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Vorwort

Sehr geehrte Damen und Herren,
liebe Kolleginnen und Kollegen,

Sie halten den Abstrakt-Jubilaumsband anlasslich der

30. Wissenschattlichen Arbeitstage (WAT) der

Deutschen Gesellschaft fir An&sthesiologie und Intensivmedizin
(DGAI) im Februar 2016 in Handen. Die folgenden Seiten

zeigen in chronologischer Reihenfolge die Lebenslaufe und die
Abstrakte, mit denen die Stipendiaten im jeweiligen Jahr das
DGAI-Forschungsstipendium der Fresenius-Stiftung errungen haben.

Das Stipendium der Fresenius-Stiftung wurde erstmals 1992
im Rahmen der Wissenschaftlichen Arbeitstage vergeben.
Die Veranstaltung hat sich im Laufe der Jahre bestandig weiterentwickelt und wir kbnnen feststellen,
dass die WAT sich zu einer in Deutschland einmaligen Veranstaltung etabliert haben, auf der
unverdffentlichte hochkaratige wissenschaftliche Arbeiten aus dem Gebiet der Anasthesiologie
prasentiert und diskutiert werden. Mittlerweile sind die WAT der DGAI ein fester Treffpunkt junger
sowie erfahrener Wissenschaftler unseres Faches. Die daraus entstehenden wissenschaftlichen
Netzwerke der jungen Nachwuchswissenschaftler bilden die Basis fir die weitere nationale und
internationale wissenschaftliche Entwicklung unseres Fachgebietes.

Der Erfolg dieser Veranstaltung hat viele Vater und Mitter. Die langjahrige, grof3ztigige Forderung
durch die Fresenius-Stiftung, mit dem Stipendium flr den besten Abstrakt, ist Ansporn und Motivation
fur alle Teilnehmer. Besonderer Dank und Anerkennung gebiihrt dabei Herrn Dr. Manfred Specker,
der von Anfang an diese Veranstaltung geférdert und wohlwollend begleitet hat. Uber viele Jahre
wurden die WAT durch Unterstitzung der Else-Kroner-Fresenius-Stiftung ermdglicht. Die seit Beginn
grol3zigige Finanzierung der WAT durch die DGAI war und ist die Basis fiir die Organisation dieser
Veranstaltung. Nicht zuletzt sind es aber auch die von Jahr zu Jahr zunehmenden Teilnehmerzahlen
und die eingereichten Abstrakte, welche die WAT der DGAI zu einer hochkaratigen und anerkannten
Plattform flr die wissenschaftliche Prasentation und Diskussion der aktuellen Forschung im
Fachgebiet der Anasthesiologie in Deutschland werden lieRen.

~Wer aufhort, besser zu werden, hat aufgehort gut zu sein.” In diesem Sinne winsche ich mir als

Leiter der WAT und als Vorsitzender des Wissenschaftlichen Komitees mit Ihrer Hilfe viele weitere
erfolgreiche WAT und Ihnen eine gute Lektlre dieses Jubilaumsbandes.

Ihr
ff'& q? ceceex

Prof. Dr. N. Roewer




GruRwort

Liebe Kolleginnen und Kollegen,

ich freue mich, Sie als Prasidentin der Deutschen Gesellschaft

fur Anasthesiologie und Intensivmedizin zu der Jubilaums-
veranstaltung der nunmehr 30. Wissenschaftlichen Arbeitstage

in Wirzburg ganz herzlich zu begrif3en. Wir sind stolz auf dieses
einzigartige Forum fur den wissenschaftlichen Nachwuchs unter
der bewahren Leitung der Wirzburger Ordinarien Prof. Weil3

(von 1986-1995) und Prof. Roewer (seit 1996). Die Veranstaltung
findet traditionell in der besonderen Atmosphére der altehrwiirdigen
Festung Marienberg statt.

Die WAT bieten eine hervorragende Plattform fir die

Prasentation von aktuellen Forschungsergebnissen in allen Bereichen unseres Fachgebietes und
die kritische fachliche Diskussion mit den eingeladenen Experten. Die anhaltend hohe Resonanz
und die standig steigende Qualitat der eingereichten Abstracts reflektiert die grof3e Begeisterung
und Motivation unserer Kolleginnen und Kollegen fiir die anésthesiologische Forschung. Wéahrend in
der Vergangenheit die experimentelle Forschung die Veranstaltung dominierte werden in diesem
Jahr auch vermehrt klinische Studien vorgestellt.

Personlich erinnere ich mich noch sehr gut an die aufregende Situation als Referentin Anfang der
90er Jahre. Gefurchtet waren damals wie heute die kritischen Fragen aus den ersten Reihen! Nach
Bestehen der inhaltlichen und formalen Diskussion kam dann die Abstimmung Uber die Publikation
des Abstracts und bei positivem Votum dann die grof3e Erleichterung! Am Abend wurde und wird
traditionell in den Gewdlben der Festung gefeiert.

Wieder wird das Forschungsstipendium der Fresenius Stiftung fir die beste Prasentation und
Abstract verliehen und ich darf hier noch einmal den hochambitionierten Preistrdgern der
vergangenen Jahre gratulieren, die lhre Ergebnisse erfolgreich verteidigt haben. Sie sind
mittlerweile in verantwortungsvollen Fihrungspositionen anzutreffen. Mit Spannung sehen wir auch
der diesjahrigen Auszeichnung entgegen. Bewundernswert sind die Alumni-Kultur und der grof3e
Zusammenhalt der Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler, der durch das jahrlich stattfindende
traditionelle Preistrager-Meeting, das von Herrn Dr. Specker und seiner lieben Frau in besonderer
Weise gepflegt und unterstiitzt wird.

Als Prasidentin der DGAI bin ich stolz auf die aktiven wissenschaftlichen Arbeitsgruppen an den
deutschen Lehrstiihlen. Denn die wissenschaftliche Profilierung und internationale Sichtbarkeit wird
die Zukunft unseres Fachgebietes entscheidend gestalten.

Ich winsche mir die erfolgreiche Fortfiihrung dieser so wichtigen und einzigartigen Veranstaltung
und danke den Ideengebern und der wissenschaftlichen und organisatorischen Leitung sowie ganz
besonders Herrn Dr. Specker fir die von Anfang an passionierte Begleitung und Unterstiitzung der
WAT

lhre

Fleoa U3

Prof. Dr. Thea Koch
Prasidentin der DGAI
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GruRwort

Sehr geehrte Verantwortliche und Promotoren der
Wissenschaftlichen Arbeitstage, verehrte Referentinnen
und Referenten, liebe Preistragerinnen und Preistrager
des Forschungsstipendiums,

30 Jahre WAT bedeuten, dass rund 1000 forschungsorientierte
junge Anasthesistinnen und Anasthesisten den Weg zur Festung
Marienberg in Wirzburg gefunden haben, um vor kritischen
Kolleginnen und Kollegen die Ergebnisse ihrer wissenschaftlichen
Arbeiten vorzustellen und zu verteidigen. Allen gebihrt héchstes
Lob und aufrichtige Anerkennung. Haben sie doch unter Beweis
gestellt, dass es mit Motivation und Leistungsbereitschaft gelingt,
trotz stressigen klinischen Einsatzes exzellente Forschung zu
betreiben.

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

Wer das hohe MalR an Motivation miterleben durfte, das die jungen Wissenschaftler bis heute
auszeichnet, kann nur mit Stolz und Anerkennung auf die seitherigen Arbeitstage zuriick blicken,
herzlich allen Akteuren gratulieren und mit Freude den zukiinftigen Veranstaltungen
entgegensehen. Das leistungsintensive Kooperationsmodell ist nicht nur fur die Teilnehmer ein
Gewinn, sondern fiir das ganze Fach eine grof3e Bereicherung.

So dirfen alle Beteiligten stolz auf das Erreichte sein. Die Ideengeber und Initiatoren sehen ihre
Erwartungen erfullt. Die Kritiker wurden eines Besseren belehrt. Die Akteure haben durch
permanente Optimierungen ein Hochstmald an Kompetenz und Objektivitat geschaffen. Die
Beteiligung fachunabhéngiger Experten wurde zu einem unschatzbaren Gewinn. Zum
begeisternden Stimulans trug der Wettbewerb um das Forschungsstipendium der Fresenius-Stiftung
bei, dessen Gewinner heute in verantwortungsvollen und fur das Fach richtungweisenden
Positionen anzutreffen sind und die durch das traditionelle Preistrager-Meeting einen kollegialen
Alumni-Kreis bilden, der in alle AINS-Bereiche hineinwirkt.

Als ,passionierter Mitstreiter* und als Ehrenmitglied der DGAI, der ich dem Fach Anasthesiologie,
der DGAI und den WAT seit Anbeginn eng verbunden bin, begliickwinsche ich alle, die sich fur den
Erfolg der WAT mit Engagement und Tatkraft eingesetzt haben und Ubermittle meinen tief
empfundenen Dank. Die Fortsetzung der Erfolgsgeschichte erwarte ich mit Spannung und Freude.

Dr. Manfred Specker
Ehrensenator der Universitat Ulm
Vorstandsvorsitzender der Fresenius-Stiftung




Jens Scholz

1992

Biochemische Verinderungen bei der Malignen Hyperthermie

Bestimmung von cAMP, Inositolphosphaten und «, -, §, - und
%,-Adrenorezeptorendichten

I. Scholz, M. Steinfath, N. Roewer und J. Schulte am Esch

Abteilung fiir Andsthesiologie,
Universitats-Krankenhaus Eppendorf, Hamburg

Fragestellung. Bei der malignen Hyperthermie (MH) handelt es sich
um einen genetischen Defekt der myoplasmatischen Ca®>*-Homéo-
stase mit einer begleitenden hypermetabolen Stoffwechselentglei-
sung, die durch volatile Inhalationsaniisthetika und depolarisieren-
de Muskelrelaxanzien getriggert werden kann. Der der MH zugrun-
deliegende Defekt und der Triggermechanismus sind nicht genau
bekannt. Genetische Untersuchungen legten kiirzlich nahe, daB
moglicherweise eine Mutation des Ryanodinrezeptors verantwort-
lich ist. Neuere Untersuchungen zeigten allerdings, daBl bei einigen
Patienten eine Mutation vorliegt, wihrend bei anderen Patienten
der MH-Defekt eine Verdnderung des Ryanodinrezeptors nicht mit
cinschlieft. Von Levitt et al. [2] wurde daher als wahrscheinliche
Ursache fiir die Entstehung einer MH vermutet, da ein verindertes

»second messenger* System, z. B. von Inositolphosphaten [1, 3, 4] zu
verdnderten (Ryanodin)-Rezeptorfunktionen fithrt. In der vorlie-
genden Studie wurde daher der Gehalt der ,second messenger
¢AMP und Inositol-1,4,5-trisphosphat [1,4,5-IP,) bestimmt. Da
c¢AMP in - und 1,4,5-I1P; in 2,-adrenerge Mechanismen involviert
ist, wurden die f- und «,-Adrenozeptorendichten zusitzlich be-
stimmt.

Material und Methode. Die Versuche wurden, in Einklang mit dem
Tierschutzgesetz, an Herz- und Skelettmuskulatur von MH-emp-
findlichen (MHS: n=38) und MH-unempfindlichen (MHN; n=6)
Pietrainschweinen (Korpergewicht 20-30 kg) durchgefiithrt. Die
Schweine wurden durch intraperitoneale Gabe von Metomidat-
HCI (10 mg/kg KG; Janssen, Neuss, FRG) narkotisiert. Sobald eine
ausreichende Narkose (nach 5-10 min) eingetreten war, wurden die
Schweine nach BolzenschuB aus den Karotiden entblutet. Die Klas-
sifikation erfolgte durch den Coffein-Halothan-Kontrakturtest am
Skelettmuskelbiopsat entsprechend den Kriterien der ,,European
Malignant Hyperthermia Group*. Herz- und Skelettmuskel (M. ex-
tensor digitorum longum) wurden nach Préparation fiir die bioche-
mischen Bestimmungen in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die
cAMP-Bestimmung erfolgte mit einem Radioimmunoassay, die der
Inositolphosphate mit einer HPLC-Methode, und die «,-, ;- sowie
f,-Adrenozeptorendichten wurden mit radioaktiv markierten Ant-
agonisten ermittelt. Die statistische Analyse erfolgte mit dem Stu-
dent t-Test fiir unverbundene Proben. Signifikanz wurde aufl dem
5%-Niveau (p <0,05) angenommen.

Ergebnisse. (A) cAMP: Im Skelettmuskel gab es einen signifikant
hoheren Gehalt an cAMP in MHS (1,24 pmol/mg Feuchtgewicht
(FG) als MHN (0,85 pmol/mg FG). Am Herzen gab es keinen unter-
schiedlichen cAMP-Gehalt zwischen MHS und MHN. (B) 1,4,5-
IP;: In Herz- und Skelettmuskulatur gab es einen hdheren 14,5-
IP;-Gehalt in MHS als MHN. Dariiber hinaus war der Unterschied
am Skelettmuskel ausgeprigter (369 % vs. 148 %). (C) Adrenozepto-
ren: Die «,-Adrenozeptordichte war in Herz- und Skelettmuskula-
tur von MHS (16 fmol/mg Protein) und MHN (18 fmol/mg Protein)
vergleichbar. Die totale f-Adrenozeptorendichte war in MHS und
MHN gleich, allerdings am Herzen (80 fmol/mg Protein) héher als
am Skelettmuskel (30 fmol/mg Protein). Des weiteren gibt es am
Herzen 80% f,- und 20% f,-Adrenozeptoren, wiahrend am Ske-
lettmuskel zu 95% f,-Adrenozeptoren nachweisbar waren.

Schlufifolgerungen. Die Untersuchungen zeigen, daB bei der MH
verdnderte ,,second messenger” Systeme involviert sein koénnten.
Dariiber hinaus lassen die Befunde eine primire Myokardbeteili-
gung moglich erscheinen.

Der Anstieg des 1,4,5-IP; ohne begleitende Verdnderung der
a,-Adrenozeptorendichte konnte entweder durch eine Verdnderung
des Guanin-Nukleotid-bindenden Proteins (G-Protein), das die Re-
zeptor-vermittelte Beeinflussung des ,second messenger* moduliert,
erkldrbar sein, oder darauf hindeuten, daB weitere Rezeptoren mit
demselben ,second messenger“-System, z. B. Serotoninrezeptoren,
die 1,4,5-1P, Verdnderungen bewirken. Eine mogliche Erklarung fir
den fehlenden Unterschied im cAMP-Gehalt am Herzen wiire, daf3
der detektierbare Unterschied im cAMP-Gehalt im Skelettmuskel
durch f,-Adrenozeptoren bedingt ist. Offenbar wird dadurch ein
mdoglicher Unterschied im cAMP-Gehalt von MHS und MHN am
Herzen durch den {iberwiegenden f, -Gehalt maskiert.

Literatur. 1. Foster PS, Gesini E, Claudianos C, Hopkinson KC,
Denborough MA (1989) Inositol 1,4,5-trisphosphate phosphatase
deficiency and malignant hyperpyrexia in swine. Lancet 11:124-127.
— 2. Levitt RC, Meyers D, Fletcher JF, Rosenberg H (1991) Molecu-
lar genetics and malignant hyperthermia. Anesthesiology 75:1-3. -
3. Scholz J, Roewer N, Rum U, Schmitz W, Scholz H, Schulte am
Esch J (1991) Possible involvement of inositol-lipid metabolism in
malignant hyperthermia, Br J Anaesth 66:692-696. — 4. Scholz J,
Troll U, Schulte am Esch J, Hartung E, Patten M, Sandig P,
Schmitz W (1991) Inositol-1,4,5-triphosphate and malignant hyper-
thermia. Lancet 337:1361
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Studium der Humanmedizin am UKE in Hamburg
Stipendiat der Friedrich Ebert Stiftung

Klinik fur An&sthesiologie im UKE

Promotion

Mitarbeiter am Pharmakologischen Institut im UKE
Dr. Martini Preis

Mitarbeiter in der Klinik fur Andsthesiologie im UKE
Facharzt fur Anasthesiologie

Fachkundenachweis Rettungsdienst

Habilitation und Venia legendi fir das Fach An&sthesiologie
Fresenius-Preis DGAI

Universitats-Professor (C 3) fur Andsthesiologie im UKE, Hamburg
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Vorsitzender wissenschaftliche Programmkommission der DAC
Mitglied des wissenschaftlichen Beirates der Bundesarztekammer
Prodekan der Medizinischen Fakultat der CAU zu Kiel

Executive MBA, Universitat St. Gallen

Vorstandsvorsitzender des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein
DGAI-Ehrennadel in Gold

Mitglied des Vorstand des Verbandes der Universitatsklinika Deutschlands
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Manfred Thiel

1993

Stimulus — spezifische Effekte von Adenosin auf die
Expression von Adhisionsmolekiilen humaner
polymorphkerniger Leukozyten

M. Thiel’, D. Chambers? A. Schldsser!, A. Chouker!,
H. Bardenheuer!, K. Peter' und K. Arfors?

! Institut fiir Anésthesiologie, Klinikum GroBhadern, Ludwig-Ma-
ximilians-Universitidt Miinchen

2 La Jolla Institute for Experimental Medicine, La Jolla, San Diego,
California

Fragestellung. Der erste Schritt bei der Abwehr von Infektionen ist
die Adhésion von polymorphkernigen Leukozyten (PMNL) an das
GefiBendothel. Die Adhérenz der Zellen wird durch Adhidsionsmo-
lekiile vermittelt, deren Expression inflammatorisch wirksame Me-
diatoren wie das chemotaktische Tripeptid FMLP, der Platelet Ac-
tivating Factor (PAF) und der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF)
regulieren. FMLP [2] und PAF [1] aktivieren PMNL sowohl durch
den Anstieg von intrazellulirem Kalzium (Ca* ™) als auch durch
den Ca™* *-unabhingigen Proteinkinase C Weg. Hingegen aktiviert
TNF PMNL ohne das intrazellulidre Ca* " zu verindern [3]. Ade-
nosin (ADO) ist bekanntlich im Organismus ein potenter extrazellu-
lirer Botenstoff, der z. B. am PMNL die O,-Radikalproduktion

durch Hemmung von intrazellulirem Ca™* * reguliert [2]. Es war
daher Ziel der Studie, den EinfluBl von ADO auf die Expression von
Adhisionsmolekiilen humaner PMNL nach Aktivierung mit den
aufintrazelluldres Ca™ * unterschiedlich wirkenden Stimuli FMLP,
PAF und TNF niher zu charakterisieren.

