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Mechanismen der Lipopolysaccharid-
induzierten Hamolyse — Hinweise fiir
eine direkte Zellmembraninteraktion

S. Brauckmann'? - K. Effenberger-Neidnicht? -
H. de Groot? - M. Nagel® - Ch. Mayer® -

J. Peters' - M. Hartmann'

1 Klinik fir Andsthesiologie und Intensivmedizin
2 Institute fiir Physiologische Chemie und
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Fragestellung

Lipopolysaccharide (LPS) sind bakterielle Be-
standteile, deren Toll-like-Rezeptor-Bindung
proinflammatorisch wirkende Zytokine in-
duziert. Klinisch bestehen bei Sepsis oft Hin-
weise auf Hamolyse mit Anstieg der freien
Hamoglobinkonzentration. Zwar vermittelt
freies Hdmoglobin (und Abbauprodukte) un-
erwiinschte Effekte (NO-,scavenging”, Lipid-
peroxidation) [1], ist mit erhohter Letalitdt as-
soziiert und prognostisch relevant [2], jedoch
sind die Mechanismen der Sepsis-induzierten
Hamolyse unbekannt. Wir haben getestet, ob
LPS-induzierte Hadmolyse 1) Komplement-
oder Zytokin-abhangig ist; 2) durch direkte
Membraninteraktion evoziert wird.

Material und Methodik

Vollblut sowie (zum Ausschluss Komple-
ment-vermittelter Effekte) Suspensionen ge-
waschener Erythrozyten gesunder Erwachse-
ner wurden mit E. coli LPS (Serotyp 0111:B4,
Konzentration: 0-1.000 pg/ml) bzw. Vehikel
bei 37 °C inkubiert und nach definierten Zeit-
intervallen die Konzentrationen von freiem
Hamoglobin (Spektrophotometrie) sowie die
Laktatdehydrogenase (LDH)-Aktivitit gemes-
sen, ebenso erythrozytire osmotische Re-
sistenz (hypotone NaCl-Verdiinnungsreihe),
Morphologie (Lichtmikroskopie) sowie Mem-
bransteifigkeit (atomic force microscopy). Um
TLR-vermittelte Mechanismen zu bewerten,
wurden alle Untersuchungen sowohl mit E.
coli LPS als auch einem nicht-toxisch wir-
kenden LPS durchgefiihrt, namlich dem TLR-
4-Rezeptor-Antagonisten R. sphaeroides LPS
(RS-LPS) [3]. Die TNF-a Konzentration (Duo-
Set-ELISA, R&D Systems) im Assay wurde
ebenfalls bewertet. Statistik: Mittelwerte+SD,
Ein- und Mehrweg-Varianzanalyse, Post-hoc-
t-Test fiir unverb. Stichproben, p<0,05.

Ergebnisse

E. coli LPS induzierte im Vollblut sowohl kon-
zentrations- als auch zeitabhangig (Abb. 1A
und B) eine Hamolyse, mit einer bis auf das
30-fache erhohten freien Hamoglobinkon-
zentration sowie in gewaschenen Erythrozy-
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LPS-Dosis (A) und -Zeitabhéngigkeit (B) der freien Himoglobinkonzentration unter LPS-Inkubation. Die
LPS-Exposition erfolgte dosisabhangig tiber jeweils 6h mit LPS-Dosen von 100, 250, 500, 750, 1.000 pg/ml
sowohl im Vollblut als auch in Erythrozytensuspensionen (WRBC) (A). Freie Himoglobinkonzentration im
Vollblut nach (4,6) sowie 24h LPS-Exposition mit einer mittleren LPS-Konzentration von 500 pg/ml LPS bzw.

unstimulierte Kontrollen (B). Mittelwerte + SD; n=12.

*p<0,0001 vs. Kontrolle, #p<0,0001 vs. Kontrolle, §p<0,0001 wRBC vs. Vollblut, &p=0,0057 vs. Kontrolle,

$p=0,03 vs. Kontrolle,%p=0,0043 wRBC vs. Vollblut.
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Endotoxin-induzierte Hamolyse in Vollblut (A) und wRBC (B) unter 6h Inkubation mit LPS, RS-LPS, RS-LPS/

LPS kombiniert sowie Vehikel. Mittelwerte + SD; n=12.

ten eine knapp 80-fach erhohte freie Himo-
globinkonzentration. RS-LPS fiihrte ebenfalls
zu einer gesteigerten Hamolyse in Vollblut
sowie in gewaschenen Erythrozyten (Abb. 2).
Zelluldre Co-Inkubation mit LPS und RS-LPS
zeigte zwar eine Abschwidchung der LPS-
induzierten TNF-a-Konzentration (18474 pg/
ml+1303 auf 8244+1310, p<0,0001), jedoch
erstaunlicherweise sogar eine massive Erho-
hung der freien Hamoglobinkonzentration
(Vollblut: 0,009 g/dI+0,007 auf 0,093+0,022,
p<0,0001; gewaschene Erythrozytensuspen-
sionen: 0,017 g/dl+0,008 auf 0,493+0,091,
p<0,0001) lber LPS-induzierte Werte hin-
aus. Die osmotische Resistenz LPS-behan-
delter Erythrozyten war vermindert (EC50:
143,4 mOsm=+0,9 vs. 132,3+1, p<0,0001).
LPS-exponierte Erythrozyten zeigten einen
bis zu 20%igen Anteil deformierter Erythro-
zyten sowie reduzierte Membransteifigkeit
(308900 nN/pm=+35803 vs. 434800+30048,
p<0,0001), wobei Co-Inkubation mit LPS/RS-
LPS zu einer weiteren erheblichen Verminde-
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rung der Membransteifigkeit fiihrte (240117
nN/pm=47933, p<0,0001) (Abb. 3).

Interpretation

LPS evoziert also in vitro eine Hamolyse, ver-
mindert die Steifigkeit humaner Erythrozyten
und vermag eine Hypoosmolalitit-evozierte
Hamolyse zu verstarken. Da RS-LPS diese
Effekte trotz Reduktion der TNF-a-Konzen-
tration im Uberstand verstirkt, werden Effekte
auf Membraneigenschaften und Zytokinfrei-
setzung interessanterweise separat vermittelt.
Demnach waére die LPS-induzierte Himolyse
nicht TLR-4-, sondern Rezeptor-unabhingig
durch LPS-Interaktion mit der Erythrozyten-
membran vermittelt. Die Befunde an gewa-
schenen Erythrozyten zeigen zudem, dass
eine Hamolyse unabhdngig von Komple-
ment- und proinflammatorischem Zytokin-
System induziert wird. Mit welchen anderen
Membranen LPS Rezeptor-unabhéngig inter-
agiert und wie Interaktion und Hamolyse blo-
ckiert werden konnen, bleibt zu untersuchen.
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Endotoxin-induzierte Veranderung erythrozytarer Steifigkeit im Vollblut nach 6h Inkubation mit Vehikel, LPS,
RS-LPS bzw. LPS/RS-LPS stimuliert. Vertikal benétigte Kraft gegen die zuriickgelegte Wegstrecke der Unter-
suchungsspitze. Befunde reprasentativer Experimente (A) sowie die aus der Steigung der Einzelkurven be-
rechneten Mittelwerte der Steifigkeiten (B). Mittelwerte + SD; n=12.

Der antikoagulative Effekt von
Sugammadex — demaskiert als
In-vitro-Phdnomen!
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Fragestellung

Nach Injektion von Sugammadex wurden
antikoagulative Wirkungen mit Verldngerung
der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit
(@PTT) sowie Prothrombinzeit (TPZ) beschrie-
ben [1], die u.a. einer FDA-Zulassung von
Sugammadex entgegenstanden. Ziel unserer
Untersuchungen war es, etwaige Effekte kli-
nisch relevanter Dosen von Sugammadex in
der Gerinnungskaskade zu lokalisieren.

Methodik

Nach Billigung der Ethikkommission wurde
vendses Vollblut gesunder Probanden (n=18)
mit verschiedenen Methoden gerinnungsana-
lytisch untersucht, und zwar jeweils unter Zu-
gabe von Sugammadex (Konzentration: 130
pg/ml; entsprechend 16 mg/kg Korpergewicht),
Rocuronium (32,5 pg/ml), Sugammadex plus
Rocuronium (in dquimolaren Mengen) sowie
NaCl 0,9% (Kontrolle). Als Methoden der Ge-
rinnungsanalyse kamen zur Anwendung: Stan-
dardtests der plasmatischen Gerinnung (TPZ
(Quick), aPTT, TZ, Fibrinogenkonzentration),
die Dilute Russell Viper Venom Time mit nied-
riger (DRVVT1) sowie hoher Phospholipid-
konzentration (DRVVT2), Vollblut-Rotations-
thrombelastometrie (ROTEM® mit extrinsisch
(EXTEM®, FIBTEM®) und intrinsisch (INTEM®)

Abbildung 1
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Sugammadex verlangert signifikant (*) Thromboplastinzeit (Quick) (A) und aktivierte partielle Thrombopla-
stinzeit (aPTT) (B) sowie die Dilute Russell Viper Venom Time (DRVVT) mit niedriger Phospholipidkonzentra-
tion (C). Hohe Phospholipidkonzentrationen im Assay schwéchen diesen Effekt jedoch signifikant (#) ab (C).

aktivierten Assays), Aktivitdt der Gerinnungs-
faktoren I, V sowie VII-XIII. Statistik: Priifung
auf  Normalverteilung;  Friedman-Test mit
Dunn-Adjustierung, Mann-Whitney-U-Test.

Ergebnisse

Sugammadex allein fiihrte in vitro zu einer
Verlangerung der TPZ nach Quick (-16,6%;
p<0.0001) (Abb. 1A), Verldngerung der aPTT
(+13,1%; p=0.0003) (Abb. 1B) sowie zu Ver-
langerungen der ROTEM®-Gerinnungszeiten
(CT im EXTEM®: +33.1%; p=0.0028; INTEM®:
+22.4%, p=0.0003). Ferner wurden die Ak-
tivititen der Gerinnungsfaktoren VIII (-7%;
p=0.009), IX (-7,8%; p<0.0001), XI (-7%;
p<0.0001) sowie XII (-4,3%; p=0.0148) redu-
ziert. Thrombinzeit, Fibrinogenkonzentration,
Gerinnselfestigkeiten (im EXTEM®, INTEM®
und FIBTEM®), Fibrinolyse (clot lyse index 60)
sowie die Aktivitdten der tibrigen Gerinnungs-
faktoren wurden nicht signifikant verandert.
Die alleinige Gabe von Rocuronium bzw.
die kombinierte Gabe von Sugammadex und

Rocuronium in dquimolaren Mengen hatten
hingegen keinen signifikanten Einfluss auf die
gemessenen Variablen. Bemerkenswerterweise
fihrte Sugammadex jedoch zu einer dosis-
abhingigen, signifikanten Verldngerung der
DRVVTT, welche jedoch im Assay mit hoher
Phospholipidkonzentration (DRVVT2) signifi-
kant abgeschwdcht wurde (Abb. 1C).

Interpretation

Sugammadex allein fiihrt also sowohl in plas-
matischen Gerinnnungsanalysen als auch in
der Vollblut-Rotationsthrombelastometrie zu
signifikanten, klinisch bedeutsam erscheinen-
den antikoagulativen Effekten. Die unter Su-
gammadex verringerten Aktivitdten der Fakto-
ren VIII, IX, Xl und XII, die initial den Verdacht
aufkommen liefen, dass Sugammadex nicht
nur Rocuronium, sondern auch Gerinnungs-
faktoren binden mag, sind indes quantitativ
unzureichend, um die beobachteten Verlan-
gerungen der Gerinnungszeiten zu erkldren.
Auch lassen sich Verdnderungen extrinsisch
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aktivierter Assays (TPZ, CT EXTEM®) nicht
durch Reduktion der Aktivitdt dieser dem in-
trinsischen Teil der Gerinnungskaskade zuzu-
rechnenden Faktoren erkldren. Gemeinsamer
,Nenner” aller signifikant veranderten Assays
ist vielmehr einzig deren Abhéngigkeit vom
Vorhandensein von Phospholipiden im Test
selbst. Zwar sind Phospholipide selbst gerin-
nungsinert, sie dienen indes als Oberfldche
fur gerinnungsenzymatische Reaktionen. Die
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Fragestellung

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) reguliert als
Lipid-Signaltransduktor tber Bindung an die
finf bekannten S1P-Rezeptoren (S1PR1-5)
verschiedenste biologische Funktionen. STP
entsteht durch Phosphorylierung von Sphin-
gosin durch Sphingosinkinase (SPHK)-1 und
-2 [1]. Der Immunmodulator FTY720 wird in
vivo zu FTY720-P phosphoryliert, welches
primér ein unselektiver Agonist an STPR1
und S1PR3-5 sowie sekundar ein selektiver
funktioneller Antagonist an STPR1 ist [1]. Die
Bedeutung der S1P-S1PR-Achse fiir die Patho-
physiologie und ihre Eignung als Target fiir die
Behandlung der septischen Kardiomyopathie
ist unbekannt.
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verlangerten Gerinnungszeiten in mehreren
Phospholipid-sensitiven Assays (aPTT, TPZ,
DRVVTT) und deren Verkiirzung in einem
Assay unter hoher Phospholipidkonzen-
tration (DRVVT2) zeigen vielmehr — gemal
Kriterien der Internationalen Gesellschaft fir
Thrombose und Hamostase (ISTH) — einen
Anti-Phospholipid-Antikérperartigen Effekt von
Sugammadex an [2]. Somit demaskieren un-
sere Untersuchungen den vermeintlich anti-
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koagulatorischen Effekt von Sugammadex als
Artefakt und In-vitro-Phdnomen in (blichen
Gerinnungstests.
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Effekte von LPS/PepG-Applikation und Behandlung mit FTY720 auf die Ejektionsfraktion und die S1P-Serum-

spiegel von Wildtyp- und SPHK-2 defizienten Mdusen.

Mittelwerte und Standardabweichung, *p < 0,05 vs. Sham + Vehikel; “p < 0,05 vs. LPS/PepG + Vehikel.

Material/Methodik

Wir verwendeten ein Modellsystem, in dem
durch Verabreichung der bakteriellen Zell-
wandkomponenten  Lipopolysaccharid (LPS;
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9 mg/kg i.p.) und Peptidoglycan (PepG;
1 mg/kg i.p.) bei C57BL/6 Wildtyp(WT)- und
SPHK-2 defizienten Mausen eine kardiale
Dysfunktion induziert wurde [2]. Die Mause
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erhielten 1 h nach LPS/PepG-Gabe FTY720
(0,1 mg/kg i.v.). Um die molekularen Me-
chanismen fiir beobachtete FTY720-Effekte
zu untersuchen, wurden WT-Mdusen 45 min
nach LPS/PepG und 15 min vor FTY720
ein selektiver Phosphatidylinositol-3-Kinase-
(PI3K)-Inhibitor (LY294002; 0,3 mg/kg i.v.)
oder ein selektiver STPR2-Antagonist (JTE013;
1 mg/kg i.v.) oder 1 h nach LPS/PepG ein
selektiver STPR1-Agonist (SEW2871; 1 mg/
kg i.v.) appliziert. Bei allen Tieren wurden
nach 18 h die prozentuale Ejektionsfraktion
(EF) echokardiographisch evaluiert [2], STP-
Serumspiegel mittels Fliissigchromatographie
mit Tandem-Massenspektrometrie  (LC/MS/
MS) bestimmt [3] und die Expression ausge-
wihlter Signalmolekiile im Herzen mittels
Immunoblot-Analysen ermittelt [2]. Tierver-
suche erfolgten nach Genehmigung durch
die lokale Tierschutzkommission. Die sta-
tistischen Auswertungen erfolgten mit einer
univariaten Varianzanalyse und Bonferroni-
Korrektur.

Ergebnisse

WT-Mduse entwickelten 18 h nach LPS/
PepG-Gabe im Vergleich zu scheinbehandel-
ten WT-Mdusen eine signifikante Reduktion
der EF (Abb. TA) und der S1P-Serumspiegel
(Abb. 1B). Die nach Behandlung mit FTY720
beobachtete signifikant verbesserte EF ging

Sepsis beeinflusst die Ausbildung
von neutrophilen extrazellularen
DNA-Netzen (Neutrophil Extra-
cellular Traps/NETs) sowie die
Serumnukleaseaktivitat
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Fragestellung

Neutrophile Granulozyten kénnen sowohl als
Reaktion auf proinflammatorische Signale als
auch nach Kontakt mit bakteriellen Erregern
ein extrazelluldres Netz aus DNA und anti-
mikrobiellen Peptiden bilden, sogenannte
Neutrophil Extracellular Traps (NETs). Diese
vermogen verschiedene Pathogene wie Sta-
phylokokkus aureus zu immobilisieren [1].
Um einer Uberschiissigen NET-Produktion
entgegenzuwirken, reagiert der Wirtsorga-
nismus andererseits mit Aktivierung NETs-

29. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

mit einer Erhéhung des Serum-S1P einher
(Abb. 1A, B). Die EF von SPHK-2 defizienten
Méusen war 18 h nach LPS/PepG-Gabe nur
mittelgradig eingeschrankt (Abb. 1 C) und
signifikant héher als bei korrespondierenden
WT-Méusen (Abb. 1A). Die hier gemesse-
nen STP-Werte entsprachen denjenigen der
scheinbehandelten Tiere (Abb. 1D). Nach
Applikation von FTY720 stiegen die S1P-Se-
rumspiegel signifikant an, einhergehend mit
einer Verbesserung der EF, welche in SPHK-2
defizienten Mdusen jedoch nicht signifikant
war (Abb. 1C, D). Die Verabreichung des
PI3K-Inhibitors oder S1PR2-Antagonisten vor
FTY720-Gabe konnte die protektiven Effekte
von FTY720 bei WT-Mdusen vollstdndig auf-
heben. Die Applikation des STPR1-Agonisten
hatte keinen Effekt auf die reduzierte EF der
WT-Mduse nach LPS/PepG-Gabe. Immu-
noblot-Analysen des Herzgewebes von WT-
Mé&usen, die nach LPS/PepG-Gabe FTY720
erhielten, zeigten eine signifikante Zunahme
der Phosphorylierung (Aktivierung) von AKT
und endothelialer Stickstoffmonoxid-Syntha-
se (eNOS) im Vergleich zu den mit Vehikel
behandelten LPS/PepG-Kontrollen.

Interpretation

SPHK-2-defiziente Mduse weisen nach LPS/
PepG eine bessere kardiale Funktion auf als
WT-Tiere. Sie scheinen durch hdohere en-

degradierender Nukleasen [2]. Da eine De-
pletierung von NETs bei Mdusen zu einem
fulminanten Sepsisverlauf fiihrt, haben NETs
offenbar eine essentielle Funktion in der Im-
munabwehr [3]. Unbekannt ist jedoch, wie
die NETs-Bildung bei Patienten mit Sepsis re-
guliert ist. Daher testeten wir die Thesen, dass
1) die Produktion von Netzen ex vivo sowie
2) die Nukleaseaktivitit im Serum von Pati-
enten mit Sepsis im Vergleich zu gesunden
Probanden induziert ist.

Methodik

Neutrophile Granulozyten von 21 gesunden
Probanden sowie 15 Patienten mit Sepsis
wurden nach positivem Votum der Ethikkom-
mission isoliert (Dichtegradientenzentrifu-
gation, Polymorphprep, Progen, Heidelberg)
und 5x10° Neutrophile je Well in 500 ul FKS-
freiem RPMI 1.640 Medium eingesetzt. Wir
bestimmten die Ausbildung von NETs durch
die so isolierten Neutrophilen (Immunfluores-
zenzmikroskopie) sowohl in unstimulierten
Assays als auch unter Inkubation mit hitze-
inaktiviertem Staphylokokkus aureus bzw.
Phorbol-myristat-acetat (PMA). Bewertet wur-
de der Anteil NETs-ausbildender Neutrophiler
je Gesichtsfeld (6 reprasentative Bilder; zwei
Wells je Kondition). Zusdtzlich bestimmten
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dogene S1P-Spiegel geschitzt zu sein. Die
Verbesserung der eingeschrankten linksven-
trikuldren Kontraktilitdt nach LPS/PepG-Gabe
bei WT-Méusen durch die Behandlung mit
FTY720 geht mit einer Erhdhung der biologi-
schen Verfiigbarkeit von STP im Serum einher.
Zusammenfassend weisen unsere Ergebnisse
darauf hin, dass eine Aktivierung des STPR2
tiber durch FTY720 erhdhtes Serum-S1P und
die nachfolgende Aktivierung von PI3K, AKT
und eNOS eine entscheidende Rolle fiir den
kardioprotektiven Effekt von FTY720 in unse-
rem Modellsystem spielen.
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wir die Nukleaseaktivitit im Serum bei 40
Patienten mit Sepsis und 15 gesunden Pro-
banden mittels Nukleaseverdau (Zugabe von
7,5 ul Kélber-Thymus-DNA mit einer Kon-
zentration von 1Tmg ml"') und anschliefender
Beurteilung der DNA-Degradation mittels
Agarose-Gelelektrophorese (kategoriale Ein-
teilung I-VI: 1 keine Degradation, 6 vollstdn-
dige Degradation). Patientencharakteristika
und Simplified Acute Physiology Score Il wur-
den bei Studieneinschluss dokumentiert.
Statistik: Mittelwerte+SD; Shapiro-Wilk-nor-
mality, Student’s t- und Mann-Whitney-Tests;
Spearman-Korrelation; p<0,05.

Ergebnisse

Die unstimulierte In-vitro-NETs-Bildung bei
Patienten mit Sepsis war im Vergleich zu ge-
sunden Probanden entgegen unserer Erwar-
tung nach 2 h um 48% (4,6%=1,8 vs. 7,9+2,7,
p=0,0002) und nach 4 h sogar um 50%
(5,6%=1,6 vs. 11,1£5,9; p=0,04, Abb. 1A)
reduziert. Inkubation mit hitzeinaktiviertem
Staphylokokkus aureus induzierte hingegen
die NETs-Bildung in den Proben von Patienten
mit Sepsis nach 4 h um 79% (8,7%=2,7 vs.
4,9%=1,6; p=0,01), nicht jedoch in Proben
gesunder Probanden (9,2%=3,8 vs. 8,4+3,2;
p=n.s.; Abb. 1B). Stimulierte man Neutrophile
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A) Anteil neutrophil extracellular traps (NETs) bildender Zellen bei gesunden Probanden und Patienten mit Sepsis. Bei Patienten mit Sepsis (n=15) ist der Anteil NETs
bildender Zellen in vitro ohne Stimulation im Vergleich zu gesunden Probanden (n=21) stark reduziert.

B) Einfluss von hitzeinaktivierten Staphylokokkus aureus auf die Ausbildung von neutrophil extracellular traps (NETs) bildenden Zellen. Hitzeinaktivierter Staphylo-
kokkus aureus induziert den Anteil NETs ausbildender Zellen bei Patienten mit Sepsis (n=6), nicht jedoch bei gesunden Probanden (n=10).

jedoch fiir 4 h mit dem potenten chemischen
Agens PMA (Positivkontrolle), zeigte sich so-
wohl in den Proben von Patienten mit Sepsis
wie auch denen von Probanden eine subma-
ximale NETs-Bildung (88%=14 vs. 88+15;
p=n.s.), welche zwischen den Gruppen nicht
unterschiedlich war. Die Nukleaseaktivitat im
Serum von Patienten mit Sepsis war gegen-

tiber Gesunden reduziert (2,7 Kategorien+0,8
vs. 4,9 Kategorien+0,4; p<0,0001). Auch
korrelierte die Nukleaseaktivitat invers mit
dem Simplified Acute Physiology Score Il (r=-
0,335; p=0,04) sowie der Procalzitoninkon-
zentration als Surrogatvariable fiir den Grad
einer bakteriellen Sepsis (r=-0,535; p=0,01).

Septische Patienten und gesunde Probanden

© Anisth Intensivmed 2015;56:340-390 Aktiv Druck & Verlag GmbH

unterschieden sich nicht hinsichtlich GrolRRe,
Gewicht und Alter (alle p>0,05). Septische
Patienten hatten einen SAPS Il von 34+11,
und im Vergleich zu gesunden Probanden
wiesen septische Patienten erhéhte Leuko-
zytenkonzentrationen (14 nl'+7 vs. 7 nl'x1;
p=0,01), C-reaktives Protein-Konzentrationen
(24 mg ml'+13 vs. 0,4 mg ml'+0,8;
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p=0,0001) und Prokalzitoninkonzentrationen
(68 ng ml"'+£138 vs. 0 ng ml"'+0; p=0,0001) im
Serum auf. Bei 12 von 15 septischen Patienten
konnte ein mikrobiologischer Keimnachweis
gefiihrt werden (3 x grampositive Sepsis, 1 x
gramnegative Sepsis, 1 x Pilzsepsis, 7 x Sepsis
mit grampositivem und gramnegativem Keim-
nachweis).

