekt ist nicht an der Mutante 
hTRPA1-C621S/C641S/C665S (hTRPA1-3C) 
nachweisbar (Abb. B), bei der N-terminale 
Cysteine, die zur Aktivierung durch reaktive 
Substanzen notwendig sind [3], ausgetauscht 
wurden. DRGs von Wildtyp-Mäusen reagie-
ren auf die Applikation von HNO oder der 
Kombination NO und H2S mit einem starken 
Calciumeinstrom, nicht aber Neurone von 
TRPA1-knockout-Mäusen (Abb. C). Behand-
lung exzidierter Ischiadicusnerven von Mäu-
sen mit HNO setzt CGRP frei (188,5±47 pg/
ml), nicht aber aus Nerven von TRPA1-knock-
out-Mäusen (10,2±4 pg/ml; p=0,003; U-test). 
Injektion von HNO-Donatoren (Angeli’s salt) 
führt bei Isofluran-narkotisierten Mäusen zum 
Blutdruckabfall (18,8±1 mmHg), weniger je-
doch bei TRPA1-knockout-Mäusen (8,8±1 
mmHg; p=0,001; U-test). Während Injektion 
von H2S bei Isofluran-narkotisierten Mäusen 
ebenfalls den Blutdruck senkt, ist dies abhän-
gig von endogener NO-Produktion und wird 
durch die Vorbehandlung der Tiere mit NO-
Synthaseinhibitoren vermindert. Ebenfalls ist 
der H2S-induzierte Blutdruckabfall bei TRPA1- 
und CGRP-knockout-Mäusen reduziert (Abb. 
D).

Interpretation
Unsere Daten legen eine Reaktion von NO 
und H2S auf zellulärer Ebene und die endoge-
ne Produktion von HNO nahe. Durch Aktivie-
rung von TRPA1 und den nachfolgenden Cal-
ciumeinstrom wird das Neuropeptid CGRP 
freigesetzt. Dieses führt zur Vasodilatation 
und somit zum Blutdruckabfall bei narkoti-
sierten Mäusen. Die Aufklärung dieses HNO/
TRPA1/CGRP-Signalweges könnte bei kardio-
vaskulären Erkrankungen von pathophysiolo-
gischer und therapeutischer Relevanz sein. 
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Fragestellung
Strychnin-sensitive Glyzin-Rezeptoren des 
Rückenmarks sind an der sensorischen Ver-
arbeitung von Schmerzreizen und an der 
Kontrolle motorischer Signale beteiligt [1]. 
Bisher sind keine selektiven Glyzin-Rezeptor-
Modulatoren bekannt. Derartige Substanzen 
könnten zur Therapie von Rückenschmer-
zen oder zur Muskelrelaxierung eingesetzt 
werden [1]. In einer Pilotstudie konnten wir 
zeigen, dass die Substanz 4-Bromo-Propofol 
selektiv über Glyzin-Rezeptoren die spontane 
Netzwerk-Aktivität im spinalen Vorderhorn in 
vitro hemmt [2]. Ziel der vorliegenden Studie 
ist es, die Qualität der Modulation glyziner-
ger Ströme im Rückenmark durch 4-Bromo-
Propofol zu definieren.

Methodik
Dem Regierungspräsidium Tübingen wurden 
die Organentnahmen angezeigt. Schwangere 
Mäuse wurden in tiefer Narkose dekapitiert. 
Den präparierten Embryonen wurde spinales 
Gewebe entnommen und für 12-14 Tage kul-
tiviert. Mithilfe von elektro physiologischen 
Ganzzell-Ableitungen wurden die Effekte 
von 4-Bromo-Propofol auf synaptische und 
extrasynaptische Glyzin-Rezeptoren des 
spinalen Vorderhorns in vitro im Vergleich 
mit Propofol gemessen. Pharmakologisch 
wurden glyzinerge Ströme mit Bicucullin 
(100 µM) und GABAerge Ströme mit Strych-
nin (1 µM) isoliert. Die Ergebnisse sind als 
Mittelwerte±S.E.M. dargestellt. Zur statisti-
schen Auswertung verwendeten wir ANOVA 

mit einer Newman-Keuls Post-hoc-Testung. 
Ein signifikanter Unterschied wurde bei ei-
nem p<0,05 definiert.

Ergebnisse
4-Bromo-Propofol (200 nM) induzierte über 
extrasynaptische Glyzin-Rezeptoren einen 
tonischen Strom, der durch den Glyzin-Re-
zeptor-Antagonisten Strychnin (1 µM) aufge-
hoben werden konnte (Abb.1; 4-Bromo-Pro-
pofol 65,1±9,9 pA (n=7), Schein-Applikation 
22,2±5,1 pA (n=6), Propofol 20,1±10,4 (n=8), 
p<0,01 mit ANOVA). Im Gegensatz dazu 
konnte kein signifikanter Effekt von 4-Bromo-
Propofol (50, 200 nM) und Propofol (200 nM) 
auf die synaptische Übertragung des glyziner-
gen Rezeptorsystems festgestellt werden. Die 
Abklingzeiten und die Amplituden der inhibi-
torischen synaptischen Ströme unterschieden 
sich unter Anwendung von 4-Bromo-Propofol 
und Propofol nicht von der Schein-Applika-
tion (n=26, p>0,05 mit ANOVA). Da Propofol 
ein typischer GABA(A)-Rezeptor-Modulator 
ist [3], wurde auch die Wirkung von Propo-
fol (200 nM) und 4-Bromo-Propofol (50, 200 
nM) in niedrig nanomolaren Konzentrationen 
auf die GABAerge synaptische Übertragung 
untersucht. Auch hier konnte kein signifikan-
ter Effekt unter der Anwendung von Propo-
fol oder 4-Bromo-Propofol im Vergleich zur 
Schein-Applikation auf die Abklingzeiten und 
Amplituden der GABAergen inhibitorischen 
synaptischen Ströme festgestellt werden 
(n=23, p>0,05 mit ANOVA).

Interpretation
Diese Studie zeigt, dass 4-Bromo-Propofol 
(200 nM) einen tonischen Strom induziert, der 
wahrscheinlich durch einen extrasynaptisch 
lokalisierten Subtypen des Glyzin-Rezeptors 
vermittelt wird. Dieser Subtyp wird im Juve-
nilstadium in hohen Dichten exprimiert, ist 
aber auch im adulten Organismus wesentlich 
an der glyzinergen Inhibition im Rücken-
mark beteiligt. Vergleichbare Effekte konnten 
für die Ausgangssubstanz Propofol in dieser 
niedrig nanomolaren Konzentration nicht 
festgestellt werden. Diese selektive Wirkung 
von 4-Bromo-Propofol kann die Hemmung 
der spontanen Netzwerk-Aktivität im Vor-
derhorn erklären, die in den Messungen des 

Pilotprojektes festgestellt wurde [2]. Mit der 
vorliegenden Studie wird erstmalig ein selek-
tiver Glyzin-Rezeptor-Modulator beschrieben 
und der zugrunde liegende Mechanismus de-
finiert. Substanzen, die wie 4-Bromo-Propo-
fol halogenierte Propofole sind, könnten zu-
künftig Bedeutung in der Entwicklung neuer 
Schmerztherapeutika und Muskelrelaxanzien 
gewinnen, die selektiv die Informationsverar-
beitung auf Rückenmarksebene beeinflussen.
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Einleitung
Der Opioidentzug führt in zahlreichen experi-
mentellen und klinischen Studien zur Beobach-
tung einer gesteigerten Schmerzempfndlichkeit. 
Der auf sensorischen Neuronen exprimierte 
Ionenkanal TRPV1 [1] ist an der Sensitivierung 
peripherer Neurone und der Entstehung einer 
Hitze-Hyperalgesie [2,3] beim Opioidentzug 
entscheidend beteiligt. Die vorliegende Arbeit 
untersucht die molekularen Mechanismen der 
Sensitivierung des TRPV1 (Hitze-) und TRPM8/
TRPA1 (Kälte)-Ionenkanals. In Probandenstu-
dien wurde die beim Opioidentzug vermittel-
te Hyperalgesie durch quantitativ sensorische 
Testverfahren (QST) weiter charakterisiert.

Material und Methoden
cAMP-Konzentrationsmessungen an µ-Opi oid- 
Rezeptor-transfezierten HEK-293-Zellen mit  
30-minütiger Remifentanil-Vorinkubation, be  - 
ginnend mit 0,1nM und nachfolgendem 
Wash-out, wurden mittels ELISA vorgenom-
men. Quantitativ fluorimetrische Bestim mung  
von Calcium: an µ-Opioid-; TRPV1-;  
TRPM8-, TRPA1-Rezeptor-transfezier ten HEK-  
293-Zellen wurde nach 30-minü tiger Re- 
mifentanil-Vorinkubation (1µM) Ionenkanal-
spezifische Liganden (TRPV1 : 500nM Cap-
saicin, TRPM8/TRPA1 : Menthol (100µM)/
Icillin (500nM)) appliziert. Die intrazelluläre 
Calcium-Konzentration wurde mittels Fura-2 
AM gemessen. Patch-Clamp-Experimente an 
µ-Opiod-; TRPV1-; TRPM8-; TRPA1-Rezeptor- 
transfezierten HEK-293-Zellen nach Inkubation 
mit Remifentanil (1µM). Die Veränderung des 
transmembranösen Stromes wurde nach Appli-
kation Ionenkanal-spezifischer Liganden gemes-
sen. Durch quantitativ sensorische Testverfahren 
(QST) wurden in einem Capsaicin-induzierten 
Schmerzmodell an gesunden Probanden nach 
30-minütiger Remifentanil-Applikation die ther-
mischen Schmerzschwellen und das Schmerz-
empfinden der Probanden mittel einer TSA-
Thermode der Firma Medoc untersucht. (Die 
Studie wurde von der Ethikkommission der Ärz-
tekammer Hamburg genehmigt).

Ergebnisse
Mittels ELISA konnten wir zeigen, dass beim 
Remifentanilentzug die cAMP-Konzentration 

dosisabhängig zunimmt. In Ca2+-Imaging-
Experimenten ließ sich ein erhöhter Kalzi-
um-Einstrom an TRPV1-transfezierten Zellen 
(ungepaarter t-test, p<0,05), nicht jedoch an 
TRPM8- und TRPA1-transfezierten Zellen  
nachweisen. In elektrophysiologischen Zell kul-
tur untersuchungen konnte gezeigt werden, dass 
die TRPV1-Aktivität nach Remifentanilgabe sig-
nifkant zunimmt. Im Capsaicin-Schmerzmodell 
an Probanden sehen wir eine Hyperalgesie 
beim Remifentanil-Entzug sowohl für Kälte-
schmerz als auch für Hitzeschmerz (ANOVA, 
p<0.05). Das subjektive Schmerzempfnden ver-
änderte sich nicht.

Schlussfolgerungen
Opioidgabe führt zu neuroplastischen Verän-
derungen im peripheren und zentralen Ner-
vensystem. Wir konnten dosisabhängig nach-
weisen, dass der Remifentanilentzug zu einer 

kompensatorischen Hochregulation des intra-
zellulären Botenstoffes cAMP und nachfolgend 
zu einer Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) 
führt. Die PKA-Aktivierung führt zur Sensitivie-
rung des TRPV1, nicht jedoch des TRPM8 und 
TRPA1. Die Probandenstudien haben gezeigt, 
dass beim Remifentanilentzug eine Hitze- und 
eine Kälte-Hyperalgesie auftritt. Nach unseren 
Untersuchungen ist der TRPV1 an einer ver-
mehrten Schmerzempfindlichkeit für Hitze-
Reize entscheidend beteiligt. Eine Zunahme der 
Kälte-Empfindlichkeit beim Opioidentzug wird 
jedoch vermutlich nicht durch die Kälte-Senso-
ren TRPM8 und TRPA1 vermittelt. 
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Abb. 1: Patch-Clamp-Experimente: transfezierte HEK-Zellen (µ- und TRPV1-Rezeptor) wurden mit Remifen-
tanil vorbehandelt. Die opioid-vorbehandelten Zellen zeigen einen statistisch signifikant erhöhten trans-
membranösen Strom im Vergleich zur Kontrollgruppe (ungepaarter t-test, p <0.05). 

Abb. 2: Kalzium-Imaging: Stimulation von transfezierten HEK-Zellen (µ- und TRPM8-Rezeptor) mit Icillin 
(500 nM). Opioid-vorbehandelte Zellen zeigen keinen höheren Kalzium-Einstrom. 
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Fragestellung
Die Behandlungsergebnisse von Patienten 
nach Herz-Kreislaufstillstand und Reanimation 
(CA/CPR) sind trotz intensiver Forschungsarbeit 
in Bezug auf Überleben, funktionelle Regene-
ration und neurologisches Defizit weiterhin 
unbefriedigend schlecht [1]. Durch die Mög-
lichkeit der Detektion von „damage associated 
molecular patterns“ (DAMP) kommt den Toll- 
like-Rezeptoren (TLR) eine große Bedeutung 
in der Aktivierung der Inflammationsreaktion 
nach Ischämie und Reperfusion zu. In ver-
schiedenen Experimenten an solitären Orga-
nen konnte gezeigt werden, dass eine geneti-
sche Defizienz bzw. die funktionelle Blockade 
von TLR den Ischämie-/Reperfusionsschaden 
reduzieren kann [2]. Diese Arbeit untersucht 
den Einfluss des TLR4 auf das Überleben und 
die funktionell-neurologische Regeneration 
von Versuchstieren nach 10 minütigem Herz-
Kreislaufstillstand. 

Methodik
Das Kleintier-Reanimationsmodell beinhaltet 
die maschinelle Beatmung (FIO2 0,21) der in-
tubierten Maus, die Induktion eines 10-minü-
tigen Herz-Kreislaufstillstands durch KCl (80 
µg/g KG) und die maschinelle Reanimation (f = 
450/min) mit Injektion von Adrenalin (10 µg). 
Nach behördlicher Genehmigung schlossen 
wir insgesamt 64 weibliche C57BL/6J-Mäuse 
(WT) und 45 weibliche B6.B10ScN-Tlr4lps-del-
Mäuse (TLR4-/-) in die Versuche ein. Das Expe-
riment wurde in 2 Abschnitte geteilt. Die Tiere 
zur Langzeitbeobachtung (Beobachtungszeit-
raum: 28 Tage) wurden in 3 Gruppen rando-
misiert: (1) CPR TLR4-/-, n=33; (2) CPR WT, 
n=32; (3) CPR WT+mAB, n=15. 5 weitere Ver-
suchsgruppen dienten der Bestimmung der In-
flammationsparameter 8 h nach Reanimation 
(Kurzzeitbeobachtung): (a) sham OP WT, n=5; 
(b) sham OP TLR4-/-, n=5; (c) CPR WT, n=7; (d) 
CPR TLR4-/-, n=7; (e) CPR WT+mAB, n=5. Alle 
Tiere erhielten zu den Zeitpunkten 0 min und 
60 min nach Beginn der Reanimation eine int-
ravenöse Injektion von 0,1 ml NaCl 0,9%. Den 
Tieren der Gruppe CPR-WT+mAB wurde zum 
Zeitpunkt 0 min der monoklonale Anti-TLR4-
Antikörper (mAB) MTS 510 (100µg/0,1ml 
NaCl 0,9%) injiziert. Zur Beurteilung des funk-
tionell-neurologischen Status der Tiere in der 

Langzeitbeobachtung wurden die Parameter 
Überleben, Körpergewicht (relativ), RotaRod 
Test und Water Maze Test genutzt. In der Kur-
zeitbeobachtungsstudie wurden 8 h nach Ab-
schluss der Präparation (sham-OP) bzw. nach 
Reanimation die Plasmakonzentrationen von 
IL-6 und IL-10 mittels ELISA bestimmt. 
Die Ergebnisse sind als Mittelwert (MW)±SD 
bzw. als Median [25 75 Percentile] dargestellt. 
Statistik: Kolmogorov-Smirnov Test; Student´s t-
Test; χ2-Test; Mann Whitney-Rangsummentest; 
statistische Signifikanz bei p < 0,05.

Ergebnisse
Im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppen 
(sham-OP) zeigen die erfolgreich reanimier-
ten Tiere einen signifikanten Konzentrations-
anstieg der Inflammationsmarker im Plasma: 
IL-6: sham-OP-WT: 13[10-20] pg/ml vs. CPR-
WT: 587[468-947] pg/ml; IL-10: sham-OP-
WT: 10[4,5-16,5] pg/ml vs. CPR-WT: 53[38-
68] pg/ml. Es ließ sich jedoch kein signifikanter 
Unterschied zwischen den Reanimationsgrup-
pen nachweisen (IL 6: CPR-WT: 587[468-947] 
pg/ml; CPR-TLR4-/-: 810[391-942] pg/ml; CPR 
WT+mAB: 694 [519-2824] pg/ml; IL-10: CPR-
WT: 53[38-68] pg/ml; CPR-TLR4-/-: 63[41-
177] pg/ml; CPR WT+mAB: 73[40-117] pg/
ml). Ebenso konnten keine Unterschiede mit 
statistischer Signifikanz in den funktionell-
neurologischen Parametern und im Überleben 
nachgewiesen werden (Tab. 1 und Abb. 1). 
Im Water Maze Test konnten sowohl die WT- 
Tiere als auch die TLR4-defizienten Tiere vor 
der Reanimation die 1. Position der Plattform 
erlernen. Nach Reanimation konnte die 2. Po-
sition der Plattform (Räumliches Neu Lernen) 
von sämtlichen WT-Tieren erlernt werden, un-
abhängig von der Applikation des Antikörpers. 
Die überlebenden TLR4-/--Tiere erlernten die 
neue Position nicht (Tab. 1). 

Interpretation
Die dargestellten Ergebnisse sind gegensätz-
lich zu den Befunden einer TLR2-Defizienz 
[3]. Damit scheint in einem Mausmodell der 
kardiopulmonalen Reanimation dem TLR 4, 
anders als dem TLR2, nur eine untergeordnete 
Bedeutung in der Pathophysiologie des globa-
len Reperfusionsschadens zuzukommen.
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Tabelle 1

Übersicht der funktionell-neurologischen Regeneration. 

Parameter Gruppe

WT (n=32) WT + mAB (n=15) TLR 4-/- (n=33)

Körpergewicht (relativ) in [%] vom Ausgangsgewicht
Tag 2 n.s. 81,0 [±5,1] 81,6 [±2,6] 80,6 [±3,9]
Tag 3 n.s. 80,0 [±6,1] 81,4 [±4,8] 79,9 [±5,4]
Tag 28 n.s. 101,3 [±5,6] 95,81 [±3,4] 97,81 [±7,8]

RotaRod Zeit [s] – Median [25 - 75 Percentile]
Tag 3 n.s. 459 [141-741] 292 [44-650] 164 [24-499]
Tag 4 n.s. 668 [212-900] 375 [220-876] 374 [89-681]
Tag 5 n.s. 752 [465-900] 826 [608-900] 581 [292-900]

Morris Water Maze Zeit zur Plattform [s] – Median [25 - 75 Percentile]
Position Tag -7 18 [9-35] 13 [7-36]
(1) Tag -1 4 [2-18] 6 [3-17]*
Position Tag 10 12 [6-28] 9 [6-23] 10 [3-22]
(2) Tag 15 8 [1-12] 3 [3-4] 9 [3-22] n.s.

* p<0,05
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Fragestellung
Zur Gewährleistung der Lungenprotektion 
während maschineller Beatmung (MB) im 
schweren akuten Lungenversagen (ARDS) 
können Tidalvolumina (VT) <4 ml/kg notwen-
dig sein (ultraprotektives VT) [1]. Infolgedes-
sen kann es zur Ausbildung von Atelektasen 
mit konsekutiver Beeinträchtigung des Gas-
austauschs kommen [2]. Wir untersuchten 
die Effekte von Spontanatmung während 
ultraprotektiver Beatmung auf pulmonale In-
flammation und Lungenschädigung in einem 
Modell des ARDS. Unsere Hypothese war, 
dass Spontanatmung die negativen Effekte ul-
traprotektiver MB auf die Lungenfunktion aus-
gleicht und sich protektiv auf pulmonale In-
flammation und Lungenschädigung auswirkt. 

Methodik
28 Hausschweine (32,8-52,5 kg) wurden  
analgosediert, intubiert und im volumenkon-
trollierten Modus beatmet: FiO2=1,0, positiver 
end-exspiratorischer Druck(PEEP)=5 cmH2O, 
VT=10 ml/kg, Atemfrequenz(AF) adjustiert 
an Normokapnie, Inspiration/Exspirations-
Verhältnis (I:E)=1:1. Die Induktion des ARDS 
erfolgte mit repetitiven Lavagen mit isoto-
nischer Kochsalzlösung bis zum Erreichen 
eines PaO2/FiO2 < 200 mmHg für >30 min 
und anschließend 5 min druckkontrollierter 
Beatmung (PCV) mit Atemwegspitzendruck 
(Ppeak) = 60 cmH2O, PEEP = 0 cmH2O, AF=10 
und I:E=1:1. Die Tiere wurden einer der fol-
genden Gruppen randomisiert zugeordnet 
(n=7/Gruppe): 1) kontrollierte protektive MB 
(Pcon); 2) kontrollierte ultraprotektive MB 
(UPcon); 3) ultraprotektive MB kombiniert mit 
nichtassistierter Spontanatmung (UPhyb); und 
4) kontinuierlich positiver Atemwegsdruck 
(CPAP) kombiniert mit assistierter Spontan-
atmung (UPassist). Bei den Tieren unter ultra-
protektiver MB wurde eine extrakorporale 

Lungenunterstützung (iLA®) zwischen linker 
Femoralarterie und rechter Femoralvene zur 
extrakorporalen CO2-Elimination platziert. 
Der Frischgasfluss der iLA® wurde so adju-
stiert, um einen arteriellen PaCO2 zwischen 
50-70 mmHg zu erreichen; der O2-Gehalt im 
sweep gas wurde so adjustiert, dass der PaO2 
beim Durchfluss durch das Gerät unverändert 
blieb. In den Gruppen UPhyb und UPassist 
wurde die Spontanatmung zugelassen. Tiere 
der Gruppe Pcon wurden im PCV-Modus be-
atmet (VT=6 ml/kg, PEEP=16 cmH2O, I:E=1:1 
und AF adjustiert für pH>7,30). In den Grup-
pen UPcon und UPhyb wurden die Tiere im 
APRV-Modus beatmet, (Ppeak(Phigh) adjustiert 
für VT≈3 ml/kg, PEEP(Plow)=16 cmH2O, AF=15/
min, I:E für einen mittleren Atemwegsdruck 
(Pmean) vergleichbar mit Pcon. In der Gruppe 
UPassist wurde der Unterstützungsdruck für 
VT≈3 ml/kg adjustiert und das CPAP-Level 
so eingestellt, dass der Pmean vergleichbar mit 
Pcon war. War unter diesem CPAP Level kei-
ne Triggeraktivität nachweisbar, wurde dieses 
reduziert, bis regelmäßig Trigger messbar wa-
ren. Während 6 Stunden erfolgten Messungen 
der Lungenfunktion. Post mortem wurden Ge-
webeproben der Lunge zur Bestimmung der 
proinflammatorischen Antwort und der his-
tologischen Lungenschädigung (DAD-Score) 
entnommen. Funktionelle Parameter wurden 
mit einem allgemeinen linearen Modell, In-
flammationsparameter mit Kruskal-Wallis-
Test sowie Mann-Withney-Test adjustiert nach 
Bonferroni-Holm und der DAD-Score mit ei-
nem gemischt linearen Modell adjustiert nach 
Tukey Kramer getestet. 

