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Funktion der Blut-Nerven-Schranke
bei schmerzhafter diabetischer
Neuropathie in Ratten

A. Ben-Kraiem' - R.S. Sauer' - C. Norwig' -

A.-L. Bettenhausen' - R. Blum? - N. Roewer" -

A. Brack' - H.L. Rittner'
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Universitdtsklinikum Wiirzburg

2 Institut fir klinische Neurobiologie,
Universitatsklinikum Wiirzburg

Korrespondenz: Ben_A@ukw.de

Fragestellung

Die schmerzhafte diabetische Neuropathie
(pDN) ist eine haufige Komplikation des
Diabetes Mellitus. Zur Pathogenese werden
verschiedene Mechanismen diskutiert, bei-
spielsweise endoneuriale Hypoxie durch Mi-
kroangiopathie sowie Aktivierung von lonen-
kanalen durch metabolische Produkte [1,2].
Daten zu Barrierestdrungen der Blut-Nerven-
Schranke sind dagegen widerspriichlich.
Nach einer peripheren Nervenverletzung er-
hoht sich die Permeabilitdt der Blut-Nerven-
Schranke durch eine verminderte Expression
von Tight—]unction—Proteinen (TJP) [3]. Des-
halb stellen wir die Hypothese auf, dass mit
einer systematischen Analyse und neu vor-
handenen Werkzeugen die postulierte Stérung
der Blut-Nerven-Schranke mit verminderter
Expression der TJP nachweisbar sein konnte.

Methodik

Alle Tierexperimente wurden von der Regie-
rung von Unterfranken genehmigt und unter
Einhaltung der ARRIVE-Richtlinien durch-
gefiihrt. In mannlichen Wistar-Ratten wurde
einmalig mit 40 mg Streptozotocin (STZ) inji-
ziert (Typ-1-Diabetes-Modell). Um Schmerz-
verhalten und Motorik zu testen, wurden
von-Frey- und Hargreaves-Test sowie Rotarod
durchgefiihrt. Die kapilldre und perineuriale
Permeabilitit der Blut-Nerven-Schranke wur-
de mit Evans-Blue-Albumin (EBA) und Sodi-
um-Fluorescein (NaFlu) sowie mithilfe des
endogenen Fibrinogens (65 kDa) beurteilt.
Die Genexpressionen der TJP im gesamten
Ischiasnerv sowie von isolierten Kapillaren
und Perineurium nach Laser-Mikrodissektion
(LMD) wurden durch RT-PCR analysiert und
ausgewdhlte TJP nach der Immunhistochemie
quantifiziert.

Ergebnisse

Die STZ-Injektion induzierte bei den Ratten
eine mechanische Allodynie und eine ver-
minderte motorische Leistung, aber keine
thermische Hypersensitivitit. Die kapillare
Permeabilitdt des N. ischiadicus war fir grolse
Molekiile wie EBA (68 kDa) und Fibrinogen
(65 kDa) unverandert, aber fir NaFlu (368
Da) nach 8 Wochen deutlich erhoht (Abb.
1A). Ebenso war auch die perineuriale Per-
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meabilitdt nur fir kleine Molekile erhoht.
Es fand sich keine Makrophagen-Infiltration.
Im gesamten Ischiasnerv (nach 4 und 8 Wo-
chen) sowie im Hinterwurzelganglion sowie
dem Riickenmark wurde keine Anderung
von Cldn1, Cldn5, Cldn12, Cldn19, Mar-
velD2, Jam3, Ocln und Tjp1 beobachtet. In
der gewebespezifischen Analyse aber war
die Expression von Cldn1 im Perineurium
und Cldn5 in Kapillaren erniedrigt (Abb. 1B).
Claudin-1-Immunoreaktivitdit war auch im
isolierten Perineurium vermindert (Abb. 1C),
wahrend Claudin-5 in Kapillaren unverandert

war.

Interpretation

Bei pDN (Typ 1) kann man eine deutlich er-
hohte Permeabilitdt fiir kleine Molekiile und
eine erniedrigte Expression von Cldn1 und
Claudin-1-Protein im Perineurium beobach-
ten, wahrend alle anderen TJPs unverandert
sind. Eine Abdichtung der perineuralen Bar-
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riere Uber Claudin-1 kénnte als neuer Ansatz-
punkt zur molekularen Therapie schmerzhaf-
ter diabetischer Neuropathie dienen.

Mit Unterstiitzung der Graduate School of Life
Sciences Wiirzburg, des Evangelischen Studien-
werks Villigst (DoloRes), der Deutschen For-
schungsgemeinschaft und mit Mitteln des Uni-
versitdtsklinikums Wiirzburg.
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Erhohte Permeabilitit fiir kleine Molekiile im Ischiasnerv und verminderte Cldn1-Expression im Peri-
neurium des Ischiasnerven nach STZ. A: Ischiasnerven von STZ-Ratten nach i.v. Applikation von NaFlu
(kapilldre Permeabilitat) und Quantifizierung der Fluoreszenz; B: LMD-Schnitte und Cldn1- und Tjp1-Ex-
pression im Perineurium (8 Wochen STZ); C: Farbung und Quantifizierung von Claudin-1 im Perineurium
(8 Wochen STZ). (A) und (B) Two-way-ANOVA, Post-hoc-Bonferroni, **p<0,01, ***p<0,001; (C) Mann-
Whitney-Test, *p<0,05; n=5-6.
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Fragestellung

Eine klassische und nur schwer handhabba-
re Nebenwirkung von Chemotherapeutika ist
das Auftreten neuropathischer Schmerzen.
Der Proteasominhibitor Bortezomib (BTZ)
wird als Erstlinien-Therapeutikum im Multip-
len Myelom eingesetzt. Seine dosislimitieren-
de Neurotoxizitdt verursacht bei bis zu einem
Drittel der Patienten bereits nach einem Injek-
tionszyklus neuropathische Beschwerden in
Form mechanischer und thermischer Hyper-
dsthesie und Pardsthesien. Die Mechanismen
sind allerdings nur wenig verstanden. Einige
Neuropathien (z.B. die traumatische oder
Diabetes-induzierte) gehen mit Stérungen
der Blut-Nerven-Schranke einher [2], andere
zusdtzlich mit Veranderung pro- und antiin-
flammatorischer Zytokine [3].

Analog dazu postulierten wir, dass das prakli-
nische Modell, die BTZ-induzierte Polyneu-
ropathie (BIPN), mit einer Herabregulierung
essenzieller Tight-Junction-Proteine (TJP)
und erhohter Permeabilitdt der Blut-Nerven-
Schranke einhergeht. Die zweiwdchige rege-
nerative Phase sollte dann von einer Wieder-
herstellung der Barriere und Hochregulierung
dieser TJP gekennzeichnet sein und Gber Zy-
tokine gesteuert werden.

Methoden

Mannliche Wistar-Ratten (n=6) wurden (nach
Genehmigung durch die Regierung Unter-
franken) analog zu den Therapiezyklen beim
Menschen mit BTZ 0,2 mg/kg KG oder Lo-
sungsmittel i.p. an Tag 1, 4, 8 und 11 injiziert
[1]. Nozizeptive Reflexschwellen wurden
mittels von-Frey-Test und Hargreaves (mecha-
nische bzw. thermische Hypersensitivitét) er-
mittelt. Ischiasnerven wurden zum Zeitpunkt
maximaler Hypersensitivitdt an Tag 11 sowie
Tag 18 und Tag 25 entnommen. Permeabili-
tatstests ex vivo mit Evans-Blue-Albumin oder
Natrium-Fluorescein testeten die perineurale
Permeabilitat. Mithilfe von qPCR und Immu-
nohistochemie wurden Expression und Ver-
teilung wichtiger TJP und Zytokine beurteilt.
Eine histomorphologische Einschatzung der
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Nerven erfolgte tber Kunstharzeinbettung
und Anfarbung der Myelinscheiden mit Me-
thylenblau. Fluoreszenz-Intensitit wurde mit
Image) und mRNA relativ zu GAPDH gemes-
sen. Die Analyse erfolgte mittels Two-Way
ANOVA und Bonferroni-Test, Kruskal-Wallis-
oder t-Test.

Ergebnisse
Nozizeptive mechanische Reflexschwellen
waren in BTZ-injizierten Ratten, beginnend
ab Tag 4 — mit einem Maximum an Tag 11
und dann bis Tag 18 - signifikant erniedrigt
und an Tag 25 wieder normalisiert (Abb. 1A).
An Tag 11 zeigte sich eine erhthte endoneu-
rale Fluoreszenz durch von perineural appli-
ziertes NaFlu (376 Da) (Abb. 1B), aber nicht
von Evans Blue (68 kDa) und eine selektive
Herunterregulierung von und
(Abb. 1C) sowie des antiinflammatorischen
. Der Myelinisierungsgrad kleiner Ner-
venfasern, gemessen an der g-ratio, war ver-
mindert. Immunzellen waren nicht vermehrt
nachweisbar. In der Regenerationsphase wa-
ren die proinflammatorischen Zytokine
und erhoht und TJP normalisiert.

Schlussfolgerung
BIPN-Entstehungsmechanismen schliellen
eine transiente Stérung der perineuralen Per-

Abbildung 1
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meabilitit von kleineren Molekilen durch
eine Abnahme von Claudin-1 und Occludin
ein. Diese konnen degenerative Prozesse an
den Myelinscheiden der kleinen sensorischen
Nervenfasern begtinstigen. An regenerativen
Mechanismen sind die Hochregulierung be-
sagter TJP sowie die transiente Erhthung der
Zytokine Interleukin-1p und Interleukin-6 be-
teiligt. Eine pharmakologische Unterstiitzung
der Erholungsprozesse konnte verhindern,
dass BTZ reduziert werden muss und dazu
fihren, dass sich das Multiple Myelom besser
behandeln liefe.

Gefordert durch die Graduate School of Life
Sciences und die Universitit Wiirzburg.
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N

Mechanische Hypersensitivitit nach einem Bortezomib-Injektionszyklus geht mit erhohter perineuraler
Permeabilitit und verminderter Cldn-1-Expression einher. A: Von-Frey-Test zeigt Anderung der Pfotenla-
tenz (Paw withdrawal threshold PWT) unter BTZ- (blau) oder Losungsmittel- (grau) 4 Injektionen (1) an Tag
1,4,8und 11 (**p<0,001, n=6 Messwiederholungs-Einweg-Varianzanalyse, Bonferroni-korrigiert), Gra-
ph zeigt Mittelwerte und Standardfehler; B: Permeabilitdtstest ex vivo mit NaFlu, Bortezomib (BTZ) und Ve-
hikel (Veh), MaBstabsskala: 200 pm; C: relative Cldn-1 mRNA-Expression im Ischiasnerven zum Zeitpunkt
maximaler mechanischer Hypersensitivitét (11d), eine (18d), bzw. zwei Wochen (25d) nach Injektionsstopp
(*p<0,05, n=6 fur 11d, 25d; n=5 fir BTZ 18d, Zweiweg-Varianzanalyse, Bonferroni-korrigiert), Graph

zeigt Mittelwerte und Standardfehler.
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Fragestellung

Sepsis ist eine hdufig todlich verlaufende Dys-
regulation des Immunsystems bei Infektion,
nach klassischem Verstandnis mit initial hy-
perinflammatorischer sowie konsekutiv hy-
poinflammatorischer Immunantwort [1]. Um
Mechanismen in einer friihen Phase der Sepsis
besser zu verstehen und therapeutische Effek-
te eventueller Interventionen vorhersagen zu
konnen, haben wir 1) ein ex vivo Vollblutas-
say entwickelt, 2) Vollblut von Sepsispatienten
mit inaktivierten Bakterien (S. aureus, E. coli)
stimuliert, 3) die Wirkung von Chloroquin
(Hemmung endosomaler TLR) in Kombination
mit TLR2- und TLR4-Antikorpern sowie 4) Anti-
korpern gegen Checkpointmolekiile gemessen.

Methodik

Nach Billigung der Ethikkommission wurde
von 61 Sepsispatienten (Sepsis-lll-Kriterien)
[2] innerhalb der ersten 24 Stunden nach
Diagnosestellung Blut entnommen sowie Da-
ten gesammelt. Als Kontrolle diente Blut 11
Gesunder dhnlichen Alters. Vollblut mit bzw.
ohne inaktivierte Bakterien (E. coli, S. aureus),
Antikérpern gegen TLR2 und/oder TLR4 sowie
Chloroquin (als Inhibitor endosomaler TLR)
oder Antikorpern gegen Immun-Checkpoint-
molekile (PD-1, PD-L1 oder CTLA-4) wurde
inkubiert und die Konzentrationen von 6 Zyto-
kinen (Luminex), mitochondrialer, bakteriel-
ler und genomischer DNA (quantitative PCR)
sowie die Prasenz von TLR2-Liganden (Dual-
Luciferase Reporter Assay) gemessen.

Ergebnisse

Die Plasmakonzentrationen proinflammato-
rischer Zytokine war bei Sepsispatienten ge-
genliber Gesunden erwartungsgemal’ erhoht
(Abb. 1A). Unter Inkubation des Vollblutes
von Sepsispatienten stieg die Konzentration
proinflammatorischer Zytokine im Uber-
stand weiter an, blieb indes bei Gesunden
unverdndert (Abb. 1A). Dieser Anstieg der
Zytokinkonzentrationen konnte nur durch
kombinierte, nicht jedoch einzelne Gabe der
TLR-Blocker 2, 4 und 8 gehemmt werden
(Abb. 1A). Im Blut der Patienten mit Sepsis

34. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

zeigte sich eine erhéhte Konzentration der
0.g. typischen Pathogen/Damage-associated
molecular patterns (P/DAMPs). Nach Inku-
bation mit hitzeinaktivierten E. coli oder S.
aureus stieg die Konzentration proinflamm-
atorischer Zytokine wie TNF und IL6 im Uber-
stand signifikant geringer an als bei Gesun-
den (Abb. 1B). IL-10 verhielt sich gegenlaufig,
dessen evozierter Konzentrationsanstieg war
bei Patienten mit Sepsis grofer als bei Ge-
sunden. Eine Untergruppe der Patienten mit
Sepsis zeigte unter Immuncheckpointinhibiti-
on einen Anstieg der Zytokin- und Chemokin-
Konzentrationen im Uberstand.

Interpretation

Patienten in einer friihen Phase der Sepsis
zeigen 1) eine erhdhte Zytokinkinkonzentra-
tion, welche nur durch kombinierte Inhibition
von TLR2, 4 und blockierbar ist, und 2) eine
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supprimierte Reaktivitdt des Vollbluts gegen-
tber hitzeinaktivierten Bakterien. Entgegen
klassischer Konzepte kommt es also bereits
sehr friih in der Sepsis zu einer Umprogram-
mierung in Richtung Immunsuppression. Das
vorgestellte Bioassay diirfte zudem Fragen zur
Prognose und etwaigen Therapiewirksamkeit
beantworten helfen.

Forderung durch: Internes Forschungsstipendium
fiir Kliniker (IFORES-Programm) der Medizi-
nischen Fakultit der Universitit Duisburg-Essen
und Else-Kroner-Fresenius-Stifung (ELAN).
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TNF- und IL6-Zytokinkonzentration bei 11 Gesunden und 61 Sepsispatienten im Uberstand vor bzw. nach
6h Inkubation (37 °C, 5% CO,, gesattigt). A: mit und ohne kombinierte TLR-Inhibition von TLR2, 4 und en-
dosomalen TLR; B: bei Stimulation mit hitzeinaktiviertem Staph. aureus (10° c.f.u./ml) und E. coli (10° c.f.u./
ml). Boxplots, Median, 1. und 3. Quartil, 5.-95. Perzentile, Wilcoxon- bzw. Mann-Whitney-U-Tests.
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Fragestellung

Die pharmakologische postischdmische Kar-
dioprotektion fiihrt zu einer Reduktion des
kardialen Ischdmie-/Reperfusionsschadens
und ist u.a. durch Aktivierung von mitochon-
drialen Kaliumkandlen (Kalzium-abhéingige
Kaliumkanéle (mKc.) und ATP-abhédngige
Kaliumkanale (mKarp)) vermittelt [1]. Der
a2-Adrenorezeptor-Agonist  Dexmedetomi-
din induziert eine postischdmische Kardio-
protektion, wobei der kardioprotektive Effekt
unabhingig ist vom Zeitpunkt und von der
Dauer der Dexmedetomidin-Gabe [2]. Die
Dexmedetomidin-induzierte Kardioprotek-
tion wird u.a. Giber eine Aktivierung von mKc.-
Kanilen vermittelt [3]. Es ist jedoch unklar,
ob mitochondriale Kaliumkanéle an der post-
ischdmischen Kardioprotektion durch Dex-
medetomidin in der friihen und spéten Phase
der Reperfusion beteiligt sind. In dieser Studie
untersuchten wir deshalb, ob zu verschiede-
nen Zeitpunkten der Dexmedetomidin-Gabe
eine Aktivierung von mKc,-Kandlen und/oder
mKarp-Kandlen an der Kardioprotektion betei-
ligt ist.

34. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Methodik

Die Versuche wurden mit Genehmigung des
Tierschutzbeauftragten (O 27/12) an mann-
lichen Wistar-Ratten (2 bis 3 Monate alt) in
vitro (Langendorff-Praparation) durchgefihrt.
Alle Herzen unterliefen eine 33-mintige
Globalischdmie, gefolgt von 60 Minuten Re-
perfusion. Die Tiere wurden in 9 Gruppen
(n=9-10 pro Gruppe) randomisiert. Kon-
trollherzen (Kon) blieben unbehandelt. Die
pharmakologische Kardioprotektion erfolgte
durch die Gabe von 3 nM Dexmedetomidin
entweder in einer friihen Phase (Minute 0-10
der Reperfusion (Dex)) oder einer spaten Pha-
se (Minute 30-40 der Reperfusion (Dex30")).
Um die Beteiligung der mitochondrialen
Kaliumkanale zu untersuchen, wurden der
mKc.-Kanalblocker Paxillin (Pax; 1uM) so-
wie der mKamp-Kanalblocker 5-Hydroxyde-
canoat (5HD; 100pM) alleine in der friihen
Phase oder in Kombination mit Dexmedeto-
midin (Pax+Dex, Pax+Dex30’, 5HD+Dex,
5HD+Dex30’) appliziert.

Am Versuchsende wurde die Infarktgrofie
mittels Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung
bestimmt.

Statistik: Mittelwerte+Standardabweichung,
Varianzanalyse und Tukey-post-hoc-Test,
p<0,05.