Interpretation

Die unstimulierte NETs-Bildung bei Sepsis
ist jedenfalls in vitro gegeniiber der gesun-
der Probanden reduziert. Interessanterweise
weisen jedoch neutrophile Granulozyten
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Fragestellung

Paracetamol (PCM) ist ein weitverbreitetes,
frei verkaufliches Medikament, dessen mole-
kulare Wirkmechanismen in Hinsicht auf an-
algetische und antipyretische Wirkung bisher
wenig bekannt sind. Kiirzlich konnte fiir die
elektrophilen PCM-Metaboliten p-Benzochi-
non (pBQ) und N-Acetyl-p-Benzochinonimin
(NAPQ)I) eine analgetische Wirkung durch Ak-
tivierung spinaler TRPAT1-Rezeptoren gezeigt
werden, wahrend in die Pfote injiziertes PCM
unwirksam war [1]. PCM wird durch Enzyme
des Cytochrom-P450-Systems verstoffwech-
selt, und reaktive Metaboliten wie NAPQI
entstehen durch die Expression dieser Enzyme
auch im Rickenmark [1]. Wahrend die che-
mischen Modifikationen von Cysteinen des
TRPAT1-Rezeptors durch reaktive Substanzen
unter anderem auch durch pBQ und NAPQI
einen Mechanismus zur Aktivierung des lo-
nenkanals darstellen [1,2], sind viele reaktive
TRPAT-Agonisten auch in der Lage, den mit
TRPAT eng verwandten TRPV1-Rezeptor zu
sensibilisieren [3]. Ziel des Projektes war es
zu priifen, ob reaktive PCM-Metaboliten ne-
ben TRPA1 auch TRPV1 sensibilisieren oder
aktivieren kénnen.

Methodik

Fir die Experimente wurde eine induzierba-
re, TRPVT-exprimierende HEK293-Zelllinie
verwendet. Mittels der ,patch clamp”-Technik
(voltage clamp) wurden eine direkte Akti-
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septischer Patienten eine stirkere NETs-
Bildung nach Kontakt mit hitzeinaktiviertem
Staphylokokkus aureus auf. Ferner konnten
wir eine verringerte Nukleaseaktivitit bei
Patienten mit bakterieller Sepsis feststellen.
Dies ldsst vermuten, dass NETs-Bildung so-
wie NETs-Degradation wéhrend einer bak-
teriellen Sepsis reguliert sind, um etwa eine
effiziente Immobilisierung von Erregern zu
ermoglichen. Laufende Studien werden die
zelluldren Grundlagen der differentiellen
NETs-Produktion bei Probanden sowie Pati-
enten mit Sepsis ndher charakterisieren.

vierung von TRPV1 durch pBQ und NAPQI
untersucht und sensibilisierende  Effekte
durch Steigerung von Rampenstromen (-100
- +100mV, 500ms) nachgewiesen. In Ergdn-
zung wurden Calcium-Imaging-Experimente
an FURA2-AM-beladenen, TRPV1-exprimie-
renden HEK293-Zellen durchgefiihrt. Daten
sind als Mittelwert + Standardfehler angege-
ben. Die statistische Analyse erfolgte mittels
gepaarten Wilcoxon-Tests, Signifikanzniveau
p=0,05.

Ergebnisse

Sowohl pBQ (TpM) als auch NAPQI (10pM)
sensibilisieren innerhalb von Minuten Ram-
penstrdme durch TRPV1. Diese Sensibilisie-
rung kann durch den TRPV1-Antagonisten
BCTC (100nM) fiir die Dauer seiner Appli-
kation transient blockiert werden (Abb. 1 A,
B). pBQ (3pM) und NAPQI (10pM) induzie-
ren selber durch TRPV1-Einwdrtsstrome bzw.
Anstiege der intrazelluldren Calciumkon-
zentration (Abb. 1 C). PCM hat in Konzen-
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trationen bis 1.000 pM keinen Effekt auf
Rampenstréome in TRPV1. Sowohl pBQ als
auch NAPQI sensibilisieren pH-induzierte
Einwdrtsstrome und Hitzeantworten in
TRPV1-exprimierenden Zellen. Hierbei stei-
gern pBQ und NAPQI pHé6-induzierte Ein-
wartsstrome von -41+13 pA auf -1608+
559 pA (p=0,005, n=10) bzw. von -82x
14 pA auf -603+264 pA (p<0,008; n=9;
Abb. 1 D) und 45°C-induzierte Einwadrts-
strome von -1124+335 pA auf -4128+511
pA (p<0,028; n=6) bzw. von -860+ 182 pA auf
-2477 £407 pA (p<0,028; n=7). Eine Sensibi-
lisierung von Rampenstromen in TRPV1 durch
pBQ und NAPQI lésst sich durch Dithiothrei-
tol (DTT) (5mM) nicht antagonisieren und legt
dadurch eine irreversible chemische Modifika-
tion von TRPV1 nahe. Eine gleichzeitige Ap-
plikation von DTT und pBQ/NAPQI verhindert
jedoch eine Sensibilisierung von Rampenstro-
men in TRPV1 fir die Dauer der Applikation
im Sinne einer ,Scavenger”-Wirkung des DTT.

A) pBQ- und B) NAPQI-sensibilisierte Rampenstrome; C) NAPQI-induzierter Anstieg der [Ca*]i in TRPV1-
exprimierenden Zellen; D) Sensibilisierung pH-induzierter Einwartsstrome durch NAPQI.
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Interpretation

Unsere Daten belegen eine Sensibilisierung
und Aktivierung des TRPV1-Rezeptors durch
die PCM-Metaboliten pBQ und NAPQI. Ne-
ben TRPA1-Rezeptoren, fiir die dies auf spi-
naler Ebene bereits postuliert wurde, kénnte
auch eine Sensibilisierung oder Aktivierung
von TRPV1-Rezeptoren an Mechanismen der
PCM-vermittelten Analgesie beteiligt sein. Im
Sinne eines negativen Regelkreises konnte die
Sensibilisierung und Aktivierung von TRPV1
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Fragestellung

Botulinum-Toxine werden zur Behandlung
von muskuldren Fehlstellungen und spa-
stischen Kontrakturen eingesetzt, indem sie
peripher in das Muskelgewebe injiziert wer-
den. Dort wird liber eine Hemmung der
neuromuskuliren Ubertragung eine schlaffe
Ldhmung des betreffenden Muskels induziert.
Zunehmend wird Botulinum-Toxin B jedoch
auch ein Nutzen in der Behandlung von
neuropathischen Schmerzen zugemessen
[1]. Es gibt Hinweise, dass antinozizeptive
Effekte von Botulinum-Toxin B zentral im
Riickenmark vermittelt werden [1]. Bislang
gibt es jedoch keine Studien zu mdglichen
Risiken intrathekaler Anwendung von Botuli-
num-Toxin B. Organotypische Riickenmarks-
Muskelgewebe-Kulturen sind ein geeignetes
Testsystem, um Langzeit-Effekte von Medi-
kamenten in neuronalen Netzwerken in vitro
zu untersuchen. In der vorliegenden Studie
wurde daher der Frage nachgegangen, wie
Botulinum-Toxin B die spontane Muskel-
aktivitit in murinen Rickenmarks-Muskel-
gewebe-Kulturen in vitro verandert.

Methodik

Nach Genehmigung des Regierungsprasi-
diums Tibingen wurde embryonales Gewebe
(E 13) von C57BL/6)-Mdusen entnommen,
und es wurden organotypische Riickenmarks-
Muskelgewebe-Schnitte  kultiviert. ~ Nach
10-tagiger Kultivierung in vitro zeigten sich
spontane Muskelbewegungen [2]. Diese
Muskelaktivitdt wurde mithilfe einer Lichtvi-
deomikroskopie aufgezeichnet und der Effekt
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durch pBQ und NAPQI zusitzlich beziglich
der antipyretischen Wirkung des Paraceta-
mols von Relevanz sein.
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Langzeitwirkung von Botulinum-Toxin B (Neurobloc) auf spontane Muskelaktivitdt in organotypischen Rii-
ckenmarks-Muskelgewebe-Kulturen. Die Anwendung von AMPA-/NMDA-Rezeptorblockern (AP5/CNQX)
flihrt ebenfalls zu einer Aktivititszunahme, wahrend unter Rocuronium die Aktivitat abnimmt.

In Klammern angegeben ist die Anzahl der durchgefiihrten Experimente.

der Testsubstanzen nach 24 und 48 Stunden
gemessen. Die Daten wurden auf Normal-
verteilung getestet, und es wurde der
Kruskal-Wallis-Test mit einer Dunn’s Post-
hoc-Analyse angewendet. Ein signifikanter
Unterschied wurde als p<0.05 definiert.

Ergebnisse

Es wurden 135 unabhéngige Versuche durch-
gefiihrt. Botulinum-Toxin B (20 IE/ml Neu-
robloc®) fiihrte zu einer signifikanten Mus-
kelaktivititszunahme (Abb. 1 A, B), wahrend
unter der Anwendung des Muskelrelaxanz
Rocuroniumbromid (3 pM) die Aktivitdt ab-
nahm (Abb. 1 A). Interessanterweise stieg die
Muskelaktivitdt unter der Behandlung von
AMPA- und NMDA-Rezeptorblockern (20
UM AP5 und 15 pM CNQX) nach 48 Stunden
ebenfalls signifikant an (Abb. 1 B), wéhrend
die Hemmung von inhibitorischen Neuro-
transmittern mittels Bicucullin (100 pM) und
Strychnin (1uM) keinen Einfluss auf die spon-
tane Muskelaktivitit hatte.
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Interpretation

Aufgrund der induzierten Steigerung der Mus-
kelaktivitdt durch Botulinum-Toxin B sowie
durch AMPA-/NMDA-Rezeptorblocker stellen
wir die Hypothese auf, dass Botulinum-Toxin
B vor allem die glutamaterge Ubertragung
hemmt, wahrend die neuromuskuldaren und
inhibitorischen Synapsen unbeeinflusst blei-
ben. Interessanterweise kommt das Substrat
von Botulinum-Toxin B, das Vesikel-assozi-
ierte Protein 2, vor allem im dorsalen Horn
des Riickenmarks vor [3]. Die Hemmung der
glutamatergen Ubertragung im dorsalen Horn
konnte mechanistisch antinozizeptive Effekte
von Botulinum-Toxin B erklaren.
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Fragestellung

Das endotheliale Protein Thrombomodulin
besitzt sowohl anti-koagulatorische als auch
anti-inflammatorische Effekte [1]. Letztere
sind bedingt durch eine Interaktion der lektin-
artigen Doméne des Thrombomodulin (TM-
LED) mit dem Alarmin HMGB1, welche in
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der Folge das nachgeschaltete pro-inflam-
matorisch wirkende Signaling von HMGB1
unterbindet [2]. Wir untersuchten in vitro und
in vivo, ob die TM-LED durch Modulation
der HMGB1-Verfligbarkeit einen Effekt auf
die Ausprdagung der septischen Kardiomyo-
pathie der Maus hat.

Methodik

Nach behérdlicher Genehmigung wurden zu-
ndchst In-vitro-Stimulationsversuche an neo-
natalen Kardiomyozyten von Wildtyp- und
TM-LED-Tieren durchgefiihrt. Nach Stimula-
tion mit einem Zytokinmix (Konzentrationen
in ng/ml: TNFa 50, IL-6 50, IL-1B 10, INFy
10, LPS 100) erfolgten RT-PCR-Messungen
inflammatorischer Gene. Eine Uberlebens-
zeitanalyse und intermittierende Klassifizie-
rung der Krankheitsauspragung wurde bei
Wildtyp- und TM-LED"-M&usen nach Sepsis-
induktion durch intraperitoneale Injektion
einer mikrobiologisch validierten, humanen
Stuhlsuspension  (PCI-Modell) durchgefihrt.
Die Herzfunktion der M&duse wurde mittels
Konduktanz-Katheter 12 Stunden nach PCI-
Induktion bei Wildtyp- und TM-LED"-Mausen
evaluiert. Myokardproben wurden mit RT-PCR
analysiert und Plasmaproteinspiegel fiir Zy-
tokine, HMGB1 und Troponin mittels ELISA

bestimmt. Die statistische Uberpriifung wurde
mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, einem
a-Fehler von 0,05 und Bonferroni-Korrektur,
bzw. Log-rank (Mantel-Cox) fiir die Uberle-
bensanalyse durchgefiihrt.

Ergebnisse

In vitro zeigte sich nach Stimulation eine si-
gnifikant erhhte mRNA-Expression von il-1f
in TM-LED”- gegeniiber Wildtyp-Kardiomyo-
zyten (Abb. 1 A, B). Die myokardiale Expres-
sion von il-1B, il-6 und mcp-1 war in vivo
nach sechs Stunden bei den TM-LED""-Mau-
sen gegenUber den Wildtypen signifikant er-
héht (Abb. 1 C, D). Das Uberleben nach PCI
war bei den TM-LED”-Mdusen (n=40) signi-
fikant von 33 auf 15% reduziert (Abb. 2 A).
Zudem zeigte sich ein friiher einsetzender
und starker ausgepragter Krankheitsverlauf
bei den TM-LED"-M&usen. Die Parameter der
Herzfunktion zeigen eine Einschrankung der
myokardialen Funktion nach PCI (Abb. 2 B,
C). Weiterhin zeigte sich in vivo sowohl fir
die plasmatischen Zytokinspiegel als auch fur
die Plasmaproteinlevel von kardialem Tropo-
nin und HMGB1 eine signifikante Erhchung
bei den TM-LED”-M3&usen (Abb. 3 A-C).
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Plasmaproteinlevel bei Wildtyp- und TM-LED"-Tieren nach 6 Stunden PCI.
A Interleukin-6, B High-mobility Group Box-1, C kardiales Troponin I; p<0,05. [Mittelwert + SEM].

Interpretation

TM-LED beeinflusst sowohl in vitro als auch
in vivo die Inflammationsreaktion und da-
mit den Krankheitsverlauf positiv. Beziiglich
der septischen Kardiomyopathie zeigten sich
signifikant erniedrigte Werte von inflamma-
torischen Proteinen und Troponin als Herz-
schadigungsmarker bei den Wildtyp-Méusen.

Fibulin-6 moduliert die TGF-f-vermit-
telte Differenzierung von kardialen
Mausfibroblasten im Rahmen der
myokardialen Wundheilung
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Fragestellung

In der perioperativen Medizin spielen Herz-
Kreislauf-Erkrankungen als Komorbidititen
eine wichtige Rolle, weil sie Komplikationen
wie Herzinfarkte nach sich ziehen kdnnen.
Wichtige Weichen werden bereits in der
Friihphase der myokardialen Wundheilung
gestellt. Praventions- oder Therapieoptionen
sind besonders fiir diese Phase nicht verfiig-
bar. Die Beschreibung neuer Kandidatenmo-
lekile und -signalwege, die sich als Therapie-
ziele eignen, ist daher dringend notwendig.
Kiirzlich konnten wir zeigen, dass Fibulin-6
nach Myokardinfarkt bei Maus und Mensch
differentiell reguliert wird und eine verstarkte
Expression in der Infarkt-Remote-Zone, ein
Bereich mit besonders hoher mechanischer
Beanspruchung, aufweist [1]. Im Verlauf des
myokardialen Remodelings finden eine ganze
Reihe von Auf- und Umbauprozessen inner-

Zukinftig ist zu kldren, iiber welche Rezep-
toren diese Interaktion vermittelt wird und
ob deren Blockade bzw. die Applikation von
TM-LED mit einem positiven Effekt beziglich
des Uberlebens einhergeht, insbesondere bei
septischen Patienten.

halb der extrazellularen Matrix statt, die im
Wesentlichen durch kardiale Fibroblasten
gesteuert werden [2]. In unseren Vorarbei-
ten zeigte sich, dass Fibulin-6 von kardialen
Fibroblasten exprimiert wird und offensicht-
lich eine wichtige Rolle bei der Migration
von Fibroblasten spielt. In dieser Studie unter-
suchen wir nun 1) ob Fibulin-6 eine funktio-
nelle Rolle bei der TGF-f vermittelten Diffe-
renzierung von kardialen Fibroblasten in vitro
ausiibt und 2) iiber welchen Signaltransdukti-
onsweg dies vermittelt wird.

Methodik

Primare neonatale kardiale Mausfibroblasten
und 3T3-kardiale Mausfibroblasten wurden
mit nonsense (Kontrolle)- und Fibulin-6-
siRNA (Fib6-KD) transfiziert, um den Effekt auf
die TGF-B — (10 nM; Cell Signaling, Frankfurt,
Deutschland) — vermittelte Differenzierung
von Fibroblasten in vitro im Kollagengel-
Kontraktions-Assay, ber morphometrische
Quantifizierung der Stressfasern mittels
Farbung mit Alexa Fluor Phalloidin 488
(A12379, Molecular Probes, Darmstadt,
Deutschland) sowie tiber die Quantifizierung
von Kollagen | und CTGF mit Realtime-
PCR und densitometrischer Auswertung im
Western-Blot (Kollagen 1, AB765P, Millipore,
Darmstadt, Deutschland; CTGF, PA1-22376,
Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland)
zu untersuchen. Die Translokation von
SMAD3 in den Zellkern wurde nach 15-
miniitiger Inkubation mit TGF-$ (10 nM)
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anhand von nukledren und zytosolischen
Proteinextrakten im Western-Blot und Uber
immunhistochemische Firbung mit einem
SMAD3-Antikérper  (51-1500, Invitrogen,
Darmstadt, Deutschland) analysiert.

Bei der statistischen Analyse wurde aufgrund
der signifikant unterschiedlichen Varianzen
bei normaler Verteilung der Daten der Mann-
Whitney-U-Test gewahlt. Das Signifikanz-
niveau wurde auf p<0.05 festgelegt.

Ergebnisse

Kontroll-Mausfibroblasten  reagieren  auf
TGF-B-Stimulation mit einem signifikanten
Anstieg der durchschnittlichen Anzahl der
Stressfasern pro Zelle (30+22 vs. 8351,
n=15, p<0,0001), der jedoch bei Fib6-KD-
Fibroblasten vollstandig ausbleibt (30+21 vs.
30+17, n=15, p=ns). Um den Einfluss von
Fibulin-6 auf die Kontraktionsfihigkeit der
Fibroblasten zu untersuchen, wurde ein In-
vitro-Kollagengel-Kontraktions-Assay durch-
gefuihrt, der zeigte, dass Kontroll-Fibroblasten
nach TGF-B-Stimulation das Kollagengel auf
14% der Ausgangsflache kontrahieren, wah-
rend bei Fib6-KD-Fibroblasten keine Kon-
traktion des Gels beobachtet werden kann
(n=15, p<0,001). Die TGF-B-vermittelte Dif-
ferenzierung von Fibroblasten ist durch einen
Anstieg der Expression von Matrixproteinen,
wie z.B. Kollagen I und Wachstumsfaktoren
wie CTGF gekennzeichnet. In Fib6-KD-Fib-
roblasten ist der Anstieg der Expression von
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Kollagen | auf mRNA-Ebene um 46% (n=8 p<0,05) und auf Protein-
Ebene um 52% (n=5, p<0,05) im Vergleich zur Kontrolle reduziert.
Ein Anstieg der Expression von CTGF konnte in Fib6-KD-Fibroblasten
ebenfalls nicht beobachtet werden. Bei der Untersuchung des Einflusses
von Fibulin-6 auf den SMAD-abhéngigen Signalweg zeigte sich, dass in
Fib6-KD-Fibroblasten die Translokation von SMAD3 in die Zellkerne
im Vergleich zu Kontroll-Zellen um 75% reduziert ist (n=9, p<0,005).

Interpretation

Fibulin-6 spielt eine wichtige Rolle bei der TGF-B-vermittelten Dif-
ferenzierung von kardialen Fibroblasten, indem es Einfluss nimmt
auf die Ausbildung von Stressfasern, auf die Kontraktionsfihig-
keit und auf die Matrixsynthese der Zellen. Vermittelt werden diese
Effekte tiber das Eingreifen von Fibulin-6 in den SMAD-abhdngigen Sig-
nalweg. Fibulin-6 stellt somit eine potentielle therapeutische Option fiir
die Modulation der Infarktheilung nach myokardialer Schadigung dar.
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Fragestellung

Neuere Studien weisen darauf hin, dass Storungen des Gleich-
gewichts zwischen pro- und anti-inflammatorisch wirkenden T-
Zellpopulationen eine zentrale Rolle in der Entstehung chroni-
scher Schmerzsyndrome spielen [1]. Fir Patienten mit chronischem
Riickenschmerz konnten wir beispielsweise eine signifikant erhohte
Anzahl regulatorischer T-Zellen (Treg) im peripheren Blut nachweisen
[2]. Aktuelle Daten zeigen, dass Expression und Aktivitdt von FoxP3,
dem fiir die Entwicklung und Funktion von Treg verantwortlichen Mas-
ter-Transkriptionsfaktor, in starkem Mafe durch die NAD*-abhdngige
Deacetylase Sirtuin 1 (SIRTT) bestimmt werden [3].

Das vorliegende Forschungsvorhaben befasst sich daher mit der Fra-
ge, ob auch Patienten mit neuropathischem Schmerz (NP) verdnderte
Treg-Haufigkeiten aufweisen und ob dies mit Veranderungen der SIRT1-
Expression assoziiert ist. In einem zweiten Schritt haben wir untersucht,
ob SIRT1-Verdnderungen — falls vorhanden — einer Regulation durch
micro-RNA (miR) unterliegen.

Methodik

Von Patienten mit NP (n=11, drei Patienten mit neuropathischem Ge-
sichtsschmerz, acht Patienten mit Polyneuropathie) und gesunden
Probanden (n=9; Blutentnahme durch Ethikkommission genehmigt,
Einverstandniserklarung lag vor) wurden T-Zellen iiber magnetische
Zellseparation isoliert. Der Anteil der Tregs wurde durchflusszytomet-
risch (CD4*CD25Ms"CD127"Foxp3*) bestimmt. Aus den isolierten

*am Abstract gleichermafen beteiligt.
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T-Zellen wurde zudem RNA gewonnen und revers transkribiert. SIRT1-
und miR-Expressionsraten wurden mittels ,real-time”-PCR bestimmt.
Mittels bioinformatischer Methoden (Target Scan) wurde der 3"-UTR
von SIRT1 auf potentielle miR-Bindungsstellen hin untersucht. Zur
experimentellen Validierung der vorhergesagten miR-SIRT-Interaktion
wurden CD4*-T-Zellen mit miRs-Vorldufern (pre-miRs) bzw. Kontroll-
miR transfiziert (Elektroporation); nach 36 h wurde jeweils RNA prapa-
riert, revers transkribiert und die mMRNA-Expression von SIRTT bestimmt.
Die direkte miR-Zielgen-Interaktion wurde mittels Reportergenassay
nachgewiesen. Hierzu wurde der 3"-untranslatierte Bereich des SIRT1-
Gens mittels PCR amplifiziert und in einen Luciferase-Reporter-Vektor
kloniert. Das Vektorkonstrukt wurde zusammen mit den jeweiligen pre-
miRs (bzw. Kontroll-miR) in HEK293-Zellen transfiziert; Reporteraktivi-
taten wurden luminometrisch quantifiziert. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels t- bzw. Mann-Whitney-U-Test sowie Berechnung des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman.

Ergebnisse

Die Population peripherer T-Zellen bei Patienten mit NP wies im Ver-
gleich zu gesunden Probanden einen signifikant erhthten Anteil an
Tregs auf (4,2%=0,9% vs. 1,4%z= 0,4%, p<0,001). Bei NP wurde eine si-
gnifikant verminderte SIRT1-Expression gefunden (0,53+0,16; p=0,004;
Abb.1). In silico wurden mégliche Bindungsstellen fiir miR-124a und
miR-155 im 3‘-UTR von SIRT1 identifiziert. Entsprechend dieser Vor-
hersage fiihrte die Transfektion von humanen CD4*-Zellen mit diesen
beiden pre-miRs zu einer signifikant verminderten mRNA-Expression
von SIRT1 (n=3, pre-miR-124a: -32%+3%; p<0,05; pre-miR-155:
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-27%+3%; p<0,05). Eine direkte Regulation
der Expression von SIRT1 durch miR-124a
und miR-155 konnte mittels Luciferase-As-
say nachgewiesen werden (n=6; Reduktion
Luciferase pre-miR-124a: -27%z=+5%; pre-
mMiR-155: -24%+9%; p<0.01; Abb. 2).

In T-Zellen von Patienten mit NP wurde eine
2,8-fach erhohte Expression von miR-124a
und eine 1,4-fach erh6hte miR-155 Expres-
sion gefunden (jeweils p<0,01; Abb. 1), wo-
bei die Expression von SIRT1 und die der
beiden miRs signifikant negativ miteinander

Endotheliale Hyperpermeabilitat
nach extrakorporaler Zirkulation:
Rolle der Angiopoietin-2/-1-Balance

T. Hilbert' - D. Diirr? - M. Hamiko? - S. Frede' -
G. Baumgarten' - A. Hoeft' - M. Velten'

1 Klinik und Poliklinik fiir Andsthesiologie
und Operative Intensivmedizin,

2 Klinik und Poliklinik fiir Herzchirurgie,
Universitatsklinik Bonn

Korrespondenz: thilbert@uni-bonn.de

Fragestellung

Kardiochirurgische Bypass-Operationen er-
folgen regelhaft unter Verwendung extra-
korporaler Zirkulation (EKZ) mittels Herz-
Lungen-Maschine (HLM). Diese kann eine
systemische Reaktion des Korpers, das SIRS,
mit Ausbildung einer endothelialen Barriere-
storung provozieren. Die Auspragung des SIRS
mit Hypovoldmie, Gewebstdem und Organ-
dysfunktion ist hierbei eine nachgewiesene
Determinante der postoperativen Morbiditat
[1]. Angiopoietine sind bedeutende vaskuldre

korrelierten (miR-124a: r=-0,75; p<0,001;
miR-155: r=-0,6; p=0,006).