Ergebnisse
Die extrakorporale CO2-Elimination reduzier-
te den PaCO2 im Vergleich zu Pcon (p<0.01). 
UPhyb und UPassist zeigten gegenüber UP-

con (p<0.01) sowie UPhyb gegenüber Pcon 
(p<0.05) eine bessere Oxygenierung. Ultra-
protektive MB führte zu einer Reduktion von 
Ppeak gegenüber Pcon (p<0.01) sowie UPhyb 
gegenüber UPassist (p<0.05). UPhyb und 
UPassist waren gegenüber Pcon (p<0.01) so-
wie UPhyb gegenüber UPcon (p<0.05) mit ei-
ner Reduktion von Pmean assoziiert. UPhyb und 
UPassist führten zu einer Umverteilung der 
Ventilation in dorsale Lungenareale (p<0.05). 
Im Vergleich zu anderen Gruppen resultierte 
UPassist in einer erhöhten Konzentration von 
IL-8 in dorsalen Lungenarealen (p<0.05) so-
wie von TNF-α in ventralen und dorsalen Are-
alen (Abb. 1). UPcon zeigte einen reduzierten 
kumulativen DAD-Score in dorsalen Lungen-
regionen gegenüber Pcon (Abb. 2).

Interpretation
Bei diesem Modell des ARDS führte Spontan-
atmung während ultraprotektiver MB ge-
genüber kontrollierter protektiver und ultra-
protektiver MB zu einer Verbesserung der 
Lungenfunktion, aber UPassist war mit einer 
verstärkten Lungenschädigung assoziiert. UP-
con stellte die effektivste Lungenprotektion 
sicher. 
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Fragestellung
Das akute Nierenversagen (ANV) bei kritisch 
kranken Patienten hat eine hohe Morbidität 
und Letalität [1]. Zu den häufigsten Ursa-
chen des ANV gehören die Sepsis und der 
Ischämie-Reperfusionsschaden (IRI) [1]. Die 
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten 
(PMN) in die Niere ist an der Patho genese des 
ANV beteiligt [2]. Die Interaktion der endo-
thelialen Adhäsionsmoleküle E- und P-Selek-
tin sowie der leukozytären ß2-Integrine mit ih-
ren Rezeptoren ist die molekulare Grundlage 
für die Rekrutierung von PMNs in die Niere 
nach IRI. Da die molekularen Mechanismen 
der Leukozytenrekrutierung stimulusspezifi-
sche Unterschiede aufweisen [3], ist bis zum 
heutigen Zeitpunkt nicht bekannt, ob die glei-
chen molekularen Mechanismen an der Leu-
kozytenrekrutierung im Rahmen des Sepsis-
induzierten ANV beteiligt sind. 
Vor diesem Hintergrund haben wir ein Modell 
des Sepsis-induzierten ANV adaptiert und mit 
dem etablierten IRI Modell verglichen. Um 
die Bedeutung der Rekrutierung von PMNs 
bei der Ausbildung des ANV nach Induktion 
der Sepsis zu untersuchen, wurde das Modell 
bei Mäusen nach Depletion von PMNs unter-
sucht. Des Weiteren wurde die Rolle der Ad-
häsionsmoleküle in beiden Modellen mittels 
Intravitalmikroskopie des Nierenkortex nach 
Injektion blockierender Antikörper (Ak) unter-
sucht und die Zahl der PMNs in der Niere so-
wie das Serumkreatinin als Surrogatparameter 
für die Nierenfunktion bestimmt.

Methodik
Die Tierschutzkommission genehmigte alle 
beschriebenen Tierversuche. 24 Stunden nach 
Ischämie-Reperfusion und 48h nach Liga-
tion und Punktion des Caecums (CLP) wurde 
mittels Durchflusszytometrie die Anzahl der 
PMNs in der Niere und die Konzentration 
des Serumkreatinins mittels ELISA bestimmt. 
Zur Untersuchung der Rolle von PMNs bei 

der Ausbildung des Sepsis-induzierten ANV 
wurde vor dem Experiment 50µg anti-Gr1 Ak 
i.v. injiziert. Um die Bedeutung einzelner Ad-
häsionsmoleküle zu untersuchen, wurden je 
100µg eines anti-E-Selektin Ak, eines anti-P-
Selektin Ak, eines anti-LFA-1 Ak, eines anti-
Mac-1 Ak oder einer Kombination von meh-
reren Ak nach IRI oder CLP i.p. gegeben. Zur 
Darstellung der Leukoyztenrekrutierung in 
vivo wurden bei LysM-GFP-Mäusen 4h nach 
Reperfusion bzw. 8h nach CLP mit und ohne 
Antikörperblockade die Zahl der adhärenten 
PMNs und die Rollgeschwindigkeit der PMNs 
im Nierenkortex mittels Intravitalmikrosko-
pie bestimmt. Die statistische Auswertung 
erfolgte mittels ANOVA und anschließenden 
Student-Newmann-Keul-Tests (Daten als Mit-
telwert ± SEM, n=4-6). 

Ergebnisse
Die CLP operierten Mäuse entwickelten nach 
48h ein ANV (Serumkreatinin 0.77±0.03 
mg/dl im Vergleich zu Sham 0.21±0.07 mg/
dl) mit ausgeprägter Rekrutierung von PMNs 
in die Niere (4.77±0.8x105/Niere, Sham 
0.61±0.02x105/Niere). Die Depletion von 
PMNs mittels anti-Gr1 Ak schützte die Mäu-
se vor der Ausbildung des ANV (Kreatinin 
0.24±0.10 mg/dl). Die postoperative Injekti-
on blockierender Ak (anti-E-Selektin, anti-P-
Selektin, anti-P-Selektin+anti-E-Selektin, anti-
LFA-1, anti-Mac-1, anti-Mac-1+anti-LFA-1) 
reduzierte sowohl die Zahl der rekrutierten 
PMNs als auch die Konzentration des Serum-
kreatinins nach 24h im Ischämie-Reperfusi-
onsmodell und nach 48h im Sepsismodell. In 
der Intravitalmikroskopie zeigte sich in bei-
den Modellen eine entsprechende Reduktion 

der adhärenten Zellen und bei gleichzeitiger 
Blockade von E-Selektin und P-Selektin bzw. 
LFA-1 und Mac-1 eine additive Reduktion 
der im Gefäß haftenden Zellen (Abb. 1). Die 
Blockade von P-Selektin senkte die Rollge-
schwindigkeit, wohingegen die Blockade von 
E-Selektin oder LFA-1 zu einer Erhöhung der 
Rollgeschwindigkeit bei beiden Modellen 
führte. Die Blockade von Mac-1 hatte weder 
im IRI- noch im Sepsis-Modell einen Einfluss 
auf die Rollgeschwindigkeit.

Interpretation
Diese Daten zeigen, dass die Ausbildung des 
akuten Nierenversagens auch in einem Mo-
dell des Sepsis-induzierten ANV abhängig 
von der PMN-Rekrutierung in die Niere ist. 
Trotz unterschiedlicher Ätiologie konnte ge-
zeigt werden, dass die endothelialen Adhäsi-
onsmoleküle E-Selektin und P-Selektin sowie 
die leukozytären ß2-Integrine LFA-1 und Mac-
1 für die Leukoyztenrekrutierung in die Niere 
von Bedeutung sind.
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Die Reduktion der adhärenten Zellen nach Blockierung verschiedener Adhäsionsmoleküle ist nach 
Ischämie-Reperfusion und Caecum Ligation und Punktion vergleichbar. 
8h nach CLP und 4h nach IRI wurde die Zahl der adhärenten Zellen mittels Epifluoreszenzmikroskopie in 
den postkapillären Gefäßen des Nierenkortex bestimmt. Die blockierenden Antikörper oder Isotyp-Kontroll-
antikörper wurden postoperativ i.p. verabreicht (n=4-5, # p<0.05).
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Fragestellung
Die Rolle des Endocannabinoid-Systems in 
der Pathophysiologie des Chronischen Herz-
versagens (CHF) ist weitgehend unverstan-
den. Wir fanden im Myokard von CHF-Pati-
enten ein gegenläufiges Expressionsmuster 
der Cannabinoid-Rezeptoren (CB1 und CB2): 
während CB1 etwa um 25% herabreguliert 
war, zeigte sich eine deutlich gesteigerte 
CB2-Expression; unklar blieb jedoch die pa-
thophysiologische Bedeutung dieser Befunde 
[1]. Da kardiale micro-RNAs (miRs) einen er-
heblichen Einfluss auf die Pathogenese eines 
CHF haben [2], wurde im vorliegenden For-
schungsprojekt untersucht, i) ob die gegen-
läufige Expression von CB1 und CB2 durch 
den Einfluss spezifischer miRs erklärt werden 
kann und ii) welche pathophysiologischen 
Folgen das gefundene Expressionsmuster ha-
ben könnte. 

Methodik
Mittels bioinformatischer Methoden (Target-
Prediction Programme, Datenbankanalysen) 
wurden die myokardial exprimierten miR-
494 und miR-665 als potenzielle Regulato-
ren der CB-Rezeptoren 1 bzw. 2 identifiziert. 
Zur experimentellen Validierung wurden 
humane Cardiomyocyten-Zellkulturen mit 
synthetischer Vorläufer-miR (pre-miR-494, 
-665) bzw. Kontroll-miR transfiziert (Elek-
troporation); nach 24 h wurde jeweils RNA 
präpariert und revers transkribiert. Die CB1- 
und CB2-mRNA-Expressionsraten wurden 
mittels real-time PCR bestimmt, die Expres-
sion beider Rezeptorproteine wurde durch 
Westernblot ermittelt. Zum Nachweis der 
direkten miR-Zielgen-Interaktion wurden die 
3´-untranslatierten Bereiche der Gene beider 
Rezeptoren jeweils mittels PCR amplifiziert 
und in Luciferase-Reporter-Vektoren kloniert. 
Die Vektorkonstrukte wurden zusammen mit 
den jeweiligen pre-miRs (bzw. Kontroll-miR) 

in HEK293-Zellen transfiziert; Reporter-Akti-
vitäten wurden luminometrisch quantifiziert. 
Für Untersuchungen zur Funktion der CB-
Rezeptoren wurden humane Cardiomyocyten 
mit spezifisch gegen CB1 bzw. CB2 gerich-
teten siRNAs (bzw. Kontroll-siRNA) oder mit 
pre-miR-494, -665 bzw. Kontroll-miR transfi-
ziert und für 48 h unter Serumentzug und Hy-
poxie (5% O2) inkubiert. Die Apoptoseraten 
wurden mittels FACS-Analyse bestimmt. RNA 
wurde aus terminal herzinsuffizientem (Ex-
plantatgewebe n=10) bzw. gesundem Myo-
kard (gewonnen bei Vorhofkanülierung bzw. 
Ventrikelentlüftung, Patienten ohne Herzin-
suffizienz, n=10) extrahiert (Ethikvotum und 
Einverständnis lagen vor); miR-Expression 
wurde mittels real-time PCR bestimmt. Die 
statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test 
bzw. Mann-Whitney-U-Test.

Ergebnisse
Humane Cardiomyozyten zeigten nach Trans-
fektion von pre-miR-494 bzw. pre-miR-665 
eine verminderte mRNA- und Protein-Ex-
pression von CB1 und CB2 (Abb. 1a). Die 
Regulation der Expression beider Rezepto-
ren durch die jeweilige miR konnte mittels 
Luciferase-Assay bestätigt werden (n=6; 
Reduktion Luciferase vs. Kontrolle 1. CB1/
miR-494 62±2,5%; 2. CB2/miR-665 58±3%; 
p<0.001). Silencing der CB-Rezeptoren durch 
spezifische siRNAs erhöhte die Vulnerabili-
tät von Cardiomyozyten gegenüber zellulä-
rem Stress (Abb. 1b); vergleichbare Effekte 
konnten durch Transfektion der beiden miRs 

erzeugt werden (Erhöhung Apoptoserate: 
miR-494 +19%, miR-665 +16%, beide miRs 
+35%; n=5; p<0,01). In CHF-Myokard fand 
sich im Vergleich zu gesundem Myokard 
eine erhöhte miR-494- und eine erniedrigte 
miR-665-Expression (+40±9% vs. -15±3%; 
p<0,01). Die Expression des CB1 war um 
30% reduziert, wohingegen sich die des CB2 
5-fach erhöht zeigte (p<0.01). 

Interpretation
Die CB-Rezeptoren 1 und 2 wirken kardio-
protektiv. Ihre Expression wird über miR-494 
bzw. miR-665 reguliert. Bei CHF verhindert 
die pathologisch veränderte miR-Expression 
eine optimale Protektion: Das Ausbleiben 
eines kompensatorischen Anstiegs der CB1-
Rezeptor-Expression (über gesteigerte miR-
494-Expression) kontrastiert mit der phy-
siologisch sinnvollen Heraufregulation des 
CB2-Rezeptors (durch miR-665 Abfall). MiR-
494 könnte ein mögliches therapeutisches 
Target zur Steigerung der CB1-Expression bei 
CHF sein.
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Fragestellung
Das Nukleotid ATP wird z.B. bei einer for-
cierten Lungenbeatmung von Alveolarepi-
thelzellen (AEZ) freigesetzt [1]. Als parakriner 
Mediator induziert es mittels Aktivierung von 
P2Y-Rezeptoren die Freisetzung des second 
messenger Ca2+ aus dem Endoplasmatischen 
Retikulum in die AEZ-Kompartimente Zyto-
sol, Mitochondrien und Nukleus. Im letzteren 
werden u.a. über nukleäre Ca2+-Signale Trans-
kriptionsabläufe als Teil eines inflammatori-
schen Prozesses initiiert [2]. Hierbei ist unklar, 

ADP bewirkt eine Mitochondrien- 
gesteuerte nukleäre Ca2+-Signal-
kaskade in Alveolarepithelzellen  
Typ II in vitro 
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ob und wie ATP selbst und/oder dessen durch 
Ektonukleasen entstehenden Abbauprodukte 
ADP und AMP sich an der Ca2+-Regulation 
in den jeweiligen Zellkompartimenten betei-
ligen. Ferner bleibt zu klären, welche Rolle 
dabei die durch die mitochondriale Ca2+-Auf-
nahme potentiell gebildeten reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) spielen, die wie das Ca2+ 
auch Stoffwechselvorgänge regulieren und 
Ca2+-Signale modulieren können. Primäres 
Ziel der Studie war es daher, Ca2+-Signale in 
den AEZ-Kompartimenten Zytosol, Nukleus 
sowie Mitochondrien auch in Hinblick auf 
die mitochondriale ROS-Produktion nach Ak-
tivierung mit ATP, ADP und AMP zu charak-
terisieren und auf die Regulation von Genen 
hin zu untersuchen. 

Methoden
AEZ Typ II (A549) wurden unter Standard-
bedingungen kultiviert und mit dem Ca2+-
sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fura-2-AM 
an gefärbt. Die zytosolische Ca2+-Konzentra-
tionen [Ca2+]zyt sowie nukleäre Ca2+-Konzen-
trationen [Ca2+]nuk wurden mittels Real-Time- 
Imaging unter Verwendung eines Epifluores-
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zenzmikroskops quantifiziert. Zur Bestim mung 
der mitochondrialen Ca2+-Konzentrationen  
[Ca2+]mito wurden die Zellen mit der 4mitD-
3CPV-Plasmid-DNA transfiziert und mit Hilfe 
der fluorescence resonance energy transfer-
Technik die emittierten CFP-und YFP-Fluores-
zenzintensitäten simultan und im Verhältnis 
zueinander gemessen. Die Rolle des P2Y2-
Rezeptors wurde mit Hilfe eines Gen-knock- 
down unter Verwendung von spezifischer  
siRNA untersucht und mittels rtPCR verifi-
ziert. Zur Untersuchung der Auswirkung von 
ATP oder ADP auf die Genregulation in AEZ 
wurde ein Microarray unter Verwendung des 
Affymetrix human genome gene chip HG 
U133 Plus 2.0 durchgeführt. Die Ergebnisse 
wurden als Mittelwert ± SEM angegeben. Zur 
statistischen Analyse wurde der Mann-Whit-
ney-Rank-Sum-Test angewandt. 

Ergebnisse
In unstimulierten AEZ Typ II wurden ver-
gleichbare konstante [Ca2+]zyt von 165±21,4 
nM und [Ca2+]nuk von 142±12,6 nM (je 
n=10) gemessen. Die Stimulation mit ATP 
(10 µM) führte im Zytosol und Kern zu ver-
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gleichbaren Ca2+-Oszillationsamplituden von 1083±170,8 nM bzw. 
1662±326,4 nM (je n=6, p=0,093). In diesen beiden Kompartimen-
ten betrug die mittlere Dauer der Ca2+-Oszillationen 2,9±0,4 min. 
Deren mittlere Frequenz lag bei 2,9±0,2 min-1. Im Gegensatz dazu 
induzierte ADP (50 µM) Ca2+-Oszillationen, deren maxi male zyto-
solische Amplitude von 384±11,6 nM signifikant geringer war als 
die maximale Amplitude von 707±88,7 nM (p=0,008) im Kern. Die 
mittlere Dauer dieser Ca2+-Oszil lationen betrug 16±4,4 min. De-
ren Frequenz lag bei 1,6±0,2 min-1. Beide Parameter unterschieden 
sich deutlich im Vergleich zu ATP (p<0,05). AMP veränderte weder  
[Ca2+]zyt noch [Ca2+]nuk. Der siRNA-knock- down des P2Y2-Rezeptors 
führte zum Ausbleiben sowohl der ATP- als auch der ADP-induzier-
ten Ca2+-Signale. Des Weiteren riefen ATP und ADP Veränderungen 
von [Ca2+]mito hervor, die in Form und zeitlichem Verlauf vergleichbar 
zu den zytosolischen und nukleären Ca2+-Oszillationen waren. Die 
Inhibition der mitochondrialen Produktion von ROS durch den Kom-
plex-I-Inhibitor Rotenone (50 µM) oder den proximalen Komplex-
III-Inhibitor Myxothiazol (20 µg/ml) änderte das Ca2+-Signal nach 
ATP weder im Zytosol noch im Kern. Im Gegensatz dazu verkürzte 
oder inhibierte Rotenone oder Myxothiaziol die nukleären Ca2+- 
Oszillationen welche durch ADP hervorgerufen wurde. Darüber 
 hinaus konnte nach Anhäufung der mitochondrialen ROS mittels des 
distalen Komplex-III-Inhibitors Antimycin A (2 µg/ml) die nukleären 
ADP- nicht jedoch die ATP-vermittelten Ca2+-Oszillationen in ihrer 
Amplitude sowie in der Frequenz gesteigert werden. Der ROS- 
scavenger Acetylcystein (1 mM) hingegen inhibierte die nukleären 
Ca2+-Signale nach ADP. Die Analyse der Microarray-Daten ergab, 
dass nach ADP, nicht aber nach ATP die Gene für transmem brane 4 L 
six family member 1, Dual specificity phosphatase 1 und Connective 
tissue growth factor hochreguliert wurden (Signal Log Ratio >1). 

Interpretation
ATP sowie ADP, nicht aber AMP aktivieren den P2Y2-Rezeptor in 
AEZ Typ II. Im Gegensatz zu ATP initiiert ADP primär ein nukleäres 
Ca2+-Signal, welches durch mitochondriale ROS angeregt wird. Fer-
ner reguliert ADP Gene für Zellwachstum, -teilung und -differen-
zierung, wie z.B. das Gen für den Connective tissue growth factor,  
welches interessanterweise auch bei der Idiopathischen Lungen-
fibrose hochreguliert ist [3]. Die Rolle des ADP beim fibrotischen 
Umbau im Rahmen des beatmungsinduzierten Lungenschadens ist 
daher Gegenstand gegenwärtiger Untersuchungen. 
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Fragestellung
Der Plexin-C1-(PLXNC1)-Rezeptor und des-
sen endogener Ligand Semaphorin 7a (Se-
ma7a) spielen eine zentrale Rolle bei der 
Entwicklung des Nervensystems [1]. In vitro 
konnte bereits gezeigt werden, dass PLXNC1 
auch Einfluss auf die Migration, Adhäsion 
[2] und Zytokinantwort [3] von immunkom-
petenten Zellen hat. Unklar ist jedoch der 
Einfluss von PLXNC1 auf eine akute Entzün-
dungsreaktion in vivo. Daher untersuchten 
wir die Bedeutung von PLXNC1 bei einer 
experimentell induzierten, akuten Peritonitis. 

