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Die Ausschreibung flir die Wissen-
schaftlichen Arbeitstage 2017 der
Fresenius-Stiftung und das DGAI-
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Vorwort

zum 30-jdhrigen Jubildum der Wissen-
schaftlichen Arbeitstage der DGAI

Am 19. und 20. Februar 2016 fanden die Wissenschaftlichen Arbeitstage der DGAI zum 30. Mal statt. Anlasslich dieses Jubildums
haben die Veranstalter unter Leitung von Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. N. Roewer in einem Jubildumsband in chronologischer Rei-
henfolge die Lebensldufe und Abstrakte der jeweiligen Preistragerinnen und Preistrager des auf diesen Arbeitstagen vergebenen
DGAI-Forschungsstipendiums der Fresenius Stiftung abgedruckt. Anschlielend drucken wir das Vorwort und die GruRRworte dieses
Jubildumsbandes der Fresenius-Stipendiaten ab. Den vollstindigen Band kdnnen Sie unter www.dgai.de einsehen.

Sehr geehrte Damen und Herren,
liebe Kolleginnen und Kollegen,

Sie halten den Abstrakt-Jubilaumsband
anldsslich der 30. Wissenschaftlichen
Arbeitstage (WAT) der Deutschen
Gesellschaft fiir Andsthesiologie und
Intensivmedizin (DGAI) im Februar
2016 in Hinden. Die folgenden Seiten
zeigen in chronologischer Reihenfolge
die Lebenslaufe und die Abstrakte, mit
denen die Stipendiaten im jeweiligen
Jahr das DGAI-Forschungsstipendium
der Fresenius-Stiftung errungen haben.

Das Stipendium der Fresenius-Stiftung
wurde erstmals 1992 im Rahmen der
Wissenschaftlichen Arbeitstage verge-
ben. Die Veranstaltung hat sich im Laufe
der Jahre bestindig weiterentwickelt,
und wir konnen feststellen, dass die
WAT sich zu einer in Deutschland ein-
maligen Veranstaltung etabliert haben,
auf der unverdffentlichte hochkaratige
wissenschaftliche Arbeiten aus dem
Gebiet der Anasthesiologie prasentiert
und diskutiert werden. Mittlerweile sind
die WAT der DGAI ein fester Treffpunkt
junger sowie erfahrener Wissenschaftler

unseres Faches. Die daraus entstehenden
wissenschaftlichen Netzwerke der jun-
gen Nachwuchswissenschaftler bilden
die Basis flr die weitere nationale und
internationale wissenschaftliche Ent-
wicklung unseres Fachgebietes.

Der Erfolg dieser Veranstaltung hat
viele Viter und Mitter. Die langjah-
rige, grofRziigige Forderung durch die
Fresenius-Stiftung, mit dem Stipendium
fur den besten Abstrakt, ist Ansporn und
Motivation fiir alle Teilnehmer.

Besonderer Dank und Anerkennung ge-
biihrt dabei Herrn Dr. Manfred Specker,
der von Anfang an diese Veranstaltung
gefordert und wohlwollend begleitet hat.
Uber viele Jahre wurden die WAT durch
Unterstlitzung der Else-Kréner-Fresenius-
Stiftung ermoglicht. Die seit Beginn
groRziigige Finanzierung der WAT durch
die DGAI war und ist die Basis fiir die
Organisation dieser Veranstaltung. Nicht
zuletzt sind es aber auch die von Jahr zu
Jahr zunehmenden Teilnehmerzahlen
und die eingereichten Abstrakte, welche

© Anisth Intensivmed 2016;57:394-442 Aktiv Druck & Verlag GmbH

die WAT der DGAI zu einer hoch-
kardtigen und anerkannten Plattform
fir die wissenschaftliche Prasentation
und Diskussion der aktuellen Forschung
im Fachgebiet der Anisthesiologie in
Deutschland werden lieSen.

,Wer aufhort, besser zu werden, hat
aufgehort gut zu sein.” In diesem Sinne
wiinsche ich mir als Leiter der WAT und
als Vorsitzender des Wissenschaftlichen
Komitees mit lhrer Hilfe viele weitere
erfolgreiche WAT und lhnen eine gute
Lektire dieses Jubilaumsbandes.

lhr

N Passare

Prof. Dr. med. Dr. h.c. N. Roewer
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Liebe Kolleginnen und Kollegen,

ich freue mich, Sie als Prisidentin der
Deutschen Gesellschaft fiir Andsthe-
siologie und Intensivmedizin zu der
Jubildumsveranstaltung der nunmehr 30.
Wissenschaftlichen Arbeitstage in Wiirz-
burg ganz herzlich begriiBen zu diirfen.

Wir sind stolz auf dieses einzigartige
Forum fir den wissenschaftlichen Nach-
wuchs unter der bewadhren Leitung der
Wiirzburger Ordinarien Prof. Weill
(1986-1995) und Prof. Roewer (seit
1996). Die Veranstaltung findet traditio-
nell in der besonderen Atmosphére der
altehrwiirdigen Festung Marienberg statt.
Rund 1.000 forschungsorientierte junge
Andsthesistinnen und Andsthesisten
haben in dieser Zeit ihre Studien auf
den Wissenschaftlichen Arbeitstagen
vorgestellt. Sie haben gezeigt, dass es
mit Motivation und Leistungsbereitschaft
gelingt, trotz des stressigen Klinikeinsat-
zes, exzellente Forschung zu betreiben.
Viele sind heute in verantwortungsvollen
Fihrungspositionen anzutreffen.

Die WAT bieten eine hervorragende
Plattform fiir die Prdsentation von ak-
tuellen Forschungsergebnissen in allen
Bereichen unseres Fachgebietes und
die kritische fachliche Diskussion mit
den eingeladenen Experten. Die anhal-
tend hohe Resonanz und die stdndig
steigende Qualitdt der eingereichten
Abstracts reflektiert die grole Begeiste-
rung und Motivation unserer Kolleginnen
und Kollegen fiir die andsthesiologische

30. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Forschung. Wahrend in der Vergangen-
heit die experimentelle Forschung die
Veranstaltung dominierte, werden in
diesem Jahr auch vermehrt klinische
Studien vorgestellt.

Personlich erinnere ich mich noch sehr
gut an die aufregende Situation als
Referentin Anfang der 1990er Jahre.
Geflirchtet waren damals wie heute die
kritischen Fragen aus den ersten Reihen!
Nach Bestehen der inhaltlichen und for-
malen Diskussion kam dann die Abstim-
mung Uber die Publikation des Abstracts
und bei positivem Votum dann die grofe
Erleichterung! Am Abend wurde und
wird traditionell in den Gewdlben der
Festung gefeiert.

Wieder wird das Forschungsstipendium
der Fresenius Stiftung fir die beste
Prasentation und Abstract verliehen
und ich darf hier noch einmal den
hochambitionierten Preistragern der
vergangenen Jahre gratulieren, die ihre
Ergebnisse erfolgreich verteidigt haben.
Sie sind mittlerweile in verantwortungs-
vollen Fiihrungspositionen anzutreffen.
Mit Spannung sehen wir auch der
diesjahrigen Auszeichnung entgegen.
Bewundernswert sind die Alumni-Kultur
und der grolle Zusammenbhalt der Wis-
senschaftlerinnen und Wissenschaftler,
der durch das jahrlich stattfindende
traditionelle Preistrdger-Meeting, das
von Herrn Dr. Specker und seiner lieben
Frau in besonderer Weise gepflegt und
unterstiitzt wird.

14. - 15.02.2016 - Wiirzburg

Prof. Dr. med. Thea Koch
Prasidentin der DGAI

Als Préasidentin der DGAI bin ich stolz
auf die aktiven wissenschaftlichen
Arbeitsgruppen an den deutschen Lehr-
stithlen. Denn die wissenschaftliche Pro-
filierung und internationale Sichtbarkeit
wird die Zukunft unseres Fachgebietes
entscheidend gestalten.

Ich wiinsche mir die erfolgreiche
Fortfiihrung dieser so wichtigen und ein-
zigartigen Veranstaltung und danke den
Ideengebern und der wissenschaftlichen
und organisatorischen Leitung sowie
ganz besonders Herrn Dr. Specker fiir die
von Anfang an passionierte Begleitung
und Unterstiitzung der WAT.

lhre

Vlea Uo(

Prof. Dr. Thea Koch )
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Sehr geehrte Verantwortliche und Promotoren der Wissenschaftlichen Arbeitstage,

verehrte Referentinnen und Referenten,

liebe Preistragerinnen und Preistrdager des Forschungsstipendiums,

30 Jahre WAT bedeuten, dass rund 1.000
forschungsorientierte junge Andsthe-
sistinnen und Andsthesisten den Weg
zur Festung Marienberg in Wiirzburg
gefunden haben, um vor kritischen
Kolleginnen und Kollegen die Ergeb-
nisse ihrer wissenschaftlichen Arbeiten
vorzustellen und zu verteidigen. Allen
gebiihrt héchstes Lob und aufrichtige
Anerkennung. Haben sie doch unter
Beweis gestellt, dass es mit Motivation
und Leistungsbereitschaft gelingt, trotz
stressigen klinischen Einsatzes exzellente
Forschung zu betreiben.

Das geniale Konzept der Wissenschaft-
lichen Arbeitstage stellt nicht nur hohe
Anforderungen an die Teilnehmer,
sondern belohnt die Anstrengung und
den Mut mit einmaligen Attributen. In
fairer und offener Diskussion werden
nicht nur die wissenschaftlichen Inhalte
der Prasentationen kritisch beleuchtet,
sondern gleichermalen Form, Stil und
Darstellung analysiert und textliche
Verbesserungen fiir die Publikationen
erarbeitet.

Wer das hohe Mall an Motivation
miterleben durfte, das die jungen Wis-
senschaftler bis heute auszeichnet, kann
nur mit Stolz und Anerkennung auf die
seitherigen Arbeitstage zurlick blicken,
herzlich allen Akteuren gratulieren und
mit Freude den zukiinftigen Veranstaltun-
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gen entgegensehen. Das leistungsinten-
sive Kooperationsmodell ist nicht nur fiir
die Teilnehmer ein Gewinn, sondern fir
das ganze Fach eine grofle Bereicherung.

So diirfen alle Beteiligten stolz auf das
Erreichte sein. Die Ideengeber und Initia-
toren sehen ihre Erwartungen erfillt. Die
Kritiker wurden eines Besseren belehrt.
Die Akteure haben durch permanente
Optimierungen ein Hochstmal® an Kom-
petenz und Objektivitdt geschaffen. Die
Beteiligung fachunabhéngiger Experten
wurde zu einem unschatzbaren Gewinn.
Zum begeisternden Stimulans trug der
Wettbewerb um das Forschungsstipen-
dium der Fresenius-Stiftung bei, dessen
Gewinner heute in verantwortungsvollen
und fiir das Fach richtungweisenden Po-
sitionen anzutreffen sind und die durch
das traditionelle Preistrager-Meeting
einen kollegialen Alumni-Kreis bilden,
der in alle AINS-Bereiche hineinwirkt.

Als ,passionierter Mitstreiter” und als
Ehrenmitglied der DGAI, der ich dem
Fach Andsthesiologie, der DGAI und
den WAT seit Anbeginn eng verbunden
bin, begliickwiinsche ich alle, die sich
fir den Erfolg der WAT mit Engagement
und Tatkraft eingesetzt haben, und iiber-
mittle meinen tief empfundenen Dank.
Die Fortsetzung der Erfolgsgeschichte
erwarte ich mit Spannung und Freude.

Dr. Manfred Specker



Abstracts

Direkte pharmakologische Akti-
vierung mitochondrialer Kalzium-
abhéngiger Kaliumkaniile fiihrt zu
einer verbesserten linksventrikuldren
Funktion nach Myokardinfarkt

bei der Maus

F. Behmenburg' - N. Hélscher' - M. Dorsch' -

A. Heinen? - U. Flogel® - M.W. Hollmann* -

R. Huhn'

1 Klinik fur Andsthesiologie, Universitats-
klinikum Dusseldorf

2 Institut fur Herz- und Kreislaufphysiologie,
Heinrich-Heine-Universitdt Disseldorf

3 Institut fiir Molekulare Kardiologie,
Heinrich-Heine-Universitit Disseldorf

4 Klinik fiir Andsthesiologie, Universitats-
klinikum Amsterdam, Niederlande

Korrespondenz:
Friederike.Behmenburg@med.uni-duesseldorf.de

Fragestellung

Mitochondriale Kalzium-abhangige Kalium-
kanile (mK_) sind maBgeblich an einer Kar-
dioprotektion durch Prékonditionierung
beteiligt [1]. Eine Prdkonditionierung durch
eine pharmakologische Aktivierung der
mK_-Kanile reduziert sowohl im jungen als
auch im alten Herzen die Infarktgrofle nach
einer myokardialen Ischimie und Reperfu-
sion im Akutversuch [2]. Allerdings ist ein
wesentlicher Faktor fiir den Krankheitsverlauf
nach Myokardinfarkt der langfristige Erhalt
der linksventrikuldren Funktion. Es war das
Ziel dieser Studie zu untersuchen, ob eine
Prakonditionierung durch Aktivierung von
mK_ -Kandlen zu einer andauernden Ver-
besserung der kardialen Funktion nach Myo-
kardinfarkt fihrt.

Tabelle 1
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Methodik

Nach Genehmigung der zustdndigen Be-
hérde wurden die Versuche an mannlichen
C57BL/6-Mdusen (2-3 Monate, n=6-8 pro
Gruppe) in vivo durchgefiihrt. Es wurden
zwei experimentelle Serien untersucht, in
denen die Tiere jeweils in zwei Gruppen ran-
domisiert wurden. Bei Ketamin/Medetomidin-
andsthesierten Mdusen wurde tber eine late-
rale Thorakotomie durch Unterbinden eines
Astes der linken Koronararterie eine 45-minii-
tige regionale Myokardischdmie ausgel6st mit
anschlieBender Reperfusion. Eine Prikondi-
tionierung wurde durch eine intraperitoneale
Gabe von NS1619 (NS, 1ug/g KG; mK_-Ka-
nalaktivator) 10 min vor Beginn der Ischdmie
induziert, die Kontrolltiere (Con) erhielten das
Vehikel. In der ersten Serie wurde der akute
Effekt von NS1619 auf die InfarktgroRe unter-
sucht. Hierfiir wurde nach 2-stiindiger Reper-
fusion die InfarktgroRe mittels TTC-Farbung
bestimmt.

In der zweiten Serie dauerte die Beobach-
tungsphase vier Wochen. Jeweils eine und
vier Wochen nach der 45-miniitigen Myokard-
ischdmie wurde zur Analyse der linksven-
trikuldren Funktion eine transthorakale Echo-
kardiographie (TTEW1/TTE W4) durchgefiihrt;
in der vierten Woche wurde die myokardiale
Funktion zusatzlich mittels Kardio-MRT be-
stimmt (jeweils Isofluran-Inhalationsanésthe-
sie). Am Versuchsende wurden die Herzen in
Formalin fixiert und die Infarktnarbe (% des
linken Ventrikels) mittels AZAN-Farbung dar-
gestellt. Alle Funktionsuntersuchungen und
Auswertungen wurden verblindet durchge-
fuhrt (Statistik: MW+SD, t-Test, p<0,05).
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Ergebnisse

In der ersten Akutversuchsserie betrug die
InfarktgréBe in der Kontrollgruppe 67+15%
des Risikogebiets. Eine Prakonditionierung
mit NS1619 reduzierte die Infarktgrofle auf
39+19% des Risikogebiets (p<0,05 vs. Con).

Im Rahmen der chronischen zweiten Ver-
suchsserie zeigte die transthorakale Echo-
kardiographie, dass die Gabe von NS1619 zu
einer deutlichen Verbesserung der Ejektions-
fraktion im Vergleich zur Kontrollgruppe
sowohl 1 Woche als auch 4 Wochen nach
Infarkt fihrte (Tab. 1). Die Prakonditionierung
mit NS1619 verminderte das endsystolische
Volumen zu beiden Zeitpunkten der TTE-
Untersuchung und fiihrte zusatzlich zu einer
Steigerung der Verkirzungsfraktion nach
vier Wochen. Die MRT-basierte Analyse der
linksventrikuldren Funktion bestitigte die
Ergebnisse der TTE-Messung nach 4 Wochen.
NS1619 fiihrte zu einer Steigerung der Ejek-
tionsfraktion um ca. 45% im Vergleich zur
Kontrolle. Des Weiteren zeigte die Kardio-
MRT-Untersuchung ein verringertes enddias-
tolisches und -systolisches Volumen (EDV,
ESV) durch NS1619 im Vergleich zur Kon-
trollgruppe.

Prakonditionierung mit NS1619 reduzierte
die GroRe der Infarktnarbe nach vier Wochen
um 25% (Con: 12+3%, NS: 9+£2%; p<0,05).

Interpretation

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Prakondi-
tionierung durch Aktivierung von mK_-Kana-
len mit NS1619 die kardiale Funktion nach
4-wochiger Beobachtungsphase verbessert
und die GroRe der Infarktnarbe reduziert.

Literatur
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TTE W1 TTE W4 MRT
EF (%) ESV (pl)  FS (%) EF (%) ESV (pl)  FS (%) EF (%) ESV (pl) EDV (ul)
Con | 36+4 60+12 16+5 33+11 82+31 12+6 29+6 79+19 | 110£19 2.
NS | 45+4* 45+ 8* 21+6 46+ 8* 44+ 8* 24 +8* 42 +9* 53+18* | 88+16*

*p<0,05 versus Con.
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Fragestellung

Postoperative pulmonale Komplikationen
(PPC) tragen wesentlich zur perioperativen
Letalitit und Morbiditdt bei und koénnen
durch intraoperative lungenprotektive Be-
atmung reduziert werden. Wir fiihrten eine
multizentrische observationelle Studie zur
derzeitigen Praxis der intraoperativen Beat-
mung durch. Die Hypothese war, dass nied-
rige Tidalvolumina (V,) (<10 ml/kg, predicted
body weight — PBW) und moderater bis hoher
PEEP (=5 cmH,O) haufig verwendet werden
und mit einer niedrigeren Rate an PPC asso-
ziiert sind.

Methodik

Die Studie wurde unter clinicaltrials.gov
(NCT 01683578) registriert, die zugehdrigen
Ethikkommissionen bestdtigten die Durch-
fihrung. Nach schriftlichem Einverstandnis
wurden alle Patienten, die eine Allgemein-
andsthesie unter mechanischer Beatmung fiir
eine elektive oder nicht-elektive Operation
erhielten, innerhalb eines definierten, 7-tagi-
gen Zeitraums pro Zentrum in die Studie ein-
geschlossen, im Gesamtzeitraum zwischen
Januar und Mérz 2013. Daten zu a priori de-
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Abbildung 1
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Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten postoperativer pulmonaler Komplikationen in Abhangigkeit von PEEP

und Spitzendruck, PROBIT-Regression.

finierten Variablen wie prdoperativen Risiko-
faktoren, intraoperativen Beatmungseinstel-
lungen sowie PPC (Bedarf an zusatzlichem
Sauerstoff oder (nicht-)invasiver Beatmung,
respiratorisches Versagen, ARDS, Pneumonie,
Pneumothorax) und Krankenhausaufenthalt/-
letalitdt wurden erhoben und anonymisiert
in eine passwortgeschiitzte elektronische Da-
tenbank (OpenClinica, Boston, MA, USA)
eingegeben. Als primarer Endpunkt galt das
Auftreten von mindestens einer PPC in den
ersten 5 Tagen nach Operation. Unter Annah-
me einer minimalen Rate von 120 PPC bei
geschitzten Inzidenzen um 2,6-5% wurde
eine Fallzahl von mindestens 4.800 Patien-
ten kalkuliert. Patienten mit unvollstindigen
Datensdtzen in den Beatmungseinstellungen
(V,, PEEP, Spitzendruck, FiO,) wurden aus-
geschlossen. Nach univariater Analyse wurde
mit Hilfe einer multivariaten Regression (all-
gemeines lineares gemischtes Modell) der
Effekt einzelner intraoperativer Beatmungs-
parameter auf das Auftreten von PPC zundchst
in der nativen Kohorte und nach Propensity
Score Matching hinsichtlich 20 Baseline-Vari-
ablen getestet. Statistische Signifikanz wurde
fur p<0,05 angenommen.

Ergebnisse

In 146 Zentren (29 Lander) wurden 10.523
Patienten rekrutiert, davon wurden 8.241 mit
komplettem Datensatz analysiert. PPC wur-
den bei 861 (10,4%) Patienten beobachtet,
wovon 700 (8,5%) Patienten zusatzlichen Sau-

© Anisth Intensivmed 2016;57:394-442 Aktiv Druck & Verlag GmbH

erstoff bendétigten und 138 Patienten (1,7%)
ein respiratorisches Versagen entwickelten.
ARDS, Pneumonie und Pneumothorax traten
sehr selten auf (<1%). Das mediane V, lag
bei 500 ml (454-551 ml), entsprechend 8,1
(7,2-9,1) ml/kg PBW, nur ca. 10% der V,
waren >10 ml/kg PBW. Der am haufigsten
eingesetzte PEEP betrug 0 und 5 cmH,O
(median 4 cmH,0). Rekruitmentmandver
wurden in 9,5% aller Patienten eingesetzt.
Die mediane Krankenhausverweildauer be-
trug einen Tag (0-4). Patienten mit PPC hatten
einen langeren Krankenhausaufenthalt und
eine hohere Krankenhausletalitit (log rank
Test je p<0,001). Sowohl in der urspriingli-
chen Kohorte als auch nach Matching war
das Auftreten von PPC mit héherem PEEP
(Odds ratio (95%Cl): 1,06 (1,01-1,12), p=0,02)
und hoherem Atemwegsspitzendruck (1,03
(1,00-1,06, p=0,04)) assoziiert, nicht aber mit
hoherem V..

Interpretation

Im Rahmen der intraoperativen Beatmung
werden niedrige Tidalvolumina h&ufig ver-
wendet, hingegen hoéherer PEEP (iber 5 cm-
H,O und Rekruitmentmandéver selten einge-
setzt. Das Auftreten von PPC war unabhangig
von anderen Variablen mit hdherem intraope-
rativem PEEP und hoheren Spitzendriicken
assoziiert, jedoch nicht mit der Hohe der in
dieser Studie erhobenen Tidalvolumina.
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Fragestellung

Maschinelle Uberdruckbeatmung kann per se
zu einer beatmungsinduzierten Lungenscha-
digung (VILI) fihren [1]. Neben mechani-
schen Kriften wie Volutrauma, Barotrauma
und Atelektrauma werden auch nicht-mecha-
nische Mechanismen bei der Pathogenese
des VILI diskutiert. Eine dieser alternativen
Ursachen stellen Sauerstoffpartialdruck (PO,)-
Oszillationen dar, welche durch atemzykli-
sches Rekrutieren von Atelektasen entstehen
[2]. Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen,
ob PO,-Oszillationen als eigenstandiger
Mechanismus zur Schadigung der Lunge fiih-
ren. Hierfiir wurde ein In-vivo-Modell mittels
veno-vendser extrakorporaler Membranoxy-
genierung (vw-ECMO) am Schwein etabliert,
welches eine Exposition von PO,-Oszillatio-
nen auf nicht vorgeschédigte Lungen erlaubt.

Methodik

Mit Genehmigung des Landesuntersuchungs-
amtes Rheinland-Pfalz (23177-07/G09-1-029)
wurden 20 weibliche Hausschweine (Ge-
wicht: 50+4 kg) untersucht. Vier Tiere waren
zur Modellentwicklung nétig, zwei weitere
verstarben vorzeitig. Mittels computergesteu-
erter Variation der Gasfllisse von Sauerstoff,
Druckluft und Stickstoff tiber den Oxygena-
tor der vw-ECMO (Stockert S3, Sorin Group
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Deutschland) wurden die gesunden Versuchs-
tiere randomisiert fiir 6 Stunden entweder
einem konstanten PO, (Kontrollgruppe; n=6;
konstante gemischtvendse Hamoglobin-Sau-
erstoffsdttigung (S, O,) 65%) oder einem
oszillierenden PO, (Interventionsgruppe; n=8;
oszillierende S_ O, 40-90%; Frequenz 2 pro
Minute) ausgesetzt. In beiden Gruppen wur-
den unter vv-ECMO dieselben minimalinva-
siven Beatmungseinstellungen gewahlt (kon-
tinuierlicher Atemwegsdruck von 15 mbar;
2 ml/kg Tidalvolumen). Folgende Analysen
wurden durchgefiihrt: Histologischer Lun-
genscore (LIS; Werte O bis max. 5) adaptiert
nach Patel et al. [3]; Bestimmung der Konzen-
trationen von Interleukin (IL-) 1 beta (IL-1p),
IL-6 und Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-o)
mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) aus Blutplasmaproben; Bestimmung
der Genexpressionsunterschiede von IL-1p,
IL-6, TNF-o. und der induzierbaren Stickstoff-
monoxid-Synthase (iNOS) aus dem Lungen-
gewebe mittels quantitativer Echtzeit-Poly-
merase-Kettenreaktion (gRT-PCR); sowie eine
bioinformatische Analyse von Microarrays
aus Lungenproben.