Ergebnisse

Dexmedetomidin induzierte sowohl zum
friihen als auch zum spéten Applikationszeit-
punkt eine signifikante InfarktgroBenreduk-
tion (Dex: 31+7%, Dex30’: 33 £ 10%; jeweils
p<0,0001 vs. Kon: 57 +9%). Die zeitgleiche
Gabe von Paxillin fiihrte zu einer vollstan-
digen Aufhebung der Protektion zu beiden
Zeitpunkten (Pax+Dex: 53 +4%; p<0,0001
vs. Dex, Pax+Dex30": 58+7%; p<0,0001
vs. Dex30"). Die kombinierte Gabe von 5HD
und Dex in der friihen Reperfusion fiihrte zu
einer Blockade des kardioprotektiven Effek-
tes (5SHD+Dex: 52+6%; p<0,0001 vs. Dex),
wahrend die Gabe von 5HD zum Zeitpunkt
der spéten Reperfusion keinen Einfluss auf die
InfarktgroBenreduktion hatte (5HD+Dex30":

14.-15.02.2020 - Wiirzburg

36+7%; ns vs. Dex307). Die Gabe von Paxil-
lin und 5HD alleine hatte keinen Einfluss auf
die Infarktgrolie verglichen zur Kontrolle (Pax:
53+11%, 5HD: 54 +8%; ns vs. Kon).

Interpretation

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
1) postischdmische Kardioprotektion durch
Dexmedetomidin sowohl nach Applikation in
der friihen als auch in der spaten Reperfusi-
on iiber eine Aktivierung von mKc,-Kanélen
vermittelt wird und, dass 2) mKarp-Kanale an
der Dexmedetomidin-induzierten postischa-
mischen Kardioprotektion, wenn diese in der
friihen, jedoch nicht in der spdten Reperfusi-
onsphase initiiert wird, beteiligt sind.

Literatur

1. Testai L, Rapposelli S, Martelli A, Breschi
MC, Calderone V: Mitochondrial potassium
channels as pharmacological target for
cardioprotective drugs. Med Res Rev
2015;35(3):520-553

2. Bunte S, Behmenburg F, Majewski N,
Stroethoff M, Raupach A, Mathes A,
et al: Characteristics of Dexmedetomidine
Postconditioning in the Field of Myocardial
Ischemia-Reperfusion Injury. Anesth Analg
2020;130(1):90-98

3. Behmenburg F, Pickert E, Mathes A, Heinen
A, Hollmann MW, Huhn R, et al: The
Cardioprotective Effect of Dexmedetomidine
in Rats Is Dose-Dependent and Mediated
by BKCa Channels. J Cardiovasc Pharmacol
2017;69(4):228-235.

© Andsth Intensivmed 2020;61:252-284 Aktiv Druck & Verlag GmbH



14.-15.02.2020 - Wiirzburg

Klinische Subgruppen des komplexen
regionalen Schmerzsyndroms und
Entwicklung des Krankheitsbildes
iiber einen Zeitraum von 2,5 Jahren

C. Dietz' - A.-K. Reinhold" - M. Miiller" -

K. Mehling' - V. Dimova® - C. Sommer® -

N. Uceyler’ - M. Kress* - F. Birklein? -

H.L. Rittner'

1 Zentrum fiir Interdisziplindre Schmerzmedi-
zin/Klinik fiir Andsthesiologie, Universitits-
klinikum Wiirzburg

2 Neurologische Klinik, Universitdtsklinikum
Mainz

3 Neurologische Klinik, Universitatsklinikum
Wiirzburg

4 Institut fiir Physiologie und medizinische
Physik, Universitét Innsbruck, Osterreich

Korrespondenz: dietz_c4@ukw.de

Fragestellung

Um der Diversitit des CRPS gerecht zu wer-
den, kann es in Untergruppen eingeteilt wer-
den. Diese Arbeit untersuchte, inwieweit sich
diese Untergruppen in sensorischen Profilen,
klinischem Erscheinungsbild sowie neuro-
psycholgischen und Schmerzscores unter-
scheiden [1]. Dabei wurde nach Geschlecht,
betroffener Extremitat, CRPS Typ I/l und
CRPS-Temperaturtyp warm/kalt unterteilt. In
einem zweiten Schritt wurden Patienten nach
durchschnittlich 2,5 Jahren Standardtherapie
erneut untersucht, um der versorgungsrele-
vanten Frage nach klinischen Verdanderungen
des CRPS auch tber einen lingeren Zeitraum
nachzugehen.

Methodik

Die Patientenrekrutierung erfolgte im Rahmen
der ncRNApain-Studie nach Ethikvotum und
Studienregistrierung  (Registrierungsnummer
Deutsches Studienregister: DRKS00008964).
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Untersucht wurden die Reaktion auf schmerz-
hafte wie schmerzlose sensorische Reize mit-
tels quantitativer sensorischer Testung (QST),
Depressivitit und Angstlichkeit anhand von
Fragebdgen sowie Schmerzintensitit und
-charakter. Zudem wurde tber den CRPS
Severity Score (CSS; 0-17) die Erkrankungs-
schwere erfasst. Der patient global impres-
sion of change (PGIC) wurde auf einer Ska-
la von -5 (maximale Verschlechterung) bis 5
(CRPS geheilt) erfasst.

Ergebnisse

Die Analyse der gesamten Kohorte (n=199,
Abb. TA) zeigte im Bereich der Sensorik er-
hohte Empfindlichkeit fir schmerzhafte Rei-
ze (pressure pain threshold PPT; cold pain
threshold CPT) und eine eingeschrankte
Empfindung schmerzloser mechanischer Rei-
ze (mechanical detection threshold MDT).
In den Subgruppen gab es im Bereich der
Sensorik Unterschiede in Abhdngigkeit vom
Geschlecht (Abb. 1B) und des CRPS-Tem-
peraturtyps (Abb. 1C). Patientinnen waren
empfindlicher fiir Druckschmerz und Ber(ih-
rungsreize. Letzteres trifft auch auf Patienten
mit warmem CRPS zu. Bei Patienten mit Ner-
venschadigung (CRPS Typ 1) zeigten sich bis
auf eine starker ausgepragte neuropathische
Schmerzkomponente keine Unterschiede.
Ebenso waren obere und untere Extremitdt bis
auf leichte Altersunterschiede in QST Profilen
identisch.

Im Studienzentrum Wiirzburg wurden 39
Patienten nachuntersucht. Nach 2,5 Jah-
ren Standardtherapie besserten sich der CSS
(10,2/17 vs. 7,9/17) sowie die Schmerzinten-
sitat (5,3/10 vs. 4,0/10). Knapp 40% erfiillten
die Budapest-Diagnosekriterien nicht mehr,
waren allerdings nicht symptomfrei. Insge-
samt berichteten 49% der Patienten eine Bes-
serung und 11% eine Verschlechterung der
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Abstracts

Erkrankung, was entsprechend mit Schmerz-
und CSS-Verbesserung korrelierte. In  der
Gruppe der akuten Félle (Dauer max. 12 Mo-
nate; n=21) zeigte sich eine Besserung des
CSS (10,4 auf 7,6) und der Schmerzintensitat
(5,5 auf 3,8). In der Gruppe der chronischen
CRPS-Patienten (Dauer >12 Monate; n=18)
trat keine Verbesserung auf. Beide Gruppen
hatten unverdanderte QST-Profile und neuro-
pathische Schmerzsymptome.

Schlussfolgerung

Das sensorische Profil der CRPS-Gesamt-
kohorte bestétigt ein CRPS-typisches Bild
mit erhohter Sensibilitdt gegeniiber Druck-
schmerz, mehr Kalteschmerz und geringerer
mechanischer Sensibilitdt. Die Gruppierung
der CRPS-Patienten zeigt nur Unterschiede
bei Geschlecht und warm/kalt [2]. Dies kann
fir die Bildung von Studienkohorten relevant
sein. Mit Blick auf die anderen Subgruppen
sollten jedoch noch zusitzliche neue Parame-
ter zu Untergruppierung identifiziert werden,
gleichzeitig ist auch der Einfluss auf Therapie-
ansprechen zu untersuchen.

In der Nachuntersuchung zeigte nur die
Gruppe akuter CRPS-Fille eine signifikante
Symtomverbesserung. Gerade im Bereich der
sensorischen Funktion, aber auch den neuro-
pathischen Schmerzsymptomen gibt es wenig
Erholung, sodass von einem residuellen CRPS
ausgegangen werden muss.

Gefordert durch die EU FP7 (602133).
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QST-Profile zur Analyse sensorischer Auffalligkeiten bei CRPS-Patienten (A) und Bildung von Untergruppen (B, C). Gezeigt sind z-Werte + SEM der einzelnen QST-Pa-
rameter. A: QST-Profil der Gesamtkohorte (n=199) im Vergleich erkrankte (rot) und die gesunde Extremitét (blau); B: Vergleich der betroffenen Extremitdten in Abhan-
digkeit des Geschlechts (dunkelrot=mannlich; hellrot=weiblich); C: Vergleich der betroffenen Extremititen in Abhéngigkeit des CRPS-Temperaturtyps (dunkel-
rot=warm; hellrot=Kkalt); repeated-measurement ANOVA mit post-hoc Mann-Whitney-u-Test, Bonferroni-korrigiert, *p<0,05 CDT/WDT — cold/warm detection
threshold; CPT/HPT - cold/heat pain threshold; MPT — mechanical pain threshold; MDT — mechanical detection threshold.
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Fragestellung

Fir die minimalinvasive, roboterassistierte,
endoskopische extraperitoneale radikale
Prostatektomie (R-EERPE) ist eine extreme
Trendelenburglagerung sowie ein Kapnope-
ritoneum notwendig [1]. Dies kann zu einer
intraoperativen Atelektasenbildung und damit
zu einem verschlechterten intraoperativen
Gasaustausch beitragen. Bei morbid adipdsen
Patienten flhrt eine individualisierte Beat-
mungsstrategie zu einem besseren intraope-
rativen Gasaustausch und einem erh&hten
endexspiratorischen Lungenvolumen (EELV)
[2]. Die vorliegende Studie untersucht, ob
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bei normalgewichtigen Patienten eine Beat-
mungsstrategie mit individualisiertem PEEP
zu einer besseren intraoperativen Oxygenie-
rung und héheren EELV flhrt.

Methodik

Normalgewichtige Patienten mit einem BMI
<30 kg/m? und mittlerem bis hohem Risiko
flr postoperative pulmonale Komplikationen
(ARISCAT-Score =31), die sich im Zeitraum
von 02/2016-12/2017 am Universitétsklini-
kum Leipzig einer R-EERPE unterzogen, wur-
den zu einer von zwei Gruppen randomisiert
(Ethikvotum Nr. 196-11-ff-8042011). In der
Interventionsgruppe erfolgte nach einem ini-
tialen Rekrutierungsmandver (RM) eine PEEP-
Titration zur Bestimmung des individuellen
Best-PEEP (PEEPp). Dieser war definiert als
der PEEP-Wert mit dem niedrigsten Regional
Ventilatory Delay Index (RVD)), gemessen
mittels Elektrischer Impedanztomographie
(EIT). Patienten der Kontrollgruppe wurden
mit einem PEEP von 5 cmH,O ohne RM be-
atmet (PEEPs). Die Beatmung erfolgte bei al-
len Patienten volumenkontrolliert mit einem
Tidalvolumen von 8 ml/kg idealem Korper-
gewicht und einer FiO, von 0,4. P.O./FiO,,
regionale Ventilationsverteilung in der EIT
und das EELV wurden vor Einleitung, unmit-
telbar nach Intubation, intraoperativ mit und
ohne Kapnoperitoneum sowie postoperativ
bestimmt.

P.O>/FiO, und EELV wurden primdr mittels
Kovarianzanalyse analysiert. Die Analyse
zu den finf Messzeitpunkten P,O./FiO, und
EELV erfolgte mittels gemischten linearen
Modellen mit Interaktion zwischen der Ran-
domisationsgruppe und dem Messpunkt und
zuvor festgelegten multiplen Vergleichen,
die mittels ,Multicomp”-Package und der
Westfall-Korrektur fiir P-Werte durchgefiihrt
wurden. Ein p-Wert <0,05 galt als statistisch
signifikant.
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Ergebnisse

Insgesamt wurden 40 Patienten eingeschlos-
sen (20 Patienten/Gruppe). PEEPip betrug im
Median 14 (Spannweite 8—20) cmH,O und
war damit signifikant hoher als in der Kont-
rollgruppe (p<0,001). In der Kontrollgruppe
zeigte sich intraoperativ ein signifikanter Ab-
fall der Oxygenierung (p<0,001), der in der
PEEPwp-Gruppe nicht auftrat (p=1,0, Abb.
1A). Patienten der PEEPno-Gruppe bendtigten
niedrigere Druckamplituden (123 cmH,O
vs. 17+3 cmH,O, p<0,001) und zeigten ein
hoheres EELV wahrend der maschinellen Be-
atmung (3,1+1,7 | vs. 1,5+0,5 |, p<0,001,
Abb. 1B). Die bendétigten Vasopressordosie-
rungen, um einen ausreichenden mittleren
arteriellen Blutdruck >60 mmHg aufrechtzu-
erhalten, waren in der PEEPnp-Gruppe nicht
signifikant héher (p=0,14).

Interpretation

Auch bei normalgewichtigen Patienten fiihrte
eine individualisierte Beatmungsstrategie mit
RM zu einer besseren intraoperativen Oxyge-
nierung, zu einem hoheren EELV und niedri-
geren inspiratorischen Druckamplituden.
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prdoperativ nach Intubation PNP
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vor Extubation nach Extubation  prdoperativ

nach Intubation PNP

T T T
vor Extubation nach Extubation

A: Oxygenierung (P.O./FiOz) sowie B: Endexspiratorisches Lungenvolumen (EELV) in beiden Gruppen im zeitlichen Verlauf mit 95%-Konfidenzintervall (Balken).
PEEP,: individualisierter PEEP, PEEP;: Beatmung mit Standard PEEP; cmH,O, PNP: Kapnoperitoneum, p-Werte geben Signifikanz zwischen beiden Gruppen an.
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Fragestellung

Der lonenkanal Transient Receptor Potential
Vanilloid 2 (TRPV2) wird in mehreren Or-
gansystemen exprimiert und spielt fir die
Funktion von sehr unterschiedlichen Zellty-
pen eine wichtige Rolle, u.a. Makrophagen,
Kardiomyozyten und sensorische sowie mo-
torische Neuronen. TRPV2 wurde initial als
Detektor fiir unphysiologisch hohe Tempera-
turen >50 °C beschrieben [1]. Wie TRPV2 in
vivo aktiviert wird, ist derzeit nicht bekannt,
allerdings konnten wir kiirzlich den Mecha-
nismus einer Oxidations-induzierten Aktivie-
rung von TRPV2 aufkldren [2]. Der mit TRPV2
eng verwandte Capsaicin-Rezeptor TRPV1
wird durch extrazelluldre Azidose (pH<6,0)
aktiviert und gilt als der wichtigste Protonen-
rezeptor in nozizeptiven sensorischen Neuro-
nen [3]. TRPV3 exprimiert in Keratinozyten,
hingegen detektiert nur intrazelluldre Azi-
dose. Unter Berticksichtigung einer hohen
Sequenzhomologie und dadurch bedingt
Giberlappenden funktionellen Eigenschaften
unter den TRPV-lonenkanilen wurden in der
vorliegenden Arbeit die Effekte einer extra-
zelluldren sowie intrazelluldren Azidose auf
TRPV2 untersucht.

Methodik

HEK 293t-Zellen wurden mit cDNA von
TRPV2 der Spezies Ratte (1), Maus (m) und
Human (h) transfiziert. Die Aktivitit von
TRPV2 wurde mittels Patch Clamp in den
Konfigurationen Whole-Cell, On-Cell und In-
side-Out untersucht. Kanalmutanten wurden
mittels zielgerichteter Mutagenese generiert.

Ergebnisse

Die Applikation von Messlosungen gepuffert
zu pH-Werten bis 5,0 fithrte zu keiner Akti-
vierung von rTRPV2 (n=6). Hitze-induzierte
lonenstréme am rTRPV2 wurden sogar dosis-
abhdngig inhibiert (n=5). Eine schnell ein-
tretende intrazelluldre Azidose kann mittels
Applikation von schwachen Sduren erreicht
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werden, die abhédngig vom pH-Wert und de-
ren pKs-Werten membranpermeabel sind und
durch Dissoziation Protonen freilassen. Es-
sigsdure (ES) induzierte eine konzentrations-
abhdngige (10-30 mM) und pH-abhingige
(pH 7,4-6,0-5,0) Aktivierung von Einwadrts-
stromen in Zellen mit rTRPV2 (n=6-8 pro
Experiment, Abb 1A). Dieser Effekt wurde
nicht in untransfizierten Zellen beobachtet,
und die lonenstréme wurden vollstindig
durch den TRP-Kanal-Antagonisten Rutheni-
um Rot (10 uM) inhibiert. ES induzierte auch
eine starke Potenzierung Hitze-induzierter
Einwartsstrome (10mM ES + pH 5,0, n=6,
Abb. 1B), einhergehend mit einer Absenkung
der Temperaturschwelle fiir die Aktivierung
von TRPV2. Die Effekte von ES auf rTRPV2
lieBen sich auch an mTRPV2 und hTRPV2
reproduzieren. Auch die endogen relevante
schwache Sdure Milchsdure induzierte eine
Aktivierung und Sensibilisierung von rTRPV2.
Auch die Beimischung der Messlésung mit
der schwachen Siure CO, fiihrte zu einer
Aktivierung von rTRPV2. In On-Cell- und
zellfreien Inside-Out-Messungen  aktivierte
ES + pH 5,0 rTRPV2, allerdings fiihrte die
alleinige Applikation von pH 5,0 in Inside-
Out-Messungen zu keiner Aktivierung oder
Sensibilisierung. Diese Daten deuten auf eine
intrinsische Protonen-Sensibilitdt von TRPV2
hin, fiir eine Aktivierung ist allerdings sowohl
eine extrazelluldre als auch intrazelluldre Azi-
dose notwendig. Um den Mechanismus die-
ser Protonen-induzierten Aktivierung néher
zu untersuchen, wurden mittels Mutagenese

Abbildung 1
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alle titrierbaren Aminosduren in der Kanalpo-
re von rTRPV2 einzeln gegen Alanin ausge-
tauscht. Die Mutante rTRPV2-K602Q zeigte
eine fehlende Aktivierbarkeit durch ES + pH
5,0.

Interpretation

Wir konnten erstmalig zeigen, dass TRPV2,
ahnlich wie TRPV1 und TRPV3, durch Proto-
nen aktiviert wird. Diese Protonen-Sensibili-
tat ist intrinsisch, fordert eine extra- und intra-
zelluldre Azidose und ist von der Aminosédure
K602 in der Porenregion abhangig. Die phy-
siologische Bedeutung dieser Kanalfunktion
von rTRPV2 muss weiter untersucht werden,
eine Rolle als Detektor einer Laktatazidose
sowie einer respiratorischen Azidose bzw.
Hyperkapnie erscheint in Zellen wie Kardio-
myozyten und sensorischen Neuronen plau-
sibel.
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A: Beispielhafter Einwartsstrom induziert durch 30 mM ES bei pH 5,0 in einer Zelle mit rTRPV2.

