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Fragestellung

HES erhoht das Risiko fiir ein akutes Nieren-
versagen und die Mortalitit bei septischen
Patienten. Dies flihrte im November letzten
Jahres zu einer Anwendungsbeschrankung
von HES. Der Pathomechanismus der Nie-
renschadigung ist unklar. Die perioperative
Applikation von HES wird meist als unbe-
denklich eingestuft. In unseren Vorarbeiten
konnten wir zeigen, dass HES sowohl in vi-
tro als auch in vivo in den proximalen Tubu-
luszellen schadigend wirkt [1,2]. Ziel dieser
Arbeit war es, die Hypothese zu testen, dass
alleine das HES-Molekiil fiir die Nierenscha-
digung verantwortlich ist, unabhdngig von
der MolekiilgroRe, dem Ursprung (Mais-
bzw. Kartoffelstirke), der Inflammation oder
der Tragerl6sung.

Methodik

Fir die Untersuchungen in vitro verwendeten
wir ein etabliertes Zellkulturmodell mit hu-
manen proximalen Tubuluszellen (HK-2). Die
Zellviabilitdt wurde mit EZ4U- und die Zell-
toxizitdt mit LDH-Assays analysiert [1]. HK-
2-Zellen wurden tber 21 h mit HES 130/0,4
(im Medium 0,1-4%) oder in Koinkubation
mit TNF-a (0,1 ng/ml bis 100 ng/ml) behan-
delt. Des Weiteren wurde die Auswirkung auf
die Viabilitat der HK-2 (je 130 kDa; 0,1-4%
Losung) von balanciertem, unbalanciertem
HES oder HES gel6st in Zellkulturmedium
gemessen. Der potentielle Unterschied von
Mais- oder Kartoffelstirke wurde ebenfalls
mit 0,1-4% HES Losung analysiert. Um den
Einfluss der MolekiilgroBe zu bestimmen,
wurde 6% HES 130/0,4 Uber Dialysemem-
branen in <3, 3-10, 10-30, 30-50, 50-100
und >100 kDa filtriert, getrocknet und auf
eine 2% HES-Losung mit Zellkulturmedium
gelost. Die Statistik erfolgte mit zweiseitigem
T-Test (n=32-96; p<0,01*, 0,001** fiir EZ4U;
p<0,05*, p<0,01** fir LDH; MW=SD).

Ergebnisse
Unbalanciertes und balanciertes HES zeigten
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A) EZ4U: Auswirkung der Tragerlosung auf die Viabilitatsreduktion der HK-2-Zellen (Voluven® unbalanciert,
Volulyte® balancierte Losung). B) EZ4U: Auswirkung der Herstellungsart Kartoffelstéarke entspricht Tetraspan®
und Maisstarke Volulyte®. C) EZ4U: Fur diesen Versuch wurde Voluven® auf verschiedenen Molekiilgrofien
gefiltert und in Zellkulturmedium auf eine 2% Loésung gelost. Alle Molekiilfraktionen reduzieren signifikant
die Viabilitdt der humanen proximalen Tubuluszellen (Inkubationszeit 21 h, n=32-96; ** p<0,001, *p<0,01
vs 0%; A+B) # p<0,01, ## p<0,01vs unterschiedlicher HES-L6sungen; C) # p<0,01, ## p<0,01 vs unfrak-
tioniertem Voluven®); D) LDH-Zytotoxizitdtstest von Volulyte® (Inkubationszeit 24 h, n=32-96; ** p<0,001,

*p<0,01 vs 0%).

eine dosisabhdngige Reduktion der HK-2-
Zellviabilitdt (Abb. 1 A). HES 130/0,4 ge-
l6st in Medium (1,5% Voluven®) hatte zum
Beispiel eine Reduktion der Viabilitat auf
47,3%+6,8% zur Folge. Ebenfalls bewirkten
sowohl Mais- (Volulyte®) als auch Kartoffel-
starke (Tetraspan®) nach 21 h Inkubationszeit
eine dosisabhdngige Viabilitdtsreduktion
(Abb. 1 B). Die mit TNF-a inflammatorisch
vorbehandelten HK-2-Zellen konnten kei-
nen Unterschied in der schadigenden Wir-
kung der 130 kDA HES-L6sung zeigen. Eine
2% HES-Losung mit einer MolekiilgroRe
>100 kDa reduzierte die Viabilitit auf
40,8 +3,6%, HES-Molekiile mit 100-50 kDa
auf 35,2+4,3% und die kleineren Molekiile
30-50 kDa auf 49,1 +6,2%. Zusdtzlich zeigte
sich im LDH-Assay, dass nach 24 h Inkuba-
tion nicht nur eine Viabilititsreduktion, son-
dern auch eine statistisch hochsignifikante
Zytotoxizitdt vorlag (ab 1,5% Volulyte®, siehe
Abbildung 1 D).

© Andsth Intensivmed 2014;55:338-386 Aktiv Druck & Verlag GmbH

Interpretation

Die Beeintrachtigung der Viabilitdt von proxi-
malen humanen Nierentubuluszellen (HK-2)
durch Hydroxethylstarke in klinisch relevan-
ten Konzentrationen ist unabhdngig von der
Herstellungsgrundlage (Kartoffel- oder Mais-
starke), der Tragersubstanz und der Molekil-
grole. Unabhdngig vom Vorliegen einer In-
flammation scheint nur die applizierte Masse
von HES-Molekiilen die Schadigung in den
Nierenzellen zu bewirken.

Literatur

1. Schick MA, Isbary TJ, Schlegel N, Brugger J,
Waschke J, Muellenbach R, Roewer N,
Wunder C: The impact of crystalloid and
colloid infusion on the kidney in rodent sepsis.
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Neuronale Mechanismen der
Opioid-induzierten Hyperalgesie —
Effekte von Remifentanil auf die
zentrale Schmerzverarbeitung

1. Eichler

Klinik und Poliklinik fiir Andsthesiologie,
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

Korrespondenz: i.eichler@uke.de

Einleitung

In den letzten Jahren wurde die Opioid-
induzierte Hyperalgesie, d.h. eine gesteigerte
Schmerzwahrnehmung nach Opioid-Gabe,
in der Literatur viel diskutiert. Die genauen
molekularen Mechanismen sind bislang
nicht abschliefend geklart. In unserer Ar-
beitsgruppe konnte labor- und verhaltens-
experimentell gezeigt werden, dass der
TRPV1-Rezeptor eine wesentliche Rolle bei
der Entstehung der Opioid-induzierten Hy-
peralgesie spielt [1]. Die klinische Relevanz
dieser gesteigerten Schmerzempfindlichkeit
wird derzeit noch kontrovers diskutiert [2].
In vorangegangenen Untersuchungen an ge-
sunden Probanden konnten wir mittels quan-
titativ sensorischer Testverfahren feststellen,
dass die Hitze-Schmerzschwelle nach intra-
venoser Gabe von Remifentanil erniedrigt
ist — die Intensititsbewertung auf einer visu-
ellen Analogskala (VAS) zeigte jedoch keinen
Unterschied.

In Kooperation mit dem Institut fiir systemi-
sche Neurowissenschaften am Universitats-
klinikum Hamburg-Eppendorf wurde mit der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. C. Biichel eine
funktionellen Magnetresonanztomographie-
Studie (fMRT) durchgefiihrt, um die betei-
ligten zentralnervésen Mechanismen zu cha-
rakterisieren.

Material und Methoden

32 gesunde mannliche Probanden (mittleres
Alter 26,5+1,1 Jahre) durchliefen zwei auf-
einanderfolgende, vom Ablauf her identische
fMRT-Messungen. Wéhrend jeder Messung
wurden den Probanden identische, anstei-
gende Temperatur-Rampen (33 bis 48°C,
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0,5°C Anstieg pro Sekunde) mittels einer
Peltier-Thermode am linken Unterarm appli-
ziert. Wahrend dieser Temperatur-Rampen
wurde die Hitze-Schmerzschwelle erfasst.
Zudem wurde die Schmerzhaftigkeit jedes
Reizes vom Probanden auf einer visuellen
Analogskala (0-100) bewertet. Nach der er-
sten fMRT-Messung erfolgte bei 16 Proban-
den eine intravendse Applikation von Remi-
fentanil mit einer Dosierung von 0,1ug/kg
KG/min tber 30min. Die anderen 16 Pro-
banden erhielten 0,9%ige Kochsalzlésung fiir
die gleiche Zeitdauer. Beide Gruppen unter-
schieden sich nicht in Alter, Gewicht oder ini-
tialer Schmerzschwelle. Nach einer anschlie-
Benden, 60 miniitigen Pause erfolgte dann
die 2. fMRT-Messung mit dem identischen
Versuchsablauf. Die Differenzen zwischen
den beiden fMRT-Messungen wurden mittels
ungepaarten t-Tests zwischen den Gruppen
verglichen. Die Studie wurde von der Ethik-
kommission der Arztekammer Hamburg ge-
nehmigt; alle Teilnehmer gaben schriftlich ihr
Einverstandnis.

Ergebnisse

Die Applikation von Remifentanil bewirkte
tibereinstimmend mit unseren Vorversuchen
eine statistisch signifikante Absenkung der
Hitze-Schmerzschwelle im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p<0,05). Die erniedrigte
Hitze-Schmerzschwelle ging nicht mit einer
gesteigerten Einschadtzung der Schmerzhaf-
tigkeit der thermischen Reize auf der VAS
einher (p=0,36).

Die fMRT-Analyse der schmerzhaften Phase
der Hitzereize zeigte generell einen Anstieg
des blood-oxygen-level-dependend (BOLD)-
Signals in typischen schmerzresponsiven
Hirnarealen, wie z.B. im kontralateralen
Thalamus, priméareren und sekundéren soma-
tosensorischen Kortex, Insula und anterio-
ren zinguldren Kortex (ACC). Bereits in der
nichtschmerzhaften Phase der thermischen
Reize bewirkte Remifentanil im Vergleich
zur Kochsalzgruppe ein gesteigertes BOLD-
Signal in der mesencephalen retikuldren
Formation (MRF) (p<0,05). Auch der Thala-
mus zeigte bereits in der nichtscherzhaften
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Phase der thermischen Reize eine gesteigerte
Aktivitdt unter Remifentanil im Vergleich zu
Kochsalz (p<0,05). In der letzten Phase der
thermischen Reize — nachdem alle Probanden
ihre individuelle Schmerzschwelle tiberschrit-
ten hatten — konnten keine Unterschiede zwi-
schen Remifentanil und der Kochsalzgruppe
mehr festgestellt werden.

Analog zu fehlenden Unterschieden bei den
Intensitdtseinschdtzungen konnten keine Un-
terschiede in Hirnregionen detektiert werden,
die an der Intensitatskodierung beteiligt sind.
Schliellich beobachteten wir eine gesteigerte
funktionelle Konnektivitdt zwischen MRF und
rostralem ACC nach Remifentanil-Applikation
(p<0,05). Dabei korrelierte interessanterwei-
se die Stirke der funktionellen Konnektivitdt
zwischen rostralem ACC und MRF negativ
mit der individuellen Hitze-Schmerzschwelle
(r=-0,8, p<0,05).

Schlussfolgerungen

Die Gabe von Remifentanil fiihrt zu einer
Veranderung bei der Verarbeitung von thermi-
schen Reizen im Zentralnervensystem. Dies
betrifft in diesem verletzungsfreien Schmerz-
modell isoliert die Hitze-Schmerzschwelle,
nicht die Intensititswahrnehmung. Eine ge-
steigerte Aktivitdit der MRF im Hirnstamm
unter Remifentanil zeigt sich schon vor Errei-
chen der Hitze-Schmerzschwelle und wurde
bereits zuvor in Zusammenhang mit zentraler
Sensitivierung gebracht [3,4]. Dariiber hin-
aus deutet die gesteigerte Konnektivitdt zwi-
schen MRF und rACC auf eine Beteiligung
des deszendierenden schmerzmodulierenden
Systems. Die deutliche negative Korrelation
zwischen der individuellen Stirke der funk-
tionellen Konnektivitdt und der individuellen
Hitze-Schmerzschwelle weist auf die funktio-
nelle Bedeutung dieser Beobachtung.
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Fragestellung

Volutrauma und Atelektrauma stellen die
wichtigsten Mechanismen bei Ausbildung
einer beatmungsinduzierten Lungenschadi-
gung (VILI) dar [1], aber es ist unklar, wel-
ches dieser Phdnomene wichtiger ist. Die
Positronenemissionstomographie (PET) mit-
tels "*Fluordesoxyglucose (*FDG) stellt eine
Méglichkeit zur Quantifizierung von Ausmaf
und regionaler Verteilung neutrophilisch
inflammatorischer Prozesse in der Lunge dar.
Ziel der vorliegenden Untersuchung war es,
Ausmall und regionale Verteilung der pul-
monalen Inflammation wahrend Volu- und
Atelektrauma in einem Modell des ARDS zu
untersuchen.

Methodik

Nach behordlicher Genehmigung wurden
14 Hausschweine (34,7-49,9 kg) analgose-
diert, intubiert und im volumenkontrollierten
Modus beatmet. Die Induktion des ARDS
erfolgte mit repetitiven Lavagen mit isoto-
nischer Kochsalzlésung bis zum Erreichen
eines PaO,/FiO, <200 mmHg fiir >30 min.
Im Anschluss erfolgten die Platzierung eines
Doppellumentubus via Tracheotomie zur
seitengetrennten Beatmung sowie die Anlage
einer extrakorporalen Lungenunterstiitzung
(iLA®) zwischen linker Femoralarterie und
rechter Femoralvene. Nach Rekruitment bei-
der Lungen mittels kontinuierlichen, positi-
ven Atemwegsdrucks (CPAP) wurde in der
rechten Lunge ein CPAP-Level von 20 cm
H,O etabliert. In der linken Lunge erfolgte
eine absteigende PEEP-Titration mit folgen-
den Beatmungseinstellungen: druckregulierte
volumenkontrollierte Beatmung (PRVC), V =
3 ml/kg, AF=30 min”, Reduktion des PEEP
von 36 bis 0 in Schritten von 2 cm H,O. An-
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Beispieldatensatz eines Volu- und eines Atelektrauma-Tieres.

schliefend erfolgte die randomisierte Zuord-
nung der Versuchstiere zu einer Beatmungs-
therapie der linken Lunge zur Induktion
eines Atelek- oder Volutraumas mit folgenden
Einstellungen: Volutrauma — PEEP 2 cm H,O
oberhalb des oberen Inflektionspunktes der
Druck-Volumenbeziehung, Atelektrauma —
PEEP bei dem eine identische Atemwegsdruck-
differenz (AP, Differenz aus Spitzendruck und
PEEP) im Vergleich zu Volutrauma besteht.
Die anderen Beatmungseinstellungen wurden
in beiden Gruppen wie folgt gewahlt: V.=
3 ml/kg, AF adjustiert fir pH>7,15 und <30
min”, 1:E=1:1. Die FIO, wurde bis zum Ver-
suchsende bei 1,0 belassen. Nach einer Beat-
mungsdauer von 2h erfolgte die Applikation
von "FDG und die Messung der resultieren-
den Aktivitit wahrend eines 75 minditigen,
dynamischen PET-Scans gemald eines vorbe-
schriebenen Protokolls [2]. Parallel erfolgten
Messungen der Lungenfunktion. Ein com-
putertomographischer Scan, welcher unmit-
telbar vor der PET-Aufnahme erfasst wurde,
wurde zur Bestimmung des Gewebeanteils
eines Voxels herangezogen (F,  =1-F_).
Nach einer Gesamtbeatmungsdauer von 4 h
wurden die Tiere in tiefer Narkose getétet. Die
Nettoaufnahmerate von "*FDG in der Lunge
(K) wurde anhand der Methode nach Patlak
bestimmt [2]. Um den Einfluss des variie-
renden Gewebeanteils auf die lokale "*FDG
Nettoaufnahmerate zu korrigieren, wurde die
spezifische Nettoaufnahmerate definiert (K=
Ki/Fre)- Die statistischen Analysen wurden
mittels Mann-Whitney-U-Tests bzw. two way-
ANOVA durchgefiihrt. Ein P<0,05 wurde als
signifikant angenommen.

Ergebnisse

1 Tier der Atelek- und 2 Tiere der Volutrauma-
gruppe starben vor der PET-Aufnahme. Abbil-
dung 1 zeigt einen Beispieldatensatz eines
Tieres pro Gruppe. Volutrauma fiihrte im Ver-
gleich zu Atelektrauma zu einem signifikan-
ten héheren K_in ventralen (1,25; 1,16-1,67
vs. 0,96; 0,53-1,15) und zentralen (1,76; 1,61
-2,14 vs. 1,08; 0,96-1,40) Lungenarealen
(Median und Interquartile, Werte normalisiert
auf die rechte, nicht beatmete Lunge). Bei
anfanglich vergleichbaren Werten zeigte die
Beatmung mit Atelektrauma im Zeitverlauf
ein hoheres AP. Fiir V, lieBen sich keine Un-
terschiede zwischen den Gruppen nachwei-
sen. Bei vergleichbarer Oxygenierung zeigte
die Beatmung mit Volutrauma im Vergleich zu
Atelektrauma einen erhohten PaCO,.

Interpretation

Volutrauma fiihrt im Vergleich zu Atelek-
trauma bei vergleichbaren Tidalvolumina und
trotz niedrigeren AP-Werten zu einer Verstar-
kung der pulmonalen Inflammation, beson-
ders in ventralen und zentralen Lungenarea-
len und ist somit der wichtigere Mechanismus
fur die Entstehung von VILI in diesem Modell
des ARDS.
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Fragestellung

Die mechanische Beatmung kann bei Pati-
enten zu einem Ventilator-assoziierten bzw.
Ventilator-induzierten Lungenschaden (VILI)
fuhren [1]. Diesbeziiglich konnte in einem
experimentellen VILI-Modell eine lungenpro-
tektive Wirkung durch Schwefelwasserstoff
(H,S) gezeigt werden [2]. Um die zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen zu

Abbildung 1, 2 und 3 | Tabelle 1
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identifizieren, untersuchten wir in dieser Stu-
die die Rolle der Cyclooxygenase 2 (COX2)
und des Peroxisom-Proliferator-aktivierten
Rezeptors Gamma (PPARY).

Methodik

Nach Genehmigung durch das Regierungs-
prasidium (G07/25 und G12/073) wurden
C57/BL6-Mause randomisiert vier Gruppen
(n=7/Gruppe) zugeteilt und in Spontanat-
mung (Kontrolle) oder unter mechanischer
Beatmung (Vent, Tidalvolumen 12 ml/kg,
6 Std.) Raumluft mit und ohne 80 ppm H,S
zugefithrt. Die Bewertung des Lungenscha-
dens erfolgte durch histologische Auswer-
tungen sowie durch einen VILI-Score [2].
Effekte von H,S auf die COX2- und PPARy-
Regulation wurden mittels rtPCR, Western-
blot und Immunfluoreszenz in Lungenproben
bestimmt. Begleitend wurden in vitro murine
RAW264.7-Makrophagen mit Natriumhydro-
gensulfid (NaHS, 3 mM, 6 Std., n=3/Versuchs-
punkt) inkubiert und die COX2-, PPARy- und
Prostaglandin )2 (15d-PGJ2)-Regulation im

Abstracts

Zelluberstand mittels rtPCR, Westernblot und
ELISA analysiert. Die funktionelle Relevanz
der COX2 und des PPARy wurde in zwei
weiteren VILI-Modell-Versuchsreihen mit je
vier Gruppen (n=7/Gruppe) durch die Hem-
mung von COX2 (Inhibitor Cay10404, 30
mg/kg/Tag flr drei Tage sowie eine Stunde
vor Versuchsbeginn) bzw. PPARy (Inhibitor
GW9662, 5 mg/kg, eine Stunde vor Versuchs-
beginn) untersucht. Die statistische Auswer-
tung erfolgte mittels ANOVA und t-Tests. Ein
p-Wert <0,05 wurde als signifikant erachtet.
Dargestellt wurden Mittelwerte + Standard-
fehler (SEM).

Ergebnisse

Die mechanische Beatmung verursachte eine
Erhchung des VILI-Scores, die durch die Zu-
fuhr von H.S verhindert wurde (Abb. 1). Nach
H,S-Inhalation war in der Lunge die COX2
mRNA- und Proteinkonzentration erhoht. In
RAW-Zellen fiihrte die Inkubation mit NaHS
zu einer vermehrten Expression der COX2,
dessen Produktes 15d-PGJ2 und PPARy. Letz-
teres stellt eine Bindungsstelle fir 15d-PGJ2
dar [3]. Gleichermalen wurde eine Erhéhung
der PPARy-mRNA und des PPARy-Proteins
nach H,S-Inhalation im Lungengewebe beob-
achtet (Tab. 1, Abb. 2). Durch die Gabe des

Abb. 1 Tab. 1 . e
selektiven COX2-Inhibitors Cay10404 wurde
67 Lunge Kontrolle Vent Vent+H2S die H,S-vermittelte Reduktion des VILI-Scores
54 * COX2 mRNA 1,0+0,2 1,77+0,2 11,04+3,0%# teilweise und durch die Applikation des
o 4 COX2-Protein 1,0£0,02 1,05:0,1 1,54x0,2%¢ PPARy-Inhibitors GW9662 vollstindig aufge-
§ PPARy mRNA 1,040,1 0,91+0,02 1,2120,1 hoben (Abb. 3 A+B).
L 37 #
= .
S 24 RAW-Zellen Kontrolle NaHS Interpretatlon
1 COX2 mRNA 1,00,2 10,6+2,7* Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe,
COX2-Protein 1,0£0,009 1,8+0,2% dass COX2, 15d-PGJ2 und PPARy in der H,S
v 0~ 15d-PGJ2-Protein 1,00,1 5,5+1,2% vermittelten Lungenprotektion einen wesent-
Hegt -t ; : PPARy mRNA 1,0+0,6 10,3+2,7% lichen molekularen Mechanismus darstellen.
X -
Abb. 2 Abb. 3 Literatur
A 10 B 8- 1. Slutsky AS, Ranieri VM: Ventilator-induced
lung injury. N Engl ) Med 2013;369:2126-36
- 6 . 2. FallerS, Ryter SW, Choi AM, Loop T, Schmidt R,
5] o o * Hoetzel A: Inhaled hydrogen sulfide protects
> L 2 § ydrogf p
3 S against ventilator-induced lung injury.
2 L 47 Anesthesiology 2010;113:104-15
= = #
> > 3. Ricote M, Li AC, Willson TM, Kelly CJ,
Glass CK: The peroxisome proliferator-
;L activated receptor-gamma is a negative
+ regulator of macrophage activation. Nature
é Vent - + + + Vent - + + + 1998;391:79-82.
H,S - - + + H,S - - + +
Cay10404 + - -+ GW9662  + - -+

Abb. 1: VILI-Score; ANOVA, *p<0,05 vs Luft spontan, #p<0,05 vs Vent.

Abb. 2: Indirekte Immunfluoreszenzfarbung, PPARy (griin) / DAPI (blau), rel. Intensitdtserhéhung
1,44+0,08; t-test p<0,05.

Abb. 3: VILI-Score; A: Inhibition der COX2, B: Inhibition des PPARy; ANOVA, *p<0,05 vs Luft spontan +
Inhibitor, #p<0,05 vs Vent, §p<0,05 vs Vent + H,S.

Tab. 1: Relative Induktion; ANOVA (Lungengewebe), bzw. t-Test (Zellexperimente), *p<0,05 vs Kontrolle,
#p<0,05 vs Vent.
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Fragestellung

Die akute Nierenschadigung ist eine haufige
Komplikation bei kritisch kranken Patienten
und geht mit einer hohen Morbitidt und Le-
talitdt einher [1]. Der Ischdmie-Reperfusions-
schaden gehort zu den haufigsten Ausldsern
des akuten Nierenversagens [1]. Es konnte
gezeigt werden, dass die Rekrutierung und
Aktivierung von CD4*-T-Zellen nach Reper-
fusion eine entscheidende Rolle sowohl bei
der Initiierung durch Th -T-Zellen als auch
der Limitierung durch regulatorische T-Zellen
(Tregs) der akuten Nierenschadigung spielt
[2]. Das A—Kinase—Ankerprotein 9 (AKAP9)
wird am Golgi und am Zentrosom exprimiert
und gehort zu einer Familie von Faltungspro-
teinen, die an der subzellularen Kompart-
mentalisierung von Signalwegen durch Re-
gulation des Signalmolekiils cAMP beteiligt
sind [3]. Durch die Generierung von Mdusen,
denen AKAP9 in CD4*-T-Zellen fehlt, konn-
ten wir die Funktion von AKAP9 fiir CD4*-T-
Zellen-Funktionen in vitro und in vivo bei der
akuten Nierenschadigung untersuchen.