Methodik. Die Expression der Adhdsionsmolekiile auf PMNL wur-
de durch Fluoreszenz aktivierte Zellanalyse im antikoagulierten
(Heparin 10 U/ml) und mit HBSS-Medium 1:2 verdiinnten Vollblut
gesunder Spender bestimmt. Die Adhédsionsmolekiile aus der Fami-
lic der f5,-Integrine wurden mit dem murinen monoklonalen Anti-
korper (MAB) IB4 nachgewiesen, der mit der f-Kette (CD18) aller
f,-Integrine reagiert. Der Nachweis von L-Selektinen erfolgte mit
dem murinen MAB Dreg 200, der an ein Epitop im zellmembranfer-
nen Abschnitt des Adhasionsmolekiils bindet, das nach Aktivierung
der PMNL von der Zelloberfliche abgetrennt wird. Der Einflu3
von ADO auf die Expression der Adhédsionsmolekiile wurde mit
metabolisch stabilem 2-Chloroadenosin (2-CL-ADO) untersucht.
Nach Prdinkubation der Zellen in An- bzw. Abwesenheit von 2-CI-
ADO (5x 1077 M, 107% M; 30 min; 37° C) wurden die PMNL mit
aufsteigenden Konzentrationen von PAF, FMLP oder TNF stimu-
liert (15 min, 37° C) und die Expression der Adhésionsmolekiile
bestimmt.

Ergebnisse. Die Rezeptor-vermittelte Aktivierung von PMNL
durch FMLP, PAF und TNF bewirkt eine konzentrationsabhéngi-
ge Steigerung der f,-Integrine (Abb. 1 und Tabelle 1). 2-CI-ADO
hemmt die FMLP — und PAF - induzierte Expression der f,-Inte-
grine, nicht dagegen die Wirkung von TNF. Im Gegensatz zu
FMLP und TNF bewirkt PAF keine Abnahme der L-Selektine.
2-CI-ADO beeinflufit die Verringerung der L-Selektine nicht.

Schlufifolgerungen, 2-CI-ADO zeigt stimulus-spezifische Hemmef-
fekte aufl die Expression der f,-Integrine, Ursache hierfiir kénnte
der kalzium-antagonistische Effekt von ADO sein [3], der die Wir-
kung der kalzium-abhéngigen Aktivatoren FMLP und PAF
hemmt. Im Gegensatz dazu sprechen der fehlende Einfluff von
ADO und die unterschiedlichen Effekte von FMLP bzw. PAF auf
die L-Selektine fiir eine kalzium-unabhédngige Regulation dieser
Adhisionsmolekiile.

Literatur. 1. Rediske JJ, Quintavalla JC, Haston WO, Morrissey
MM, Seligman B (1991) Platelet activating factor stimulates intra-
cellular calcium transients in human neutrophils: involvement of
endogenous S-lipoxygenase products. J Leukoc Biol 51:484-489.
2. Thiel M, Bardenheuer H (1992) Regulation of oxygen radical
production of human polymorphonuclear leukocytes by adenosine:
the role of calcium. Europ J Physiol 420:522-528. — 3. Utsumi T,
Klostergaard J, Akimaru K, Sato EF, Yoshioka T, Utsumi K (1992)
Effect of tumor necrosis factor-alpha on the stimulus-coupled re-
sponses of neutrophils and their modulation by various inhibitors.
Physiol Chem Phys Med NMR 24:77-88
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Abb. 1. Hemmeffekt von 2-CI-ADO (halboffene Symbole:
5% 10~7 M, geschlossene Symbole: 10~ M) auf die FMLP indu-
zierte Steigerung von f,-Integrinen (Kreise) und dic Abnahme von
L-Selektinen (Quadrate). Mittelwerte; n=7; gep. t-Test; * p<0,05
vs. Kontrolle (offene Symbole), korrigiert nach Bonferroni

Tabelle 1. Effekt von 2-Cl-ADO auf diec Expression von ff,-Integri-
nen und L-Selektinen nach Aktivierung von PMNL mit PAF und
TNF

B,-Integrine(rel. F1.) L-Selektine(rel.FL)

2-CI-ADO (M) 2-Cl-ADO-(M)
0 SEE107Y  A0FS 0 1052
Kon 91 93 96 66 65
PAF(M)
10-8 2154 153* 149* 68 70
1072 253 4% 182* 184* 59 66
TNF(U)}
10 199 # 201 200 204 364
1000 356 4 330 349 44 10 3%

Mittelwerte; n=7; gep. t-Test; * p<0,05 vs. PAF ohne 2-C1—AD_O,
korrigiert nach Bonferroni; # p<0,05 vs. Kon.; rel. Fl. (relative
Fluoreszenz)
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Prof. Dr. med. Manfred Thiel (* 27.03.1959)
Direktor, Klinik fur Anasthesiologie und Operative Intensivmedizin
Universitatsmedizin Mannheim (UMM)

CURRICULUM VITAE

2009 — heute W3-Professor fir ,,Andsthesiologie und Operative Intensivmedizin“ an der Medizinischen
Fakultat Mannheim der Universitat Heidelberg

2005 AuBerplanmafiger Professor an der medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat
Munchen (LMU)

Leitender Oberarzt an der Klinik flr Anasthesiologie der medizinischen Fakultat der LMU
2004 Leiter des Forschungslabors der Klinik fiir Andsthesiologie an der medizini-schen Fakultat der LMU

2003 Leiter der anasthesiologischen Lebertransplantationsgruppe an der Klinik fiir Anasthesiologie der
medizinischen Fakultat der LMU

2001 Visiting Research Fellow in the Biochemistry and Immunopharmacology Section, Laboratory of
Immunology, National Institute of Allergy and Infectious Disease, National Institutes of Health, Bethesda,
USA

2000 Leitender Oberarzt der anasthesiologischen Intensivstation an der Klinik fir Anésthesiologie der
medizinischen Fakultat der LMU

1999 Lehrbefugnis fur das Fach Anasthesiologie: Priv.-Doz.
1998 Habilitation: Dr. med. habil.

1993 Arzt fir Anasthesiologie

1988 Promotion zum Dr. med. (Summa Cum Laude)

PREISE

DGAI-Forschungsstipendium, Wissenschatftliche Arbeitstage, Wirzburg, Deutsche Gesellschaft
fur Anasthesiologie und Intensivmedizin, 1993

First Place Winner Research Contest, 48th PGA Meeting, New York, New York State Society of
Anesthesiology, 1995

Fogarty Supplemental Visiting Fellowship Award, Bethesda, Washington, National Institutes of
Health, 2001

Fogarty Supplemental Visiting Fellowship Award, Bethesda, Washington, National Institutes of
Health, 2003

Heinrich-Drager Preis fur Intensivmedizin, DAC Minchen, Deutsche Gesellschaft fur
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! Institut fiir Anaesthesiologie der Universitit Wiirzburg und
2 Institut fiir Exp. und Klin. Pharmakologie der Universitit Graz

Fragestellung. Die Intensitéiit neurogener Entziindungen wird durch
den Immunmediator Interleukin-14 (IL-1/) verstarkt [1]. Experi-
mentell lassen sich neurogene Entziindungen durch Capsaicin her-
vorrufen. Capsaicin aktiviert afferente Gruppe IV-Fasern und setzt
aus den Nervenendigungen vasoaktive Neuropeptide frei (z.B. Sub-
stanz P, CGRP) [2]. Fiir eine gezielte pharmakologische Hemmung
dieser Entziindungsverstirkung ist von grofier Bedeutung, ob die
durch 1L-1p hervorgerufene Verstirkung der Capsaicin-induzierten
Vasodilatation auf einer Sensibilisierung neurogener oder vaskuld-
rer Strukturen beruht. Des weiteren wird in dieser Studie unter-
sucht, ob Stickstoffmonoxid (NO) an der Sensibilisierung beteiligt
ist.

Methodik. Untersucht wurden weibliche, mit Phenobarbital
(250 mg/kg KG ip.) andsthesierte Sprague-Dawley-Ratten (eine
Tierversuchsgenchmigung lag vor). Die Tiere waren tracheotomiert,
der Blutdruck wurde kontinuierlich in der A. carotis gemessen und
in Gruppe 3-35 (s.u.) wurden die Substanzen iiber einen Katheter in
die V. jugularis externa appliziert. Bei jeder Ratte wurden in die
linke Pfote subkutan 50 pg/10 pl IL-14 und in die rechte Pfote 10 pl
des Losungsmittels (LM; physiol. NaCl-Lsg.) injiziert. 40 min spi-
ter wurde an beiden Pfoten durch subkutane Injektion von 0,3 pg/
10 pl Capsaicin eine neurogene Entziindung induziert. Die Ratten
wurden wie folgt vorbehandelt: Gruppe 1 und 2. Je 6 Ratten wurden
2 Wochen vor den Untersuchungen entweder mit einer neurotoxi-
schen Dosis von Capsaicin (125 mg/kg KG, s.c.) (Gruppe 2) oder
mit dem Lésungsmittel fiir Capsaicin (Gruppe 1) vorbehandelt [3].
Die systemische Applikation von Capsaicin in dieser hohen Dosis
desensibilisiert unmyelinisierte (Gruppe 4) Afferenzen und bewirkt
einen Funktionsverlust der feinen Nervenendigungen. Gruppe 3-5.
Je 8 Ratten wurden 30 min vor der s.c.-Injektion von IL-1/ bzw.
LM intravends 1 ml/kg KG physiol. NaCl-Lsg. (Gruppe 3), 15 mg/
kg NYNitro-L-Arginin Methylester (L-NAME) (Gruppe 4) oder
15 mg/kg KG des inaktiven Enantiomers D-NAME (Gruppe 5)
injiziert. L-NAME ist ein Inhibitor der NO-Synthase. Die Registrie-
rung der Mikroperfusion in der Haut der Rattenpfote erfolgte mit-
tels Laser-Doppler-Flowmetrie (PF3, Perimed, Schweden). Die Prii-
fung auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen der Mikro-
perfusion an der rechten und der linken Pfote erfolgte mit dem
Vorzeichenrangtest nach Wilcoxon fiir gepaarte Stichproben
(p<0,05).

Ergebnisse. Bei den mit LM vorbehandelten Ratten (Gruppe 1)
bewirkt die s.c.-Injektion von 50 pg IL-1/ die bekannte Verstar-
kung der durch Capsaicin induzierten Vasodilatation [1]. Nach Vor-
behandlung der Tiere mit der neurotoxischen Capsaicindosis

(Gruppe 2) ist die Vasodilatation auf s.c.-injiziertes Capsaicin in der
Kontrollpfote (rechts) um 48% reduziert, der sensibilisierende Ef-
fekt von IL-18 in der linken Pfote nicht mehr nachweisbar. Die
Blockade der NO-Synthase mit L-NAME (Gruppe 4) verhindert
ebenfalls die IL-1p-induzierte Sensibilisierung, die nach Vorbe-
handlung mit physiol. NaCl-Lsg. (Gruppe 3) oder D-NAME
(Gruppe 5) voll ausgepriigt ist. Die Vasodilatation auf Capsaicin in
der Kontrollpfote ist von L-NAME nicht beeinfluBt.

Schiuffolgerung. Da nach dem Funktionsverlust unmyelinisierter
Afferenzen durch die systemische Capsaicinvorbehandlung, bei in-
takter Funktion des vaskuldren Systems, keine Verstdarkung der von
Capsaicin induzierten Vasodilatation durch IL-1£ auftritt, kann ge-
folgert werden, daf die IL-1f-bedingte Verstirkung auf einer Sensi-
bilisierung neurogener und nicht vaskuldrer Strukturen beruht.
Diese Aussage wird unterstiitzt durch den kiirzlich erhobenen Be-
fund, daB TL-1/ nicht die vasodilatatorische Wirkung des Neuro-
peptids CGRP verstirkt [1]. Es konnte ferner gezeigt werden, daB
diese Sensibilisierung von der Bildung von Stickstoffmonoxid (NO)
als intermediirem Messenger abhingt, die Wirkung von Capsaicin
aber von NO unabhingig ist.

Literatur. 1. Herbert MK, Holzer P (1994) Interleukin-14 enhances
capsaicin-induced neurogenic vasodilatation in the rat skin. Br J
Pharmacol 111:681-686. — 2. Holzer P (1992) Peptidergic sensory
neurons in the control of vascular functions: mechanisms and signi-
ficance in the cutaneous and splanchnic vascular beds. Rev Physiol
Biochem Pharmacol 121:49-146. - 3. Holzer P, Lippe IT, Amann R
(1992) Participation of capsaicin-sensitive afferent neurons in gastric
motor inhibition caused by laparotomy and intraperitoneal acid.
Neuroscience 48:715-722

Schliisselworter. Interleukin-14 — NO — neurogene Entziindung —
Capsaicin — kutane Hyperdmie
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Autoregulationsmechanismen und kritischer Verschluldruck der zerebralen Zirkulation bei

Herzstillstand durch induziertes Kammerflimmern

A. Weyland, J. Meinke, T. von Spiegel, M. Scholz, H. Stephan, H. Sonntag

Zentrum Anaesthesiologie, Rettungs- und Intensivmedizin, Universitiit Gottingen

Einleitung: Die Testung automatischer implantierbarer Cardiovenier-Defibrillator (AICD) Systeme bei
Pati mit schwerwi Herzrhy erfordent die repetitive Induktion von Kammer-
flimmern (VF). Blslnn!, existieren nur un;urclchcndc Erkenntnissc iiber die Ausw |rkun5,cn solcher himody-
namischen E auf b kulire Regulati chani Die vorl de Studie wurde
mit folgenden Zielsetrungen konzipiert: 1. den kritischen VerschluBdruck ("effective dow
EDP} des menschlichen GefiBsystems wiihrend kurzfnistiger Herz-Kreislaufstillstinde zu I:lcsummcn . die
Giiltigkent des EDP fiir die #zerebrale Zirkulation #u iberpriifen; 1|nd 3, die Veriinderungen des zercbrovasku-
liren Widerstands an Hand von Druck/Flub hwindigkeits-Bericl #u quantifizieren.

Methodik: Mit Zustimmung des drilichen Ethik-Komi wurden 10 Pari untersucht, die sich einer
Operation zur Implanation von AICD-Systemen umerzogen. Alle Patienten haten nach emsprechender In-
formation ihr Einverstiindis mit der Untersuchung schrifilich bestitigt. Das routinemiBige Vorgehen zur
Testung der AICD-Systeme wurde durch das Swudienprotokoll in keiner Weise beeinfluBt. Jeweils von 60 s
vor bis 300 s nach induziertem Herz-Kreislaufstillsiand wurden der invasiv ermittelte Druck in der A.
radialis (AP), der zemtralvendse Druck (CVP) sowic dic mittels transkranieller Doppler-Sonographic
£ FluBgeschwindigkeit in der A. cercbri media (V) synchron aul cinem Mikrocomputer
aufgezeichnet (Abtastfrequenz 55 Hz). I wurden 20 Perioden von induziertem VF ausgewertet. Der
EDP sowie der vendse Sullstandsdruck wurden durch Extrapolation der iellen bew. zentral
Druckkurven bestimmi. Da bei Existenz eines "vaskuliren Wasserfalls™ insk fere im Bereich extrem
miedriger AP-Werte der kritische VerschluBdruck anstelle des akwellen vendsen Drucks bericksichuigt
werden mub [ 1], wurde der zerebrale Perfusionsdruck (CPP) aus der Differens zwischen AP und dem jeweils
extrapolierten EDP berechnet. In Analogie zur Charakterisi des Gefifiwid ds durch die Sweigung
von Druck/FluB-Bezichungen wurden vor, wihrend und nach VF aus den ermiuelien Kurven CPP/V, ., -
Diagramme erstellt und fiir einzelne Herzaktionen #u definierten Zeitpunkten die P der jeweilig
Regressionsgeraden bestimmt. Hierbei wurde davon ausgegangen, dab etwaige Anderungen des beschallien

Gefifquerschnitts deutlich kleiner als Andcmn!,en des nachgeschal Gefabwid, ds waren und dic

4, b

Elufsind,

Vyjca sich somit weitg au prechenden | gen verhielt. Die statistische
Auswertung der Daten erfolgte mn Hlll'c von t-Tests fiir verbundene Stichproben sowie durch Korrelations-
und Re i Iysen. Bei multiplen Miuelwertvergleichen erfolgte cine Adjusticrung des Signifikanz-
niveaus nach Holm.