B: Hitze-induzierte Einwdrtsstrome in einer Zelle mit rTRPV1 in Kontrolll6sung (schwarz) sowie in
Anwesenheit von 10 mM ES bei pH 5.0. Die Applikationslésungen wurden von 25 auf etwa 45°C erhitzt.
A und B sind Whole-Cell-Ableitungen bei einem Haltepotenzial von -60 mV.
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Fragestellung

Nach kardiochirurgischen Eingriffen unter
Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (HLM)
kommt es zu einer globalen Immundysfunkti-
on. Insbesondere die protrahiert auftretenden
immunsuppressiven Reaktionen stellen einen
Risikofaktor flr postoperative Komplikationen
wie z.B. Infektionen dar. Wir konnten kiirz-
lich zeigen, dass myeloide Suppressorzellen
(Myeloid-Derived Suppressor Cells, MDSC),
die bislang nur im Rahmen neoplastischer
Erkrankungen beschrieben worden sind, nach
HLM transient auftreten und mafSgeblich an
der Ausbildung der Immunsuppression betei-
ligt sind [1]. Da bei Tumoren MDSC ihre im-
munsuppressiven Wirkungen unter anderem
durch exzessive Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species,
ROS) entfalten [2], haben wir nun untersucht,
ob eine postoperative Immunsuppression
nach HLM durch erhéhte ROS-Level vermit-
telt sein konnte und ob eine Verminderung
der ROS durch Antioxidantien diese Immun-
paralyse abschwéchen kann.

Methodik

Bei kardiochirurgischen Patienten mit geplan-
tem Einsatz der HLM wurde vor OP-Beginn
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(T1), bei Eintreffen auf der Intensivstation (T2)
sowie am ersten postoperativen Tag (T3) Blut
entnommen. Nach Isolation von Peripheral
Blood Mononuclear Cells (PBMC) wurde
IFN-y mittels ELISA bestimmt und es wurden
mitochondriale und zellulare ROS-Level (Mi-
toSOX/CellROX) sowie intrazelluldre Spiegel
von reduziertem Glutathion (GSH: ThioTra-
cker) in PBMC, MDSC, Lymphozyten und
Monozyten  durchflusszytometrisch  unter-
sucht. Die Expression ROS-produzierender
Enzyme (NADPH Oxidase 2, NOX2 und
Myeloperoxidase, MPO) wurde mittels qRT-
PCR gemessen. MDSC wurden durch CD15-
Microbead-Separation aus PBMC extrahiert.
PBMC wurden mit den Antioxidantien N-
Acetylcystein (NAC) sowie GSH inkubiert und
funktionell mittels CFSE-Assay charakterisiert.
Ethikvotum sowie Einverstandniserkldrungen
lagen vor. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels t- bzw. Mann-Whitney-U-Test (Mittel-
werte +SEM; Signifikanz-Niveau: *p<0,05;
**p<0,01).

Ergebnisse

PBMC vom Zeitpunkt T2 zeigten eine ausge-
pragte Immunsuppression: Im Vergleich zu
T1 war die IFN-y-Sekretion nach HLM stark
reprimiert (-69,2%+39,9%, n=10; p=0,04).
PBMC zum Zeitpunkt T2 zeigten zudem eine
erhohte Expression des ROS-produzierenden
Enzyms NOX2 (Induktion 1,88-fach +0,12,
n=6, p=0,034). Die spezifische Extrakti-
on der MDSC mittels Microbead-Separation
zeigte eine 4-fach stirkere Expression von
NOX2 in MDSC (n=10, p<0,001). Zum Zeit-
punkt T2 wiesen Lymphozyten, Monozyten
und auch neu aufgetretene MDSC erhdhte
Level an sowohl intrazellularen als auch mi-
tochondrialen ROS auf (Monozyten intrazel-
luldr: +27%+12,4%, n=14, p=0,002; mito-
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chondrial: +61,7%+5,4%, n=18, p=0,01;
Lymphozyten intrazellular: +58,3%+14,3%,
p=0,006, Abb. 1A, mitochondrial: +30%
+13%, n=22, p=0,006). Die intrazelluld-
ren Konzentrationen des physiologisch be-
deutendsten protektiven antioxidativen Me-
taboliten GSH waren in Lymphozyten zum
Zeitpunkt T3 signifikant vermindert (Abb.
1B, -21%+8,5%, n=17, p=0,005). Eine an-
tioxidative Supplementation mit NAC und
GSH fiihrte bei Lymphozyten zu einer Re-
duktion der ROS-Level (NAC:-25%+10,2%;
p=0,007; GSH: -41%=+8,6%, p=0,03, je
n=8, T3) sowie zu gesteigerter Proliferation
(NAC: +25,3%+5.6%; GSH:+30,8% +8,4%,
n=13,p<0,01)und IFN-y-Sekretion (Abb. 1C;
NAC: +47% +15,2%; GSH: +52,3% +19,2%,
n=6; p=0,04).

Interpretation

Nach kardiochirurgischen Eingriffen unter
Einsatz der HLM treten in Immunzellen ver-
starkt ROS auf. Dies flihrt zu erheblichem
oxidativem Stress mit konsekutiver Immun-
suppression. Eine Reduktion von ROS durch
Supplementation mit antioxidativen Substan-
zen konnte die Immunkompetenz nach HLM
verbessern und prophylaktisch und/oder the-
rapeutisch einsetzbar sein.
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A: Intrazelluldrer ROS-Gehalt von Lymphozyten; B: Intrazelluldrer GSH-Gehalt in Lymphozyten; C: IFN-y Sekretion von Lymphozyten des Zeitpunktes T3 nach Supple-

mentation von NAC oder GSH.
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Fragestellung

Eine Beatmung mit entschleunigtem zeitli-
chen Profil erwies sich in tierexperimentel-
len Studien im Vergleich zur konventionellen
Beatmung als weniger lungenschadigend
[1]. Dartiber hinaus konnten wir an huma-
nen Bronchusepithelzellen (BEAS2B) zeigen,
dass sinusférmige — im Vergleich zu rektan-
guldrer oder beatmungsanaloger Dehnung
weniger Interleukin-8 (IL-8) und reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) hervorrufen [2]. Da
Gberschielfende Inflammation und hohe
ROS-Konzentrationen die Regeneration von
Zellverbanden erschweren konnen [3], ver-
muteten wir eine Abhdngigkeit von zelluldrer
Wundheilung und Dehnungsprofil. Die Hy-
pothese priifend, dass eine sinusoidale Deh-
nung zu schnellerer Wundheilung fihrt als
eine rektanguldre, untersuchten wir die Wir-
kung von Dehnungsprofilen auf die Reorga-
nisation in BEAS2B-Einzelzellschichten in
einem etablierten In-vitro-Modell.

Methodik

Zur Evaluation der Regenerationsfahigkeit des
Zellverbandes wurden BEAS2B auf einer
Membran kultiviert. Mit einer 10 pl Pipetten-
spitze wurde ein standardisierter Schaden
(600 pm Riefe) gesetzt. Randomisiert erfolgte

Abbildung 1
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eine zyklische Dehnung mit 20% Elongation
mit sinusférmigem (S20) oder rektanguldrem
(R20) Profil mit einer Frequenz von 12mn!
oder keine Dehnung (Kontrollgruppe C).
Nach Schadigung (t=0) sowie nach 4, 20 und
24 Stunden wurden die Zellverbande lichtmi-
kroskopisch fotografiert. Vom standardisier-
ten Bildausschnitt wurde das Verhiltnis von
Gesamtfliche zu von Zellen besetzter Fliche
gebildet und in Relation zum Zeitpunkt t=0
gesetzt. Weiterhin wurden Zellverbdnde fiir
vier Stunden sinusoidal, rektanguldr oder nicht
gedehnt und IL-8-Konzentrationen im Verhalt-
nis zum Beginn (t=0) mittels ELISA photome-
trisch bestimmt bzw. zur Quantifizierung von
ROS ein Stanzzylinder mittels Dihydroethidi-
um (DHE) gefdrbt und die Fluoreszenzlichtin-
tensitdt (FLU) mittels Fluoreszenzmikroskopie
bei 550 nm in Bezug zum Zeitpunkt t=0 aus-
gewertet. Zur Untersuchung der Proliferation
wurden 100.000 Zellen kultiviert, fir 24, 48,
oder 72 Stunden sinusférmig oder rektangu-
lar zyklisch gedehnt sowie die resultieren-
den Zellzahlen ausgezahlt (Kontrollgruppe
ohne Dehnung). Zur Auswertung wurde die
Vervielfachung der Zellzahlen im Vergleich
zum Anfangszustand ermittelt. Die jeweiligen
drei Gruppen wurden zur Auswertung der
Regenerationsfahigkeit mittels ANOVA fiir
Messwiederholungen, zur Evaluation des An-
stiegs der IL-8-Konzentration, der Anderung
der DHE-Intensitat und der Zellproliferation
mittels ein- bzw. zweifaktorieller ANOVA ver-
glichen, die Post-hoc-Testung erfolgte mittels
Tukey (T)- oder Games-Howell (G-H)-Test.
Zahlenwerte sind als Mittelwert (SD) ange-
geben.

Ergebnisse

Die Regeneration der Zellverbdnde erfolg-
te bei sinusformiger Dehnung schneller als
bei rektanguldrer (p<0,001, Abb. 1A und B)
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oder fehlender Dehnung (p=0,001). Die IL-
8-Konzentration erhohte sich bei rektangula-
rer Dehnung am starksten (C (n=12):1(0,17),
$20 (n=6): 1,49 (0,53), R20 (n=6): 1,92 (0,9)
(n-fach); G-H: C zu R20 mit p=0,016; Aus-
gangskonzentration 41,85 pg/ml), die Inten-
sitdt der DHE-Farbung stieg bei rektanguldrer
Dehnung starker als bei sinusoidaler oder
fehlender Dehnung an (C (n=6): 1,00 (0,03),
S20 (n=3): 1,07 (0,08), R20 (n=3): 1,29
(0,05) (n fach); G-H: C zu R20 mit p=0,013,
520 zu R20 mit p=0,039, Ausgangsintensitdt
987 FLU). Die Proliferation der Zellen unter
sinusformiger Dehnung war groRer als unter
rektanguldrer (p=0,007, Abb. 1 C).

Interpretation

Das Dehnungsprofil beeinflusst die Wundhei-
lung in mechanisch stimulierten Zellschich-
ten. BEAS2B zeigten unter sinusférmigem
Dehnungsprofil eine schnellere Regeneration
des Zellverbands als unter rektanguldrer oder
fehlender Dehnung. Dies war mit einer ho-
heren Proliferationsrate vergesellschaftet. Die
Proliferation kann hierbei die beschleunigte
Wundheilung nicht vollstandig erklaren. Eine
sinusférmige Stimulation kénnte zelluldre
Waundheilungsprozesse begtinstigen.
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A: Beispielhafte lichtmikroskopische Bilder von BEAS2B-Zellverbdnden. Von links nach rechts: nichtstimulierte Kontrollgruppe zum Zeitpunkt unmittelbar nach stan-
dardisierter Schadigung des Zellverbandes (Ct=0) sowie nach 24 h (Ct=24), nach 24 h sinusférmiger (S20t=24) und nach 24 h rektanguldrer Dehnung (R20t=24);
B: Zellwachstum bezogen auf die Gesamtfldche im Regenerationsversuch, auf das bei t=0 bestehende Verhéltnis normiert (T: *p=0,001, **p=0,003, § p<0,001, §§
p=0,002, §§§ p=0,016); C: Proliferation als Vielfaches von der zum Zeitpunkt t=0 bestehenden Zellzahl (T: & p=0,045). Boxsplot: mittlere Linie = Median, Box = 1.

und 3. Quartil, Whiskers = 1,5 fache Interquartilbereich.
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Fragestellung

Kardiochirurgische Eingriffe mit Beteiligung
der Herz-Lungen-Maschine (HLM) bediirfen
einer effektiven Antikoagulation. Routine-
maBig wird hierzu Heparin verwendet [1].
Ein etabliertes Monitoringverfahren stellt die
Activated Clotting Time (ACT) dar [1]. Die-
se wird ebenfalls verwendet, um die Anta-
gonisierung des Heparins durch Protamin zu
tiberwachen. Eine Gibermélige Protamingabe
kann mittels ACT unzureichend detektiert
werden, da Protamin selbst ebenfalls zu einer
Verlangerung der ACT fithren kann [2]. Dies
ist insofern ungtinstig, da Protamin tber eine
Beeinflussung der Thrombozyten antikoagu-
latorische Effekte aufweist [2,3]. Ein neuarti-
ger, auf Schlangengift basierender viskoelas-
tischer Test (Russel-Viper-Venom; RVV-test)
zeigte in Vorversuchen eine spezifische Ver-
anderung auf Heparin wohingegen. der klas-
sische, die intrinsische Gerinnungskaskade
abbildende Test (IN-test) sowohl auf Heparin
als auch Protamin reagierte. Wir haben daher
die Hypothese getestet, dass die Kombination
beider Teste eine Heparin- und Protaminwir-
kung differenziert.

Methodik

Bei positivem Ethikkommissionsvotum wur-
de 10 gesunden Probanden ohne Einnahme
gerinnungshemmender Substanzen einma-
lig Blut abgenommen. Es wurden Dosis-
Wirkungskurven mit Heparin und Protamin
(0=2 L.LE/ml) in-vitro erstellt. Zusatzlich wur-
de die Antagonisierung des Heparins mittels
Protamin in verschiedenen Verhiltnissen
(80%—-200%) in-vitro dargestellt. Bei jeder
Probe wurden IN-test und RVV-test (ClotPro,
enicor GmbH, Minchen) sowie Standard-
gerinnungsteste durchgefiihrt. Des Weiteren
wurden 26 Patienten eingeschlossen, die sich
einem Eingriff an der Herz-Lungenmaschine
mit Vollheparinisierung (400LE. /kg KG) un-
terziehen mussten. Diesen wurde vor/nach
Heparin-Gabe sowie vor/nach Protamingabe
Blut abgenommen und oben genannte Teste
durchgefihrt. Statistik: Ein-Wege- bzw. Zwei-
Wege-ANOVA. mit Korrektur auf multiples
Testen mittels Holm-Sidak Test (p=0,05/n).
Daten als Median + IQR.
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Ergebnisse

Im IN-Test verldngern Heparin und Protamin
die Clotting Time (CT) (Abb. TA). Im RVV-Test
hingegen fiihren nur sehr hohe Heparindosie-
rungen zu einer Zunahme der CT. Es zeigte
sich ein starkerer Anstieg der CT im RVV-Test
durch Heparin als durch Protamin (p<0.0001;
Abb. 1B). Die Ratio aus CTRVV-test/In-test
differenziert zwischen Heparin- und Prota-
minwirkung (Abb. 1C). Analoge Ergebnisse
zeigten sich bei Patienten, die in-vivo Hepa-
rin und Protamin erhalten haben (Daten nicht
gezeigt).

Interpretation

Die Kombination der viskoelastischen Teste
IN-test und RVV-Test erméglicht die Diffe-
renzierung einer Heparin- und Protamin-
Wirkung. Kiinftig kann somit mittels Visko-
elastometrie basierten Blutungsalgorithmen

14.-15.02.2020 - Wiirzburg

zusétzlich eine Aussage tiber eine residuelle
Heparin- bzw. Protaminwirkung getroffen
werden.
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Fragestellung

Tranexamsdure (TXA) gilt als Standard zur
Prophylaxe und Therapie einer Hyperfibrino-
lyse [1]. Jedoch korreliert eine prolongierte
Lysehemmung (sog. ,fibrinolytic shutdown”)
mit Endorganschdden und erhohter Letalitdt
[2,3]. Ein neuartiger viskoelastometrischer
Assay ermdglicht nun bettseitig eine Quan-
tifizierung der Lysehemmung durch einen
Tissue-Plasminogen-Aktivator-basierten Test
(TPA-Test). Im Rahmen einer prospektiven
Beobachtungsstudie testeten wir daher die
Hypothesen, dass der TPA-Test mit den TXA-
Plasmakonzentrationen korreliert und die in-
dividuelle fibrinolytische Kapazitat misst.

Methodik

Nach positivem Ethikvotum, Aufkldarung und
Einwilligung wurden 25 herzchirurgische
Patienten eingeschlossen. Mittels Viskoelas-
tometrie (TPA-Test, ClotPro®, enicor GmbH,
Miinchen) wurden Lysis Time (LT), Lysis
Onset Time (LOT) und Maximum Lysis (ML)
bestimmt sowie TXA-Plasmakonzentrationen
und Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1)
bis 96 Stunden (TO bis T7) nach TXA-Gabe
gemessen. Zusdtzlich wurden in vitro Dosis-
Wirkungs-Kurven im Blut gesunder Proban-
den ermittelt (n=6). Statistik: Median (IQR),
Ein-Wege-ANOVA mit Alpha-Adjustierung
auf multiples Testen (post hoc Student’s t-Test;
p=0,05/n).

Ergebnisse

Die TXA-Plasmakonzentration war bis zu 96
Stunden nach einmaliger Gabe, mit einer
Spitzenkonzentration 30 Minuten (T2) nach
Applikation, signifikant erhoht (T1: 0 pg/ml
vs. T2: 83,3 pg/ml (62,3/120); p<0,0001;
T1: 0 pg/ml vs. T7: 0,29 pg/ml (0,19/0,75);
p=0,005; Abb. 1A) und korrelierte mit der LT
(r=0,55; p<0,0001). Die LT 30 Minuten
nach TXA-Gabe war signifikant verlangert (T1:
398 5 (229/421) vs. T2: 4.500 s (4500/4500);
p<0,001). Dieser Effekt war bis 96 Stunden
nachweisbar (T7: 886 s (626/2175); p<0,01;
Abb. 1B). LOTwa war bis zu 96 Stunden
verldngert (T1: 100 s (95/110) vs. T7: 154 s
(132/198); p<0,0001; Abb. 1C). Die interin-
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dividuelle Varianz war hoch: Einige Patienten
(n=8) zeigten nach 24 Stunden eine norma-
lisierte Lyse, wahrend andere (n=17) bis zu
96 Stunden eine Lysehemmung aufwiesen
(ML<30%; p<0,05) (Abb. 1D). Diese Grup-
pen unterschieden sich hinsichtlich der in-
itialen Nierenfunktion (Cystatin C: 1,64 mg/
ml (1,42/2,02) vs. 1,28 mg/ml (1,01/1,52);
p=0,002), aktivem PAI-1 (62,62 ng/ml
(12,6-9100,0) vs. 21,5 ng/ml (9,88-53,07);
p=0,189) und TXA-Plasmakonzentrationen
nach 24 Stunden (9,70 pg/ml (2,89/13,45) vs.
1,41 pg/ml (1,3/2,34); p<0,0001). In vitro
hemmte eine TXA-Konzentration von 10pg/
ml die Fibrinolyse effektiv in allen Blutpro-
ben.