Methodik

Alle Tierversuche wurden durch das Insti-
tutional Animal Care and Use Committee
genehmigt. In-vitro-T-Zell-Kulturen wurden
entweder mit gebundenem CD3e oder mit
dem Superantigen Staphyloccocus entero-
toxin B (SEB, prasentiert durch inaktivierte
Milzzellen), um die T-Zell-Rezeptorabhan-
gige Proliferation und Differenzierung zu
untersuchen, durchgefiihrt. Um die Funtion
von AKAP9 nach lIschdamie-Reperfusion zu
untersuchen, wurden Kontrollmause und
Mé&use ohne AKAP9 in CD4*-T-Zellen nach
32 min renaler Ischdmie in Bezug auf Se-
rumkreatinin (ELISA) und die Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten, Makropha-
gen und CD4*-T-Zellen in die Niere mit-
tels Durchflusszytometrie nach 3 bzw. 24 h
analysiert. CD4*-T-Zellen wurden weiterhin
auf die Produktion von IFNy (Th,) und Ex-
pression von FOXP3 und CD25 (Treg) unter-
sucht. Um den Anteil von T-Zell-Rekrutierung
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24 h nach Reperfusion wurden in der Niere CD4*-T-Zellen (links), Neutrophile (Mitte) und Serumkreatinin
als Surrogatparameter des Organsschadens (rechts) in Wildtyp-Kontrollmdusen und Mdusen ohne AKAP9 in

CD4*-T-Zellen bestimmt. n=6-8, #p<0.05.

und Auswanderung zu beurteilen, wurden
Mause mit in vitro differenzierten, mar-
kierten T-Zellen nach Reperfusion injiziert.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels
ANOVA und anschlieBenden Student-New-
mann-Keul-Tests (Daten als Mittelwert + SEM).

Ergebnisse

Mé&use ohne AKAP9 in CD4*-T-Zellen haben
normale T-Zell-Zahlen in Blut, Lymphknoten
und Milz. AKAP9-defiziente CD4*-T-Zellen
proliferieren und differenzieren nach Vernet-
zung von CD3e normal, aber zeigen eine si-
gnifikante Reduktion der Proliferation bei Sti-
mulation mit SEB in vitro. Dies weist auf eine
Rolle von AKAP9 bei der T-Zell/MHCII Kom-
plex Formierung oder Aktivierung hin. Trans-
ferierte  CD4*-Th,-Zellen rekrutierten ver-
gleichbar in die Niere 3 h nach Reperfusion
(51.2% vs. WT 48.8%). Jedoch wurden nach
24h signifikant weniger AKAP9-defiziente
T-Zellen in der Niere gefunden (31.3% vs
WT 68,7%), aber eine signifikant erhéhte
Zellzahl in den drainierenden Lymphknoten
(31.3% vs WT 68,7%). Diese Daten zeigen,
dass die Retention von AKAP9-defizienten
T-Zellen in der Niere gestort ist. Um die
pathophysiologische Bedeutung dieser Er-
gebnisse zu untersuchen, wurden Mause
mit  CD4-spezifischem  AKAP9-knock-out
nach Ischamie-Reperfusion untersucht. Er-
neut fanden wir nach 24 h signifikant we-
niger T-Zellen in der Niere (3.6+0.3x10* vs
WT 6.0x+1.3x10%), einhergehend mit ei-
nem signifikanten Anstieg der Neutrophilen
(1.4+£0.3x10° vs WT 7.1+1.8x10°, Abb. 1 links
und Mitte). Die Reduktion der T-Zellen war in
IFNy-produzierenden und in FOXP3+*CD25*-
Populationen dhnlich. Die Makrophagenin-
filtration unterschied sich nicht zwischen den
Gruppen (3.2+0.2x10° vs WT 3.0+0.4x10°).
Das Serumkreatinin als Surrogatparameter des

Nierenschadens war bei Mausen ohne AKAP
in CD4*-Zellen signifikant erhoht (1.55+0.18
mg/dl vs WT 1.18+0.12 mg/dl, Abb. 1 rechts).

Interpretation

Unsere Daten zeigen zum einen, dass ob-
wohl die Reduktion von pro-inflammatori-
schen Th-T-Zellen und anti-inflammatori-
schen regulatorischen T-Zellen dhnlich war,
eine vermehrte Inflammation und ein grofe-
rer renaler Organschaden beobachtet wurde.
Fir den Verlauf der Immunantwort in der
Niere scheint die Zahl der regulatorischen
T-Zellen somit wichtiger als die Zahl der pro-
inflammatorischen Th -Zellen zu sein. Zum
anderen weisen unsere Daten darauf hin,
dass die Antigenprdsentation in der Niere
zwar nicht von entscheidender Bedeutung
fur die Rekrutierung von T-Zellen, aber es-
sentiell fir die Retention von sowohl Th;-
als auch regulatorischen T-Zellen ist. Diese
Ergebnisse konnten die Grundlage fiir neue
therapeutische Optionen bei der akuten Nie-
renschadigung darstellen, die die Antigen-
prasentation im Gewebe als Voraussetzung
der T-Zell-Aktivierung oder die Retention von
vor allem regulatorischen T-Zellen zum Ziel

haben.

Literatur

1. Clec'h C, Gonzalez F, Lautrette A, Nguile-
Makao M, Garrouste-Orgeas M, Jamali S, et al:
Multiple-center evaluation of mortality asso-
ciated with acute kidney injury in critically ill
patients: a competing risks analysis. Crit Care
2011;15:R128.

2. Kinsey GR, Sharma R, Okusa MD: Regulatory
T cells in AKI. ] Am Soc Nephrol 2013;Nov;
24(11):1720-6

3. Esseltine JL, Scott JD: AKAP signaling com-
plexes: pointing towards the next generation
of therapeutic targets? Trends Pharmacol Sci
2013;Dec;34(12):648-55.

© Andsth Intensivmed 2014;55:338-386 Aktiv Druck & Verlag GmbH



14. - 15.02.2014 - Wiirzburg

MUC5AC wird in humanen Lungen-
epithelzellen durch miR-193a-3p
reguliert

C. Hinske* - M. Koeppen* - J. Anton - S. Kreth
Klinik fur Anaesthesiologie der Universitat
Minchen

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

* am Abstract gleichermafSen beteiligt

Fragestellung

Das Glycoprotein MUC5AC als wesentli-
cher Bestandteil des Atemwegsmucus stellt
eine bedeutende Komponente des angebore-
nen Immunsystems der Lunge dar [1,2]. Wir
konnten zeigen, dass MUC5AC die Inflam-
mation im akuten Lungenversagen verstarkt,
indem es die Transmigration neutrophiler
Granulozyten erhoht [3]. Wie die Expression
von MUC5AC in der Lunge reguliert wird,
ist bislang kaum untersucht. Der MUC5AC-
Genlocus liegt in einer hypervariablen chro-
mosomalen Region und gesicherte Informati-
onen Uber die Sequenz der in Lungenzellen
exprimierten Transkripte fehlen. Die vorlie-
gende Studie fokussierte zundchst darauf,
die MUC5AC-mRNA samt ihres 3"-UTRs zu

28. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

nalen Epithelzellen (A549) mit nachfolgender
Bestimmung der MUC5AC-Expression mittels
quantitativer real-time PCR (qPCR) untersucht.
Die Sequenz des in A549-Zellen exprimierten
MUCS5AC-Transkriptes wurde durch multiple
PCRs mit nachfolgenden Sequenzierungen
bestimmt; der 3"-UTR wurde durch 3°- RACE
(rapid amplification of cDNA ends) ermittelt.
Die 3"-UTR-Sequenz wurde mittels bioinfor-
matischer Methoden auf Basenkomplementa-
ritdt zu miRNA-Seed-Regionen hin tiberpriift,
und potenziell regulierende miRs wurden
nach Trefferfrequenz, Bindungsenergie und
Interaktions-Regulationswahrscheinlichkeit
bewertet. Der die putativen Bindungsstellen
enthaltende Teil des 3’-UTR des MUC5AC-
Gens wurde durch PCR amplifiziert, in einen
Reportervektor kloniert und mit pre-miR-193a-
3p bzw. Kontroll-miR in HEK293-Zellen
transfiziert; die Luciferaseaktivitit wurde
luminometrisch quantifiziert. A549-Zellen
wurden mit pre-miR-193a-3p transfiziert,
und nach 24 h wurde die MUC5AC-mRNA-
Expression mittels gPCR gemessen. Zudem
wurden A549-Zellen mit 20pM TNF-a sti-
muliert (24 h), und MUC5AC-mRNA sowie
miR-193a-3p wurden durch gPCR bestimmt.
Statistische Analysen erfolgten mittels t- bzw.
Mann-Whitney-U-Tests.

charakterisieren, um dann zu untersuchen,

ob micro-RNAs (miRs) an der Regulation der
MUCS5AC-Expression in Lungenepithelzellen
beteiligt sind und ob dies funktionell relevant

sein konnte.

Methodik

Eine mogliche miR-Regulation von MUC5AC
wurde durch DICER-Knock-down (Transfek-
tion spezifischer siRNA) in humanen pulmo-

Ergebnisse

Knock-down von Dicer (-61+8%, p<0.001,
n=>5) fihrte zu einer signifikanten Erh6hung
der mRNA von MUC5AC (35+6%, p=0.006),
weshalb im Folgenden auf die Identifizierung
regulierender miRs fokussiert wurde. Die in
A549-Zellen exprimierte MUC5AC-mRNA-
Sequenz konnte vollstindig ermittelt werden
(Abb. 1): Die mRNA wird sowohl aus dem

Abbildung 1
a) vermutete Genstruktur
. . 3‘-UTR
Muc5AC Intergenische Region Muc5AC-like ca. ‘)L;U bp
2805 bp 3312 bzw. 3569 bp
I I ca. 50.000 bp I I
Start Stop Start Stop
b) tatsichliche Genstruktur
) 3‘-UTR
Muc5AC Intron 2122 bp
9930 bp —_— .
Start Stop T2 3

miR-193a-3p sites

Genstruktur von MUC5AC in A549-Zellen; a) aus Datenbankrecherchen abgeleitet, b) experimentell ermittelt.
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MUC5AC mRNA-Expression in A549-Zellen nach
Transfektion von pre-miR-193a-3p; C, Kon-
troll-miR (n=6).

MUCS5AC- als auch aus dem vorderen Teil
des MUC5AC-like-Genlocus unter Heraus-
spleiffen eines dazwischenliegenden Introns
gebildet; ein etwa in der Halfte des MUC5AC-
like-Sequenz gelegenes Stop-Codon fiihrt zur
Expression eines ca. 2100 bp langen 3"-UTRs,
der — wie durch bioinformatische Methoden
ermittelt — 3 mogliche Bindungsstellen der
miR-193a-3p enthalten kénnte. A549-Zellen
zeigten nach Transfektion von pre-miR-
193a-3p eine um 70% verminderte Expres-
sion von MUC5AC (Abb. 2). Die direkte Re-
gulation durch miR-193a-3p konnte mittels
Reportergen-Assay bestdtigt werden (n=6;
Reduktion Luciferase vs. Kontrolle 30+2.7%,
p<0.001). Nach TNF-a-Stimulation von A549-
Zellen wurde eine starke Abnahme der
MUC5AC-Expression gefunden (-69+5.7%,
p<0.01, n=6), wihrend miR-193a-3p deutlich
induziert war (74 £5.6%, p<0.01).

Interpretation

Das die pulmonale Inflammation verstar-
kende MUC5AC wird posttranskriptionell
durch miR-193a-3p reguliert; Induktion dieser
miR fiihrt zu einer Suppression der MUC5AC-
Expression. miR-193a-3p koénnte von thera-
peutischem Nutzen zur Verminderung der
MUC5AC-Expression bei pulmonaler Inflam-
mation sein.
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Die Rolle epithelialer Adora2b-
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Fragestellung

Invasive Beatmung kann beim kritisch Kran-
ken eine vorbestehende pulmonale Entziin-
dungsreaktion aggravieren und zum akuten
Lungenschaden (ALI) fiihren. Durch Aktivie-
rung endogener Signalwege kann sich die
Lunge vor einer berschiefenden, inflamm-
atorischen Reaktion schiitzen. Hierbei scheint
extrazelluldres Adenosin tber Bindung an
spezifische Adenosinrezeptoren eine wichtige
Rolle zu spielen [1,2]. In einem kombinierten
Modell des LPS- und beatmungsinduzierten
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Lungenschadens untersuchten wir die Hypo-
these, dass insbesondere die Aktivierung von
A2B-Rezeptoren lungenprotektiv wirkt.

Methodik

Alle Tierversuche wurden durch die zustdn-
digen Behorden genehmigt. Zunéchst erhiel-
ten die Mause LPS intratracheal (3,75 mg/kg),
nach 24 h erfolgte nach Tracheotomie die
180-minditige druckkontrollierte Beatmung
zur Induktion eines Lungenschadens (VILI;
Pmax: 35 mbar, PEEP: 3 mbar, AF: 95/min,
FiOz: 100%) [3]. Die Shamgruppe erhielt
PBS intratracheal und wurde mit einem Spit-
zendruck von 15 mbar beatmet (AF: 110/
min). Folgende Mauslinien wurden verwen-
det (n=5-6): Ganzkorper-Knockout des A2B-
Rezeptors (Adora2b™), gewebespezische A2B-
Rezeptor defiziente Mduse mit Deletion
von Adora2b in der myeloischen Zellreihe
(Adora2b”LysozymeCre*), in Endothelzellen
(Adora2b"CadherinCre*), bzw. Epithelzellen
(Adora2b”SurfactantCre*). Maduse mit dem
passenden genetischen Hintergrund dienten
als Kontrolle. Um die therapeutische Aktivie-
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rung von pulmonalen Adora2b-Rezeptoren
zu untersuchen, applizierten wir C57/
BL6-Mdusen wéhrend der VILI-Induktion ei-
nen spezifischen Adora2b-Agonisten (BAY
60-6583, 1 mg/kg) mittels Ultraschallver-
neblers. Zur Quantifizierung des Lungen-
schadens wurden histologische Verdnderun-
gen im Lungengewebe untersucht sowie der
Albumingehalt in der BAL bestimmt. Transkrip-
tionelle Verdnderungen wurden mittels RT-
PCR, Anderungen auf Proteinebene mittels
ELISA analysiert. Des Weiteren wurde die
alveoldre Flussigkeitsclearance (AFC) nach
Instillation von 300 pl iso-osmolarer 0.9%
NaCl Losung mit 5% BSA am Versuchsen-
de bestimmt. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels zweifaktorieller Varianz-
analyse und Post-Hoc-Tests mit Bonferroni
Korrektur, * p<0,05, Ergebnisse als Mittel-
wert (Standardabweichung).

Ergebnisse

Adora2b”-Mduse zeigen nach ALl im Ver-
gleich zu C57/BL6-Mdusen ausgepragtere
pulmonale Schiden und eine erhéhte Durch-
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Epitheliale Adora2b-Deletion aggraviert ALI. A) Albuminkonzentration (ELISA, BAL). B) Reprasentative histologische Lungenschnitte, 10x. C) MPO-Konzentration (ELISA,
BAL). D) RT-PCR gegen IL-6 (Lungengewebe). E) Alveoldre Fliissigkeitsclearance (in % des instillierten Volumens).
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Inhalative Applikation des Adora2b-Agonisten BAY 60-6583 schiitzt vor ALI. A) Albuminkonzentration (ELISA, BAL). B) Reprasentative histologische Lungenschnitte,
10x. C) MPO-Konzentration (ELISA, BAL). D) RT-PCR gegen IL-6 (Lungengewebe). E) Alveoldre Fliissigkeitsclearance (in % des instillierten Volumens).

© Andsth Intensivmed 2014;55:338-386 Aktiv Druck & Verlag GmbH



14. - 15.02.2014 - Wiirzburg

lassigkeit der alveolo-kapilldren Barriere
(Albumin (BAL): 1891 [549] vs. 818 [121]
pg/ml, p<0,05). Im direkten Vergleich des
gewebespezifischen Knockouts zeigt nur die
epitheliale Adora2b-Deletion einen entspre-
chenden Phanotyp mit Verstarkung des Lun-
genschadens. Die Myeloperoxidase-Konzen-
tration (MPO), als Surrogatparamter fiir die
Anzahl neutrophiler Granulozyten in der BAL,
ist bei den Adora2b”SurfactantCre*-Mausen
signifikant erhéht, ebenso wie die pulmonale
mRNA-Expression inflammatorischer Zyto-
kine. Des Weiteren ist der Fliissigkeitstrans-
port tber die Zellmembran gestort (Abb. 1).

Antagonisierung des Thrombin-
inhibitors Dabigatran in supra-
therapeutischer Dosis in einem
Polytraumamodell beim Schwein
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Fragestellung

Die Antagonisierung der neuen Antikoagu-
lantien (NOAC) im akuten Blutungsnotfall
bzw. im Rahmen von Massivblutungen bei
polytraumatisierten Patienten ist eine be-
sondere klinische Herausforderung. Wider-
spriichliche Ergebnisse der Therapie mit
Prothrombinkomplexkonzentrat (PPSB) zur
Terminierung der antikoagulatorischen Wir-
kung von Dabigatran wurden publiziert
[1,2,3]. Systematische prospektive Studien in
relevanten Traumamodellen sind ausstindig.
Mit der vorliegenden Studie wurde die Effek-
tivitdt eines PPSB-Prdparates zur moglichen
Reduktion eines massiven Blutverlusts nach
Polytrauma bei Dabigatran-antikoagulierten
Schweinen untersucht.

Methodik

Nach Genehmigung durch die zustindige
Behorde wurde 24 mannlichen Schweinen
Dabigatranetexilat (30 mg/kg bid PO) tiber 3
Tage verabreicht. Am Versuchstag wurde den
narkotisierten Tieren vor der Induktion der
Traumata und chirurgischer Praparation zu-
sdtzlich Dabigatran infundiert, um suprathe-
rapeutische und konstante Plasmakonzentra-

28. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Demgegentiber verbessert die Inhalation von
BAY 60-6583 die AFC, auch das pulmonale
Odem und der beatmungsinduzierte Lungen-
schaden sowie die pulmonale Inflammation
sind vermindert (Abb. 2).

Interpretation

Zusammenfassend weist die Studie auf die
lungenprotektive Bedeutung des alveolarepi-
thelialen Adora2b-Signalwegs hin, u.a. durch
Erhohung der alveoldren Fliissigkeitsclear-
ance. Die Inhalation von Adora2b-Agonisten
konnte eine geeignete Therapieoption beim
akuten Lungenschaden sein.

tionen zu erreichen. Flinfzehn Minuten nach
der Induktion bilateraler Femurschaftfrakturen
und einer standardisierten Leberverletzung
erfolgte die randomisierte Applikation der
Studienmedikation PPSB (PPSB: 25, 50 oder
100 IE/kg; n=6) oder einer kristalloiden Lo-
sung (Placebo; n=6). Als primdrer Endpunkt
diente der posttraumatische Blutverlust. Zu-
satzlich wurden verschiedene Gerinnungspa-
rameter (PT, aPTT, ACT, Thromboelastometrie
u.a.) sowie die Dabigatrankonzentration mit
dem Hemoclot®-Assay zu definierten Zeit-
punkten Gber den Observationszeitraum (300
min) gemessen. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse
(Mittelwert + Standardfehler).

Ergebnisse

Die plasmatische Dabigatrankonzentration
war zwischen den Gruppen vor der Indukti-
on der Traumata vergleichbar (Kontrolle: 514
+ 56 ng/dl, PPSB 25: 556 + 57 ng/dl, PPSB
50: 536 + 80 ng/dl, PPSB 100: 752 + 95 ng/
dl; p > 0.05). Die Infusion von Dabigatran
fuhrte zu einer Prolongierung der Gerinnsel-
bildungszeiten (CT: 615 + 50 sek; CFT: 423
+ 67sek.) sowie zu einer Alterierung der PT
(19 + 2 sek.). Die Alterierung der Gerinnungs-
parameter wurde durch den traumabedingten
Blutverlust aggraviert. Die verzogerte Initiie-
rung der Blutgerinnung konnte durch die The-
rapie mit PPSB unmittelbar nach der Appli-
kation dosisabhdngig korrigiert werden. Die
dosisabhéngige Gerinnungsaktivierung nach
PPSB-Applikation konnte anhand erhohter
TAT-Konzentrationen nachgewiesen werden.
Allerdings war die Therapie mit 100 IE/kg
PPSB mit einer sekundédren Hyperfibrinolyse
(D-Dimere: > 150.000 ng/ml) assoziiert. Der
posttraumatische Blutverlust war bei allen
Gruppen nach 10 min vergleichbar (794 +
10,6 ml). Im weiteren war der posttraumati-
sche Gesamtblutverlust in der Kontrollgruppe
am hochsten (3774 + 257 mL). Die Mortalitat
in der Kontrollgruppe war 100% mit einer me-
dianen Uberlebenszeit von 106 min (65-146
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min). Demgegentiber konnte der Blutverlust
durch die Therapie mit PPSB dosisabhéngig
signifikant reduziert werden (PPSB 25: 3679
+319mL, PPSB 50: 1767 + 55 mL; PPSB 100:
1784 + 103 mL). In der PPSB 25-Gruppe ver-
starben 83 % der Tiere vor Studienende. Alle
Tiere der PPSB 50- und PPSB 100-Gruppe
tiberlebten den Beobachtungszeitraum.

Interpretation

Die Ergebnisse dieser Studien zeigen, dass
die frithzeitige Applikation von PPSB zur
Behandlung einer Trauma- und Dabigatran-
induzierten Blutung sinnvoll sein kann. Als
Voraussetzung flir eine ausreichende Antago-
nisierung der antikoagulatorischen Wirkung
von Dabigatran im Sinne eines stochiomet-
rischen Uberwiegens von Thrombin sind al-
lerdings hohe plasmatische Konzentrationen
von Prothrombin erforderlich. Im Rahmen der
hdamostatischen Therapie mit PPSB und der
eingeschrankten Steuerbarkeit besteht aller-
dings die Gefahr einer erhéhten Gerinnungs-
aktivierung mit sekunddrer Hyperfibrinolyse.
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Fragestellung

Akute Myokardischdmie verursacht durch
den Abfall des Sauerstoffgehalts eine Stabili-
sierung des Transkriptionsfaktors Hypoxie-in-
duzierter Faktor (HIF) [1]. Von HIF existieren
zwei Isoformen: HIF1a und HIF2a. Wéhrend
zahlreiche Studien die kardioprotektive Rol-
le von HIF1a belegen, ist liber die Rolle von
HIF2a nur wenig bekannt. In der vorliegen-
den Studie iberpriiften wir die Hypothese,
dass auch die Stabilisierung von HIF2a den
Ischdmie-Reperfusionsschaden im Myokard
vermindert.

Methodik

Alle Tierversuche wurden durch die zustandi-
gen Behorden genehmigt. Fiir die vorliegende
Untersuchung stellten wir induzierbare, kar-
diomyozytare HIF1a- und HIF2a-defiziente
Mause her (MyosinCre/Hif1a'>? und Myosin-
Cre/Hif20/°®). Des Weiteren wurden Méause
mit Deletion des epithelialen Wachstums-
faktors Amphiregulin AREG (Areg”) unter-
sucht. Die Tiere wurden einer myokardialen
Ischamie-Reperfusion mit 60 min Okklusion
der linken Koronararterie und 120 min Re-
perfusion unterzogen [2]. Die Versuchs- und
die Kontrollgruppen waren hinsichtlich Alter,
Geschlecht und Gewicht angeglichen. Relati-
ve transkriptionelle Anderungen wurden zum
einen mittels Microarray zum anderen mit RT-
PCR untersucht [3]. Anderungen auf Proteine-
bene wurden mittels Western Blot bzw. ELI-
SA bestimmt. Daten wurden als Mittelwert +
Standardfehler angegeben. Unterschiede zwi-
schen den Gruppen wurden entweder mittels
t-Tests oder mittels ANOVA verglichen; ein
p-Wert unter 0.05 wurde als statistisch sig-
nifikant angenommen.

Ergebnisse

Die Infarktareale der kardiomyozytdren
HIF2a-defizienten Mause (66+3%) waren im
direkten Vergleich mit den kardiomyozytaren
HIF1a~defizienten Mdusen (49+5%) und den
Kontrolltieren (42+7%) am groften (Abb.
1A; n=5; p<0,05). Gleichzeitig betrugen
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die Troponin-lI-Werte im Serum der HIF2a-
defizienten Mause 265+51 ng/ml, die der
Kontrollgruppe von 52+12 auf (n=5; p<0,05).
Um spezifische HIF2a-abhdngige Gene zu
identifizieren, die diesen kardioprotektiven
Effekt vermitteln konnten, unterzogen wir
darauthin . RNA  von MyosinCre/Hif2 /-
Méausen einem Microarray (n=4 pro Gruppe).
Das am starksten differentiell regulierte Gen
war AREG. Nach akuter Myokardischdmie
nahm das AREG-Transkript in der RT-PCR bei
Kontrolltieren 65+17-fach zu, bei MyosinC-
re/Hif2a'>*-Mausen 18+13-fach (p<0,001;
n=>5); dies zeigte sich auch auf Proteinebene.
In vitro bewirkte Hypoxie (18 Stunden bei
1% Sauerstoff) in humanen Kardiomyozyten
einen 4,8+1,5-fachen Anstieg des AREG-
Transkriptes.

Dieser Anstieg fehlte in HIF2a-defizienten
Zellen (n=3; p<0,05). Die kardioprotektiven
Eigenschaften von AREG untersuchten wir,
indem Areg”-Mduse der akuten Myokardisch-
dmie unterzogen wurden: AREG-defiziente
Tiere wiesen 60+10% grofSe Infarktareale
auf, Areg**-Mduse hatten Infarktgrofen von
44+2% (Abb. 1B; n=4; p<0,05). Die exogene
Gabe von rekombinantem AREG verkleiner-
te die InfarktgroBen im Vergleich zu den mit
Tragerlosung behandelten Tieren von 40+9
auf 18+4% (n=>5, p<0,05). Auch war rekom-
binantes AREG in der Lage, die initial groken
Infarktareale in kardiomyozytiren HIF2a-
defizienten Mdusen von 61+4% auf 23+5%
zu reduzieren (n=4; p<0,05). Umgekehrt
vergroRerte die pharmakologische Blockade
des AREG-Rezeptors Epithelial Growth Factor
Receptor (EGFR) die Infarktgroflen von 49+9
auf 74+10% (n= 4; p<0,05).