Statistik: Wilcoxon-Rangsummentest fiir nicht-
parametrische Daten; t-Test bzw. Varianzana-
lyse fiir parametrische Daten.

Ergebnisse

Histologisch zeigen sich in der Interventions-
gruppe signifikante Unterschiede zur Kon-
trollgruppe im LIS (2,29+0,35 versus 1,15+0,3;
p=0,0007) (MedianzxInterquartilsabstand).
Nach Exposition von PO,-Oszillationen fan-
den sich vermehrt neutrophile Granulozyten
sowie ein alveoldrer Umbau mit zum Teil
verdickten Alveolarsepten (Abb. 1). Im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe wurden in der
Interventionsgruppe signifikant héhere Kon-
zentrationen von IL-6 (66+25 pg/ml versus
97+24 pg/ml; p=0,037) und TNF-a (408+90
pg/ml versus 529+104 pg/ml; p=0,041)
(Mittelwert + Standardabweichung) im Blut-
plasma gefunden. Auch die qRT-PCR Analy-
sen aus dem Lungengewebe ergaben in der
Interventionsgruppe eine signifikant hohere
Messenger-Ribonukleinsdure (mRNA)-Expres-
sion von IL-1B (2,9-fach; p=0,006), IL-6 (2-
fach; p=0,0002), TNF-a (1,8-fach; p=0,009)
und iNOS (2,1-fach; p=0,003) im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Die bioinformatische
Analyse der Genarrays zeigte ebenfalls Ande-
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rungen in Signaltransduktionswegen, die mit
IL-1, IL-6, TNF-a. und Interferon vy assoziiert
sind. Die daran beteiligten Signalwege sind
an der Superoxidproduktion, der Chemotaxis
und Adhdsion von neutrophilen Granulozy-
ten sowie an der Bildung von reaktiven Sauer-
stoffspezies involviert.

Interpretation

Artifiziell generierte PO,-Oszillationen fiih-
ren innerhalb kurzer Zeit an gesunden Lun-
gen zu histologischer Lungenschadigung und
pulmonaler Inflammation. Diese Daten legen
den Schluss nahe, dass PO,-Oszillationen
einen eigenstandigen Mechanismus in der
Pathogenese des VILI darstellen kénnten.
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Fragestellung

Bildgebung der Lunge mittels 18F-Fluoro-
deoxyglucose (18F-FDG) und dynamischer
Positronen-Emissions-Tomographie (PET), ge-
folgt von mathematischer Modellierung der
18F-FDG-Aufnahme, ist ein etabliertes Ver-
fahren zur Quantifizierung der neutrophili-
schen Inflammation im akuten Lungenversa-
gen (ARDS). Nachteil dynamischer PET-Auf-
nahmen ist die relativ lange Aufnahmedauer
von 60-75 Min. sowie ein begrenzter kranial-
kaudaler Aufnahmebereich von 15 cm. Eine
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experimentelle Studie fand eine Korrelation
zwischen der mittels Patlak bestimmten 18F-
FDG-Aufnahmerate (K., und dem Verhaltnis
von mittlerer Tracerkonzentration in einer
Region von Interesse (ROI) zur Tracerkonzen-
tration im Blutplasma (tissue-to-plasma acti-
vity ratios: TPR), wobei TPR unter Auswertung
des letzten 300 Sek. Zeitabschnittes der 58
Min. dynamischen PET-Aufnahme bestimmt
wurde [1]. In einem tierexperimentellen Mo-
dell des ARDS analysierten wir statische und
dynamische 18F-FDG-PET-Messungen. Wir
stellten die Hypothese auf, dass TPR-Werte
(aus statischen PET-Aufnahmen) mit K, ,-Werten
(aus dynamischen PET-Aufnahmen) korrelie-
ren. Dariiber hinaus analysierten wir, ob die
Inflammation innerhalb eines kranial-kaudalen
Lungenbereiches von 15 c¢m représentativ fur
die Inflammation der gesamten Lunge ist.

Methodik

Die Daten von 8 Hausschweinen einer be-
gleitenden Studie wurden reanalysiert [2].
Nach Induktion eines schweren ARDS mit-
tels kombinierter Lungenlavage mit Koch-
salzlosung und beatmungsinduzierter Lun-
genschadigung wurden die Tiere 24 h mit
variabler (noisyVCV) oder konventioneller,
volumenkontrollierter Beatmung (VCV) beat-
met. Die metabolische Aufnahmerate von in-
travends injiziertem 18F-FDG wurde sowohl
nach Induktion des ARDS (d1) als auch nach
24-stiindiger Beatmung (d2) mittels dynami-
scher PET-Aufnahme erfasst. Kip wurde unter
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Exp 2 VOV, d1 & Exp.2 VCV, 42
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Lineare Korrelation zwischen metabolischer 18F-FDG-Aufnahmerate nach Patlak (K, und tissue-to-plasma

activity ratios der gesamten Lunge (TPR
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) innerhalb aller ROIs an beiden experimentellen Tagen

(d1 und d2); noisyVCV: variable Beatmung; VCV: konventionelle, volumenkontrollierte Beatmung.
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Anwendung der Patlak-Methode und Auswer-
tung der PET-Zeitabschnitte 15-75 Min. nach
18F-FDG-Injektion bestimmt und fiir 5
isogravimetische Regionen entlang dem ven-
tro-dorsalen Gradienten des erfassten 15 ¢cm
kranial-kaudalen Lungenbereiches (ROIs,, )
gemittelt. Unmittelbar nach dynamischer
PET-Aufnahme — und damit 77-80 Min. nach
Injektion von 18F-FDG — wurde die Tracer-
verteilung innerhalb der gesamten Lunge
mittels statischer PET-Aufnahme erfasst. Fir
dieselben ROIs, welche fiir die Auswertung
der dynamischen PET-Aufnahmen dienten,
wurden unter Einbeziehung von 18F-FDG-
Aktivitdtsmessungen des Blutplasmas mittlere
TPR-Werte berechnet (TPR, ). Unter An-
wendung der ventral-dorsalen Grenzen
der ROIs , , aber den gesamten kranial-
kaudalen Lungenbereich umfassend, wurden
fir 5 weitere ROIs mittlere TPR-Werte be-
rechnet (TPR_, o) Fir d1 und d2 wurden
K- und TPR, ), Werte sowie TPR -
und TPR,, -Werte aller ROIs und beider
Versuchsgruppen mittels linearer Regression
und Variationskoeffizienten (r?) verglichen.
Statistische Signifikanz wurde fir p<0,05
angenommen (Wilcoxon).

Ergebnisse

Sowohl an d1 als auch an d2 bestand ein
linearer Zusammenhang zwischen TPRetung
und K,-Werten aller ROIs (Abb.1: r=0.859
bzw. 0.969, p<0,001). TR, und TPR .
korrelierten an beiden experimentellen Tagen
(d1:r2=0.907 bzw. d2: ’=0.991, p<0,001).

Interpretation

Fir die Quantifizierung der pulmonalen, neu-
trophilischen Inflammation koénnen TPR-
Werte alternativ zu K,-Werten genutzt wer-
den. Inflammationswerte des mittels statischer
PET-Aufnahmen erfassten, 15 cm kranial-
kaudalen Lungenbereiches waren reprasenta-
tiv fir die Inflammation der gesamten Lunge.
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Fragestellung

Die Beatmung mit variablen Tidalvolumina
(VT) im akuten Lungenversagen (ARDS) ist in
der Lage, die Lungenfunktion zu verbessern
und die beatmungsinduzierte Lungenscha-
digung (ventilator induced lung injury — VILI)
zu minimieren [1]. Vorangegangene Unter-
suchungen waren jedoch auf einen kurzen
Untersuchungszeitraum limitiert und konnten
keine Aussagen zur regionalen Verteilung der
pulmonalen Inflammation im Rahmen der
VILI treffen. Mit Hilfe der Positronen-Emis-
sions-Tomographie (PET) mittels 18F-Fluoro-
desoxyglucose 18F-FDG koénnen Ausmaly
und regionale Verteilung neutrophilischer,
inflammatorischer Prozesse in der Lunge
quantifiziert werden. Ziel der vorliegenden
Untersuchung war es, Effekte einer variablen
volumenkontrollierten Beatmung wéhrend
24 h auf Ausmall und regionale Verteilung
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der pulmonalen Inflammation im schweren
akuten Lungenversagen am Schwein zu un-
tersuchen.

Methodik

Nach behérdlicher Genehmigung wurden 14
Hausschweine analgosediert, intubiert und
im volumenkontrollierten Modus beatmet:
FIO,=1,0, PEEP=10 cmH,O, V,=6 ml/kg,
Atemfrequenz (AF) adjustiert nach Normo-
kapnie, l:E=1:1. Die Induktion des ARDS er-
folgte durch ein ,double hit”-Modell mittels
Surfactantdepletion mit 8 repetitiven Lavagen
mit isotonischer Kochsalzlésung, gefolgt von
einer beatmungsinduzierten Lungenschédi-
gung (V,=20 ml/kg). Die Dauer derselben
wurde bis zum Erreichen eines PaO,/FiO,
<100 mmHg titriert. Nach Etablierung der
Lungenschadigung wurden die Tiere rando-
misiert einer konventionellen (VCV) oder
variablen (Noisy) volumenkontrollierten Be-
atmung mit folgenden Einstellungen zuge-
ordnet: PEEP und FIO, wurden anhand der
Tabelle des ARDS Netzwerkes titriert [2], die
AF wurde anhand eines arteriellen pH>7.30
adjustiert. Fur die konventionelle Beatmung
wurde das V. auf 6 ml/kg eingestellt und der
Plateaudruck (P ) auf 30 cmH,O limitiert.
Fir die variable Beatmung wurde das mittlere
V; auf 6 ml/kg eingestellt, jedoch atemzug-
weise zuféllig gemdl einer Normalverteilung
mit einem Variationskoeffizienten von 30%
variiert, wahrend der mittlere P auf 30 cm
H,O und der maximale P auf 45 cmH,O
limitiert wurden. Wahrend einer Therapiezeit
von 24 h wurden Gasaustausch, Hamody-
namik und Lungenmechanik erfasst. Jeweils
nach Induktion des ARDS (Tag 1) und nach
24 h (Tag 2) wurden eine CT zur Quantifi-
zierung der Lungenbeliiftung sowie PET Un-
tersuchungen mittels *®Ga-markierter Mikro-
sphédren bzw. 18F-FDG zur Quantifizierung
von Ausmal und regionaler Verteilung der
Lungenperfusion sowie Inflammation (spezi-
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fische Aufnahmerate von 18F-FDG: K)
durchgefihrt. Post mortem wurden Gewebe-
proben der Lungen zur Quantifizierung von
inflammatorischer Reaktion und histologi-
scher Lungenschdadigung entnommen. Die
Analysen von Gasaustausch, Hamodynamik
und Lungenmechanik erfolgten mittels eines
allgemeinen linearen Modells. Alle Parame-
ter der bildgebenden sowie der postmortalen
Untersuchungen wurden fiir den Vergleich
zwischen den Gruppen mittels Test nach
Mann-Whitney und fiir den Vergleich zwi-
schen Tag 1 und 2 mittels Wilcoxon-Test ana-
lysiert.

Ergebnisse

Die beatmungsinduzierte Lungenschadigung
wurde fir 180; 100 bis 240 und 130; 90 bis
210 min (Median; Minimum bis Maximum;
VCV und Noisy) aufrechterhalten. Es wur-
den Spitzendriicke von 38+1,5 und 38+1,4
cmH,O erreicht, wobei aus dem ,double
hit“-Modell ein schweres ARDS resultierte
(PaO,/FIO,: 64£14 und 69+15; Mittelwert
+Standardabweichung; VCV und Noisy). In
beiden Gruppen nahmen zwischen Tag 1
und 2 globale (AK, 0,037; 0,002 bis 0,054
und 0,016; 0,006 bis 0,042; p=0,338; Me-
dian; Minimum bis Maximum; VCV und
Noisy) sowie regionale spezifische Aufnah-
meraten von 18F-FDG (Abb. 1) zu, wahrend
der Anteil normal beliifteter Lungenareale
abnahm (A% Masse normal beliftet -16,1;
-8,7 bis -23,6 und -22,4; -11,3 bis -39,7;
p=0,110; Median; Minimum bis Maximum;
VCV und Noisy). In beiden Gruppen wurde
die Lungenperfusion in ventrale und kraniale
Lungenareale umverteilt. Fiir Gasaustausch,
Hamodynamik, Lungenmechanik sowie in-
flammatorische Reaktion und histologische
Lungenschadigung konnten keine Unter-
schiede zwischen den Gruppen nachgewie-
sen werden.

Interpretation

In einem Modell des schweren ARDS fiihrte
eine variable im Vergleich zu einer konven-
tionellen volumenkontrollierten Beatmung
tiber 24 Stunden weder zu einer Verbesse-
rung der Lungenfunktion noch zu einer Re-
duktion von Inflammation und Schadigung in
der Lunge.
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Fragestellung

Postoperative Ubelkeit und postoperatives
Erbrechen (PONV) ist nach wie vor ein hiu-
figes Problem und tritt ohne wirksame Pro-
phylaxe mit einer Inzidenz von rund 30%
auf. Besonders bei Hochrisikopatienten (mit
einer PONV-Rate bis zu 80%) ist daher eine
multimodale Antiemetikaprophylaxe von-
noten, um die Auftretenswahrscheinlichkeit
bedeutsam zu senken. Gleichwohl steht nur
eine begrenzte Anzahl antiemetisch wirksa-
mer Substanzklassen zu Verfiigung, die bei
individuellen Patienten gegebenenfalls weiter
eingeschrankt wird (Nebenwirkungen, Kon-
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traindikationen). Fir Amisulprid konnte
bereits durch eine abgeschlossene Phase-Il-
Studie gezeigt werden, dass es das PONV-
Risiko senkt. Ziel dieser Studie war die
Beurteilung von Wirksamkeit und Neben-
wirkungsprofil im Rahmen einer Phase-lll-
Studie.

Methodik

Nach Erhalt eines positiven Ethikvotums
wurden Patienten, die sich einem chirurgi-
schen Eingriff (OP-Dauer ldnger 1 Stunde)
in Allgemeinandsthesie mit volatilem Ands-
thetikum unterzogen und mindestens zwei
Risikofaktoren fir PONV (weibliches Ge-
schlecht, Nicht-Raucher-Status, PONV nach
friheren Narkosen/Reisekrankheit, erwartete
postoperative Opioid-Gabe) aufwiesen, bei
Vorliegen des schriftlich dokumentierten Ein-
verstandnisses in die Studie eingeschlossen.
Die Randomisierung wurde mit verborgener
Zuordnung durchgefiihrt. Nach Narkoseein-
leitung wurde den Studienteilnehmern ent-
weder Amisulprid 5 mg oder das gleiche Vo-
lumen eines Placebos intravends appliziert,
wobei die Anwendung des Priifmedikamen-
tes doppelt-verblindet erfolgte. Der primare
Endpunkt war erreicht, wenn innerhalb von
24 Stunden nach OP-Ende kein Erbrechen
oder Wiirgen aufgetreten war und keine Gabe
einer antiemetisch wirkenden Medikation
erforderlich war. Als sekundérer Endpunkt
war das Auftreten von Ubelkeit festgelegt.
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Ergebnisse

Es wurden 732 Patienten an 19 Priifzentren in
Europa und USA randomisiert, 689 Studien-
teilnehmer erhielten die Prifmedikation,
insgesamt konnten 626 Datensétze ausge-
wertet werden. 52,1% der Patienten in der
Amisulprid-Gruppe erreichten im Gegensatz
zu 40,5% in der Placebo-Gruppe den pri-
mdren Endpunkt. Das Auftreten ausgepragter
Ubelkeit war bei den Patienten, welche das
Verum erhalten hatten, mit 41,6% signifikant
niedriger als in der Placebo-Gruppe (53,1%).
Unter jeglicher Art von Ubelkeit litten post-
operativ. 52,1% (Amisulprid) gegeniiber
62,7% (Placebo), der dringlich erforderliche
Einsatz einer antiemetischen ,Rettungsmedi-
kation” war bei 45,1% vs. 56,9% (Amisulprid
vs. Placebo) erforderlich. Es traten keine der
fir Dopaminrezeptor-Antagonisten beschrie-
benen extrapyramidalen Stérungen und im
EKG keine Unterschiede der QT-Zeit zwischen
der Amisulprid- und der Placebo-Gruppe auf.
Patienten, die Amisulprid erhalten hatten,
wiesen voriibergehend einen hoheren Prolak-
tin-Spiegel im Serum auf.

Interpretation

Amisulprid ist hinsichtlich des Auftretens von
PONV gegeniiber Placebo uberlegen. Da-
durch, dass Amisulprid keine Veranderungen
in der QT-Zeit verursacht, erweist sich dieser
Wirkstoff als vorteilhaft gegenliber anderen
Dopaminrezeptor-Antagonisten. ~Aufgrund
der vorliegenden Daten erscheint Amisulprid
als vielversprechende neue antiemetische
Substanz zur Prophylaxe von PONV.
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Fragestellung

Monozyten spielen bei der Aufrechterhaltung
und Resolution inflammatorischer Prozesse
eine zentrale Rolle. Sie gelangen durch ziel-
gerichtete Migration (Chemotaxis) an den
Wiirzburg der Inflammation, wosiesich zuMa-
krophagen ausdifferenzieren. Die monozytare
Chemotaxis wird maBgeblich durch eine
differenzielle Expression von Chemokinre-
zeptoren (CCRs) beeinflusst, wobei der Re-
zeptor CCR2 eine zentrale Rolle einnimmt
[1,2]. Wie die CCR-Expression reguliert wird,
ist weitgehend unklar. Wir haben untersucht,
ob inflammatorische Stimuli in humanen
Monozyten Expressionsdnderungen spezifi-
scher micro-RNAs (miRNAs) induzieren, die
die CCR2-Expression modulieren und damit
die Migrationsfahigkeit der Zellen entschei-
dend beeinflussen kénnen.
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Methodik

Primdre Monozyten gesunder Spender (Ein-
verstandnis lag vor) wurden mit pra-miR-
125a-5p bzw. Kontroll-miR transfiziert (Elek-
troporation mittels NEON) und fiir 24 h
inkubiert. Danach wurde a) RNA extrahiert,
revers transkribiert und die Expressionsrate
von CCR2 mittels real-time PCR (qPCR) be-
stimmt und b) Protein extrahiert und die
Expression von CCR2 mittels Western Blot
untersucht. Der 3'UTR des CCR2-Gens
wurde durch PCR amplifiziert und in einen
Reportervektor kloniert. Mittels gerichteter
Mutagenese wurden Kontrollkonstrukte mit
deletierten  miR-125a-5p-Bindungsstellen
erstellt. Die Konstrukte wurden jeweils mit
pra-miR-125a-5p oder Kontroll-miR in HEK
293-Zellen co-transfiziert; die Reporterakti-
vitdt wurde luminometrisch gemessen. Fiir
Migrationsuntersuchungen wurden Monozy-
ten wie zuvor beschrieben - transfiziert und
nach 8 h fiir 1 h in Boyden-Kammern mit dem
CCR2-Liganden CCL2 im unteren Komparti-
ment co-inkubiert (50 ng/ml). Die Migrations-
rate wurde durchflusszytometrisch quantifi-
ziert. Ausdifferenzierung zu Makrophagen
wurde durch Zugabe von 100 ng/ml GMCSF
tber 6 d induziert. Primdre humane Monozy-
ten wurden mit LPS (50 ng/ml) fiir 24 h inku-
biert, anschlieBend wurde die Expression des
CCR2 bzw. der miR-125a-5p mittels qPCR
bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte
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mittels Paired-t- bzw. Mann-Whitney-U-Test.
Angegeben werden Mittelwerte+SEM.

Ergebnisse

Mittels bioinformatischer Algorithmen wurde
die monozytdr exprimierte miR-125a-5p als
potenzieller Regulator des Chemokinrezeptors
CCR2 identifiziert. Primare humane Mono-
zyten zeigten nach Transfektion von miR-
125a-5p eine deutliche Reduktion der CCR2-
Expression (Abb.1A, mRNA: Reduktion um
49+5,7%, Protein: Reduktion um 71+6,5%.
Mittels Reporterexperimenten konnte eine
direkte Regulation von CCR2 durch miR-125a
-5p nachgewiesen werden, hierbei handelt
es sich um einen additiven Effekt der beiden
miR-125a-5p Bindungsstellen im CCR2-3’-
UTR (n=9; Reduktion Luciferase vs. Kontrolle
51,5+4,3%, p<0,001). LPS-Stimulation fiihrte
in primdren humanen Monozyten zu einer
drastischen Reduktion des CCR2 (Reduktion
um 94+6,6%, n=4, p<0,001); gleichzeitig
wurde die Expression der miR-125a-5p um
das 6,4-fache+2,4 induziert (n=4, p<0,001).
Ausdifferenzierung von Monozyten zu Ma-
krophagen induzierte gleichgerichtete Ex-
pressionsdnderungen (CCR2: Reduktion um
97+1,9%, n=4, p<0,01, miR-125a-5p: In-
duktion 18-fach+4,7; n=3, p<0,01). Nach
miR-125a-5p-Transfektion von primédren Mo-
nozyten verringerte sich die CCR2-spezi-
fische Chemotaxis deutlich gegentiber der
Kontrolle (Abb.1B, Reduktion um 32+1,4%
n=3, p<0,001).

Interpretation

Monozytare Chemotaxis kann miR-vermittelt
reguliert werden: miR-125a-5p inhibiert Gber
spezifisches Targeting die Expression des CCR2
und kann damit die monozytare Migrationsfa-
higkeit vermindern. Im inflammatorischen Mi-
lieu und bei Ausdifferenzierung zu Makropha-
gen kann durch Induktion von miR-125a-5p
das Verbleiben des Monozyten am Wiirzburg
der Inflammation geférdert werden.
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Fragestellung

Zink als essenzieller Faktor fiir die zelluldre
Immunfunktion zeigt sich bei Sepsispatienten
erniedrigt. Dabei fiihren sowohl zu niedrige
als auch zu hohe Zink-Konzentrationen im
Serum zu einer Immundysfunktion [1,2]. Eine
Reduktion des Serum-Albumins resultiert in
einer erniedrigten Zinkbindungskapazitdt im
porcinen Sepsismodell und kann primar un-
bedenkliche Mengen an Zink toxisch wirken
lassen [3]. Wir untersuchten die Zinkbin-
dungskapazitat bei Sepsispatienten und be-
stimmten die intrazelluldre Zink-Aufnahme
in Abhéangigkeit von der Zinkbindungskapa-
zitat.
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Methodik

Nach Genehmigung durch die Ethikkommis-
sion (EK 032/12) wurden 44 Patienten mit
Sepsis im postoperativen Verlauf (n=11 Sepsis,
n=7 schwere Sepsis, n=26 septischer Schock)
und 20 gesunde Probanden eingeschlossen.
Zur Messung der Zinkbindungskapazitat des
Serums wurde die freie Sdure der Fluores-
zenzsonde FluoZin3 (Invitrogen. Eugene, OR,
USA) verwendet. 10 pl Serum wurden zu
50 pl Assay-Puffer zugefiigt (50 mM HEPES
Losung, pH=7,4, 0,3 pM FluoZin3, Chelex
(Sigma-Aldrich) behandelt) und unterschied-
liche Mengen ZnSO, in 40 pl Assay-Puffer
gelost. Die minimale Fluoreszenz (Fmin)
wurde durch die Zugabe von 50 pM TPEN
(N,N,N,N-tetrakis-(2-pyridyl-methyl)ethyle-
ne-diamine; Sigma-Aldrich), die maximale
(Fmax) durch Zugabe von 100 pM ZnSO,
erreicht. Die Messung erfolgte in Dubletten
auf einer 96-Well-Platte bei 485 nm und 535
nm (Tecan Ultra 384 Fluorescence). Die freie
Zinkkonzentration berechnete sich wie folgt:
[Zn]:KD X [(F-Fmin)/(Fmax-F). Zur Messung
des intrazelluldren freien Zinks wurden 300
pl Vollblut (Lithium-Heparin) mit 10 pM
FluoZin3 fir 30 min bei 37°C inkubiert.
Nach Inkubation teilten wir die Probe in 3
Ansétze auf: Kontrolle, Fmin (200 uM TPEN)
und Fmax (TmM ZnSO, und 50 uM Pyrithion)
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(A) Zinkbindungskapazitdt im menschlichen Serum; *** p<0,001. (B) Anstieg der freien intrazelluldren
Zinkkonzentration isolierter mononukleérer Zellen des peripheren Blutes (PBMC) gesunder Spender (n=3)
nach Zinksupplementation mit 10 uM ZnSO, in Anwesenheit oder Abwesenheit von Bovinem Serumalbu-
min (BSA), * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. (C) Freie intrazelluldre Zinkkonzentration in Lymphozyten,
und Granulozyten (D); Signifikante Unterschiede sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.
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und inkubierten wiederum fir 30 min bei
37°C. Die Lyse erfolgte nach Hersteller-
vorgabe mit BD FACS Lysing Solution (BD
Biosciences). Die Fluoreszenz wurde mittels
FACScan (BD Biosciences) bestimmt. Peri-
phere mononukledre Zellen (PBMC) wurden
von gesunden Probanden isoliert und mit der
Fluoreszenzsonde FluoZin3 fiir 30 min bei
37°C beladen. Anschliefend wurden die
Zellen mit und ohne Bovinem Serumalbumin
(BSA) zusammen mit 10 uM ZnSO, inkubiert.
Die Fluoreszenz wurde im Intervall von 2 min
tiber 50 min bestimmt. Die Auswertung er-
folgte mit 1-way-ANOVA und folgendem
Tukey-Test oder mit 2-way-ANOVA mit fol-
gendem Bonferroni-Test. Ein p<0,05 wurde
als signifikant angesehen.