Methodik
Die Tierversuchsgenehmigung des zuständi-
gen Regierungspräsidiums lag vor. Es wurden 
Wildtyp (WT)- und PLXNC1-/--Mäuse sowie 
durch Knochenmarktransplantation (KMTX) 

generierte chimäre Mäuse in einem Modell 
der Zymosan A (Zy A)-induzierten Peritoni-
tis verwendet. WT-Tiere erhielten entweder 
einen funktionsblockierenden anti-PLXNC1- 
Antikörper oder ein Sema7a-Peptid mit spe-
zifischer Bindung an PLXNC1. Die Perito-
nitis wurde bei WT-Mäusen, PLXNC1-/-- und 
chimären Mäusen durch Zy A (1mg/ml, 1ml/
Maus i.p.) induziert. Nach 4 Stunden wur-
de eine Peritoneallavage durchgeführt (5ml 
NaCl 0,9%, 4°C) und daraus Zellzahl, Prote-
ingehalt, Myeloperoxidase (MPO)-Aktivität, 
TNF-α sowie Interleukin-6 bestimmt und 
Ausstrichpräparate angefertigt. Des Weiteren 
erfolgte eine histologische Untersuchung des 
peritonealen Fettgewebes und des parietalen 
Peritoneums. Alle Werte sind als Mittelwert ± 
SEM angegeben, die statistische Auswertung 
erfolgte mittels t-Test, oder ANOVA mit Adju-
stierung nach Bonferroni. 

Ergebnisse
4 Stunden nach Zy A-Applikation zeigten 
PLXNC1-/--Mäuse im Vergleich zu WT-Tieren 
(Abb. 1 a-e) eine signifikant reduzierte Zell-
zahl, Proteingehalt, MPO-Aktivität sowie IL-
6- und TNF-α-Spiegel in der Peritoneallavage 
und eine verminderte leukozytäre Gewebein-
filtration im geschädigten mesenterialen Fett-
gewebe und dem parietalen Peritoneum (Abb. 
1 f). Versuche mit KMTX-Tieren zeigten, dass 
Tiere mit myeloischem PLXNC1-/--Phänotyp, 
eine reduzierte Entzündungsreaktion zeigten. 
Auch die Vorbehandlung mit einem funkti-
onsblockierenden anti-PLXNC1-Antikörper 
reduzierte Zellzahl, Proteingehalt, MPO-Ak-
tivität sowie IL-6-Spiegel in der Lavage signifi-

kant. Die Applikation des Sema7a-Peptids re-
duzierte ebenfalls die Zellzahl, Proteingehalt, 
MPO-Aktivität sowie IL-6- und TNF-α-Spiegel 
in der Lavage signifikant. 

Interpretation
Zusammenfassend zeigen diese Untersuchun-
gen, dass sich der Knock-out und die funkti-
onelle Blockade von PLXNC1 bei der akuten 
Zy A-induzierten Peritonitis im murinen Mo-
dell protektiv auswirkten und die hämatopo-
etische PLXNC1-Expression entscheidend für 
die Ausprägung der Entzündungsreaktion ist. 
PLXNC1 könnte somit als potentielles „drug 
target“ zur Beeinflussung einer akuten Ent-
zündungsreaktion fungieren. 
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Der-Plexin-C1-Rezeptor verstärkt 
eine akute Entzündungsreaktion und 
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Fragestellung
Perioperative Myokardischämie ist mit hoher 
Morbidität und Letalität vergesellschaftet. In 
der Regel sind therapeutische Ansätze darauf 
ausgerichtet, eine frühzeitige Reperfusion zu 
erzielen. Die Reperfusion kann jedoch zu 
einer zusätzlichen Aktivierung inflammato-
rischer Reaktionen und damit zu weiterem 
Myokardschaden führen [1]. Der Transkrip-
tionsfaktor hypoxie-induzierbarer Faktor 1α 
(HIF1α) koordiniert zelluläre Prozesse, die 
ischämiebedingten Organschäden entgegen-
wirken. In der vorliegenden Studie untersuch-
ten wir die gewebespezifische Funktion von 
HIF1α bei myokardialem Ischämie-Reperfusi-
onsschaden.

Methodik
Alle Tierversuche wurden durch die zuständi-
gen Behörden genehmigt. Für die vorliegende 
Untersuchung stellten wir ganzkörper-HIF1α-
defiziente Mäuse mittels eines tamoxifen-
induzierbaren Cre-LoxP-Systems (UbcCre/
Hif1αloxP) her. Auf diese Weise konnten wir die 
bekannte embryonale Letalität einer komplet-
ten HIF1α-Defizienz umgehen. Zusätzlich 
generierten wir gewebespezifische-HIF1α-
defiziente Mäuse: wir verpaarten Mäuse, 
die einen mit LoxP versehenen HIF1α-Locus 
enthielten, mit solchen, die zelltypspezi-
fisch eine konstante oder induzierbare Cre-
Recombinase exprimierten. So erhielten wir 
gewebespezifische-HIF1α-defiziente Mäuse 
mit Deletion von HIF1α in Kardiomyozy-
ten (MyosinCre/Hif1αloxP), Endothelzellen 
(VEcadherinCre/Hif1αloxP) und Zellen der 
myeloischen Zellreihe (LysMCre/Hif1αloxP). 
Die Tiere wurden einem In-vivo-Modell für 
akute myokardiale Ischämie-Reperfusion 
[2] unterzogen, bei dem wir die linke Koro-

nararterie für 60 min okkludierten, gefolgt 
von 120 min Reperfusion. Die Versuchs- und 
die Kontrollgruppen waren hinsichtlich Al-
ter, Geschlecht und Gewicht angeglichen. In 
einer Versuchsreihe isolierten wir PMN mit-
tels negativer Selektion durch magnetische 
Partikel aus Knochenmark von Mäusen und 
transferierten diese in neutrophilendeplitierte 
Tiere (adoptiver Transfer). In vitro bestimmten 
wir den Sauerstoffverbrauch aktivierter PMN 
mittels Zellkulturplatten mit integriertem 
Sauerstoffsensor (OxoDish®). Daten wurden 
auf Normalverteilung hin getestet und als 
Mittelwert±Standardfehler angegeben. Un-
terschiede zwischen den Gruppen wurden 
mittels t-Test ermittelt; ein p-Wert unter 0,05 
wurde als statistisch signifikant angenommen. 

Ergebnisse
Mäuse mit globaler Deletion von HIF1α zeig-
ten zwar eine normale Herzfunktion in der 
Echokardiographie, wiesen aber um 24±4% 
größere Infarktareale auf (Abb. 1), als die 
Kontrolltiere (p<0,05, n=5). Als Nächstes un-
tersuchten wir, durch welche Zellarten die-
ser kardioprotektive HIF1α-Effekt vermittelt 
wird. Hierzu unterzogen wir systematisch 
die oben beschriebenen Mauslinien mit ge-
webespezifischer HIF1α-Deletion einer aku-
ten myokardialen Ischämie-Reperfusion. Wir 
verglichen den myokardialen Schaden in 
MyosinCre/Hif1αloxP, VEcadherinCre/Hif1αloxP 
und LysMCre/Hif1αloxP. Nur die LysMCre/
Hif1αloxP zeigten mit einem 24±3% größe-
ren Infarktareal einen Phänotyp, der mit dem 
ganzkörper-HIF1α-defizienter Tiere vergleich-
bar ist (Abb. 1; n=5). Da polymorphkernige 
neutrophile Granulozyten (PMN) den größten 
Anteil inflammatorischer Zellen im post-isch-
ämischen Myokard ausmachen [2], charak-
terisierten wir nachfolgend den Beitrag von 
PMN für den beschriebenen Phänotyp der 
LysMCre/Hif1αloxP und führten einen adopti-
ven Transfer [3] von HIF1α-exprimierenden 
und HIF1α-defizienten PMN in Kontrolltieren 
durch. Der Transfer HIF1α-defizienter PMN 
in Kontrolltiere vergrößerte das Infarktareal 
um 21±4% im Vergleich zum Transfer von 
HIF1α-exprimierenden PMN (p<0.05, n=6). 
Zusätzliche In-vitro-Untersuchungen zeig-
ten, dass HIF1α zu einer Verringerung von 
inflammatorischen PMN-Funktionen führt 
(Reduktion des oxidativen Burst um 17±2%, 
p<0,05, n=6). 

Interpretation
Die vorliegenden Untersuchungen weisen 
erstmals auf eine kardioprotektive Rolle von 
PMN-exprimiertem HIF1α bei myokardialer 
Ischämie-Reperfusion hin. HIF1α entfaltet 
seinen protektiven Effekt über die Verminde-
rung des durch PMN vermittelten Reperfusi-
onsschadens.
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Fragestellung
Kardiovaskuläre Risikopatienten weisen pe-
rioperativ ein erhöhtes Risiko für Myokard-
infarkte auf [1]. Therapeutische Strategien 
zur Limitierung des nachfolgenden Reperfu-
sionssyndroms sind rar und klinisch bisher 
nicht etabliert [1]. Wir konnten im Mausmo-
dell zeigen, dass der unselektive Sphingosin-
1-Phosphat (S1P)-Rezeptoragonist FTY720 
den Reperfusionsschaden in Abhängigkeit 
vom S1P-Rezeptor 3 (S1P3) begrenzt. Im Ver-
lauf induzierte FTY720 jedoch ungünstige 
myokardiale Umbauvorgänge (maladaptives 
Remodeling). Die behandelten Mäuse zeigten 
kleinere Infarkte, eine reduzierte Granulozy-
teninfiltration und eine geringere myozytäre 
Apoptose, entwickelten jedoch eine ventriku-
läre Dilatation und myokardiale Insuffizienz 
[2]. Wir haben die Hypothese getestet, dass 
diese maladaptiven Effekte selektiv über ei-
nen der S1P-Rezeptoren 1-3 (S1P1-3) vermit-
telt werden und sich therapeutisch von den 
S1P3-abhängigen kardioprotektiven Effekten 
trennen lassen.

Methodik
Mit Genehmigung der zuständigen Tier-
schutzkommission wurden aus Herzen 2-3 
Tage alter Ratten gewonnene neonatale Rat-
tenkardiomyozyten in Ruhe und in Gegen-
wart von 10µM Phenylephrin (PE) (Sigma) mit 
1µmol/l S1P (Sigma) oder 100ng/ml seines 
funktionellen Analogons FTY720 (Cayman) 
2 Tage inkubiert. Zur Charakterisierung der 

myozytären Hypertrophie wurde die Zell-
größe auf phasenkontrastmikroskopischen 
Bildern halbautomatisch (CellF Imaging Soft-
ware, Olympus) vermessen. Die Expression 
des Hypertrophiemarkers brain natriuretic 
peptide (BNP) und von alpha-myosin heavy 
chain (αMHC), dessen Abnahme eine ver-
minderte myozytäre Kontraktilität und myo-
kardiales Versagen kennzeichnet [3], wurde 
mittels real-time revers transkribierter Poly-
merase Ketten Reaktion (rtPCR) bestimmt. Zur 
Identifikation relevanter Rezeptoren wurde 
mittels Ribonukleinsäure (RNA)-Interferenz 
die Expression der S1P1- und S1P2-Rezepto-
ren reduziert. Da für S1P3 keine suffiziente 
Reduktion der Expression erreicht werden 
konnte, wurde alternativ der pharmakologi-
sche S1P3 spezifische Antagonist CAY10444 
(Cayman) eingesetzt. Zur Überprüfung der 
Befunde in vivo wurden 12 Wochen alte 
FTY720 behandelte Wildtyp (WT)- und S1P3- 
defiziente (S1P3

-/-) C57Bl6/J Mäuse (10mg 
FTY720/ l Trinkwasser, 7 Tage prä- bis 7 Tage 
postoperativ) einer permanenten Ligatur der 
linken anterioren Koronararterie unterzogen. 
Die Tiere wurden präoperativ und an Tag 7 
zur Einschätzung der myokardialen Funk tion 
und Geometrie echokardiographiert (HP So-
nos5500, Hewlett Packard). Die normalver-
teilten Daten wurden mittels zweiseitigem 
t-Test auf Signifikanz (p<0,05) geprüft. Für 
Mehrgruppenvergleiche kam eine Varianz-
analyse (ANOVA), für verbundene Daten eine 
zweifaktorielle ANOVA jeweils mit Bonferro-
ni-Korrektur zur Anwendung. Daten sind als 
Mittelwert±Standardabweichung angegeben.

Ergebnisse
Neonatale Rattenkardiomyozyten zeigen 
in Gegenwart des endogen S1P sowie un-
ter unspezifischer S1P-Rezeptorstimulation 
mit FTY720 eine deutliche Größenzunah-
me (+31±6,2%, FTY720 vs. Vehikel, n=12, 
p<0,01) vergleichbar mit dem Effekt einer PE 
Stimulation. Während PE die BNP-Expression 
erwartungsgemäß steigert, hat FTY720 keinen 
Effekt auf BNP. Die Expression von αMHC 
wird durch FTY720 in Ruhe und unter PE-
Stimulation (-43,9±18% vs. Vehikel, n=6, 
p<0,05) im Sinne einer eingeschränkten Kon-
traktilität reduziert. RNA-Interferenz senkt die 
S1P1- und S1P2-Expression jeweils um über 
75%. Auch unter diesen Bedingungen indu-
ziert FTY720 weiter eine Größenzunahme 

(+36±10% vs. Vehikel, n=5/6, p<0,01) und 
senkt die αMHC-Expression (-46±25% vs. 
Vehikel, n=5/6, p<0,01). Eine Inkubation mit 
dem selektiven S1P3-Antagonisten CAY10444 
verhindert beide FTY720 vermittelten Effekte 
(Hypertrophie: +6,0±11%, vs. Vehikel; αMHC 
Expression: -12±11% vs. Vehikel, n=5/6, 
p=n.s.). Echokardiographisch zeigt sich an Tag 
7 nach Myokardinfarkt, dass S1P3

-/--Mäuse an-
ders als WT-Tiere vor der FTY720-induzierten 
linksventrikulären Dilatation geschützt sind 
(enddiastolisches Volumen: 86,9±65,2 vs. 
34±25µl, WT vs. S1P3

-/-, n=11/7, p<0,05) und 
eine bessere linksventrikuläre Ejektionsfrak-
tion aufweisen (45,4±20 vs. 67,6±19%, WT 
vs. S1P3

-/-, n=11/7, p<0,05). Während WT-
Mäuse unter FTY720-Therapie an Tag 7 nach 
Myokardinfarkt eine Zunahme der Myokard-
masse zeigen (+31,2%±20,1 vs. präoperativ, 
n=11, p<0,001), lässt sich dieser Effekt in 
S1P3

-/--Tieren nicht nachweisen (-4,3±14% vs. 
präoperativ, n=7, p=n.s.). 

Schlussfolgerung
Der unter FTY720 beobachtete maladaptive 
Remodelingeffekt nach Myokardinfarkt ist 
ebenso wie der bekannte Schutz vor dem 
Reperfusionsschaden S1P3-vermittelt. Ziel ei-
ner spezifischen therapeutischen Intervention 
ohne maladaptives myokardiales Remodeling 
müssen demnach dem S1P3-Rezeptor nach-
geschaltete intrazelluläre Signalwege sein. 
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Fragestellung
Präkonditionierung durch volatile Anästhe-
tika ist ein bekanntes Phänomen zum Schutz 
des Herzens gegenüber einem myokardialen 
Isch ämie/Reperfusionsschaden. Die beteilig-
ten molekularen Mechanismen fokussieren 
hierbei auf den Erhalt der mitochondrialen 
Funktion sowie der Integrität der mitochondri-
alen Membranen [1]. Durch die gleichzeitige 
Applikation von Propofol kann diese Präkon-
ditionierung aufgehoben werden [2], ebenso 
ist die kontinuierliche Applikation volatiler 
Anästhetika dem Injektionsanästhetikum bei 
koronarer Bypass-Operation überlegen [3]. 
Wir testeten daher die Hypothese, dass die 
kontinuierliche Gabe von Sevofluran unter 
der Beteiligung definierter mitochondrialer 
Mechanismen günstige Effekte auf einen kar-
dialen Ischämie/Reperfusionsschaden ausübt.

Methodik 
Die Tierversuchsgenehmigung lag vor. 32 
weiße Neuseeland-Kaninchen (9-12 Wochen, 
2,0-2,5 kg) wurden randomisiert 4 Gruppen 
zugeordnet. Nach Narkoseeinleitung mittels 
Pentobarbital wurden die Tiere zur Messung 
der Herzfrequenz (HF) und des mittleren arte-
riellen Blutdrucks (MAP) instrumentiert. Nach 
Thorakotomie wurde ein prominenter Ast der 
linken Koronararterie (LAD) umschlungen. 
25 Tiere erhielten durch Okklusion (CAO) 
der LAD eine Ischämie für die Dauer von 30 
Minuten, gefolgt von einer 3-stündigen Re-
perfusion. Die Infarktgröße (IS/AAR) wurde 
nach Bestimmung des Ischämieareals (AAR) 

mit Patentblau und des Infarktareals (IS) mit 
Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (TTC) gravime-
trisch ermittelt. Bei 28 Tieren erfolgte die Ent-
nahme von je 10% des nicht-ischämischen 
linken Ventrikels sowie des AAR zur Isolation 
von Mitochondrien. Nach Isolation der Mi-
tochondrien erfolgte die Analyse der mito-
chondrialen Respiration als auch der Aktivität 
der Atmungskettenkomplexe. Die Untersu-
chungsgruppen erhielten: Schein-Operation: 
keine CAO, Narkoseaufrechterhaltung mittels 
Pentobarbital; I/R: CAO, Narkoseaufrechter-
haltung mittels Pentobarbital: Propofol: CAO, 
Narkoseaufrechterhaltung mittels 10mg/kg/h 
Propofol; Sevofluran: CAO, Narkoseaufrecht-
erhaltung mittels 1.0 MAC Sevofluran. 
Statistik: ANOVA mit Post-hoc-Bonferroni-
Test, Mittelwert ± SD, *p< 0,05.

Ergebnisse
Es bestanden keine signifikanten Unterschie-
de nach der Instrumentierung bezüglich der 
hämodynamischen Messparameter zwischen 
den Gruppen. Die AAR war in allen Gruppen 
gleich groß. Die Infarktgröße (IS/AAR) betrug 
2,0±1,7% in der Schein-operierten-Gruppe. 
Eine 30 minütige CAO und 3 stündige Re-
perfusion bewirkte eine Infarktgrösse von 
59,7±10,9%, welche durch die kontinuierli-
che Applikation von Sevofluran signifikant auf 
47,7±8,9%* reduziert wurde. Unter der kon-
tinuierlichen Infusion von Propofol kam es 
zu keiner Veränderung der Herzinfarktgrösse 
(59,3±6,4%) (n=7 in allen Gruppen, *p<0,05 
vs. I/R). Der kardioprotektive Effekt des vola-
tilen Anästhetikums war durch den Erhalt des 
mitochondrialen Respirations index (4,7±0,8* 
vs. 3,1±0,9 I/R) und des mitochondrialen 
O2-Verbrauchs (30,22±5,3 nmol min-1 mg-1* 
vs. 21,6±6,7 nmol min-1 mg-1 I/R) begleitet. 
Ebenso bewirkte es eine verbesserte Akti-
vität der NADH-Dehydrogenase (Komplex 
I) (109±11% vs. 80±11%* I/R vs. 100±3% 
Schein-Operation). Günstige Effekte von Pro-
pofol sowohl in Bezug auf den mitochond-
rialen Respirationsindex (3,5±0,9) als auch 
der Komplex I-Aktivität (74±13%*) zeigten 
sich nicht (n=7 in allen Gruppen, *p<0,05 vs. 
Schein-Operation). 

Interpretation
Die kontinuierliche Applikation von Sevoflu-
ran während koronarer Ischämie und Reper-
fusion reduziert den resultierenden Schaden 
im Vergleich zu Propofol signifikant. Das vo-
latile Anästhetikum bewirkt hierbei den Erhalt 
der mitochondralen Respiration durch protek-
tive Effekte auf die NADH-Dehydrogenase. 
Daraus kann geschlossen werden, dass volati-
le Anästhetika die Funktion der mitochondria-
len Atmungskette unter Ischämie/Reperfusion 
günstig beeinflussen und so das Herz auch 
im Falle einer kontinuierlichen Applikation 
schützen. 
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Fragestellung
Eine akute Entzündungsreaktion kann durch 
ein Gewebetrauma oder durch eine mikro-
bielle Invasion bedingt sein. Nach Beendigung 
der Frühphase dieser Entzündungsreaktion 
müssen die rekrutierten Entzündungszellen 
aus dem betroffenen Gewebe geklärt werden, 
um so eine Rückkehr zur Gewebshomöostase 
zu gewährleisten. Diese Resolutionsphase ist 
ein aktiver Prozess, der durch eine Reihe spe-
zifischer Lipidmediatoren koordiniert wird. 
Kennzeichen dieser Entzündungsresolution 
ist eine Reduktion der pro-inflammatorischen 
Genexpression, eine reduzierte Leukozyten-
aktivierung und das Abräumen der inflamm-
atorischen Zellen durch Efferozytose [1,2]. 
Neuere Arbeiten konnten eine wichtige Rolle 
des Neuronalen Guidance Proteins Netrin-1 
während der Frühphase der akuten Entzün-
dungsreaktion aufzeigen [3]. Die Rolle von 
Netrin-1 im Rahmen der Entzündungsresolu-
tion ist bisher aber nicht bekannt. 