Interpretation
Die vorliegenden Untersuchungen weisen
auf eine kardioprotektive Rolle von HIF2a bei

myokardialer Ischdmie-Reperfusion hin. Die
kardioprotektive Wirkung scheint HIF2a da-
bei in erheblichem Mafe (ber die Induktion
von AREG zu vermitteln sowohl in murinen
als auch in humanen Zellen.
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Fragestellung

In mehreren Studien konnten prokoagulatori-
sche Effekte [1] sowie eine erhOhte Permea-
bilitit der Blut-Hirn-Schranke (BHS) unter
dem Einfluss erhohter Konzentrationen von
freien Nukleinsduren im Plasma nachge-
wiesen werden [2]. Wahrend der Primar-
schaden nach Schadel-Hirn-Trauma (SHT)
keiner Therapie zugdnglich ist, beschreibt der
sekunddre Hirnschaden die Expansion des
strukturellen Hirnschadens nach dem prima-
ren Trauma und entsteht durch Hirnschwel-
lung, Gefédlverschliisse, Immunreaktionen,
exzessive Freisetzung exzitatorischer Neu-
rotransmitter und weitere bisher nicht auf-
geklarte pathophysiologische Mechanismen.
Hierdurch gelangen verstarkt freie Nuklein-
sduren in die Blutzirkulation. Die Menge an
zellfreier DNA im Plasma konnte bei Patien-
ten mit schwerem SHT bereits als pradiktiver
Marker fir eine erhohte Mortalitat identifi-
ziert werden [3]. Die Beeinflussung der freien
Nukleinsiaure im Plasma konnte deshalb ein
interessantes Therapieziel zur Beeinflussung
des sekundaren Hirnschadens darstellen. In
der vorliegenden Studie wird der Einfluss ei-
ner Behandlung mit DNase nach einem ex-
perimentellen SHT untersucht. Hiermit soll
die Plasmakonzentration zellfreier DNA mi-
nimiert werden. Das Ziel ist eine verbesserte
motorische und sensorische Funktion sowie
ein geringeres Ldsionsvolumen aufgrund ei-
ner optimierten Gerinnung und Protektion
der BHS.
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Methodik

Nach Genehmigung des Landesuntersu-
chungsamtes Koblenz wird das Controlled-
Cortical-Impact (CCl)-Modell fiir das SHT
verwendet. Als Versuchstiere werden 10 Wo-
chen alte mannliche C57BL/6-Mduse genutzt.
Unter Allgemeinanasthesie mit Midazolam,
Fentanyl und Medetomidin (intraperitoneal)
wird der Schidel eréffnet und eine Hirnlési-
on durch Beschleunigung eines elektroma-
gnetischen Bolzens in den rechten Kortex
der Miuse induziert. Die Tiere werden mit
DNase (Dornase alpha, Pulmozyme®) intra-
peritoneal 30 Minuten und 12 Stunden nach
dem Trauma behandelt. Es gibt 3 Gruppen:
,Niedrigdosis” DNase (2 x 50 pg, n=7),
,Hochdosis” DNase (2 x 450 pg, n=8) sowie
eine ,Vehikel”-Gruppe, welche nur Trager-
[6sung ohne Wirkstoff erhdlt (2 x 500 pl NaCl
0.9%, n=9). 24 Stunden nach Trauma wird
eine funktionelle Testung mittels ,Neuro-De-
ficit-Score” und eine retroorbitale Blutentnah-
me zur Bestimmung der freien DNA durch-
gefiihrt sowie das Gehirn zur histologischen
Bestimmung des Kontusionsvolumens ent-
nommen. Die statistische Auswertung erfolgt
mit einem Mann-Whitney-Rang-Summen-
Test und ggf. Bonferroni-Holms-Korrektur.

Ergebnisse

Bei der histologischen Bestimmung des
Kontusionsvolumens stellt sich ein signifikant
kleinerer Schaden der Niedrigdosisgruppe
(p<0,05), sowie der Hochdosisgruppe (p<0,05)
gegentiber der Vehikelgruppe dar (Niedrigdo-
sis: 16,5+3,7 mm3, Hochdosis: 17,3+3,9 mm3,
Vehikel: 22,5+2,9 mm3, Abb. 1). Bei der
funktionellen Testung kann kein signifikanter
Unterschied zwischen den verschiedenen
Gruppen detektiert werden (p>0,05, Niedrig-
dosis: 4,6+1,6 Punkte, Hochdosis: 5,2+2,3
Punkte, Vehikel: 4,8+2,2 Punkte).

Interpretation
Durch die Gabe von DNase kann effektiv der
sekundire Hirnschaden vermindert werden.

Abbildung 1
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Lasionvolumen 24 Stunden nach CClI.

Nach einem SHT kommt es zu einer posttrau-
matischen Hyperkoagulation. Die Behand-
lung kénnte zu einer verminderten Thrombus-
Formation fiihren und die Integritit der BHS
starken. Die Hochdosisgruppe schneidet bei
den durchgefiihrten Tests nicht besser ab als
die Niedrigdosisgruppe. Die gewahlte niedri-
ge Dosierung liegt damit bereits innerhalb der
therapeutischen Breite des Wirkstoffes. Der
geminderte strukturelle Schaden nach 24h
lasst darauf schlieen, dass eine Behandlung
mit DNase eine therapeutische Option nach
einem SHT darstellen kénnte.
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Fragestellung

Im Gegensatz zu Tierexperimenten gibt es
beim Menschen gegenwartig wenig Evidenz,
dass Hyperoxie zur Verschlechterung oder
Auslosung eines akuten Lungenversagens
fuhrt [1,2]. In der vorliegenden Studie haben
wir den Einfluss von Hyperoxie (100% O,-
Sattigung) auf die funktionelle und molekula-
re Verdanderung der Barrierefunktion eines hu-
manen In-vitro-Modells des Alveolarepithels
untersucht und das Potential einer Therapie
der Hyperoxie-induzierten Verdnderungen
mit Dexamethason (DEX) tberpriift.

Methodik

Es wurde ein Transwell-Zellkulturmodell ba-
sierend auf der humanen Zelllinie NCI-H441
verwendet. Dieses Modell zeichnet sich ne-
ben der Ausbildung einer dichten parazellu-
laren Barriere durch das Vorhandensein von
Zelltypen aus, die entweder Marker von Alve-
olar Typ | (AT-)-Zellen wie Caveolin-1 (Cav-1)
oder Marker von Alveolar Typ Il (AT-1)-Zellen
wie Surfactant Protein-B (SP-B) exprimie-
ren [3]. Die Untersuchungen wurden in ei-
ner selbst konstruierten Hyperoxiekammer
durchgefiihrt. Die Zellviabilitit wurde mittels
Zellproliferationtests (EZ4U) untersucht. Als
Inflammationsmarker wurde Monocyte Che-
moattractant Protein 1 (MCP-1) auf mRNA-

Abbildung 1
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Ebene mittels quantitativer PCR (qPCR) be-
trachtet. Als Mal} fir die parazelluldre Bar-
riere des Modells wurde der transepitheliale
elektrische Widerstand (TEER) gemessen und
die Permeabilitdt von Fluoreszein bestimmt.
Molekulare Untersuchungen von Tight-Junc-
tion-Proteinen (Claudin-1, -3, -4, -5, -7, -18,
Occludin, ZO-1), AT-I- und -II-Markern (Cav-
1, SP-B), Arzneistofftransportern (ABCC1,
ABCC4, ABCG2) und MAP-Kinasen (ERK-1/2)
wurden mittels qPCR, Western Blotting sowie
Immunfluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt.
DEX wurde in einer Konzentration von 100
nM eingesetzt. Alle Ergebnisse wurden auf die
Kontrolle (21% O,) ohne DEX bezogen und
als Mittelwert + Standardabweichung angege-
ben. Signifikanz der Ergebnisse wurde bei p<
0,05 (Student’s t-Test) angenommen.

Ergebnisse

Die deutlichsten Unterschiede zwischen Nor-
moxie und Hyperoxie wurden nach 48 Stun-
den Behandlung gemessen. Die Zellviabilitat
sank signifikant auf 70,46 + 11,60% (n=24-
30), die Expression des Inflammationsmarkers
MCP-1 wurde auf das 2,15 + 0,54-fache si-
gnifikant erh6ht (Abb.1A, n=6). DEX-Zusatz
hatte keinen EinfluB auf die Zellviabilitit nach
Hyperoxie, wogegen MCP-1 auf das 0,68 +
0,31-fache herunterreguliert wurde. Hyper-
oxie erhdhte den TEER signifikant (160,69
+ 36,33%), wobei die Behandlung mit DEX
den Anstieg unter Hyperoxie auf 135,21 +
34,83% (n=6) abschwdachte (Abb.1B). Die
Fluoreszeinpermeabilitit unter Hyperoxie
nahm entsprechend dem gesteigerten TEER
ab. Die Regulation von Cav-1 ergab keine
signifikanten Unterschiede, SP-B zeigte die
bereits bekannte, Dexamethason-abhéngige
Regulation ohne signifikanten Einfluss der
Hyperoxie.

Die Analyse der Tight-Junction-Proteine zeig-
te, dass die Expression von Claudin-5 dem
TEER- und Fluoreszeinpermeabilitatsverlauf
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Einfluss von 48h Hyperoxie auf MCP-1 Expression (A), TEER (B) und Claudin-5-Expression (C).
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entsprach (Abb.1C). Die mRNA-Daten wur-
den durch Western Blotting und Immunflu-
oreszenzmikroskopie auf der Proteinebene
bestatigt. Zusatzlich regulierte die Hyperoxie-
behandlung die Arzneistofftransporter ABCC1
(DEX-abhdngig) auf das 1,55-fache und
ABCG2 (DEX-unabhingig) auf das 1,40-fa-
che hinauf. Des Weiteren konnte der Zusatz
von DEX die verstarkte Phosphorylierung von
MAP-Kinasen (ERK1/2) — dhnlich wie die Ex-
pression von MCP-1 — reduzieren.

Interpretation

Es kam in unserer Studie erwartungsgemafs zu
einer signifikanten Reduktion der Zellviabili-
tat sowie zum Anstieg der Inflammation unter
hyperoxischen Bedingungen. Fiir die zum er-
sten Mal gezeigte Steigerung der parazellula-
ren Barriere scheint die verstarkte Expression
von bestimmten Tight—Junction—Proteinen wie
Claudin-5 verantwortlich zu sein. Dexame-
thason fiihrt zu einer Hemmung der Inflam-
mation und stabilisiert zudem die Barriere
durch Blockierung der Hyperoxie-induzierten
Effekte. Die moglichen pulmonalen Auswir-
kungen einer gesteigerten parazelluldren
Barriere und hochregulierter Arzneistofftrans-
porter durch Hyperoxie miissen in weiteren
Studien aufgeklart werden.
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Fragestellung

Die akute Nierenschadigung (AKI) ist eine
hdufige und schwerwiegende Komplikation
nach herzchirurgischen Eingriffen [1]. Die
Inzidenz ist besonders bei Patienten mit vor-
bestehender Nierenschadigung oder nach
komplexeren kardiochirurgischen Eingriffen
erhoht. Die Mortalittsrate bei herzchirurgi-
schen Patienten mit AKI betrégt bis zu 60%.
Die KDIGO-Kriterien definieren das AKI tiber
einen Anstieg des Serumkreatininwertes und/
oder Abfall der Urinausscheidung. Nach
herzchirurgischer Operation werden beide
Parameter durch verschiedene Faktoren be-
einflusst und sind daher wenig geeignet, um
ein AKI in diesem Patientenkollektiv frithzei-
tig zu identifizieren. Die bisher verfiigharen
Biomarker haben eine geringe Sensitivitat und
Spezifitdt und sind daher nicht fur die frih-
zeitige Diagnose eines AKI nach herzchirurgi-
schen Eingriffen geeignet [2]. In dieser Studie
haben wir bei Hochrisikopatienten unter-
sucht, ob die beiden Biomarker Tissue Inhibi-
tor Metalloproteinases (TIMP-2) und Insulin-
like Growth Factor Binding Protein (IGFBP?)
im Urin die Entstehung eines AKI und die re-
nale Erholung nach einem herzchirurgischen
Eingriff vorhersagen konnen [3].

Methodik

Die Poweranalyse fiir eine Differenz von 1 Ein-
heit [TIMP-2]1*[IGFBP7] und einer Power von
90% ergab eine Stichprobengrolie von 26 Pa-
tienten pro Gruppe. Es wurden insgesamt 321
herzchirurgische Patienten gescreent, davon
konnten 52 mit einem hohen Risiko fiir die
Entwicklung eines postoperativen AKI (Cleve-
land Score=6) eingeschlossen werden. Aus-
schluBkriterien waren 1.) Schwangerschaft,
2.) vorhergegangene Nierentransplantation,
3.) immunsuppressive Therapie. Zu definier-
ten Zeitpunkten wurden die Konzentrationen
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von TIMP-2*IGFBP7 (NephroCheck®-Test, As-
tute), NGAL sowie Kreatinin im Blut und Urin
und das Urinvolumen bestimmt. Primdres
Zielkriterium der Studie war die Erfassung der
Inzidenz des AKI nach KDIGO-Kriterien. Zu-
satzlich untersuchten wir, ob der Verlauf der
[TIMP-2]*[IGFBP7]-Konzentrationen im Urin
eine Aussage Uber die Erholung der Nieren-
funktion nach AKI zuldsst. Die statistischen
Analysen wurden mit Hilfe des t-Tests, des
Mann-Whitney-U-Tests, des x2-Test und des
Fisher's-Exact-Tests durchgefiihrt. Ein p-Wert
<0,05 wurde als signifikant angenommen.
Um den pradiktiven Wert der Biomarker zu
ermitteln, wurden Receiver Operating Cha-
racteristic Curves (ROC) berechnet und die
Area Under the ROC Curve (AUC) bestimmt.
Fur bestimmte [TIMP-21*[IGFBP7]-Grenzwer-
te wurden die Sensitivitdten, die Spezifitdten,
die positiv pradiktiven Werte und die negativ
pradiktiven Werte bestimmt.

Ergebnisse

Von den insgesamt 52 eingeschlossenen Pa-
tienten konnten nur 50 Patienten analysiert
werden, da ein Patient bereits intraoperativ
verstarb und ein weiterer Patient aufgrund
mangelnder Dokumentation ausgeschlossen
werden musste. Die demographischen Daten
der Patienten sind in Tabelle 1 dargestellt. 26
der 50 ausgewerteten Patienten (52%) entwi-
ckelten im postoperativen Verlauf ein akutes
Nierenversagen. Jedoch konnte die Diagnose
eines AKI, basierend auf dem Kreatininwert
und/oder Urinproduktion, erst 1-3 Tage nach
dem herzchirurgischen Eingriff gestellt wer-

Tabelle 1
Demographische Daten.
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den. Im Gegensatz hierzu konnten wir nach-
weisen, dass die [TIMP-21*[IGFBP7]-Konzen-
tration bei Patienten, die im weiteren Verlauf
ein AKI entwickelten, bereits 4 Stunden nach
der Operation anstieg. Bei den Patienten mit
AKI stieg die [TIMP-2]*[IGFBP7]-Konzentra-
tion von 0,49 prdoperativ auf 1,51 (vs. 0,57
ohne AKI) 4h nach Operation an. Die AUC fiir
die maximale [TIMP-2]*[IGFBP7]-Konzentra-
tion betrug innerhalb der ersten 24 Stunden
nach Operation 0,90. Fir einen Cut-off-Wert
von 0,5 betrug die Sensitivitdt 0,92, die Spezi-
fitdt 0,81, der positiv pradiktive Wert 0,8 und
der negativ pradiktive Wert 0,9. Durch den
Verlauf der [TIMP-2]*[IGFBP7]-Konzentratio-
nen konnte eine Aussage Uber die Erholung
der Nierenfunktion getroffen werden.

Interpretation

Mit Hilfe der [TIMP-2]*[IGFBP7]-Konzentra-
tionen im Urin lassen sich die Entwicklung
eines AKI und die renale Erholung nach herz-
chirurgischem Eingriff vorhersagen.
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Total AKI Non AKI p-Wert
(n=50) (n=26) (n=24)
Alter 71 +12 7012 7211 0.534
Geschlecht 0.616
minnlich [%)] 33 (66) 18 (69.2) 15 (62.5)
weiblich [%] 17 (34) 8 (30.8) 9 (37.5)
Kreatinin praoperativ [mg/dl] 1.33+0.3 137 £0.4 1.28 +£0.21 0.695
eGFR [ml/min per 1.73m?] 51+ 11 50+ 14 53.8+12 0.494
Begleiterkrankungen
Arterielle Hypertonie [%] 48 (96) 24(92.3) 24 (100) 0.166
Herzinsuffizienz (%] 46 (92) 24 (92.3) 22 (91.7) 0.933
Diabetes [%] 20 (40) 12 (46.2) 8(33.3) 0.355
COPD [%] 15 (30) 12 (46.2) 3(12.5) 0.009
Chronische Niereninsuffizienz [%] 15 (30) 11(42.3) 4(16.7) 0.048
Friihere Herz-OP [%] 6(12) 6(23.1) 0(0) 0.023
Linksventrikuldre EF <35% [%] 12 (22) 8 (30.8) 3(12.5) 0.119
CPB Zeit [min] 140 + 60 149 £ 74 129 + 38 0.818
X-Clamp [min] 98 + 50 110 + 63 85 + 26 0.358
APACHE anTag 1 10+5 12+5 8+3 0.001
Intensivaufenthalt [Tage] 8+2 12+3 4+1 0.001
Krankenhausaufenthalt [Tage] 19+2 24 +3 14 +1 0.001
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Fragestellung

Zahlreiche kritisch kranke Patienten mit dia-
lysepflichtiger Niereninsuffizienz haben eine
Thrombozytopenie. Bei Verdacht auf eine
Heparin-induzierte Thrombozytopenie ist un-
klar, mit welchem direkten Thrombininhibitor
eine therapeutische Antikoagulation erfolgen
sollte. Wir testeten daher die Hypothese, dass
eine kontinuierliche Dialyse unter Antikoagu-
lation mit dem vorwiegend hepatisch elimi-
nierten Argatroban effizienter und sicherer
durchgefiihrt werden kann als mit dem bei
Niereninsuffizienz kumulierenden Lepirudin.

Methodik

Nach positivem Votum der Ethikkommis-
sion der Medizinischen Fakultit der Uni-
versitit Disseldorf (Nr. MO-LKP-310 vom
19.12.2008), Registrierung (ClinicalTrials.
gov NCT00798525; EudraCT number 2006-
003122-28) und mit schriftichem Einver-
standnis wurden Patienten der interdiszi-
plindren  operativen  Intensivstation = mit
HIT-Verdacht (Thrombozytenabfall =50%,
4 T-Score >3 oder positiver HIT ELISA) pro-
spektiv randomisiert der doppel-blinden the-
rapeutischen Antikoagulation mit Lepirudin
oder Argatroban zugeordnet (Ziel aPTT >55s).
Die Konzentration des Lepirudins wurde bei
Nieren- und die des Argatrobans bei Leber-
insuffizienz individuell angepasst, so dass die
initiale Infusionsrate medikamentenunabhan-
gig bei jedem Patienten 0,05 ml/kg/h betrug.
Der primdre Endpunkt wurde an einer Sub-
population niereninsuffizienter Patienten mit
kontinuierlicher Dialyse als (mittlere) Lauf-
zeit von maximal zwei konsekutiven Filtern
gemessen. Beim gesamten Studienkollektiv
wurden als sekundéare Endpunkte im Hinblick
auf die Sicherheit der Anwendung die Inzi-
denz von Blutungen und thrombembolischen
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Ereignissen sowie die Zeit bis zum Erreichen
der Ziel-aPTT von 55-65 Sekunden (1,5-fache
Erh6hung des Ausgangswertes) erhoben.
Statistik: Bei erwarteter Filterlaufzeit von
30+25 Stunden fir Lepirudin und einer als
klinisch relevant befundenen Verdopplung
unter Argatroban wurde prospektiv eine Fall-
zahl von 15 dialysierten Patienten pro Grup-
pe berechnet (a=0.05, f= 0.2). Mittelwerte +
Standardabweichung, t-Test fiir unabhdngige
Gruppen, p<0,05.

Ergebnisse

Uber einen Zeitraum von 34 Monaten wur-
den insgesamt 5.285 Patienten der operativen
Intensivstation gescreent. Patienteneinschluss
und Gruppenzugehérigkeit sind in Abbildung
1 dargestellt. Die demographischen Daten
und Vorerkrankungen der Patienten beider
Gruppen unterschieden sich nicht signifikant
voneinander. Die Filterlaufzeiten wahrend
kontinuierlicher Dialyse in der Argatroban-
Gruppe betrugen 32+25 Stunden, in der Lepi-
rudin-Gruppe 27+21 Stunden (p=0,574). Bei
Argatroban-Patienten traten signifikant selte-
ner Blutungen auf als bei Lepirudin-Patienten
(12% versus 34%, p=0,040). Demgegeniiber
waren neue thrombembolische Ereignisse in
beiden Gruppen gleichermalBen selten (Arga-
troban n=3 versus Lepirudin n=2, p=0,639).
Die Ziel-aPTT von mindestens 55 Sekunden
erreichten Patienten mit Argatroban nach
12+16 Stunden und Patienten mit Lepirudin
nach 8+6 Stunden (p=0,189). Dabei war bei
9 Argatroban- und 4 Lepirudin Patienten die
erste aPTT nach Beginn der Studienmedikati-

Abbildung 1
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on >65 sec. (p=0.213). Bei 7 Lepirudin- und
1 Argatroban-Patienten traten die Blutungen
in den ersten 24 Stunden nach Start der Stu-
dienmedikation auf (p=0,029). Bei 15 Patien-
ten (23%), 10 in der Argatroban und 5 in der
Lepirudin-Gruppe (p=0,240), wurde die HIT
im HIPA-Test bestatigt.

Interpretation

Dies ist die erste randomisierte doppel-blinde
Studie, die Effektivitit und Sicherheit einer
therapeutischen Antikoagulation mit zwei
direkten Thrombininhibitoren vergleicht. Die
Filterlaufzeiten der kontinuierlichen Hamodi-
alyse unterscheiden sich nicht zwischen Ar-
gatroban und Lepirudin. Trotz vergleichbarer
Effektivitat traten unter Argatroban signifikant
seltener Blutungen auf. Damit ist bei kritisch
Kranken mit HIT-Verdacht das Argatroban
dem Lepirudin in den bei uns verwendeten
Dosierungen in Hinblick auf die Sicherheit
der Anwendung tiberlegen.
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Vom 26.05.2009 bis 21.03.2012 fiir Studieneinschluss evaluierte Patienten (n=5285)

Ausgeschlossen (n=5215)

e Einschlusskriterien nicht erfillt (n=5123)
e Teilnahme abgelehnt (n=0)

¢ Andere Griinde (n=92)
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v
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Analyse des primdren Endpunkts (n=12)
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Fragestellung

Die microRNA-1 (miR-1) reguliert die Expres-
sion von brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) [1]1, Hitzeschockprotein 60 (Hsp60)
und Connexin 43 (Cx43) [2]. Ob ein BDNF-
Knockout im Sinne eines Feedback-Mecha-
nismus miR-1-vermittelt auch Einfluss auf
die Expression von Proteinen hat, ist bisher
nicht bekannt. Hypothese der vorliegenden
Studie war, dass eine Interaktion zwischen
BDNF und miR-1 die Expression der in Sig-
nalkaskaden des neuropathischen Schmerzes
involvierten Proteine Hsp60 und Cx43 modi-
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fiziert. Da BDNF im Rahmen tierexperimen-
tell induzierter neuropathischer Schmerzen
im somatosensorischen System hochreguliert
wird [3], wurde zusétzlich die Expression von
miR-1 sowie von Hsp60 und Cx43 bei Ratten
mit neuropathischen Schmerzen tiberpriift.

Methodik

Die Untersuchungen erfolgten mit Zustim-
mung der zustindigen Tierschutzbehérde.
Die Expression von miR-1 und miR-124a
(Kontrolle) wurde mittels quantitativer Real-
Time-PCR (qPCR) in peripheren Nerven,
Spinalganglion (DRG) und Rickenmark bei
adulten homozygoten BDNF-Adv-Cre-ERT2
Knockout-Mausen, die keine neuronale De-
generation aufwiesen (4), und bei gefloxten
Wildtyp-Médusen 10 Tage nach Abschluss
einer 5-tdgigen Tamoxifen-Behandlung un-
tersucht. Weiterhin wurden die durch miR-1
regulierten Proteine Hsp60 und Cx43 in allen
drei Geweben mit Western Blot analysiert.
Die Bestimmung von miR-1, Hsp60 und Cx43
erfolgte zusatzlich im Nervus ischiadicus der
Ratte 10 bis 12 Tage nach Induktion von neu-
ropathischen Schmerzen mittels operativer
Nervenligatur (chronic constriction injury;
CCl) oder nach Schein-OP.
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Statistik: Mittelwert+Standardfehler; ANOVA
und Bonferroni Post-hoc-Test oder t-Test (je
nach  Gruppenanzahl);  Signifikanzniveau
a=0,05.

