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Fragestellung

Die Relevanz kardialer Komplikationen der
Sepsis wird haufig unterschitzt. Eine Oko-
nomisierung der Herzarbeit durch Herzfre-
quenzkontrolle mittels selektiver Betarezep-
torblockade konnte in einer Pilotstudie den
Katecholaminbedarf und die Letalitdt senken
[1]. Auch die nicht-selektive Betarezeptor-
blockade weist aus pathophysiologischen
Uberlegungen neben der Frequenzkontrolle
potentielle Vorteile wie z.B. Modulation von
Hypermetabolismus und Kapillarleck auf.
Die vorliegende Arbeit soll den Einfluss einer
selektiven und nicht-selektiven Betarezeptor-
blockade auf Katecholamin- und Volumenbe-
darf sowie Organschadigung und -funktion
untersuchen.

Methodik

30 weibliche Schafe wurden nach Genehmi-
gung durch die zustdndige Tierschutzbehtrde
in Allgemeinandsthesie instrumentiert. Es er-
folgte eine mediane Laparotomie, und Faeces
wurden aus dem Caecum entnommen. Nach
Verschluss des Darms und der Bauchdecke
wurden die Faeces in den Bauchraum instil-
liert. Nach Eintreten eines septischen Schocks
(definiert als mittlerer arterieller Druck (MAD)
<60 mmHg und Laktatkonzentration >1,8
mmol/L) erfolgte eine leitlinienorientierte
Therapie fiir 12 Stunden. Die Tiere erhielten
eine antimikrobielle Therapie (Meropenem
und Vancomycin), und es erfolgte eine sup-
portive Volumen- und Katecholamintherapie.
Nach der initialen Stabilisierung (eine Stun-
de nach Therapiebeginn) wurden die Tiere in
3 Gruppen randomisiert und erhielten eine
Dauerinfusion mit NaCl 0,9% als Placebo
(n=10), Metoprolol (bis max. 0,3 mg-kg'-h";
n=10) oder Propanolol (bis max. 0,3 mg-kg-
1-h”'; n=10). Ziel war in allen Gruppen eine
Herzfrequenz im Bereich von 80-90 min™.
Stiindlich wurden hdmodynamische Parame-
ter, Blutgasanalysen und Katecholamin- und
Volumenbedarf dokumentiert und zu defi-
nierten Zeitpunkten Blut- und Urinproben
entnommen. Alle Daten werden als Median
(25.; 75. Perzentile) dargestellt. Wiederholt
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gemessene Parameter wurden mittels Gene-
ralized Estimating Equations verglichen, ein-
mal erhobene mittels Kruskal-Wallis-Test.

Ergebnisse

Der MAD sank durch Induktion der Sepsis in
allen Gruppen, wéhrend die Herzfrequenz in
allen Gruppen anstieg (jeweils p<0,05). Im
MAD ergaben sich keine signifikanten Unter-
schiede tiber die Zeit zwischen den Gruppen.
Die Herzfrequenz in der Metoprolol- und
Propanololgruppe war nach Beginn der The-
rapie geringer als in der Kontrollgruppe (je-
weils p<0,05) (Abb. 1). Keine signifikanten
Unterschiede zeigten sich im kumulativen
Katecholamin- (Kontrolle: 37,8 mg (30,5 ;
48,6); Metoprolol: 54,7 mg (43,0 ; 80,9);
Propanolol: 47,2 mg (37,4 ; 75,1); p=0,235)
und Volumenbedarf (Kontrolle: 4.036 mL
(2445 ; 5250), Metoprolol: 5300 mL (3.900 ;
7.000), Propanolol: 4.600 mL (3.000 ; 5.355);
p=0,479). Es zeigten sich weder in der Krea-
tinin-Clearance als Surrogat-Parameter der
Nierenfunktion noch in der mittels EMTI-
Score [2] untersuchten ultrastrukturellen
Nierenschddigung relevante Gruppenunter-
schiede.

Interpretation

Sowohl durch Gabe von Metoprolol als auch
Propanolol konnte die Herzfrequenz effektiv

kontrolliert werden. In der vorliegenden Un-
tersuchung konnte keine Reduktion des Ka-
techolaminbedarfs gezeigt werden. Dies
konnte u.U. durch den Zeitpunkt des Beginns
der Betarezeptorblockertherapie erklarbar
sein, der deutlich friiher als in der oben zi-
tierten Studie gewdhlt wurde [1]. Die vorlie-
gende Untersuchung zeigte keine negativen
Auswirkungen der Betarezeptorblockerthe-
rapie auf Hamodynamik oder Surrogatpara-
meter der Organfunktionen. Bezogen auf die
dargestellten Parameter ist eine friihzeitige
Herzfrequenzkontrolle durch Betarezeptor-
blocker in der Sepsis sicher.

Literatur

1. Morelli A, Ertmer C, Westphal M, Rehberg S,
Kampmeier T, Ligges S, et al: Effect of heart
rate control with esmolol on hemodynamic
and clinical outcomes in patients with septic
shock: a randomized clinical trial. JAMA
2013;310(16):1683-91

2. Ertmer C, Kampmeier TG, Rehberg S,
Morelli A, Kéhler G, Lange M, et al: Effects
of balanced crystalloid vs. 0.9% saline-
based vs. balanced 6% tetrastarch infusion
on renal function and tubular integrity in
ovine endotoxemic shock. Crit Care Med
2011;39(4):783-92.
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Fragestellung

Eine ischdmische Fernprakonditionierung
(RIPC) reduziert unter tierexperimentellen
Bedingungen den myokardialen Ischdmie-/
Reperfusionsschaden in erheblichem Um-
fang. Demgegeniiber konnte in aktuellen
klinischen Studien (RIPHeart und ERRICA)
bei herzchirurgischen Patienten kein klinisch
relevanter kardioprotektiver Effekt durch RIPC
nachgewiesen werden [1,2]. Diese Diskre-
panz erklart sich moglicherweise durch eine
Interaktion zwischen protektivem Signalweg
und den bei diesem Patientenkollektiv ein-
gesetzten Andsthetika. Gegenstand einer ak-
tuellen Diskussion ist, dass das intraventse
Anisthetikum Propofol einen blockierenden
Einfluss auf den RIPC-Effekt [3] und damit
auch auf die Ergebnisse von RIPHeart und
ERRICA gehabt haben kénnte.

In dieser Studie testeten wir deshalb die Hy-
pothese, dass eine Andsthesie bestehend aus
der Kombination aus Propofol und Remi-
fentanil im Gegensatz zu einer Andsthesie
mit Sevofluran und Remifentanil oder einer
tierexperimentell eingesetzten Narkose mit
Pentobarbital einen negativen Einfluss auf die
Kardioprotektion durch RIPC hat.

Methodik

Mit Genehmigung der zustindigen Behorde
(Aktenzeichen 84-02.04.2013.A279) wur-
den 36 mannliche Wistar-Ratten (30117 g)
operiert. Nach einmaliger intraperitonealer
Pentobarbitalinjektion (80 mg/kg) wurden die
Tiere kontrolliert beatmet und fiir eine kon-
tinuierliche arterielle Blutdruckmessung (A.
carotis com.) und Medikamentengabe (V.
jugularis int.) instrumentiert. Anschlielend
wurde nach Minithorakotomie ein Haupt-
ast der linken Koronararterie fir 25 min ok-
kludiert und danach das zuvor ischdmische
Areal fir 2 h reperfundiert. Am Versuchs-
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ende wurden die Herzen entnommen und die
Infarktgroe in Prozent des Risikogebietes
mittels Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung
bestimmt. Die Tiere wurden in 6 Gruppen
randomisiert. Die Kontrolltiere (Con, jeweils
n=6) erhielten neben Ischamie und Reperfu-
sion keine weitere Behandlung. Die ischdmi-
sche Fernprakonditionierung erfolgte durch
4 Zyklen 5-minditiger beidseitiger Hinterlauf-
ischamie mit Reperfusion (RIPC, jeweils n=6).
Es wurden drei unterschiedliche Andsthesie-
verfahren untersucht. Im weiteren Verlauf er-
hielten die Tiere entweder eine Mononarkose
mit Pentobarbital (Pento, 40 mg/kg/h) oder
eine balancierte Anisthesie mit Sevofluran
(Sevo, T MAC) oder Propofol (Prop, 12 mg/
kg/h), jeweils kombiniert mit Remifentanil
(0,5 pg/kg/min).

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 o-Fehler von 0,05 nachgewiesen wer-
den konnte.

Ergebnisse

Herzfrequenz und mittlerer arterieller Druck
unterschieden sich nicht zwischen den Grup-
pen. RIPC induzierte eine signifikante Kar-
dioprotektion in Pentobarbital-andsthesierten
Ratten (Pento-RIPC: 30+ 9% vs. Pento-Con:
65 +6%; P<0,05, Abb. 1). Die Kombinationen
aus Sevofluran und Remifentanil bzw. Propo-
fol und Remifentanil selbst hatten keinen Ein-

24.-25.02.2017 - Wiirzburg

fluss auf die InfarktgréBe (Sevo-Con: 61 +8%,
Prop-Con: 59 + 8%; n.s. vs. Pento-Con). Unter
Sevofluran-Remifentanil-Anasthesie reduzier-
te RIPC die InfarktgroBen signifikant (Sevo-
RIPC: 31 +6% vs. Sevo-Con), wahrend dieser
kardioprotektive Effekt unter Propofol-Remi-
fentanil vollstindig aufgehoben war (Prop-
RIPC: 59+ 6% n.s. vs. Prop-Con).

Interpretation

Diese Ergebnisse zeigen, dass mit einem kli-
nisch eingesetzten Andsthesieverfahren be-
stehend aus Propofol und Remifentanil eine
Kardioprotektion durch RIPC bei Ratten ge-
hemmt wird. Somit unterstlitzen unsere Daten
die Aussage, dass Propofol bei herzchirurgi-
schen Patienten fiir die fehlende Wirksamkeit
von RIPC verantwortlich sein kénnte.

Literatur

1. Meybohm P, Bein B, Brosteanu O,
Cremer J, Gruenewald M, Stoppe C, et al:
A Multicenter Trial of Remote Ischemic
Preconditioning for Heart Surgery. N Engl |
Med 2015;373(15):1397-407

2. Hausenloy DJ, Candilio L, Evans R, Ariti C,
Jenkins DP, Kolvekar S, et al: Remote Ischemic
Preconditioning and Outcomes of Cardiac
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Fragestellung
Lungenrekrutierungsmandver (RM) und po-
sitiver endexspiratorischer Druck (PEEP)
werden unter Allgemeinanisthesie einge-
setzt, um Atelektasen zu vermeiden. Diese
Studie verglich die RM der Multicenterstudien
PROVHILO [1] und iPROVE [2] in Hinblick
auf deren kurzzeitige Effektivitdt, gemessen
an lungenfunktionellen Parametern. Wir stell-
ten die Hypothese, dass aufgrund hoherer
transpulmonaler Driicke und ldngerer Dauer
ein RM nach iPROVE zu einer besseren Lun-
genfunktion 15 Minuten nach Rekrutierung
im Vergleich zum PROVHILO-RM fiihrt.

Methodik

Die zugehorige Behorde genehmigte die
randomisierte Crossover-Studie (DD24-5131/
338/28) an 20 anasthesierten Hausschweinen
in Riickenlage ohne Lungenschddigung (30-
45 kg). Drei speziell gefertigte Drucksensoren
wurden thorakoskopisch in Schwerkraft-ab-
hangigen und -unabhdngigen Regionen des
linken Pleuraspalts platziert (ventral, dorsal
und dorso-kaudal). Vor jedem RM wurden die
Tiere vom Respirator getrennt und 5 Minuten
volumenkontrolliert (PEEP 5 cmH,O, Tidal-
volumen (VT) 8 ml/kg) beatmet (Baseline).
Das PROVHILO-RM bestand aus einer stu-
fenweisen Steigerung der VT (iber einen PEEP
von 12 cmH,O bis zu einem Plateaudruck
von 30-35 cmH,O fiir drei Atemziige, gefolgt
von einer volumenkontrollierten Beatmung
mit PEEP von 12 cmH,O. Das iPROVE-RM
bestand aus dem druckkontrollierten Anstieg
des PEEP (10, 15 und 20 cmH,O) bei kon-
stantem Driving Pressure (20 cmH,O) fur
jeweils 10-15 Atemziige, gefolgt von einer
PEEP-Titration, um den PEEP mit der héchsten
Compliance des respiratorischen Systems (Crs)
zu bestimmen (sog. bester PEEP). Anschlie-
Bend folgte ein erneutes RM und die volu-
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menkontrollierte Beatmung mit individuell
bestem PEEP+2 cmH,O. Wahrend der RM,
sowie 1 bzw. 15 Minuten nach dem letzten
RM wurden Variablen von Gasaustausch,
Lungenmechanik und Hamodynamik sowie
Ventilationsverteilung mittels elektrischer
Impedanztomographie (PulmoVista V500,
Fa. Dréger) aufgezeichnet. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe parametrischer Tests (t-Test;
zweifaktorielle Anova mit Messwiederholung
flir Zeitpunkte 1 bzw. 15 min nach RM).
Statistische Signifikanz wurde fiir p<0,05
angenommen.

Ergebnisse

Die PEEP-Niveaus nach RM unterschieden
sich zwischen beiden Gruppen nicht (p=0,56).
Das Produkt aus appliziertem Atemwegs-
druck und Dauer des RM (PTP) war niedriger
unter PROVHILO gegentiiber iPROVE (58 +11
vs. 81+10 cmH,O*min, p<0,001); ebenso
wie der maximale dorsale transpulmonale
endinspiratorische Druck (17+3 vs. 19+3
c¢mH,O, p<0,001). Die dorsalen und dorso-
kaudalen endexspiratorischen transpulmona-
len Driicke waren unter iPROVE nach einer
Minute leicht erhoht (5,8+3,5 vs. 4,4+2,6
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zu PROVHILO-RM hoher, aber der arterielle
Sauerstoffpartialdruck sowie das Ventilations-
zentrum entlang der ventro-dorsalen Achse
unterschieden sich nicht. Im Vergleich zu
PROVHILO-RM war der mittlere arterielle
Blutdruck unter iPROVE-RM reduziert (77 +11
vs. 60+ 14 mmHg, p<0,001), zeigte 15 Mi-
nuten nach dem Mandver aber keinen Unter-
schied.

Interpretation

Unter Allgemeinandsthesie bei nicht gescha-
digten Lungen fiihrte ein RM-Manover nach
iPROVE im Vergleich zu PROVHILO zu hé-
heren transpulmonalen Driicken, jedoch aus-
gepragter Beeintrachtigung der Hamodyna-
mik. Die Oxygenierung sowie Ventilations-
verteilung unterschieden sich 15 Minuten
nach RM nicht.
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Fragestellung

Der beatmungsassoziierte Lungenschaden
(Ventilator-associated lung injury, VALI) ist
eine schwerwiegende Komplikation bei In-
tensivpatienten. Als Ursache wird ein durch
mechanischen Stress initiierter Entziindungs-
prozess der Alveolen diskutiert [1]. In zahlrei-
chen experimentellen Studien konnte bereits
gezeigt werden, dass Alveolarepithelzellen
(AEC) auf mechanische Reize (wie z.B. Deh-
nung) mit einer Signaltransduktion reagieren
[2], die tiber zytosolisches Calcium (Ca?*)
und mitochondriale reaktive Sauerstoffspe-
zies (ROS) vermittelt wird. Wahrend der Be-
atmung wirkt in den Atemwegen bis hin zu
den Alveolen ein Luftstrom-induzierter Scher-
stress [3], Uber dessen Wirkung noch wenig
bekannt ist. Ziel dieser Arbeit war daher die
erstmalige Untersuchung einer Mechano-
rezeption und -transduktion von Luftstrom-
induziertem Scherstress in AEC. Die Funktion
der epithelialen Glykokalyx als potentiell me-
chanosensitive Struktur und Veranderungen
des Aktinzytoskeletts nach Luftstromexposi-
tion wurden tberprift.

Methodik

Kultivierte AEC (Zelllinie L2) wurden entwe-
der nach Farbung mit dem Ca*-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 zur Messung der
zytosolischen Ca?*-Konzentration [Caz*]Zyt
oder nach Transfektion mit dem redoxsen-
sitiven genetischen Fluoreszenzmarker roGFP
zur Messung der mitochondrialen ROS
(mROS)-Produktion in einer speziellen Luft-
stromkammer einer laminaren, periodischen
Luftstromung ausgesetzt (7,2 mPa Scher-
stress). Die Messung der [Ca*], oder der
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mROS-Produktion erfolgte kontinuierlich mit-
tels Epifluoreszenzmikroskopie. Zur weiteren
Untersuchung des [Caz*]m—SignaIs wurden
AEC vor Versuchsbeginn u.a. im Ca*-freien
Medium (EGTA, 0,5 mM, 10 min) oder mit
dem Glykokalyx-degradierenden Enzym
Heparinase | (30 mU/ml, 60 min) inkubiert.
AulBerdem erfolgte nach 60-minutiger Luft-
stromexposition eine Immunfluoreszenz (IF)-
Farbung der F-Aktin-filamente der AEC.

Ergebnisse

Wahrend der Luftstromexposition kam es zu
einer Zunahme der mittleren [Caz*]m—Oszi[—
lationsamplitude (A [Ca**] ) um (5,3+0,9)
nM bzw. (40,9+8,5) % (n=19, p<0,05). Un-
ter extrazellularen Ca®*-freien Bedingungen
war kein Anstieg mehr nachweisbar (n=16,
p<0,05). Auch die Degradierung der Gly-
kokalyx inhibierte die Luftstrom-induzierte
Zunahme der A [Ca**] , (n=10, p<0,05). Die
Anderung der roGFP-Fluoreszenzintensitits-
ratio pro Zeitintervall als Ausdruck der
mROS-Produktion lag unter Ausgangsbedin-
gungen bei (0,2+0,1) 1/h und stieg wéhrend
Luft-stromexposition auf (1,1+0,2) 1/h an
(n=5, p<0,05). Im Vergleich zur Kontrollbe-
dingung waren nach Luftstromexposition die
Aktinfilamente in AEC verdichtet, und es wur-
den vermehrt Stressfasern sichtbar (Abb. 1).

Interpretation

Die Ergebnisse zeigen, dass AEC auf Luft-
stromexposition mit einem spezifischen Ca**-
Signal und einer mROS-Produktion im Sinne

Abbildung 1
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einer Mechanotransduktion reagierten. Da
unter Ca*-freien Bedingungen das Luftstrom-
induzierte Ca*-Signal ausblieb, kann davon
ausgegangen werden, dass dieses durch ei-
nen Ca*-Einstrom aus dem Extrazellularraum
generiert wird. Die Abschwéchung des Ca*-
Signals nach Glykokalyx-Degradierung weist
auf eine Beteiligung der Glykokalyx bei der
Mechanorezeption von Luftstrom-induzier-
tem Scherstress in AEC hin. Dartiber hinaus
fihrte Luftstrom-induzierter Scherstress in
AEC zu einem Umbau im Aktinfilamentgeriist
mit vermehrter Stressfaserbildung. Die Un-
tersuchung des Zusammenhangs zwischen
dem [Caz*]M—SignaI, der mROS-Produktion
und den Aktinfilamentverdnderungen sowie
die Frage, inwieweit diese Mechanotrans-
duktionsprozesse zur Pathogenese des VALI
beitragen, werden Gegenstand weiterer For-
schung sein.
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IF-Aufnahme der Aktinfilamente (griin) und Zellkerne (blau) eines AEC-Monolayers unter Kontrollbedingung
(links) und nach 60-mintitiger Luftstromexposition (rechts).
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Fragestellung

Monogene Schmerzerkrankungen durch
Mutationen in tetrodotoxin-sensitiven (TTXs)
und TTX-resistenten (TTXr) spannungsabhdng-
igen Natriumkandlen (Navs) haben in den
letzten Jahren zum Verstandnis der moleku-
laren Mechanismen der Schmerzentstehung
wesentlich beigetragen. Die Differenzierung
und Charakterisierung stammzellabgeleite-
ter Nozizeptoren ermdglichen es, Schmerz-
rezeptoren von Patienten in groller Zahl zu
untersuchen [1,2]. Ein neuer Nav1.7- (TTXs)
Inhibitor (PF-05089771) wurde bereits an
diesem System getestet und fiihrte in der Pa-
tientengruppe zur Schmerzreduktion [3].
Fur mutationsinduzierte Schmerzerkrankun-
gen durch Nav1.8 und Nav1.9 (TTXr) gibt es
bisher keine Untersuchungen in patienten-
abgeleiteten Nozizeptoren. Ziel dieser Arbeit
ist es, den zelluldren Phanotyp einer Nav1.9-
bedingten Schmerzerkrankung zu modellieren,
zu charakterisieren und in vitro pharmakolo-
gisch zu revidieren.

Methodik

Nach Genehmigung (EK 4120 Erlangen; REC
2012/2297 Norwegen) und schriftlicher Ein-
willigung wurden humane induzierte pluripo-
tente Stammzellen (hiPSCs) aus Fibroblasten
einer Hautbiopsie von Patienten mit Nav1.9-
bedingter Small-Fiber-Neuropathie (SFN) und
gesunden Probanden reprogrammiert und an-
schlieBend durch Zugabe definierter Faktoren
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zu humanen stammzellabgeleiteten Nozizep-
toren differenziert. Diese wurden hinsicht-
lich der Expression von Markergenen moleku-
larbiologisch analysiert sowie funktionell und
pharmakologisch mit Microelectrode Array
(MEA)- und Patch-Clamp-Technik charakteri-
siert.