Interpretation

Eine erhohte Expression von miR-124a und
miR-155 fiihrt bei NP {iber eine Hemmung
von SIRT1 zur gesteigerten Ausdifferenzie-
rung von immunsuppressiven Tregs. Dies
konnte ein wichtiger kompensatorischer
Regulationsmechanismus zur Kontrolle der
inflammatorischen Komponente bei NP und
damit zur Reduktion des Schmerzes sein.

Wachstumsfaktoren. Konstitutiv sezerniertes
Angiopoietin-(ANG-) 1 verhindert Hyperper-
meabilitit, dagegen induziert ANG-2 als
funktioneller Gegenspieler die Destruktion
der endothelialen Barriere [2]. Letzteres wur-
de als serologisches Korrelat einer vaskuldren
Leckage u.a. im akuten Lungenversagen iden-
tifiziert, und ein erhohter ANG-2/-1-Quotient
korreliert eng mit der Mortalitat [3].

In der vorliegenden Arbeit erfassten wir im
Rahmen von Bypass-OPs unter EKZ den kli-
nischen Verlauf sowie Verdnderungen von
ANG-1 und -2 und deren Rezeptor TIE2 im
Blut, auBerdem wurden biologische Effekte
einer verdnderten ANG-1/-2-Aktivitat unter-
sucht.

Methodik

Nach Ethikvotum und Einwilligung wurde
Patienten (n=28) im Rahmen isolierter Bypass-
OPs préoperativ sowie 1, 6 und 24 Stunden
nach HLM Blut abgenommen und das Serum
mittels ELISA untersucht. Pulmonale mikro-
vaskulare Endothelzellen (MVEC) wurden in
einem Zwei-Kammer-System auf permeablen
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Membranen kultiviert. Bei Konfluenz erfolgte
die Prainkubation mit gefiltertem, verdiinn-
tem Patientenserum (7.5%, 30 Min.) der Zeit-
punkte ,prdop.’ sowie 24 Stunden nach HLM.
Nach 15 Min. wurde die Permeabilitat durch
Zugabe von Thrombin (1 IU/ml) provoziert
und anschliefend Uber eine Stunde die Per-
meation von FITC-Dextran (70 kDa) gemes-
sen. Zusatzlich wurden MVEC in 96-well-
Platten mit rekombinantem IL-6 bzw. mit
Patientenserum (5%) der Zeitpunkte ,prdaop.’
sowie 1 Stunde nach HLM in An- oder Ab-
wesenheit eines Anti-human-IL-6-Antikorpers
Uber 24 Stunden inkubiert. Nach Stimulation
der ANG-2-Sekretion durch Thrombin wurde
der Zelluberstand mittels ELISA untersucht.
Statistik: Student’s t-test, MW=SD bzw. SEM,
p<0.05 £ stat. signifikant.

Ergebnisse

EKZ fiihrte bereits nach einer Stunde zu ei-
nem signifikanten und iber 24 Stunden an-
haltenden Abfall von ANG-1 (12 vs. 14.7
ng/ml prdop., p=0.003) bzw. Anstieg von
ANG-2 im Serum (2.5 vs. 0.6 ng/ml préop.,
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p<0.0001), was einer mittleren Verschiebung
des ANG-2/-1-Quotienten um den Faktor
5.9 nach 24 Stunden entspricht (p<0.0001).
Das ANG-2/-1-Verhdltnis eine Stunde nach
EKZ war positiv mit der Fliissigkeitsbilanz
und der postoperativen Serumlaktatkonzent-
ration und negativ mit dem Oxygenierungs-
index korreliert (r=0.7 bzw. r=-0.6, p<0.05).
Die Permeabilitit endothelialer Monolayer
wurde durch Prdinkubation mit Seren, bei
welchen 24 Stunden nach EKZ ein deutlicher
Anstieg des ANG-2/-1-Verhiltnisses messbar
war (Faktor 18), signifikant gesteigert, was
fir Seren mit gering gestiegenem ANG-2/-
1-Quotienten (Faktor 6) nicht nachweisbar
war (p<0.05, n=8-10). Durch EKZ kam es
frih zu einer inflammatorischen Reaktion in
Form eines Anstiegs der IL-6-Aktivitdt im Se-
rum (0.3 ,1 hr’ vs. 0.5 ,6 hrs’ vs. 0.003 ng/ml
,préop., p<0.0001). Die IL-6-Aktivitat eine
Stunde nach EKZ korrelierte signifikant mit
dem spateren Verlauf von ANG-2 (24 Stun-
den postop., r=0.7, p=0.0001). Inkubation

29. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

von MVEC mit stark IL-6-haltigen ,1 hr’-Seren
(MW: 739 pg/ml) steigerte im Gegensatz zu
Proben mit geringerer IL-6-Aktivitdt (MW: 78
pg/ml) deren ANG-2-Sekretion signifikant
im Vergleich zu ,praop.’-Kontrollserum (2.9
vs. 2.4fache Steigerung der basalen ANG-
2-Sekretion ,prdop.’, p<0.05, n=6-9). Dieser
Effekt liel sich allerdings nicht durch einen
Anti-IL-6-AK blockieren. Die Inkubation von
MVEC mit rek. IL-6 hatte keinen Einfluss auf
die ANG-2-Sekretion.

Interpretation

EKZ induziert eine im Serum messbare signi-
fikante Verschiebung des fir die endotheliale
Integritdt bedeutsamen ANG-2/-1-Verhilt-
nisses zu Gunsten des barrieredestruktiven
ANG-2. Dies ist mit klinischen Parametern
der Oxygenierung und Organperfusion kor-
reliert. Im Ex-vivo-Permeabilitdtsassay verur-
sacht die Verschiebung des ANG-2/-1-Quo-
tienten eine verstarkte Barrierestorung. EKZ
geht ferner mit einer gesteigerten IL-6-Se-
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rumaktivitit einher. Proben mit hohem pro-
inflammatorischem Potential steigern ex vivo
die ANG-2-Sekretion durch Endothelzellen
(EC), jedoch scheint IL-6 selbst nur Ausdruck
der inflammatorischen Reaktion und nicht der
die EC beeinflussende Faktor zu sein. Dieser
ist zu identifizieren, um mit einer gezielten
Pravention einer gestorten ANG-2/-1-Balance
entgegenwirken zu konnen.
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Fragestellung

Der Einstrom myeloider Zellen, insbesonde-
re neutrophiler Granulozyten in die Lunge
tragt entscheidend zur initialen Entstehung
eines akuten Lungenversagens (ARDS) bei.
Welche Mechanismen an der Kontrolle der
pulmonalen Entziindungsreaktion und zell-
spezifischen Zytokinantwort beteiligt sind,
ist demnach von hoher therapeutischer Re-
levanz. Bei chronischen Entziindungsreaktio-
nen wie dem allergischen Asthma, scheint der
Transkriptionsfaktor T-bet, der an der Ausrei-
fung von T-Zellen, aber auch von natirlichen
Killer-(NK)-Zellen beteiligt ist, eine wichtige
Rolle zu spielen [1,2]. Seine pathophysiolo-
gische Rolle beim ARDS ist hingegen unbe-
kannt und wurde daher am LPS-induzierten
Lungenschaden der Maus untersucht.

29. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Methodik

Alle Tierversuche wurden durch die zustandi-
gen Behorden genehmigt. Die Mduse erhiel-
ten LPS (5 mg/kg) intratracheal [3]; nach den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere
mit einer Uberdosis Pentobarbital euthana-
siert. Folgende Mauslinien wurden verwendet
(n=5-8): WT (C57/BL6), T-bet’” und CD45.1.
Fiir die Experimente zum adoptiven Zelltrans-
fer extrahierten wir NK-Zellen aus der Milz
von CD45.1-WT-Mdusen mittels ,magnetic
beads”, eine Stunde vor LPS-Gabe erfolg-
te die Injektion von 1,5x10° CD49b (DX5)+
NK-Zellen (oder Vehikel) bei WT- oder
T-bet"-Midusen. Anderungen auf Proteine-
bene wurden mittels Westernblot und ELI-
SA, transkriptionelle Verdnderungen mittels
RT-PCR bestimmt. Als Anhalt fiir die Schwere
einer Lungenschéddigung galt der Verlust an
Kérpergewicht der Maduse [3]; zur Quantifi-
zierung wurde der histologische Schaden im
Lungengewebe mit einem semiquantitativen
Score graduiert sowie der Albumingehalt in
der BAL bestimmt. Die T-bet positiven Zell-
fraktionen sowie die Neutrophilenfraktion in
der Lunge wiesen wir mittels Durchflusszy-
tometrie nach. Zur statistischen Auswertung
verwendeten wir die zweifaktorielle Varianz-
analyse (Bonferroni-Post-hoc-Test) bzw. t-
Tests, *p<0,05, Ergebnisse als Mittelwert [SD].
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Ergebnisse

Die intratracheale LPS-Applikation fihrte
zu einer Induktion von T-bet im Lungen-
gewebe (A). Der genetische T-bet Knockout
scheint in unserem ARDS-Modell protektiv,
T-bet”-Mduse waren weniger kompromit-
tiert und verloren weniger Kérpergewicht im
Vergleich zu WT-Mdusen (B). T-bet”-Mduse
zeigten eine geringere histologische Lungen-
schadigung, eine geringere Konzentration
proinflammatorischer Zytokine sowie einen
verminderten Einstrom neutrophiler Granulo-
zyten. Vergleicht man die relative Expression
von T-bet in leukozytdren Zellen im Lungen-
gewebe am Tag 3 nach LPS-Gabe, so zeigten
sich NK-Zellen als primdre Quelle (C). Um
nachzuweisen, dass T-bet*-NK-Zellen neutro-
phile Granulozyten in die Lunge rekrutieren,
die entscheidend an der Pathogenese des ALI
beteiligt sind, injizierten wir in unserem LPS-
Modell CD45.1 WT-NK-Zellen bei T-bet’-
Mause. Diese Tiere verhielten sich in ihrem
Schadigungsmuster dhnlich zu WT-Mdusen
(D, E). Die Expression des Neutrophilen-
Chemotaxins CXCL1 war ebenfalls nur bei
den T-bet-defizienten Mdusen ohne adopti-
ven NK-Zell-Transfer reduziert (F). Schliellich
fuhrte der NK-Zell-Transfer bei T-bet” zu ei-
nem mit WT-Mdusen vergleichbaren Einstrom
von Neutrophilen in die BAL, wahrend in die
Lunge nativer T-bet”-Mduse deutlich weniger
Neutrophile einwanderten (G).
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(A) Westernblot Lungenhomogenat. (B) Kérpergewicht der Mause nach LPS i.t.. (C) Durchflusszytometrie von T-bet: Mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) in Leukozyten
(BAL, Tag 3 nach LPS i.t.). Adoptiver NK-Zell-Transfer: (D) Lungenhistologie (HE, 10x). (E) Albuminkonzentration (ELISA, BAL). (F) RT-PCR gegen CXCL1 (Lungenhomo-
genat). (G) Durchflusszytometrie Neutrophilen-Punktwolkendiagramm (BAL, Tag 1 nach LPS i.t.).
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Interpretation

Zusammenfassend zeigt die Studie, dass
Thet*-NK-Zellen eine wichtige Rolle in der
Akutphase eines ARDS spielen, indem sie an
der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
in die Lunge beteiligt sind. Eine NK-Zell-De-
pletion kénnte demnach in der friihen Pha-
se einer nicht-infektiosen Lungenschadigung

Alters- und geschlechtsspezifische
Unterschiede bei der Freisetzung
humoraler Faktoren nach ischa-
mischer Fernprikonditionierung beim
Menschen, in der Ratte in vitro

R. Huhn' - T. Meyer-Treschan' - 1. Bauer" -

M.W. Hollmann? - A. Heinen"?

1 Klinik fir Andsthesiologie,
Universitatsklinikum Dusseldorf

2 Klinik fir Anésthesiologie,
Universitdtsklinikum Amsterdam/Niederlande

3 Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie,
Heinrich-Heine-Universitét Disseldorf

Korrespondenz:
Ragnar.Huhn@med.uni-duesseldorf.de

Fragestellung

Es existieren Hinweise auf geschlechtsspezifi-
sche Unterschiede hinsichtlich der kardiopro-
tektiven Effekte von Prakonditionierungsinter-
ventionen [1]. Unbekannt ist allerdings, ob
hiervon auch die ischdmische Fernprékonditi-
onierung (Remote Ischemic Preconditioning,
RIPC) betroffen ist. Es gibt erste Hinweise,
dass der infarktgroRenreduzierende Effekt der
RIPC im in vivo Tiermodell einer Alterungs-
abhdngigkeit unterliegt (eigene, nicht pub-
lizierte Beobachtung). Hierbei kommen als
mogliche Ursachen zum einen Stérungen bei
der Signalvermittlung zwischen Prakonditi-
onierungs- und Effektororgan (z.B. eine ver-
anderte Freisetzung von humoralen Faktoren,
welche auf dem Blutwege zum Effektororgan
transportiert werden) in Frage, zum anderen
konnten auch intrakardiale Veranderungen
dem alterungsbedingten Verlust der Protek-
tion zugrunde liegen. Ziel dieser Studie war
es zu Uberpriifen, ob die Freisetzung hu-
moraler Faktoren nach RIPC am Menschen
geschlechtsspezifischen und/oder alterungs-
spezifischen Verdnderungen unterliegt und
welche, durch humorale Faktoren vermittelte
intrakardiale Signaltransduktionswege daran
beteiligt sein konnten.

Methodik
Fir diese Studie lagen Genehmigungen der

Ethikkommission (Studie 3911) sowie des
Tierschutzbeauftragten (Nr. O 27/12) der

29. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

eine protektive Wirkung auf die Entwicklung
eines ARDS haben.
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Heinrich-Heine-Universitdt Dusseldorf vor.
RIPC wurde bei freiwilligen Probanden durch
Aufblasen einer Blutdruckmanschette (200
mmHg) am rechten Oberarm fiir drei Zyklen
mit finfmindtiger Armischdamie, gefolgt von
jeweils fiinfminitigen Reperfusionsphasen,
induziert. Insgesamt wurden vier Probanden-
gruppen (je n=10 pro Gruppe) dieser Inter-
vention unterzogen: 1) junge Manner (j/m;
23x1 Jahre), 2) junge Frauen (j/w; 23+1 Jah-
re), 3) alte Manner (a/m; 69+7 Jahre) und 4)
alte Frauen (a/w; 67+4 Jahre). Bei allen Pro-
banden wurde jeweils vor (Kontrolle, Con)
und 5 min nach RIPC (RIPC) Blut (50 ml) am
kontralateralen Arm abgenommen und das
Blutplasma zur spéteren Verwendung bei -80
°C gelagert.

Die Untersuchung der kardioprotektiven Po-
tenz des von Probanden gewonnenen Blut-
plasmas wurde an mannlichen Wistar-Ratten
(2 bis 3 Monate alt) in vitro durchgefiihrt. Die
Herzen wurden an einer Langendorff-Anlage
mit Krebs-Henseleit-Puffer bei einem kon-
stanten Druck von 80 mmHg perfundiert. Das
Blutplasma (0,5% des Koronarflusses) wurde
tiber zehn Minuten vor der infarktinduzieren-
den Ischdmie appliziert. Die Herzen unterlie-
fen eine 33-minitige Globalischamie, gefolgt
von 1 h Reperfusion. Am Versuchsende wur-
de die Infarktgréfe mittels Triphenyltetrazoli-
umchlorid-Farbung bestimmt (8 Gruppen, je
n=10 pro Gruppe). In einer zusatzlichen Ver-
suchsserie wurde basierend auf den Ergebnis-
sen der Untersuchungen mit dem Blutplasma
der jungen weiblichen Probanden ein mog-
licher Zusammenhang der Kardioprotektion
mit Ostrogenrezeptoren untersucht. Hierzu
wurden weitere InfarktgrofRenexperimente
(4 Gruppen, je n=10 pro Gruppe) mit dem
Ostrogenrezeptorenblocker Fulvestrant (Ful,
100 nM, tiber 15 min vor der Ischdmie) durch-
gefiihrt. Die Bestimmung der myokardialen
cAMP-Spiegel sowie der PKA-, GSK3pB- und
Akt-Aktivitat erfolgte in zusdtzlichen Experi-
menten nach 10-minitiger Applikation von
Kontroll- und RIPC-Plasma junger und alter
mannlicher Probanden (je n=10 pro Grup-
pe). Die cAMP-Spiegel wurden mit ELISA
bestimmt. Als Marker der PKA-, GSK3f- und
Akt-Aktivitdt wurde das Verhdltnis von phos-
phoryliertem zu Gesamtprotein mittels Wes-
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tern-Blot-Analyse bestimmt. Statistik: t-Test.
Daten sind MW=SD.

Ergebnisse

RIPC-Plasma von jungen Ménnern reduzier-
te die Infarktgrofle von 47+5% auf 31£10%
(RIPC (j/m); P<0,05 vs. Con (j/m)). Nach Ap-
plikation von Kontrollplasma junger Frauen
betrug die InfarktgroBe 33+10% (Con (j/w))
und konnte durch RIPC nicht weiter reduziert
werden (RIPC (j/w): 29£10%; ns vs. Con (j/w)).
RIPC-Plasma von alten Mannern und Frauen
zeigte keine kardioprotektiven Eigenschaften
(Con (a/m): 43+9%, RIPC (a/m): 46+12%;
ns und Con (a/w): 43+12%, RIPC (a/w):
45+10%; ns). Der Ostrogenrezeptorblocker
Fulvestrant hatte keinen Effekt auf die Infarkt-
grolenreduktion durch Plasma junger Frauen.
RIPC-Plasma junger Manner fiihrte zu einer
Steigerung der GSK3B-Phosphorylierung, ver-
glichen mit der Kontrolle (0,56+0,36 vs. Con
(j/m): 0,41+0,29; P<0,05). Nach Applikation
von Plasma der alten Ménner konnte dieser
Effekt nicht nachgeweisen werden (RIPC (a/m):
0,45+0,26 vs. Con (a/m): 0,36+0,13; ns). Bei
der Untersuchung der Akt- und PKA-Aktivitat
sowie der cAMP-Spiegel zeigten sich keine
Unterschiede.

Interpretation

Diese Ergebnisse zeigen, dass: 1) RIPC bei
jungen Mannern zur Freisetzung eines humo-
ralen Faktors mit kardioprotektiver Wirkung
fihrt, 2) das RIPC-Plasma junger Manner im
Herzen eine Phosphorylierung von GSK3f
induziert, 3) Plasma junger Frauen per se pro-
tektive Eigenschaften besitzt und 4) im Plas-
ma von alten Madnnern und Frauen nach RIPC
kein humoraler Faktor freigesetzt wird, der
eine myokardiale Protektion ausldsen kann.
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Fragestellung

Ninjurin-1 (Ninj1) ist ein Adh&sionsmolekdil,
dessen Expression bei Nervenschadigungen
erhoht ist. Uber Zell-Zell-Interaktionen trigt
es zur Nervenregeneration bei. Dariiber hin-
aus wird Ninj1 auf Endothelzellen und Leu-
kozyten exprimiert, was zur Migration von
Immunzellen fiihrt und eine wichtige Rolle
wahrend entziindlicher Prozesse impliziert.
Im Multiple-Sklerose-Mausmodel (experimen-
telle Autoimmun-Enzephalomyelitis) konnte
gezeigt werden, dass die Inhibition von Ninj1
zur verminderten Einwanderung von Leuko-
zyten und nachfolgend zu verbesserten klini-
schen Outcomemesswerten fiihrt [1]. Zudem
konnten wir zeigen, dass Ninj1 neben der
Zellmigration auch die Lipopolysaccharid-
vermittelte Genexpression in Endothelzellen
beeinflusst und damit generell eine Rolle bei
der Entziindung spielt [2]. Eine weitere Stu-
die zeigte aulerdem eine vermehrte Ninj1-
Expression auf Leukozyten bei Patienten mit
schwerem Trauma [3]. Daher untersuchten
wir, ob Ninj1 die systemische Entziindung
auch wahrend einer Sepsis beeinflusst.
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Methodik

Alle Tierversuche wurden durch das Regie-
rungsprasidium Darmstadt (F91/67) geneh-
migt. Fur die Induktion der polymikrobiellen
Peritonitis wurde das Modell der ztkalen Li-
gation und Punktion (cecal ligation and punc-
ture, CLP) an C57BI/6N-M&usen angewendet.
In Kiirze, die Halfte des Zokums wurde ligiert,
mit einer 20G-Nadel zweimal punktiert und
etwas Darminhalt ausgedriickt. Daraufhin
wurde die Darmschlinge riickverlagert und
die Wunde verschlossen. Die Inhibition von
Ninj1 erfolgte durch die Gabe eines Ninj1-
blockierenden Peptids (Ninj126-37, 1 mg/kg/
KW, i.v.), zur Kontrolle wurde ein Scrambled-
Peptid verwendet (Scr). Die Tiere wurden
nach 24 h terminiert und Gewebe und Blut
entnommen. Die Analyse der Zytokin-Plas-
makonzentrationen erfolgte mittels Muliplex-
Assay, die der Aminotransferasenaktivitdt im
Plasma mittels kolorimetrischen Assays. Die
pulmonale Neutrophileninfiltration wurde im-
munhistologisch bestimmt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels OneWay-ANOVA,
modifiziert mit Bonferroni’s Post-hoc-Analyse.

Ergebnisse

Die Plasmakonzentrationen von TNFa, IL-6
und IL-10 waren nach CLP-Operation er-
hoht, wobei die Inhibition von Ninj1 zu einer
signifikanten Reduktion derselben fiihrte. Als
Hinweis auf einen Leberschaden wurden die
Plasma-Konzentrationen der Transaminasen
herangezogen, welche in der Ninj1-inhibier-
ten Gruppe im Vergleich zur CLP-Scr-Gruppe
signifikant verringert waren (Abb. 1). Durch
immunhistologische Farbung konnte eine ver-
mehrte Einwanderung von Neutrophilen in
die Lunge nachgewiesen werden, die durch
Inhibition von Ninj1 vermindert war.
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Interpretation

Ninjurin-1 trdgt sowohl zur systemischen
Entziindung als auch zu Sepsis-assoziierten
Organschadigungen bei und kénnte damit
einen neuen Therapieansatz zur Behandlung
von Entziindungskrankheiten liefern.
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C57BI/6N-Méuse wurden der CLP (cecal ligation and puncture)-Operation unterzogen und mit Ninj126-37 bzw. Scr-Peptid behandelt. (A-C) Die Plasmakonzentra-
tionen von TNFa (A), IL-6 (B) und IL-10 (C) wurden mittels Luminex-Multiplex-Assay bestimmt. (D, E) Die Plasma-Konzentrationen der Aspartat-Aminotransferase (AST)

und der Alanin-Aminotransferase (ALT) wurden mittels kolorimetrischen Assays bestimmt. mean + SEM, n =13.
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Persistenter kortikaler Informations-
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Fragestellung

Medikament6s induzierter Bewusstseinsverlust
kann durch Wirkungen auf der Rezeptorebene
alleine nicht hinreichend geklart werden, da
Verdnderungen in der neuronalen Netzwerk-
funktion auf der systemischen Ebene des Ge-
hirns hiertiber nicht erfassbar sind. Neuere
funktionelle bildgebende und elektrophysio-
logische (EEG) Untersuchungen kortikaler
Netzwerke zeigen eine abnehmende fronto-
parietale Riickkopplung in héheren kortikalen
Netzwerken bei medikament6s induzierter Be-
wusstlosigkeit [1,2]. In der vorliegenden Arbeit
soll untersucht werden, ob sich die beobachte-
te frontoparietale Diskonnektion auch auf tiefe
Narkosestadien Ubertragen ldsst. Dazu wurde
mit Hilfe eines informations-theoretischen An-
satzes der kortikale Informationsfluss im EEG
wahrend Wachheit und tiefer Sevoflurannar-
kose, speziell wéhrend Episoden mit Burst-
Suppression EEG, untersucht.

Methodik

Nach Zustimmung der Ethikkommission nah-
men 22 gesunde Ménner (18-30 Jahre) an der
Studie teil. Wéhrend einer Phase entspannter
Wachheit (AW) wurde das EEG (63 Kandle) auf-
gezeichnet und anschlieBend mit Hilfe einer
Larynxmaske 3vol% Sevoflurankonzentration
sowie der EEG-Endpunkt Burst-Suppression
mittels Sevoflurantitrierung angesteuert und
wahrend der EEG-Messung aufrechterhalten.
Die symbolische Transferentropie (STEn) stellt
ein Mal fiir die gerichtete nicht-lineare Inter-
aktion zwischen zwei EEG-Ableitungen x und
y dar [3] und wird hier zur Beurteilung der
bevorzugten Richtung des kortikalen Informa-
tionsflusses verwendet (Abb. 1).