Ergebnisse

Patienten im septischen Schock zeigten eine
signifikant verminderte Zinkbindungskapa-
zitdt im Vergleich zu Gesunden (Septischer
Schock 2,62+0,89 pM vs. Gesunde 0,31+0,02
pUM freies Zink nach Zugabe von 2,5 pM
ZnSO,; p<0,001) (Abb. 1 A). Das freie intra-
zelluldre Zink war in den Lymphozyten und
den Granulozyten signifikant bei den Sep-
sispatienten vermindert (Lymphozyten: Sep-
tischer Schock 0,55+0,07 nM vs. Gesunde
2,17+0,37 nM, p<0,001; Granulozyten: Sep-
tischer Schock 0,47+0,05 nM vs. Gesunde
1,35+0,16 nM freies Zink, p<0,001) (Abb. 1
C und D). In den PBMC Gesunder zeigte sich
ohne BSA im Vergleich zur Inkubation mit
BSA ein signifikanter Unterschied im Anstieg
des intrazelluldren Zinks nach Zugabe von
10 uM ZnSO, (Abb. 1 B).

Interpretation

Die Zinkbindungskapazitdt ist im Serum
septischer Patienten deutlich vermindert. In-
trazelluldr zeigten die Immunzellen signifi-
kant verminderte freie Zinkkonzentrationen.
Die erhohte Verfugbarkeit des Serum-Zinks
durch die reduzierte Zinkbindungskapazitat
fihrt nicht zu einer ausreichenden intrazel-
luldren Kompensation und kann damit zur
Immundysfunktion beitragen. Eine nach Zink-
bindungskapazitat adjustierte Zinksupple-
mentation konnte von Vorteil sein, um den
Immunstatus septischer Patienten zu verbessern.
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Fragestellung

Das Enzym Prolyl-Hydroxylase-Doméne 1
(PHD1) ist ein wichtiger Regulator des zellu-
ldren Sauerstoffmetabolismus und vermittelt
unter Normoxie die Hydroxylierung und dar-
auf folgende Degradation des Transkriptions-
faktors ,hypoxia-inducible factor” HIF-Ta.
Wir stellten die Hypothese auf, dass beim
beatmungsinduzierten Lungenschaden (VILI)

Abbildung 1

A
mmu-miR-16
mmu-miR-15a
mmu-miR-23b
mmu-miR-15b
mmu-miR-23a
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die Inhibierung von PHD1 Uber eine Stabi-
lisierung von HIF-Ta zur Verbesserung der
alveoldren Barrierefunktion beitragen konnte
[1,2].

Methodik

Alle Tierversuche wurden durch die zustin-
digen Behorden genehmigt. Zur VILI-Induk-
tion wurden Méuse fir 3 h druckkontrolliert
beatmet (p,_  :45 mbar, PEEP:3 mbar, AF:80/
min, FiO,:100%) [3]. Folgende Mauslinien
wurden verwendet: Wild-Typ (WT; C57/BL6),
PHD1”, HIF-1a”~ und korrespondierende
Cre*-Kontrollen. Transkriptionelle Verdnde-
rungen wurden mittels RT-PCR, Anderungen
auf Proteinebene mittels ELISA analysiert.
Um potenzielle PHD1 regulierende micro-
RNAs (miRNAs) zu identifizieren, flihrten wir
eine In-silico-Suche durch und verifizierten
diese mittels RT-PCR. In einem In-vitro-Modell
wurden pulmonale Epithelzellen (humane
Tumorzelllinie Calu-3) zyklischem Stretch
ausgesetzt. Protein-DNA-Interaktionen wur-
den mit Hilfe von Chromatin-Immunprazi-
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pitation (ChIP) untersucht. Zur statistischen
Auswertung verwendeten wir die zweifakto-
rielle Varianzanalyse (Bonferroni-Post-hoc-
Test) bzw. t-Tests, Ergebnisse als Mittelwert
(SD).

Ergebnisse

Mause mit genetischem PHD1-Knockout
zeigten nach VILI eine geringere histologische
Lungenschadigung und Durchldssigkeit der
alveolo-kapilldren Barriere (Albuminkonzen-
tration (BAL):WT=5431 (2166) pg/ml vs.
PHD1/=667 (184) pg/ml), die pulmonale
mRNA-Expression inflammatorischer Zyto-
kine war ebenfalls signifikant reduziert. Da
WT-Mduse nach VILI eine pulmonale PHD1-
Repression zeigten, konnte dies tber eine
posttranskriptionelle Genregulation mittels
miRNA vermittelt sein. Bei der RT-PCR-Ana-
lyse potenzieller Target-miRNAs fiir PHD1
kam es nur beim miR-15a/16-Cluster zu ei-
ner signifikanten Induktion im Lungengewe-
be nach VILI (A). In-vitro-Untersuchungen
an Calu-3 zeigten eine friihe Induktion von
miR-16 durch Zellstretch, welche fiir die
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(A) Screening von miRNAs mit PHD1 mRNA-Bindungsstellen (Lungenhomogenat). (B) Induktion von miR-16 durch Stretch (Calu-3). (C) Suppression von PHD1 durch
Stretch (Calu-3). (D) Hypoxische Induktion von miR-16 (Calu-3). (E) Hypoxische Suppression von PHD1 (Calu-3). (F) Fehlende hypoxieabhédngige miR-16-Induktion
nach Repression von HIF-1a mittels siRNA (Calu-3). (G) Fehlende miR-16-Induktion nach VILI bei HIF-1a” Mdusen (Lungenhomogenat). MW (SD); n=5-7; * p<0,05,

*#* p<0,01, *** p<0,005.
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beobachtete PHD1-Repression verantwortlich
war (B, C). Wir konnten drei mogliche HIF-
Bindungsstellen in der Promoterregion von
miR-15a/16 identifizieren (hypoxia-response
elements, HREs), tiber die eine HIF-bedingte
Induktion vermittelt sein kdnnte. ChIP zeigte
eine Bindung von HIF-1a an zwei HREs des
Promoters. Nach Hypoxie zeigte sich in Calu-
3-Zellen eine zeitlich abhéngige Induktion
von miR-16 mit entsprechender PHD1-Sup-
pression (D, E). In Calu-3-Zellen mit siRNA-
vermittelter Repression von HIF-1o war die
Hypoxie-abhédngige miR-16-Induktion kom-
plett geblockt (F). Im VILI Tiermodell machten
wir dhnliche Beobachtungen, da HIF-1a”
Mause nach VILI keine Induktion von miR-16
zeigten (G).

Interpretation

Eine verminderte Expression von PHD1 und
Stabilisierung von HIF-1a kann das Lungen-
epithel wahrend VILI vor Schadigung schiit-
zen. Dieser protektive Mechanismus kénnte
Uber eine HIF-1a-abhdngige Induktion von
miR-15a/16 im Lungenepithel vermittelt wer-
den.
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Fragestellung

Die Anwendung kiinstlicher Kolloide wird
kontrovers diskutiert. Bei septischen Inten-
sivpatienten zeigten Studien in der jiingsten
Vergangenheit einen negativen Einfluss von
Hydroxyethylstirke (HES) auf Morbiditat
und Mortalitat [1]. Dies fihrte 2013 zu ei-
nem kurzzeitigen Verbot der Anwendung
von HES-Produkten durch die europiische
Arzneimittelbehdrde. Zum Einsatz bei nicht
kritisch-kranken, elektiven chirurgischen Pa-
tienten fehlen bislang ausreichende Daten.
Eine mogliche Alternative zu kiinstlichen
Kolloiden stellt die Anwendung von Huma-

30. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

nalbumin dar. Ziel dieser Untersuchung war
es, die Auswirkungen einer modernen ba-
lancierten 6%igen Hydroxyethylstarke sowie
Humanalbumin 5% auf Nierenfunktion, Glo-
merulumschaden und Glykokalyxschadigung
bei elektiven chirurgischen Patienten zu ver-
gleichen.

Methodik

Nach Genehmigung durch die lokale Ethik-
kommission wurden insgesamt 100 urologi-
sche Patienten zwischen 18 und 85 Jahren
in eine prospektiv randomisierte monozen-
trische Studie eingeschlossen. Alle Patienten
erhielten eine chirurgische Zystektomie mit
Anlage eines lleumconduits (n=50) oder einer
Neoblase (n=50). Ausschlusskriterien waren
u.a. eine palliative Situation oder Metastasie-
rung, Koagulopathie, Krea-Clearance <30 ml/
min und prdop. Therapie mit nephrotoxischen
Substanzen. Perioperativ bis zum dritten post-
operativen Tag wurden entweder balancierte
6%ige Hydroxyethylstarke (HES, n=47) oder
Humanalbumin 5% (HA, n=53) als Volumen-
ersatzmittel nach einem speziellen Infusions-
algorithmus angewandt. Flussigkeitsverluste
(Urin, Perspiratio) wurden 1:1 mit einer
balancierten Ringer-Acetat-Losung ersetzt.
Eiweill- und Blutverluste wurden 1:1 mit HES
6% bzw. HA 5% bis zum Erreichen eines
Transfusionstriggers oder einer Maximaldosis
von 30 ml/kg KG/d ersetzt. Die Volumen- und

14. - 15.02.2016 - Wiirzburg

Katecholamintherapie wurde anhand eines
erweiterten hdmodynamischen Monitorings
mit folgenden Zielparametern gesteuert: ASA-
1- und 2-Patienten ohne kardiale/zerebrovas-
kulare Risikofaktoren: SVV<12%; Cl>2,5
L/min/m?, MAD >60 mmHg; ASA-3- und 4-
Patienten oder Patienten mit kardialen/zere-
brovaskuldren Risikofaktoren: SVV <12%;
CI>2,5 L/min/m?*, MAD>70mmHg; ScvO,
>70% oder SvO,>65%. Das ausfiihrliche
Studienprotokoll wurde bereits publiziert [2].
Primarer Endpunkt war die Anderung des
Cystatin-C-Wertes im Serum (ACystC) bis
zum Tag +90 nach OP. Sekundére Endpunkte
waren u.a. die aus dem Cystatin C kalkulierte
glomeruldre Filtrationsrate (eGFR) [3], neutro-
philengelatinase-assoziiertes Lipocalin (NGAL),
Syndecan-1 (CD-138) und Hyaluronan. Die
statistische Auswertung durch das Institut fiir
Biometrie erfolgte verblindet.

Statistik: Normalverteilte Werte als Mittel-
werte + Standardabweichung, nicht normal-
verteilte Werte als Median + Standardabwei-
chung; Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman, nichtparametrischer Test nach
Wilcoxon, p<0,05 bzw. p<0,0125 nach
Bonferroni-Korrektur bei wiederholten Mes-
sungen.

Ergebnisse

Die demographischen Daten waren in beiden
Gruppen vergleichbar. Die mittlere Kristal-
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A: Verlauf Cystatin C im Serum von Visite 1 (prdoperativ) bis Visite 5 (postopera-
tiver Tag (POD) +90). Werte im Median mit Standardabweichung (95% Konfi-
denzintervall). * p<0,001.

B: Verlauf Hyaluronan im Serum von Visite 1 (prdoperativ) bis Visite 4 (postopera-
tiver Tag (POD) +3). Werte im Median mit Standardabweichung (95% Konfi-
denzintervall). * p<0,001.
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loidmenge bis zum dritten postoperativen
Tag betrug 11.110 ml (2840 ml) in der HES-
Gruppe versus 10.900 ml (2532 ml) in der
HA-Gruppe (p=0,745); die mittlere periope-
rative Kolloidmenge betrug 1.896 ml (+875
ml) fir HES bzw. 1.617 ml (651 ml) fir Hu-
manalbumin (p=0,088). Die intraoperative
Transfusionsrate betrug 27.8% (HES 23.4%;
HA 32.1%; p=0,319). Cystatin C und die
daraus berechnete GFR wurden prdoperativ,
bei OP-Ende, am ersten, dritten und neun-
zigsten postoperativen Tag bestimmt. Beziig-
lich des primaren Endpunktes (ACystC am Tag
+90) fand sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen (ACystCHES
1.09; ACystCHA 1.18; p=0,4804). Syndecan-1,
Hyaluronan und NGAL wurden prioperativ,
bei OP-Ende, 2 h postoperativ, am ersten und
am dritten postoperativen Tag gemessen. Fiir
keinen der Parameter zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Grup-
pen. Die mediane Krankenhausverweildauer
unterschied sich nicht signifikant (HES 20 d
(9 d); HA 22 d (£16 d); p=0,056 (Wilcoxon)).

Interpretation

Die vorliegende Untersuchung vergleicht
prospektiv, randomisiert, teilverblindet Albu-
min 5% und HES 6% (balanciert) in einem
Kollektiv nicht kritisch-kranker operativer
Patienten mit einem Beobachtungszeitraum
von 90 d. Bezlglich der Nierenfunktion (Cy-
statin C im Serum) und der kalkulierten GFR
zeigten sich keine Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen (Abb.TA). Lediglich ein
Patient (1.9%) in der Albumingruppe bend-
tigte postoperativ tempordr ein Nierenersatz-
verfahren. Unabhéngig von der verabreichten
Substanz zeigten sich Anderungen von NGAL
und Glykokalyxparametern. Hyaluronan fiel
perioperativ bis zum Zeitpunkt der Hautnaht
zundchst ab, um dann bis zum dritten post-
operativen Tag erneut liber das Ausgangs-
niveau anzusteigen (Abb. 1B). Der intraope-
rative Konzentrationsabfall ist mit hoher
Wiahrscheinlichkeit auf einen Dilutionseffekt
zuriickzufiihren. Zwischen den beiden Grup-
pen fanden sich zu keinem Zeitpunkt rele-
vante Unterschiede. In Hinblick auf einen
potenziell nephrotoxischen Effekt zeigen
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sich zwischen Humanalbumin 5% und einer
modernen balancierten 6%igen HES-Losung
keine signifikanten Unterschiede bzgl. Nie-
renfunktion (Cystatin C) und Glomerulum-
schaden (NGAL). Diese Ergebnisse legen die
Vermutung nahe, dass im perioperativen
Setting beide Kolloide hinsichtlich des Out-
comes gleich sicher sein konnten.

Literatur

1. Perner A, et al: 6S Trial Group, Scandinavian
Critical Care Trials Group: Hydroxyethyl starch
130/0.42 versus Ringer’s acetate in severe sepsis.
N Engl ] Med 2012; Jul 12;367(2):124-34

2. KammererT, et al: Comparison of 6% hydroxy-
ethyl starch and 5% albumin for volume
replacement therapy in patients undergoing
cystectomy (CHART): study protocol for a
randomized controlled trial. Trials 2015;

Aug 28;16:384

3. Grubb, et al: Simple Cystatin C-Based
Prediction Equations for Glomerular Filtration
Rate Compared with the Modification of Diet
in Renal Disease Prediction Equation for
Adults and the Schwartz and the Counahan-
Barratt Prediction Equations for Children.
Clinical Chemistry 2005; v. 51, p.1420-143.



Abstracts

Eine zielgerichtete, hamodynamische
Therapie mit semi-invasivem,
hamodynamischem Monitoring
reduziert perioperative pulmonale
Komplikationen in der Thoraxchirurgie:
eine prospektive, randomisierte
klinische Studie

K.B. Kaufmann' - L. Stein' - L. Bogatyreva? -

D. Hauschke? - T. Loop' - U. Goebel'

1 Klinik fur Andsthesiologie und Intensivmedizin

2 Institut fir Medizinische Biometrie und
Medizinische Informatik

Universitat Freiburg

Korrespondenz:
Kai.Kaufmann@uniklinik-freiburg.de

Fragestellung

Bei Patienten mit Lungenresektionen tragen
pulmonale und renale Komplikationen mit
einer Pravalenz von bis zu 24% bzw. 5,9%
perioperativ zu einer erhohten Morbiditat
bei [1]. Intraoperative Hyper- bzw. Hypo-
voldmie werden als Risikofaktoren beschrie-
ben [1]. Die ERAS (Enhanced Recovery After
Surgery)-Empfehlungen beschreiben fiir vis-
zeralchirurgische Operationen auf der Grund-
lage eines semi-invasiven, hamodynamischen
Monitorings mittels Osophagusdoppler einen
Evidenzbasierten Algorithmus der Volumen-
applikation, welcher Komplikationsraten sig-
nifikant senkt [2]. Wir haben die Hypothese
aufgestellt, dass bei Patienten mit Lungen-
resektionen eine Osophagusdoppler-basierte,
zielgerichtete Volumentherapie anhand des
ERAS-Algorithmus zu einer Reduktion peri-
operativer pulmonaler Komplikationen fiihrt.

Methodik

Nach positivem Votum der Ethikkommission
der Universitat Freiburg (EK 502/14) und Re-
gistrierung im Deutschen Register Klinischer
Studien (DRKS 00006961) wurden 100 Pati-
enten, die sich einer Lungenresektion unter-
zogen, eingeschlossen. Die Patienten wurden
in zwei Gruppen randomisiert: eine konven-
tionelle (K)- und eine ,Goal directed therapy”
(GDT)-Gruppe, in welcher zur Steuerung
der Volumentherapie das Schlagvolumen,
der Herzindex und der mittlere arterielle

30. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Druck gemessen wurden. Bei Patienten der
K-Gruppe waren die Werte der Doppler-
messung fiir den Andsthesisten nicht einseh-
bar, und die Steuerung der Volumentherapie
erfolgte anhand der Ublichen klinischen
Routine. Bei Patienten der GDT-Gruppe wur-
den Volumenboli von 200 ml kristalloider
Losung infundiert, solange sich ein Anstieg
des Schlagvolumens um 10% (bezogen auf
den Ausgangswert) oder mehr als direkte Re-
aktion zeigte. Weiterhin erhielten die Patien-
ten der GDT-Gruppe, deren Herz-Index (Cl)
kleiner als 2,5 L/min/m? war, einen Bolus mit
10 mg Ephedrin, bis der CI groRer als 2,5 L/
min/m? war. Bei kontinuierlicher Aufzeich-
nung der Doppler-gemessenen Werte wurde
die Flussigkeitssubstitution per Bolus immer
dann wiederholt, wenn das Schlagvolumen
um mehr als 10% (bezogen auf den Aus-
gangswert) gesunken war. Primdrer Endpunkt
war die Inzidenz pulmonaler Komplikationen
(u.a. Atelektasen und die Pneumonierate).
Die sekunddren Endpunkte beinhalteten die
Notwendigkeit einer differenzierten Katecho-
lamintherapie, hdamodynamische Variablen
(u.a. Cl und Schlagvolumen) sowie die Ana-
lyse der Krankenhausverweildauer. Nominale
Daten wurden mittels Fisher-exact-Test, metri-
sche Daten je nach Normalverteilung mittels
t-Test bzw. Mann-Whitney-U-Test analysiert
(Signifikanzniveau=p<0,05).

Interessenkonflikte im Sinne einer finanziel-
len Unterstiitzung durch die Industrie liegen
nicht vor.

Ergebnisse

Die demographischen Daten beider Patien-
tengruppen unterschieden sich nicht. Die
GDT-Gruppe zeigte im Vergleich zur K-Grup-
pe signifikant weniger pulmonale Komplika-
tionen (6 vs. 15 Patienten; p=0,047, Abb. 1).
Die Krankenhausverweildauer in der GDT-
Gruppe war signifikant kiirzer (9 (5-11) vs.
11 (9-12) Tage; p=0,005). Wahrend sich die
intraoperativ applizierte Volumenmenge zwi-
schen den beiden Gruppen nicht unterschie-
den hat (6,0 (4,4-7,8) vs. 5,8 (4,3-7,1) ml/kg/h;
p=0,52), erhielten Patienten der GDT-Gruppe
signifikant mehr Ephedrin (n=25 (52%) vs.
8 (17%); p<0,0001) und signifikant weniger
Noradrenalin (0,018 (0,004-0,03) vs. 0,035
(0,02-0,05) pg/kg/min; p<0,0001).
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Differenzierung der postoperativen, pulmonalen
Komplikationen zwischen der GDT- und der
Kontrollgruppe; * p=0,047.

Patienten der GDT-Gruppe zeigten im Ver-
gleich zur K-Gruppe einen signifikant héheren
Herz- und Schlagvolumenindex tiber die ge-
samte OP-Dauer (drei Zeitabschnitte:

a) vor Hautschnitt, b) wahrend Ein-Lungen-
Ventilation und c¢) am Ende der Operation).
Der Herzindex zwischen den beiden Grup-
pen zu den jeweiligen Zeitpunkten zeigte fol-
gende Werte: a) 2,8 (2,3-3,3) vs. 2.0 (1,6-2,6),
b) 2,9 (2,6-3,4) vs. 2,1 (1,7-2,4) und
c) 3,0 (2,6-3,6) vs. 2,1 (1,7-2,8) ((L/min)/m?
(p<0,001) bzw. fiir den Schlagvolumenindex:
a) 43 (34-50) vs. 35 (28-42) , b) 43 (36-50) vs.
34 (26-41) und c) 40 (35-48) vs. 34 (26-40)
(ml/m?) (p<0,001).

Interpretation

Eine Doppler-gestiitzte, zielorientierte Volu-
mentherapie auf der Basis des ERAS-Algorith-
mus kann die Inzidenz pulmonaler Kompli-
kationen bei Patienten mit Lungenresektionen
signifikant senken.
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Fragestellung

Tierexperimentelle und klinische Studien
zeigten, dass eine kontrollierte Beatmung
mit variablen Tidalvolumina effektiver die
Lunge rekrutiert und die Lungenfunktion ver-
bessert als eine Beatmungsstrategie mit kons-
tanten Tidalvolumina [1]. Weiterhin wurde fiir
die variable Beatmung bei Lungenversagen
gezeigt, dass eine Variabilitdt des Tidalvolu-
mens von circa 30% (Variationskoeffizient)
benétigt wird, um eine geschadigte Lunge
effektiv zu rekrutieren. In der aktuellen Arbeit
untersuchten wir, ob eine intraoperative vari-
able Beatmung (CVV), im Vergleich zu einer
nicht variablen Beatmung (CNV), bei Patien-
ten ohne geschadigte Lunge zu einer besseren
postoperativen Lungenfunktion fiihrt.

Methodik

Ein Votum der Ethikkommission Dresden lag
vor. Die Studie wurde unter clinicaltrials.gov
(NCT 01683578) registriert. 50 Patienten, die
fur eine offene Abdominaloperation mit einer
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erwarteten OP-Dauer von mehr als 3 Stunden
geplant waren, wurden eingeschlossen. Nach
Narkoseeinleitung wurden die Patienten einer
von zwei Therapiegruppen (CVN oder CVV)
randomisiert zugeordnet. In beiden Gruppen
wurde mit einem mittleren Atemzugvolumen
von 8 ml/kg (vorhergesagtes Korpergewicht)
und einem positiv endexspiratorischen Druck
(PEEP) von 5 cmH,O beatmet. Bei der varia-
blen Beatmung variierten die Atemziige zufallig
(Normalverteilung, Variationskoeffizient 30%).
Der primdre Endpunkt war die forcierte Vi-
talkapazitat (FVC) am 1. postoperativen Tag
(POT). Sekundére Endpunkte waren Sauer-
stoffpartialdruck im kapilldren Blut, mittlerer
arterieller Druck, Ventilationszentrum (Vz)
entlang der ventral-dorsalen Achse (Elektro-
impedanztomographie), Anteil nicht beliifteten
Lungenvolumens (NALV, Magnetresonanzto-
mographie) sowie pulmonale und extrapulmo-
nale Komplikationen bis zum 5. POT. Die
Fallzahlplanung basierte auf einer vorherge-
henden Studie [2]. In unserer Studie war die
EffektgroBe 1,086 (Cohens d, Alpha 0,05,
Power 0,95). Ein zweiseitiger Mann-Whitney-
U-Test zeigte eine Fallzahl von 25 Patienten
pro Gruppe. Die statistische Auswertung er-
folgte mittels t-Test, allgemein linearen Mo-
dell und Chi-Quadrat-Test. Das Signifikanz-
niveau war p<0,05.