Ergebnisse

Untersucht wurden zwei SFN-Patienten mit
den Nav1.9-Mutationen p.N1169S (Pat 1) und
p.11293V (Pat 2). Beide leiden an Spontan-
schmerzen mit Erythemen und Uberwirmung
der distalen Extremitdten und Kihlen fiihrt
zur Schmerzreduktion (Abb. 1A). Stammzell-
abgeleitete Nozizeptoren der Patienten zeig-
ten im Gegensatz zu denen gesunder Proban-
den Spontanaktivitit mit unterschiedlichen
Aktivitatsmustern. Bei Pat 1 fand sich kontinu-
ierliche Spontanaktivitit mit erhohter Anzahl
an repetitiven Entladungen. Die Haufigkeit
dieser Entladungen war bei Pat 2 vergleichbar
mit der Kontrollgruppe, aber deren Frequenz
und Dauer waren signifikant erhéht. (Abb.
1B). Die Applikation von 500 pM Lacosamid
fihrte bei Nozizeptoren beider Patienten zu
einer signifikanten Reduktion der Aktivitat
im Gegensatz zu denen der Kontrollen (Abb.
10).

Die langsame Inaktivierung gilt als modifi-
zierender Faktor fiir das Ausmal einer Uber-
erregbarkeit von Navs und wird durch La-
cosamid verstarkt. Patch-Clamp-Messungen
ergaben bisher keinen signifikanten Unter-
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schied zwischen der langsamen Inaktivierung
der TTXr-Kandle der Patienten- und Kontroll-

gruppen.

Interpretation

Die in dieser Studie charakterisierten Nav1.9-
Mutationen zeigen in Ubereinstimmung mit
dem klinischen Bild und der Schmerzinten-
sitdt beider SFN-Patienten eine in Haufigkeit
oder Frequenz und Dauer vermehrte Spon-
tanaktivitdt in patientenabgeleiteten Nozizep-
toren. Unsere Daten legen auferdem nahe,
dass Lacosamid eine mogliche therapeutische
Option bei TTXr Nav-bedingten Schmerzer-
krankungen sein konnte.
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Abbildung 1
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A Patienteneigenschaften; B Momentaufnahme der Spontanaktivitdt im MEA mit Farbcodierung der Entla-

dungen/Sekunde an aktiven Elektroden der Messplatte.

C Lacosamid (500 pM) kann in vitro die Spontan-

aktivitdt (gemittelte Entladungen pro well in 2 min) beider Nav1.9-Mutanten reduzieren (* p<0,05 Kruskal-

Wallis Test).
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Fragestellung

Hepatotoxizitdt ist eine gravierende Neben-
wirkung bei einer Uberdosierung mit Parace-
tamol (PCM). PCM wird in der Leber durch
das Cytochrom P450-System anteilig zu N-
Acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI) verstoff-
wechselt, und dieser hochreaktive Metabolit
gilt als hauptverantwortlich fiir die Hepato-
toxizitdt, da er nach Depletion der Glutha-
tionspeicher mit Proteinen reagiert und oxi-
dativen Stress verursacht [1]. Dennoch sind
die NAPQI-induzierten Mechanismen bislang
schlecht verstanden, wobei kirzlich eine
Rolle des lonenkanals TRPM2 bei PCM-indu-
ziertem Leberschaden nachgewiesen werden
konnte [2]. In dem vorliegenden Projekt iden-
tifizierten wir den lonenkanal TRPV4 als Tar-
get fiir NAPQI und wiesen die Expression von
TRPV4 in Hepatozyten nach. Folglich wurde
die Hypothese Gberpriift, ob TRPV4 an PCM-
induzierter Hepatotoxizitdt beteiligt ist.

Methodik

Hepatozyten wurden mit der 2-Schritt-Kolla-
genase-Perfusionsmethode aus Wildtyp- und
TRPV4”"-Mdusen gewonnen. Humane He-
patozyten wurden aus Prdparaten nach Le-
berteilresektionen extrahiert. Die Expression
von TRPV4 in Hepatozyten wurde mittels
rtPCR, Western-Blot und Immunhistochemie
bestimmt. Calcium-Imaging wurde an Fura2-
beladenen, TRPV4-exprimierenden HEK293-
Zellen und Hepatozyten durchgefiihrt. Hepa-
totoxizitat wurde mit 10 mg/ml PCM sowie
dem TRPV4-Blocker HC067047 (1 uM) fiir
24 h (Maus) und 48 h (human) induziert und
die Zellnekrose tiber den Anteil der Propidi-
um-lodid-positiven Zellen bestimmt. Oxidati-
ver Stress wurde nach 0, 4, 24 und 48 h mit
Hilfe von H2DCF im ELISA bei OD488nm
gemessen. Wildtyp- und TRPV4“-Mdausen
wurde eine Uberdosis PCM (400 mg/kg) i.p.
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appliziert. Nach 24 h wurde die Leberschadi-
gung anhand von Leberenzymen (ALT, AST)
im Blut sowie (ber histochemische (H&E) und
immunhistochemische (Nitrotyrosine, GR-
1-positive Neutrophile) Farbung von Leber-
schnitten bestimmt. Die statistische Analyse
erfolgte mittels unabhingigem zweiseitigem
t-Test sowie bei multiplen Gruppen und Nor-
malverteilung mit ANOVA und Bonferroni-
post-hoc-Test. Die Experimente wurden mit
Genehmigung der Tierschutz- und Ethikkom-
mission durchgefiihrt (TVA 33.12-42502-04-
16/2269).

Ergebnisse

Eine Expression von TRPV4 konnte auf RNA-
und Proteinebene in primdren Hepatozyten
nachgewiesen werden. Im Calcium-Imaging
induzierten weder der TRPV4-Agonist GSK
1016790A noch NAPQI einen signifikanten
Calcium-Influx in Hepatozyten, was gegen
eine funktionelle Expression von TRPV4 in der
Zellmembran spricht. Rekombinante TRPV4-
Kandle in HEK293-Zellen dagegen werden
sowohl durch GSK als auch durch NAPQI
aktiviert. Der TRPV4-Blocker HC067047 re-
duziert die PCM-induzierte Nekrose sowohl
in murinen (von 96+10% auf 21+7%, n=7;
p<0,05) als auch in humanen (von 23 +11%
auf 6+£5%, n=6; p<0,05) Hepatozyten in vi-
tro. Ferner ist die PCM-induzierte Nekrose in
Hepatozyten der TRPV4”-Maus vermindert
(31+17%, n=4; p<0,05). Die Entstehung von
oxidativem Stress durch PCM in Hepatozy-
ten wird durch HC067047 signifikant nach
24h (von 6460+1490 U auf 2438+512 U,
n=9; p<0,05) und 48 h (von 15043 +708 U
auf 9652+2013 U, n=9; p<0,05) gesenkt. In
vivo verursacht PCM eine geringere Leber-
schddigung bei TRPV4”-Méusen im Vergleich
zum Wildtyp, gemessen an den Leberen-
zymen ALT (WT 9464+1271 U/L, TRPV4"
3140+534 U/L, n=9, p<0,05) und AST (WT

Abbildung 1
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9575+2231 U/L, TRPV4A” 3132774 U/L,
n=9, p<0,05). Auch histologisch sind Anzahl
und Ausmald der geschadigten Leberzellen
um die Zentralvenen in TRPV4"-Lebern im
Vergleich zum Wildtyp signifikant reduziert.
Die PCM-induzierte Leberzellnekrose wird
u.a. durch eine Nitrierung von Proteinen
durch Peroxinitrit verursacht [3]. Diese zeig-
te sich durch Nachweis von Nitrotyrosin in
Lebern von TRPV4”-Mdusen signifikant ver-
mindert (8 3% Flache des HPF) im Vergleich
zum Wildtyp (52 +7% Flache des HPF, n=9,
p<0,05). Auch die Anzahl an rekrutierten
neutrophilen Granulozyten nach einer PCM-
Uberdosierung ist in TRPV4*-Miusen signi-
fikant reduziert im Vergleich zum Wildtyp
(WT 393 +75, TRPV4" 226+25 GR1-pos.
Zellen/HPF, n=9, p<0,05).

Interpretation

Unsere Daten identifizieren TRPV4 als wich-
tige Komponente der PCM-induzierten He-
patotoxizitdt. Als Mechanismus scheint eine
NAPQI-induzierte Aktivierung von TRPV4 mit
einer konsekutiven Produktion von Peroxi-
nitrit moglich. Selektive TRPV4-Inhibitoren
konnten somit eine therapeutische Option fiir
die Behandlung der PCM-induzierten Hepa-
totoxizitat darstellen.
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Fragestellung

Postoperative pulmonale Komplikationen
(PPC) tragen zur Erhéhung von Morbiditét
und Mortalitit nach chirurgischen Eingriffen
bei [1]. PPC sind mit Verdnderungen der Plas-
maspiegel von Biomarkern der pulmonalen
Schadigung und Inflammation assoziiert. Bis-
her ist jedoch unklar, ob Patienten, die PPC
entwickeln, durch Biomarker identifiziert wer-
den kénnen. Ziel dieser Untersuchung war
es, die Kinetik ausgewdhlter Biomarker der
pulmonalen Schadigung und Inflammation im
Hinblick auf deren Fahigkeit zur Identifikation
dieser Patienten zu untersuchen. Zudem soll-
te der Einfluss des intraoperativ verwendeten
positiv endexspiratorischen Drucks (PEEP) auf
die Kinetik dieser Biomarker evaluiert werden.

Methodik

Die Untersuchung wurde als Substudie einer
randomisierten kontrollierten Studie zum
Einfluss der intraoperativen Anwendung von
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PEEP auf die Inzidenz von PPC durchgefiihrt
(clinicaltrials.gov, NCT01441791) [2]. Es
wurden Patienten, welche ein hohes Risiko
fir PPC gemalS Risikoscore [1] aufwiesen und
sich einem offenen abdominalchirurgischen
Eingriff unterzogen, eingeschlossen. Sie wur-
den randomisiert einer der beiden Gruppen
mit folgenden Beatmungseinstellungen fir
die intraoperative Beatmung zugewiesen:
1) einem PEEP von 12 cm H,O mit Lungen-
rekrutierungsmandvern und 2) einem PEEP
von 2 cm H,O ohne dieselben. In beiden
Gruppen wurde ein Tidalvolumen von 7 ml/
kg angewendet. Vor OP-Beginn, nach OP-
Ende und am fiinften postoperativen Tag wur-
den die Plasmaspiegel folgender Biomarker
der pulmonalen Schadigung und Inflamma-
tion bestimmt: Tumornekrosefaktor (TNF)-a,
Interleukin (IL)-6 und IL-8, losliche Form
des Receptors for Advanced Glycation End-
products (sRAGE), Surfactant Protein (SP)-D,
Clarazellprotein (CC)-16 und Krebs von den
Lungen 6 (KL6). PPC wurden als kombinier-
ter Endpunkt aus einem oder mehreren der
folgenden Ereignisse definiert: moderate und
schwere Hypoxdmie, Atelektase, Pleuraer-
guss, Bronchospasmus, pulmonale Infiltrate,
pulmonale Infektion, Aspirationpneumonitis,
ARDS, Lungenédem und Pneumothorax.
Unterschiede in der Kinetik der Plasmaspie-
gel der untersuchten Biomarker zwischen
Patienten ohne und mit PPC sowie zwischen
hohem und niedrigem PEEP wurden sowohl
fur absolute Werte als auch relative Werte im
Verhdltnis zum Ausgangswert vor OP-Beginn
untersucht. Die prognostische Genauigkeit
der untersuchten Biomarker wurde wiederum
sowohl fiir absolute als auch relative Werte
mittels ROC-AUC evaluiert.

Ergebnisse
Es wurden 242 Patienten, 120 in der Gruppe
mit hohem PEEP bzw. 122 in der Gruppe mit
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niedrigem PEEP, eingeschlossen, fiir welche
eine Inzidenz von PPC von 65,5% bzw. 50,9%
gemessen wurde. In allen Patienten stiegen
die Plasmaspiegel fiir TNF-a, IL-6, IL-8 und
CC-16 postoperativ im Vergleich zum pra-
operativen Ausgangswert an, wahrend jene
fir SP-D und KL6 abfielen. Der Plasmaspiegel
fir sSRAGE verdnderte sich nicht. Patienten mit
PPC zeigten im Vergleich zu Patienten ohne
PPC postoperativ einen stirkeren Anstieg der
Plasmaspiegel fiir TNF-a, IL-6 und IL-8 (Abb.
1A) sowie einen starkeren Abfall desselben
fir SP-D. Keiner der untersuchten Biomarker
zeigte eine ROC-AUC groler als 0,7. Die An-
wendung eines hohen PEEP war mit einem
starkeren postoperativen Anstieg von CC-16
assoziiert (Abb. 1B).

Interpretation

Patienten, die sich einem offenen abdomi-
nalchirurgischen Eingriff unterziehen und
PPC entwickeln, zeigen Verdnderungen der
Plasmaspiegel der Biomarker der pulmona-
len Schadigung und Inflammation. Keiner
der untersuchten Biomarker zeigt dabei eine
ausreichende prognostische Genauigkeit, um
diese Patienten direkt postoperativ zu iden-
tifizieren. Die Anwendung von hohem im
Vergleich zu niedrigem PEEP ist dabei mit ei-
nem postoperativen Anstieg eines Biomarkers
der pulmonalen Schédigung assoziiert.
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Fragestellung

Die topische Gabe von Nitroglycerin (NG)
verbessert sowohl die eingeschrankte gastrale
mikrozirkulatorische Oxygenierung (uHbO,)
als auch die Barrierefunktion der Schleimhaut
bei milder Himorrhagie am Hund [1]. Topi-
sches lloprost (llo) hingegen verbessert nur
die pHbO,. Unklar ist, wie diese Effekte
vermittelt werden. Eine Steigerung der im
Wesentlichen postkapilldr gemessenen Oxy-
genierung [1] konnte auf einen reduzierten
O,-Verbrauch hindeuten: durch Hemmung
der mitochondrialen Atmungskette oder
durch Steigerung der Effizienz der oxidativen
Phosphorylierung [2,3]. Die unverdnderte
Barrierefunktion unter llo trotz verbesserter
pHbO, konnte durch einen direkten Einfluss
auf die Barrierefunktion, z.B. eine Schadigung
der Tight junctions, bedingt sein. Ziel dieser
Studie war es daher, in vitro zu untersuchen,
1. inwieweit llo und NG die intestinale mito-
chondriale Funktion und 2. die Barrierefunk-
tion direkt, und damit unabhdngig von einer
Wirkung auf die Mikrozirkulation, beeinflus-
sen.

Methodik

Die Bestimmung der mitochondrialen Respi-
ration erfolgte mittels einer Clark-Elektrode
(Mitocell 782, Strathkelvin Instruments, Glas-
gow, Scotland) in Homogenaten aus Colon-
gewebe von 16 gesunden méannlichen Wistar-
Ratten (240-280 g) (Organentnahme, internes
AZ: O27/12). Es wurden die maximale mi-
tochondriale Atmung (State 3) und der Sau-
erstoffverbrauch nach ADP-Gabe (AO) nach
Stimulation tber Komplex I und 1l gemessen.
Die Messung erfolgte vor (Ausgangswert,
(AW)) und nach 15-mindtiger Inkubation mit
llo (0,1 pg/ml und 1 pg/ml) oder mit NG (25
pg/ml und 250 pg/ml) (je n=8), entsprechend
der hochsten applizierten Konzentration im
Hundemodell und zusatzlich in 0,1-facher
Konzentration, um die In-vivo-Situation (Ver-
diinnung im Magen) darzustellen [1]. Der
ADP/O-Quotient als MaR fiir die Effektivitat
der oxydativen Phosphorylierung wurde aus
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den gemessenen Werten berechnet (ADP-
Menge/AO). Die direkte Wirkung der o.g.
Konzentrationen von llo und NG oder Zell-
kulturmedium alleine auf die Barrierefunktion
wurde 48 h nach Inkubation mittels parazel-
lularer Fluorescein-5(6)-sulfonsaure-(FS)-Dif-
fusion Uber eine Caco-2-Monolayer (humane
epitheliale Colon-Adenokarzinomzelllinie) in
der Transwell-Kammer als In-vitro-Modell der
Darmschleimhaut untersucht (n=6 pro Grup-
pe). Die FS-Konzentration wurde spektropho-
tometrisch erfasst und angegeben als prozen-
tuales Verhdltnis basolateral/apikal. Die Daten
sind angegeben als MW +SD, T-way ANOVA
+ Dunnett fir multiple Vergleiche (*p<0,05
vs. AW).

Ergebnisse

llo und NG reduzierten die maximale mito-
chondriale Atmung (State 3) bei der Stimu-
lation Uber Komplex | und Il konzentra-
tionsunabhéngig (Komplex | (Abb.T1A): AW:
100%/2,0+£0,32 nmol/min/mg, llo 1 pg/ml:
73+13%*/1,5+0,35 nmol/min/mg, NG
250 pg/ml: 62+10%*/1,2+0,29 nmol/min/
mg; AW: 100%/ 2,31+0,5Tnmol/min/mg ,
llo 0,1 pg/ml: 75+£11%*/1,8+0,45 nmol/
min/mg, NG 25 pg/ml: 77 +11%%/1,8+0,43
nmol/min/mg; Komplex Il: AW: 100%/2,8 +
0,98 nmol/min/mg, llo 1 pg/ml: 70+£23%*/
1,9+0,68 nmol/min/mg, NG 250 pg/ml:
65+13%*/1,8+0,75 nmol/min/mg; AW:
100%/2,96 0,61 nmol/min/mg, llo 0,1 pg/
ml: 72+13%%2,0+0,38 nmol/min/mg, NG
25 pg/ml: 65+9%*1,9+0,43 nmol/min/mg).
llo erhohte den ADP/O-Quotienten in der
niedrigeren Konzentration fiir Komplex Il
und in der hoheren fiir beide Komplexe, NG
erhéhte den ADP/O-Quotienten konzentra-
tionsabhdngig nur fiir Komplex | (Komplex
I (Abb 1B): AW: 100%/1,6+0,50, llo 1 pg/
ml: 148+56%%2,2+0,91, NG 250 pg/ml:
166 +34%*/2,5+0,53, AW: 100%/1,4+0,39,
llo 0,1 pg/ml: 150+57%/2,1+0,85, NG 25
pg/ml: 187 +135%/2,7+1,79, Komplex II:
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AW: 100%/1,3 0,44, llo 1 pg/ml: 150 £47%*/
1,9+0,82, NG 250ug/ml: 130+£43%/1,7+0,7,
AW 100%/1,3+0,33, llo 0,1 pg/ml: 189+
51%%2,4+0,78, NG 25pg/ml: 149 +43%/
1,9+0,59). Beide Substanzen hatten keinen
direkten Einfluss auf die FS-Permeabilitat der
Caco-2-Monolayer.

Interpretation

llo und NG reduzieren die ADP-induzierte
Atmung, vermindern den mitochondrialen
O,-Verbrauch und verbessern die Effektivi-
tit der oxidativen Phosphorylierung in in-
testinalen Mitochondrien. Eine verbesserte
pHbO, unter topischer Therapie mit llo und
NG kénnte somit durch die modifizierte mi-
tochondriale Funktion bedingt sein. Ilo und
NG haben keinen direkten Einfluss auf die
FS-Permeabilitit. Die in vivo beobachteten
Effekte sind somit moglicherweise nicht
durch einen direkten, schidigenden Einfluss
von llo auf die Barrierefunktion bedingt. Die
Verbesserung der Effektivitdt der oxidativen
Phosphorylierung konnte teilweise die in vivo
beobachtete Verbesserung der intestinalen
Barrierefunktion durch NG erklaren. Unklar
bleibt, ob und ggf. wodurch dieser Effekt bei
llo aufgehoben wird.
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Fragestellung

Die bakterielle Pneumonie ist eine haufige
Erkrankung bei kritisch kranken Patienten und
geht mit einer hohen Letalitdt einher [1]. Hier-
bei kommt es zur Aktivierung des Immunsys-
tems und zur Rekrutierung von polymorph-
kernigen neutrophilen Granulozyten (PMN)
in die Lunge [1]. Die Aktivierung von Integri-
nen (z.B. LFAT) auf PMN's ist hierfiir essentiell.
Die Bindung von Selektinen auf entziindeten
Endothelzellen an den Rezeptor PSGL-1 auf
PMN:ss fiihrt zur Integrinaktivierung mit Induk-
tion einer halboffenen Konformation, welche
durch Bindung an das endotheliale Adhdsi-
onsmolekiil ICAM-1 die Rollgeschwindigkeit
der PMNs auf dem Endothel vermindert. Die
weitere Stimulation von PMNs mit Chemo-
kinen induziert die offene Konformation der
Integrine, welche durch eine hohere Bin-
dungsaffinitat zur festen Adhdsion der PMNs
auf den Endothelzellen fihrt [2]. Anschlie-
Rend erfolgt das intravaskuldre Crawling der
PMNSs vor der Transmigration in das perivas-
kuldre Gewebe [2]. Der inhibitorische MHC
| Rezeptor Ly49Q ist vornehmlich auf PMNs
exprimiert. Das Transmembranprotein Ly49Q
enthdlt an seinem intrazelluldren Schwanz
eine inhibitorische ITIM- (immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif-) Doméne,
welche eine wichtige Funktion in der Regu-
lation von intrazelluldren Signalkaskaden im
Rahmen der Immunantwort hat [3]. Die ge-
naue Bedeutung von Ly49Q in diesem Pro-
zess ist jedoch bis dato unbekannt. Ziel dieser
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Studie war es, die Rolle von Ly49Q in der
Integrinaktivierung und PMN-Rekrutierung
sowie die funktionale Bedeutung fiir die Im-
munantwort zur Bekdmpfung der bakteriellen
Pneumonie zu untersuchen.

