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Fragestellung

In einer Studie mit dem Reanimationsmo-
dell konnte bereits gezeigt werden, dass sich
sowohl Defizienz als auch eine funktionelle
Blockade des TLR2 positiv auf das Uberleben
und die funktionell-neurologische Regenera-
tion von Mdusen nach Herz-Kreislaufsstill-
stand und kardiopulmonaler Reanimation
auswirkt [1]. TLR werden neben den Zellen
des Immunsystems auch auf den Neuronen
des zentralen Nervensystems exprimiert, wo
ihnen eine Rolle in der Regulation des Ener-
giestoffwechsels zukommt [2]. Lassen sich
mittels '®F-FDG PET/CT-Messungen Unter-
schiede im zerebralen Glukosestoffwechsel
basal und nach erfolgter Reanimation in WT-
und TLR2-M&usen nachweisen?

Methodik

Die Untersuchungen wurden nach Genehmi-
gung der lokalen Behorde LALLF (AZ: M-V/
TDS/7221.3-1-068/15) an weiblichen WT-
(C57BL/6)) und  TLR27~(B6.129-Tlr2mKir/))-
Mé&usen durchgefiihrt. Fir die basalen PET-
CT-Messungen wurden die Mduse mit einer
i.p.-Injektion narkotisiert, intubiert und wah-
rend der Bildgebung mit dem Kleintier-PET-
CT beatmet. Mit Beginn der i.v. Injektionen
von "F-FDG (17,05+0,36 MBq) wurden Da-
ten (iber je 60 min dynamisch akquiriert und
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fur die vorliegende Auswertung jeweils stati-
sche PET-Serien der letzten 15 min rekon-
struiert. Nach einer Erholungsphase wurde bei
den Mdiusen entsprechend dem etablierten
Reanimationsmodell ein Herz-Kreislauf-Still-
stand (CA) induziert und nach 10 min wurde
reanimiert (CPR) [1]. Anschlieffend (90 min
nach CA) wurden auch bei diesen Mausen
im Kleintier-PET/CT das Glucose-Uptake tiber
60 min gemessen ('*F-FDG: 16,27+0,43 MBq)
und aus diesem Datensatz die letzten 15 min
extrahiert. Fur die Datenanalyse wurde der
in der verwendeten pmod-Software (ver 3.7)
implementierte Mirrione-Mouse-Brain-Atlas [3]
mit den FDG-Hirn-PET fusioniert und der
SUV nean definierter Hirnregionen bestimmt.
Die Ergebnisse sind als MW=SEM bzw. als
Median dargestellt. Unterschiede der Glu—
koseaufnahme wurden explorativ bewertet
und auf Signifikanz (Wilcoxon-Test und
Mann-Whitney-U-Test; ~ statistische ~ Signifi-
kanz: P<0,05) mit p-Wert-Adjustierung nach
Bonferroni-Holm zur Korrektur multipler Tes-
tung untersucht.

Abbildung 1
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Glukoseaufnahme im Hirn (gesamt) bei gleicher
'8F-FDG-Menge zwischen basalem PET-CT und
dem nach Reanimation. Betrachtet man die unter-
schiedlichen Reaktionsmuster zwischen den WT-
und TLR2-defizienten Mausen, liegt der Unter-
schied in einer erhohten reanimationsbedingten
Glukoseaufnahme bei den WT-Mausen gegen-
ber einer unverdanderten Glukoseaufnahme bei
TLR2-defizienten Tieren nach Reanimation.
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Ergebnisse

Der Glukose-Umsatz des Hirns der WT-
Mause ist nach Reanimation signifikant héher
als bei der basalen Messung (P<0,05; n=9),
wohingegen der Glukose-Umsatz des Hirns der
TLR2-defizienten Mduse nach Reanimation
keine Unterschiede im Vergleich zur basalen
Messung zeigt (P=0,11; n=10; Abb.1). In Be-
trachtung einzelner Hirnregionen zeigte sich
bei den WT-Mdusen ein signifikant erhohter
Glukose-Umsatz nach Reanimation fiir Cor-
tex, Hippocampus und Hirnstamm. Der Un-
terschied im Striatum war nicht signifikant.
Im Vergleich der WT- und TLR2-defizienten
Mause bei den basalen PET/CT-Messungen
zeigen die TLR2-defizienten Mause im Hirn
und auch in den einzelnen Regionen eine sig-
nifikant hohere Glukose-Aufnahme (P-Werte
<0,05).

Interpretation

Als Ausdruck einer Reanimations-getriggerten
Inflammationsreaktion zeigen WT-Mduse nach
Reanimation einen signifikanten Anstieg der
Glukose-Aufnahme im Hirn und auch in ein-
zelnen Hirnregionen. Bei TLR2-defizienten
Mausen wurde eine solche Aktivititszunah-
me nicht nachgewiesen. Dies unterstreicht
die besondere Rolle des TLR2 in der zentralen
Ischamie-Reperfusionsreaktion nach einer Re-
animation.

Literatur
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Toll-Like Receptor 2 deficiency on survival
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Fragestellung

Der spannungsabhéngige Natriumkanal Na,1.3
ist ein TTX-sensitiver Kanal [1], der haupt-
sachlich in erregbaren Zellen [2] vorkommt.
In den letzten Jahren haben wir erstmalig
die Expression von Na,1.3 in polymorphker-
nigen Neutrophilen (PMNs) im ischdmischen
Mausherz sowie eine Rolle von Na,1.3 bei
Adhésion und Transmigration in vitro nach-
gewiesen. In diesem Projekt untersuchen wir,
ob die Daten aus dem Mausprojekt auf den
Menschen (ibertragbar sind und ob die anti-
inflammatorische Wirkung von Lidocain [3]
Uber Na,1.3 Ubermittelt wird. Dafiir wurde
ein gewebsspezifischer Knock-out generiert,
um im Detail die Folgen des Na,1.3-Verlustes
bei Herz- und Nierenischdmie mit Reper-
fusion und bei der Rekrutierung von PMNs
untersuchen zu kénnen.

Methodik

PMNs wurden aus menschlichem Vollblut
und aus Knochenmark von Wildtyp- oder ge-
websspezifischen Na,1.3 Knock-out-Mdusen
isoliert, um die Rolle von Na,1.3 bei der Ad-
hasion unter statischen und unter Flussbedin-
gungen an TNFa-stimulierten Endothelzellen
(fEnd5 oder HUVECQ), bei der Transmigration
durch Collagen I und durch TNFa-stimulierte
HUVEC sowie bei der Chemotaxis auf einen
Gradienten hin zu bestimmen. Die Funktion
von Na,1.3 wurde dabei mittels Blockade
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mit Tetrodotoxin (TTX, 100 nM), ICA121431
(ICA, 1,0 pM), Pterinotoxin-2 (PTX-2, 0,5 pM),
in Kombination mit Lidocain (100 uM) und in
Na,1.37 PMNs untersucht. Der Anteil Na,1.3-
exprimierender PMNs in vivo wurde mittels
FACS-Analyse aus ischamischem Nierenge-
webe (45 Minuten Ischdmie mit 24 h Reper-
fusion) ermittelt. Die normalverteilten Daten
wurden mit ANOVA und Bonferroni-Korrektur
ausgewertet; sie sind als Mittelwert=SD an-
gegeben und p<0,05 wurde als Signifikanz-
niveau gewdhlt.

Ergebnisse

Analog zu ischdmischen Mausherzen konnten
Na,1.3-exprimierende PMNs in ischdmischen
Nieren nachgewiesen und deren Prozent-
satz mittels Durchflusszytometrie bestimmt
werden (12,7% der Zellen sind Na,1.3 posi-
tive Ly6G high PMNs und 19,3% der Zellen
Ly6G low PMNs, die Na,1.3 exprimieren). In
statischen Adhdsionsversuchen konnten wir
nachweisen, dass die Adhdsion von PMNs
der Maus an TNFa-stimulierte fEnd5 durch
pharmakologische Blockade des Na,1.3 Ka-
nals mit TTX (56+9%), ICA (53+10%), PTX-2
(55+9%) und Lidocain (60+9%) gleicher-
malien reduziert wird wie bei Verwendung
Na,1.3 defizienter PMNs (61+3%) (Abb. 1).
TTX vermindert in der Durchflusskammer
die Na,1.3-abhingige Adhdsion von PMNs
unter Scherstress von 25+4 auf 10+4 PMNs/
Bildausschnitt (n=4, p<0,05). Zugabe phar-
makologischer Inhibitoren zu fMLP reduzierte
bei Chemotaxis die Euklidische Strecke von
72439 pm in der Kontrolllésung signifikant
(TTX 21429 pm, ICA 1817 pm, PTX-2 10+9
pm). Die Kombination von Lidocain mit TTX,
ICA oder PTX-2 zeigte weder bei Adhésion
(Lidocain  60+9%, Lidocain+TTX 58+8%,
+ICA 55+7%, +PTX-2 59+7%) noch bei Trans-
migration (Lidocain 54+8%, Lidocain+TTX
55+12%, +ICA 55+11%, +PTX-2 59+7%) ad-
ditive Effekte. Die Ubertragbarkeit der Na,1.3
Ergebnisse aus der Maus auf die Interaktion
zwischen menschlichen PMNs mit aktivierten
humanen Endothelzellen (HUVEC) zeigte sich
durch signifikant reduzierte Na,1.3 abhdngige
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Adhéasion von Maus-PMNs an fEnd5
(Prozent von TNFa-stimulierten Kontrollen)

Die Anhaftung von Maus-PMNs an TNFa-
aktivierte fEnd5-Zellen ist nach pharmakolo-
gischer Blockade von VGSC a-Untereinheiten
mit TTX, ICA121431, PTX-2, Lidocain und in
Mausen mit gewebespezifischem Knock-Out
von Na,1.3 signifikant reduziert.

Adhasion (TTX 54+11%, ICA 50+16%, PTX-2
50+14%) und gerichtete Transmigration (TTX
63+12%, ICA 66+18%, PTX 65+18%, Lido-
cain 54+8%).

Interpretation

Natriumkandle wie Na,1.3 besitzen wichtige
Funktionen im Rekrutierungsprozess von PMNs
in ischdmisches Gewebe und konnten die
antiinflammatorische Wirkung von Lidocain
vermitteln.

Literatur
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Fragestellung

Die elektrische Impedanztomographie (EIT)
des Thorax kann bettseitig zur Uberwachung
der Ventilation eingesetzt werden, besitzt aber
auch das Potential, die Perfusion darzustellen.
Wir untersuchten die Lungenperfusion mittels
EIT und Kochsalz-(NaCl-)basierter Indikator-
dilutionstechnik sowie Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) unter verschiedenen Venti-
lations-/Perfusionsbedingungen am Schwein.
Wir stellten die Hypothese auf, dass beide
Methoden die relative regionale Perfusion
tibereinstimmend darstellen kénnen.

Methodik

Nach Genehmigung (DD24-5131/354/64)
wurden in dieser explorativen Studie 13 analgo-
sedierte Hausschweine (50-60 kg) mechanisch
beatmet und die folgenden Ventilations-/Per-
fusionszustande generiert: 1) rechtsseitige
Ein-Lungen-Ventilation und linksseitiger Kol-
laps, 2) Zwei-Lungen-Ventilation mit opti-
miertem positiv end-expiratorischem Druck
(PEEP); 3) Zwei-Lungen-Ventilation ohne PEEP
nach pulmonaler Lavage mit isotoner NaCl-
Losung; 4) Zwei-Lungen-Ventilation mit ma-
ximalem PEEP; 5) Zwei-Lungen-Ventilation
unter einseitigem Verschluss der Pulmonal-
arterie. In jedem Zustand erfolgte die Mes-
sung eines Surrogats der relativen Lungen-
perfusion durch Aufzeichnung der thorakalen
Impedanzénderung (Az) unter zentralvendser
Injektion von jeweils 10 mL 3%, 5% und 10%
NaCl-Lésung. Hierzu wurde die Atmung bei
mittlerem Atemwegsdruck angehalten. Zu-
satzlich wurde die relative Perfusion nach
Gabe ‘®*Gallium-markierter Mikrosphédren
mittels PET bestimmt. Nach entsprechender
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Rekonstruktion wurden die EIT- und PET-
Aufnahmen in acht isometrische Lungenre-
gionen (rechts — links; ventral — medioventral —
mediodorsal — dorsal) unterteilt und mit Hilfe
der Bland-Altman-Analyse hinsichtlich deren
Messgenauigkeit verglichen. Von einer Uber-
einstimmung zwischen den Methoden wurde
ausgegangen, wenn 95% der Differenzen
der regionalen Perfusion innerhalb von 10%
lagen (Limit of Agreement — LoA). Sekundar
untersuchten wir die Gite der EIT, die Rich-
tung einer Perfusionsanderung (Zunahme/Ab-
nahme) zwischen ausgewdihlten Perfusions-
zustdnden im Vergleich zur PET vorherzu-
sagen.

Ergebnisse

Fir jede NaCl-Konzentration wurden 504
Datenpaare aus EIT und PET analysiert. Die
Unterschiede zwischen beiden Verfahren
waren gering (LoA 8,7%, 8,9% und 9,5%,
bzw. root mean squared error 4,4%, 4,5%
und 5,7% fiir 10%, 5% und 3% Kochsalzlo-
sung; Abb. 1). Im Vergleich zu PET wurde die
vom EIT gemessene relative Perfusion in ab-

Abbildung 1
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hangigen Lungenregionen unterschitzt und
in nicht abhdngigen Regionen uberschatzt.
Waurden die Verdnderungen der regionalen
Perfusion zwischen zwei Zustinden unter-
sucht, waren EIT mit 10% NaCl und PET in
69-96% (im Mittel 84%) der Félle in der
Lage, die Richtung einer Perfusionsdnderung
reproduzierbar wiederzugeben. Eine nied-
rigere NaCl-Konzentration reduzierte diese
Reproduzierbarkeit minimal (71-93% bzw.
66-96% flr NaCl 5% bzw. 3%).

Interpretation

Unter verschiedenen Ventilations-/Perfusions-
zustanden im Schwein kénnen die indikator-
basierte EIT mit NaCl-Konzentrationen von
3% bis 10% und PET die regionale relative
Perfusion der Lungen innerhalb der a priori
definierten Genauigkeit Ubereinstimmend
messen. Dies deutet darauf hin, dass beide
Methoden austauschbar eingesetzt werden
konnen. Weitere Studien sind notwendig, um
die definitive Rolle der indikatorbasierten EIT
zur Messung der pulmonalen Perfusion in
der klinischen Praxis zu bestimmen.

5% NaCl

Optimal
PEEP

Atelectasis
PEEP

Maximum

A Block

-

dorsal
right

EIT mit NaCl 10% vs. PET
Bland-Altmann-Plot

LoA: 8,7 %
y=-0.16x+1.97

EIT — PET (%)

0 10 20 30 40
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Links: Aufnahmen der Lungenperfusion (Qrel) mittels EIT und verschiedener NaCl-Konzentration sowie

PET unter verschiedenen Perfusionsbedingungen.

Rechts: Bland-Altman-Plot und Regressionsgerade der EIT mit NaCl 10% und PET, alle Regionen und Per-
fusionszustande (blau/rot = rechte/linke Lunge; helle/dunkle Datenpunkte = ventral/dorsal).
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Fragestellung

Ischdmische Prakonditionierung (IPC) fihrt
zu einer deutlichen Reduktion des Ischdmie-/
Reperfusionsschadens des Herzens [1]. Die
ischdmische Fernprakonditionierung (Remote
Ischemic Preconditioning, RIPC) ist im klini-
schen Umfeld weitaus praktikabler, jedoch
konnte in aktuellen klinischen Multicenter-
Studien kein Nutzen nachgewiesen werden
(z.B. [2]). Eigene experimentelle Daten zeig-
ten eine Blockade der RIPC unter Propofol-
anasthesie [3]. In dieser Studie untersuch-
ten wir deshalb zunichst die Hypothese, 1)
dass eine Andsthesie mit Propofol und Re-
mifentanil im Gegensatz zu einer Andsthesie
mit Sevofluran und Remifentanil oder einer
tierexperimentell eingesetzten Narkose mit
Pentobarbital einen negativen Einfluss auf
die Kardioprotektion durch IPC hat. Basierend
auf den Ergebnissen dieses ersten Teils und
eigenen Vordaten aus [3] untersuchten wir,
2) ob bei RIPC unter Propofolandsthesie die
Freisetzung humoraler Faktoren und/oder der
protektive Effekt direkt am Herzen blockiert
wird.

Methodik

Die Versuche wurden mit Genehmigung der
zustdndigen Behorde (Aktenzeichen 84-02.04.
2013.A279) oder des Tierschutzbeauftrag-
ten (O 27/12) an mannlichen Wistar-Ratten
(2 bis 3 Monate alt) durchgefiihrt. Fiir die erste
Versuchsserie wurden die Tiere (276+13 g)
einmalig intraperitoneal mit Pentobarbital
(80 mg/kg) narkotisiert, kontrolliert beatmet
und fir eine kontinuierliche arterielle Blut-
druckmessung und Medikamentengabe in-
strumentiert. Nach Minithorakotomie wurde
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ein Hauptast der linken Koronararterie fiir
25 min okkludiert und danach das zuvor isch-
amische Areal fiir 2 h reperfundiert. Die Tiere
wurden in 6 Gruppen (je n=6 pro Gruppe)
randomisiert. Die Kontrolltiere (Con) erhiel-
ten neben Ischdmie und Reperfusion keine
weitere Behandlung. Die ischdmische Pra-
konditionierung erfolgte durch 3x5-miniitige
myokardiale Ischdmie mit Reperfusion (IPC).
Die Tiere (jeweils Con und IPC) erhielten ent-
weder eine Mononarkose mit Pentobarbital
(Pento, 40 mg/kg/h) oder eine balancierte
Anasthesie mit Sevofluran (Sevo, 1 MAC) oder
Propofol (Prop, 12 mg/kg/h), jeweils kombi-
niert mit Remifentanil (0,5 pg/kg/min). In der
zweiten Versuchsserie wurde bei den Tieren
in vivo (6 Gruppen, je n=6 pro Gruppe) nach
einer 4x5 miniitigen Hinterlaufischdamie (RIPC)
und ohne RIPC (Con) Blutplasma gewonnen.
Hierbei erhielten die Tiere (291+16 g) entwe-
der eine kontinuierliche Narkose mit Pento-
barbital (Pento, 40 mg/kg/h) oder Propofol
(Prop, 12 mg/kg/h). Die Untersuchung der kar-
dioprotektiven Potenz des Blutplasmas wurde
in vitro (Langendorff-Prdparation) an Herzen,
perfundiert mit Krebs-Henseleit-Puffer alleine
(KHP) oder mit Zusatz von Propofol (10 pM),
durchgefiihrt. Das Blutplasma wurde (ber
zehn Minuten vor der infarktinduzierenden
Ischamie appliziert. Die Herzen unterliefen
eine 33-miniitige Globalischdmie, gefolgt von
1 h Reperfusion. Am Versuchsende wurde
die InfarktgréBe mittels Triphenyltetrazolium-
chlorid-Farbung bestimmt (6 Gruppen, je
n=6 pro Gruppe). Statistik: Mittelwertex
Standardabweichung, Varianzanalyse und
Tukey-post-hoc-Test, p<0,05.

Ergebnisse

1. Serie: IPC induzierte eine signifikante
Kardioprotektion unter allen drei untersuch-
ten Andsthesieregimes (Pento-IPC: 19+5%,
Sevo-IPC: 17+6%, Prop-IPC: 17+8%; jeweils
P<0,0001 vs. Pento-Con: 58+7%, Sevo-Con:
62+5%, Prop-Con: 59+8%). 2. Serie: RIPC-
Plasma aus Pentobarbital-andsthesierten Rat-
ten (Pento-RIPC) reduzierte die Infarktgrofe
von 65+5% (Pento-Con) auf 35+5% am Langen-
dorff-Herz unter KHP-Perfusion (P<0,0001).
Das Kontrollplasma aus Propofol-andsthe-
sierten Ratten zeigte am Langendorff-Herz
eine InfarktgroBe von 61+£5% (Prop-Con).
Die InfarktgrofSe konnte durch RIPC-Plasma
nicht reduziert werden (Prop-RIPC 62+7%;
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nicht signifikant vs. Prop-Con) (Abb. 1). Dage-
gen induzierte RIPC-Plasma aus Pentobarbital-
andsthesierten Ratten am Propofol-perfun-
dierten Langendorff-Herz eine signifikante
InfarktgréBenreduktion (Pento-RIPC: 35+7%
vs. Pento-Con: 57+7%; P<0,0001).

Interpretation

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass: 1)
Kardioprotektion durch IPC im Gegensatz zu
RIPC nicht durch eine Anidsthesie mit Propo-
fol und Remifentanil beeinflusst wird, 2) die
Abschwdchung der Kardioprotektion durch
RIPC unter Propofolandsthesie auf eine redu-
zierte Freisetzung humoraler Faktoren oder
eine Blockade auf dem Weg der Vermittlung
des protektiven Effekts zurlickzufiihren ist.
Diese Blockade muss an einem Punkt vor
der Transduktion der Protektion am Myokard
stattfinden, da unsere Ergebnisse zeigen, dass
es keinen blockierenden Effekt von Propofol
direkt am Herzen zu geben scheint, wenn
nachweislich protektive Faktoren vorhanden
sind.
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Fragestellung

Remimazolam (CNS7056) ist ein neues Ben-
zodiazepin mit einer hohen organunabhan-
gigen Metabolisierung durch unspezifische
Gewebsesterasen. Pharmakokinetik und Phar-
makodynamik von Remimazolam sind bisher
nur nach Bolusgabe beschrieben worden [1].
Wir haben die Pharmakokinetik und Pharma-
kodynamik von Remimazolam bei kontinu-
ierlicher intravenoser Infusion untersucht.