Interpretation

Der TPA-Test erméglicht erstmalig die bettsei-
tige Bestimmung der antifibrinolytischen Ak-
tivitdt in vivo. Dies ist von besonderer Bedeu-
tung, da die TXA-induzierte Lysehemmung in
Abhéngigkeit von der Nierenfunktion stark
variiert. Kunftig kann nun die individuel-
le Lysefdhigkeit des Blutes, z.B. bei kritisch
Kranken mit Verdacht auf einen fibrinolytic
shutdown”, gemessen und Therapieentschei-
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dungen hinsichtlich der TXA-Gabe getroffen
werden. Zusétzlich geben die In-vitro-Unter-
suchungen Hinweise darauf, dass die in der
aktuellen Literatur diskutierten TXA-Plasma-
konzentrationen von 10-15 pg/ml die Lyse
effektiv hemmen.

Die Firma enicor GmbH hat fiir diese Studie
Laborgerite und Reagenzien zur Verfiigung
gestellt. Dariiber hinaus bestanden keinerlei
Interessenkonflikte.
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In-vivo-Daten im Zeitverlauf (n=25; Median mit IQR). A: TXA-Plasma-Konzentrationen; B: Lysis Time
(LTwa) = Zeitspanne zwischen CT und 50% Lyse; C: Lysis Onset Time (LOTrea) = Zeitspanne zwischen CT und
15% Lyse; D: Maximum Lysis (MLra) = Differenz zwischen Maximum Clot Firmness (MCF) und niedrigster
Amplitude der MCF in %. * p<0,05 vs. baseline (vor TXA-Gabe); ** p<0,01 vs. baseline; *** p<0,001 vs.

baseline; **** p<0,0001 vs. baseline.
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Fragestellung

Die rechtsventrikuldre Funktion ist ein pro-
gnostisch bedeutsamer Parameter im Rahmen
von Mitralklappenoperationen (MKO) [1].
Das Verstandnis eines verdnderten Kontrak-
tionsverhaltens des rechten Ventrikels (RV)
im Rahmen der Operation ist essenziell, um
Verdnderungen der RV-Funk tion beurteilen
zu konnen. Es existieren Hinweise darauf,
dass die longitudinale RV-Funktion im Rah-
men von MKO ldngerfristig vermindert ist
[2]. Ausfiihrliche Analysen des RV-Kontrak-
tionsmusters unmittelbar nach MKO mittels
moderner echokardiographischer Verfahren
fehlen jedoch.

Methodik

Es wurden retrospektiv 22 Patienten (Tab. 1)
eingeschlossen, bei denen unmittelbar vor
und nach einer MKO an der Herz-Lungen-
Maschine (n=13 Mitralklappenrekonstruk-
tion, n=7 Mitralklappenersatz, n=2 minimal-
invasive Mitralklappenchirurgie) eine transo-
sophageale 3D-Echokardiographie (TEE) durch-
gefiihrt wurde. Als Kontrollgruppe wurden re-
trospektiv 23 Patienten mit funktioneller Mi-
tralklappeninsuffizienz eingeschlossen (Tab.
1), die sich einer perkutanen Mitraklappen-
rekonstruktion (PMKR) unterzogen und eben-
falls unmittelbar vor und nach der Intervention
eine 3D-TEE erhalten hatten. Aus allen vor-
liegenden 3D-Echo-Datensdtzen wurden die
globale rechtsventrikuldre Ejektionsfraktion
(RVEF, 4D RV-Function 2.0, Tomtec Imaging
Systems GmbH, Unterschleissheim), die longi-
tudinale RVEF (RVEFiong, ReVISION-Software,
B. Lakatos et al. [3], Budapest, Ungarn), der
longitudinale Strain der freien Wand (free
wall longitudinal strain, FWLS, Visualization
Toolkit-basierte Software-Losung, Keller et al.
[4], Tibingen) und die tricuspid annular pla-
ne systolic excursion (TAPSE, 4D RV-Function
2.0, Tomtec Imaging Systems GmbH, Unter-
schleissheim) bestimmt.

Ergebnisse

Wahrend sich die globale RVEF nach MKO
nicht anderte (37 £14% vs. 33 £9%, p=0,06),
zeigte sich die longitudinale RV-Funktion in
allen drei Parametern signifikant reduziert
(RVEFiong: 21+5% vs. 13+£6%, p<0,001;
FWLS:-20,8+7,1%vs.-16,0+5,3%, p<0,001;
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TAPSE: 13+5 mm vs. 11+3 mm, p=0,04,
Abb. 1). In der PMKR-Gruppe waren post-
interventionell weder die globale noch die
longitudinale RV-Funktion verdndert (RVEF:
30£10% vs. 29+£10%, p=0,85; RVE-
Flongt 12+5% vs. 12+5%, p=0,50; FWLS:
-17,9+4,9% vs. -16,4+6,2%, p=0,28; TAP-
SE: 11+£3 mm vs. 11+4 mm, p=0,69). Die
RVEFiong war mit einer relativen Reduktion der
Mittelwerte von 35% (abs. -7,2%, Cl: -9,6 bis
-4,7%) starker reduziert als der FWLS (rel.
23%, abs. 4,8%, Cl: 2,3 bis 7,2%) oder die
TAPSE (rel. 15%, abs. -2 mm, Cl -4 bis 0 mm).

Interpretation

Mittels moderner 3D-echokardiographischer
Verfahren |4sst sich eine betont longitudina-
le Reduktion der RV-Funktion bereits initial
nach einer Mitralklappenoperation detektie-
ren. Nach perkutaner Mitralklappenrekon-
struktion hingegen dndert sich die longitudi-
nale Funktion nicht. In zukiinftigen Studien

Tabelle 1
Charakteristika des Studienkollektivs.
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muss gekldrt werden, ob dieses Phanomen
prognostisch relevant ist oder lediglich ein
operationsassoziiertes, verdndertes RV-Kon-
traktionsmusters darstellt.
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MKO-Gruppe n=22 PMKR-Gruppe n=23 p-Wert
Anzahl, n 22 23
mannlich, n 13 (59%) 13 (57%) 0.87
Alter, Jahre 60+19 74+12 <0,01%**
NYHA-Klasse 1(1, 1) LIRUIAY)] <0,01**
EuroSCORE I, % 3,7+£6,9 13,5+12,4 <0,01**
Vollnarkose, n 22 (100%) 5(22%) <0,007***
LVEF <50%, n 2 (9%) 21 (91%) <0,007***
PAPsys >30mmHg, n 7 (32%) 16 (70%) 0,02*
KHK, n 0 (0%) 19 (89%) <0,007***
RVEDV, ml 134+37 168+76 0,06
RVESV, ml 87+38 113+58 0,08
GFR <50 ml/min, n 3 (14%) 7 (30%) 0,35
HLM-/Prozedurdauer, min 137+34 106+49 0,02*

LVEF: linksventrikuldre Ejektionsfraktion; PAPsys: systolischer pulmonalarterieller Druck; KHK: Koronare Herzkrank-
heit; RVEDV: rechtsventrikuldres enddiastolisches Volumen; RVESV: rechtsventrikuldres endsystolisches Volumen;
GFR: glomeruldre Filtrationsrate; HLM: Herz-Lungen-Maschine. Vergleiche von Mittelwerten mittels ungepaartem
Student’s t-Test, von Proportionen mittels Chi-Quadrat-Test, von der NYHA-Klasse mittels Mann-Whitney-U-Test.
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Fragestellung

Bei ischdmischer ,Fern-Prakonditionierung”
(remote ischemic preconditioning, RIPC)
wird eine Kardioprotektion durch wiederhol-
te, kurzandauernde Ischdmie/Reperfusions-
Episoden in Ischimie-robusten Korperteilen
erzeugt. Fur den Transfer kardioprotektiver
Signale werden u. a. Exosomen diskutiert
[1], welche biologische Makromolekiile (wie
Proteine, Lipide, RNA) einschlieflich nukle-
arer und mitochondrialer DNA (mtDNA)
enthalten [2]. Exosomen und mtDNA, als
Danger-assoziiertes pattern (DAMP), spielen
eine wichtige Rolle bei Immunantwort, Ent-
ztindung und Apoptose und kénnen kardio-
myozytire Schéden initiieren. Da die exoso-
male mtDNA-Konzentration im Verlauf von
aortokoronaren Bypass (ACVB)-Operationen
ansteigt [3], priften wir die These, dass RIPC
vor ACVB-OP bei Isofluran-Sufentanil-ands-
thesierten Patienten den mtDNA-Konzentra-
tionsanstieg vermindert.
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Methodik

Nach Zustimmung der Ethikkommission wur-
de Serum aus der rechten A. radialis von 35
Patienten zur ACVB-OP im zeitlichen Verlauf
vor (Basalwert) RIPC- (n=22) bzw. Sham-
(n=13) Manover sowie 60 Minuten danach,
also nach Sternotomie und vor kardioplegisch
bedingtem Herzstillstand, entnommen. Exo-
somen wurden durch Polymer-basierte Ver-
fahren extrahiert und mittels ,nanoparticle
tracking analysis” quantifiziert. Nach DNase-
Behandlung der Exosomen wurden diese
lysiert und die Reinheit der Exosomfraktion
mittels Western Blot (CD63, CD146, Floti-
lin) nachgewiesen. mtDNA (DLOOP-1 und
ATPase-6) wurde mittels realtime-PCR quan-
tifiziert. Statistik: Mittelwerte £ SEM; 2-Wege
ANOVA; Student’s t-Test; p<0,05.

Ergebnisse

Western-Blot-Analysen bestdtigten die kor-
rekte Exosom-Isolation aus dem Serum (Abb.
1A). Basale mtDNA-Konzentrationen waren
sowohl im Serum als auch in den Exoso-
men zwischen RIPC und Sham nicht un-
terschiedlich. Im Operationsverlauf stiegen
die Exosom-Serumkonzentrationen in der
RIPC-Gruppe im Vergleich zu Sham an (Fold
change (fc) RIPC: 1,3+0,1; Sham: 0,9+0,1;
p=0,03). Interessanterweise zeigte jedoch
die exosomale mtDNA-Konzentration bei
Sham-Patienten im OP-Verlauf bis zur Kardio-
plegiegabe einen signifikanten Anstieg, nicht
jedoch bei RIPC-Patienten (DLOOP-1: RIPC:
0,04 fg/pl+0,07 vs. Sham: 1,1+0,3; p=0,02;
ATPase-6: RIPC: 0,05 fg/ul+0,08 versus Sham
1,0£0,3; p=0,03). Bei Betrachtung der exo-
somalen mtDNA-Konzentrationen in Rela-
tion zur Exosom-Serumkonzentration konnten
noch starkere Unterschiede zwischen beiden
Gruppen detektiert werden. In der Sham-

B -& RIPC
-©- Sham
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Gruppe zeigte sich fiir DLOOP-1 ein fc von
11,3+5,7 (Abb. 1B; p=0,004 fiir Interaktion)
und fiir ATPase-6 ein fc von 3,5+1,2 (Abb.
1C; p=0,04 fir Interaktion) bei nahezu unver-
andertem mtDNA/Exosom-Konzentrations-
verlauf in der RIPC-Gruppe (Abb. 1B+C). Im
Gesamtserum wurden keine Unterschiede der
mtDNA-Konzentration zwischen den Grup-
pen detektiert.

Interpretation

Im Verlauf einer ACVB-Operation kommt es
also zu einem selektiven Anstieg der exoso-
malen mtDNA-Konzentration, der durch ein
RIPC-Manéver verhindert wird, mdoglicher-
weise durch Freisetzung kardioprotektiver
Exosomen aus dem ischdmischen Arm. Da
exosomale mtDNA in der Lage ist, inflamm-
atorische Reaktionen auszulésen und einen
kardiomyozytdren Zelltod zu initiieren, kdnn-
te eine verminderte Freisetzung zum Ver-
standnis des kardioprotektiven RIPC-Effektes
beitragen.
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A: Western Blots von humanen Exosomen nach RIPC-Manéver. Das Vorhandensein des cytosolischen Proteins Flotillin 1, des EV-Markers CD63,
des Endothelzellmarkers CD146 und der Abwesenheit von Calnexin wurde in zwei reprasentativen Exosom-Proben (EV1/EV2) analysiert. HL60-
Extrakte dienten als Positivkontrolle; B+C: Verlauf der D-LOOP-1 (B) und ATPase-6; C: Konzentrationen in Relation zu der Exosom-Konzentration,
aufgeteilt nach Interventionsgruppen. Statistik: 2-Wege ANOVA, p-Wert fiir Interaktion.
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Fragestellung

Trotz intensivster Forschungsbemiihungen
und Investitionen von vielen Milliarden Euro
in die Sepsis-Forschung ist die Letalitdt noch
immer inakzeptabel hoch. Seit Griindung der
Intensivmedizin im Jahr 1954 gab es wenig
entscheidende Innovationen in der Sepsis-
Forschung. Die Ursache scheint in der Kom-
plexitdt der Erkrankung zu liegen. Die Sepsis
ist eine aufler Kontrolle geratene immuno-
logische Reaktion auf Mikroorganismen. So
entsteht ein nicht lineares System, das durch
einzelne Biomarker nicht ausreichend be-
schrieben werden kann. Heutzutage kénnen
solche komplexen, nicht linearen Systeme
allerdings durch kiinstliche Intelligenz cha-
rakterisiert werden. Deshalb haben wir die
Hypothese getestet, dass mithilfe von maschi-
nellem Lernen das Letalitatsrisiko eines Pa-
tienten mit Sepsis innerhalb von 24 Stunden
mit hoher Wabhrscheinlichkeit vorausgesagt
werden kann.
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Methodik

Im SepsisDataNet. NRW wurden Patienten
von Intensivstationen aus 8 Universitétsklini-
ken und Maximalversorgern eingeschlossen.
Patienten wurden innerhalb von 36 Stunden
nach Diagnose einer Sepsis inkludiert (Ethik-
votum: 19-6606_3-BR; DRKS00018871).
Vom Zeitpunkt des Einschlusses an wurden
alle intensivmedizinischen Daten aus dem Pa-
tienten-Daten-Management-System (PDMS),
die in einem Standard-Datensatz (Common
Data Set; CDS) definiert wurden, erfasst und
gespeichert. Diese Daten beinhalten u. a.
alle vorhandenen Einzelwerte von Vitalda-
ten, Laborergebnissen sowie Medikationen.
Die Variablen dieses CDS wurden anschlie-
Bend zwischen den verschiedenen Zentren
harmonisiert und in eine intelligente Daten-
bank tibertragen. Aus diesem umfangreichen
Datensatz wurden anschlieBend mithilfe von
maschinellem Lernen unter Verwendung des
Random-Forest-Klassifikationsverfahrens
Muster identifiziert, die eine Vorhersage des
30 Tage-Letalitdt-Risikos der Patienten bereits
24 Stunden nach Einschluss ermdglichen sol-
len.

Ergebnisse

Zum jetzigen Zeitpunkt wurden bereits mehr
als 300 Patienten eingeschlossen. Basierend
auf etwa 100 Patienten wurde in einer Zwi-
schenanalyse ein Algorithmus entwickelt, der
eine deutliche Erhchung der Pradiktion des
Verlaufs ermoglicht. Hierbei erreichen wir bei
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der Vorhersage des 30-Tage-Letalitdt-Risikos
bereits nach 24 Stunden eine Area Under the
Curve (AUC) der Receiver Operating Charac-
teristic (ROC) von mehr als 0,8 bei der Ver-
wendung von 15 Parametern des CDS (Abb.
1a, ¢). Bei einer Erh6hung auf 104 Parameter
ist sogar eine AUC von 0,9 erreichbar (Abb.
1b). Dies ermdglicht eine Pradiktion des
30-Tage-Letalitdt-Risikos nach 24 Stunden
mit einer Sensitivitat von etwa 90% und einer
Spezifitdt von ca. 80%. Der positiv-pradiktive
Wert betrug in diesem Modell 0,87 und der
negative pradiktive Wert betrug 0,84.

Interpretation

Unsere Daten zeigen, dass durch Verwen-
dung von klinischen Routineparametern mit-
hilfe von maschinellem Lernen eine gegen-
tber den traditionellen Score-Systemen [1]
deutlich verbesserte Pradiktion des Letalitat-
Risikos erreicht werden kann. Hierbei ist zu
beachten, dass viele der Parameter, die in den
Algorithmus einfliefen, Verteilungsparameter
sind (z.B. Schiefe, Steigung oder Interquartils-
abstand). Diese Werte werden nicht routine-
maRig berechnet, was erklaren kann, warum
ihre Rolle in der Pradiktion bisher noch nicht
bekannt ist.
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Fragestellung

Leberfunktionsstérungen und Leberversagen
sind haufige Befunde bei kritisch kranken
Patienten und gehen mit einer hohen Sterb-
lichkeit einher [1]. Es ist bekannt, dass insbe-
sondere die Retention von Gallensduren (GS)
im Serum mit einer erhdhten Letalitdt assozi-
iert ist [2]. Die zugrundeliegenden pathoge-
netischen Mechanismen sind bislang noch
unklar. Ziel dieser Studie war es, die moleku-
laren Effekte zirkulierender Gallensduren bei
kritisch kranken Patienten mit Leberversagen
zu untersuchen.

Methodik

Nach entsprechender Aufklarung untersuch-
ten wir die GS-Profile im Blutserum von 33
kritisch kranken Patienten mit schwerem Le-
berversagen (definiert als Trias aus I. Plasma-
Bilirubin >170 pmol/l, 1l. Plasmaverschwin-
derate von Indocyaningriin <10%, HI. INR
>1,5 oder manifeste hepatische Enzephalo-
pathie entsprechend West-Haven-Klassifika-
tion Grad II-1V) sowie 33 gesunden Kontrollen
mittels Tandem-Massenspektrometrie (Ethik-
votum 2435-12/08, 1178-11/18). Die indivi-
duellen GS-Profile aller Patienten und Proban-
den wurden hochrein nachgemischt und die
TGR5-Aktivierung mittels eines NanoBRET-
Assays gemessen. Durch In-vitro-Versuche
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mit humanen Monozyten und THP1-Zellen
sowie anhand klinischer Verlaufsdaten wurde
die Wirkung der GS-Profile tberpriift.