Methodik

Eine Pneumonie wurde bei Mdusen durch In-
stillation von K. pneumoniae induziert. Nach
24 Stunden wurden die Anzahl der PMNs in
der bronchoalveoldren Lavage (BAL) und im
Lungengewebe sowie die Anzahl der Bakte-
rien in der BAL, Lunge und Milz quantifiziert
(n=4). Um die Leukozytenrekrutierung im M.
cremaster in vivo zu untersuchen, wurden bei
Wildtyp-Méusen und Ly49Q” Mausen die
Rollgeschwindingkeit sowie die Anzahl der
adhdrenten und transmigrierten Leukozyten
mit Hilfe der Intravitalmikroskopie 2 Stun-
den nach intraskrotaler Injektion von TNFa
untersucht. In weiteren Experimenten wur-
de den Mdusen CXCLT (ber einen Katheter
intravaskuldr appliziert und der Leukozyten-
Arrest Uber einen Zeitraum von 15 Minuten
analysiert. Das Leukozyten-Crawling wurde
in vivo mit Hilfe der Intravitalmikroskopie
des M. cremaster unter CXCL1-Superperfu-
sion sowie in vitro mit CXCL1-stimulierten
PMNs in Flusskammern untersucht. Die
statistische  Signifikanz-Bestimmung erfolgte
mittels One-way ANOVA und anschlielen-
dem Student-Newman-Keuls-Test oder t-Test.
Das Signifikanz-Niveau wurde bei p<0,05
festgesetzt. Alle Tierversuche wurden von der
Tierschutzkommission genehmigt.

Ergebnisse

Die Induktion einer bakteriellen Pneumonie
fiihrte bei Ly49Q” Mdusen zu einer vermehr-
ten Rekrutierung von PMNs in die Lunge mit
jedoch signifikant verminderter Transmigra-
tion in den Alveolarraum. In der Folge war bei
Ly49Q” Miusen die Bakterienlast in der BAL,
im Lungengewebe und in der Milz signifikant
hoher als bei Wildtyp-Mausen. In der Intravital-
mikroskopie des M. cremaster zeigten Leuko-
zyten bei Ly49Q” Mdusen verglichen mit WT
Mausen eine verminderte Rollgeschwindigkeit
(6,2+1,2 vs. 2,3+0,7pm/s, p<0,001), eine
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vermehrte Anzahl intravasal adharenter Leu-
kozyten (782 + 167 vs. 1420 + 89 Zellen/mm?,
p<0,01) bei gleichzeitig reduzierter Trans-
migration (102 vs. 4+ 1 Zellen/1,5x104pm?,
p<0,01). Die reduzierte Rollgeschwindigkeit
von Ly49Q” PMNs konnte auch in vitro in
Experimenten mit E-Selektin/ICAM-1 be-
schichteten Flusskammern bestétigt werden.
Ly49Q” PMNs wiesen sowohl in vivo im M.
cremaster als auch in vitro in Flusskammer-
experimenten einen erhohten Chemokin-
induzierten Arrest auf. Das sich an den
PMN-Arrest anschlieBende Crawling war bei
Ly49Q” PMNs sowohl in vivo als auch in
vitro vermindert. Des Weiteren war in vitro
die Bindung von ICAM-1 an das Integrin
LFAT auf PMNs nach CXCL1-Stimulation in
Ly49Q” PMNs erhoht.

Interpretation

Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass
Ly49Q fur eine regulierte PMN-Rekrutierung
im Rahmen inflammatorischer Prozesse not-
wendig ist. In Abwesenheit von Ly49Q
kommt es zu einer Uberschiefenden Akti-
vierung des Integrins LFAT mit verminderter
Rollgeschwindigkeit und erhohter intravasku-
ldrer Adhdrenz von PMNs. Da aber im wei-
teren Verlauf auch das Losen dieser initialen
Integrin-Liganden-Bindung fiir das weitere
Crawling und die Transmigration der PMNs in
das entziindete Gewebe notwendig ist, fiihrt
die deregulierte Integrin-Uberaktivierung in
Ly49Q" Mdusen zu einer verminderten Trans-
migration in den Alveolarraum und zu einer
schwerwiegenden Beeintrdchtigung der Im-
munantwort.
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Fragestellung

MHC-Klasse-1I-Molekiile (MHCII) sind fir die
Prasentation von Antigenen an der Zellober-
fliche von Monozyten und dendritischen
Zellen essentiell. Durch die Prasentation von
Antigen an T-Zellen kann eine spezifische
Immunantwort oder eine Autoimmunerkran-
kung ausgelost werden.

Die molekularen Mechanismen der Antigen-
prdsentation sind nur teilweise verstanden
[1]. Klinische Studien zeigen, dass die Stirke
der Oberflichenexpression von beladenem
MHCII (HLA-DR) auf Monozyten nach einem
operativen Trauma stark reduziert ist [2]. Diese
Reduktion wird mit einer Schwachung des
Immunsystems assoziiert und korreliert in
Sepsis-Patienten stark mit der Uberlebens-
chance [2]. Ein besseres Verstandnis der mo-
lekularen Regulation der HLA-DR-Expression
ist daher wichtig. Folgende zwei Hypothesen
wurden getestet: miRNAs beeinflussen 1) die
korrekte Beladung von MHC-II-Molekiilen,
2) die HLA-DR-Oberfldchenexpression.

Methodik
Der Einfluss der wichtigsten 2.048 miRNA-
Mimics wurde in einem Hochdurchsatzver-
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fahren mittels Durchflusszytometrie analy-
siert. Daflir wurden die miRNAs in eine
Melanoma-Zelllinie (MeljuSo) transfiziert, und
nach drei Tagen wurde eine Immunfluores-
zenz-Farbung durchgefiihrt. Dabei wurden
zwei direkt markierte monoklonale Antikor-
per verwendet: CerCLIP fir nicht-korrekt be-
ladene und 1243 fiir korrekt beladene MHCII-
Molekiile. Fiir ausgewdhlte miRNAs wurde
zusétzlich mittels Durchflusszytometrie die
HLA-DR-Totalexpression gemessen und die
Verteilung der HLA-DR-Molekiile in der Zelle
mikroskopisch dargestellt.

Resultate

Keine der untersuchten miRNAs fiihrte zu
einer starken Verdnderung der Oberflichenex-
pression von nicht-korrekt beladenen MHCII-
Molekilen (-2< Z-Score <2). 45 miRNAs in-
duzierten eine starke Hochregulation von
HLA-DR an der Zelloberfliche (Z-Score >2),
6 miRNAs flhrten zu einer starken Erniedri-
gung der HLA-DR-Oberflachenexpression
(Z-Score <-2). 16 miRNAs wurden fur wei-
tere Untersuchungen selektioniert, und die
Resultate konnten reproduziert werden. Im
Gegensatz zur Oberflichenfarbung fiihren
nicht alle miRNAs zu signifikanten Verdnde-
rungen der ,Total-HLA-DR-Expression” (Abb.
1). Die miRNAs 1253, 214-3p, 4753-5p und
193b-3p fiihrten zwar zu einer stark erhoh-
ten Oberflichenexpression von HLA-DR, die
, Total-HLA-DR-Expression” ist jedoch nicht
verdndert. Die Fluoreszenzmikroskopie zeigt
weiter, dass gewisse miRNAs zu einem verdn-
derten intrazelluldren HLA-DR-Expressions-
muster fihrt.
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Interpretation

miRNAs scheinen keinen signifikanten Ein-
fluss auf die korrekte Beladung von MHCII-
Molekiilen zu haben. Im Gegensatz dazu
fiithren verschiedene miRNAs zu starken
Verdnderungen der HLA-DR-Oberfldchen-
Expression (Erh6hung oder Erniedrigung). Es
gibt verschiedene Mdglichkeiten, wie die ge-
fundenen miRNAs die Oberflichenexpres-
sion beeinflussen kénnten: 1) direkte Inter-
aktion mit den Transkripten von HLA-DR,
2) Interaktion mit Suppressoren/Enhancern
des HLA-DR-Netzwerkes, 3) Beeinflussung
von Faktoren, die die Lokalisation der HLA-
DR-Molekiile in der Zelle bestimmen. In
weiteren Studien miissen die genauen Me-
chanismen noch detaillierter aufgeklart und
die Resultate in priméren Zellen und Patien-
tenmaterial reproduziert werden.

Durch die Studie wurde das Wissen bzgl. der
Mechanismen der Antigenprasentation erwei-
tert, und langfristig konnten die Erkenntnisse
helfen, das Immunsystem kritisch kranker Pa-
tienten positiv zu beeinflussen.

* Gleichberechtigte Erstautoren
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Einfluss von miRNA auf die gesamte HLA-DR-Expression einer Zellen: A) ausgewahlte miRNA-Hits, die zu einer starken Erh6hung und B) zu einer starken Erniedrigung
der HLA-DR-Oberflachenexpression fiihren (sign. Unterschiede verglichen zu Kontrollen dargestellt, Kruskal-Wallis mit Dunn’s Korrektur).
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Fragestellung

Monozyten spielen bei der Induktion und
Aufrechterhaltung inflammatorischer Prozes-
se, wie z.B. der Sepsis, eine zentrale Rolle.
Sie gelangen durch Chemotaxis, endotheliale
Adhdsion und Transmigration an den Ort der
Inflammation. Dies wird mafigeblich durch
Chemokinrezeptoren und Adhésionsmole-
kiile vermittelt, wobei die zugrundeliegenden
Regulationsmechanismen noch weitgehend
unbekannt sind [1,2]. Wir konnten bereits
zeigen, dass miR-125a den Chemokinrezep-
tor 2 (CCR2) reguliert und dass diese Interak-
tion die monozytire Chemotaxis beeinflusst.
Da miRNAs bevorzugt innerhalb funktionel-
ler Netzwerke agieren, sind wir nun der Frage
nachgegangen, ob miR-125a auch die endo-
theliale Adhédsion und Diapedese beeinflusst,
und welche weiteren Zielgene daran beteiligt
sein kénnten.

Methodik

Primdre Monozyten gesunder Spender wur-
den mit miR-125a bzw. Kontroll-miR elektro-
poriert und fiir 24 h inkubiert. Danach wurde
a) RNA extrahiert, mittels Microarray unter-
sucht, und b) die Expression von CCR2 und
JAML mittels real-time PCR (qPCR) bestimmt.
Der 3'UTR des JAML-Gens wurde in einen
Reportervektor kloniert. Das Konstrukt wurde
mit miR-125a oder Kontroll-miR in HEK293-
Zellen transfiziert; die Reporteraktivitit wurde
luminometrisch gemessen. Fir Adhésionsun-
tersuchungen wurden Monozyten mit miR-
125a oder siRNA gegen JAML bzw. CCR2
oder Kontroll-miR/-siRNA transfiziert, nach
16h Inkubation mit 4pM Calcein AM inku-
biert und tiber TNFa-aktivierte HUVECs per-
fundiert (shear rate: 5 dyn/cm?, Perfusionszeit:
45 Min). Anschliefend wurde die Anzahl der
am Endothel adhérierenden Zellen fluores-
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zenzmikroskopisch und fluorometrisch quanti-
fiziert. Vollblut-RNA (PAXGene) von Patienten
mit Diagnose ,Sepsis” (Abnahme bis 2 h nach
Diagnosestellung) und von gesunden Proban-
den wurde extrahiert, und die Expression von
JAML, CCR2 sowie miR-125a wurde mittels
gPCR bestimmt. Samtliche bendtigten Ethik-
voten und Einverstandniserklarungen lagen
vor. Die statistische Auswertung erfolgte mit-
tels t- bzw. Mann-Whitney-U-Test, angege-
ben sind Mittelwerte+SD.

Ergebnisse

Nach Auswertung des Microarrays wurde das
Leukozyten-Adhdsionsmolekil JAML  (Junc-
tion adhesion molecule like) als weiteres po-
tentielles Zielgen der miR-125a identifiziert.
Mittels Reporterexperimenten konnte eine
direkte Regulation von JAML durch miR-125a
nachgewiesen werden (Luciferase vs. Kont-
rolle -25,8+5,8%; n=7; p<0,001). In einem
Modell der monozytiren Adhdsion unter
inflammatorischen Bedingungen verringerte
sich die Anzahl der am Endothel adhdrie-
renden Monozyten nach Transfektion von
miR-125a gegeniiber der Kontrolle deutlich
(Abb.TA; -33,4+8,4%; n=3; p=0,018). Die
eingesetzten primdren humanen Monozyten
wiesen nach Transfektion von miR-125a eine
signifikant reduzierte Expression der JAML-
und der CCR2-mRNA auf (-42,3+7,7% bzw.
-49,7+5,6%, n=7-10, p<0,001). siRNA-Expe-
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rimente zeigten, dass sowohl JAML als auch
CCR2 fiir die Adhdsionsvorgdnge essentiell
ist. Bei Patienten in der Friihphase einer Sep-
sis zeigte sich in Immunzellen eine signifi-
kante Induktion von CCR2 und JAML sowie
eine signifikante Reduktion der miR-125a im
Vergleich zu gesunden Probanden (Abb.1B;
JAML: 1,65fach+0,1; n=34; p=0,033; CCR2:
2,57fach+£0,4; n=34; p=0,011; miR-125a
-43,7£12,3% n=19; p=0,012).

Interpretation

miR-125a inhibiert tiber unterschiedliche Si-
gnalwege die Chemotaxis und Transmigration
humaner Monozyten. In der Frithphase einer
Sepsis findet sich eine verminderte miR-125a
Expression, einhergehend mit einer verstark-
ten Expression der Adhdsion- und Chemota-
xis-vermittelnden Zielgene JAML und CCR2.
Damit kann miR-125a an der Entwicklung
des hyperinflammatorischen Phanotyps einer
friihen Sepsis beteiligt sein, was diagnostisch
gentitzt werden konnte.
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A: Adhdsionsassay. Humane Primdre Monozyten wurden mit miR-125a bzw. Negativkontrolle transfiziert,
mit Calcein fluoreszengelabelt und Giber TNFa-aktivierte Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs)
perfundiert und anschliefend die Calcein-Fluoreszenz quantifiziert.

B: mRNA-Expression von miR-125a und der miR-125a-Zielgene CCR2 und JAM-L in der Frithphase der

Sepsis.
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Fragestellung

Die Matrixmetalloproteinase ADAM10 fihrt
zur proteolytischen Spaltung und Aktivie-
rung verschiedener Proteine, die eine Rolle in
akuter oder chronischer Neurodegeneration
spielen. Die Funktionen von ADAM10 und
nachgeschalteter Prozesse nach traumatischer
Hirnverletzung sind unvollstandig aufgeklart
und konnten von therapeutischer Relevanz
sein [1]. Um diese Hypothese zu tberpri-
fen, wurden in der vorliegenden Studie die
Auswirkungen der pharmakologischen und
genetischen Inhibition von ADAMT10 nach
experimenteller traumatischer Hirnverletzung
im Mausmodell untersucht.

Methodik

Alle Tierexperimente wurden nach Geneh-
migung durch das Landesuntersuchungsamt
Rheinland-Pfalz durchgefiihrt. Durch einen
rechtsparietalen controlled cortical impact
(CCl) wurde unter Isofluranandsthesie eine
traumatische Hirnschadigung induziert. Die
systemische, pharmakologische Inhibition von
ADAM10 erfolgte durch intraperitoneale
Injektion von GI254023X (Gl): 100 mg/kg
Korpergewicht, 30 min und 24 h nach CCl;
Scheinversuch (Vehikel n=9, Gl n=7) vs. CCl
(Vehikel n=11, GI n=12). Die genetische Inhi-
bition von ADAM10 wurde durch konstitutiv
neuronale Uberexpression einer dominant-
negativen, katalytisch inaktiven ADAM10-
Proteinmutante (ADAMT10-DN) erreicht [2];
Scheinversuch (Wildtyp (WT) n=8, ADAM10-
DN n=7) vs. CCI (WT n=9, ADAM10-DN
n=10). Die Gehirne wurden nach sieben
Tagen Uberlebenszeit fiir (immun-) histolo-
gische, molekularbiologische und bioche-
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mische Analysen prozessiert. Vor und nach
Trauma wurden sensorimotorische (Rotarod)
und neurologische (Neuro-Defizit-Score) Un-
tersuchungen durchgefiihrt. Die statistische
Auswertung erfolgte bei parametrischer Ver-
teilung mittels t-Test, bei nicht-parametrischer
Verteilung mittels  Mann-Whitney-U-Test
(Signifikanz bei p<0,05, Mittelwerte + SEM).

Ergebnisse

Der histopathologische Hirnschaden war
sieben Tage nach Trauma in Gl behandelten
Mausen und in ADAM10-DN-Mausmutanten
signifikant vermindert (Vehikel: 17,5 mm®+
0,89 vs. Gl: 15,2 mm*+0,88, p=0,037; WT:
21,5 mm*+0,98 vs. ADAM10-DN: 17,5 mm?
+0,99, p=0,0108; Abb. 1). Die systemische,
pharmakologische Inhibition von ADAM10
fihrte im Gegensatz zur genetischen Inhibi-
tion zu einer verbesserten sensorimotorischen
Koordination an Tag 7 (Vehikel: 65,8 sec+6,2
vs. Gl: 95,8 sec+8,6, p=0,011). Funktionel-
le neurologische Defizite waren durch die
Inhibition von ADAM10 im Vergleich zu Ve-
hikel behandelten oder Wildtyp Tieren nicht
beeinflusst. Die pharmakologische und gene-
tische Inhibition von ADAM10 hatte sieben
Tage nach Trauma keinen Einfluss auf die

Abbildung 1
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CCl-induzierte Erhthung der mRNA-Expres-
sion pro-inflammatorischer Zytokine (TNFo,
Interleukin-1B) und die Steigerung von Ast-
rozyten- (GFAP) und Mikrogliamarkern (Ibat,
Argl1). Das APP-Spaltfragment APPsa war bei
ADAMT10-DN-Mdusen nach Scheinbehand-
lung reduziert, aber unverdndert nach CCl im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen.

Interpretation

Die Ergebnisse zeigen, dass die Inhibition
von ADAMT10 eine potentielle Therapiemdg-
lichkeit darstellt, um den traumatischen se-
kunddren Hirnschaden positiv zu beeinflus-
sen. Weder die Aktivierung von Astro- und
Mikroglia noch die potentiell neuroprotektive
Funktion von APPsa [3] scheinen bei der
Maus zur Verminderung des Hirnschadens
nach genetischer und pharmakologischer
Hemmung von ADAM10 beizutragen.
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Fragestellung

Mutationen mit Funktionsverlust des span-
nungsabhdngigen Natriumkanals Na,1.7
fihren zu lebenslanger Schmerzinsensiti-
vitdt bei Maus und Mensch. Kirzlich wurde
nachgewiesen, dass das endogene Opioid
met-Enkephalin in sensorischen Neuronen
konditionaler Na, 1.7-defizienter Mause (Ad-
villin-Cre) verstarkt exprimiert wird [1]. Die
Behandlung mit dem Opioidrezeptor-Antago-
nisten Naloxon fiihrte zur partiellen Rekon-
stitution der Schmerzwahrnehmung sowohl
bei Na, 1.7-defizienten Mdusen als auch beim
Menschen [1]. Es verblieb jedoch unklar, ob
Na,1.7-defizienz nur die verstirkte Expres-
sion von sezernierten Opioiden bewirkt oder
auch intrazelluldre pro- und anti-nozizeptive
Signalwege reguliert werden.

Methodik

Fiir die hier vorgestellte zelluldre Analyse von
pro- und anti-nozizeptiven Signalkaskaden in
primdren nozizeptiven Neuronen haben wir
erstmalig einen “High Content Screening”-
Mikroskopie-basierten Test etabliert [3,4],
der die Analyse der Aktivitdt von endogenen
Opioidrezeptoren in hunderttausenden von
Zellen auf Einzelzellniveau ermdglicht. Es
wurden die Effekte von pronozizeptiven Me-
diatoren (Serotonin, Prostazyklin, Forskolin,
cAMP) und Opioiden (DAMGO, Fentanyl)
auf die immunzytochemisch dargestellten
phospho-RIl (pRIl)-Signale der endogenen
Typ-ll-Protein-Kinase-A (PKA-Il) als direktes
Korrelat der PKA-Aktivitit an konditionalen
Na,1.7- und Na,1.8-defizienten (Advillin-
Cre) Mausen untersucht. Zudem wurden tet-
rodotoxin-resistente Strome nach Zugabe von
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Opioiden an sensorischen Neuronen Na,1.7-
defizienter Mduse mittels Elektrophysiologie
vermessen.

Ergebnisse

In nozizeptiven Neuronen Na,1.7-defizien-
ter Mduse war die maximale Amplitude der
pronozizeptiven Signaltransduktion durch
Serotonin iiber Go,/cAMP/PKA-gekoppelte
5-HT-Rezeptoren um 37% verringert (n=5,
F1/64=53,6, p<0,0001, Extra-sum-of-squares
F-Test). Auch die Expression der regulatori-
schen PKA-Untereinheit RIIf war in Na,1.7-
defizienten sensorischen Neuronen um 11%
verringert (n=5, p<0,0001, Zweifaktorielle
ANOVA mit Bonferroni’s Test). Andererseits
war die Effizienz der anti-nozizeptiven Sig-
naltransduktion durch Gai-gekoppelte Opi-
oidrezeptoren deutlich erhéht. Wéhrend
Opioide bei Wildtyp-Mdusen die Serotonin-
induzierte pRIl-Intensitdt auf maximal 50%
reduzierten, konnten bei Na 1.7"-Mdusen
rund 80% dieses Signals mit Opioiden ge-
blockt werden (n=4 ; F,5=13,6, p<0,0001
fir die Dosis-Wirkungskurve; Extra-sum-of-
squares F-Test). Dieser Effekt war unabhan-
gig vom stimulierenden Rezeptor, da auch
die Forskolin-induzierte PKA-II-Aktivitdt bei
Nav1.7” Neuronen durch Opioide effektiver
blockiert werden konnte. Diese synergistische
Regulation der Signalwege bewirkte die ver-
starkte Inhibition von Tetrodotoxin-resistente
Stromen durch Opioide.