Methodik

Nach Zustimmung der Ethikkommission,
schriftlicher Aufkldrung und Einverstindnis-
erklarung erhielten 20 ménnliche Probanden
(64-99 kg, 20-38 J.) Remimazolam (PAION
AG, Deutschland) als kontinuierliche intrave-
ndse Infusion mit 5 mg/min in den ersten 5 min,
3 mg/min in den folgenden 15 min und 1 mg/
min in den anschlieBenden 15 min. Arterielle
Plasmakonzentrationen wurden bis 6 h nach
Infusionsende gemessen und daraus mittels
Populationsanalyse (NONMEM) ein pharma-
kokinetisches Modell bestimmt. Die Sedie-
rungstiefe wurde alle 2 min anhand der

Abbildung 1
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Modified Observer’s Assessment of Alertness
and Sedation Scale (MOAA/S) mit Werten
zwischen O (keine Reaktion auf schmerzhaf-
ten Reiz des M. trapezius) und 5 (prompte
Reaktion auf normale Ansprache) erfasst.
Ebenso wurde die Zeit von Infusionsende bis
Wiedererlangen der Orientierung zu Person,
Ort und Zeit bestimmt. Das spontane EEG
wurde mittels eines Narcotrend®-Monitors
abgeleitet und der EEG-Effekt von Remima-
zolam anhand des Narcotrend Index (NCT)
quantifiziert. Fir die pharmakodynamische
Modellbildung wurden sigmoide Wahr-
scheinlichkeits-Funktionen (MOAA/S) sowie
sigmoide E,..-Modelle (NCT) unter Annahme
eines Effektkompartiments als Ort der Wir-
kung verwendet. Blutdruck und Herzfrequenz
wurden kontinuierlich Gberwacht. Alle Daten
sind als MW=SD angegeben.

Ergebnisse

Wahrend der Infusion wurden Plasmakonzen-
trationen bis zu 2,4 pg/ml erzielt (Abb. TA).
Die Pharmakokinetik von Remimazolam wur-
de am besten durch ein Drei-Kompartiment-
Modell beschrieben. Remimazolam zeigte
eine hohe Clearance (69,1+7,4 L/h), ein klei-
nes Gesamtverteilungsvolumen (34,6+4,5 L)
sowie eine kurze Eliminationshalbwertszeit
(61,8+10,9 min). Die simulierte Zeit fur einen
50%igen Konzentrationsabfall nach 4-stiin-
diger Infusion (kontextsensitive Halbwerts-
zeit) betrug 6,8+2,4 min. Bewusstseinsverlust
wurde 4,6+1,1 min nach Infusionsstart beob-
achtet. Die Probanden waren 19+6 min nach
Infusionsende wieder vollstandig orientiert.
Fiir einen MOAA/S-Wert=0 ergab die phar-
makodynamische Modellbildung eine ECs,
von 1,6+0,8 pg/ml (Abb. 1B) und eine Halb-

-0)

P(MOAA/S

Effektkonz. (ug/ml)
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wertszeit von 2,7+0,8 min fiir die Aquili-
brierung zwischen zentralem und Effekt-
Kompartiment. Der NCT fiel von initial
95+5 zundchst auf 75+7 nach 15 min und
erreichte ein Minimum von 5115 zwei
Minuten nach Ende der Infusion. Dieser
Verlauf konnte durch ein erweitertes Modell
mit zwei sigmoiden Termen (Abb. 1C) und
zwei Effekt-Aquilibrierungs-Halbwertszeiten
(2,4+1,8 bzw. 36,6+15,3 min) beschrieben
werden. Der arterielle Mitteldruck fiel wah-
rend der Infusion um maximal 24+6%, die
Herzfrequenz stieg um maximal 28+15%.
Die Spontanatmung blieb wahrend des ge-
samten Untersuchungszeitraums erhalten.

Interpretation

Remimazolam zeigte ein vorteilhaftes phar-
makokinetisch-dynamisches Profil mit einer
guten Steuerbarkeit, vor allem im Vergleich zu
Midazolam [2], und entsprechend raschem
Wirkungseintritt und schneller Erholung. Die
hamodynamischen Nebenwirkungen waren
moderat. Die EEG-Befunde sollten in wei-
teren Studien untersucht und charakterisiert
werden.
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Fragestellung

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist ein bedeu-
tender Lipid-Mediator zahlreicher patho-
physiologischer Prozesse. Hierzu zdhlen die
Zirkulation und Migration von Immunzellen
und die Immunzell-Proliferation. Verdnderun-
gen des STP-Signalings werden mit entziind-
lichen Erkrankungen, der Tumorentstehung
und arteriosklerotischen Prozessen in Verbin-
dung gebracht [1]. Fiir STP wurden jiingst auch
antiinflammatorische Effekte mit Hemmung
der Migration von neutrophilen Granulozyten
in entziindetes Gewebe beschrieben [2], die
jedoch mechanistisch unklar sind. Da Leu-
kotriene die am starksten wirksamen chemo-
taktischen Mediatoren der Immunzell-Migra-
tion darstellen, wurde der Effekt von STP auf
die Aktivitdt des Schlisselenzymes der Leuko-

Abbildung 1
A B
%F‘TWZO
\\

x 10* Makrophagen

[
Ao | Zileuton
-1

0 T “125ugLps
16 BAL

h
h
h
> Serum
BN
}

Makrophageninfiltration
5-LO Produktbildung

32. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

trien-Biosynthese, der 5-Lipoxygenase (5-LO),
untersucht.

Methodik

Der Effekt von S1P auf die Aktivitdt der
5-LO wurde 1) unter Verwendung von aus
humanem Vollblut gesunder Spender iso-
lierten neutrophilen Granulozyten und 2)
im etablierten Maus-Modell (Abb. 1A) der
Lipopolysaccharid (LPS)-induzierten Lungen-
Inflammation untersucht [3]. Die 5-LO-Pro-
duktbildung in Granulozyten wurde durch
Behandlung mit einem Calcium-lonophor
unter Zusatz von Substrat und in Mausen
durch intranasale Gabe von LPS stimuliert.
Die Analytik der 5-LO-Produkte erfolgte in
zelluldren Assays mittels Hochleistungs-Fluis-
sigkeitschromatographie (HPLC), in Plasma
und bronchio-alveoldrer Lavage (BAL) von
Mausen mittels Fliissigchromatographie mit
Massenspektrometrie-Kopplung (LC/MS-MS).
Statistik:  Mittelwert und  95%-Konfidenz-
intervall (KI); One-way-ANOVA mit Bonferroni-
post-hoc-Test.

Ergebnisse

Wir konnten erstmals zeigen, dass die 5-LO-
Produktbildung in humanen neutrophilen
Granulozyten durch STP mit einem physio-
logisch relevanten 1Cs-Wert von 1,5 pM
(95%-KI: 0,8-2,9 uM, p<0,001; n=4) potent
und irreversibel gehemmt wird. In neutro-
philen Granulozyten fiihrte die Behandlung
mit STP zu einer Erhhung des intrazelluldren
Calciumspiegels, einer perinuklearen Translo-
kation und schlussendlich einer irreversiblen
oxidativen Suizidinaktivierung der 5-LO. In
Mausen fiihrte die intranasale Administration
von LPS zu einer Leukotrien-abhdngigen
pulmonalen Inflammation mit Bildung von

Exsudaten und Infiltration von Makrophagen
in das Lungengewebe sowie einer erhéhten,
5-LO-abhéngigen Bildung von Leukotrie-
nen. Die intraperitoneale Gabe von 2 mg/kg
S1P fiihrte sowohl zu einer Verringerung der
Makrophagen-Infiltration in das Lungengewe-
be (Abb. 1B) als auch zu einer signifikanten
Hemmung der LPS-induzierten Bildung des
Hauptprodukts der 5-LO (5-HETE) im Serum
um 65% und anndhernd vollstindigen Hem-
mung der Induktion von 5-HETE in der BAL
(Abb. 1C und D).

Interpretation

Die Studie liefert einen bedeutenden Ansatz
zur Erkldrung zahlreicher (patho)physiologi-
scher Effekte von S1P in vitro und in vivo. S1P
induziert einen Mechanismus, der zu einer
effizienten Hemmung der zelluldren 5-LO-
Aktivitdt in Immunzellen fiihrt. Aus der Studie
konnten sich somit auch neuartige pharmako-
logische Strategien zur Hemmung der Leuko-
trien-Biosynthese Uber S1P-Mimetika erge-
ben.
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Fragestellung

Die Therapiemdglichkeiten beim Auftreten
von PONV sind limitiert, wenn die etablier-
ten und zugelassenen Substanzen bereits zur
Prophylaxe von PONV appliziert wurden.
In diesem Fall sollten sie bei Auftreten von
PONV im Aufwachraum nicht neuerlich zur
Therapie eingesetzt werden. Fiir Amisulprid,
einem Dopaminantagonisten mit gutem Ver-
traglichkeitsprofil, konnte die Wirksamkeit als
Mono- und Kombinationsprophylaxe sowie
im Rahmen der Therapie ohne stattgehabte
Prophylaxe bereits gezeigt werden [1-3]. Das
Ziel dieser Studie bestand darin, die Wirk-
samkeit und das Nebenwirkungsprofil von
Amisulprid zur Therapie von PONV nach
bereits erfolgter (unwirksamer) Prophylaxe
bei Hochrisikopatienten im Rahmen einer
Phase llI-Studie zu evaluieren.

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 ein moderates bis hohes Risiko
fur PONV (weibliches Geschlecht, Nicht-
raucher-Status, PONV nach fritheren Narko-
sen/Reisekrankheit, erwartete postoperative
Opioid-Gabe) aufwiesen, nach Aufklarung
tber die Studie und bei Vorliegen des schrift-
lich dokumentierten Einverstandnisses in die
Studie eingeschlossen. Die Randomisierung
wurde mit verborgener Zuordnung durch-
geflihrt. Intraoperativ wurde eine standardi-
sierte PONV-Prophylaxe risikobasiert durch-
geflihrt (Serotoninantagonist bzw. Dexametha-
son). Nach dem Auftreten einer PONV-Episode
(Erbrechen und/oder Patientenwunsch bei
Ubelkeit) nach der Narkose erhielten die
Studienteilnehmer entweder 5 mg oder 10 mg
Amisulprid in jeweils 4 ml Lésung oder
das gleiche Volumen eines Placebos (iber
2 Minuten intravenos verabreicht, wobei die
Anwendung des Priifmedikamentes doppelt-
verblindet erfolgte. Der primdre Endpunkt
war erreicht, wenn innerhalb von 30 Minuten
bis 24 Stunden nach Verabreichung der Stu-
dienmedikation kein Erbrechen oder Wiirgen
aufgetreten ist und keine Gabe einer wei-
teren antiemetisch wirkenden Medikation
(Rescue-Medikation) erforderlich war. Als
sekunddre Endpunkte waren unter anderem
die Verwendung von Rescue-Medikation
sowie das Auftreten von Ubelkeit definiert.
Eine Studienregistrierung erfolgte unter Clini-
calTrials.gov (NCT02646566).

Ergebnisse

Von Marz 2016 bis Januar 2017 wurden an
23 Zentren in Deutschland, Frankreich, den
USA und Kanada 2.285 Patienten eingeschlos-
sen, von denen 705 randomisiert und 702
(mITT=modified intention-to-treat) fir den
primdren Endpunkt analysiert werden konn-
ten. Diesen erreichten 41,7% der Patienten
(95%-Konfidenzintervall [KI] 35,4-48,1%,
p=0,003) in der 10 mg Amisulpridgruppe
gegeniiber 28,5% der Patienten in der Place-
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bogruppe (95% K1 22,7-34,3%) und 33,8%
der Patienten in der 5 mg Amisulpridgruppe
(95%K127,7-39,8%, p=0,109). Die Zeitspan-
ne bis zum Therapieversagen war in der Ami-
sulpridgruppe 10 mg signifikant langer als in
der Placebogruppe (Hazard ratio 0,63 (95%
Kl 0,5-0,8; p=0,001)). Eine Rescue-Medi-
kation innerhalb von 24 h wurde bei 155
Patienten in der Amisulprid 5 mg Gruppe
(65,4%; 95% Kl 59,3-71,5, p=0,179), 127
Patienten in der Amisulprid 10 mg Gruppe
(55,2%; 95% K1 48,8 -61,6, p=0,001) und 163
Patienten in der Placebogruppe (69,4%; 95%
Kl 63,5-75,3) gegeben. In beiden Dosierun-
gen wurden weniger Nebenwirkungen von
Amisulprid beobachtet als in der Placebo-

gruppe.

Interpretation

Aufgrund der vorliegenden Daten erscheint
Amisulprid als wirksame neue antiemetische
Substanz zur Therapie von PONV-Episoden
bei Hochrisikopatienten nach bereits statt-
gehabter, aber nicht hinreichend wirksamer
antiemetischer Prophylaxe.
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Fragestellung

Das sequentielle Modell des Ablaufs immu-
nologischer Prozesse im Krankheitsverlauf
einer Sepsis — bestehend aus frither Hyper-
inflammation und konsekutiver Immunsup-
pression — ist dem Bild einer komplexen
Immundysfunktion gewichen: Durch Zellen der
angeborenen Immunitit verursachte hyper-
inflammatorische Phasen und durch das adap-
tive Immunsystem bedingte immunpara-
lytische Episoden kénnen jederzeit abwechseln
oder auch simultan auftreten [1,2]. Die Immun-
suppression wird derzeit als fithrender Morta-
litdtsfaktor der Sepsis angesehen [3]. Bislang
existieren keine klinisch einsetzbaren Bio-
marker zur Diagnose dieser primar T-Zell-ver-
mittelten Immunparalyse, was gezielte thera-
peutische Interventionen erschwert. Wir unter-
suchten erstmals die Eignung von microRNAs
(miRNAs) zur Detektion der Immunsuppres-
sion in der Sepsis.

Methodik

Aus T-Zellen septischer Patienten (n=31) und
gesunder Probanden wurde RNA extrahiert.
In einem zweiten Patienten-/Kontrollkollek-
tiv wurde RNA aus Vollblut mittels PAXgene
(Qiagen) gewonnen (n=20). Alle Patienten
erfillten die Sepsis-3-Kriterien. Die miRNA-
Expression wurde durch Microarray-Technik
untersucht (n=7) und fiir stark differenziell
exprimierte miRNAs zusatzlich mittels spezi-
fischer TagMan Assays validiert. Durch gPCR
wurde die Expression von klassischen T-Zell-
Zytokinen und Immunrezeptoren ermittelt.
Die statistischen Analysen (Kolmogorov-
Smirnov-/Student’s-t-/Mann-Whitney-U-Test)
erfolgten mittels GraphPad Prism 5.01, die
bioinformatische Auswertung (ROC-/ AUC-
Analysen) mittels R 3.2.4.

Ergebnisse

Die miRNA- und Zytokinexpressionsmuster
vonT-Zellen septischer Patienten zeigten Merk-
male der schweren Immunparalyse: Die pro-
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inflammatorischen miR-150 und -342 waren
supprimiert, wohingegen die antiinflamma-
torischen miR-15a, -16, -93, -143, -155,
-223 und -451a verstarkt exprimiert wurden
(p<0,05). Zudem konnte eine Repression von
IL2, IL7R und ,inducible T-cell costimulator”
(ICOS) bei gleichzeitiger Induktion von L4,
IL10 und TGF-B gefunden werden (p<0,05).
Das Ausmaf der Immunparalyse war indivi-
duell unterschiedlich. ROC-Analysen zeig-
ten fir miR-143, -150 und -223 AUC-Werte
zwischen 0.8 und 1.0; die Expression dieser
drei miRNAs korrelierte signifikant mit den
Markern der T-Zell-Immunsuppression IL7R
und ICOS (p<0,05) sowie dem SOFA-Score
(p<0,01). Fiir eine mogliche klinische Anwen-
dung, die ohne aufwindige Separation von
T-Zellen auskommen sollte, untersuchten wir
die Eignung von Vollblutproben zur Detek-
tion der gefundenen Marker. Da Vollblut eine
Mischpopulation von Zellen der innaten und
adaptiven Immunitat enthélt, fokussierten wir
uns hier auf diejenigen der in T-Zellen identi-
fizierten miRNAs, die vorrangig lymphozytar
exprimiert werden und deren Vorkommen im
Vollblut somit nur wenig durch Zellen der
angeborenen Immunitédt beeinflusst ist. Die
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beiden diese Bedingung erfiillenden miRNAs
(miR-143/-150) zeigten auch im Vollblut sep-
tischer Patienten eine signifikant differenzielle
Expression im Vergleich zu Gesunden (Abb. 1A)
mit AUC-Werten von 0.88 und 0.95 (miR-
143/ miR-150; Abb.1B).

Schlussfolgerung

MiR-143 und -150 sind potentielle Biomarker
zur Detektion einer Immunparalyse in der
Sepsis. Sie lassen sich in klinisch leicht ein-
setzbaren Vollblut-Filtersystemen detektieren.
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A) Signifikant verstarkte (miR-143) bzw. verminderte (miR-150) Expression T-Zell-spezifischer miRNAs in
Vollblut septischer Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden (n=20, * p<0.05, ** p<0.001).
B) ROC-Analyse: miR-143 AUC 0,88; 95% Cl: 0,74-1,0 / miR-150 AUC 0,95; 95% Cl: 0,9-1,0.
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Fragestellung

Nach kardiochirurgischen Eingriffen unter
Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (HLM)
kommt es zu einem systemischen inflamma-
torischen Response-Syndrom (SIRS), das
durch eine initial starke, unspezifische Akti-
vierung des Immunsystems gekennzeichnet
ist. Gleichzeitig tritt in unterschiedlichem
Ausmal’ ein kompensatorisches antiinflamma-
torisches Response-Syndrom (CARS) auf, das
einen wichtigen Risikofaktor fiir postoperative
Komplikationen, wie zum Beispiel Infektio-
nen, darstellt [1]. Die Pathophysiologie eines
CARS ist bislang nur unzureichend verstan-
den und es existieren derzeit weder verlass-
liche Pradiktionsmarker noch effiziente The-
rapiestrategien. Bisherige Forschungsprojekte
fokussierten vorwiegend auf die Charakteri-
sierung des innaten Immunsystems im Verlauf
eines CARS. Wir sind daher der Frage nachge-
gangen, ob das adaptive Immunsystem nach
HLM immunsuppressive Charakteristika zeigt
und welche Pathomechanismen dafiir verant-
wortlich sein kdnnten.

Abbildung 1
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Methodik

Blut kardiochirurgischer Patienten mit geplan-
tem Einsatz der HLM wurde vor OP-Beginn
(T1), bei Eintreffen auf der Intensivstation (T2),
1 Tag postoperativ (T3) und bei Entlassung (T4)
entnommen (n=49). Nach PBMC (Peripheral
Blood Mononuclear Cell)-Isolation wurden
Phénotypisierungs- sowie Aktivierungsmarker
(CD3g, CD11b, CD14, CD15, CD16, HLA-DR)
durchflusszytometrisch untersucht. RNA wurde
extrahiert, in cDNA umgeschrieben und Mar-
ker der Immunsuppression (PD1, ICOS, IL7R,
ARG-1) mittels qRT-PCR bestimmt. PBMCs
wurden mittels May-Griinwald-Giemsa gefarbt.
Die Immunzellfunktion wurde mittels CFSE
Proliferationsassay in vitro nach 3 und 5 Tagen
Stimulation durchflusszytometrisch analysiert.
Die Arginaseaktivitat im Serum sowie in Zell-
lysat wurde colorimetrisch bestimmt. MDSCs
wurden durch CD15-Microbead-Separation
von PBMCs separiert. Samtliche Ethikvoten
und Einverstandniserkldarungen lagen vor. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels t- bzw.
Mann-Whitney-U-Test; angegeben sind Mit-
telwerte £SEM.

Ergebnisse

Zum Zeitpunkt T3 wiesen PBMCs ein im-
munsuppressives Expressionsprofil auf (ICOS:
-73+8,3%; PD1: Induktion 2-fach+0,48; IL7R:
-41£11,8%; CD3C: -65+6%, n=10, p<0,05).
Mittels  Durchflusszytometrie konnten wir
zum Zeitpunkt T2 und T3 bei allen Patienten
eine vorlibergehend auftretende, bis dato in
diesem Zusammenhang nicht beobachtete
Leukozytenpopulation nachweisen (Abb. TA).
Farbung und Immunphénotypisierung dieser
Zellen zeigte eine myeloide Morphologie
sowie ein fiir Myeloid-Derived Suppressor
Cells (MDSCs) charakteristisches Expressions-
profil (CD15+, CD11b+, CD14-, HLA-DR-,
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Arginase+) [2]. MDSCs besitzen T-Zell-
suppressive Eigenschaften, die unter anderem
durch Degradation von fiir T-Zellen essen-
tiellem Arginin vermittelt werden [3]. Zum
Zeitpunkt T2 trat im Serum, Zelllysat und
auf mRNA-Ebene eine deutliche Induk-
tion der MDSC-spezifischen Arginaseakivitat
(Abb. 1C, 1D; Serum: 1,98-fach+0,38, Zellen:
7,76-fach+1,98, qRT-PCR: 13,7-fach+3,22 n=9,
p<0,05) sowie eine reduzierte Proliferations-
kapazitdt nach in-vitro-Stimulation tber 3 bzw.
5 Tage auf. (-23+4,5%, n=10, p=0,004). Eine
Depletion der MDSC-Population fiihrte zu
einer deutlichen Verbesserung der Prolifera-
tionskapazitat (Abb. 1B; +30+9,4%, n=10,
p=0,025).

Interpretation

Das bis dato nicht bekannte Auftreten von
MDSCs nach HLM fihrt zu einer stark ver-
minderten Proliferationskapazitdt von Lym-
phozyten. Dieser Effekt wird — zumindest zu
einem grofen Anteil — durch eine MDSC-spe-
zifische Degradation von Arginin erzeugt und
tragt zur Repression der T-Zell-vermittelten
Immunkompetenz im Rahmen des postopera-
tiven CARS bei. Kenntnis dieser Zusammen-
hénge konnte zukinftig diagnostisch sowie
therapeutisch nutzbar sein.

Literatur

1. Adib-Conquy M, Cavaillon JM: Compensatory
anti-inflammatory response syndrome.
Thromb. Haemost 2009;101:36-47

2. BronteV, Brandau S, et al: Recommendations
for myeloid-derived suppressor cell nomen-
clature and characterization standards. Nat
Commun 2016;7:12150

3. Geiger R, Rieckmann JC, et al: L-Arginine
Modulates T Cell Metabolism and Enhances
Survival and Anti-tumor Activity. Cell
2016;167:829-842.