Ergebnisse

Patienten mit Leberversagen wiesen im Ver-
gleich zu gesunden Probanden stark verdn-
derte Serum-GS-Profile auf. Diese GS-Profile
fiihrten zu einer signifikanten Aktivierung des
immunmodulatorischen G-Protein-gekoppel-
ten Rezeptors TGR5 (Abb. TA). Da dieser Re-
zeptor im Blut vorwiegend von Monozyten
exprimiert wird, untersuchten wir die Auswir-
kungen der GS-Profile auf humane Monozy-
ten. Monozyten, welche mit dem GS-Profil
von Patienten mit Leberversagen inkubiert
wurden, zeigten starke Zeichen der Immun-
paralyse, d.h. sie produzierten nach Stimula-
tion mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS)
signifikant weniger proinflammatorische Zy-
tokine (u.a. TNFa, IL-6, MCP-1; Abb. 1B). Die
TGR5-Spezifitat dieser Wirkung wurde mittels
THP1-Monozyten bestatigt (THP1-TGR5 vs.
THP1-EV). Von 33 Patienten mit schwerem
Leberversagen wiesen 22 eine gallensaure-
vermittelte hohe TGR5-Aktivierung auf. Diese
22 Patienten zeigten eine signifikant erhéh-
te Letalitit (Abb. 1C). Dabei korrelierte die
TGR5-Aktivierung mit keinem bekannten kli-
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nischen Pradiktor (u.a. MELD-Na, APACHE II)
und scheint somit einen unabhéngigen Risi-
kofaktor fir ein frihes Versterben darzustellen
(adjustiertes Hazard Ratio 7,8; p=0,025, Cox
Regression).

Interpretation

Veranderungen des Serum-GS-Profils im Le-
berversagen fiihren zu einer Aktivierung des
Rezeptors TGR5 mit monozytarer Immun-
suppression und erhohter Letalitit. Die von
uns entwickelte Methode der TGR5-Nano-
BRET ist geeignet, die TGR5-Aktivierung
verldsslich zu quantifizieren, und konnte als
Marker fiir die friihzeitige Risikostratifizierung
von Patienten mit schwerem Leberversagen
herangezogen werden.
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A: GS-Profile im Blut von Patienten mit Leberversagen zeigen eine signifikante TGR5-Aktivierung im Vergleich zu
gesunden Probanden (n=33, Mittelwert+SD, t-Test fiir unverbundene Stichproben. ****p <0,0001).

B: Das GS-Profil von TGR5+ Patienten mit Leberversagen hemmt die Monozytenfunktion signifikant im Vergleich
zum GS-Profil von gesunden Probanden (n =6, Mittelwert+ SEM, Zwei-Wege-ANOVA mit post-hoc t-Test fiir verbun-

dene Stichproben, **p<0,01).

C: Die Letalitdt von TGR5+ Patienten (n=22) ist signifikant erhoht im Vergleich zu TGR5- Patienten (n=11, Log-Rank-Test).
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Fragestellung

Die Rekrutierung von Leukozyten, insbeson-
dere neutrophiler Granulozyten (PMN), im
Rahmen einer Infektion oder eines Gewebe-
schadens benétigt die Aktivierung von Inte-
grinen. Das auf PMN exprimierte f.-Integrin
Lymphocyte Function-Associated Antigen-1
(LFA-1) bindet an ICAM-1 auf der Oberflache
von aktivierten Endothelzellen und spielt hier-
durch eine mafigebliche Rolle fiir die Zellad-
hdsion wdhrend Entziindungsprozessen [1].
Integrine sind in der Lage, von einer inaktiven
Konformation in eine hochaffine Konformati-
on zu wechseln, welche auch als extendierte
Form mit geoffneter Bindedomédne beschrie-
ben wird. Hierfiir ist die Aktivierung der Zelle
durch Chemokine erforderlich. Diese Aktivie-
rung flhrt zur intrazelluldren Rekrutierung
von Kindlin-3 an das Integrin [2]. Wéhrend
eine Interaktion der Integrin-Linked-Kinase
(ILK) mit Kindlin-2 beschrieben ist [3], ist die
Rolle von ILK im Rahmen der Aktivierung von
neutrophilen f,-Integrinen jedoch weitestge-
hend unbekannt. Wir untersuchten deshalb
den Einfluss von ILK auf die Leukozytenrek-
rutierung und -aktivierung.

Methodik

Konditionelle ILK-defiziente Mé&use (LysM-
Ce]LK™) wurden 2 h vor Versuchsbeginn in-
traskrotal mit TNFa (500 ng) und intravends
mit einem Anti-E-Selektin-Antikorper (30 pg)
injiziert. Nach 2 h erfolgte eine erneute In-
jektion des Anti-E-Selektin-Antikorpers, die
Praparation des Musculus cremaster, folgend
die Observation mittels eines Intravitalmikro-
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skopes und die Analyse der adhdrenten Zel-
len, der Rollgeschwindigkeit sowie der trans-
migrierten Zellen mittels RLOT-Mikroskopie
(Reflected Light Oblique Transilluminati-
on). In weiteren Versuchen zur Analyse der
Chemokin-vermittelten Zelladhésion wurde
ein Karotiskatheter platziert, der Musculus
cremaster prapariert und wahrend der intra-
vitalmikroskopischen Beobachtung 500 ng
CXCL1 injiziert. Zur Analyse der Aktivierung
des Integrins LFA-1 wurden neutrophile Gra-
nulozyten aus Mdusen isoliert, aufgereinigt
und folgend mit 100 ng/ml CXCL1 stimuliert.
Die Analyse der Bindung von Allophycocy-
anin-gekoppeltem [ICAM-1 erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Die statistischen Un-
tersuchungen wurden mittels One-way-ANO-
VA und anschlieBender Bonferroni-Testung
bzw. t-Test durchgefiihrt. Die Untersuchung
des Chemokin-induzierten Arrests erfolgte
mittels Two-way-ANOVA mit anschliefSender
Bonferroni-Testung. Das Signifikanz-Niveau
wurde bei p=<0,05 festgesetzt. Alle Tierversu-
che wurden durch die Tierschutzkommission
genehmigt.

Ergebnisse

Im Chemokin-abhdngigen Modell der TNFa-
vermittelten Entziindung im M. cremaster
zeigten sich signifikant niedrigere Zahlen ad-
harenter Leukozyten in ILK-defizienten Mau-
sen gegenlber Wildtyp-Kontrolltieren (Mittel-
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wert+SEM WT vs. ILK-KO: 936,5+147,3 vs.
262,1+34,9; p=<0,05) (Abb. 1A). Ebenfalls
konnte eine Verringerung der Zahl adhdrenter
Leukozyten nach Injektion von CXCL1 ver-
zeichnet werden (Abb. 1B). Die Analyse der
Bindung des Liganden ICAM-1 zeigte eine
Reduktion der Bindekapazitit aufgereinigter
neutrophiler Granulozyten aus ILK-defizien-
ten Tieren gegeniiber Wildtyp-Kontrolltieren.

Interpretation

Unsere Ergebnisse zeigen erstmalig eine Be-
teiligung von ILK an der Aktivierung des -
Integrins LFA-1 und die hierdurch bedingten
Effekte fir die Rekrutierung neutrophiler Gra-
nulozyten im Modell der Chemokin-abhangi-
gen sterilen Inflammation.
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Fragestellung

Die akute Nierenschadigung (acute kidney in-
jury, AKI) ist eine hdufige Komplikation nach
herzchirurgischen Operationen und geht mit
einer erhohten Morbiditat und Letalitét einher
[1,2]. Aus den diagnostischen Kriterien des
Serumkreatininanstiegs und der verringerten
Urinausscheidung sind jedoch keine prognos-
tischen Riickschliisse auf Krankheitsfortschritt
oder Erholung méglich [3]. Ziel dieser Arbeit
war es daher, neue Biomarker der moderaten
und schweren AKI-Progression zu evaluieren.

Methodik

Nach positivem Ethikvotum (2018-056-f-S)
wurden im Zeitraum von Juni 2018 bis Sep-
tember 2019 1.042 kardiochirurgische Pa-
tienten hinsichtlich des Auftretens einer mo-
deraten oder schweren AKI innerhalb von
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72 h nach der Operation gescreent und insge-
samt 100 Patienten eingeschlossen. Bei allen
Patienten wurden ab dem Einschlusszeitpunkt
bis zum 7. postoperativen Tag Urinproben
entnommen. Hieraus erfolgte die Bestim-
mung von Liver Fatty Acid Binding Protein
(L-FABP), Kidney-Injury Molecule 1 (KIM-1),
und CC-Chemokine-Ligand 14 (CCL 14). Pri-
madrer Endpunkt war das kombinierte Zielkri-
terium MAKE2 (major adverse kidney events),
bestehend aus Mortalitdt, Dialysepflichtigkeit
und persistierender schwerer AKI innerhalb
von 2 Tagen nach primdrer Probenentnahme.
Zur Beurteilung der Vorhersagegtite von CCL-
14, FABP und KIM-1 hinsichtlich Krankheits-
progression und renaler Erholung, definiert
als Kreatinin <0,5 mg/dl oder Abfall der glo-
meruldren Filtrationsrate =25% in Bezug zum
Ausgangswert, wurden die jeweiligen Area
under the Receiver Operator Characteristic
Curves (AUC) bestimmt.

Ergebnisse

Bei 17% der Patienten bestand zum Ein-
schlusszeitpunkt eine schwere AKI, 37%
erreichten den primdren Endpunkt MAKE2
und 33% bendtigten ein Nierenersatzverfah-
ren. MAKE2-positive Patienten wiesen eine
signifikant langere Beatmungs- (74 h vs. 8 h,
p=0,001) und Verweildauer auf der Inten-
sivstation (14 vs. 4 Tage, p=0,001) auf und
erreichten auch nach 30 Tagen signifikant

haufiger das Kriterium MAKE (36 (97.3%) vs.
5 (7.9%), p=0,001). CCL-14 erreichte einen
AUC-Wert von 0,917 (Sensitivitdt 0,75, Spezi-
fitat 0,97) flir MAKE an Tag 30 und einen Wert
von 0,914 (Sensitivitdt 0,93, Spezifitit 0,77)
fir die renale Erholung an Tag 30 (Abb. 1).

Interpretation

CCL-14 ist ein Biomarker mit hoher Sen-
sitivitdt und Spezifitit zur Vorhersage von
AKI-Progression und renaler Erholung nach
herzchirurgischen Eingriffen und zeigte eine
gegeniiber KIM-1 und FABP (berlegene Vor-
hersagegtite.
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Fragestellung

Sepsis geht mit Verlust der vaskuldren Barrie-
refunktion einher, was mit Odembildung,
Mikrozirkulationsstérungen und reduzierter
Organperfusion assoziiert ist [1]. Die Plasma-
konzentration von Procalcitonin steigt in der
Sepsis bis zu 10.000-fach an, korreliert mit
dem Krankheitsverlauf [2], und Procalcitonin
kann die Funktion des Endothels beeinflussen
[3]. Wir Uberpriiften die Hypothese, dass Pro-
calcitonin ein Induktor des Integritatsverlusts
der vaskuldren Barriere sein konnte.

Methodik

Procalcitonin wurde intravends in Wildtyp-
Mause injiziert und die Entstehung eines pul-
monalen Odems mittels Quantifizierung von
Evans-Blue-Extravasation sowie Histologie
mit der in Mausen 18 Stunden nach polymi-
krobieller Sepsisinduktion durch zokale Li-
gatur und Punktion verglichen. Die Wirkung
Procalcitonins auf die Integritit von Mono-

Abbildung 1

A)

VE-Cadherin
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layern humaner pulmonaler Endothelzellen
wurde durch Bestimmung der Permeabilitét
fir FITC-markierte 150 kDa Dextranmolekiile
in vitro bestimmt und der durch Procalcitonin
ausgeloste  Signaltransduktionsmechanismus
mittels Western Blot und Immunprézipita-
tion (IP) identifiziert. Eine Procalcitonin-
induzierte Modulation des vaskuldaren Cad-
herins (VE-Cadherin) endothelialer Adherens
junctions wurde mittels Immunhistochemie,
Western Blot und IP charakterisiert und in
VE-Cadherin-knock-in-Mdusen mit einer
Y685F-Punktmutation verifiziert. Statistik:
Mittelwert + Standardabweichung, Bonferroni/
One-way-ANOVA.

Ergebnisse

Die intravendse Applikation von Procalcitonin
zu ~10 ng/ml Plasmakonzentration fiihrte bei
gesunden Mdusen 18 Stunden nach Injektion
zu einem pulmonalen Odem, welches mit
dem von Mdusen 18 Stunden nach Induktion
einer polymikrobiellen Sepsis vergleichbar
war (2,8 +0,3 im Vergleich zu 2,6 £0,4 Evans-
Blue-Gehalt Lunge: Plasma, jeweils P<0,001
im Vergleich zur Sham-OP 0,9+0,06, n=8
Mé&use/Gruppe, Abb. 1B, C). In vitro erhéh-
te Procalcitonin zeit- und dosisabhdngig die
Permeabilitit des endothelialen Monolayers
(p<0,01 vs. Vehikel ab 1 ng/ml und 2 Stun-
den Inkubation, 1,6 +0,2-fach vs. Vehikel de-
finiert als 1,0, n=8), was mit dem Auftreten
von Aktin-Stressfasern und Auflockerung des
VE-Cadherinverbunds an den endothelialen
Zell-Zellkontakten einherging (Abb. TA). Auf
molekularer Ebene liel8 sich passend dazu
eine Procalcitonin-induzierte Phosphory-
lierung des VE-Cadherins am Tyrosin Y685,

B)

Evans Blue
(Lunge/Plasma)
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eine Dissoziation VE-Cadherins vom Adap-
torprotein p120 sowie eine VE-Cadherin-
Internalisierung nachweisen, welche durch
die Aktivierung von p38, p42/44 sowie Src-
Kinase vermittelt wurde. VE-Cadherin konnte
als wesentlicher Vermittler der Effekte von
Procalcitonin in Mdusen mit Unfahigkeit zur
Phosphorylierung des Tyrosins Y685 des VE-
Cadherin verifiziert werden: Eine intravendse
Injektion Procalcitonins in diese Mduse fiihrte
zu einer geringeren Induktion eines pulmona-
len Odems als in Wildtyp-Mausen (1,4+0,2
in VE-Cadherin knock-in vs. 2,6 +0,4 in WT-
Méusen, p<0,05, n=8, Abb. 1B, C).

Interpretation

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
erhéhte Plasmakonzentration Procalcitonins
im Rahmen einer Sepsis mit als Ursache des
Funktionsverlusts der vaskuldren Barriere und
den daraus folgenden klinischen Konsequen-
zen begriffen werden kann. Procalcitonin
konnte somit als neues therapeutisches Target
zum Erhalt der vaskuldren Integritdt in der
Sepsis identifiziert werden.
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A: 1 ng/ml Procalcitonin induziert nach 2 Stunden Inkubation eine Umverteilung des VE-Cadherins sowie eine Aktin-Stressfaserbildung in pulmonalen Endothelzellen. Bar zeigt
10 ym; B: Verhiltnis aus Albumin-gebundenem Evans Blue im Lungengewebe zu Plasma in Mdusen 18 Stunden nach Sham-Operation (OP), Sepsisinduktion oder intravenéser
(i.v.) Procalcitonin (PCT)-Injektion in Wildtyp (WT)- oder VE-Cadherin-Y685F-knock-in-Mausen (VE-Cad); C: Reprasentative pulmonale Histologie nach Farbung mit Hematoxy-

lin/Eosin. Bar zeigt 100 pm.
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Fragestellung

Die Rekrutierung von Leukozyten im Rah-
men einer Entziindungsreaktion muss streng
reguliert sein, um einerseits eine effiziente
Immunabwehr zu gewéhrleisten und anderer-
seits eine Schadigung des Organismus selbst
zu verhindern. Die Einwanderung in entziin-
detes Gewebe erfolgt hierbei kaskadenartig
und beinhaltet das Rollen auf aktiviertem En-
dothel, die Adhdsion, das nachfolgende lang-
samere ,Crawlen” und die Transmigration
von Leukozyten [1]. Wahrend dieser Schritte
flhren verschiedene Stimuli zur Aktivierung
von f,-Integrinen auf der Leukozytenoberfla-
che. Es wurde gezeigt, dass GTPasen, Gua-
nin-Nukleotid-Exchange-Faktoren (GEFs) und
GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) in un-
terschiedlichem Ausmalle an verschiedenen
Schritten der Leukozytenrekrutierung beteiligt
sind [2]. Die Abwesenheit von ArhGAP15
(A Rho-type GTPase Activating Protein 15)
in neutrophilen Granulozyten zeigte eine Er-
héhung der Phagozytoseaktivitdt sowie der
Produktion reaktiver Sauerstoffradikale [3],
wohingegen der Einfluss von ArhGAP15 im
Rahmen der klassischen Leukoyztenrekrutie-
rungskaskade und der Integrinaktivierung bis-
her unklar ist. Wir untersuchten deshalb die
Rolle von ArhGAP15 im Rahmen der sterilen
Inflammation und Integrinaktivierung.

Methodik
Wildtyp- und ArhGAP15-defiziente Mduse
wurden narkotisiert (Ketamin/Xylazin), ein

34. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Katheter in die A. carotis eingefiihrt und der
Musculus cremaster préapariert. Die Observa-
tion mittels eines Intravitalmikroskopes (Zeiss
AxioScope.A1) und die folgende Injektion
von 500 ng CXCL1 erlaubten die Beobachtung
des Chemokin-vermittelten Zellarrests. Die
Analyse des fiir die Postadhésionsverstarkung
notwendigen Integrins Mac-1 erfolgte in iso-
lierten primdren neutrophilen Granulozyten
aus Wildtyp- und ArhGAP15-defizienten Tie-
ren. Die Zellen wurden mit CXCL1 (100 ng/
ml) stimuliert und die Bindungskapazitdt von
fluoreszenzmarkiertem Fibrinogen als Ligand
bestimmt. Die statistischen Untersuchungen
erfolgten mittels Ein-Wege-ANOVA und an-
schlieRender Bonferroni-Testung. Versuche
im Musculus cremaster zur Bestimmung des
Chemokin-induzierten Arrests wurden mittels
Zwei-Wege-ANOVA mit anschlieBender Bon-
ferroni-Testung analysiert. Das Signifikanz-
Niveau wurde bei p=<0,05 festgesetzt. Alle
Tierversuche wurden durch die Tierschutz-
kommission genehmigt.

Ergebnisse

Die Analyse der Chemokin-vermittelten Ad-
hdrenz von Leukozyten ergab keinen signi-
fikanten Unterschied zwischen Wildtyp- und
ArhGAP15-defizienten Mdusen im Rahmen
der unmittelbaren Zelladhasion (Abb. 1). Im

Abbildung 1
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zeitlichen Verlauf zeigte sich jedoch eine er-
héhte Anzahl von adhirent-verbleibenden
Leukozyten in Knockout-Tieren gegeniiber
Wildtypkontrollen. Durchflusszytometrische
Untersuchungen wiesen eine zeitabhdngige
Erhéhung der Bindungskapazitdt des f.-
Integrins Mac-1 nach.