Abstracts

Interpretation

Die Ergebnisse zeigen, dass Na,1.7 die Ba-
lance von pro- und anti-nozizeptiver Signal-
transduktion reguliert. Der Verlust von Na, 1.7
fiihrt zu einer Verschiebung dieser Balance in
Richtung anti-nozizeptiver Signaltransduktion
und erlaubt die nahezu vollstindige Blockade
von PKA-Signalwegen. Dieser Mechanismus
suggeriert, dass Na,1.7 Inhibitoren potente
Schmerzadjuvanzien sind, die den durch
Opioide erreichbaren analgetischen End-
punkt verbessern kénnen.
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Fragestellung

Postoperative Ubelkeit und postoperatives
Erbrechen (PONV) tritt ohne wirksame Pro-
phylaxe mit einer Inzidenz von rund 30%
nach Allgemeinandsthesien auf. Besonders
bei Hochrisikopatienten mit einer Inzidenz
von bis zu 80% ist eine multimodale Anti-
emetikaprophylaxe erforderlich, um die Wahr-
scheinlichkeit eines PONV-Ereignisses be-
deutsam zu senken [1]. Fiir Amisulprid, einen
Dopaminantagonisten mit gutem Vertréglich-
keitsprofil, konnte die Wirksamkeit als Mo-
noprophylaxe bereits gezeigt werden [2,3].
Das Ziel dieser Studie bestand nun darin, die
Wirksamkeit und das Nebenwirkungsprofil
von Amisulprid als Kombinationsprophylaxe
zusammen mit einem anderen Antiemetikum
im Rahmen einer Phase-Il-Studie zu evalu-
ieren.

Methodik

Nach Erhalt eines positiven Ethikvotums wur-
den Patienten, die sich einem chirurgischen
Eingriff (Andsthesiedauer =1 Stunde) in Allge-
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meinandsthesie mit volatilem Andsthetikum
unterzogen und mindestens drei Risikofak-
toren ftir PONV (weibliches Geschlecht,
Nichtraucher-Status, PONV nach friiheren
Narkosen/Reisekrankheit, erwartete postope-
rative Opioid-Gabe) aufwiesen, bei Vorliegen
des schriftlich dokumentierten Einverstand-
nisses in die Studie eingeschlossen. Die Ran-
domisierung wurde mit verborgener Zuord-
nung durchgefiihrt. Nach Narkoseeinleitung
wurden den Studienteilnehmern entweder 5
mg Amisulprid oder das gleiche Volumen ei-
nes Placebos intravends zusdtzlich zu einem
weiteren Antiemetikum (4 mg Ondansetron
oder 4 mg Dexamethason) tiber T Minute in-
travends verabreicht, wobei die Anwendung
des Priifmedikamentes doppelt-verblindet
erfolgte. Der primdre Endpunkt war erreicht,
wenn innerhalb von 24 Stunden nach OP-En-
de kein Erbrechen oder Wiirgen aufgetreten
und keine Gabe einer antiemetisch wirken-
den Medikation (Rescue-Medikation) erfor-
derlich war. Als sekundarer Endpunkt waren
unter anderem das Auftreten von signifikanter
Ubelkeit, das Auftreten von Erbrechen sowie
die Verwendung von Rescue-Medikation de-
finiert. Eine Studienregistrierung erfolgte bei
ClinicalTrials.gov (NCT 02337062).

Ergebnisse

Von Februar bis September 2015 wurden an
29 Zentren in Deutschland, Frankreich und
den USA 1.297 Patienten in die Studie ein-
geschlossen, von denen 1.204 randomisiert
und 1.147 (mITT =modified intention-to-treat)
fir den primdren Endpunkt analysiert werden
konnten. 57,7% aller Patienten (95%-Kon-
fidenzintervall [KI] 54-62%) in der Amisul-
pridgruppe erreichten den primdren End-
punkt im Vergleich zu 46,6% (KI 43-51%) in
der Placebogruppe (p<0,001). Signifikante
Ubelkeit (=4 auf einer 11-PunktVRS) trat in der
Amisulpridgruppe bei 37,1% (33-41%) der
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Patienten auf, in der Placebogruppe bei 47,7%
(44-52%) (p<0,001). Erbrechen oder Wiirgen
wurde bei 13,8% (11-17%) der Amisulprid-
und 20,0% (17-23%) der Placebopatienten
berichtet (p=0,003). Rescue-Medikation
wurde in 40,9% (37-45%, Amisulprid) bzw.
49,4% (45-53%, Placebo) aller Fille gegeben
(p=0,002). Die Inzidenz von Nebenwirkun-
gen, Laborabweichungen und EKG-Verdnde-
rungen war in beiden Gruppen gleich.

Interpretation

Amisulprid ist hinsichtlich des Auftretens von
PONV bei Hochrisikopatienten auch im Rah-
men einer Kombinationstherapie mit einem
anderen wirksamen Antiemetikum gegentiber
Placebo iiberlegen. Die Nebenwirkungsrate
in Bezug auf relevante Endpunkte unterschied
sich nicht. Aufgrund der vorliegenden Daten
erscheint Amisulprid als vielversprechende
neue antiemetische Substanz im Rahmen ei-
nes multimodalen Ansatzes zur Prdvention
von PONV bei Hochrisikopatienten.
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Fragestellung

Halothan induziert bei Patienten mit Veran-
lagung zur malignen Hyperthermie (MH)
eine gesteigerte sarkoplasmatische Kalzium-
freisetzung und fihrt zu einer muskuldren
Kontraktur im In-vitro-Kontrakturtest. Bereits
gezeigt wurde, dass eine intramuskuldre Lak-
tatmessung nach lokaler Halothaninjektion
zur Differenzierung zwischen MH-veranlag-
ten (MHS) und nicht MH-veranlagten (MHN)
Individuen geeignet ist.[1] Sonoelastographie
ermoglicht nicht-invasiv und in Echtzeit, die
mechanischen Eigenschaften von Gewebe
zu visualisieren und zu quantifizieren [2]. In
dieser Studie verglichen wir mittels Scherwel-
lenelastographie Muskelhérteverdanderungen
bei MHS- und MHN-Schweinen nach intra-
muskuldrer Halothan-Applikation.

Methodik
Nach Genehmigung des Versuchsvorhabens
durch die Regierung von Unterfranken wur-

Abbildung 1
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den 16 Schweine (9 MHS, 7 MHN) untersucht.
Unter kontinuierlichem Monitoring von EKG,
SpO,, arteriellem Blutdruck und Korpertem-
peratur wurden speziell gefertigte Mikrodia-
lysesonden mit integriertem Zuspritzkatheter
unter sonographischer Kontrolle im M. graci-
lis platziert und mit Ringerl6sung (1 pl/min)
perfundiert. Die Scherwellenelastographie
erfolgte quantitativ (Young-Elastizititsmodul
in kPa) mittels Aixplorer® (Fa. Supersonic
Imagine, Frankreich). Nach initialer Elastogra-
phiemessung im Muskelareal um die jeweili-
ge Sonde wurden tiber den Zuspritzkatheter
300 pl Halothan-Sojabohnendl-Gemisch in
unterschiedlichen Konzentrationen (0; 1; 2,5;
5 und 10 Vol.-%) appliziert. Elastographie-
messungen wurden 1, 5, 15, 30, 45 und 60
Minuten nach Injektion wiederholt und die
Elastizitdtsdifferenz zum Ausgangswert ermit-
telt. Zusatzlich wurde die lokale Laktatkon-
zentration aus dem Dialysat photospektro-
metrisch in 15-Minuten-Intervallen bestimmt.
Ergebnisse sind als Median und Quartilen-
spanne angegeben, die statistische Auswer-
tung erfolgte mittels t-Test, p<0,05 wurde als
statistisch signifikant angenommen.

Ergebnisse

Nach Injektion von Halothan in den Dosie-
rungen 2,5 und 5 Vol.-% kam es bei MHS- im
Vergleich zu MHN-Tieren zu einer signifi-
kanten Zunahme der elastographisch gemes-
senen Harte im untersuchten Muskelareal
(2,5 Vol.-%: 64 (39;148) vs. 2 (-44;9) kPa; 5
Vol.-%: 97 (31;148) vs. 1 (-9;14) kPa). Die
Maximaldosis von 10 Vol.-% fiihrte zu einem

Halothan 2,5 Vol.-%

200+

200+
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Harteanstieg in beiden Gruppen. Die parallel
erhobenen intramuskularen Laktatkonzen-
trationen zeigten signifikante Unterschiede
zwischen MHS und MHN nach 1 Vol.-% (2,3
(1,9;2,8) vs. 0,7 (0,5;0,8) mmol/l) und 2,5
Vol.-% (2,8 (1,9;4,4) vs. 0,6 (0,6;0,7) mmol/l),
wiéhrend bei 5 und 10 Vol.-% in beiden Grup-
pen deutlich erhthte Laktatwerte nachgewie-
sen wurden. Die Kontrolle ohne Halothan
flihrte weder zu Elastizitits- noch zu Laktat-
verdnderungen (Abb.1).

Interpretation

Die elastographisch nachgewiesenen mus-
kuldren Reaktionen ermoglichen ebenso wie
die mit zeitlicher Latenz durch den Laktatan-
stieg bestitigten metabolischen Effekte eine
Differenzierung zwischen MHS- und MHN-
Tieren. Scherwellenelastographie stellt damit
eine vielversprechende Technik zur minimal-
invasiven Diagnostik einer MH-Veranlagung
in Echtzeit dar.
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Fragestellung

Fiir verschiedene Organe wie Hirn, Herz oder
Niere konnte gezeigt werden, dass Schéaden
an ihnen auch zu Schiden an weiter entfern-
ten Organen fiihren kénnen — ein Mechanis-
mus, der als ,Organ-Crosstalk” bezeichnet
wird. Auch beim Acute respiratory distress
syndrome (ARDS) scheint ein Organ-Cross-
talk stattzufinden, da viele Patienten nach
tiberstandenem ARDS neurokognitive Defi-
zite aufweisen [1]. Hinsichtlich der Mecha-
nismen eines schadigenden Organ-Crosstalks
zwischen Lunge und Gehirn werden derzeit
verschiedene Theorien diskutiert, u.a. eine
Transmission inflammatorischer Marker.
HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren (,Statine”)
sind eine Medikamentengruppe mit pleiotro-
pen Wirkmechanismen, die nicht nur eine
Reduktion der Blutcholesterinkonzentration
bewirken, sondern auch antioxidative und
antiinflammatorische Effekte zeigen. Obwohl
Statine das primdre Behandlungsergebnis des
ARDS im Sinne einer Mortalititsreduktion
nicht verbessern [2], sind neuroprotektive Ef-
fekte von Statinen bislang kaum untersucht.
Wir vermuteten daher, dass ein aseptischer,
experimenteller Lungenschaden zu nach-
weisbarer zerebraler Inflammation mit mor-
phologischen und oxidativen Schaden fihrt,
welche durch eine Behandlung mit Rosuvas-
tatin reduziert werden konnen.

Methodik
Nach behordlicher Genehmigung (Landes-
untersuchungsamt Rheinland-Pfalz, TVA G

31. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

14-1-077) wurden 32 Schweine randomisiert
einer von vier Gruppen zugeteilt: ARDS per
zentralvendser Olsdure-Injektion (OAl), Sta-
tinbehandlung vor (40 mg p.o.) und nach
OAI-ARDS (1 mg/kg i.v.) (Statpm), Statinbe-
handlung nach OAI-ARDS (1mg/kg i.v.) (Stat-
pos) Oder Kontrollgruppe ohne ARDS (Kir).
Die Tiere wurden anasthesiert, kontrolliert
beatmet und nach ARDS-Induktion anhand
eines an der humanen Intensivmedizin ange-
lehnten Standardprotokolls fir 18 h behan-
delt. Hinsichtlich der Interventionsgruppen
(OAI, Statpre, Statpos‘) waren die Behandler
verblindet. Post mortem wurden verschiede-
ne Gehirn-Areale (Cortex, Hippocampus)
histopathologisch (Neuronenzahl, Mikroglia-
zahl) und molekularbiologisch (real-time
PCR: IL-6, TNF-alpha, IL-18, IL-8, iNOS; Dot
Blot: 3-Nitrotyrosin) untersucht. Die statis-
tische Auswertung erfolgte mittels Varianz-
analyse (einfaktorielle ANOVA) und Post-hoc-
Korrektur (Holm-Sidak). Ein p<0,05 wurde
als signifikant angesehen.

Ergebnisse

Hinsichtlich Neuronenzahl und Mikroglia-
aktivierung unterschieden sich die Gruppen
nicht. Die mRNA-Expression von IL-6 im Hip-
pocampus war in der OAI-Gruppe (p=0,049),
nicht jedoch in den Gruppen Stat,  und

Abbildung 1
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Stat  im Vergleich zur Kontrollgruppe sig-
nifikant erhoht (Abb. 1, links). Im zerebralen
Cortex fanden sich zudem signifikant erhchte
3-Nitrotyrosinspiegel (p=0,02) als Surrogat fiir
oxidativen Stress, die durch Statpm (p=0,02)
signifikant gemindert werden konnten (Abb. 1,
rechts). Weitere untersuchte Parameter (TNF-
alpha, IL-18, IL-8, iNOS) unterschieden sich
nicht in relevanter Weise. Hinsichtlich phy-
siologischer Parameter fand sich kein Unter-
schied zwischen den Gruppen.

Diskussion

Im experimentell-aseptischen ARDS lassen
sich bereits in der Frithphase (<24 h) erste
Anzeichen zerebraler Cytokinbildung und
oxidativen Stresses nachweisen. Diese gehen
jedoch nach 18 h nicht mit einer histopatho-
logisch detektierbaren zerebralen Schéadigung
einher. Die Behandlung mit Rosuvastatin atte-
nuiert die Phdnomene. Daher konnten Statine
eine Rolle bei der additiven Neuroprotektion
im ARDS haben.
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Fragestellung

Spontanatmung wahrend invasiver Beatmung
kann im schweren akuten Lungenversagen
(ARDS) zum zyklischen Alveolarkollaps so-
wie zur Uberdehnung fiihren und dadurch
die Lunge schddigen. Es ist unklar, ob diese
Schadigung durch eine inaddquate Einstel-
lung des positiv endexspiratorischen Beat-
mungsdruckes (PEEP) bedingt ist. In dem
vorliegenden tierexperimentellen Modell des
schweren ARDS formulierten wir die Hy-
pothese, dass Spontanatmungsaktivitdt auf
einem PEEP-Niveau, welches abhdngige
Lungenareale stabilisiert, die neutrophilische
Lungeninflammation reduziert. Die Aufnah-
merate von 18F-Fluordesoxyglucose (FDG),
gemessen  mittels  Positronen-Emissions-
Tomographie/Computertomographie (PET),
diente dabei als Surrogat fiir die neutrophi-
lische Inflammation.

Methodik

Eine behordliche Genehmigung lag vor. Bei 24
andsthesierten und intubierten Hausschwei-
nen wurden individuell angefertigte Pleura-
drucksensoren thorakoskopisch in abhdngi-
gen und nicht-abhédngigen Lungenarealen
platziert. Die Induktion des ARDS erfolgte
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durch 8 Lungenlavagen mit isotonischer
Kochsalzlosung, gefolgt von einer Beatmung
mit PEEP=0 c¢cmH,O und Inspirationsdruck
=30 cmH,O bis zum Erreichen eines Ziel
P O,/FO, <100 mmHg. Nach einem Lun-
genrekrutierungsmandéver (RM) wurde der
PEEP auf 26 cmH,O gesetzt, in 2 cmH,O-
Schritten bis auf 6 cmH,O reduziert und
die transpulmonalen Driicke aufgezeichnet.
Der best-PEEP wurde bei einem end-exspi-
ratorischen transpulmonalen Druck grofSer
0 cmH,O in allen Lungenregionen ermittelt.
Die Tiere wurden randomisiert einer von 4
Gruppen zugeordnet. Der best-PEEP wurde
jeweils um 4 cmH,O erhéht bzw. reduziert.
Damit ergaben sich folgende Gruppen: ,C+*
mit +4 cmH,O und ,C-* mit -4 cmH,O bei
kontrollierter Beatmung, sowie ,S+*, mit +4
cmH,O und ,S-“ mit -4 cmH,O bei Spon-
tanatmung. Vorher wurde das RM wiederholt.
Um eine Spontanatmungsaktivitdt zu ermogli-
chen, wurden die Muskelrelaxation beendet,
die Sedierung reduziert und die Beatmungs-
parameter im Airway-Pressure-Release-Ven-
tilation-Modus so gewdhlt, dass der Anteil
von Spontanatmung am Minutenvolumen 30-
60% betrug [1]. Nach einer Therapiezeit von
12 Stunden wurden PET-Aufnahmen durch-
gefiihrt. Die durchschnittliche Aufnahmerate
von FDG in der Lunge wurde anhand der
Methode nach Patlak bestimmt und auf
die Lungenmasse normiert (K, Abb. 1). Die
Daten wurden mittels Kruskal-Wallis und
Mann-Whitney-U-Test ausgewertet und im
Text als Median mit Interquartilen (IQR)
dargestellt. Ein p<0,05 wurde als signifikant
angenommen. Multiples Testen wurde nach
Bonferroni-Holm korrigiert.

Ergebnisse

K, war signifikant niedriger in C+ (0,029,
IQR 0,030-0,027) gegeniiber C- (0,044, IQR
0,065-0,041) (p=0,004) und in S+ (0,032,
IQR 0,043-0,028) gegeniiber S- (0,057, IQR
0,075-0,041) (p=0,016). Die Vergleiche zwi-
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schen C+ und S+ sowie C- und S- ergaben
keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf
K (p=0,109 bzw. 0,337).

Interpretation

In diesem tierexperimentellen Modell des
schweren ARDS beeinflusste die Spontanat-
mungsaktivitit wahrend invasiver Beatmung
die durchschnittliche pulmonale neutrophili-
sche Inflammation nicht. Eine Beatmung auf
einem PEEP-Niveau, welches zu einer Stabili-
sierung der abhéngigen Lungenareale fiihrte,
reduzierte die Entziindungsreaktion sowohl
mit als auch ohne Spontanatmungsaktivitat.
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Abbildung 1

Spezifische Aufnahmerate (Ki) von 18F-Fluor-
desoxy-glucose aus der Positronen-Emissions-
Tomographie- und Computer-Tomographie-Mes-
sung bei vier reprasentativen Tieren.

Die Farbskala reicht von schwarz bis weif3 (Kis=
0,0 bis 0,2 ml/min/g).
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Fragestellung

Herzinsuffizienz fiihrt tber eine Katechola-
min-induzierte Aktivierung des Gs-Protein-
Signalweges zu Expression und Aktivierung
der G-Protein-Rezeptorkinase 2 (GRK2) und
konsekutiver Desensibilisierung kardialer
B-Adrenozeptoren (ADRBs). Dabei mag die
lymphozytare die kardiomyozytire GRK2-
Expression reflektieren und ein Marker fir
Uberleben bei Patienten mit Herzinsuffizi-
enz sein [1]. Auch die Signaltransduktion via
Gg-Protein tber Angiotensin Il (Angll) oder
Vasopressin fiihrt im Rahmen einer Aortoko-
ronaren-Bypass-Operation (ACVB-OP) zur
Abschwéchung der B-adrenergen Signaltrans-
duktion durch Steigerung der GRK2-Aktivitdt
[2]. Die molekularen Mechanismen dieses
Crosstalks sind jedoch unklar. Da es bei
ACVB-OPs zum kardiomyozytdren Expres-
sionsanstieg des Transkriptionsfaktors Early-
Growth-response 1 (EGR-1) kommt [3] und
wir EGR-1 bereits als Regulator der GRK2-
Transkription identifizierten, priiften wir die
Thesen, dass 1) es nach ACVB-OP zu einer
akuten Anderung der lymphozytiren GRK2
Expression kommt und 2) EGR-1 Vermittler
des Crosstalks zum Gs-Signalwegs ist.

Methodik

Nach Zustimmung der Ethikkommission wur-
den bei 50 Patienten wéhrend ACVB-OP
bei rechtsatrialer Vorhof (RA)-Kantilierung
(Kontrolle) und Dekantilierung Myokardpro-
ben entnommen. Mononukledre periphere
Blutzellen (PBMCs) wurden bei Kaniilierung
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(Kontrolle), Dekaniilierung und 24 Stunden
nach OP-Ende gesammelt. Immortalisierte
Rattenkardiomyozyten (H9c2-Zellen) wur-
den mit dem Aktivator des Gg-Signalweges
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) stimu-
liert und der Zeitverlauf der endogenen GRK2-
und EGR-1-mRNA-Expression gemessen (Real-
Time PCR). Nach 5 Stunden wurden die Zel-
len zusdtzlich mit dem Transkriptionsinhibitor
Actinomycin D und dem inaktiven PMA-Ana-
logon 4-a. Phorbol 13-Myristate 13-Acetate
(4a-PMA) inkubiert. GRK2- und EGR-1-Protein-
expression wurden nach Stimulation mit PMA
und Angll detektiert (Western-Blot).

Statistik: Mittelwerte+SD; t-Test fiir gepaarte
Stichproben und ANOVA fiir Messwiederho-
lungen mit Holm-Sidak’s-Korrektur fiir multi-
ples Testen (Graph Pad Prism 6, La Jolla).