Ergebnisse

Demografische Daten waren ohne signifi-
kante Unterschiede zwischen den Gruppen
CNV und CVV hinsichtlich Alter (65,2+9,4
vs. 57,6+12,5 Jahre; Mittelwert, Standardab-
weichung), Body-Mass-Index (24,3+3,1 vs.
25,3+3,3 kg/m?), Eingriffsdauer (4:09+1:44
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vs. 4:13+1:44 Stunden:Minuten) und Pa-
tienten mit Epiduralkatheter (64% vs. 72%;
Anteil pro Gruppe). In der intraoperativen
Periode waren Lungenfunktion und Hamody-
namik in beiden Gruppen vergleichbar. Die
FVC unterschied sich am 1. POT nicht zwi-
schen den Gruppen (Tab. 1). Oxygenierung,
Vz, NALV am 1. POT (2 (1-4)% bzw. 3 (2-5)%;
Median (25%-75% Quartil)) und die Inzidenz
postoperativer pulmonaler und extrapulmo-
naler Komplikationen waren vergleichbar
zwischen CNV und CVV.

Interpretation

Die variable Beatmung verbesserte weder die
intraoperative noch die postoperative Lun-
genfunktion im Vergleich zur nicht variablen
Beatmung. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass periodische Lungenrekrutierung in
Kombination mit einem PEEP von 5 cmH,O
bei nicht adipdsen Patienten ohne Lungen-
schadigung, die sich einem offenen abdomi-
nalchirurgischen Eingriff unterziehen, keinen
Vorteil im Hinblick auf die postoperative Lun-
genfunktion aufweist.
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Tabelle 1

MeRwert Gruppe Prioperativ Entlassung
CNV (25) (24) a7)
CVV (25) (25) (19)

FEV, (%) CNV 95.6+17.9 58.8+20.5 59.7+25.1 70.5+21.1 86.4+18.9 p=0,569 p=0,881
Cwv 93.2+22.7™ 51.5+21.4 59.8+23.4 68.5+24.6 83+23.3™

FVC (%) CNV 100.2+16.2 61.9+23.6 68.8+27.1 81.4+22.7 95.9+17.4 p=0,161 p=0,789
CwV 103.3+20.4™ | 61.5+22.1 62.4£21.5 72.2+22.4 87.6+22.8™

PEF (%) CNV 84.8+21.6 46.3+20.1 49.1+23.7 61.6+17.9 75.9+23 p=0,914 p=0,183
Cwv 85.8+24.4™ 41.8+20.6 51.5+22.9 60.1+20.6 74.2+22.5™

FEV /FVC (%) CNV 76.3+12.2 77.2+13.8 75.6+11.9 75.7+11.5 76.5+10.7 p=0,766 p=0,032
CwVv 73.5+£9.6™ 68.6+17.9 75.7+17.9 72.5+11.4 71.2+18.5™

SpO, (%) CNV 97.4+2.2 93.6+4.8 93.1+4.3 94.6+4.2 97.3+2.3 p=0,234 p=0,483
Cwv 97.2+2.0™ 93.7+4.2 90.8+5.4 90.7+1.6 96.4+2.5™

pO, (mmHg) CNV 78.0£10.5 66.0+10.5 63.0+10.5 66.8+9.8 78.0+11.3 p=0,754 p=0,931
Cwv 75.0£11.3™ 62.3+12.0 57.8+9.8 65.3+12.0 72.8+12.8™

Die Zahlen in Klammern beschreiben die Anzahl der ausgewerteten Patienten. CVV: variable; CNV: nicht variable Beatmung. Spirometrie Messungen sind als Prozent
der Vorhersagewerte angegeben; SpO,: Sauerstoffsattigung; pO,: Sauerstoffpartialdruck; ns: nicht signifikant; POT: postoperativer Tag; Mittelwerte und Standardabwei-
chung; Auswertung: Students-t-Test, allgemein lineares Modell; Signifikanzniveau p<0,05.
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Fragestellung

G-Protein-Rezeptorkinasen (GRKs) fungieren
als ,Ausschalter” G-Protein-gekoppelter Sig-
naltransduktion, da sie G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (GPCRs) desensibilisieren bzw.
herunterregulieren. Die GRK2 ist ein Schliis-
selenzym kardialer Signaltransduktion und
bei Herzinsuffizienz heraufreguliert, mut-
mallich zum Schutz gegeniber adrenerger
Uberstimulation [1]. Die transkriptionelle
Kontrolle der GRK2-Expression scheint fiir die
Progression kardiovaskuldrer Erkrankungen
wichtig. Bislang wurden weder funktionelle
Promotorpolymorphismen beschrieben noch
ist klar, welche Transkriptionsfaktoren die
GRK2-Transkription modulieren. Wir priiften
die Thesen, dass naturlich vorkommende
Varianten in regulatorischen Domdnen des
humanen GRK2-Gens 1) GRK2-Promotorak-
tivitdt und 2) die Bindung von Transkriptions-
faktoren verandern.

Methodik
Sequenzierung und Klonierung des GRK2-
Promotors erfolgten nach PCR-Amplifizierung
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mittels ,Slowdown” PCR [2]. Zur Messung
der Bindung von Transkriptionsfaktoren sowie
der Promotoraktivitdt erfolgten Luciferase-
bzw. Electro-phoretic mobility shift Assays
(EMSA). Putativ bindende Transkriptionsfak-
toren wurden mittels In-silico-Analyse (www.
genomatrix.de), die GRK2-mRNA-Expression
mittels Real-Time-PCR mit der 2-ACt-Metho-
de sowie B-Actin (housekeeping Gen) analy-
siert. Fiir Uberexpressionsexperimente wurde
der Transkriptionsfaktor Egr-1 in pcDNA 3.1
kloniert und die nukledre Expression mittels
Western Blot verifiziert. Die Versuche wurden
in HEK293-Zellen durchgefiihrt.

Statistik: Mittelwerte£SD; t-Test flr unge-
paarte Stichproben (Graph Pad Prism 6, La
Jolla, USA).

Ergebnisse

Wir sequenzierten den kompletten GRK2-Pro-
motor und identifizierten einen G>A Poly-
morphismus an Position -43 (relativ zum
Translationsstartpunkt). Nach Klonierung des
Promotors (nt -400/+73) konnten wir hohe
Promotoraktivitdt in diesem Bereich nach-
weisen. Eine In-silico-Analyse zeigte putative
Egr-1 Bindungsstellen im essentiellen GRK2-
Promotorbereich, insbesondere im Bereich
des Polymorphismus (3 putative Egr-1-Bin-
dungsstellen beim G-Allel (Matrix similarity:
0.794, 0.898 und 0.91) und 1 putative Egr-1-
Bindungsstelle beim A-Allel (Matrix similari-
ty: 0.889). Egr-1-Uberexpression fiihrte nach
24 h zu hoher nukledrer Egr-1-Expression
und signifikanten Zunahme der GRK2-mRNA-
Expression (Abb. 1A, p=0,03). Ob hierbei
allelspezifischen Unterschiede vorliegen, un-
tersuchten wir mittels allelspezifischer Pro-
motorkonstrukte und DNA-Sonden: Schon
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unter basalen Bedingungen zeigte sich ein
Trend zu vermehrter Promotoraktivitit beim
G-Allel, und Egr-1-Uberexpression fiihrte zu
einer doppelt so groen Steigerung der Pro-
motoraktivitat beim G-Allel (3-fach) im Ver-
gleich zum A-Allel (1,5-fach; Abb. 1B). Diese
Ergebnisse wurden im EMSA bestdtigt: Egr-1-
Uberexpression fiihrte zu einer spezifischen
Bindung nur an die G-Allel-Sonde, nicht
jedoch an die A-Allel-Sonde.

Interpretation

Der von uns entdeckte GRK2-G(-43)A-Poly-
morphismus verandert die Promotoraktivitat
und Bindung von Transkriptionsfaktoren und
ist somit funktionell relevant. Somit steht der
GRK2-Promotor unter transkriptioneller Kon-
trolle des Transkriptionsfaktors Egr-1, der eine
bedeutende Rolle in der kardialen Pathophy-
siologie spielt [3]. Diese Ergebnisse liefern
moglicherweise entscheidende Hinweise auf
eine interindividuell unterschiedliche Desen-
sibilisierung von GPCRs sowie Progression
kardiovaskularer Erkrankungen.
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Fragestellung

Der neuronale Guidance-Rezeptor-Plexin C1 (PLXNCT1) und des-
sen endogener Ligand Semaphorin 7a (Sema7a) beeinflussen nicht
nur die Entwicklung des Nervensystems, sondern auch akute Ent-
ziindungsreaktionen. Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zei-
gen, dass PLXNC1 eine Schliisselrolle bei der Entstehung der Entziin-
dungsreaktion bei Zymosan-A-induzierter Peritonitis, hepatischer
Ischdmie-Reperfusion und beatmungsassoziiertem Lungenschaden
zukommt [1,2,3]. Unklar ist jedoch, ob PLXNCT1 einen Einfluss auf
eine bakterielle Entziindungsreaktion in vivo hat. Daher untersuch-
ten wir die Bedeutung von PLXNCT1 bei einer experimentell induzier-
ten bakteriellen Sepsis.

Methodik

Die Tierversuchsgenehmigung des zustiandigen Regierungsprasidi-
ums wurde eingeholt. Es wurden Wildtyp (WT)- und PLXNC1-*-Mduse,
in einem Sepsismodell der Zokalen Ligation und Punktion (CLP) ver-
wendet sowie Peritonealmakrophagen (Mg) zur Ex-vivo-Kultivierung
entnommen und ein Phagozytoseassay durchgefiihrt. 24 Stunden
nach CLP wurde eine Peritoneallavage durchgefiihrt (5 ml NacCl
0.9%, 4°C) und daraus Zellzahl, Proteingehalt, Myeloperoxidase
(MPO)-Aktivitat, sowie das murine Interleukin-8-Analogon KC be-
stimmt und Neutrophilenfarbungen in Gewebeschnitten angefertigt.
Des Weiteren wurden Agarplatten mit Peritoneallavage sowie Blut
beimpft, 24 h bebriitet und danach die Zahl der koloniebildenden
Einheiten (CFU) bestimmt. In einem weiteren Experiment wurde
die Uberlebensrate der Tiere nach CLP ermittelt. Alle Werte sind
als Mittelwert+ SEM angegeben, die statistische Auswertung erfolgte
mittels t-Test oder ANOVA mit Adjustierung nach Bonferroni. Zur
Auswertung der Kaplan-Meier-Kurven wurde der Mantel-Haenszel-
Log-Rank-Test verwendet.

Ergebnisse

24 Stunden nach CLP zeigten PLXNC1--Mduse im Vergleich zu
WT-Tieren eine signifikant reduzierte Zellzahl, Proteingehalt, MPO-
Aktivitdt sowie KC-Spiegel in der Peritoneallavage (Zellzahl WT
3,44+0,25 vs. PLXNC17 2,57+0,26 (x106/ml), Protein WT 2,03+0,3
vs. PLXNC1* 1,3+0,1 (mg/ml), MPO WT 0,66+0,08 vs. PLXNC1~"
0.42+0,07 (OD 405 nm), KC WT 1093+255 vs. PLXNC1” 518+112
(pg/ml), n=6, p<0,05) und eine verminderte leukozytire Gewebein-
filtration im Lebergewebe und der Lunge. Die Peritoneallavage und
das Blut von PLXNC1-Tieren wies eine erhéhte Anzahl an CFUs im
Vergleich zu WT-Tieren auf (CFU Peritoneallavage WT 1,99x0,87
vs. PLXNC1” 6,08+2,36 (x106/ml)). Des Weiteren zeigen PLXNC1--
Tiere eine geringere Uberlebensdauer nach CLP (Abb. 1).

Dariiber hinaus wurden peritoneale Makrophagenkulturen von
WT- and PLXNC1--Méusen mit PBS oder rekombinantem Sema7a
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Abbildung 1

PLXNC1 verbessert das
% Uberleben bei CLP.

WT und PLXNC1” Tiere
wurden einer CLP oder
sham Operation unterzo-
gen. Die Tiere erhielten
eine postoperative Flis-
sigkeits- und Analgetika-
therapie und wurden re-
gelmaRig tiberwacht. Ka-
plan-Meier Kurve von
PLXNC1* und WT-Tieren
nach sham oder CLP Ope-
ration. n=6 (sham) bzw.
n=10 (CLP) Tiere pro
Gruppe.

lichkeit im murinen Sepsismodell sowie einer verminderten Phagozyto-

und fluoreszenzmarkierten Zymosan-A-Partikeln inkubiert. Hierbei seaktivitit ex vivo assoziiert ist.

zeigte sich, dass M@ von PLXNC1--Mdusen eine geringere Phago-
zytoseaktivitdt im Vergleich zu Mg von WT-Tieren aufwiesen (Re-

lative Fluoreszenzintensitat (485 nm) WT 1,48+0,05 vs. PLXNC1" Literatur

1,19+0,07), wenn diese mit rekombinantem Sema7a co-stimuliert 1. Konig K, GranjaT, Eckle VS, Mirakaj V, Kohler D, Schlegel M, et al: Inhibition

wurden. of Plexin C1 protects against hepatic ischemia reperfusion injury. Crit Care
Med 10/2015 (zur Publikation angenommen)

Interpretation 2. Kénig K, Marth L, Roissant J, Granja T, Jennewein C, Devanathan V, et al:
The plexin C1 receptor promotes acute inflammation. Euro J Immunol

Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass der Knock-
out von PLXNCT einerseits mit einer verminderten Entziindungsre- 3.
aktion im murinen Sepsismodell einhergeht, andererseits jedoch
mit einem verstarkten bakteriellen Wachstum, einer erh6hten Sterb-

2014;00:1-11

Granja T, Kohler D, Mirakaj V, Nelson E, Konig K, Rosenberger P: Crucial role
of Plexin C1 for pulmonary inflammation and survival during lung injury.
Mucosal Immunol 2014;7:879-891.
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ermittelt (n=11). Die Tierversuchsgenehmi-
gung des zustdndigen Regierungsprasidiums
lag vor. In vivo wurde in einem durch Zy-
mosan-A (ZyA) induzierten Peritonitismodell
bei C57Bl/6-Méusen der Einfluss der Lipid-
emulsionen Lipidem® und Lipofundin® anhand
einer Zeitkinetik (4 h, 12 h, 24 h, 48 h) (n=
6-10 pro Gruppe und Zeitpunkt) evaluiert.
Zu den entsprechenden Zeitpunkten wur-
den eine Peritoneallavage durchgefiihrt und
die Rekrutierung und Differenzierung der
Leukozyten sowie die Phagozytose apopto-
tischer PMN mittels Durchflusszytometrie
(FACS) untersucht. AuBerdem wurden die
Zytokinkonzentrationen von Interleukin (IL)-
10, IL-6, Tumornekrosefaktor-o. (TNF-o) und
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Lipidem steigert die Phagozytose apoptotischer

PMN in einem In-vitro-Efferozytose-Assay
(Daten als Mittelwert+SEM; n=11 pro Gruppe,
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

keratinocyte-derived chemokine (KC) mittels
ELISA und die SPM mittels HPLC-MS/MS ge-

Fragestellung

Akute Entzlindungsreaktionen lassen sich in
eine initiale Phase, die vor allem durch eine
Invasion von neutrophilen Granulozyten
(PMN) in das betroffene Gewebe gekenn-
zeichnet ist, und eine spate Phase, die soge-
nannte Resolutionsphase, einteilen. Hierbei
kommt es zu einer Reduktion der PMN, einer
Rekrutierung von Monozyten und deren
Differenzierung zu Makrophagen sowie der
Efferozytose apoptotischer PMN. Diese Pro-
zesse werden aufler von Chemokinen und
Zytokinen auch aktiv durch spezialisierte Li-
pidmediatoren, sogenannte specialized pro-
resolving mediators (SPMs), gesteuert [1-3],
die sich unter anderem von den w3-Fettsduren
Eicosapentaensdure (EPA) und Docosahexa-
ensaure (DHA) ableiten. Wir untersuchten
deshalb den Einfluss der Lipidemulsion Lipi-
dem®, die reich an w3-Fettsauren ist, auf die
Entziindungsresolution im Vergleich zu 0,9%-
iger Natriumchloridlésung (NaCl) und Lipo-
fundin® MCT, welche keine w3-Fettsauren
enthalten.

Methodik

messen. Die statistische Auswertung erfolgte
mit Student’s t-Test oder einfaktorieller ANO-
VA mit anschliefender Korrektur nach Bon-
ferroni.

Ergebnisse

In vitro fiihrte die Stimulation mit Lipidem®
und TNF-a zu einer signifikant erhthten
Transkription der Resolvin-Rezeptoren ALX,
GPR32 sowie Chem23. Die Stimulation der
Makrophagen mit Lipidem?® fiihrte im Gegen-
satz zu der Stimulation mit Lipofundin® zu
einer signifikant erhohten Phagozytose apo-
ptotischer PMN (Abb. 1). In vivo fiihrte die
Gabe von Lipidem® zu einer signifikant re-
duzierten Leukozytenzahl im Peritoneum
(Zellzahl x 10 ZyA + Vehikel: 4 h 7,95+0,61
(**); 12 h 14,27+1,03 (***); 24 h 12,84+1,13
(**); 48 h 6,97+1,20 (ns); ZyA + Lipidem®:
4 h 5,81+0,30; 12 h 10,14+0,83; 24 h 8,89
+0,57; 48 h 5,98+0,36; n=6-10; *** p<0,001,
** p<0,01, * p<0,05) und einer signifikanten
Reduktion der neutrophilen Granulozyten.
Des Weiteren fiihrte die Gabe von Lipidem®
zu einer signifikanten Reduktion der klassi-
schen inflammatorischen Ly6C" Monozyten,
einem Anstieg der antiinflammatorischen

Resolvin E1 (RvE1) und Maresin 1 (MaR1) in
der Peritoneallavage der Lipidem®-Gruppe.

Interpretation

Lipidem® fiihrt in der initialen Phase zu einer
reduzierten Infiltration neutrophiler Granu-
lozyten sowie zu reduzierten Spiegeln der
proinflammatorischen Zytokine. In der spéten
Phase bewirkt die Gabe von Lipidem® neben
einer erhohten Anzahl der antiinflammato-
rischen Monozyten eine gesteigerte Phagozy-
tose apoptotischer PMN. Der Resolutionsin-
dex zeigte eine Verkiirzung der Resolutions-
phase durch Lipidem®. Damit besitzt Lipidem®
sowohl antiinflammatorische als auch pro-
resolutiondre Funktionen in diesem Modell
der Zymosan A-induzierten Peritonitis.
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Fragestellung

Sepsis ist durch immunstimulatorische wie
immunsuppressive Phasen gepragt, die auch
parallel verlaufen kénnen [1], jedoch ge-
ben nur wenige Variablen Hinweise auf die
Immunkompetenz. So dient etwa die mono-
zytdre HLA-DR-Oberflichenexpression als
Surrogatvariable einer unglinstigen Prognose
[2]. Die Inhibition von Ninjurin 1, einem
kiirzlich identifizierten Zelladhdsionsmolekdl
und neuronalen Wachstumsfaktor, ist im
Tierexperiment mit niedrigeren IL-10-Serum-
konzentrationen assoziiert [3]. Ninjurin 1
konnte daher bei kritisch Kranken eine Rolle
spielen. Unklar ist auch, ob funktionelle,
aus der Transplantationsmedizin bekannte
Immunsystemtests wie ELISpot (Enzyme-Lin-
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ked Immuno Spot Assay) Kranke mit/ohne
Sepsis diskriminieren konnen. Wir testeten
die Thesen, dass bei Patienten mit Sepsis 1)
die Stimulierbarkeit von deren peripheren
mononuklearen Blutzellen (PBMC) im ELIS-
pot-Test, 2) die IL-10-Serumkonzentration im
Zeitverlauf sowie 3) die HLA-DRA- und Nin-
jurin 1-mRNA-Expression verdndert sind.

Methodik

Nach Ethikkommissionsvotum wurde in vitro
die Zahl mutmaRilich zytotoxischer, IFNy-
sezernierender Zellen (ELISpot) nach Stimu-
lation mit OKT3, einem monoklonalen An-
tikdrper gegen CD3-Rezeptoren, sowie mit
Zytomegalievirus-Antigen (pp65) vor/nach
Narkoseeinleitung, bei Hautnaht sowie nach
1, 3, 5 und 7 Tagen bei 10 Patienten mit gro-
RRer Operation (radikale Prostatektomie, Zyst-
ektomie = lleumconduit) sowie 7 Patienten
mit Sepsis (innerhalb von 24 h nach Diag-
nose) bestimmt. Die vendse IL-10-Konzen-
tration (Luminex Zytokin-Assay) wurde im
Zeitverlauf gemessen, ferner HLA-DRA- und
Ninjurin 1-mRNA-Expression (qPCR) bei 80
septischen, 30 postoperativen sowie 44 ge-
sunden Individuen analysiert.

Statistik: Mittelwerte £SD; Student t-Test;
Mann-Whitney-U-Test; Wilcoxon-Vorzeichen-
rangtest, Zwei-Weg-ANOVA fiir wiederholte
Messungen; Spearman-Korrelation; p<0,05.

Ergebnisse

Bei Sepsis war die Anzahl detektierter Spots
der IFNy-Sekretion nach OKT3-Stimulation

n=7; Median £ IQR

Abbildung 1
600 @ Postoperative Patienten n=10; Median + IQR
p=0,0014 & septische Patienten
1
4004
Anzahl
Spots pF0,0097 p=0,029 p=0,04
200+
0
¢

Anzahl detektierter Spots der IFNy-Sekretion (Mediane; IQR) von PBMCs postoperativer Patienten (Kreise)
sowie Patienten mit Sepsis (Vierecke) nach OKT3-Stimulation. Postoperative Patienten zeigten mehr IFN-y-
Spots bei Operationsende (nach Fasziennaht vs. im Wachzustand vor Narkoseeinleitung). Die Stimulier-
barkeit bei septischen Patienten war im Vergleich zu postoperativen Patienten reduziert.
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gegenliber postoperativen Patienten reduziert
(p<0,01; Abb. 1), postoperativ im Vergleich
zur Kontrolle vor Narkose jedoch erhéht
(p<0,05). Auch die pp65-Stimulation der
PBMC von Septikern ging mit erniedrigten
IFNy-Spots einher.

Die HLA-DRA-mRNA-Expression bei Septi-
kern war im Vergleich zu Gesunden um 89%,
gegenliber postoperativen Patienten um 58%
reduziert (alle p<0,0001), diskriminierte in-
des nicht (p=0,46) zwischen Uberlebenden
und Verstorbenen (30 d). Dennoch bestan-
den inverse Assoziationen der HLA-DRA-
mRNA-Expression mit Leukozyten- (r=0,35,
p<0,01), C-reaktiver Proteinkonzentration
(r=-0,315, p<0,01) sowie SAPS Il (r=0,29;
p<0,05). Die HLA-DRA-mRNA-Expression
nahm postoperativ um 50% ab, erholte sich
aber bis auf 70% des praoperativen Niveaus.
Im Vergleich zeigten Septiker eine Reduktion
der HLA-DRA-mRNA-Expression (ber den
gesamten Untersuchungsverlauf (p<0,05).
Entgegen tierexperimenteller Daten war die
Ninjurin 1-mRNA-Expression bei postopera-
tiven Patienten im Vergleich zu Gesunden um
58% (p<0,0001), bei Sepsis um 47% redu-
ziert (p<0,0001). Septische Patienten wiesen
im gesamten Untersuchungsverlauf héhere
IL-10-Konzentrationen (p<0,001) auf, mit
Maximum am 1. Tag.

Interpretation

Die IFNy-Sekretion von PBMCs nach Stimu-
lation mit OKT3 und CMV ist bei Septikern
im Vergleich zu postoperativen Patienten
ohne Sepsis offenbar ebenso reduziert wie
die HLA-DRA-mRNA-Expression, konsistent
mit verringerter Immunkompetenz. Ninjurin
1 wird nach Operationstrauma sowie bei
Sepsis geringer exprimiert. Inwieweit diesen
Markern eine Rolle bei der Einschitzung des
Immunstatus septischer Patienten zukommt,
bleibt zu untersuchen.
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Fragestellung

Die septische Kardiomyopathie ist durch
eine dysregulierte Kalziumhomdostase cha-
rakterisiert. Diese wird durch endogene
Mediatoren induziert, zu denen systemisch

Abbildung 1
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zirkulierende Heparansulfate (HS) zdhlen
[1]. Das synthetische antimikrobielle Peptid
19-2.5 (Pep2.5) hemmt die Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine und senkt die
Spiegel an zirkulierenden HS in der polymi-
krobiellen Sepsis [2,3]. Wir Uberpriiften die
Hypothese, dass Pep2.5 die Expression der
sarkoplasmatischen Kalzium-ATPase (SER-
CA2) in HS-stimulierten Zellen reguliert und
die Kardiomyopathie in der polymikrobiellen
Sepsis vermindert.