Ergebnisse: Dic mittlere Dauver des Herestillstands betrug 16 s (Bereich 7-35 s) Eine optimale Kurvenan-
passung sur Extrapolation des AP und CVP im kompleuen Kreislaufstllstand konnte durch bi- baw

monoexponenticlle Funktionen errcicht werden (Abb. 1). Der mittlere EDP betrug 24,749 mmHg (X £5D)
und und tiberstieg signifikant den miul Stillstandsdruck (15,2437 mmHg). Die qualitative
Auswertung der Druck/FluBgeschwindigkeits-D fiir den Zeitraum des Herzstillstands zeigte, dab
die Bluistrémung in der A. cerebri media bei anericllen Drucken sistiene, die jeweils sehr eng mit dem glo-
balen EDP iibereinstimmien. Ferner fand sich sich bei der Mehrzahl der Patienten bereits im Verlauf des
Herestillstands eine Verinderung in der Steigung der Druck/FluBgeschwindigkeits-Bezichung (Abb.2). Der
quantitative Vergleich der unmittelbar vor und nach VF besti CPP/Vyyo5-Bezichungen zeigre, dab
sich die mittleren Steigungen der jeweiligen Regressionsgeraden signifikant unterschieden (0,4120,14 versus
0.8 1=0,30). Dies entsprach ciner relativen Abnahme des zercbralen GefiBwiderstands um 49%, Dic Steigung
der CPP/V . ,-Bezichung nahm withrend der ersten 60 s nach Beendigung des VF wieder signifikant ab und
erreichte innerhalb des Registricrungszeitraums von 300 s das Ausgangsniveau (Abb, 2)

Schlubfolgerungen: Dic persistierende Differenz ewischen AP und CVP im Herze-Kreislaufstillstand belegt
dic Existenz ciner funktionellen Diskontnuitit ewischen antericllem und vendsem System. Hierbei zeigie
sich bei Patienten unter Femanyl/Isofluran-Anacsthesie fir den "vaskuliren Wasserfall” ein miutlerer
Druckgradient von 9.5 mmHg. Die sg,nchmncn Rcyslncrungcn der 1cn.'hr.'|!cn BlutMuBigeschwindigkeit
lassen erkennen, daf - indest bei plételichen B der hen Himod ik - auch
im Bereich der zercbralen Z1rku|:|1|on der effektive Perfusionsdruck durch cinen kritischen \-"crschluﬂdruck
des Gefifisystems determiniert wird: dieser entspricht weitgehend dem auws anericllen Druckkurven
extrapolierten Plateaudruck. Die vorlicgenden Ergebnisse zeigen femer, dﬂ[! es I:lcmls wihrend kurzfristigen
Sistiecrens  der Herzaktion aufl Grund schneller zercbrovaskularer | hanismen zu einer
ausgeprigten  Reduktion des  zercbralen Gefifwiderstands kommt, dessen Normalisierung  cine
Reperfusionsphase von 2 - 5 min beansprucht.

Literatur:
1. Permutt S, Riley RL (1963) Hemodynamics of collapsible vessels with tone: the vascular waterfall.
1 Appl Physiol 18:924-932
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Endotoxinimie induziert die hepatische Endothelin-
und Endothelin-Rezeptor-Genexpression

Ein moglicher Mechanismus fiir Mikrozirkulationssiérungen
in der Sepsis
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! Klinik fiir An#sthesiologie und Intensivmedizin der Universitét
des Saarlandes

2 Anisthesiologische Universititsklinik Freiburg

* Johns Hopkins Medical Institutions, Baltimore, USA

Fragestellung. Die verminderte Ansprechbarkeit der Widerstands-
gefifle fiir Vasokonstriktoren, insbesondere Katecholamine, ist ein
charakieristischer Befund in der Sepsis und wird der exzessiven
Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) zugeschrieben [2]. Neuere
Untersuchungen zeigen, dafl im Gegensatz hierzu eine Hyperkon-
traktilitdt im portalen Stromgebiet nach Infusion von Endothelin-1
(ET-1), einem Konstriktorpeptid mit sinusoidaler und extrasinuso-
idaler Wirkung [1], zu verzeichnen ist [3]. Die Zunahme der sinuso-
idalen und extrasinusoidalen ET-1-Wirkung bei Abnahme der syste-

mischen und portalen [3] Ansprechbarkeit auf o.,-Agonisten deuten
dabei auf eine spezifische Verinderung der ET-Signaltransduktion
hin. Ziel der Untersuchung war es daher zu kldren, ob eine vermehr-
te Endothelin-Rezeptorexpression einen mdoglichen Mechanismus
hierfiir darstellt.

Methodik. Als Versuchstiere dienten nach Genehmigung durch die
zustindige Tierschutzkommission ménnliche Sprague Dawley-Rat-
ten (n=3/Gruppe), die 24 h vor Organentnahme mit einer subletalen
LPS-Dosis (1 mg/kg KG) bzw. Vehikel vorbehandelt wurden. En-
dothelin-Rezeptorexposition: Zur Quantifizierung verfiigharer Bin-
dungsstellen (B,,,.) und Bestimmung der Affinitit (K) wurden
gepoolte Leberhomogenate (n=3/Gruppe; je 530 pg Protein) in Ge-
genwart steigender Konzentrationen nicht-markierten ET-1 mif
125_markiertem ET-1 (100 pM) inkubiert. Nach Separation unc
Waschen der partikulidren Fraktion wurde die Aktivitit mittels eines
Gammazihlers gemessen. Die Korrektur fiir unspezifische Bindun
gen erfolgte durch Subtraktion des Signals eines Ansatzes mit nicht:
markiertem ET-1 im Uberschuf3 (1 pM). Dariiber hinaus wurde dic
Gesamtzahl vorhandener (einschlieBlich der besetzten) Bindungs
stellen nach Verdringung endogenen ETs vom Rezeptor durch Bin

dungsstudien an im sauren Milieu vorbehandelten Homogenate
(n=3/Gruppe) ermittelt. Northern Blot Analyse und in situ Hybridi
sierung fiir ET, - und ETg-Rezeptoren: RNA LPS- oder vehikelinji
zierter Tiere (n=3/Gruppe) wurde nach Gelelektrophorese un

Transfer auf Nylonmembranen mit >*?P-markierten komplementire

DNA-Fragmenten fiir ET,- und ETy-Rezeptoren hybridisiert un

autoradiographiert. Zur Analyse der riumlichen und zelltypspezifi

schen differentiellen Genexpression der ET-Rezeptorsubtypen wur

den Gefrierschnitte (n=2/Gruppe) mit Digoxigenin-markierte

cDNA-Fragmenten fiir ET - und ETy-Rezeptoren hybridisiert. Di

Visualisierung erfolgte nach Inkubation mit einem anti-Digoxige

nin-alkalische Phosphatase-Konjugat mittels Farbreaktion.

12 -

Ergebnisse. Bindungsstudien an Leberhomoéenatcn zeigten keine
Unterschiede beziiglich freier Bindungsstellen zwischen vehikel-
und LPS-injizierten Tieren oder beziiglich der Rezeptoraffinitit
(Abb. 1). Im Gegensatz hierzu war die Gesamtzahl der Bindungs-
stellen (freie und durch endogenes ET besetzte) in LPS-vorbehan-
delten Tieren (7099 + 366 fmol/mg Protein) gegeniiber Kontrollen
(2554 +479 fmol/mg Protein) erhoht. Parallel war die Konzentra-
tion der mRNA insbesondere fiir den ET,-Rezeptorsubtyp (Kon-
trolle: 531+23; LPS: 1205493 densitometrische Einheiten) er-
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Abb. 1. Kompetitive Bindung von '*’I-ET-1 im Beisein steigender
ET-Konzentrationen

hoht. Wihrend die Expression der mRNS sich in Kontrolltieren ay¢
grofe Gefife in der Glissonschen Trias und einzelne nicht-parey,_
chymatse Leberzellen beschriinkte, kam es neben einer Zunahy,
der Expression der ET, -mRNA in den genannten Strukturen zusiy, .
lich zur Expression der mRNA in parenchymatdsen Leberzelley,

Interpretation. Wihrend die experimentelle Endotoxindmie nichg 7,
einer Zunahme der verfiigbaren (freien) Endothelinrezeptomn
fiihrt, ist die Summe aus freier und durch endogenes ET besetztey,
Rezeptoren erheblich erhdht. Die gleichzeitige Zunahme der Rezepﬁ
tor mRNA-Konzentration legt nahe, dafl der erhhten Rezeptorzap
eine gesteigerte Genexpression zugrunde liegt. Bei gleichzeitig up.
verdnderter Anzahl verfligbarer Bindungsstellen scheint daher dep
Rezeptorumsatz (turnover) in der Endotoxinémie erhoht zu sein. Dig
Zunahme der endogenen ET-Produktion bei gleichzeitiger Zunahme
der Rezeptor-Genexpression legt nahe, dall vermehrte ET-Produk_
tion und ET-spezifische Hyperkontraktilitit sinusoidaler und extra-
sinusoidaler kontraktiler Elemente zur Mikrozirkulationsstorung in
der Endotoxindmie beitragen konnten.

Literatur. 1. Bauer M, Zhang JX, Bauer I, Clemens MG (1994) ET-)
induced alterations of hepatic microcirculation: sinusoidal and ex-
trasinusoidal sites of action. Am J Physiol 267:G143-G149. _
2. Palmer RMJ (1993) The discovery of nitric oxide in the vesse]
wall. A unifying concept in the pathogenesis of sepsis. Arch Surg
128:396-401. - 3. Pannen BHI, Bauer M, Zhang JX, Robotham J1,
Clemens MG (1996) Endotoxin pretreatment enhances portal ve-
nous response to endothelin-1. Am J Physiol 270:H7-H15
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Das Endothel als Vermittler des Gefi8schmerzes beim Menschen

H. Holthusen - J.O. Arndt
Institut fiir Experimentelle Anaesthesiologie
Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf

Fragestellung. Wir haben die Hypothese gepriift, daf8 das Endothel
den durch Bradykinin induzierten Venenschmerz vermittelt. Bra-
dykinin, ein natiirliches Algogen und Mediator von Entziindungen,

verursacht Gefiflschmerz durch die Freisetzung von Stickstoffmon-

oxid (NO) {1, 2]. Unklar ist, aus welcher Quelle dabei das NO stammt,
ob aus Endothel, glatter Muskulatur oder den Nervenendigungen sel-
ber. Vermutlich ist das Endothel die Quelle, da Bradykinin im Blut ak-
tiviert wird und Zellmembranen aufgrund seiner GroBe und Ladung
kaum passiert [3]. Wenn das so ist, miifite nach Entfernung des Endo-
thels Bradykinin seine algetische Wirkung verlieren. Zur Priifung
dieser Hypothese haben wir die schmerzerzeugende Wirkung von
Bradykinin auf Venen des Menschen vor und nach Endothelentfer-

nung getestet.

Methode. Mit Billigung der Ethikkommission wurde bei sieben Pro-
banden ein Venensegment des Handriickens vaskuldr isoliert und
das Endothel durch 15miniitige Perfusion mit destilliertem Wasser
entfernt. Die Effektivitit dieser Methode wurde durch Rasterelektro-
nenmikroskopie und die intakte Funktion der Nozizeptoren anhand
des Dehnungsschmerzes, der nicht NO-abhingig ist, tiberpriift. Die
Probanden bewerteten Bradykininschmerz vor und nach Endothel-
entfernung mit Hilfe einer visuellen Analogskala (VAS) zwischen
Schmerzschwelle (=0% VAS) und Toleranzmaximum (=100% VAS).

Ergebnisse. Nach Endothelentfernung verliert Bradykinin seine
Schmerzhaftigkeit, wihrend der Dehnungsschmerz als Zeichen in-
takter Nozizeptorfunktion unbeeinflufl bleibt (Abb. 1; Schmerzmaxi-

ma; Mediane und Spannweiten).

Schluffolgerung. Im Einklang mit der Hypothese vermittelt das En-
dothel offenbar den durch Bradykinin ausgelosten Gefdlschmerz.
Damit wurde erstmals gezeigt, daf ein enger funktioneller Zusam-
menhang besteht zwischen Endothel und Nozizeption.

Literatur. 1. Holthusen H, Arndt JO (1995) Nitric oxide evokes pain at
nociceptors of the paravascular tissue and veins in humans. J Physiol
487:253-258.— 2. Kindgen-Milles D, Arndt JO (1996) Nitric oxide as a
chemical link in the generation of pain in humans. Pain 64:139-142. -
3. Reguli D, Barabé J (1980) Pharmacology of bradykinin and related
kinins. Pharm Rev 32:1-46 :

Bradykinin Ballondehnung
Schmerz- 100 + :
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[% VAS] Q
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Endothelentfernung Endothelentfernung
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gndogenes Kohlenmonoxid ist fiir die Aufrechterhaltung der
sinusoidalen Perfusion in der isoliert perfundierten Rattenleber
nach himorrhagischem Schock von funktioneller Bedeutung

B.H.J.Pannen - N.Kéhler - K. Geiger
pnisthesiologische Universitétsklinik Freiburg

Fragestellung. Die Aufrechterhaltung der sinusoidalen Perfusion
nach passagerer Ischdmie der Leber, wie z.B. in der Volumensubstiti-
onsphase nach himorrhagischem Schock (HS), ist fiir die Limitie-
rung des Organschadens von entscheidender Bedeutung [2]. Voraus-
gegangene Untersuchungen haben gezeigt, dafl Stickstoffmonoxid
(NO) in der frithen Volumensubstitutionsphase nach HS (21 h) zur
Reduktion des portalen Strémungswiderstands beitrigt [3]. Tm spate-
ren Verlauf (=5 h nach HS) wird in der Leber Himoxygenase-1 expri-
miert, ein Enzym, das die Umwandlung von Hém in Biliverdin unter
Freisetzung des portalen Vasodilatators Kohlenmonoxid (CO) ka-
talysiert [1]. Es war Ziel dieser Untersuchung, die relative Bedeutung
von endogenem NO und CO fiir die Aufrechterhaltung von sinusoi-
daler Perfusion, hepatozytirem Redoxstatus und Gallesekretion in
der spiteren Volumensubstitutionsphase nach HS zu untersuchen.

Methodik. Nach Genehmigung durch das zustindige Regierungspré-
sidium wurde bei Sprague-Dawley Ratten in Pentobarbitalanisthesie
der arterielle Mitteldruck durch Blutentzug fiir 1 h auf 40 mm Hg ge-
senkt. Anschliefend erfolgte die Volumensubstitution (5 h) durch Re-
transfusion von Citratblut sowie Ringerldsung. Bei andsthesierten
Kontrolltieren wurde der Erhaltungsbedarf wihrend des gleichen
Zeitraums durch Infusion von Ringerldsung gedeckt. Danach wurde
die Leber in einem rezirkulierenden System mit Krebs-Henseleit-
Puffer, der 5% Rattenerythrozyten enthielt, bei 37° C iiber die V. por-
tae isoliert perfundiert. Sinusoidweite und Erythrozytenstrémungs-
geschwindigkeit wurde epifluoreszenzmikroskopisch bestimmt, und
der sinusoidale volumetrische Fluf} (|Q,) berechnet. Der hepatozyti-
re Redoxstatus wurde durch spektrophotometrische Messung von
Acetoacetat und B-Hydroxybutyrat, und Berechnung des Ketonkor-

Tabelle 1

Einflu von HS auf Q,, AcAc/b-OHB und GP in der isoliert per-
fundierten Leber zum Ausgangszeitpunkt
Mittelwerte+S.E.M.. p<0,05 im Vergleich zu Kontrollen (#)

Einheit Kontrollen Schock
Q, pico liter (pl)/s 48,6+3,07 30,8+2,77*
AcAc/b-OHB 0,59+0,079 0,45+0,143"
GP mg/5 min 32,8+1,77 31,4£1,12
10 a 05 -
* *
0 A 0.0 +
N -10 4 % -0.5 1
g 5
~ -20 4 1 £ 1.0 1 5%
= 3
< <
-30 - 4.5
_40 - *# 20 4
40 2.0 C—3 Kontrollen
@R Schock

Vehikel SnPP-IX SMT
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Vehikel SnPP-IX SMT

perquotienten (AcAc/B-OHB) analysiert. Zur Messung der Gallen-
produktion (GP) wurde der Ductus choledochus kaniiliert. Nach Re-
gistrierung aller Ausgangswerte wurde dem Perfusat in Kontroll-
bzw. Schockexperimenten entweder der Himoxygenase-Inhibitor
Zinn-Protoporphyrin-IX (SnPP-1X; so pM) oder der NO-Synthase-
hemmer S-Methylthioharnstoff (SMT; 100 pM) oder Vehikel (1 ml
Krebs-Henseleit-Puffer) zugegeben (6 Versuchsgruppen; n=6/Grup-
pe). Nach 10 min wurden alle Messungen wiederholt. Die Ergebnisse
sind als Mittelwerte+S.E.M. dargestellt. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels ¢-Tests bzw. Varianzanalysen und Student-Newman-
Keuls post-hoc-Tests.

Ergebnisse. Nach HS waren Q, und AcAc/B-OHB zum Ausgangszeit-
punkt im Vergleich zu Kontrollen erniedrigt (Tabelle 1). Die Zufuhr
von SnPP-IX fithrte in der Kontrollgruppe zu einer mifigen und in
der Schockgruppe zu einer massiven Abnahme von |Q, (Abb. 1a). Im
Gegensatz dazu blieb Q, unter allen anderen Versuchsbedingungen
unverdndert (Abb. 1a). Bine Abnahme von AcAc/B-OHB war aus-
schlieflich nach HS und Zufuhr von SnPP-IX nachweisbar, wihrend es
in den anderen Versuchsgruppén entweder zu einem Anstieg bzw. zu
keiner Verinderung kam (Abb. 1b). Die GP nahm nur nach HS und
Zufuhr von SnPP-IX signifikant ab (Abb. 1c).