Interpretation

Die Resultate der hier dargestellten Versuche
legen nahe, dass ArhGAP15 an der Regula-
tion der Integrin-Deaktivierung beteiligt ist
und hierdurch die Chemokin-vermittelte Ad-
hasionsverstarkung tiber die Aktivitdt des f.-
Integrins Mac-1 beeinflusst.
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Fragestellung

Die Peritonitis und Peritonitis-bedingte Sepsis
sind schwerwiegende intensivmedizinische
Krankheitsbilder, welche mit einer hohen
Mortalitdt einhergehen. Ein zentraler Aspekt
der akuten Inflammation ist eine gestorte
Permeabilitit mit Verdnderungen der endo-
thelialen und epithelialen Zell-Zell-Integritat,
die in einer gesteigerten Leckage miinden.
Membranproteine wie das E-Cadherin, die
Claudine und Tight-Junction-Proteine (TJP)
sind fir die Zell-Zell-Integritdt essenziell. Der
Stromal cell-derived factor (SDF)-1 und des-
sen Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 spielen
in der akuten pulmonalen Inflammation eine
wichtige Rolle [1], und in diesem Zusammen-
hang wurde ein Link zwischen der SDF-1-CX-
CR4/CXCR7-Achse mit einem funktionalen
Adenosinrezeptor A2B durch eigene Vorar-
beiten hergestellt [2]. Die Rolle von CXCR4
und CXCR7 auf die Zell-Zell-Integritdt in der
akuten Peritonitis und die Verbindung zum
Adenosinrezeptor A2B sind noch weitgehend
ungeklart.
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wurde mittels RT-PCR, Western Blots und Im-
munfluoreszenz-Untersuchungen in vivo und
in vitro systematisch untersucht.

Ergebnisse

Die Zymosan-bedingte Peritonitis induzierte
bei WT-Tieren eine signifikante Steigerung
der SDF-1-Freisetzung im Peritoneum und
im Plasma. Die CXCR4- (AMD3100; 1 mg/kg
KG) und CXCR7-Inhibition (CCX771; T mg/kg
KG) reduzierte sowohl die FITC-Albumin-Ex-
travasation als auch die Proteinakkumulation
in der PL und verbesserte damit die endothe-
liale und epitheliale Leckage (Abb. 1A). Die
pharmakologische Modulation von CXCR4
und CXCR? fiihrte sowohl bei der Zymosan-
induzierten als auch bei der fikal-induzierten
Peritonitis zu einer gesteigerten Expression
von E-Cadherin, Claudin 1, 3 und 5 sowie
der Tight-Junction-Proteine 1, 2 und 3 und
erklart damit die protektiven Effekte der spezi-
fischen Inhibitoren auf die Permeabilitat (Abb.
1B). Die Blockade von CXCR4 und CXCR7
steigerte die Phosphorylierung von CREB
tiber den aktivierten Adenosinrezeptor A2B
und verbesserte somit die Permeabilitit. Die
protektiven Effekte der CXCR4- und CXCR7-
Blockade auf die endotheliale und epitheliale
Integritdt konnten bei den A2B” Tieren nicht
detektiert werden. Das Gen-Silencing von
A2B eliminierte in vitro ebenfalls die protek-
tiven Effekte einer CXCR4- (AMD3100; 1 pM)
bzw. CXCR7-Blockade (CCX771; 1 pM) und
bestétigte unsere In-vivo-Daten.
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Interpretation

Unsere Daten zeigen, dass die selektive Blo-
ckade der SDF-1-Rezeptoren CXCR4 und
CXCR?7 in der akuten Inflammation sowohl
in vivo als auch in vitro wichtige Membran-
proteine der Zell-Zell-Integritdt stabilisiert
und somit die endotheliale bzw. epitheliale
Permeabilitat positiv beeinflusst. Die CXCR4-
und CXCR7-Blockade schrankt somit die
Proteinleckage ein und reduziert das inflam-
mationsbedingte Odem. Dabei sind diese
antiinflammatorischen Effekte der Inhibition
von CXCR4 und CXCR?7 abhéngig von einem
funktionalen Adenosinrezeptor A2B. Diese
Daten stellen einen moglichen Angriffspunkt
fir zukiinftige Pharmaka zur Behandlung der
Peritonitis und Peritonitis-bedingten Sepsis
dar.
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Abbildung 1
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Proteinbestimmungen in PL und Plasma. In
weiteren In-vivo- und In-vitro-Untersuchun-
gen bestimmten wir die Rolle von CXCR4
und CXCR?7 auf die fiir die Zell-Zell-Integritat
verantwortlichen Membranproteine. Der Link
zwischen der SDF-1-CXCR4/CXCR7-Achse,
dem Adenosinrezeptor A2B und dem cAMP
response element-binding protein (CREB)
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A: Der Einfluss der spezifischen CXCR4- und CXCR7-Antagonisten auf die FITC-Albumin-Extravasation in der peri-
tonealen Lavage bei Wildtyp-Tieren; B: Heat-Map-Darstellung der Effekte der CXCR4- und CXCR?7-Inhibition auf
die normalisierte Expression von Occludin (OCLDN), Tight-Junction-Protein 1-3 (TJP1, TJP2, TJP3), E-Cadherin
(CDH1), Claudin 1, 3 und 5 (CLDN 1, 3 und 5) im peritonealen Gewebe bei WT-Tieren. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels ANOVA+Bonferroni-Korrektur. Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt (n=8, */# p<0,05).
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Fragestellung

Obwohl der im Zellkern kodierte mitochon-
driale Transkriptionsfaktor A (TFAM) als fir
die mitochondriale Biogenese und funktio-
nelle Erholung nach Schaden entscheidend
gilt [1], ist dessen Stellenwert bei Sepsis
unzureichend verstanden. So findet man in
Zellen bei Sepsis zwar eine erhohte TFAM-
Expression, diese wird jedoch nicht zwingend
von einer Verbesserung der mitochondrialen
Funktionen begleitet [2,3]. Wir testeten daher
die These, dass es trotz gesteigerter TFAM-Gen-
expression nicht zu einer erhéhten intramito-
chondrialen TFAM-Konzentration kommt.

Methodik
In dieser prospektiven Studie (DRKS00015619,
Ethikvotum der Ruhr-Universitit Bochum:
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#18-6257) wurden periphere mononukledre
Blutzellen (PBMC) von 20 gesunden Pro-
banden und 10 Patienten mit Sepsis isoliert.
PBMC der Gesunden wurden zusatzlich in
einem Endotoxin-Modell mit LPS (10 pg/ml;
Stereotype 0111:B4 von Escherichia coli;
L4391, Sigma-Aldrich) stimuliert. Die Gen-
produkte fiir TFAM, mitochondriale NADH-
Dehydrogenase-Untereinheit-1 (mtND1) und
die mitochondriale DNA-Kopienzahl wurden
bestimmt (quantitative PCR), TFAM-Protein-
konzentrationen in isolierten Mitochond-
rien und Mitochondrien-freiem  Zelllysat
untersucht (Western-Blot) und Proteinkon-
zentrationen von IL-6, IL-10, TNF-a. sowie
Peroxisome proliferator-activated y-Receptor
Coactivator To. (PGC-Ta) gemessen (ELISA).
Die zelluldre ATP-Konzentration wurde mit-
tels Luciferase-Assays quantifiziert. Weiterhin
wurde die Wechselwirkung von TFAM mit
dem mitochondrialen Transkriptionsfaktor B2
als Indikator fiir funktionell aktives TFAM im
Mitochondrium durch ein Proximity-Ligation-
Assay (PLA) bestimmt. Zum Vergleich der ge-
paarten Stichproben wurde ein Friedman-Test
bzw. der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
durchgefiihrt.

Ergebnisse

Die mit Induktion mitochondrialer Bioge-
nese assoziierten Proteine PGC-Ta und zy-
toplasmatisches TFAM waren 48 Stunden
nach LPS-Stimulation (pPGC-10=0,013 bzw.
pTFAM<0,001) wie auch in PBMC septischer
Patienten (prcc.1a<0,001 bzw. pream=0,014)
im Vergleich zu PBMC Gesunder erhoht.
Hingegen waren die mitochondrialen TFAM-
Konzentrationen (LPSash: p<0,001; septisch:
p=0,019) sowie die intramitochondriale
Wechselwirkung von TFAM mit TFB2M

(LPS4an: p<0,001) signifikant vermindert. Zu
der TFAM-Konzentrationsabnahme in Mito-
chondrien kongruent waren als Indikatoren
einer kompromittierten mitochondrialen
Funktion die mitochondriale DNA-Kopien-
zahl (LPSssn: p<0,001; septisch: p=0,019),
die mRNA-Expression der mitochondrialen
mtND1 und die zelluldre ATP-Konzentration
(LPS4sn: p<0,001; septisch: p=0,001) jeweils
vermindert.

Interpretation

Unsere Ergebnisse zeigen eine Divergenz
zwischen der zytoplasmatischen und der
funktionell relevanten mitochondrialen TFAM-
Konzentration sowohl in vitro im Endotoxin-
Modell mit LPS-stimulierten PBMC gesunder
Probanden als auch in septischen Patienten.
Diese intrazelluldre Fehlverteilung von TFAM
mag eine Erkldrung fiir das Paradoxon sein,
dass die Induktion von TFAM, einem Schliis-
selfaktor in der mitochondrialen Biogene-
se, nicht obligat von einer mitochondrialen
Erholung begleitet ist. Neben interessanten
mechanistischen und diagnostischen Implika-
tionen erlauben unsere Ergebnisse auch eine
Neubewertung experimenteller Therapiean-
sdtze in der Sepsis.
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Trotz Anstieg der zytoplasmatischen TFAM-Konzentration bei Sepsis ist die mitochondriale FAM-Konzentration erniedrigt.
A: PBMCs Gesunder nach LPS-Stimulation (n=20); n.s. nicht signifikant; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; B: Zytoplamatische TFAM-Expression in PBMCs von septischen
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen; C: Intramitochondriale TFAM-Expression in PBMCs septischer Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen.
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Fragestellung

Neuropathische Schmerzen entstehen durch
Schadigung oder Erkrankung des somatosen-
sorischen Nervensystems, haufig unter Dys-
balance der Blut-Nerven-Schranke (BNB).
Verschiedene microRNAs (miR) beeinflussen
Schmerzgenese und -aufrechterhaltung, u.a.
durch Regulation der BNB [1]. Neuronales
miR-183 ist im neuropathischen Schmerz he-
rabreguliert, wobei mehrere Kaskaden postu-
liert werden [2]. In dieser Studie erforschten
wir den Einfluss von miR-183 in vivo und
in vitro auf Barrierefunktion und Schmerz-
verhalten. Zudem wurde eine mogliche Sig-
nalkaskade Uber den Transkriptionsfaktor
FOXO1, ein Zielgen dieser miR, sowie das
Tight-Junction-Protein Claudin-5 untersucht.

Methodik

Alle Tierversuche wurden von der Regie-
rungsbehorde Unterfranken genehmigt (REG
44/14). Als etabliertes Modell traumatischer
Neuropathie wurde die Chronic Constriction
Injury (CCI, Ligatur des N. ischiadicus) an
mannlichen C57BL/6-Mdusen durchgefiihrt.
Mmu-miR-183 in vivo mimics wurden, be-
ginnend 7 Tage nach Ligatur, als T nmol (in
50 plb) taglich perineural (p.n.) am N. ischia-
dicus injiziert (Kontrolle: cel-miR-67 mimic).
Je 6 Stunden nach Injektion wurde die me-
chanische Schmerzschwelle bestimmt (von
Frey, Up-and-Down-Methode, n=8, One-
Way-RM-Anova mit Tukey-post-hoc-Test). Die
In-vitro-Testung der mikrovaskuldren Barriere
wurde an der zerebelldren murinen Endothel-
zelllinie cerebEND durchgefiihrt. Zur Barriere-
6ffnung mit inflammatorischer Komponente
analog dem CCl wurde das stressinduzierende
C6/0OGD-Modell  (Sauerstoff-Glukose-Depri-
vation Uber 4 Stunden) genutzt (vgl. [3]). Im
Verlauf wurden die Zellen entweder tiber 48
Stunden in miR-183 mimic inkubiert (Kon-
trolle cel-miR-39) oder tber 72 Stunden mit
FOXO1-siRNA transfiziert. Als Surrogat der
Barriereintegritit wurde jeweils der elekt-
rische Widerstand (iber den Zellen (TEER)
gemessen (One-way-ANOVA mit SNK-post-
hoc-Test, n=4). RNA-Levels wurden durch
gPCR (TagMan, Kontrolle U6 (miR) bzw. GAP-
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DH (mRNA), dCt-Methode), Proteinexpres-
sion wurde mittels Western Blot bestimmt
(n=6, t-Test). Als statistisch signifikant wurde
p<0,05 angenommen.

Ergebnisse

7 d nach CCl war miR-183 im Nerven um
82% reduziert (Abb. 1A). Die wiederholte
perineurale Injektion von miR-183 milderte
die traumainduzierte mechanische Allodynie
bereits nach zwei Injektionen signifikant ab
und erreichte beinahe physiologische Werte
(Abb. 1B). Weiterhin war Cldn5 um 67%
hochreguliert. In vitro nahm nach stressin-
duzierter Schadigung der mikrovaskuldren
Barriere der TEER um 55% ab. Zudem war
die Expression von Cldn5 um 75% reduziert.
Durch nachfolgende Inkubation mit miR-183
mimic stieg der TEER auf 76% des Ausgangs-
wertes (Abb. 1C). Diese Erholung ging mit
einer Reduktion der FOXO1-Expression um
28% einher (Abb. 1D). Auch die FOXO1-
mRNA war um 40% herabgesetzt. Die Cldn5-
Expression war im Trend leicht, jedoch nicht
signifikant reduziert. Schlieflich fiihrte eine
Inhibierung von FOXOT1 nach C6/0OGD-
Behandlung zu einer signifikanten Erholung
der transepithelialen Barriere mit einer Erho-
hung des TEER um 16%.

Interpretation
Die Gabe von miR-183 wirkt nach trauma-
tischer Neuropathie antinozizeptiv sowie
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nach mikrovaskuldrer Schadigung barriere-
stabilisierend. Dieser Effekt scheint FOXOT1-
vermittelt, potenziell iiber vermehrte Claudin-
5-Expression. Dies ist die erste Beschreibung
von miR-183 als barrierestabilisierend im
neuropathischen Schmerz. Uberdies ist miR-
183 auch in nicht-neuronalen, endothelialen
Zellen aktiv. Damit ist die Regulation der
miR-183-FOXO1-Achse von moglichem the-
rapeutischen Interesse in der Behandlung des
neuropathischen Schmerzes.

Forderung: 1IZKF Wiirzburg (AKR, Z-2/61_P), EU-
7FP-Projekt ,ncRNAPain“.
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Fragestellung

Die grofe interindividuelle Variabilitdt des
Krankheitsverlaufs nach Nierentransplanta-
tion ldsst sich durch klassische Risikofaktoren
allein nicht hinreichend erkldren, vielmehr
scheinen auch genetische Faktoren Einfluss
zu haben. Zu den haufigsten Komplikatio-
nen nach einer allogenen Nierentransplan-
tation zdhlt neben der AbstoBungsreaktion
auch die Zytomegalievirus (CMV)-Infektion
[1]. Da die Aquaporin (AQP) 3-Expression
sowohl die Nierenfunktion als auch die fiir
die AbstoBungsreaktion mitverantwortlichen
T-Lymphozyten beeinflusst, stellt AQP3 ein
potenzielles Kandidatengen dar, welches zu
der interindividuellen Variabilitit des Krank-
heitsverlaufs beitragen konnte [2,3]. Wir
haben daher folgende Hypothesen getestet:
1. Der AQP3 A(-1341)G-Promotorpolymor-
phismus beeinflusst die Promotorfunktion
und die AQP3-Expression; 2. Der AQP3
A(-1341)G-Promotorpolymorphismus ist mit
der AbstoBungsreaktion und CMV-Infektion
nach allogener Nierentransplantation assozi-
iert.

Methodik

Nach Genehmigung der Ethikkommission
der Ruhr-Universitdt Bochum wurden 237 Pa-
tienten, die sich einer allogenen Nierentrans-
plantation unterzogen haben, in die Studie
eingeschlossen und fiir 6 Monate nachver-
folgt. Nach schriftlicher Einwilligung wurde
genomische DNA isoliert und diese mittels
PCR und Restriktionsverdau genotypisiert.
Aullerdem wurde der Promotorpolymor-
phismus funktionell mittels Luziferaseassay
(Promega) AQP3-ELISA (Biomatik) und Mi-
grationsassay  (Thermo-Fisher) charakteri-
siert. Statistik: gepaarter t-Test (n. Shapiro-
Wilk-Test), univariate Kaplan-Meier-Analyse
mit Log-Rank (Mantel-Cox)-Test und multiva-
riate Cox-Regression.
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Ergebnisse

A-Allel-Trager wiesen in rund 43% (66/152)
der Fille eine durch Biopsie bestatigte akute
AbstoBungsreaktion innerhalb der ersten 180
Tage nach Transplantation auf, wihrend diese
nur bei 27% (23/85) der G-Alleltrager zu be-
obachten war (p=0,009; Abb. 1A). In einer
multivariaten Cox-Regression mit den Risiko-
faktoren Alter, Geschlecht, HLA-Status und
Ischdmie-Zeit war das A-Allel ein unabhan-
giger Risikofaktor fiir das Auftreten einer Ab-
stollungsreaktion (OR: 1,702; 95% Cl: 1,029-
2,841; p=0,038). Im Gegensatz dazu war der
GG-Genotyp mit 35,3% (30/85) im Vergleich
zum AA/AG-Genotyp mit 21,7% (33/152) mit
einem hoheren Risiko fiir eine postoperative
CMV-Infektion (p=0,023) assoziiert. Funktio-
nelle Analysen bewiesen zudem, dass der
AQP3  A(-1341)G-Promotorpolymorphismus
die Promotorfunktion beeinflusst. Im Repor-
terassay wies das A-Allel ndmlich eine 20%
héhere Promotoraktivitdt gegeniiber dem G-
Allel auf (p=0,0083). Gleichzeitig war die
AQP3-Proteinexpression bei A-Alleltragern
im Vergleich zu G-Alleltrdgern in humanen
T-Lymphozyten 1,8-fach héher (p=0,012;
Abb. 1B). Mittels Migrationsassay konnte zu-
dem demonstriert werden, dass bei A-Allel-
tragern die Migration von Lymphozyten zum
chemotaktischen Peptid fMLP um 15% stdrker
ausgepragt war (p=0,0163; Abb. 1C).
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Interpretation

Das A-Allel des AQP3 A(-1341)G-Promotor-
polymorphismus geht mit einer verstarkten
Promotoraktivitt, einer vermehrten AQP3-
Proteinexpression und einem gesteigerten
Migrationsverhalten von Leukozyten einher.
Dies scheint auch Implikation auf die Kompli-
kationen nach einer allogenen Nierentrans-
plantation zu haben. So waren A-Alleltrager
mit einer erhthten Abstofungsreaktion und
einer erniedrigten CMV-Infektionsrate asso-
ziiert. Ein moglicher Mechanismus konnte
eine durch AQP3 vermittelte Steigerung der
Leukozyten-Aktivitdt bei A-Alleltrdgern sein.
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der Falle zu einer Abstolungsreaktion (p=0,009).