Methodik

Murine Kardiomyozyten (HL-1-Zellen) wur-
den fiir 4 und 24 h mit HS (10 pg/ml) in
An- oder Abwesenheit von Pep2.5 (20 pg/ml)
stimuliert. Nach Genehmigung (LANUV 84-
02.04.2014) wurden Mause (NMRI) mit zen-
tralvendsen Kathetern versehen [3]. Es folgte
eine Ruhephase (48 h) mit kontinuierlicher
Volumensubstitution (NaCl 0,9%, 100 pl/h).
Danach wurde in 3 Gruppen aufgeteilt (je
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Effekt von Pep2.5 auf die Hdmodynamik in der murinen Sepsis.
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n=8): Induktion einer Sepsis mittels zokaler
Ligatur und Punktion (CLP) und Therapie
mit Pep2.5 (in NaCl 0,9%; 0,2 pg/h, Gruppe
Pep2.5), CLP und NaCl 0,9%-Infusion (Grup-
pe Kontrolle), Schein-OP ohne Sepsis und
NaCl 0,9%-Infusion (Gruppe Sham). Nach
24 h wurden die Herzen und Blut entnom-
men und die Herzfunktion mit 1.4-F-Kon-
duktanz-Kathetern (SPR-839, Millar Instru-
ments, Houston, TX) quantifiziert. Zur peri-
interventionellen Kalibrierung der Katheter
erfolgte die Messung der parallelen Konduk-
tanz mittels der intravendsen Bolusinjektion
von 5 pl NaCl 10%. RNA wurde aus Herz-
gewebe isoliert und unter Verwendung von
mausspezifischen Primern fir SERCA2 in
der real-time-PCR analysiert und gegen rpS7
normalisiert. SERCA2-Expression wurde aus
Zell- und Organproben mit spezifischem
Antikérper in Western-Blot (WB) und Immun-
fluoreszenz (IF) analysiert. Die Auswertung
erfolgte mittels 1-way-ANOVA und Tukey’s-
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A) Mittlerer arterieller Druck (MAP), B) linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LVEF), C) linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dtmax), D) Linksventrikuldre
Druck (LVD)-Volumen (LVV)-Kurve nach transienter Okklusion der Vena cava inferior. ESPVR=Endsystolische Druck-Volumen-Beziehung. n=8 pro Gruppe;

*** p<0,0001.
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Test fur multiple Vergleiche. Angegeben sind
Mittelwert + Standardabweichung. Ein p<0,05
wurde als signifikant angesehen.

Ergebnisse

HL-1-Zellen, die fir 24 h mit HS stimuliert
und mit Pep2.5 behandelt wurden, zeigten
in der IF eine 1,6-fache und im WB eine
2,4-fache Zunahme der relativen SERCA2-
Expression im Vergleich zu HS-stimulierten
Zellen ohne Therapie (p=0,001 und p=0,003).
In den fiir 4 h mit HS-stimulierten und mit
Pep2.5-behandelten Zellen zeigte sich so-
wohl in der IF als auch im WB kein signifi-
kanter Unterschied der SERCA2-Expression
im Vergleich zu HS-stimulierten Zellen ohne
Therapie (beide p>0,05). Im Vergleich zur
Kontrollgruppe war die relative mRNA-Ex-
pression von SERCA2 im Herz der Pep2.5-
Gruppe 1,8-fach hochreguliert (p=0,032).
Die Pep2.5-Gruppe zeigte eine 3,4-fache
Zunahme der SERCA2-Proteinexpression im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,002). Die
Pep2.5-Gruppe hatte einen signifikant ho-

30. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

heren mittleren arteriellen Druck (MAP) als
die Kontrollgruppe (88+6 vs. 51+4 mmHg;
p<0,0001; Abb. TA). Die linksventrikuldre
Ejektionsfraktion (LVEF) war in der Pep2.5-
Gruppe signifikant hoher als in der Kontroll-
gruppe (68,6+5,7 vs. 46,8+4,8%; p<0,0001;
Abb. 1B). Die Pep2.5-Gruppe zeigte eine
signifikant héhere maximale linksventrikulare
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dt_ ) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (7278+413 vs.
5020+196 mmHg/sec; p<0,0001; Abb. 1C).
Nach transienter Okklusion der Vena cava
inferior erfolgte die Messung unter kontrol-
lierten Vorlastbedingungen (Abb. 1D). Die
vorlastkontrollierte Herzleistung (PRSW) und
die endsystolische Elastanz (E_) waren in der
Pep2.5-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-
gruppe signifikant erhoht (84x4 vs. 48+6
mmHg x pl; p<0,0001 und 9,8+0,5 vs.
6,3+0,7 mmHg x pl"'; p<0,0001).

Interpretation
Das synthetische antimikrobielle Peptid 19-
2.5 hemmt die Suppression von SERCA2 in
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HS-stimulierten Kardiomyozyten in vitro und
im Herz in der murinen polymikrobiellen
Sepsis in vivo. Die Therapie mit Pep2.5 re-
duziert die kardiale Dysfunktion in der mu-
rinen Sepsis. Pep2.5 konnte damit als poten-
zielles Therapeutikum in der septischen Kar-
diomyopathie von Bedeutung sein.
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Fragestellung

Die akute Nierenschadigung (AKI) bei herz-
chirurgischen Patienten ist eine haufige Kom-
plikation und ist assoziiert mit einer erhGhten
Mortalitat [1]. In den letzten Jahren wurden
diverse nephroprotektive Ansdtze untersucht,
um die AKI zu verhindern oder zu behandeln
[2]. In einer erst kiirzlich durchgefiihrten
multizentrischen Studie konnte bei Hoch-
risiko-Patienten gezeigt werden, dass die ent-
fernte ischdmische Prikonditionierung (RIPC)
das Auftreten einer AKI nach herzchirurgi-
schen Eingriffen signifikant reduzieren kann
[3]. In dieser Follow-up-Studie haben wir
untersucht, ob RIPC einen Effekt auf den
Kombinationsendpunkt MAKE,  bestehend
aus Mortalitdt, Dialysepflichtigkeit und persi-
stierender renaler Dysfunktion (PRD) an Tag
90 hat und ob die beiden Biomarker Tissue

Tabelle 1
Outcome-Parameter.

Alle Patienten

Sham- RIPC
RIPC
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Inhibitor of Metalloproteinases (TIMP-2) und
Insulin-like Growth Factor-Binding Prote-
in (IGFBP7) im Urin die Entstehung eines
MAKE,, vorhersagen kénnen.

Methodik

Es wurden 240 herzchirurgische Patienten
mit hohem Risiko fiir die Entwicklung einer
postoperativen AKI (Cleveland Score =6) in
4 Zentren in die Primdranalyse eingeschlos-
sen. Ausschlusskriterien waren 1) chronische
Niereninsuffizienz mit einer GFR<30 ml/min,
2) vorhergegangene Nierentransplantation,
3) Schwangerschaft. Die Patienten wurden
1:1 in eine der beiden Gruppen randomisiert.
Die Priifgruppe erhielt nach Narkoseinduk-
tion drei Zyklen einer RIPC mit Hilfe einer Blut-
druckmanschette an der oberen Extremitat
(3x5 Min. Manschettendruck auf 50 mmHg
oberhalb des systolischen Blutdruckes, ge-
folgt von jeweils 5 Min. Pause). Die Kontroll-
gruppe (Sham-RIPC) erhielt eine Pseudoischa-
mie (Manschettendruck auf 20 mmHg). Zu
definierten Zeitpunkten (vor und 30 Min nach
Intervention, 4 h, 12 h, 24 h nach Abgang von
der Herz-Lungen-Maschine (HLM)) wurden
die Konzentrationen von TIMP-2*IGFBP7 im
Urin (NephroCheck®-Test, Astute), Kreatinin
im Blut und das Urinvolumen bestimmt. Pri-
mares Zielkriterium dieser Follow-up-Studie
war die Erfassung des Auftretens des kombi-
nierten Zielkriteriums MAKE,,. Als sekunddre
Zielkriterien wurden die PRD und die Dia-
lysepflichtigkeit innerhalb von 90 Tagen bei
Patienten mit AKI analysiert. Zusatzlich un-
tersuchten wir, ob der Verlauf der [TIMP-2]*
[IGFBP7]-Konzentrationen im Urin eine Aus-
sage iiber die Entstehung eines MAKE,  zu-
lasst. Die statistischen Analysen wurden mit
Hilfe des t-Tests, des Mann-Whitney-U-Tests

ARR (95% CI) OR (95% CI)

p-value

MAKE 90, No. [%] 30(25.0) |17 (14.2) | 0.034 10.8 (0.9-20.8) 0.495 (0.256-0.957)
PRD, No. [%] 20(19.6) | 6(5.9) 0.003 13.7 (4.8-22.7) 0.256 (0.098-0.668)
Dialysepflichtigkeit, No. [%] | 12 (11.5) | 4 (3.6) 0.027 7.9 (0.9-15.0) 0.287 (0.089-0.919)
Mortalitat, No. [%], 10 (8.5) 11(9.2) |0.835 -0.8 (-8.0-6.3)
Patienten mit AKI

Sham-RIPC RIPC p-value  ARR (95% CI) OR (95% CI)
MAKE 90, No. [%] 20(31.7) [9(20.0) |0.174 11.8 (-4.7-28.1) | 0.538 (0.218-1.326)
PRD, No. [%] 13(23.2) |2(5.3) 0.020 17.9 (6.4-34.8) 0.163 (0.034-0.773)
Dialysepflichtigkeit, No. [%] | 8 (15.4) 1(2.4) 0.036 13.0(2.1-23.8) | 0.138 (0.016-1.148)
Mortalitat, No. [%], 7 (11.5) 7 (15.6) | 0.540 -4.4 (-17.6-8.7)
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und des y?-Tests durchgefiihrt. Ein p-Wert
=0,05 wurde als signifikant angenommen.
Um den pradiktiven Wert der Biomarker zu
ermitteln, wurden Receiver Operating Cha-
racteristic Curves (ROC) berechnet und die
Area Under the ROC Curve (AUC) bestimmt.
Die Primar- und Sekunddranalyse wurden
von den zustdndigen Ethikkommissionen ge-
nehmigt.

Ergebnisse

Von den insgesamt 240 eingeschlossenen Pa-
tienten entwickelten 47 ein MAKE, (19,6%).
Die demographischen Daten zeigten, dass Pa-
tienten der MAKE, +Gruppe alter (p=0,002)
waren. RIPC reduzierte signifikant das Auf-
treten eines MAKE, (17/120 (14,2%)) im Ver-
gleich zu Sham-RIPC (30/120 (25,0%); ARR
10,8%; 95%Cl: 0,9%-20,8%; p=0,034). Unter
den Patienten, die postoperativ eine AKI ent-
wickelten, zeigten weniger Patienten in der
RIPC-Gruppe (2/37 (5,4%) vs. 13/50 Patien-
ten in Sham-RIPC (26,0%)) eine PRD (ARR:
17,9%; 95%Cl: 6,4%-34,8%; p=0,020) und
Dialysepflichtigkeit (1 Patient in RIPC (2,4%)
versus 8 Patienten (15,4%) in Sham-RIPC) in-
nerhalb von 90 Tagen nach Randomisierung
(ARR: 13,0%; 95%Cl: 2,1%-23,8%; p=0,036).
Die Biomarker-Analysen ergaben signifikant
hohere [TIMP-2]*[IGFBP7]-Konzentrationen
4 Stunden nach Abgang von der HLM bei
den MAKE, + Patienten (MAKE,-: 0,57 (ng/ml)
2/1000; MAKE,+: 1,01 (ng/ml)2/1000; p=
0.021). Die AUC fiir MAKE, zeigte die beste
Effizienz fur [TIMP-2]*[IGFBP7] zum Zeit-
punkt 4 h (AUC: 0,64; 95%Cl: 0,55-0,74;
p=0,004) und 12 h (AUC: 0,62; 95%Cl: 0,52-
0,73; p=0,011) nach Abgang von der HLM.

Interpretation

Bei Hochrisiko-Patienten reduzierte RIPC
signifikant das Auftreten des kombinierten
Zielkriteriums MAKE, nach herzchirurgischen
Eingriffen. Bei Patienten mit postoperativer
AKI fiihrte RIPC zu einer verbesserten renalen
Erholung. Der pradiktive Wert der Biomarker
[TIMP-2]*[IGFBP7], die Entstehung eines
MAKE,, vorherzusagen, war gut.
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Fragestellung

Akutes Lungenversagen (acute respiratory
distress syndrome, ARDS) ist durch eine hohe
Letalitdt gekennzeichnet, und spezifische Be-
handlungsverfahren sind weitestgehend un-
bekannt [1]. Hier untersuchten wir die funk-
tionelle Rolle von microRNAs (miRNAs) [2,3]
bei ARDS, um neue therapeutische Zielgro-
Ben zu identifizieren. MiRNAs sind kurze,
nichtproteinkodierende RNA-Molekiile, die
die Genexpression posttranskriptionell regu-
lieren. Bei ARDS kommen neutrophile Granu-
lozyten (PMNs) in engen rdaumlichen Kontakt
mit alveoldren Epithelzellen Typ Il (AE). Wir
stellten die Hypothese auf, dass ein Transfer
genetischer Information via ,shuttling” neu-
trophil-spezifischer miRNAs von aktivierten
PMNss in AE stattfinden konnte.
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Methodik

Initial fithrten wir In-vitro-Co-Kultur-Expe-
rimente mit humanen oder murinen Zellen
durch (Abb. TA). Hierbei waren PMNs durch
eine Membran mit einer Porengréfe von
0,4 pm von AE getrennt. Nach Co-Kultur
wurde ein miRNA-Screening bekannter PMN-
abhdngiger miRNAs in den AE durchgefiihrt,
um transportierte neutrophil-spezifische
miRNAs zu identifizieren. Alle Tierversuche
waren offiziell genehmigt und im Einklang
mit den behdrdlichen Richtlinien. Als in-
flammatorische Modelle in vivo dienten zwei
murine ARDS-Modelle (Ventilator-induziert,
VILI, 3 h Ventilation mit 45 mbar inspirato-
rischem Druck bei 2-5 mbar PEEP; pulmo-
nale Infektion mit Staphylococcus aureus).
Die Versuchs- und Kontrollgruppen waren
hinsichtlich Alter, Geschlecht und Gewicht
angeglichen. Es wurden Wildtyp- und miR-
2237 (miR-223-defiziente)-Mause verwendet.
In verschiedenen Versuchsreihen wurden
murine PMNs mittels Antikorper depletiert
und Knochenmark-chimire Méuse generiert.
Zur pulmonalen Uberexpression von miR-
223 wurden Mduse intratracheal mit Nano-
partikeln behandelt, die miR-223 enthielten.
Anderungen auf transkriptioneller Ebene
wurden mittels Microarray oder RT-PCR, auf
Proteinebene mittels Western Blot bzw. ELISA
bestimmt. Mittels t-Test oder ANOVA ermit-
telte Unterschiede galten mit einem p-Wert
<0,05 als statistisch signifikant.

Ergebnisse

Zundchst wurde die Hypothese mittels In-
vitro-Messungen der miRNA-Expression in
humanen AE nach 6 h Co-Kultur mit akti-
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vierten humanen PMNs gepriift. Hier zeigte
sich ein isolierter und sehr starker Anstieg
(>100-fach) von miR-223 in AE. Weitere
Untersuchungen ergaben, dass PMNs nach
Aktivierung miR-223 in Form von Mikrove-
sikeln in den Zelliiberstand sezernierten.
Dieser Transfer der von den PMNs stammen-
den miR-223 in AE konnte auch in murinen
Co-Kulturen von PMNs aus Wildtyp- oder
miR-223""-Mdusen bestétigt werden (Abb.
1B). Ebenso fanden wir in vivo eine erhdhte
miR-223-Expression in murinen isolierten AE
nach ARDS-Induktion. Mittels Experimenten
mit PMN-depletierten Mausen oder Knochen-
mark-chimdren Mausen konnte der miR-223-
Transfer von PMNs in AE wahrend murinen
ARDS nachgewiesen werden (Abb. 1C). Die
Deletion von miR-223 flihrte bei VILI zu
schwererem Lungenschaden mit ausgepragter
Inflammation oder einem Uberlebensnachteil
bei durch intratracheal applizierte Methicillin-
resistente Staphylococcus aureus induzierter
Pneumonie. Hingegen war die pulmonale
Uberexpression von miR-223 mittels intra-
trachealer Behandlung mit miR-223-enthal-
tenden Nanopartikeln in mechanischen oder
bakteriellen ARDS-Modellen protektiv.

Interpretation

Erstmals konnte in murinem ARDS ein funk-
tioneller interzelluldrer Transfer einer miRNA
von PMNs in AE gezeigt werden. Dieser
Shuttle von miR-223 in AE fiihrt zu einer Ver-
minderung von unkontrollierter Lungenin-
flammation und kann therapeutisch durch
miR-223-Uberexpression genutzt werden.
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Fragestellung

Die Dysfunktion der inhibitorischen glyciner-
gen Neurotransmission im Riickenmark tragt
wesentlich zur Entstehung und Aufrechter-
haltung neuropathischer Schmerzen bei [1].
Eine pharmakologische Verstarkung der gly-
cinergen Inhibition stellt demnach einen
vielversprechenden therapeutischen Ansatz
dar [2]. Die Glycinkonzentration im synapti-
schen Spalt wird durch die Glycintransporter
GlyT1 und GlyT2 reguliert. Bisher untersuchte
Inhibitoren von GlyT kénnen nozizeptives
Verhalten reduzieren, weisen aber auch er-
hebliche unerwiinschte Wirkungen auf und
wirken irreversibel. Der reversible, spezifi-
sche und oral applizierbare GlyT1-Inhibitor
Bitopertin ist in Phase-IlI-Studien zur Therapie
von Schizophrenie mit guter Vertraglichkeit
untersucht worden [3]. Im Kontext neuropa-
thischer Schmerzen liegen bisher keine Da-
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ten zu Bitopertin vor. Wir tiberpriiften daher
die Hypothese, dass Bitopertin nozizeptives
Verhalten im Tiermodell fiir neuropathischen
Schmerz beeinflusst, ohne zu unerwiinschten
Wirkungen zu fiihren.

Methodik

Die Untersuchungen erfolgten mit Zustim-
mung der zustindigen Tierschutzbehérde.
Neuropathische Schmerzen wurden mittels
operativer Ligatur des linken N. ischiadicus
(Chronic Constriction Injury; CCl) der Wistar-
Ratte sowie C57BL/6-Maus induziert. Am
Tag 10-12 nach CCl erhielten 2 Gruppen der
Ratten randomisiert und verblindet einma-
lige orale Dosierungen von Bitopertin (0,3; 1
mg/kg), wahrend die Kontrollgruppen Vehikel
erhielten. Mechanische Allodynie wurde
mittels von Frey Filamenten vor und 10-12
Tage nach CClI sowie 1, 2, 4, 8 und 24 h
nach Applikation von Bitopertin bzw. Vehikel
tberprift. Zusdtzlich wurde die Wirkung von
Bitopertin 10 Tage nach CCl bei Mdusen bei
kontinuierlicher Langzeitapplikation mittels
subkutan implantierter, osmotischer Mini-
Infusionspumpen (2 mg/kg/Tag) liber 27 Tage
untersucht. Neuromotorische Wirkungen von
Bitopertin bei Mdusen wurden im Open-Field-
Test T h nach Injektion bzw. bei kontinu-
ierlicher Applikation nach 12 Tagen analy-
siert.

Statistik: Alle Daten sind dargestellt als
Mittelwerte + Standardfehler; ANOVA und
Bonferroni-Post-hoc-Test; Signifikanzniveau
p<0,05.

Ergebnisse
Bei Ratten fiihrte Bitopertin (0,3 mg/kg) 2 und
4 h nach oraler Applikation zu einer Reduk-
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tion der durch CCl induzierten mechanischen
Allodynie (Abb. TA). Eine hohere Dosis von
1 mg/kg Bitopertin fiihrte zu vergleichbar aus-
pragten Effekten (Abb. 1B). Die kontinuier-
liche subkutane Applikation von Bitopertin
bei Mdusen (2 mg/kg/Tag) nach CCl fiihrte 7
Tage nach Beginn bis zur Beendigung der
Therapie zu einer verminderten Schmerzemp-
findlichkeit der neuropathischen Extremitat
der M&use (Abb. 1C). Es wurden keine Unter-
schiede in Wegstrecken und Aufenthaltsdau-
ern nach einmaliger Gabe von Bitopertin (2
mg/kg s.c.) und kontinuierlicher Applikation
(2 mg/kg/Tag s.c.) bei naiven Mausen und nach
CClI im Vergleich zu Kontrolltieren nach Erhalt
von NacCl 0,9% beobachtet (je n=8).

Interpretation

Die Applikation des GlyT1-Inhibitors Bitoper-
tin fiihrt nach einmaliger sowie kontinuierli-
cher Gabe im Tiermodell fiir neuropathischen
Schmerz zu einer signifikanten Verminderung
von mechanischer Allodynie. Es kommt dabei
nicht zu unerwiinschten neuromotorischen
Wirkungen. Weitere Untersuchungen werden
notwendig sein, um die klinische Anwend-
barkeit bei chronischen Schmerzpatienten zu
priifen.
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Fragestellung

D-4F, ein ApoA-l mimetisches Peptid, sowie
EO6 mAb, ein monoklonaler Antikérper aus
ApoE-defizienten Mdusen, wirken bei Ratten
mit Entziindungsschmerzen nach lokaler In-
jektion von komplettem Freund’schen Adju-
vans (CFA) sowie bei Kollagen-induzierter
Arthritis (CIA) (iber eine Verminderung von
oxidierten Phospholipiden antinozizeptiv.
Oxidierte Phospholipide werden durch Re-
aktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
wie Wasserstoffperoxid (H,0,) aus Lipidmem-
branen freigesetzt und fihren zur Bildung
von 4-Hydroxynonenal (4-HNE), einem End-
produkt der Lipidperoxidation [1,2]. Ox-
PAPC-induzierte Hyperalgesie erfolgt durch
Aktivierung des ,Transient Receptor Poten-
tial“-Kanals vom Ankyrin-Typ (TRPAT1) tber
Oxidierung von Cysteinresten [3]. In dieser
Studie wird die Wirkung von D-4F-Peptid
und E06 mAb auf endogene ROS-Metabolite
wie 4-HNE oder H,0, an TRPA1- und TRPV
(vanilloid)1-Kandlen im Vergleich zu den je-
weiligen prototypischen exogenen Agonisten
Senfol bzw. Capsaicin analysiert.

Methodik

Einzelzellkalziummessungen an mit hTRPAT-
oder rTRPV1-transfizierten HEK-293-Zellen
wurden in Fura-2-basierten Assays durchge-
fihrt. Mechanische Schmerzschwellen wur-
den nach lokaler Injektion der Substanzen
in Hinterpfoten mannlicher Wistar-Ratten
mittels Randall-Selitto-Test gemessen (Tierver-
suchsvorhaben REG 61/11). Als statistischer
Test wurde eine One- oder Two-Way-ANOVA,
post hoc Holm-Sidak mit OriginPro durchge-
fiihrt.

Ergebnisse

D-4F-Peptid und E0O6 mAb reduzieren die
Flache unter der Kurve in mit 4-HNE-stimu-
lierten HEK-293TRPAT-Zellen um knapp 60%.
(Abb. 1). Ebenso wird eine durch intraplan-
tare Gabe von 4-HNE ausgeltste mechanische
Hyperalgesie signifikant durch D-4F-Peptid
und E06 mAb blockiert. Die TRPAT-Aktivie-
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A, B In Fura-2-beladenen HEK-293.;,,,-Zellen erh6hen 4-HNE (10 pM; A) und H,0O, (10 uM, B) die intrazel-
luldre Kalziumkonzentration, abgebildet als Ratio (340/380 nm). C, D Co-Inkubation von 4-HNE (C) bzw.
H,O, (D) mit D-4F-Peptid (100 pg/ml) verringert die Anzahl der reagierenden HEK-293,,,-Zellen sowie die
durchschnittliche Amplitude. E, F Der Isotypen-gleiche Antikérper IgM (1/300) hat wenig bzw. keinen Ein-
fluss auf die 4-HNE-(E) bzw. H,O, (F)-bedingte TRPA1-Aktivierung. G, H Das Gemisch aus 4-HNE (G) und

E06 mADb (1/300) verzogert die TRPA1-Aktivierung und

reduziert die Anzahl der reagierenden Zellen, wohin-

gegen das Gemisch aus H,0, (H) und E06 mAb (1/300) die H,O,-induzierte TRPA1-Aktiverung nicht modu-
liert. Schwarze Linie: Mittelwert der ca. 100 Einzelzellen (graue Linien).

rung durch H,O, wird durch EO6 mAb nicht
signifikant inhibiert. D-4F-Peptid hingegen
verhindert die H,0,-bedingte Aktivierung von
TRPAT1 signifikant (50%-ige Reduktion der
Flache unter der Kurve) und hebt die H,O,-
induzierte mechanische Hyperalgesie auf.
Calcium-Influx, hervorgerufen durch den
exogenen TRPAT-Agonist Senfdl sowie den
exogenen TRPV1-Agonist Capsaicin, werden
durch D-4F Peptid und EO6 mAb in vitro nicht
blockiert. Auch die durch Senfdl ausgeloste
mechanische Hyperalgesie wird durch den
EO6 mAb nicht-signifikant reduziert (in vitro:
n =4 mit jeweils 50-100 Zellen, One-Way-
ANOVA; in vivo: n=5 pro Gruppe, Two-Way-
ANOVA repeated measurements, post hoc
Holm-Sidak, p<0,05).