Interpretation. Die Untersuchungsergebnisse zeigen, 1.) dafl endoge-
nes CO in der spiten Volumensubstitutionsphase nach HS wesentlich
zur Aufrechterhaltung der sinusoidalen Perfusion beitrigt, 2.) dafl
diese Protektion der Lebermikrozirkulation durch CO fiir die funk-
tionelle Integritdt der Leber von Bedeutung sein kénnte, da die Ab-
nahme von Q, nach SnPP-IX mit einer Reduktion von AcAc/B-OHB
und GP einherging und 3.) dafl NO im Gegensatz zu CO unter diesen
Bedingungen fiir die Aufrechterhaltung von Lebermikrozirkulation
und Gallesekretion keine wesentliche Bedeutung zukommt,

Literatur. 1. Bauer M, Pannen BH]J, Bauer I, Herzog C, Wanner GA,
Hanselmann R, Zhang JX, Clemens MG, Larsen R (1996) Evidence
for a functional link between stress response and vascular control in
hepatic portal circulation. Am | Physiol 271:G929-G93s. - 2. Chun K,
Zhang JX, Biewer |, Ferguson D, Clemens MG (1994) Microcirculato-
ry failure determines lethal hepatocyte injury in ischemic/reperfu-
sed rat livers. Shock 1:3-9. - 3. Pannen BH]J, Bauer M, Néldge-Schom-
burg GFE, Zhang JX, Robotham JL, Clemens MG, Geiger KK (1997)
Regulation of hepatic blood flow during resuscitation from hem-
orrhagic shock: role of NO and endothelins. Am ] Physiol
272:H2736-H2745
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Kappa-Opioidrezeptoren in sympathischen postganglioniiren Neuronen tragen nicht wesentlich zu
peripheren analgetischen Wirkungen von kappa-Agonisten bei
Michael Schiifer', Laurenda Carter’, Li Zhou®, George R. UhF, Christoph Stein'
'Klinik fiir Anaesthesiologie und op. Intensivimedizin, Freie Universitit Berlin; *Behavioral Pharmacology and
Genetics and “Molecular Neurobiology Sections, NIDA/NTH, Baltimore
Fragestellung: Sowohl tierexperimentelle als auch kontrollierte klinische Studien zeigen, daB Opioide nach
lokaler Gabe in entziindetes Gewebe wirkungsvoll Schmerzen lindern kénnen [1]. Dies hat zur Identifizierung
von mu- und delta-Opioidrezeptoren auf peripheren Nervenendigungen [2]und deren korrespondierender
mRNA in Zellkérpern primiir afferenter Neurone gefiihrt [3]. Eine Beteiligung von sympathischen
postganglioniiren Neuronen bei der peripher vermittelten Opioidanalgesie ist bisher nicht geklirt. Mit dieser
Studie untersuchten wir, ob unter entziindlichen Bedingungen kappa-Opioidrezeptoren in sensorischen und
sympathischen postganglioniiren Neuronen exprimiert werden und an peripheren analgetischen Wirkungen von
kappa-selektiven Opioiden beteiligt sind.
Methodik: Die Richtlinien fiir ethische Standards der ,,International Association for the Study of Pain (IASP)*
wurden befolgt. Entsprechend einem etablierten Modell erhielten Wistar Ratten (n=6 pro Gruppe) eine Injektion
von 0,15 ml Freund’s Adjuvans in eine Hinterpfote und entwickelten eine lokalisierte Entziindung. Null, sechs,
zwlIf, 24, 48 und 96 h nach Injektion wurde mRNA aus sensorischen Hinterwurzelganglien L3-L5 und aus
paravertebralen sympathischen Grenzstrangganglien L2-L4 extrahiert (3 Gruppen pro Zeitpunkt). Kappa-
Opioidrezeptor-spezifische mRNA und 28S rRNA (als interner Standard) wurden mittels radioaktiver cRNA-
Proben (spezifische Aktivitit: 4 x 10" bzw. & x 10° Ci/mmol) und der Durchfithrung cines Ribonuklease-
Protection-Assay identifiziert. Zu den gleichen Zeitpunkten wurden analgetische Wirkungen des intraplantar
und intravends verabreichten kappa-selektiven Agonisten U-50.488H (10, 50, 100 pg) mit Hilfe eines
konventionellen Pfotendrucktests (Randall-Selitto) untersucht. Die Anzahl der zu bestimmten Zeitpunkien
funktionell aktiven kappa-Opioidrezeptoren im entziindeten Gewebe wurde durch die Anwendung des
irreversiblen kappa-selektiven Antagonisten SMBU-1 (0,1-50 pg) bestimmt. Eine Beteiligung primiir afferenter
und sympathischer postganglionirer Neurone an der peripheren Analgesie von U-50,488H wurde durch
selektive Ausschaltung dieser Neurone mit Hilfe der spezifischen Neurotoxine Capsaicin (30, 50, 70 mg/kg KG
s.c. iiber drei Tage) b.z.w. 6-Hydroxydopamin (75 mg/kg KG s.c. iiber drei Tage) untersucht. Der Erfolg dieser
Behandlung wurde immunhistochemisch iiberpriift.
Ergebnisse: Kappa-Opioidrezeptor mRNA war sowohl in sensorischen Hinterwurzelganglien (2,62 + 0,72 %
kappa mRNA/28S rRNA) als auch in paravertebralen sympathischen Grenzstrangganglien (1,42 + 0,28 % kappa
mRNA/28S rRNA) von Kontrolltieren nachweisbar. Diese mRNA Spiegel dinderten sich nicht signifikant im
weiteren Verlauf der Entziindung (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test). Die analgetischen Wirkungen von
intraplantar verabreichtem U-50,488H waren dosisabhiingig und nahmen parallel mit der Dauer der Entziindung
zu (P < 0,05, lineare Regressionsanalyse). Die intravendse Gabe war nicht analgetisch wirksam. Nach 96 h der
Entziindung waren signifikant hdhere Dosen von intraplantarem SMBU-1 notwendig als nach 12 h (P < 0,05,
zweifaktorielle Varianzanalyse), um die analgetischen Wirkungen von U-50,488H irreversibel aufzuheben. Eine
Vorbehandlung mit Capsaicin, nicht jedoch mit 6-Hydroxydopamin hob die analgetischen Wirkungen von U-
50.488H vollstindig auf (P < 0,05, zweifaktorielle Varianzanalyse).
Interpretation: Kappa-Opioidrezeptoren werden sowohl in primir afferenten als auch in sympathisch
postgangliondiren Neuronen exprimiert. Die analgetische Wirksamkeit des lokal verabreichten kappa-selektiven
Agonisten U-50.488H berult jedoch hauptsiichlich auf einer Aktivierung von kappa-Opioidrezeptoren in primiir
afferenten und weniger in sympathisch postganglioniiren Neuronen. Der analgetische Effekt von U-50.488H
nimmt mit der Dauver der Entziindung kontinuierlich zu, was am ehesten mit einer Zunahme der funktionell
aktiven kappa-Opioidrezeptoren im entziindeten Gewebe zu erkliren ist. Kontrollierte klinische Studien konnten
die analgetische Wirksamkeit einer lokalen Applikation niedriger Dosen von Morphin sowohl beim akuten
postiraumatischen als auch beim chronisch eniziindlichen Schmerz nachweisen [1]. Unsere Ergebnisse lassen
eine erfolgreiche lokale Anwendung von kappa-selektiven Opioiden zur Therapie von komplexen regionalen
Schmerzsyndromen, deren Entstehung teilweise auf einer erhohten Aktivitit des sympathischen Nervensystems
beruht (z.B. sympathische Reflexdystrophie). fraglich erscheinen.
1) Stein C (1995) Mechanisms of disease: The control of pain in peripheral tissue by opioids. N Engl J Med
332:1685-1690.

2

—

Stein C, Hassan AHS, Przewlocki R, Gramsch C, Peter K, Herz A (1990) Opioids from immunocytes
interact with receplors on sensory nerves to inhibit nociception in inflammation. Proc Natl Acad Sci USA

87:5935-5939.

.
-

Schiifer M, Imai Y, Uhl GR. Stein C (1995) Inflammation enhances peripheral mu-opioid receptor-mediated

analgesia, but not mu-opioid receptor transcription in dorsal root ganglia. Eur J Pharmacol 279:165-169.
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In situ elektrophysiologische und pharmakologische
Untersuchung von Endothelzellen kleiner
Pulmonalarterien*

A. Olschewski', B.V. Safronov?, W. Vogel? und

G. Hempelmann'

! Abteilung Anisthesiologie und Operative Intensivmedizin der
Justus-Liebig-Universitit GieBlen

2 Physiologisches Institut der Justus-Liebig-Universitit Giel3en

Das Endothel gilt als der entscheidende Dirigent fiir den pul-
monalen Vasotonus und das Remodelling der Geféd3wénde. Der
Vasotonus wird wesentlich von den kleinen Pulmonalarterien
bestimmt und produziert (NO, PGL, Endothelin,...). Der
Phinotyp der Endothelzellen hidngt entscheidend vom Gewebe-
verband ab und unterscheidet sich aulerdem in arteriellen und
venosen Strombahngebieten. Die Funktion der Zellen wird
unter anderem vom Membranpotential bestimmt (1). Dariiber
hinaus sind spezielle organtypische Charakteristika bekannt.
Uber die elektrophysiologischen Eigenschaften der Endothel-
zellen kleiner Pulmonalarterien in ihrem natiirlichen
Gewebeverband ist bisher nichts bekannt.

Fragestellung

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, ein in situ-
Priparat zu entwickeln, welches die direkte Untersuchung der
elektrophysiologischen Eigenschaften und ihrer pharmakolo-
gischen Beeinflussung sowie der elektrischen Kommunikation
der Zellen ermdglicht.

Methodik

Es wurde ein neues Priparat entwickelt, das auf den bisherigen
Erfahrungen mit der Slice-Technik (2) aufbaute. Frisch entnom-
mene Lungen von Wistar Ratten (Alter 2-22 Tage) wurden in
200 um dicken Schnitten untersucht. Unter kontinuerlicher
Perfusion der Oberfldche wurden Pulmonalarterien mit einem
Durchmesser von 20-40 um aufgesucht. Die Experimente wur-
den mittels ,.patch-clamp* Technik (3) in .,whole-cell*“-Konfigu-
ration durchgefiihrt. Es wurden insgesamt 103 Zellen unter-
sucht. Bei einem Teil der Experimente wurde simultan mit 2
Elektroden abgeleitet, um die elektrische Ubertragung zwischen
benachbarten Zellen zu untersuchen. Die Messungen wurden
bei 21-23 °C durchgefiihrt. Es wurden insgesamt 143 Zellen von
36 Ratten untersucht. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte +
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben.

* Die Erstautorin ist Gewinnerin des Forschungsstipendiums
der Fresenius-Stiftung.
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Ergebnisse

1. Das Membranpotential der Endothelzellen zeigte eine deutli-
che Altersabhingigkeit und lag bei den 2 Tage alten Ratten bei
-70,5 + 1,5 mV (n=5) und bei 16 Tage alten Ratten bei -50,0 +
0,7mV (n=21). Gleichzeitig war eine starke altersabhiingige
Zunahme der Leitfihigkeit von 13,5 + 0,5 auf 25 + 0.3 (ns) zu
beobachten.

2. Der pH-Wert der Perfusatldosung beeinfluf3te sehr stark das
Membranpotential, welches bei pH 8,0, 7.4, 6,8 und 6,0 bei -51,2
+2.0 (n=5),-505 £ 1.4 (n=8),-42,0 £ 2,1 (n=5) und -32,9 + 1.5
mV (n=7) lag.

3. Der Ubertragungskoeffizient (y) fiir die elektrische Ubertra-
gung von Zelle zu Zelle betrug iiber 80% fiir Nachbarzellen und
nahm mit der Entfernung (x) monoexponentiell ab. Fiir y =
exp[-x/L] ergab sich eine Lingenkonstante (L) von 16,2 + 0.8
pm.

Interpretation

1. Die Altersabhingigkeit des Membranpotentials deutet auf
eine postnatale Expression zusétzlicher Ionenkanile hin.

2. Die Aktivitdt der Ionenkanile, die das Membranpotential
bestimmen, ist stark pH-abhingig mit einer ausgeprigten
Depolarisation bei Azidose.

3. Die hier festgestellte elektrische Ubertragung mit der
Léngenkonstante von 16 um bedeutet eine starke elektrische
Kopplung der Endothelzellen einer kleinen Pulmonalarterie.
Die Slice-Praparation der Lungengefifie ermoglicht einen
neuartigen Zugang fiir die in situ-Untersuchung der elektrophy-
siologischen Eigenschaften, der pharmakologischen Effekte und
der elektrischen Zell-Zell-Interaktionen.

Literatur
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Die Bindungsstelle fur Lokalanéasthetika am Natriumkanal des

menschlichen Herzmuskels*

C. Nau'* S.-Y. Wang?®, G.R. Strichartz?, G.K. Wang®

! Klinik fir An&sthesiologie, Friedrich-Alexander-Universitét Erlangen-NUrnberg
2 Department of Anesthesia Research Laboratories, Brigham & Women’s Hospital, Harvard Medical School,

Boston, MA, USA

* Department of Biological Sciences, State University of New York at Albany, Albany, NY, USA

Der bedeutendste molekulare Wirkungsmechanismus von
Lokalanisthetika (LA) ist die Interaktion mit dem span-
nungsabhingigen Na‘*-Kanal. LA konnen unselektiv mit ver-
schiedenen Isoformen spannungsabhingiger Na'-Kaniile in
verschiedenen Geweben interagieren. Sie zeigen dabei eine
groBere Potenz gegeniiber kardialen als gegeniiber neurona-

len oder muskuldren Na*-Kanilen (1). Es ist jedoch nicht
eindeutig geklirt, ob kardiale Na'-Kanile eine hohere int-
rinsische Affinitit gegeniiber LA haben oder ob die unter-

Die Erstautorin ist zusammen mit Herrn Dr. B. Preckel Gewinnerin

schiedlichen Aktivierungs- und Inaktivierungseigenschaften
der Isoformen fiir die scheinbar unterschiedlichen
Affinititen verantwortlich sind. Na‘-Kanile sind transmem-
brane Proteine, die aus einer grofen a-Untereinheit und
einer oder zwei kleineren -Untereinheiten bestehen. Die a-
Untereinheit setzt sich aus 4 homologen Domiinen (D1-D4),
jede Domine wiederum aus 6 a-helikalen Segmenten (S1-
S6) zusammen. Als Komponenten der LA-Bindungsstelle
sind bisher 2zwei aromatische Aminosduren (AS),
Phenylalanin (F) und Tyrosin (Y),in Segment 6 der Domiine
4 (D4-S6) (3) und die AS Asparagin (N) in Segment 6 der
Domine 1 (D1-S6) (2) in Na*-Kanilen des Gehirns und des
Skelettmuskels postuliert worden. Diese mutmaBlich zur
LA-Bindungsstelle beitragenden AS sind konserviert in kar-
dialen, neuronalen und muskuldren Na*-Kanal Isoformen.
Der Beitrag dieser AS zur LA-Bindungsstelle in menschli-
chen kardialen (hH1) Na*-Kanilen ist bisher noch nicht
systematisch untersucht worden.

Fragestellung

Ziel dieser Studie war es, den Beitrag dieser AS sowie eines
weiteren konservierten Asparagins in D4-S6 zur LA-
Bindungsstelle in hH1 Na*-Kanilen zu untersuchen. Die ent-
sprechenden AS befinden sich in den Positionen hH1-F1760,
hH1-Y1767 (beide D4-S6), hH1-N406 (D1-S6) bzw. hHI1-
N1765 (D4-S6). AuBerdem sollten die intrinsischen
Affinititen von hH1 Na*-Kandilen fiir LA mit einer anderen
Na*-Kanal Isoform, dem Na‘*-Kanal des Skelettmuskels der
Ratte (u1), verglichen werden.

Methodik

Als LA wurden exemplarisch die Enantiomere von
Bupivacain gewihlt. Die a-Untereinheiten von hH1 oder pl
Na* Kanilen wurden transient in einer Zellinie menschlicher
embryonaler Nierenzellen, HEK 293t Zellen, exprimiert und
mit der Ganzzell-Konfiguration der Patch-Clamp-Methode
untersucht. Mit Hilfe von gerichteter Mutagenese wurden
Punktmutationen an den Positionen hHI1-F1760, hH1-
N1765,hH1-Y 1767 und hH1-N406 kreiert, indem die nativen
AS jeweils mit der positiv geladenen AS Lysin (K) oder der
negativ geladenen AS Aspartat (D) ersetzt wurden. Dann
wurde der Einflul dieser Mutationen auf den Block ruhen-
der und inaktivierter Kanile durch Bupivacain Enantiomere
untersucht. Dazu wurden 10-s lange konditionierende
Vorimpulse (Ew) nach -180 mV bzw. -70 mV appliziert, um
die Na*-Kanile in den ruhenden bzw. inaktivierten Zustand
zu bringen. Nach einem 100-ms langen Intervall beim
Haltepotential von -140 mV wurden dann Na*-Stréme durch
einen 5-ms langen Testimpuls nach +30 mV ausgelost. Zur
Bestimmung des Blocks (b) wurden die Na*-Spitzenstrome
in Ab- und Anwesenheit verschiedener Konzentrationen (c)
R(+)- oder S(-)-Bupivacain gemessen. Die halbmaximal
blockierenden Konzentrationen (ICs) wurden bestimmt wie
in der Legende der Abbildung 1 beschrieben.

Ergebnisse

Die ICs-Werte fiir den Block der hH1 Wild-Typ (WT) Na*-
Kanile, der Mutationen und der pl WT Na‘-Kaniile sind in
Abbildung 1 aufgetragen. Verglichen mit hH1 WT Na-
Kanilen zeigten die Mutationen hH1-F1760K und hHI-
N1765K eine ~20- bis 40fach, die Mutation hH1-N406K eine
~7-fach und die Mutationen hH1-Y1767K und hH1-Y1767D
eine ~2- bis 3fach reduzierte Affinitit im inaktivierten

des Forschung: di der Fr Stiftung.
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Abbildung: IC«-Werte fur den Block ruhender (ausgefulite
Symbole, konditionierende Vorimpulse Ex = -180 mV) oder
inaktivierter (offene Symbole, Ex = -70 mV) WT und mutierter
Na*-Kandle durch R(+)- (Quadrate) oder S(-)-Bupivacain
(Rauten). Die ICw-Werte fur den Block (b) der WT Na*-Kandle
wurden durch nichtlineare Kurvenanpassungen der
Gleichung b(c) = c" / (IC«" + c") an die Datenpunkte aus
Konzentrations(c)-Wirkungs-Experimenten (n = 7) bestimmt (h:
Hill Koeffizient). Die ICso-Werte fUr den Block der Mutationen
wurden geschdétzt aus dem Mittelwert des Blocks (n = 6) bei
einer Konzentration von 100 pM R(+)- oder S(-)-Bupivacain
anhand der 0.g. Gleichung.