Ergebnisse

Bei BDNF-Knockout-Mdusen war die miR-1
im Spinalganglion im Vergleich zum Wildtyp
herabreguliert (0,47+0,11; n=9; p<0,05; Abb.
1). Ein Einfluss auf die nicht mit BDNF inter-
agierende miR-124a war nicht nachweisbar.
Des Weiteren war die Expression von Hsp60
im Spinalganglion im Vergleich zum Wildtyp
erhéht (1,85+0,28; n=8; p<0,05; Abb. 2),
wahrend die Cx43-Expression unbeeinflusst
blieb. Im Riickenmark sowie in peripheren
Nerven der transgenen Tiere konnten keine
Unterschiede zum Wildtyp festgestellt wer-
den. Bei Ratten fiihrte eine CCl zu neuropathi-
schen Schmerzen (mechanische Allodynie) im
zeitlichen Verlauf (n=6; p<0,001; Abb. 3). An
der Ligaturstelle des Nervus ischiadicus kam
es nach CCl ebenfalls zu einer Herabregula-
tion von miR-1 (0,13+0,33; n=6; p<0,05; Abb.
4) und einer Induktion der Expression von
Hsp60 (1,70+0,16; n=11; p<0,01; Abb. 5) so-
wie Cx43 (5,38+0,87; n=10; p<0,001; Abb. 6)
im Vergleich zu scheinoperierten Tieren.
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Genexpression von miR-1, miR-124a und BDNF (Abb. 1; n=9) und Proteinexpression von Hsp60 (Abb. 2; n=8) im Spinalganglion von BDNF-Adv-Cre-ERT2-Knockout-
Mausen und gefloxten Wildtyp-Kontrollen; Entwicklung mechanischer Allodynie (Abb. 3; n=6) nach CCI und Genexpression von miR-1 (Abb. 4; n=6) sowie Proteinex-
pression von Hsp60 (Abb. 5; n=11) und Cx43 (Abb. 6; n=10) im N. ischiadicus der Ratte zum angegeben Zeitpunkt bzw. 10-12 Tage nach CCl; *=p<0,05; **=p<0,01;
***=p<0,001; Abb. 7: Schematische Darstellung der vermuteten miR-1/BDNF-Interaktion.
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Interpretation

Die Herabregulation der miR-1-Expression
im induzierbaren BDNF-Knockout geht
mit einer Steigerung der Expression des ihr
nachgeschalteten Hsp60 im Spinalganglion
einher. Es ergibt sich ein bisher unbekannter
Feedback-Mechanismus (Abb. 7) zwischen
manipuliertem Zielprotein und regulierender
microRNA, der andere Proteine beeinflussen

OxPAPC als endogener Agonist von
Transient Receptor Potential A1 und
V1 bei Entziindung und Schmerz
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Fragestellung

Bei der Entziindung reagiert 1-Palmitoyl-
2-Arachidonoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin
(PAPC), ein strukturbildendes Phospholipid
von Zellmembranen und Lipoporteinen, mit
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die von
Phagozyten freigesetzt werden. Das ent-
standene oxidierte PAPC (OxPAPC) enthdlt
sowohl  fragmentierte,  niedermolekulare
als auch oxygenierte, hochmolekulare Fett-
sauren. Chemisch reaktive Metabolite, die
wahrend Entziindungsprozessen durch Li-
pidperoxidation entstehen, kénnen Transient
Receptor Potential (TRP)-Kandle vom Anky-
rin- (TRPA1) und Vanilloid-Typ (TRPV1) auf
Nozizeptoren aktivieren [1,2]. Intraplantare
Injektion von OxPAPC fiihrt bei Schmerzver-
haltenstests an Ratten zu friiher mechanischer
und verzogerter thermischer Hyperalgesie.
In unserer Studie untersuchen wir, welche
Metabolite nach Injektion von komplettem
Freund’s Adjuvanz (CFA) in vivo entstehen
und tber welche Kanile OxPAPC-induzierte
Hyperalgesie im Entziindungsschmerz ver-
mittelt wird.

Methodik

Nach Injektion von CFA in die Hinterpfote
von mannlichen Wistar-Ratten wurde nach
1-6 h Pfotengewebe entnommen und Lipide
extrahiert. Mittels MALDI-TOF Massenspekt-
rometrie wurden die Proben beziiglich PAPC
sowie oxidativ verdnderter Metabolite ana-
lysiert. Bei Schmerzverhaltenstests wurden

28. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

kann und damit den Phénotyp Zielprotein-
unabhdngig verdndern konnte. Nach CCI
kommt es im ligierten Nerven ebenfalls zu
einer Reduktion der miR-1-Expression und zu
einer Induktion von Hsp60 sowie Cx43. Da-
her stellt die miR-1 ein interessantes Ziel fiir
eine therapeutische Intervention zur Behand-
lung neuropathischer Schmerzen dar.

nach lokaler Applikation von OxPAPC in die
Hinterpfote von Ratten mechanische Hyper-
algesie nach Randall-Selitto und thermische
Hyperalgesie nach Hargreaves gemessen.
Um die gezielte Aktivierung peptiderger No-
zizeptoren nach Inkubation in OXPAPC zu
charakterisieren, wurde die Freisetzung von
calcitonin gene-related peptide (CGRP) aus
der Pfotenhaut von Wildtyp- sowie TRPAT-
bzw. TRPV1-Knock-out-Mausen quantifiziert.
Mittels  Ganzzell-Patch-Clamp-Ableitungen
an HEK293-Zellen, die stabil mit TRPA1
transfiziert sind, wurde der Strom gemessen,
der nach Aktivierung der Zellen mit OxPAPC
sowie nach Prdinkubation in TRPAT-Kanal-
blockern flieft. OxPAPC sowie TRP-Kanal-
blocker wurden an transfizierten HEK-Zellen
und Hinterwurzelganglienzellen (DRGs) von
Ratten und Mausen in Fura-2/AM-gestiitzten
Einzelzellkalziummessungen verifiziert.
Statistisch wurden die Daten mittels ANOVA
mit Messwiederholungen bzw. Mann-Whit-
ney-U-Test mit OriginPro 9.0 ausgewertet.
Die Regierung von Unterfranken genehmigte
die Tierversuche.

Ergebnisse

Neben PAPC, das auch in unbehandeltem Pfo-
tengewebe von Ratten nachweisbar ist, ent-

14. - 15.02.2014 - Wiirzburg

Literatur

1. Lewis BP, Shih I, Jones-Rhoades MW et al:
Cell 2003;115:787-98

2. Anderson C, Catoe H, Werner R:
Nucleic Acids Res 2006;34:5863-71

3. HaSO, Kim JK, Hong HS, et al:
Neuroscience 2001;107:301-9

4. Lau]J, Minett MS, Zhao J, et al:
Mol Pain 2011;7:100.

stehen wihrend CFA-induzierter Entziindung
vorwiegend niedermolekulare, oxidierte Me-
tabolite von PAPC. In Schmerzverhaltenstests
hemmen TRPA1-Blocker (HC-030031) me-
chanische, aber nicht thermische OxPAPC-
induzierte Hyperalgesie. Der TRPV1-Blocker
(BCTC) inhibiert thermische OxPAPC-in-
duzierte Hyperalgesie (Abb. 1). CGRP wird
dosisabhdngig mehr aus Pfotenhaut als aus
DRGs freigesetzt (Abb. 2). Bei TRPAT- und
TRPV1-ko-Mdusen ist die Sekretion von CGRP
deutlich reduziert. In Patch-Clamp-Experi-
menten ruft OxPAPC in HEK ... -Zellen einen
grofRen Strom hervor, der durch Vorinkubation
der Zellen in Ruthenium Rot, einem unspe-
zifischen TRP-Kanalblocker, gehemmt wird.
In Einzelzellkalziummessungen steigt nach
OxPAPC intrazelluldr die Kalziumkonzentra-
tion in HEK ,,-Zellen (Abb. 3) sowie Hinter-
wurzelganglien an. Durch Vorinkubation und
durch akute Zugabe von HC-030031 wird die
Aktivierung gehemmt.

Interpretation

Durch das in entziindetem Gewebe entste-
hende OxPAPC werden die fiir die Transduk-
tion inflammatorischer Schmerzen wichtigen
Chemosensoren TRPAT und TRPV1 aktiviert,
die verschiedene Schmerzqualitdten hervor-
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Schmerzschwellenmessungen: (A) OxPAPC reduziert umgehend dosisabhangig (100, 200, 500 pg; hell- bis
dunkelgriin) mechanische Schmerzschwellen. Nichtoxidiertes PAPC (blau) hat geringe Effekte, NaCl
(schwarz) als Kontrolle. (B) OxPACP induziert dosisunabhéngig thermische Hyperalgesie im zeitlichen Ver-
lauf. n = 8, Mittelwert+S.D., RM-ANOVA, Kruskal-Wallis post hoc, * p < 0,05.
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Fragestellung

Wir konnten bereits zeigen, dass S. pneu-
moniae, der haufigste Erreger der ambulant
erworbenen Pneumonie, die zytosolische
Calciumfreisetzung nach Aktivierung des
Purinrezeptors P2Y, durch ATP in Alveolarepi-
thelzellen (AEZ) unterdriickt [1]. Die puriner-
ge Calciumantwort spielt bei der Regulation
von Surfactantproduktion und Flissigkeitsre-
absorbtion eine wichtige Rolle, Prozesse, die
im Rahmen von Pneumonien gestort sind.
Mit Hilfe einer P2Y,-Mutante mit deletierten
Phosphorylierungsstellen untersuchten  wir
die Moglichkeit einer Bakterien-induzierten
P2Y,-Phosphorylierung, die in vivo eine Vor-
aussetzung fir die Inaktivierung und Interna-
lisierung des Rezeptors ist [2].

Methodik

Mittels gezielter Denovo-Mutagenesen wurde
ein GFP-P2Y,-Rezeptorkonstrukt (GFP-P2Y,-
AAA) mit deletierten Phosphorylierungsstel-
len geschaffen (S243A, T344A, S356A) [3].
Die Zelllinien A549 (AEZ Typ I, humane
Tumorzelle) und HPAEpiC (primdre huma-
ne AEZ, P2Y-knockdown-Phanotyp) wurden
unter Standard-Zellkulturbedingungen kulti-
viert. Zellen wurden mit GFP-P2Y,-Wildtyp
(GFP-PZYZ-WT) oder GFP-P2Y2-AAA trans-
fiziert und anschlieBend mit T00CFU/Zelle
S. pneumoniae D39Acps fiir 2h inkubiert.
Die Bestimmung der zytosolischen Ca?*-Kon-
zentration ([Caz*]m) in AEZ erfolgte danach
mittels Fura-2AM (5 pM) und ratio imaging, die
Stimulation des P2Y, fand mit 100 uM ATP
statt. Die Rezeptorlokalisierung wurde am
Laser-Spinning-Mikroskop unter Zellkultur-
bedingungen tiber 2-3h durchgefiihrt, dabei
wurde das Auftreten von GFP-P2Y,-haltigen
Strukturen (Vesikel) im Zytosol tiber die Zeit
gemessen. Die transfizierten Zellen wurden
nach 30 min Ruhephase unter dem Mikroskop
mit 100 CFU/Zelle S. pneumoniae versetzt;
in den Kontrollgruppen wurde entsprechend
ATP, HEPES-Puffer oder Pneumokokken-
medium hinzugegeben. Die statistische Aus-
wertung der Daten erfolgte mittels T-Tests,
ANOVA und linearer Regression in R® 3.0.1,
Angabe von MW=Standardabweichung. Bei
nicht-normalverteilten Daten ([Ca?'] -Mes-
sungen) sind Median und 0,25/0,75-Quarti-
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le angegeben. Das Signifikanzniveau betragt
p <0,01.

Ergebnisse

Die Stimulation mit ATP fiihrte bei GFP-
P2Y,-WT- bzw. GFP-P2Y,-AAA-transfizierten
HPAEpIC zu einem Anstieg der [Ca“]u um
158,1nM (1.Quartil/3.Quartil: 59,5/325,6nM)
bzw. 138,2nM (24,7/309,6nM) gegenliber
Ausgangsbedingungen. Nach vorheriger In-
kubation mit S. pneumoniae war die ATP-
induzierte Ca*-Antwort in beiden Gruppen
reduziert, bei GFP-P2Y,-AAA jedoch in
deutlich geringerem Ausmal (GFP-P2Y,-WT
26,7nM (0/25,1nM), GFP-P2Y -AAA 73,9nM
(10,7/238,8nM)).

Unter dem Laser-Spinning-Mikroskop wurde
nach ATP-Stimulation von GFP-P2Y,-WT-
transfizierten Zellen eine Vesikelzunahme
von 2,3+1,8 auf 19,5+4,7 liber 2h im Zyto-
sol registriert. Im Gegensatz dazu blieb die
Anzahl der Vesikel bei GFP-P2Y,-AAA im
gleichen Zeitraum unverdndert (1,5+1,5 auf
1,6x1,8). Nach vorhergehender Inkubation
mit S. pneumoniae nahm die Anzahl der Ve-
sikel bei GFP-P2Y,-WT diber 2h von 1,8+1,9
auf 14,4+4,6 zu, bei GFP-P2Y,-AAA stieg sie
von 2+2 auf 18,6+5,4. In Kontrollgruppen
blieb die Anzahl der zytosolischen Vesikel
Uber 2h unverdndert niedrig (11 vs. 1+0,9)

Interpretation

Die transfizierten GFP-P2Y,-Konstrukte ver-
mitteln nach Stimulation mit ATP einen An-
stieg von [Ca*], und verhalten sich damit
analog zum endogenen P2Y -Rezeptor. Nach
Inkubation mit S. pneumoniae ist die ATP-

induzierte Ca*-Antwort bei Wildtyp-P2Y,,

nicht jedoch bei seinem mutierten Pendant,
deutlich abgeschwicht. Die Phosphorylie-
rung des Rezeptors spielt bei der Inhibition
der Ca*-Antwort durch S. pneumoniae dem-
nach eine Rolle. Da die Phosphorylierung des
Rezeptors in vivo eine condicio sine qua non
fur dessen Internalisierung ist, wurde die Relo-
kalisation von GFP-P2Y, nach ATP in Echtzeit
untersucht. Es kommt dabei zu einer Interna-
lisierung des Wildtyprezeptors, nicht aber der
P2Y,-AAA-Mutante. Wahrend der Inkubation
mit S. pneumoniae konnte jedoch an beiden
Rezeptorvarianten eine Internalisierung beob-
achtet werden. Durch Kontakt mit dem Bak-
terium kommt es in AEZ demnach zu einer
Rezeptordesensitivierung, die dhnlich wie bei
Agonistenkontakt mit einer Internalisierung
einhergeht. Die Phosphorylierung des Rezep-
tors scheint jedoch an anderen Stellen als bei
der ATP-vermittelten Internalisierung zu er-
folgen. Inwiefern P2Y, durch S. pneumoniae
modifiziert wird und welche Auswirkungen
dies auf Downstream-Effekte wie Surfactant-
sekretion und Flissigkeitsreabsorbtion in AEZ
hat, ist Gegenstand weiterer Untersuchungen.
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Fragestellung

Die grofe interindividuelle Variabilitdt des
Krankheitsverlaufs bei schwerer Sepsis ldsst
sich durch klassische Risikofaktoren nicht
vollstindig erkldren, vielmehr scheinen
auch genetische Faktoren Krankheitsver-
lauf und Letalitit zu beeinflussen. Da der
funktionelle Aquaporin5 (AQP5) A(-1364)
C-Promotorpolymorphismus mit der 30-Tage-
Letalitdt bei schwerer Sepsis assoziiert ist
[1], scheint AQP5 ein Schiisselprotein bei
der schweren Sepsis zu sein. Ein moglicher
Mechanismus, iiber den dieser Promotorpoly-
morphismus die Sepsis beeinflusst, kdnnte der
Einfluss von AQP5 auf die Migration von Im-
munzellen sein [2]. Deshalb wurden folgende
Hypothesen getestet: 1) AQP5-Knockout(KO)-
Mause zeigen eine unterschiedliche Letali-
tit bei LPS-induzierter Inflammation als
Wildtyp(WT)-Méduse;  2)  AQP5-iiberexpri-
mierte Immunzellen zeigen ein verdndertes
Migrationsverhalten im Vergleich zu nativen
Zellen; 3) der AQP5 A(-1364)C-Promotorpo-
lymorphismus ist mit verandertem Migrations-
verhalten neutrophiler Granulozyten asso-
ziiert.

Methode und Ergebnisse

1) Nach Genehmigung durch die Tierschutz-
kommission wurde bei je 18 WT-(C57/
BL6)-Madusen und AQP5-KO-Mdausen (C57/
BL6-AQP5-KO, zur Verfligung gestellt von
A.G. Menon, Cincinnati, USA [3]), durch
Lipopolysaccharid (LPS, 20 mg/kg i.p. E. coli
0111:B4, Sigma) eine Inflammation ausgel6st
und der Verlauf fiir 168 h beobachtet. AQP5-
KO-Mé4use zeigten in der Kaplan-Meier-Ana-
lyse im Vergleich zu WT-Médusen eine verrin-
gerte Letalitit (WT: 78%, KO: 45%; p=0,04;
Abb. 1).
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Letalitdt von AQP5-Knockout (KO)- und Wildtyp
(WT)-Mdusen nach LPS-indizierter Inflamma-
tion.

2) Eine Lymphozyten-Zelllinie  (Jurkat)
wurde mit einem AQP5-Expressionsplasmid
(AQP5_pReceiver) oder einem Kontrollplas-
mid (pReceiver) mittels Elektroporation und
anschlieBender  Geneticin-Selektion  stabil
transfiziert. Die AQP5-Uberexpression wurde
durch Real-Time PCR (CT-Wert-Erh6hung
um 12 Zyklen) und Western Blot (>3-fach
verstdrkte Proteinexpression) bestdtigt und
die Migration mittels Insert-Methode und
durchflusszytometrischer ~ Zahlung (MUSE
Count & Viability Kit) quantifiziert. AQP5-
tiberexprimierte Zellen zeigten im Vergleich
zu Kontrollzellen eine verstarkte Migration
unter Stimulation mit dem Chemokin SDF-
Ta (Prospec). Nach 22 h war die Migration
AQP5-liberexprimierter Zellen im Vergleich
zu Kontrollzellen zweifach erhoht (p = 0,01;
Abb. 2a).

3) Neutrophile Granulozyten wurden durch
Dichtegradientzentrifugation aus dem Blut
gesunder Probanden isoliert. Im Migrations-
assay mittels Insert-Methode zeigten neutro-
phile Granulozyten von AA-Genotyptragern
eine frithere und mehr als doppelt so stark
ausgepragte, zielgerichtete Migration unter

Abbildung 2

A Migration von Jurkat nach 22 h
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N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin-Sti-
mulation (Sigma) im Vergleich zu C-Alleltra-
gern (p<0,01; Abb. 2 b). Die Auswertung der
Migrationsassays erfolgte mittels ungepaarten
T-Tests.

Interpretation

Wie unsere Experimente an Mdusen und Zell-
linien zeigen, ist AQP5 ein Schliisselprotein
bei LPS-induzierter Inflammation. Die AQP5-
Expression beeinflusst offenbar die Migration
von Immunzellen, und auch die Migration
neutrophiler Ganulozyten ist mit dem AQP5
A(-1364)C-Promotorpolymorphismus  asso-
ziiert. Das genotypabhingige zelluldre Mi-
grationsverhalten konnte so die Abhangigkeit
der Letalitdt bei Sepsis vom AQP5 A(-1364)
C-Promotorpolymorphismus erklaren.
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Fragestellung

Prostaglandin (PG) E der Serie 2 (PGE,) ist
ein Mediator, der als Reaktion des Korpers
auf eine Entziindung gebildet wird und Gber
eine Aktivierung der Nozizeptoren zur Ver-
mittlung von Schmerzreizen fiihrt. Ziel einer
Reihe von Wirkstoffen ist die Hemmung der
PG-Synthese durch Hemmung der Cyclooxy-
genase. Diese unspezifische Hemmung fiihrt
einerseits zu Senkung der PGE,-vermittelten
Schmerzreize, bedingt andererseits eine Rei-
he von z.T. schwerwiegenden Nebenreakti-
onen durch Hemmung anderer PG-Derivate.
PGE, kann spezifisch durch eine Gruppe von
cyclischen Oligosacchariden, den methylier-
ten B-Cyclodextrinen, komplexiert und damit
moglicherweise inaktiviert werden. Ziel die-
ser Studie war es daher, ein solches Cyclodex-
trin zu identifizieren und dessen Wirkung am
Model der mit Freund’s Complete Adjuvant
(CFA)-entziindete Hinterpfote an Ratten zu
untersuchen.

Methodik

Zundchst wurde die Affinitit methylierter
Cyclodextrine zu PGE, mit Hilfe der Kapil-
larelektrophorese bestimmt. RAMEB - ein

28. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Razemat von methylierten B-Cyclodextrinen
unterschiedlichen Substitutionsgrades — wur-
de so selektioniert und anschliefend nach
Substitutionsgrad mit der HPLC-Technik in
3 Fraktionen aufgetrennt. Der Substitutions-
grad wurde mit der NMR-Methode bestimmt
und die Stabilitit der Komplexe von PGE,
mit den 3 Fraktionen durch die Kapillarelek-
trophorese gemessen. Alle Untersuchungen
an mannlichen Wistar-Ratten zur Wirkung
der selektierten Cyclodextrine wurden von
der Regierung von Unterfranken genehmigt.
Ratten wurden intraplantar (i.pl.) mit PGE,
oder CFA injiziert. Nach 1 h bzw. 4 d wurden
RAMEB oder RAMEB-Fraktionen lokal (i.pl.)
oder systemisch (i.v.) injiziert und mechani-
sche (Randall-Sellito-Test) sowie thermische
(Hargreaves Test) nozizeptive Schwellen ge-
messen bzw. Pfotengewebe fiir PGE, oder
PGD, ELISA entnommen.

Ergebnisse

Intraplantare und intravendse Gabe von
RAMEB verringert mechanische und thermi-
sche Hyperalgesie bei Ratten mit CFA-Entziin-
dung (Abb. TA) sowie bei intraplantarer PGE,-
Injektion (Abb. 1B). Der Cox-2-Hemmer
Parecoxib im Vergleich als Standard reduziert
ebenfalls dosisabhdngig im gleichen Ausmal®
Hyperalgesie bei Ratten mit CFA-Entziindung.
RAMEB-Fraktionen FM und FL (Abb. 1C),
aber nicht FH verringern bei lokaler oder sys-
temischer Gabe mechanische und thermische
Hyperalgesie sowie die Bildung von PGE2 in
Ratten mit entzlindeten Pfoten. RAMEB und
RAMEB FL reduzieren in gleichem Ausmal’
signifikant die CFA-induzierte Bildung von
PGE, (Abb. 1 D) und seinen Metaboliten, aber
nicht die Bildung von PGD,. Die Affinitat von
RAMEB FL ist signifikant héher (580+ 5[1/M])
als die von RAMEB (360+6 [1/M]).

14. - 15.02.2014 - Wiirzburg

Interpretation

RAMEB FL bindet PGE, besser als RAMEB
selbst. Beide, RAMEB und RAMEB FL, wir-
ken sowohl bei systemischer als auch loka-
ler Gabe analgetisch bei CFA-Entziindung
oder PGE,-induzierter Hyperalgesie. Beide
verringern signifikant die PGE,-, nicht PGD,-
Konzentration im Gewebe. Hieriiber konnten
sich neue Moglichkeiten zur Behandlung der
entziindlichen Schmerzen er6ffnen.

Gefordert durch das BMBF (Lipotrans).
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Thermische nozizeptive Schwellen sowie Gehalt an PGE, im Pfotengewebe 4 d nach intraplantarer CFA oder 1 h nach PGE, intraplantar in Wistar-Ratten nach
intravendser bzw. intraplantarer Gabe von RAMEB, Parecoxib, oder RAMEB-Fraktion L. *p <0,05. Die Daten werden als Rohdaten Mittelwerte + SEM dargestellt
(n = 6, Two-way Repeated Measurement ANOVA, Student-Newman-Keuls).
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Fragestellung

Trotz einer Vielzahl von Studien bleibt un-
klar, ob Hydrocortison (HC) die Prognose von
Patienten mit schwerer Sepsis beeinflusst.
Wahrend einerseits eine Reduktion der Letali-
tat aufgezeigt wurde [1], zeigte eine Corticoid-
Gabe in vielen Studien keinen Vorteil, so dass
die aktuellen ,Surviving Sepsis Campaign”
Empfehlungen fiir die Gabe von Corticostero-
iden beim septischen Schock nur Evidenzgrad
2C ausweisen [2]. Kirzlich konnte gezeigt
werden, dass der Polymorphismus -94ins/del-
ATTG im Promotor von NFkB1, dem Schlis-
selregulator der inflammatorischen Genregu-
lation, ein unabhdngiger Pradiktor fiir die 30
Tage-Letalitdt bei Sepsis ist und das Deletions-
allel (ID/DD) im Vergleich zum homozygoten
Insertionsgenotyp (Il) mit einer gesteigerten

Abbildung 1 und 2
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NFkB-Kerntranslokation nach Lipopolysac-
charid-(LPS)-Inkubation in vitro assoziiert ist
[3]. Da HC den Transkriptionsfaktor NFkB in-
hibiert, konnte vorgenannter Polymorphismus
Einfluss auch auf die HC-Wirkung bei schwe-
rer Sepsis haben. Wir testeten die Thesen, dass
HC 1) die NFxB-Kerntranslokation mono-
zytarer Zellen genotypabhangig hemmt und
2) der Einfluss einer HC-Therapie auf die Le-
talitdt von Patienten mit schwerer Sepsis vom
NF«B1-Promotor (-94ins/delATTG)-Genotyp
abhdngt.