B C D

. 100
Q2 2,54 " *
< 6- 80
c
S 2,0 =
4 = 60
e Z 4
z 1,5 2 4
< 2 -
Z 1,04 g 40
oz ‘&0
[ Z 27
2 054 207
=
£ o0l mu—_ - : x oL — 0

T T2 T3 T4 Ti T3 T4

A) FACS-Analyse der PBMCs. Neu aufgetretene Population bei T2 (rot markiert). B) Arginasel-Expression (qQRT-PCR) T1-T4. Arginaseaktivitdt im Serum T1-T4.
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Fragestellung

Eine treibende Kraft der Chronifizierung
von Schmerzen ist die anhaltend erhthte
Erregung peripherer nozizeptiver Neuro-
ne. Im zentralen Nervensystem aktiviert
neuronale Erregung insbesondere die Pro-
teinkinase A (PKA), die postsynaptisch
zu langanhaltenden funktionellen Veranderun-
gen wie der Langzeit-Potenzierung und der
Exzitations-Transkriptions-Kopplung beitrégt.
Ob dhnliche aktivititsinduzierte Signalvor-
gange auch im peripheren Nervensystem vor-
handen sind, ist jedoch weitgehend unbe-
kannt. Daher haben wir untersucht, ob elek-
trische Aktivitit auch direkt in nozizeptiven
Neuronen intrazelluldre Signaltransduktion
reguliert.

Methodik

Sensorische Neurone wurden ex vivo mit
Kaliumchlorid (KCl) depolarisiert. Die de-
polarisationsabhdngige  Signaltransduktion
wurde mittels ,High Content Screening”-
Mikroskopie vermessen, was die Analyse hun-
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derttausender Neurone auf Einzelzellniveau
ermoglichte [1,2]. Im Focus standen die Aktivitat
der Typ-Il PKA, welche immunzytochemisch
mit  phospho-RIl  Antikorpern  dargestellt
werden kann [3], sowie durch PKA-II regu-
lierte Effektoren (Mittelwerte +SEM; n=3—4;
>2000 Neuronen/Kondition, zweifaktorielle
ANOVA mit Bonferroni-Test). Zudem wur-
de mit Genehmigung der Tierschutzbehérde
der Einfluss von KCl auf den mechanischen
Schmerzschwellenwert (Randall-Selitto) in der
Ratte untersucht (Mittelwerte + SEM, n=6 Rat-
ten pro Gruppe, Injektion von 5 pl 80 mM
KCl).

Ergebnisse

Die Depolarisation sensorischer Neurone
durch KCI fiihrte zu einer transienten Aktivie-
rung von PKA-Il mit einem ECs, von 15 mM
(Abb. TA-C). Eine vergleichbare Antwort wurde
auch nach direkter Offnung von spannungs-
gesteuerten Natriumkandlen durch Veratridin
(100 pM) beobachtet. Die Aktivierung von PKA-I1
war abhidngig von extrazellularem Calcium
und konnte durch Antagonisten von L-Typ
Calciumkandlen wie Verapamil (ICs, = 16
pM) inhibiert (Abb. 1D) bzw. durch Agonis-
ten wie BayK8644 (2 pM) verstarkt werden
(Abb. 1E). Antagonisten von P/Q-, N-, oder
T-Typ Calciumkandlen waren unwirksam. Im
Gegensatz zur Aktivierung von PKA-II durch
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren war die
PKA-II Aktivierung nach Depolarisation unab-
hangig von cAMP. Opioide (10 uM, Abb. 1F)
sowie Inhibitoren von Adenylylcyclasen
(NB0OO1, SQ22536, NKY80, 100 pM) und

Phosphodiesterasen (IBMX, 100 pM) hatten
keinen Effekt. In vivo bewirkte die intraderma-
le Injektion von KCl in die Rattenpfote eine bi-
phasische Hyperalgesie (Abb. 1G), die durch
Kombination von Calciumkanal-, PKA- und
ERK1/2-Inhibitoren  (Verapamil/H89/U0126,
10/1/1 pg) verhindert werden konnte.

Interpretation

Unsere zelluldren Experimente belegen, dass
extrazelluldres Calcium nach Depolarisation
durch L-Typ Calciumkanéle in Nozizeptoren
einstromt und dort cAMP-unabhéngig PKA-II
aktiviert. PKA-Il reguliert dann sowohl den
Calciumkanal selbst als auch die Genexpres-
sion. Ein besseres Verstandnis dieser Mecha-
nismen konnte therapeutische Interventionen
ermoglichen, welche die Chronifizierung im
friihen Stadium verhindern.
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Fragestellung

Akklimatisierte Personen kénnen auch arteri-
elle Sauerstoffpartialdriicke unter 25 mmHg
tolerieren [1], wohingegen die Hypoxie-
toleranz bei nicht-akklimatisierten Personen
schlecht prognostiziert werden kann. Anpas-
sungsmechanismen an Hypoxie und inflam-
matorische Stimuli werden mafgeblich durch
die hypoxisch-inflammatorische Genregulation
gesteuert [2,3]. Es ist bislang nicht geklart,
ob Expressionsanderungen hierdurch regu-
lierter Gene mit Krankheitssymptomen und
Anderungen der kognitiven Funktion assozi-
iert sind und ob sich diese als molekulare Pra-
diktoren einer akuten Bergkrankheit (,acute
mountain sickness”, AMS) eignen konnten.

Abbildung 1
A IL1b
Normobare Hypobare Hypoxie
Hypoxie
54 p=0,31 p=0,15 p=0,05*
3 —
’I —
-
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Um diese Frage zu untersuchen, fithrten wir
in vitro Experimente an primdren Leukozy-
ten nicht-akklimatisierter Probanden durch
und erhoben Daten in vivo im Rahmen einer
Expeditionsstudie. Wir testeten am Beispiel der
hypoxisch-inflammatorisch regulierten Gene
CXCR4, IL-18 und CCR2, ob 1) in vitro
Hypoxie und inflammatorische Stimuli deren
leukozytire mRNA-Expression induzieren, ob
2) in vivo Hypoxie bei gesunden Probanden
ebenfalls zu einer Induktion dieser Gene fiihrt
und inwiefern 3) dies mit AMS und kognitiver
Funktionseinschrankung assoziiert ist.

Methodik

Nach Genehmigung durch die Ethikkommis-
sion wurden PBMCs von 11 gesunden Pro-
banden isoliert und in vitro hypoxisch
(10%+5% O2) sowie inflammatorisch (CD3/
CD28) fuir 24 Stunden stimuliert. Die CXCR4-,
IL-1B- und CCR2-mRNA-Expression wurde
mittels quantitativer PCR (qPCR) analysiert.
Zusatzlich wurden die gleichen Probanden
unter hypobarer (HH: kleines Matterhorn,
3883 m . NN) und normobarer Hypoxie
(NH: Hypoxiekammer, 13,1% O,, simuliert
3883 n . NN) vor und nach submaxima-
ler korperlicher Belastung untersucht und
die folgenden Variablen analysiert: mRNA-
Expression von CXCR4, IL-18 und CCR2
(PAX Gene); pulsoxymetrische (SpO,) und
zerebrale (rScO,) Sauerstoffsattigung, nicht-
invasive hdamodynamische Variablen (mittels
elektrischer Kardiometrie), Symptome einer
AMS (Lake-Louise-Score (LLS)) und kognitive

B CXCR4
Normobare Hypobare Hypoxie
Hypoxie
p=0,06 p=0,008** p=0,01*
p=0,04*
—

.
=

T T T T T
NHT  NH2  HH1  HH2  HH3

T T T T T
NHT  NH2  HH1  HH2  HH3
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Funktion (,Trail Making Test”, Koordinations-
und Reaktionstests). Statistik: Mittelwerte +
Standardabweichung; Spearmankorrelation;
Ein-Wege-ANOVA und Alpha Adjustierung
auf multiples Testen mit Post-hoc-T-test
(p=0.05/n).

Ergebnisse

In vitro war die IL-1p-mRNA-Expression sowohl
nach Inkubation mit CD3/CD28 (p=0.006)
als auch bei 5% O, (p=0.004) induziert, die
CCR2-mRNA-Expression nur unter hypoxi-
scher (p=0.005), nicht jedoch inflammato-
rischer Stimulation. Die CXCR4-mRNA-
Expression blieb unverdndert. In vivo kam es
zu einem signifikanten Anstieg der CXCR4-
(p=0.01) und einem grenzwertig signifikanten
Anstieg der IL-1B-mRNA-Expression (p=0.05)
unter HH nach 24 h. Die CCR2-Expression
war unter NH und HH induziert (p<0.05).
Die kognitiven Funktionstests waren zu allen
Zeitpunkten unverdndert (alle p=n.s.). Er-
wartungsgemals kam es unter NH und HH
zu einem Abfall von SpO, und rScO, (alle
p<0.05) und die Probanden entwickelten ein
AMS (LLS =3 Punkte mit Kopfschmerzsym-
ptomatik). Zudem korrelierte der LLS nach
24 h invers mit initialer rScO, unter NH und
HH (alle p<0.01). Die hdamodynamischen
Veranderungen (HZV-Anstieg, SV-Abnahme)
zeigten keinen Zusammenhang zu kogni-
tiven Funktionstests oder LLS. IL-1f- (p=0.03;
r=0.734) sowie CXCR4- (p=0.01; r=0.796)
mRNA-Expression korrelierten mit erhhtem
LLS nach 24 h unter HH.

Interpretation

Die initiale Abnahme der zerebralen Sauer-
stoffsattigung unter akuter NH sowie HH war
mit dem Auftreten einer AMS in der Hohe
assoziiert. Die CXCR4- und IL-1B-mRNA-
Expressionssteigerungen korrelierten mit einem
erhohten LLS nach 24 h unter HH. Weitere
Untersuchungen miissen nun zeigen, ob diese
Variablen als pradiktive Marker in der Lage
sind, Personen mit reduzierter Hypoxietole-
ranz und erhohtem Risiko fiir die Entwicklung
einer akuten Bergkrankheit zu identifizieren.
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Leukozytare mRNA-Expression (qPCR) von IL-1 (A) und CXCR4 (B) in vivo unter normobarer (n=6) und hy-

pobarer (n=10) Hypoxie. Messzeitpunkte: NH1=vor Belastung (520 m i. NN); NH2=nach Belastung (simu-

liert 3883 m 1. NN); HH1=vor Belastung (520 m . NN); HH2=nach Belastung (3883 m ti. NN); HH3=nach 3.
24 h (3883 m t. NN). Unterschied zum Ausgangsniveau: * p<0,05, ** p<0,01.
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Fragestellung

Streptococcus (S.) pneumoniae ist der zweit-
haufigste grampositive Erreger bei einer Sep-
sis. Wir konnten bereits zeigen, dass dieser
Keim in primdr isolierten pulmonalen mik-
rovaskuldren Endothelzellen tber in subly-
tischer Konzentration freigesetztes Pneumo-
lysin  Ca*-Oszillationen induziert. Dieses
Calcium-Signal wird dabei u.a. durch eine
Aktivierung der IP3-Kaskade initiiert [1]. Wir
stellten uns daher die Frage, ob S. pneumo-
niae einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor
(GPKR) aktiviert und — wenn ja — welchen.

Methodik

Die zytosolische  Calcium-Konzentration
(ICa*'],,) wurde in vitro in HEK-Zellen nach
deren Farbung mit Fura-2 mittels Epifluo-
reszenzmikroskopie gemessen. An isoliert
perfundierten Lungen von Wildtyp- oder
Thromboxan A2-Rezeptor (TBXA;R)-knockout-
Mausen wurde in Endothelzellen pulmonaler
Arteriolen nach jener Anfarbung mit Fluo-4
mittels 2-Photonenmikroskopie eine Ande-
rung der [Ca**],, in situ erfasst. Bei allen
Experimenten wurden Wildtyp (D39)- oder
Pneumolysin-defiziente (PN196) S. pneumo-

32. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

niae in einer Konzentration 5x10° CFU/ml
verwendet. Zur weiteren Charakterisierung
des Calcium-Signals wurden die Versuche
entweder unter Calcium-haltigen oder unter
Calcium-freien Bedingungen durchgefiihrt.
Des Weiteren erfolgte ein Knockdown von
Ga,, und Ga, durch eine siRNA-Transfek-
tion in HEK-Zellen, welche mittels qRT-PCR
und Western Blot verifiziert wurde. Aufer-
dem wurden die Zellen mit Antagonisten
gegen GPKRs inkubiert. Zusitzlich wurde ein
TBXA,R-Knockdown durchgefiihrt. Zur statis-
tischen Auswertung wurde ein Mann-Whit-
ney-Rank-Sum-Test verwendet.

Ergebnisse

D39 bewirkt in HEK-Zellen unter Calcium-
haltigen Bedingungen [Ca*],,-Oszillationen
mit einer Amplitude von 159,8+120,0 nM
(n=74). Im Gegensatz dazu induzierten
PN196 kein Calcium-Signal. In Calcium-
freiem Medium kam es nach D39-Inkubation
zu einem singuldren Peak des [Ca%],, mit
einer Amplitude von 54,7+£30,5 nM (n=34).
Der einmalige Anstieg des D39-induzierten
Calcium-Peaks konnte durch den Knock-
down von Ga,/Go,; komplett inhibiert
werden. Im Rahmen des pharmakologischen
Screenings zur ldentifizierung des entspre-
chenden GPKR in HEK-Zellen fiihrte ledig-
lich der TBXA,R-Antagonist Terutruban zu
einer Reduktion des unter Calcium-freien
Bedingungen auftretenden Calcium-Signals
(Amplitude: 21,9£10,6 nM, n=18, p<0,05 vs.
D39 alleine). Dieses Ergebnis konnte durch
den In-vitro-Knockdown des TBXA,R be-
statigt werden. Auch in Endothelzellen von
pulmonalen Arteriolen induzierte D39 unter
Calcium-freien Bedingungen vereinzelte Cal-
cium-Spikes (Abb. 1), deren Auftreten in den
TBXA,R-Knockout-Lungen deutlich verringert
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Abbildung 1
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Représentative Calciumprofile von Fluo-4-gefarb-
ten Endothelzellen pulmonaler Arteriolen.

war (Oszillationsfrequenz Wildtyp: 0,09+001
pro min; TBXA,R-Knockout: 0,02+0,01 pro
min, p<0,05 vs. Wildtyp).

Interpretation

Wir kénnen zeigen, dass D39 in HEK-Zellen
in vitro und in Endothelzellen pulmonaler
Arteriolen von Mdusen in situ einen transien-
ten Anstieg der [Ca®*],,, Uber die Aktivierung
des TBXA,R bewirkt. Ob und in welchem
Ausmals die TBXA,R-Aktivierung eine Rolle
bei der wahrend einer Sepsis oft auftretenden
intravasalen Gerinnungsaktivierung spielt, wird
in weitergehenden Untersuchungen erforscht.
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Fragestellung

Ischdmische Fern-Prakonditionierung (remote
ischemic preconditioning, RIPC) erhéht die
Widerstandsfahigkeit lebenswichtiger Orga-
ne gegentiber Sauerstoffmangel [1]. Fir den
Transfer kardioprotektiver Signale werden u.a.
extrazellulare Vesikel (EVs) diskutiert, welche
micro-RNAs (miRNAs) transportieren kénnen
[2]. Wir priiften die Thesen, dass RIPC bei
Isofluran-anasthesierten Patienten vor aorto-
koronarer Bypass (ACB)-OP 1) zu einer An-
derung der EV-Konzentration im Serum sowie
2) deren miRNA-Signatur fiihrt.

Methodik

Nach Zustimmung der Ethikkommission wur-
den 413 Patienten, welche sich einer elekti-
ven ACB-OP unterzogen, zu RIPC oder Sham
randomisiert. Bei 58 Patienten konnte das
Studienprotokoll inklusive einer ventsen Blut-

Abbildung 1
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abnahme aus einem von der V. basilica in
die V. subclavia vorgeschobenen Katheter
(stromabwadrts der RIPC-Armmanschette) kom-
plettiert werden. Arterielles und vendses Blut
direkt stromabwarts der Blutdruckmanschette
wurde jeweils vor sowie 5 und 60 Minuten
nach RIPC/Sham gewonnen. EVs wurden
durch Polymer-basierte Verfahren extrahiert
und mittels ,nanoparticle tracking analy-
sis” quantifiziert. Ferner verglichen wir die
EV-Konzentrationen mit der postoperativen
Troponin-l-Konzentration (cTnl; bis 72 h
postoperativ, Area under curve; AUC). Die
EV-miRNA Signatur wurde von zunichst
7 Patienten (RIPC, n=3; Sham, n=4) auf 384
Well-Array-Karten analysiert und in qPCR-
Einzelassays verifiziert. Statistik: 2-Wege-
ANOVA mit Sidak’s Post-hoc-Test; Lineare
Regression; Student’s t-Test adjustiert fiir mul-
tiples Testen; p<0,05.

Ergebnisse

Kontroll-EV-Plasmakonzentrationen betrugen
2,2x10" ml'+1,0 (arteriell) bzw. 2,1x10"
ml'+1,0 (vends) und waren nicht unter-
schiedlich zwischen RIPC und Sham. 5 Mi-
nuten nach RIPC stiegen die EV-Plasmakon-
zentrationen im vendsen Blut stromabwarts
der Manschette im Vergleich zu Sham bereits
an und zeigten im arteriellen Blut nach 60
Minuten die gréBten Unterschiede (Fold change
(fc) RIPC: 1,33; Sham: 0,91; p=0,0026 fiir
Interaktion). Eine positive Korrelation zwischen
EV- und postoperativer Troponin-I-Konzentra-
tion konnte 60 Minuten nach Intervention nur
in der Sham-, nicht aber in der RIPC-Gruppe
nachgewiesen werden (p=0,0006). 5 Minuten
nach RIPC zeigte sich bei 26 der 384 getes-
teten EV-miRNAs eine erhohte Expression
(Abb. 1A; Schwellenwert fc:4,0; p=0,05).
Abbildung 1B zeigt die relative Erhéhung der
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Expression von 26 miRNAs nach 5 Minuten
sowie von 5 miRNAs 60 Minuten nach RIPC
versus Sham. Insbesondere war die miR-
21-Expression in Arrays zu beiden Zeitpunk-
ten erhoht, was in qPCR-Einzelassays von
allen Patienten mit einem fc von 1,6 (p=0,03)
bestatigt werden konnte.

Interpretation

RIPC erhohte die Serum-EV-Konzentration.
Dass dieser Anstieg vends stromabwarts der
ischamischen/reperfundierten Extremitdt frii-
her nachweisbar ist als arteriell, weist auf
vermehrte EV-Sekretion aus der ischamischen
Extremitdt hin. Ein kardioprotektiver Effekt
dieser EVs wird durch die aufgehobene Kor-
relation zwischen EV- und postoperativen
Troponin-I-Konzentrationen bei RIPC nahe-
gelegt. EVs beinhalten eine miRNA-Signatur,
die sich bereits 5 Minuten nach RIPC dndert
und zu einer Hochregulation spezifischer
miRNAs fiihrt. Insbesondere die Hochregu-
lation der miR-21, welche eine protektive
Wirkung gegeniber Ischimie-induzierten
kardialen Myozytenschdden hat [3], konnte
zur Erklarung des unter Isofluran-Anasthesie
nachgewiesenen RIPC-Effektes beitragen.
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(A) Volcano Plot. miRNA-Expression im Gesamtserum 5 Minuten nach Intervention, verglichen zwischen RIPC (n=3) und Sham (n=4) (blaue Linie entspricht p=0,05,
Statistik: Student’s t-Test adjustiert fiir multiple Vergleiche).
(B) miRNAs, deren Expression in der RIPC-Gruppe nach Analyse mittels Volcano Plot im Vergleich zur Sham-Guppe hoher war (‘p <0,05).
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Fragestellung

Das Risiko fiir postoperative Ubelkeit und
Erbrechen (PONV) wird (blicherweise mit
Hilfe des Apfel-Score evaluiert [1]. Grolle
interindividuelle Variabilitit und insbeson-
dere das Auftreten von PONV bei Patienten
mit niedrigem Apfel-Score legen jedoch ge-
netische Einflisse nahe. In einer genomwei-
ten Assoziationsstudie war der muskariner-
ge Acetylcholin-Rezeptor M3 (CHRM3)
rs2165870 Polymorphismus mit einer er-
hohten PONV-Inzidenz assoziert [2]. Stan-
dardtherapie zur Senkung der PONV-Inzi-
denz ist eine pharmakologische Prophylaxe,
aber auch elektrische Akustimulation am P6
Punkt senkt das Risiko [3]. Im Hinblick auf
eine kombinierte Prophylaxe priften wir die
Thesen, dass 1) Apfel-Score und rs2165870
Polymorphismus unabhdngige Risikofaktoren
fir PONV sind und 2) eine kombinierte Pro-
phylaxe das Risiko bei Patienten mit niedrigem
Apfel-Score, aber hohem genetischen Risiko,
verringern kann.

32. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Methodik

In einer prospektiven, randomisierten, kont-
rollierten klinischen Studie (DRKS00005664)
wurden nach Zustimmung der Ethikkom-
mission und Screening von 1.481 Patienten
(Zeitraum: 2014-2015) 454 Patienten, die
sich einer elektiven mittelschweren Operation
(Bereiche Gyndkologie, Hals-Nasen-Ohren-
heilkunde und endokrine Chirurgie) unter-
zogen, 4 Gruppen alloziert: Akustimulation/
Dexamethason, Akustimulation/Vehikel, Sham
Akustimulation/Dexamethason oder Sham
Akustimulation/Vehikel. DNA wurde aus ei-
nem Wangenabstrich extrahiert und die Pa-
tienten fir den rs2165870 Polymorphismus
mittels eines Genotyping-Assays (Assay ID:
C___9774837_30, Life technologies, Karls-
bad, USA) auf einem StepOne-Real-Time-
PCR-Gerit (Applied Biosystems, Darmstadt,
Germany) genotypisiert. Die Assoziation von
PONV mit dem rs2165870 Polymorphismus
wurde mittels univariater Analyse und einer
log-binomialen logistischen Regression unter-
sucht. Der Effekt pharmakologischer Prophy-
laxe und/oder Akustimulation auf das PONV-
Risiko wurde mittels relativer Risikoreduktion
(RRR) der Behandlungskohorten im Vergleich
zur Kontrollgruppe (Sham Akustimulation/
Vehikel) ermittelt (yx>-Test fir Trend). Statistik:
Mittelwerte + 95% Confidence Interval (CI).