Zustand gegeniiber Bupivacain Enantiomeren. Inaktivierte
hH1 WT Na'-Kanile zeigten eine geringfiigig (~1.5fach)
hohere intrinsische Affinitit gegeniiber Bupivacain
Enantiomeren als ul WT Na*-Kaniile.

Interpretation

Die AS in den Positionen hH1-F1760, hH1-N1765 und hH1-
N406 tragen in hH1 Na‘'-Kandlen zur Interaktion mit
Bupivacain Enantiomeren bei, wihrend die Rolle der AS in
Position hH1-Y1767 ungeklirt bleibt. Die Unterschiede in
der intrinsischen Affinitdt zwischen hH1 und pl Na'-
Kanilen sind gering und wahrscheinlich von untergeordne-
ter klinischer Bedeutung. Sie weisen aber auf eine
Beteiligung anderer Strukturen in hH1 und pl Na*-Kanilen
als der hier untersuchten AS bei der Interaktion mit
Bupivacain Enantiomeren hin, z.B. auf eine direkte oder
indirekte Beteiligung der Aktivierungs- und/oder Inaktivie-
rungsmaschinerie dieser Na‘-Kanile.
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Xenon-Andsthesie: Regionale myokardiale Effekte und EinfluB auf die
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Fragestellung

In orientierenden Untersuchungen an Patienten (Echo-
kardiographie) konnten wihrend Xenon-Anisthesie keine
wesentlichen globalen h@modynamischen Verdnderungen
festgestellt werden (1). Unbekannt ist dagegen, wie Xenon
auf die regionale Myokardfunktion wirkt. Wir untersuchten
daher im ersten Teil der Studie den direkten Einflu von
Xenon bei ausschlieBlich regionaler Gabe auf gesundes
Myokard des Hundes. Uber den Einfluf von Xenon bei
Herzinsuffizienz liegen nur Daten fiir eine Schrittmacher-
induzierte Kardiomyopathie vor (2). Im zweiten Teil der
Studie untersuchten wir die h@modynamischen Verinde-
rungen wihrend Xenon-Anisthesie bei Kaninchen mit chro-
nisch-ischidmischer Herzinsuffizienz.

Methodik

Nach Genehmigung der Studie durch die Aufsichtsbehorde
wurden 8 anésthesierte Hunde (Midazolam/Piritramid)
thorakotomiert und instrumentiert zur Messung des links-
ventrikuldren Druckes (LVD), des dP/dt, des Herz-
zeitvolumens (HZV) sowie der Blutfliisse im Ramus inter-
ventricularis anterior (RIVA) und Ramus circumflexus
(RCX). Die regionale myokardiale Funktion wurde mittels
Sonomikrometrie im RIVA- und im RCX-abhingigen
Myokard bestimmt (systolische Wandverdickung (sWT),
mittlere Geschwindigkeit der Wandverdickung (WTmv)). Es
wurde ein Bypass von der Arteria carotis auf den RIVA
gelegt (druckkonstante Perfusion, 80 mmHg) und iiber einen
integrierten Membranoxygenator 50% bzw.70% Xenon aus-
schlieflich in das vom RIVA perfundierte Myokard gege-
ben.

Hamodynamische Effekte von 70% Xenon wurden an 6
herzinsuffizienten anisthesierten Kaninchen (Ketanest/
Propofol) 9 Wochen nach einer Koronarligatur echokardio-
graphisch bei geschlossenem Thorax bestimmt (linksventri-
kuldrer enddiastolischer Durchmesser (LVedD), prozentuale
Querachsenverkiirzung (FS), zirkumferentielle Faserverkiir-
zungsgeschwindigkeit (VcF), Ejektionsfraktion (EF)). Die
Tiere wurden anschlieend thorakotomiert und erneut der
Effekt von 70% Xenon nach Instrumentierung zur invasiven
Messung des LVD, des dP/dt und des HZV bei getffnetem
Thorax untersucht. Statistik: Student's t-test fiir gepaarte
Stichproben, MW+SEM.

Ergebnisse

50% Xenon hatte keinen signifikanten Einfluf3 auf die regio-
nale Myokardfunktion (sWT:22,6+2,6 vs.22,1+2,5%: WTmv:
11.8+1,8 vs. 11,4+1,7 mm/s, p = 0,15-0,25), wihrend sich unter
70% Xenon eine Abnahme der Kontraktilitit im RIVA-
abhdngigen Myokard zeigte (sWT: von 20,5+29 auf
19.242,9%:; WTmv: von 10,5+1.8 auf 9,7+1.7 mm/s, beide
p<0.05). Xenon hatte in beiden Konzentrationen keinen
Einfluf} auf den Blutflu im RIVA. Die regionale Xenon-
Gabe fiihrte zu keinen Verdnderungen der regionalen Funk-
tion in der Kontrollwand und der globalen Himodynamik
(LVD. dP/dt, HZV, Abb. 1).
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Abbildung 1: Verdnderungen (% des Ausgangswertes, Mittel-
wert + Standardfehler, n = 8) der regionalen Wandfunktion
und der globalen Hamodynamik wahrend regionaler Xenon-
Applikation. sWT = systolische Wandverdickung, WTmv = mitt-
lere Geschwindigkeit der systolischen Wandverdickung, RIVA
= Ramus interventricularis anterior, LVD = linksventrikul&arer
Spitzendruck, dP/dimx = maximale linksventrikul&re Druck-
anstiegsgeschwindigkeit, HZV = Herzzeitvolumen.

Die Kaninchen entwickelten 9 Wochen nach der Koronar-
ligatur eine chronische Herzinsuffizienz (Zunahme des
LVedD: 1,35+£0,02 auf 1,74+0,05 cm: Abnahme der EF:
78.9+1,7 auf 683+6,1%: Abnahme der FS: 40,6+1,2 auf
32,7+33 %; Abnahme der VcF: 3,21+0,22 auf 2,02+0,20
cire/s, alle P<0.05). Die Inhalation von 70% Xenon bewirkte
keine hamodynamischen Verdnderungen bei geschlossenem
Thorax (LVedD: 1,74+0,05 vs. 1,72+0,04 cm; EF: 68.3+6,1 vs.
70,5+5,5%; FS: 32,7433 vs. 34,3+3,0%; VcF: 2,02+0,20 vs.
2,.2+0.16 circ/s, P = 0,3-0,6). Nach invasiver Instrumentierung
konnte jedoch eine geringe Abnahme des LVD (von 91+6
auf 84+6 mmHg), des dP/dtme (von 3173+174 auf 2734+302
mmHg/s), und des HZV (von 280+24 auf 267+24 ml/min, alle
P<0,05) durch 70% Xenon beobachtet werden.

Interpretation

Wir konnten erstmals zeigen, dal 70% Xenon eine negativ
inotrope Wirkung sowohl auf das gesunde Myokard als auch
bei chronisch-ischdmischer Herzinsuffizienz besitzt. Das
geringe Ausmal} der negativen Inotropie erklért, warum die-
ser Effekt in bisherigen Untersuchungen der globalen
Hédmodynamik nicht nachgewiesen werden konnte. Im
Unterschied zu anderen Anisthetika erscheinen die himo-
dynamischen Wirkungen von Xenon jedoch vergleichsweise
unbedeutend. Xenon konnte daher ein geeignetes Anis-
thetikum besonders auch fiir Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz sein.

Der Erstautor ist zusammen mit Frau Dr. C. Nau Gewinner des
Forschungsstipendiums der Fresenius-Stiftung.
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Fragestellung

Mutationen im KCNA1 Gen des Menschen auf Chromosom
12p13 kénnen iiber eine Unterdriickung von Kvl.1 Kanilen
zu Epilepsie fithren (1). Eine Unterdriickung dieser Tonen-
kanile durch prokonvulsive Anisthetika (2) kénnte somit zu
ihrer neuroexzitatorischen Wirkung beitragen. Die Wirkung
von Anisthetika auf diese menschlichen Kaliumkanile ist
unbekannt. Ziel dieser Studie war es deshalb, klonierte hu-
mane Kvl.1 Kanile funktionell zu exprimieren und zu unter-
suchen, ob klinische Konzentrationen der prokonvulsiven
Anisthetika Enfluran und Bupivacain auf Kvl.1 Kaniile wir-
ken. Daneben sollte untersucht werden, ob ein Wirkunter-
schied zu dem nicht prokonvulsiven Isofluran und dem
Antikonvulsivum Thiopental vorliegt.

Methodik

Funktionelle Expression nach Subklonierung eines
BamHI/Xhol Fragmentes mit dem gesamten offenen Lese-
rahmen humaner Kvl.1 Kanile (Genbank Acc.No.02750) in
pcDNA3-Phagen und Transfektion in HEK 293 Zellen.

Untersuchung der pharmakologischen Effekte der
Anisthetika mittels Patch-Clamp Messungen. Konzen-
trationskontrolle der volatilen Anésthetika wihrend der
Experimente mittels Gaschromatographie.

Ergebnisse

Kvl.1 Kanile exprimieren funktionell in HEK 293 Zellen.
Sie aktivieren bei Potentialen positiv von =50 mV mit einem
Aktivierungsmittelpunkt von =13 + 6 mV (MW + SD, n =
56). Die maximale Leitfahigkeit betriigt 23 + 13 nS (n = 77).
Enfluran (E), Isofluran (I), Thiopental (T) und Bupivacain
(B) unterdriicken konzentrationsabhingig und reversibel
die Leitfahigkeit der Kvl.l Kanile. Die I[Cs-Werte der
Kanalblockade betragen (uM): 2760 (E,n = 22), 5160 (I, n =
29), 310 (T, n = 25), 100 (B. n = 37). Die Hill Koeffizienten

Der Erstautor ist gemeinsam mit Herrn Dr. T. Menges

betragen zwischen 0.8 (B) und 5.6 (I). Bei klinischen
Konzentrationen zeigen nur Enfluran und Bupivacain mess-
bare Effekte auf Kvl.1 Kanile. Enfluran unterdriickt im
Gegensatz zu Isofluran die Kaniile bei 2-4 facher minimaler
alveoldrer Konzentration (MAC, 2-4 x 520 pM) zwischen 2
und 25% (Abbildung). Konvulsive Konzentrationen von
Bupivacain (30-100 uM) bewirken eine Unterdriickung der
Kvl.1 Kanile bis zu 50%.

Interpretation

Aufgrund der molekularen Pathologie menschlicher Kvl.1
Kaniile (1) kann ihre Unterdriickung durch Anisthetika zu
einer prokonvulsiven Wirkung beitragen. Bereits eine
Unterdriickung spannungsabhingiger Kaliumkanile von
25% reicht aus, um beim Menschen Krampfanfille hervor-
zurufen (3). Damit kénnten Kv1.1 Kanile auch aus quanti-
tativer Sicht die Voraussetzung erfiillen, um als ein moleku-
lares Korrelat der prokonvulsiven Wirkung zumindest von
Bupivacain zu gelten. Fiir Enfluran kann gezeigt werden,
daf} es im Gegensatz zu seinem Strukturisomer eine nach-
weisbare Unterdriickung von Kv1.1 Kanilen bei klinischen
Konzentrationen hervorruft. Diese diirfte erst bei Kon-
zentrationen oberhalb von 2 MAC ausreichen, um Krampf-
potentiale im EEG erklidren zu konnen. Beide Ergebnisse
sind konsistent mit klinischen Beobachtungen. Isofluran
besitzt im Gegensatz zu Enfluran keine ausgeprigten kon-
vulsiven Wirkungen und Enfluran ruft bei Konzentrationen
oberhalb von 2 MAC im EEG reproduzierbare Krampfpo-
tentiale hervor (2). Der fehlende Einfluf’ klinischer Konzen-
trationen des Antikonvulsivums Thiopental auf Kvl.l
Kanile unterstiitzt die Validitédt unserer Schlussfolgerungen.
Es konnte somit ein Zusammenhang bestehen zwischen pro-
konvulsiven Anisthetikawirkungen und der Unterdriickung
eines lonenkanals, der fiir die Pathophysiologie einer
menschlichen Epilepsieform verantwortlich ist.

-26 -

Gewinner des Forschungsstipendiums 2001 der
Freseniusstiftung
Inhibition
25 4
%
20
15 -
10 -
) I
ol a .
1 E I E I E I E
1 MAC 2MAC 3MAC 4MAC

Abbildung: Enfluran (E) aber nicht sein Strukturisomer Isofluran
(I) unterdrickt Kvl.1 Kandle des Menschen bei klinischen
Konzentrationen (MAC-Vielfache).
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Fragestellung

Uberfordern lokal autoaggressive Komponenten der inflam-
matorischen Reaktion nach schwerer Mehrfachverletzung
die simultan einsetzende anti-inflammatorische Gegenregu-
lation. so ist eine mediatorinduzierte, unkontrollierte, syste-
mische Hyperinflammation ursichlich fiir akute, infektort-
ferne Organfunktionsstorungen. Von verschiedenen Zyto-
kinen und Serinproteasen sind .Zwei-Allel-Polymor-
phismen™ beim Menschen beschrieben. Der im jeweiligen
Genlocus existierende Zwei-Allel-Polymorphismus  fiir
Tumour necrosis factor (TNE, innerhalb des ersten Introns
von TNFp), fiir Interleukin-1 (IL-1f, C zu T Austausch in
Position -511 in der 5-Promotorregion), fiir IL-6 (C zu G
Austausch in Position -174 der 5’-Promotorregion), und fiir
PAI-1 (ein zusitzlich fiinftes Guaninmolekiil an Position
- 675 innerhalb der Promotorregion), zeigt im Vergleich zu
den TNFa-, IL-1B-, IL-6- und PAI-1-Plasmaspiegeln eine
auffillige Genotypverteilung (1-3). Ausgehend von diesen
klinischen Ergebnissen stellt sich die Frage nach der
Bedeutung molekularbiologischer Genomanalysen als
Maoglichkeit der verbesserten Risikostratifizierung von poly-
traumatisierten Patienten speziell unter Beriicksichtigung
der Entwicklung einer Sepsis, eines Multiorgandysfunktions-
syndroms (MODS) und dem Outcome.

Methodik

Die von der Ethikkommission genehmigte, prospektive
Studie umfasste 91 polytraumatisierte Patienten, die tiber
einen Zeitraum von 14 Tagen nach dem Unfall auf unserer
Operativen Intensivstation untersucht wurden. Neben einer
standardisierten Medikamenten-, Infusions- und Transfusi-
onstherapie einschliefllich bedarfsadaptierter, kontrollierter
Beatmung erfolgte eine Antibiotikatherapie nach Antibio-
gramm. Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
wurden Segmente genomischer DNA jedes Patienten (TNFp
740 bp (Basenpaare)), IL-1f (429 bp), IL-6 (149 bp) und
PAT-1 (890 bp)) amplifiziert, mittels jeweils zweier fiir TNFf,
IL-1p, IL-6 und PAI-1 allelspezifischer Primer detektiert.
Die TNFB-Genotypen wurden mit Hilfe der Gelelektropho-
rese, die IL-1p-, IL-6- und PAI-1-Genotypen durch ein neu
entwickeltes massenspektrometrisches Verfahren, der Ma-
trix Assisted Laser Disorption lonisation - Time Of Flight -

Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS), analysiert. Die
TNFa-, IL-1f-, IL-6- und PAI-1-Plasmaspiegel wurden mit-
tels Elisa-Technik in den ersten 48 Stunden 6stiindlich und
dann 24stiindlich erfa3t. Die statistische Bewertung erfolgte
mit deskriptiven und inferenzstatistischen Methoden
(ANOVA,

Logistische Regressionsanalyse).

Ergebnisse

Die Verteilung der Genotypen fiir TNFp, IL-Ig, IL-6 und
PAI-1 der Patienten entsprach der des Normalkollektivs von
52 Patienten. 37 Patienten (40,7%) entwickelten eine Sepsis,
29 Patienten (31.9%) ein MODS und 27 Patienten (29.7%)
verstarben. Homozygote Patienten fiir die Allele TNF/B2,
IL-1/C2, IL-6/G und PAI-1/4G hatten signifikant hohere
TNFa-, IL-1p-, IL-6- und PAI-1-Plasmaspiegel als heterozy-
gote und TNF/B1, IL-1/C1, IL-6/C und PAI-1/5G homozygo-
te Patienten (p<0,01). Ein Multiorganversagen entwickelten
20 TNF/B2, 16 IL-1/C2,21 IL-6/G und 20 PAI-1/4G homozy-
gote Patienten. 67.6% der TNF/B2, 60,7% der IL-1/C2-,75%
der IL-6/G und 85.7% der PAI-1/4G homozygoten Patienten
entwickelten eine Sepsis (p>0,05). Zwanzig von 34 Patien-
ten, homozygot fir TNF/B2, 15 von 28 homozygot fiir IL-
1/C2, 20 von 32 homozygot fiir IL-6/G und 16 von 28 PAI-
1/4G- homozygote Patienten verstarben (p<0,05). TNF/B2-,
IL-1/C2-, IL-6/G- und PAI-1/4G- homozygote Patienten
haben gegeniiber Patienten, die TNF/BI, IL-1/C1, IL-6/C
und PAI-1/5G homozygot genotypisiert sind, ein 32,9fach
erhéhtes Risiko (90.2%) im septischen Multiorganversagen
zu versterben.

SchluBfolgerung

Das gemeinsame Auftreten der Allele TNEF/B2. IL-1/C2, IL-
6/G und PAI-1/4G ist assoziiert mit der signifikant vermehrt
freigesetzten Menge an TNFaw, IL-1p. IL-6 und PAI-1. Die
Genotypisierung polytraumatisierter Patienten kann durch
die Unterscheidung von "High"- und "Low-Respondern”

Der Erstautor ist gemeinsam mit Herrn Dr. P. Friedrich
Gewinner des Forschungsstipendiums 2001 der
Freseniusstiftung

eine prazisere Definition von Hochrisikopatienten — ge-
wihren. Daneben ermoglicht die Genomanalyse des TNF-,
IL-1-, IL-6- und PAI-1 Genlocus ein besseres Verstandnis
der genetischen Grundlagen von Entziindungsprozessen und
konnte neue therapeutische Ansatzpunkte zur Verbesserung
der Prognose kritisch kranker Patienten ertffnen.