B: AQP3-Proteinkonzentration aus isolierten T-Lymphozyten. A-Alleltrager wiesen eine 1,8-fach erhohte Protein-

konzentration auf (p=0,012; n=16).

C: Darstellung migrierter Lymphozyten zu fMLP (10-* M) im Vergleich zur Kontrolle. Die Migration war beim AA/

AG-Genotyp um 15% erhoht (p=0,0163; n=8).
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Fragestellung

Um alveoldren Kollaps zu verhindern, wird
bei konventioneller maschineller Beatmung
oft ein positiver end-exspiratorischer Druck
(PEEP) angewendet, welcher zu himodynami-
schen Einschrankungen und beatmungsasso-
ziierter Lungenschadigung beitragen kann [1].
Ahnlich einer Eisernen Lunge konnen mithilfe
einer Unterdruckkammer, die den Groliteil des
Korpers umfasst, ein kontinuierlicher externer
Unterdruck (CENP) erzeugt und Schwerkraft-
abhéngige Lungenregionen rekrutiert bzw. sta-
bilisiert werden [2]. Wir stellten die Hypothese
auf, dass auch ein lediglich regional auf Thorax
oder Abdomen wirkender CENP den kaudalen
end-exspiratorischen transpulmonalen Druck
(TPeaud) abhdngig vom PEEP erhoht.

Methodik

Nach behérdlicher Genehmigung wurden
acht andsthesierten, in Riickenlage beatmeten
Schweinen (57,96 +9,44 kg) drei Pleuradruck-
sensoren in anatomisch unterschiedliche Regi-

34. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

onen des linken Pleuraspalts (ventral, dorsal,
caudal) eingesetzt und eine Lungenschadigung
mittels acht aufeinanderfolgenden Lungenla-
vages induziert. Eine CENP-Unterdruckglocke
wurde in randomisierter Reihenfolge auf Tho-
rax bzw. Abdomen positioniert (Abb. 1A). Die
Tiere wurden mit einem PEEP von 15, 7 und
0 cmH,O beatmet (Evita XL, Dréager; Tidal-
volumen 6 ml/kg, In- zu Exspirationsverhalt-
nis 1:1, Atemfrequenz nach Normokapnie)
und jedes PEEP-Niveau mit einem CENP von
-40, -30, -20, -10 und 0 cmH,O kombiniert
(Pegaso Vent, Dima ltalia, Italien) (Abb. 1B).
Fiir jede Kombination wurden respiratorische
und hdmodynamische Variablen sowie das
Beliiftungszentrum mittels elektrischer Impe-
danztomographie erfasst. Lokale transpulmo-
nale Driicke wurden als Differenz aus Atem-
wegs- und lokalem Pleuradruck berechnet.
Statistische Analysen (Programmiersprache R,
Modul ,Ime()”) umfassten ein gemischt-linea-
res Modell (Faktoren: Position und CENP) mit
Messwiederholungen und Adjustierung nach
Sidak sowie gepaarte t-Tests (Vergleiche inner-
halb einer CENP-Stufe), wobei Signifikanz bei
p<0,05 angenommen wurde.

Ergebnisse

Im Vergleich zu Beatmung ohne CENP wurde
der TPeua durch einen CENP von =-20 cm-
H,O auf allen PEEP-Stufen signifikant erhéht
(Abb. 1C). Die Kombinationen CENP =-10
cmH,O mit PEEP 0 und 7 cmH,O reduzierte
gegentiiber der Beatmung ohne CENP signifi-
kant den Driving Pressure (jeweils p<0,001),
wahrend dieser bei einem CENP von
-30 cmH,O und einem PEEP von 15 cmH,O
signifikant erh6ht war (p=0,001). Bei einem
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PEEP von 0 und 7 cmH,O, nicht aber einem
PEEP von 15 cmH,O, wurden die Elastance
und die Resistance des respiratorischen Sys-
tems durch einen CENP von =-30 ¢cmH,O
signifikant reduziert (jeweils p<0,001). Ein
CENP von -30 ¢cmH;O reduzierte die me-
chanische Beatmungsleistung lediglich bei
Beatmung ohne PEEP (p<0,001). Die Kom-
bination CENP =-20 cmH,O mit PEEP 0 und
7 cmH;O erhohte den arteriellen Sauerstoff-
partialdruck (p<0,001). Die Anwendung von
CENP fiihrte zu einer signifikanten Dorsal-
verschiebung des Beliiftungszentrums unab-
hdngig vom PEEP-Niveau. Das Herzzeitvolu-
men war bei einem CENP von -20 cmH,O
unabhdngig vom PEEP signifikant niedriger
(p<0,001). Die Effekte auf TPcaud, Elastance
und Herzzeitvolumen waren bei abdominel-
ler Position der CENP-Glocke stdrker ausge-
pragt als bei thorakaler Position.

Interpretation

In diesem Modell des experimentellen Lun-
genversagens bei Schweinen fiihrte CENP zur
Verschiebung des Beliiftungszentrums in die
abhdngigen Lungenareale, vor allem bei ab-
dominellem CENP, und verbesserte somit die
Lungenfunktion und -mechanik. Dabei beein-
trachtigte CENP die Hdmodynamik unabhan-
gig vom PEEP.
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Fragestellung

Antibiotika werden oft ohne Berlcksich-
tigung individueller pharmakokinetischer
Einflussfaktoren verabreicht [1]. Adipositas
kann die Pharmakokinetik (PK) von Anti-
biotika aufgrund von Unterschieden des
Verteilungsvolumens, des Blutflusses und der
Clearance verdndern [2]. Zu niedrige Kon-
zentrationen aufgrund von Unterdosierung
von Antibiotika fordert Resistenzentwick-
lung und Therapieversagen. Die Aktivitit von
Meropenem (MEM) korreliert mit der Zeit, in
der die Substratkonzentration die minimale
Hemmbkonzentration (fT.muk) Uberschreitet. Es
existiert bisher jedoch kein direkter Vergleich
der MEM-PK zwischen adipdsen und nicht
adiposen Patienten einschliefSlich der MEM-
Konzentration am Zielgewebe, wie etwa der
interstitiellen Flissigkeit (ISF) des subkuta-
nen Fettgewebes bei Weichteilinfektionen.
In dieser klinischen Studie untersuchten wir,
ob Adipositas Einfluss auf die Plasma- und
Gewebekonzentrationen hat. Wir evaluierten
mit Hilfe von Simulationen basierend auf ei-
nem Populations-PK-Modell, welche Dosie-
rungsregime eine addquate Therapie ermog-
lichen drften.

Methodik

Die Studie wurde von der Ethikkommission
der Universitdt Leipzig sowie dem BfArM ge-
nehmigt (EudraCT Nr. 2012-004383-22). Es
wurden Patienten mit BMI =35 kg/m? oder
18,5=BMI=30 kg/m? (stratifiziert nach Alter
und Geschlecht) nach deren Einwilligung im
Rahmen eines elektiven abdominalchirur-
gischen Eingriffs in balancierter Andsthesie
eingeschlossen. 60 Minuten vor Hautschnitt
erfolgte die Gabe von 1 g MEM als Kurzin-
fusion tber 30 Minuten. Die interstitielle
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Flussigkeit (ISF) wurde mit Hilfe der Mikro-
dialyse tber subkutan in beiden Oberarmen
platzierte Katheter entnommen. Es wurden
serielle Plasma- und ISF-Proben im Zeitraum
von 0-8 Stunden nach Infusion gewonnen
und MEM in den Proben mittels HPLC und
UV-Detektion bestimmt. Die PK-Parameter
wurden durch eine nicht-kompartimentelle
Analyse in R 3.6.0 und dem PKNCA-Paket
(v0.9.1) berechnet. P-Werte <0,05 wurden als
statistisch signifikant angesehen. Ein popula-
tionskinetisches Modell [3] wurde verwendet,
um Monte-Carlo-Simulationen (n=1.000)
der MEM-Konzentration im Plasma und ISF
durchzuftihren. Modelliert wurden die Patien-
tenfaktoren adjustiertes Kérpergewicht (ABW,
60-120 kg) sowie die berechnete Kreatinin-
Clearance (CLCR, 60—180 ml/min). Es wurde
die Wahrscheinlichkeit fir das Erreichen des
gesetzten Zieles (,propability of target attain-
ment” — PTA) von fT-muk=95% (fir MHK von
0,25-8 mg/l) bei Kurzinfusion und verlanger-
ter Infusion (3 h) von 1 g bzw. 2 g MEM unter-
sucht. Eine PTA 290% wurde als ausreichend
angesehen.

Ergebnisse

30 Patienten wurden eingeschlossen (15 adi-
pose BMI=49+11 kg/m? 15 nicht adipose
BMI=24+2 kg/m?). Im Gegensatz zum Plas-
ma waren im Median die MEM-Konzentratio-
nen im ISF in der adipdsen Gruppe (11,9 vs.
18 mg/l, p=0,011; Abb. TA) signifikant nied-
riger, das Verteilungsvolumen hoher (25,9 vs.
22,9 I, p=0,015), die Halbwertszeit langer
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(1,6 vs. 1,3 h, p=0,014) und die Clearance
vergleichbar (12,5 vs. 11 I/h, p=0,41). Wegen
der langeren Halbwertszeit war die PTA in der
adiposen Gruppe besser (Abb. 1B). 1 g Kurz-
infusion war fiir alle Patienten unzureichend.
Die PTA erhohte sich mit prolongierter Infu-
sion als auch mit Dosiserhdhung auf 3x2 g/
24 h. Die PTA im ISF war niedriger und zeigte
ahnliche positive Trends bei steigendem ABW
bzw. fallender CLCR.

Interpretation

In den ersten Stunden nach der einmaligen
Verabreichung von Meropenem hatten adipo-
se Patienten deutlich niedrigere ISF-Konzen-
trationen. Keine der untersuchten Dosisre-
gimes fithrte zu einer ausreichenden PTA in
den Patientengruppen, wobei Adipositas auf-
grund langerer Halbwertszeit zu einer besseren
PTA fiihrt. Fiir MHK=2 mg/| war fiir Patienten
mitnormaler Nierenfunktion eine Dosis von 3 x
2 g (iber 3 h ausreichend.
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Fragestellung

Pharmakologische Priakonditionierung fihrt
zu einer deutlichen Reduktion des Ischdmie-/
Reperfusionsschadens des Herzens [1]. Der
Melatonin-Rezeptor-Agonist Ramelteon in-
duziert eine Prakonditionierung (PC) via Ak-
tivierung mitochondrialer kalziumabhéngiger
Kaliumkanéle (mKc.) [2]. Der vorangeschal-
tete Signalweg einer Ramelteon-induzierten
Kardioprotektion ist unbekannt. Die Protein-
kinase B (Akt) und Proteinkinase G (PKG) sind
bei der Melatonin-induzierten Kardioprotek-
tion beteiligt [3]. In dieser Studie testeten wir
deshalb die Hypothesen, (1) dass sowohl die
PKG als auch Akt an der Ramelteon-induzier-
ten Signalvermittlung beteiligt sind und (2)
dass Akt vor PKG und proximal vom mKc.-
Kanal in der Signalkaskade liegt.

Methodik

Die Untersuchungen wurden mit Genehmi-
gung des Tierschutzbeauftragten (O 27/12)
an mannlichen Wistar-Ratten (2 bis 3 Monate
alt) durchgefiihrt. Die Herzen wurden an ei-
ner Langendorff-Anlage mit Krebs-Henseleit-
Puffer bei einem konstanten Druck von 80
mmHg perfundiert. Alle Herzen unterliefen
eine globale Ischdmie von 33 Minuten, ge-
folgt von 60 Minuten Reperfusion. Um die
Beteiligung von PKG oder Akt zu untersu-
chen, wurden die Tiere in 6 Gruppen (n=6
pro Gruppe) randomisiert. Kontrollherzen
(Kon) blieben unbehandelt. Ramelteon (Ram,
0,03 pM) wurde iiber 10 Minuten vor der Is-
chamie appliziert. In vier weiteren Gruppen
wurden der PKG-Inhibitor KT5823 (1 pM)
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und der Akt-Inhibitor MK2206 (15 nM) je-
weils mit und ohne Ram untersucht. In einer
weiteren Versuchsreihe wurde die Reihenfol-
ge der Signalvermittlung untersucht. Daftr
wurden die Herzen in 5 Gruppen (n=6 pro
Gruppe) randomisiert. Kontrollherzen (Kon)
blieben wieder unbehandelt. Die Abfolge in
der Signaltransduktion wurde durch indirek-
te Aktivierung von PKG mittels Applikation
des Aktivators der 16slichen Guanylatcyclase
(sGC) BAY60-2770 (5 nM) und Aktivierung
der mKc,-Kandle mit NS1619 (10 uM) unter-
sucht. Beide Aktivatoren wurden mit Ram und
den jeweiligen PKG- bzw. Akt-Inhibitoren
(KT5823 bzw. MK2206) kombiniert. Am Ver-
suchsende wurde die Infarktgrofe mittels Tri-
phenyltetrazoliumchlorid-Farbung  bestimmt
und verblindet planimetrisch ausgewertet.
Statistik:  Mittelwerte + Standardabweichung,
Varianzanalyse und  Tukey-post-hoc-Test,
p<0,05.

Ergebnisse

In beiden Versuchsserien gab es keine Unter-
schiede bei der Herzfrequenz und dem mitt-
leren arteriellen Druck zwischen den Grup-
pen. Ram reduzierte die InfarktgréfSe von
56+13% auf 28+7% (p<0,0001 vs. Kon).
Sowohl der PKG- als auch der Akt-Inhibitor
blockierten die Ram-induzierte Kardiopro-
tektion (KT5823 +Ram: 48+5%, p=0,0012
vs. Ram und MK2206+Ram: 49+8%,
p=0,0005 vs. Ram), ohne einen eigenen Ef-
fekt auf die Infarktgrofle zu haben (KT5823:
51+6%, p=0,9311 vs. Kon und MK2206:
52+3%, p=0,9734 vs. Kon). In der zweiten
Versuchsreihe reduzierte der GC-Aktivator

Abbildung 1
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BAY60-2770 die InfarktgroBe von 48 + 5% auf
33+6% (p=0,0057 vs. Kon). Die Kombinati-
on von BAY60-2770 mit Ram und Akt-Inhi-
bitor (MK2206 +Ram+BAY60-2770) zeigte
eine Infarktgrole von 31 +11% (p=0,0014 vs.
Kon). Sowohl die Kombination von NS1619
mit MK2206 und Ram reduzierte die Infarkt-
grbBe (MK2206+Ram+NS1619: 29+5%,
p=0,0006 vs. Kon) als auch NS1619 mit
Ram und KT5823 (KT5823 +Ram+NS1619:
33+6%, p=0,0063 vs. Kon).

Interpretation

Diese Ergebnisse zeigen, dass (1) PKG und
Akt bei der Ramelteon-induzierten Kardio-
protektion beteiligt sind und dass (2) Akt pro-
ximal von PKG und beide Kinasen proximal
des mKc-Kanals in der Signaltransduktions-
kaskade liegen.
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Fragestellung

Postoperative Ubelkeit und Erbrechen (PONV)
sind eine hadufige Nebenwirkung bei Allge-
meinandsthesien mit einer Inzidenz von bis
zu 80% bei Hochrisikopatienten. Gemafs der
aktuellen Konsensus-Leitlinie zum Manage-
ment von PONV wird die Verabreichung einer
Prophylaxe — bestehend aus ein bis zwei anti-
emetischen Interventionen — bei Erwachsenen
mit moderatem Risiko fir PONV empfohlen
[1]. Trotz der Vielzahl verfigbarer Antieme-
tika mit verschiedenen Wirkmechanismen
und Nebenwirkungsrisiken besteht immer
noch Unsicherheit, welche Antiemetika bei
groftmoglicher Wirksamkeit die geringsten
Nebenwirkungen aufweisen. Daher sollte der
vorliegende Cochrane Review die Evidenz
zur Effektivitdt und Sicherheit aller Antiemeti-
ka aus relevanten Substanzklassen zur PONV-
Prophylaxe, basierend auf allen gegenwartig
verfligharen randomisierten kontrollierten Stu-

Tabelle 1
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dien (RCTs), in einer Netzwerk-Meta-Analyse
(NMA) zusammenfassen und beurteilen.

Methodik

Es erfolgte eine systematische Recherche
nach RCTs in CENTRAL, MEDLINE, Embase,
CINAHL und Studienregistern (ClinicalTrials.
gov, WHO ICTRP) bis November 2017. Ein-
geschlossen wurden RCTs, die Wirksamkeit
oder Sicherheit prophylaktischer Antiemetika
(5-HTs-, D»-, oder NK;-Rezeptorantagonisten,
Kortikosteroide, Antihistaminika, Anticho-
linergika) als Mono- oder Kombinationspro-
phylaxe, miteinander oder mit einer inaktiven
Kontrolle (Placebo) bei Erwachsenen mit ope-
rativen Eingriffen unter Allgemeinandsthesie
verglichen. Mittels NMA wurden die relati-
ven Effekte aller verfigbaren Interventionen
im Vergleich zu Placebo geschitzt und in
einem Ranking nach Effektivitit bzw. Sicher-
heit dargestellt. Wirksame Dosierungen der
Einzelsubstanzen wurden durch eine Sub-
gruppenanalyse mit Dosisbereichen nach [1]
ermittelt. Die Evidenz wurde nach GRADE
(Grades of Recommendation, Assessment,
Development, and Evaluation) und CINeMA
(Confidence in Network Meta-Analysis) fir
die primdren Endpunkte (postoperatives Er-
brechen innerhalb von 24 Stunden, Serious
Adverse Events (SAEs), jegliche Nebenwir-
kungen (AEs)) und die Substanzklassen-spezi-
fischen AEs bewertet. Untersuchungsmetho-
dik und -analytik wurden prospektiv definiert
und publiziert [2].