Methodik
Die Tierversuchsgenehmigung des zustän-
digen Regierungspräsidiums lag vor. In vitro 
wurde die Expression von Netrin-1 in immun-
kompetenten Zellen mittels Facs-Analysen 
und Immunhistochemie untersucht sowie die 
Phagozytose apoptotischer PMN nach Sti-
mulation mit Netrin-1 und/oder Resolvin D1 
(RvD1). Die Expression der Resolvin-Rezep-
toren ALX und GPR-32 in den Makrophagen 
wurde nach Stimulation mit Netrin-1 mittels 
RT-PCR und Facs-Analysen untersucht. In 
vivo wurde in einem durch Zymosan-A-indu-
zierten Peritonitis-Modell in Wildtyp-Mäusen 
(ZyA +/- Netrin-1 Injektion) eine Zeitkinetik 
(0-4h-12h-24h-48h-72h) durchgeführt und 
die Rekrutierung und Differenzierung im-
munmodulatorischer und pro-resolutionärer 
Zellen in der Peritoneallavage mittels Facs-
Analysen evaluiert. Zusätzlich wurde die 
Proteinkonzentration sowie die Konzentra-
tion von TNF-α, Interleukin-1β, Interleukin-6, 
keratinocyte-derived chemokine (KC), IL-10 
und TGF-β mittels ELISA ermittelt. Des Wei-
teren wurde die Expression der Resolvine, die 
Apoptose der PMN sowie die Phagozytose 
apoptotischer PMN bestimmt. Quantitativ 
wurde der Einfluss von Netrin-1 auf die Ent-
zündungsresolution im Peritonitismodell mit-

tels des Resolutionsindex erfasst. Die Daten 
wurden mittels Student’s t-test und ANOVA 
evaluiert. 

Ergebnisse
In vitro konnte mittels Facs-Analyse und Im-
munhistochemie die Expression von Netrin-1 
in PMN, Monozyten, Makrophagen und 
T/B-Lymphozyten nachgewiesen werden. In 
einem Phagozytose-Assay führte die Stimu-
lation mit Netrin-1 zu einem signifikanten 
Anstieg der Phagozytose apoptotischer PMN 
durch Makrophagen. Ein synergistischer Ef-
fekt zeigte sich nach Stimulation mit Netrin-1 
und RvD1 (Abb. 1A und 1B). Die Stimulation 
mit Netrin-1 führte zu einem signifikanten 
Anstieg der Resolvin-Rezeptoren ALX und 
GPR-32 in den Makrophagen. In vivo führte 
die Induktion einer akuten Peritonitis unter 
der Netrin-1 Injektion zu einer signifikanten 
Reduktion der Leukozytenzahl in das Peri-
toneum (Zellzahl x106: ZyA: 0h 0,3±0,01; 
4h 6,9±0,8; 12h 5,2±0,4; 24h 4,5±0,5; 
48h 4,5±0,5; 72h 2,0±0,3 vs. Netrin-1: 0h 
0,3±0,002; 4h 3,5±0,5; 12h 2,1±0,5; 24h 
1,9 ±0,4; 48h 2,3±0,6; 72h 1,9±0,3; p<0.01; 
n=8). Des Weiteren führte die Netrin-1 Injek-
tion im Vergleich zu den nur mit ZyA-injizier-
ten Tieren zu einem signifikanten Anstieg der 
CX3CR1+-Zellen sowie zu einer signifikanten 
Reduktion der CCR2+- und Ly6C+-Zellen nach 
12h, 24h und 48h. Auch die Konzentration 
der pro-inflammatorischen Zytokine in der 
Peritoneallavage war nach Netrin-1 Injektion  
signifikant reduziert, während IL-10 und 
TGF-β signifikant erhöht waren. (KC pg/ml; 
ZyA 7758±1404 vs. Netrin-1: 3376±982; 
TGF-β pg/ml; ZyA 45±9,6 vs. Netrin-1: 
95,55±34,47; p<0.05; n=8;). Die Expression 
der pro-inflammatorischen Lipidmediatoren 
Leukotrien B4, Prostaglandin D2 und Prosta-
glandin E2 war signifikant reduziert durch 
Netrin-1 Injektion im Vergleich zu den mit 

ZyA-behandelten Tieren, während die pro-
resolutionären Lipidmediatoren RvD1 und 
Protektin D1 signifikant erhöht waren. Des 
Weiteren zeigte sich nach 12h, 24h und 48h 
ein signifikanter Anstieg der PMN-Apoptose 
sowie eine signifikante Zunahme der Effero-
zytose durch Netrin-1. Der Resolutionsindex 
zeigte eine Verkürzung der Resolutionsphase 
um 4h durch Netrin-1. 

Interpretation
Netrin-1 reduziert die Zellzahl sowie die 
Expression der pro-inflammatorischen Lipid-
mediatoren und Zytokine. Netrin-1 erhöht 
die Efferozytose und beschleunigt die Re-
solutionsphase um 4h. Demzufolge besitzt 
Netrin-1 anti-inflammatorische, aber auch 
pro-resolutionäre Funktion während einer ex-
perimentell induzierten Peritonitis. 
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In-vitro-Efferozytose-Assay: A) Netrin-1 erhöht dosisabhängig die Phagozytose apoptotischer PMN  
B) Synergistischer Effekt nach Stimulation mit Netrin-1 und RvD1  
(n=5 / Gruppe, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Fragestellung
Es besteht zunehmende Evidenz, dass micro-
RNAs (miRNAs) eine große Bedeutung bei 
der Steuerung von T-Zellfunktionen haben. 
Für miR-146a konnte beispielsweise in Maus-
experimenten eine wichtige Funktion bei 
der Limitierung inflammatorischer Prozesse 
nachgewiesen werden [1]. Da die adaptive 
Immunantwort eine zentrale Rolle in der Pa-
thogenese der Sepsis spielt [2], fokussiert das 
vorliegende Forschungsprojekt auf die Frage, 
ob miR-146a die T-Zell-Antwort in der Sepsis 
beeinflusst und, wenn ja, welche Signalwege 
dabei verändert sein könnten.

Methodik
Aus primären T-Zellen von Patienten mit Sep-
sis sowie von gesunden Probanden (n=10/
n=6; Ethikvotum und Einverständnis lagen 
vor) wurde RNA extrahiert, revers transkribiert, 
und die Expression spezifischer miRNAs und 
mRNAs mittels real-time PCR bestimmt. Für 
Untersuchungen zur Funktion von miR-146a 
wurden primäre T-Zellen sowie Th1-Zellen 
(Differenzierung mit IL-12 und anti-IL4 über 4 
Tage) gesunder Probanden rezeptorvermittelt 
aktiviert (anti-CD3/CD28), mit pre-miR-146a 
oder mit spezifischer siRNA (bzw. mit Kontroll-
Oligos) transfiziert und mittels real-time PCR 
und Western-Blot untersucht. Zum Nachweis 
der miR-146a-Target-Interaktion wurde ein 
den 3´-untranslatierten Bereich (3’-UTR) des 
Zielgens enthaltender Reportervektor kloniert 
und mit pre-miR-146a (bzw. Kontroll-miR) in 
HEK293-Zellen co-transfiziert; als Kontrolle 
dienten Konstrukte mit deletierten miR-146a-
Bindungsstellen. Die Aktivität des Transkrip-
tionsfaktors STAT4 wurde durch Transfektion 
eines STAT4-Reportervektors bestimmt. Alle 
Reporteraktivitäten wurden luminometrisch 

gemessen. Th1- und Th2-T-Zell-Differenzie-
rung wurde durchflußzytometrisch bestimmt. 
Die statistische Auswertung erfolgte mit t-Test 
bzw. Mann-Whitney-U-Test. 

Ergebnisse
Mittels bioinformatischer Methoden wurde 
ein zentrales Enzym der intrazellulären Sig-
naltransduktion, die Proteinkinase C epsilon 
(PRKCε) [3], als potentielles, bislang nicht 
bekanntes Zielgen der miR-146a ermittelt 
und im Folgenden experimentell weiter un-
tersucht. T-Zellen von Sepsispatienten wiesen 
im Vergleich zu gesunden Probanden eine 
deutlich erniedrigte Expression von miR-146a 
(-53±5%; p=0,01) und eine deutlich erhöhte 
Expression der mRNA von PRKCε (+45±4%; 
p<0,05) auf. Mittels Luciferase-Assay konnte 
die Regulation der PRKCε-Expression durch 
miR-146a bestätigt werden. Hierbei han-
delt es sich um einen additiven Effekt der 
miR-146a-Bindungsstellen im PRKCε-3’-UTR  
(n=6; Reduktion Luciferase vs. Kontrolle 
60±2%; p<0,001). Durch Transfektion von pre-
miR-146a in primäre T-Zellen konnte die Ex-
pression von PRKCε signifikant reduziert wer-
den (Abb. 1); zudem war die Expression der 
Th1-typischen Zytokine IFN-γ, TNF-α und IL-2 
erniedrigt (Reduktion auf 46±1,5%; 64±4%; 
59±3%; p<0,01; n=4). Silencing der PRKCε  
in primären T-Zellen durch spezifische siRNAs 
erzielte einen vergleichbaren Effekt auf die 
Zytokinproduktion, die Transkripte von IFN-γ, 
IL-2 und TNF-α waren signifikant vermindert 
(Abb. 2). Bei Transfektion von siRNA gegen 
PRKCε in ausdifferenzierte Th1-Zellen hinge-
gen zeigte sich dieser Effekt nicht, die Zyto-
kinexpression blieb unverändert. Der hieraus 
zu vermutende Einfluss von PRKCε auf die 
T-Zelldifferenzierung konnte durch PRKCε-
Gensilencing in CD4+-T-Zellen und nachfol-
gende Th1-Ausdifferenzierung nachgewiesen 
werden: es fand sich ein signifikant erniedrig-
ter Anteil an Th1-T-Zellen (-26±2%; p<0,05; 
n=3), bei unverändertem Th2-Anteil. Dieser  
Effekt wird durch eine Verringerung der Ak-
tivität des für die Th1-Differenzierung unab-
dingbaren Transkriptionsfaktor STAT4 hervor-
gerufen: Silencing der PRKCε führte zu einer 
um 38% (±5%; n=4, p<0,005) erniedrigten  
Luciferaseproduktion eines STAT4-Reporter-
vektors.

Interpretation
Im Krankheitsbild der Sepsis weisen T-Zellen 
eine verminderte Expression der miR-146a auf. 
Dies führt zu einer gesteigerten Expression von 
PRKCε, was dann über Erhöhung der STAT4-
Aktivität zu einer vermehrten Th1-Zell-Diffe-
renzierung führt. Dies trägt zur Ausprägung 
eines pro-inflammatorischen Phänotyps bei. 
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Fragestellung
Bei einer Entzündung werden insbesondere 
von Phagozyten reaktive Sauerstoffradikale 
gebildet, die mit Proteinen und Lipiden im Ge-
webe unter Oxidation reagieren. Oxidations-
produkte aktivieren Nozizeptoren (Schmerz-
fasern) direkt über Transient Receptor Potential 
(TRP)-Kanäle vom Ankyrin- (TRPA1) und Vanil-
loid-Typ (TRPV1) [1,2]. Im entzündeten Ge-
webe entstehen auch oxidierte Phospholipide 
(OxPL). Oxidiertes 1-Palmitoyl-2-Arachidono-
ylsn-Glycero-3-Phosphocholin (OxPAPC) hat 
sowohl pro- als auch antiinflammatorische Ef-
fekte in der Arteriosklerose sowie bei Lungen-
entzündung [3]. Die Rolle von OxPAPC in der 
Pathogenese von Schmerzen ist bisher nicht 
untersucht. Proinflammatorische Reaktionen 
von OxPL in der Arteriosklerose können durch 
ApoA-I-Peptide vermindert werden. ApoA-I-
Peptide sind Strukturproteine von HDL-Par-
tikeln, die OxPL neutralisieren. Diese finden 
bereits in Phase-I-Studien bei stabiler Angina 
pectoris Anwendung. In dieser Studie untersu-
chen wir die Hypothese, dass OxPAPC direkt 
im Gewebe über TRP-Kanäle Nozizeptoren 
erregt sowie potentielle Behandlungsmöglich-
keiten.

Methodik
Nach Injektion von OxPAPC in verschiedenen 
Dosierungen in die Hinterpfote von Wistar-
Ratten wurden mechanische Pfotendruck-
schwellen (PDS; Randall-Selitto-Test) sowie 
thermische Pfotenlatenzzeit (PLT; Hargreaves-
Test) nach 10 min - 12 h gemessen. Im nächs-
ten Schritt wurden Schmerzverhaltenstests 
nach simultaner Applikation des TRPA1-spezi-
fischen Blockers HC-030031 sowie BCTC, ei-
nem TRPV1-Kanal-Blocker oder ApoA-I-Peptid 
durchgeführt. Tierversuche wurden von der Re-
gierung von Unterfranken genehmigt.

Zur Erhebung von Effekt-Dosis-Kurven wurden 
stabil mit hTRPA1 und rTRPV1-4 transfizierte 
HEK-293-Zellen sowie nicht-transfizierte HEK-
293-Kontrollzellen mit Fluo-4 gefärbt. Mittels 
FLIPR (Fluorescence Imaging Plate Reader) 
wurden Kalzium-induzierte Signalanstiege ge - 
messen. Zur Verifikation der intrazellulären 
Kalziumanstiege wurde in Fura-2/AM-basier-
ten Kalzium-Einzelzellmessungen die Modu-
lation von TRPA1 durch OxPAPC und HC-
030031 untersucht. 

Ergebnisse
OxPAPC intraplantar in Ratten injiziert führt 
zu dosisabhängiger, transienter mechani-
scher und thermischer Hyperalgesie. Durch 
die simultane Injektion von OxPAPC und 
HC-030031 oder ApoA-I-Peptid wird die me-
chanische Hyperalgesie inhibiert (Abb. 1).  
Thermische Hyperalgesie wird durch die 
gleichzeitige Applikation von BCTC oder 
ApoA-I-Peptiden blockiert. 
In FLIPR-Experimente führt OxPAPC zu ei-
nem signifikanten, dosisabhängigen Kalzium-
anstieg in HEKTRPA1-Zellen, nicht aber in 
HEKTRPV1-4-Zellen sowie in nicht-transfizierten 
HEK-293-Kontrollzellen (Abb. 2). Fura-2/AM-
basierte Einzelzellmessungen bestätigen das 
Kalziumsignal in TRPA1-transfizieren HEK-
Zellen und in DRG-Neuronen. Durch HC-
030031 wird der Kalziumanstieg blockiert. 

Interpretation
OxPAPC löst mechanische Hyperalgesie über 
direkte Aktivierung von TRPA1+-Zellen aus. 
OxPAPC-induzierte thermische Hyperalgesie 
wirkt in vivo über TRPV1. Die In-vitro-Messun-
gen schließen jedoch eine direkte Aktivierung 
TRPV1 aus, so dass indirekte Mechanismen 
weiter untersucht werden müssen. ApoA-I-
Peptide lindern OxPAPC-induzierte Hyper-
algesie im Tiermodell vermutlich über eine 
Scavengerfunktion. Sowohl die Wirkung von 
OxPAPC an TRPA1 als auch der ApoA-I-Pepti-
de bilden Grundlagen neuer Behandlungsopti-
onen von Entzündungsschmerzen. 

Gefördert durch das IZKF Würzburg. 
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Fragestellung
Das Ischämie-Reperfusionsödem ist die häu-
figste frühe Komplikation nach Lungentrans-
plantation. Die Ödementstehung wird haupt-
sächlich durch die Störung der endothelialen 
Kohärenz hervorgerufen. Der durch die Hy-
poxie induzierte Vascular Endothelial Growth 
Factor (VEGF)-A nimmt hierbei eine zentrale 
Stellung ein. Wir konnten bereits nachwei-
sen, dass die VEGF-A-Expression eng mit dem 
Transplantatversagen und dem Überleben 
korreliert [1-3]. Wir untersuchten daher in der 
vorliegenden Arbeit den Effekt einer alleini-
gen VEGF-A-Blockade mittels Antikörper in 
einem orthotopen Modell der Lungentrans-
plantation in der Ratte. 

Methodik
Für die durch die zuständige Behörde geneh-
migten Tierversuche ergab die Poweranalyse 
eine Gruppengröße von n=6. Eine statisti-
sche Evaluierung wurde mittels ANOVA und 
Bonferroni’s post-Test durchgeführt. Für die 
Versuche wurden 225-250 g schwere männ-
liche Sprague-Dawley-Ratten verwendet. Um 
zu zeigen, dass die VEGF-A-Blockade das Re-
perfusionsödem minimiert, wurde das Modell 
der orthotopen unilateralen Lungentransplan-
tation in der Ratte verwendet. Hierbei wurde 
die intubierte und druckkontrolliert-beatmete 
(Isoflurane 1,5Vol%, Pmax=25mbar, AF=80/
min) Ratte links-anterolateral thorakotomiert 
und die Lunge freigelegt. Nach selektiver Li-
gatur von Arterie, Bronchus und Vene wurden 
diese lungennah inzidiert. Die vorbereitete 
und entsprechend vorbehandelte Spenderlun-
ge wurde dann mittels „cuff-sleeve“-Technik 

anastomosiert. Danach wurden sukzessive 
Venen-, Arterien- und Bronchusligatur eröffnet 
und bei korrekten Perfusions- und Ventilati-
onsverhältnissen die Empfängerlunge entfernt 
und der Thorax schichtweise verschlossen. Der 
anti-VEGF-A-Antikörper wurde dem Spender-
organ (50µg) über die Perfusionslösung zuge-
führt und dem Empfänger (50µg) zentral 10 
Minuten vor Freigabe der retrograden Perfu-
sion injiziert. Die Nachbeobachtung ging über 
48 h nach Transplantation. Die VEGF-A-Grup-
pe wurde mit einer unbehandelten Kontrolle, 
sowie einer Sham-Gruppe verglichen. Am 
Ende des Beobachtungszeitraumes wurden die 
Tiere human getötet und die Lungen zu weite-
ren Analysen mittels RT-PCR, Western-Blotting 
und zur Bestimmung des Nass-zu-Trocken-
Verhältnisses aufbereitet.

Ergebnisse
Durch die VEGF-A.Blockade wird die VEGF-
A Genexpression gegenüber der Kontrolle 
von 104±10 auf 1609±14 reflektorisch sig-
nifikant hochreguliert (p<0.01). Im Gewebe 
kommt es durch die Antikörperblockade zum 
signifikanten Absinken des VEGF-A-Protein-
Spiegels gegenüber den Kontrollen (33±2 vs. 
100±21; p<0.05). Gleichzeitig wird das Re-
perfusionsödem durch die VEGF-A-Blockade 
signifikant gegenüber den Kontrollen ernied-
rigt (4,34±0,004 vs. 4,98±0,169; p<0.01, 
Abb.1). Beim mittleren Überleben in Stunden 
zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den anti-VEGF-A behandelten Tieren 
und den Kontrollen (27±10 h vs. 17±10 h, 
n.s.). Pro-inflammatorische Gene wie CXCR-
4 (254±54 vs. 91±17, p<0.01) und ICAM-1 
(335±45 vs. 100±39, p<0.001) sind in der 
VEGF-A-Antikörper-Gruppe gegenüber den 
Kontrollen signifikant erhöht, gleichzeitig sind 
anti-inflammatorische Gene wie IL-13 (8±2 
vs. 100±34, p<0.05) und MRC-1 (27±6 vs. 
100±25, p<0.05) bei den VEGF-A behandel-
ten Tieren signifikant gegenüber den Kontrol-
len erniedrigt. Im Einklang mit der erhöhten 
Inflammation ist die Induktion der Apoptose, 
gemessen mittels Caspase-3-Proteinexpressi-
on, in den anti- VEGF-A behandelten Tieren 
gegenüber den Kontrollen signifikant erhöht 
(604±62 vs. 100±27, p<0.001). 

Interpretation
VEGF-A trägt zu der direkten Entstehung 
des Reperfusionsödems durch Erhöhung der 
Gefäßpermeabilität bei. Durch eine VEGF-
A-Blockade wird dieses Ödem signifikant 
verringert. Jedoch hat diese Therapie keinen 
Einfluss auf die Expression von pro-inflamm-
atorischen Genen, welche durch die Hypoxie 
hochreguliert werden. Eine singuläre Hem-
mung von VEGF-A wäre zwar ein attraktiver 
und leicht durchzuführender Therapieansatz, 
ist aber ohne gleichzeitige Inflammations-
hemmung nicht zielführend.
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Fragestellung
Bislang ist nicht ausreichend geklärt, ob die 
Epiduralanalgesie (EA) als Ergänzung zur All-
gemeinanästhesie einen Vorteil jenseits der 
Verbesserung der Analgesie bietet. Bisherige 
systematische Übersichtsarbeiten und ran-
domisierte Studien kamen bezüglich dieser 
Fragestellung zu gegensätzlichen Ergebnissen 
[1,2]. Die Furcht vor juristischen Klagen durch 
schwere neurologische Komplikationen hat 
zudem zu einem Rückgang der Anwendung 
der EA geführt [3]. Ziel dieser Metaanalyse 
war es, die Effekte der EA auf die Morbidität 
und Letalität nach großen chirurgischen Ein-
griffen zu untersuchen.

Methodik
Wir führten eine systematische Literatursuche 
in den Datenbanken PubMed, EMBASE, CEN-
TRAL, BIOSIS, CINAHL durch (bis 07.2012). 
Einschlusskriterien waren: erwachsene Pa-
tienten, große operative Eingriffe (Abdomi-
nalchirurgie, Gefäßchirurgie, Gynäkologie, 

Orthopädie, Thoraxchirurgie, Urologie), ein 
randomisierter Vergleich zwischen Allgemei-
nanästhesie mit EA (unter Verwendung eines 
Lokalanästhetikums mit oder ohne Adjuvan-
tien für mindestens 24 Stunden Dauer) und 
Allgemeinanästhesie ohne EA. Für kontinu-
ierliche Variablen errechneten wir gewichtete 
mittlere Differenzen (WMD), für dichotome 
Daten Odds Ratios (OR), jeweils mit 95%-
igem Konfidenzintervall (95% CI).