Interpretation

D-4F-Peptid und EO6 mAb blockieren nur en-
dogene ROS-abhingige TRPAT-Aktivatoren
des Entziindungsschmerzes und nicht exoge-
nes Senfol oder Capsaicin. D-4F-Peptid und
EO6 mAb sind zwei vielversprechende, neue
Therapeutika in der Behandlung von Ent-
ziindungsschmerzen, wobei E06 selektiver
fir ROS-Metabolite wie OXxPAPC und HNE
wirksam ist.

Gefordert durch das IZKF Wiirzburg (N-261).
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Fragestellung

Die Familie der spannungsabhdngigen Na-
triumkanale (Na ) beinhaltet 9 Mitglieder, die
in Tetrodotoxin (TTX)-resistente (Nav1 .5, 1.8,
1.9) und TTX-sensitive Kandle (Na1.1-1.4,
1.6) unterteilt werden. Die klassische Rolle
von Na-Kandlen ist die Erzeugung von Na-
trium-Einwartsstromen, die den Aufstrich des
Aktionspotentials in erregbaren Zellen gene-
rieren. Na -Kandle werden auch in nicht er-
regbaren Zellen wie Endothelzellen, Perizyten
[1] und Makrophagen [2] exprimiert, wobei
ihre Funktion dort weitgehend unbekannt ist.
Die Untereinheit Na 1.3 wird hauptsachlich
in embryonalen Stadien im ZNS exprimiert,
jedoch auch in adulten sensorischen Neuro-
nen nach Nervenverletzung und im adulten
Herzen, wo sie fiir die Reizleitung und Pump-
leistung eine wichtige Rolle spielt [3].

In diesem Projekt haben wir untersucht, ob
und in welchen Zelltypen Na -Kandle durch
eine Myokardischamie reguliert werden.

Methodik

Mit Genehmigung der Tierschutzkommission
wurden C57BL/6-Méuse durch Ligatur der
linken Koronararterie einer permanenten
Myokardischamie unterzogen. 24 h und 3

Abbildung 1

Immunfluoreszenz Na 1.3 auf PMNs nach
Myokardischimie.

72 h nach Myokardinfarkt zeigen sich im Gewe-
be Ly6G-positive Zellen (PMNs, griin), auf ei-
nem Subset dieser PMNs ist Na 1.3 (rot) expri-
miert. Zur Ubersicht sind die Zellkerne DAPI-
gefarbt (blau).
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Tage nach Myokardischdmie wurde die Ex-
pression der Na -Kandle im Infarktbereich
mittels Real-Time-PCR und Immunhistoche-
mie (Anti-Na 1.1, 1.2, 1.3, 1.5, Alomone
Labs) untersucht. Die Lokalisation von Na 1.3
in polymorphkernigen Neutrophilen (PMNs)
wurde mit zelltypspezifischen Antikérpern
(Ly6, Serotec) flir PMNs sowie (MAC-2, Biozol
und MAC-3, BD Pharmingen) fiir Makropha-
gen in Doppelfdrbungen bestimmt. Der Ein-
fluss von Na 1.3 auf die Adhésion von frisch
isolierten Knochenmark-PMNs der Maus an
Matrixkomponenten (Kollagen I, Fibronektin,
Roche) und TNFa-aktivierten (10 ng/pl, R&D)
Maus-Endotheliomazellen (f.End5) wurde mit
und ohne Zugabe von 100 nM TTX (Biotrend)
analysiert. Die Transmigration von Knochen-
mark-PMNs durch Kollagen | und TNFa-
aktivierte f.End5 wurde mit und ohne TTX in
Transwell-Assays untersucht. Die Auswertung
erfolgte mittels unabhangigen zweiseitigen
t-Tests. Die Daten sind als Mittelwert+SEM
angegeben, und eine Irrtumswahrscheinlich-
keit von p<0,05 wurde als Signifikanzniveau
gewadhlt.

Ergebnisse

In der Real-Time-PCR-Analyse zeigte sich
eine deutliche Hochregulation der Na -
Kandle 1.1, 1.2, 1.3 und 1.6 im Myokardge-
webe 24 h und 72 h nach Ischamie. Mittels
Immunhistochemie konnte eine schwache
Expression von Na 1.1, 1.2 und 1.5 in Kar-
diomyozyten beobachtet werden. Im Gegen-
satz dazu wies Na 1.3 im Infarktgebiet eine
deutliche Kolokalisation mit Ly6G-positiven
Zellen (PMNs) auf (Abb. 1), wihrend Dop-
pelfarbungen mit den Makrophagenmarkern
MAC-2 bzw. MAC-3 und Na1.3 negativ
ausfielen. Zur Aufklarung der funktionellen

Abbildung 2
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Die gerichtete Transmigration fMLP-stimulierter
Knochenmark-PMNs durch TNFa-aktivierte
f.End5 wurde mit und ohne Zugabe von 100 nM
TTX untersucht. Zellen wurden nach 2 h Trans-
migrationsdauer ausgezahlt.
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Rolle von Na 1.3 in PMNs untersuchten wir
die Adhdsion von TNFw/IL1B-, PMA- oder
fMLP-stimulierten PMNs an den Matrixkom-
ponenten Kollagen | und Fibronektin sowie
an TNFa-stimulierten f.End5-Zellen. Wah-
rend auf der Matrix keine Unterschiede durch
Zugabe von TTX auftraten, wurde eine sig-
nifikante Reduktion der Adhéasion stimulier-
ter PMNs auf f.End5-Zellen nach Natrium-
kanalblockade durch TTX (99+7% vs. 62+
6%; n=8; p<0,01) nachgewiesen. Auch die
gerichtete Transmigration von PMNs durch
TNFa-stimulierte f.End5-Zellen war nach
Behandlung mit TTX signifikant reduziert
(Abb. 2, 100+£9%, n=13 vs. 53+7%, n=14;
p<0,01).

Interpretation

Die reduzierte Adhdsion und Transmigration
der PMNs auf Endothelzellen in vitro nach
Blockade der Natriumkandle mit TTX lasst
vermuten, dass Natriumkandle wie Na 1.3
wichtige Funktionen im Rekrutierungsprozess
der PMNs in inflammatorisches Gewebe ha-
ben. Im ischdamischen Myokard konnte nur
Na,1.3 auf PMNs detektiert werden, was auf
eine spezialisierte Funktion dieser Unterein-
heit hindeutet. Wir vermuten eine Funktion
von Na 1.3 bei der Regulation der Affinitit
von Integrinen oder bei der Organisation des
Aktinzytoskeletts durch Verdnderung der
intrazelluldren Kalziumkonzentration.
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Fragestellung

Der Myokardinfarkt ist eine der Haupttodes-
ursachen in den westlichen Industrienationen.
Arrhythmien sind eine haufige Komplikation
im Rahmen myokardialer Ischdmie und Re-
perfusion. Wir konnten bereits zeigen, dass
TLR2-Defizienz (TLR27) vor letalen Arrhyth-
mien schiitzt [1]. Ziel dieser Studie ist die
elektrophysiologische Charakterisierung der
Konduktionsstérungen im (post-)ischamischen
Myokard der Maus. Die Sauerstoffradikalpro-
duktion (ROS) der Atmungskettenkomplexe
wird als moglicher Effektor des elektrischen
Synzytiums des Myokards untersucht. Es wird
ein redox-proteomischer Ansatz gewdhlt, um
reversible Proteinmodifikationen in unserem
Modell zu untersuchen.
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Methodik

Alle Versuche dieser Studie wurden mit Ge-
nehmigung der zustindigen Landesbehérde
(Regierungsprasidium Darmstadt) an 10-14
Wochen alten mannlichen C57/Bl6JRj-Wild-
typ (WT)- oder TLR2"-Mausen durchgefiihrt.
Nach Induktion einer Narkose mittels Pento-
barbital (80 mg/kg, i.p.) und Buprenorphin
(0,1 mg/kg, s.c.) erfolgte die Tracheotomie
und kontrollierte Beatmung (MiniVent, Hugo
Sachs Elektronik, March, Deutschland). Es
folgten die Prdparation der Vena jugularis
interna, Sternotomie und das Vorlegen ei-
ner Ligatur um den Ramus Interventricularis
Anterior (RIVA) fiir die Induktion einer Myo-
kardischamie (30 min) und Reperfusion. Ein
octopolarer Elektrophysiologiekatheter (1.1 F,
Transonic, Ithaca, USA) wurde (iber die rechte
Jugularvene in den rechten Vorhof und die
rechte Kammer vorgeschoben. Messungen
wurden als Baseline vor Myokardischdmie,
nach 15 Minuten Ischdmie sowie jeweils 10
und 30 Minuten nach Reperfusion vorgenom-
men. Die Isolierung myokardialer Mitochon-
drien erfolgte nach 2 Minuten Reperfusion.
Deren H,O,-Produktion wurde in Gegenwart
verschiedener Substrate und Inhibitoren der
Atmungskettenkomplexe fluorimetrisch mit-
tels des Amplex Red®/HRP (horseradish per-
oxidase)-Tests bestimmt. Ebenso wurde (post-)
ischdmisches Myokard zur Bestimmung der
reversiblen oxidativen Proteinmodifikationen
(oxidation state isotope-coded affinity tag,
OXICAT) eingesetzt [2]. Ergebnisse werden als
Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.

- WT

QRS (msec)

S~

ﬁﬁ
.t

reperfusion
bs! 15 10 30

PR und QRS Intervall wihrend MI/R (n=5-6, * p<0,05, ANOVA/Bonferroni).
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Ergebnisse

Die elektrophysiologischen Untersuchungen
zeigten eine signifikante Verzogerung der
(atrio-)ventrikuldren Konduktion im WT ge-
geniiber TLR2” wahrend der Reperfusion (PR
43+2 vs. 265 ms, QRS 131 vs. 111 ms, je
p<0,05, n=5-6, Two-way-ANOVA/Bonferroni,
Abb.1). Isolierte postischdmische TLR2-Mi-
tochondrien zeigten in Gegenwart eines
Complex-lll-Inhibitors eine reduzierte ROS-
Produktion (433+109 vs 162+93 pmol H,0,/
min/mg Protein, WT vs TLR2”, p<0,05, n=4,
t-Test), wahrend sich die ROS-Produktion der
nativen Mitochondrien nicht unterschied. Die
Analyse des myokardialen Proteoms ergab
eine signifikant starkere reversible Oxidation
von 45 myokardialen Proteinen (WT vs. TLR2,
n=3, t-Test).

Interpretation

Die elektrophysiologischen Untersuchungen
belegen eine Verlangsamung der elektrischen
Konduktion im WT gegeniiber TLR2”- wah-
rend der Reperfusion. Die hieraus moglicher-
weise resultierende erhohte Arrhythmievulne-
rabilitdt der WT-Tiere ist mit einer verdnderten
mitochondrialen ROS-Produktion assoziiert.
Diese flihrt konsekutiv zu einer vermehrten
Oxidation myokardialer, vorwiegend mito-
chondrialer Proteine wahrend I/R. Die nach-
gewiesene Oxidation von Cys,  am Gap-junc-
tion-Protein-Connexin-43, in unmittelbarer
Nachbarschaft zu drei fiir die Funktion des
Kanals relevanten Phosphorylierungsstellen,
konnte dabei wesentlich fiir die beobachteten
funktionellen Effekte sein.

(Projektforderung: DFG SFB 815; TP A17)
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Fragestellung

Im Rahmen der Pneumonie kommt es zur
Aktivierung des Immunsystems und nach-
folgend zu einer Interaktion zwischen poly-
morphkernigen neutrophilen Granulozyten
(PMNs) und Thrombozyten [1]. Diese Inter-
aktion ist notwendig fiir die vollstindige
Aktivierung von PMNs und die effektive
Bekdampfung von Bakterien. Im Rahmen der
Interaktion von Thrombozyten mit Leukozy-
ten kommt es, zu einem transzellularen Sub-
strattransport zwischen den Zellen, der fir
die effektive Prostaglandin-Synthese, wie z.B.
Thromboxan A, (TxA,), notwendig ist [2]. Die-
se Mediatoren sind an der PMN-Rekrutierung
in inflammatorisches Gewebe beteiligt. Exo-
somen sind exkretorische Zellvesikel, welche
Molekiile und Substrate zwischen verschie-
denen Zellen transportieren kénnen. Die
Rolle des exosomalen Transports zwischen
PMNs und Thrombozyten und die zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen sind
jedoch bis jetzt unbekannt. Ziel dieser Studie
war es, die Bedeutung und den molekularen
Mechanismus des exosomalen Transports im
Rahmen der Thrombozyten-PMN-Interaktion
sowie die funktionale Bedeutung fiir die Im-
munfunktion zur Bekdmpfung der bakteriel-
len Pneumonie zu untersuchen.

Methodik

Eine Pneumonie wurde bei Mausen durch In-
stillation von E. coli induziert [3]. Nach 24
Stunden wurde die Anzahl der PMNs in der
bronchoalveoldren Lavage (BAL) sowie die
Anzahl der Bakterien in der BAL, Lunge und
Milz quantifiziert (n=4). Des Weiteren wurde
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die Anzahl zirkulierender Thrombozyten-
PMN-Aggregate analysiert. Exosomen wur-
den mit Hilfe kommerzieller Kits (SystemBio)
isoliert und quantifiziert. Zur Darstellung der
Exosomenaufnahme in Thrombozyten wurde
eine Immunfluoreszenzfarbung benutzt. Um
den transzelluldren Metabolismus in vitro zu
untersuchen, wurden PMNs mit C'*-markierter
Arachidonsdure beladen und mit Thrombo-
zyten inkubiert. Nach Stimulation mit ADP
und fMLP wurde C'*-TxB, (stabiler Metabolit
von C'*-TxA)) detektiert. Caveolin-1, Clathrin
und Mac-1 in isolierten Exosomen wurden
mit Hilfe des Western-Blots nachgewiesen.
Die statistische Signifikanz-Bestimmung er-
folgte mittels One-way-ANOVA und anschlie-
Benden Student-Newman-Keuls-Tests oder
t-Test. Das Signifikanz-Niveau wurde bei
p<0,05 festgesetzt. Alle Tierversuche wurden
von der Tierschutzkommission genehmigt.

Ergebnisse

Zunichst zeigten wir, dass die Inkubation
von Thrombozyten mit PMNs die Exosomen-
freisetzung aus PMNs signifikant steigert und
dass dieser Prozess vom thrombozytaren Ad-
hasionsmolekil GPIba vermittelt wird. In den
aus PMNs freigesetzten Exosomen war die
Konzentration von Arachidonsdure stark er-
hoht. Biochemisch konnten wir zeigen, dass
PMN-Exosomen den endosomalen Marker
Caveolin-1 exprimieren, was auf eine gerich-
tete Freisetzung aus PMNs per Exozytose hin-
weist. Die Inhibition der Exozytose aus PMNs
durch BAPTA-AM (10 pg/ml) verminderte
die Exosomen-Freisetzung signifikant. Mittels
Immunofluoreszenzfarbung konnten wir zei-
gen, dass Exosomen in Thrombozyten aufge-
nommen werden und dort mit thrombozyta-
rer Cox1 kolokalisieren (Abb.1). Wir konnten
weiterhin zeigen, dass Exosomen Clathrin
und Mac-1 exprimieren und dass sowohl die
Inhibition von Clathrin mittels Chlorpromazin
(5 pg/ml) als auch die Blockade von Mac-1
mit einem Antikérper die TxA,-Produktion
durch Thrombozyten stark vermindern. Funk-
tionell verminderte die Blockade des Adha-
sionsmolekiils GPIba. die PMN-Thrombozy-
ten Interaktion, die PMN-Rekrutierung in die
Lunge und erhéhte die Bakterienanzahl in
der BAL, Lunge und Milz 24 h nach E. coli
Instillation. Des Weiteren konnte eine Re-
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konstitution von GPIba-behandelten Mausen
mit isolierten Exosomen die Mortalitat nach
Pneumonie-Induktion verringern (83,4% vs.
28,6%), wéhrend die gleichzeitige Mac-1-
Blockade auf isolierten Exosomen vor Rekon-
stitution die Mortalitat wieder verschlechterte
(28,6% vs. 85,7%).

Interpretation

Die Ergebnisse zeigen, dass Arachidonsaure-
haltige Exosomen aus PMNs nach PMN-
Thrombozyten-Interaktion GPlba-abhéngig
exozytiert und Mac-1- und Clathrin-abhéngig
in Thrombozyten internalisiert werden. Die
TxA,-Synthese aus PMN-standiger Arachi-
donsdure nach exosomalem, transzelluldren
Transport aus PMNs in Thrombozyten ist fiir
eine effektive Bakterienbekampfung im Rah-
men bakterieller Pneumonien notwendig.

Abbildung 1

Exosomen kolokalisieren nach Aufnahme in
Thrombozyten mit Cox1. PMNs griin, Thrombo-
zyten rot, Exosomen gelb, Cox1 lila.
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Fragestellung

AQP5-defiziente Mduse (Aqp5-KO) zeigen
ein hiufigeres Uberleben nach einer Lipo-
polysaccharid (LPS) induzierten Inflamma-
tionsreaktion im Vergleich zu Wild-Typ (WT)-
Mausen [1]. AuRerdem ist das C-Allel des
funktionell wirksamen Aquaporin5-(AQP5)-
A(-1364)C-Promotorpolymorphismus nicht
nur mit einer geringeren AQP5-Expression
[2] assoziiert, sondern auch mit einer verrin-
gerten Migration neutrophiler Granulozyten
[1] und einer verringerten 30-Tage-Letalitdt
bei einer schweren Sepsis [3]. Demnach
scheint die AQP5-Expression das Uberleben
bei einer Sepsis zu beeinflussen. Unbekannt
ist allerdings, welcher Pathomechanismus

Abbildung 1
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die AQP5-Expression beeinflusst und ob die
AQP5-Expression durch Furosemid, einem
Sulfonamid, beeinflusst werden kann. Des-
halb wurden folgende Hypothesen getestet:
1) die Infiltration von neutrophilen Granu-
lozyten in die Lunge und in das Peritoneum
ist bei WT-Mdusen nach Lipopolysaccharid-
induzierter-Inflammation stdrker ausgepragt
als bei AQP5-Knockout (KO)-Mausen;

2) Furosemid reduziert die AQP5-Expression
in Immunzellen.

Methodik

1) Nach Genehmigung durch die Tierschutz-
kommission wurde bei jeweils 8 WT-(C57/
BL6)-Mausen und 8 AQP5-KO-Mdausen (C57/
BL6-AQP5-KO, zur Verfiigung gestellt von
A.G. Menon, Cincinnati, USA) Lipopolysac-
charid (LPS, 20 mg/kg i.p. E. coli 0111:B4,
Sigma) injiziert und eine Inflammation ausge-
|6st. Nach dreistiindiger Inkubation wurden
nach zervikaler Dislokation eine Peritoneal-
lavage sowie eine Explantation der Organe
durchgefiihrt. Die Analyse der im Peritoneum
befindlichen Zellen erfolgte mittels FACS-
Analyse. Aulerdem wurde die Migration neu-
trophiler Granulozyten in unterschiedlichen
Organen mittels Myeloperoxidase-Assay
(MPO-Assay) untersucht.

2) Zellen der B-Lymphozytenzelllinie REH
wurden mit Furosemid (10°-10% M, Sigma)
fir 24 Stunden inkubiert und die AQP5-Ex-
pression mittels RT-PCR bestimmt.
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a) Prozentualer Anteil CD11C/Ly6g-positiver Zellen im Peritoneum von WT- und AQP5-KO-Méusen 3 Stun-
den nach i.p. LPS-Injektion. Der prozentuale Anteil doppelt positiver Zellen war im Peritoneum von WT-
Mausen signifikant erh6ht. b) MPO-Aktivitat in der Lunge von AQP5-WT-Mdusen und AQP5-KO-Mdusen
unter Kontrollbedingungen und 3 Stunden nach i.p. LPS (20 mg/kg KGW)-Injektion (n=3).
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Statistik: Mittelwerte + Standardabweichung,
ungepaarter t-Test, p<0,05. Ergebnisse: 1)
Drei Stunden nach der LPS-Injektion zeigten
WT-Mause im Vergleich zu AQP5-KO-Mausen
einen signifikant erh6hten prozentualen An-
teil an Ly6G/CD11c-positiven Zellen im Peri-
toneum (p=0,04; Abb. 1 a; n=8). Zudem war
die MPO-Aktivitat in der Lunge bei WT-Mau-
sen im Vergleich zu KO-Mdusen nach drei
Stunden signifikant erhéht (p=0,004; Abb. 1
b; n=8). 2) Die Inkubation mit Furosemid (10~
und 10° M) fithrte zu einer signifikanten Re-
duktion der AQP5-Expression um bis zu 30
Prozent B-Lymphozyten (p= 0,04 bei 10° M
und p=0,006 bei 10° M; n=3).

Interpretation

Die AQP5-Expression ist mit der Migration
von neutrophilen Granulozyten in Perito-
neum und Lunge nach einer LPS-induzierten-
Inflammation assoziiert. Deshalb kénnte die
verringerte Letalitdt bei AQP5-KO-Mausen
unter anderem durch eine geringere Infiltra-
tion von neutrophilen Granulozyten in Lunge
und Peritoneum bedingt sein. Des Weiteren
scheint Furosemid die Expression von AQP5
zu reduzieren und koénnte somit die AQP5-
Expression wahrend einer Sepsis verringern.
Dies soll nun in weiteren Untersuchungen
tberpriift werden.
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Fragestellung

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass
Hydroxyethylstirke (HES) in den renalen pro-
ximalen Tubuluszellen (PT) der septischen
Ratte sowohl morphologische als auch funk-
tionelle Schdden induzierte [1]. Durch HES
hervorgerufene Funktionseinschrankungen
oder Schaden der Niere, sowohl in vitro als
auch in vivo, waren auch ohne Inflammation
nachweisbar [2,3]. Die HES-induzierte Via-
bilitdtsreduktion der HK-2-Zellen war weder
von der Tragerl6sung, dem Ausgangsmaterial
fur die Herstellung des Starkederivates, noch
von der MolekiilgroBe der Hydroxyethyl-
starke abhéngig [2]. Die alleinige applizierte
Gesamtmenge des HES war fiir die Schadi-
gung in den HK-2 in vitro verantwortlich [2].
Autophagie stellt einen essentiellen Degrada-
tionsprozess im Rahmen der Zellhomdostase
dar. Eine Beeintrachtigung der Autophagie
in Phasen des Zellstresses (z.B. Mangelver-
sorgung) kann zum Zelltod fiihren. Hypoxie
oder Energiedepletion kénnen direkt oder
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indirekt via reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
die Autophagie induzieren. Wir stellten die
Hypothese auf, dass die HES-induzierte Zell-
schadigung durch eine Beeintrachtigung des
Autophagie-Kreislaufes in den PT hervorge-
rufen werden konnte.

Methodik

Fur die Untersuchungen verwendeten wir
ein etabliertes Zellkulturmodel mit humanen
proximalen Tubuluszellen (HK-2) [2]. Die
Zellviabilitit wurde mit EZ4U- und Presto-
Blue-Tests analysiert [2]. HK-2-Zellen wurden
mit HES 130/0,4 (Endkonzentration 0,1-4%)
behandelt. Des Weiteren wurden ROS-Ana-
lytik mit H,DCFDA und Western-Blots von
LC3, LAMP2, SQSMT1, Beclin1, ppERK/pERK
und pAkt/Akt123 durchgefiihrt. Zur Beschrei-
bung der HES-Aufnahme durch LC3B-posi-
tive, autophagosomale Vesikeln wurden HK-2-
Zellen mit LC3B-tagRFP kodierenden Plas-
miden transfiziert, mit APTS-markiertem HES
inkubiert und nach Fixierung mittels Fluores-
zenzmikroskopie analysiert. Um Autopha-
gie zu induzieren, wurden die HK-2-Zellen
mit 30 upM Everolimus (EVO) behandelt. Als
Kontrollsubstanzen fiir den Prozess wurden
UO126, Chloroquine, Perfosine und 3-MA
in unterschiedlichsten Kombinationen und
Konzentrationen appliziert. Die Statistik er-
folgte mit der Varianzanalyse Post-hoc-Dun-
nett-Test (n=6-96; p=0,05; MW=SD).