Methodik

Nach Genehmigung durch die Ethikkommis-
sion wurden 100 gesunde Blutspender sowie
160 Patienten mit schwerer Sepsis mit und
ohne HC-Therapie (aufgrund Entscheidung
des klinisch verantwortlichen Arztes) auf das
Vorliegen des NFkB1-Polymorphismus -94ins/
delATTG genotypisiert (Pyrosequenzierung).
Monozytire Zellen genotypisierter Blutspen-
der (II-Genotyp: n=5; DD-Genotyp n=6) wur-
den isoliert, mit (10-5 M) bzw. ohne HC fiir
eine Stunde mit LPS (10 pg ml-1) inkubiert
und die NFkB-Kerntranslokation analysiert
(Immunfluoreszenz). Im nachsten Schritt ana-
lysierten wir retrospektiv die 30-Tage-Letalitat
von 160 Patienten mit schwerer Sepsis aus ei-
ner laufenden prospektiven Beobachtungsstu-
die in Abhdngigkeit vom NFkB1-Genotyp (Il
vs. ID/DD) und HC-Therapie. Statistik: Mittel-
werte + Standardabweichung, Mann-Whitney-
Test, Ein-Weg-ANOVA mit Post-hoc-Student’s
T-Test, p<0,05/n, Kaplan-Meier-Analyse (Log-
Rank-Test); multivariate Cox-Regression.

1 80 - unstimulierte Zellen LPS + Hydrocortison 2
p<0,0001
p<0,01
60
n-fache Kummuliertes
Anderung Uberleben
NFKB
Kerntranslokation i
(% aller Zellen) 40
20 1 T
-
0 T T T T

I DD

l DD

0,6

0,4
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Ergebnisse

Hydrocortison hemmt die NFkB-Kerntrans-
lokation monozytdrer Zellen nach LPS-In-
kubation nur beim 1l-Genotyp (25% NFkB-
positive Zellkerne + 11), nicht jedoch beim
DD Genotyp (51% NFkB-positive Zellkerne +
15, p<0,0001, Abb. 1). Nicht unterschiedlich
war hingegen der Prozentsatz nukledr NFxB-
positiver Zellen bei LPS-unstimulierten (Il
12%=2 vs. DD 15%=4, p=n.s.) sowie alleinig
mit HC (I 12% + 2 vs. DD 14% = 3, p=n.s.)-
inkubierten monozytaren Zellen.

102 von 160 Patienten mit schwerer Sepsis
erhielten HC auf Entscheidung des klinisch
verantwortlichen Arztes. Der DD-Genotyp
wies unter Hydrocortison-Therapie eine mehr
als doppelt so hohe Letalitdt (58,3% von 60
Patienten, p<0,0001, Abb. 2) im Vergleich
zum DD-Genotyp ohne HC auf (17,6% von
34 Patienten). Die Letalitit beim IlI-Genotyp
betrug unter HC 23,8% (von 42 Patienten)
bzw. 26% ohne HC (von 24 Patienten). Der
Schweregrad der Erkrankung, gemessen an-
hand des SAPS Il bei Aufnahme auf die Inten-
sivstation, war indes zwischen den Gruppen
nicht unterschiedlich (alle p=n.s.). Bei einer
multivariaten Cox-Regression mit Einschluss
bekannter klassischer Risikofaktoren fir die
Letalitdt bei schwerer Sepsis (u.a. Alter, Ge-
schlecht, SAPS 1l und C-reaktives Protein)
zeigte sich die Hydrocortison-Therapie beim
DD-Genotyp als unabhéangiger Pradiktor fir
die 30-Tage-Letalitat (Hazard Ratio: 3,7; 95%
Konfidenzintervall 1,69-8,14; p<0,001).

p<0,0001

0,2 4 = 1'mit HC - Uberleben 76% (32/42)

—I— 1l ohne HC —Uberleben 75%(18/24)
I~ ID/DD mit HC — Uberleben 41% (25/60)

o 4 = ID/DD ohne HC — Uberleben 82% (28/34)

T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Tage

Abb. 1: Hydrocortison vermag beim Deletionsgenotyp (DD) die Lipopolysaccharid (LPS)-induzierte NFkB-Kerntranslokation in monozytiren Zellen im Vergleich zum
Insertionsgenotyp (I1) nicht zu hemmen; Deletionsalleltrdger weisen also nach Hydrocortison und LPS-Inkubation eine persistierend hohe NFkB-Kerntranslokation auf.

Abb. 2: Eine Hydrocortisontherapie (HC) ist bei Deletionsalleltrégern (ID/DD) mit einer erhhten Letalitét bei schwerer Sepsis im Vergleich zum DD-Genotyp ohne HC-
Therapie sowie dem Insertionsgenotyp (Il) mit und ohne HC assoziiert, p<0,0001.
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Interpretation

Hydrocortison bewirkt somit bei Deletions-
alleltragern des NFxB1-Promotorpolymor-
phismus (-94ins/delATTG) in vitro keine Hem-
mung der NFkB-Kerntranslokation, wenn-
gleich die Kerntranslokation des proinflamm-
atorischen Transkriptionsfaktors NFkB unter
LPS-Stimulation bei Deletionsalleltragern im
Vergleich zum Insertionstyp erhoht ist [3].

Bei Deletionsalleltragern mit schwerer Sepsis
ist also eine Hydrocortisontherapie mit einer
doppelt so hohen Letalitit assoziiert sowie un-
abhéngiger Pradiktor fiir die 30-Tage-Letalitat.
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Fragestellung

Systemische Bakteridmie und spezifische bak-
terielle Strukturen (wie LPS oder mikrobielle
DNA: CpG-DNA) als Ausloser einer Sepsis
sind anerkannt [1]. Dennoch wird hdufig eine
Immunparalyse im Gefolge einer Sepsis be-
obachtet, ohne dass noch Erreger nachgewie-
sen werden konnen. Dies mag teilweise auf
einer unzuldnglichen Diagnostik beruhen,
jedoch kénnten auch endogene Substanzen
die Immunantwort supprimieren, ohne dass
zeitgleich eine Bakteridmie vorldge. So kon-
nen Bakterien sowie bakterielle Bestandteile
eine Immunparalyse auslésen [1]. Polytrau-
matisierte weisen erhohte Serumkonzentrati-
onen mitochondrialer DNA (mtDNA) auf [2]
und diese vermag neutrophile Granulozyten
in vitro TLR9-abhédngig zu stimulieren [2].
Wir testeten nun die These, dass endogene
Toll-Like-Rezeptor-Liganden (TLR-L) wie mt-
DNA eine Immunparalyse auslésen kénnen.

28. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Unsere molekulargenetischen und klinischen
Daten koénnten somit die heterogenen Ergeb-
nisse hinsichtlich des Stellenwertes einer Cor-
ticoidtherapie bei Sepsis als genotypbedingt
auflésen, moglicherweise weil Hydrocortison
bei Deletionsalleltrdgern die ohnehin gestei-
gerte [3] Inflammationsreaktion nicht zu hem-
men vermag.

Literatur
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Methodik

Zunichst wurde nach Genehmigung durch
die Tierschutzbehorde an Wildtyp (WT)- und
TLR9-Knock-out (KO)-Mdusen gepriift, ob
mtDNA (analog mikrobieller CpG-DNA) zu
einer Suppression zytotoxischer T-Zellen fiihrt
und dies tber eine Erkennung durch TLR9
erfolgt. Dazu wurde ein adenovirales Modell
verwendet [1]. Zur Identifikation suppressiver
Mechanismen nutzten wir nachfolgende Me-
thodenpalette: FACS-Analyse CD8* dendriti-
scher Zellen (DC), funktionelle Antigenkreuz-
prasentationsmessung von DC (IL2, Interferon
y), histologische Analyse der Milzstruktur
sowie Messung der Kynureninkonzentration
im Serum als Marker der immunsuppressiven
Indolaminaktivitit. Um eine Analogie zu Pa-
tienten mit Sepsis herzustellen, schlossen wir
nach Genehmigung durch die Ethikkommissi-
on der medizinischen Fakultdt der Universitat
Duisburg-Essen 110 Patienten mit Sepsis so-
wie 55 gesunde Blutspender in eine prospek-
tive Beobachtungsstudie ein und bestimm-
ten mtDNA- (ATPase 6, D-Loop; real-time
PCR) und Kynurenin-Serumkonzentrationen
(HPLC). Statistik: MittelwertexSD; Mann-
Whitney-Test; Ein-Weg-ANOVA mit Post-hoc-
Student’s t-Test; p<0,05/n.

Ergebnisse

Bei Patienten mit Sepsis (n=107; bei 3 Pati-
enten Riickzug der Studieneinwilligung) war
die mtDNA-Serumkonzentration im Vergleich
zu Blutspendern erhoht (ATPase 6: 64-fach
+84; D-Loopl: 79-fach +83; p<0,0001).
Versuche in WT- und TLR9-KO-Mausen zeig-
ten, dass CpG-DNA (p<0,0001) und mtDNA
(p<0,001), nicht jedoch genomische DNA
(eukDNA; p=ns), die adaptive T-Zellantwort
um 90% supprimierte (Abb. TA). Da dieser
Effekt bei TLR-9-KO-Mdusen génzlich auf-
gehoben war, ist TLR9 als zentraler Mittler
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der mtDNA-induzierten Abnahme der zyto-
toxischen T-Zellaktivitit anzusehen. Ferner
konnten wir eine Reihe dieser Immunsup-
pression zu Grunde liegenden Mechanismen
aufzeigen. So fiihrten mtDNA und CpG-DNA
zu einer verdnderten Milzmorphologie (Sple-
nomegalie, verdnderte Mikroarchitektur).
Funktionell war in Folge von mtDNA und
CpG-DNA die Antigenkreuzprasentationsfa-
higkeit reduziert (IL2 und Interferon y; WT-
Méuse: CpG vs. Kontrolle, p<0,0001; mt-
DNA vs. Kontrolle, p<0,0001; hingegen
TLR9 KO: CpG und mtDNA vs. Kontrolle;
p=ns). Insbesondere war die fiir die Indukti-
on CD8-vermittelter T-Zellantworten essen-
tielle Population der CD8*DEC205* DC bei
WT-Mdusen (CpG vs. Kontrolle p<0,0001;
mtDNA vs. Kontrolle p<0,0001) im Vergleich
zu TLR9-KO-Méusen (alle p=ns) drastisch re-
duziert (Abb. 1B). Darliber hinaus war nach
mtDNA und CpG-DNA-Injektion die Kynure-
nin-Serumkonzentration bei WT-Mdusen sig-
nifikant erhéht (Kontrolle: 1,TuM=+0,2; CpG:
7,8uM=1; mtDNA: 7,8uM=1,2, p<0,000T vs.
Kontrolle; Abb.1C). Analog zu mtDNA-be-
handelten Miusen war die Kynurenin-Serum-
konzentration bei septischen Patienten ge-
geniiber Blutspendern ebenfalls stark erhoht
(11,8uM=12,2 vs. 2,7uM=+2,6; p<0,0001).

Interpretation

Mitochondriale DNA supprimiert also TLR9-
abhdngig die adaptive Immunantwort bei
Mé&usen und vermag eine Immunparalyse
auszulosen, zudem ist die mtDNA-Serumkon-
zentration bei septischen Patienten erhoht.
Da ein Teil der Mechanismen, die wir bei
Mausen beobachtet haben, ein Korrelat beim
Menschen hat, scheint eine Ubertragung un-
serer Ergebnisse auf den Menschen moglich.
So wurde von Hotchkiss [3] beschrieben, dass
septische Patienten neben Splenomegalie und
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Abb. 1A: Zytotoxische T-Zellaktivitat in Wildtyp- und TLR9-KO-Mausen: mtDNA und CpG fiihren zu einer 90%igen Abnahme der zytoxischen T-Zellaktivitét in Wildtyp -,
jedoch nicht in TLR9-KO-Mdusen. Genomische DNA (eukDNA) hat keinen immunsuppressiven Effekt (n=8).

Abb. 1B: Anteil CD8* dendritischer Zellen (DC): mtDNA und CpG fiihren zu einer 80%igen Abnahme des Anteils CD8* DC in Wildtyp-, nicht jedoch in TLR9-KO-

Mausen (n=8).

Abb. 1C: Kynureninserumkonzentration in Wildtyp-Mausen: CpG und mtDNA fiihren zu einer Zunahme der Kynureninserumkonzentration (n=8).

zerstorter Milz-Mikroarchitektur eine drasti-
sche Deletion von Immunzellen aufweisen,
wenngleich mtDNA als Ausloser bisher un-
bekannt war. Ferner konnten wir zeigen, dass
mtDNA offenbar die Indolamin-2,3-Dioxy-
genase induziert (Erhéhung der Kynurenin-
Serumkonzentration) und die fiir die Antigen-
kreuzprdsentation relevanten CD8*DEC205*
DC bei Wildtyp-Mdusen massiv reduziert
sind. Unsere Ergebnisse sprechen dafiir, dass
a) das septische Krankheitsbild neben Bakteri-
en auch durch endogene TLR-Liganden indu-
ziert bzw. prolongiert wird und b) mitochon-
driale DNA eine Immunparalyse induzieren
kann.

1.
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Fragestellung

Die Ursachen des postoperativen systemi-
schen inflammatorischen Response-Syndroms
(SIRS) sind unklar [1]. Da mitochondriale
DNA (mtDNA) bei Polytraumatisierten in der
Zirkulation nachweisbar wird und in vitro im-
munstimulatorisch auf neutrophile Granulo-
zyten [2] sowie myeloische Zellen [3] wirkt,
konnte eine Freisetzung endogener Toll-Like-
Rezeptor-Liganden eine Ursache von SIRS
sein. Es ist jedoch unbekannt, ob Operations-
traumata (iberhaupt zu einer Freisetzung von
mtDNA in die Zirkulation fiihren und ob diese
in vivo Einfluss auf die inflammatorische Gen-
regulation hat. Wir testeten die Thesen, dass
mtDNA 1) bei abdominalchirurgischen Ope-
rationen in der Zirkulation nachzuweisen ist
und 2) HIF-Ta postoperativ induziert ist.

Methodik
Nach Genehmigung durch die Ethikkommis-
sion wurde die Serumkonzentration freier

Abbildung 1 und 2

1

4 -
1074
p<0,01
. . 1 072 -
mitochondriale HIF-Ta
D-Loop T T mRNA Expression
Serum- (2-8et) 1074
konzentration 2 7
-Act
(2729 104
1
‘I ,,,,,,,,,,,,,,,,,,
107
0 10°

28. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

mtDNA (D-Loop, ATPase 6) bei 91 abdomi-
nalchirurgischen Patienten 24h postoperativ
bestimmt sowie die leukozytire mRNA-Ex-
pression von HIF-Ta und des fiir die Zelladha-
sion verantwortlichen HIF-Zielgens (CD11b)
im Vergleich zu 53 gesunden Blutspendern
analysiert. Auch erfolgten bei 11 dieser abdo-
minalchirurgischen Patienten Blutentnahmen
im Zeitverlauf, namlich vor Narkoseeinleitung
sowie vor Hautschnitt, Hautnaht sowie am
postoperativen Tag 1, 3 und 7. Statistik: Mittel-
werte = SD; Mann-Whitney-U-Test; Ein-Weg-
ANOVA fiir wiederholte Messungen mit Post
hoc-t-Test, p=0,05/n; Spearman-Korrelation.

Ergebnisse

Nach Bauchoperationen war die freie mtDNA-
Serumkonzentration am 1. postoperativen
Tag 9,2-fach (D-Loop) bzw. 13,9-fach (ATPa-
se 6) erhoht, HIF-1a in zirkulierenden Leu-
kozyten jedoch supprimiert (0,6-fach+0,85,
p<0,0001). Postoperative Patienten wiesen am
ersten postoperativen Tag im Vergleich zu Blut-
spendern eine erhthte Leukozytenkonzentra-
tion (11,4 nl'+4 vs. 6,3%1,5; p<0,0001), Tem-
peratur (37,2°C+0,8 vs. 36,7°C+0,2; p<0,01),
Herzfrequenz (87 min'+18 vs. 72 min'+9;
p<0,0001) sowie erniedrigten diastolischen
Blutdruck (63 mmHg+12 vs. 81 mmHg+9;
p<0,0001) unter einer Noradrenalindosie-
rung von im Mittel 0,28 mg h"'+0,8 auf. Auch
war die Interleukin-6-Serumkonzentration bei
postoperativen Patienten (184 pg ml'+219)
im Vergleich zu gesunden Blutspendern (17
pg ml'+45) ca. 10-fach erhoht (p<0,0001).
Die leukozytire HIF-1a-mRNA-Expression
24h postoperativ korrelierte invers mit dem
Simplified Acute Physiology Score II' (SAPS
I, p<0,0001). Im Zeitverlauf war die mito-
chondriale D-Loop-Serumkonzentration vor

2 10"

100
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Hautnaht im Vergleich zur Narkoseeinleitung
2,57-fach+1,7 (p<0,01; Abb. 1) erhoht, die
ATPase-6-Serumkonzentration 2,54-fach+2,0
(p<0,01) und die HIF-Ta-Expression in zirku-
lierenden Leukozyten induziert (2,3-fach+2,2
vs. vor Narkoseeinleitung; p<0,001). Bereits
am ersten postoperativen Tag fiel die HIF-Ta-
mRNA-Expression ab (0,72+0,25, p=0,002 vs.
Hautnaht; p=n.s. vs. vor Narkoseeinleitung;
Abb. 2). Das nachgeschaltete, fir die Zellad-
hasion verantwortliche HIF-1-Zielgen das p2-
Integrin CD11b folgte der HIF-10-Expression
und war bei Hautnaht noch 3,1-fach+3,9
(p<0,0001), am postoperativen Tag 1 nur noch
2,7-fach£3,1 (p<0,01) erhoht.

Interpretation

Bauchoperationen evozieren das Auftreten
von mtDNA in der Zirkulation. Dies wirkt
auf monozytare Zellen immunstimulatorisch
und induziert kurzfristig HIF-1a, den Schliis-
selregulator der hypoxisch-inflammatorischen
Genregulation. Somit konnte zirkulierende
mtDNA am Auftreten eines postoperativen
SIRS beteiligt sein.
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1. Balk R.A: Systemic inflammatory response
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is it still relevant today? Virulence 2013:5:1-7
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Abb. 1: Mitochondriale D-Loop-Serumkonzentration bei abdominalchirurgischen Patienten: Bauchoperationen fithren zum Auftreten mitochondrialer DNA in der
Zirkulation. Bereits bei Hautnaht ist die D-Loop-Serumkonzentration stark erhoht (p<0,01).

Abb. 2: mRNA-Expression des Hypoxie-induzierbaren Faktors-1o. (HIF-1a) bei postoperativen Patienten im Vergleich zu gesunden Blutspendern: Die leukozytare
HIF-1a-mRNA-Expression ist am ersten postoperativen Tag im Vergleich zu gesunden Probanden um 40% reduziert (p<0,0001).
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Fragestellung

Isofluran kann sowohl protektiv als auch scha-
digend auf neuronale Zellen wirken [1,2]. Die
Aktivierung des p75-Neurotrophin-Rezeptors
(p75N™) mit folgender NF-xB-Aktivierung in-
duziert Apoptose in neuronalen Zellen [3].
Wir stellten aus diesem Grund die Hypothese
auf, dass die volatilen Anasthetika Iso-, Sevo-
und Desfluran den Zelltod in durch Hypoxie
vorgeschédigten neuronalen Zellen in vitro
und in vivo durch Aktivierung von p75N™® und
NF-kB signifikant verstarken.

Methodik

Der neuronale Zelltod von SH-SY5Y-Zellen
wurde in vitro durch Sauerstoff-Glukose-Ent-
zug (OGD, oxygen-glucose deprivation, 16h)
induziert. Iso-, Sevo oder Desfluran (1,2 MAC,
2h), wurde entweder vor oder nach OGD ap-
pliziert. Die Andsthesiegas-Konzentrationen
im Zellmedium wurden mittels Gaschromato-
graphie gemessen. Die Zellschadigung wur-
de mittels Durchfluss-Zytometrie (Annexin
V/Propidium Jodid (AV/PI)) und Bestimmung
der LDH-Konzentration im Zelliiberstand
quantifiziert. Mittels Western Blot, DNA-Bin-
dungs-ELISA und Luziferase-Assay wurde die
NF-kB-Aktivierung analysiert. Die Rolle von
p75N™® wurde durch pharmakologische Inhi-
bition (p75N™®-Inhibitor TAT-pep5) und siRNA-
knockdown analysiert. Um den Effekt von
Isofluran auf den neuronalen Zelltod in vivo
zu untersuchen, wurde bei Sprague-Dawly-
Ratten (n=6 pro Gruppe) nach Genehmigung
durch das Regierungsprésidium eine transien-
te (Th) retinale Ischdmie mit Reperfusion (IRI)
induziert. Es folgte eine Isofluran Inhalation
(1,2 MAC fiir 2h). Sieben Tage nach der Ischa-
mie erfolgte die Quantifizierung der retinalen
Ganglienzell (RGC)-Dichte. Daten werden
graphisch als Median tmax/min und im Text
als Median [25./75. Perzentile] dargestellt.
Der statistische Vergleich erfolgte fiir die In-
vitro-Daten mittels One-way-ANOVA mit
Post-hoc-Holm-Sidak-Test. Die In-vivo-Daten
wurden mittels Two-way-ANOVA verglichen.
Ein p<0,05 wurde als statistisch signifikant
angesehen.

Ergebnisse

Die Applikation von Isofluran, aber nicht von
Sevo- oder Desfluran, nach OGD-Schadigung
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Einfluss volatiler Andsthetika auf den OGD-induzierten neuronalen Zelltod und die NF-kB-Aktivitat.

A: Durchfluss-Zytometrie nach AV/PI-Farbung (% AV/PI positiver Zellen, n=8, Median +max/min, *=p<0,05

OGD vs. OGD+lso und OGD+lso vs. OGD+Des).

B: Relative Lumineszenz-Einheiten (RLU) in neuronalen Zellen nach Luziferase-Vektor-Transfektion mit
NF-kB response element (n=6, Median tmax/min, *=p<0,05 OGD vs. OGD +lso).

Abbildung 2
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Einfluss von inhalativ applizierten Isofluran auf die RGC-Dichte nach IRl in vivo.

A: Représentative Flachprédparat-Bilder von Fluorogold-markierten RGC 7 Tage nach IRI und Isofluran-Expo-

sition = p75NT™-Inhibition.

B: Quantifizierung der RGC-Dichte (Zellen/mm?, n=6, Median +max/min, * = p<0,05 IRI vs. IRI+Iso und

IRI+1s0 vs. IRI+Iso+p75~™®-Inhibitor).

verstarkte den Zellschaden (Abb. 1A; AV/PI
positive Zellen: OGD 41,1% [39,0/43,3] vs.
OGD+lso 48,5 [46,4/63,4], p<0,05; LDH, re-
lative Verdanderung vs. OGD: Iso 1,8 [1,7/2,0]
vs. Sevo 1,1 [1,1/1,2] und Des 1,1 [1,1/1,2],
p<0,05). lIsofluran-Applikation nach OGD
induzierte die NF-xB-DNA-Bindung und
transkriptionelle Aktivitit (Abb. 1B; relative
Lumineszenz-Einheiten: OGD 500 [499/637]
vs. OGD+lso 1578 [1363/1643], p<0.05).
Die pharmakologische Inhibition und der
siRNA-knockdown von p75M*® verhinderten
die Verstirkung der neuronalen Zellscha-
digung durch Isofluran (AV/Pl-positive Zel-
len; p75N™® siRNA: OGD 42,2% [40,0/45,3]
vs. OGD+lso 44,9 [44,2/46,6], n.s.). Die
Isofluran-Applikation in vivo (Abb. 2A+B)
erhohte den RGC-Verlust nach IRI (IRl 1479
RGC/mm? [1311/1697] vs. IRl+lso 1170
[1093/1211], p<0,05). Die schadigenden

© Andsth Intensivmed 2014;55:338-386 Aktiv Druck & Verlag GmbH

Effekte von Isofluran wurden durch p75N™®-
Inhibition komplett aufgehoben (IRI+Iso+TAT-
pep5 1577 RGC/mm? [1436/1624] vs. IRI+lso
1170 [1093/1211], p<0,05).

Interpretation

Isofluran, nicht aber Sevofluran und Desflu-
ran, verstarkt den neuronalen Zellschaden
in vorgeschadigten Neuronen durch eine
Aktivierung von p75N™® und NF-kB. Diese
Ergebnisse kdnnten in Zukunft die Wahl des
volatilen Andsthetikums bei Patienten mit
neuronaler Vorschaddigung oder Risikofakto-
ren hierfiir beeinflussen.