Ergebnisse

Im Rahmen der ACVB-OP zeigte sich nach
Bypassabgang im Vergleich zur Kontrolle ein
19-facher Anstieg der rechtsatrialen EGR-
1-Expression (p<0,0001; Abb. 1A). Zudem
zeigte sich 24 h postoperativ eine GRK2-
Konzentrationserh6hung um 40% in PBMCs
(p<0,0001; Abb. 1B), ein Indiz fiir eine Be-
teiligung von EGR-1- an der GRK2-Heraufre-
gulation. In H9c2-Zellen fiihrte PMA zu ei-
ner unmittelbaren Expressionserhdhung von
EGR-1 mit nachfolgender Erhthung der GRK2-
mRNA-Expression mit einem Maximum nach
5 Stunden (p=0,04). Die Inhibition der Tran-
skription mittels Actinomycin D verhinderte
den PMA-induzierten Anstieg der GRK2-Ex-
pression. Der Crosstalk konnte auf Proteine-
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bene bestdtigt werden: Die Aktivierung des
kompletten Gg-Signalweges mittels Angll
fihrte zur Steigerung der EGR-1-Expression
mit konsekutiver Expressionserhohung von
GRK2.

Interpretation

Wir konnten erstmalig eine Erhéhung der
lymphozytaren GRK2-Expression nach ACVB-
OP nachweisen, deren Ausmals auch bei
ACVB-Patienten prognostische Relevanz ha-
ben kénnte. Zudem identifizierten wir EGR-1
als Gg-abhdngigen Regulator der GRK2-Tran-
skription und deckten einen Crosstalk zwi-
schen Gg- und Gs-Signalwegen auf. Dieser
Regulationsmechanismus kénnte ein interes-
santes Ziel zur Inhibition der EGR-1-Bindung
an den GRK2-Promotor sein.
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Fragestellung

Akute Entziindungsreaktionen konnen diver-
se Ursachen haben. Die initiale Phase aber
ist vor allem durch eine Invasion von neutro-
philen Granulozyten (PMN) in das betroffene
Gewebe gekennzeichnet. In der spdten Phase,
der sogenannten Resolutionsphase, kommt es
neben der Reduktion der PMN zu einer Re-
krutierung von Monozyten und deren Diffe-
renzierung zu Makrophagen sowie zur Effero-
zytose apoptotischer PMN. Hierbei spielen
neben Chemokinen und Zytokinen vor allem
spezialisierte Lipidmediatoren, sogenannte
Specialized proresolving mediators (SPMs),
eine bedeutende Rolle [1-2]. In verschiede-
nen Arbeiten konnte auferdem der Einfluss
der Neuronalen Guidance Proteine wéhrend
der akuten Inflammation nachgewiesen wer-
den [3]. Wir untersuchten in dieser Arbeit den
Einfluss des Neuronalen-Guidance-Proteins
Semaphorin 7A auf die murine Sepsis.

Methodik

In vitro wurden die Expression von Semapho-
rin 7A mittels Immunfluoreszenz-Farbung
auf humanen Makrophagen und die Tran-
skription der Resolvin-Rezeptoren ALX und
GPR32 nach Stimulation mit einem synthe-
tischen Oligopeptid, welches die Semapho-
rin-Doméne 7A loop 4cd (SL4cd) nachahmt,
sowie Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a) mittels
RT-PCR untersucht (n=13). Dariiber hinaus
wurde die Phagozytose apoptotischer PMN
durch humane Makrophagen ermittelt (n=9).
Die Tierversuchsgenehmigung des zustan-
digen Regierungsprasidiums lag vor.

In vivo wurde in einem durch Zymosan A (ZyA)
induzierten Peritonitismodell an Semaphorin
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7A-Knockout- und Wildtyp-Mdusen die Re-
krutierung inflammatorischer Zellen anhand
einer Zeitkinetik (4 h, 12 h, 24 h, 48 h) (n=6-
16/pro Gruppe und Zeitpunkt) evaluiert. Zu
den entsprechenden Zeitpunkten wurden
eine Peritoneallavage durchgefiihrt und die
Differenzierung der Leukozyten sowie die
Phagozytose apoptotischer PMN mittels
Durchflusszytometrie (FACS) untersucht. Die-
se Zelldifferenzierung wurde ebenfalls nach
Applikation von SL4cd bei C57BL/6-Mdusen
bestimmt. Aulerdem wurden die Zytokinkon-
zentrationen von IL-6, TNF-a und Keratin-
ocyte-derived chemokine (KC) mittels ELISA
und die SPM durch HPLC-MS/MS gemessen.
In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss
von Semaphorin 7A auf das Uberleben in ei-
nem ,Cecal Ligation Puncture” (CLP)-Modell
evaluiert (n=13). Die statistische Auswertung
erfolgte mit Student’s-t-Test, einfaktorieller
ANOVA mit anschlieBender Korrektur nach
Bonferroni und Log-rank-Test.

Ergebnisse

In vitro fiihrte die Stimulation der Makropha-
gen mit SL4cd und TNF-a zu einer signifikant
erhéhten Transkription der Resolvin-Rezepto-
ren ALX und GPR32 sowie zu einer signifikant
erhohten Phagozytose apoptotischer PMN.
In vivo fiihrte der Semaphorin-7A-Knockout
zu einer signifikant erhéhten Leukozytenzahl
im Peritoneum nach Injektion von Zymosan
A (Tmg) (Zellzahlx 10 Semaphorin-7A-WT:
4h4,0+0,56 (***); 12 h 7,41+£1,0 (***); 24 h
7,2£1,16 (*); 48 h 5,33+0,32 (**%); Sema-
phorin 7A-KO: 4 h 8,56+0,53; 12 h 13,48+
0,7;24h 10,22+0,67; 48 h 8,55 +0,63; n=6-
16; *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05) und
einer signifikanten Steigerung der neutrophi-
len Granulozyten. Des Weiteren kam es bei
den Knockout-Tieren zu einer signifikanten
Steigerung der klassischen inflammatorischen
Ly6C"-Monozyten, einer Reduktion der an-
tiinflammatorischen Ly6C-Monozyten und
einer signifikant verminderten Phagozytose
apoptotischer PMN. Die Konzentrationen der
proinflammatorischen Zytokine IL-6, TNF-a
und KC in der Peritoneallavage waren bei
den Knockout-Tieren signifikant erhcht. Auch
nach Applikation von SL4cd konnten proreso-
lutiondre Effekte nachgewiesen werden. Bei
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den SPM zeigten sich dabei erhéhte Konzen-
trationen von Lipoxin A4 (LXA4) und Maresin
1 (MaR1). In der polymikrobiellen Sepsis ver-
starben die Semaphorin-7A-Knockout-Tiere
(Median 24 h) frither als die Wildtyp-Tiere
(Median 108 h) (Abb. 1).

Abbildung 1
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Semaphorin 7A-Knockout-Tiere zeigen ein signi-
fikant reduziertes Uberleben nach CLP (n=11
pro Gruppe, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

Interpretation

Der Knockout von Semaphorin 7A fiihrt wih-
rend einer Zymosan-A-Peritonitis zu einer
vermehrten Infiltration neutrophiler Granulo-
zyten sowie erhohten Spiegeln proinflamm-
atorischer Zytokine und zu einer verzogerten
Entztindungsresolution. Des Weiteren verstar-
ben Semaphorin 7A-Knockout-Tiere friiher
nach polymikrobieller Sepsis. Damit besitzt
Semaphorin 7A einen protektiven Effekt so-
wohl wahrend einer sterilen als auch wih-
rend einer polymikrobiellen Sepsis.
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Fragestellung

Inflammation und gestorte Kalziumregula-
tion charakterisieren die Pathophysiologie der
septischen Kardiomyopathie [1]. Heparanase
ist ein ubiquitdr exprimierter, endogener Im-
munmodulator [2]. lhre Bedeutung in der
septischen Kardiomyopathie ist unbekannt.
Wir tberpriiften die Hypothese, dass (i) die
Serum-Heparanaseaktivitdt im septischen
Schock abhingig vom Genotyp reguliert ist,
(i) Heparanase die septische Kardiomyopa-
thie induziert und (iii) Heparanase eine Ziel-
struktur fir die Behandlung der septischen
Kardiomyopathie darstellt.

Methodik

Nach Genehmigung (EK:206_09) wurden im
Rahmen einer Observations-Pilotstudie bei
Patienten mit septischem Schock [3] (n=20)
sowie nach abdominal-chirurgischem Ein-
griff (n=9; Kontrolle) die Heparanaseaktivitat
im Serum an Tag 1 und 2 nach Diagnose-
stellung/operativem Eingriff quantifiziert und
die Genotypen der Einzelnukleotid-Polymor-
phismen rs4693608 und rs4364254 des He-
paranase-Gens untersucht. Murine Kardio-
myozyten (HL-1 Zellen) wurden fir 24 h
mit Heparanase (15 mU/ml) stimuliert. Nach
Genehmigung (PPL:70/7348) wurden C57BL/
6)-Mdusen (n=8 je Gruppe) Heparanase (1 U,
i.v.), Lipopolysaccharid (LPS) und Peptido-
glycan (PepC) (6 mg/kg und 1mg/kg, i.p.)
oder deren Vehikel (150 pl 0.9% NaCl) ap-
pliziert. 1 h nach LPS/PepG-Gabe wurden
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die Tiere mit dem Heparanaseinhibitor (N-
desulfatiertes re-N-acetyliertes Heparin; 500
pg, i.v.) oder dessen Vehikel (150 pl 0.9%
NacCl) behandelt. Nach 24 h wurden die Ejek-
tionsfraktion (EF) echokardiographisch quan-
tifiziert und die Serum-Heparanaseaktivitat
bestimmt. In HL-1 Zellen und Herzen wurde
die Expression ausgewahlter Signalmolekiile
der Kalziumregulation mittels Immunoblot
ermittelt. Statistik: 1-way- oder 2-way-ANOVA
und Bonferroni-Test (Mittelwert+ Standard-
abweichung; Signifikanzniveau p<0,05).

Ergebnisse

Patienten mit septischem Schock wiesen eine
erhohte Heparanaseaktivitdt (Tag 1 und 2) im
Vergleich zur Kontrollgruppe auf (5,6 vs. 2,5
und 4,1 vs. 2,1 ng Heparansulfat (HS)/mg He-
paranase (Hep)/min; p<0,001 und p=0,002).
Bei Patienten mit einem Heparanase Genotyp
CT-GG, TT-GG, CT-AG oder CT-AA (n=11) fiel
die Heparanaseaktivitit an Tag 2 im Vergleich
zuTag 1 ab (2,5 vs. 5,8 ng HS/mg Hep/min;
p<0,001). Bei Patienten mit einem Genotyp
TT-AA oder TT-AG (n=9) zeigte sich zwischen
Tag 1 und 2 kein Unterschied in der Hepara-
naseaktivitt (5,9 vs. 5,3 ng HS/mg Hep/min;
p=0,487). Die Stimulation von HL-1-Zellen
mit Heparanase resultierte in einer 4,2-fach
reduzierten Expression der sarkoplasmati-
schen Kalzium-ATPase (SERCA2) (p=0,002)
und einer 3,8-fach reduzierten Phosphorylie-
rung des SERCA2-Modulators Phospholam-
ban im Vergleich zu unstimulierten Zellen
(p=0,001). Im Vergleich zu Kontrolltieren re-
sultierte die Gabe von Heparanase oder LPS/
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PepG in einer Reduktion der EF (p<0,001,
Abb.1B), einem Anstieg der Heparanaseak-
tivitat (p<0,001; Abb.1C) sowie in den Her-
zen in einer reduzierten SERCA2-Expression
(p<0,001) und reduzierten Phospholamban-
Phosphorylierung (p<0,001). Die Heparanase-
inhibition nach LPS/PepG-Gabe resultierte
in einer verminderten EF-Reduktion (p<0,001;
Abb.1B), einem geringeren Anstieg der He-
paranaseaktivitdt (p<0,001; Abb.1C), einer
abgeschwdchten Reduktion der SERCA2-
Expression (p<0,001) sowie in einer abge-
schwéchten Reduktion der Phospholamban-
Phosphorylierung (p<0,001) im Vergleich zu
unbehandelten Méusen.

Interpretation

Patienten im septischen Schock weisen eine
vom Genotyp abhéngige erhdhte Heparana-
seaktivitdt auf. Die Heparanase-Inhibition
reduziert die kardiale Dysfunktion nach LPS/
PepG-Gabe. Heparanase konnte damit eine
potentielle Zielstruktur in der Behandlung der
septischen Kardiomyopathie sein.
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Fragestellung

Die akute Nierenschadigung (AKI) ist eine
hdufige Komplikation nach herzchirurgischen
Eingriffen und ist assoziiert mit einer hohen
Morbiditdt und Mortalitdt [1]. In den letzten
Jahren wurden diverse nephroprotektive An-
satze untersucht, um die AKI zu verhindern
oder zu behandeln, jedoch ohne Erfolg [2].
Die KDIGO-Leitlinien empfehlen bei Hoch-
risiko-Patienten fiir die Entwicklung einer AKI
die Anwendung eines Praventiv-Bundles [3].
Die Evidenz dieser Mallnahmen ist jedoch bis
zum jetzigen Zeitpunkt nicht geklart. In die-
ser randomisiert-kontrollierten Studie haben
wir untersucht, ob die KDIGO-Empfehlungen
bei Hochrisiko-Patienten zu einer Reduktion
der Inzidenz der AKI nach herzchirurgischen
Eingriffen fiihrt.

Methodik

Es wurden 276 herzchirurgische Patienten
mit einem hohen Risiko fiir die Entwicklung
einer postoperativen AKI (definiert als [TIMP-
2]¢[IGFBP7] im Urin >0,3, NephroCheck®-
Test, Astute) in die Studie eingeschlossen.
Ausschlusskriterien waren: 1.) chronische
Niereninsuffizienz mit einer GFR <30ml/min,
2.) vorhergegangene Nierentransplantation,
3.) Schwangerschaft. Die Patienten wurden
nach schriftlicher Einwilligung 1:1 in eine der
beiden Gruppen randomisiert. Die Prifgruppe
erhielt eine strikte Implementierung der KDI-
GO-Bundles: erweitertes hdamodynamisches
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Monitoring, Optimierung der Hamodynamik
und des Volumenstatus nach einem festgeleg-
ten Algorithmus, Vermeidung der Gabe neph-
rotoxischer Medikamente, Diskontinuierung
von Angiotensin Converting Enzym-Hemmern
und Angiotensin-II-Rezeptor-Blockern, eng-
maschige Kontrollen von Serum-Kreatinin
und Urinausscheidung und Vermeidung von
Hyperglykdamien. In der Kontrollgruppe wur-
den die Patienten nach Standard therapiert
(ZvD 8-10 mmHg und MAP >65 mmHg).
Primdres Zielkriterium dieser Studie war die
Erfassung des Auftretens der AKI innerhalb von
72 Stunden postoperativ. Als sekundare Ziel-
kriterien wurden der Schweregrad der AKI,
Nierenersatzpflichtigkeit, Intensiv- und Kran-
kenhausverweildauer, Letalitat und MAKE
(major adverse kidney events), ein kombi-
niertes Zielkriterium bestehend aus Letalitat,
Nierenersatzpflichtigkeit und persistierende
renale Dysfunktion, an Tag 90 analysiert.

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe
des t-Tests, des Mann-Whitney-U-Tests und
des %2-Tests durchgefiihrt. Ein p-Wert <0,05
waurde als signifikant angenommen.

Die Studie wurde von der zustindigen Ethik-
kommission genehmigt und im Deutschen
Register fiir klinische Studien registriert (DRKS
00006139).

Ergebnisse

Die demographischen Daten zeigten keine si-
gnifikanten Unterschiede in beiden Gruppen.
Von den insgesamt 276 eingeschlossenen
Patienten entwickelten 55,1% der Patienten
in der Interventions- und 71,7% der Patien-
ten in der Kontrollgruppe eine AKI (ARR:
16,6% (95% Cl 5,5%-27,9%); p=0.004)
(Abb. 1). Die Diagnosestellung erfolgte bei 24
Patienten aufgrund einer Serumkreatininwert-
Veranderung, wahrend bei 143 Patienten die
Urinausscheidung als Diagnosekriterium aus-
schlaggebend war. Bei 8 Patienten waren so-
wohl Serumkreatinin erhéht als auch die
Urinausscheidung reduziert. Die Implemen-
tierung der KDIGO-Bundles fiihrte zu einer
signifikanten Verbesserung der hamodynami-
schen Parameter (p<0,05), zu einer geringe-
ren Inzidenz von Hyperglykdmien (p<0,001)
und einer geringeren Anwendung von Angio-
tensin-Converting-Enzym-Hemmern und An-
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Abbildung 1
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giotensin-1l-Rezeptor-Blockern. Patienten der
Interventionsgruppe zeigten eine signifikant
reduzierte Rate an moderater und schwerer
AKI im Vergleich zur Kontrollgruppe (29,7%
vs. 44,9%; ARR: 15,2% (95% Cl, 4,0%-
26,5%); p=0,009) (Abb. 1). Es konnten jedoch
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der Nierenersatzpflichtigkeit, der Intensiv-
und Krankenhausverweildauer, der Letalitat
und des Auftretens von MAKE90 dargestellt
werden.

Interpretation

Die Implementierung der KDIGO-Bundles
reduziert bei Biomarker-definierten Hochrisi-
ko-Patienten signifikant das Auftreten und den
Schweregrad der AKI innerhalb von 72 Stun-
den nach herzchirurgischen Eingriffen. Gro-
Be, multizentrische Studien sind erforderlich,
um den Effekt auf die Letalitit und auf das
renale Langzeit-Outcome zu untersuchen.
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Fragestellung

Viele schmerzhafte Gewebeverdnderungen in
Waunden, Tumoren oder Arthritis sind begleitet
von Verdnderungen der extrazelluliren Ma-
trix (EZM). Welche EZM-Proteine schmerzsen-
sitivierende Vorgédnge beeinflussen, ist bisher
kaum untersucht. Ziel dieser Studie ist, mit
einer neuen ,High-Content Screening” (HCS)-
Mikroskopie-basierten Analyse EZM-Proteine
zu identifizieren, die schmerzrelevante intra-
zelluldre Signalvorgdnge modulieren.

Methodik

Dissoziierte sensorische Neurone der Wurzel-
ganglien von ménnlichen Ratten wurden tber
Nacht in mit unterschiedlichen EZM-Prote-
inen beschichteten 96-well Platten kultiviert.
Anschliefend wurden sie fiir verschiedene
Zeitspannen mit Substanzen (NGF, OSM,
5-HT) behandelt, die u.a. zu PKA und/oder
Erk1/2 vermittelter Schmerzsensitivierung [1]
fihren. Mittels phosphospezifischer Antikor-
per wurden phospho-PKA und phospho-
Erk1/2 als SurrogatmessgroBe der Kinaseakti-
vitdt detektiert sowie mit CGRP-Antikorpern
die relative CGRP-Expression bestimmt. Mit
Hilfe der von uns im Schmerzfeld erstmals an-
gewandten HCS-Mikroskopie und Software-
basierten Analyse wurden die Fluoreszenz-
intensititen auf Einzelzell-Ebene quantifiziert.
Anschliefend wurde anhand von Einzelzell-
Daten von Kinetiken und Dosis-Wirkungskur-
ven ein mathematisches Model entwickelt,
das mechanistische Verdnderungen durch
“ordinary differential equation constrained
mixture modelling (ODE-MM)“ [2] bestimmt.

Ergebnisse

In unserem Screen haben wir rund 930.000
Neuronen 510 unterschiedlichen Behand-
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lungskonditionen (Einfluss von 17 EZM-Pro-
teinen auf PKA und Erk1/2 Phosphorylierung,
basal und NGF/OSM/5-HT-induziert, je 7
Zeitpunkte) unterworfen. AusschlieRlich Mit-
glieder der Klasse der Kollagene erhéhten
spezifisch die NGF-induzierte Amplitude der
Erk1/2-Phosphorylierung, hatten aber keinen
Einfluss auf die Kinetik der PKA-Phosphory-
lierung. Hingegen konnte keines der ande-
ren getesteten EZM-Proteine die basale oder
NGF-, OSM-, oder 5-HT-induzierte Erk1/2-
und PKA-Kinetiken verdndern (Abb. 1). Eine
Vergleichbarkeit der neuronalen Subgruppen
in den unterschiedlichen Matrix-Konditionen
wurde mittels einer HCS-basierten Subgrup-
penanalyse und der ODE-MM-Analyse besta-
tigt. Zudem wurde auch die CGRP-Expression
in sensorischen Neuronen durch Kollagene
erhoht.

Interpretation

Die verstarkten NGF-induzierten Sensitivie-
rungssignalvorgdnge wie auch die verstarkte
CGRP-Expression legen nahe, dass die direkte
Wirkung von Kollagen auf nozizeptive Neu-

Abbildung 1
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rone eine Ursache der mit Gewebeverdnde-
rungen einhergehenden Schmerzen ist. NGF-
blockierende Antikérper erwiesen sich als
hochaktive Analgetika, deren Einsatz jedoch
mit hohen Nebenwirkungen wie schnell fort-
schreitende Osteoarthritis und Gelenksabbau
einhergehen [3]. Unsere Daten kénnten auf
einen gezielteren Therapieansatz hinweisen,
der die NGF-Wirkung auf das Gewebe er-
halten, die schmerzsensitivierende Wirkung
durch Unterbrechung der Kollagen-Nozizep-
torinteraktion aber reduzieren konnte.
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B: Kinetik der Erk1/2-Phosphorylierung von sensorischen Neuronen nach Kontroll-(Ktr) und NGF-Behand-
lung unter dem Einfluss von Laminin (Lam) oder Kollagen (Kol).
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Fragestellung

Eine akute intestinale Dysfunktion fiihrt zu
einer bakteriellen Translokation mit Stérung
der Integritdt der mukosalen Barriere und
kann einen septischen Verlauf bis hin zu ei-
nem Multiorganversagen triggern. Sie stellt
somit eine kritische Komplikation fiir inten-
sivmedizinische und perioperative Patienten
dar. Eine addquate Immunantwort spielt bei
der Aufrechterhaltung der intestinalen Bar-
rierefunktion und der Kontrolle des Mikro-
bioms eine entscheidende Rolle. In der Re-
gulation dieser akuten Immunantwort haben
microRNA (miRNA)-vermittelte Regulations-
mechanismen eine wesentliche Bedeutung
[1]. Vorausgegangene Studien implizieren ins-
besondere die myeloische miR-223 [2] als
zentralen Regulator der akuten Immunant-
wort. Uber die Rolle von miR-223 wihrend
der akuten intestinalen Dysfunktion ist bisher
nichts bekannt. Wir stellten daher die Hypo-
these auf, dass miR-223 im akuten Darmver-
sagen eine funktionelle Rolle spielen konnte.