Literatur

1. Di Giovine FS, Takhash E, Blakemore AIF, Duff GW
(1992): Single base polymorphism at -511 in the human inter-

-28 -

leukin-1f gene (IL-1p3). Human Mol Genet 1 (6): 400

2. Biffl WL, Moore E, Moore FA, Peterson VM (1996):
Interleukin-6 in injured patients. Marker of injury or media-
tor of inflammation? An Surg 224: 647-664

3. Hennans PWM, Mbberd NIL, Booy P, Darainola O,
Hazelzet JA, de Groot K, Levin M, and the Meningococcal
Research Group (1999): 4G/5G promoter polymornorphism
in the plasminogen-activator-inhibitor-1 gene and outcome of
meningococcal disease. Lancet 354: 556-561.




WOGAI

Deutsche Gesellschoft fir AnGsthesiclogie & Intensivmedizin

Personliche Daten

Name
Geburtsdatum
Geburtsort
Wohnort

Schulische Bildung

Thilo Menges, Prof. Dr. med.

06. Juni 1955 in Kirberg/Taunus
Hiinfelden / Taunus

Mahrweg 23, 35440 Linden

Mai 1975 Allgemeine Hochschulreife

Studienzeit

1975 -1977 Jura Grundstudium an der Johannes Gutenberg Universitat Mainz
1977 - 1981 Studium der Pharmazie an der Philipps-Universitat Marburg

07. Dezember 1981 Approbation als Apotheker

1981 - 1987 Studium der Humanmedizin an der Philipps-Universitat Marburg
22.Mai 1987 Approbation als Arzt

29.]Juli 1987

Berufstatigkeit

Promotion zum Dr. med. am Zentrum fir Innere Medizin der
Philipps-Universitat Marburg, Schwerpunkt: Hamatologie und Onkologie

1981 - 1987
01. Oktober 1987

1991- 1993

15. November 1991
18. Mai 1992
12.Januar1994

21. Februar 1996
11. November 1997
09.Juli 2001

22. September 2001
Seit 1. Januar 2002

Januar - November 2002

2002 - 2003
02.Juli 2003
07. Mai 2004

06. Dezember 2005
01. Februar 2007

18. August 2014

Apothekervertretungen in Apotheken

Wissenschaftlicher Angestellter der Abteilung Anésthesiologie, Intensivmedizin,
Schmerztherapie des Universitatsklinikums Gieflen

(Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. G. Hempelmann)

Diverse Auslandsaufenthalte

Fachkundenachweis Rettungsdienst

Fachkundenachweis Strahlenschutz gem. R6ntgenverordnung

Facharzt fiir Anasthesiologie

Zusatzbezeichnung ,Spezielle Andsthesiologische Intensivmedizin
Zusatzbezeichnung ,Leitender Notarzt“

Habilitation am Zentrum Chirurgie, Anadsthesiologie und Urologie des
Universitatsklinikums Gief3en fiir das Fach Anasthesiologie und
Operative Intensivmedizin (Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. G. Hempelmann)
Qualifizierung als Transfusionsverantwortlicher und -beauftragter

1. Klinischer- und Leitender Oberarzt der Abteilung Anésthesiologie,
Intensivmedizin, Schmerztherapie des Universitatsklinikums Gief3en
(Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. G. Hempelmann)

Qualifizierung im Bereich Echokardiographie nach den Richtlinien der Kassenarztlichen

Bundesvereinigung
Qualifizierung im Bereich Qualitdtssicherung und Qualitdtsmanagement
Zusatzbezeichnung ,Spezielle Schmerztherapie”

Zertifikat fiir Transosophageale Echokardiographie (TEE) in der Anésthesiologie und

Intensivmedizin
Zusatzbezeichnung ,Notfallmedizin“

Ernennung zum ,aufierplanméafiigen Professor” der Abteilung Andsthesiologie,

Intensivmedizin, Schmerztherapie der Universititsklinikum Giefien und Marburg GmbH

(Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. G. Hempelmann)
Zertifikat ,Spezielle Kinderanasthesie”

-29 -



Ansgar Brambrink 2002

Homerla-Uberexpression ist neuroprotektiv und verbessert die funktionelle
Erholung nach globaler zerebraler Ischamie bei der Maus*

A. M. Brambrink'2, B. Hey2 A. Schneider?, P. Worley4 und O. Kempski?

! Klinik fur An&sthesiologie und

2 |Institut fUr Neurochirurgische. Pathophysiologie, Johannes-Gutenberg-Universitét Mainz;

3 Axaron-Bioscience AG, Heidelberg

4 Department of Neuroscience, The Johns Hopkins Univ., Baltimore, USA

Fragestellung

Ein unkontrollierter Anstieg der intrazelluliren Kalzium(Ca?")-
Konzentration nach reversibler zerebraler Ischimie gilt als wichtiger
Ausloser des verzogerten neuronalen Zelltods. Uber Glutamatrezeptor-
aktivierung werden neben dem Ca?-Einstrom von extrazellulir auch
intrazelluldre Ca?*-Speicher (z. B. im ER) eroffnet. Dabei kommt dem
Homerl-Protein, da3 dem metabotropen Glutamatrezeptor (mGluR)
assoziiert ist, moglicherweise eine zentrale Rolle zu (1). Die
Hochregulation des Gegenspielers Homerla (ein Immediate Early
Gen) moduliert vermutlich die Offnung intrazellulirer Ca2*-Speicher
(2). Mittels transgener Miuse untersuchten wir, ob eine erhohte
Homerla-Expression mit verbesserter Langzeiterholung nach globaler
zerebraler Ischidmie assoziiert ist.

Methodik

Mit Zustimmung der regionalen Ethikkommission fiir Tierschutzfragen
(Bezirksregierung Rheinhessen-Pfalz, D-67433 Neustadt) wurden
anisthesierte (Ketamin, Xylazin, Midazolam (0.3 mg / 0,04 mg / 0.125

mg / 10 g Maus)) und beatmete minnliche C57/Bl6 Miuse (25 - 35g KG,
Wildtyp (WT) n=10, Homerla-Transgen (TG) n=9) einer 12-miniitigen
globalen zerebralen Ischimie ausgesetzt (bilateraler Karotisverschluf3).
Wihrend Insult und frither Erholungsphase wurde der regionale zere-
brale Blutflu} (rCBF, Laser-Doppler-Flowmetrie (LDF)) gemessen um
Ischdmie und Reperfusion zu verifizieren und Tiere ohne vollstindigen
zerebralen Zirkulationsstillstand (rCBF > 7 LDF-Units) ausschlieffen
zu konnen. Die Uberpriifung der postischimischen Erholung (7 Tage)
umfasste klinischen Status, Korpergewicht und neurologisches Defizit
(spezieller Score: Hirnstammfunktionen, Sensomotorik, Motorik,
Aktivitit, Verhalten, 0-100 Punkte). Die Tiere wurden abschliefend
transkardial perfundiert (4% Paraformaldehyd) und das Gehirn wurde
histopathologisch ausgewertet (Paraffinschnitte (4um), H&E-Firbung,

Der Erstautor ist zusammen mit Herrn P Kienbaum, Essen,
Gewinner des Forschungsstipendiums der Fresenius-Stiftung.

Tabelle 1: Neurologisches Defizit (0-100; *= p < 0,05; TG n=7 ab Tag 2, WT n=8 ab Tag 3)

Beobachtungstag 1 2 3 4 5 6 7

Wildtyp (n=9) 40+ 12 34+9 27 +7 26 +9 24 +7 23+7 19+5

Homerla-TG (n=8) 28 + 7* 24 + 8* 24 + 6 23+9 17 + 5* 19+9 17 £ 10
Lichtmikroskopie, Auszihlen der iiberlebenden Neurone in Interpretation

Hippocampus (CA1, CA2, CA3, CA4), Neokortex (parietal), Striatum).
Als Referenz dienten weitere scheinoperierte (keine Ischimie; WT n=4,
TG n=4) bzw. vollstindig unbehandelte Tiere (WT n=3, TG n=3). Es
bestanden keine Unterschiede im Phinotypus zwischen Wildtyp- und
Homerla-Tieren, insbesondere zeigten sich keine Verhaltensauffillig-
keiten. Nach Bestitigung der Normalverteilung wurden die Daten mit-
tels Student-t-Test bzw. Rank-Sum-Test (neurologisches Defizit) auf
mogliche Unterschiede zwischen den Gruppen untersucht (SigmaStat®
2 .0, Signifikanzniveau = p<0.05).

Ergebnisse

Bei Homerla-transgenen Tieren zeigte sich eine bessere funktionelle
Erholung (signifikant an Tagen 1,2 und 5, p<0,05. Tabelle 1) sowie eine
signifikant geringere neuronale Schiddigung in Hippocampus (CAl,
CA4) und Neokortex (p<0.05, Tabelle 2). Nach 4 - 6 Std. bzw. nach 2 -3
Tagen verstarb je 1 Tier pro Versuchsgruppe (Mortalitit ca. 20%). Beim
Wildtyp entsprachen neurologisches Defizit, neuronale Zellschidigung
sowie Mortalitit friiheren Beobachtungen bei der Entwicklung des hier
verwendeten Ischimiemodells (3).

Die Milderung der funktionellen und histologischen Schidigung bei
Homerla-iiberexprimierenden Miusen deutet auf eine wesentliche
Rolle der intrazelluliren Ca2+-Freisetzung via Homer-Signaltransduk-
tion wihrend der Reperfusion nach globaler zerebraler Ischidmie hin.
Die Ergebnisse identifizieren einen moglichen Ansatzpunkt fiir die
Entwicklung therapeutischer Verfahren zur Neuroprotektion.
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Tabelle 2: Uberlebende Neurone 7 Tage nach globaler zerebraler Ischémie (/mm_, *= p<0,05)

Hirnregion CA1 CA2 CA3 CA4 Neokortex
Wildtyp (n=8) 1765 + 287 1933 + 319 1871 £ 171 1208 + 161 658 + 145
Homerla-TG (n=7) 2174 + 336* 2094 + 351 1985 + 310 1309 + 241* 758 + 148*
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Werden sympathische Baroreflexe wahrend spontaner Blutdruck-
schwankungen und nitroprussidinduzierter arterieller Hypotension ver-

gleichbar reguliert?*

P. Kienbaum und J. Peters

Abteilung fur Andsthesiologie und Infensivmedizin, Universitétsklinikum Essen

Fragestellung

Die sympathische Baroreflexreagibiliit wird konventionell als
Abhiingigkeit zwischen diastolischem Blutdruck (Ppia) und efferenter
Muskelsympathikusaktivitit (MSA) wiihrend induzierter Hypotension
charakterisiert (1). Dabei werden vasoaktive Pharmaka (z.B. Natrium-
Nitroprussid, NPN) angewendet, die einerseits den arteriellen Blut-
druck aus dem physiologischem Gleichgewicht bringen. andererseits
aber als Kotransmitter sowohl zentral als auch peripher direkten
EinfluB auf die sympathische Signalverarbeitung nehmen méogen (2).
Eine auf spontane Blutdruckschwankungen beschriinkte Evaluation der
sympathischen Baroreflexreagibilitit konnte dieses Methodenproblem
ausschlieffen (3). Wir testeten die These, dal3 die wihrend spontaner
Blutdruckschwankungen bestimmte Baroreflexreagibilitit mit der
unter Hypotension bestimmten vergleichbar ist.

Methodik
Nach Votum der Ethikkommission wurde bei 15 gesunden Probanden

(Alter 29 + 5 Jahre) die MSA im N. peronaeus mikroneurographisch
abgeleitet und der arterielle Blutdruck kontinuierlich volumenplethys-
mographisch gemessen. In Ruhe wurden tiber 5 Minuten wihrend spon-
taner Blutdruckschwankungen alle Ppja-Werte in Intervallen von 1
mmHg gruppiert und die Bursthiufigkeit fiir jedes Intervall bestimmt.
Die Steigung der individuellen Regressionsgeraden der Korrelation
zwischen Bursthiufigkeit und mittlerem Ppja pro Blutdruckklasse ist
dabei ein MaB fiir die sympathische Baroreflexreagibilitit (3). Danach
wurden vor und unter Hypotension (NPN, 2 - 3 pg kg! iv) das
Verhiltnis von Bursthiufigkeit (Anzahl der MSA-Bursts pro 100
Herzzyklen) zu PDIA gebildet (1) und die Ergebnisse beider Methoden

Der Erstautor ist zusammen mit Herrn A.M. Brambrink, Mainz,
Gewinner des Forschungsstipendiums der Fresenius-Stiftung.
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verglichen. Statistik: Mittelwerte + s, lineare Regression, Fisher-Test, t-
Test, p<0.05.

Ergebnisse

Die MSA Bursthiufigkeit betrug in Ruhe 28 + 10 Bursts/100
Herzzyklen bei einem PDIA von 71 + 11 mmHg. Die
Baroreflexreagibilitit wihrend spontaner Blutdruckschwankungen
betrug 4.0 + 1.9 % pro mmHg Abnahme des PDIA (Abb. A). Wihrend
NPN-induziertem Blutdruckabfall war die Baroreflexreagibilitit mit 2.1
+ 1.6 % pro mmHg Abnahme des PDIA signifikant (p<0.001) geringer
(Abb. B). Dariiber hinaus korrelierten die wihrend spontaner
Blutdruckschwankungen ermittelten Werte fiir die Baroreflexrea-
gibilitit nicht (r=0.1, p=0.8) mit denen wihrend arterieller Hypotension.

Interpretation

Die wihrend spontaner Blutdruckschwankungen ermittelte Baroreflex-
reagibilitit zeigt im Mittel eine groBere Empfindlichkeit als bei NPN-
induzierter Hypotension. Es kann somit nicht von der Reagibilitéit unter
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Ruhebedingungen auf die bei induziertem Blutdruckabfall geschlossen
werden. Moglicherweise zeigen die sympathischen Baroreflexe unter
Ruhebedingungen und induzierter Hypotension unterschiedliche
Charakteristika. Dazu mogen atembedingte Anderungen der kardialen
Fiillung ebenso beitragen wie Effekte des von Nitroprussid freigesetz-
ten Stickstoffmonoxids (2).
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Minimal-invasiver Provokationstest mit Koffein und Halothan zur Diagnose
einer Disposition zur Malignen Hyperthermie und mutationsspezifische

Effekte”

M. Anetseder, M. Hager, F. Schuster, R. Muller und N. Roewer

Klinik fir Anaesthesiologie der Universitét Wlrzburg

Fragestellung

Koffein und Halothan steigern bei Patienten mit Veranlagung zur mali-
enen Hyperthermie (MH) die sarkoplasmatische Ca?*-Freisetzung [1]
und induzieren mutationsspezifische Kontrakturen im in-vitro-
Kontrakturtest [2]. Kiirzlich stellten wir einen metabolischen Kohlen-
dioxid-Provokationstest mit Koffein vor [3]. Dieses Verfahren wurde
um die intra-muskulire Laktatmessung mit lokaler Koffein- und
Halothan-Applikation erweitert und validiert. Die maximalen Laktat-
konzentrationen wurden abhiingig von der amino-terminalen oder zen-
tralen Lokalisation der MH-Mutation im Ryanodin-Rezeptor ver-
glichen.

Methodik

Mit Genehmigung der Ethikkommission untersuchten wir 22 MH-ver-
anlagte (MHS). 23 nicht MH-veranlagte (MHN) und 9 Kontroll-
Probanden. Bei 14 MHS-Probanden wurde eine MH-spezifische
Mutation (G1021A x 2. C1840T x 5. G6617T x 2. GT300A x 5) nachge-
wiesen. Mikrodialyse-(MD)-Sonden im M. rectus femoris wurden mit 1
ul/min Ringer-Losung perfundiert. Nach Aquilibrierung wurden 250 pl
Koffein 80 mM an die Spitze der ersten MD-Sonde injiziert. Die zweite
MD-Sonde wurde mit Halothan 10 Vol% in Sojabohnen-Ol perfundiert.
Im Dialysat wurde Laktat indirekt photometrisch analysiert. An eine
intramuskulidre pCO,-Messsonde wurden nach Aquilibrierung 500 pl
Koffein 80 mM injiziert. Himodynamische (Puls, Blutdruck) und meta-
bolische (pH,. BE,. p.CO;) Parameter sowie das Schmerzempfinden
(VAS | - 10) warden intermittierend gemessen. Myoglobin und Kreatin-
kinase (CK) wurden vor. unmittelbar nach und 24 h nach dem
Experiment untersucht. Messwerte als Median und Quartilen: statisti-
sche Auswertung mittels Kruskal-Wallis-Test und U-Test mit p < 0.05.

Ergebnisse

MHS-. MHN- und Kontroll-Gruppe unterschieden sich nicht in Alter,
Grobe und Gewicht. Bei vergleichbaren basalen Laktatwerten erhhten
Koffein und Halothan die intramuskulire Laktatkonzentration bei
MHS-Probanden signifikant stirker als bei MHN- und Kontroll-

Probanden (Tab. 1). In Kombination mit der intramuskuliren pCO.-
Messung unter Koffein-Stimulation erreicht dieser metabolische
Provokationstest eine Sensitivitit und Spezifitit von 95% bezogen auf
den in-vitro-Kontrakturtest.

Bei Probanden mit MH-Mutationen am amino-terminalen Teil des
RYRI induzierte Koffein einen signifikant hoheren Laktatanstieg als
bei Mutationen in der Zentralregion. withrend Halothan einen signifi-
kantem geringeren Anstieg ausloste (Tab. 2).