Ergebnisse

Fir den rs2165870 Polymorphismus ergab
sich eine Minor A-Allelfrequenz von 0,35
(GG, n=191; GA, n=207; AA, n=56). Friihes
PONV (2-6 h postoperativ) zeigte die hochste
Inzidenz und trat bei 37% der Patienten auf
(Abb. TA), wobei das A-Allel des rs2165870
Polymorphismus im Sinne eines Gen-Dosis-
Effekts ein Risikoallel fir PONV war (relati-

Abstracts

ves Risiko (RR) 1,5 fur GA vs. GG (95%Cl:
1,1-1,9; p=0,003) und 1,6 fir AA vs. GG
(95%Cl: 1,1-2,2; p=0,009)). In der multivari-
aten Analyse war diese Assoziation bemer-
kenswerterweise unabhéngig vom Apfel-Score
(RR pro Apfel Punkt: 1,3, 95% ClI: 1,2-1,5;
p<0,0001). Sowohl Dexamethason als auch
Akustimulation reduzierten das PONV-Risiko
in der Hochrisikogruppe der Patienten mit AA
Genotyp bei geringem Apfel-Score (0-2) um
30%, die kombinierte Therapie sogar um 86%
(p=0,015; Abb. 1B).

Interpretation

CHRM3 152165870 Polymorphismus und
Apfel-Score sind unabhéngige Préadiktoren fiir
PONV. Die Genotypisierung des rs2165870
Polymorphismus ermdglicht somit die Iden-
tifizierung von Patienten, die trotz geringem
Apfel-Score ein erhthtes PONV-Risiko haben
und hier von einer kombinierten PONV-
Prophylaxe profitieren kénnten. Zudem gibt
es weitere, nicht bereits in den Apfel-Score
einflieBende genetisch bedingte Risiken fiir
PONV.
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(A) PONV-Inzidenz zu verschiedenen Zeitpunkten (B) relative Risikoreduktion (RRR) durch PONV-Prophylaxe bei Patienten mit geringem Apfel-Score;
AWR=Aufwachraum.
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Fragestellung

Die durch das Beatmungsgerdt generierte
mechanische Energie wird bei der invasiven
Beatmung auf den Patienten (bertragen und
kann in Form von Beatmungsvariablen (z.B.
Atemzugvolumen, Plateaudruck, Atemfre-
quenz) am Monitor abgelesen werden. Die
tibertragene Energiemenge pro Zeiteinheit
entspricht der mechanischen Leistung, auch
Power genannt, welche sich unter Zuhilfe-
nahme der Leistungsgleichung berechnen
lasst [1]. Das Ausmafs der Ventilator-induzier-
ten Lungenschadigung konnte mit der tber-
tragenen Energie zusammenhidngen. Unsere
Hypothese lautet, dass bei invasiv beatmeten
Patienten eine Assoziation zwischen mecha-
nischer Leistung und Letalitdt besteht. Hierfir
entnahmen wir Patientendaten aus einer gro-
Ben offenen medizinischen Datenbank, be-
rechneten die Beatmungsleistung mittels der
Leistungsgleichung und untersuchten ihre As-
soziation mit klinischen Outcome-Variablen.

Methodik

Ein Ethikvotum (Beth Israel Deaconess Medi-
cal Center, Boston, USA) lag vor. Wir analy-
sierten Daten aus der ,Medical Information
Mart for Intensive Care” (MIMIC-IIl)-Daten-
bank. Eingeschlossen wurden Intensivpatien-
ten mit invasiver Beatmung langer als 48 Stun-
den; ausgeschlossen wurden Patienten mit
der Diagnose Lungenversagen, Alter <16 Jah-
ren, mit unvollstindigem Datensatz fiir die
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Leistungsberechnung sowie Patienten, welche
bei Einschluss eine Trachealkaniile hatten.
Nur Patienten mit einer Erstaufnahme auf
Intensivstation (ITS) wurden eingeschlossen.
Die mechanische Leistung wurde (ber die
ersten 48 Beatmungsstunden gemittelt. Der
primére Endpunkt war die Krankenhaus-Leta-
litdt. Mittels multivariater Regressionsanalyse
wurden Letalitit beeinflussende Faktoren ge-
sucht, die hinsichtlich ihrer klinischen Aus-
sagefahigkeit ausgewdhlt wurden. Im ersten
Schritt wurden fiir das Modell folgende Fak-
toren berticksichtigt (schrittweise Rickwarts-
elimination): Alter, SAPS-II (Simplified Acute
Physiology Score), OASIS (Oxford Acute
Severity of Illness Score), Elixhauser Comor-
bidity Index, Nierenersatztherapie am Tag 1,
SOFA (Sequential Organ Failure Assessment)-
Score am Tag 1, niedigster pH Wert, niedrigs-
ter Horovitz-Quotient, niedrigster arterieller
Mitteldruck, niedrigste Sauerstoffsdttigung,
hochste Korpertemperatur, hochster Kohlen-
dioxidpartialdruck. Dargestellt sind Median
und Interquartile. Folgende Formel zur Be-
rechnung der mechanischen Leistung (J/Mi-
nuten) wurde benutzt: 0.098 x Atemfrequenz
x Tidalvolumen x (Atemwegsspitzendruck —
2 x Driving Pressure).

Ergebnisse

Nach Anwendung der Ein- und Ausschluss-
kriterien auf einen Datensatz aus 53.423

Tabelle 1
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Patienten standen 3.403 Datensatze fiir die
Analyse zur Verfligung. Die in das Modell
eingebrachten Variablen sind in Tabelle 1
beschrieben. Die Letalititsrate im Gesamt-
kollektiv war 29,9%. Die mittlere mechani-
sche Leistung betrug 20,8 (15,8-26,4) J/min
und war signifikant hoher (p=0,033) bei den
Verstorbenen (22,1 (17,1-28,3) J/min) gegen-
tiber den Uberlebenden (20,8 (15,9-26,3) )/
min). Mechanische Leistung war signifikant
assoziiert mit einer hoheren Krankenhaus-
Letalitat (Odds Ratio (OR) 1,11; 95% Kon-
fidenzintervall (KI) 1,01-1,23; p=0,034),
mit einer hoheren ITS Letalitit (OR 1,20;
Kl 1,08-1,33; p<0,001), nicht jedoch mit 30-
Tage- (OR 1,09; KI 0,99-1,21; p=0,067) und
1-Jahres-Letalitait (OR 1,09; KI 0,92-1,12;
p=0,732).

Interpretation

Bei erwachsenen Intensivpatienten ohne Lun-
genversagen und mit invasiver Beatmung fiir
mindestens 48 Stunden ist eine hchere me-
chanische Beatmungsleistung (Power) mit ei-
ner héheren Krankenhaus-Letalitit assoziiert.
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Multivariates Modell zur Beschreibung des Einflusses mechanischer Leistung auf die Krankenhaus-Letalitat.

Odds Ratio (95% P Wert

Konfidenzintervall)
mechanische Leistung 1,11 (1,01-1,23) 0,034
Alter 1,01 (1,00-1,02) <0,001
SAPS-11 1,03 (1,01-1,04) <0,001
OASIS 1,02 (1,01-1,04) 0,013
Elixhauser Comorbidity Index 1,02 (1,01-1,03) 0,008
SOFA 0,96 (0,93-0,99) 0,034
niedrigster pH 0,11 (0,03-0,50) 0,003
niedrigster SpO, 0,99 (0,97-1,00) 0,226
hochste Temperatur 0,86 (0,75-0,99) 0,040
héchster PaCO, 0,98 (0,97-0,99) 0,004

C-statistic: 0,692 Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit p=0,567
SAPS-II: Simplified Acute Physiology Score II; OASIS: Oxford Acute Severity of Iliness Score;
SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; SpO,: Sauerstoffsattigung; PaCO.: Kohlendioxidpartialdruck.
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Fragestellung

Im Rahmen akuter Entziindungsreaktionen
kommt es in der initialen Phase zu einer Inva-
sion von neutrophilen Granulozyten (PMN) in
das betroffene Gewebe. In der spiten Phase,
der sogenannten Resolutionsphase, folgt die
Rekrutierung von Monozyten und deren Dif-
ferenzierung zu Makrophagen sowie die Pha-
gozytose apoptotischer PMN. Hierbei kommt
vor allem spezialisierten Lipidmediatoren, so-
genannten ,specialized proresolving media-
tors” (SPMs), eine bedeutende Rolle zu [1-2],
indem sie die Resolutionsphase aktiv steuern.
Die Gruppe der Neuronalen Guidance Prote-
ine hat einen grofen Einfluss in der Kontrolle
der inflammatorischen Antwort [3]. Wir unter-
suchten in dieser Arbeit den Einfluss des Neu-
ronalen Guidance Proteins Plexin C1 auf den
Phanotyp von Monozyten und die Phasen der
Inflammation sowie seine Rolle als Outcome-
Marker bei abdominellem Kompartment-
syndrom (AKS).

Methodik

In vitro wurde der Einfluss auf die Apopto-
se von neutrophilen Granulozyten und die
Phagozytose durch Makrophagen nach Sti-
mulation mit einem Plexin C1 Antikorper
ermittelt. Die Tierversuchsgenehmigung lag
vor. In vivo wurde in einem Zymosan A
(ZyA)- Peritonitismodell in Plexin C1-Knock-
out (KO)- und Wildtyp (WT)-M&usen die
Rekrutierung inflammatorischer Zellen an-
hand einer Zeitkinetik evaluiert. Zu entspre-
chenden Zeitpunkten (4, 12, 24, 48 h) wurde
eine Peritoneallavage durchgefiihrt und die
Differenzierung der Leukozyten, die Pha-
gozytose apoptotischer PMN und die Ly6C-
Expression mittels Durchflusszytometrie (FACS)
untersucht. Die Differenzierung wurde eben-
falls nach funktioneller Blockade mithilfe eines
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Plexin C1-Antikérpers bestimmt. Weiterhin
wurde ein Protein Microarray zur Untersu-
chung spezifischer intrazelluldrer Pathways
in peritonealen Makrophagen durchgefiihrt.
Auflerdem wurden die SPM mittels HPLC-
MS/MS gemessen. Weiterhin wurden die
Plexin C1-Spiegel bei einem pddiatrischen
Patientenkollektiv mit abdomineller Hyper-
tonie und abdominellem Kompartmentsyn-
drom untersucht. Die statistische Auswertung
erfolgte mit Student’s t-test oder einfaktorieller
ANOVA mit anschliefender Korrektur nach
Bonferroni.

Ergebnisse

In vitro fiihrte die Plexin C1-Blockade zu
einer vermehrten Transkription spezifischer
,find me“-Signale, wohingegen die ,find me*-
und ,eat me”-Rezeptoren auf Makrophagen
reprimiert waren. Des Weiteren flhrte die
Stimulation mit einem Plexin C1-Antikorper
zu einer signifikant erniedrigten Phagozytose.
In vivo fiihrte der Knock-out von Plexin C1
initial zu einer reduzierten Leukozytenzahl
und einer Reduktion der PMN, wahrend der
Resolutionsphase hingegen zu einer erh6hten
Leukozytenzahl und einer erhdhten Anzahl
PMN sowie zu einer erniedrigten Phagozy-
tose apoptotischer PMN. Es zeigte sich initial
eine Aktivierung von M2-Makrophagen durch
mTOR- und Akt-Signalwege in Plexin C1-KO-
Tieren, 12 h nach Induktion der Inflammation
konnte hier ein kontrarer Effekt festgestellt
werden. Die Plexin C1-Expression war 4 h
nach Zymosan A-Injektion in den Ly6Ch- im
Vergleich zu den Ly6C-Monozyten vermin-
dert, 12 h nach Induktion war der Effekt auch
hier kontrar. Bei den SPM zeigten sich ernied-
rigte Konzentrationen in den KO-Tieren, dabei
unter anderem der EPA-Metabolite 15- und
18-HEPE sowie der DHA-Metabolite Maresin
1 und Protectin DX. Bei einer observationel-
len klinischen Studie mit 41 padiatrischen
Patienten war die Plexin C1-Konzentration
bei Patienten mit AKS im Vergleich zur Kon-
trollgruppe signifikant erhdht und korrelierte
mit einem erhohten PRISM-Score sowie La-
borparametern wie S-CRP und Bilirubin.

Interpretation

Der Knock-out von Plexin C1 fihrt initial zu
einer verminderten Einwanderung von Leu-
kozyten, in der Resolutionsphase jedoch zu
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Plexin C1-Konzentration bei padiatrischen Inten-
sivpatienten mit adominellem Kompartment-
syndrom (n=12-18 pro Gruppe, ** p<0,01, ***
p<0,001).

einer erhohten Anzahl proinflammatorischer
Monozyten und einer verminderten Phago-
zytose apoptotischer PMN. AulSerdem ist die
Bildung der SPM vermindert. Die Pathway-
Analyse konnte einen Switch von einer initia-
len M2-Aktivierung in KO- hin zu WT-Zellen
zeigen. Damit besitzt Plexin C1 initial eine
proinflammatorische Funktion, im weiteren
Verlauf wirkt es jedoch proresolutiondr. Zu-
satzlich zeigen Patienten mit erhGhten Plexin
C1-Spiegeln ein schlechteres Outcome mit
einer erhohten Mortalitit (Abb. 1). Damit
konnte Plexin C1 als potentieller Outcome-
Marker kiinftig eine wichtige Rolle spielen.
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Fragestellung

Das posttraumatische Multiorganversagen
nach hdmorrhagischem Schock (HS) ist mit
einer ausgepragten systemischen Inflamma-
tionsreaktion assoziiert und stellt eine hiufige
Todesursache des Krankheitsbildes dar [1].
Der Macrophage Migration Inhibitory Factor
(MIF) spielt als Modulator eine entscheidende
Rolle in der Inflammationsreaktion [2]. (S,R)-
3-(4-Hydroxyphenyl)-4,5-Dihydro-5-iso-
xazol-Essigsduremethylester (ISO-1) bindet an
die Tautomerase-Seite von MIF und hemmt
spezifisch dessen Aktivitit [3]. Die Rolle
von MIF im HS-assoziierten Organversagen
ist bisher ungeklart. Ziel dieser translationa-
len Untersuchung war es, die Hypothese zu
tberpriifen, dass (i) MIF im Serum von Pati-
enten mit Polytrauma erhéht vorliegt und (ii)
die MIF-Inhibition in einem Rattenmodell des
schweren HS zu einer Reduktion des Organ-
versagens fihrt.

Methodik

Die Untersuchung gliederte sich in zwei Teile:
(i) Nach Genehmigung (EK 94/14) wurden bei
gesunden Probanden (n=5) und bei Patienten
mit Polytrauma (Injury Severity Score =25;
n=20) die MIF-Spiegel im Serum bei Eintref-
fen in der Notaufnahme sowie nach 8, 24, 48,
120 und 240 Stunden mittels ELISA quanti-
fiziert. (i) Nach Genehmigung (PPL:70/7348)
wurde Wistar-Ratten (n=24) in Allgemein-
andsthesie ein zentralvendser Katheter (V.jug.
int.) sowie ein arterieller Katheter (A. carotis)
zur kontinuierlichen Aufzeichnung des mittle-
ren arteriellen Blutdrucks (MAD) implantiert.
Die HS-Induktion erfolgte durch den druck-
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kontrollierten Blutentzug (Ziel-MAD 30+5
mmHg) fiir 90 Minuten. Danach folgte die Re-
infusion des Blutes sowie der gleichen Menge
an Ringerlosung. Je nach Gruppe (n=8) er-
hielten die Tiere zu diesem Zeitpunkt ISO-1
(25 mg/kg i.v.) oder dessen Vehikel (Kontrol-
le, NaCl 0,9%). Scheinoperierte Tiere (Sham)
erhielten keine HS-Induktion. Vier Stunden
nach Reperfusion erfolgte die Bestimmung
der Serumspiegel von Alanin-Aminotrans-
ferase (ALT), Aspartat-Aminotransferase (AST),
Amylase, Lipase, Kreatinin, Laktat und Krea-
tinin-Clearance sowie der Aktivierung (Phos-
phorylierung) der lkB-Kinase-a (IKKa) in der
Leber und der Extracellular-Signal-Regulated
Kinase (ERK) 1/2 in der Niere. Statistik: 1-way
ANOVA und Bonferroni-Test oder repeated
measures ANOVA; Signifikanzniveau p<0,05
(Mittelwert + Standardabweichung).

Ergebnisse

Patienten mit Polytrauma wiesen beim Ein-
treffen in die Notaufnahme signifikant erhohte
MIF-Serumspiegel im Vergleich zu gesunden
Probanden auf, die wahrend der 240-stiin-
digen Beobachtungsdauer wieder signifikant
abfielen (Abb. TA; p<0,0001). Im Vergleich
zu Sham-Tieren zeigten Tiere der Kontroll-
gruppe 4 Stunden nach Reperfusion einen
signifikant niedrigeren MAD und einen signifi-
kanten Anstieg der Serumspiegel von ALT, AST,
Amylase, Lipase, Kreatinin, Laktat (Abb. 1B)
sowie eine signifikante Abnahme der Krea-
tinin-Clearance (alle p<0,01). Tiere, die mit
I1SO-1 behandelt wurden, hatten hingegen ei-
nen signifikant hoheren MAD und signifikant
niedrigere Serumspiegel von ALT, AST, Amy-
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lase, Lipase, Kreatinin, Laktat (Abb. 1B) sowie
eine signifikant hohere Kreatinin-Clearance
im Vergleich zur Kontrollgruppe (alle p<0,01).
Im Vergleich zur Sham-Gruppe kam es in der
Kontrollgruppe zu einer erhéhten Phosphory-
lierung von IKKa in der Leber sowie von ERK
1/2 in der Niere. Die Therapie mit ISO-1 hin-
gegen resultierte in keiner erhhten Phospho-
rylierung von IKKa in der Leber und ERK1/2
in der Niere im Vergleich zur Sham-Gruppe.

Interpretation

Patienten mit Polytrauma weisen bei Aufnah-
me in die Notaufnahme erh6hte MIF-Serum-
spiegel auf. Die MIF-Inhibition reduziert in
einem Rattenmodell des schweren HS den
Organschaden und ist mit einer reduzierten
Aktivierung des IKKa-Signalwegs in der Leber
und des ERK-Signalwegs in der Niere asso-
ziiert. MIF kdnnte somit eine therapeutische
Zielstruktur zur Therapie/Pravention des HS-
assoziierten Multiorganversagens darstellen.

Literatur

1. Sauaia A, Moore EE, Johnson CL, Chin TL,
Banerjee A, Sperry JL, et al: Temporal trends
of postinjury multiple-organ failure. ] Trauma
Acute Care Surg 2014;76:582-592

2. CalandraT, Echtenacher B, Roy DL, Pugin J,

Metz CN, Hiiltner L, et al: Protection from
septic shock by neutralization of macro-
phage migration inhibitory factor. Nat Med
2000;6:164-170

3. Al-AbedY, Dabideen D, Aljabari B, Valster A,
Messmer D, Ochani M, et al: ISO-1 Binding
to the Tautomerase Active Site of MIF Inhibits
Its Pro-inflammatory Activity and Increases
Survival in Severe Sepsis. ) Biol Chem 2005;
280:36541-36544.

Abbildung 1
A B
15.000 - .
MIF-Serumspiegel p SerumLaktat
10.000
£ 4
o = 4 §
= °
£
5.000 - # £
2 —
| R :
i o
Kontrolle  0h 8h 24h 48h 120h 240h Sham HS + HS +

N=5 Polytrauma (N=20)

Vehikel 1SO-1
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Fragestellung

Die akute Nierenschadigung (AKI) ist eine
schwerwiegende Komplikation nach herzchi-
rurgischen Eingriffen mit erheblichen Auswir-
kungen auf die Morbiditat und Letalitat [1].
Es konnte in einer multizentrischen Studie
gezeigt werden, dass die entfernte ischami-
sche Prakonditionierung (RIPC) bei Hoch-
risiko-Patienten die Rate an AKI signifikant
reduziert [2]. RIPC flihrte vor der Operation
zu einem transienten Anstieg der Zellzyklus-
Arrest Marker Tissue Inhibitor of Metallopro-
teinases-2 (TIMP-2) und Insulin-like Growth
Factor-Binding Protein 7 (IGFBP7). Diese tran-
siente Erhohung der Marker war mit einer
signifikanten Reduktion der AKI Rate assozi-
iert. Gleichzeitig zeigte sich eine signifikante
Erhéhung des endogenen Alarmins high mobi-
lity group box (HMGB)-1 im Urin von Patien-
ten nach RIPC [2]. In tierexperimentellen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die
Applikation von rekombinantem HMGB-1
die AKI nach renaler Ischamie-Reperfusion
(IRl) verhindert [3]. Die primédre Hypothese
dieser Studie ist, dass RIPC zu einer Ausschiit-
tung von HMGB-1 fihrt, welches glomerular
filtriert wird und dann im Tubulusepithel ei-
nen transienten Zellzyklus-Arrest induziert,
welcher die Niere vor dem nachfolgenden
Schaden schiitzt. Um diese Hypothese zu
Uberpriifen und den genauen molekularen
Mechanismus der renalen Protektion von
RIPC zu evaluieren, wurden in einem IRI-
Modell an der Maus der Effekt von RIPC und
die Rolle von HMGB-1 untersucht.

Methodik

Alle hier aufgeftihrten Tierversuche wurden
von der Tierschutzkommission genehmigt.
Wildtyp-M&use (C57BI/6) wurden mit intra-
peritonealer Ketamin- und Xylazin-Gabe an-
asthesiert. Nach Narkoseinduktion erhielten
die Méuse 3 Zyklen einer 5-miniitigen RIPC
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durch Aufpumpen einer Blutdruckmanschet-
te an der hinteren Extremitat auf 200 mmHg
(Ischdmie), gefolgt von 5-mintitiger Cuff-Defla-
tion (Reperfusion). In der Kontrollgruppe
erfolgte eine Pseudo-Ischdmie durch Cuff-
Inflation auf 20 mmHg. Die Induktion des IRI
erfolgte durch chirurgische Inzision und Ab-
klemmen beider Nierenhili fiir 32 Minuten
mit Hilfe von hamostatischen Mikroclips.
Mé&use der Sham-Gruppe erhielten einen
identischen operativen Eingriff, jedoch ohne
Abklemmen der Nierenhili. Die Untersu-
chungen erfolgten mittels Durchflusszytome-
trie und ELISAs. Die statistischen Analysen
wurden mittels ANOVA und nicht-paramet-
rischem Scheffle-Test oder Mann-Whitney-U-
Test durchgefihrt.