Methodik

Als In-vivo-Modell diente hier das murine
Dextran-Sulfat-Sodium (DSS) — Kolitis Modell.
Hierbei induziert das Trinken DSS-haltigen
Wassers eine akute intestinal-epitheliale
Schédigung sowie eine robuste, mehrere Tage

31. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

anhaltende Immunantwort. Die Versuchs-
und Kontrollgruppen waren hinsichtlich Al-
ter, Geschlecht und Gewicht angeglichen.
Es wurden Wildtyp (WT)- sowie miR-223""
(miR-223-defiziente)-Maduse verwendet. In
verschiedenen Versuchsreihen wurden muri-
ne Monozyten oder neutrophile Granulozy-
ten (PMNs) mittels Antikorper depletiert und
Knochenmark-chimére Mause generiert. Zur
Uberexpression von miR-223 wurden Méause
intravents mit Nanopartikeln behandelt, die
miR-223 Mimics enthielten. Alle Tierversuche
waren offiziell genehmigt und im Einklang
mit den behdrdlichen Richtlinien. Anderun-
gen auf transkriptioneller Ebene wurden mit-
tels gqRT-PCR und auf Proteinebene mittels
Western Blot bzw. ELISA bestimmt. Mittels
t-Test oder ANOVA ermittelte Unterschiede
galten mit einem p-Wert <0,05 als statistisch
signifikant.

Ergebnisse

Bei Induktion einer akuten intestinal-epithelia-
len Schadigung mittels DSS zeigten miR-223-
Knockout-Mause im Vergleich zu WT-Mdusen
einen deutlich schwereren Grad der akuten
Inflammation mit stirkeren klinischen und
histopathologischen Inflammationszeichen
(Abb. 1, Gewichtsreduktion WT 92,57% +
2,234%, n=10 versus miR-223" 82,89% +
1,627% n=10; p<0,01). Die miR-223 regu-
liert das Inflammasom NLRP3 [3], welches
die Synthese von Pro-Interleukinen wie IL-1
kontrolliert. MiR-223" Mduse zeigten im mu-
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rinen intestinalen Gewebe eine stirkere In-
filtration neutrophiler Granulozyten sowie
deutlich hohere IL-1p Spiegel (WT 104,0+
52,05 pg/mg protein n=3 versus miR-223"
958,0+165,1 pg/mg protein n=3; p<0,01).
Hingegen war die miR-223-Uberexpression
mittels intravenoser Behandlung mit miR-
223-enthaltenden Nanopartikeln protektiv.

Interpretation

Die Inhibition von NLRP3 durch miR-223
fihrt zu einer verminderten intestinalen In-
flammation. Zusammengefasst implizieren
die Ergebnisse unserer Studien eine thera-
peutische Funktion von miR-223 wihrend
des akuten murinen Darmversagens.
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Tage mit DSS (3%)

Dextran Sodium Sulphate (DSS)-induzierte murine Darmschddigung mittels 6-tagiger Gabe von 3%-igem
DSS-Trinkwasser bei WT- und miR-223"-Mausen; n=9 Mduse je Gruppe.

A Gewichtsreduktion in Prozent bezogen auf Tag 0. ** p<0.01.
B Reprasentative intestinale Histologie (H&E) von WT- und miR-223"-Mdusen an Tag 6 der DSS-Gabe.

© Andsth Intensivmed 2017;58:372-413 Aktiv Druck & Verlag GmbH



Abstracts

Barriereschddigung und Allodynie via
microRNA-21 bei Neuropathie
bei Mdusen

A.-K. Reinhold - B. Schwab - R. S. Sauer -
N. Roewer - H. L. Rittner

Klinik und Poliklinik fiir Andsthesiologie,
Universitatsklinikum Wiirzburg

Korrespondenz: reinhold_a@ukw.de

Fragestellung

Neuropathischer Schmerz ist ein meist chro-
nisches Krankheitsbild, dessen molekulare
Ursachen nur unzureichend verstanden sind.
Forschungsergebnisse deuten auf eine Rolle
von microRNA (miR) (kurze, nicht kodie-
rende RNAs, die die Translation spezifischer
mRNA verhindern) hin. So wurde miR-21
als hochreguliert in peripheren Neuronen
beschrieben [1]. Zudem gehen periphere
Neuropathien mit einer Schadigung der Blut-
Nerven-Barriere (BNB) und einer reduzierten
Expression von Tight-Junction-Proteinen (TJP)
einher [2]. In dieser Studie untersuchten wir
im Mausmodell den Einfluss von miR-21 am
peripheren Nerv auf mechanische Allodynie
und BNB-Funktion bei Neuropathie.

Methodik
Im Spared-Nerve-Injury-Modell, (SNI, Teil-

axotomie des N. ischiadicus) sowie Chronic
Constriction Injury (CCl, Ligatur des N. ischi-

31. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

adicus) an C57BL/6-Méausen wurden 7 d post-
operativ TJPs sowie miR-21-5p mittels gPCR
quantifiziert (n=6). Mmu-miR-21-5p In-vivo-
Mimics wurden als T nmol (in 50 pl) taglich
naiven Tiere perineural (p.n.) am N. ischiadi-
cus injiziert (Kontrolle: cel-miR-67 Mimic).
Mmu-miR-21-5p In-vivo-Antagomirs wurden
in Transfektionsagens inkubiert und 5 pmol
a) direkt nach bzw. b) ab 7 d postoperativ
nach CCI je taglich appliziert (vs scrambled
control). Je 6 h nach Injektion wurde die me-
chanische Schmerzschwelle bestimmt (von
Frey, Up-and-Down-Methode nach Dixon,
n=4-8), Two-Way-RM-Anova mit Tukey-Post-
hoc-Test, * p<0,05). Zur Barriereuntersuchung
wurden der N. ischiadicus in Evan’s Blue Dye
inkubiert sowie die Proben immunhistoche-
misch fir T)Ps gefarbt. Tierversuche wurden
von der Regierungsbehdrde Unterfranken ge-
nehmigt (REG 44/14).

Ergebnisse

miR-21-5p ist 7 d nach SNI sowohl im N.
suralis als auch im Nervstumpf hochreguliert
(Abb. 1A, p<0,01), zudem zeigt sich eine
Offnung der BNB und eine verminderte Ex-
pression von TJPs. Tagliche p.n. Injektionen
mit miR-21-5p Mimic fiihren bereits ab 2 d zu
einer hochsignifikanten mechanischen Allo-
dynie (B). Weiterhin zeigt sich eine erhdhte
Permeabilitdt der BNB im Vergleich zur Kon-
trolle (C) und eine veranderte TJP-Expression.
Im Gegensatz dazu wirkt die Gabe von miR-
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21-Antagomirs analgetisch: Applikation direkt
nach CCI verzégert und mildert mechanische
Allodynie (D). Zudem kann bei Gabe 7 d
nach CCI schon nach einer Injektion ein
deutlicher analgetischer Effekt beobachtet
werden, der durch weitere Injektionen ver-
starkt wird (E).

Interpretation

miR-21 ist bei Neuropathie im peripheren
Nerv hochreguliert, die BNB durchldssig und
TJPs vermindert exprimiert. Die perineurale
Applikation von miR-21 fiihrt zu einem neu-
ropathischen Phdnotyp mit einhergehender
Storung der BNB-Funktion. Antagonisierung
von miR-21 wirkt im CCI-Modell analgetisch.
Dies zeigt die Relevanz von miR-21 im Mo-
dell der peripheren Neuropathie und damit
als mogliches therapeutisches Target.

Forderungen: EU-Projekt ncRNAPain (FP7/
2007-2013, grant agreement 602133). Rota-
tionsstipendium IZKF Wiirzburg (AKR).
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(A) miR-21-5p-Expression 7 d nach SNI (n=6). (B, C) Effekte von miR-21 mimic auf die mechanische Schmerzschwelle und BNB-Permeabilitit (n=8). (D, E) Analge-
tische Wirkung von miR-21-Antagonisten direkt postoperativ nach CCI (n=4) bzw. nach 7 d (n=8). *p<0.05 zwischen Gruppen. #p<0.05 zwischen Zeitpunkten.
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Fragestellung

Die Aquaporin 5 (AQP5)-Expression scheint
das Uberleben bei Sepsis zu beeinflussen [1],
da AQP5-defiziente Mause ein haufigeres
Uberleben und eine verringerte Immunzell-
migration nach einer Lipopolysaccharid (LPS)
induzierten Inflammationsreaktion im Ver-
gleich zu Wild-Typ-Médusen zeigen [2]. Au-
Berdem ist das C-Allel des AQP5 A(-1364)C-
Promotorpolymorphismus nicht nur mit einer
geringeren AQP5-Expression [3] assoziiert,
sondern auch mit einer verringerten Migra-
tion neutrophiler Granulozyten und einer ver-
ringerten 30-Tage-Letalitédt bei einer schweren
Sepsis. Die Inhibition der AQP5-Expression
konnte somit ein neuer therapeutischer An-

31. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Induktion der Inflammation die AQP5-Expres-
sion nicht reduzieren.

Methodik

1) Zellen der B-Lymphozytenzelllinie REH
wurden mit Furosemid (10°M) und Metha-
zolamid (10°M) (Sigma) tber Nacht prdin-
kubiert und anschliefend mittels SDF1-a
(Prospec) zur Migration durch eine Insert-
membran stimuliert. Gleichzeitig erfolgte
die Proteingewinnung aus den stimulierten
Zellen zur Analyse der AQP5-Expression im
Western Blot. Die Zdhlung der migrierten
Zellen erfolgte nach 2 und 4 Stunden photo-
metrisch nach MTS-Zugabe (Promega).

2) Nach Einwilligung durch die Ethikkomission
der Ruhr-Universitit Bochum wurden EDTA-
Vollblutproben von freiwilligen gesunden
Probanden entnommen. Es erfolgte die Inku-
bation der Vollblutproben mit LPS (10 ng/ml)
sowie Furosemid (2*10“*M) und Methazola-
mid (1*10*M) fiir 5 bis 90 Minuten. Nach Iso-
lation der mononukledaren Zellen (PBMCs),
RNA-Isolation und reverser Transkription
wurde die AQP5-Expression mittels Real-
Time-PCR quantifiziert. Statistik: Mittelwerte
+Standardabweichung, gepaarter t-Test, p<

Abstracts

induzierten AQP5-Expression auf Kontroll-
niveau, wahrend Furosemid diese nicht re-
duzieren konnte (Abb. 1 ¢, p=0,04, n=8).
Nach LPS-Inkubation konnte jedoch Metha-
zolamid die AQP5-Expression nicht mehr
auf Kontrollniveau reduzieren (Abb. 1 ¢,
p=0,004, n=8).

Interpretation

Methazolamid scheint die AQP5-Expression
und die Migration von Immunzellen zu redu-
zieren. Nach LPS-Gabe ist die Reduktion der
AQP5-Expression durch Methazolamid je-
doch nicht mehr méglich, sodass eine Thera-
pie versagen wiirde, eine Prophylaxe jedoch
wirksam sein konnte. Ziel unserer Forschung
ist es daher aufzuklaren, welche Mechanis-
men durch LPS induziert werden, die eine
Hemmung der AQP5-Expression verhindern.
Méglicherweise spielen hier epigenetische
Prozesse eine Rolle, da LPS die Methylierung
am AQP5-Pomotor beeinflusst [4].
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deren Derivate dar, da diese Wirkstoffe die
AQP5-Expression in der B-Lymphozytenzell-
linie REH hemmen [2]. Unklar ist allerdings,
ob Sulfonamide die LPS-induzierte AQP5-
Expression hemmen und dadurch die Immun-
zellmigration inhibieren. Des Weiteren ist
unbekannt, ob die AQP5-Inhibitoren vor ei-
ner LPS-Inkubation oder auch nach einer LPS-
Inkubation verabreicht werden kénnen, um
die AQP5-Expression zu reduzieren. Deshalb
wurden folgende Hypothesen getestet: 1)
Nach Vorinkubation mit Sulfonamiden wird
die LPS-induzierte AQP5-Expression aufgeho-
ben sowie die Immunzellmigration reduziert.
2) Die Gabe von Sulfonamiden kann nach

1) Die Inkubation der B-Lymphozytenzelllinie
REH mit Methazolamid fiihrte nach 24 Stun-
den zu einer Reduktion der AQP5-Expression,
wiéhrend unter Furosemid die Expression im
Vergleich zur Kontrolle gleich blieb (Abb.
1a, n=3). 2) Zwei Stunden nach Beginn der
Migration zu SDF1-a zeigten B-Lymphozyten
der Zelllinie REH ohne Vorinkubation bereits
eine signifikante zielgerichtete Migration zu
SDF1-a (Abb 1 b; p=0,02, n=3). Dahingegen
migrierten die mit Methazolamid und Furo-
semid vorinkubierten Zellen noch nicht sig-
nifikant zielgericht (Abb 1 b; p=n.s., n=3).

3) Die Prainkubation der PBMCs mit Metha-
zolamid flihrte zu einer Reduktion der LPS-

10.1186/512967-016-1079-2
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a) AQP5-Expression im Western Blot mit Zelllysaten aus REH-Zellen unter Kontrollbedingungen (KO), mit Methazolamid (M) und Furosemid (F) im Vergleich zu Actin
(ACTB) b) Migration von REH-Zellen zu SDF1-a. nach Vorinkubation mit Methazolamid und Furosemid (n=3). ¢) AQP5-Expression in PBMCs, nach LPS Inkubation,
Prainkubation mit Furosemid und Methzolamid vor LPS-Gabe sowie Inkubation mit Furosemid und Methazolamid nach LPS-Gabe (n=8).
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Fragestellung

Die Blut-Riickenmarks-Barriere (BSCB) dich-
tet Gefdle des Riickenmarks ab und ver-
hindert das Eindringen von toxischen oder
proalgetischen Mediatoren in das Zentralner-
vensystem (ZNS). Seine Rolle in der Patho-
physiologie der neuropathischen Schmerzen
ist nicht vollstandig verstanden; weil auch bei
nicht schmerzhaften Erkrankungen, z.B. bei
Rickenmarksverletzung oder amyotrophi-
scher Lateralsklerose, die Barriere getffnet ist
[1]. Zur Untersuchung von Polyneuropathien
wurden verschiedene Tiermodelle (z.B. parti-
elle Ischiasnerv-Ligatur) entwickelt, und eine
erhéhte Durchlassigkeit der BSCB wurde be-
obachtet [2]. Bei neuropathischen Schmerzen
kommt es zu einer zentralen Sensibilisierung
mit Mikrogliaaktivierung und Einwanderung
von Immunzellen. Wir postulieren, dass pe-
riphere Neuropathie (Chronic Constriction
Injury, CCI sowie Spared Nerve Injury, SNI)
zu einer Verringerung der Tight-Junction-Pro-
teine (TJP) sowie von Perizyten fiihrt, was eine
Offnung der BSCB verursacht. Diese kénnte
zur Einwanderung von Immunzellen und Pe-
netration von noxischen Substanzen und zu
Schmerzempfindlichkeit fiihren.

Methodik

Von-Frey-Test wurde fiir die Messung von me-
chanischen Schmerzschwellen, Hargreaves
Test fur thermische Schmerzschwellen, Rota
Rod fiir die Messung von motorischer Aktivi-
tat, Immunfluoreszenzfarbung fiir Perizyten,
Western Blot und RTPCR fiir TJP-Expression
sowie Western Blot fiir die Transkriptionsfak-
toren B-Catenin, smad4 und SLUG durchge-
fuhrt. Die Daten werden als Mittelwert+SEM
dargestellt. Zwei Gruppen wurden durch
t-Test fiir unabhdngige Variablen verglichen.
Messungen mit einer oder zwei Variablen
(z.B. Zeit und Behandlung) wurden durch
One- oder Two-way-ANOVA oder durch
wiederholte Messungen (RM) und Student-
Newman-Keuls-Method-Post-hoc-Test vergli-
chen. Unterschiede wurden als signifikant
angesehen, wenn p<0,05. Tierversuche wur-
den von der Regierung Unterfranken geneh-
migt.
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Ergebnisse

Diese Studie zeigt, dass es bei Neuropathie
(CCI) bei Ratten zu Hyperalgesie nach meh-
reren Tagen kommt. CCl-Tiere haben im
Vergleich zu shamoperierten Tieren bis 14 d
nach Operation eine zeitabhdngige mecha-
nische Allodynie sowie eine verminderte
motorische Aktivitdt (Rota Rod). Die BSCB
wird fiir kleine und grofSe molekulare Tracer
beginnend 1 d nach Nervenligation durchlas-
sig. Die Expression von TJP im Riickenmark
Occludin, Claudin-1, -5, -19, Tricellulin und
ZO-1 mRNA sinkt signifikant 7-14 d nach
CCI sowie bei Mdusen mit SNI. ZO-1- und
Occludin-Protein sind in der Zellmembran
vermindert. In den aus dem Riickenmark iso-
lierten Kapillaren ist die Immunreaktivitit von
Claudin-5 und ZO-1 schwécher. Parallel dazu
sinkt die Anzahl der Plattchen-abgeleiteten
Wachstumsfaktorrezeptoren ~ (PDGFR)-p+
Perizyten im Riickenmark. Eine verminderte
Transkription von TJPs konnte auf verminder-
te Expression von B-Catenin zuriickzufiihren
sein, nicht jedoch auf Smad4 und SLUG.

24. - 25.02.2017 - Wiirzburg

Schlussfolgerung

Zusammengefasst kommt es bei CCI/SNI
nicht nur zu Allodynie/Hyperalgesie und Be-
eintrachtigung der motorischen Aktivitdt,
sondern auch zu einer Verringerung der Pe-
rizytenzahl, einem undichten BSCB und Ver-
ringerung der TJP. Ein besseres Verstindnis
dieser Wege und Mechanismen bei neuropa-
thischen Schmerzen konnte neue Therapien
zur Aufrechterhaltung der Rickenmarks-Ho-
moostase fordern.

Gefordert durch das Else Kroner-Fresenius
Stiftung und EU-Projekt ncRNAPain (FP7/
2007-2013, grant agreement 602133).
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Selektiv in Kapillaren verminderte mRNA und membranare Claudin-5-Expression im Riickenmark 7 d nach
CCl. (A) Claudin-5 mRNA wurde im lumbalen Teil des Riickenmarks durch RT qPCR 6 h, 1, 7 und 14 d nach
CCl oder shamoperation analysiert. (B) Proteinexpression wurde mittels Western Blot gemessen und densi-
tometrisch quantifiziert. (C) Immunfarbung aus dem Rickenmark isolierten Kapillaren. Endothelmarker,
von-Willebrand-Faktor, VWF (rot) und TJP-Claudin-5 (griin). (D) Die Immunreaktivitit wurde mit Image )
Software quantifiziert (n=6, Werte reprasentieren MW +SEM *p < 0.05; Two Way ANOVA, Student-New-

man-Keuls Method).
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Fragestellung

Das inhalative Anésthetikum Xenon zeigt tier-
experimentell organprotektive Effekte [1] und
konnte dadurch zusétzlich zur anésthetischen
Wirkung einen Ventilator-induzierten Lun-
genschaden reduzieren. Durch das im Ver-
gleich zur Luft hohere spezifische Gewicht
und die hohere dynamische Viskositat ist je-
doch der inspiratorische Spitzendruck (P_ )
bei Xenonbeatmung gesteigert [2]. Da ein
mogliches Barotrauma jedoch insbesondere
durch die Hohe des transpulmonalen Drucks
(Ptp) bestimmt und dieser durch die Thorax-
compliance beeinflusst wird, untersuchten
wir den Einfluss einer Xenonbeatmung auf
den P bei Patienten mit normaler und mit
Adipositas-assoziierter verminderter Thorax-
compliance. Wir testeten ferner die These,
dass Xenon einer Atelektasenbildung beim
beatmeten Patienten entgegenwirken kann.

Methodik

Nach Registrierung (NCT02682758) und po-
sitivem Votum der zustdndigen Ethikkommis-
sion (5161R, 29.9.2015) wurden 10 nicht-
adipose (,body mass index”, BMI<25 kgm™)
sowie 10 adipdse (BMI>30 kgm™) lungenge-
sunde Patienten, die sich einem peripheren
Eingriff unter Xenon-basierter Andsthesie
unterzogen, in diese Anwendungsbeobach-
tung eingeschlossen (Alter 53 +18 Jahre). Als
primdre Zielvariable wurde unter Beatmung
(8 ml/kg Idealgewicht, PEEP 5 mbar) der Ptp
aus der Differenz zwischen inspiratorischem
Plateaudruck (P ) und dem intra6sophage-
alen Druck (P,) berechnet. Als sekundare
Zielvariablen bestimmten wir die statische
(C,,) und dynamische Lungencompliance
(Cdyn), den Atemwegswiderstand (R,,) sowie
die dorsoventrale Verteilung des Tidalvolu-
mens als ,Center of Ventilation Index” (CVI)
durch elektrische Impedanztomographie (EIT,
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PulmoVista 500, Draeger). Die Homogenitat
der Ventilation wurde anhand des Inhomoge-
nitatsindex (HI) nach Guttmann [3] quantifi-
ziert. Die Messungen erfolgten: 1. wéhrend
Spontanatmung vor Andsthesieeinleitung, 2.
nach Andsthesieeinleitung (Propofol, Remi-
fentanil, Rocuronium, FO, >0,9) sowie 3.
wahrend Xenon-basierter Anasthesie (FXe
0,6). Wir fiihrten alle Berechnungen zunéchst
fir die Gesamtpopulation und anschliefend
als Subgruppenanalyse (adip6s/nicht-adip6s)
durch. Statistik: X+ SD, gepaarter t-Test, RM-
ANOVA, Dunn-Sidak-post-hoc-Test, p<0,05.