Die Differenz  STEn=STEn  -STEn _,  be-
stimmt die bevorzugte Richtung einer Interak-
tion zwischen den Ableitungen x und y (STEn
>0:x sendet Informationen nach y, STEn<0:x
empfangt Informationen von y). Die Berech-
nung der STEn erfolgte mit m=5, §=7-12 (35-
60 ms) und 0,5-70 Hz Bandbreite des EEG.
Sevofluran-induzierte Anderungen der STEn
wurden durch die AUC und Bootstrap Konfi-
denzintervalle (CI) beurteilt (p<0,05 korrigiert).

Ergebnisse

Die STEn zeigte eine dominierende Riick-
kopplung  (Feedback-Interaktion) ~ zwischen
frontal-posterioren EEG-Ableitungen im Zu-

Amplituden {y;}

0 diskrete Zeitpunkte 10

—— m =3

y,:1534] 354 [543 [431[313]132]325]251[514]

j:’ L201)(©021)](210)(210)
it B s Vs

201)[(©21)[(102)[(120)(201)

Ma ¥ Vs Va

Beispiel zur Berechnung der STEn _ : Aus den Amplitudenwerten der Ableitungen x und y werden kurze
Sequenzen x, und y, der Linge m (im Beispiel m = 3) und anschlieRend deren Rangordnungen X und §; be-
stimmt. Durch STEn__ wird die Wahrscheinlichkeit, dass sich Rangordnungen x aus vergangenen §i beziig-
lich einer Transferzeit 6 (im Beispiel & = 3) voraussagen lassen, quantifiziert.

Abbildung 2

AN

rot: (STEn > 0) Feedback; blau: (STEn < 0) Feedforward.

stand AW und eine vorwiegende posterior-
frontale Interaktion (Feedforward) in den Zu-
stinden 3vol%, Burst-Suppression (Abb. 2).
Im frontal-parietalen EEG wurden signifikante
Anderungen von AW zu 3vol% (AUC: 0,93;
Cl: 0,76-1,00), AW zu Burst (0,89; 0,68-1,00)
und AW zu Suppression (0,86; 0,63-0,99)
beobachtet.

Interpretation

Vorliegende Ergebnisse bestdtigen Unter-
suchungen systemischer Netzwerke wahrend
Bewusstseinsverlust und zeigen auch in tiefer
Narkose eine Abnahme des frontoparietalen
Feedbacks bei erhaltener Feedforward-Inter-
aktion als mogliches zentrales Korrelat von
(medikamentds-induzierter) Bewusstlosigkeit.
Uberraschenderweise lieR sich selbst in Pe-
rioden mit Suppression-EEG ein Informations-
fluss von niedrigeren sensorischen zu héheren
frontalen Arealen beobachten. Dies weist auf
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eine erhaltene systemische Gehirnaktivitat hin,
obschon Suppression-EEG mit einem Zustand
neuronaler Deaktivierung assoziiert wurde [4].
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Fragestellung

Friihere Studien zum experimentellen Lun-
genversagen zeigten, dass eine Lungenrekru-
tierung mittels variabler Beatmung effektiver
und anhaltender ist als konventionelle Rekru-
tierungsmanover [1,2]. Weiterhin wurde fiir
die variable Beatmung im Lungenversagen
gezeigt, dass eine Variabilitat des Tidalvolu-
mens von circa 30% (Variationskoeffizient,
CV) benétigt wird, um eine geschadigte Lun-
ge effektiv zu rekrutieren. In der aktuellen
Arbeit untersuchten wir, welcher Tidalvolu-
men-Variabilitat es bedarf, um die Derekru-
tierung einer bereits rekrutierten Lunge zu
vermindern. Wir stellten die Hypothese auf,
dass nach einer Rekrutierung der Lunge durch
variable Beatmung die Variabilitdt des Tidal-
volumens reduziert werden kann, ohne eine
Derekrutierung auszuldsen.

Methodik

Vierundzwanzig Stunden vor Beginn der me-
chanischen Beatmung wurde bei 28 Wistar-
Ratten ein experimentelles Lungenversagen
mittels intratrachealer Instillation von 800
pg Lipopolysaccharid (LPS) induziert (posi-
tives Votum der Ethikkommission der Bun-
desuniversitiat Rio de Janeiro, Brasilien). Zu-
satzlich wurden 7 Tiere mit LPS behandelt,
jedoch nicht beatmet (Kontrollgruppe NV).
Zu Beginn wurden alle Tiere mit variablen
Tidalvolumina (mittleres Atemzugvolumen
6 ml/kg und Variationskoeffizient (CV) 30%,
Normalverteilung), Inspirations/Exspirations-
Verhiltnis 1:1, einem positiven end-expirato-

29. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI
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rischen Druck (PEEP) von 4 cmH,O und einer
Atemfrequenz entsprechend dem Ziel PaCO,
von 35-45 mmHg beatmet. Nach 30 Minuten
wurden die Tiere einer von vier Therapiegrup-
pen randomisiert zugeordnet: Tidalvolumen
CV von 1) 0% (CV0), 2) 7.5%, 3) 15%, und
4) 30% (CV30). Dann folgte die studienthe-
rapeutische Beatmung iiber einen Zeitraum
von 1,5 Stunden, wobei Parameter der Hamo-
dynamik, des Gasaustausches sowie der Lun-
genmechanik halbstiindig bestimmt wurden.
Die Elastanz des respiratorischen Systems (E,,)
wurde pro Atemzug ermittelt und diente als
Surrogat fir die Lungenrekrutierung. Die Tiere
wurden get6tet und die Lunge zur weiteren
Analyse entnommen. Histologische Proben
wurden nach einem Score fiir den Diffusen
Alveolaren Schaden beurteilt. Zusatzlich wur-
de die Entziindungsreaktion mittels mRNA-
PCR (Polymerase-Kettenreaktion) untersucht.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels
gepaarten t-Tests, Einweg-ANOVA, allgemein
linearen Modells und Kruskal-Wallis-Test. Als
Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt.

Ergebnisse

Durch die Rekrutierung reduzierte sich E
und erhdhte sich PO, in allen Gruppen.
Wahrend der Studientherapie stieg E.. in allen
Gruppen an, mit Ausnahme von CV30. Die
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Anderung der totalen Elastanz E  (Mittelwert
und Standardabweichung), Gruppe CV30 signifi-
kant gegentiber allen anderen Gruppen (p<0,05).

Oxygenierung zeigte keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den Gruppen. Die Atem-
wegsdriicke und die Hamodynamik waren
vergleichbar zwischen den Gruppen. Gruppe
CV30 zeigte im histologischen Vergleich zu
CVO signifikant weniger Alveolarschaden.
Die Genexpression von IL-8, Amphiregulin
und TNF-alpha war signifikant hoher in der
CVO-Gruppe, verglichen mit allen anderen
Gruppen und der NV-Gruppe.

Interpretation

Im LPS-induzierten experimentellen Lungen-
versagen der Ratte verhindert die Beatmung
mit 30% Tidalvolumen-Variabilitit eine De-
rekrutierung und reduziert die Lungenscha-
digung.
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Fragestellung

Unklar ist, warum kritisch Kranke héufig eine
Sepsis entwickeln, auch wenn kein vorbe-
stehender Fokus existiert. Mause mit indu-
ziertem Schlaganfall oder Verbrennungen
entwickeln innerhalb weniger Stunden eine
Sepsis [1,2]. Dies geht mit Zunahme der Zahl
immunsuppressiv wirkender T-Zellen (Th1-
Th2-Shift, Induktion regulatorischer T-Zellen)
in Blut, Thymus und Milz sowie einer Konzen-
trationszunahme anti-inflammatorischer Zyto-
kine im Blut (Interleukin 10) einher. Da Poly-
traumatisierte erhohte Serumkonzentrationen
des endogen freigesetzten Toll-Like-Rezeptor
(TLR)-Liganden mitochondriale DNA (mtD-
NA) aufweisen und mtDNA neutrophile Gra-
nulozyten stimuliert [3], konnte mtDNA auch
Einfluss auf weitere Immunzellen haben. Wir
testeten die These, dass der TLR-Ligand mtD-
NA eine Immunparalyse auslésen kann.

Methodik

Zunéchst wurde nach Genehmigung durch
die Tierschutzbehorde in einem adenoviralen
Modell bei Wildtyp (WT)- und TLR9-knock-out
(KO)-Méusen gepriift, ob mtDNA, mikrobielle
CpG-DNA und genomische eukaryote (euk)
DNA zytotoxische T-Zellen supprimieren und
dies iiber TLR9 erfolgt. Zur Identifikation
suppressiver Mechanismen nutzten wir fol-
gende Methodenpalette: FACS-Analyse CD8*
dendritischer Zellen (DC), funktionelle Anti-
genkreuz-Prasentationsmessung von DC (IL2,
Interferon v), Analyse der Milzstruktur sowie
Messung der Kynurenin-Konzentration im
Serum als Marker der immunsuppressiven

29. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Indolaminaktivitit. Um die Verhdltnisse bei
kritisch Kranken zu beleuchten, schlossen
wir nach Votum der Ethikkommission der
Universitdt Duisburg-Essen 160 Patienten mit
schwerer Sepsis, 60 postoperative Intensiv-
patienten ohne Sepsis sowie 50 gesunde
Probanden (Blutspender) in eine prospektive
Beobachtungsstudie ein und bestimmten
mtDNA- (ATPase 6, D-Loop; gPCR) und
Kynurenin-Serumkonzentrationen  (HPLC).
Auch analysierten wir die Milzstruktur
(Splenektomie) bei 10 Patienten. Statistik: Mit-
telwertexSD; Mann-Whitney-Test; Ein-Weg-
ANOVA, Post-hoc-Student-t-test; p<0,05/n.

Ergebnisse

Bei Patienten mit Sepsis (ATPase6: 64-fach+
84; D-Loop: 79-fach+83) und postoperati-
ven Intensivpatienten ohne Sepsis (ATPase6:
15-fach+21; D-Loop: 10-fach+8) war die
mtDNA-Serumkonzentration im Vergleich zu
Probanden deutlich erhoht (alle p<0,0001).
Bei WT-Mdusen supprimierten CpG-DNA
(p<0,0001) und mtDNA (p<0,001), nicht je-
doch eukDNA (p=ns) die adaptive T-Zellant-
wort um 90% (Abb.1). Da dieser Effekt bei
TLR-9-KO-M4usen aufgehoben war, ist TLR9
offenbar zentraler Mittler der mtDNA-indu-
zierten Abnahme der zytotoxischen T-Zellak-
tivitdt. Ferner konnten wir eine Reihe dieser
Immunsuppression offenbar zu Grunde lie-
genden Mechanismen aufzeigen. So fiihrten
mtDNA und CpG-DNA bei Méusen zu einer
verdnderten Milzmorphologie (Splenome-
galie, Auflockerung der Marginalzone) und
reduzierten die Antigenkreuzprésentationsfa-
higkeit (IL2 und Interferon y; WT-Mause: CpG
vs. Kontrolle, p<0,0001; mtDNA vs. Kontrol-
le, p<0,0001; hingegen TLR9-KO: CpG und
mtDNA vs. Kontrolle; p=ns). Insbesondere
war die fiir die Induktion CD8-vermittelter
T-Zellantworten essentielle Population der
CD8*DEC205* DC bei WT-M&usen (CpG vs.

Abbildung 2
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TLR9-KO-Madusen.

mtDNA und CpG fiihren zu einer 90%igen
Abnahme der zytoxischen T-Zellaktivitit bei
Wildtyp-, jedoch nicht bei TLR9-KO-Méusen.
Genomische DNA (eukDNA) hat keinen immun-
suppressiven Effekt (n=8).

Kontrolle p<0,0001; mtDNA vs. Kontrolle
p<0,0001) im Vergleich zu TLR9-KO-Mdusen
(alle p=ns) drastisch reduziert (Abb. 1). Sup-
pressive Membranproteine wie Programmed
Cell Death Ligand 1 (PD-L1, Abb. 2) waren
nach mtDNA-Injektion sowohl bei WT-Mdu-
sen als auch in der Milz kritisch Kranker in-
duziert (Abb. 2). Ebenso waren suppressiv
wirkende Enzyme wie Kynurenin im Serum
bei WT-Méusen (Kontrolle: 1,1uM=+0,2; CpG:
7,8uM+1; mtDNA: 7,8uM=+1,2, p<0,0001 vs.
Kontrolle; Abb. 1) und bei Patienten gegen-
Uber Blutspendern stark erhoht (11,8puM+12,2
vs. 2,7uM=+2,6; p<0,0001).

Septischer Patient

Trauma Patient

PD-L1 MADCAM

PD-L1 in Milzen von WT- und TLR9”--Md&usen (links) sowie kritisch Kranken (rechts).

PD-L1 ist bei WT-Mausen (links) nach einmaliger CpG- bzw. mtDNA-Injektion induziert, nicht jedoch bei
TLR9”"-Mdusen. Bei Patienten mit Sepsis (rechts) ist PD-L1 ebenfalls stark induziert, nicht jedoch in Milzen
von Patienten mit Splenektomie im Rahmen eines akuten Traumas.
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Interpretation

Eine einmalige Injektion mitochondrialer
DNA supprimiert bei Wildtyp-Mausen TLR9-
abhingig die adaptive Immunantwort und
vermag eine Immunparalyse auszulGsen.
Ferner induziert mtDNA die Indolamin-2,3-
Dioxygenase (Erhdhung der Kynurenin-
Serumkonzentration) sowie PD-L1 und redu-
ziert die fur die Antigenkreuzprdsentation
relevanten CD8*DEC205* DC bei Wildtyp-
Mausen erheblich. Da ein Teil der bei Mau-
sen beobachteten Phanotypen ein Korrelat im

Heparansulfate induzieren eine
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murinen Kardiomyozyten
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Fragestellung

Die systemische Inflammationsreaktion in der
Sepsis wird durch zwei entscheidende Wege
induziert und aufrechterhalten: Neben Wand-
bestandteilen pathogener Mikroorganismen
werden endogene Mediatoren freigesetzt [1].
Zu Letzteren gehoren Heparansulfate (HS), die
von Proteoglykanen, die an der Zellmembran
assoziiert sind, abgespalten werden und im
Blut zirkulieren [2]. Die mitochondriale Dys-
funktion ist mafgeblich an der Pathophysiolo-
gie der kardialen Dysfunktion in der Sepsis be-
teiligt und mit einer verminderten Expression
von Peroxisome Proliferator-Activated Recep-
tor gamma Coactivator-1 alpha (PGC-1a) und
beta (PGC-1p) assoziiert [3]. Wir hypothetisier-
ten, dass zirkulierende HS die Expression des
PGC-Ta/p reduzieren und somit entscheidend
zur mitochondrialen Dysfunktion in Kardio-
myozyten beitragen.

Methodik

Nach Genehmigung durch die lokale Ethik-
kommission wurde Serum von Patienten (n=5)
im septischen Schock (SP, Gruppe 1) entnom-
men. HS wurden aus dem Serum mittels mo-
noklonalen Antikorpers (USCN Life Science
Ltd Co., Wuhan, China) und Affinitaitschroma-
tographie (Thermo Scientific Inc., Worcester,
MA, USA) entfernt (HS-freies Serum = HS-FS,
Gruppe 2) bzw. synthetische HS in gleicher
Menge wieder hinzugefigt (HS-SP, Gruppe 3).

29. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Patienten hatte, scheint eine Translation die-
ser Ergebnisse moglich, zumal die mtDNA-
Serumkonzentration bei kritisch Kranken mit
sowie ohne Sepsis erheblich erhtht ist. Mithin
mag mitochondriale DNA der ,missing link”
fur die Immunsuppression beim kritisch Kran-
ken sein.
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Murine Kardiomyozyten (HL-1-Zellen) wur-
den mit Claycomb-Medium (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) kultiviert. Die Zellen
wurden fiir 4 Stunden mit HS (10 pg/ml), SP
(5%), HS-FS oder HS-SP (5%) stimuliert. RNA
wurde mittels Trizol isoliert und unter Ver-
wendung von mausspezifischen Primern fiir
PGC-Ta und PGC-1B in der Real-time-PCR
(7.300 Real-time-PCR-System, Applied Bio-
systems, Carlsbad, CA, USA) analysiert und
gegen rpS7 normalisiert (alle Primer: biomers,
Ulm, Germany). Die respiratorische Funktion
der Mitochondrien wurde im XF96 (Seahorse
Bioscience) quantifiziert. Mitochondriale Su-
peroxide wurden im “live-cell imaging” dar-
gestellt. Hierfir wurden die Zellen nach der
4-stiindigen Stimulation mit 10 yM MitoSOX
Red und Tpg/ml Hoechst 33.342 (beide Invi-
trogen, USA) inkubiert und mittels Konfokal-
mikroskop (LSM 710, Carl Zeiss, Germany)
abgebildet. Die Quantifizierung der mitochon-
drialen Superoxide (Fluoreszenzmessung) und
die mRNA-Expression werden in Relation zu
unstimulierten Zellen als Mittelwert + Stan-
dardabweichung angegeben. Die Auswertung
erfolgte mittels 1-way-ANOVA und Tukey’s-
Test mit einem Signifikanzniveau von p<0,05.

Ergebnisse

Die  mRNA-Expression von PGC-To. und
PGC-1p war in den Zellen, die mit HS stimu-
liert wurden, im Vergleich zu unstimulierten
Zellen signifikant erniedrigt (-77,7+4,9 und
-76,9+2,4; beide p<0,0001). Stimulation
mit HS-FS resultierte in signifikant geringe-
rer Reduktion der mRNA-Expressionen von
PGC-Ta und PGC-1B (-23,5+3,4 und -24,2
+5,8) im Vergleich zu den Zellen, die mit
SP (-52,6+5,9 und -52,2+4,4; p=0,0098
und p=0,0068) oder HS-SP (-55,5+13,9 und
-54,4+12,5; p=0,0057 und p=0,0043) sti-
muliert wurden. Im Vergleich zu den unsti-
mulierten Zellen (120,3 + 4,5 pmol/min) war
die basale mitochondriale Respiration in den
HS-stimulierten Zellen (155,0 + 2,6 pmol/
min; p=0,0053), den SP-stimulierten Zellen
(161,7 £ 13,9 pmol/min; p=0,0015) und in
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176:225-36

3. Zhang Q, Raoof M, ChenY, Sumi Y, Sursal T,
Junger W, Brohi K, Itagaki K, Hauser CJ:
Circulating mitochondrial DAMPs cause
inflammatory responses to injury.

Nature 2010;464:104-7.

den Zellen, die mit HS-SP stimuliert wurden
(145,0£10,8 pmol/min; p=0,0429), signifi-
kant erhoht. Die maximale Respiration war
in den Zellen, die mit HS stimuliert wurden,
signifikant niedriger als in den unstimulierten
Zellen (179,5+13,4 pmol/min vs. 245,3+ 9,0
pmol/min; p<0,0001). Stimulation mit HS-FS
resultierte in signifikant hoherer maximaler
mitochondrialer Respiration im Vergleich zur
Stimulation mit SP (248,7 + 6,5 pmol/min vs.
124,0+7,6 pmol/min; p<0,0001) oder im
Vergleich zur Stimulation mit HS-SP (122,0
+6,1 pmol/min; p<0,0001). Die relative
Fluoreszenz mitochondrialer Superoxide war
in den Zellen, die mit HS stimuliert wurden,
signifikant erhoht (3,0+1,1; p<0,0001). Zel-
len, die mit HS-FS stimuliert wurden, zeigten
eine signifikant niedrigere relative Fluores-
zenz mitochondrialer Superoxide im Ver-
gleich mit SP (1,2+0,3 vs. 3,9+1,0; p=
0,0142) oder HS-SP (3,6 + 0,5; p=0,0235).

Interpretation

In der Sepsis freigesetzte, zirkulierende Hepa-
ransulfate reduzieren die Expression von PGC-
To/p und reduzieren die metabolische Reserve
in murinen Kardiomyozyten durch Induktion
einer mitochondrialen Dysfunktion. Die Eli-
mination der Heparansulfate fiihrt zur Wie-
derherstellung der Funktion. Therapeutika, die
Heparansulfate binden, kénnten von Vorteil
zur Prdvention kardiomyozytdrer Dysfunktion
in der Sepsis sein.
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Humane mesenchymale Stammzellen
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Fragestellung

Die funktionale Erholung eines geschadig-
ten Gewebes durch humane mesenchymale
Stammzellen (hMSCs) ist vielfach beschrie-
ben. Es wurde gezeigt, dass hMSCs entweder
den Heilungsprozess durch Sekretion von
Mediatoren beeinflussen oder die geschadig-
ten Zellen direkt ersetzen konnen [1].

Wir konnten bereits nachweisen, dass in hu-
manen Bronchialepithelzellen (hBECs) von
Zystische-Fibrose (CF)-Patienten die purinerge
Signalkaskade eingeschrankt wirksam ist
(siehe Ergebnisse). Diese bewirkt in gesunden
hBECs nach Stimulierung mittels ATP Gber
ein Purinrezeptor-induziertes (P2) Ca?*-Signal

29. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

die Aktivierung eines Ca**-abhangigen Chlo-
ridkanals, welcher als alternativer Weg zum
cystic fibrosis transmembrane conductance
,regulator” (CFTR) die mukosale Hydratation
und somit die mukozilidre Clearance-Funk-
tion steigert [2].

Wir stellen die neuartige Hypothese auf, dass
hMSCs in der Lage sind, gezielt diesen ATP-
vermittelten Signalweg in hBECs von CF-Pati-
enten zu reparieren.

Methodik

Primdre hMSCs und Bronchialepithelzellen
von CF-Patienten (cthBEC) wurden von leben-
den Organspendern, die hBECs von hirntoten
Organspendern isoliert. Alle primérisolierten
Zellen sowie die immortalisierten (IB3-1) Zel-
len von CF-Patienten wurden unter Standard-
bedingungen kultiviert. Das Expressionsmus-
ter der P2-Subtypen in hMSCs, hBECs und
IB3-1 wurde mittels RT-PCR sowie Western
Blot bestimmt. Die funktionale Charakterisie-
rung purinerger P,Y- oder P X-Rezeptorsub-
typen erfolgte mittels ATP (100 pM; Agonist
fiir P,Y, ; ), UDP (100 pM; Agonist fiir P,Y,),
BzATP (100 pM; Agonist fiir P,Y,,), in An- und
Abwesenheit von extrazelluldrem Calcium
[3]. Die zytosolische Calciumkonzentration
([Ca**]zyt) wurde mittels konventioneller Flu-
oreszenzmikroskopie und Ratio-imaging von
Fura-2 quantifiziert und die Ergebnisse mit-
tels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie
von Fluo-4 validiert. Zur Unterscheidung
von hMSCs und [B3-1-Zellen in Co-Kultur
wurden letztere stabil lentiviral mit einem
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mCherry-Plasmid transduziert. Ob Calcium
direkt von hMSCs auf IB3-1-Zellen tibertreten
kann, wurde mittels Calcium-uncaging unter-
sucht. Dazu wurden diese beiden Zelltypen
co-kultiviert und mit NP-EGTA beladen sowie
mit Fluo-4-AM gefdarbt. Durch gezielte UV-
Laserimpulse wurden spezifisch in hMSCs
zytosolisch ,gefangene” Ca* freigesetzt und
die Ausbreitung dieses Ca?*-Signals auf be-
nachbarte [B3-1-Zellen mittels konfokalen
Real-time-imaging dargestellt. Alle Ergebnisse
wurden als Mittelwert=SD angegeben. Zur
statistischen Analyse wurde der Rank-sum-
test flir un-/verbundene Stichproben ange-
wandt (p<0,05, n=3-16 Versuchsansitze).
Die Gewinnung der humanen Zellen wurde
durch die Ethikkommission der Arztekammer
Hamburg genehmigt.

Ergebnisse

In hMSCs erfolgte der Nachweis der Subtypen
P,Y, 5611 SOWie PX, cauf mRNA-und PY, |
auf Proteinebene. In hBECs wurden die
Subtypen P,Y ,,, und PX; auf mRNA-
sowie der P,Y,-Rezeptor auf Proteinebene
identifiziert. In 1B3-1-Zellen wurde auf
mRNA-Ebene P,Y, , und PX, ., jedoch kein
P2-Subtyp auf Proteinebene detektiert. ATP,
nicht aber UDP, induzierte in Anwesenheit
von extrazellulirem Ca?* in hMSCs eine Er-
héhung von [Caz*]mum 104,5+26,2 nM vs.
Ausgangsbedingung. Unter Ca**-freien Bedin-
gungen konnte auf ATP hin ein vergleichbares
Ca’-Signal ausgel6st werden, hingegen
induzierte BzATP nur unter Ca?*-haltigen
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Bedingungen eine Ca*-Antwort. In hBECs
steigerte ATP [Caz*]Zy( um 102,8+40,4 nM vs.
Ausgangsbedingung. Diese Ca**-Antwort war
in cfhBECs (A[Caz*]zyt: 40,749,6 nM) sowie
in IB3-1 (A[Caz*]zyt: 11,842 nM) im Vergleich
zu hBECs deutlich abgeschwacht. Durch Co-
Kultivierung mit hMSCs stieg A[Caz*]zy‘ in
IB3-1-Zellen auf 62,8+18,2 nM an. Calcium-
uncaging fiihrte in hMSCs zur Zunahme der
Fluo-4-Fluoreszenzintensitit von 63,8+8,5
auf 227,7+13,4 und in benachbarten I1B3-1-
Zellen von 56,8+6,6 auf 85,4+15,7 Arbitrary-
Units.