Ergebnisse

Die Induktion des IRI fiihrte im Vergleich zur
Sham-Operation zur Entwicklung einer AKI
(n=4; p<0.05). Dies konnte sowohl durch eine
signifikante Erhéhung des Serumkreatinins
(1,09+0,09 vs. 0,15+0,04 mg/dl; p<0.05)
als auch durch die Rekrutierung neutro-
philer Granulozyten (4,6x10°+6,3x10° vs.
4,1x10°+£1,3x10° PMNs/g Niere; p<0.05) in
die Nieren gezeigt werden. Die RIPC der hin-
teren Extremitdt vor Induktion des IRI redu-
zierte signifikant die Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten in die Niere (2,9x10°+5,3x10°
vs. 4,6x10°46,3x10° PMNs/g Niere; n=4;
p<0.05) und die Serumkreatinin-Konzentra-
tion (0,69+0,06 vs. 1,09+0,09 mg/dl; n=4;
p<0.05) und fiihrte somit zu einer reduzierten
Rate an AKI. RIPC zeigte, wie bereits zuvor
in der klinischen Studie, auch im Mausmo-
dell eine signifikante Erhhung der HMGB-1
Konzentration sowohl im Urin (35,5+7,1 vs.
141,0+20,4 ng/ml; n=6; p<0.05) als auch
im Plasma (20,5+6,9 vs. 112,5+17,8 ng/ml;
n=6; p<0.05) (Abb. 1). Die alleinige Gabe
von rekombinantem HMGB-1 vor Induktion
der renalen IRI fithrte zu einer Reduktion
der AKI im In-vivo-Modell (Neutrophile:
2,7x10°+5,0x10° vs. 5,2x10°+7,9x10° PMNs/g
Niere; n=4; p<0.05; Serum-Kreatinin: 0,71+
0,11 vs. 1,06+0,11; n=4; p<0.05). In vitro
induzierte die Zugabe von rekombinantem
HMGB-1 zu renalen Tubulusepithelzellen
(IHKET-Zellen) einen Zellzyklus-Arrest der
Tubulusepithelzellen. Eine pharmakologische
Blockade des Toll-Like-Rezeptors 4 (TLR4),
einem Rezeptor fir HMGB-1, hob den
protektiven Effekt von RIPC in vivo voll-
standig auf. Dies zeigte sich durch unver-
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anderte Neutrophilen-  (5,2x10°£7,9x10°
vs. 6,2x10°+7,6x10° PMNs/g Niere, n=4;
p>0.05) und  Serum-Kreatinin-Konzentra-
tionen (1,06+0,10 vs. 1,22+0,15 mg/dl; n=4;
p>0.05) in der Kontroll- und der Interven-
tionsgruppe.

Interpretation

Die Ergebnisse zeigen, dass RIPC iiber eine
Freisetzung von HMGB-1 einen transienten
Zellzyklusarrest induziert und somit die Niere
vor einem nachfolgenden Ischdmie-Reperfu-
sions-Schaden schiitzt.
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Defizienz des aktiven Glukosetrans-
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Fragestellung

Glukose ist als Substrat der oxidativen Phos-
phorylierung fir Zellen von zentraler Bedeu-
tung. Der Natrium-abhéngige Glukose-Trans-
porter (SGLT)-1 konnte im Gehirn in relevan-
ten Mengen nachgewiesen werden, wéhrend
SGLT-2 nur in geringsten Mengen im Misch-
gewebe des Gehirns vorhanden ist [1]. In
Blutzellen ist SGLT-2 nachweisbar. SGLT-2-
Inhibitoren bewirken in diabetischen Ratten
eine Hemmung der Thrombozytenfunktion
[2]. Wir postulieren, dass eine aktive Glukose-
aufnahme fiir die Thrombozytenfunktion
essentiell ist. Da die Blutgerinnung ein ent-
scheidender Faktor fir die Entstehung einer
Lasion nach Schadelhirntrauma (SHT) ist [3],
untersuchen wir in der vorliegenden Arbeit,
ob eine genetische Defizienz fiir SGLT-2 die
Aktivierbarkeit der Thrombozyten verandert
und den sekunddren Hirnschaden und die
neurologische Funktion nach SHT beeinflusst.

Methodik

Nach Genehmigung durch das Landesunter-
suchungsamt induzierten wir in randomisier-
ten und verblindeten Versuchen ein experi-
mentelles SHT mit dem Controlled Cortical
Impact Modell (CCI). In einer Zeitreihenun-
tersuchung an C57/BI6N-Mdusen wurde die
Analyse der Veranderungen des histopatho-
logischen Hirnschadens und der thrombozy-
taren Gerinnung 0, 1, 3, 6 und 24 Stunden (h)
nach CCI durchgefiihrt. Untersuchungen der
thrombozytdren Gerinnung erfolgten in nati-
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ven und CCl-operierten SGLT-2-defizienten
Méusen und Wildtyp-Geschwistertieren (WT)
mittels Multiplate®-Analyse (n=4-6 pro
Gruppe). Der Einfluss auf Hirnldsionsvolu-
men (n=11 pro Gruppe) und neurofunktionel-
le Erholung erfolgte nach 1 und 5 Tagen (d).
Statistik: Shapiro-Wilk-Test auf Normalvertei-
lung, T-Test, One-way-ANOVA bei multiplem
Testen und Korrektur nach Tukey.

Ergebnisse

Bereits 6 h nach CCl kann eine Gerinnungs-
aktivierung mit Gerinnselbildung im perila-
sionalen Kortex immunhistochemisch sowie
eine gesteigerte thrombozytdre Aktivierung
in der Multiplate®Analyse (ADP-Test nativ
vs. 6 h post CCl 127,8+5,7 s vs. 163,3+9,0 s)
gezeigt werden. Das Schadensvolumen 24 h
(Abb. 1) und 5 Tage nach Insult ist in den
SGLT-2-defizienten (KO-)Tieren im Vergleich
zum WT signifikant erniedrigt und die Tiere
zeigen signifikant geringere neurofunktionel-
le Ausfdlle. In nativen Mdusen ist die throm-
bozytare Gerinnung (PAR-4-Test: WT 48+4,5
AU*min vs. KO 53,6+4,7 AU*min) in SGLT-2-
defizienten Tieren nicht beeinflusst, wahrend
nach Trauma die Gerinnungsaktivierbarkeit
im PAR-4-Test in SGLT-2-KO-Tieren signifi-
kant niedriger ist (WT 92,6+6,2 AU*min vs.
KO 61,5+7,42 AU*min; p=0,0121), obwohl
SGLT-2-KO-Tiere in der Blutbildanalyse sig-
nifikant héhere Thrombozytenzahlen aufwei-
sen.

Interpretation

Das CCI bewirkt eine vermehrte Aktivierbar-
keit der Thrombozyten in Vollblut mit Punc-
tum maximum 6 h post CCI. Diese Aktivie-
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rung der Gerinnung ist in SGLT-2-defizienten
Tieren signifikant geringer ausgeprégt. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass der aktive
Glukosetransport fiir eine maximale Aktivie-
rung von Thrombozyten iiber den PAR-4-
Weg essentiell ist. SGLT-2-defiziente Tiere
zeigen somit nach Trauma eine reduzierte
Gerinnungsfunktion. SGLT-2-Defizienz geht
mit einem verringerten Ldsionsvolumen und
verbesserter Funktionalitdt nach CCl einher.
Die Inhibition von SGLT-2 kénnte somit einen
interessanten Mechanismus darstellen, um
nicht nur den Diabetes mellitus zu therapie-
ren, sondern auch sekunddre Schadigungen
nach akuten traumatischen und ischdmischen
Hirninsulten Gber eine Verringerung der ma-
ximalen Aktivierbarkeit der Gerinnung zu
begrenzen.
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Fragestellung

Das akute Lungenversagen (acute respiratory
distress syndrome, ARDS) geht noch immer
mit einer hohen Letalitdt einher. Aufgrund
mangelnder erfolgreicher Behandlungsstrate-
gien besteht groles Interesse an neuen The-
rapieansadtzen. MicroRNAs (miRNAs), kurze,
nichtproteinkodierende RNA Molekiile, sind
ganz wesentlich in die Regulation der Gen-
expression wahrend der akuten Inflammation
involviert [1-3]. Vorausgegangene Studien
zeigten, dass es wihrend des ARDS zu einer
Stabilisierung von Hypoxia Inducible Factor
la (HIF1a) in Alveolarepithelzellen (AT 1)
kommt und dass insbesondere die mukosale
HIFTa Stabilisierung im ARDS schiitzt. Wir
stellten daher die Hypothese auf, dass die-
se protektive Wirkung von HIFTa im akuten
Lungenversagen durch mukosal induzierte
miRNAs vermittelt wird, die regulatorisch im
NFkB Pathway agieren.

Methodik

Als klinisch relevantes In-vivo-Modell diente
das murine ARDS-Modell des Ventilator-
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induzierten Lungenschadens (VILI). Die
Interventions- und Kontrollgruppen waren
hinsichtlich Alter, Geschlecht und Gewicht
angeglichen. Es wurden Wildtyp (WT)-sowie
Méuse mit HIFla-defizienten Alveolare-
pithelzellen (HIF1a" Spc®) und Ticam2-
defiziente (Ticam2”) Mause verwendet. Zur
In-vivo-Inhibition von miR-147 wurden Mau-
sen Locked Nucleid Acids (3x100 pl LNAs)
intratracheal appliziert. Alle Tierversuche wa-
ren offiziell genehmigt. Als In-vitro-Modell
diente das zyklische Dehnen humaner Lun-
genepithelzellen mittels FlexCell-Stretch-Ge-
rit. Die In-vitro-Uberexpression von miR-147
sowie die Repression von HIFTa und Ticam2
erfolgten mittels lentiviraler Transduktion
humaner Lungenepithelzellen. Zur Identifika-
tion relevanter miRNAs wahrend VILI sowie
zur Identifikation méglicher Zielgene wur-
den PCR-Arrays verwendet. Anderungen der
Genexpression auf transkriptioneller Ebene
wurden mittels qRT-PCR und auf Proteinebe-
ne mittels Western Blot bzw. ELISA bestimmt.
Mittels t-Test oder ANOVA ermittelte Unter-
schiede galten mit einem p-Wert <0,05 als
statistisch signifikant.

Ergebnisse

Die Induktion eines murinen ARDS mittels
mechanischer Ventilation (VILI) identifizierte
6 miRNAs, die eine mehr als 10-fach gestei-
gerte pulmonale Expression aufwiesen. Unter
diesen miRNAs war nur miR-147 durch
Hypoxie induzierbar. Die Expressionsanalyse
von miR-147 in murinen Alveolarepithelzel-
len (AT II) zeigte eine signifikante Induktion
nach VILI (Abb. 1A, N=4, p=0,025). Mduse
mit AT Il-spezifischer HIF1a Defizienz (Hif1o
Spc®) zeigten nach VILI im Vergleich zu
Wildtyp (WT)-Mdusen eine geringere miR-147-
Expression. In vitro fiihrte das zyklische Deh-
nen humaner Lungenepithelzellen zu einer
rapiden signifikanten Induktion von miR-147,
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die in HIF1a-defizienten Lungenepithelzellen
(Hif-1a KD) ausblieb (Abb. 1B N=3, p=0,013).
Die miR-147-Uberexpression in humanen
Lungenepithelzellen wéhrend des Dehnens
fiihrte zu einer Reduktion der Inflammations-
marker NFxB-Aktivitdt und IL-6 mRNA. Wir
identifizierten Ticam2 als potentielles Zielgen
der miR-147. Genexpressionsanalysen sowie
Luziferaseassays bestdtigten die direkte Regu-
lation von Ticam2 durch die miR-147. In vivo
fihrte die miR-147 Inhibition zu einer sig-
nifikant héheren Albuminleckage nach VILI,
wohingegen die Ticam2”-Mduse im ARDS
geschiitzt waren (Abb. 1C, N=6, p=0,003; 1D
N=8, p=0,045).

Interpretation

Die Inhibition von Ticam2 durch miR-147
flihrt zu einer verminderten pulmonalen In-
flammation und weniger Lungenédem. Zu-
sammengefasst implizieren die Ergebnisse
unserer Studien eine therapeutische Option
von miR-147 im ARDS.
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Fragestellung

Das akute Lungenversagen (ARDS, Acute
Respiratory Distress Syndrome) stellt die In-
tensivmedizin weiterhin vor enorme Her-
ausforderungen, da trotz jahrzehntelanger
Forschung immer noch keine kausalen The-
rapiemoglichkeiten  zur Verfligung stehen
und somit die Letalitit unverdandert hoch
bleibt. Ein zentraler Pathomechanismus ist
die Einwanderung neutrophiler Granulozy-
ten (PMNs) und deren Clearance im Verlauf.
Vorarbeiten zeigen, dass das Chemokin Frak-
talkin (CX;CL1) und sein Rezeptor (CX;CR1)
bei der Clearance apoptotischer Zellen eine
wichtige Rolle spielen [1]. Hierbei ist die
Rolle der CX;CL1-CX5CR1-Achse in der LPS-
bedingten pulmonalen Inflammation bisher
unzureichend geklart [2,3].

Methodik

Die Tierversuchsgenehmigung des zustindi-
gen Regierungsprasidiums liegt vor. In vivo
wurde in einem LPS-bedingten Mausmodell
der pulmonalen Inflammation der PMN-
Influx mittels Durchflusszytometrie in allen
drei Lungenkompartimenten (intravaskular,
interstitiell und intraalveoldr) bei Wildtyp
(WT, C57BL/6- und CX;CR1-gendefizienten
(CX5CR17) Tieren bestimmt und der Anteil
der apoptotischen PMNs in der Lunge quan-
tifiziert. In vitro wurde der Einfluss von CX;
CR1 auf die Clearance humaner PMNs durch
MMe6-Zellen (Monozyten-Makrophagen Zell-
linie) mittels pharmakologischer Blockade
(anti-human CX;CR1, TP502, Torrey Pines
Biolabs) oder durch Gen-Silencing (CX;CR1
siRNA, sc-39904, Santa cruz) evaluiert. Die
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Expression und Freisetzung inflammatori-
scher Chemokine wurde mit RT-PCR und
ELISA detektiert. In vivo und in vitro wurde
durch das LPS die TLR4-bedingte Aktivitat
von intrazelluldren Transduktionsproteinen,
die mit dem Nekrosom-Komplex assoziiert
sind, mittels RT-PCR und Western Blot-Ana-
lysen untersucht. Der Nekrosom-Komplex
besteht aus den phosphorylierten Serin/Thre-
onin-Kinasen RIPK1, RIPK3 und der dadurch
aktivierten MLKL-Pseudokinase. Die Inter-
aktion dieser intrazelluldren Signalproteine
entscheidet dartiber, ob eine Zelle tGberlebt
oder in die Apoptose bzw. Nekroptose iiber-
geht. Die statistische Auswertung erfolgte bei
2 unabhingigen Stichproben mittels t-Test und
bei >2 Stichproben mittels einfaktorieller
Varianzanalyse + Bonferroni-Korrektur.

Ergebnisse

In vivo fiihrt die LPS-bedingte pulmonale
Inflammation bei CX;CR1” gegentiber den
WT-Tieren zu einer signifikant gesteigerten
PMN-Infiltration im Interstitium der Lunge
und in der BAL (IS WT: 1,6 x10° £ 0,1 x10°
vs. CX3CR1 2,7 x10° + 0,9 x10°% p<0.05; BAL
1,5 x10° + 0,4 x10° vs. 3,0 x10° + 0,3 x10%
p<0.05; n=8; Mittelwerte+SD). Die Expres-
sion und die Freisetzung von inflammatori-
schen Zytokinen (TNFo und IL6) und Chemo-
kinen (CXCL1, CXCL2/3) war in der BAL von
CX;CR17- gegeniiber den WT-Tieren eben-
falls signifikant erh6ht. Des Weiteren war bei
den CX;CR1"-Tieren ein signifikant hoherer
Anteil an apoptotischen PMNs im Interstitium
gegeniiber den WT-Tieren zu beobachten. Eine
deutliche Steigerung der Phosphorylierung
von RIPK1, RIPK3 und MLKL im Lungenge-
webe von CX;CR17-Tieren im Vergleich zu
den WT-Tieren konnte in Western Blots
detektiert werden (Abb. 1). In vitro fiihrten
die pharmakologische Blockade und das
Gen-Silencing des CX;CR1 von MM6-Zellen zu
einer reduzierten PMN-Clearance. Immuno-
fluoreszenz-Farbungen von apoptotischen
PMNs zeigten gegentiber nicht-apoptotischen
PMNs eine gesteigerte Expression von RIPK1
(MFI: 3198 +122 vs. 1408+200, p<0.001,
n=6), RIPK3 (MFI: 6585+922 vs. 2164+495;
p<0.001, n=8) und MLKL (MFI: 5425+1224
vs. 954+ 278, p<0.05; n=8).
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Western Blot-Bestimmungen der Nekrosom-
assozierten Proteinkinasen RIPK1, RIPK3 und
MLKL im Lungengewebe von WT- und
CX3CR1*-Tieren 24 Stunden nach LPS-Stimu-
lation. Darstellung reprasentativer Blots aus 3 un-
abhangigen Versuchen; n=4.

Interpretation

Eine CX;CR1-Deletion fiihrt in der LPS-be-
dingten pulmonalen Inflammation gegen-
Uiber den WT-Tieren zu einer unzureichenden
Clearance apoptotischer Zellen. Das resul-
tiert in einer Exazerbation der Inflammation
durch eine gesteigerte Aktivierung des intra-
zelluldren Nekrosom-Komplexes und miindet
in einem gesteigerten Influx von PMNs und
erhohter Freisetzung inflammatorischer Che-
mokine.
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Fragestellung

Waéhrend einer Entziindung entstehen oxidier-
te Phospholipide wie oxidiertes 1-palmitoyl-
2-arachidonyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(OxPAPC), eine Mischung aus verschiedenen
oxidierten Phosphocholinen, die ,transient
receptor potential” (TRP)-Kanal-vermittelte
Hyperalgesie in Mdusen und Ratten induzie-
ren [1]. Ein weniger reaktives, verzweigtes
Endprodukt des OxPAPC ist 1-palmitoyl-
2-glutaryl-sn-glycero-3-phosphocholine
(PGPC), das den ,transient receptor poten-
tial ankyrin 1“ (TRPAT)-Kanal aktiviert [1].
Wichtiger Bestandteil der Transduktion und
Transmission von Schmerzsignalen sind span-

Abbildung 1

A

einmalig anhaltend
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nungsabhéngige Natriumkandle. Der Subtyp
Nay1.9 ist durch eine unterschwellige, zell-
autonome Aktivitdt sowie eine langsame Off-
nungskinetik gekennzeichnet [2,3]. In dieser
Studie wurde untersucht, welchen Einfluss
Nay1.9 auf die Aktivierbarkeit von Neuronen
durch PGPC unter Entziindungsbedingungen
hat.

Methodik

Einzelzellkalziummessungen an kultivierten
Spinalwurzelganglien (dorsal root ganglion
(DRG))-Neuronen von adulten Mdusen wur-
den in Fura-2- und Oregon Green 488/BAP-
TA-1-basierten Experimenten mit einer Auf-
nahmefrequenz von 0.5 Hz beziehungsweise
5 Hz durchgefiihrt. In elektrophysiologischen
Messungen im ,current clamp”-Modus wur-
den in den DRG-Neuronen Aktionspotentiale
gemessen. Zur statistischen Analyse wurden
eine Ein- oder Zwei-Wege-ANOVA post hoc
Holm-Sidék mit OriginPro 2017 durchge-
fuhrt.

Ergebnisse

Mittels schneller, Oregon Green-basierter
Kalziummessungen kénnen Spontanerregun-
gen in DRG-Neuronen dargestellt werden.
Nach langanhaltender Stimulation sowie
nach Impulsapplikation erhéht PGPC signifi-
kant die intrazelluldre Kalziumkonzentration
in kultivierten DRG-Neuronen von Wildtyp-
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Kalziumspitzen in DRG-Neuronen von WT und Nay1.9 KO-Mausen in Anwesenheit von Entziindungsme-

diatoren und oxidierter Phospholipide.

A Beispiele von verschiedenen Oregon Green 488/BAPTA-1-basierten Kalziummessungen in WT-DRG-Neu-
ronen nach Stimulation mit IS nach 24-stiindiger Vorinkubation in OxPAPC (30 pM). Aufnahmefrequenz

5 Hz.

B Anzahl der Kalziumspitzen nach Stimulation von DRG-Neuronen aus WT- und Nay1.9 KO-Mdusen mit
PGPC (30 pM) unter Standardmessbedingungen und nach Vorinkubation der Zellen in IS (WT n=37/20,
NaV1.9 KO n=9/25, aus jeweils 5 Mdusen; Mittelwert+SEM; Zwei-Wege-ANOVA, Holm-Sidak).

* <0.05, ** <0.005

© Anisth Intensivmed 2018;59:364-406 Aktiv Druck & Verlag GmbH

Abstracts

und von Nay1.9 KO-Mausen. Verschiedene
Arten von Kalziumtransienten waren in den
DRG-Neuronen messbar (Abb. 1A). Aufgrund
der besonderen Rolle von Nay1.9 unter Ent-
ziindungsbedingungen wurden anschliefend
die Kalziumtransienten sowie Aktionspoten-
tiale in sensorischen Neuronen in einem
Gemisch aus pro-inflammatorischen Entziin-
dungsmediatoren (inflammatory soup (IS):
5 nM Bradykinin, 100 nM Histamin, 50 nM
Prostaglandin E2) untersucht (Abb. 1B). Nach
30-minditiger Vorinkubation der Neurone
in dem Gemisch erhohte sich die Frequenz
der Kalziumtransienten nach Stimulation mit
PGPC nur in WT-, nicht aber in DRG-Neuro-
nen von Nay1.9 KO-Mdusen. Entsprechen-
de DRG-Neurone, die nicht mit IS behandelt
wurden, dienten als Kontrolle. Die Ergebnisse
wurden in elektrophysiologischen Messun-
gen bestatigt.