Ergebnisse

Xenonbeatmung war mit einem um 9 Prozent
signifikant erhéhten P~ assoziiert. Gleich-
zeitig blieb der P - unverdndert (Abb. 1).
Waihrend Cdyn durch Xenon reduziert (33,9+7
vs 31,2+6 ml mbar', p<0,001) und R, er-
hoht wurde (0,9+0,2 vs 1,4+0,3 mbar | s,
p<0,001), blieb C_ konstant (44,0+11 vs
44,1+13 ml mbar'). Nach Anésthesieeinlei-
tung beobachteten wir die typische Ventrali-
sierung der Lungenbeliftung (CVI 0,53 +0,03
vs 0,60+0,03, p<0,05), die durch Xenon
nicht beeinflusst wurde. Die mit Andsthesie
und Beatmung zunehmende Inhomogenitit
der Lungenbeliftung (HI 0,35+0,02 vs 0,38+
0,03, p<0,05) war unter Xenon unverdndert.

SchlieBlich konnten wir keinen klinisch re-
levanten Unterschied der primédren und se-
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kunddren Zielvariablen in Abhdngigkeit vom
BMI der Patienten nachweisen.

Interpretation

Xenonbeatmung erhéht den Beatmungsdruck
bei unverdndertem transpulmonalem Druck
unabhdngig von der Thoraxwandcompliance
der Patienten. Die isolierte Reduktion der
vom Atemwegswiderstand abhdngigen dyna-
mischen Compliance kann durch die hohere
Viskositdt des Edelgases erklart werden. We-
der bei normalgewichtigen noch bei adipdsen
lungengesunden Patienten beeinflusst Xenon
die mit Andsthesie und Beatmung assoziierte
Atelektasenbildung.
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Fragestellung

Als Liganden am p-Opioidrezeptor wirken
Opioide auf molekularer Ebene in erster Linie
durch Aktivierung eines G-Protein-gekop-
pelten Rezeptors (GPCR). Vom Rezeptor
ausgehend fithren zwei Signalwege in das
Zellinnere, denen unterschiedliche Rollen
in Bezug auf (un-)erwiinschte Wirkungen der
Opioide zugeschrieben werden: 1. Aktivie-
rung des namensgebenden G-Proteins (Anal-
gesie). 2. Rekrutierung von B-Arrestinen
(BArr; Beendigung des G-Proteinsignals und
unerwiinschte Wirkungen). Dazwischen er-
folgt die Phosphorylierung des aktivierten
Rezeptors durch G-Protein-gekoppelte Re-
zeptorkinasen (GRK), die jenen hochaffin fir
die BArr-Bindung machen. Am p-Rezeptor
kommt hierbei GRK2 die grofite Bedeutung
zu. Zuletzt wurde in der pharmakologischen
Forschung vermehrt nach selektiven G-Pro-
tein-Aktivatoren gesucht. Das Konzept von
ligandenspezifisch unterschiedlichen Signal-
mustern, die durch Aktivierung desselben
Rezeptors hervorgerufen werden konnen,
wird als ,biased agonism” bezeichnet.

In der vorliegenden Arbeit sollen zwei Fragen
beantwortet werden: 1. Gibt es unter den
in der klinischen Routine haufig verwen-
deten Opioiden solche, die einen Signalweg
signifikant starker aktivieren als den anderen
(,biased agonists“)? 2. Welchen Einfluss
haben verschiedene Expressionslevel von
GRK2 im untersuchten Zellsystem auf dieses
Phdanomen?

Methodik

Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir G-Prote-
inaktivierung und die Rekrutierung von BArr
durch 17 Liganden des p-Opioidrezeptors
wurden in getrennten Assays in HEK-293-Zel-
len ermittelt. Die Zellen wurden je nach zu

31. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

untersuchendem Signalweg mit geeigneten
fluoreszenten Rezeptor-, G-Protein- und BArr-
Konstrukten transfiziert. GRK2 wurde nach
Bedarf ebenfalls transfiziert oder bei endoge-
nen Expressionsleveln belassen. Der quantita-
tive Readout erfolgte mittels Resonanz-Ener-
gietransfermessungen (G-Proteinaktivierung:
Fluoreszenz; BArr-Rekrutierung: Biolumines-
zenz). Anhand von Regressionsanalysen
der Messwerte erfolgte die Berechnung von
,biased agonism” nach der Methode von
Kenakin [1].

Ergebnisse

Im untersuchten Set von Opioiden wurden
,biased agonists” identifiziert: Sufentanil be-
vorzugte signifikant den B-Arrestin-2-Signal-
weg (AAlog/K,=0,76 =Kl 0,66). Remifentanil
bevorzugt den G-Proteinsignalweg (0,88 +
0,56). Vier weitere Opioide riefen keine mess-
bare BArr-Rekrutierung hervor (Buprenorphin,
Tapentadol, Tilidin und Tramadol). GRK2-
Uberexpression hatte deutlichen Einfluss auf
die Pharmakodynamik der pArr-Rekrutierung:
Bei allen Agonisten erhohte sich der maxi-
male Effekt, und die Potenz erfuhr eine Links-
verschiebung (Abb. 1). Einzig Buprenorphin
blieb ein funktioneller Antagonist des B-Arres-
tinwegs. Es konnte kein signifikanter Bias
mehr nachgewiesen werden.

Interpretation

Aus den abgeleiteten Konzentrations-Wir-
kungs-Kurven fiir 17 Opioide ergaben sich fir
beide Signalwege Maximaleffekte (E ) und
Potenzen (EC, ), die — wo vorhanden — gut
mit bereits publizierten Werten korrelieren
[2]. Die Berechnungen zum ,biased agonism”
anhand des vorliegenden Sets von Opioiden

24. - 25.02.2017 - Wiirzburg

zeigen zweierlei: 1. ,Biased agonism” exis-
tiert auch an bereits heute im klinischen Ein-
satz befindlichen Substanzen. Ob dies fiir
die identifizierten Substanzen unmittelbaren
Einfluss auf ihr klinisches Wirkprofil hat, ist
aus verschiedenen Griinden fraglich (fehlen-
de systematische Analysen, teilweise geringe
analgetische Wirkstdrke, teilweise fehlende
Selektivitdt fiir den p-Opioidrezeptor).

2. Bei der gezielten Suche nach G-Protein-
selektiven Opioiden muss deren Empfind-
lichkeit fiir GRK2-Expressionslevel als unab-
hangige Variable in die pharmakologische
Beurteilung mit eingehen. Dies ist umso
wichtiger, da Untersuchungen zu anderen
Krankheitsentititen (z.B. Herzinsuffizienz)
zeigen, dass GRK2-Expressionslevel in ver-
schiedenen Geweben krankheitsabhingig
dynamisch reguliert werden [3]. Weitere For-
schung ist erforderlich, um hier eventuelle
Implikationen fiir eine personalisierte opiat-
gestiitzte Schmerztherapie herauszuarbeiten.
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Maximale Effektstarken (E,.,,, links) und Potenzen (EC;,, rechts) aller untersuchter Opioide fiir die Rekrutie-
rung von BArr2 an den p-Rezeptor. Uberexpression von GRK2 fiihrt bei allen Substanzen mit Ausnahme von
Buprenorphin zu einer Erhéhung von E,,, und einer Linksverschiebung von ECs,. Dargestellt sind Einzel-
werte der betreffenden Parameter aus den jeweiligen Kurvenanpassungen sowie deren Streubreite.
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Fragestellung

Bei der kontrollierten mechanischen Beat-
mung beschréankt sich die Steuerung der Ex-
spiration auf die Einstellung eines positiven
endexspiratorischen Drucks (PEEP) und der
Exspirationszeit. Es existieren Hinweise, dass
eine Fluss-kontrollierte Exspiration einen
lungenprotektiven Effekt haben kénnte [1].
Der neue Beatmungsmodus ,Expiratory Ven-
tilation Assistance” (EVA) bedient sich einer
kontrollierten Exspiration, wodurch ein line-
arisierter Druckabfall erzielt wird [2]. Daher
priiften wir in einer praklinischen, kontrollier-
ten Interventionsstudie die Hypothese, dass
durch den EVA-Modus ein erhohter mittlerer
Trachealdruck und konsekutiv eine h&here
Oxygenierung sowie eine gesteigerte Belif-
tung der Lunge resultieren.

Methodik

Die Lungen gesunder Schweine (Az. 35-
9185.81/G-15/167,  Regierungsprdsidium
Freiburg) wurden unter Allgemeinanasthesie
mit dem neuen EVA-Modus (EVA; n=7) oder
im Volumen-kontrollierten Modus (Kontrolle;
n=7) jeweils fiir 5 h beatmet (V, 8 ml/kgKG,
PEEP 5 mbar, etCO, 35-45 mmHg, FO, 0,3).
In definierten Abstinden wurden respira-
torische Variablen (Trachealdruck (Ptrach),
Minutenvolumen (MV), Gasaustausch (p.O,,
p,CO,)) und himodynamische Werte (arte-
rieller Mitteldruck, Herzfrequenz, Herzin-
dex) erhoben. Nach 5 h wurde eine dynami-
sche Computertomographie (dynCT, axiale
Schnittebene, 60 Bilder ohne Tischvorschub
in 45 sec) auf mittlerem thorakalem Niveau
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durchgefihrt. AnschlieBend wurden die pro-
zentualen Anteile von normal bzw. schlecht
beliiftetem Lungengewebe [3] durch einen
automatisierten Algorithmus bestimmt. Nach
der dynCT wurden die Tiere euthanasiert
und Lungengewebe zur histopathologischen
Untersuchung asserviert. Die statistische
Analyse erfolgte bei wiederholten Messwer-
ten mit zweifaktorieller RM-ANOVA, gefolgt
von Bonferroni-korrigierten multiplen Ver-
gleichstests bzw. bei einfachen Vergleichen
mit zweiseitigen Student’s t-Tests. Ein p<0,05
wurde als statistisch signifikant angesehen.

Ergebnisse

Im Vergleich mit den Tieren der Kontrollgrup-
pe zeigte sich in der EVA-Gruppe ein erhéhter
mittlerer P (9,0+0,3 vs. 11,6+0,4 cmH,O;
p<0,0001) bei vergleichbarem Spitzendruck
(18,0£1,2 vs. 18,3+0,9 cmH,O; p>0,99)
sowie ein erniedrigtes MV (7,0+1,0 vs. 5,5+
0,2 I/min; p=0,02) bei vergleichbarem p CO,
(41+2 vs. 40+2 mmHg; p>0,99). Im Ver-
gleich zu den Kontrolltieren war der p O, in
der EVA-Gruppe erhéht (131+3 vs. 144+5
mmHg; p=0,002; Abb.1A). Die dynCT zeigte
in der EVA-Gruppe einen erhohten Anteil von
normal bellftetem Lungengewebe (75,8+3,0
vs. 81,0+3,6 %; p=0,017) sowie einen gerin-
geren Anteil von schlecht beliftetem Lungen-
gewebe (15,7£3,5 vs. 9,5+3,3 %; p=0,007;
Abb. 1B). Die Auswertung der hamodynami-
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schen Parameter sowie der Histopathologie
ergab keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen beiden Gruppen.

Interpretation

Der EVA-Beatmungsmodus erhoht bei glei-
chem PEEP und Spitzendruck den mittleren
Trachealdruck und erzeugt daher eine besse-
re dynamische Beliiftung der Lunge und eine
bessere arterielle Oxygenierung. EVA bietet
tber die Kontrolle des exspiratorischen Flus-
ses moglicherweise einen weiteren Ansatz fiir
eine lungenprotektive Beatmungsstrategie.

Gefordert durch die Europdische Kommis-
sion (Horizon 2020, grant agreement No.
691519).

Literatur

1. Goebel U, Haberstroh J, Foerster K, Dassow C,
Priebe H-J, Guttmann J, et al: Flow-controlled
expiration: a novel ventilation mode to
attenuate experimental porcine lung injury.
BrJ Anaesth 2014;113:474-83

2. Hamaekers AEW, Gotz T, Borg PAJ, Enk D:
Achieving an adequate minute volume through
a 2 mm transtracheal catheter in simulated
upper airway obstruction using a modified in-
dustrial ejector. Br ] Anaesth 2010;104:382-86

3. Gattinoni L, Caironi P, Pelosi P, Goodman LR:
What has computed tomography taught us
about the acute respiratory distress syndrome?
Am J Respir Crit Care Med 2001;164:1701-11.

90 p=0.017
—

T

p=0.007

Verteilung der HE (%)

BL Intervention

HE -900 bis -500 HE -500 bis -100
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Beatmung B im Vergleich zu Beatmung im EVA-Modus [

A: arterieller Sauerstoffpartialdruck (p,O,) wéhrend Baseline-Messung (BL) und Intervention.
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Fragestellung

Verschiedene Imaging-Studien konnten in
den vergangenen Jahren zerebrale Regionen
identifizieren, welche bei der Wahrnehmung
und Verarbeitung von Schmerzen eine Rolle
spielen. Unsere Arbeitsgruppe hat sich hier-
bei funktionellen kortikalen Prozessen von
Schmerzen nach einer operativen Inzision
in tier- und humanexperimentellen Ansétzen
gewidmet [1,2]. Interessante neuere Unter-
suchungsansdtze analysieren im Rahmen
schmerzverarbeitender Prozesse zerebrale
Resting State (rs)-Netzwerke; hierbei werden
Interaktionen von Hirnregionen unter Ruhe-
bedingungen aufgezeigt, die ein Korrelat fir
nicht-evozierte Ruheschmerzen und Chronifi-
zierungsprozesse im Rahmen von Schmerzer-
krankungen darstellen konnten. Das Ziel der
hier vorgestellten Studie ist die erstmalige Er-
fassung von rs-Netzwerken in einem etablier-
ten Tiermodell flir postoperative Schmerzen.
Dariiber hinaus soll die Bedeutung der Mo-
dulation des spinalen GABAergen Systems,
die fur Hyperalgesie und Schmerzverhalten
nach Inzision bekannt ist [3], fiir diese zere-
bralen Netzwerke untersucht werden.

Methodik

Ménnliche Sprague-Dawley-Ratten (n=10,
180-250 g) erhielten einen intrathekalen (IT)
Katheter und drei Tage spéter eine standar-
disierte Inzision an der rechten Hinterpfote,
welche 24 h vor der MRT-Messung (unter
Medetomidin-Narkose) in einem 9,4 T Bruker
Biospec mit einer EPI Sequenz (TR/TE=1000
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/18 ms, FOV =28x26 mm?, Matrix =80x80,
BW=300kHz, 16 slices, 1,2 mm Schichtdi-
cke, 600 EPI-Bilder) durchgefiihrt wurde [1].
Es erfolgte eine Messung 60 min nach IT-
Gabe eines GABAx-Rezeptor-Agonisten
(Muscimol, 0,3pg, Mu) oder Vehikel (0,9%
Saline, V). Mit SPM12 wurden dicom Bilder
in das nifti Format umgewandelt. Nach der
Neuorientierung und der Bewegungskorrek-
tur wurden die EPI-Sequenzen von Resting
State-Aufnahmen mit einem selbstprogram-
mierten anatomischen Template normiert und
bandpassgefiltert (0,01-0,1Hz). Als Region of
Interests (ROI’s) wurden der somatosensori-
sche Kortex (S1 und S2), Hippocampus (Hip)
und das PAG fiir die Analysen ausgewdhlt.
Funktionelle Konnektivitits (FC)-Karten wur-
den unter Verwendung von SPM12 durch Kor-
relation des mittleren Zeitverlaufs zu jedem
Pixel-Zeitverlauf fir jede einzelne rs-fMRI-
Reihe erzeugt. Die erzeugten T-Wert-Karten
wurden fiir jede Ratte mit einem Mehrfach-
vergleich mit einem Schwellenwert p<0,001
(FWE) korrigiert.

Ergebnisse

Die globale funktionale Konnektivitdt (GFK)
der rs-Netzwerke nahm in allen vier exem-
plarisch untersuchten Hirnregionen nach In-
zision im Vergleich zur Sham-Gruppe zu. In
der Muscimol-Gruppe nahm die GFK im Ver-
gleich zur Vehikel-Gruppe ab; diese Abnah-
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me war im PAG signifikant (U-test, p<0,05)
von 2312,3 +1576 (Mittelwert+SD) auf 300 +
653 reduziert (Abb.1).

Interpretation

Nach Inzision kommt es zu einem Anstieg
der GFK rs-Netzwerke, welche durch eine
spinale pharmakologische Aktivierung des
GABAergen Systems (iber einen spezifischen
GABAx-Rezeptoragonisten reduziert werden
kann. Eine inzisionsbedingte Modulation
des spinalen GABAergen-Systems tragt da-
mit moglicherweise zu einer Modulation von
zerebralen rs-Netzwerken und Hyperalgesie
nach Inzision bei.
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\:] Sham

[ inzision 24h + iit. Saline 0,9 %
- Inzision 24h + i.t. Muscimol 0,3 ug

n=4-5, Mean + SD, ANOVA On Ranks,
*p<0,05 vs. Sham

Globale funktionale Konnektivitatsanderung der rs-Netzwerke des S1, S2, dem PAG und dem Hippocampus,
bei Sham-Tieren (Kontrolle), 24 h nach Induktion einer Inzision an der rechten Hinterpfote und 60 min nach
intrathekaler Applikation eines spezifischen GABAx-Agonisten (Muscimol) oder Vehikel (Saline 0,9%).

© Anisth Intensivmed 2017;58:372-413 Aktiv Druck & Verlag GmbH



24. - 25.02.2017 - Wiirzburg

Identifikation essentieller Regulations-
mechanismen der GRK6-Expression
und mogliche Bedeutung fiir die
Inflammation

M. Stegen' - A. Engler' - C. Ochsenfarth' -
1. Manthey? - W. Siffert® - J. Peters' - U. H. Frey'

1 Klinik fir Andsthesiologie und Intensivme-
dizin, Universitdt Duisburg-Essen & Univer-
sitatsklinikum Essen

2 Institut fir Pharmakogenetik, Universitat
Duisburg-Essen & Universitatsklinikum Essen

Korrespondenz:
maike.stegen.mail@stud.uni-due.de

Fragestellung

G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK)
ermoglichen durch homologe Desensitivie-
rung die Modulation G-Protein gekoppelter
Signalweiterleitung. Ein Knockout der G-Pro-
tein-gekoppelten-Rezeptorkinase-6 (GRK®6)
fuhrt durch fehlende Desensibilisierung von
Chemokinrezeptoren zu Zytokin-induzierter
Hyperalgesie bei Mdusen [1]. Ferner reguliert
GRK6 im Sinne negativen Feedbacks die f,-
adrenerge Signaltransduktion und damit die
zelluldre cAMP-Konzentration [2]. Da auch
der Proteinkinase C (PKC)-Signalweg bei
inflammatorisch bedingter Hyperalgesie rele-
vant ist [3], untersuchten wir: 1) welche Me-
chanismen die GRK6-Expression auf Promo-
torebene regulieren und 2) welchen Einfluss
der PKC-Signalweg auf die GRK6-Expression
hat.

Methodik
Der humane GRK6-Promotor wurde mittels
PCR amplifiziert, in den pGEM-T-Easy-Vektor
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kloniert und nach Sequenzierung und Her-
stellung von fiinf Deletionskonstrukten in den
pGL4.10-Vektor subkloniert. Nach Transfek-
tion in die humane Jurkat-T-Zell-Linie wurde
die Promotoraktivitit der Deletionskonstrukte
untersucht (Luciferase-Assays). Putative Tran-
skriptionsfaktor-Bindungsstellen wurden mit-
tels Site-directed-mutagenesis mutiert und auf
deren Funktionalitét (electrophoretic mobility
shift assay, EMSA) gepriift. Jurkat-Zellen wur-
den zudem mit dem PKC-Aktivator Phorbol-
12-myristat-13-acetat (PMA) stimuliert und
die Auswirkungen auf die GRK6-Promotor-
aktivitdt untersucht. Endogene GRK6-mRNA-
Expression (Real Time-PCR) und GRK6-Pro-
teinexpression (Western Blot) wurden nach
PMA-Stimulation in Jurkat-Zellen gemessen.
Statistik: Wilcoxon-Test bzw. 2-Wege ANOVA
mit Sidak’s-Post-hoc-Test fir multiple Verglei-
che. Mittelwerte £ SEM; p<0,05.

Ergebnisse

Das GRK6-Deletionskonstrukt -296 (relativ
zum Translationsstartpunkt ATG) zeigte im
Luciferase-Assay den hochsten Aktivitdtszu-
wachs im Vergleich zum néchstkiirzeren
Konstrukt (Abb.TA) als Hinweis auf essen-
tielle Regulatorbindungsstellen im Bereich
-296 bis -210. Eine in Silico-Analyse dieses
Bereiches ergab u.a. eine Transkriptionsfak-
tor-Bindungsstelle fir das cAMP responsive
element (CRE)-binding protein (CREB), und
die Mutation eben dieser Sequenz bewirkte
einen deutlichen Abfall der Promotoraktivitat
im Vergleich zum Wildtyp (p<0,0001). Die
Funktionalitit der CREB-Bindungsstelle besta-
tigte sich im EMSA mit Super-Shift (Abb.1B).

PMA-Stimulation (10 nM) fihrte zu einer
Abnahme der GRK6-Promotoraktivitdt (p=

Abbildung 1
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0,001). In Ubereinstimmung damit zeigte sich
nach 6-stiindiger PMA-Stimulation (100 nM)
eine Verminderung der endogenen GRK6-
mRNA-Expression um 20% (p=0,016). Nach
6-stiindiger Stimulation mit 100 nM PMA war
auch die GRK6-Protein-Expression in Jurkat-
Zellen reduziert.