Ergebnisse

HES reduzierte signifikant in den HK-2-Zel-
len ROS konzentrationsabhingig (4% HES:

Abbildung 1
B

120 w25

X 100 T _I_ £— *

ey * * wm 2

£ 80 T 20 =

= o= 15

2 60T 23

3 40 33 —

— o~

S 20 g7 05 —

0 — 0

HES o 075 075 0,75 HES 0o 075 075 0,75

EVO - - + + EVO - + +

uO126 - - - + uo126 - - - +
LC3-1 (18 kDA) e e 5
LC3-11 (16 kDA) —

A) Viabilitatsreduktion durch 0,75% HES kann durch Everolimus (EVO, 30 pM) komplett aufgehoben
werden. UO126 (30 uM) inhibiert diesen Effekt; B) LC3-1I/LC3-I Proteinexpression wird durch HES nicht
beeinflusst, EVO steigert diese und UO126 reduziert diesen Effekt (* p<0,05 vs. O%, n=6-12).C-E Aufnahme
von APTS-HES (griin) in humane proximale Tubuluszellen nach 8 h Inkubation, D mit LC3B-tagRFP (rot), E
mit LC3B-tagRFP (rot) und Autophagiestimulation durch 30 pM EVO, das zur mit dem weien Pfeil ange-
zeigten Kolokalisation von APTS-HES und LC3B-tagRFP (gelb) fiihrt.
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60,8+4,6%). Weiterhin senkte HES 130/0.4
konzentrationsabhéingig die Viabilitdt der
HK-2-Zellen sowohl im mitochondrialen
(EZ4U) als auch im zytosolischen (Presto-
Blue) Test nach 8 h Behandlung signifikant
(4% HES: 9,7+4,0% (EZ4U), 38,6+4,6%
(PrestoBlue)). Werden HK-2-Zellen mit dem
Autophagieinduktor EVO und 0,75% HES
koinkubiert, so erreichen die ROS-Werte
Kontrollniveau. Zudem wurde die mitochon-
driale Viabilitatsreduktion durch EVO auf-
gehoben (Abb. 1A). HES hatte keinen Einfluss
auf das LC3-Il/I-Verhiltnis als Mal% fiir die
Induktion der Autophagie, welches durch
EVO-Behandlung nach 8 h signifikant ange-
stiegen war (Abb. 1B). Erst durch die Stimu-
lation mit EVO zeigte sich eine Kolokalisa-
tion des Autophagosomenproteins LC3B mit
APTS-HES in den HK-2-Zellen (Abb. 1C-1E).
Wird zusédtzlich zu HES und EVO der pERK-
Phosphorylierungsinhibitor UO126 appli-
ziert, ist die protektive Wirkung der EVO-
Autophagieinduktion blockiert. Die Viabilitét
sinkt wieder signifikant auf 71,4+4,4% ab,
ebenfalls werden die LC3-II/LC3-I-Expression
und die ROS-Werte reduziert.

Interpretation

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass durch
die HES induzierte ROS-Reduzierung eine
Inhibierung der Autophagie in den proxima-
len Tubuluszellen stattfinden konnte. Des
Weiteren scheint der Abbau von HES iber
den Autophagiekreislauf vollzogen zu wer-
den. Eine Induktion der Autophagie durch
Everolimus kann die HES 130/0,4 induzierte
mitochondriale Viabilititsreduktion der pro-
ximalen Tubuluszellen komplett aufheben.
Die Beeintrachtigung der Autophagie konnte
den Pathomechanismus der HES-induzierten
renalen Schadigung darstellen.
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Fragestellung

Die akute Entziindungsreaktion wird in eine
Friih- und eine Spatphase unterteilt [1].

Die frithe Phase ist gekennzeichnet durch ein
Einwandern von Leukozyten, insbesondere
von neutrophilen Granulozyten (PMN), in das
geschédigte Gewebe sowie eine Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren.

Die Spatphase, die Resolutionsphase, ist ein
aktiver Prozess, bei dem spezialisierte Lipi-
dmediatoren (SPM) die Einwanderung von
PMN und die Freisetzung proinflamma-
torischer Zytokine vermindern und die Diffe-
renzierung der eingewanderten Monozyten
zu antiinflammtorischen Makrophagen for-
dern. Diese Makrophagen phagozytieren
apoptotische PMN und inflammatorisches
Material und férdern somit die Riickkehr zur
Homoostase [1,2]. Neuere Arbeiten konn-
ten zeigen, dass die Resolutionsphase durch
neuronale Guidance Proteine (NGP) beein-
flusst wird [2]. In Vorarbeiten konnten wir
zeigen, dass das neuronale Guidance Protein
Neogenin (Neo1) die akute Entziindungsreak-
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tion in der Friihphase verstarkt [3]. Die Rolle
von Neol auf die Entziindungsresolution ist
bisher unbekannt.

Methodik

In vitro wurde die Expression von Neol
nach Stimulation mit Interleukin (IL)-1f auf
humanen Makrophagen mittels Immunflu-
oreszenzmikroskopie untersucht (n=4). Die
Phagozytose apoptotischer PMN und E. coli
durch humane Makrophagen wurde nach
Neol-Blockade durch einen Neol-Anti-
korper evaluiert (n=4-6). In vivo wurden WT
(C57/Bl6)- und Neol”-Mdause 4 h, 12 h, 24
h, 48 h nach Peritonitisinduktion (1 mg Zy-
mosan i.p.) untersucht (n=10-12 pro Gruppe
und Zeitpunkt). In weiteren Gruppen wurden
WT-M&use nach i.v. Gabe eines Neol-Anti-
korpers zu Beginn der Inflammation sowie
zum Hohepunkt der Inflammation (nach 4
h) (n=6-8 pro Gruppe und Zeitpunkt) unter-
sucht. In der Peritoneallavage wurde mittels
FACS die Rekrutierung und Differenzierung
der Leukozyten sowie die Phagozytose apop-
totischer PMN, mittels ELISA die Zytokinkon-
zentration von IL-1B, IL-10 und Tumornek-
rosefaktor (TNF)-o. und mittels HPLC-MS/MS
die SPM bestimmt. Die Tierversuchsgenehmi-
gung des Regierungsprasidiums Tiibingen lag
vor. Die Versuche wurden mittels Student’s-
t-test oder einfaktorieller ANOVA und an-
schlielender Bonferroni-Korrektur evaluiert.

Ergebnisse

Die In-vitro-Stimulation humaner Makro-
phagen mit IL-18 fiihrte zu einer vermehr-
ten Expression von Neol. Die Gabe eines
NeoTl-blockierenden Antikérper fiihrte zu
einer signifikanten Steigerung der Efferozytose

T Iy
EEE Met- Tyl

Peritonits in WT
Frowe 1223108, Too = 854
Tye~ 320 Ri= 16.5

Pagitenitis in Neol*

V85210, T= 120
T 2Wh,  Ai-5h
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A: Die Neogeninblockade erhéht die Efferozytose apoptotischer PMN durch humane Makrophagen in vitro
(Daten als Mittelwert=SEM; n= 6, * p<0,05; *** p<0,005);

B: Die endogene Neogeninrepression verkiirzt die Entziindungsresolution.
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apoptotischer PMN (Abb. 1A) und E. coli-
Bakterien (Kontrolle 100% vs. 10 pg/ml anti-
Neo1-AK 138% (***); *** p<0,005) durch
humane Makrophagen. In vivo zeigten Neo1”-
Mause in der Peritonitis — verglichen mit WT-
Méusen — eine signifikant verminderte Anzahl
PMN und eine signifkant reduzierte Gesamt-
zellzahl nach 4 h, 12 h und 24 h in der Pe-
ritoneallavage. Auch die Anzahl proinflam-
matorischer klassischer Ly6Ch-Monozyten bei
Neo”-Mdusen war ebenso signifkant vermin-
dert wie die Konzentration der inflammatori-
schen Zytokine IL-1p und TNF-a.. Der Anteil
antiinflammatorischer ~ Ly6C°-Monozyten,
differenzierter F4/80*-Makrophagen, phago-
zytierter PMN, die Konzentration des antiin-
flammtorischen IL-10 war bei Neo”-Mdusen
signifikant erhoht. Die gesteigerte Resolution
bei den Neo”-Tieren lieB sich durch das Re-
solutionsintervall quantifizieren (Abb. 1B).
Diese antiinflammtorischen und proresolu-
tiondren Effekte konnten durch Gabe eines
Neol-Antikorpers zu Beginn der Inflamma-
tion und auch zum Hohepunkt der Inflam-
mation (nach 4 h) beobachtet werden.

Interpretation

Diese Arbeit zeigt eine zentrale Rolle von
Neogenin in der Frith- und in der Spatphase
der akuten Peritonitis. Dabei fiihrt die endo-
gene Repression von Neogenin zu einer ver-
minderten inflammatorischen Antwort und
einer gesteigerten Entziindungsresolution.
Dass sich dies eventuell therapeutisch nutzen
ldsst, zeigte die exogene Neogeninblockade,
welche durch Gabe eines Neol-Antikérpers
sowohl zu Beginn der Inflammation als auch
zum Hohepunkt der Inflammation zu einer
deutlichen Steigerung der Entziindungsreso-
lution fiihrte. In vitro fiihrte die Neogenin-
blockade in humanen Makrophagen zu einer
gesteigerten Phagozytose von apoptotischen
PMN und E. coli-Bakterien.
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Fragestellung

Adipdse Patienten entwickeln nach Einleitung
einer Allgemeinandsthesie haufig Atelektasen
und damit verbunden eine Verringerung des
endexspiratorischen Lungenvolumens (EELV)
sowie eine Verschlechterung der Oxyge-
nierung [1]. Atelektasen kdénnen durch ein
Rekrutierungsmanéver (RM) wieder er6ffnet
werden [2]. Nachfolgend sollte mit einem
ausreichend hohen positiven endexspiratori-
schen Druck (PEEP) beatmet werden, um das
exspiratorische WiederverschlieBen von Lun-
genarealen zu vermeiden [1]. Zyklisches Off-
nen und Schliefen von Lungenarealen (tidale
Rekrutierung und Derekrutierung) gelten als
Hauptrisikofaktoren fiir beatmungsinduzierte
Lungenschdden. Mit der Elektroimpedanz-
tomographie (EIT) kann die regionale Ventilation
visualisiert werden. Eine zeitliche verzoger-
te regionale Ventilation kann als ,Regional
Ventilation Delay Index” (RVDI) quantifiziert
werden, der ein Maf3 der Lungeninhomoge-
nitdt unter der aktuellen Beatmung ist und
mit tidaler Rekrutierung korreliert [3]. Durch
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die Minimierung von RVDI ist eine individua-
lisierte Einstellung des optimalen PEEP zur
Stabilisierung der Lungenareale und Maxi-
mierung der Beliiftungshomogenitat moglich.
In dieser Studie untersuchten wir die Hypo-
these, dass bei morbid ddipdsen Patienten die
kontrollierte Beatmung wahrend der Ands-
thesie mit einem ElT-basierten, individuali-
siert eingestellten PEEP im Gegensatz zu einer
kontrollierten Beatmung mit einem Standard-
PEEP das EELV und die Oxygenierung verbes-
sert.

Methodik

Die Studie wurde von der Ethikkommission
der Universitat Leipzig genehmigt, und jeder
Patient gab vor Einschluss schriftlich seine
Zustimmung. Fiinfzig Patienten mit einem
Body-Mass-Index (BMI) 235 kg/m? und einem
ARISCAT-Score =26 wurden im Rahmen einer
Allgemeinandsthesie fiir einen laparoskopisch
abdominalchirurgischen Eingriff mit einem
Tidalvolumen von 8 ml/kg predicted body
weight kontrolliert beatmet. Zudem wurden
die Patienten randomisiert und entweder mit
einem PEEP von 5 cmHZO (PEEPS) oder mit
dem individuell ermittelten PEEP,  beat-
met, der nach einem RM und PEEP-Titration
als PEEP mit dem niedrigsten RVDI ermittelt
wurde. Zu definierten Zeitpunkten (vor und
nach Intubation, intraoperativ (in Antitren-
delenburglagerung) sowie vor und nach Ex-
tubation) wurden arterielle Blutgasanalysen,
Messungen der Atemmechanik und des EELV
(Stickstoffauswaschmethode) durchgefiihrt.
Die statistische Analyse erfolgt mittels ANCO-
VA mit den Messwerten nach Intubation als
Kovariate und der zugeordneten Gruppe als
Faktor.

Ergebnisse
Nach Intubation dnderte sich der Gasaus-
tausch signifikant, und es reduzierten sich
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PaO,/FO, um 116 mmHg (95% CI 80 bis
152 mmHg; p<0,001) und das EELV um 1,23 |
(95% Cl1 0,87 bis 1,58 I; p<0,001) (Abb. 1).
Der mittlere PEEP,, betrug 18,5+5,6 cmH,O.
Vor Extubation waren in dem PEEP, -Arm der
PaO,/F O, um 171 mmHg héher (95% Cl 123
bis 218 mmHg; p<0,001) und das EELV um
1,8l groBer (95% Cl 1,5 bis 2,2 |; p<0,001)
als im PEEP.-Arm. Die Unterschiede waren
nach der Extubation jedoch nicht mehr nach-
weisbar.

Interpretation

Zur Vermeidung von Atelektasen und tidaler
Rekrutierung waren intraoperativ deutlich
hoéhere PEEP, -Einstellungen erforderlich,
als es aktuell bei morbid adiposen Patienten
tblich ist. Das fiihrte zu einer Verbesserung
des EELV und der Oxygenierung wéhrend der
Andsthesie. Zukiinftige Untersuchungen soll-
ten zudem den Zeitraum nach Extubation mit
einschliefen.
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Fragestellung

Epidemiologische Untersuchungen zur Sepsis
an Abrechnungsdaten inkl. Modellen zur Risi-
kopradiktion sind in den USA verbreitet [1].
Fir Deutschland fehlten hierzu bisher syste-
matische Untersuchungen. Wir wollten daher
umfassende Modelle zur Risikopradiktion der
Krankenhaus(KH)-Mortalitdt fiir verschiedene
Schweregrade der Sepsis auf Basis der DRG-
Statistik entwickeln.

Methodik

Die Krankenhausstatistik 2010-2013 beim
Statistischen Bundesamt wurde mittels Daten-
fernverarbeitung ausgewertet (SPSS®, IBM).
Krankenhausfélle erwachsener Patienten mit
Sepsis wurden anhand der ICD-10-kodierten
Haupt- und Nebendiagnosen identifiziert und
in exklusive Schweregrade eingeteilt (Sepsis:
A40.x, A41.x, R65.0; schwere Sepsis: R65.1;

Tabelle 1
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septischer Schock R57.2). Als mdgliche Ri-
sikopradiktoren wurden Geschlecht, Alter,
Aufnahmeanlass, die kodierten Infektionsfoci
und Komorbidititen, die Kodierung einer Sep-
sis als Hauptdiagnose, das OPS-kodierte Vor-
liegen einer palliativmedizinischen Behand-
lung, Chemotherapie oder Schlaganfallbe-
handlung sowie das Behandlungsjahr fest-
gelegt. Die Komorbidititen wurden nach
Charlson und Elixhauser klassifiziert [2]. Die
Félle der drei Schweregrade wurden jeweils
hélftig auf eine Derivations- und Valida-
tionsstichprobe aufgeteilt. In den Derivations-
stichproben wurde mittels bindr logistischer
Regression mit Riickwartsselektion ein Risi-
komodell fiir die KH-Mortalitdt berechnet.
Das Ausschlusskriterium (Sepsis: p=0,0005;
schwere Sepsis: p=0,00008; septischer
Schock: p=0,035) wurde anhand einer Power-
analyse festgelegt, sodass ein Pradiktor mit
einer OR=1,1 und einer Haufigkeit von 10%
mit einer Wahrscheinlichkeit von 1-$=0,8 im
Modell verblieb. Die Modelle wurden dann
auch auf die Validationsstichproben ange-
wendet. Im Anschluss wurde die Pradiktions-
glite mittels ,Area under the curve” (AUC)
sowie Vergleich von vorhergesagter und be-
obachteter Mortalitét tiber alle Risikodezilen
fiir jeweils beide Stichproben dargestellt und
verglichen.

Ergebnisse

Es wurden 441.207 Krankenhausfille mit
einfacher Sepsis (KH-Mortalitit 13,5%),
284.883 mit schwerer Sepsis (KH-Mortalitat
40,3%) und 112.609 mit septischem Schock

Anzahl der im Regressionsmodell verbliebenen Pradiktoren (von 53 getesteten) sowie die AUCs als Mal der

Pradiktionsgiite fiir die Krankenhaus-Mortalitat.

Anzahl AUC (95%-CI)

Pradiktoren

Derivationsstichprobe

AUC (95%-CI)
Validierungsstichprobe

Sepsis 42 0,759 (0,756-0,762) 0,758 (0,756-0,761)
Schwere Sepsis 43 0,716 (0,713-0,718) 0,717 (0,714-0,719)
Septischer Schock 42 0,715 (0,711-0,719) 0,713 (0,709-0,717)
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(KH-Mortalitat 59,6%) identifiziert. Ein Grol’-
teil der verwendeten 53 Pradiktoren verblieb
jeweils im Modell (Tab. 1). Die Pradiktions-
glite war fiir alle Schweregrade zufrieden-
stellend und unterschied sich jeweils nicht
zwischen Derivations- und Validierungsstich-
probe (Tab. 1). Vorhergesagte und beobachtete
Mortalitat stimmten iiber alle Risikodezilen
gut Uberein. Starkster Risikofaktor war immer
das Patientenalter. Weitere starke Risikofak-
toren waren fortgeschrittene Lebererkrankun-
gen sowie onkologische Nebenerkrankun-
gen. Ein urogenitaler Fokus sowie Sepsis als
Hauptdiagnose waren mit einer geringeren
Mortalitdt assoziiert. Ein spdteres Behand-
lungsjahr war fiir Sepsis und schwere Sepsis
protektiv, fir den septischen Schock jedoch
nicht mehr im finalen Modell ausgewdhlt.

Interpretation

Auch mit den Daten der DRG-Statistik ist
eine Risikopradiktion und Risikoadjustierung
fir Krankenhausfélle mit Sepsis maoglich. Die
Pradiktionsgtite ist mit US-Daten (AUC 0,715)
vergleichbar [1]. Somit sind vergleichende
Aussagen Uber die risikoadjustierte Mortalitét
bei Sepsis zwischen verschiedenen Regio-
nen, Versorgern oder iber die Zeit auf Basis
von Routinedaten in Deutschland moglich.
Faktoren des Behandlungsverlaufes wie Nie-
renersatzverfahren und intensivmedizinische
Behandlung wurden in diesem ersten, am a
priori bestehenden Risiko orientierten Ana-
lyseschritt bewusst nicht beriicksichtigt. lhre
Einbeziehung sowie die Berlicksichtigung
von Faktoren auf Krankenhausebene werden
die Pradiktionsgtite vermutlich weiter verbes-
sern.
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Fragestellung

Zu den pathophysiologischen Prozessen
nach Schidel-Hirn-Trauma (SHT) gehort die
Aktivierung der zelluldren und humoralen
Immunantwort, die unmittelbar nach mecha-
nischem Primédrschaden beginnt und durch
Aktivierung residenter und immigrierender
inflammatorischer Zellen die Entwicklung
des sekunddren Hirnschadens mafigeblich
beeinflusst [1,2]. Als Folge einer Stérung der
Blut-Hirn-Schranke (BHS) kommt es zu einem
Ubertritt von Immunglobulin G (IgG) in das
Hirnparenchym. 1gG-Rezeptoren, sogenannte
Fcy-Rezeptoren (FcyR), spielen eine zentrale
Rolle in der Vermittlung der Immunantwort
[3]. Ziel der aktuellen Arbeit ist die Dynamik
des Ubertritts von IgG in das Hirnparenchym,
das Expressionsmuster der FcyR-Subtypen so-
wie den Einfluss der Aktivierung der FcyR auf
den sekunddren Hirnschaden nach SHT zu
untersuchen. Hierfir wurden Wildtyp-(WT)
und transgene FcyR-defiziente sowie RAGT-
defiziente Tiere ohne mature Lymphozyten
untersucht.

Methodik

Nach Zustimmung der Tierschutzkommission
wurden médnnliche C57BL/6-M&use unter
Andsthesie einer kontrollierten kortikalen
Kontusion unterzogen (CCl). Im ersten Stu-
dienabschnitt (A) wurden Tiere randomisiert
in verschiedene Uberlebenszeitpunkte nach
SHT eingeteilt (6, 12, 24 Stunden, 3, 5, 7 Tage
nach CCl; Nativtiere; n=10/Gruppe). Histo-
logisch wurden Hirnschaden, 1gG-Extravasa-
tion sowie T- und B-Zellen im Hirngewebe
quantifiziert. Mit quantitativer PCR wurde
die Expression der FcyR-Subtypen I, 1lb und
Il untersucht. Im zweiten Studienabschnitt
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(B) wurden konstitutive Knockout-Mduse (y7,
Fcer1g-Model583; KO) mit Defizienz der
Bindung am FcyR im Vergleich zu WT 24
Stunden nach CCI untersucht. Im dritten Ab-
schnitt (C) wurden RAGT1-defiziente Mause
(RAG17) 24 Stunden und 5 Tage nach CCl
mit WT verglichen. Endpunkte in diesen
Studienabschnitten waren zerebrales Lasions-
volumen (Nissl-Farbung), Aktivierung der
Mikroglia (Iba-1-Farbung), Hirnwassergehalt,
CRP-Konzentration und die Genexpression
von TNF-a. Bei RAG1-Mdusen wurden mittels
Dot-Blots die 1gG-Konzentration und mittels
FACS-Analysen Mikroglia, Makrophagen,
neutrophile Granulozyten sowie mikrogliale
FcyR im Hirngewebe bestimmt.

Statistik: Mann-Whitney-Rangsummentest fiir
paarweise Vergleiche und Korrektur nach
Bonferroni-Holm  bei  Mehrfachtestung,
p<0,05.

Ergebnisse

A: Bereits 6 Stunden nach SHT steigt die 1gG-
Konzentration im Parenchym an. Im Vergleich
zum Kontusionsvolumen wichst die 1gG-
positive Flache iber die Zeit weit (iber die
Lasion hinaus (6 h: 37,9+5,2%; 12 h: 40,3+
6,9%; 24 h: 42,0+5,1%; 3 Tage: 50,1+9,8%;
5 Tage: 51,6+9,1% der Hemisphére). Im Ge-
gensatz zur T-Zellzahl, die innerhalb 24 Stun-
den deutlich ansteigt, kommt es in den ersten
5 Tagen zu keinem anhaltenden Ubertritt von
B-Zellen in das Hirngewebe. Innerhalb der
ersten 24 Stunden steigt die Expression der
1gG-Rezeptor-Subtypen FcyRI (1050+200%),
FcyRllb (2200+£800%) und FcyRINT (600+85%)
an, erreicht am 3. Tag das Maximum und
verbleibt tiber sieben Tage auf hohem Niveau.
B: Transgene Knockout-Tiere mit einer Defizi-
enz der Bindung am FcyR (KO) weisen einen
reduzierten Hirnschaden (Abb. 1), reduzier-
te Mikrogliaaktivierung, niedrigere zerebrale
TNF-a-Expression sowie geringere systemi-
sche CRP-Konzentration (WT:12,0+3,1pg/ml;
KO:7,3+1,4 pg/ml) nach 24 Stunden auf. Auf
den Hirnwassergehalt hat die Defizienz der
FcyR keinen Einfluss.

C: RAG1"-Tiere zeigen eine reduzierte zere-
brale IgG-Extravasation sowie eine Reduktion
des Hirnschadens gegeniiber WT 24 Stunden
und 5 Tage nach SHT (27,1+4,1 vs. 32,4+5,6
sowie 11,8+1,1 vs. 13,9+0,9 mm3; p<0,05).
24 Stunden nach SHT weisen RAG1"-Tiere
eine geringere Immigration von Makropha-
gen und neutrophilen Granulozyten auf, bei
unverdnderter Expression von FcyR |, 1lb und
1l auf Mikroglia.
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Im Vergleich zum Wildtyp (WT, blau) kommt es
bei konstitutiven Knockout-Tieren mit einer
Defizienz der Bindung am FcyR (KO, rot) zu
einem reduzierten Lasionsvolumen 24 Stunden
nach SHT (p<0,05).