Interpretation

In vitro kénnen spontane Kalziumtransienten,
die Riickschliisse auf ein Aktionspotential
zulassen, in verschiedenen Kompartimenten
von DRG-Neuronen durch schnelles Ca?*-
Imaging dargestellt werden. Nach Vorinku-
bation in OxPAPC oder nach Applikation
von PGPC werden verschiedene Formen
von Kalziumtransienten in Anwesenheit von
Entziindungsmediatoren in DRG-Neuronen
registriert. Insbesondere im entziindlichen
Milieu ist Nay1.9 ein wichtiger Schalter, der
die PGPC-induzierte Aktivierung ermoglicht.

Gefordert durch das 1ZKF Wiirzburg (N-261),
die Graduate School of Life Science (GSLS)
und die Deutsche Forschungsgemeinschaft
(DFG).
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Fragestellung

Das postoperative Delir (POD) ist eine haufige
Komplikation des élteren Patienten. Praoperativ
bestehende kognitive Einschrankungen sind
ein Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung eines
POD. In welchem Ausmalf dies jedoch der
Fall ist, ist bislang nur wenig bekannt. Um zu
untersuchen, inwiefern sich Patienten, die im
spateren Verlauf ein POD entwickeln, bereits
préoperativ in Hinblick auf kognitive Leis-
tungsfahigkeit von denen unterscheiden, bei
denen es nicht zu einem POD kommt, unter-
zogen wir 355 dltere Patienten einer ausfiihr-
lichen neuropsychologischen Testung.

Methodik

In die Studie DelPOCD wurden Patienten mit
einem Alter von =60 Jahren eingeschlossen,
die sich einem elektiven kardiochirurgischen
Eingriff am Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf unterziehen mussten. Ausschluss-
kriterien waren u.a. Demenz, eine schwere
kognitive Einschrankung (MMSE =223) sowie
psychische Erkrankungen. Jeweils praoperativ
sowie an 3 weiteren Zeitpunkten (7.Tag, 6 und
12 Monate postoperativ) wurde die kogni-
tive Leistungsfahigkeit der Patienten mittels
einer neuropsychologischen Testbatterie unter-
sucht. Diese erfasst die Aufmerksamkeit
(Psytest TAP mit Subtest Alertness, Subtest
Go/Nogo, Subtest Inkompatibilitdt; Trail
Making Test A+B (TMT-A, TMT-B), Gedéchtnis
(Untertest ,Zahlenspanne vorwarts und riick-
warts” des Wechsler-Gedachtnistest (WMS-R),
verbaler Lern- und Merkfahigkeitstest (VLMT))
sowie Exekutivfunktionen (Subtest ,Formal-
lexikalischer und semantischer Kategorien-
wechsel” des Regensburger Wortfliissigkeits-
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Test (RWT)). Zusétzlich erfolgte die Erhebung
von Depression und Angst (HADS). Ein De-
lirscreening wurde mit dem CAM-ICU in den
ersten 5 postoperativen Tagen alle 8 h durch-
geflihrt. Test-Rohwerte wurden mit dem Mit-
telwert der altersbezogenen Normwertprobe
korreliert (z-Wert). Statistische Auswertung
mittels SPSS: 2-faktorielle Varianzanalyse,
Signifikanzniveau 0,05.

Ergebnisse

Von 355 Patienten wurde bei 62 innerhalb
der ersten 5 postoperativen Tage zu mindes-
tens einem Zeitpunkt ein POD diagnostiziert,
entsprechend einer Rate von 17,4%. Die
Gruppen ,POD” und ,kein POD” unter-
schieden sich nicht in Bezug auf Alter, Ge-
schlecht, Bildungs- und Familienstand sowie
Komorbidititen und Dauermedikation. Pa-
tienten, die im Verlauf ein POD entwickelten,
erreichten praoperativ in fast allen neuropsy-
chologischen Tests schlechtere Ergebnisse als
Patienten ohne POD, besonders ausgepragt
war dieser Effekt in Bezug auf Arbeits- und
Langzeitgeddchtnis (VLMT korrigierte Wie-
dererkennungsleistung z-Wert — ,Kein POD":
0,519+1,1 vs. ,POD*: 1,00+1,4), aber auch
semantisches Gedachtnis, Exekutivfunktionen
und Aufgabenwechsel (RWT semantische
Kategorie z-Wert — ,Kein POD”: 0,028+0,9
vs. ,POD*: -0,353+0,9) und Aufmerksam-
keitsspanne (Zahlen nachsprechen z-Wert
,Kein POD": -0,207+0,9 vs. ,POD”: -0,575
+0,9). Die Unterschiede zwischen den Grup-
pen ,kein POD” und ,POD” in VLMT-, RWT-
und Zahlen nachsprechen waren unmittelbar
postoperativ (1 Woche nach OP) noch ausge-
pragter als prdoperativ und blieben auch nach
6 und 12 Monaten postoperativ groftenteils
in dieser Auspragung bestehen. Im MiniMen-
talStatusExamination-Test (MMSE) zeigten sich
hingegen weder prdoperativ noch im spateren
postoperativen Verlauf Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen. Hinsichtlich Angst und
Depression konnte praoperativ kein Unter-
schied festgestellt werden, postoperativ je-
doch wurden in der Delirgruppe signifikant
haufiger pathologische Werte als in der ,Kein
POD“-Gruppe erreicht (HADS A/D Sum-
menscore >7 bei 45,1 vs. 29,3% der Patien-
ten (,Kein POD” vs. ,POD")).

Interpretation

Es ist bekannt, dass kognitive Funktionsein-
schrankungen in hohem Ausmal} fiir die
Entstehung eines POD pradispositionieren.
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In welchem Umfang dies jedoch der Fall ist,
ist bisher nicht beschrieben. Unsere Untersu-
chungen zeigen, dass bereits leichte kogni-
tive EinbufSen deutlich mit dem Auftreten von
POD korreliert werden konnen. Der klinisch
weit verbreitete MMSE scheint daher zur
Identifikation kognitiv eingeschrankter Patien-
ten im Rahmen der praoperativen Evaluation
zu wenig sensitiv zu sein. Weiterhin wurde
deutlich, dass nicht alle Leistungseinschran-
kungen gleichermaBen fiir ein POD pradis-
positionieren, sondern dass es vielmehr ein
spezifisches Muster an ,Risiko-Defiziten” zu
geben scheint. Die Kenntnis dieser spezifi-
schen Funktionsverluste kann helfen, anhand
eines kurzen, gezielten kognitiven Screenings
besonders gefihrdete Patienten bereits pra-
operativ zu identifizieren. Ob sich durch ge-
zielte kognitive Stimulation der betroffenen
Hirnleistungen ein praoperativer Praventions-
bzw. postoperativer Therapieansatz des POD
bietet, ist bereits Gegenstand weiterer Unter-
suchungen.

Abbildung 1

Delir Kein Delir

Lernleistung (VLMT)

Delir’| [KeinDelir

Kurzzeitgedachtnis (ZN)

Delir Kein Delir

Divergentes Denken
(RWT)
-3 -2 -1 0 +1 #$2 43

Vergleich der praoperativen kognitiven Leistun-
gen der Patienten mit und ohne POD im Bezug
auf die Gesamtpopulation.
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Fragestellung

Das akute Lungenversagen (ARDS) ist trotz
grolBer Anstrengungen mit einer hohen Mor-
talitdt verbunden. Dabei wird die pulmonale
Schadigung meist durch eine Uberschieflende
Immunreaktion auf eine bakterielle Infektion
ausgelost. Bedeutend fiir die Entwicklung
des ARDS ist die Ausschittung der proin-
flammatorischen Zytokine IL-1$ und IL-18,
die durch die Aktivierung des intrazellula-
ren Nlrp3-Inflammasoms produziert werden
[1]. Die Immunmodulation durch Tetrazyklin
zeigte jiingst einen Benefit in der Therapie
inflammatorischer Erkrankungen [2].

Hierbei konnten Studien die Inhibition des
NlIrp3-Inflammasoms als potentiellen Mecha-
nismus identifizieren [3]. In der vorliegenden
Studie wurde untersucht, inwieweit eine The-
rapie mit Tetrazyklin das Outcome des ARDS
verbessert und ob diese Effekte mit einer
Inhibition des Nlrp3-Inflammasoms verkniipft
sind.

Abbildung 1

A

b
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Methodik

Zur Induktion eines Lungenschadens wurde
C57/BL6)-Mausen LPS intratracheal (i.t.) in-
stilliert. Unmittelbar danach erhielten die
Tiere (n=8) eine tdgliche i.p. Injektion von
Tetrazyklin (75 ug/gKG) oder PBS fiir 10 d. Der
Lungenschaden wurde durch die Messung
der Albuminkonzentration mittels ELISA und
der durchflusszytometrischen Bestimmung von
Leukozyten in der bronchoalveoldren Lavage-
fliissigkeit (BALF) sowie anhand HE-gefarbter
histologischer Schnitte der Lunge bestimmt
(n=6). Die Konzentration von IL-18, IL-Ta,
IL-18, IL-6 und TNF-o. wurde mittels Multi-
plex-Assay in der BALF gemessen (n=8). Zur
Prifung des Effekts von Tetrazyklin auf die
Aktivierung unterschiedlicher Signalwege wur-
den murine Knochenmarksmakrophagen mit
LPS (TLR4) und dem Nlrp3-Inflammasom
Aktivator Nigericin stimuliert und mit Tetra-
zyklin inkubiert (n=5). Nach 4 h wurden IL-
18 und TNF-a mittels ELISA und LDH mittels
Assay-Kit im Uberstand gemessen. Ebenfalls
im Uberstand wurde aktive und im Zelllysat
inaktive Caspase-1 per Western Blot unter-
sucht (n=6). Die statistische Analyse erfolgte
mittels nichtparametrischem Mann-Whitney-
Test. Die Analyse der Uberlebenskurve erfolg-
te mittels Log-rank (Mantel-Cox)-Test.

Ergebnisse

Innerhalb der ersten 10 d waren der Gewichts-
verlust ab d 1 bis d9 sowie die Mortalitat der
mit Tetrazyklin behandelten Tiere im Vergleich
zur Kontrolle signifikant reduziert (p<0,05
und p<0,0001). In der BALF resultierte
die Tetrazyklinbehandlung nach 8 h in einer

i.t. - PBSLPSLPS
i.p. - PBS PBS Tetra

i.t. - PBSLPSLPS
i.p. - PBS PBS Tetra

Tetrazyklin reduziert den Lungenschaden und exklusiv die Expression von Nlrp3-Inflammasomabhangigen

Zytokinen im LPS-induzierten ARDS-Modell.

C57/BL6-Mduse erhielten, LPS od. PBS i.t. und Tetrazyklin od. PBS i.p.

A) Abgebildet ist je ein HE-gefarbter Schnitt der basalen linken Lunge in Frontalebene (40fach).

B) Nach 8 h wurde die BALF auf den Gehalt an IL-1p und TNF-a untersucht. Gezeigt wird der Mittelwert +
Standardfehler aus 3 Experimenten. (Kontrollen n=4; PBS n=4; Tetra n=4). # p<0,05 (vs.”); * p=0,0003

(vs. LPS/PBS).
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Reduktion des Albumingehalts (17,4+4,6 vs.
37,9+13,1; p<0,0003). In der Tetrazyklin-
gruppe waren ebenfalls die Makophagen-
(3179+2973 vs. 8919+8142; p<0,0047) und
Neutrophilenpopulationen (1,5x10°+0,5x10°
vs. 2,5x10°+0,3x10° p<0,0022) 2 d nach LPS-
Gabe reduziert. Es zeigte sich histologisch ein
verminderter Lungenschaden bei Tetrazyklin-
behandelten Tieren (Abb.TA). Die Konzen-
tration von IL-14, IL-18, IL-6 und TNF-a war
8 h nach LPS-Gabe in der BALF signifikant
gesteigert (p<0,05). Tetrazyklin reduzierte
hierbei exklusiv die Nlrp3-Inflammasomab-
hangigen Zytokine IL-1f und IL-18 (Abb 1B;
p<0,05). Zur Evaluation der Inhibition des
Nlrp3-Inflammasoms wurden Makrophagen
mit LPS und Nigericin in vitro stimuliert sowie
mit Tetrazyklin inkubiert. Es zeigte sich nach
Stimulation eine signifikante Reduktion i) der
IL-1B-Expression und ii) der Prozessierung von
Procaspase-1 in Caspase-1 bei Tetrazyklin-
behandelten Zellen (p<0,05). Tetrazyklin
zeigte keinen Effekt auf die inflammasom-
unabhingige TNF-o-Expression durch allei-
nige Stimulation mit LPS. Ebenso konnte die
durch Pyroptose bedingte LDH-Freisetzung
nach Aktivierung des Nlrp3-Inflammasoms
durch Tetrazyklin signifikant reduziert werden
(p<0,022).

Interpretation

Erstmals konnte gezeigt werden, dass Tetra-
zyklin den akuten Lungenschaden durch In-
hibition des Nlrp3-Inflammasoms reduziert
und so das Outcome verbessert. Dies ist kon-
sistent mit neuesten Studien, die einen Be-
nefit von Tetrazyklin in der Behandlung von
entziindlichen Erkrankungen demonstrierten
[2]. Vorliegende Studie deutet darauf hin,
dass die Immunmodulation durch Tetrazyklin
eine vielversprechende Therapieoption beim
ARDS des Menschen ist.
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Fragestellung

Ischdamie, Reperfusion und Inflammation sind
wichtige pathophysiologische Vorgédnge, die
bei der Entstehung einer akuten Abstoung
nach Lungentransplantation eine Rolle spie-
len. Wir konnten zeigen, dass Ropivacain den
experimentellen Lungenschaden durch Endo-
toxin [1] oder Tumor-Nekrose-Faktor alpha
(TNF-a) [2] signifikant reduzieren kann. Die
vorliegende Arbeit untersucht die Hypothese,
dass Ropivacain die akute AbstoBung nach
allogener Lungentransplantation in der Maus
ebenfalls reduziert und die Funktion des
transplantierten Organs verbessert.

Methodik

Die Experimente wurden von der zustin-
digen Tierschutzkommission genehmigt. Die
Versuchstiere erhielten eine den lokalen und
internationalen Standards entsprechende
Pflege. Es erfolgte eine allogene, orthotope,
linksseitige Lungentransplantation von BALB/c
(Spender)- auf C57BL/6 (Empfanger)-Mause
unter Isofluran-Narkose, wie von uns etabliert
[3]. Nach chirurgischer Prdparation wurde
die Spender-Lunge vor der Entnahme {iber
die Pulmonalarterie entweder mit Ropivacain
(1 pM, geldst in 3 ml 0,9%iger Kochsalzlo-
sung) oder mit 3 ml 0,9%iger Kochsalzlésung
(Kontrollen) gespiilt (je n=9). Die kalte Isch-
dmie-Zeit betrug eine Stunde, die Spiillésung
mit oder ohne Ropivacain verblieb wahrend-
dessen im Organ. Drei Stunden nach Trans-
plantation erfolgte eine vendse Blutentnahme
zur Bestimmung von TNF-o im Plasma der
Empfianger. Am flinften postoperativen Tag
wurden der Horovitz-Quotient (arterieller
Sauerstoff-Partialdruck/inspiratorische Sauer-
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A: Plasmakonzentration von TNF-a drei Stunden nach allogener linksseitiger Lungentransplantation in der
Maus mit oder ohne Transplantatsptilung mit Ropivacain. N=9 fiir beide Gruppen. ‘p=0,01 vs. Kontrolle.

B: Beurteilung der akuten Abstofungsreaktion mittels Acute Rejection Score (Grad 1-4) der International
Society for Heart and Lung Transplantation. N=9 fir beide Gruppen. “p<0,001 vs. Kontrolle.

stoff-Konzentration) sowie die Compliance
der linksseitigen transplantierten Lunge ermit-
telt und diese fiir die weitere Analyse entnom-
men. Die Bewertung der akuten Abstoung
wurde histopathologisch nach Hamatoxylin-
Eosin-Farbung von Paraffin-Schnitten nach
Maligabe der International Society for Heart
and Lung Transplantation (Acute Rejection
Score, Grad 0 bis 4) durch drei unabhangige
Personen durchgefiihrt, welche fiir die Grup-
penzugehorigkeit verblindet waren. Die sta-
tistische Analyse erfolgte mittels t-Test bzw.
Mann-Whitney-U-Test und die Daten sind
als  Mittelwerte und Standardabweichung
(TNF-a, Horovitz, Compliance) oder als Me-
dian mit Spannweite (Acute Rejection Score)
angegeben.

Ergebnisse

Die Plasma-Konzentration von TNF-a drei
Stunden nach Transplantation war in der
Ropivacain-Gruppe um 28% niedriger als in
der Kontroll-Gruppe (84,5+26,9 vs. 116+18,7
pg/ml, p=0,01, Abb. TA). Die Spiilung der
Transplantatlunge mit Ropivacain flhrte in
der histopathologischen Bewertung zu einer
signifikant geringeren AbstofSungsreaktion
(3 [2-4] vs. 2 [1-2], p<0,001, Abb. 1B) am
Tag 5. Der Horovitz-Index (303+164 vs.
246+117 mmHg, p=0,4) und die Compliance
(0,013+0,003 vs. 0,012+0,001 ml/cmH,0O,

p=0,2) der Ropivacain-Gruppe unterschieden
sich nicht signifikant von den Kontrollen.

Interpretation

Eine Transplantatspiilung mit Ropivacain im
Rahmen einer allogenen Lungentransplan-
tation in der Maus fiihrt zu einer Abnahme
der akuten Abstoungsreaktion und zu einer
reduzierten Freisetzung des proinflammatori-
schen Zytokins TNF-o. Die zugrundeliegen-
den Mechanismen sowie ein moglicherweise
positiver Effekt auf die Funktion der transplan-
tierten Lungen nach Ropivacain-Behandlung
wird Gegenstand weiterfiihrender Untersu-
chungen sein.
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Fragestellung

Die microRNA-122 (miR-122) ist ein leber-
spezifischer Regulator der Genexpression,
und ihre vermehrte Expression im Serum bei
Sepsis oder ARDS scheint mit einer akuten
Leberschadigung und erhohten Mortalitat
assoziiert [1-3]. Wir priiften die Thesen, dass
die miR-122 1) sich zur Abgrenzung der Sep-
sis von einer Infektion ohne Organdysfunk-
tion eignet, 2) ihre vermehrte Expression mit
der Mortalitat assoziiert ist und 3) den SOFA-
Score sinnvoll zu ergdnzen vermag.
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Methodik

108 Patienten mit Sepsis (Infektion + 22-SIRS-
Kriterien + SOFA-Score 22) wurden retrospek-
tiv nach Zustimmung der Ethikkommission
eingeschlossen. Klinische Daten und Blut-
proben wurden unmittelbar nach Aufnahme
auf die Intensivstation gewonnen. Als Kontrol-
len dienten 20 Patienten mit schwerer Infek-
tion (Infektion + SOFA-Score <1). Die relative
miR-122-Expression im Serum wurde mittels
Zyklusschwellenwert (CT) tiber eine Spiked-
in-Methode bestimmt und als 2T dargestellt.
Statistik: deskriptiv, Chi-Quadrat-, Student-,
Wilcoxon-Mann-Whitney- bzw. Kruskal-Wal-
lis-Tests (Post-hoc-Dunn’s Test), C-Statistik,
Youden-Index, Net reclassification improve-
ment (NRI), Integrated discrimination impro-
vement (IDI), Multivariate COX-Regression,
Kaplan-Meier-Kurven/Log-Rank-Test.

Ergebnisse

63% der Sepsispatienten tberlebten. Die miR-
122-Expression war bei Verstorbenen nahezu
40-fach (p=0,001) und bei Uberlebenden
6-fach hoher (p=0,013) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abb. Ta). Dariiber hinaus
zeigte sich eine signifikante Korrelation mit
Variablen der Leberfunktion (ALT=44 U/
(IQA 23-147 U/I; p<0,001), AST=59 U/l (IQA

0
74% Expression der

miR-122<0,04
(n=87)

— Expression der
miR-122<0,04
(n=21)

19%
LogRank-Test p<0,0001

T
0

T

T T
10 20 30

Aufenthaltsdauer auf der ITS (Tage)

A) Relative Expression der miR-122 (2<") in der Kontrollgruppe mit einer Infektion sowie bei Patienten mit
Sepsis B) 30-Tages-Uberleben bei Sepsispatienten stratifiziert nach der relativen miR-122-Expression (2T).
Die Cut-off-Werte wurden durch korrespondierende ROC-Untersuchung definiert.
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29-170 U/l; p<0,001), Bilirubin=1,4 mg/
dl (IQA=0,6-2,9; p=0,001), INR=1,24 (IQA
1,12-1,51; p=0,005) sowie LDH=385 U/l
(IQA 252-554 U/l; p<0,009)).

Bei einem Cut-off-Wert von 0,004 diskri-
minierte die miR-122-Expression zwischen
Patienten mit Sepsis und solchen mit einer
Infektion ohne Sepsis (AUC 0,760; Spezifi-
tat von 95%; Sensitivitat 58,3%) sowie bei
einem Cut-off-Wert von 0,04 zwischen (ber-
lebenden (30-Tage) und verstorbenen Sepsis-
Patienten (Abb. 1b; p<0,001; AUC 0,728;
Sensitivitdt 42,5; Spezifitit 94%). In der multi-
variaten Cox-Regressions-Analyse zeigte sich
die miR-122 als unabhéangiger Risikofaktor
fir das 30-Tages-Uberleben (HR 4,2; 95%
Cl 2,0-8,7; p<0,001). Auch die Aussage-
kraft des SOFA-Score beziiglich der 30-Tages-
Letalitat (AUC 0,668) konnte durch die Hin-
zunahme der miR-122 verbessert werden
(AUC 0,743; NRI 0,366 mit p<0,001; IDI
0,065 mit p=0,007).