Literatur
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Fragestellung

Eine akute Entziindungsreaktion, die durch
ein Gewebetrauma oder durch eine mikrobi-
elle Invasion bedingt sein kann, gliedert sich
in eine Frih- und eine Spatphase [1]. Die
initiale Phase ist durch die Extravasation und
Infiltration neutrophiler Granulozyten (PMN)
in das betroffene Gewebsareal gekennzeich-
net, wihrend die spdte Phase, die sogenannte
Resolutionsphase, durch die Reduktion der
PMN, die Rekrutierung von Monozyten und
deren Differenzierung zu Makrophagen, so-
wie durch die Phagozytose apoptotischer
PMN charakterisiert ist. Diese Prozesse wer-
den durch Chemokine, Zytokine und Lipid-
mediatoren gesteuert [1,2]. Neuere Arbeiten
konnten eine wichtige Rolle des Neuronalen
Guidance-Proteins Netrin-1 wahrend der
Friihphase der akuten Entziindungsreaktion
zeigen [3]. Die Rolle von Netrin-1 im Rah-
men des hepatischen Ischdmie-Reperfusions-
schadens ist bisher nicht bekannt.

Methodik

Die Tierversuchsgenehmigung des zustdn-
digen Regierungsprasidiums lag vor. In vitro
wurde die Expression von Netrin-1 nach Sti-
mulation mit TNF-o in humanen PMN und
Makrophagen mittels mRNA-Analyse und Im-
munhistochemie bestimmt. Zudem wurde die
Phagozytose apoptotischer PMN nach Stimu-
lation mit Netrin-1 untersucht. In vivo wur-
de in einem etablierten murinen Modell der
hepatischen Ischdmie-Reperfusion (I/R) durch
Ligatur der A. hepatica sinistra fiir 30min
bei WT Ntn1+*- (+ Tpg Netrin-1 i.v. Injekti-
on) und bei Ntn1*"-M4usen die Rekrutierung
und Differenzierung immunmodulatorischer
und pro-resolutiondrer Zellen im hepatischen
Gewebe mittels Durchflusszytometrie (FACS)
evaluiert. Zusatzlich wurde der hepatische
Schaden durch die Bestimmung der Laktatde-
hydrogenase (LDH), Aspartat- (AST), und Ala-
nin-Aminotransferase (ALT) im Serum eruiert.
Des Weiteren wurden im Gewebe die Kon-
zentrationen von TNF-a, Interleukin-18, Inter-
leukin-6 und keratinocyte-derived chemokine
(KC) mittels ELISA sowie die Phagozytose
apoptotischer PMN mittels FACS-Analyse be-
stimmt. Die Daten wurden mittels Student’s
t-Test und ANOVA ausgewertet.
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A) Netrin-1 verminderte signifikant AST-Wert 3 h nach I/R
B) Netrin-1 erhoht die Phagozytose apoptotischer PMN in vivo 20 h nach I/R (n=6, **p<0.01, ***p<0.001).

Ergebnisse

In vitro konnte sowohl auf mRNA- als auch
auf Proteinebene eine Reduktion der Expres-
sion von Netrin-1 nach TNF-o-Stimulation
in PMN und Makrophagen nachgewiesen
werden. Die Stimulation mit Netrin-1 fihrte
zu einem signifikanten Anstieg der Phagozy-
tose apoptotischer PMN durch Makrophagen
im Phagozytose-Assay. In vivo zeigte sich in
der Frihphase der Entziindungsreaktion (3h
nach Reperfusion) bei Ntn1+-Mdusen vergli-
chen mit WT-Mdusen ein signifikant starkerer
Schaden nach Leber I/R (U/ml; Ntn1+*: LDH
253,8 £ 15,2; ALT 116,2 = 20,46; AST 3629
+ 267,5; vs. Ntn1*: LDH 356,9 + 34,7; ALT
200,8 + 14,06; AST 6099 + 689,5; p<0.05;
p<0.01; n=6). Dies war mit einer Reduktion
der MPO-Aktivitdt und einer reduzierten Infil-
tration neutrophiler Granulozyten assoziiert.
Des Weiteren waren die pro-inflammatori-
schen Zytokinspiegel bei Ntn1*-Mdusen si-
gnifikant erhoht. Die Injektion von Netrin-1
bei WT-Mdusen fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion der Serumenzyme (LDH, ALT und
AST) (Abb. 1A) nach I/R und war sowohl| mit
einer signifikanten Reduktion der MPO-Akti-
vitét, einer reduzierten Infiltration neutrophi-
ler Granulozyten als auch einer signifikanten
Reduktion der pro-inflammatorischen Zyto-
kinkonzentrationen assoziiert. In der Spat-
phase der Entziindungsreaktion (20h nach
Reperfusion) zeigte sich bei den Ntn1*-Mau-
sen eine verminderte Auflésung des hepati-
schen Schadens nach I/R. Diese stellte sich in
einem signifikanten Anstieg der pro-inflamm-
atorischen Monozyten (Ly6Ch (%); Ntn1+*:
94 £ 1,2 vs. Ntn1*: 14,1 + 2,4, p<0.05;
n=6) sowie einer signifikanten Verminderung
der Phagozytose apoptotischer PMN dar.
Die Injektion von Netrin-1 fiihrte bei WT-
Mausen zu einem signifikanten Anstieg der

anti-inflammatorischen Monozyten (Ly6C'*
(%); Vehikel: 13,7 + 2,0 vs. Ntn1: 27,5 + 1,4;
p<0.01; n=6) und zu einem signifikanten
Anstieg der Phagozytose apoptotischer PMN
(%; Vehikel: 17,5 £ 0,9 vs. Ntn1: 27,6 + 1,2;
p<0.01; n=6; Abb. 1B).

Interpretation

Netrin-1 reduziert in der initialen Phase der
Entziindungsreaktion die Infiltration neutro-
philer Granulozyten, die Serumleberenzyme
sowie die Expression der pro-inflammatori-
schen Zytokine. Netrin-1 erhoht in der Spat-
phase die Expression der anti-inflammato-
rischen Monozyten sowie die Phagozytose
apoptotischer PMN. Netrin-1 besitzt somit
sowohl anti-inflammatorische als auch pro-
resolutiondre Funktionen wéhrend des durch
Ischdmie-Reperfusion induzierten hepati-
schen Schadens.
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Fragestellung

Die Anwendung einer lungenprotektiven
Beatmungsstrategie mit einem positiv-endex-
spiratorischen Druck (PEEP) kann bei abdo-
minalchirurgischen Eingriffen postoperative
pulmonale Komplikationen reduzieren [1].
Dabei wird eine an empirisch ermittelten
Standardwerten orientierte PEEP-Einstellung
vorgenommen, die nicht an objektiven Mess-
werten ausgerichtet ist. Die vorliegende Ar-
beit Gberpriift die Hypothese, dass bei einer
intraoperativen, volumenkontrollierten Be-
atmung (VCV) lungengesunder Erwachsener
ein auf der Basis einer atemmechanischen
Analyse eingestellter PEEP einem empirisch
eingestellten PEEP (iberlegen ist.

Methodik

Nach Votum der Ethikkommission der Uni-
versitdt Freiburg wurden im Rahmen einer
(1) Beobachtungsstudie (n=34) und einer (2)
Interventionsstudie (n=26) insgesamt 60 lun-
gengesunde Patienten bei elektiven Opera-
tionen (ohne Pneumoperitoneum) mit VCV
untersucht. Anhand der kontinuierlich auf-
gezeichneten respiratorischen Grollen Atem-
wegsdruck (P ), Fluss (V') und Volumen (V)
wurde die intratidale Volumen-abhingige
Compliance C(V) mittels ‘gliding™Slice-
Methode berechnet [2]. Primdrer Endpunkt
der Beobachtungsstudie war die atemmecha-
nische Analyse des empirisch eingestellten
PEEP anhand der intratidalen Compliance-
Volumen-Kurven, die in 6 Formkategorien
[3] klassifiziert wurden: Kategorie (1) hori-
zontales Compliance-Profil: optimale PEEP-
Einstellung, (2) ansteigendes Profil: intratidale
Derekrutierung, (3) ansteigendes Profil mit

Tabelle 1
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Abbildung 1

PEEP 5 mbar

PEEP 7 mbar

PEEP 9 mbar

Profil quantitativer EIT-Bildauswertung, Mittelwert von 26 Patienten fiir die PEEP-Stufen 5, 7 und 9 mbar un-
ter VCV. Rote Pixel: p < 0,05 im Vergleich zu PEEP 5 mbar.

Ubergang in horizontalen Verlauf, (4) hori-
zontales Profil mit Ubergang in abfallenden
Verlauf, (5) abfallendes Profil: Uberdehnung,
(6) ansteigendes Profil mit Ubergang in hori-
zontalen und abfallenden Verlauf.

In der anschliellenden Interventionsstudie er-
folgte eine schrittweise Anhebung des PEEP-
Niveaus von 5 auf 7 und 9 mbar. Am Ende
jedes Beatmungsintervalls von 20 min Dauer
wurden die lokalen Ventilationsverhiltnisse
mittels Elektroimpedanz-Tomographie (EIT)
tber einen Zeitraum von 5 min gemessen.
Primdrer Endpunkt war der bildpunktweise
Vergleich der intratidalen Impedanzidnderung
zwischen den PEEP-Stufen mittels t-Test (Si-
gnifikanzwert p <0,05, Bonferroni-Korrektur
fir 1024 Vergleiche).

Ergebnisse

Die demographischen Daten beider Unter-
suchungskollektive waren in Bezug auf Alter
und Body-Mass-Index (BMI) vergleichbar. In
der Beobachtungsgruppe (Alter 21-73 Jah-
re, Median 51 Jahre, BMI 26,4 + 4,9 kg/m?)
zeigte sich innerhalb der ersten 120 min ein
Abfall der mittleren Compliance um 10%
im Vergleich zum Ausgangswert unmittelbar
nach endotrachealer Intubation. Die Volu-
men-abhédngige Compliance wurde in 1232
Zeitabschnitten von jeweils 5 min Dauer
(mittlere Compliance = 61 ml/mbar; 40-86
ml/mbar) erfasst und kategorisiert. Kategorie
2 (intratidale Derekrutierung-Atelektasen) trat
bei htherem PEEP signifikant weniger haufig
auf (Tab. 1).

Haufigkeiten des Auftretens der Formkategorien aus 1232 Zeitabschnitten bei 34 konsekutiven Patienten
unter VCV bei elektivem Eingriff. * = p < 0,001 im Vergleich zu PEEP <5,5 mbar.

Formkategorie 1 2 3 4 5 6

Gesamt (n = 1232) 90 (7,3%) 163 (13,2%) | 975 (79,1%) | 0 0 | 4(0,3%)
PEEP <5,5 mbar (n = 726) 31 (4,2%) 135 (18,6%) | 558 (76,9%) 0 0 |2(0,3%)
PEEP >5,5 mbar (n = 506) 59 (11,7%) |28 (55%)* |417(82,4%) | O 0 |2(0,4%)

© Andsth Intensivmed 2014;55:338-386 Aktiv Druck & Verlag GmbH

In der Interventionsuntersuchung (Alter 18-86
Jahre, Median 49 Jahre, BMI 26,6 + 5,3 kg/
m?) zeigte der Vergleich der EIT-Darstellungen
(Auflosung: 32 x 32 Pixel) unter schrittweiser
PEEP-Erhohung eine Zunahme der intratida-
len Impedanzénderung in den dorsalen Lun-
genarealen (PEEP = 7 mbar: +8,3%1; PEEP
= 9 mbar: +18,2%*; t: p < 0,001 relativ zur
intratidalen Impedanzanderung bei PEEP = 5
mbar).

Interpretation

Die Ergebnisse zeigen, dass der empirisch
eingestellte PEEP wahrend intraoperativer
Beatmung niedriger war als der auf Basis der
Patienten-individuellen ~ Atemmechanikana-
lyse identifizierte optimale PEEP und dass
die Atelektasenhdufigkeit bereits durch eine
geringe PEEP-Erhdhung reduziert werden
konnte. Die Einstellung der intraoperativen
Beatmung lungengesunder Erwachsener auf
Basis der Analyse der intratidalen C(V)-Kur-
ven bietet die methodische Voraussetzung —
aus atemmechanischer Sicht — den optimalen
PEEP einzustellen und dadurch die Beatmung
lungenprotektiv zu gestalten.
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Fragestellung

Der Einsatz protektiver Beatmungsstrategien
stellt einen Therapiestandard in der Behand-
lung der akuten Lungenschadigung dar und
gewinnt auch fiir die Beatmung nicht gescha-
digter Lungen zunehmend an Bedeutung. Die
Anwendung variabler Tidalvolumina kann
diese protektiven Effekte noch verbessern [1],
allerdings sind die molekularen Mechanis-
men hierfiir bisher nicht untersucht. In die-
ser Studie wurden erstmalig durch transkrip-
tomweite Analyse der RNA-Expression die
molekularen Auswirkungen von protektiver
Beatmung an gesunden sowie lungengescha-
digten Ratten untersucht. Wir untersuchten
die Hypothese, dass sich die Genexpression
unter protektiver mechanischer Beatmung
zwischen konventioneller und variabler Beat-
mung unterscheidet.

Methodik

Fur die Versuche wurden nach behérdli-
cher Genehmigung insgesamt 64 méannliche
Sprague-Dawley-Ratten (250-350g) verwen-
det. Die intraperitoneale Induktion und kon-
tinuierliche intravendse Aufrechterhaltung
der Narkose erfolgte mit Ketamin/Midazo-
lam, die Muskelrelaxation mit Atracurium.
Neben lungengesunden Ratten erfolgte bei
jeweils 8 Tieren pro Gruppe die Induktion
einer Lungenschddigung durch intratrachea-
le Instillation von 0,2N Salzsdure (1,2 ml/kg
akute Schédigung, 0,5 ml/kg chronifizierte
Schadigung). Die lungengesunden und akut
geschddigten Tiere wurden unmittelbar, die
Tiere mit chronifizierter Schadigung 14 Tage
nach Salzsaureinstillation randomisiert fiir 4h
mit konventioneller oder variabler volumen-
kontrollierter Beatmung behandelt. Die Beat-
mungseinstellungen waren: FIO, 0,35; PEEP 5
cmH,O; Atemfrequenz 80/min; Tidalvolumen
6 ml/kg; unter variabler Beatmung mittleres
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Tabelle 1

Ergebnisse der transkriptomweiten RNA-Sequenzierung.

Lungengesund

Akute Lungenschidigung
USP50 +3,7 | HFE2 -6,2 | SNORA40 +5,0
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Chronifizierte Lungenschadigung

D3ZTT9 -3,4 | MYH7 +8,8 | CTRB2 -4,9

SLC5A2  +3,0 | ACTN2  -4,7 | SLC26A3  +5,0

UCMA  -2,8 | MYH6 +7,7 | FOSL1 -4,6

SLC10AT +2,9 | DGKB -4,5 | D4A241 +4,4

CRABP1 -2,6 | MB +7,5 | CELA2A -4,0

MOG +2,6 | MYH6 ~ -4,5 | PROKR2 +4,2

SMPX  -2,5|CSRP3  +6,3 | LHX9 3,4

STEAPT  +2,6 | MYH7  -4,4 | U2 +3,9

PAX9 -2,3 | ACTN2  +5,8 | JUND -3,1

Tidalvolumen 6 ml/kg, Variationskoeffizient
des Tidalvolumens 30%. Jeweils acht nicht-
beatmete Tiere ohne bzw. mit chronifizierter
Schadigung dienten als Kontrolltiere. Die
transkriptomweite  RNA-Expressionsanalyse
erfolgte mittels next generation sequencing
(Hiseq 2000, lllumina). Die False-Discovery-
Rate wurde auf <10% festgelegt und mittels
Benjamini-Hochberg-Korrektur ~ adjustiert.
Die Berechnung der differentiellen Genex-
pression erfolgte mittels DESeq R Software ,
die Identifikation zentraler Signalwege durch
Ingenuity Pathway Analysis (Quiagen).

Ergebnisse

Unter der Anwendung variabler Beatmung
zeigte sich in den drei Versuchsarmen eine
signifikante Verbesserung von Gasaustausch
und Lungenmechanik. Die histologische Ana-
lyse sowie die molekularbiologischen Unter-
suchungen klassischer Entziindungsmediato-
ren ergaben keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Therapiegruppen. Zwischen
konventioneller und variabler Beatmung wur-
den jeweils 871 (lungengesund), 2061 (akute
Schadigung) und 140 (chronifizierte Schadi-
gung) differentiell exprimierte Gene identifi-
ziert. 25 Gene waren unabhéngig davon zwi-
schen konventionell und variabel beatmeten
Tieren in allen drei Versuchsarmen differen-
tiell exprimiert. Statistisch Uberreprasentiert
waren hierbei Gene des Sonic-Hedgehog-
und des Notch-Signalwegs. Tabelle 1 zeigt
die wichtigsten Ergebnisse der transkriptom-
weiten RNA-Sequenzierung; Abbildung 1
ein Venn-Diagramm mit der Verteilung der
differentiell exprimierten Gene in den drei
Studienarmen.

Interpretation

Insbesondere im Rahmen der akuten Lungen-
schadigung konnte eine Vielzahl differentiell
exprimierter Gene zwischen konventioneller
und variabler Beatmung beobachtet wer-

Abbildung 1

Lungengesund (Akute) Lungenschadigung

Chronifizierte (Lungenschadigung)

Venn-Diagramm mit der Anzahl differentiell ex-
primierter Gene im Vergleich zwischen konven-
tioneller und variabler Beatmung. Unabhingig
vom Studienarm waren 25 Gene zwischen den
Beatmungsstrategien differentiell reguliert. In-
nerhalb dieser Gruppe sind Gene des Sonic-
Hedgehog- und des Notch-Signalwegs (iberre-
prdsentiert.

den. Die im Rahmen der Ingenuity Pathway
Analysis gefundene Uberreprisentation des
Sonic-Hedgehog- und des Notch-Signalwegs
unter Beatmung mit variablen Tidalvolumina
ist von besonderem Interesse, da diese bei-
den Signalwege bereits mit idiopathischer
Lungenfibrose bzw. COPD, nicht jedoch mit
beatmungsassoziierter Lungenschidigung in
Verbindung gebracht wurden. In zukiinftigen
Studien sollte die biologische Signifikanz die-
ser Signalwege fiir die Entstehung der beat-
mungsassoziierten Lungenschadigung sowie
Mechanismen der Beatmung mit variablen
Tidalvolumina néher untersucht werden.
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Fragestellung

Die Gabe volatiler Anasthetika in der friihen
Reperfusionsphase nach myokardialer Ischa-
mie (Anasthetika-induzierte Postkonditionie-
rung, APOST) zeigt in der experimentellen
Situation reproduzierbar protektive Effekte
im Sinne einer ausgepragten Reduktion der
HerzinfarktgréBe [1]. In klinischen Studien
sind diese Ergebnisse bislang nur einge-
schrankt nachvollziehbar [2]. Eine méogliche
Erkldrung fir diese Diskrepanz liegt in der
patienteneigenen Dauermedikation. Hemm-
stoffe der Cyclooxygenasen (COX)-1 und -2
sind weit verbreitete Analgetika und Anti-
phlogistika. Der COX-2-Inhibitor Celecoxib
hebt die Andsthetika-induzierte Prdkondi-
tionierung [3] gegen Myokardinfarkt auf.
Wir testeten daher die Hypothese, dass die
APOST durch klinisch relevante Hemmstoffe
der COX-1 und -2 aufgehoben wird.

Methodik

Nach Genehmigung durch die zustindige
Behdrde wurden méannliche C57BL/6-Mause
(n=56) mit Pentobarbital narkotisiert, intu-
biert, druckkontrolliert beatmet und zur kon-
tinuierlichen Messung von Herzfrequenz und
mittlerem arteriellem Blutdruck instrumentiert.
Nach einer linksseitigen Thorakotomie wurde
der LAD umschlungen. Alle Tiere wurden ei-
ner 45-minitigen Koronararterienokklusion
(CAO) und einer dreistindigen Reperfusi-
onsphase unterzogen. Die Tiere der Kontroll-
gruppe erhielten keine zusatzliche Interven-
tion. Sevofluran wurde in einer Konzentration
von 1 MAC (3,3 Vol-%) fiir 18 Minuten ap-
pliziert, beginnend 3 Minuten vor Beginn der
Reperfusion. Sevofluran wurde alleine oder
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in Kombination mit dem COX-1-prévalenten
Inhibitor Diclofenac (1 pg/g intraperitoneal)
oder dem COX-2-pravalenten Inhibitor Cele-
coxib (100 pg/g intraperitoneal) verabreicht.
InfarktgréBe (IS) und Risikoareal (AAR) wurden
mittels TTC- bzw. Evans-Blau-Farbung demar-
kiert und gravitoplanimetrisch bestimmt. In
zusdtzlichen Untersuchungen wurde Myo-
kardgewebe 15 Minuten nach Beginn der
Reperfusion entnommen und die Konzentra-
tion von Thromboxan A2 (TX-A2) mittels eines
spezifischen Assays bestimmt. Die Daten
wurden statistisch mittels Ein- bzw. Zwei-
Wege-ANOVA und Post hoc-Duncan’s-Test
analysiert und sind als Mittelwert£SEM an-
gegeben, p<0,05.

Ergebnisse

Die IS betrug 42+3% in der Kontrollgruppe
(CON; n=8 pro Gruppe). Sevofluran redu-
zierte die IS auf 15+2% (p<0,05 vs. CON).
COX-1-Blockade mittels Diclofenac re-
duzierte die IS ebenfalls (18+4%, p<0,05
vs. CON) und beeinflusste die Sevofluran-
APOST nicht (25+9%, p<0,05 vs. CON). Der
COX-2-Hemmstoff Celecoxib alleine fiihrte
zu einer signifikanten 1S-Reduktion vergli-
chen mit CON (13+1%, p<0,05 vs. CON)
und zeigte keinen Effekt auf die Sevofluran-
APOST (19+6%, p<0,05 vs. CON). Die Kon-
zentration von TX-A2 war nach Gabe von
Diclofenac signifikant gegentiber der Kon-
trollgruppe reduziert. Diclofenac in Kombi-
nation mit Sevofluran fiihrte zu einer signifi-
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Thromboxan-A2-Konzentration in pg/ml. TXA2 =
Thromboxan-A2. Angegeben sind Mittelwert+SEM.
*p<0,05 vs. CON. §p<0,05 vs. SEVO.

kanten Reduktion der TX-A2-Konzentration
verglichen mit Sevofluran alleine.

Interpretation

Die Sevofluran-APOST reduzierte die IS bei
Méusen in vivo. Sowohl COX-1- als auch
COX-2-Blockade per se zeigten kardiopro-
tektive Effekte vergleichbar der Sevofluran-
APOST. Eine direkte Beeinflussung der Se-
vofluran-APOST durch die COX-Inhibitoren
Diclofenac und Celecoxib kann auf Grund-
lage der vorliegenden Versuchsergebnisse
nicht sicher ausgeschlossen werden. Inwie-
weit diese Ergebnisse in die klinische Situa-
tion Ubertragbar sind, muss in weiteren Un-
tersuchungen geklart werden.
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Fragestellung

In verschiedenen Studien konnte gezeigt wer-
den, dass die Hemmung des Angiotensin-II-
Typ-1-Rezeptors (AT1) das neurologische De-
fizit und den sekunddren Hirnschaden nach
experimentellem Schadel-Hirn-Trauma (SHT)
reduziert [1]. Neben einer direkten Hem-
mung der AT1-vermittelten Vasokonstriktion
und Inflammation koénnte dieser Effekt tber
eine verstarkte Aktivierung von Angiotensin-
II-Typ-2-Rezeptoren (AT2) durch Angiotensin
Il vermittelt sein. Durch Blockade von AT1
wirkt Angiotensin Il vermehrt an AT2 [2]. In
den ersten Tagen nach Insult kommt es zudem
zu einer perikontusionellen Heraufregulie-
rung von AT2 [1,2]. Die Wirkung von Angio-
tensin Il an AT2 kdnnte tber antiinflammato-
rische, vasodilatative und neuroregenerative
Effekte somit zur protektiven Potenz von AT1-
Inhibitoren beitragen [2,3]. In der vorliegen-
den Studie wurde deshalb der Stellenwert von
AT2 fir den sekundédren Hirnschaden nach
SHT untersucht.

Methodik

Nach Zustimmung der Tierschutzkommission
wurden im ersten Studienabschnitt mannli-
che AT2-defiziente (AT27)- und Wildtyp
(WT)-Geschwistertiere (C57Bl6-Mause) unter
Andsthesie einer kontrollierten kortikalen
Kontusion mittels pneumatisch beschleunig-
ten Stempels unterzogen (controlled cortical
impact: CCl). Im zweiten Studienabschnitt
wurden randomisiert mannlichen Wildtyp-
Mé&usen der hochselektive AT2 Agonist Com-
pound 21 (C21) in niedriger (ND, 0,03 mg/kg)
oder hoher Dosierung (HD 0,1 mg/kg) bzw.
Vehikel (Veh., NaCl 0,9%) 30 min nach CCI
und dann taglich intraperitoneal verabreicht.
In beiden Studienabschnitten wurden die
Tiere vor SHT und nach SHT anhand des
modifizierten Neurological Severity Scores
(NSS) neurologisch untersucht (0-15 Punkte).
Im ersten Studienabschnitt wurde 24 Stunden
und 5 Tage nach CCI, im zweiten Abschnitt
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5 Tage nach Insult das zerebrale Kontusions-
volumen in Nissl-gefarbten Kryo-Schnitten
bestimmt.  Statistik: ~Mann-Whitney-Rang-
summentest fiir paarweise Vergleiche und
Korrektur nach Bonferroni bei Mehrfachtes-
tung, p<0,05.