Interpretation

Die aktuelle Studie zeigt, dass es nach SHT
zu einer deutlichen und anhaltenden IgG-
Extravasation kommt. Das im Hirnparenchym
erhéhte 1gG ist nicht durch eine vermehrte
Einwanderung von B-Lymphozyten zu erkla-
ren, sondern ist vielmehr Ausdruck einer tber
Tage anhaltenden BHS-Stérung, die weit tiber
das Schadensareal hinaus in der Hemisphare
nachweisbar ist. Gleichzeitig kommt es zu
einer deutlich erhohten und anhaltenden
Expression der zerebralen FcyR |, 1lb und IlI,
die unabhangig ist von der IgG-Extravasation.
Die Untersuchung an FcyR-defizienten Mdu-
sen zeigt, dass die Aktivierung von FcyR zu
verstarkter Neuroinflammation und vergro-
Bertem Hirnschaden fiihrt. Die Defizienz
maturer Lymphozyten fiihrt zu geringerer
IgG-Extravasation, geringerer Immigration
von Makrophagen und neutrophilen Granu-
lozyten und einem geringeren Hirnschaden
nach SHT. Die Ergebnisse zeigen, dass die
durch eine traumatische BHS-Stérung be-
dingte Extravasation von IgG durch eine
Antikorper-vermittelte immunmodulatorische
Wirkung tiber IgG-Rezeptoren mafgeblich an
der Entstehung des sekunddren Hirnschadens
beteiligt ist.
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Fragestellung

Volatile Andsthetika kénnen zur Organpro-
tektion im Rahmen chirurgischer Eingriffe
beitragen und somit das Outcome beeinflus-
sen [1]. Ziel der vorliegenden systematischen
Ubersichtsarbeit und Metaanalyse war es, die
Effekte der volatilen Anasthetika Sevofluran,
Desfluran und Isofluran auf postoperative
Letalitit, pulmonale (PPK) und extrapulmo-
nale postoperative Komplikationen (EPPK) bei
Patienten, welche sich einem chirurgischen
Eingriff in Allgemeinandsthesie unterziehen,
zu untersuchen.

30. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Methodik

Eine systematische Literatursuche in drei Da-
tenbanken (MEDLINE, EMBASE, CENTRAL)
ohne Sprach- und Zeitlimitierung sowie
eine Handsuche nach den folgenden PICOS-
Kriterien wurde durchgefiihrt: 1) Population:
erwachsene Patienten, welche sich einem
chirurgischen Eingriff unterziehen; 1) Inter-
vention: Allgemeinandsthesie mit Sevofluran,
Desfluran, Isofluran; 1l1) Vergleich: volatile
Andsthetika vs. total intravendse Anésthesie
(TIVA) oder der verschiedenen volatilen An-
asthetika untereinander; V) primdrer End-
punkt: Letalitit (im Krankenhaus, nach 30
Tagen, am ldngsten berichtete Letalitdt); se-
kunddre Endpunkte: PPK und EPPK; V) Stu-
diendesign: randomisiert kontrollierte Studien.
Die Auswertung erfolgte fiir bindre Outcomes
mittels gepoolten Peto Odds Ratio sowie
einer multivariaten Netzwerk-Metaanalyse.
Die genannten Analysen wurden fiir kardio-
chirurgische und nicht-kardiochirurgische
Eingriffe separat durchgefiihrt. Statistische
Signifikanz wurde bei p<0,05 akzeptiert.

Ergebnisse

Es wurden 68 Studien mit Daten von 7.104
Patienten in die Analyse eingeschlossen. Im
Vergleich zur TIVA reduzierten volatile An-
asthetika in einer kardiochirurgischen Popu-
lation die Letalitit (OR=0,55; 95% Cl 0,35-
0,85; p=0,007; Abb. 1), PPK (OR=0,71; 95%
Cl 0,52-0,98; p=0,038) und EPPK (OR=0,74;
95% Cl 0,58-0,95; p=0,020). Bei nicht-kar-
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diochirurgischen Eingriffen waren volatile
Andsthetika nicht mit einer Verringerung
der Letalitit (OR=1,31; 95%-ClI 0,83-2,05;
p=0,242; Abb. 1), PPK (OR=0,67; 95% ClI
0,42-1,05; p=0,081) und EPPK (OR=0,70;
95% Cl 0,46-1,06; p=0,092) assoziiert. We-
sentliche Unterschiede zwischen den ein-
zelnen volatilen Andsthetika im Hinblick
auf Letalitdt und PPK und EPPK ergaben sich
nicht.

Interpretation

Die Ergebnisse der vorliegenden systema-
tischen Ubersichtsarbeit und Metaanalyse
zeigen einen deutlichen Vorteil fiir volatile
Andsthetika im Vergleich zur TIVA bei kar-
diochirurgischen Eingriffen. Bei nicht-kardio-
chirurgischen Operationen waren die unter-
suchten volatilen Andsthetika nicht mit einer
Reduktion der Letalitit oder der postopera-
tiven Komplikationen assoziiert. Es werden
weitere klinische Studien zu den protektiven
Effekten von volatilen Anisthetika und der
damit verbundenen mdoglichen Prdvention
von postoperativen Komplikationen und To-
desfdllen bendtigt.

Literatur

1. Landoni G, Greco T, Biondi-Zoccai G, Nigro
Neto C, Febres D, Pintadi M, Pasin L, Cabrini L,
Finco G, Zangrillo A: Anaesthetic drugs and
survival: a Bayesian network meta-analysis of
randomized trials in cardiac surgery.

Br ) Anaeth 2013;111:886-96.

Abbildung 1

A Gesamtletalitit — kardiochirurgische Eingriffe B Gesamtletalitit — nicht-kardiochirurgische Eingriffe

Studie Ereignis (No.) OR (95% CI) Wichtung  Studie Ereignis (No.) OR (95% CI) Wichtung
VOL vs. TIVA (%) VOL vs. TIVA (%)

Alvarez 1990 e 213, 2117 1,4 (0,2; 10,9) 44 :

Amr 2010 4‘&4% 115, 0/15 7.4(0,2; 372,4) 1,2 Beck-Schimmer 2008 017 1/30, 1/34 1,1(0,1;18,7) 2,6

Baki 2013 e 3/20, 1/20 3,0 (0,4;22,7) 4,6 :

Ballester 2011 4%407 1/18, 0/20 8,3(0,2; 418,4) 1,2 Biboulet 2012 i 1/14,1/14 1,0 (0,1; 16,9) 2,5

Bharti 2008 —— 0/15, 1/15 0,1(0,0; 6,8) 1,2

Bignami 2012 — 1/50, 2/50 0 5(0,1; 5,0) 3,6 ;

De Hert 2003 ~ &————— 0/30,1/15 100,0;3,2) 1,1 | Godet1990 101710 2102;231 35

De Hert 11 2004 —®——1— 0/160, 2/160 1(0,0;2,2) 2,5 ;

De Hert 2009 e 13/269, 18/145 0 3(0,2;0,7) 32,4 Lindholm 2013 7H 7/95, 5/96 1,4 (0,4; 4,5) 14,6

Flier 2010 —— 0/41, 2/43 1(0,0;2,3) 2,5 ‘

Guarracino 2006 —e————— 0/57, 1/55 1(0,0; 6,6) 1.2 )

Helman 1992 ——#-—— 11100, 2/100 0 50150 37  Lurati Buse 2012 E N 25/184, 23/201 1,2(0,7;2,2) 55,1

Landoni 2007 ~—®——— 0/59, 2/61 1(0,0;2,2) 2,5 1

Leung 1991 — 1/62, 3/124 0 7(0,1;5,6) 43 Song2012 — 6/176, 4177 1,5(0,4; 5,3) 12,8

Ndoko 2007 e 4/128,7/124 0,6 (0,2;1,8) 13,1 3

Schoen 2011 ——®———  2/59,0/60 7,7 (0,5;123,7) 2,5 !

Slogoff 1989 —e 3/248,6/254  0,5(0,1;1,9) 110 Xu2014 T 3120,1120 3004 22,7) 48

Soro 2012 % 236,037 7,8(0,5; 127,5) 2,4 f

Story 2001 — 1/240,1/120 0,5 (0,0; 9,0) 22 Zangillo 2011 —_——— 1/44, 2/44 0,5 (0,1; 5,0) 3,8

Tritapepe 2007 o S 175, 1/75 1,0 0,1;16,1) 2,5 Overall 2117 i

- . verall z=1,1/;

'?:(: r&l)lf; 271 36/1695, 0,55 1000  P=0242; 46/573, 38/596 1,31 (0,83; 2,05) 100,0

=8,5%; p=0,350 3 52/1510 (0,35; 0,85) =0,0%; p=0,979 3

Vorteil VOL 0,008 1 1284 Vorteil TIVA Vorteil VOL 0,043 1 32,1 Vorteil TIVA

Forest Plot der Gesamtletalitdt bei kardiochirurgischen (A) und nicht-kardiochirurgischen Eingriffen (B). Statistische Signifikanz wurde bei p<0,05 angenommen.
ClI: Konfidenzintervall, No.: Anzahl, OR: Peto Odds Ratio, TIVA: totale intraventse Anasthesie, VOL: volatile Anasthetika.
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Fragestellung

Zerebrale Ischdmie- und Reperfusionsscha-
den (I/R) wie zerebrovaskulare Insulte fiihren
durch neuronale Inflammation und Apoptose
zu einer irreversiblen Schadigung [1]. Eigene
Untersuchungen konnten zeigen, dass eine
Prakonditionierung mit CORMs den neuro-
nalen I/R-Schaden reduziert [2]. Ob die Appli-
kation von CORMs in der Reperfusion (,Post-
konditionierung”) ebenfalls einen protektiven
Effekt besitzt und welchen molekularen Me-
chanismus dieser Wirkung zugrunde liegen

Abbildung 1
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konnte, ist bislang ungeklart. Wir haben die
Hypothese aufgestellt, dass eine Postkondi-
tionierung mit dem CORM ALF-186 sowohl
Apoptose als auch Inflammation in einem I/R-
Modell der Netzhaut der Ratte reduziert.

Methodik

Nach Genehmigung durch das Regierungs-
prasidium wurden Sprague-Dawley-Ratten
(n=8; 280-320 g) mit Ketamin und Xylazin
anasthesiert. Die Induktion eines (I/R)-Scha-
dens erfolgte durch Punktion der Augenvor-
derkammer und Erhéhung des intraokularen
Drucks auf 120 mmHg fir 1 h. Unmittelbar
nach Beendigung der Ischimie wurde das in
PBS geloste CORM ALF-186 (10 mg/kg KG)
intravends appliziert. Nach 24 Stunden erfolg-
te die Enukleation der Augen und die Aufar-
beitung der Netzhdute zur jeweiligen Analyse
der mRNA (Bax, TNF-a und Interleukin-6)
und der Protein-Expression des Caspase-3-
Spaltprodukts, der mitogen-aktivierten Pro-
teinkinase p38 und der 6slichen Guanylat-
zyklase (sGC)-1B. Die Dichte der Ganglien-
zellen (RGC) wurde nach vorheriger retro-
grader In-vivo-Fluorogold-Farbung 7 Tage
nach dem I/R-Schaden mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie quantifiziert. Eine Inhibition von
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Reprdsentative Flachprdparate der Netzhaut mit Fluorogold markierten retinalen Ganglienzellen und

Quantifizierung der Zelldichte.
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p38 und sGC in vivo erfolgte mit den spezi-
fischen Inhibitoren SB203580 (SB) und ODQ.
Alle Messwerte wurden statistisch durch eine
Varianzanalyse (ANOVA mit Post-hoc-SNK-
Test; Signifikanzniveau p<0,05; Mittelwerte +
Standardabweichung) verglichen.

Ergebnisse

Die Applikation von ALF-186 hemmte die
I/R-induzierte mRNA-Expression von Bax (I/R
1.5+£0.2 vs. I/R+ALF-186 1.1+0.2; p<0,05)
und die Expression des Caspase-3-Spaltpro-
dukts (I/R 1.4+0.1 vs. I/R+ALF-186 1.0+0.2;
p<0,05). Dariiber hinaus reduzierte ALF-186
die mRNA-Expression von TNF-a (I/R 3.7+
0.3 vs. I/R+ALF-186 2.4+0.4, p<0,001) und
IL-6 (VIR 3.1£0.3 vs. I/R+ALF-186 1.5+0.3,
p<0,001). Die Applikation von ALF-186 in-
duzierte sowohl die Phosphorylierung von
p38 (I/R 1.0+0.1 vs. /R+ALF-186 1.4+0.2,
p<0,001) als auch die sGC-1p (I/R 1.0+0.1
vs. I/R+ALF-186 1.3+0.1, p<0,001). Die In-
hibition von p38 hob den anti-apoptotischen
Effekt von ALF-186 auf und induzierte Bax
und die Expression des Caspase-3-Spaltpro-
dukts (Bax: I/R+ALF-186 0.9+0.1 vs. SB+I/
R+ALF-186 1.4+0.2, p<0,05; Caspase-3: I/R+
ALF-186 1.0+0.2 vs. I/R+SB+ALF-186 1.4+
0.1, p<0,05). Die Inhibition von sGC-18 in-
duzierte TNF-a und IL-6 (TNF-a: I/R+ALF-186
2.4£0.4 vs. ODQ+I/R+ALF-186 3.2+0.4, p<
0.05; IL-6: I/R+ALF-186 1.0+0.2 vs. ODQ+l/
R+ALF-186 2.4+0.4, p<0,01). ALF-186 konnte
die I/R-bedingte Apoptose von Ganglienzel-
len in der Netzhaut der Ratte nahezu voll-
standig aufheben (Abb. 1; I/R 1808262 vs.
I/R+Alf-186 2499+377; p<0,001). Sowohl
die Inhibition von p38 als auch von SGC-18
hoben diesen protektiven Effekt auf (Abb. 1;
I/R+ALF-186 2499+377 vs. SB+I/R+ALF-186
2343+314; p<0,05 I/R+ALF-186 2499+377
vs. ODQ+I/R+ALF-186 2126+1680, p<0,05).

Interpretation

CORM ALF-186 wirkt postkonditionell nach
einem retinalen I/R-Schaden sowohl anti-apop-
totisch als auch anti-inflammatorisch und
reduziert den neuronalen Gewebeschaden
Uber den p38/sGC-1p-Signaltransduktionsweg.
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Fragestellung

Ischdmische Prakonditionierung (IPC) und
ischdmische Fernprakonditionierung (RIPC)
reduzieren unter tierexperimentellen Bedin-
gungen in erheblichem Umfang den Ischdamie/
Reperfusionsschaden. Demgegeniiber konnte
in einigen klinischen Studien bei herzchir-
urgischen Patienten kein klinisch relevanter
kardioprotektiver Effekt durch IPC und RIPC
nachgewiesen werden [1,2]. Diese Diskre-
panz erklart sich moglicherweise durch In-
teraktionen mit den bei diesem Patientenkol-
lektiv unter anderem regelhaft verabreichten
Antifibrinolytika. Das historisch eingesetzte
Aprotinin blockiert die Sevofluran-induzierte
Prakonditionierung [3] und wurde wegen
des Verdachtes auf Erhdhung der Letalitdt
vom Markt genommen. Falls die anstelle des
Aprotinins verwendete Tranexamsdure glei-
chermalen Fibrinolyse und Kardioprotektion
hemmt, wiére ein einfach beeinflussbarer Me-
chanismus fiir die hdufig ausbleibende Kar-
dioprotektion durch Prikonditionierung bei
herzchirurgischen Patienten identifiziert.

In dieser Studie testeten wir deshalb die Hy-
pothese, dass Tranexamsdure 1) einen Einfluss
auf die InfarktgroRe nach myokardialer Ischa-
mie/Reperfusion hat und 2) die Kardiopro-
tektion durch IPC und/oder RIPC hemmt.

30. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Methodik

Mit Genehmigung der zustindigen Behorde
(Aktenzeichen 84-02.04.2014.A088) wurde
bei 51 Pentobarbital-anasthesierten, kontrol-
liert beatmeten mannlichen Wistar-Ratten
(293+22 g) nach Minithorakotomie ein
Hauptast der linken Koronararterie fiir 25 min
okkludiert und danach das zuvor ischami-
sche Areal fiir 2 h reperfundiert. Die Tiere
wurden fiir eine kontinuierliche arterielle
Blutdruckmessung (A. carotis com.) und Me-
dikamentengabe (V. jugularis int.) instrumen-
tiert. Am Versuchsende wurden die Herzen
entnommen und die InfarktgroBe mittels Tri-
phenyltetrazoliumchlorid-Farbung bestimmt.
Die Tiere wurden in 6 Gruppen randomisiert.
Die Kontrolltiere (CON, n=10) erhielten ne-
ben Ischdmie und Reperfusion keine weitere
Behandlung. Ischdmische Prakonditionierung
wurde durch 3 Zyklen 5-miniitiger myokar-
dialer Ischdmie mit Reperfusion (IPC, n=8) in-
duziert, ischdamische Fernprakonditionierung
durch 4 Zyklen 5-mindtiger beidseitiger Hin-
terlaufischdmie mit Reperfusion (RIPC, n=9).
Tranexamsaure (1% in 0,9% NaCl, Bolus 10
mg/kg KG, kontinuierlich 2 mg/kg/h KG i.v.)
wurde alleine (TXA+CON, n=8) und in Kom-
bination mit IPC (TXA+IPC, n=8) sowie RIPC
(TXA+RIPC, n=8) mit Versuchsbeginn appli-
ziert.

Statistik: Mittelwerte + Standardabweichung,
Varianzanalyse und Tukey Post-hoc-Test,
p<0,05. Die notwendige Fallzahl wurde so
berechnet, dass eine Effektgrofe von 20% mit
einem a-Fehler von 0,05 nachgewiesen wer-
den konnte.

Ergebnisse

Herzfrequenz und mittlerer arterieller Druck
unterschieden sich nicht zwischen den Grup-
pen. In der Kontrollgruppe betrug die Infarkt-
grofe 56+11% des Risikogebietes. Sowohl
IPC als auch RIPC reduzierten signifikant
die InfarktgroRe auf 30+6% bzw. 40+8%
im Vergleich zu CON. Tranexamsaure selbst
hatte keinen Einfluss auf die InfarktgroRe
(TXA+CON: 54+15%; n.s. vs. CON). Die
Gabe von Tranexamsdure in Kombination
mit IPC oder RIPC hatte keinen Einfluss auf

© Anisth Intensivmed 2016;57:394-442 Aktiv Druck & Verlag GmbH
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die Kardioprotektion (TXA+IPC: 35+8%; n.s.
vs. IPC, TXA+RIPC: 41+10%, n.s. vs. RIPC).

Interpretation

Diese Ergebnisse zeigen, dass Tranexamsdure
1) keinen Einfluss auf die InfarktgréBe nach
Ischdmie/Reperfusion hat und 2) eine Kar-
dioprotektion durch IPC und RIPC nicht ge-
hemmt wird. Aus unseren Daten ergibt sich
somit kein Anhaltspunkt dafiir, dass Tran-
examsdure beim herzchirurgischen Patienten
fur die fehlende Wirksamkeit von IC und RIPC
verantwortlich sein kdnnte.

Abbildung 1
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InfarktgroBen. CON=Kontrolle, IPC=Ischami-
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prakonditionierung. Mittelwert+Standartabwei-
chung; *p<0,05 vs. CON.
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Fragestellung

In der Bekdmpfung bakterieller Infektionen
spielen Makrophagen und Neutrophile eine
Schliisselrolle [1]. Makrophagen sind dabei
wichtige Phagozyten und stellen eine Quelle
fur die Freisetzung der chemotaktischen Neu-
trophilenlockstoffe dar. Neutrophile wieder-
um koénnen die Bakterien sowohl phagozy-
tieren als auch durch die Freisetzung toxi-
scher Substanzen téten [2]. Ein Nebeneffekt
dieser Degranulationsprozesse ist die massive
Zerstérung des umgebenden Gewebes [3].
Unsere Ausgangshypothese war, dass Makro-
phagen und Neutrophile in der Infektion ko-
operieren und kommunizieren, und fiihrte zu
der Frage: Wie werden die Gewebemigration
und die Effektorfunktion der Neutrophilen in
der bakteriellen Infektion reguliert?

30. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Methoden

Es wurde ein murines Harnwegsinfektions-
modell mit uropathogenen E. coli-Bakterien
(Stamm 536) angewendet. Zur Zellanalyse
erfolgten durchflusszytometrische und histo-
logische Untersuchungen von Harnblasenge-
webe aus weiblichen C57Bl/6 (WT-)-, Tnf~—,
Tnfr=- und Cxcr27-Mausen. Auferdem wur-
de die Funktion verschiedener Zytokine
durch die lokale Gabe von TNF und CXCL2
sowie die Generierung knochenmarkschimérer
Mé&use charakterisiert und eine Analyse der
Zellproliferation mittels BrdU-Assay durchge-
fuhrt. Die statistische Auswertung erfolgte mit
dem Mann-Whitney- oder Kruskal-Wallis-Test
mit Dunn’s-post-hoc-Testung; die Ergebnisse
wurden als Mittelwert+ Standardabweichung
dargestellt. P<0,05 galt als statistisch signifi-
kanter Unterschied (Software: Graphpad
Prism). Die Tierversuche waren durch das
Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbrau-
cherschutz Nordrhein-Westfalen genehmigt.

Ergebnisse

Im Blasengewebe gesunder Mduse fanden
sich hauptsachlich residente Ly6C-Makro-
phagen. Bereits zwei Stunden nach bakteriel-
ler Infektion stieg die Anzahl an Neutrophilen
und Ly6C*-Makrophagen signifikant an und
erreichte 24 h nach Infektion ihr Maximum.
Die massive Zunahme dieser Phagozyten
war nicht durch lokale Proliferation im Ge-
webe erkldrbar, da mittels BrdU-Assay nur
sehr vereinzelt proliferierende Leukozyten
nachweisbar waren. Beide Zellgruppen wur-
den somit aus der Zirkulation rekrutiert. Die
Untersuchung des Chemokinprofils zeigte
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Durch die Gabe von CXCL2 wird die epitheliale Migration von Neutrophilen in TNF-defizienten Mausen
wiederhergestellt; Diagramm. n=3 Tnf*-CXCL2, n=5 Tnf+CXCL2; bei drei unabhangigen Versuchswieder-

holungen; *** p<0,001.
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einen signifikanten Anstieg in der Gewebe-
konzentration von CXCL1 und MIF als neu-
trophilenspezifische chemotaktische Lock-
stoffe und einen fiir die Rekrutierung der
Makrophagen verantwortlichen Anstieg der
CCL2-Konzentration. Die chemotaktisch re-
krutierten Phagozyten verteilten sich nach der
Extravasation in der Lamina propria und dem
Epithel. Die Neutrophilen waren in Grup-
pen im Uroepithel zu finden. Dort phagozy-
tierten sie einen grofen Teil der Bakterien.
Eine fehlende Infiltration der Neutrophilen
fuhrte zu einer signifikant erhohten Bakteri-
enkonzentration in der Harnblase 24 h nach
Infektion (Wt: 1,1x107+0,3x107 vs. Cxcr27:
2,2x107£0,6x10” UPEC/Blase). Eine zellspe-
zifische Untersuchung der Chemokin- und
Zytokin-Expression mittels FACS-Analyse liel
eine hohe TNF-Produktion in Ly6C*-Makro-
phagen nach Infektion erkennen. Ein Fehlen
des TNF-Signalwegs fiihrte ebenfalls zu einer
signifikanten Zunahme der Bakterienkonzen-
tration (Tnfr: 2,7x107+0,6x107 UPEC/Blase).
Histologische Untersuchungen zeigten, dass
24 h nach Infektion die Neutrophilen bei
Tnfr"--M&dusen nicht in das Uroepithel ein-
wanderten, sondern vor der Basallamina ver-
blieben. Ein direkter Effekt von TNF auf die
Funktion und Migration der Neutrophilen
konnte nicht nachgewiesen werden. Aller-
dings fiihrte ein Fehlen des TNF-Signalwegs
zu einer signifikant reduzierten CXCL2-Aus-
schiittung durch Ly6C-Helfermakrophagen.
Ohne CXCL2 konnten die Neutrophilen
ebenfalls nicht in das Uroepithel einwandern.
Durch die lokale Gabe von CXCL2 wurde
die epitheliale Migration jedoch wiederher-
gestellt (Abb. 1). Es zeigte sich, dass Neutro-
phile ohne CXCL2 nicht in der Lage waren,
ausreichend aktiviertes MMP9 zur Denaturie-
rung der Basalmembran freizusetzen, um in
das Uroepithel einzuwandern.

Interpretation

Die Migration und Effektorfunktion von Neu-
trophilen in der akuten bakteriellen Infektion
wird durch die Kommunikation und Koope-
ration zwischen Wachter- und Helfermakro-
phagen kontrolliert und reguliert.
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