Interpretation

Eine erhohte miR-122-Expression unterstitzt
sowohl die Differenzierung zwischen Infek-
tion und Sepsis als auch eine friihzeitige Pro-
gnosebeurteilung des Sterberisikos und kann
dariiber hinaus die diagnostische Wertigkeit
des SOFA-Score erhohen. Mechanistische
Untersuchungen sollten die biologische Rol-
le der miR-122 im Kontext von Infektion und
Sepsis ergriinden.
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Fragestellung

Bei etwa 12% der Uber 60-jahrigen Patienten
besteht auch drei Monate nach einer Ope-
ration weiterhin eine postoperative kogniti-
ve Dysfunktion (POCD) [1]. Bei der POCD
kommt es unter anderem zu einer Dysbalance
im cholinergen System, was wiederum zu
einer langanhaltenden Neuroinflammation
fihrt [2]. Des Weiteren ist bekannt, dass die
POCD unter anderem mit der Applikation von
Andsthetika wie Propofol assoziiert ist [3].
Offen ist, Gber welchen Mechanismus die
Applikation von Propofol mit einer POCD
assoziiert ist. Moglich scheint, dass Propofol
durch epigenetische Prozesse wie die DNA-
Methylierung oder Histonmodifikation eine
langfristige Verdnderung der Genexpression
des cholinergen Systems bedingt. Epigene-
tische Veranderungen werden unter ande-
rem durch DNA- und Histon-modifizierende
Enzyme vermittelt. Folglich untersuchten wir
folgende Hypothesen: 1) Propofol reduziert
die Konzentration der Acetylcholinesterase
(AChE) und der Butyrylcholinesterase (BChE).
2) Propofol beeinflusst die Methylierung des
AChE- und des BChE-Promotors. 3) Die
Promotoren von AChE und BChE werden
tiber Methylierung reguliert. 4) Propofol fiihrt
an Position H3K27 zu Histonmodifikationen.
5) Propofol verdndert die Expression Histon-
modifizierender Enzyme.

Methodik

Zellen der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y
und primére Immunzellen (PBMCs) wurden
mit Propofol (30 pg/ml, Stock: 100 pg/ml in
Ethanol, Sigma) und TNF-a (10 ng/ml, Pros-
pec) fiir 2 h. und 4 h. stimuliert. Es erfolgte
erstens die quantitative Bestimmung der Kon-
zentration der Acetyl- (AChE) und Butyryl-
cholinesterase (BChE) (Acetylcholinesterase
Assay Kit (Fluorometric -Red), Abcam). Zwei-
tens wurde die Methylierung des AChE-Pro-
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motors (EZ DNA Methylation-Gold™  Kit)
mittels qPCR bestimmt. Im dritten Schritt
wurde erneut die Methylierung des AChE-
Promotors und die AChE-Expression mittels
RT-PCR nach Inkubation mit dem DNA-
Demethylierungsreagenz Azadeoxycytidin
(ADC) quantifiziert. Darlber hinaus wurde
viertens in den mit Propofol stimulierten
Zellen die Histonmodifikation des Histons
H3 K27 mittels ELISA betrachtet (EpiQuik In
Situ Histone H3K27 Tri-Methylation Assay
Kit, Epigentek). Fiinftens erfolgte die RNA-
Gewinnung mit anschliefender reverser Tran-
skription (Qiagen) und Quantifizierung der
Histon-modifizierenden Enzyme mittels qPCR
(Promega). In einem letzten Schritt wurde mit-
tels Chip-Assay die Bindung von Promotor-
regionen verschiedener Gene des choliner-
gen Systems an Histon H3K27 bestimmt.
Statistik: Mittelwerte + Standardabweichung,
ungepaarter t-Test, ANOVA p<0,05.

Ergebnisse

Die Inkubation der Neuroblastomzelllinie
SH-SY5Y mit Propofol fiihrte zu einer signi-
fikanten Reduktion der AChE- und BChE-
Konzentration nach 2 und 4 Stunden (p=0,02,
Abb. 1a). Eine Verdnderung der Methylierung
des AChE- und BChE- Promotors durch Pro-
pofol konnte jedoch nicht gezeigt werden.
Die Inkubation der SH-SY5Y-Zellen mit ADC
induzierte zwar eine signifikante Reduk-
tion der Methylierung des AChE-Promotors,
welche hingegen die AChE-Expression nicht
verdnderte. Interessanterweise war die Tri-
Methylierung des Histons H3 an Position K27
durch Propofol signifikant vermindert (p=
0,0002; Abb. 1 b). Gleichzeitig stieg sowohl
in neuronalen Zellen (SH-SY5Y) als auch in
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Immunzellen (PBMCs) die Expression der
Histon-Lysin-Demethylase (KDM2A) signifikant
(p <0,05, Abb. 1c) an. Mittels Chip-Assay
konnte eine Bindung von Genen des cho-
linergen Systems an das Histon 3 Position K27
bestatigt werden.

Interpretation

Die Inkubation von neuronalen Zellen mit
Propofol in Zellkultur fihrt zu einer reduzier-
ten Konzentration von AChE und BChE. Ur-
sachlich hierfiir scheint nicht eine verstarkte
Methylierung im Promotorbereich der Gene
des cholinergen Systems AChE und BChE zu
sein, vielmehr kénnte eine Demethylierung
an H3K27 verantwortlich sein, da an dieser
Position des Histons das Gen des Acetylcho-
lin Rezeptors und das AChE-Gen binden.
Des Weiteren kénnte diese Assoziation durch
eine veranderte Aktivitdt der Histon-modifi-
zierenden Enzyme hervorgerufen werden, da
Propofol deren Aktivitdt verdndert.
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Fragestellung

Im Rahmen einer Entziindung entstehen re-
aktive Sauerstoffmolekiile, die Uber Lipid-
peroxidation und direkt Nozizeptoren akti-
vieren [1,2]. 4-Hydroxynonenal (4-HNE) ist
ein Endprodukt der Lipidperoxidation, das
direkt den ,transient receptor potential anky-
rin” (TRPA)-1 aktiviert [3]. Delphinidin gehort
als wasserloslicher Pflanzenfarbstoff zu den
Anthocyanen mit antioxidativer Wirkung, hat
allerdings eine extrem kurze Halbwertszeit. In
dieser Studie wurde untersucht, ob und wie
eine Komplexierung von Delphinidin, die
den schnellen Abbau verhindert, analgetisch
wirken kann.

Methodik

Delphinidin  wurde mit Sulfobutylether-p-
Cyclodextrin (SBECD) komplexiert. Schmerz-
schwellen (mechanisch: Randall-Sellito und
thermisch: Hargreaves-Test), motorische Akti-
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vitdt (Rota Rod), Ganganalyse (CatWalk) so-
wie Pfotenvolumen wurden vor und nach
Applikation (lokal und systemisch) von Del-
phinidin-SBECD bei Wistar-Ratten mit kom-
pletter Freunds-Adjuvans (CFA)-induzierter
Pfotenentziindung gemessen. Dann wurden
Immunfluoreszenzfarbungen und Western Blots
fur 4-HNE-Proteinaddukte sowie Adhdsions-
molekiile angefertigt. Calcium Imaging Expe-
riments wurden in HEK-293™"1-Zellen mit
Fura-2 durchgefiihrt. In der NMR-Analyse
sowie in silico wurden die 4-HNE-Delphi-
nidin-Interaktionen untersucht. Tierversuche
wurden von der Regierung Unterfranken ge-
nehmigt (REG 108/13).

Ergebnisse

Eine einmalige oder wiederholte intraplantare
oder auch intraperitoneale Injektion von Del-
phinidin-SBECD erhoht fir 60 min selektiv
mechanische Schmerzschwellen (Abb. 1A).
Die motorische Aktivitdt der Tiere ist unver-
andert, die Ganganalyse im CatWalk zeigt
eine grofere Pfotenauftrittsfliche. Die Ver-
gleichssubstanz Parecoxib oder Antioxidantien
wie Superoxiddismutase und Katalase haben
eine dhnliche Wirkung/Kinetik. Repetitive Ga-
ben von Delphinidin-SBECD vermindern das
Pfotenvolumen, reduzieren die Bildung von
4-HNE- und 4-HNE-Proteinaddukten (Abb. 1B),
die Einwanderung von CD68-positiven Mak-
rophagen sowie die Expression von Adhdsi-
onsmolekiilen wie PECAM-1 und VCAM-1,
wiéhrend die Expression von Cyclooxygena-
se (COX)-2 unverandert ist. In vitro aktiviert
4-HNE HEK-293™"1-Zellen. Prdinkubation von
4-HNE mit Delphinidin-SBECD, aber nicht
mit SBECD allein reduziert signifikant die An-
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zahl der reagierenden Zellen und die ,area
under the curve” (Abb. 1C). Die Capsaicin-
induzierte TRPV1-Aktivierung ist unverdn-
dert. Ebenso wird die pronozizeptive Wirkung
von 4-HNE im Randall-Sellito, aber nicht im
Hargreaves-Test durch Delphinidin-SBECD
komplett aufgehoben. Eine Analyse der In-
teraktion von 4-HNE mit Delphinidin zeigte
sowohl im in-silico-Modeling als auch in der
NMR-Analyse, dass die beiden Substanzen
nicht direkt miteinander interagieren, sodass
von einer generellen antioxidativen Wirkung
als Radikalfanger auszugehen ist.

Interpretation

Delphinidin-SBECD wirkt sowohl lokal als
auch systemisch antinozizeptiv, antioxidativ
und antiinflammatorisch (vergleichbar mit
der Wirkung von Parecoxib) und wére daher
insbesondere bei lokaler Gabe eine interes-
sante Alternative zur bisherigen Behandlung
von Entziindungsschmerzen mit COX-2-Hem-
mern.

Gefordert durch Mittel des Universitatsklini-
kums Wiirzburg und Sapiotec GmbH.
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Delphinidin-SBECD wirkt antinozizeptiv, reduziert 4-HNE-Bildung und 4-HNE-inudzierte TRPA1-Aktivierung. (A,B) Mechanische Schmerzschwellen vor und nach
intraplantarer Applikation von 2.5 bzw. 5 mg Delphinidin-SBECD oder 30 U SOD bei Ratten mit CFA-induzierter Pfotenentziindung. (B) Quantifizierung von HNE-
Proteinaddukten im entziindeten Pfotengewebe nach zweimaliger lokaler Delphinidin-SBECD-Applikation und SBECD-Kontrolle (n=6/Gruppe, MW=SEM p <0.05;
Two-Way (RM)-ANOVA, Student-Newman-Keuls). (C) Messung der reagierenden Zellen im Ca-Imaging in HEK-293TRPAT nach Applikation von 4-HNE bzw. Delphi-

nidin-SBECD und SBECD allein (n=3/Gruppe, MW=SEM "p<0.05; One-way-ANOVA, Student-Newman-Keuls).

© Andsth Intensivmed 2018;59:364-406 Aktiv Druck & Verlag GmbH



Abstracts

Molekularer Phinotyp der Leber-
dysfunktion unterscheidet bakterielle
und fungale Sepsis trotz vergleich-
barer Bilirubinwerte

B. Schaarschmidt'? - S. Vlaic® - M. Bauer"? -
A.T. Press'?

1 Klinik fir Andsthesie und Intensivmedizin,
Universititsklinikum Jena

2 Center for Sepsis Control and Care,
Universitatsklinikum Jena

3 Systembiologie und Bioinformatik,
Leibniz-Institut fir Naturstoff-Forschung und
Infektionsbiologie

Korrespondenz:
barbara.schaarschmidt@med.uni-jena.de

Fragestellung

Das Auftreten einer Organdysfunktion unter-
scheidet die Sepsis von einer unkomplizierten
Infektion [1]. Aktuelle Konzepte zur Organ-
dysfunktion beschreiben diese als stereotype
Antwort auf eine Infektion. Dieses Konzept
unterscheidet dabei nicht nach auslésenden
Pathogenen. Lebensbedrohliche Infektionen
werden in der Regel als primdre bakterielle
Infektionen behandelt [2]. Dies fihrt nicht
selten zu der Zerstérung des physiologischen
Mikrobioms und dessen Metaboliten. Die
in der Sepsis zerstérte Immun-Homdostase,
zusammen mit den Verdnderungen im Meta-
bolom, férdern und fiihren oft zu sekundaren
Pilzinfektionen [3]. Unsere Studie untersucht,
ob Pathogene verschiedener Klassen (Bakterien
vs. Pilze) die Wirtsantwort und das Organver-
sagen differenziell beeinflussen.
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Methodik

In Mdusen wurde durch die intraperitoneale
(i.p.) Injektion humaner Stuhlsuspension (Peri-
toneal Contamination and Infection, PCI)
oder mittels intravendser bzw. i.p. C. albi-
cans-Injektion eine systemische Infektion mit
Leberdysfunktion (Sepsis) ausgel6st. Tiere aus
der Kontrollgruppe erhielten ein identisches
Volumen physiologischer, steriler Kochsalz-
|6sung appliziert. 6 und 24 h nach Injektion
wurden die Tiere euthanasiert und Organe zur
weiteren Analyse aufgearbeitet. Anhand von
gewonnenen Transkriptom- und Metabolom-
daten aus der Leber wurden Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerke erstellt. Darlber hin-
aus wurden spezifische Ansdtze zur Detek-
tion einzelner Metabolite durch verschiedene
mikroskopische Verfahren genauer untersucht
und validiert.

Ergebnisse

Die Auswertung der Transkriptomdaten zeigt
viele dhnliche qualitative Anderungen im
Metabolismus zwischen den drei verschiede-
nen Infektionen, aber auch spezifische Unter-
schiede. Allerdings unterscheiden sich die
verschiedenen Gruppen in der Art und Weise,
wie es zu dieser Dysregulation kommt. Neben
der Immunantwort ist vor allem die Unter-
driickung des Lipidkatabolismus und der Gal-
lensduresynthese bereits nach 6 h in allen
Gruppen aufféllig. Die Veranderungen im Li-
pidkatabolismus sind in allen Gruppen durch
eine signifikante Akkumulation von langket-
tigen Acylcarnitinen charakterisiert, wohinge-
gen kurzkettige Fettsduren in den Modellen
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Metabolite erlauben Differenzierung zwischen Infektionstypen. (A) Akkumulation von kurz- (C2-8), mittel-
(C9-12) und langkettigen (C14-18) Acylcarnitinen. (B) Taurin-Konjugationsindex zeigt Akkumulation von
unkonjugierten (PCI) und konjugierten Gallensauren (Candida spp.) Statistik: n=5; Mittelwert +SD; zweifak-
torielle ANOVA mit Dunnett-Test; *p<0,05; “p<0,01; “'p<0,001 vs. Kontrolle.
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verschieden stark akkumulieren (Abb. TA).
Die veranderte B-Oxidation (mitochondriale
Dysfunktion) beeintrachtigte den Energie-
metabolismus bereits 6 h nach Infektion und
hatte auch Auswirkung auf den Gallensdure-
metabolismus. Die intrahepatische Gallen-
saureakkumulation ist ebenfalls in Abhéngig-
keit vom Erreger signifikant unterschiedlich
(Abb. 1B). Wahrend es bei der polymikrobi-
ellen Infektion (PCl) zur Akkumulation von
unkonjugierten Gallensduren kam, fiihrten die
beiden C. albicans-Infektionsrouten zur Akku-
mulation der konjugierten Gallensduren. Die
Untersuchung der Biotransformation in der
Leber durch Intravitalmikroskopie von DY-635
— ein Farbstoff, welcher von Hepatozyten tiber
OATP-Transporter aufgenommen und dann
in die Galle sezerniert wird — ergab, dass es
bei polymikrobieller Infektion zu einer Sto-
rung der Konjugation und Exkretion des Farb-
stoffs kommt, wahrend es bei Infektionen mit
C. albicans bereits zu einer Stérung der Auf-
nahmemechanismen von Xeno- und Endo-
biotika in Hepatozyten kommt.

Interpretation

Waihrend viele Aspekte der Wirtsantwort in
der Leber auf bakterielle und C. albicans-
Infektionen konserviert scheinen, unterschei-
den sich die Infektionen vor allem in den
molekularen Phinotypen des Lipidmetabo-
lismus und der Cholestase. Dies erlaubt die
Differenzierung zwischen den untersuchten
Infektionen und der Infektionsroute bereits
in friihen Stadien mittels moderner klinischer
Diagnostik. Dies hat Implikationen fiir die
Diagnostik und Therapie der Leberdysfunk-
tion bei Sepsis, die bei alleiniger Betrachtung
von Bilirubin (SOFA-Score) nicht erkannt
werden.
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Fragestellung

Wahrend maschineller Beatmung wird Ener-
gie pro Zeit, sog. mechanische Beatmungs-
leistung (engl. Mechanical Power — MP), auf
die Lungen (bertragen. Diese kann einen
Lungenschaden hervorrufen oder verstirken
[1], wobei die Rolle des Tidalvolumens (V7)
unzureichend geklart ist. Es sollte der Effekt
des V; auf den beatmungsassoziierten Lun-
genschaden in Abhdngigkeit von der Hohe
der applizierten MP im Modell pulmonaler
Inflammation untersucht werden.

Methodik

Nach behérdlicher Genehmigung wurde bei
40 anasthesierten mannlichen Wistar-Ratten
eine pulmonale Inflammation per intratrache-
aler Applikation von Escherichia coli-Lipo-
polysaccharid induziert. 24 h spdter wurden
32 Ratten fiir 2 h volumenkontrolliert be-
atmet. Die Zuteilung in vier Gruppen (n=8)
mit Kombinationen von hohem und niedrigem
Vs (6 ml/kg; 11 ml/kg) bzw. hoher und nied-
riger MP erfolgte randomisiert. Die MP
wurde wie folgt berechnet: MP=(AP,/E)*RR
(mit Py: transpulmonaler Driving Pressure; E:
Elastance der Lunge; RR: Atemfrequenz) [2].
Die RR wurde so angepasst, dass die hohe
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MP das Dreifache der niedrigen MP betrug.
Ein positiver endexspiratorischer Druck von
3 ¢cmH,O wurde in allen Gruppen eingestellt.
Acht Ratten wurden nicht beatmet und fiir
molekularbiologische Referenzanalysen ver-
wendet. Die Analysen umfassten u.a. ver-
blindet durchgefiihrte licht- und elektronen-
mikroskopische sowie molekularbiologische
Untersuchungen des Lungengewebes.

Ergebnisse

Die Lungenfunktion (paO,/FO,) unterschied
sich nicht zwischen den Gruppen. Hingegen
war der mediane diffuse alveoldre Schaden
(DAD-Score: Odem, Atelektasen und Uber-
dehnung; reprasentative Mikroskopien siehe
Abb. 1) nach Beatmung mit hohem V; gegen-
tiber niedrigem V; sowohl bei niedriger MP
(18 (15-20) vs. 11 (9-14), p<0,0125) als
auch hoher MP (29 (27-30) vs. 19 (16-25),
p<0,0125) signifikant starker ausgepragt.
Trotz niedrigem V; war der DAD-Score bei
hoher MP signifikant groRer als bei niedrigem
V; mit niedriger MP (19 (16-25) vs. 11 (9-14);
p<0,0125). In der Elektronenmikroskopie
zeigte sich bei niedriger und hoher MP mit
hohem V; eine verstarkte Lungenschadigung.
In allen Gruppen war die Expression von
Interleukin-6 (IL-6), Amphiregulin und Club
Cell Protein 16 (CC16) gegentiber nicht beat-
meten Tieren signifikant erhoht. Beatmung

Abbildung 1

V; 6 ml/kg

Niedrige MP

Hohe MP

Vi 11 ml/kg
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mit hohem V; verstarkte bei hoher MP gegen-
tiber niedriger MP die Expression von IL-6
und Amphiregulin (p<0,0125), wahrend bei
hoher MP/hohem V; Amphiregulin und CC16
gegeniiber hoher MP/niedrigem V; signifi-
kant starker exprimiert wurden. Die MP kor-
relierte gut mit dem DAD-Score (r=0,7375;
p<0,0001) sowie der Expression von IL-6
(r=0,5997; p=0,002).

Interpretation

Selbst bei Beatmung mit niedrigem V; kann
eine hohe MP zur beatmungsassoziierten
Lungenschédigung fithren, wobei sich eine
reduzierte MP nicht zwangsldufig lungen-
protektiv auswirkt, wenn das Vy hoch ist. Um
die Lungenprotektion zu gewdbhrleisten, ist
eine Beatmungsstrategie mit niedrigem V; bei
niedriger MP anzustreben.
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Links: Reprdsentative Lichtmikroskopien (Lunge). 200-fache VergroBerung. AD: Alveoldrer Durchmesser;
rote Pfeile: Alveolidre Uberdehnung; Sternchen: Kollabierte Alveolen.

Rechts: Représentative Elektronenmikroskopien (Lunge). E: Erythrozyt; End: Endothel; MP: Mechanical
Power; PII: Typ-ll-Pneumozyt; Schwarze Doppelpfeile: Dicke der Basalmembran; Sternchen: Kollagen;

V;: Titalvolumen.

© Anisth Intensivmed 2018;59:364-406 Aktiv Druck & Verlag GmbH



Abstracts

Exspiratorische Ventilations-Assis-
tenz verbessert die Oxygenierung
beim akuten Lungenversagen im
Schweinemodell

J. Schmidt - C. Wenzel - S. Spassov - S. Wirth -
S. Schumann

Klinik fiir Anasthesiologie und Intensivmedizin;
Universitdtsklinikum Freiburg, Medizinische
Fakultdt, Universitat Freiburg

Korrespondenz:
johannes.schmidt@uniklinik-freiburg.de

Fragestellung

Die mechanische Beatmung kann ein akutes
Lungenversagen (ARDS) aggravieren. Fiir eine
flusskontrollierte Exspiration (FLEX) konnte
ein lungenprotektiver Effekt bei Schweinen
im ARDS nachgewiesen werden [1]. Die
Beatmung mit Exspiratorischer Ventilations-
Assistenz (EVA) [2], die eine vergleichbare
Linearisierung des Exspirationsverlaufs ge-
neriert wie eine FLEX, konnte die Oxyge-
nierung bei lungengesunden Schweinen
verbessern [3]. Daher Uberpriiften wir die
Hypothese, dass eine Beatmung mit EVA die
Oxygenierung beim ARDS verbessert und
den morphologischen Lungenschaden redu-
Ziert.

32. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Methodik

Nach Genehmigung durch das Regierungs-
prasidium Freiburg (Az. 35 9185.81/G-16/77)
wurde bei 14 Schweinen (40-50 kg) unter
Allgemeinandsthesie mittels zentralvendser
Injektion von Olsiure ein ARDS mit einem
Horovitz-Quotient von 100-150 mmHg in-
duziert. Nach Randomisierung wurden die
Lungen der Tiere entweder mit Volumen-
kontrollierter Beatmung (VCV, n=7) oder mit
EVA (n=7) bei identischen Beatmungseinstel-
lungen beatmet (Tidalvolumen 7-8 ml/kg,
PEEP 9 mbar, F,O, 0,8, Frequenz angepasst
bis etCO, 35-45 mmHg solange arterieller
pH>7,2). Alle 30 min. (T30-T180) wurden
respiratorische Parameter (arterieller Partial-
druck von O, (p,O,) und von CO, (p,CO,),
Trachealdruck, Minutenvolumen (MV))
und hdmodynamische Parameter (mittlerer
arterieller Druck, Herzfrequenz, Herzindex)
aufgezeichnet und in der spdteren Analyse
als Mittelwert zusammengefasst. Nach 3 h
wurden Lungengewebeproben entnommen,
welche nach Fixierung, Kryotomie und Ha-
matoxylin-/Eosin-Farbung zur Bestimmung
der alveoldren Wanddicke sowie der Infil-
tration mit Entziindungszellen herangezogen
wurden. Die statistische Analyse erfolgte mit-
tels zweifaktorieller ANOVA fiir wiederholte

Abbildung 1
A _ B
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A-C: Arterielle Partialdriicke von O, und CO; (p,O,, p.CO,) sowie das Minutenvolumen (MV) der VCV Grup-
pe B und der EVA-Gruppe M als Ausgangswert (baseline, BL) und wahrend der Intervention (T30 T180).
Wahrend der Ausgangsmessung waren alle Tiere noch mit VCV beatmet. Dargestellt ist jeweils der Median,
der Interquartilsabstand sowie die gesamte Spannweite. D-E: Reprasentative Gewebeschnitte (Hdmatoxylin-
Eosin-gefarbt) der VCV-Gruppe (D) und der EVA-Gruppe (E).
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Messungen mit Bonferroni-korrigierten mul-
tiplen Vergleichstests. Einfache Vergleiche
wurden mittels Mann-Whitney-Rangsum-
mentest ausgewertet. Ein p<0,05 wurde als
statistisch signifikant angesehen. Die Ergeb-
nisse sind angegeben als Mittelwert+ Stan-
dardabweichung.

Ergebnisse

Im Vergleich mit VCV erzielte die EVA-Beat-
mung einen hoheren p,0, (Abb. 1A) sowie
ein geringeres MV (Abb. 1C) bei vergleichba-
rem p,CO, (Abb. 1B). Der tracheale inspira-
torische Spitzendruck war in beiden Gruppen
vergleichbar (35+5 vs. 32+2 mbar, p=0,30).
Die hdmodynamischen Parameter waren
wiéhrend der Interventionsphase vergleich-
bar. Die histologische Auswertung zeigte eine
verminderte alveoldre Wandstirke nach EVA-
Beatmung (7,8+0,5 vs. 5,8+1,0 pm, p<0,001)
sowie eine geringere Zellinfiltration (32+4
vs. 20+4 n/Feld, p<0,001).

Interpretation

Im experimentellen ARDS zeigt die Beatmung
mit EVA (iber die Stabilisierung der Alveolar-
septen eine verbesserte Oxygenierung sowie
eine geringere Zellinfiltration in das pulmo-
nale Interstitium. Die Beatmung mit EVA
konnte ein weiterer Baustein einer lungen-
protektiven Beatmungsstrategie sein.

Gefordert durch die Europdische Kommission
(Horizont 2020, Projekt-Nr. 691519).
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Fragestellung

Antibiotika werden bei Erwachsenen hau-
fig im Rahmen einer prophylaktischen oder
therapeutischen Anwendung mit einer fixen
Dosierung appliziert, oft ohne Berticksich-
tigung wesentlicher individueller pharma-
kokinetischer Einflussfaktoren [1]. Adipositas
beeinflusst die Pharmakokinetik von Antibio-
tika aufgrund verdnderter Verteilungsvolumina,
Durchblutung und Eliminationsrate [2]. Unter-
dosierung von Antibiotika fordert — neben
fatalen Konsequenzen fiir einzelne Patienten
— die Entwicklung multiresistenter Bakterien.
In dieser klinischen Studie wurde die peri-
operative Antibiotikaprophylaxe vor abdomi-
nalchirurgischen Eingriffen als klinisch-phar-
makologisches Modell fiir eine Einmalgabe
von Antibiotika genutzt. Wir untersuchten
die Hypothese, dass Linezolid-Plasma- und
Gewebespiegel bei adipdsen Patienten nach
Standarddosierung nicht ausreichend hoch
sind.

Methodik

Die Studie wurde von der Ethikkommission
der Universitit Leipzig sowie dem BfArM
genehmigt und ist Teil eines gréBeren Projek-
tes, in dem insgesamt 7 Antibiotika wesent-
licher Klassen untersucht wurden (EudraCT
Nr. 2012-004383-22). Es wurden Patienten
mit BMI=35 kg/m? und 18,52BMI<30 kg/
m? passend nach Alter und Geschlecht aus-
gewadhlt und nach deren Einwilligung im Rah-
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men eines elektiven abdominalchirurgischen
Eingriffs eingeschlossen. 60 Minuten vor Haut-
schnitt wurden eine intravendse Bolusgabe
von 600 mg Linezolid zur perioperativen
Antibiotikaprophylaxe als Kurzinfusion tiber
30 Minuten appliziert. Die Bestimmung von
ungebundenem Linezolid in der intersti-
tiellen Flussigkeit des subkutanen Gewebes
erfolgte mittels der Mikrodialysetechnik [3].
Dazu wurde prdoperativ in beide Oberarme
ein Mikrodialysekatheter subkutan platziert.
Die Kalibrierung der Katheter erfolgte mittels
Retrodialyse am Versuchsende. Es wurden
serielle Blut- und Gewebeproben in Fraktio-
nen von 0,5 oder 1 h bis 8 h nach Infusion
gewonnen und Linezolid in den Proben mit-
tels HPLC und UV-Detektion bestimmt. Die
statistische Analyse erfolgte entweder mit
Mann-Whitney-U-Tests oder mit ANOVA fiir
Messwiederholungen mit Gruppe als Faktor.
Ein p-Wert <0,05 galt als statistisch signi-
fikant.

Ergebnisse

Es wurden insgesamt 30 Patienten in die Stu-
die eingeschlossen, davon 15 adipdse (BMI
49+11 kg/m?) und 15 normalgewichtige (BMI
24+2 kg/m?). Die Antibiotikakonzentrationen
im Plasma und Gewebe in der adiptsen
Gruppe (Abb. 1, p<0,001) waren signifikant
niedriger als in der normgewichtigen Gruppe.
Auch die ,area under the curve” (AUC,.s) war

Abbildung 1

Linezolid Plasmakonzentration
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in der adiposen Gruppe signifikant reduziert
(AUChtama 56,6 vs. 79,4 (pg/mly*h; p<0,001 &
AUCewebe: 21,4 vs. 33,8 (ug/ml)*h; p<0,001).
Im Gewebe wurde in der adipésen Gruppe
im Mittel eine angenommene minimale
Hemmkonzentration (MHK) von 4 pg/ml, die
zur Bekdmpfung relevanter Bakterien notig
ist, nicht erreicht.

Interpretation

Adipose Patienten haben nach einmaliger
Gabe von 600 mg Linezolid i.v. signifikant
niedrigere Plasma- und Gewebekonzentrati-
onen. Dabei wird im Gewebe die MHK rele-
vanter Bakterien nicht sicher erreicht. Weitere
populationskinetische Analysen sind mit dem
Ziel geplant, ein Modell zur Dosisanpassung
zu entwickeln, das mégliche Unterdosierung
verhindert.
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Linezolid Plasma- (links) und Gewebekonzentration (rechts) zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer ein-
maligen i.v. Applikation von 600 mg; jeweils n=15; ANOVA bei Messwiederholung mit Gruppe als Faktor;
Punktlinie: MHK fiir Staphylococcus spec., Enterococcus spec.
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Fragestellung

Venome enthalten in der Regel hochpotente
bioaktive Toxine. Ob und wie diese Toxine
schmerzrelevante intrazelluldre Signalkaska-
den in nozizeptiven Neuronen modulieren,
ist bisher wenig erforscht.

Methodik

Sensorische Neurone aus Spinalganglien
mannlicher Ratten wurden isoliert, Uber
Nacht kultiviert und anschliefend mit Ve-
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nomen oder deren Bestandteilen behandelt
und fixiert. Mittels phospho-spezifischer
immunzytochemischer ~ Farbungen wurde
die Aktivitit der endogenen Kinasen ,Typ-Il
Protein Kinase A” (PKA-Il) und ,Extracel-
lular signal-regulated kinase 1/2“ (ERK1/2)
bestimmt. Durch ,High Content Screening”
(HCS)-Mikroskopie wurden die Neurone auf
Einzelzellniveau quantifiziert [1-3]. Signal-
kaskaden-modulierende Venome wurden bis
zum reinen Toxin alternierend mit HCS-Mi-
kroskopie untersucht und biochemisch mit-
tels Gelfiltration und ,Reverse-Phase” HPLC
fraktioniert. Die statistische Analyse erfolgte
mittels zweifaktorieller ANOVA Analyse und
posthoc Bonferronis Test.

Ergebnisse

Insbesondere drei Skorpionvenome aktivierten
PKA-II und ERK1/2 in primdren sensorischen
Neuronen (Abb. TA). Nach schrittweiser
Fraktionierung konnte das Schmerzsignal-
kaskaden-aktivierende a-Skorpion Toxin
MeuNaTX1 aus Mesobuthus eupeus Venom
mittels Massenspektrometrie und Edman
Sequenzierung identifiziert werden. Rekom-
binantes MeuNaTXT1 ist funktional (Abb. 1B).
o-Skorpion-Toxine fiihren zu Depolarisierung
durch andauernde Offnung spannungsabhin-
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giger Natriumkandle (VGSC). Prdinkubation
mit 30 nM Tetrodotoxin (TTX) verhinderte die
MeuNaTX1-induzierte Aktivierung von PKA-II
und ERK1/2. (Abb. 1C), was auf die Abhéngig-
keit von TTX-sensitiven VGSC hindeutet.

Interpretation

MeuNaTX1 aktiviert abhdngig von TTX-sensi-
tiven VGSC die Kinasen PKA-Il und ERK1/2.
Inwiefern diese ionenkanalabhingige Akti-
vierung von Signalkaskaden zu Sensitivierung
nozizeptiver Neuronen fihrt, gilt es im An-
schluss zu untersuchen.

Finanzierung: DFG HU-1636/4-1, Russian
Foundation for Basic Research (RFBR)
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(A) Signalanstieg der phospho-PKA-II (pRII)- und pERK1/2-Intensitaten nach Stimulation mit Venomen fiir 0,5 oder 30 Minuten (Mittelwerte + SEM; Zweifaktorielle ANOVA
mit Bonferronis-Test; Signifikanzen: p<0,05 (*), p<0,01 ($), p<0,001 (#)). (B-C) Dosis-Wirkungs-Beziehung der pRII- und pERK1/2-Intensitdt nach Stimulation mit
MeuNaTXT1 (B), bzw. nach Prastimulation mit Tetrodotoxin (TTX) bei konstanter Stimulation mit 3 pM MeuNaTX1 (C). (Kontrolle=Lésemittel; Forskolin 10 uM = Positiv-
kontrolle; Intensititen kontrollstimulierter Zellen wurden auf 1000 (A) bzw. 1,0 (B,C) normiert; Mittelwerte + SEM; n=3-4 Tiere pro Gruppe).

© Anisth Intensivmed 2018;59:364-406 Aktiv Druck & Verlag GmbH



23. - 24.02.2018 - Wiirzburg

Verteilung von regionaler Perfusion
und Beliiftung nach variabler
Beatmung und maximalem
Rekrutierungsmanover am
lungengeschddigten Schwein

J. Wittenstein' - T. Bluth' - T. Kiss' - A. Braune' -

L. Vivona' - R. Huhle' - M. Scharffenberg' -
J. Kotzerke? - T. Koch' - M. Gama de Abreu’

1 Klinik und Poliklinik fiir Andsthesiologie und
Intensivtherapie, Pulmonary Engineering
Group,

2 Klinik und Poliklinik fiir Nuklearmedizin,

Universitatsklinikum Carl Gustav Carus der
TU Dresden

Korrespondenz:
jakob.wittenstein@ukdd.de

Fragestellung

Beatmung mit variablen Tidalvolumina kann
im akuten Lungenversagen zu einer Verbesse-
rung der Lungenfunktion fiihren. Diese Studie
vergleicht die kurzfristigen Effekte variab-
ler Beatmung mit einem sog. maximalen
Lungenrekrutierungsmanéver (maxRM) [1]
auf Beliiftung und Perfusion der Lunge. Wir
stellten die Hypothese auf, dass variable Be-
atmung durch periodische Lungenrekrutie-
rung zu einer besseren Reduktion von Atelek-
tasen gegeniiber maxRM fiihrt.

Methodik

Nach behordlicher Genehmigung (DD24-
5131/354/64) wurden neun Schweine analgo-
sediert und druckkontrolliert beatmet: Dri-
ving Pressure (AP)=15 ¢cmH,0, Atemfrequenz
(RR)=20/min, PEEP=5 cmH,0. Es erfolgte eine
Lungenschadigung mit vier repetitiven Lun-
genlavagen mit isotoner (0,9%) Kochsalzlo-
sung. Darauf folgend wurde ein maxRM mit
einer schrittweisen PEEP-Erh6hung (15, 25,
35 und 45 cmH,0) und einem AP von 15
cmH,O fiir 10-15 Atemziige (RR=20/min,
I:E=1:1) durchgefiihrt. Zur Bestimmung des
besten PEEP (besterPEEP) anhand der hochs-
ten Compliance des respiratorischen Systems
erfolgte anschliefend ein absteigender PEEP-
Trial (volumenkontrollierte Beatmung (VCV),
Vy=6ml/kg; RR=30/min). Nach Trennung vom
Beatmungsgerat fur 30 s und anschlieen-
der Beatmung im VCV-Modus (V:=6 ml/kg,
RR=30/min, PEEP=besterPEEP) erfolgte eine
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sequentielle Randomisierung: 1) maxRM wie
oben beschrieben, gefolgt von 50 min VCV
(maxRM-Gruppe); 2) variable Beatmung:
mittleres Vy=6 ml/kg und zufillige Variation
von V; gemdl einer Normalverteilung mit
einem Variationskoeffizienten von 30% (Noisy-
Gruppe). Die nicht (0 bis -100 Hounsfield
Units (HU)), minder- (-100 bis -500 HU),
normal- (-500 bis -900 HU) und uberbeliif-
teten (-900 bis -1000 HU) Kompartimente
der Lunge wurden vor und nach Intervention
mittels statischer Computertomographie er-
mittelt. Die relative Lungenperfusion wurde
mittels Elektroimpedanztomographie, kom-
biniert mit Indikatordilutionsmodellierung
nach intravendser Applikation von 10 ml
10% Kochsalzlosung als Bolus bestimmt. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels T-Test
und zweifaktorieller ANOVA fiir wiederhol-
te Messungen. Statistische Signifikanz wurde
bei einem P-Wert <0,05 angenommen.

Ergebnisse

Abbildung 1 zeigt die Verteilung von Belif-
tungskompartimenten und Perfusion in einem
reprasentativen Tier. In beiden Gruppen kam
es zu einer geringen Verschiebung des Beliif-
tungszentrums nach dorsal entlang einer nor-
mierten ventrodorsalen Achse (0%=ventral;
100%=dorsal) (maxRM: -2,0+1,7% (p<0,05);
Noisy: -3,3+1,0% (p<0,001)). Es kam jeweils

Abbildung 1

maxRM

vor nach Intervention

Abstracts

zu einer Zunahme der normal belifteten
(maxRM: 8,8+4,8 % Masse (p<0,001); Noisy:
10,4+2,3 %Masse (p<0,001)) und einer
Abnahme der minder- (maxRM: -4,0+2,6
%Masse (p<0,01); Noisy: -3,5+4,4 % Masse
(p<0,05)) und nicht belifteten Lungenkompar-
timente (maxRM: -5,0+3,1 %Masse (p=0,001);
Noisy: -6,9+2,7 %Masse (p<0,001)). Variable
Beatmung fiihrte dabei gegeniiber maxRM
zu einer groBeren Reduktion nicht beliifteter
Lungenanteile (p=0,046). In beiden Gruppen
kam es zu keiner signifikanten Verschiebung
des Perfusionszentrums.

Interpretation

Im lungengeschadigten Schwein fiihrte eine
Beatmung mit variablen Tidalvolumina ge-
geniiber einem maxRM gefolgt von konven-
tioneller VCV-Beatmung zur besseren Rekru-
tierung von atelektatischen Lungenkompar-
timenten ohne signifikante Verschiebung der
Lungenperfusion.
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Noisy

vor nach Intervention

Verteilung von Beliiftungskompartimenten (Computertomographie, oben) und Perfusion (Elektroimpedanz-
tomographie, unten) in einem reprasentativen Tier jeweils vor und nach Intervention. maxRM=maximales
Lungenrekrutierungsmandver; Noisy=variable Beatmung, schwarz=(berbeliiftete, griin=normalbeliiftete,

=minderbeliiftete, rot=nicht beluftete Lungenareale.
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Fragestellung

Extrakorporale kardiopulmonale Therapiever-
fahren werden in der Intensivmedizin zuneh-
mend héufiger eingesetzt [1]. Operationen un-
ter Zuhilfenahme der Herz-Lungen-Maschine
konnen eine systemische Entziindungsreak-
tion hervorrufen, welche u.a. die Gefafsper-
meabilitit erhéhen kann [2]. Es wurde in
verschiedenen Modellen gezeigt, dass Phos-
phodiesterase-4-Inhibitoren (PDE-4-1) die
Gefdlpermeabilitat herabsetzen kénnen [3].
Wir formulierten die Hypothese, dass eine
extrakorporale Zirkulation im Rattenmodell
die Gefallpermeabilitit erhoht und diese
durch den PDE-4-l Rolipram reduziert wer-
den kann.

Methodik

Nach behérdlicher Genehmigung wurden
25 Ratten andsthesiert und instrumentiert
(Zentraler Venenkatheter (ZVK), Arterie, Tra-
cheotomie, miniaturisierter ,extracorporeal
life support” (ECLS)) sowie ein subkutaner
Mikrodialysekatheter angelegt. Die Tiere
wurden in die Gruppen Schein-OP, ECLS,
ECLS+Rolipram, extrakorporale Reanimation
(Reanimation durch ECLS (ECPR)) und ECPR+
Rolipram randomisiert. Der Herz-Kreislauf-
Stillstand (HKS) wurde in den Gruppen der
ECPR durch Asphyxie ausgel6st. Nach 6 Minu-
ten unbehandeltem HKS wurde die ECLS
gestartet, Heparin verabreicht und der arteri-
elle Mitteldruck (MAD) durch Adaptation der
Flussrate (10-15 ml/min) auf 260 mmHg ein-
gestellt. Die sistierte Beatmung wurde gestar-
tet und eine pharmakologische Unterstiitzung
mit Adrenalin sowie Natriumhydrogencar-
bonat durchgefiihrt. Nach Wiederherstellung
eines auswurfrelevanten Eigenrhythmus wurde
die ECLS-Flussrate auf 10 ml/min angepasst
und die Tiere nach 2,5 h von der ECLS ent-
wohnt. Die Therapiegruppe erhielt mit Be-
ginn der erfolgreichen Reanimation Rolipram
(1 mg/kg/h). Die Katecholamintherapie er-
folgte dariiber hinaus mit Infusion von Adre-
nalin und Noradrenalin, um einen MAD=60
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mmHg zu halten. Die Vergleichsgruppen
ohne HKS wurden 2,5 h mit einer ECLS ver-
sorgt, ohne mit Katecholaminen behandelt
zu werden. Drei Stunden nach Versuchsbe-
ginn wurden die Tiere laparotomiert. Durch
Gabe des Fluoreszenzfarbstoffs FITC-Albu-
min konnte die Barrierestérung in den me-
senterialen, postkapilliren Venulen mittels
Intravitalmikroskopie visualisiert und die
Mikrozirkulation quantifiziert werden. Die
Gewinnung von Serum und Organproben
erfolgte zur Bestimmung von Schadigungs-
markern. Bei parametrischen Datensdtzen er-
folgte die Statistikauswertung mittels ANOVA
und Post-hoc-Testung nach Duncan und bei
nicht-parametrischen Daten mit Kruskal-Wal-
lis und Bonferroni-Korrektur (p<0,05; Mittel-
wert + Standardfehler).

Ergebnisse

Die ECLS induziert einen Anstieg von Komple-
ment C3a im subkutanen Mikrodialysat. Diese
Effekte waren bei vorausgegangenem HKS star-
ker ausgepragt und konnten durch Rolipram-
Applikation vermindert werden (ECPR+Roli
13,4+1,1 vs. ECPR 23,8+3,3ng/ml; p=0,04).
Auch das endotheliale Junktionsprotein VE-
Cadherin stieg im Serum an (Abb. 1C). Zur
weiteren Untersuchung wurden die mesen-
terialen Venulen untersucht: Hierbei zeigte
sich eine Zunahme der FITC-Albumin-Extra-
vasation nach ECLS (Abb. 1A und B). Die-
ser Effekt konnte durch Rolipram-Therapie
vermindert sowie eine Reduktion der ECLS-
induzierten Mikrozirkulationsstérung erzielt

Abbildung 1
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werden (Abb. 1D). Der Abfall des zyklischen
Adenosinmonophosphat nach ECLS und ECPR
konnte durch Rolipram vermindert werden. Als
Marker der Organschaddigung wurde der Lun-
genschaden untersucht: Hierbei wurde ein
verbesserter Horovitz-Quotient bei ECPR un-
ter Rolipram-Therapie beobachtet (ECPR+Roli
403£18 vs. ECPR 299+28; p=0,01). Der his-
tomorphologische Schaden und die Dicke der
alveolokapilliren Membran waren dariiber
hinaus reduziert.

Interpretation

Die extrakorporale Zirkulation induziert im
Rattenmodell eine Erhéhung der Gefdliper-
meabilitdt. Dieser Effekt kann durch PDE-4-I
reduziert werden. Die Untersuchung der Lun-
ge weist auf eine mogliche Organprotektion
hin.
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A und B: Extravasation von FITC-Albumin aus den mesenterialen, postkapillaren Venulen; C: Serum VE-
Cadherin; D: Mikrozirkulation: Mesenterialer Volumenfluss (‘p=0,05 vs. Schein-OP; # vs. ECLS; § vs. ECPR).
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