Interpretation
In hMSCs und hBECs scheint ATP vornehm-
lich Gber den P,Y,-Rezeptor ein Ca**-Signal

ApoA-I-mimetisches Peptid und E06
mAb als neue Targets bei OXPAPC-
induzierter Hyperalgesie bei Ratten
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Fragestellung

In der Entziindung werden oxidierte Phos-
pholipide durch die Reaktion von reaktiven
Sauerstoffspezies mit Lipiden aus der Zell-
membran freigesetzt. Entstandenes oxidier-
tes 1-Palmitoyl-2-Arachnoidyl-sn-Glycero-3-
Phosphocholin (OxPAPC) ist als pro- sowie
anti-inflammatorischer Mediator bekannt.
OxPAPC ist an der Bildung arterioskleroti-
scher Lasionen sowie in der akuten Lungen-
entzlindung beteiligt [1]. ApoA-I-Peptid, ein
Strukturpeptid von ,high density” Lipopro-
teinen (HDL), fangt reaktive Lipide ab und
reduziert so ihr pro-inflammatorisches Po-
tential [2]. Nach Entwicklung und Untersu-
chung von synthetisch hergestelltem ApoA-
I-mimetischen Peptid in vitro wurden bereits
klinische Phase-1I-Studien zu dessen Vertrag-
lichkeit durchgefiihrt. Der monoklonale Anti-
korper EO6, welcher oxidierte Phospholipide
bindet, kann fiir die Markierung sowie die
In-vivo-Bindung genutzt werden [3]. In Vor-
arbeiten konnten wir bereits zeigen, dass
OxPAPC mechanische und thermische Hy-
peralgesie in Ratten auslost. Aulerdem
konnten wir mittels Matrix-unterstitzter Laser-
Desorption/lonisation und Massenspektro-
metrie mit Flugzeitanalysator (MALDI-TOF)
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hervorzurufen. Dieses war in cfhBECs sowie
in IB3-1-Zellen verringert, konnte jedoch
durch Co-Kultivierung der IB3-1-Zellen mit
hMSCs gesteigert werden. Diese Ergebnisse
scheinen unseres Wissens nach den ersten
Hinweis daflir zu liefern, dass hMSCs die
Funktionseinschrankung  eines  Rezeptor-
vermittelten Ca?*-Signals in einem anderen
Zelltyp wieder aufheben. Dieses konnte auf
Grund der Calcium-uncaging-Experimente
zumindest teilweise durch einen Transfer des
Ca*-Signals von hMSCs auf IB3-1-Zellen er-
klart werden. Ob durch diese mogliche neue
Option der Stammzelltherapie die Chloridse-
kretion und damit die mukozilidre Eigenschaft
in CF-Patienten verbessert werden kann, ist
Gegenstand aktueller Untersuchungen.

OxPAPC im entziindeten Gewebe nach
intraplantarer Injektion von komplettem
Freund’schen Adjuvans (CFA) nachweisen.
Target fir die Vermittlung OxPAPC-indu-
zierter Hyperalgesie ist die Aktivierung des
,Transient Receptor Potential“-Kanals vom
Ankyrin-Typ (TRPAT1).

In dieser Studie untersuchen wir magliche
antinozizeptive Effekte des ApoA-l-mimeti-
schen Peptids (ApoA-Il) sowie E06 mAb auf
OxPAPC- und CFA-induzierter Hyperalge-
sie bei Ratten sowie die Beeinflussung der
OxPAPC-vermittelten TRPAT-Aktivierung durch
ApoA-I und E06.

Methodik

Fir die Messung mechanischer und thermi-
scher Schmerzschwellen sowie des Pfoten-
volumens applizierten wir entweder lokal
OXxPAPC, CFA zusammen mit den potentiel-
len Inhibitoren EO6 mAB (E06) oder ApoA-I
lokal und systemisch bei Wistar-Ratten. In
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ApoA-I hebt OxPAPC-induzierte mechanische
Hyperalgesie (#) sowohl nach systemischer Vor-
behandlung der Tiere (0) als auch nach lokaler
Co-Injektion (#) auf (n=6, *p<0,05 vs. ApoA-I).
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Fura-2-gestiitzten Einzelzellkalziummessungen
wurde der intrazelluldre Kalziumanstieg in
stabil mit TRPAT-transfizierten HEK-293-Zel-
len sowie in kultivierten Hinterwurzelganglien
(DRGs) von Méusen bestimmt. Die Messung
nach Stimulation mit einer Mischung aus Ox-
PAPC und ApoA-I oder EO6 wurden mit Ox-
PAPC sowie Senf6l, einem Standardagonisten
von TRPA1, verglichen. Fiir die Durchfiihrung
der Tierversuche lag eine Genehmigung der
Regierung von Unterfranken vor (REG61/11).
Die Datenauswertung erfolgte mit ANOVA
bzw. Two-Way-ANOVA.

Ergebnisse

Die simultane, lokale Behandlung mit
ApoA-l (Abb. 1) oder EO6 hebt OxPAPC-in-
duzierte mechanische und thermische Hyper-
algesie bei Ratten auf. Die im Rahmen einer
lokalen Entziindung durch CFA induzierte
mechanische Hyperalgesie wird durch 1. ein-
malige lokale Gabe von ApoA-I oder E06 in
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OxPAPC aktiviert TRPAT in HEK-293. Simultane
Applikation von OxPAPC und ApoA-I oder EO6
blockieren die TRPAT-Aktivierung. AITC als Re-
ferenzagonist. (n=100, Mittelwert).
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der friihen Entziindungsphase und 2. repe-
titive systemische Gabe von ApoA-I sowohl
akut als auch ldngerfristig reduziert (n=6,
Two- Way-ANOVA, p<0.05 vs. CFA). Gleich-
zeitig reduzieren sich die Pfotenschwellung
und Entziindung. Thermische CFA-induzierte
Hyperalgesie bleibt durch ApoA-I-Behand-
lung unverdndert. In intrazelluldren Kalzium-
messungen aktiviert OxPAPC-TRPAT in trans-
fizierten HEK-293-Zellen sowie in DRGs. Die
Anzahl der reagierenden Zellen sowie die
,area under curve” (AUC) sind nach Stimula-
tion mit Gemischen aus OXPAPC und ApoA-I
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Fragestellung

Ischdmische Herz- und Skelettmuskelerkran-
kungen stellen groBe sozio-6konomische
Probleme dar. Elektrohydraulische StoRwel-
len (EHS), welche bereits erfolgreich zur Ge-
weberegeneration eingesetzt werden, kénnen
Endothelzellen direkt tiber einen Toll-like-
Rezeptor-(TLR)-3-abhdngigen  bi-phasischen
Signalweg stimulieren [1,2] und dadurch die
Angiogenese in ischdmischem Myokardge-
webe hervorrufen [3]. Die genauen Mecha-
nismen der Mechanotransduktion, also der
Umwandlung eines mechanischen Stimulus
in eine biologische Antwort, sind jedoch
noch ungeklart. Wir nehmen an, dass EHS
die Freisetzung von zytoplasmatischen TLR3-
Liganden, teils tiber exosomale Wege, fordert
und so die Neoangiogenese induziert.

Methodik

EHS wurden mit einem defokussierten Schall-
kopf CP-155, 300 Impulsen mit 0,1 mjJ/mm?
und 3 Hz appliziert. Schdden auf humanen
Nabelschnurendothelzellen (HUVECs) durch
EHS wurden mittels LDH-Messung aus-
geschlossen. Ein Teil der HUVECs wurde
zusatzlich mit Cycloheximid (CHX), inku-
biert. Als Kontrolle dienten HUVECS ohne
Behandlung (CTR), mit Poly(l:C) und mit
EHS (EHS) Behandlung. In den Uberstinden
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beziehungsweise E06 reduziert (Abb. 2) (n>6,
One-Way-ANOVA, p>0.05).

Interpretation

ApoA-I-mimetisches Peptid und EO6 mAb sind
zwei mogliche Therapeutika in der Behand-
lung von Entziindungsschmerzen, die den neu
entdeckten proalgetischen Mediator OxPAPC
blockieren kénnten. TRPAT auf Nozizeptoren
ist zentrales Target von OxPAPC.

Gefordert durch das IZKF Wiirzburg (Z-2/43,
N-261).

wurde die RNA-Konzentration photometrisch
bestimmt und in einer Gruppe mit RNAse
11l (EHS+RNAse) behandelt. Danach wurde
der Uberstand weitere 24 h auf TLR3/ISRE-
LUC-Reporterzellen inkubiert. Am Ende des
Versuchs wurde die Luziferase-Aktivitdt be-
stimmt. Die Genexpressionen wurden mittels
RT-PCR bestimmt. Aus den Zellkulturiiber-
standen isolierten wir exosomale RNA und
fuhrten einen miRNA-Array durch. Nach Er-
teilung der Tierversuchsgenehmigung durch
die zustindige Behorde der Medizinischen
Universitdt Innsbruck wurden je n=6 Wild-
typ (WT)- sowie TLR3-defizienten (TLR3")
C57Bl6-Méusen operativ die linke A. Femo-
ralis verodet. Die Tiere wurden entsprechend
der Empfehlungen durch die EU-Direktive
86/609 EEC gehalten, und eine Schmerz-
freiheit tiber die Dauer der Versuche wurde
sichergestellt. Nach 6 h wurde die EHS-The-
rapie durchgefiihrt. Tiere mit Ischamie und
ohne EHS dienten als Kontrolle (CTR). Se-
rum und Muskelproben wurden 72 h und 28
Tage nach EHS-Applikation entnommen. Die
RNA-Konzentration im Serum wurde photo-
metrisch bestimmt, die Muskel wurden mole-
kularbiologisch und immunhistochemisch
auf TLR3-Aktivierung und Neoangiogenese
untersucht. Die Durchblutung der Hinterldufe
wurde mittels Laser-Doppler gemessen. Sta-
tistisch wurden die Resultate mittels ANOVA
und Tukey-Post-hoc-Test ausgewertet. Die
Daten wurden als MittelwertexSEM darge-
stellt.

Ergebnisse

Nach EHS-Stimulation gab es keine Zellscha-
den. Es konnten erhéhte RNA-Konzentratio-
nen in den Uberstinden gefunden werden
(CTR 19.73£1.04 pg/pl vs. EHS 34.93+0.87
pg/pl, p<0.001). In EHS-behandelten HU-
VECs war TLR3-mRNA signifikant hoch-
reguliert, und die CHX-Behandlung hatte
keinen Einfluss auf die TLR3 (relative mRNA-
Expression, EHS 272.43+3.87, EHS + CHX
202,947 vs. CTR 21.28+1.43, p<0.001)
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Der Reporterzell-Assay zeigt eine selektive Akti-
vierung des TLR-3-Signalweges durch EHS.
Nach RNAse-Ill-Verdau geht diese Antwort ver-
loren. Dies deutet auf die selektive Freisetzung
von doppelstrangigen RNAs nach EHS hin.

und IFN-B1- Expression (EHS 71.37+7.95,
EHS+CHX 72.37+8,71 vs. CTR 32.85+6.21).
In der RNAse-Ill-Gruppe blieb die TLR3-
Aktivierung aus (Relative Lumineszenz: CTR
10.17+2.91, EHS 29.47+7.43, EHS+RNAse
15.37+2.88, Poly(I:C) 22.02+4.94) (Abb. 1).
Im Array beobachteten wir, dass EHS selektiv
miRNAs induzieren, welche mit der muskula-
ren Regeneration in Zusammenhang stehen.
Im Mausmodell der Hinterlaufischimie konn-
ten wir nach EHS eine signifikant erhohte
RNA-Konzentration im Serum nachweisen.
Nur bei WT+EHS-Tieren konnten wir bereits
nach 72 h einen Anstieg des TLR3-Signalmo-
lekiils IRF3 erkennen (CTR 46.7+16.72 vs.
EHS 101.69+14.14, P<0.01; EHS vs. TLR3"
+ EHS 13.43+4.97, p<0.01). Nach 28 Tagen
konnte eine verbesserte Perfusion der Ext-
remitit bei den WT-, aber nicht bei TLR3"-
Mé&usen nachgewiesen werden (relative Ein-
heiten; CTR 0.51+0.06 vs. EHS 0.82+0.09,
p<0.05; EHS vs. TLR3"+EHS 0.54+0.08,
p<0.05;) (Abb. 2). Erhohte CD31 (Endothel-
zellmarker) und a-Smooth-Muscle-Actin-
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im Hinterlaufischamie-Modell. Dieser Effekt
bleibt in den TLR3"-Tieren jedoch aus.
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Fragestellung

Neuropathischer Schmerz ist ein komple-
xes Phinomen und in seinen molekularen
Grundlagen bislang nur unzureichend ver-
standen. Die Komplexitat der Pathophysiolo-
gie beruht einerseits auf der Beteiligung un-
terschiedlicher Zelltypen (neuronal, immun,
glial). Andererseits sind neuronal nicht nur
primdr geschadigte, sondern auch intakte,
benachbarte Neurone involviert [1]. Verschie-
dene fluoreszierende neuronale Marker kon-
nen zur Differenzierung dieser neuronalen
Subgruppen benutzt werden [2]. 1-Dioctade-
cyl-3,3,3,3-Tetramethylindocarbocyanin-Per-
chlorat (Dil), ein amphiphiles Carbocyanin,
markiert alle Neuronen, indem es rasch in die
Lipid-Doppelmembran eindringt und axonal
passiv weiter diffundiert. Fluoroemerald (FE)
dagegen kann als Fluorescein-markiertes
Dextran (Mw 10.000 kDa) nur bei gestorter
Membranfunktion aufgenommen werden und
identifiziert geschadigte Neurone. In dieser
Studie untersuchten wir die Genexpression
in primdr geschadigten sowie benachbarten
Neuronen aus Spinalwurzelganglien (DRG)
im Mausmodell der Chronic Constriction In-
jury (CCI). Hierzu etablierten wir eine Metho-
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(0-SMA)-Proteinexpressionen waren nur in
der EHS-Gruppe zu beobachten (Relative
Signalexpression, CD31: CTR 0.41+0.15,
WT+EHS 2.94+1.67, TLR3” 0.23+0.04,
TLR3”+EHS 0.42+0.14, p<0.05; a-SMA:
CTR 4.91+1.06, WT+EHS 13.63+4.0, TLR3"
0.42+0.14, TLR3"+EHS 0.46+0.06, p<0.05).

Interpretation

EHS konnen das Wachstum neuer Blutgefale
iber TLR3-abhidngige Signalwege induzie-
ren. Sowohl freie, doppelstrangige RNAs als
auch exosomale miRNAs scheinen hierbei
als Mediatoren zu fungieren. Der Freiset-
zungsmechanismus ist wahrscheinlich nicht
Protein-mediiert. Exosome konnten hier eine
essentielle Rolle spielen.

27. - 28.02.2015 - Wiirzburg
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Abbildung 1
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Spinal Cord

Tracerinjektion. (A) FE wird am Lésionsort epineuronal injiziert, Dil bilateral an der Hinterpfote intraplantar.
(B) Histologische Untersuchung des Dil-Signals (rot) proximal und distal der Ligatur nach 7 d (blau = DAPI,

n = 3, reprasentativ, Balken = 40 pm).

de zur Isolierung der Gruppen mithilfe von
Dil und FE sowie durchflusszytometrischer
Zellsortierung (FACS).

Methodik

C57BL/6)-Méusen wurde nach lockerer Liga-
tur des N. ischiadicus (CCl) an der Lasions-
stelle epineural FE und bilateral intraplantar
Dil injiziert [Abb. 1A]. Nach 7 d wurden
aus den DRG L3-5 bilateral die Zellen iso-
liert und FACS-sortiert (3 Analysen, je n=13).
Die mRNA der aufgereinigten Zellpopulatio-
nen wurden mit einem Microarray analysiert
und durch Two-Way-ANOVA (Benjamini-

Hochberg-Korrektur) statistisch ausgewertet
(BioConductor). Mittels (Immun-)Fluoreszenz
wurde ferner 1. in Gefrierschnitten der N.
ischiadicus auf das Dil-Signal gemeinsam
mit einer Kernfirbung und 2. die Immunre-
aktivitat von Corticolibertin (CRH) im DRG
untersucht. Alle Tierversuche wurden von
der Ethikkomission des EMBL Monterotondo
(Italien) genehmigt.

Ergebnisse

Proximal der Lasion nimmt die Dil-Fluores-
zenz im N. ischiadicus stark ab (Abb. 1B).
In der FACS der DRG-Zellen zeigten sich
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zwei deutlich voneinander abzugrenzende
Populationen, Dil*/FE- (benachbart) sowie
FE* (geschadigt), in einem Verhdltnis von ca.
2:1. Beide Gruppen weisen unterschiedliche
mRNA-Expressionsmuster auf, sowohl im di-
rekten Vergleich (fiir 706 von 45.101 Genen)
als auch jeweils zur kontralateralen Kontrol-
le. Signifikant hochreguliert in geschadigten
Neuronen sind bekannte Neuropathie-assozi-
ierte Gene, z.B. der purinerge Rezeptor P2rx3
(8,2-fach) und das Neuropeptid Galanin (7,2-
fach). Viele dieser mRNAs sind — als Trend
— auch in benachbarten Neuronen hochre-
guliert. Zudem sind einige Gene nur in den
intakten Neuronen erhoht (z.B. das Chemo-
kin Cxcl14). Das am stdrksten hochregulierte
Gen ist CRH mit 208-facher Uberexpression
in geschadigten Neuronen. Auch immuno-
histochemisch ist hier die Immunreaktivitat
von CRH gegeniiber nativen Neuronen er-
hoht (Abb. 2).
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Abbildung 2

Immunohistochemie fiir CRH in DRGs.

Nach Sham-OP ist die CRH-Immunreaktivitat
sehr niedrig (A, C). Nach CCl (B, D) zeigt sich
ein robustes CRH-Signal im Zytoplasma von Zel-
len variabler GroRe. (représentativ, n=3, Balken =
60 pm).
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Interpretation

Die Markierung mit Dil und FE in vivo erlaubt
eine Unterscheidung und differenzielle Ana-
lyse zwischen geschadigten und benachbar-
ten Neuronen nach traumatischer peripherer
Nervenlasion. Die unterschiedlichen Genex-
pressionsprofile unterstreichen die Bedeutung
von benachbarten intakten Neuronen als
relevante eigenstandige Gruppe. Neben der
Hochregulation bekannter neuropathierele-
vanter Gene in geschadigten Neuronen konn-
ten wir neue potentielle Targets wie CRH
identifizieren.

Gefordert durch das EU-Projekt “ncRNAPain”.
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Variable Dehnung reduziert die
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Fragestellung

Es wurde gezeigt, dass variable Beatmung
eine Entzlindungsreaktion der Lunge redu-
ziert [1]. Wahrend zahlreiche Studien zu den

Tabelle 1
mRNA-Expression und Proteingehalt von CCL-2 und CXCL-2.

Zywokine Untersuchung Kontrolle LPs nicht varable variable LPS 4+ nicht variable LPS + varlable

Effekten von nicht variabler, zyklischer Deh- ware s s riadininy alinig TAliong
nung der Basalmembran von Alveolarepi- mRHNA 1 [an Jaso 3 e s
thelzellen (AECs) existieren, fehlen Analysen cerz B : e w
tber dic Auswirkung von variabler Dehnung B | e | e | = | & = 23

au s. Daher war das Ziel dieser Arbeit die - -5 iy
Untersuchung von Dehnungsmustern auf die mAHA - R e oo bl o
Freisetzung der Zytokine Interleukin-6 (IL-6), e 5 - 08 - &
C-C-motif-Ligand-2 (CCL-2) und C-X-C-motif- i Py ] T ) o Taah
Ligand-2 (CXCL-2) und die zugrunde lie- L -4
genden Signalwege in AECs. Wir stellten die

Hypothese auf, dass variable im Vergleich zu

nicht variabler Dehnung die pro-inflammato- . o
rische Antwort von AECs reduziert und somit Ergebnisse ERK1/2-Inhibitors PD184161 konnte lediglich

einen moglichen Wirkmechanismus variabler
Beatmung darstellt.

Methodik

Die Alveolarepithelzelllinie L2 wurde auf fle-
xiblen Silikonmembranen kultiviert und mit
bzw. ohne Inhibitoren (PD184161, 2uM, 30
min oder JNK Inhibitor 1, 20pM, 1 h) und
mit bzw. ohne LPS (2pg/ml, 1 h) inkubiert.
Anschlieffend wurden die Zellmembranen in
einer eigens entwickelten Zellkulturkammer
einer Sinus-artigen, nicht variablen Dehnung
(7,5%) oder einer variablen Dehnung (1-15%,
MW: 7,5%, SD 2,5%) mit einer Dehnungs-/
Relaxations-Ratio von 1:1 und einer Frequenz
von 0,5 Hz ausgesetzt. Die Bestimmung der
mRNA-Expression bzw. des Proteingehaltes
von IL-6, CCL-2 und CXCL-2 erfolgte nach
4 Stunden Dehnung mittels Real-Time-PCR
und kommerziell erhdltlichen ELISAs. Zur Be-
stimmung des Phosphorylierungsgrades der
extrazelluldr regulierten Kinase 1/2 (ERK1/2)
und der stress-aktivierten Proteinkinase
(SAPK) wurden Western-Blot-Analysen zum
Zeitpunkt 0 und nach 15, 30, 45 und 60 min
nach Dehnung angewendet. Die statistischen
Analysen wurden mittels One-Way-ANOVA,
gefolgt durch den Tukey-Post-hoc-Test durch-
gefiihrt. Ein p<0,05 wurde als signifikant
angenommen, alle Ergebnisse wurden als
Mittelwert(tMW) + SD angegeben.

In nicht stimulierten L2-Zellen konnten weder
auf mRNA-Ebene noch im Proteingehalt der
untersuchten Zytokine signifikante Unterschie-
de detektiert werden (Abb. A und B, Tab. 1).
Allerdings fiihrte eine nicht variable Dehnung
in LPS-stimulierten L2-Zellen sowohl zu einer
signifikanten Zunahme der mRNA als auch zu
einem signifikanten Anstieg des Proteingehal-
tes von IL-6, CCL-2 und CXCL-2 im Vergleich
zu nicht gedehnten oder variabel gedehnten
Zellen (p<0,05; n=4) (Abb. A und B, Tab.1).
Die dariiber hinaus untersuchte SAPK zeigte
eine Erhchung des Phosphorylierungsgrades
nach 15 min sowohl bei nicht variabler als
auch bei variabler Dehnung in nicht stimulier-
ten und auch in LPS-stimulierten L2-Zellen.
Im Gegensatz dazu konnte eine Erhéhung im
Phosphorylierungsgrad von ERK1/2 nach 30
min sowohl bei nicht variabler als auch varia-
bler Dehnung von nicht stimulierten L2-Zellen
nachgewiesen werden. Bei LPS-stimulierten
Zellen war eine erhéhte Phosphorylierung nur
nach 30-minditiger, nicht variabler Dehnung
nachweisbar, wohingegen bei variabler Deh-
nung lediglich die basale Phosphorylierung
registriert werden konnte. Die Blockierung
der Phosphorylierung der SAPK mit dem JNK
Inhib. Il in LPS-stimulierten AEC:s fiihrte zu ei-
ner Abnahme in der IL-6 mRNA, unabhéngig
von der Art der Dehnung. Mit dem Einsatz des

die IL-6 mRNA-Expression in LPS-stimulierten,
nicht variabel gedehnten Zellen unterdriickt
werden. In LPS-stimulierten, variabel gedehn-
ten AECs blieb diese Abnahme aus.

Interpretation

Es konnte gezeigt werden, dass in nicht stimu-
lierten L2-Zellen die Art der Dehnung sowohl
in Bezug auf die Signalweiterleitung als auch
in der Bildung der Zytokine IL-6, CCL-2 und
CXCL-2 keine Rolle zu spielen scheint. In LPS-
stimulierten L2-Zellen allerdings wurde nach-
gewiesen, dass variable Dehnung die Bildung
und Freisetzung dieser Zytokine im Vergleich
zu nicht variabler Dehnung reduziert und
diese Wirkung durch den ERK1/2-Signalweg
vermittelt wird. Somit stellt die Reduktion der
pro-inflammatorischen Antwort bei AECs ei-
nen moglichen Mechanismus der Lungenpro-
tektion durch variable Beatmung dar.
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Die Cox1-induzierte Thromboxan-
synthese vermittelt die Neutrophilen-
Rekrutierung, NET-Formation und
Pathogenbeseitigung in einem
murinen Modell der bakteriellen
Pneumonie
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Fragestellung

Die Pneumonie besitzt eine hohe Inzidenz
bei Intensivpatienten und ist mit einer hohen
Letalitdt assoziiert. Hierbei kommt es zu einer
Rekrutierung von polymorphkernigen neutro-
philen Granulozyten (PMNs) in die Lunge zur
Pathogen-Elimination. Im Rahmen der pulmo-
nalen Inflammation interagieren PMNs mit
aktivierten Thrombozyten [1]. Diese Interak-
tion ist wichtig fir die vollstindige Aktivierung
und Rekrutierung von PMNs. Prostaglandine,
wie z.B. Thromboxan A, (TxA,), sind entschei-
dend an der PMN-Rekrutierung beteiligt [2].
Der transzelluldre Austausch von Lipidmeta-
boliten zwischen PMNs und Thrombozyten
sowie der Metabolismus dieser Botenstoffe
ist bis zum heutigen Tag jedoch unbekannt.
Ziel dieser Studie war die Identifikation der
molekularen Regulationsmechanismen der

29. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Prostaglandinsynthese nach Thrombozyten-
PMN-Interaktion und die Konsequenzen fur
den pulmonalen Entziindungsprozess.