Interpretation

Wir konnten somit erstmalig den GRK6-Pro-
motor charakterisieren und eine Herunterre-
gulation der GRK6-Expression nach Aktivie-
rung des PKC-Signalweges nachweisen. Die
identifizierte und aktivitdtsbestimmende CRE-
Sequenz im GRK6-Promotor indiziert zudem
eine Beteiligung der Expressionsregulation
am cAMP-abhingigen Feedback-Mechanis-
mus der GRK6.
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A Das Konstrukt -296 zeigt im Luciferase-Assay den grofiten Aktivitdtszuwachs. Wilcoxon-Test, Mittelwerte+SEM, n=7 (Doppelbestimmungen). *** p=0,0002,
** p=0,0051. B Super-Shift im EMSA nach Zugabe von Anti-CREB-1-Antikorper. Je 5 pg Jurkat-Zellkernextrakt pro Ansatz.
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Fragestellung

Hepatische Ischimie-Reperfusionsschdden
(IR) treten bei Lebertransplantation, Tumor-
resektion und hdmorrhagischem Schock auf
und korrelieren mit dem Krankheitsverlauf
und dem Versterben von Patienten [1]. Um
den Krankheitsverlauf zu verbessern, wird
in zahlreichen Studien der Einsatz von Gaso-
transmittern wie Schwefelwasserstoff (H,S)
untersucht [2]. Gasotransmitter werden en-
dogen produziert und steuern verschiedene
molekularbiologische Prozesse. Jedoch zeig-
ten verschiedene Studien zum Einsatz von
H,S wiéhrend IR widerspriichliche Ergebnisse.
In unserer Studie untersuchten wir den Ein-
fluss des H,S-Abbauproduktes Natriumthio-
sulfat (STS) auf die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) und die assoziierte
mitochondriale Dysfunktion. STS wird seit
Jahrzehnten zu Behandlung von Zyanid-Ver-
giftungen eingesetzt [3].

Methodik

Wir verwendeten nach behérdlicher Geneh-
migung (02-035/12) ein hepatisches IR-Mo-
dell in vivo sowie ein Ex-vivo-Modell der
isoliert perfundierten Leber. Dabei wurden
Wildtyp (WT)- und Cystathionin-gamma-Lyase
(Cse™)-Knockout-Mause, in denen die endo-
genen H,S-Konzentrationen reduziert waren,
mit und ohne STS-Behandlung (45 mg/kgKG)
untersucht. Wir quantifizierten den hepati-
schen Gewebeschaden, die Serologie sowie
die antioxidative Kapazitdt der Leber. Um
die mitochondriale Membranstabilitit zu
untersuchen, verwendeten wir die Intravital-

31. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

mikroskopie (Rhodamine 123). Des Weiteren
untersuchten wir die mitochondriale Atmung
sowie die Mitophagie als Schliisselprozesse
des IR. Die statistische Uberpriifung erfolgte
mittels Two-way ANOVA und Tukey-Korrektur.

Ergebnisse

Mittels Intravitalmikroskopie konnten wir
zeigen, dass Cse’-Mduse eine erhéhte mito-
chondriale Dysfunktion unter Stressbedin-
gungen aufweisen. Der Einsatz von Natrium-
hydrogensulfid (NaHS) als H,S-Donor wirkte
protektiv gegen oxidativen Stress, jedoch mit
einem sehr engen therapeutischen Fenster, so-
dass ein klinischer Einsatz ausscheidet. STS,
welches zur Anwendung am Menschen zuge-
lassen ist, wirkt hingegen auch bei deutlich
hoheren Konzentrationen protektiv auf die
mitochondriale Atmungskette, indem es ROS
abfangt. Im Verlauf des IR reduziert STS die
Lactatdehydrogenase (LDH)-Ausschiittung
im Ex-vivo-IR-Modell. Dieser Effekt korreliert
mit einer geringeren Autophagie und dem
Erhalt der mitochondrialen Ultrastruktur. In
vivo zeigte die Behandlung mit STS vor Ein-
treten der Reperfusion, dass die Nekrose im
hepatischen Gewebe reduziert und die Plas-
ma-Alanin-Aminotransferase (ALT) sowie die
LDH-Konzentration verringert waren. Eben-
falls konnten wir zeigen, dass STS vor einer
Depolarisierung der Mitochondrienmembran
schiitzt und damit die mitochondriale Funk-
tion aufrechterhilt (Abb.1).

Abbildung 1

A Sham IR

IR+STS

WT

cse”/”
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Interpretation

Mit der vorliegenden Studie konnten wir
nachweisen, dass endogenes H,S eine wich-
tige Rolle fiir die antioxidative Kapazitt der
Leber spielt. Jedoch ist der klinische Einsatz
des Gasotransmitters aufgrund seines engen
therapeutischen Fensters stark limitiert. Wir
konnten jedoch zeigen, dass der Einsatz von
STS im IR-Modell den Leberschaden redu-
ziert und damit eine potentielle Therapie
bei Erkrankungen, die mit IR assoziiert sind,
darstellt. Diese Protektion wird durch die Auf-
rechterhaltung der mitochondrialen Atmung
und Membranintegritit vermittelt.

Geférdert durch die Deutsche Forschungsge-
meinschaft (RTG 1715).
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Granularitat

Sham IR

IR +STS

A Reprasentative Bilder der Intravitalmikroskopie. Oben: WT; unten: Cse”. Links: sham operiert (n=3 pro
Gruppe); Zentrum: IR (n=6 pro Gruppe); rechts: IR mit STS Behandlung (n=6 pro Gruppe). Malstab 30 pm.

B Quantifizierung der Granularitit des Rhodamine 123 Fluoreszenz-Signals nach 1 h Ischamie und 1 h Re-
perfusion. Daten sind als Mittelwert+SEM dargestellt. **P<0,01; ****P<0,0001.
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Fragestellung

Die grole interindividuelle Variabilitit des
Krankheitsverlaufs der schweren Sepsis (De-
finition nach ACCP/SCCM) lasst sich durch
bekannte Risikofaktoren nicht hinreichend
erkldren. Vielmehr scheinen auch genetische
Faktoren Krankheitsverlauf und Letalitdt zu
beeinflussen. Das C-Allel des Aquaporin 5
(AQP5) A(-1364)C Promotorpolymorphismus
ist mit geringerer AQP5-Expression [1], ge-
ringerer Migration neutrophiler Granulozyten
[1] und einer geringeren 30-Tage Letalitét
bei schwerer Sepsis assoziiert [2]. Unklar sind
allerdings die regulierenden molekularen
Mechanismen der AQP5-Transkription in der
Sepsis. Da ein moglicher Mechanismus in der
Promotormethylierung liegen kénnte, testeten
wir folgende Hypothese: Das Methylierungs-
muster des AQP5-Promotors unterscheidet
sich abhdngig vom A(-1364)C-Promotorpoly-
morphismus.

Methode

Nach Votum durch die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultit zu Bochum (Reg.-Nr.
15-5457) wurden 7 Patienten ((Alter: 68,1
Jahre+16,4 Jahre (Mittelwert+ Standardab-
weichung), 5 Ménner, 2 Frauen)) mit der Dia-
gnose einer schweren Sepsis sowie 9 gesunde
Kontrollprobanden ((Alter: 29,5 Jahre+9,4
Jahre (Mittelwert + Standardabweichung), 2
Ménner, 7 Frauen)) eingeschlossen. 50ml Voll-
blut (EDTA) wurde den Patienten nach Auf-
kldarung und Einwilligung wéhrend Erfiillung
der Kriterien einer schweren Sepsis entnom-
men. Aus dem Vollblut wurden neutrophile
Granulozyten mittels MACS sowie Lympho-
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zyten und Monozyten nach Dichtegradien-
tenzentrifugation mit anschliefender magne-
tischer Aufreinigung separiert, DNA extrahiert
und beziiglich des AQP5-A(-1364)C-Polymor-
phismus genotypisiert [2]. Mittels quantita-
tiver PCR wurde nach Schwefelbehandlung
anhand einer Standardkurve der Anteil me-
thylierter Molekiile einer definierten Promo-
torregion gemessen [3]. Weiter wurden in vitro
mononukleire Zellen (PBMC) mit LPS stimu-
liert, RNA isoliert und es wurde mittels rever-
ser Transkription und quantitativer Real-Time-
PCR die DNMT-1-Expression quantifiziert.

Ergebnisse

Das C-Allel des A(-1364)C-Promotorpoly-
morphismus ist in der Sepsis in neutrophilen
Granulozyten und Monozyten mit einer sig-
nifikant hoheren Promotormethylierung ver-
glichen zum A-Allel assoziiert (Neutrophile
Granulozyten p=0,027, Monozyten p=
0,0044). In der mittels LPS induzierten In-
flammation sinkt die Expression der Methyl-
transferase DNMT-1 nach 2 und 4 Stunden
signifikant ab (p=0,037 und p=0,28).

Interpretation

Das C-Allel im Aquaporin5(-1364)-A/C-Poly-
morphismus ist mit geringerer Genexpres-
sion in der Sepsis assoziiert [1]. Die geringere
Genexpression ist mit besserem Uberleben
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septischer Erkrankungen assoziiert [2]. Wie
wir zeigen konnten, ist das C-Allel mit einer
hoheren Methylierungsdichte im Genpro-
motor in der Sepsis assoziiert. Dies kann ein
entscheidender Mechanismus in der Wirkung
des Aquaporin5(-1364)-A/C-Polymorphismus
sein. Eine Beeinflussung der Aktivitdt oder
Bindung von DNA-Methyltransferasen konn-
te dies bedingen und ist, so wie die Frage ob
hier genotypenabhdnige Unterschiede beste-
hen, Gegenstand aktueller Untersuchungen.
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1a: Sepsispatienten (n=7) Anteil methylierter Molekiile im Promotor in Abhédngigkeit vom Genotyp; A-Allel
n=4; C-Allel n=3; Monozyten p=0,0044 ; Lymphozyten p=0,11; Neutrophile p=0,027 (ungepaarter t-Test).

1b: Expression der Methyltransferase DNMT-1 in mononukledren Zellen (PBMC) nach Stimulation mit 10ng/
ml LPS fiir 2-24 Stunden; 2Std. p=0,037; 4Std. p=,028; 24Std. p=n.s. (ungepaarter t-Test).
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Fragestellung

Kardiochirurgische Bypass-Operationen er-
folgen regelhaft unter Verwendung extrakor-
poraler Zirkulation mittels Herz-Lungen-Ma-
schine. Es ist bekannt, dass die im Rahmen
dieser On-Pump-Eingriffe freigesetzten Medi-
atoren die Herz-Kreislauffunktion soweit be-
eintrachtigen kénnen [1], dass die Patienten
hierdurch einer akuten medikament&sen Ka-
techolamintherapie zur Aufrechterhaltung der
Herz-Kreislauffunktion bedurfen. Die hierfir
zugrundeliegenden Mechanismen sind je-
doch unklar [2]. Daher wurde in der vorlie-
genden Arbeit untersucht, ob im Rahmen von
On-Pump-Bypass-Operationen Verdnderun-
gen im Patientenserum auftreten, welche die
kardiomyozytare Kontraktilitit vermindern
und somit die Herz-Kreislauffunktion beein-
trachtigen.

Methodik

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden
nach Ethikvotum (Ethik Kommission Bonn
011/13) und Einwilligung der Patienten pra-
operativ sowie 1, 6 und 24 Stunden nach
Beendigung der Aortenklemme (AK) klinische
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Herz-Kreislaufparameter erfasst, Blut ent-
nommen, Proteinkonzentrationen potentiell
kardiodepressiver Mediatoren analysiert und
die Auswirkungen des Serums auf die myo-
kardiale Kontraktilitdt in vitro untersucht. Zur
Erfassung der kardiomyozytdren Auswirkun-
gen der im Rahmen der EKZ gewonnenen
Patientensera wurden primére murine Kardio-
myozyten isoliert und in 2,5%igem Patienten-
serum kultiviert. Nach 2 h Inkubation wur-
den die Sarkomerverkiirzung (SV) sowie die
maximalen Verkiirzungs- und Relaxations-
geschwindigkeiten nach bipolarer elektrischer
Stimulation mit Frequenzen zwischen 0,5
und 10 Hz bei 36 °C in einer Perfusionskam-
mer auf einem inversen Mikroskop gemessen.
Die Messungen und Analysen erfolgten mit
einer Myocam und dem lonWizard Core and
Analysis System (lonOptix, Westwood, MA).
Statistik: One-way-ANOVA mit Bonferroni-
post-hoc-Test, MW + SEM, p<0,05.

Ergebnisse

In Vorversuchen kultivierten wir primére mu-
rine Kardiomyozyten mit unterschiedlichen
Serumkonzentrationen gesunder Probanden
und ermittelten die maximale Konzentration
humanen Serums, welche die kardiomyozy-
tare Verkiirzung nicht messbar beeinflusste.
Eine 2-stiindige Inkubation primérer muriner
Kardiomyozyten in 2,5% humanem Serum
gesunder Probanden (PS) verursachte keine
Beeinflussung der kardiomyozytdren Verkiir-
zung im Vergleich zu in Tyrode inkubierten
Zellen (0,09+0,01 PS vs. 0,10+0,01 pm Ty-
rode, , 4 Hz, n=20). Die Dosierung von Kate-
cholaminen war 1 h nach Beendigung der AK
signifikant erhoht im Vergleich zu praoperati-
ven Werten. Inkubation primdrer muriner Kar-
diomyozyten in 2,5% Patientenserum gewon-
nen 1 h nach Beendigung der AK flihrte bei
Stimulationsfrequenzen von 4-8 Hz zu einer
signifikanten Reduktion der Sarkomerverkiir-
zung (0,11+0,02 Pra-Op vs. 0,06+0,01 pm
1 h, n=14, 4 Hz, p<0,05) sowie maximalen
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Verkiirzungsgeschwindigkeit  (-4,44+0,56
Pra-OP vs. 2,64+0,44 um/s 1 h, n=14, 4 Hz,
p<0,05,) und Relaxationsgeschwindigkeit
(3,47+0,51 Pra-Op vs. 1,93+0,45 1 h, pm/s,
n=14, 4 Hz, p<0,05) im Vergleich zu pra-
operativ. gewonnenem Patientenserum. In-
kubation primédrer muriner Kardiomyozyten
mit 6 und 24 h nach Beendigung der AK ge-
wonnenem Patientenserum verursachte keine
messbare Veranderung der Sarkomerverkiir-
zung im Vergleich zu prdoperativ gewonne-
nem Serum. Die im Serum gel6sten ,receptor
for advanced glycation end products” (sRA-
GE) und ,High-Mobility-Group-Protein B1“
(HMGB1) Konzentrationen waren 1 h nach
Beendigung der AK signifikant erhoht im Ver-
gleich zu prédoperativ gemessenen Werten
(SRAGE 533110 prd-Op vs. 1565+214 1 h
vs. 733£355 6 h vs. 437+39 24 h, ng/ml,
p<0,0001 (HMGB1 2,8+0,5 pra-Op vs.
58+0,91hvs.2,2+0,66hvs.4,1+£1,124Hh,
ng/ml, p<0,05).

Interpretation

Unsere Ergebnisse belegen, dass On-Pump-
Bypass-Operationen zu einer Verdnderung
der Serumkonzentrationen von sRAGE und
HMGBT1 flihren. Weiterhin verursacht in die-
sem Rahmen gewonnenes Patientenserum
eine Einschrankung der kardiomyozytdren
Verkiirzung in vitro. In nachfolgenden Unter-
suchungen muss die Bedeutung von sRAGE
und HMGBT fiir dieses Phdnomen weiter un-
tersucht werden.
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Fragestellung

Zur Schmerzlinderung unter der Geburt ste-
hen verschiedene analgetische Strategien wie
neuraxiale Analgesieverfahren (z.B. Epidural-
analgesie), die inhalative Analgesie (z.B.
Lachgas) sowie die parenterale Opioidgabe
zur Verfligung. Fiir die letztere Option kommt
Remifentanil aufgrund eines schnellen Wir-
kungseintritts bei kurzer Wirkdauer (gute
Steuerbarkeit) eine besondere Bedeutung zu
[1]. Allerdings ist derzeit die Evidenz fiir den
Einsatz von Remifentanil als Analgetikum in
der Geburtshilfe limitiert. Daher bestand das
Ziel dieses Cochrane Reviews darin, die Evi-
denz zur Effektivitdt und Sicherheit einer pa-
tientenkontrollierten Analgesie mit Remifen-
tanil (R-PCA) wahrend der Wehen fiir Mutter
und Kind — basierend auf allen gegenwartig
verfligharen randomisierten kontrollierten
Studien (RCTs) — zu beurteilen.

Methodik

Es erfolgte eine systematische Recherche
nach RCTs im Cochrane Pregnancy and
Childbirth Group’s Register, Studienregistern
(ClinicalTrials.gov, ICTRP) und Kongressbei-
trdgen bis Dezember 2015. Einschlusskriterien
waren Vergleiche von R-PCA mit (A) ande-
ren Opioiden (intravends (IV)/intramuskul&r
(IM)), (B) anderen Opioiden (PCA), (C) der
Epiduralanalgesie, (D) Remifentanil (kontinu-
ierlich 1V), (E) R-PCA (anderen Regimes), (F)
einer inhalativen Analgesie und (G) Placebo
bei Schwangeren zur geburtshilflichen An-
algesie bei schmerzhafter Wehentitigkeit mit
geplanter vaginaler Entbindung. Das Risiko
fir einen Bias (systematischer Fehler) wurde
mittels Cochrane Risk of Bias Assessment
Tool bewertet. Es wurde eine Random-effects-
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Metaanalyse durchgefiihrt. Um in dieser Me-
taanalyse das Risiko fiir zuféllige Fehler zu
reduzieren, wurde eine sequentielle Studien-
analyse (Trial Sequential Analysis) durchge-
fihrt. Die Qualitat der Evidenz wurde mittels
GRADE-Ansatz (Grades of Recommendation,
Assessment, Development, and Evaluation),
basierend auf den Kriterien Studienqualitat
(Risiko fur einen Bias), Indirekte Evidenz,
Heterogenitat, fehlende Prazision und Publi-
kationsbias, bewertet. Untersuchungsmetho-
dik und -analytik wurden prospektiv definiert
und publiziert [2].

Ergebnis

Zwanzig Studien mit 3.569 schwangeren
Frauen wurden eingeschlossen. R-PCA wurde
mit Epiduralanalgesie (n=10 Studien), anderem
Opioid (IV/IM) (n=4), anderem Opioid (PCA)
(n=3), Remifentanil (kontinuierlich 1V) (n=2)
und mit anderem PCA-Regime (n=1) vergli-
chen. Basierend auf den Effektschitzern der
Metaanalysen zur Effektivitdt und Sicherheit
ist die R-PCA der Epiduralanalgesie unter-
legen, jedoch alternativen Opioiden (IV/IM)/
(PCA) uberlegen (Tab. 1). Allerdings ergab
die Bewertung der Qualitét der Evidenz nach
GRADE fiir die patientenrelevanten End-
punkte ,Patientenzufriedenheit”, ,Schmerz”,
,Rescue-Analgesie”, ,Kaiserschnittrate”, ,ma-
ternale Apnoe”, ,maternale Atemdepression”
und ,Apgar-Score <7 nach 5 Minuten” (iber-
wiegend nur eine sehr niedrige bis niedrige

Tabelle 1

Abstracts

Qualitdt der Evidenz (Tab. 1). Limitierungen
ergaben sich durch schlechte Studienqualitat
(hohes Risiko fir Bias), hohe Heterogenitit
und fehlende Prazision.

Interpretation

Die verfligbaren Daten legen nahe, dass die
R-PCA im Hinblick auf Wirksamkeit und
Sicherheit der Epiduralanalgesie unterlegen,
den anderen Opioiden gegentiber aber iiber-
legen ist. Die Datenlage dieses systemati-
schen Reviews zeigt aber auch, dass die Evi-
denz gegenwartig begrenzt ist, um fiir die
Praxis solide Aussagen zu den einzelnen Vor-
und Nachteilen der R-PCA in der geburtshilf-
lichen Analgesie zu treffen.

* Diese Zusammenfassung basiert auf einem Ent-
wurf eines Cochrane Reviews (Status: Post-Peer-
Review). Nach Abschluss und Genehmigung wird
erwartet, dass die endgiiltige Version in der
Cochrane Database of Systematic Reviews (www.
cochranelibrary.com ) veréffentlicht wird.
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GRADE - Qualitit der Evidenz fiir patientenrelevante Endpunkte.

4-Kategorien System der Evidenzqualitdt nach GRADE: sehr niedrig, niedrig, moderat, hoch. Ergebnisse der
Metaanalysen (Farbkodierung): (grtin) favorisiert R-PCA, (rot) favorisiert Kontrollintervention, (gelb) kein Un-
terschied. * R-PCA-Regime: steigende Bolusdosis versus steigende Infusionsdosis; m.=maternal.

Remifentanil (PCA) versus

Epidural- Opioid Opioid (PCA) Remifentanil R-PCA
Endpunkt analgesie (IV/IM) (\%) (Regime*)
Zufriedenheit sehr niedrig sehr niedrig | sehr niedrig - niedrig
Schmerz (1 h) niedrig sehr niedrig | sehr niedrig | sehr niedrig | -
Rescue-Analgesie moderat moderat niedrig sehr niedrig niedrig
Kaiserschnittrate moderat niedrig sehr niedrig | - niedrig
m. Apnoe sehr niedrig | - - - -
m. Atemdepression | niedrig sehr niedrig - niedrig -
Apgar <7,5 min niedrig sehr niedrig sehr niedrig | - niedrig
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