MHS-Probanden empfanden nach Triggerapplikation stirkere
Schmerzen als MHN und Kontrollen. Die CK stieg nach 24 h bei MHS
mit 204 (142 - 347) U/ stiirker als beit MHN und Kontrollen mit 67
(40 - 96) U/l und 46 (36 - 53) U/l. Himodynamische und metabolische
Parameter unterschieden sich nicht.

Schlussfolgerung

Koffein und Halothan erhohen die lokale Laktatkonzentration nach
intramuskuldrer Gabe bei MH-Veranlagten in Folge eciner lokalen
hypermetabolen Reaktion. Klinisch relevante Nebenwirkungen treten
nicht auf. In Kombination mit der pCO,-Messung [3] scheint ein mini-
mal-invasiver Provokationstest zur Diagnose einer MH-Disposition in
greifbarer Niihe, sobald multizentrische Untersuchungen diese Ergeb-
nisse bestitigen. Unterschiedlich starke Laktatanstiege in Abhéingigkeit
von der Lokalisation der Mutation im amino-terminalen oder zentralen
Teil des RYRI bestitigen einen mutationsspezifischen Effekt. Dies
konnte bei der Suche nach einer MH-spezifischen Mutation von Nutzen
Sem.
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Konftrolle mit p < 0,05.

Tabelle 1: Maximale Lakiatkonzeniration nach intframuskularer Applikation von Koffein bzw. Halothan und maximaler pCOs-
Anstieg nach Koffein-Applikation bel MHS-, MHN- und Konfrollprobanden. Median und Quartilen. * MHS vs. MHN: # MHS s,

Laktat (mM)

Laktat (mM) max CO,-Anstieg

Diagnose n nach Koffein nach Halothan (mmHg/h) nach Koffein
MHS 22 4,8'# (2.5 -8,6) 34'#(25-52) 93*# (54 - 105)

MHN 23 1.6(1.2-1.9) 1,9(1.5-22) 45(¢-05-89

Kontrolle 9 1,90.7-21) 1.4(0.4-23) 1.90.3-7.8)

Tabelle 2: Maximale Laktatkonzentration bei MHS-Probanden mit Mutation am Amino-Terminal (G1021A, C1840T) bzw. in der
Zentralregion (G6617T, G7300A) des Ryanodin-Rezeptors nach intramuskularer Applikation von Koffeln bzw. Halothan. Median
und Quartilen. *Mutationamine termina V5. Mutationzenraregen Mit p < 0,05,

Laktat (mM)

Laktat (mM)

MH-Murtafion n nach Koffein nach Halothan
MutcationamineTerminal 7 8,0° (6,0 - 9,2) 2.4* (2,3 -3, 3)
Mutationzentratregion 7 3.00.9-4.8) 51@32-57
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Gewebestandige Monozyten/Makrophagen in der Entziindung: Hyperalgesie versus

Opioid-vermittelte periphere Antinozizeption
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Fragestellung

In einer Entziindung werden schmerzverstirkende (i.e. pro-algetische:
z.B. Zytokine und Protonen) und schmerzhemmende (i.e. antinozizeptive)
Mediatoren von Leukozyten gebildet [1]. Die am besten charakterisierte
antinozizeptive Wirkung wird durch endogene Opioidpeptide vermittelt: im
Tiermodell einer durch Freund's Complete Adjuvant (FCA) induzierten
Entziindung wandern Opioid-haltige Leukozyten ein, setzen nach Stress-
reizen wie z.B. Kaltwasserschwimmstress (CWS) Opioidpeptide frei und
erzeugen eine lokale Antinozizeption [2]. In dieser Studie wurde untersucht,
i) in welchen Phasen der Entziindung Monozyten/Makrophagen die grofite
Leukozytensubpopulation darstellen und ii) ob die selektive Depletion die-
ser Zellpopulation durch Clodronat-haltige Liposomen (CI2MDPLipos) in

der spiten Entziindung die Hyperalgesie oder die Antinozizeption vermin-
dert.

Methodik

Wistar-Ratten (n = 5 - 7 je Gruppe) wurde 150ul FCA intraplantar (i.pl.)
injiziert. Zellsuspensionen der entziindeten Pfote wurden mittels Durch-
flusszytometrie (FACS) mit Antikorpern gegen Leukozyten (CD45),
Monozyten/Makrophagen (ED1), Granulozyten (RP-1). Lymphozyten
(CD3) und Opioidpeptide (3E7) im Zeitraum 2 - 96 h post FCA analysiert.
Weitere FCA-injizierte Ratten erhielten entweder CI2MDP-Lipos oder
PBS i.pl. injiziert (je 150 pl; 1 und 24 h post FCA fiir 48 h sowie | und 48 h
post FCA fiir 96 h Entziindungsdauer). Nach 48 bzw 96 h post FCA wurden

i) Zellsuspensionen mittels FACS analysiert, ii) die Pfotendruckschwelle
(PPT = paw pressure threshold in [g]) und die Hitzeschwelle (PWL = paw
withdrawal latency in [sec]) bestimmt und iii) die PPT nach CWS oder i.pl.
Injektion von Fentanyl (1 pg) erneut gemessen [%MPE = maximum possi-
ble effect].

Ergebnisse

i) In der spiten Entziindung (> 24 h post FCA) waren ED1* Zellen die
dominante Leukozytenpopulation (Abb. A, Mittelwert + SEM) und die
wesentlichen 3E7+ Zellen (71 - 77% aller CD45+ Zellen bei 48 bzw. 96 h post
FCA): die Depletion mit CI2MDP-Lipos wurde sowohl bei 48 als auch bei
96 h post FCA untersucht (letztere als Grafiken B-C): ii) CI2MDP-Lipos
reduzierten die Anzahl von ED1+CD45* und 3E7-CD45+ Zellen, nicht aber
von RP-1*CD45* Zellen (48 h post FCA: PBS vs. CI2MDP-Lipos: ED1: 661
+ 40 vs. 468 + 77 x10° Zellen/Pfote, 3E7: 381 + 46 vs. 247 + 29 x 103
Zellen/Pfote beide p < 0.05, RP-1: 345 + 51 vs. 295 + 42 x 103 Zellen/Pfote,
p > 0,05, alle t-test: 96 h post FCA: Abb. B): iii) CI2MDP-Lipos verinderten
die PWL und die PPT der entziindeten Pfote nicht (48 h post FCA: PBS vs.
CI2MDP-Lipos: PWL 5.1 + 03 vs.5.5 + 1.0 sec und PPT 33,3 + 0,9 vs.34.8 +
1.3 g. beide p > 0,05, t-test: 96 h post FCA: Abb. C):iv) CI2MDP-Lipos fiihr-
ten zu einem reduzierten Anstieg der PPT nach CWS, nicht aber nach
Fentanylgabe (48 h post FCA: PBS vs. CI2ZMDP-Lipos: PPT CWS: 74.9 + 4,0
vs. 61,0 + 49 % MPE: PPT Fentanyl: 56.9 + 8.6 vs. 56,1 + 7.6 % MPE, p <
0.05 und p > 0,05; t-test; 96 h post FCA: Abb. D).

Interpretation

In der spiten Entziindung (> 24 h pst FCA) vermitteln Opioid-haltige
Monozyten/Makrophagen die periphere, Stress-induzierte Antinozizeption.
Bereits eine moderate Depletion dieser Zellpopulation durch Clodronat-
haltige Liposomen vermindert die korpereigene Schmerzhemmung, nicht
aber die inflammatorische Hyperalgesie. Dieser Effekt beruht nicht auf
einer unspezifischen Wirkung auf die Opioidrezeptoren. da die exogene
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Abbildung 1a

Antinozizeption gegeniiber Fentanyl unbeeintrichtigt bleibt. Unsere Daten
legen folgende Interpretation nahe: Wihrend eine erhéhte Migration von
Leukozyten die Hyperalgesie nicht verstirkt [3], konnte eine entziindungs-
hemmende Therapie initial paradoxerweise zu mehr Schmerzen fiihren.
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Bakterielle DNA (CpG-DNA) induziert eine Toll-
Like Rezeptor 9-abhdngige Entziindungsreaktion
im Herzen und vermindert die kardiomyozytére
Kontraktilitat

P. Knuefermann', M. Schwederski', U. Dreiner?, R. Meyer?,

C. Grohé?, A. Hoeft' und G. Baumgarten’

' Klinik und Poliklinik fir Andsthesiologie und Operative
Intensivmedizin

2 Institut far Physiologie Il

? Medizinische Universitatspoliklinik

Universitatsklinik Bonn

Fragestellung

Negativ inotrop wirksame Mediatoren (TNF, IL-1B) spielen eine
wichtige Rolle fur die Pathogenese der septischen Kardio-
myopathie. Gram-positive Bakterien (S. aureus) und Lipo-
polysaccharide als Zellwandbestandteile von gram-negativen
Erregern kénnen Uber Aktivierung des Toll/IL-1-Signaltrans-
duktionsweges eine kardiale Inflammation mit nachfolgender
Myokarddepression hervorrufen [1, 2]. Bisher war jedoch nicht
bekannt, ob auch andere Toll-Like Rezeptor-Liganden eine inflam-
matorische Reaktion im Herzen induzieren. Kirzlich konnte
gezeigt werden, dass bakterielle DNA (CpG-DNA) eine Ent-
zlindungsreaktion bis hin zur Sepsis induziert und dass der Toll-
Like Rezeptor 9 (TLR9) als primérer Rezeptor fir die Erkennung
von bakterieller DNA fungiert [3]. Inzwischen wurde TLR9 auch im
Herzen nachgewiesen. Ziel dieser Studie war es, die Bedeutung
von TLRA flur eine inflammatorische Antwort im Herzen durch bak-
terielle DNA zu untersuchen.

Methodik

Zur Simulation einer Sepsis wurden Wildtyp (WT)-Mause und Toll-
Like Rezeptor 9-defiziente (TLR9-D)-Mause mit bakterieller DNA
bzw. mit synthetischen CpG-Oligonukleotiden (20nmeol) intraperi-
toneal stimuliert (Tierversuchsprotokoll genehmigt durch Bezirks-
regierung Koln). Mittels RT-PCR wurde die RNA-Expression von
TLR9 im Herzen untersucht. Nach den entsprechenden Stimu-
lationsintervallen mit CpG-DNA wurde die myokardiale mRNA-
Expression fur TNF und IL-1B mittels RNAse Protection Assay, die
dazugehorigen Proteinspiegel mittels ELISA und die NFkB-Akti-
vierung mit einem Bandenshift-Assay untersucht. Die mRNA-
Expression der induzierbaren NO-Synthetase (INOS) im Herzen
wurde mittels RT-PCR bestimmt. Die Aufnahme von fluoreszenz-
markierter CpG-DNA (CpG-ODN 1668 Cy5) in das Herz wurde
mittels Durchflusszytometrie (FACS) analysiert. Zu diesem Zweck
wurden spezifische Antikérper gegen Makrophagen (CD11b), den-
dritische Zellen (CD11c) und Endothelzellen (MESF1) verwendet.
Zur Evaluierung der funktionellen Bedeutung von TLR9 wurden
Kardiomyozyten von WT- und TLR9-defizienten Mausen mittels

Langendorff-Perfusion isoliert. Nach 5-stindiger Stimulation mit
CpG-DNA (1pg/ml) wurde die Sarkomerverkirzung unter externer
Stimulation (0,5 bis 10 Hz) mit einer Spezialkamera (lonOptix) auf-
gezeichnet.

Ergebnisse

Mittels RT-PCR konnte gezeigt werden, dass Toll-Like Rezeptor 9
im Herzgewebe von WT-Mé&usen exprimiert wird. Die Gabe von
CpG-DNA fiihrte zu einer raschen Aktivierung des TLR9-Signal-
transduktionsweges. Innerhalb von 1h kam es zu einem deutlichen
Anstieg der kardialen NFxB-Aktivitat, die bis zum Zeitpunkt 6h
anhielt. Diese Aktivitatszunahme wurde nicht in den TLR9-D-
Mausen beobachtet. Die myokardiale TNF- und IL-1p-mRBNA-
Expression war in den WT-M&usen 1h und 2h nach CpG-Verab-
reichung signifikant gréBer als in den TLR9-D-Mausen (n=5;
p<0,05; 2-Weg-ANOVA). Die Zytokin-Proteinspiegel waren eben-
falls signifikant gréBer in den WT-Mausen (TNF 1h: 4,41 vs. 0,99
pg/mg; TNF 2h: 3,2 vs. 1,0 pa/mg; IL-1b 1h: 21,06 vs. 3,1 pg/mg;
IL-1p 2h: 26,45 vs. 5,71 pg/mg) im Vergleich zu den TLR9-D-
Méausen (n=5; p<0,05; 2-Weg-ANOVA). Die Gabe von CpG-DNA
fihrte nach 4h zu einer vermehrten INOS-mRNA-Expression (n=4).
Bei TLR9-D-Mausen war eine iNOS-mRNA-Produktion nicht
detektierbar. Weiterhin konnte mittels FACS-Analyse nachgewie-
sen werden, dass CpG-DNA im Herzen aufgenommen wurde. Die
Aufnahme von CpG-DNA wurde in Endothelzellen, Makrophagen
und dendritischen Zellen detektiert.

Die Stimulation mit CpG-DNA flhrte zu einer signifikanten
Reduktion der Sarkomerverkiirzung von WT-Herzmuskelzellen in
allen Frequenzbereichen (p<0,05; 2-Weg-ANOVA). Im Gegensatz
dazu zeigte sich bei den isolierten Kardiomyozyten von TLR9-D-
Tieren keine Veranderung der Sarkomerverkiirzung.

Interpretation

Der Nachweis einer Beteiligung von TLR9 an der Initierung der
kardialen Entziindungsantwort und der damit verbundenen Ein-
schrankung der kardiomyozytédren Kontraktilitdt unter den experi-
mentellen Bedingungen einer Sepsis erdffnet neue Perspektiven
flr die experimentelle und klinische Forschung auf dem Gebiet der
septischen Kardiomyopathie.
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p21-aktivierte Kinase reguliert die LPS-induzierte
Migration neutrophiler Granulozyten in die Lunge
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* Department of Biomedical Engineering,

University of Virginia, Charlottesville, VA

* Klinik fur Anaesthesiologie und Intensivmedizin, Universitats-
klinikum Tibingen, Eberhard-Karls-Universitét Tubingen

Fragestellung

Im Rahmen der akuten respiratorischen Insuffizienz (ALI/ARDS)
kommt es zur Transmigration neutrophiler Granulozyten (poly-
morphkernige Leukozyten, PMN) in die Lunge. Dieser Prozess
setzt strukturelle Verdnderungen des Zytoskeletts von Endothel-
zellen und PMN voraus und wird von so genannten ,small
GTPases" wie Rac oder Cdc42 reguliert. Nach ihrer Aktivierung
binden Rac und Cdc42 an die Familie der p21-aktivierten Kinasen
(PAK 1, 2 und 3), die wiederum die Polymerisierung von Aktin und
die Phosphorylierung von Myosin regulieren und damit unmittelbar
die Motilitdt der Zelle regulieren [1]. Wir untersuchten den Effekt
eines PAK-Inhibitors auf die Transmigration von PMN in vivo und
in vitro.

Methodik

Nach Genehmigung durch die &rtliche Tierschutzkommission
wurde in C57BI6-wildtyp-Mausen eine akute pulmonale Inflamma-
tion mittels Inhalation von LPS (S. enteritidis) induziert. 30 Minuten
vor LPS-Exposition erhielt eine Versuchsgruppe ein PAK-blockie-
rendes Peptid (1mg, intraperitoneal), die andere Gruppe erhielt ein
Kontrollpeptid. Nach 12 Stunden wurde die Migration von PMN in
die verschiedenen Kompartimente der Lunge sowie die mikrovas-
kuldre Permeabilitdt mittels Evans-blue-Extravasation bestimmt
[2]. In einer separaten Versuchsreihe wurde die Aufnahme von
fluoreszenzmarkiertem PAK-Peptid in PMN untersucht und die An-
zahl PAK-positiver PMN in Blut, Lunge und Bronchiallavage (BAL)
durchflusszytometrisch bestimmt. Der Effekt auf die PMN-Migra-
tion wurde auBerdem in einem In-vitro-Chemotaxisassay mit zwei
verschiedenen Endothelzellarten (Aortenendothel des Rindes und
Lungenendothel der Maus) untersucht. Die Aktivierung von PAK in
PMN wurde schlieBlich molekularbiologisch mittels Western-Blot
gepruft.

Ergebnisse

Die Inhalation von LPS fiihrte zu einer signifikanten Migration von
PMN in das Lungeninterstitium und in den Alveolarraum. Die
Blockierung von PAK reduzierte die transendotheliale und trans-
epitheliale PMN Migration um ~60% (p < 0,05) ( ). Darliber
hinaus wurde die LPS-induzierte Steigerung der mikrovaskuléren
Permeabilitat in der Lunge durch das PAK-Peptid signifikant redu-
ziert (EB Index 1,3 + 1,5vs. 2.1 + 1.7, p < 0,05). Die Injektion von
fluoreszierendem PAK-Peptid demonstrierte eine Aufnahme des
Peptids durch PMN. PAK-positive PMN waren im Blut und in
geringer Anzahl in der Lunge, nicht jedoch in der BAL zu finden.
Die Hemmung der Transmigration wurde in den In-vitro-Chemo-
taxisassays bestéatigt. Hier zeigte sich eine signifikante Reduktion
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Abb. 1: PAK-abhangige PMN Migration in die verschiedenen

Kompartimente der Lunge. * p < 0,05 versus LPS-
Kontrolle.

der Migration, wenn entweder PMN, Endothel oder beide Kom-
partimente mit dem PAK-Peptid vorbehandelt wurden (alle p <
0,05). In allen Versuchen zeigte das Kontrollpeptid keinen Effekt.
Die Aktivierung von PMN mit dem fir die akute Lungenin-
flammation kritischen CXCR2-Liganden CXCL2/3 (MIP-2) fuhrte
darliber hinaus zu einer zeitabhangigen Phosphorylierung von
PAK.