Ergebnisse

Durch das CCI konnte eine neurologische
Beeintrachtigung der Mduse in allen Gruppen
ausgelost werden (p<0,05 vor- vs. nach CCI).
Der NSS der Tiere und der Gewichtsverlust
zeigten in beiden Versuchsabschnitten keinen
Unterschied zwischen den Gruppen (AT27
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Das Kontusionsvolumen 5 Tage nach SHT in
Wildtyp (WT)- und AT2-defizienten Mausen
(AT27), gemessen in Nissl-gefarbten Hirnschnit-
ten. Der Vergleich der Kontusionsvolumina of-
fenbart eine deutliche Reduktion des Hirnscha-
dens in WT-Mausen gegeniiber AT2-defizienten
Tieren (p<0,05).

Abbildung 2
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Das Kontusionsvolumen 5 Tage nach SHT in
C57Bl6-Mdusen, die den AT2 Agonisten Com-
pound 21 entweder in niedriger, hoher Dosie-
rung (0,03 mg/kg bzw. 0,1 mg/kg) oder die
Vehikellosung erhielten. Die Quantifikation
erfolgte in Nissl-gefarbten Hirnschnitten. Der
Vergleich der Kontusionsvolumina ergab keine
Unterschiede.
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vs. WT; und ND vs. HD vs. Veh.) in den ersten
5 Tagen nach SHT. Das CCl fiihrte zu einem
Untergang von Hirngewebe, histologisch je-
doch ohne Unterschied im Schadensvolumen
nach 24 Stunden zwischen AT2-defizienten
und WT-Tieren (AT2¥: 40,5+4,2 mm3; WT:
39,2+7,7 mm3). Nach 5 Tagen zeigte sich
ein signifikant groferes Kontusionsvolumen
bei AT2-defizienten Tieren im Vergleich zu
WT-Mausen (AT27: 18,4+2,8; WT: 13,2+3,8
mm?3; p<0,05; Abb.1). Der Vergleich der Kon-
tusionsvolumina von ND, HD oder Veh. er-
gab keine Unterschiede (12,7+2,5, 12,3+3,0
und 13,8+2,4 mm3; Abb. 2).

Interpretation

Waihrend eine AT1-Blockade bereits nach
24 Stunden zu einer signifikanten Reduktion
von neurologischem Defizit und Hirnscha-
den fiihrt [1], zeigen AT2-defiziente Tiere zu
diesem Zeitpunkt keinen Unterschied zum
WT. Dieses deutet auf eine untergeordnete
Rolle von AT2 in der Frithphase nach SHT
hin (24 h). Im Gegensatz dazu kommt es
bei AT2-defizienten Tieren nach fiinf Tagen
zu einem groBeren Hirnschaden. Da AT2
im gesunden adulten Gehirn nur sehr ge-
ring exprimiert wird und auf einen Insult hin
erst heraufreguliert wird [1,3], lasst dies auf
den Stellenwert von AT2 als neuroprotekti-
ven Faktor schliefen, der reparative Prozes-
se im Gehirn reguliert [3]. Ferner fiihrt im
Gegensatz zur AT1-Inhibition eine selektive
AT2-Aktivierung zu keiner Reduzierung des
Hirnschadens 5 Tage nach SHT. Mdglicher-
weise hat eine exogene AT2-Stimulation
keinen zusitzlichen Effekt zur endogenen
Angiotensin-II-Wirkung. Die vorliegenden Er-
gebnisse deuten deshalb darauf hin, dass die
neuroprotektive Wirkung einer AT1-Inhibition
nur bedingt durch eine verstarkte Aktivierung
von AT2 erkldrt werden kann. Dariiber hinaus
sind protektive Effekte einer AT2-Aktivierung
moglicherweise bei gleichzeitiger AT1-Inhibi-
tion an spdteren Zeitpunkten nach SHT noch
zu untersuchen.
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Fragestellung

Das volatile Anasthetikum Sevofluran wirkt
immunmodulatorisch und stabilisiert die en-
dotheliale Barriere unter Verwendung unter-
schiedlicher Signalwege [1]. Das adipozytare
Hormon Leptin reguliert ebenfalls die Immun-
antwort und beeinflusst den Verlauf einer Sep-
sis positiv [2]. Unklar ist, ob Sevofluran auch
iber den Leptinsignalweg agiert und hier-
durch ein Teil seiner immunmodulatorischen
Wirkung zu erkldren ist. Ziel unserer Studie
war es, in einem murinen Sepsismodell die
Hypothese zu testen, dass Sevofluran (ber
einen Leptin-abhédngigen Mechanismus zu ei-
ner Stabilisierung der endothelialen Doppel-
barriere (Glykokalyx und Endothelzellschicht)
beitrédgt und so das Uberleben in der Sepsis
verbessert.

Methodik

Nach Genehmigung durch die Regierung von
Oberbayern wurde an C57Bl/6-M&dusen mit-
tels zokaler Ligatur und Punktion (CLP) eine
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Einfluss von Sevofluran auf Leptin, inflamm-
atorische Zytokine und Abbauprodukte der
endothelialen Glykokalyx (Hyaluronsdure,
Syndecan-1) wurde im Serum (ELISA) sowie
die GTPase Rac in der Lunge bestimmt (GLI-
SA).  Sepsis-bedingte  Organschadigungen
und der spezifische Nachweis des Leptin-
induzierbaren Rac wurden histologisch und
immunhistologisch in der Lunge quantifiziert.
Die Leptin-abhdngige Wirkung von Sevoflu-
ran auf das Uberleben wurde mittels Leptin-
defizienten Mausen (n=10), eine direkte Se-
vofluran-Wirkung auf die Leptinausschiittung
in vitro an Adipozyten untersucht. Die Daten
sind angegeben als MW + SEM. Uberlebens-
raten wurden mittels Log-Rank-Test, die Gbri-
gen Zielparameter mittels ANOVA und Post-
hoc-Bonferroni-Testung analysiert (* p<0,05).

Ergebnisse

Sevofluran steigerte die 10-Tages-Uberlebens-
rate auf 50% (n=10; p=0,004) im Vergleich
zu 6,7% in der Kontrollgruppe (n=15), ver-
bunden mit einer héheren mittleren Uber-
lebenszeit (173,1 + 24,4 vs. 79,0 + 10,8 h;
p<0,001). Im Gegensatz zur Sevofluran-
Gruppe fiel die Kérpertemperatur in der Kon-
trollgruppe in den ersten 4 Tagen nach CLP
von 37,5 + 0,2 auf 28,6 + 3,1°C ab (n=5-15;
p<0,01). In der Sevoflurangruppe waren im
Vergleich zur Kontrollgruppe die systemi-
schen Leptinspiegel sowie IL-1p und IL-10
erhéht (n=13-15/Gruppe, p<0.05), die IL-
6-Werte (Peritoneale Lavage) dagegen redu-
ziert (n=13-15/Gruppe; p<0,05). Die Kon-
trollgruppe entwickelte in der Lunge nach 24 h
eine hohere wet/dry Ratio (n=5; p<0.05) so-
wie vermehrte histologische Lungenschadi-
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Rac-Aktivierung in der Lunge der Sevofluran-
gruppe (n=4-5/Gruppe; p<0,01) nach 6 h und
24 h hoher als in der Kontrollgruppe (n=3-6/
Gruppe). Histologisch fand sich in der Se-
voflurangruppe eine vermehrte Rac1-Expres-
sion in einer spezifischen Rac1-Farbung der
pulmonalen Endothelzellschicht. In den Lep-
tin-defizienten (ob/ob)-Mausen kam es trotz
Sevofluran zu einer 100% Letalitit (n=5), er-
niedrigter Uberlebenszeit (40,0 + 8,4h; n=5)
und einer Hypothermie (p<0,01). In vitro
steigerte Sevofluran die Leptinausschiittung
aus murinen Adipozytenkulturen konzentra-
tionsabhangig.

Interpretation

Sevofluran verbessert im Modell der murinen
Sepsis die Immunantwort und Uberlebens-
rate und stabilisiert die Endothelzellbarriere
vermutlich durch eine vermehrte Rac-Akti-
vierung. Dagegen zeigen sich keine wesent-
lichen Effekte auf die Glykokalyx. Sevofluran
fuhrt sowohl in vivo als auch in vitro zu einer
gesteigerten Leptinfreisetzung. Zusammen
mit ausbleibenden positiven Sevofluran-
Effekten in den Leptin-defizienten Tieren legt
dies einen Leptin-abhdngigen Mechanismus
der Sevofluranwirkung nahe.
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e ; . . ungen im Vergleich zur Sevofluran-Gruppe 30:6036-47.
Sepsis induziert. Eine Gruppe erhielt fiir den gung 8! . PP
o . (n=5). Unterschiede der Sheddingparameter
Eingriff Sevofluran (4 Vol.%, 40 min, n=80), .
. . Syndecan-1 und Hyaluronsdure (n=10-19/
die Kontrollgruppe Pentobarbital (50 mg/g ) . .
" . Gruppe; p<0.05) konnten die Vorteile von
KG; ip., n=80). Zielparameter waren das . . . .
> ‘ . Sevofluran nicht erkldren. Allerdings war die
Uberleben und die Kérpertemperatur. Der
Tabelle 1
Daten der C57Bl/6-Mause vor CLP nach CLP
6h 24h 48h
Sevofluran Kontrolle Sevofluran Kontrolle Sevofluran Kontrolle
Leptin (S) [ng/ml] 2.7+0.2 6.0+05*# 4.0x0.5 51+0.7* 23x0.5 29+0.6* 1.5+0.5
IL-18 (S) [ng/ml] 200+2.6 379+22*¢# 28.8+2.0 32.1+£2.0* 20.1+£1.3 26.1+£0.8 205+1.8
IL-10 (S) [ng/ml] 3.6+0.5 125+09* # 74+09¢# 9.1 +1.1*% 4.6 £0.5 53+0.7 52+05
IL-6 (PL) [ng/ml] 0.2 +£0.1 3.0+£0.7 44+0.9 1.1+0.1 2.8+0.4 1.4+£03* 5915
Syndecan-1 (S) [ng/ml] 73.8 £10.6 1416 + 8.8 # 118.6 +55 # 121.5+9.7 122.7 + 4.4 89.6+7.4* 1299 £ 154
Hyaluronséure (S) [ug/ml] 1.3+0.1 58+1.6 3.8+0.9 11.7+1.2 10.8+1.4 152 +3.8 12.8 £ 3.1
Rac-Aktivierung (L) [%] 88.1 £ 8.7 1207 +73* ¢ 42454 91.6 +4.8* 67.1 £33
Wet/Dry Ratio 4.4 +0.1 50+0.1# 5.1+0.1 4.5+0.1* 4.9 +0.1
S = Serum. PL = Peritoneale Lavage. L = Lunge; * p<0.05 im Vergleich zur Kontrolle; # p<0.05 im Vergleich zu vor CLP.
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Fragestellung

Eine Prdakonditionierung mit dem Edelgas
Argon vermittelt sowohl bei hypoxischen als
auch bei ischamischen Schadigungen neuro-
protektive Wirkungen [1]. Die Inhalation von
Argon [50 Vol%] reduziert den neuronalen
Zellschaden nach einer zerebralen Ischimie
und verbessert moglicherweise die neuro-
logische Funktion [2]. Die Aktivierung der
extrazelluldr regulierten Kinase (ERK 1/2) in
vitro erklart einen Teil des protektiven Effektes
[3]. Der molekulare Mechanismus der Argon-
vermittelten Neuroprotektion ist in vivo nicht
untersucht. Wir haben die Hypothese aufge-
stellt, dass die neuroprotektive Wirkung von
Argon in vivo nach einem Ischdmie-Reperfu-
sion (I/R)-Schaden Uber eine Aktivierung der
mitogen-aktivierten Proteinkinase ERK 1/2 in-
duziert wird.

Methodik
Nach Genehmigung des Regierungsprasi-

Tabelle 1
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Abbildung 1
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Quantifizierung FG-markierter RGZ pro mm? (n=8 pro Gruppe; Mittelwert + Standardabweichung, *=<0.05
/R vs. I/R Ar75%, 1,5 h Ar75%, 3 h Ar75%, Ar50%, 1,5 h Ar50%, 3h Ar50%, Ar25% und 1,5 h Ar25%).

diums wurde bei Sprague-Dawley-Ratten
(n=8) ein I/R-Schaden durch Erhchung des
intraokularen Drucks auf 120 mmHg fiir 1 h
induziert. Nach der Ischdmie wurde Argon
dosis- und zeitabhdngig inhalativ appliziert
(Dosierung: 25 Vol%, 50 Vol%, 75 Vol%
Argon mit je 21 Vol% Sauerstoff und Rest
Stickstoff; Zeitpunkte: unmittelbar, 1,5 h und
3 h nach Ischdmie). Nach 24 h erfolgte die
Enukleation und Aufarbeitung retinaler Ge-
webeproben fiir die Analyse der RNA- und

Protein-Expression von Bcl-2, Caspase-3,
Hamoxygenase-1, Hitzeschockprotein- (HSP)
90 und der Phosphorylierung des nukledren
Transkriptionsfaktors NF-xB sowie der mito-
genaktivierten Proteinkinasen (p38 und ERK).
Die Dichte der retinalen Ganglienzellen
(RGZ) wurde nach vorheriger retrograder in
vivo Fluorogold-Anfarbung (FG) sieben Tage
nach dem I/R-Schaden mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie quantifiziert. Die In-vivo-Inhibi-
tion von ERK 1/2 erfolgte mit dem spezifi-

Relative mRNA-Expression in I/R-geschddigtem retinalem Gewebe gegeniiber Kontrollgewebe (kontralaterales Auge) nach Applikation von Raumluft, Argon 75 Vol% (Ar75)
oder Argon 50 Vol% (Ar50). Zeitpunkt der Exposition unmittelbar nach Ischdamie 0 h, 1,5 h oder 3 h. Mittelwert + Standardabweichung, n=8; *=p<0.05 I/R vs. I/R Argon 75

Vol% und I/R vs. I/R Argon 50 Vol%.

Casp-3 Bcl-2 HO-1 Hsp-90 NF-«xB
0 1,5 3 0 1,5 3 0 1,5 3 0 1,5 3 0 1,5 3
I/R RL 1,9+0,46 1,9+0,41 5,2+2,02 1,6+0,65 1,6+0,40
IR Ar75% |1,1+0,36*|1,3+0,47*|1,6+0,38*|1,2+0,39*|1,3+0,33*|1,4+0,25*%|1,2+0,66*| 2,9+1,45 | 3,6+2,63 |1,0+0,28*(0,9+0,12*|1,2+0,39*|1,0+0,32*|1,1+0,31*|1,2+0,32*
I/R Ar50% | 1,5+0,41 | 1,6+0,42 | 1,7+0,56 | 1,3+0,57 | 1,4£0,28 | 1,7+0,72 | 3,2+1,64 | 3,1+0,83 | 3,8+1,04 | 1,3+0,26 |1,28+0,21| 1,3+0,34 | 1,2+0,20 | 1,2+0,60 | 1,4+0,44
Tabelle 2

Relative Protein-Expression in I/R-geschadigtem retinalem Gewebe gegentiber Kontrollgewebe (kontralaterales Auge) nach Applikation von Raumluft, Argon 75 Vol% (Ar75)
und Argon 50 Vol% (Ar50). Zeitpunkt der Exposition unmittelbar nach Ischamie 0 h, 1,5 h oder 3 h. Densitometrische Western-Blot-Analyse; Mittelwert + Standard-
abweichung, n=8; *=p<0.05 I/R vs. I/R Argon 75 Vol% und I/R vs. I/R Argon 50 Vol%.

cleaved Caspase-3

phospho-NF-«xB

phospho-p38

phospho-ERK 1/2

0 1,5 3 0 1,5 3 0 1,5 3 0 1,5 3
I/R RL 1,2+0,11 0,9+0,05 0,7£0,47 1,0+0,09
I/R Ar75% 0,9+0,13* | 1,0+0,10* 1,2+0,09 0,7+0,04* | 0,8+0,15* 0,9+0,07 1,4+0,30* 1,1+0,46 1,0+0,18 1,5+0,09* | 1,3+0,13* | 1,2+0,08*
I/R Ar50% 1,0+0,14 1,0+0,27 1,1+0,10 0,9+0,11 0,9+0,11 0,9£0,12 1,3+0,22* 0,9+0,25 1,0+0,32 | 1,36+0,18* | 1,2+0,16 1,1+0,15
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schen Inhibitor PD98059. Die Messwerte
wurden statistisch durch eine Varianzanalyse
(ANOVA mit Post-hoc-SNK-Test) verglichen
(Signifikanzniveau p<0.05; Mittelwerte =+
Standardabweichung).

Ergebnisse

Inhalatives Argon reduziert zeit- und dosis-
abhingig die Abnahme der Ischimie-indu-
zierten RGZ-Dichte (Abb. 1). Der grolte
Unterschied wurde bei Argon 75 Vol% un-
mittelbar nach Ischamie beobachtet (Abb. 2).
Argon (75 Vol%) hemmt die Expression von
Bcl-2, die Aktivierung der Hamoxygenase-1
und HSP-90 signifikant (Tab. 1). Argon 50
und 75 Vol% unterdriicken die Caspase-
3-mRNA-Expression und -Spaltung und in-

Abbildung 2
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Reprasentative Einzelaufnahmen der FG-mar-
kierten RGZ (0,04 mm?).
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duziert die Phosphorylierung von p38 und
ERK 1/2 (Tab. 2). Die Inhalation von Argon
75 Vol% hemmt die Phosphorylierung und
DNA-Bindung von NF-kB. Die Inhibition von
ERK 1/2 mit PD98059 vor der Ischdmie redu-
zierte die ERK 1/2-Phosphorylierung sowie
die protektive Wirkung signifikant (Abb. 3, 4).

Interpretation
Die Inhalation mit Argon nach einer retinalen
Ischdmie wirkt protektiv auf retinale Ganglien-

Abbildung 3
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(n=8 pro Gruppe; Mittelwert + Standardabwei-
chung, *=p<0.05 I/R vs. I/R + Ar75% und I/R +
Ar75% vs. /R + Ar75% + PD98059).
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zellen. Die Ergebnisse lassen den Schluss zu,
dass die mitogen-aktivierte Proteinkinase ERK
1/2 an dieser protektiven Wirkung beteiligt ist.
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Fragestellung

Procalcitonin (PCT) ist ein Entziindungspara-
meter, welcher zur Friihdiagnose und Verlaufs-
beurteilung einer Sepsis bestimmt wird. Auch
das metabolische Syndrom, gekennzeichnet
durch Adipositas und Insulinresistenz, ist mit
einer chronischen Entzlindungsreaktion und
damit leicht erhéhten Plasma-PCT-Spiegeln
assoziiert [1]. Bei Sepsis korrelieren hohe
PCT-Spiegel mit dem Schweregrad der Er-
krankung, eine Neutralisierung von endoge-
nem PCT ist im Tiermodell mit verbesserten
Uberlebenschancen assoziiert [2,3]. Unklar
ist jedoch, ob PCT einen direkten Einfluss auf
das Endothel ausitiben und somit einen Bei-
trag zur Dysfunktion der vaskuldren Barriere
bei Sepsis oder der erhéhten Inzidenz von
GefaBerkrankungen im Rahmen des metabo-
lischen Syndroms haben koénnte. Wir unter-
suchten daher den Effekt von PCT auf endo-
theliale Barrierefunktionen und regenerative
GefdBneubildungsprozesse (Angiogenese) in
vitro.

Methodik

Humane Endothelzellen aus der Nabel-
schnurvene wurden mit PCT-Konzentrationen
von 1 pg/ml bis 100 ng/mL behandelt und de-
ren angiogene Potenz zur Kapillarbildung und
Migration im Matrigel-Angiogenese- bzw.
Scratch-Modell in vitro analysiert. Verglichen
wurden die Effekte von PCT dabei mit 10 ng/
ml Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFalpha)
bzw. 10 ng/ml Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF). Durchflusszytometrisch wurde
der Einfluss von PCT auf das endotheliale Ex-
pressionsprofil von angiogenen Rezeptoren
und inflammatorischen Adhdsionsmolekilen
sowie die PCT-vermittelte Induktion von
Apoptose und Nekrose evaluiert. Im Western
Blot wurde die Aktivierung der angiogenen
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK)
ERK und AKT sowie die Expression des Be-
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standteils von endothelialen Interzellular-
kontakten, VE-Cadherin untersucht. Mittels
Fluorescein-Isothiocyanat  (FITC)-markierter
Dextranmolekile und Inkubation von PCT
mit endothelialen Monolayern in Inserts mit
einer PorengrofBe von 1 ym wurde die Wir-
kung auf die Integritdt der endothelialen Bar-
riere ermittelt (Permeabilitits-Modell). MW +
SEM, One-Way-ANOVA/Bonferroni.

Ergebnisse

PCT zeigte sowohl ab einer fiir das metabo-
lische Syndrom (20 pg/ml) sowie fiir leichte
entziindliche (100 pg/ml) und septische Si-
tuationen (1 und 100 ng/ml) typische Konzen-
trationen einer anti-angiogenen Wirkung und
unterdriickte sowohl die spontane (P<0,001
vs. Kontrolle; je n=5; Abb. 1) als auch die
VEGF-induzierte Kapillarbildung (P<0,05;
n=5) und Migration (P<0,05; n=5). Dieser
supprimierende Effekt war mit dem von TNF-
alpha vergleichbar. 24-stiindige Inkubation
mit hohen PCT-Konzentrationen (100 ng/ml)
induzierte Apoptose und Nekrose in Endo-
thelzellen (je P<0,05; n=4), wahrend sich
keine Verdnderungen in der Expression des
VEGF- oder des CXCR4-Rezeptors zeigten.
PCT interferierte nicht mit der VEGF-indu-
zierten MAPK-Aktivierung und verdnderte per
se nicht das Aktivierungsniveau (Phoshpory-
lierung) von ERK und AKT. Fluoreszenzmes-
sungen im Permeabilititsmodell zeigten nach
6-stiindiger Inkubation eine erhohte Leckage
des endothelialen Monolayers unter 100 pg/
ml PCT (P<0,05; n=5). Im Western Blot liels
sich zudem unter PCT-Stimulation mit 100
ng/ml eine verminderte Expression von VE-

Abbildung 1 und 2
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Cadherin vergleichbar zur Wirkung von TNF-
alpha detektieren (P<0,05; n=4, Abb. 2A, B).
Die Expression der entziindlichen Adhdsions-
molekiile ICAM und VCAM wurde durch PCT
jedoch nicht verandert.

Interpretation

Die anti-angiogene Wirkung von PCT ist
schon bei niedrigen Konzentrationen, wie
beim metabolischen Syndrom zu beobach-
ten, nachweisbar. Dies konnte auf einen di-
rekten Beitrag von PCT zum erhohten Risiko
fur die Entstehung von GefdBkrankheiten bei
Adipositas und Diabetes Mellitus Typ Il hin-
deuten. Der Effekt von PCT auf die vaskuldre
Barrierefunktion konnte zu Flussigkeitsver-
schiebungen nach extravasal und der damit
assoziierten Odembildung bei SIRS und Sep-
sis beitragen. Insgesamt konnte PCT somit
zu einem moglichen therapeutischen Ziel
fur den Erhalt der vaskuliren Homdostase
bei chronischen sowie akuten entziindlichen
Reaktionen werden.
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Abb. 1: Kumulative Netzwerkldnge nach Stimulation mit VEGF, TNF-alpha und PCT im Matrigel-Angio-
genese-Modell. *P<0,05 und ***P<0,001; n=>5. Anti-angiogene Effekte von PCT zeigten sich ab 20 pg/ml.

Abb. 2A: Western Blot nach 24-stiindiger Stimulation.

Abb. 2B: Quantitative Zusammenfassung von n=4 unabhéngigen Experimenten. *P<0,05 und **P<0,01.
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Fragestellung

T-Lymphozyten spielen eine zentrale Rolle
bei der Entstehung und Aufrechterhaltung in-
flammatorischer Prozesse, wie z.B. der Sepsis
[1]. Der starke Einfluss von microRNAs (miRs)
auf die Funktionen von T-Zellen konnte in ak-
tuellen Studien belegt werden, ist jedoch fiir
das Krankheitsbild der Sepsis bislang kaum
untersucht [2]. Die vorliegende Studie fokus-
siert darauf, spezifische Veranderungen im
miR-Expressionsprofil von T-Zellen septischer
Patienten zu identifizieren und zu untersu-
chen, inwieweit dies zu Sepsis-spezifischen
Alterationen der T-Zellantwort beitragen kann.

Methodik

Aus primdren T-Zellen (gewonnen durch mag-
netische Zellseparation) von Patienten mit
Sepsis bis max. 48 h nach klinischer Dia-
gnosestellung sowie von gesunden Probanden
(Ethikvotum und Einverstindnis lagen vor)
wurde RNA extrahiert und revers transkri-
biert. Die Expression T-Zell-spezifischer Zyto-
kine, Co-Stimulatoren, Co-Inhibitoren und
Mastertranskriptionsfaktoren wurde mittels
quantitativer real-time PCR bestimmt. Die dif-
ferentielle Expression von miRs wurde durch
Microarray-Technik untersucht (n=7, Exiqon
LNA probes) und fiir stark differentiell expri-
mierte miRs zusatzlich mittels spezifischer
TagMan-Assays validiert (weitere n=10). Zur
Ermittlung moglicher Funktionen dieser miRs
wurden die jeweiligen synthetischen Vor-
ldufer-miRs (pre-miRs) bzw. Kontroll-miR in
T-Zellen gesunder Spender transfiziert (Elek-
troporation, n=15) und Rezeptor-vermittelt
aktiviert (CD3/CD28 Microbeads). Nach In-
kubation ber 48 h wurde RNA extrahiert,
revers transkribiert, und die Expressionsraten
von Zytokinen, Co-Stimulatoren und Co-In-
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hibitoren sowie Mastertranskriptionsfaktoren
wurden mittels quantitativer real-time PCR
bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels t-Test bzw. Mann-Whitney-U-Test.