Ergebnisse
Insgesamt konnten 125 Studien (9.044 Patien-
ten, von denen 4.525 eine EA erhielten) in die 
Analyse eingeschlossen werden. Durch direk-
ten Autorenkontakt gelang es bislang unveröf-
fentlichte Daten inklusive 49 bislang unpubli-
zierte Todesfälle mit in die Analyse einfließen 
zu lassen. 83 Studien (7.766 Patienten) be-
richteten über das Auftreten von periopera-
tiven Todesfällen. Die Letalitätsrate betrug 
insgesamt 2,0% (80/3911) bei Patienten, die 
eine EA zusätzlich zur Allgemeinanästhesie 
erhalten hatten, und 3,2% (122/3855) in der 
Kontrollgruppe in einem Follow-up Zeitraum 
von bis zu 10 postoperativen Jahren. Das ent-
spricht einer OR von 0,69 (95% CI: 0,51 bis 
0,92) und einer NNT von 90. Dieser Effekt 
war unabhängig von der Insertionshöhe, der 
Art des chirurgischen Eingriffs, dem Alter und 
der Qualität der Studien sowie dem Ein- oder 
Ausschluss der unpublizierten Todesfälle. 
Keinen signifikanten Einfluss zeigte die EA 
auf die 30-Tage-Mortalität (OR 0,89; 95%CI: 
0,60 bis 1,31) und 90-Tage-Mortalität (OR 
0,83; 95%CI: 0,58 bis 1,19). Die EA verrin-
gerte signifikant kardiovaskuläre (Herzrhyth-
musstörungen, tiefe Venenthrombose) sowie 
pulmonale (Pneumonie, Atemdepression und 
Atelektasenbildung) Komplikationen und war 
mit positiven Effekten auf den Gastrointesti-
naltrakt (Ileusrate / Erholung der gastrointe-
stinalen Funktion, Inzidenz von Übelkeit und 
Erbrechen) assoziiert.
Die Epiduralanalgesie war mit einem erhöh-
ten Risiko für das Auftreten einer Hypoten-
sion, einem Juckreiz, einer Harnretention 
und von motorischen Blockaden assoziiert. In 
6,1% ereigneten sich technische Fehler.

Interpretation
Bei erwachsenen Patienten, die sich großen 
chirurgischen Eingriffen unterziehen, hat 
die Kombination aus Allgemeinanästhesie 
und Epiduralanalgesie möglicherweise po-
sitive Auswirkungen auf die perioperative 
Letalität von Patienten. Es traten eine Reihe 
von kardiovaskulären, pulmonalen und ga-
strointestinalen Komplikationen bei Patienten 
mit EA seltener auf im Vergleich zu Patien-
ten, die keine zusätzliche EA erhielten. Die 
vorliegende Analyse vermag angesichts der 
methodenimmanenten Risiken und mitunter 
assoziierten schweren neurologischen Kom-
plikationen eine verlässliche Basis hinsicht-
lich eines möglichen Nutzens – jenseits einer 
verbesserten Analgesie – für eine individuelle 
perioperative Nutzen-Risiko-Abwägung zu 
liefern.

Förderung: Bundesministerium für Bildung 
und Forschung (BMBF), Förderkennzeichen: 
01KG1107.
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Fragestellung
Das akute Lungenversagen ist eine Erkran-
kung mit einer hohen Morbidität und Letalität 
[1]. Die Interaktion von polymorphnukleären 
Granulozyten (PMNs) und Thrombozyten ist 
an der Rekrutierung von PMNs im Rahmen 
des akuten Lungenschadens beteiligt [1,2]. 
Aktivierte Thrombozyten sekretieren die pro-
inflammatorischen Chemokine CXCL4 (Plätt-
chen-Faktor 4, PF4) und CCL5 (RANTES). Das 
Heteromer aus beiden Chemokinen ist an der 
Rekrutierung von PMNs beteiligt [3]. Diese 
Heteromerbildung kann durch einen Peptid-
Antagonisten (MKEY) blockiert werden [3]. 
Der Mechanismus der verminderten PMN-
Rekrutierung durch Inhibition der CXCL4/
CCL5-Hetermerbildung ist bis heute nicht 
aufgeklärt. Neben der Freisetzung von Sauer-
stoffradikalen und Proteasen können PMNs 
auch direkt pathogene Bakterien über die 
Bildung von Neutrophil Extracellular Traps 
(NETs) einfangen. Das Ziel dieser Studie ist 
die Untersuchung der Rolle der Inhibition der 
CXCL4/CCL5-Heteromerbildung durch MKEY 
auf die NET-Formation und die Rekrutierung 
von PMNs in die Lunge in einem murinen 
Modell des akuten Lungenschadens. 

Methodik
Alle Tierversuche wurden von der Tierschutz-
kommission genehmigt. Die Anästhesie er-
folgte durch intraperitoneale Injektion von 
Ketamin und Xylazin. Zur Induktion des Ven-
tilator-induzierten Lungenversagens (Ventila-
tor Induced Lung Injury, VILI) wurden Mäuse 
über 2 Stunden mit niedrigen Atemwegsdrü-
cken (EIP 15 cmH2O, PEEP 5 cmH2O, AF 130/
min) oder hohen Atemwegsdrücken (EIP 42 
cmH2O, PEEP 5 cmH2O, AF 40/min) beatmet. 
Die Rekrutierung von PMNs in die Lunge, die 
vaskuläre Permeabilität und der Gasaustausch 

wurden gemessen (n=4). In einigen Gruppen 
wurde die CXCL4/CCL5-Heteromerbildung 
durch Applikation von MKEY inhibiert (n=4). 
In weiteren Gruppen wurden Thrombozyten 
mittels Busulfan depletiert (n=6). Die Forma-
tion von zirkulierenden Thrombozyten-PMN-
Aggregaten 30 Minuten nach Induktion des 
VILI wurde durchflusszytometrisch bestimmt 
(n=4). In einigen Experimenten wurde die 
Lunge nach 30 Minuten Beatmungsdauer ent-
nommen und eine Immunfluoreszenzfärbung 
zur Darstellung von PMNs (Gr1), Thrombo-
zyten (CD41), extrazellulären Histonen (H3) 
und intrazellulärer DNA (Hoechst-33342) 
durchgeführt (n=4). Zirkulierende NET-Struk-
turen im Plasma wurden mit Hilfe eines My-
eloperoxidase-DNA-ELISA quantifiziert (n=4). 
Die statistische Signifikanz-Bestimmung er-
folgte mittels One-way ANOVA und anschlie-
ßenden Student-Newman-Keuls-Tests oder 
t-Tests. Das Signifikanz-Niveau wurde bei 
p<0,05 festgesetzt. 

Ergebnisse
Die Induktion des VILI führte zu einem An-
stieg der zirkulierenden Thrombozyten-PMN-
Aggregate im Blut, zu einer gesteigerten 
PMN-Rekrutierung in die Lunge, zu einer 
erhöhten vaskulären Permeabilität und ei-
ner vermehrten Anzahl zirkulierender NET-
Strukturen. Hieraus resultiert ein verminderter 
Gasaustausch. Die Thrombozyten-Depletion, 
die Vorbehandlung mit MKEY oder die Gabe 
von blockierenden Antikörpern gegen CXCL4 
und/oder CCL5 reduzierte die Anzahl der 
PMNs in der Lunge, die vaskuläre Permeabi-
lität und verbesserte den Gasaustausch. Die 
Kombination von Thrombozyten-Depletion 
und Vorbehandlung mit MKEY oder CXCL4/
CCL5-Antikörpern zeigte keinen zusätzlichen 
additiven Effekt. Die VILI-Induktion führte zur 
NET-Formation und zur Bildung von Throm-
bozyten-PMN-Komplexen in der Lunge (Abb. 
1A). Die Vorbehandlung mit MKEY vor der 
Induktion des VILI verminderte die Bildung 
von NET-Strukturen und Thrombozyten-PMN-
Komplexen (Abb. 1B). Die Inhibition der NET-
Formation durch Vorbehandlung mit DNAse 
verminderte die PMN-Rekrutierung und die 
vaskuläre Permeabilität und verbesserte den 
Gasaustausch. Um die klinische Relevanz 
der Gabe von MKEY zu untersuchen, wurde 
MKEY in zusätzlichen Experimenten nach der 
Induktion des VILI appliziert. Die Applikation 

von MKEY 15 Minuten nach der Induktion 
des VILI konnte ebenfalls den Schweregrad 
des akuten Lungenversagens vermindern.

Interpretation
Die Inhibition der CXCL4/CCL5-Heteromer-
bildung durch MKEY vermindert die Bildung 
von NETs und die PMN-Rekrutierung in die 
Lunge. Dies milderte den Schweregrad des 
VILI und hat potentielle Bedeutung für die 
Entwicklung neuer Therapieansätze in der Be-
handlung des akuten Lungenversagens.
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Abbildung 1

NET-Strukturen (rot) in der Lunge von Kontroll - 
tieren (A) und nach Vorbehandlung mit MKEY 
(B). 

PMNs grün, Histon H3 rot, zelluläre DNA blau, 
Thrombozyten grau.
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Fragestellung
Die perineurale Anwendung von Opioiden 
am N. ischiadicus bzw. bei Regionalanäs-
thesie unter normalen Bedingungen führt in 
Tiermodellen bzw. in Studien am Menschen 
zu keiner überzeugenden Opioidwirkung. 
Perineuralzellen im Perineurium bilden über 
Tight Junction Proteine (TJ) und insbesondere 
das abdichtende Claudin-1 eine Barriere, die 
eine Penetration von hydrophilen Opioiden 
verhindert. Wirkstoffvermittler wie hypertone 
Kochsalzlösung, Metalloproteinsase-9-Hemo-
pexin-Domäne, Claudin-1 siRNA können die 
Barriere öffnen und antinociceptive Effekte 
von hydrophilen Opioiden wie [D-Ala2, N-
MePhe4, Gly5-ol]-Enkephalin (DAMGO) 
ermöglichen [1,3]. Alternativ können spezi-
fische Claudin-1 Interferenzpeptide (C1C2) 
eingesetzt werden [2]. C1C2 bindet an die 
zweite Hälfte des ersten extrazellulären Loop 
des Claudin-1. C1C2 öffnet in vitro die Bar-
riere von Darmepithelzellen (Caco-Zellen) 
und ermöglicht bei perineuraler Anwendung 
eine Opioidwirkung bei nicht vorbehandelten 
Ratten. Vor einer In-vivo-Anwendung müssen 
Spezifität und Toxizität der Interferenzpeptide 
sowie die Wirksamkeit klinisch zugelassener 
Opioide wie z.B. Morphin untersucht wer-
den. 

Methodik
Alle Untersuchungen an Wistar-Ratten wur-
den von der Regierung von Unterfranken ge-
nehmigt. Die Spezifität und Internalisierung 
von C1C2 wurde in vitro in Pulldown-Expe-
rimenten mit kloniertem Claudin-1 (Claudin 
2 als Kontrolle) bzw. in Caco-Zellen mitfluo-
reszierendem C1C2-TAMRA (Tetramethylrho-
daminazid) untersucht. In vivo wurden C1C2 
oder C1C2-TAMRA perineural an normale 
Ratten bzw. Ratten mit Pfotenentzündung 
(150 µl komplettes Freunds Adjuvans, CFA, 
intraplantar) injiziert. Nach 1-7 d wurden 
Opioide perineural injiziert und nozizeptive 
Schwellen (Pfotendruckschwelle) und Motor-
funktionstests (Rota Rod) gemessen bzw. Ner-
vengewebe für Dünnschichtschnitte, Immun-
histochemie und Testung der Barrierefunktion 
entnommen. 

Ergebnisse
C1C2 und C1C2-TAMRA binden spezifisch 
an die erste extrazelluläre Loop von Clau-
din-1. C1C2-TAMRA internalisiert in Caco-
Zellen. TAMRA alleine wird kaum interna-
lisiert. Perineurale Gabe von C1C2 öffnet das 
Perineurium für den Farbstoff Evans-Blue-
Albumin (EBA, Abb. A) nach 1-2 d, so dass 
EBA Färbung im Vergleich zur Kontrolle im 
Endoneurium (Endo) des Nerven nach 24 
bzw. 48 h sichtbar wird. C1C2-TAMRA (rot) 
bindet an Claudin-1 (grün) im Perineurium 
(Peri) am stärksten nach 24 h (Abb. B), wäh-
rend die Claudin-1 Immunreaktivität weiter 
abnimmt. Perineurale Injektion von C1C2 
am N. ischiadicus ermöglicht einen Anstieg 
der mechanischen nozizeptiven Schwellen 
(Pfotendruckschwelle) durch Morphin oder 
DAMGO 1-2 d (24 bzw. 48 h) nach perineu-
raler Peptidgabe bei normalen Ratten oder 
Ratten mit Hinterpfotenentzündung (CFA, 
Abbildung C) (Mittelwerte ± SEM, * p<0.05, 
Two-way Repeated Measurement ANOVA  
n = 6 Ratten/Gruppe). Die Motorik bleibt un-
beeinträchtigt. In der In-vivo-Verträglichkeits-
prüfung bleibt die Morphologie des Nerven, 
d.h. die Myelinierung und Anzahl der Axone, 

unverändert, und es kommt zu keiner Infiltra-
tion von Makrophagen nach 7 d. Es gibt kei-
ne Veränderungen der nozizeptiven basalen 
Schwellen im Zeitverlauf.

Interpretation
C1C2 bindet spezifisch an Claudin-1 in vit-
ro und im Perineurium und ermöglicht eine  
nozizeptionsspezifische Regionalanalgesie von 
Opioiden ohne motorische Funktionsbeein-
trächtigung und ohne längerfristige Schädi-
gung des Nerven bei Wistar-Ratten. Dadurch 
könnte klinisch eine insbesondere für den 
postoperativen Bereich wichtige Regiona l-
analgesie bei erhaltener Motorik erzielt wer-
den. 
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Fragestellung
Die Letalität bei Sepsis wird nicht nur durch 
systemische Inflammation, sondern vermutlich 
auch durch Antiinflammation und Immunsup-
pression bedingt [1]. TLR-Liganden induzieren 
in myeloiden Zellen zunächst die hypoxisch-
inflammatorische Genregulation mit ihren 
Schlüsselproteinen, Nuklear-Faktor-kappaB1 
(NFκB1) und Hypoxie-induzierbarer-Faktor-1α 
(HIF-1α) [2,3]. Unbekannt ist, welche Effekte 
eine prolongierte Exposition gegenüber TLR-
Liganden hat und ob endogene TLR-Liganden 
wie mitochondriale DNA (mtDNA) zu einer 
Antiinflammation und Gen-Suppression führen. 
Wir testeten ob 1) eine prolongierte Stimulation 
myeloider Zellen mit mtDNA zur Suppression 
des innaten Immunsystems führt, 2) mtDNA, 
TLR-9 abhängig, die adaptive Immunantwort 
(zytotoxische T-Zellen) inhibiert 3) bei Patienten 
mit Sepsis mtDNA Serumkonzentration erhöht 
und HIF-1α Genexpression supprimiert ist, 
und 4) die klinische Variabilität bei Sepsis auch 
durch einen Polymorphismus (-94ins/delATTG 
im NFκB1-Promotor) bedingt ist. 

Methodik
Zunächst wurde der Einfluß bakterieller To-
xine (LPS, Enterotoxin, Streptolysin O) und  
mtDNA auf HIF-1α (mRNA Expression: RT-
PCR; Protein: Western Blot) in naiven sowie 
endotoxin-toleranten monozytären Zellen 
mit/ohne prolongierte Stimulation untersucht. 
Des Weiteren wurde an TLR-9-Knockout- und 
Wildtyp-Mäusen geprüft, ob bakterielle DNA 
(CpG´s) bzw. mtDNA zu einer Suppression 
zytotoxischer T-Zellen führt. Zusätzlich wur-
den nach positivem Ethikvotum 250 Patienten 
mit Sepsis sowie 155 gesunde Probanden in 
eine prospektive Beobachtungsstudie einge-
schlossen. Bestimmt wurden mtDNA Serum-
konzentration (RT-PCR: D-Loop 1; ATPase 6), 
leukozytäre HIF-1α mRNA Expression (RT-
PCR; housekeeping Gen: GAPDH) und -Pro-

tein (Immunfluoreszenz) sowie das Vorliegen 
des NFκB1-Promotorpolymorphismus (-94ins/
delATTG; Pyrosequenzierung). Statistik: Mittel-
werte ± SD; Mann-Whitney-U-Test; Ein-Weg-
ANOVA mit Post-hoc-t-Test; Spearman-Korrela-
tion; binär logistische Regression p<0,05. 

Ergebnisse
Bakterielle Bestandteile/mtDNA führen bei 
einmaliger Stimulation zu einer HIF-1α-mRNA 
Expressionssteigerung in monozytären Zellen 
(LPS: 30-fach±42 SD; Enterotoxin: 15-fach±20; 
Streptolysin 5-fach±3, mtDNA 2,8±2; alle 
p=0.01 für Stimulus vs. Kontrolle und 4h vs. 
24h). Bei repetitiver Gabe jedoch verlieren die 
Zellen ihre Fähigkeit zur Steigerung von HIF-1α 
mRNA und Protein (alle p=n.s.). In Wildtyp-
Mäusen inhibieren CpG´s (p=0.01) und mtD-
NA (p=0.001) die zytotoxische T-Zellaktivität 
um 90%. Dieser Effekt ist bei TLR-9-Knockout-
Mäusen aufgehoben (Abb. 1). Bei Patienten mit 
Sepsis (n=107) waren die mtDNA-Serumkon-
zentration stark erhöht (ATPase 6: 64-fach±84; 
D-Loop1: 79-fach±83; p=0.0001), die HIF-1 
mRNA-Expression (-67%, p=0,0001) und das 
intrazelluläre HIF-1α Protein (-66%, p=0,01) 
jedoch supprimiert. Die HIF-1 mRNA Expressi-
on korrelierte sowohl mit der ATPase 6 Serum-
konzentration (R2=-0,251; p=0,011) als auch 
invers mit dem Schweregrad der Erkrankung 
(Simplified Acute Physiology Score II; r=-0,29; 
p=0,0001). Des Weiteren war die mtDNA-Kon-
zentration mit der des antiinflammatorischen 
Zytokins Interleukin 10 (ATPase 6 R2=0,339; 
p=0,0001; D-Loop1: R2=0,282; p=0,0001) 
sowie dem Schweregrad der Erkrankung (Sim-
plified Acute Physiology Score II; R2=0,347; 
p=0,0001; D-Loop1: R2=0;341 p=0,0001) as-
soziiert. Der NFκB1-Promotor-Polymorphismus 

(homozygoter Deletionsgenotyp; DD) war 
im Vergleich zum Insertionsgenotyp (II) mit 
einer verstärkten NFκB1-Kerntranslokation 
(p=0.001), einer 3-fach höheren mRNA-Expres-
sion (p=0.001) sowie Verdopplung der Tissue 
Factor Expression (p=0.021) assoziiert. Zudem 
war das Deletions Allel bei Patienten mit Sep-
sis (n=143) ein unabhängiger Prädiktor für die 
30-Tage-Letalität (Hazard Ratio, 2,3; 95% CI, 
1,13-4,8; p=0.022; II vs. ID/DD-Genotyp: 25 
vs. 41%, p=0,034). 

Interpretation
Die Genexpression bei Sepsis ist also differen-
tiell reguliert: 1) Initial stimulieren TLR-Ligan-
den das innate Immunsystem. 2) prolongierte 
Stimulation führt jedoch zu Endotoxintoleranz, 
was 3) neben dem innaten Immunsystem, TLR-
9-abhängig, auch die Aktivität zytotoxischer T-
Zellen, also das adaptive Immunsystem suppri-
miert. Bei Patienten mit Sepsis sind zudem 4) 
mtDNA-Konzentration erhöht und hypoxische 
Genregulation (HIF-1α) supprimiert, wobei 5) 
ein NFκB1-Promotor-Polymorphismus eine 
Ursache für die hohe intraindividuelle Varia-
bilität von Genexpression und Outcome bei 
Sepsis und insbesondere unabhängiger Prädik-
tor für die Letalität ist. Weitere Studien werden 
zeigen, ob die Umprogrammierung der Inflam-
mation in eine imunsuppressiv wirkende Anti-
inflammation modifiziert werden kann. 
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Einleitung
Die Entwicklung einer endothelialen Schran-
kenstörung in der Sepsis führt über den Ver-
lust von intravasaler Flüssigkeit zu Mikro-
zirkulationsstörungen und Organversagen. 
Eine spezifische Therapie für dieses Problem 
existiert nicht. Vorarbeiten zeigen, dass die 
endotheliale Schrankenstörung durch einen 
Abfall endothelialer cAMP-Spiegel induziert 
wird und dass in der systemischen Hyperin-
flammation eine systemische Applikation von 
Phophodiesterase-4-Inhibitoren (PDI) zur Sta-
bilisierung der endothelialen Schrankenstö-
rung führt [1]. In der aktuellen Studie wurde 
an einem Modell der polymikrobiellen Sepsis 
untersucht, ob ein derartiger Ansatz auch in 
der polymikrobiellen Sepsis die endothelia-
le Schrankenstörung stabilisiert und welche 
Aus- und Nebenwirkungen die PDI-Applika-
tion auf die Makro- und Mikrohämodynamik 
hat.