Methodik

Eine Pneumonie wurde bei Mdusen durch In-
stillation von E. coli induziert [3]. Nach 24
Stunden wurden die Anzahl der PMNs in der
bronchoalveoldren Lavage (BAL) quantifiziert,
die Anzahl der Bakterien in der BAL sowie
in der Lunge und der Milz bestimmt und die
Anzahl zirkulierender Thrombozyten-PMN-
Aggregate analysiert (n=4). Zirkulierende
NET-Strukturen im Plasma wurden mit Hilfe
eines Myeloperoxidase-DNA-ELISA quantifi-
ziert. Zur Darstellung von NETs wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung angewandt. Um
die PMN-Migration zu untersuchen, wurde
die Lunge 4 Stunden nach E. coli-Instillation
mit Agarose gefiillt, jeweils ein Lungenlappen
geteilt und die PMN-Migration mittels eines
Spinning-Disc-Mikroskops (iber 1 Stunde ex
vivo visualisiert (n=3). Die ICAM1-Expression
von MLMVECs (murine lung microvascular
endothelial cells) wurde mittels gRT-PCR,
Immunfluoreszenzfarbung und FACS-Analyse
in vitro gemessen. Um den transzelluldren
Metabolismus in vitro zu untersuchen, wur-
den PMNs mit C'*-markierter Arachidonsdu-
re beladen und mit Thrombozyten inkubiert.
Nach Stimulation mit ADP und fMLP wurde
C'"-TxB, (stabiler Metabolit von C*-TxA,) de-
tektiert (n=3). Die Cox1-Aktivitit wurde ana-
lytisch bestimmt. Die statistische Signifikanz-

© Andsth Intensivmed 2015;56:340-390 Aktiv Druck & Verlag GmbH

Bestimmung erfolgte mittels einfaktorieller
ANOVA und anschliefenden Student-New-
man-Keuls-Tests oder t-Tests. Das Signifikanz-
Niveau wurde bei p<0,05 festgesetzt. Alle
Tierversuche wurden von der Tierschutzkom-
mission genehmigt.

Ergebnisse

Zundchst zeigten wir, dass das von uns be-
nutzte E. coli-induzierte Pneumoniemodell
Thrombozyten- und TxA,-abhéngig ist. WT-
Mause nach Blockade der Adhdsionsmolekii-
le PSGL-1 oder P-Selektin und Cox1--Mause,
nicht jedoch Cox2”-Mduse, wiesen eine ver-
minderte PMN-Rekrutierung in die Lunge,
eine verminderte Thrombozyten-PMN-Inter-
aktion, eine erhohte Bakterienanzahl in der
Lunge sowie eine verminderte NET-Formation
auf (Abb. 1). Diese Verdanderungen waren mit
einer erhohten Letalitdt im Vergleich zu WT-
Mausen nach E. coli-Instillation assoziiert
(73% vs. 36%, p=0,02). In der Intravitalmikro-
skopie der Lunge konnte bei Cox1--Mdusen
ebenfalls eine verminderte PMN-Rekrutierung
und verminderte PMN-Thrombozyten-Inter-
aktionen nachgewiesen werden. Ferner konnte
mikroskopisch gezeigt werden, dass die Mi-
grationsstrecke (19,7+1,4um vs. 9,9+1,5pm,
p=0,006) und die Migrationsgeschwindig-
keit (0,44+0,056pum/m vs. 0,24+0,028um/m,
p=0,034) von Cox1-defizienten PMNs signifi-
kant reduziert ist im Vergleich zu WT-PMNs.
Cox1 in Thrombozyten, jedoch nicht Cox2,
war fiir eine addquate C'-TxA,-Freisetzung
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Abbildung 1
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NET-Strukturen (rot) in der Lunge von WT-Mdusen (A) und Cox17-Mdusen (B). PMNs griin, Histon H3 rot,

zelluldre DNA blau, Myeloperoxidase

nach Stimulation notwendig. Dieser Vorgang
setzte die Bereitstellung von Arachidonséure-
Metaboliten aus PMNs voraus. Die Cox1-
Aktivitdit wurde durch die Interaktion von
Thrombozyten und PMNs in vitro erhoht.
PSGL1- oder P-Selektin-Blockade vermin-
derten die TxA,-Synthese und Cox1-Aktivitat
in Thrombozyten. Des Weiteren war TxA,

notwendig fiir die NET-Formation durch akti-
vierte PMNs und die ICAM1-Expression von
murinen Endothelzellen in vitro und in vivo.

Interpretation

Die Ergebnisse zeigen, dass die direkte In-
teraktion mit PMNs (iber eine P-Selektin-
Bindung an PSGL-1 fiir die Cox1-abhangige

27. - 28.02.2015 - Wiirzburg

TxA,-Synthese in Thrombozyten erforderlich
ist. Die hierfiir notwendigen Arachidonsdure-
Metabolite stammen aus PMNs und werden
transzelluldr zwischen PMNs und Thrombo-
zyten ausgetauscht. Dies ist notwendig fiir
eine addquate TxA,-Freisetzung aus Throm-
bozyten, die Bildung von NETs, die ICAM1-
abhidngige PMN-Rekrutierung in die Lunge
und die effiziente Pathogen-Elimination im
Rahmen bakterieller Pneumonien.
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Das Methylierungsmuster des
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Fragestellung

Das C-Allel des funktionell wirksamen Aqua-
porin5-(AQP5)-A(-1364)C-Promotorpolymor-
phismus ist nicht nur mit geringerer AQP5-
Expression [1], sondern auch mit geringerer
Migration neutrophiler Granulozyten [2] und
30-Tage-Letalitdt bei schwerer Sepsis assozi-
iert [3]. Da AQP5-defiziente Mause zudem
hiufigeres Uberleben nach Lipopolysaccha-
rid (LPS)-induzierter Inflammationsreaktion
im Vergleich zu Wild-Typ-Mausen [2] zeigen,
scheint die AQP5-Expression ein tberlebens-
relevanter Schisselmechanismus bei Sepsis
zu sein. Unklar sind allerdings die regulieren-
den molekularen Mechanismen der AQP5-
Transkription in der Sepsis. Da ein moglicher
Mechanismus in der Promotor-Methylierung
liegen konnte, testeten wir folgende Thesen:
1) bakterielle Zellwandbestandteile wie fMLP
beeinflussen die AQP5-Expression; 2) die
AQP5-Expression wird in Immunzellen tiber
Promotor-Methylierung reguliert; 3) bakteri-
elle Zellwandbestandteile verandern das Me-
thylierungsmuster des AQP5-Promotors; 4)
das Methylierungsmuster des AQP5-Promo-
tors unterscheidet sich zwischen septischen
und nicht-septischen, postoperativen Patien-
ten; 5) die Methylierung des AQP5-Promotors
zwischen Uberlebenden und Verstorbenen ist
unterschiedlich.

Methoden und Ergebnisse

1) Zellen der Leukozytenzelllinie HL-60
(DSMZ, Braunschweig) wurden mit dem bak-
teriellen Zellwandbestandteil fMLP (10°M,
Sigma-Aldrich, Taufkirchen) inkubiert und
nach 6 Stunden mittels qPCR (Qiagen, Hil-
den) und Western-Blot (Bio-Rad, Miinchen)
analysiert. fMLP fiihrte gegentiber Kontrollen
zu einer mehr als 2-fach erhohten AQP5-
mRNA- und AQP5-Protein-Expression (Abb.
Ta+b, p=0,03; n=6).
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Abbildung 1
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AQP5 mRNA- (A) und Proteinexpression (B) 6 h nach fMLP-Stimulation (10-8M). (C) AQP5-Promotor-
methylierung an Pos. -937 bei postoperativen Patienten ohne Sepsis (“Pops”) sowie lberlebenden und

verstorbenen Patienten mit Sepsis (sept. Pat.).

2) Zellen der B-Lymphozytenzelllinie REH
(CLS, Eppelheim) wurden fir 3 Tage mit
50pM und anschlieflend fiir weitere 3 Tage
nach Zellmediumwechsel mit 10uM des
DNA-Methyltransferase-Inhibitors  5-Aza-2’-
deoxycytidin (ADC, Sigma-Aldrich) inkubiert.
Nach 6 Tagen ADC-Inkubation war die AQP5
Promotor-Methylierung (qPCR) um 25% re-
duziert (p=0,03; n=3) und ging mit einer um
30% gesteigerten AQP5-Expression (p=0,04;
n=3) einher.
3) Die AQP5-Promotor-Methylierung wurde
in der Monozytenzelllinie U937 (DSMZ) nach
Inkubation (24h) mit LPS (1pg/ml, Sigma-Ald-
rich) quantifiziert (qPCR). LPS fiihrte zu einer
Reduktion der AQP5-Promotor-Methylierung
um 12% (p=0,006; n=3), aber Verdopplung
der AQP5-Proteinexpression.
4-5) Nach positivem Votum der Ethikkommis-
sion der Universitdt Duisburg-Essen wurden
100 postoperative und 100 Patienten mit Sep-
sis in eine Beobachtungsstudie eingeschlossen
und DNA aus Vollblut isoliert, um die Methy-
lierung des AQP5-Promotors von Position
-571 bis -1081 (Pyrosequenzierung, Qiagen,
Hilden) zu ermitteln. Zwar unterschied sich
der Methylierungsgrad iiber den gesamten
AQP5-Promotor  zwischen septischen und
nicht-septischen  postoperativen  Patienten
nicht signifikant, jedoch wurden 4 Positionen
(-860; -937; -940; -1013) detektiert, bei denen
septische im Vergleich zu postoperativen Pati-
enten eine starkere Methylierung aufwiesen
(p<0,05). Ferner war der Promotor an Position
-937 bei verstorbenen septischen Patienten
im Vergleich zu tiberlebenden oder postope-
rativen Patienten deutlich starker methyliert
(Abb. 1c, p<0,05). Eine In-silico-Analyse fiir
die Region -920 bis -950 ergab, dass genau
um die Position -937 wichtige Transkriptions-
faktoren fir die Inflammation (NFxB, HIF-
Ta) und AQP5-Expression (CREB) binden.
Mittelwerte + Standardabweichung,
Mann-Whitney-U-Test, ungepaarter t-Test,
p<0,05.
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Interpretation

Die AQP5-Expression in der Sepsis scheint
auch durch Methylierungsprozesse am AQP5-
Promotor reguliert zu werden, denn bakteri-
elle Zellwandbestandteile wie LPS reduzie-
ren in Zellkulturexperimenten nicht nur die
Methylierung am AQP5-Promotor, sondern
steigern auch die AQP5-Expression. Da die
Gesamtmethylierung des AQP5-Promotors
zwischen nicht septischen, postoperativen
Patienten und Patienten mit schwerer Sep-
sis nicht unterschiedlich war, aber sich der
Methylierungsgrad an nur wenigen Positio-
nen unterschied, scheint die epigenetische
Regulation der AQP5-Expression in der Sepsis
durch wenige, aber hochspezifische Positio-
nen vermittelt zu werden. Insbesondere die
Methylierung an Position -937 scheint grole
Relevanz zu haben, da die Methylierung an
Position -937 bei verstorbenen, septischen
Patienten im Vergleich zu tiberlebenden oder
postoperativen Patienten deutlich h&ufiger
war. Ob die Methylierung an Position -937
Einfluss auf die AQP5-Promotoraktivitdt hat,
wird gegenwartig mit einem CpG-freien Vek-
tor im Reporterassay getestet.
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Fragestellung

Metamizol (MM) ist aufgrund seiner hohen
analgetischen Potenz sowie ausgeprégter
Spasmolyse und Antipyrese ein haufig einge-
setztes Nicht-Opioid-Analgetikum. Die mo-
lekularen Wirkmechanismen dieser klinisch
erwiinschten Effekte von MM konnten bislang
nur unvollstindig aufgeklart werden, wobei
eine Hemmung der Zyklooxygenase (COX)
durch die reaktiven Metaboliten 4-N-Methyl-
aminoantipyrin (MAA) und 4-Aminoantipyrin
(AA) als relevant fiir die analgetische Wirkung
gilt [1]. Fiir Paracetamol wurde ebenfalls eine
COX-Hemmung nachgewiesen, dessen an-
algetische und antipyretische Wirkung aber
auch entscheidend durch eine Aktivierung
des lonenkanals TRPA1 durch reaktive Me-
taboliten von Paracetamol vermittelt werden
soll [2]. In dieser Studie priiften wir die Hypo-
these, dass TRPA1 durch MM oder dessen
Hauptmetaboliten modifiziert wird und somit
auch fiir Effekte von Metamizol eine mogliche
molekulare Zielstruktur darstellt.

Methodik

An HEK-293-Zellen mit einer stabilen oder
transienten Expression der humanen (h) Iso-
form von TRPA1 wurden Patch-Clamp-Experi-
mente durchgefiihrt. Reinsubstanzen von MM
sowie von dessen Hauptmetaboliten MAA,
AA, 4-Formyl-Aminoantipyrin (FAA) sowie
4-Acetyl-Aminoantipyrin (ACAP) wurden von
der Firma Sanofi-Aventis zur Verfiigung ge-
stellt. Datenverarbeitung und Statistik wurden
mit der Origin-Software durchgefiihrt.

Ergebnisse

Wdihrend MM in Konzentrationen bis T mM
nur minimale Effekte an hTRPA1 bewirkt,
konnen bei Applikation des Metaboliten MAA
in Konzentrationen zwischen 100 nM und
100 pM Membranstréme beobachtet werden
(Abb. TA fir 1 pM MAA). Obwohl sich diese
Aktivierung als unabhéngig von der verab-
reichten Konzentration darstellt, kann sie voll-
standig (n=6) durch den selektiven hTRPA1-
Antagonisten HC-030031 (50 uM) geblockt
werden. In den gleichen Konzentrationen
aktivieren auch die Metaboliten AA, FAA und
ACAP hTRPAT1, diese Effekte werden durch
HC-030031 ebenfalls komplett inhibiert. Eine
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A-B) Membranstrome von HEK-293-Zellen mit hTRPAT-Wildtyp- (A) und der hTRPA1-3C-Mutante (B). Die
Strome wurden wéhrend einer 500 ms langen Spannungsrampe zwischen -100 und +100 mV aufgenom-
men, entweder unter Applikation der Kontrolllosung oder T uM MAA.

C) Mittlere Spitzenamplituden von Membranstrémen, induziert durch Applikation der Kombination H,0, +

MM (rot) und nachfolgend H,0, alleine.

D) Originale Stromspur einer HEK-293-Zelle mit hTRPA1. Wihrend es bei der Applikation von H,O, + MM
zu keiner Aktivierung von hTRPAT kommt, induziert die alleinige Applikation von H,O, einen schnellen und

reversiblen Einwartsstrom.

detaillierte Charakterisierung dieser agonisti-
schen Wirkung an hTRPAT erfolgte mit MAA.
Neben einer direkten Aktivierung von hTRPAT
sensibilisiert 1 pM MAA die Wirkung des
TRPAT-Agonisten Carvacrol: Einwartsstrome
mittels 100 pM Carvacrol wurden durch MAA
von 370+174 pA auf 1.000+364 pA erhoht
(n=7; p<0.01, gepaarter t-Test). 1 yM MAA in-
duziert auch in ,On-Cell“-Messungen Memb-
ranstrome tber hTRPA1 (n=4). Dieser Effekt
ist ein indirekter Hinweis fir einen intrazellu-
laren Wirkmechanismus von MAA, wie er fur
die Aktivierung von TRPAT durch Oxidation
intrazelluldr lokalisierter Cysteinreste fiir viele
reaktive TRPAT-Agonisten beschrieben wurde
[3]. Bei einer Koapplikation von MAA mit
dem Reduktionsmittel Dithiothreitol (DTT, 5
mM) induziert 1T pM MAA keine Aktivierung
von hTRPAT (n=5). Ebenfalls verursacht die
Applikation von 5 mM DTT eine schnelle In-
aktivierung MAA-induzierter Membranstréme
(n=5). Die Wirkung von MAA wurde jetzt an
der Kanalmutante ,hTRPA1-3C“ untersucht,
bei der drei Cysteinreste (C621, C641, C665)
mit Serinresten ausgetauscht wurden. Die
aktivierende Wirkung von MAA ist hier kom-
plett aufgehoben, jene von Carvacrol jedoch
erhalten (n=5; Abb. 1B). Obwohl fiir die Aus-
gangssubstanz MM keine direkten Effekte auf
hTRPAT1 festgestellt werden konnten, wurde
die Eigenschaft von MM als ,Scavenger” reak-

tiver TRPAT-Agonisten wie H,O, untersucht.
Wahrend die Kombination von 100 pM H,0O,
und T mM MM nur kleine Einwdrtsstrome
induziert (6314 pA), bewirkt die alleinige
Applikation von H,0O, groBe Einwdrtsstrome
(64314 pA, n=7; p<0.01 gepaarter t-Test;
Abb. 1C, D).

Interpretation

Klinisch  relevante Konzentrationen der
Hauptmetaboliten von MM aktivieren und
sensibilisieren den lonenkanal TRPA1. Diese
Modifikation von hTRPAT ist reversibel und
wird durch eine Oxidation intrazellular lo-
kalisierter Cysteinreste vermittelt. MM selbst
konnte auch anhand einer chemischen Mo-
difikation reaktiver und endogen vorliegender
TRPA1-Agonisten wie H,O, die Aktivierung
von hTRPAT1 indirekt beeinflussen.
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Fragestellung

Die akute Entziindungsreaktion ist die Ant-
wort des Organismus auf eine Schadigung
der Integritdt durch z.B. ein Trauma oder ei-
nen mikrobiellen Reiz. Dabei kommt es in
der initialen Phase zu einer Einwanderung
von Leukozyten ins geschadigte Gewebe.
Die Elimination dieser Entziindungszellen ist
von zentraler Bedeutung, um das Gewebe
in Homdostase zurlickzufithren. Diese soge-
nannte Resolution der Inflammation ist ein
aktiver Prozess, der von spezialisierten Lipid-
mediatoren koordiniert wird [1,2]. Kriterien
der Entziindungsresolution sind die Reduk-
tion der proinflammatorischen Zytokine, die
Verminderung der Einwanderung der poly-
morphkernigen neutrophilen Granulozyten
(PMN) und die Stimulation der Makrophagen
zur Phagozytose von apoptotischen PMN
und inflammatorischem Material. Neuere Ar-
beiten konnten einen antiinflammatorischen
Effekt des neuronalen Guidance Proteins
,Repulsive Guidance Molecule A” (RGM-A)
in der Frithphase der akuten Inflammation
zeigen [3]. Die Rolle von RGM-A im Rahmen
der Entziindungsresolution ist bisher nicht be-
kannt.

Methodik

In vitro wurde die Phagozytose apoptotischer
PMN durch Makrophagen nach Stimulation
mit RGM-A untersucht. In Makrophagen wur-
de die Transkription der Resolvin-Rezeptoren
ALX und GPR32 nach Stimulation mit RGM-
A und Tumornekrosefaktor-a. (TNF-o) mittels
RT-PCR evaluiert (n=8-12). Die Tierversuchs-
genehmigung des zustdndigen Regierungs-
prasidiums lag vor. In vivo wurde in einem
durch Zymosan A (ZyA) induzierten Perito-
nitis-Modell an Wildtyp (WT)- und Neogenin-
Knock Out (KO)-Méusen (ZyA +/- RGM-A
Peptid) eine Zeitkinektik (4h, 12h, 24h, 48h)
(n=7-10/ pro Gruppe und pro Zeitpunkt)
durchgefiihrt. In einer weiteren Gruppe
wurde das RGM-A-Peptid WT-M4usen the-
rapeutisch 4h nach Zymosan A Gabe, zum
Maximum der Inflammation, appliziert. Aus
der gewonnenen Peritoneallavage wurden
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zu den verschiedenen Zeitpunkten mittels
Durchflusszytometrie die Rekrutierung und
Differenzierung immunmodulatorischer und
proresolutiondrer Leukozyten sowie die
Phagozytose der apoptotischen PMN unter-
sucht. Zusdtzlich wurden die proinflamm-
atorischen Zytokinkonzentrationen von In-
terleukin (IL)-1B, IL-6, TNF-o. und keratino-
cyte-derived chemokine (KC) mittels ELISA
gemessen. Die In-vivo-Versuche wurden mit-
tels Student’s t-Test, und die In-vitro-Versuche
wurden mit einfaktorieller ANOVA und an-
schlieBender Bonferroni-Korrektur evaluiert.

Ergebnisse

In vitro flhrte die Stimulation der Makro-
phagen mit RGM-A zu einem signifikanten
Anstieg der Phagozytose apoptotischer PMN
(Abb. 1). Die Transkription der Resolvin-
Rezeptoren ALX und GPR32 wurde durch
Stimulation mit TNF-a und RGM-A in Makro-
phagen signifikant erhoht. In vivo fiihrte die
Gabe des RGM-A sowohl prophylaktisch als
auch therapeutisch nach Induktion der aku-
ten Peritonitis zu einer signifikant reduzier-
ten Leukozytenzahl im Peritoneum (Zellzahl
x107 ZyA: 4h 1,8+0,2; 12h 1,6+0,2; 24h
1,2+0,1; 48h 0,79+0,07; RGMa-Peptid pro-
phylaktisch: 4h 1,1+0,1(**); 12h 0,95+0,06
(**); 24h 0,81+0,02(*); 48h 0,65+0,08 (ns)
RGMa-Peptid therapeutisch: 12h 1,0 £0,1(**);
24h 0,9+0,08 (**); 48h 0,5+0,03 (**); n=8-10;
** p<0,01, *p<0,05) und einer signifikanten
Reduktion der PMN. Dariiber hinaus fiihrte
in vivo die Applikation von RGM-A zu einer
signifikanten Reduktion der klassischen in-
flammatorischen Ly6Ch-Monozyten, einem
signifikanten Anstieg der antiinflammatori-
schen Ly6C°-Monozyten und einer signifikant
vermehrten Phagozytose von apoptotischen
PMN. Auch die Konzentration der proin-
flammatorischen Zytokine IL-1p, IL-6 und KC
in der Peritoneallavage war nach prophylak-
tischer und therapeutischer Gabe signifikant
reduziert. Bei Neogenin-KO-Mdusen fiihrte
die Gabe von RGM-A weder zu einer Re-
duktion der Inflammation mit Verminderung
der Zellzahl und der Zahl neutrophiler Gra-
nulozyten noch zu einem Unterschied in der
Differenzierung der pro- und antiinflammato-
rischen Monozyten oder einem Unterschied
in der Efferozytose.

Interpretation

RGM-A reduziert die Zellzahl sowie die Ex-
pression der proinflammatorischen Zytokine
wahrend der akuten Peritonitis bei der Maus.
RGM-A erhoht die Transkription der Resolvin-
Rezeptoren auf Makrophagen, fiihrt zu einer
vermehrten Rekrutierung antiinflammatori-
scher Monozyten und erhoht die Efferozy-
tose. Der Resolutionsindex zeigt eine Verkiir-
zung der Resolutionsphase durch RGM-A.
Diese RGM-A-vermittelten Effekte sind bei

© Andsth Intensivmed 2015;56:340-390 Aktiv Druck & Verlag GmbH

Abstracts

Abbildung 1

4

w
|

"
»
*

*

*

[

(X
h

Efferozytose
(x-facher Anstieg)

T
0 2,5 25 250
[ng RGMa Peptid]

RGM-A erhoht die Phagozytose apoptotischer
PMN im In-vitro-Efferozytose-Assay

(alle Daten als Mittelwert +SEM; n=11 pro Gruppe,
*:40<0,001).