Ergebnisse

Das Genexpressionsmuster von T-Zellen
septischer Patienten wies bereits im friihen
Stadium der Erkrankung Charakteristika ei-
ner Immunparalyse auf (Abb. 1): Erhohte
Expressionswerte fanden sich fir IL-4, dem
Leitzytokin der Th2-Antwort, und fiir TGF-8,
dem Markerzytokin fiir regulatorische T-Zel-
len; demgegeniiber war die Expression des
fur pro-inflammatorische Th17-Zellen spezifi-
schen Transkriptionsfaktors RORy signifikant
erniedrigt. Zudem waren das pro-proliferative
Zytokin IL-2 sowie der T-Zell Co-Stimulator
ICOS signifikant vermindert exprimiert.

In einer miR-Microarrayanalyse fanden sich
in T-Zellen von Sepsis-Patienten im Vergleich
zu gesunden Probanden 11 miRs mit deutlich
erniedrigter bzw. erhohter Expression (Abb.
2), welche sich in der Validierung mittels
TagMan-Assays bestatigte. Transfektionsex-
perimente mit primaren T-Zellen gesunder
Spender mit den jeweiligen pre-miRs zeigten,
dass 4 dieser miRs zur Entwicklung der ge-
fundenen Genexpressionsalterationen bei

Abbildung 1
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In T-Zellen bei Sepsis (n=24-30) im Vergleich zu
gesunden Probanden (n=20, gestrichelte Linie)
differentiell exprimierte Zytokine, Transkriptions-
faktoren und Aktivierungsmarker; *p<0.05.

14. - 15.02.2014 - Wiirzburg

Abbildung 2
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Ausschnitt aus der Heat-Map einer microRNA-
Microarrayanalyse von T-Zellen von Patienten
mit Sepsis (n=7) vs. gesunde Probanden (n=7,
Duplikate).

Sepsis beitragen: miR-16 fiihrte zu einer ver-
minderten Expression von ICOS und RORy
(-32% bzw. -49%, p<0,05) sowie zu einer
erhéhten Expression von TGF-B (+35%,
p<0,05); miR-93 reduzierte die IL-2-Expres-
sion (-28%, p<0.05). Die Transfektion von
miR-424 verringerte ebenfalls die Expression
von ICOS (-48%, p<0.05), wahrend die Trans-
fektion der bei Sepsis herabregulierten miR-
31 zu einer signifikanten IL-4-Verminderung
fuhrte (-18%, p<0.05); zudem ist bekannt,
dass miR-31 den Treg-Transkriptionsfaktor
FoxP3 reguliert [3], d.h. die miR-31-Verdn-
derungen bei Sepsis tragen zur erhohten Ex-
pression von IL-4 und FoxP3 bei.

Interpretation

Das Genexpressionmuster von T-Zellen von
Sepsis-Patienten weist auf eine friihe Immun-
paralyse hin, zu deren Auspragung differen-
tiell exprimierte miRs beitragen. Die gefun-
denen miRs kénnten sich als Biomarker zur
Diagnose einer Immunparalyse eignen.
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Fragestellung

Melatonin verbessert nach einem hidmorrha-
gischen Schock sowohl die Perfusion als auch
die Organfunktion der Leber [1]. Gleichzei-
tig gibt es Hinweise, dass Melatonin auch im
Gastrointestinal-Trakt produziert wird und
dort protektive Effekte aufweist [2]. Unklar
ist allerdings, ob Melatonin auch die Perfu-
sion des Gastrointestinal-Traktes verbessert
und inwieweit dies die Oxygenierung und
die Barrierefunktion beeinflusst. Ziel dieser
Untersuchung war es daher zu iiberpriifen,
welchen Einfluss Melatonin auf die mikrozir-
kulatorische Perfusion und Hamoglobinoxy-
genierung (uHbO,) der oralen und gastralen
Mukosa unter physiologischen Bedingungen,
im Rahmen einer milden Hamorrhagie sowie
nach Retransfusion hat. Zusatzlich wurde der
Effekt von Melatonin auf die intestinale Bar-
rierefunktion mittels Xylose-Absorption be-
stimmt [3].

Abbildung 1
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Methodik

Nach Genehmigung durch die zustindige
Behorde wurden die Experimente an finf
anasthesierten, beatmeten Foxhounds in wie-
derholter, randomisierter Reihenfolge (4
Gruppen, n=5 pro Gruppe) durchgefiihrt. Die
Tiere erhielten intravends 100 pg/kg Melato-
nin und in der Kontrollgruppe die Vehikel-
I6sung (Ethanol 5%). In weiteren Gruppen
wurde nach Injektion von Melatonin oder
Vehikellosung eine milde Hamorrhagie (20%
des Blutvolumens, 60 min) induziert, gefolgt
von der Retransfusion des entnommenen
Blutes. Die orale und gastrale pHbO,, Fluss-
rate (pflow) und -geschwindigkeit (pvelo)
wurden mittels Reflexionsspektrofotometrie
bzw. Laser-Doppler (O,C, LEA Medizintech-
nik, GielRen) erfasst und kontinuierlich auf-
gezeichnet. Die intestinale Barrierefunktion
wurde Uber die Xylose-Absorption ins Plasma
bestimmt (Gaschromatographie mit Massen-
spektrometrie-Kopplung (GC/MS)). Systemi-
sche hdmodynamische Parameter wurden
mittels transpulmonaler Thermodilution (PiC-
CO 4.2 non US, Pulsion Medical Systems,
Miinchen) ermittelt. Die Daten sind ange-
geben als Mittelwert+Standardfehler, 2-way
ANOVA+Bonferroni fir multiple Vergleiche,
ein p<0,05 wurde als signifikant angesehen.

Ergebnisse

Melatonin alleine zeigte keinen Einfluss auf
pHbO,, pflow und Xylose-Plasmaspiegel bei
unverdnderten hdamodynamischen Parame-
tern. Dagegen fiel unter Hamorrhagie der
gastrale pflow nach Melatoningabe signifi-
kant geringer ab (-19+9 aU) als in der Kon-

Xylose
20 © MH
© KH
15
o
2 10
<
5 *
0 T

T T
pL \/\\l 130 « o0

Perfusion (pflow) unter Ausgangsbedingungen (BL), +/- Melatoningabe (+/- Mel.), Hypovoldamie (HV) und
Retransfusion (RT) fir 30 bzw. 60 min in Interventions- (MH) und Kontrollgruppe (KH) und Xylose-Plasma-

spiegel unter BL und HV; * = p<0,05 vs. Kontrollgruppe.
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trollgruppe (-43£10 aU; p = 0,02), wéhrend
die pHbO, und der orale pflow ohne Un-
terschied zwischen den Gruppen abfielen.
Der verbesserte gastrale pflow ist auf eine
erhdhte pvelo unter Melatonin zurlickzu-
flhren (15+1 vs. 12+0 aU; p=0,0025). Auch
wahrend der Retransfusion fiihrte Melatonin
zu einem verbesserten pflow (23+8 vs. -6+7
aU; p=0,0033) und pvelo (18+1 vs. 151 aU;
p=0,0006). Gleichzeitig stieg der Xylose-Plas-
maspiegel unter Himorrhagie in der Kontroll-
gruppe von 8+Tlauf 13+2 AUC, wahrend er
nach vorheriger Melatoningabe unverdndert
blieb (von 6x1 auf 8+2 AUC; p=0,015 vs.
Kontrollgruppe). Unter Hamorrhagie fiihrte
Melatonin zu einer leichten Reduktion des
systemischen GefaBwiderstands (34+3 vs.
37+2 mmHgmin/l in der Kontrollgruppe;
p=0,0014). Das Herzzeitvolumen (HZV) und
das systemische Sauerstoffangebot (DO,) wa-
ren unter Hamorrhagie in beiden Gruppen
ohne signifikante Unterschiede gleicherma-
Ben reduziert.

Interpretation

Die intravendse Melatoningabe hat unter phy-
siologischen Bedingungen weder Einfluss auf
die orale und gastrale Mikrozirkulation noch
auf hdmodynamische Parameter oder die in-
testinale Barrierefunktion. Unter Himorrhagie
und nach Retransfusion verbessert Melatonin
den gastralen pflow durch eine verbesserte
pvelo. Die gleichzeitig unverdnderte Xylose-
Absorption weist darauf hin, dass Melatonin
den Verlust der intestinalen Barrierefunktion
wahrend einer milden Hamorrhagie verhin-
dern kénnte. Die unveranderte pHbO, deutet
bei héherem Fluss auf ein erhohtes regionales
O,-Angebot und einen erhéhten regionalen
O,-Verbrauch durch Melatonin hin. Diese
Effekte scheinen unabhdngig vom HZV und
DO, und sind somit vermutlich lokal vermit-
telt. Uber welche Mechanismen Melatonin
diese Effekte vermittelt, z.B. Rezeptor-gekop-
pelt oder NO-vermittelt, soll in weiterfiihren-
den Untersuchungen analysiert werden.
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Fragestellung

Unter der Therapie mit TNF-Inhibitoren
kommt es zu einem vermehrten Auftreten von
bakteriellen Harnwegsinfektionen [1,2]. Die
ersten Zellen, die den Infektionsort erreichen,
sind neutrophile Granulozyten (PMN) und
Makrophagen, die fiir die Abwehr von Bak-
terien entscheidend sind. Hierbei sind ihre
spezifische Kommunikation und Kooperation
in Gegenwart einer bakteriellen Infektion bis-
her unbekannt. Vor diesem Hintergrund stellt
sich die Frage, wie PMN und Makrophagen in
der Immunantwort gegen einen bakteriellen
Reiz miteinander kooperieren und welche
Funktion das Zytokin TNF in diesem Zusam-
menspiel hat.

Abbildung 1

Bakterien

Schematische Darstellung der gezielten Kom-
munikation und Kooperation von Makrophagen
und PMN in der Harnwegsinfektion.

Vgl. Schiwon, Weisheit et al: Cell 2014.
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Methodik

Etablierung eines murinen Harnwegsinfek-
tionsmodells mit uropathogenen E. coli-Bak-
terien (Stamm 536). Durchflusszytometrische
und histologische Analysen von Harnblasen-
gewebe von infizierten weiblichen C57Bl6
(Wt-), Tnf~- und Tnfr’-Mausen. Charakte-
risierung der Funktion einzelner Zellpopu-
lationen durch den adoptiven Transfer von
neutrophilen Granulozyten sowie die Gene-
rierung knochenmarkschimdrer Mause aus
Wt- und Tnf*~-bzw. Tnfr’~Tieren. Die Ergeb-
nisse sind als mean +SD aufgetragen, hierbei
gilt: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Zum
Vergleich der Daten ist der nicht parametri-
sche Mann-Whitney- oder Kruskal-Wallis-
Test mit Dunn’s post-Test verwendet worden
(Software: Graphpad). Die durchgefiihrten
Tierversuche sind durch das LANUV NRW
genehmigt worden.

Ergebnisse

Bei gesunden Wt-Mausen finden sich haupt-
sachlich Ly6C- (residente) Makrophagen im
Harnblasengewebe. Bereits 2h nach Infektion
steigt die Anzahl an PMN und Ly6C*- (in-
flammatorischen) Makrophagen signifikant
an, wahrend der Anteil an Ly6C-Makropha-
gen konstant bleibt. Initiale Untersuchungen
an infizierten Tnfr’~-Tieren zeigen, dass eine
Blockade des TNF-Signalwegs bei erhaltener
Phagozytoseleistung der neutrophilen Gra-
nulozyten und Makrophagen zu einer signi-
fikanten Steigerung der Infektionsstarke fiihrt
(Tnfr: 2,53x107+0,44 Wt: 1,07x107+0,11
Colony forming Units pro Harnblase). In der
Durchflusszytometrie lassen sich allerdings
keine quantitativen Unterschiede in der Re-
krutierung der phagozytierenden Zellen in
die Harnblase im Vergleich zu Wt-Mdusen
beobachten. Histologisch kann aber eine
Verdnderung in der transepithelialen Migra-
tion der PMN nachgewiesen werden. Dies
zeigt sich in einer signifikant hoheren Anzahl
PMN im Urothel infizierter Wt-Mduse im
Vergleich zu Tnfr*-Mdusen (Tnfr: 153+77
vs. Wt: 591+71/mm? Urothel), bei denen die
PMN in der Lamina propria unterhalb der
urothelialen Basalmembran akkumulieren.
Adoptiv transferierte PMN aus Tnfr’-Mdusen
zeigen bei Wt-Mdusen keinen Defekt in der
transepithelialen Migration, so dass es eine
andere TNF-Rezeptor-exprimierende Zellpo-
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pulation geben muss, die die transepitheliale
Migration der PMN mediiert. Durch Untersu-
chungen an knochenmarkschimaren Mausen
aus Tnfr*~-Tieren und Wt-Tieren ldsst sich
der Nachweis erbringen, dass es sich bei der
gesuchten Zellpopulation um eine hdmato-
poietische Zellgruppe handelt. Durch die
gezielte Analyse von Chemokinen, die die
Migration von PMN beeinflussen, kann das
von Ly6C-Makrophagen produzierte CXCL2
als TNF-abhdngig reguliertes Signalprotein
identifiziert werden.

Diskussion

Die dargestellten Ergebnisse lassen sich in
folgendem Modell zusammenfassen: 1.) resi-
dente Ly6C-Makrophagen erkennen die bak-
terielle Infektion und setzen Chemokine frei,
die PMN und Ly6C*-Makrophagen rekrutie-
ren; 2.) die rekrutierten Ly6C*-Makrophagen
setzen das Zytokin TNF frei; 3.) dieses TNF
erlaubt Ly6C-Makrophagen die Ausschiittung
von CXCL2, welches fiir die Wanderung der
PMN durch die Basalmembran verantwort-
lich ist. Aus der Literatur ist der Einsatz von
lizensierenden Zellen bereits aus der Antwort
des adaptiven Immunsystems gegentiber vira-
len Infektionen bekannt [3]. Unsere Befunde
zeigen eine analoge Rolle fiir die Kooperation
von Ly6C- und Ly6C*-Makrophagen, die erst
durch eine koordinierte Chemokinproduktion
den PMN den Zugang zum Infektionsherd
ermdglichen. Die Steuerung der transepithe-
lialen Neutrophilen-Migration hilft, nach In-
fektionen eine effiziente und lokal begrenzte
Immunantwort einzuleiten und das nicht infi-
zierte Urothel zu schiitzen.
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Fragestellung

Die schwere akute Pankreatitis stellt eine
klassische Atiologie fiir ein SIRS dar und ist
mit einer hohen Mortalitit assoziiert [1].
Tierexperimentelle und klinische Studien
konnten belegen, dass eine zielgerichtete
Flussigkeitstherapie, basierend auf Parame-
tern der Volumenreagibilitdt wie Schlagvolu-
men- oder Pulsdruckvariation (SVV, PPV), die
eine Maximierung des Schlagvolumenindex
(SVI) anstreben, bei Krankheitsbildern, die
mit einem SIRS einhergehen, die Morbiditat
und Mortalitit senken kann [2,3]. Wir haben
die Unterschiede zwischen einem individu-
ell optimierten Volumenregime, orientiert
an individuellen SVI-Werten vor Pankreatitis-
induktion (Studiengruppe=SG) und einem
standardisierten, SVI-maximierenden Volu-
menregime (Kontrollgruppe=KG), im Tiermo-
dell untersucht. Endpunkte waren Parameter
der Himodynamik, die Pankreasgewebeoxy-
genierung (tpO,), die Endothelfunktion und
der Endothelschaden, die Inflammation und
die Histopathologie.

Methodik

Es handelt sich um eine prospektiv randomi-
sierte Studie an 30 Schweinen. Nach Instru-
mentierung und Messung der Ausgangspara-
meter, u.a. SVI und Herzfrequenz (HF) (M0),
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erfolgte die Pankreatitisinduktion mittels in-
traductaler Infusion von 1,6 ml/kg Glycodes-
oxycholsdure und simultaner Applikation von
Cerulein i.v. (5 pg/kg) (M1-M2). Nach einer
Schadigung tiber 2 Stunden wurde mit den un-
terschiedlichen Therapieregimen begonnen.
Allen Tieren wurde ab MO eine Basalrate
von 6 ml/kg/h Ringeracetat-Losung kontinu-
ierlich infundiert. Volumenboli von 7 ml/kg,
kristalloide und kolloidale Flissigkeit im
Verhiltnis 1:1, erfolgten in der SG orientiert
an den individuell gemessenen SVI- und HF-
Ausgangsparametern, wohingegen in der KG
die SVI nach Pankreatitisinduktion durch re-
petitive Gaben von Volumenboli maximiert
wurde, bis keine weitere Volumenreagibili-
tat vorlag. Die Volumenalgorithmen wurden
fur weitere 6 Stunden angewendet (M3-M8).
Danach erfolgte die postoperative Nachbe-
obachtung fiir 7 Tage (M9-M15). Die Ha-
modynamik wurde mittels transpulmonaler
Thermodilution erfasst. Die tpO, wurde mit-
tels einer polarographischen Sauerstoffsonde
gemessen. Die Endothelfunktion wurde im
Bereich der A. femoralis durch flussvermit-
telte Vasodilatationsmessungen (FMD), der
Endothelschaden durch die Bestimmung von
Heparansulfat mittels ELISA an den Zeitpunk-
ten MO und M8 verifiziert. Als Surrogat fiir
die Inflammation wurde IL-6 zum Zeitpunkt
M9 gemessen. Die Entnahme der Histopatho-
logie aus Pankreaskopf (PK), Pankreascorpus
(PC) und Pankreasschwanz (PS) erfolgte am
7. postoperativen Tag.

Ergebnisse

Die SG erhielt wdhrend des Therapieinter-
valls signifikant weniger kristalloides und
kolloidales Volumen (1935.8+540.7 ml (SG)
vs. 3462.8+828.2 ml (KG), p<0.001). Die
SVI wies ab M3 statistisch signifikante Un-
terschiede zwischen den Gruppen, mit nied-
rigeren Werten in der SG, auf (p=0.007). Ab
M3 konnten signifikant hthere Werte fiir die
SVV und PPV in der SG, verglichen mit der
KG, verzeichnet werden (p<0.003). Es gab
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keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen fiir HF, MAP oder extravaskula-
res Lungenwasser. Jedoch konnten in der SG,
verglichen mit der KG, konstant hhere arte-
rielle Sauerstoffpartialdriicke gemessen wer-
den (M5: p=0.011) (p=0.053). Die tpO, wies
keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen auf (p=0.593). Die FMD zeigte
bei M8 eine geringere endotheliale Dysfunk-
tion fiir die SG (-90.76% (SG) vs. -130.89%
(KG), p=0.046). Erginzend dazu konnten zu
diesem Zeitpunkt signifikant niedrigere He-
paransulfat-Werte in der SG verzeichnet wer-
den (3.41+5.60 pg/ml (SG) vs. 43.67+46.61
pg/ml (KG), p=0.032). Die IL-6-Werte waren
signifikant niedriger in der SG zum Zeitpunkt
M9 (32.18+8.81 pg/ml (SG) vs. 77.76+56.86
pg/ml (KG), p=0.021). Die Histopathologie
wies im Bereich PK und PC signifikant weni-
ger Odem fiir die SG auf (1.82+0.87 (SG) vs.
2.89+0.33 (KG) (PK), p=0.03 und 2.2+0.92
(SG) vs. 2.91+0.3 (KG) (PC), p=0.025).

Interpretation

Eine individualisierte optimierte Flissigkeits-
therapie fiihrt im Vergleich zu einem stan-
dardisierten, SVI-maximierenden Volumenre-
gime zu geringerer endothelialer Dysfunktion
und Endothelschaden, zu geringerer Inflam-
mation und zu weniger Gewebeddem.
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Fragestellung

Ein durch Sepsis bedingtes Multiorganver-
sagen ist mit einer hohen Mortalitdt verge-
sellschaftet. Pathophysiologisch spielt die
Mikrozirkulationsstérung eine Schliisselrolle
[1], die in Vorarbeiten an Ratten mittels
Phosphodiesterase-4-Inhibition (PD-4-1) the-
rapiert werden konnte [2]. Das akute Leber-
versagen stellt einen prognostischen Indikator
fur ein schlechteres Outcome bei kritisch
Kranken dar [3]. Ziel dieser Arbeit war es, den
Einfluss der PD-4-I-Behandlung in vivo und in
vitro auf die Leberzellintegritdt und die hepa-
tische Mikrozirkulation zu untersuchen.

Methodik

In vivo: Nach behérdlicher Genehmigung
wurden 16 mannliche SD-Ratten anasthesiert
und intensivmedizinisch instrumentiert (ZVK,
Arterie, Tracheotomie, HZV-Messung). Die
Tiere wurden in die Gruppen (n=5-6) Kon-
trolle, LPS und LPS+PD-4-1 randomisiert. Der
hyperinflammatorische Schock wurde bei den
letzten beiden Gruppen mittels Lipopolysac-
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charid (LPS) i.v. induziert und zur hdmody-
namischen Stabilisierung (MAD >60 mmHg)
1 ml-Boli kristalloider Losung verabreicht.
Die LPS+PD-4-I-Gruppe erhielt nach 90
min und jede weitere Stunde einen Bolus
des PD-4-1 Rolipram i.v. Nach 3,5 h wurden
die Tiere laparotomiert und die Leber mittels
Intravitalmikroskopie untersucht. Nach i.v.-
Applikation von Rhodamin, FITC-Albumin,
Fluorescein und Propidium-lodid wurden
die hepatische Mikrozirkulation, die Leuko-
zytenadhasion und der Zelluntergang in vivo
bestimmt. Des Weiteren wurden die Serum-
zytokinspiegel, die Leberhistologie und die
Hamoxygenase-1 (HO-1)-Expression mittels
gRT-PCR und Western Blot analysiert.

In vitro: Die direkte PD-4-1-Wirkung auf
Hepatozyten wurde mittels einer standardi-
sierten HepG2-Zellkultur untersucht, indem
die Zellen mit LPS, TNF-a sowie je in Kom-
bination mit Rolipram inkubiert wurden. Die
HO-1 wurde mit Chromium Metoporphyrin
blockiert. Anschliefend wurde der mitochon-
driale Funktionstest (XTT) als Viabilititsassay
durchgefiihrt. Die Statistikauswertung erfolgte
bei parametrischen Datensatzen mittels ANO-
VA und Post-hoc-Testung nach Duncan oder
bei nicht-parametrischen Daten mit Kruskal-
Wallis-Test und Mann-Whitney-U-Test mit
Bonferroni-Korrektur (p=0,05; MW=SEM).

Ergebnisse

In vivo: Die PD-4-1-Therapie (LPS+PD-4-1)
konnte eine Reduktion des hepatischen Zell-
unterganges bewirken (Abb. 1B, LPS+PD-4-I
18,9+2,9; LPS 38,8+4 [tote Zellen/0,1Tmm?]).
Die sinusoidale Mikrozirkulation (Abb. 1A,
LPS+PD-4-116,8+0,7 vs. LPS 13+0,6 [pl/sek])
und die Anzahl der kontinuierlich perfundier-
ten Sinusoide unter PD-4-I-Therapie (27,2+2)
war verbessert (LPS 22,51, K 37,1+1 [pro
0,Tmm?]). Der arterielle Mitteldruck war in
der LPS+PD-4-I-Gruppe gegentiiber der Kon-
trolle reduziert. Die Leberenzyme und der
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histopathologische Schadigungs-Score zeig-
ten keine Unterschiede zwischen LPS und
LPS+PD-4-I. Die Zahl der adhérenten Leuko-
zyten unterschied sich auch nicht, genauso
die pro-inflammatorischen Zytokine II-6, 1I-12
und TNF-a.. Die HO-1 zeigte ebenfalls keine
Unterschiede zwischen den Gruppen.

In vitro: Die Inkubation mit LPS und TNF-a
verminderte die Viabilitdt der HepG2 konzen-
trationsabhdngig, wahrend die Koinkubation
mit Rolipram die Zellviabilitit bei den héhe-
ren TNF-a-Konzentrationen (Abb. 1C) und bei
LPS verbesserte. Der Block der HO-1 konnte
diesen Effekt nicht aufheben.

Interpretation

Die Therapie des hyperinflammatorischen
Schocks mit PD-4-1 verbessert den hepati-
schen Zelluntergang und die Mikrozirkula-
tion in vivo. Die PD-4-I-Therapie hat dabei
keinen Einfluss auf die systemische Entziin-
dungsreaktion und auf die Expression der
hepatoprotektiven HO-1. Die In-vitro-Unter-
suchungen zeigen eine direkte Zytoprotek-
tion von PD-4-1 im inflammatorischen Milieu.
Weitere Untersuchungen sind wichtig, um
den genauen Mechanismus der Leberprotek-
tion aufzudecken.
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A) In vivo: Hepatische Mikrozirkulation. B) In vivo: Nekrose-Dichte in vivo (Tote Zellen pro Gesichtsfeld). C) In vitro: HepG2-Zellviabilitit.
*p<0,05 vs. Kontrolle; # vs. LPS; § vs. TNFa.. MW=SEM.
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