Methoden
Nach behördlicher Genehmigung wurden 31 
männliche SD-Ratten (350±40g) narkotisiert 
und für eine invasive kontinuierliche Blut-
druckmessung und zentralvenöse Medika-
mentenapplikation instrumentiert. Alle Tiere 
(n=5-7/Gruppe) wurden laparotomiert und 
bis auf die Tiere der Sham-Gruppe eine po-
lymikrobielle Sepsis durch Implantation eines 
Stents in das Colon ascendens (Colon ascen-
dens Stent Peritonitis= CASP) induziert. Nach 
Verschluss des Abdomens erfolgten Subsitu-
tion des Flüssigkeitsgrundbedarfs (14,4 ml/
kg/24 h NaCl 0,9%) und Analgesie (Fentanyl 
i.v.). Nach 12h erhielten die Tiere über wei-
tere 12h kontinuierlich: H2O [5ml/12h Am-
puwa] (CASP+H2O-Gruppe), DMSO [0,5ml 
DMSO+4,5ml Ampuwa] (CASP+DMSO-
Gruppe; Sham-Gruppe), 1mg/h-PDI [PDI 

Rolipram in 1,5ml DMSO+3,5ml Ampuwa] 
(CASP+1mg/h-PDI-Gruppe) bzw. 0,3 mg/h-
PDI [PDI Rolipram in 0,5ml DMSO+4,5ml 
Ampuwa] (CASP+0,3mg/h-PDI-Gruppe).
Nach 24h wurden die Tiere erneut narkoti-
siert, tracheotomiert und maschinell beat-
met und für die Messung der mesenterialen 
Mikrozirkulation und der endothelialen 
Schrankenstörung zur Intravitalmikroskopie 
re-laparotomiert [1]. Die endotheliale Schran-
kenstörung wurde durch Messung der Extra-
vasation von i.v. appliziertem Fluorescein-
isothioncyanat-conjungat-(FITC)-Albumin (5 
mg/100g KG) ermittelt. Postmortal erfolgte 
eine Interleukin-6 Bestimmung aus den Seren 
der Versuchstiere mittels Multiplex Luminex® 
Assay. Statistische Auswertungen erfolgte mit 
ANOVA mit Post-hoc-Testung n. Duncan, 
Kruskal-Wallis-Test und konsekutiven Mann-
Whitney-U-Tests mit Bonferroni Korrektur 
(MW±SEM). 

Ergebnisse
Alle CASP-Tiere zeigten klinische Zeichen 
einer schweren Sepsis mit erhöhten IL-6- 
Spiegeln (CASP+DMSO 1986±1027 pg/ml, 
CASP+H2O 909±186 pg/ml, CASP+1mg/h-
PDI 3027±2010 pg/ml, CASP+0,3mg/h-PDI 
4204±2270 pg/ml) verglichen mit Sham 
(493±203 pg/ml). Die Applikation von PDI 
führte 24 h nach Sepsisinduktion zu keiner 
relevanten Veränderung der Makrohämody-

namik (MAD, ZVD, HF) zwischen den CASP-
Gruppen. In der CASP+0,3 mg/h PDI-Gruppe 
zeigte sich eine Stabilisierung der endotheli-
alen Schrankenstörung im Vergleich zu den 
CASP+DMSO und CASP+H2O (Abb. 1B). 
Gleichermaßen wurde durch die 0,3 mg/h 
PDI-Applikation eine signifikante Verbes-
serung der mesenterialen Mikrozirkulation 
gegenüber allen anderen CASP-Gruppen be-
obachtet ohne Unterschied zur Sham-Gruppe 
(Abb. 1A). Die 1 mg/h PDI-Therapie ver-
schlechterte dagegen die Mikrozirkulation. 

Schlussfolgerung
Die systemische Applikation des Phospho-
diesterase-4-Inhibitors Rolipram stabilisiert 
dosisabhängig die Endothelbarriere und ver-
bessert die mesenteriale Mikrozirkulation in 
der polymikrobiellen Sepsis ohne makrohä-
modynamische Nebenwirkungen. Die vorlie-
genden Daten legen nahe, dass mittels Appli-
kation von PDI in der Sepsis eine spezifische 
Therapie zur Behandlung der endothelialen 
Schrankenstörung entwickelt werden könnte.
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A) Mesenteriale Mikrozirkulation nach 24h CASP-Sepsis. Die Vehikelgruppen CASP+DMSO und 
CASP+H2O zeigten eine signifikant reduzierte Mikrozirkulation. Die 1,0 mg/h PDI Rolipram Therapie 
verschlechterte zusätzlich die Mikrozirkulation, wohingegen durch 0,3mg/h PDI eine signifikante 
Verbesserung erreicht wurde (p<0,05, *vs. Sham und CASP+Rolipram 0,3mg/h, #vs. CASP+DMSO, 
CASP+H2O). 
B) Quantifizierung der endothelialen Schrankenstörung durch  Extravasation von FITC-Albumin im 
Vergleich zu Sham. Im Vergleich zu CASP+0,3 mg/h PDI kam es zur signifikanten Steigerung des 
Albumin-Austritts bei CASP+DMSO (17%) bzw. CASP+H2O (18%) (p<0.05, § vs. CASP+0,3mg/h 
Rolipram).
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Fragestellung
Der prognostische Wert einer präoperativen 
diagnostischen Spiroergometrie wird in der 
Literatur kontrovers diskutiert [1-2]. Jedoch 
ist eine Zellantwort proangiogener Zellen 
(proangiogenic hematopoietic cells = PHC) 
als direkte Antwort auf einen spiroergome-
trischen Belastungsreiz kaum erforscht. Dabei 
ist eine verminderte Mobilisation von PHC 
mit einem reduzierten Überleben bei Sepsis 
[3] assoziiert. In dieser prospektiven Beob-
achtungsstudie wurde die Zellantwort von 
PHC auf einen präoperativen, spiroergometri-
schen Belastungsreiz im Zusammenhang mit 
der Inzidenz postoperativer Komplikationen 
untersucht.

Methodik
Nach Zustimmung der Ethikkommission 
(IRB#2003-0434) und schriftlichem Einver-
ständnis wurde bei 53 thoraxchirurgischen 
Patienten die Expression von PHC auf einen 
physiologischen Belastungsreiz (Spiroergo-
metrie) untersucht. Die Bestimmung der PHC 
im Blut erfolgte per Durchflusszytometrie 
mit den Oberflächenmarkern CD45, CD133, 
CD31, CD34 und VEGFR2 präoperativ vor 
und 10 Minuten nach einem maximalen 
spiroergometrischen Belastungsreiz über der 
anaeroben Schwelle. Eine Veränderung der 
Zellzahl vor und nach Spiroergometrie wur-
de mit der Inzidenz prädefinierter, postope-
rativer Komplikationen (Tab. 1) verglichen. 
Die Datenanalyse erfolgte per ROC-Kurven-
Analyse mit der Angabe von Odds Ratio (OR) 
und 95%-Konfidenzintervall (95% CI); als  
Signifikanzgrenze wurde p<0,05 gewählt.

Ergebnisse
Eine präoperative, spiroergometrische Belas-
tung oberhalb der anaeroben Schwelle führte 
zu einem signifikanten Anstieg der PHC. Eine 
ROC-Kurven-Analyse zeigte, dass ein Anstieg 
der PHC von ≥60 Zellen/µL nach Spiroergo-
metrie einen Schwellenpunkt für postopera-
tive Komplikationen darstellt (Fläche unter 
der Kurve = 0.71; Sensitivität = 86%; Spezi-
fität = 48%).

Interpretation
Eine präoperative spiroergometrische Belas-
tung oberhalb der anaeroben Schwelle indu-
ziert den Anstieg von PHC. Eine verminderte 
Zellzahl an PHC nach spiroergometrischer 
Belastung geht mit einer erhöhten Inzidenz 
postoperativer Komplikationen einher. Inwie-
fern dieses Zellsignal als Biomarker sowie für 
präoperative Strategien zur Verbesserung der 
vaskulären Funktion (z.B. durch ein präope-

ratives Training) genutzt werden kann, wird in 
weiteren Studien untersucht.

Förderung: Die Studie wurde durch Drittmit-
tel des „International Anesthesia Research 
Society (IARS) Clinical Scholar Grant“ von 
Herrn Professor Bernhard Riedel finanziert.
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Tabelle 1

Anstieg der PHC 
vor und nach 
Spiroergometrie 
(Zellen / µl)

Postoperative Komplikationen*

Nein Ja

n % n % OR 95% CI p-Wert**

Kardiale Komplikationen*

Anstieg PHC<60 25 71% 10 29%

Anstieg PHC≥60 17 94% 1 6% 0,15 (0,02, 1,26) 0,03

Pulmonale Komplikationen*

Anstieg PHC<60 27 77% 8 23%

Anstieg PHC≥60 15 83% 3 17% 0,68 (0,16, 2,93) 0,59

Chirurgische Komplikationen*

Anstieg PHC<60 26 74% 9 26%

Anstieg PHC≥60 17 94% 1 6% 0,17 (0,02, 1,47) 0,05

Postoperative Komplikationen (gesamt)*

Anstieg PHC<60 16 46% 19 54%

Anstieg PHC≥60 15 83% 3 17% 0,17 (0,04, 0,69) 0,006

* Kardiale Komplikationen: u.a. Myokardischämie, -infarkt, postoperativer Vasopressorbedarf
* Pulmonale Komplikationen: u.a. verzögerte Extubation, Reintubation, ARDS, ALI, Pneumonie
* Chirurgische Komplikationen: u.a. Re-Eingriff, Anastomoseninsuffizienz, Wundinfektion, Sepsis;  

eine ausführliche Liste der prädefinierten Komplikationen ist im Studienprotokoll abgebildet.
** Signifikanzgrenze p<0,05.
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Fragestellung
Thiopental wird aufgrund seiner hirndruck-
senkenden und neuroprotektiven Eigenschaf-
ten in der Intensivtherapie zur Behandlung 
therapierefraktärer Hirndruckanstiege bei 
schwerem Schädel-Hirn-Trauma eingesetzt. 
Die molekularen Mechanismen, die den per-
fusionsunabhängigen neuroprotektiven Effek-
ten zugrunde liegen, sind nur unzureichend 
charakterisiert. Die globale Proteinbiosynthe-
se geht mit einem hohen Verbrauch an intra-
zellulärem Adenosintriphosphat (ATP) einher 
[1]. Daher stellt die Hemmung der Translation 
von mRNA einen möglichen Mechanismus 
zum Schutz vor hypoxischer Zellschädigung 
dar [2]. Im Rahmen dieser Studie sollten die 
Effekte von Thiopental auf die neuronale Pro-
teinbiosynthese untersucht werden. 

Methodik
Humane Neuroblastomzellen (SK-N-SH, 
ATCC, Nr. HTB-11) wurden unter Normoxie- 
(5% CO2, 21% O2, 74% N2) und Hypoxiebe-
dingungen (5% CO2, 5% O2, 90% N2)  mit 
Thiopental (0,01-2 mM) oder dem Translati-
onshemmer Cycloheximid (CHX; 5 µg/ml) 
bei 37 ºC in einem Begasungsbrutschrank 
inkubiert. Für die Hypoxieversuche wurde 
das Zellkulturmedium 15 h vor Versuchsbe-
ginn mit dem hypoxischen Gasgemisch prä-
equilibriert. Die Expression des eukaryoten 
Elongationsfaktors 2 (eEF2) und der AMP-
aktivierten Proteinkinase (AMPK) wurde im 
Western Blot analysiert. Der Einfluss von 
Thio pental auf die globale Proteinbiosynthe-
se wurde durch Bestimmung des Einbaus von 
radioaktiv markiertem Methionin (35S) in neu 
gebildetes Protein untersucht. Die Zellschädi-
gung unter Hypoxiebedingungen wurde mit-
tels Laktat-Dehydrogenase-Assay analysiert. 
Die Ergebnisse wurden statistisch durch eine 
Varianzanalyse (One-Way-ANOVA mit Post-
hoc-Dunnet-Test bzw. Two-Way-ANOVA mit 
Post-hoc-Bonferroni-Test) verglichen.

Ergebnisse
Thiopental induziert zeit- und dosisabhän-
gig die Phosphorylierung der translationa-
len Regulatoren eEF2 (Abb. 1A) und AMPK 
(Abb. 1B). Der Effekt auf eEF2 ist bereits ab 

10 µM und somit in einer klinisch relevan-
ten Konzentration nachweisbar. Verglichen 
mit unbehandelten Zellen (101±4,4%) führt 
die Inkubation mit CHX (42,6±9,8%)  und 
Thiopental in höheren Konzentrationen (0,5 
mM: 65,2±3,8%; 1 mM: 49,1±3,2%) zu einer 
signifikanten Reduktion der globalen Protein-
biosynthese (Abb. 2). Unter Hypoxiebedin-
gungen resultiert die Inkubation mit CHX 
(Abb. 3A) und Thiopental (0,1 und 0,5 mM; 
Abb. 3B) in einer Abnahme des Zellschadens. 

Interpretation
In der neuronalen Zelllinie SK-N-SH wirkt 
Thiopental durch Hemmung der globalen 
Proteinbiosynthese zytoprotektiv. Dieser Me-

chanismus könnte für die bekannten neuro-
protektiven Eigenschaften dieser Substanz 
mitverantwortlich sein.
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Thiopental hemmt in vitro die globale 
Proteinbiosynthese durch Inhibition 
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Abbildung 1

Repräsentative Western-Blot-Analysen der dosis- und zeitabhängigen eEF2 (A) und  
AMPK (B) Phisphory lierung.

Abbildung 2

Einfluss von CHX und Thiopental auf die globale Proteinbiosynthese. Repräsentative Autoradiographie (A) 
und Quantifizierung durch Densitometrie (B).  
Mittelwert ± Standardabeichung (n=4); *=p<0,05 vs. Kontrolle.

Abbildung 3

Einfluss von CHX (A) und Thiopental (B) auf die hypoxische Zellschädigung.  
Mittelwert ± Standardab weichung (n=3); *=p<0,05 Hypoxie + CHX, #=p=0,05 Hypoxie vs. Hypoxie + 
Thiopental 0,1 mM, &=p<0,05 Hypoxie vs. Hypoxie + Thiopental 0,5 mM.
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Fragestellung
Das Hypnotikum Propofol wird für die Sedie-
rung von Patienten nach Schädel-Hirn-Trauma 
(SHT) verwendet, da diesem Medikament neben 
günstigen pharmakokinetischen Eigenschaften 
auch ein zerebroprotektiver Effekt zugespro-
chen wird [1]. Jedoch konnte tierexperimentell 
ein durch Hypnotika (z.B. Propofol) hervorge-
rufener neurotoxischer Effekt im Hirngewebe 
gesunder neonataler/juveniler Tiere nachge-
wiesen werden, welcher mit der Beeinflussung 
von Neurotrophinen und deren Wirkung an p75 
Neurotrophin-Rezeptoren (p75NTR) assoziiert 
ist [2]. p75NTR wird in Neuronen sich entwi-
ckelnder Gehirne exprimiert, während adultes 
Hirngewebe nur eine geringe p75NTR-Expres-
sion zeigt. Durch zerebrale Läsionen kann die 
p75NTR-Expression auch im adulten Gehirn 
wieder ansteigen [3]. In der vorliegenden Stu-
die wurde die Kinetik der Neurotrophin, sowie 
p75NTR-Regulation in verletztem Hirnparen-
chym und der Einfluss einer verzögerten post-
traumatischen Propofolgabe zum Zeitpunkt der 
maximalen p75NTR-Expression untersucht. 

Methodik
Mit Genehmigung der Tierschutzbehörde wurde 
an adulten, Isofluran-anästhesierten C57BL/6-
Mäusen eine fokale Kontusion über dem rech-
ten Kortex [controlled cortical impact (CCI)] 
erzeugt. Die mRNA-Expression von p75NTR, 
Nerve Growth Factor (NGF) und Brain-Derived 
Neurotrophic Factor (BDNF) wurde mit real-
time PCR im geschädigten Gehirngewebe zu 
den Zeitpunkten 15 Minuten, 6, 12, 24, 48 h 
und in einem zweiten Versuch 1, 3, 5 und 7 Ta-
gen nach CCI ermittelt (n=9-10/Gruppe). Die re-
lative p75NTR-Proteinkonzentration wurde mit-
tels Western Blot 24 h nach CCI verifiziert (n=6). 
Der Einfluss einer bei Mäusen leicht sedierend 
wirkenden Propofolgabe (10mg/kg KG i.v.;  
24 h nach CCI) auf den sekundären Hirnscha-
den nach 72 h wurde anhand Nissl-gefärbter 
Kryotomschnitte analysiert (n=12/Gruppe). Die 
statistische Auswertung erfolgte mittels Wil-
coxon-Mann-Whitney-Test oder paired t-Test 
und ggf. Bonferroni-Holm-Korrektur. Signifi-
kanzniveau: P<0,05 (*P<0,05;***P<0,001). 

Ergebnisse
Die p75NTR-mRNA-Expression war nach CCI  
signifikant erhöht und erreichte ein Maxi mum  

12-24 h nach Insult (P<0,001 vs nativ;  
Abb. 1A und 1B). Analog zeigte sich ein  
2,4-facher Anstieg des p75NTR-Signals in der 
geschädigten im Vergleich zur kontralateralen 
Hemis phäre (P<0,05). Nach CCI zeigte sich eine 
Dysregulation der Neurotrophin-Expression mit 
Anstieg (+100%) von NGF 24 h nach Trauma 
(Abb. 1C) und Reduktion der BDNF- Expression 
(-70%) 3 und 5 Tagen nach Insult (Abb. 1D). Die 
Propofol-Applikation zum Zeitpunkt 24 h nach 
Insult führte zu einer Vergrößerung (+29%) des 
Sekundärschadens im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (NaCl 0,9%; P<0,05; Abb. 2). 

Interpretation
Eine mechanische Verletzung des Gehirns be-
wirkt eine Induktion der p75NTR-Expression, 
welche als Aktivierung von reparativen Mecha-
nismen aus der frühen Hirnentwicklung inter-
pretiert werden könnte. Analog zur p75NTR-
vermittelten, toxischen Wirkung von Anästhe tika 
im juvenilen Gehirn könnte die Hochregulation 
des p75NTR die Sensitivität des posttraumati-
schen Gehirngewebes gegenüber Anästhetika 
somit wieder erhöhen. Entsprechend vergrö-
ßerte die Gabe von Propofol 24 h nach Trauma 
das Kontusionsvolumen. Die bisher tierexperi-
mentell gezeigte neuroprotektive Wirkung einer 
frühzeitigen Propofolgabe [1] scheint sich nach 
einem später applizierten Propofolbolus in den 
gegenteiligen Effekt umzuwandeln – Propofol 
könnte sich somit, abhängig vom Applikations-
zeitpunkt, auch negativ auf die Entwicklung des 
neuronalen Schadens nach SHT auswirken.
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Fragestellung
Mechanische Beatmung mit variablen Tidal-
volumina kann die pulmonale Funktion und 
Protektion gegenüber konventionellen Beat-
mungsformen verbessern [1]. Die Effekte vari-
abler Beatmung bei chronischer Lungenschä-
digung sind dabei noch unbekannt. In dieser 
Studie verglichen wir konventionelle und vari-
able volumenkontrollierte Beatmung bei nicht 
lungengeschädigten sowie durch Salzsäure-
aspiration akut und chronisch lungengeschä-
digten Ratten. Wir prüften die Hypothese, dass 
die Anwendung variabler Tidalvolumina zu ei-
ner Verbesserung von Gasaustausch, Lungen-
mechanik und pulmonaler Inflammation führt. 

Methodik
Für die Versuche wurden nach behördli-
cher Genehmigung insgesamt 48 männliche 
Sprague-Dawley-Ratten (n=6/Gruppe; 250-
350g) verwendet. Die intraperitoneale Induk-
tion und kontinuierliche intravenöse Aufrecht-
erhaltung der Narkose erfolgte mit Ketamin/
Midazolam, Muskelrelaxation mit Atracurium. 
Beatmung und lungenmechanische Messun-
gen wurden an einem eigens entwickelten 
Messplatz durchgeführt [2]. Die Induktion der 
Lungenschädigung erfolgte durch intratrache-
ale Instillation von 0,2N Salzsäure (1,2 ml/kg  
akute Schädigung, 0,5 ml/kg chronische 
Schädigung). Die lungengesunden und akut 
geschädigten Tiere wurden unmittelbar, die 
chronisch geschädigten Tiere 14 Tage nach  
Aspiration randomisiert für 4h mit konventi-
oneller oder variabler volumenkontrollierter 
Beatmung behandelt. Die Beatmungseinstel-
lungen waren: FIO2 0,35; PEEP 5 cmH2O; 
Atemfrequenz 80/min; Tidalvolumen 6 ml/kg; 
unter variabler Beatmung mittleres Tidalvolu-
men 6 ml/kg, Variationskoeffizient des Tidalvo-
lumens 30% [1]. Sechs nichtbeatmete gesun-
de Tiere dienten als gesunde Kontrolle, sechs 
chronisch geschädigte, aber nicht beatmete 
Tiere als chronische Kontrolle. Die statistische 
Analyse zwischen variabler und konventio-
neller Beatmung erfolgte für lungengesunde, 
akut und chronisch lungengeschädigte Tiere 
getrennt, mittels Two-way-ANOVA für Mess-

wiederholungen und Bonferroni-Korrektur  
bei funktionellen Variablen und t-Tests für 
Post-mortem-Analysen. Statistische Signifikanz 
wurde bei p<0,05 angenommen. 

Ergebnisse
Die wichtigsten funktionellen Variablen sind 
in Tabelle 1, die wichtigsten Post-mortem-
Ergebnisse in Tabelle 2 dargestellt. Körperge-
wicht und -temperatur, infundierte Flüssig-
keitsmenge, Herzfrequenz, mittlerer arterieller 
Blutdruck, Minutenventilation und PaCO2 un-
terschieden sich nicht signifikant zwischen 
den Gruppen. Der transpulmonale Druck war 
unter variabler Beatmung bei lungengesunden 
sowie akut und chronisch geschädigten Tieren 
signifikant reduziert. 
Das pulmonale Wet/Dry-Verhältnis sowie die 
Proteinkonzentration in der bronchoalveolä-
ren Lavage unterschieden sich nicht signifikant. 
Die Bestimmung der Myeloperoxidaseaktivität 
als Aktivitätsmarker neutrophiler Granulozyten 
sowie die Quantifizierung von Hydroxyprolin 
als Fibrosemarker lieferten keine signifikanten 
Unterschiede. Die Leukozytenzahl war unter 

variabler Beatmung im Vergleich zu konventi-
oneller Beatmung bei nicht lungengeschädig-
ten, nicht aber bei akut und chronisch lungen-
geschädigten Tieren signifikant reduziert.