Neogenin-KO-Tieren nicht vorhanden. Dem-
zufolge besitzt RGM-A antiinflammatorische,
aber auch proresolutiondre Funktionen wah-
rend einer experimentell induzierten murinen
Peritonitis. Diese Wirkung scheint groften-
teils iiber Neogenin vermittelt zu werden.
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Fragestellung

Im Rahmen der Wirtsreaktion auf Infektio-
nen kann es durch eine gesteigerte Himolyse
zur Akkumulation von Abbauprodukten des
Hamoglobins sowohl im Blut als auch im
Gewebe kommen. Erniedrigte Haptoglobin-
bzw. Hamopexinspiegel, welche Hamoglo-
bin und Ham detoxifizieren, sind mit einer
schlechteren Prognose assoziiert [1]. Tierstu-
dien haben gezeigt, dass die Konzentration
von freiem Ham bei Sepsis auf ein Vielfaches
des Plasmanormalwertes ansteigt [2]. Dem-
zufolge kdnnen Hamoglobin, Hdm und deren
Abbauprodukte zur Schadigung beitragen,
wobei die Signalwege noch nicht vollstin-
dig bekannt sind. Die Leber nimmt sowohl
im Hamstoffwechsel als auch in der metabo-
lischen Stressantwort eine Schliisselfunktion
ein. Daher untersuchten wir den Einfluss von
freiem Ham auf die hepatische Mikrozirkula-
tion sowie die hepatozelluldre Integritdt im
gesunden und kranken Organismus.

Methodik
Das Modell der isoliert perfundierten Le-
ber wurde zur Bewertung der hepatischen
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Mikrozirkulation und hepatozelluldrer Scha-
digungsmechanismen angewandt. Nach Ge-
nehmigung der zustdndigen Behorde wurden
ménnliche Wistar-Ratten entweder in einem
nicht-rezirkulierenden System (n=4-5 pro
Konzentration) fiir 10 min oder in einem rezir-
kulierenden fiir 60 min mit unterschiedlichen
Dosen Hamin unter kontinuierlicher Mes-
sung des portalvendsen Drucks, und in aus-
gewdhlten Experimenten des Lebergewichts,
perfundiert. Die Tiere wurden in drei Grup-
pen eingeteilt, wie folgt vorbehandelt und an-
schlieBend mit Hamin perfundiert: Kontrolle
(keine Intervention; n=>5), PCI (polymicrobal
contamination and infection; 1,25 pl Faeces/g
KG i.p., 24 Stunden vor Perfusion; Volumen-
gabe 6 Stunden s.c. nach PCI Induktion; n=5),
LPS (Lipopolysaccharid; 1T mg/kg KG i.p., 2
Stunden vor Perfusion; n=4). Des Weiteren
wurde untersucht, ob die Verfiigbarkeit von
Albumin im Perfusat einen Einfluss auf die va-
soaktiven Eigenschaften des Hims hat (n=4).
Die In-vitro-Analyse zur hepatischen Gewe-
beschadigung und Zytotoxizitdt wurde mit-
tels Laktatdehydrogenase (LDH)-Bestimmung
quantifiziert. Fir Zellkulturassays wurden
parenchymatése und nicht-parenchymatose
Leberzelllinien verwendet. Diese wurden un-
ter Standardbedingungen kultiviert und mit
Hamin, rekombinantem TNF-a und/oder
Albumin stimuliert. Statistische Analysen
wurden mittels Kruskal-Wallis (mit Post-hoc-
Dunn’s-Test) durchgefiihrt. Signifikante Un-
terschiede wurden bei p<0,05 angenommen.

Ergebnisse

Freies Ham (1,4 und 10 pM) verursachte in
der isoliert perfundierten Rattenleber eine
dosisabhdngige Erhohung des portalvendsen
Drucks um 30-40 % (Abb.1 a). Sowohl Tiere
mit einer Endotoxindmie als auch Tiere mit
einer polymikrobiellen Sepsis zeigten wah-
rend der Perfusion mit 10 yM Hamin keinen
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Unterschied im portalvenésen Druckanstieg.
Jedoch liel sich eine deutliche Beeinflussung
der parenchymatésen Zellschadigung im PCI-
Modell nachweisen (Abb. 1 b). Die Sinusoide,
insbesondere deren Perizyten, wurden durch
Intravitalmikroskopie (Abb. 1 ¢) und Gravi-
metrie der Leber als verantwortliche Struktur
fir die Druckerhohung identifiziert. Neben
seiner vasokonstriktorischen Eigenschaft zeig-
te Ham auch eine zytotoxische Wirkung auf
Sternzellen sowie auf Parenchymzellen. Die-
ser Effekt war noch ausgepragter in Anwesen-
heit von TNF-a.. Eine Neutralisation von Him
mit humanem Serumalbumin verhinderte
sowohl eine Vasokonstriktion als auch eine
Gewebsschadigung.

Interpretation

Ham spielt eine kritische Rolle in der Vermitt-
lung des Gewebeschadens bei Sepsis. Him
fihrt in der Leber sowohl zu einer verminder-
ten Perfusion als auch zu einer Gewebsscha-
digung, welche bei Sepsis potenziert ist. Die
Verfiigbarkeit von Albumin schiitzt die Leber
vor Ham-vermittelter Toxizitdit und Mikro-
zirkulationsversagen.
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(@) Anderung des portalvendsen Drucks (Mittelwert + SEM dargestellt, n=4-5) in der isoliert perfundierten Rattenleber mit Hamin (1,4 und 10 pM).

(b) LDH-Freisetzung in Perfusat wahrend 60-minditiger Perfusion mit Hamin (10 pM); Mittelwert + SEM. Kontrolle (n=5, keine Intervention), PCI (n=5, 1,25 pl
Faeces/g KG 24 Std vor Perfusion), LPS (n=4, 1 mg/kg KG LPS 2 Std vor Perfusion).

(c) Reprasentative intravitalmikroskopische Aufnahmen der Lebersinusoide einer Ratte vor und wéhrend Perfusion mit Hamin (10 pM).
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Fragestellung

Die Bildung einer Neointima nach arterieller
GefdRverletzung stellt ein initiales Ereignis
in der Entstehung atherosklerotischer Gefdf3-
ldsionen dar [1]. Zahlreiche Studien attestie-
ren einer Defizienz fiir den Immunrezeptor
Toll-like-Rezeptor 2 (TLR2) vaskuloprotektive
Eigenschaften [2,3]. Ziel der vorliegenden
Studie war es, die Bedeutung des TLR2 in der
frihen Entstehungsphase der Atherosklerose
zu untersuchen. Auch sollte der differentielle
Beitrag zelluldrer Mechanismen in der Gefdf3-
wand im Vergleich zu denen am vaskuldren
Heilungsprozess beteiligten hamatopoeti-
schen Stammzellen identifiziert werden.

Methodik

Nach Genehmigung gemalS Tierschutzgesetz
wurden TLR2-defiziente (TLR27)-, Wildtyp
(C57B6/), WT)-, mit TLR2-blockierendem An-
tikorper (T2.5, 5 pg/g) behandelte WT- sowie
TLR27-/WT-chimire Mduse nach Knochen-
marktransplantation (KMT) einer Gefdlver-
letzung der Art. carotis communis mittels
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10%iger Eisenchlorid (FeCl,)-Lésung  unter-
zogen und neointimale Lasionen nach drei
Wochen immunhistochemisch mittels Image-
ProPlus Software analysiert. Glatte Muskel-
zellen (Smooth Muscle Cells, SMC) wurden
durch Farbung von a-smooth muscle actin
identifiziert. Hamatopoetische Stammzellen
wurden anhand der Expression von CD117
(cKit) aus Knochenmark von TLR2”- und
WT-Mausen isoliert und deren Einfluss auf
die migratorische Aktivitdit von SMC in In-
vitro-Ko-Kultur-Assays untersucht. Statistik:
Student's t-Test bzw. univariate Varianzana-
lyse und Bonferroni-Korrektur; Mean + SEM.

Ergebnisse

Drei Wochen nach Gefilverletzung der A.
carotis communis zeigten TLR2""-Mduse eine
reduzierte Neointimabildung im Vergleich zu
WT-Mdusen (Dicke [pm] P<0,01 bzw. Flache
[pm2?] P<0,001, n=8; Abb. 1A, B). Dies war
mit einer reduzierten Zahl eingewanderter
glatter Muskelzellen in neointimale Lasionen
(P<0,05, n=8) sowie reduzierter luminaler Ste-
nose der A. carotis communis ([%] P<0,001,
n=8) im Vergleich zu WT-Kontrolltieren as-
soziiert. Vergleichbare Ergebnisse auf den
vaskuldren Heilungsprozess lieflen sich beim
WT-Tier durch Applikation von TLR2-blockie-
renden Antikdrpern erzielen (P<0,05, n=4).
Bei WT/TLR2”-Genotyp chimdren Mausen
zeigte sich nach Transplantation von WT-Kno-
chenmark bei TLR2”-Tieren (KMTWT-TtR2-/)
ein mit KMTWTWT_Kontrolltieren vergleich-
barer mit einer verstarkten Neointimabildung
assoziierter Phdnotyp (Abb. 2). Im Gegen-
satz dazu konnte die Transplantation TLR2"-
Knochenmarks bei WT-Tieren (KMTTHRZ/-—=WT)
den reduzierten vaskuldren Heilungsprozess
des WT-Tieres hin zu einerVergleichbarkeit mit
dem giinstigen Phanotyp der KMTTtR2-/-=TtR2/-_
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Kontrolltiere beeinflussen (Neointimaflache,
-dicke sowie luminale Stenose P<0,05-0,001
in KMTTRZ=WT yg KMTWTTIR2  n=5). Erste
Ergebnisse aus In-vitro-Ko-Kultur-Analysen
deuten darauf hin, dass TLR2” hdmatopo-
etische Stammzellen im Vergleich zu kno-
chenmarkstimmigen WT-Stammzellen eine
reduzierte migratorische Aktivitdt glatter Mus-
kelzellen vermitteln (P<0,05 vs. WT-Stamm-
zellen, n=7).

Interpretation

Die Befunde der Studie deuten darauf hin,
dass dem TLR2 eine entscheidende Rolle in
der Entstehung neointimaler Ladsionen nach
arterieller GefaRlasion zukommen kénnte
und bestdtigen den fir die vaskulire Homo-
ostase giinstigen Phdnotyp einer TLR2-Defi-
zienz. Das Fehlen TLR2-vermittelter Signal-
transduktion auf hamatopoetischen Zellen
konnte im Gegensatz zu TLR2-Defizienz von
Zellen der Gefdfswand als einer der Vermittler
dieser giinstigen Effekte identifiziert werden.
Insgesamt deuten die Befunde auf eine zel-
luldre Interaktion hamatopoetischer Zellen
mit der Gefdllwand hin. Eine therapeutische
Modulation TLR2-vermittelter pro-inflamm-
atorischer Signaltransduktion kdnnte somit
einen Einfluss auf den vaskuldren Heilungs-
vorgang ausiiben, die Perfusion beeinflussen
und langfristig die Gefahr einer Progression
zur Atherosklerose reduzieren.

Literatur
1. Daniel JM, et al: Arterioscler Thromb Vasc Biol
2010;30:1890-1896
2. LinE, et al: Cardiovasc Ther 2009;27:117-123

3. Lee GL, et al: Arterioscler Thromb Vasc Biol
2012;32:2751-60.
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Abb. 1A Quantitative Darstellung der Neointimadicke von WT im Vergleich zu TLR2**-Mausen. **P<0,01, n=8. Abb. 1B Reprasentative Beispiele neointimaler Lasionen
bei WT- und TLR2""-Mausen drei Wochen nach Gefallasion. Weille Pfeile: Abstand Lumen/Lamina elastica interna (Intima/Neointima), schwarze Pfeile: Lamina ela-
stica externa. Hamatoxylin/Eosin-Farbung, VergroSerung 1.000x. Abb. 2 Quantitative Darstellung der Analysen der Neointimadicke bei WT/TLR2-chimdren Mausen
nach Knochenmarktransplantation und GefaRverletzung. *P<0,05, n=5.
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Fragestellung

Als Ausltser perioperativer, steriler Entzln-
dungsreaktionen gelten endogene Molekiile,
die im Rahmen einer gestorten Zellintegritat
freigesetzt werden und als ,danger-associated
molecular patterns” (DAMPs) bezeichnet
werden. Hierbei riickt mitochondriale DNA
(mtDNA) als wichtiges DAMP zunehmend in
den Fokus [1,2]. Bei abdominalchirurgischen
oder orthopadischen Operationen konnten si-
gnifikant erhthte Serumkonzentrationen von
mtDNA nachgewiesen werden. Ferner wur-
de gezeigt, dass systemische mtDNA sowohl
eine pulmonale Inflammation als auch eine
Immunparalyse induzieren kann [1]. Wie
genau mtDNA das Immunsystem moduliert,
ist dabei unzureichend verstanden. Aufgrund
der strukturellen Ahnlichkeiten mit bakteriel-
ler DNA (CpG-haltig) wurde bislang lediglich
der endosomale Toll-like-Rezeptor 9 (TLR9)
als Zielstruktur fiir mtDNA beschrieben [1,2].
Jedoch existieren weitere DNA-Sensoren,
die einen potentiellen Rezeptor fiir mtDNA
darstellen. So wurde jiingst tber den zyto-
solischen DNA-Rezeptor ,cyclic GMP-AMP-
synthase” (cGAS) berichtet, der nach Bindung
doppelstrangiger DNA zu einer Aktivierung
des STING-TBK1-IRF3-Signalwegs fiihrt und
die Induktion von Interferon-f (IFN-B) be-
dingt [3]. Hierbei wird STING durch das
von cGAS generierte zyklische Di-Nukleotid
GMP-AMP (cGAMP) direkt aktiviert. In der
vorliegenden Studie bestand die Frage, ob
mtDNA von cGAS erkannt und somit eine
proinflammatorische Immunreaktion ausge-
|6st wird.

Methodik

mtDNA wurde aus humanen HepG2-Zellen
isoliert und auf Endotoxin getestet. Humane
THP-1-cGAS-KO-Zellen (Monozyten) wur-
den mittels dem CRISPR/Cas9-System gene-
riert. THP-1-Wildtyp- und KO-Zellen wurden
mit aufsteigenden mtDNA-Konzentrationen
(0.125-2 pg/ml) zytosolisch mittels Lipofek-
tamin 2.000 transfiziert und fir 2, 6 und 24
Stunden inkubiert. Als Kontrollen wurde dop-
pelstréngige ,hering testis” DNA (HT-DNA),
cGAMP (2°-5") sowie CpG-B verwendet. Die

29. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Expression von IFN-B wurde per Real-Time-
PCR (gqPCR) bestimmt. Die Proteine IP-10
wurden im Uberstand mittels Elisa gemessen.
Mittels Western-Blot (WB) wurde die Aktivie-
rung/Phosphorylierung von IRF3 bestimmt.

Ergebnisse

(1) Zytosolisch transfizierte mtDNA fiihrte
in THP-1-Zellen dosis- und zeitabhingig zu
einer Induktion von IFN-B mit Gipfel nach
6 Stunden (bis zu 1.450-fach, Abb. 1A). Die
Applikation gleicher Mengen (1 pg/ml) von
mtDNA und HT-DNA fiihrte zu einer ver-
gleichbaren Steigerung der Genexpressi-
on von IFN-B (310- vs. 390-fach, Abb. TA),
wobei eine Inkubation mit 10 ug/ml CpG zu
keiner Induktion von IFN- fihrte.

(2) Nach 24 Stunden Stimulation mit zyto-
solischer mtDNA konnte das IFN-abhéngige
Protein IP-10 im Uberstand von THP-1-Zellen
nachgewiesen werden (815+84 pg/ml, n=3).
(3) Nach Inkubation mit 2 pg/ml mtDNA und
HT-DNA lie8 sich bereits nach einer Stunde
aktiviertes IRF-3 (pIRF3) als Ausdruck einer
Aktivierung des cGAS-STING Signalwegs mit-
tels WB nachweisen.

(4) Nach Stimulation von cGAS-KO-Zellen
mit mtDNA und HT-DNA war die IFN-B-
Induktion im Vergleich zum Wildtyp mehr
als 10-fach supprimiert. Um die Funkti-
onalitit der KO-Zellen zu testen, wurde
mittels cGAMP ein Ligand verwendet, der
,downstream” von cGAS zur Aktivierung von
STING fiihrt. Hierbei zeigte sich keine Suppri-
mierung der IFN-B-Induktion (Abb. 1B).
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Interpretation

Erstmalig konnte gezeigt werden, dass mtDNA
zu einer Aktivierung der zytosolischen cGAS-
STING-Signalkaskade mit konsekutiver In-
duktion von IFN-B fiihrt. Somit beschrei-
ben wir mit cGAS einen weiteren Sensor
(neben TLR9Y), der die immunmodulatori-
schen Eigenschaften von mtDNA im Zytosol
vermitteln kann. Da TLR9 beim Menschen im
Gegensatz zur Maus nur in zwei Zelltypen
funktionell exprimiert ist (B-Lymphozyten und
plasmazytoiden dendritischen Zellen), konnte
cGAS auch in anderen Zelltypen (hier exem-
plarisch Monozyten) eine mtDNA-abhéngige
Immunreaktion vermitteln. Somit kénnte der
durch  mtDNA-induzierte cGAS-STING-Sig-
nalweg fiir die perioperative Immunreaktion
von Bedeutung und therapeutischem Interes-
se sein.

Literatur

1. Zhang Q, et al: Nature 2010;464:104-7
2. OkaT, etal: Nature 2012;485:251-5
3. LijunS, et al: Science 2013;339:786-91.
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Zytosolisch transfizierte mtDNA induziert IFN-B abhdngig von cGAS.

A) THP-1-Zellen wurden 2, 6 und 24 h mit ansteigenden Dosen zytosolisch transfizierter mtDNA inkubiert
und anschliefend die Expression von IFN-B mittels gPCR (normalisiert mit 18S rRNA) ermittelt. Dargestellt
ist die relative Quantifizierung (RQ) im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen. Der Datensatz ist reprasen-

tativ fur vier unabhéngige Versuche.

B) Zusatzlich wurde der Einfluss von cGAS (mittels KO-Zellen) auf die Expression von IFN-B nach 6 h Inku-
bation der angezeigten Liganden ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhdngigen Ver-

suchen + SEM. * p < 0.05 (t-Test).
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Fragestellung

Lokalanasthetika (LA) sind unselektive Inhibi-
toren aller bekannten spannungsabhangigen
Natriumkanéle und erméglichen daher keine
selektive sensorische Blockade, die fiir peri-
operative Nervenblockaden und die Thera-
pie chronischer Schmerzen wiinschenswert
ware. Eine Strategie zur Etablierung selektiver
sensorischer Blockaden ist das Einschleusen
membran-impermeabler Natriumkanalblocker
durch die Kanalpore der beiden lonenka-
ndle TRPV1 und TRPA1, die primér in nozi-
zeptiven Nervenfasern exprimiert werden.
Diese Strategie konnte mit dem nicht-mem-
brangédngigen Lidocainderivat QX-314 in mu-
rinen Modellen in vivo und in vitro bestatigt
werden [1,2]. Die periphere Injektion von
QX-314 im Rattenmodell fiihrte allerdings
zu einer ausgepragten Neurotoxizitat [3]. Die
Bestdtigung dieser Ergebnisse an den huma-
nen (hTRP) Isoformen beider lonenkanile ist
bisher ausstehend. In der vorliegenden Stu-
die priften wir die Hypothese, dass hTRPV1
und hTRPA1 eine Permeation von QX-314
in das Zytosol und damit eine Blockade von
Natriumkanélen vermitteln. Darliber hinaus
gingen wir der Frage nach, ob TRPV1 oder
TRPAT als molekulare Mechanismen an der
QX-314-induzierten  Zytotoxizitit beteiligt
sind.

Methodik

Als zelluldres Modell dienten HEK-293-Zel-
len mit einer stabilen Expression von hTRPAT
oder hTRPV1. Die Permeation von QX-314
(Chlorid) wurde mittels Patch-Clamp durch
die frequenzabhingige Blockade (10 Hz) von
Natriumstromen in Zellen mit dem neurona-
len Natriumkanal Nav1.7 untersucht. Direkte
Effekte von QX-314 an beiden TRP-Kandlen
wurden durch Patch-Clamp und ratiometri-
sches Calcium-Imaging erfasst. Experimente
zu zytotoxischen Eigenschaften von QX-314
erfolgten mittels  durchflusszytometrischer
Analyse nach Farbung mit Propidiumiodid
und FITC-Annexin V.
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Abb. 1: Frequenzabhiangige Blockade von Nav1.7 in HEK293-Zellen mit hTRPV1 nach Applikation von
Capsaicin (CAP) (A) und von Capsaicin + 5 mM QX-314 (B) Zellen wurden bei -120 mV gehalten und
Einwartsstrome mit 10 Hz aktiviert. (C) Mittlerer frequenzabhéngiger Block wahrend 100 Strompulsen bei

10 Hz ohne und mit 5 mM QX-314. ** p< 0,01.

Abb. 2: Zellvitalitdt in HEK293-Zellen mit und ohne (-) hTRPV1. Inkubation mit QX314, Capsaicin sowie
dem TRPV1-Antagonisten BCTC (10pM) fiir 15 min. 24h nach Applikation Anfarbung und FACS-Analyse

(n=3). *** p< 0,001.

Ergebnisse

Die externe Applikation von 5 und 30 mM
QX-314 auf Zellen ohne TRP-Expression
fihrt zu keiner Natriumkanalblockade. In
hTRPV1-Zellen induziert die Co-Applikation
des TRPV1-Agonisten Capsaicin (1 yM) mit
QX-314 (5 mM) eine signifikante Natrium-
kanalblockade im Vergleich zu Capsaicin al-
leine (33%+5% versus 7%=2% Block, n=13;
p< 0.01 Kruskal-Wallis/Dunn; Abb. 1).
Ahnlich induzieren der TRPA1-Agonist Car-
vacrol (200 uM) mit 5 mM QX-314 eine
Natriumstromreduktion in  hTRPA1-Zellen
(32%+3% versus 2%+2% Block durch Car-
vacrol alleine, n=9; p< 0.001 Kruskal Wallis/
Dunn). Entgegen Studien an murinen Spi-
nalganglienzellen vermittelt 5 mM QX-314
auch ohne TRP-Kanal Agonisten eine signi-
fikante Natriumkanalblockade tiber hTRPA1
(40%=7%, n=7 Kruskal Wallis/Dunn).

Als  Mechanismus dieser Agonisten-unab-
héngigen Permeation von QX-314 konnte
eine Direktaktivierung beider hTRP-Kandle
durch QX-314 in Patch-Clamp- und Calcium-
Imaging-Experimenten  festgestellt werden.
30 mM QX-314 induziert ebenso wie 10 uM
Capsaicin zytotoxische Effekte tiber hTRPV1,
die durch den TRPV1-Blocker BCTC inhibiert
werden (ANOVA und Tukey-Test, n=3, p=
0,001, Abb. 2). Im Gegensatz zum TRPAT-
Agonisten Acrolein induziert 30 mM QX-314
eine geringfligige Zytotoxizitit in hTRPAT-
Zellen, die durch den TRPA1-Antagonisten
HC-030031 (50 pM) nicht beeinflusst wird.
Lidocain induziert im Unterschied zu QX-
314 eine TRP-unabhéngige Zytotoxizitit.

Interpretation

Die humanen lIsoformen von TRPV1 und
TRPAT sind permeabel fiir QX-314 und er-
moglichen damit eine Natriumkanalblockade
durch  membran-impermeable Substanzen.
Hierfiir ist im Gegensatz zu murinen TRP-
Isoformen keine Porenéffnung durch klassi-
sche Agonisten notwendig, da QX-314 selbst
sowohl hTRPAT als auch hTRPV1 direkt ak-
tiviert. Die QX-314-induzierte Zytotoxizitat
wird vorwiegend durch hTRPV1 vermittelt.
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Fragestellung

Die Inhibition der Angiotensin-II-Typ-1-Re-
zeptoren (AT1) fiihrt nach experimentellem
Schidel-Hirn-Trauma (SHT) zu einer Reduk-
tion des sekundidren Hirnschadens und der
zerebralen Inflammation [1]. Die zugrunde-
liegenden Mechanismen der iber AT1-In-
hibition vermittelten Neuroprotektion sind
nicht endgtiltig geklart. Neben intrazelluldren
und zerebrovaskuldren protektiven Effekten
reduziert die AT1-Hemmung die zerebrale
Invasion neutrophiler Granulozyten [2]. Ziel
der aktuellen Studie ist es, die Modulation
der zelluldren Immunantwort als méglichen
Mechanismus der neuroprotektiven Wirkung
der AT1-Inhibition nach SHT zu charakterisie-
ren. Hierflir wurde zunachst der Stellenwert
neutrophiler Granulozyten (Studie A) und der
Lymphozyten (Studie B) fiir den Hirnschaden
nach SHT ermittelt. Danach wurde die Wir-
kung der AT1-Inhibition (iber neutrophile
Granulozyten (Studie C) und tiber Lymphozy-
ten (Studie D) auf Hirnschaden und Neuro-
inflammation untersucht.