Ergebnisse

Insgesamt wurden 97.516 Patienten aus 585
RCTs mit durchschnittlich moderatem PONV-
Risiko eingeschlossen. Die NMA zu postope-
rativem Erbrechen zeigte, dass 29 von 36 Kom-
binations- und 10 von 28 Monoprophylaxen
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erfolgreich Erbrechen verhinderten. Kombina-
tionsprophylaxen waren generell effektiver als
Monoprophylaxen. NK;-Rezeptorantagonisten
allein waren jedoch dhnlich effektiv wie die
meisten Kombinationsprophylaxen. Unter al-
len Monoprophylaxen gab es hohe bzw. mode-
rate Evidenz fiir eine effektive Pravention von
postoperativem Erbrechen durch Aprepitant,
Ramosetron,  Granisetron, Dexamethason,
Ondansetron, Fosaprepitant, und Droperidol,
z.T. mit Einschrdnkungen hinsichtlich der
Dosis (Tab. 1). Basierend auf der Datenlage
ergab sich fiir die meisten Monoprophylaxen
allenfalls eine sehr geringe bis geringe Evidenz
hinsichtlich sicherheitsrelevanter Aspekte wie
dem Auftreten von SAEs, AEs und Substanz-
klassen-spezifischen AEs (Tab. 1).

Interpretation

Die verfiigbaren Daten zeigen mit modera-
ter bis hoher Sicherheit, dass derzeit sieben
effektive Antiemetika aus vier verschiede-
nen Substanzklassen mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen (Aprepitant, Ramosetron,
Granisetron, Dexamethason, Ondansetron,
Fosaprepitant, und Droperidol) zur Vermei-
dung von Erbrechen zur Verfligung stehen.
Die Datenlage zu Nebenwirkungen ist ba-
sierend auf den vorliegenden RCTs limitiert.
Observationsstudien konnten diese Liicke in
der Evidenz schliefSen.
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Ubersicht zu Wirksamkeit und Sicherheit selektierter Antiemetika von relevantem Nutzen und moderater bis hoher Evidenz fiir die Privention von postoperativem

Erbrechen im Vergleich zu Placebo.

Endpunkt
Erbrechen in 24h

Aprepitant

SAEs
AEs sehr niedrig

Fosaprepitant

Ramosetron Granisetron

sehr niedrig

sehr niedrig

Kopfschmerz niedrig

Obstipation sehr niedrig

sehr niedrig sehr niedrig

Waundinfektion -

EPS -

Ondansetron

Dexamethason  Droperidol

niedrig

niedrig

sehr niedrig

sehr niedrig sehr niedrig sehr niedrig niedrig

Sedierung
Arrhythmie -

sehr niedrig niedrig

sehr niedrig moderate high niedrig

sehr niedrig niedrig sehr niedrig

sehr niedrig

QT-Verlingerung sehr niedrig

Richtung der Netzwerkeffektschdtzer (Farbkodierung): relevanter Nutzen (griin), unsicherer Nutzen (hellgriin), kein Effekt (gelb), kein Effekt verbunden mit Unsicherheit
(hellgelb), unsicherer Schaden (orange). 4-Kategorien System der Evidenzqualitit nach GRADE: sehr niedrig, niedrig, moderat, hoch. SAE: Serious Adverse Event;
AE: Adverse Event; EPS: Extrapyramidal-motorische Symptome; RR: Relatives Risiko.

*Evidenz auf empfohlene und hohe Dosen nach [1] beschréinkt, niedrige Dosierungen ohne relevanten antiemetischen Effekt.
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Fragestellung

Eine akute Nierenschadigung (AKI) ist eine
haufig unterschdtze Komplikation [1], ob-
wohl sie die Morbiditit und Mortalitat der
Patienten maligeblich beeinflusst [2].

Durch die entfernte ischamische Prakonditio-
nierung (RIPC) konnte das Auftreten einer AKI
bei Hochrisikopatienten mit kardiopulmona-
lem Bypass reduziert werden [3]. Der neph-
roprotektive Effekt scheint jedoch auf jene
Patienten beschrankt, die eine erhohte Kon-
zentration von Urinary Tissue Inhibitor Me-
talloproteinase-2 (TIMP-2) und Insuline-like
Growth Factor Binding-Protein 7 (IGFBP7)
unmittelbar nach der Intervention aufwiesen
[3]. Ziel dieser Untersuchung war es, die op-
timale Intensitat von RIPC zu bestimmen, um
die erforderlichen Konzentrationsanderungen
herbeizufiihren.

Methodik

Mit Freigabe der Ethikkommission der Arz-
tekammer  Westfalen-Lippe/Westfdlischen
Wilhelms-Universitdt Miinster (2016-371-1-S)
haben wir eine zweiphasige, randomisiert-
kontrollierte, doppelblinde Studie bei herz-
chirurgischen Patienten mit einem hohen AKI-
Risiko (Cleveland Score = 6) durchgefihrt.

In der ersten Phase wurden 80 Patienten be-
obachtet. In der zweiten Phase wurden 100
Patienten prdoperativ randomisiert und einer
von vier RIPC-Gruppen mit verschiedenen
Dosen (3x5 min, 3x7 min, 3x10 min RIPC
oder 3x5 min RIPC + 2x10 min RIPC bei
Non-Respondern) oder einer Sham-Kontroll-
gruppe zugeordnet. Es wurde eine Blutdruck-
manschette am Oberarm angelegt und gemal’
entsprechender Zeitintervalle auf 200 mmHg
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bzw. 50 mmHg tber dem systolischen Druck
aufgepumpt. In der Sham-Kontrollgruppe wur-
den 20 mmHg angelegt. Der primdre End-
punkt der interventionellen Phase war die
Verdnderung von [TIMP2]*[IGFBP7] im Urin
vor/nach der Intervention. Alle Patienten er-
hielten Thiopental (Induktion) sowie Sevoflu-
ran (Aufrechterhaltung), da in der Literatur
Hinweise auf eine Interfenz zwischen Pro-
pofol und RIPC existieren. Sekundare Ziele
betrafen die Inzidenz und den Schweregrad
einer AKI. Hierzu wurde die beobachtende
Patientenkohorte (erste Phase) mit einbezo-
gen.

Ergebnisse

Die absoluten Verdnderungen von [TIMP-
21*[IGFBP7] waren in allen RIPC-Gruppen
signifikant hoher (p<0,01). Obwohl wir kei-
ne Dosis-Wirkungs-Beziehung in den vier
verschiedenen Gruppen beobachteten, re-
agierten 9 (60%) der urspriinglich 15 Non-
Responder in der letzten 3x5 min-Gruppe auf
eine Nachbehandlung mit hoherer Intensitat
(2x10 min). Im Vergleich zur kombinierten
Kontrollgruppe (Observation + ShamRIPC)
entwickelten Patienten unter RIPC signifikant
seltener eine AKI in den ersten postoperativen
72 Stunden (37,5% vs. 61,0%; p=0,003).

Tabelle 1
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Interpretation

Alle RIPC-Dosierungen konnten die Biomar-
ker-Konzentration signifikant erhéhen und
das Auftreten einer AKI im Vergleich zur Kon-
trollgruppe signifikant senken. Eine hochdo-
sierte RIPC fiihrte zum Konzentrationsanstieg
bei der Mehrzahl der Patienten, die auf eine
vorherige, niedrige Dosis nicht ansprachen.
Insgesamt [dsst sich ein protektiver Effekt fiir
RIPC in Bezug auf das Auftreten einer AKI ab-
leiten.

Literatur
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Dosis-Wirkungsbeziehung verschiedener RIPC-Dosen vs. Sham-RIPC auf [TIMP-2]*[IGFBP7].

Sham-RIPC RIPC 3x5 RIPC 3x7 RIPC 3x10 RIPC 3x5 + 2x10
[TIMP-2]*[IGFBP7] 0,025 0,465 0,280 0,385 0,430
Differenz (Median)
p-Wert <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

RIPC, entfernte ischdmische Priakonditionierung.

* Mann-Whitney-U-Tests mit Holm-Korrektur bei multiplen Vergleichen, p-Wert durchgehend <0,001
nach Kruskal-Wallis fiir Vergleiche zwischen den Gruppen.

Tabelle 2
Patienten-fokussiertes Outcome.

Observation Intervention

Kontrolle Sham- RIPC 3x5 RIPC 3x7 | RIPC 3x10 | RIPC 3x5 | p-Wert
(n=80) RIPC (n=20) (n=20) (n=20) + 2x10
(n=20) (n=20)
AKl'in 72 h, | 50 (62,5) 11 (55) 7 (35) 8 (40) 8 (40) 7 (35) 0,745*
No. (%)
Schweregrad der AKI, No. (%) 0,701*
Grad 1 26 (52,0) 6 (54,5) 3(42,9) 3(37,5) 3(37,5) 6 (85,7)
Grad 2 13 (26,0) 3(27,3) 2 (28,6) 3(37,5) 4 (50,0) 1(14,3)
Grad 3 11(22,0) 2(18,2) 2 (28,6) 2 (25,0 1(12,5) 0 (0)
NET an 2/65 (3,1) 0(0) 117 (5,9) | 0(0) 0(0) 0(0) 0,424*
Tag 90+
MAKEg** 25(31,3) 4 (20) 6 (30) 6 (30) 4 (20) 6 (30) 0,888*

AKI, akute Nierenschadigung; MAKE, major adverse kidney events; RIPC, entfernte ischamische

Prakonditionierung; NET, Nierenersatztherapie

* Fisher’s Exact-Test zum Vergleich der Studienarme

$ Verstorbene Patienten wurden exkludiert

** Persistierende renale Dysfunktion (Tag 90: Serum-Kreatinin =0,5 mg/dL in Bezug auf Ausgangswert).
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Fragestellung

Spontanatmungsaktivitdt (SB) kann die Lun-
genfunktion im akuten Lungenversagen
(ARDS) verbessern und die Beatmungszeit
verkiirzen [1]. Jedoch kann es zur sogenann-
ten Subjekt-Ventilator-Asynchronie kommen,
die mit einer erhdhten Sterblichkeit assoziiert
war [2,3]. Wir stellten die Hypothese auf, dass
eine erhohte Subjekt-Ventilator-Asynchronie
den Lungenschaden verstarkt.

Methodik

Nach behordlicher Genehmigung (DD24.1—
5131/394/76) wurde in 21 analgosedierten
Schweinen ein akutes Lungenversagen mittels
Surfactantdepletion und anschlielender scha-
digender Beatmung (AP=30 cmH.O; positiver
endexspiratorischer Druck (PEEP)=0 cmH,O)
induziert. Anschliefend wurden die Tiere ran-
domisiert einer von drei Gruppen zugeordnet
(n=7/Gruppe): 1) SB + Asynchronie (Asy),
2) SB ohne Asynchronie (Syn) und 3) keine SB,
kontinuierliche Muskelrelaxierung (Con). Alle
Tiere wurden im Biphasic Positive Airway-
Pressure Modus (BIPAPassist) beatmet: Tidal-
volumen (Vy) = 6 ml/kg, PEEP = 10 cmH,O,
inspiratorische ~ Sauerstofffraktion (FO,) =
1,0. Die Asynchronie wurde durch zuféllige
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Variation der Inspirationszeit und der Atem-
frequenz sowie durch endexspiratorische
Haltemandver mittels externer Steuerung des
Beatmungsgerdtes induziert. Gasaustausch,
Hamodynamik, respiratorische  Variablen
und die Ventilationsverteilung (Elektroimpe-
danztomographie) wurden tber 12 Stunden
untersucht. Postmortal wurden randomisiert
Proben des linken Ober- und Unterlappens
gewonnen (je 5-6 Proben ventral und dorsal)
und stereologisch mittels Punkt-Linien-Sys-
tem (70-150 Blickfelder/Region) die mittlere
Septumdicke, das Atelektasenvolumen und
die bellftete Lungenfldche bestimmt. Weiter-
hin wurden molekularbiologische Marker des
Lungenschadens und das Nass-zu-Trocken-
Verhiltnis der Lunge bestimmt. Zur Ermittlung
des mittleren diaphragmalen Muskelfaser-
durchmessers wurden 50 einzelne Muskel-
fasern in 4-5 Blickfelder einer ventralen und
dorsalen Zwerchfellprobe nach der Methode
des kleinsten Innendurchmessers bestimmt.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Programmiersprache R (Modul: Ime(); Packet:
nlme) mittels allgemeinem linearen Modell
(Innersubjektvariable: Zeit bzw. Lungenre-
gion; Kontrast: polynomial). Statistische Signi-
fikanz wurde bei P<0,05 angenommen.

Ergebnisse

Der Asynchronie-Index (AIX) (prozentualer
Anteil asynchroner Atemziige) war in der Asy-
Gruppe hoher (AIX: Asy: 15,9+5,7%, Syn:
1,6+0,9%). Die Oxygenierung (PaO./FO>),
der Sauerstoffverbrauch sowie Himodynamik
und Noradrenalinbedarf waren zwischen den
Gruppen nicht unterschiedlich. Die Atemfre-
quenz war in der Asy- und Syn-Gruppe héher
als in der Con-Gruppe (p=0,005). Vr, PO.1-
Wert (Mundverschlussdruck 0,1 Sekunden
nach Inspirationsbeginn) und die Atemarbeit
unterschieden sich nicht zwischen der Asy-
vs. Syn-Gruppe. Der Pendelluftanteil war
in der Asy- vs. Syn-Gruppe héher, wéhrend
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die Verteilung der Beliiftung zwischen den
Gruppen nicht unterschiedlich war. Gen-
expression und Proteingehalt der Interleukine
6 und 8 sowie des Tumornekrosefaktors o,
des interzellularen Adhasionsmolekiils-I, des
vaskularen Zelladhadsionsmolekiils, des vas-
kuldren endothelialen Wachstumsfaktors und
von Amphiregulin im Lungengewebe sowie
das Nass-zu-Trocken-Verhdltnis unterschie-
den sich nicht zwischen den Gruppen. Die
mittlere Septumdicke, das Atelektasenvolu-
men sowie die beliiftete Lungenfliche waren
zwischen den Gruppen nicht unterschiedlich
(Abb. 1). Der mittlere diaphragmale Muskel-
faserdurchmesser unterschied sich nicht zwi-
schen den Gruppen.

Interpretation

In diesem ARDS-Modell am Schwein fiihrte
eine Subjekt-Ventilator-Asynchronie weder
zu einer Zunahme des Lungenschadens noch
zu einer Verdnderung des diaphragmalen
Muskelfaserdurchmessers.
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Fragestellung

Im hamorrhagischen Schock ist unverziig-
liches Handeln unabdingbar, um schwere
bleibende Schdden von dem Patienten ab-
zuwenden. Unterschiedliche Losungen zur
Verfiigung. Jedoch stehen dazu in den letzten
Jahren im Fokus kontroverser Diskussionen.
Nach den aktuellen europdischen Empfeh-
lungen soll primér ein Kristalloid zum Einsatz
kommen, um eine addquate Makrozirkulati-
on wiederherzustellen [1]. Von dieser kann
jedoch nicht automatisch auf eine effektive
Sauerstoffversorgung geschlossen werden.
Die hier vorgestellte Studie untersucht im
Groftiermodell die Auswirkungen unter-
schiedlicher Infusionslosungen auf die zereb-
rale Perfusion und neuronale Integritat.

Methodik

Nach behérdlicher Genehmigung wurde bei
24 andsthesierten Hausschweinen mittels
einer kalkulierten arteriellen Blutentnahme
(35-40 ml kg") ein hdmorrhagischer Schock
induziert. Nach 30-miniitiger Schockpha-
se erfolgte randomisiert eine Stabilisierung
mittels 35—-40 ml kg der Kolloide Gelatine-
Polysuccinat (GP) oder Hydroxyethyl-Starke
130/0,4 (HES) beziehungsweise kristalloider
Vollelektrolytlésung (VEL). Wahrend der
vierstiindigen Uberwachung wurde mittels
zerebralem ,arterial spin labeling”-MRT (Ma-
gnetom Prisma; Siemens, Germany), einem
kontrastmittelfreien Verfahren, die zerebrale
Perfusion bestimmt und mit der Entwicklung
von Hdmodynamik und Laborparametern
verglichen [2,3]. Post mortem wurden neuro-
nale Zellen in kryokonservierten Biopsien aus
acht spezifischen Regionen von Cortex und
Hippocampus mittels DAPI angefarbt und de-
ren Anzahl automatisiert ausgezahlt. Weiter-
hin wurden zerebrale Inflammations- (LCN-2;
IL-6, TNF-0) und Biomarker der neuronalen
Schadigung (SLC2A, AQP4, GFAP) mittels
realtime-PCR gemessen. Die statistische Aus-
wertung erfolgte mittels Zwei-Wege-ANOVA
und post hoc Student-Newman-Keuls-Test
beziehungsweise Kruskal-Wallis-Test.

Ergebnisse

In dieser Studie wurde ein hdamorrhagischer
Schock mit einem signifikanten Abfall des

34. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

mittleren arteriellen Blutdrucks und des Herz-
zeitvolumens induziert. In allen Gruppen
kam es zu einer addquaten Stabilisierung der
Hamodynamik. Zeitgleich konnte ein deutli-
cher Anstieg der zerebralen Perfusion gemes-
sen werden (Abb. 1). Dieser war insbesondere
nach GP-Gabe fiir die folgenden vier Stunden
nachweisbar. Parallel kam es, fihrend in den
Kolloid-Gruppen, zu einem signifikanten Ab-
fall der Hdimoglobinkonzentration. In beiden
Kolloid-Gruppen zeigte sich eine signifikant
geringere Zahl vitaler Zellen im Vergleich
zur VEL-Gruppe (0,9+0,2 und 0,8+0,2 vs.
1,1£0,2 Zellen/um?; p<0,05). Die Analyse
der Biomarker zeigte nach GP eine signifi-
kante Erhéhung der TNF-alpha- und LCN-
2-Expression im Cortex sowie eine Erniedri-
gung der SLC2A- und GFAP-Expression im
Hippocampus.

Interpretation

Alle drei gewdhlten Infusionslésungen wa-
ren in der Lage, eine addquate Stabilisierung
der Hamodynamik zu gewahrleisten. Dabei
konnte ein hoherer Wirkungsgrad bei den
kolloidalen Losungen detektiert werden. Die
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gesteigerte  Makrozirkulation fiihrte jedoch
nicht zu einer besseren zerebralen Sauer-
stoffversorgung [4], sondern hatte negative
Auswirkungen auf die zerebrale Integritat.
Diese erschien nach GP-Infusion am ausge-
pragtesten. Die Ursache dieses Phinomens ist
bisher nicht bekannt und kénnte neben der
Hamodilutions-assoziierten Gewebehypoxie
auf einen direkten Effekt von GP hindeuten.
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