Interpretation
Im Vergleich zu konventioneller Beatmung 
verbesserte variable Beatmung die arterielle 
Oxygenierung bei akut und chronisch lun-
gengeschädigten sowie die Lungenmechanik 
bei nicht lungen geschädigten, akut und chro-
nisch lungengeschädigten Ratten signifikant. 
Variable Beatmung resultierte in verminder-
ter mRNA-Expression pro-inflammatorischer 
Zyto kine und könnte damit zu einer Reduk-
tion der beatmungsassoziierten Lungenschä-
digung führen. 
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Tabelle 2

mRNA-Expression (real-time quantitative PCR, 2√∆∆ CT) im Lungengewebe.

TGF-ß IL-6 MCP-1

lungengesund Konventionell 0,74±0,08 2,80±2,25 0,93±0,43

Variabel 0,73±0,15 1,43±1,10 1,05±0,82

akut Konventionell 1,29±0,29 147,40±57,24 10,01±6,56

Variabel 0,74±0,29* 142,9±107,2 12,49±13,43

chronisch Konventionell 0,73±0,11 1,54±0,70 2,01±1,07

Variabel 0,63±0,04 0,56±0,26* 0,64±0,29*
* = p<0,05 vs. konventionelle Beatmung, alle Werte sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben.

Tabelle 1

Oxygenierung, Atemwegsspitzendruck und Elastance des respiratorischen Systems.

Start 1h 2h 3h 4h

PaO2/FIO2 [mmHg] 
lungengesund

Konventionell 451±54 431±34 425±43 401±40 397±42

Variabel 468±12 454±53 442±28 439±48 456±40

akut Konventionell 458±23 253±26 260±29 247±21 242±23

Variabel 456±24 363±41* 373±42* 374±30* 381±48*

chronisch Konventionell 391±51 399±38 356±41 346±41 340±37

Variabel 406±51 424±42 438±25* 442±28* 449±22*

Ppeak [cmH2O] 
lungengesund

Konventionell 11,2±1,4 12,9±1,8 14,0±1,8 14,8±2,0 16,1±2,1

Variabel 10,5±0,3 12,1±0,4 12,4±0,4 12,4±0,4* 12,3±0,3*

akut Konventionell 10,6±0,8 18,9±1,5 18,9±1,7 19,3±1,6 19,6±1,5

Variabel 10,4±0,5 14,0±0,5* 14,0±0,6* 13,9±0,6* 14,0±0,6*

chronisch Konventionell 12,1±1,6 15,3±2,9 16,2±2,7 17,4±2,4 17,7±2,2

Variabel 12,5±1,2 13,7±0,2 13,5±0,6 13,2±0,9* 13,0±0,6*

Elastance [cmH2O/L] 
lungengesund

Konventionell 2,5±0,5 3,2±0,5 3,6±0,6 3,9±0,6 4,3±0,5

Variabel 2,3±0,2 2,8±0,3 2,9±0,4 2,9±0,3* 2,9±0,3*

akut Konventionell 2,3±0,2 5,5±0,5 5,3±0,3 5,5±0,3 5,4±0,5

Variabel 2,4±0,4 3,6±0,6* 3,6±0,6* 3,5±0,6* 3,6±0,5*

chronisch Konventionell 3,6±1,4 4,9±1,8 5,5±1,7 5,7±2,1 6,0±1,7

Variabel 3,3±0,6 3,5±0,4 3,5±0,4 3,5±0,4* 3,4±0,4*
* = p<0,05 vs. konventionelle Beatmung, alle Werte sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben.
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Fragestellung
Ropivacain ist ein Lokalanästhetikum vom 
Amid-Typ, abgeleitet von Bupivacain. Vergli-
chen mit Bupivacain weist es eine vergleich-
bare lokalanästhetische Potenz [1] und eine 
ähnlich lange Anschlagzeit sowie eine ver-
gleichbare Wirkdauer auf [2]. Allerdings zeigt 
Ropivacain ein deutlich günstigeres kardio-
vaskuläres Risikoprofil als Bupivacain, zudem 
wird Ropivacain eine präferentielle Inhibition 
sensorischer Nervenfasern zugeschrieben. Als 
mögliche Ursache für dieses günstige pharma-
kologische Wirkungsprofil wird eine relativ 
geringe Lipophilie von Ropivacain verglichen 
mit Bupivacain diskutiert. Ebenso die Tatsache, 
dass die handelsüblichen Präparate von Ropi-
vacain nur das S-Enantiomer enthalten, und 
Bupivacain als Racemat verwendet wird [3]. In 
dieser Studie sollte evaluiert werden, ob durch 
eine schwache Inhibition des kardialen Natri-
umkanals Nav1.5 oder eine selektive oder prä-
ferentielle Inhibition neuronaler Natriumkanä-
le ein molekulares Korrelat zum Wirkprofil von 
Ropivacain gefunden werden kann.

Methodik
Effekte von Ropivacain wurden an den 
α-Untereinheiten der Natriumkanäle Nav1.2, 
Nav1.3, Nav1.4, Nav1.5 und Nav1.7 (sta-
bile Expression in HEK-293 Zellen) sowie 
Nav1.6 und Nav1.8 (transiente Expression in 
Neuroblastoma-ND7/23-Zellen), mittels der 
whole-cell Patch-Clamp-Technik untersucht. 
Statistische Vergleiche wurden mittels des un-
gepaarten Student´s t-Test oder mittels ANOVA 
errechnet. 

Ergebnis
Ropivacain (n=9) [R] und Bupivacain (n=9) [B] 
induzieren eine ähnliche konzentrationsab-
hängige und reversible Blockade von Nav1.5. 
Die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) 
für die tonische Blockade an ruhenden Na-

triumkanälen war für [R]: 161±19 µM, und 
für [B]: 148±12 µM (Abb. 1). Die Interaktion 
beider Lokalanästhetika mit Nav1.5 ist stark 
konformationsabhängig: Beide Substanzen 
induzieren eine prominente hyperpolarisie-
rende Verschiebung der spannungsabhängigen 
schnellen Inaktivierung: [R]: (V1/2-Kontrolle: 
84±1 mV; [R]: V1/2 100 µM: 106±4 mV, [B]: V1/2 
100 µM: 106±7 mV, n=9) [3]. 100 µM beider 
Substanzen induzieren eine frequenzabhängi-
ge Blockade bei 10 Hz [R] (76±4%; n=9); [B] 
72±8%; n=14) (p> 0.05, Student´s t-Test). Ro-
pivacain induziert eine potente und zum Teil 
differentielle Blockade neuronaler Natriumka-
näle (IC50 Nav1.2 277±21 µM, n=10; Nav1.3 
450±18 µM, n=10; Nav1.4 252±10 µM, n=10, 
Nav1.6 434±13 µM, n=10, Nav1.7 275±11 
µM, n=10 und Nav1.8 121±16 µM n=8) (Abb. 
2). Weiterhin induziert Ropivacain (100 µM) 
eine starke frequenzabhängige Blockade. 
Auch hier zeigte Ropivacain eine potentere 
Blockade an den Untereinheiten Nav1.7 und 
Nav1.8 als an Nav1.6 (p<0,05, ANOVA). 

Interpretation
In dieser Studie konnten wir zeigen, dass Ropi-
vacain ein potenter Inhibitor aller untersuchten 
Natriumkanäle ist. Diese Blockade ist konfor-
mationsabhängig eine typische Eigenschaft 
von Lokalanästhetika. Die schnellere Erholung 

von der Inaktivierung an Nav1.5 könnte eine 
Erklärung für die geringere Kardiotoxizität 
von Ropivacain sein. Durch die differentielle 
Blockade der α-Untereinheiten Nav1.8 (spezi-
fisch für C-Fasern) und Nav1.6 (spezifisch für 
A-Fasern) lässt sich zumindest teilweise die dif-
ferentielle Blockade von Ropivacain erklären. 
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Abbildung 1 und 2
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Abb. 1: Dosis-Wirkungskurve für die tonische Blockade  des kardialen Natriumkanals Nav 1.5 durch Ropi-
vacain und Bupivacain. Die Substanzen wurden in Konzentrationen zwischen 1 und 300 µM appliziert. Die 
partielle Blockade der einzelnen Konzentrationen wurde durch eine Normalisierung mit dem Kontrollwert 
errechnet und der IC50-Wert wurde mittels der Hill-Gleichung ermittelt. Zusätzlich dargestellt sind repräsen-
tative Stromkurven für Ropivacain. 

Abb. 2: Dosis-Wirkungskurve für die tonische neuronaler Natriumkanäle durch Ropivacain. Ropivacain 
wurde in Konzentrationen zwischen 1 und 300 µM appliziert. Die partielle Blockade der einzelnen Konzen-
trationen wurde durch eine Normalisierung mit dem Kontrollwert errechnet und der IC50-Wert wurde mittels 
der Hill-Gleichung ermittelt.
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Fragestellung
Nach mechanischer Hirnschädigung führen 
multiple pathophysiologische Mechanismen 
innerhalb der ersten Stunden zum Untergang 
von gesundem Hirnparenchym in der Grenz-
zone. Neben neuroinflammatorischen Vor-
gängen könnten ischämische Prozesse den 
Schaden nach Schädel-Hirn-Trauma (SHT) 
verstärken. Dehn- und Zug-Belastungen des 
Aufpralls können durch Gefäßverletzungen 
eine Aktivierung des Gerinnungssystems 
induzieren, welche bereits zwei Stunden 
nach Insult mittels Intravital-Mikroskopie 
in Form einer erhöhten Thrombogeneserate 
darstellbar ist [1]. Obwohl verschiedene Ar-
beiten eine überschießende Aktivierung der 
Gerinnung in der Frühphase nach SHT pos-
tulieren [1,2], wird der Fokus aufgrund der 
schwerwiegenden Folgen einer Blutung auf 
die verzögert auftretende (Verbrauchs-) Ko-
agulopathie gelegt. Die vorliegende Studie 
untersucht deshalb die Dynamik der zere-
bralen Expression vaskulärer Adhäsionsmo-
leküle, die posttraumatischen Veränderungen 
der Thrombozytenaktivität und den Einfluss 
der reversible P2Y12-Rezeptor-vermittelten 
Blockade der Thrombozytenaggregation auf 
den sekundären Hirnschaden im murinen 
SHT-Modell. 

Methodik
Nach Genehmigung durch das Landesunter-
suchungsamt Koblenz wurden Isofluran-anäs-
thesierte, männliche Mäuse randomisiert ei-

ner pneumatischen, kontrollierten kortikalen 
Kontusion (controlled cortical impact [CCI]) 
unterzogen. Die von-Willebrand-Faktor 
(vWF), Thromboplastin (TF) und Prothrombin 
mRNA-Expression wurde mittels real-time Po-
lymerase-Kettenreaktion im Hirngewebe von 
C57Bl/6N-Mäusen quantifiziert (nativ, 15 Mi-
nuten, 3, 6, 12, 24 Stunden nach CCI; je n=6). 
Der Einfluss eines CCI auf die Thrombozyte-
naktivität wurde nach retroorbitaler Blutent-
nahme mittels Multiplate (ADPtest, ASPItest, 
COLtest) in Sham-Tieren und 1, 3, 6, 24 Stun-
den nach CCI untersucht (je n=10). Die Er-
gebnisse wurden in einer weiteren Studie mit 
FACS-Analyse (p-Selektin, GPIIbIIIa) vor und 
nach ADP-Stimulation zu den Zeitpunkten 3, 
6, 12 Stunden nach CCI bzw. Sham OP (je 
n=5) verifiziert. Der Einfluss der Thrombozy-
tenaggregation auf den sekundären Hirnscha-
den (TTC-Färbung) wurden 24 Stunden nach 
CCI nach pharmakologischer P2Y12-Hem-
mung mit Ticagrelor (Vehikel, 0,1/1/10 mg/kg 
KG oral, 30 min und 6 Stunden nach CCI, je 
n=10) untersucht. Anschließend erfolgte die 
Untersuchung der Langzeitwirkung (5 Tage 
Überleben, Nissl-Färbung) einer Ticagrelor-
Gabe (1 mg/kg, Applikation oral: Tag 1 versus 
Tag 1 bis 4 versus Vehikel, je n=10). Die Pri-
märläsion (je n=7) wurde 15 min nach CCI 
evaluiert. In P2Y12-inhibierten Tieren sowie in 
deren Vergleichsgruppen wurde die zerebrale 
Inflammation (qPCR: TNF-α, IL1-β) gemessen 
und die Gerinnsel Bildung (CD31/ CD41 Fär-
bung, FibrinII) und die Mikrogliaaktivität (Iba-
1) mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie 
dargestellt. Blockade von P2Y12 verstärkte 
die Vasodilatator-Stimuliertes Phosphoprote-
in (VASP) Phosphorylierung. Abschließend 
wurde deshalb die Wirkung von Ticagrelor in 
VASP-defizienten Tieren untersucht. 

Statistik
Die Nullhypothese wurde mit einer Fehler-
wahrscheinlichkeit von unter 5% abgelehnt. 
Die mRNA-Expression, FACS und Multiplate 
Daten wurden mittels Varianzanalyse, die 
Kontusionsvolumina mit Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test analysiert und die p-Werte nach 
Bonferroni-Holm für multiples Testen korri-
giert. 

Ergebnisse
Die vWF, TF und Prothrombin mRNA-Expres-
sion steigt 3 Stunden nach Trauma an und 

erreicht für vWF und TF eine maximalen Er-
höhung um 40% nach 6 Stunden (p<0,05). 
Dem gegenüber steigt die Expression von 
Prothrombin um 400% mit Maximum nach 
12 Stunden an (p<0,05). Im Multiplate zeigte 
sich 3-6 Stunden nach Trauma eine signifikant 
erhöhte Aggregationsneigung des Vollblu-
tes mit ADP (+28%), Collagen (+15%) oder 
Arachidonsäure (+15%). Im FACS war die 
Stimulierbarkeit der Thrombozyten reduziert. 
Da die Thrombozytenzahl nach CCI signifi-
kant erhöht ist, deuteten die Daten auf eine 
relative Hyperkoagulation hin. Die Inhibition 
der Thrombozytenaggregation mit 1 mg/kg 
KG Ticagrelor bewirkt eine Schadenreduktion 
auf 15,5±3.9 mm3 vs. Vehikel: 19,7±2.8 mm3 
(p<0,05). Der Effekt ist auch 5 Tagen nach CCI 
histologisch nachweisbar. Die Gabe von 0,1 
und 10 mg/kg beeinflusst den Schaden nicht. 
In VASP-defizienten Tieren bewirkte die Gabe 
von Ticagrelor keine Schadensreduktion nach 
24 Stunden. TNF-α- und IL1-β-Expression 
und Mikrogliaaktivität (Iba1) steigen nach 
Trauma an, weisen jedoch nur für IL1-β eine 
signifikante Reduktion in der 1 mg/kg The-
rapiegruppe auf. Die Mikrogliaaktivität wird 
durch Ticagrelor nicht verändert. Immunhis-
tochemisch sind mehr Mikrothromben in den 
Vehikelgruppen gegenüber Ticagrelor thera-
pierten zu visualisieren. 

Interpretation
Die Ergebnisse zeigen erstmalig mit einer 
klinisch verbreiteten Analysetechnik eine 
verstärkte Aggregationsneigung des Vollblu-
tes in der Frühphase nach SHT. Eine Begren-
zung der Thrombozytenaggregation durch 
Blockade der P2Y12-Rezeptoren verringert 
VASP-abhängig den Hirnschaden. Die Daten 
unterstützen die Annahme, dass Mikrothrom-
ben eine perikontusionale Perfusionsstörung 
hervorrufen und einen entscheidenden Faktor 
für die Entstehung eines sekundären Hirn-
schadens darstellen.
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Fragestellung
Die Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinki-
nase II (CaMKII) ist unter physiologischen 
Bedingungen für die Ca2+-Homöostase und 
die Stressadaption in Kardiomyozyten ver-
antwortlich [1]. Die pharmakologische Blo-
ckade der CaMKII oder des vorgeschalteten 
beta1-adrenergen Rezeptors (ADRB1) verhin-
dern die Kardioprotektion durch Anästhetika-
induzierte Präkonditionierung (APC) [2]. Die 
Wirksamkeit der APC bei einem genetischen 
Knockout (KO) der CaMKII und die Wechsel-
wirkungen mit möglichen Adaptationsmecha-
nismen wurden bislang nicht untersucht und 
sind Gegenstand dieser Studie.

Methodik
Nach behördlicher Genehmigung wurden 
C57Bl/6-Mäuse entweder als Wildtyp (WT) 
oder mit heterozygotem (+/-) bzw. homozy-
gotem (-/-) KO der im Myokard vorherrschen-
den δ-Isoform der CaMKII gezüchtet. Im Alter 
von acht bis 16 Wochen erhielten die Männ-
chen unter Pentobarbital-Narkose ein Ischä-

mie/Reperfusions-Protokoll mit 45-minütiger 
Koronararterien-Okklusion gefolgt von einer 
dreistündigen Reperfusion. Tiere der Kontroll-
gruppen (CON) erhielten keine weitere Inter-
vention. APC wurde in den entsprechenden 
Gruppen durch die Applikation von Desfluran 
(1,0 MAC) über 15 Minuten mit anschließen-
der 15-minütiger Auswaschphase induziert. 
Die Infarktgröße (IS) wurde gravitoplanime-
trisch als Anteil des Risikoareals (AAR) mit-
tels der Evans Blue/TTC-Methode bestimmt. 
Mittels Western-Immunoblotting wurden die 
Konzentrationen von ADRB1, Phospholam-
ban (PLB) sowie die durch Proteinkinase A 
(Serin 16; pPLBSer16) und CaMKIIδ (Threonin 
17; pPLBThr17) spezifisch phosphorylierten 
Formen des PLB bestimmt. Die Daten wurden 
mittels ANOVA und Post-hoc-Duncan’s-Test 
ausgewertet und als Mittelwert±SEM angege-
ben.

Ergebnisse
APC verminderte die IS in WT-Tieren (23±2%, 
n=7; *p<0,05) im Vergleich zu WT CON 
(39±5%, n=8; s. Abb. 1). Die IS der CaMKII 
-/- CON (41±4%, n=8) und der WT CON 
unterschieden sich nicht. APC (43±5%, n=9)  
reduzierte die IS in CaMKII -/- nicht. Bei 
CaMKII -/- Tieren waren die Konzentrationen 
von PLB und pPLBSer16 erhöht, die Konzen-
tration von pPLBThr17 dagegen reduziert 
(Abb. 2a). Die ADRB1-Konzentration war bei 
hetero- wie homozygotem KO erhöht. Dieser 
ADRB1-Anstieg wurde in CaMKII -/- durch 
APC aufgehoben (Abb. 2b).

Interpretation
Der homozygote KO der CaMKIIδ führte zu 
einer Aufhebung der kardioprotektiven Wir-
kung der APC. Die erhöhte Expression von 
ADRB1 unter hetero- und homozygotem KO 

der CaMKIIδ wurde durch Desfluran-Appli-
kation aufgehoben. Die CaMKIIδ spielt eine 
bedeutende Rolle bei der Vermittlung der 
Desfluran-induzierten Präkonditionierung. 
Sowohl die Bedeutung von KO-bedingten 
Kompensationsmechanismen der myokardia-
len Proteinexpression als auch deren explizite 
Wechselwirkungen mit der APC sind Gegen-
stand zukünftiger Untersuchungen.
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A) Kompensatorische Zunahme der PLB-Konzentration bei gleichzeitiger Abnahme des pPLBThr17-Gehalts in Tieren mit homozygotem KO der CaMKIIδ. 
B) Aufhebung des kompensatorischen Anstiegs von ADRB1 nach Desfluran-Applikation in Tieren mit homozygotem KO der CaMKIIδ.

N=4 je Gruppe; *p<0,05 vs. WT CON.
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Fragestellung
Adipositas nimmt in den Industriestaaten stetig 
zu und stellt einen wesentlichen gesundheitli-
chen Risikofaktor dar. Zusätzlich kommt es bei 
Adipositas zu einer dauerhaften Beeinflussung 
des Immunsystems mit noch ungeklärter Wir-
kung auf den Verlauf einer Sepsis. Das adipo-
zytäre Hormon Leptin steuert nicht nur wichti-
ge metabolische Funktionen, sondern hat auch 
regulierende Funktionen in der Immunantwort 
[1,2]. Ziel unserer Studie war es, in einem mu-
rinen Sepsismodell die Hypothese zu testen, 
dass die Adipositas-assoziierte Hyperleptinä-
mie Sepsisverlauf und Letalität verbessert.

Methodik
Die Durchführung der Tierversuche war von 
der Regierung von Oberbayern genehmigt. 
7 Wochen alte C57Bl/6-Mäuse wurden in  
2 Gruppen aufgeteilt und erhielten für 12 
Wochen entweder 1) eine hoch-kalorische Er-
nährung (=hfd-Gruppe) oder 2) eine Standard-
Ernährung (=Kontrollgruppe). Anschliessend 
wurde durch zökale Ligation und Punktion 
(CLP) eine Sepsis induziert. Zunächst wurde 
der Einfluss der Adipositas auf Körpertempe-
ratur und Überleben nach CLP untersucht. In 

weiteren Experimenten wurden Leptin und 
spezifische Zytokine der Entzündungsant-
wort im zeitlichen Verlauf (6h, 24h und 48h) 
nach CLP mittels ELISA und der Verlauf der 
zellulären Immunantwort mittels FACS-Ana-
lyse bestimmt. Um den kausalen Beitrag von 
Leptin zu testen, wurde bei einem Teil bei-
der Gruppen post-operativ Leptin substituiert  
(1 µg/g KG intraperitoneal, 2x täglich). Typische 
Sepsis-bedingte Organschädigungen wurden 
histologisch (HE-Färbung) quantifiziert. Daten 
sind angegeben als MW ± SEM unter Verwen-
dung des Student’s t-Tests bei angenommener 
Normalverteilung. P<0.05 wurde als statistisch 
signifikant angenommen.