Methodik

Nach Zustimmung der Tierschutzkommis-
sion wurden mannliche C57B6-Mduse in
Behandlungsgruppen randomisiert (n=12/
Gruppe) und unter Andsthesie einer kontrol-
lierten kortikalen Kontusion (CCl) unterzogen.
In den Studien A und C wurde vor CCl eine
Neutropenie mittels spezifischen Antikorpers
induziert (antiLy6G; ND), im Vergleich zu
entsprechendem Kontrollantikorper (IgG2A3;
ctrl). In den Studien B und D wurden RAG1-
Knockout-Mduse  (recombination-activating
gene; RAG) im Vergleich zu Wildtypmausen
untersucht. RAG1-defiziente Mause besitzen
keine maturen B- und T-Lymphozyten. In den
Studien C und D erhielten die Tiere zusatzlich
den spezifischen AT1-Blocker Candesartan
(0,1mg/kg) oder die Tragerlosung subkutan,
30 min, 24 und 48 h nach SHT. Dabei wurde
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peri- und postoperativ der Blutdruck kontrol-
liert. 24 Stunden (Studien A, B) bzw. 3 Tage
(Studien C, D) nach CCI wurden Differenti-
alblutbild und zerebrales Kontusionsvolumen
(Nissl-Farbung), zusatzlich in Studien C und
D die perikontusionale Aktivierung der Mikro-
glia (Iba1-Farbung) sowie die Genexpression
der Zytokine IL1B und IL6 mittels quantitati-
ver Real-time-PCR bestimmt.

Statistik: ~ Mann-Whitney =~ Rangsummen-
test fir paarweise Vergleiche und Korrektur
nach Bonferroni-Holm bei Mehrfachtestung,
p<0,05.

Ergebnisse

Studien A, B: Sowohl bei neutropenen als auch
bei RAG-Méusen kam es zu einer Reduktion
des Hirnschadens gegeniiber Wildtypmausen
1 Tag nach SHT (29,2+2,8 vs. 43,6+7,8 mm?
sowie 27,1+4,1 vs. 32,4+5,6 mm3; p<0,05).
Studien C, D: Die niedrigdosierte Cande-
sartanbehandlung beeinflusste weder peri-
noch postoperativ den Blutdruck. Studie C:
Candesartan behandelte nicht-neutropene
Kontrollmduse wiesen 3 Tage nach SHT ein
reduziertes Kontusionsvolumen (ctrl-Cand:
24,0+3,3 mm3, ctrl-Veh: 27,1+3,0 mm3;
p<0,05), eine geringere Anzahl aktivierter
Mikroglia (Abb. 1) und niedrigere IL6-Ex-
pression im Vergleich zu Vehikel-Kontroll-
tieren auf. Bei neutropenen Mdusen beein-
flusste die AT1-Inhibition weder das Ausmal’
des Hirnschadens (ND-Cand: 25,8+4,9 mm3
ND-Veh: 25,0+5,4 mm3) noch die Aktivie-
rung der Mikroglia und Zytokinexpression
im Vergleich zur neutropenen Vehikelgruppe.
Studie D: Vehikel-behandelte RAG-Mause
wiesen ein signifikant grofleres Kontusions-
volumen (RAG-Veh: 32,2+4,6 mm3, RAG-
Cand: 26,1+4,1 mm?3; p<0,05) und eine ver-
mehrte Mikrogliaaktivierung (Abb. 2) nach
3 Tagen im Vergleich zu Candesartan-behan-
delten RAG-Tieren auf. Die Zytokinexpres-
sion zeigte keine Unterschiede.

Interpretation

Analog zu vorherigen Untersuchungen
konnte die aktuelle Studie zeigen, dass die
Depletion neutrophiler Granulozyten neuro-
protektiv. nach SHT ist, moglicherweise
Uber eine geringere Bildung reaktiver Sauer-
stoffspezies [3]. Der protektive Effekt bei
RAG-Tieren konnte erstmals nach CCl gezeigt
werden. Im Gegensatz zu nicht depletierten
Wildtyp- und RAG-Mdusen fithrte die AT1-
Inhibition bei neutropenen Mdusen zu kei-
ner Reduktion des sekundédren Hirnschadens
und der aktivierten Mikroglia. Dieses deutet
darauf hin, dass die neuroprotektive Wirkung
der AT1-Blockade tiber neutrophile Granulo-
zyten vermittelt wird. Da die AT1-Inhibition

© Andsth Intensivmed 2015;56:340-390 Aktiv Druck & Verlag GmbH

Abstracts

Abbildung 1

140 Ywittelwert + SD

=0,02
2

Aktivierte Mikroglia [n/ROI]
2 o © B B
§ &8 8 8 B8

N
3

° ctrl-Veh  ctrl-Cand ND-Veh ND-Cand

Die perikontusionale Aktivierung der Mikroglia
wurde in Ibal-gefarbten Schnitten bestimmt
(ROI: 0,52x0,65 mm2). In Kontrolltieren fiihrte
die AT1-Inhibition 3 Tage nach SHT zu einer Re-
duktion der Mikrogliaaktivierung im Vergleich
zu Vehikel-behandelten Kontrollmausen (ctrl-
Cand vs. ctrl-Veh, p<0,05). Nach Depletion der
neutrophilen Granulozyten (ND) beeinflusste
die ATT-Inhibition nicht die Mikroglia-Aktivie-
rung.

Abbildung 2
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Die AT1-Inhibition reduziert signifikant die peri-
kontusionale Aktivierung der Mikroglia bei lym-
phopenen RAG1-defizienten Mausen (RAG; ROI:
0,52x0,65 mm?; p<0,05).

bei RAG-Mausen, d.h. ohne mature B- und
T-Lymphozyten, weiterhin protektiv wirkte,
scheint der neuroprotektive Effekt der AT1-
Blockade unabhéngig von der lymphozytdren
Immunantwort zu sein. Die vorliegenden Er-
gebnisse deuten deshalb darauf hin, dass die
protektive Wirkung einer AT1-Inhibition nicht
nur direkt zerebral antiinflammatorisch, son-
dern peripher tiber eine Modulation neutro-
philer Granulozyten vermittelt wird.
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Fragestellung

Die topische Therapie, z.B. die Applikation
von Prostaglandinen zur regionalen Vasodi-
latation bei pulmonaler Hypertonie [1], ist
bereits an einzelnen Organen etabliert. Ob
diese Therapieform auch zur Behandlung von
regionalen Perfusions- und Oxygenierungs-
stérungen des Gastrointestinaltrakts geeignet
ist, wie sie z.B. im septischen oder hamorrha-
gischen Schock vorliegen [2], ohne dabei sys-
temisch unerwiinschte Wirkungen auszul6-
sen, ist bislang unbekannt. Ziel dieser Studie
war es daher, erstmals zu untersuchen, wel-
chen Einfluss lokal appliziertes lloprost (PGl,-
Analogon) oder Nitroglycerin (NO-Donator)
auf die mikrozirkulatorische Perfusion (pflow)
und Oxygenierung (uHbO,) der gastralen und
oralen Mukosa unter physiologischen Bedin-
gungen und wahrend eines hdmorrhagischen
Schocks hat.

Methodik

Nach Genehmigung durch die zustindige
Behorde wurden die Experimente an flinf
anasthesierten, beatmeten, weiblichen Fox-
hounds in wiederholter, randomisierter Rei-
henfolge im Abstand von mindestens 14
Tagen (6 Gruppen, n=5 pro Gruppe) durch-
gefiihrt. Die Tiere erhielten gastral 25 pg/kg
Nitroglycerin (NO) als Bolus (2 ml/kg), ge-
folgt von einer oralen und gastralen Dauer-
infusion (8,3 pg/kg/min, Infusionsrate: oral
0,66 ml/kg/h; gastral 2 ml/kg/h), bzw. gastral
100 ng/kg lloprost-(PGL,)-Bolus (2 ml/kg), ge-
folgt von 30 ng/kg/min (Infusionsrate: oral
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0,66 ml/kg/h; gastral 2 ml/kg/h) und in
der Kontrollgruppe physiologische Koch-
salzlésung (2 ml/kg, gefolgt von 2 ml/kg/h),
jeweils mit oder ohne nachfolgende milde
Hamorrhagie (Entzug von 20% des Blutvo-
lumens fir 60 min) sowie anschlieRende
Retransfusion des entnommenen Blutes. Die
orale und gastrale pHbO, sowie Flussrate
(pflow) und -geschwindigkeit (pvelo) wur-
den mittels Reflexionsspektrofotometrie bzw.
Laser-Doppler (O2C, LEA Medizintechnik,
GiefRen) erfasst und kontinuierlich aufge-
zeichnet. Systemische hadmodynamische
Parameter wurden mittels transpulmonaler
Thermodilution (PiCCO 4,2 non US, Pulsion
Medical Sytems, Miinchen) ermittelt. Die
Daten sind angegeben als Mittelwert+
Standardfehler, Two-Way-ANOVA + Dunnett
fur multiple Vergleiche (p < 0,05).

Ergebnisse

Die lokale Applikation von NO, nicht aber
von PGl,, erhéhte unter physiologischen Be-
dingungen den gastralen pflow von 95+12
aU auf 141x24 aU (p<0,05). Die pHbO,
blieb unter beiden Substanzen unverdndert.
Unter Hamorrhagie fiel die gastrale pHbO,
in der Kontrollgruppe von 78+2% auf 37+3%
(p<0,05) ab. Im Gegensatz dazu fiel die
pHbO, im Schock unter Gabe von Nitro-
glycerin lediglich von 80+2% auf 47+6%
(p<0,05) und unter lloprost von 82+1% auf
54+4% (p<0,05) und war in beiden Gruppen
signifikant hoher als in der Kontrollgruppe
(Abb. 1). Oral war dieser Effekt nicht nach-
weishar. Die mikrozirkulatorische Flussrate
und -geschwindigkeit fielen im Schock in al-
len Gruppen gleichartig ab. Unabhéngig von
den regionalen Effekten unterschieden sich
die systemischen Kreislaufvariablen nicht
zwischen den Gruppen. HZV und DO, fielen
unter Hamorrhagie in allen Gruppen gleich-
artig ab.

Interpretation

Unter physiologischen Bedingungen scheint
weder lokal appliziertes NO noch PGl, die
Oxygenierung (uHbO,) der Mund- oder Ma-
genschleimhaut zu beeinflussen. Lediglich
NO fiihrt im Magen unter diesen Bedingun-
gen zu einer lokalen Vasodilatation (pflow).
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Im Gegensatz dazu wird unter Hamorrhagie
die Oxygenierung der gastralen Mukosa so-
wohl durch lokale NO- als auch PGl,-Appli-
kation verbessert. Bei gleichermafSen vermin-
dertem regionalem O,-Angebot im Schock
konnte dies auf einen reduzierten regionalen
O,-Verbrauch durch NO oder PGI, hindeu-
ten, z.B. {iber eine Hemmung der mitochon-
drialen Atmungskette, wie bereits fiir NO be-
schrieben [3]. Demnach kann durch topische
Therapie die mikrozirkulatorische Perfusion
(uflow) und Oxygenierung (uHbO,) der gas-
tralen Schleimhaut moduliert werden.

Finanzierung

Die Studie wurde geférdert durch den Strate-
gischen Forschungsfonds der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf (Antrag-Nr. 1229).
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Fragestellung

Traumatische und ischamische Schadigun-
gen des Zentralnervensystems sind mit einer
hohen Letalitdt und haufig mit einem neuro-
logischen Defizit assoziiert [1]. Da Neurone
in vivo nach zerebraler Ischamie vermehrt
Toll-like-Rezeptoren ausbilden [2] und das
Edelgas Argon nach eigenen Ergebnissen
neuroprotektive Effekte besitzt, die tiber eine
Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-kB
vermittelt werden [3], haben wir die Hypo-
these aufgestellt, dass anti-apoptotische Ef-
fekte von Argon tber den Toll-like-Rezeptor
4 und uber den Transkriptionsfaktor NF-kB
vermittelt werden.

Methodik

In neuronalen SH-SY5Y-Zellen wurde zu-
néchst die Apoptose mittels Rotenon (Ro) (20
pM fiir 4h) induziert und anschliefend Argon
(Ar) (Ar 75 Vol%, 21% O,, Rest N2 fiir 2h)
appliziert. Die Apoptose wurde durchfluss-
zytometrisch nach AnnexinV/Propidiumjodid
(AV/Pl)-Farbung quantifiziert. Die NF-kB-
Phosphorylierung und die Toll-like-Rezeptor
4 (TLR4)-Proteinexpression wurden mittels
Western-Blot und die NF-kB-Aktivierung mit-
tels Reportergen-Assay analysiert. Die phar-
makologische Inhibition von TLR4 erfolgte
mit TAK-242 (3uM) 30 min vor der Rotenon-
Inkubation. Die Messwerte wurden statistisch
durch eine Varianzanalyse (ANOVA mit Post-
hoc-SNK-Test) verglichen (Signifikanzniveau
p<0,05; Mittelwerte + Standardabweichung).

Ergebnisse

Argon inhibierte die Rotenon-induzierte
Apoptose (Abb. 1; Kontrolle 8.6+1.3% vs. Ro
19.4+0.7% vs. Ro+Ar 13.1+1.4%, ***=p
<0.001). Argon hemmte sowohl die Phos-
phorylierung (Abb. 2; Kontrolle 0.43+0.06
vs. Ro 0.85+0.24 vs. Ro+Ar 0.44+0.16;
***=p<0.001) als auch die transkriptionel-
le Aktivierung von NF-kB (Abb. 3; Kon-
trolle 0.15+0.014 vs. Ro 0.27+0.013 vs.
Ro+Ar 0.174+0.018; ***=p<0.001). Argon
verminderte die Rotenon-induzierte TLR4-
Expression signifikant (Abb. 4; Kontrolle
0.74£0.15 vs. Ro 0.98+0.35; *=p<0.05; Ro
0.98+0.35 vs. Ro+Ar 0.43+0.18; **=p<0.01).
TAK-242 hob sowohl die Argon-vermittelte
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Reduktion der NF-kB-Aktivierung (Abb. 3;
Ro+Ar 0.174+0.017 vs. TAK-242+Ro+Ar
0.204+0.014 *=p<0.05) als auch die anti-
apoptotischen Effekte von Argon auf (Abb.
1: Ro+Ar 13.1£1.4% vs. TAK-242+Ro+Ar
17.0+0.9%; ***=p<0.001).

Interpretation

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
auf molekularer Ebene die anti-apoptotischen
Effekte von Argon iiber eine Reduktion der
TLR4-Expression und eine daraus resultie-
rende, verminderte NF-kB-Aktivitit vermittelt
werden.
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Fragestellung

Die groBBe interindividuelle Variabilitdt des
Krankheitsverlaufs beim schweren, akuten
Lungenversagen ldsst sich durch bekannte
Risikofaktoren nicht hinreichend erklaren.
Vielmehr scheinen auch genetische Faktoren
Krankheitsverlauf und Letalitit zu beein-
flussen. Da das C-Allel des funktionell
wiksamen Aquaporin5 (AQP5) A(-1364)C-
Promotorpolymorphismus nicht nur mit ge-
ringerer AQP5-Expression [1], geringerer
Migration von neutrophilen Granulozyten [1]
und geringerer 30-Tage-Letalitdt bei schwe-
rer Sepsis assoziiert [2] ist, testeten wir die
Hypothese, dass der SNP A(-1364)C im
AQP5-Promotor mit Krankheitsverlauf und Le-
talitdt bei schwerem ARDS assoziiert ist.

Methodik
Nach Votum durch die Ethikkommission der

Medizinischen Fakultit zu Essen wurden
143 Patienten (Alter: 43 Jahret15 (Mittel-
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wertzStandardabweichung; p=0,55, Welch-
Test); 81 Manner, 62 Frauen) mit schwerem
ARDS eingeschlossen. Bronchoalveoldre Lava-
gen (BAL) wurden innerhalb der ersten 24-48
h nach Aufnahme und Erfillung der ARDS-Kri-
terien standardisiert durchgefiihrt. Protein- und
Albuminkonzentration (Biuret-Methode) sowie
LDH-Aktivitit wurden im BAL-Uberstand ge-
messen. Die Patienten wurden weitgehend
standardisiert im Bezug auf Fliissigkeits- und
Katecholamintherapie sowie Nierenersatz-
therapie behandelt. Neben Flussigkeitsbilanz
und Laborvariablen wurde zur Beurteilung der
Nierenfunktion tber 30 Tage taglich der AKIN-
Score [3] bestimmt. Zudem wurde aus Vollblut
DNA extrahiert und beziiglich des AQP5 A(-
1364)C-Polymorphismus genotypisiert [2].

Ergebnisse

Der A(-1364)C-Promotorpolymorphismus (n=
143; AA=68,5%; AC/CC=31,5%) war weder
mit Schweregrad (lung injury score, p=0,80;
SAPS, p=0,73; SOFA, p=0,26; ungepaarter
t-Test) noch der 30-Tage-Letalitit (p=0,81,
ungepaarter t-Test) assoziiert. Gleichwohl
war bei AA-Genotyp-Tragern das C-reaktive
Protein (CRP) am Aufnahmetag um 29% (AA:
21 mg/dl £15 vs. AC/CC: 15+10; p=0,03; un-
gepaarter t-Test) hoher als bei Patienten mit
einem C-Allel. Ferner war die Protein- (AA:
3,2 mg/ml +4,9 vs. AC/CC 0,8+1,1; p=0,0004;
Welch-Test) und Albuminkonzentration (AA:
1,0 mg/ml 2,1 vs. AC/CC: 0,26+0,45; p=
0,007; Welch-Test) im BAL-Uberstand bei
AA-Genotypen 4-fach groRer als bei C-Allel-
tragern, obwohl sich die Albuminkonzentra-
tion (p=0,44; ungepaarter t-Test) und Protein-
konzentration (p=0,29, ungepaarter t-Test) im
Serum zwischen den Genotyptragern nicht
unterschieden. Die LDH-Aktivitdt in der BAL
der AA-Genotyptrager (330 +779U/1) war um
62% (p=0,014; Welch-Test) hoher als bei
C-Alleltragern (125+£154U/l). Die LDH-Akti-
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vititen im Blut hingegen waren ebenfalls
nicht unterschiedlich (p=0,16; Welch-Test).
Obwohl sich die Art der Fliissigkeitstherapie
(kristalloid vs. Kolloidal) und die tagliche
Flussigkeitsbilanzierung (p=0,08-0,93, Mann-
Whitney-U-Test, Abb. 1B) sowie die dialyse-
freien Tage (AA: 9,7+10 vs. AC/CC 10+10,6
Tage) nicht zwischen den Genotyptragern
unterschieden, zeigten C-Alleltrager 30 Tage
nach Diagnose eines schweren ARDS zwei-
mal haufiger ein akutes Nierenversagen im
AKIN-Stadium =1 als Patienten mit dem AA-
Genotyp (AA: 27% vs. AC/CC: 61%,; p=0,018;
ungepaarter t-Test, Abb.1A).

Interpretation

Das C-Allel im Aquaporin5(-1364)-A/C-Poly-
morphismus ist ein Risikofaktor fiir das akute
Nierenversagen nach Diagnose eines ARDS.
Das C-Allel war mit einer 2-fach schlechteren
Erholung der Nierenfunktion nach 30 Tagen
im Vergleich zum AA-Genotypen assoziiert,
obwohl Biomarker der Inflammation im Blut
(CRP) und Marker der Lungenschédigung in
der BAL (Albumin und LDH) beim AA-Geno-
typen ausgepragter nachweisbar waren.
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Abb. A: AKIN-Score in Abhéngigkeit vom A(-1364)-Promotor-Polymorphismus im Behandlungsverlauf; signifikant schlechtere Nierenfunktion der C-Alleltrager am Tag
30 mit einem AKIN-Score >1 (p=0,018). Abb. B: Mittlere Fliissigkeitstagesbilanz in Abhdngigkeit vom A(-1364)C-Promotorpolymorphismus. Es zeigen sich an den Be-
handlungstagen 1,3,7,14,21 und 30 keine signifikanten Unterschiede in der tdglichen Flussigkeitsbilanz in Abhangigkeit vom Genotyp (p=0,08-0,93).
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Fragestellung

Im septischen Schock dominiert eine reduzierte
linksventrikuldre Ejektionsfraktion sowie eine
diastolische Relaxationsstorung. Auf zelluldrer
Ebene fiihrt Sepsis zu einer gestorten Calcium-
homoostase, weshalb Calciumsensitizer, z.B.
Levosimendan, einen positiven Therapieeffekt
zeigen konnten. Allerdings ist die pharmako-
logische Wirkung von Levosimendan auf die
Calciumhomoostase des septischen Kardio-
myozyten nur rudimentédr bekannt. Wir haben
deshalb in einem tierexperimentellen Modell
nach Sepsisinduktion durch LPS einige Effekte
von Levosimendan auf die zelluldre Calcium-
regulation untersucht.

Methodik

Bei Wistar-Ratten Typ Hannover (ca. 300 g =
6 g) wurde durch i.v.-Applikation von 15 mg
LPS iiber 20 Minuten eine Sepsis induziert.
Gruppe 1 (Kontrollgruppe, K) blieb ohne
LPS-Behandlung, Gruppe 2 (S) erhielt LPS
und Gruppe 3 (SL) LPS und Levosimendan
(Bolusdosis von 24 pg/kg tber 20 min, Erhal-
tungsdosis von 0,3 pg/kg/min tiber 100 min).
Nach 6 Std. Verlaufsbeobachtung wurden das
Herz explantiert und Kardiomyozyten iso-
liert. Durch selektive In-vitro-Blockierung der
SERCA2a (Cyclopiazonsdure 2 pM), des NCX
(SN6 20 pM) und der Plasmamembran-gebun-
denen Calcium-ATPase (Carboxyeosin 5 pM)
wurden die diastolischen Ratenkonstanten
der aufgezeichneten Calcium-Transienten bei
elektrischer Feldstimulation (0,5; 1 und 2 Hz)
mittels Konfokalmikroskopie bestimmt [1].
Ferner wurden atriales und ventrikuldres Myo-
sin von K und S fiir ein sog. ,Motility-Assay”
aufgereinigt. Papillarmuskel-Streifen aller drei
Gruppen wurden zur Calciumsensitivitatsmes-
sung isoliert und die graduelle Calcium-Kraft-
Beziehung wurde gemessen [2]. Die statische
Auswertung erfolgte mittels ANOVA-Test mit
Bonferroni-Korrektur, p<0,05, Ergebnisse dar-
gestellt als Mittelwert (Standardfehler).
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Panel A zeigt links Beispiel einer Original ,line scan, Fluoreszenzspur eines 1 Hz stimulierten Kardiomyo-
zten zu den 3 Gruppen, Kontrolle (= keine Sepsis), nach 4 Stunden LPS-Behandlung (Sepsis) sowie mit an-
schlieBend 2 Stunden Levosimendan Therapie (Sepsis + Levo). Rechts dargestellt in rel. Fluoreszenzeinheiten
das Calciumsignal-Profil tiber die elektrische Feldstimulation. Panel B zeigt statistische Gruppenauswertung
bei 1 Hz und den verwendeten Pumpenblockern von 5-261 aufgezeichneten Transienten aus 2-34 Zellen.
#/*: p<0.05, One-Way-ANOVA, Bonferroni-Korrektur; Mittelwert + SEM.

Ergebnisse

Die Ratenkonstanten des Decays der Ca*-
Transienten waren in S signifikant geringer als
in K. In SL zeigten sich die Ratenkonstanten
wieder vergleichbar zu den Kontrollwerten
bei K (1Hz: K: 4,94+0,11 1/s; S: 4,09+0,09
1/s; SL: 4,66+0,23 1/s). Dieser Effekt war in
unterschiedlicher Ausprdagung bei den drei
untersuchten Frequenzen und dem einge-
setzten Calciumkanalpumpenblocker nach-
weisbar (Abb. 1). Die Aktin-Filament-Gleit-
Geschwindigkeit durch extrahiertes kardiales
Myosin von S im Vergleich zu K war signifi-
kant erniedrigt (Ventrikel: K: 5,4+0,1 pm/s,
S: 4,8+0,1 pm/s; p<0,001, Atrium: K 4,9+0,2
pm/s, S 3,2+0,16 um/s; p<0,001). Im Vergleich
zu K ergab sich in der Calciumsensitivititsmes-
sung (Abb. 2) fiir S eine Rechtsverschiebung zu
signifikant niedrigeren pCa-Werten, was eine
reduzierte myofibrillare Calciumsensitivitat
zeigt (K: 5,37+0,05, S: 5,11+0,06, p=0.02).
In SL hingegen war die Calciumsensitivitat
wieder normalisiert und mit K vergleichbar
(SL:5,41+0,07).

Interpretation

Nach Gabe von Levosimendan ist die myofi-
brillare Calciumsensitivitdt des Myokards bei
septischen Ratten gesteigert. Die Aktin-Myo-
sin-Interaktionsgeschwindigkeit ist am septi-
schen Prdparat signifikant reduziert, was auf
gestorte kontraktile Parameter auf der Ebene
des Querbriickenzyklus hindeutet. Unsere Da-
ten lassen ferner vermuten, dass Levosimen-
dan in der Sepsis die verdnderte diastolische
Calciumhomdostase positiv beeinflusst.
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Calciumsensitivitét der kontraktilen Filamente ventrikuldrer Herzmuskelpraparationen (links) ist in der Sepsis
reduziert und zeigt eine deutliche Rechtsverschiebung (Sepsis). Nach Behandlung mit Levosimendan (Sepsis +
Levo) findet sich eine vollstindige Wiederherstellung der Calciumsensitivitdt im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (no sepsis). Statistische Auswertung (rechts) zeigt zudem keine Veranderung im Hill-Koeffizienten (n).
#:p < 0.05, One-Way-ANOVA, Bonferroni-Korrektur; Mittelwert + SEM.
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