Ergebnisse
In der Kontroll-Gruppe war das Überleben  
nach CLP reduziert (10% vs. 71,4%; 
p<0,0001), verbunden mit einer kürzeren 
mittleren Überlebenszeit (91,3±17,2h vs. 
199,9±17,6h; n=10-14; p=0,0003) und einem 
signifikanten Abfall der Körpertemperatur im 
zeitlichen Verlauf. In der hfd-Gruppe war das 
Serum-Leptin schon vor CLP signifikant erhöht, 
stieg 6h nach CLP in Serum und peritonealer 
Lavage signifikant an und blieb im weiteren 
Verlauf erhöht, während es in der Kontroll-
gruppe gleichbleibend niedrig blieb. In beiden 
Gruppen kam es parallel zu einem vergleich-
bar IL-6-Anstieg nach 6h. Einen zweiten IL-6-
Peak in der peritonealen Lavage mit erhöhten 
Serum-TNFα-Spiegeln und vermehrten his-
tologische Zeichen einer Lungenschädigung 
beobachteten wir nur in der Kontrollgruppe 
nach 48h. Konsistent mit diesen Befunden 
waren vor Sepsisinduktion sowohl Leukozyten 
und neutrophile Zellen im Serum als auch na-
türliche Killer (NK)-Zellen und γδ-T-Zellen in 
der peritonealen Lavage der Kontrollgruppe 

signifikant erniedrigt. Auch 24h nach Sepsis 
blieb die zelluläre Antwort der Kontrollgruppe 
niedriger als im Vergleich zur hfd-Gruppe. Un-
ter therapeutischer Leptin-Substitution stiegen 
die Lep tin-Spiegel in der Kontrollgruppe signi-
fikant an. Die Intensivierung des Leptinsignals 
verhinderte nicht nur den Sepsis-bedingten 
Abfall der Körpertemperatur, sondern auch die 
erhöhte Ausschüttung von TNFα und IL-6. Des 
weiteren kam es in beiden Gruppen 24h nach 
CLP zu signifikanten Anstiegen der Neutrophi-
len im Serum als auch der NK-Zellen und der 
γδ-T-Zellen in der peritonealen Lavage. 

Interpretation
Eine vorbestehende Adipositas und die damit 
verbundene Hyperleptinämie führten in unse-
rem Modell zu einem verbesserten Überleben 
in der Sepsis, einer Stabilisierung der Körper-
temperatur, einer Verbesserung der primären 
zellulären Abwehrreaktion (mit bestehender 
Vor-Aktivierung) in Kombination mit einer ver-
minderten sekundären Hyperinflammationsre-
aktion. Dies konnte durch eine therapeutische 
Leptin-Substitution auch bei nicht-adipösen 
Tieren erreicht werden. Eine Behandlung mit 
Leptin, vor allem bei Patienten mit relativer 
Hypoleptinämie, bietet somit einen vielver-
sprechenden neuen Ansatz für eine personali-
sierte Sepsis-Therapie.
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Tabelle 1

before after CLP

6h 24h 48h

hfl Kontrolle hfl Kontrolle Kontrolle 
+ Leptin

hfl Kontrolle Kontrolle 
+ Leptin

hfl Kontrolle Kontrolle 
+ Leptin

Leptin (S) [ng/ml] 5,7±1,2 2,7±0,2 16,7±2,4 4,7±0,7 35,8±3,3 7,7±1,6 3,0±0,3 5,4±1,5 8,7±1,7 3,8±0,5 3,6±0,7

Leptin (PL) [ng/ml] 0,1±0,1 0,2±0,1 3,6±1,3 0,6±0,1 8,4±2,1 0,8±0,2 0,3±0,1 0,8±0,2 1,0±0,3 0,3±0,1 1,2±0,6 

IL-6 (S) [ng/ml] 1,3±0,6 0,9±0,9 18,2±2,6 20,8±2,2 21,8±3,0 15±1,8 16,7±2,8 10,2±0,6 14±1,3 17,1±3,0 12,2±1,3 

IL-6 (PL) [ng/ml] 0,8±0,4 1,0±0,9 7,1±1,7 6,5±1,1 2,8±0,5 2,4±0,7 3,3±0,6 2,8±0,5 2,4±0,7 6,0±1,8 1,1±0,5 

TNF (S) [ng/ml] 0,8±0,1 0,5±0,1 2,4±0,6 3,2±0,6 2,0±0,4 1,3±0,1 4,2±1,0 3,2±0,5 3,0±0,7 5,7±0,9 3,5±0,4 

TNF (PL) [ng/ml] 0,2±0,1 0,2±0,1 0,4±0,1 0,4±0,1 0,3±0,1 0,3±0,1 0,9±0,2 0,4±0,1 0,3±0,1 0,6±0,2 0,5±0,3

Leukozyten (S) [x103/µl] 6,4±0,7 4,0±0,5 4,1±0,5 4,2±0,6 3,3±0,3 3,3±1,1 6,6±2,1 3,1±0,7 4,6±0,7 6,5±0,9 4,8±1,8

Leukozyten (PL) [x103/µl] n.d. n.d. 0,8±0,2 0,7±0,1 0,8±0,1 2,8±0,2 1,5±0,4 2,0±0,1 1,9±0,03 1,6±0,3 1,6±0,2

Neutrophile (S) [x106/ml] 0,2±0,1 0,03±0,01 2,0±0,2 0,8±0,2 2,2±1,0 

Neutrophile (PL) [x106/ml] n.d. n.d. 3,4±0,7 0,9±0,2 1,3±0,6

NK-Zellen (PL) [x106/ml] 11,4±3,2 3,0±0,7 4,9±0,7 9,9±1,6 39,9±15,5 

γδ-T-Zellen (PL) [x106/ml] 5,6±1,2 1,7±0,5 5,3±1,4 3,4±0,5 9,8±2,5 
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Fragestellung
Epidemiologische Daten belegen einen Zu-
sammenhang zwischen mütterlicher Inflam-
mation, reduziertem Geburtsgewicht und 
dem Auftreten pulmonaler Erkrankungen im 
Erwachsenenalter [1]. Neugeborene mit re-
duziertem Geburtsgewicht oder systemischer 
Inflammation bedürfen häufig einer Sauer-
stofftherapie oder Beatmung. Perinatale In-
flammation und neonatale Sauerstofftherapie 
können eine pulmonale Fibrose verursachen 
[2]. Für DHA konnten bei pulmonalen Erkran-
kungen protektive und anti-inflammatorische 
Effekte nachgewiesen werden [3]. Unklar 
sind jedoch die zu Grunde liegenden Me-
chanismen. Daher wurde untersucht, ob der 
durch perinatale Inflammation und neonatale 
Hyperoxie entstehenden pulmonalen Fibro-
se eine epithelial-mesenchymalen Transition 
(EMT) zugrunde liegt und ob eine präventive 
DHA-Nahrungssupplementierung über eine 
Beeinflussung der EMT einer Kollagendepo-
sition vorbeugt. 

Methodik
Zu diesem Zweck wurden trächtigen Wildtyp-
Mäusen am 16. Embryonaltag LPS (80µg/kg) 
oder Kochsalz (KS) i.p. injiziert. Die Mutter-
tiere erhielten Kontrollfutter (KF) oder mit 
DHA-angereichertes Futter. Nach der Geburt 
wurden die Nachkommen aus je zwei Wür-
fen identischer Vorbehandlung zufällig auf 
die beiden Muttertiere verteilt und für 14 d 
in 85% O2 oder Raumluft (RL) gehalten. Zur 

Vermeidung Hyperoxie-bedingter Schäden 
rotierten die Muttertiere täglich zwischen der 
O2- und RL-Gruppe. Nachfolgend wurden 
alle Gruppen in RL bis zum Alter von 8 Wo-
chen aufgezogen. Zur Vermeidung wurfbe-
dingter Unterschiede wurde für Lungenfunkti-
on-, Histologie-, Protein- und RNA-Analysen 
jeweils nur ein Tier pro Wurf verwendet. 
Alle tierexperimentellen Versuche erfolgten 
in Übereinstimmung mit den „Principles of 
Laboratory Animal Care“ in seiner aktuellen 
Version und wurden genehmigt durch das In-
stitutional Animal Care and Use Committee 
des Nationwide Children’s Hospital, Colum-
bus, Ohio (USA). 

Ergebnisse
Eine LPS-Injektion in das Muttertier führte zu 
erniedrigten Geburtsgewichten (1,32±0,14 KS 
vs. 1,12±0,15 LPS, g). Eine nachfolgende O2-
Exposition reduzierte die Anzahl der Alveolen 
(152±5 KS/RL vs. 52±3 LPS/O2, Gesichtsfeld 
(GF)), verminderte die pulmonale Compli-
ance (0,070±0,002 KS/RL vs. 0,048±0,004 
LPS/O2, ml/cmH2O), verursachte einen An-
stieg von matrix metalloproteinase (MMP)-8, 
tissue inhibitor der matrix metalloproteinase 
(TIMP)-1, transforming growth factor (TGF)-
ß und Kollagen III mRNA. Weiterhin kam es 
zur Veränderung der epithelialen mesenchy-
malen Transition (EMT) mit einem Anstieg des 
pulmonalen Proteingehaltes von ß-Catenin, 
Vimentin und Slug sowie zur Phosphorylie-
rung von Smad2 und 3 und Ablagerungen 
von Kollagen I (7,6±1,1 KS/RL vs. 33,3±3,3 
LPS/O2, µm2/GF) und III (18,6±2,4 KS/RL vs. 
88,0±9,6 LPS/O2, µm2/GF). Eine DHA-Sup-
plementierung des Futters verminderte die 
durch LPS/O2 ausgelöste Reduktion des Ge-
burtsgewichtes (1,12±0,15 KF vs. 1,26±0,10 
DHA, g), der Alveolarisierung (52±3 KF vs. 
80±3 LPS/O2, GF), der pulmonalen Compli-
ance (0,048±0,004 KF vs. 0,064±0,002 DHA, 
ml/cmH2O) und des Anstiegs von MMP-8, 
TIMP-1, TGF-ß und Kollagen III mRNA. Da-
rüber hinaus führte eine DHA-Supplemen-
tierung zu einem Anstieg von MMP-2 und 
MMP-9 mRNA bei LPS/O2-behandelten 
Mäusen. Ferner verminderte DHA den durch 
LPS/O2-verursachten Anstieg des pulmonalen 
Proteingehaltes von ß-Catenin, Vimentin und 
Slug, inhibierte die Phosphorylierung von 

Smad2 und 3 und reduzierte den Gehalt an 
Kollagen I (33,3±3,3 KF vs. 11,1±0,9 DHA, 
µm2/GF) und III (88,0±9,6 KF vs. 27,0±1,7 
DHA, µm2/GF). Zusätzlich führte eine DHA-
Supple mentierung zu einem Anstieg des 
Protein gehaltes von E-Cadherin und Claudin 
im Lungengewebe von LPS/O2-behandelten 
Mäusen.

Interpretation
Unsere Ergebnisse belegen, dass mütterli-
che Inflammation und neonatale Hyperoxie 
über eine Veränderung der EMT struktu-
relle und funktionelle Veränderungen der 
Lunge im Sinne einer pulmonalen Fibrose 
verursachen. Die Supplementierung der  
mütterlichen Nahrung mittels DHA während 
der Schwangerschaft und Stillzeit vermindert 
den durch perinatale Inflammation entstehen-
den Gewebeumbau und dadurch bedingte 
strukturelle und funktionelle Veränderungen 
und wirkt daher vorbeugend auf die Entste-
hung pulmonaler Erkrankungen der Nach-
kommen.
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Fragestellung
Toll-like-Rezeptor-2 (TLR2)-Defizienz bzw. 
die Behandlung mit TLR2-blockierenden An-
tikörpern ist im Mausmodell mit verbessertem 
Outcome nach Herzinfarkt, Herzkreislauf-
stillstand und Reanimation assoziiert [1,2]. 
Wir konnten kürzlich zeigen, dass TLR2-
blockierende Antikörper in vitro vergleichbar 
dem bekannten pro-angiogenen Faktor und 
Stammzellmodulator Stromal cell-derived 
factor-1 (SDF-1) Endothelzellfunktionen 
ver stärken. In vivo resultierte die verstärk-
te Ischämie-induzierte Angiogenese durch 
TLR2-Blockade oder Defizienz in einer suffi-
zienteren Reperfusion [3]. Es gelang nun, den 
durch Inkubation mit anti-TLR2-Antikörpern-
induzierten pro-angiogenen Mechanismus 
in Endothelzellen zu identifizieren sowie 
Hinweise für die möglicherweise Stammzell-
vermittelten günstigen Effekte einer TLR2-De-
fizienz im Herzkreislaufsystem zu sammeln.

Methodik
Humane Endothelzellen wurden mit TLR2-
blockierenden Antikörpern bzw. SDF-1 be-
handelt und mittels Western Blot für die 
induzierten Signaltransduktionswege sowie 
mittels Immunpräzipitation für die Interaktion 
des TLR2 mit dem SDF-1 Rezeptor (CXCR4) 
analysiert. Inhibitoren gegen die identifizier-
ten Signalmoleküle und TLR2-blockierende 
Antikörper bzw. SDF-1 wurden mit Endothel-
zellen ko-inkubiert und diese nachfolgend 
für ihre spontane Kapillarbildung in vitro 
analysiert. Mononukleäre Zellen (PBMNC) 
und knochenmarkstämmige, c-Kit-positive 
Stammzellen (BMSC) wurden aus TLR2-defi-
zienten (TLR2-/-)- und Wildtyp (WT)-Mäusen 
isoliert und für ihre supportive Wirkung auf 
die Kapillarbildung, Sprossung und Migra-
tion (Matrigel-/Sphäroid-Angiogenese- bzw. 
Scratch-Modell) ausdifferenzierter Endothel-
zellen in vitro untersucht. Im In-vivo-Ma-
trigel-Plug-Modell in der Maus wurde die 
Gefäßneubildungspotenz der Zellen drei Wo-
chen nach subkutaner Injektion analysiert. 

Statistik: Mittelwert ± SD; t-Test bzw. ANOVA/
Bonferroni.

Ergebnisse
Behandlung mit 10 µg/ml mono- oder poly-
klonalem anti-TLR2-Antikörper resultierte 
binnen zehn Minuten in einer verstärkten 
Assoziation des TLR2 mit CXCR4 (P<0,001; 
n=4, Abb. 1 A-C) und in der Aktivierung 
(Phosphorylierung) der für das SDF-1/CXCR4-
System typischen Mitogen-activated prote-
in (MAP) Kinasen ERK1/2 und AKT (jeweils 
P<0,05 im Vergleich zu Kontroll-IgG; n=4). 
Entsprechend unterdrückte die Inhibition des 
ERK1/2- und PI3K/AKT-Signalweges die pro-
angiogene Wirkung der anti-TLR2 Antikörper 
in vitro vollständig (je P<0,001; n=8). PBMNC 
sowie knochenmarkstämmige c-Kit positive 
Stammzellen aus TLR2-/--Mäusen förderten 
die In-vitro-Kapillarbildung, Sprossung sowie 
Migration maturer Endothelzellen besser als 
aus WT-Mäusen isolierte Zellen (je P<0,01, 
n=4) und zeigten eine verstärkte Gefäßneu-
bildungspotenz nach subkutaner Injektion in 
die Maus (P<0,01; n=3 Mäuse pro Gruppe, 
Abb. 2A, B).

Interpretation
Unsere Ergebnisse identifizieren eine bislang 
nicht beschriebene Interaktion des TLR2 mit 
dem SDF-1-Rezeptor CXCR4 in Endothelzel-
len, welche durch Bindung TLR2-blockieren-
der Antikörper induziert wird und in einer 
vergleichbar pro-angiogenen Wirkung wie 
die Inkubation mit SDF-1 selbst resultiert. Ge-
netische TLR2-Defizienz geht mit einer ver-

besserten, diverse Endothelzellfunktionen un-
terstützenden Stammzellpotenz einher, was 
insgesamt erstmals Hinweise für die Grundla-
ge der günstigen Effekte einer TLR2-Inhibition 
bzw. Defizienz im kardiovaskulären System 
liefern könnte. 
Zusammenfassend deuten unsere Befunde 
auf einen neuen molekularen Mechanismus 
an der Schnittstelle von Inflammation und 
Angiogenese hin und unterstützen die An-
nahme eines therapeutischen Potentials TLR2-
blockierender Substanzen für den Erhalt und 
die Regeneration der vaskulären Homöostase.
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Fragestellung
Der Ca2+- und spannungsgesteuerte Kalium-
kanal Slo1 nimmt eine zentrale Rolle in 
der Blutdruckregulation und Aufrechterhal-
tung des peripheren Widerstandes ein. Die 
Akti vierung des Slo1-Kanals führt zu einer 
Vasodilatation. Wir wollen klären, ob das 
Kreislaufversagen bei Sepsis sowie die Blut-
druck-senkende Wirkung von Omega-3-Fett-
säuren, deren Gabe in der Intensivmedizin 
mit widersprüchlichen Ergebnissen assoziiert 
ist, über Slo1-Kanäle vermittelt wird. 

Methodik
Nach behördlicher Genehmigung wurden zu-
nächst Patch-Clamp-Messungen an isolierten 
aortalen glatten Muskelzellen aus Wildtyp- 
und Slo1-/--Tieren sowie an HEK-Zellen nach 
heterologer Expression von Slo1-Kanälen 
durchgeführt. Um den Einfluss der Derivati-
sierung auf die Blutdruck-senkende Wirkung 
von Omega-3-Fettsäuren aufzuklären, erfolg-
ten kontinuierliche Blutdruckmessungen in 
anästhesierten Wildtyp- und Slo1-/--Mäusen 
über einen Katheter in der A. carotis unter 
Applikation von Docosahexaensäure (DHA) 

sowie deren Ethylester (DHA-EE) über die V. 
jugularis. Eine Überlebenszeitanalyse erfolg-
te in Wildtyp- und Slo1-/--Mäusen nach Sep-
sisinduktion durch intraperitoneale Injektion 
einer mikrobiologisch validierten, humanen 
Stuhlsuspension (PCI-Modell). Die statistische 
Überprüfung wurde mittels Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test, einem α-Fehler von 0,05 und 
Bonferroni-Korrektur durchgeführt. 

Ergebnisse
Die elektrophysiologischen Untersuchun-
gen zeigten, dass die Applikation von 3 µM 
DHA eine bis zu 20-fache Erhöhung der Io-
nenauswärtsströme von Slo1-Kanälen zur 
Folge hat. Dies wird durch eine Verschiebung 
der Spannung halbmaximaler Aktivierung 
(∆V0.5=-59,0±3,7 mV, n=10, P<0,05), welche 
zur Kanalöffnung benötigt wird, verursacht. 
Eine Injektion von DHA (62,5 µmol/kg) in 
Wildtyp-Mäusen senkte den arteriellen Mit-
teldruck signifikant (-12,0±2,7 mmHg, n=7, 
P<0,05), ohne die Herz- oder Atemfrequenz 
zu beeinflussen. Bei Slo1-/--Tieren hatte DHA 
keinen Einfluss auf den arteriellen Mitteldruck 
(-0,5±0,2 mmHg, n=6). Das Derivat DHA-EE 
(3 µM), welches alternativ zur freien Fettsäure 
DHA ebenfalls im Rahmen der Immunonu-
trition eingesetzt wird, hatte keinen Effekt auf 
die Spannung der halbmaximalen Aktivierung 
des Slo1-Kanals (∆V0.5=-1,0±6,4 mV, n=8) und 
kann somit den Slo1-Kanal nicht aktivieren. 
Die gleichzeitige Applikation von DHA und 
DHA-EE resultierte in signifikant niedrigeren 
Spannungen als durch DHA allein (∆V0.5= 
-31,8±3,0 mV, n=9, P<0,05), was einer Anta-
gonisierung des stimulatorischen Effekts von 
DHA durch DHA-EE entspricht. Die Tierex-
perimente beweisen zudem, dass 250 µmol/
kg DHA-EE keinen Einfluss auf den arteriellen 
Mitteldruck bei Wildtyp- (-0,7±0,4 mmHg, 
n=6) und Slo1-/--Mäusen (-0,6±0,4 mmHg, 
n=4) hatte. 

Slo1-/--Mäuse (n=9) zeigten im Modell des 
septischen Schocks mit 44% tendenziell 
bessere Überlebensraten als Wildtyp-Mäuse 
(n=10) mit 20% (P=0,7216). 

Interpretation
Freie Omega-3-Fettsäuren, jedoch nicht ihre 
Esterderivate, beeinflussen die Blutdruckregu-
lation direkt über Slo1-Kanäle. Die erhältli-
chen Emulsionen für enterale und parenterale 
Applikation entsprechen Gaben von bis zu 
10 g DHA täglich pro Patient und enthal-
ten entweder freie oder veresterte Omega-
3-Fettsäuren. Somit können Dosierungen, 
die in unserem Tiermodell signifikante Blut-
druck-senkende Effekte von DHA zeigten, 
im klinischen Kontext erreicht werden. Es ist 
weiterhin zu klären, ob die DHA-vermittelte 
Blutdruckregulation über den Slo1-Kanal bei 
kritisch Kranken, insbesondere septischen Pa-
tienten, eine Rolle spielt. 

Gefördert durch die Deutsche Forschungsge-
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A) Repräsentative Aufzeichnung des arteriellen Mitteldrucks sowie von Herz- und Atemfrequenz in Wildtyp- und Slo1-/--Tieren bei Applikation von DHA (rote Balken) 
und DHA-EE (grüne Balken).  
B) Dosisabhängigkeit des Blutdruck-senkenden Effekts von DHA. 