Interpretation

Die Infiltration von PMN in der Lunge ist eines der kritischsten
Ereignisse im Rahmen der akuten respiratorischen Insuffizienz.
Dennoch sind die zugrunde liegenden Mechanismen kaum ver-
standen. Die Beteiligung von Adhdsionsmolekillen ist etabliert,
ihre Blockierung scheint aber aufgrund ihrer immunsupprimieren-
den Effekte nicht winschenswert. Die Bedeutung des Chemo-
kinrezeptors CXCR2 auf PMN und Endothelzellen wurde in vielen
ARDS-Modellen demonstriert [3]. Die hier gezeigte Aktivierung von
PAK durch den CXCR2-Liganden CXCL2/3 impliziert, dass die
beobachteten CXCR2-Effekte maoglicherweise PAK-abhangig
sind. Jedoch ist die Beteiligung weiterer Signalwege wahrschein-
lich. Die Blockierung von PAK als direktem Effektor der Motilitat
von PMN und Endothelzellen scheint deshalb eine attraktive the-
rapeutische Option im Rahmen PMN-abhangiger Inflammationen
ZU sein.
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Fragestellung

In der frhen Entziindungsphase (z. B. nach Injektion von kom-
plettem Freunds Adjuvans [CFA] in die Rattenpfote) wandern
opioidhaltige polymorphonukledre Zellen (PMN) in das Gewebe
ein und sezernieren nach Stimulation Opioidpeptide [1].
Opioidpeptide wie -Endorphin (END) und Met-Enkephalin (ENK)
binden an Opioidrezeptoren auf peripheren sensorischen
Neuronen und erzeugen eine lokale Antinozizeption. PMN-spezifi-
sche Chemokine wie CXCL2/3 (macrophage inflammatory protein-
2) binden an den CXCR2-Rezeptor und regulieren die Ein-
wanderung von opioidhaltigen PMN [2]. Die Rolle von Chemokinen
in Schmerzentstehung bzw. -inhibition wird kontrovers diskutiert:
Injektion von CXCL12 oder CXCL1 in nichtentziindetes Gewebe
wirkt hyperalgetisch [3]. Dagegen fiihrt die lokale Injektion von

CXCL2/3 in CFA-entziindetes Gewebe zu einer opioidabhangigen
Antinozizeption. In dieser Studie untersuchten wir: i) die intrazellu-
lare Lokalisation von Opioidpeptiden in Granula von PMN, ii) die
Mechanismen der Signallibertragung bei CXCL2/3-induzierter
Opioidpeptidsekretion in vitro und iiij) PMN- und kalziumabhangige
Antinozizeption nach Transfer allogener PMN in PMN-depletierte
Ratten in vivo.

Methodik

Peritoneale Ratten-PMN wurden 4 h nach intraperitonealer
Injektion von 1% Glykogen gewonnen. Die intrazelluldre Lokalisa-
tion in Granula wurde durch konfokale Doppelimmunfluoreszenz
nach Farbung mit granulaspezifischen Antikérpern kombiniert mit
Anti-Opioidpeptidantikdrpern analysiert. Fur Sekretionsexperi-
mente wurden PMN mit Kinase- oder Kalziuminhibitoren vorinku-
biert, dann mit CXCL2/3 stimuliert und nach 7 min der Gehalt von
END und ENK im Uberstand mittels Radioimmunoassay gemes-
sen. In vivo wurden PMN durch systemische Behandlung mit Anti-
PMN-Serum (aPMN) depletiert und durch intraplantare (i.pl.)
Injektion mit peritonealen PMN von allogenen Ratten rekonstitu-
iert. AnschlieBend wurden mit dem Pfotendrucktest (PPT)

* Preistragerin des Fresenius-Stipendiums 2006

Hyperalgesie und Antinozizeption gemessen. In einigen Experi-
menten wurden die allogenen PMN ex vivo mit einem intrazellula-
ren Kalziumchelator 1,2-Bis(o-Aminophenoxy)Ethan-N,N,N",N"-
Tetraessigsaure Acetoxymethylester (BAPTA/AM) inkubiert.
Ergebnisse
Opioidpeptide wurden in priméaren azurophilen Granula von PMN
detektiert. In sekundéren, tertiaren oder sekretorischen Granula
waren keine Opioidpeptide nachweisbar. Sekretion von ENK und
END nach Inkubation mit 1 mM CXCL2/3 lieB sich durch intrazel-
luldre Kalziumchelierung mit BAPTA/AM ( , CXCL2/3=Kkarier-
ter Balken, BAPTA + CXCL2/3=diagonal gestreifter Balken.
*p<0,05, repeated measurement ANOVA, n=6-9, Mittelwert
+Standardfehler), nicht aber durch extrazellulare Kalziumche-
lierung mit EDTA komplett hemmen. Blockade der Phos-
phoinositol-3-kinase mit LY294002 hemmte die CXCL2/3-indu-
zierte Opioidpeptidfreisetzung partiell. Depletion von PMN fuhrte
zu einem Verlust der CXCL2/3-induzierten Antinozizeption ( ,
n=6, *p<0,05 ANOVA. WeiBer Balken=basale Hyperalgesie,
CXCL2/3 i.pl.=karierter Balken, graue Balken=Behandlung mit
anti-PMN Serum. Mittelwert+Standardfehler). Diese lieB sich
dosisabhangig durch i.pl. Injektion von allogenen PMN wiederher-
stellen (= quergestreifter Balken). Ex-vivo-Behandlung der alloge-
nen PMN mit BAPTA/AM blockierte die CXCL2/3-induzierte
Antinozizeption nach Zelltransfer (=diagonalgestreifter Balken).

Interpretation

Unter Entziindungsbedingungen wirken CXCR2-Liganden uber
eine Sekretion von Opioidpeptiden aus priméren Granula von PMN
antinozizeptiv. Die Sekretion ist ausschlieBlich abhéngig von einer
intrazelluldren Kalziumfreisetzung und wird unterstutzt durch
Aktivierung der Phosphoinositol-3-kinase entsprechend den not-
wendigen Signalen flr die Freisetzung priméarer Granula. In vivo
lasst sich der antinozizeptive Effekt in PMN-depletierten Ratten
durch Injektion allogener PMN rekonstituieren, sofern intrazellula-
res Kalzium mobilisiert werden kann. Unser Modell der Rekonsti-
tution mit allogenen PMN erlaubt die Untersuchung von Signal-
wegen der Opioidpeptidfreisetzung aus Leukozyten ohne die
Signalwege in anderen Zellen, z.B. sensorischen Neuronen, zu
beeinflussen.

Geférdert durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (Klinische
Forschergruppe 100/2).
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Fragestellung

Verschiedene Studien konnten belegen, dass der extrazellularen
Adenosin-Bildung und Signallbertragung eine kardioprotektive
Bedeutung wé&hrend akuter Myokardischdmie zukommt [1].
Extrazelluldares Adenosin wird vorwiegend enzymatisch via
Phosphohydrolyse aus ATP und ADP gebildet. Dieser enzymati-
sche Prozess wird durch Ekto-Nukleosid Triphosphat Diphospho-
hydrolasen (E-NTPDasen 1-3, 8) gesteuert. Daher untersuchten
wir hier eine mégliche kardioprotektive Rolle dieser Enzyme bei
akuter Myokardischamie im murinen Tiermodell.

Methodik

Vor Versuchsbeginn lag eine Tierversuchsgenehmigung durch das
zustandige Regierungsprasidium vor. Als ersten Schritt untersuch-
ten wir die Folgen einer pharmakologischen Hemmung aller E-
NTPDasen bei Myokardischamie und ischamischer Prakonditio-
nierung (IP). Hierzu verwendeten wir einen neuen, nicht-selektiven
E-NTPDase Inhibitor (Nas(H:W1:04), POM-1, 3mg/kg KG i.p.) [2]
und untersuchten die HerzinfarktgréBe nach 60-minutiger
Isch@mie mit und ohne vorheriger IP (5 min Ischamie, 5 min Reper-
fusion, 4 Zyklen) [1]. AnschlieBend wurden mittels Echtzeit-RT-
PCR an prakonditioniertem Myokard transkriptionelle Folgen
von IP auf die E-NTPDasen untersucht. Diese Befunde wurden
durch Western-Blot- und immunhistochemische Analysen besta-
tigt. Fur eine genetische Beweisfuhrung wurden anschlieBend
Myokardischamie und IP bei Mausen nach gezielter Deletion der
E-NTPDase1 (CD39) durchgefihrt (cd39-Mause). Um zu zeigen,
dass ein unterschiedliches Verhalten von cd39"-M&usen tatsach-
lich auf einen extrazelluldren Nukleosid-Mangel zurtickzufiihren
ist, bestimmten wir die Adenosin-Konzentrationen im Herzgewebe
dieser Mause mittels HPLC-Technik. AnschlieBend rekonstituier-
ten wir die cd39”-Mause durch Apyraseinfusionen und fiihrten
erneut murine Myokardischamie und in situ IP durch.

Ergebnisse

Durch POM-1-Behandlung wurde die basale InfarktgréBe erhdht
(44+2,3% vs. 52,5+6,6%,p<0.05, n=6) und der infarktgréBen-
reduzierende Effekt von IP aufgehoben (M&use mit IP ohne

POM-1: 13,8+3,6 % vs. Mause mit IP mit POM-1: 53,6+5,2
% ,n=6,p<0.0001). In prékonditioniertem Herzgewebe zeigte sich
eine selektive Induktion der E-NTPDase1/CD39 mRNA (8,2+1,5-
fach,n=6,p<0.0001) mit IP. Western-Blot-Analysen bestétigten die
Induktion von CD39 und immunhistochemische Farbungen lokali-
sierten CD39 auf Myokard- und Endothel-Zellen. Untersuchungen
an cd39”-Mausen bestétigten eine funktionelle Rolle von CD39
bei Myokardischamie und IP ( ). So hatten diese Mause
ohne IP gréBere Infarkte, und die IP-bedingte InfarktgréBen-
reduktion war aufgehoben. Adenosin-Messungen bei cd39"-
Mé&usen ergaben, dass ein durch IP bedingter Anstieg der
Adenosin-Konzentration bei diesen Mausen ausblieb. Rekon-
stitution von cd39”-Mausen mit I6slicher Apyrase fuhrte zu einer
Wiederherstellung des Wildtyp-Phénotyps. Zusétzlich fihrt die
Gabe von Apyrase bei Myokardischamie zu einer 50%-igen
(44,2+3,2% vs. 23,2+ 4,7 %) InfarktgroBenreduktion bei Wildtyp-

Mausen ( ). Statistische Analysen: ANOVA, *p<0.05.
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Abb. 1: (A) Myokardischdamie und ischdmische Prakonditio-
nierung (IP) bei cd39"-Mausen.
(B) Therapeutische Wirkung von Apyrase bei der akuten

Myokardischamie.

Interpretation

Die vorliegenden Untersuchungen weisen erstmalig auf eine kar-
dioprotektive Rolle der CD39-abhangigen ATP/ADP-Phospho-
hydrolyse bei akuter Myokardischamie hin. Der Einsatz von |6s-
licher Nukleotidase (Apyrase) stellt mdglicherweise eine neue
Therapieform in der Behandlung oder Prophylaxe der akuten
Koronarischamie dar.

Zur Infarktinduktion wurde mit oder ohne IP (+ IP [4 x 5 min])
die linke Koronararterie fir 60 Minuten verschlossen. Nach 2
Stunden Reperfusion wurde durch retrograde Farbung mit Evan’s
Blue und durch eine spezifische Infarktfarbung die prozentuale
InfarktgréBe bestimmt.
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Fragestellung

Die hypnotische Wirkung von Propofol (2,6-diisopropylphenol)
wird hauptsachlich Uber eine direkte Aktivierung oder eine Co-
Aktivierung zentraler, hemmender GABA-A-Rezeptoren und
Glycin-Rezeptoren vermittelt. Eine Kklinisch relevante Neben-
wirkung von Propofol ist der ausgepragte Injektionsschmerz bei
intravendser Applikation. Diese Wirkung von Propofol ist vermut-
lich auf eine Aktivierung nozizeptiver Nervenendigungen in der
Venenwand zurtickzufiihren, der molekulare Mechanismus ist je-
doch unbekannt. Determinanten dieser Wirkung von Propofol sind
laut Kklinischen Studien der Anteil des wassergeldsten Propofols
sowie der pH-Wert in unterschiedlichen Propofol-Formulierungen
[1]. Auch eine Freisetzung der pro-algetischen Substanz
Bradykinin ist diskutiert worden [2]. In der vorliegenden Arbeit

wurde die Wirkung von Propofol auf nozizeptive Neurone und
nozizeptorspezifische Membranrezeptoren untersucht. Hierbei
handelt es sich um TRPV1 und TRPAT1, die eine bedeutende Rolle
fur die Polymodalitat nozizeptiver Neurone und fiir die periphere
Sensibilisierung bei Gewebeverletzung und Entziindung spielen
[3]. TRPV1 wird durch Hitze (>42°C) sowie durch zahlreiche end-
ogene und exogene Substanzen wie z.B. Capsaicin, Protonen und
das endogene Cannabinoid Anandamid aktiviert. Im Rahmen einer
Entzlindung ist TRPV1 entscheidend fiir die Ausbildung einer ther-
mischen Hyperalgesie. TRPA1 gilt als Detektor multipler endoge-
ner und exogener algogener Substanzen oder Irritantien wie Senf-
6l, Acrolein, Cannabinoide, Formalin und Prostaglandine. TRPA1
ist entscheidend flr die Bradykinin-induzierte Hyperalgesie aber
auch fur die Kalte-Hyperalgesie im Rahmen einer Entziindung
oder einer Neuropathie.

Methodik

Mit behérdlicher Genehmigung wurden adulte Wildtyp-C57/BL6-
Méuse, TRPV1-Knockout-Mause und TRPA1-Knockout-Méause
zur Gewebeentnahme mit CO: getdtet. In Kultivierten Spinal-
ganglienzellen aus diesen Tieren wurde der intrazellulare Ca*-
Anstieg auf eine Applikation von Propofol hin mittels der Ca*-
Imaging-Technik gemessen. Kultivierte HEK293t-Zellen wurden
mit cDNA verschiedener TRP-Rezeptoren transfiziert und mit der
Whole-Cell-Konfiguration der Patch-Clamp-Methode untersucht.

Ergebnisse

Propofol induzierte einen konzentrationsabhangigen Ca*-
Einstrom in Spinalganglienzellen der Wildtyp-Maus ab 10 uM
(n=101). Sowohl Spinalganglienzellen von TRPV1-defizienten
Mausen als auch von TRPA1-defizienten Mausen zeigten zwar
eine deutliche Antwort auf Propofol, in beiden Genotypen war
diese Antwort jedoch Kkleiner als in Spinalganglienzellen der
Wildtyp-Maus (TRPV1 67 %, n= 62 und TRPA1 45 %, n= 46). Die
noch erhaltene Antwort in TRPA1-defizienten Spinalganglien
konnte effizient durch den selektiven TRPV1-Blocker BCTC (N-(4-
tertiarybutylphenyl)-4-(3-cholorphyridin-2-yl, 10uM) gehemmt
werden (62 %,h= 30). Eine entsprechende Untersuchung an
TRPV1-defizienten Zellen ist nicht moglich, da derzeit keine selek-
tiven TRPA1-Blocker verfugbar sind. Die Wirkung von Propofol auf
TRPV1 und TRPA1 wurde auch im heterologen Expressions-
system untersucht. Wie in demonstriert, zeigten
untransfizierte HEK293t-Zellen (HEK293t-Mock) keine Ein-
wartsstrome auf Propofol bis 300 pM. In HEK293t-Zellen mit
TRPV1 aber induzierte Propofol konzentrationsabhéngig Einwarts-
strome ab 10 puM ( ) mit einem EC50-Wert von 102 +
3.4 uM, (n= 5-6 pro Konzentration). Auch HEK293t-Zellen mit
TRPA1 zeigten Propofolinduzierte Einwartsstrome. Diese Ant-
worten waren jedoch klein und in den meisten Zellen nur einmalig
auslosbar. Eine pharmakologische Charakterisierung Propofol-
induzierter Einwartsstrome wurde aus diesem Grund mit TRPV1
ausgefuhrt. Der kompetitive TRPV1-Blocker Capsazepin (10 uM)
blockierte vollstandig Propofol-induzierte TRPV1-Stréme (99 + 2
%, n= 5). Propofol-induzierte Einwértsstréme zeigten auch eine fur
TRPV1 typische Desensibilisierung. Bei wiederholten Applika-
tionen von Propofol (300 pM) zeigte sich in Ca2+-haltiger Lésung
eine starke Abnahme der Stromamplituden (72.3 + 14.2 % des
Ursprungsstroms, n= 5). Wahrend die Desensibilisierung von

TRPV1 durch viele andere Agonisten eine starke Abhangigkeit von
der extrazellularen Ca*-Konzentration zeigt, war die Desensibili-
sierung durch Propofol komplett erhalten in Ca*-freier L&sung
(63.7 + 9.0 % des Ursprungsstroms, n= 7) (p>0.05 ungepaarter
t-Test). Propofol-induzierte Einwartsstrome konnten durch eine
Proteinkinase-C-vermittelte Phosphorylierung von TRPV1 sensibi-
lisiert werden: Die Vorbehandlung mit dem PKC-Aktivator PMA
(phorbol12-myristat13-acetat, 1 uM) verursachte eine 27.9 + 6.8-
fache Potenzierung Propofol-induzierter Einwartsstrome (n= 8).
Diese Potenzierung war in der TRPV1-Mutante S502A/S800A, in
der beide PKC Phosphorylierungsstellen von TRPV1 blockiert
sind, signifikant reduziert (1.6 + 0.7-fach, n= 7) (p<0.001, unge-
paarter t-Test).

Interpretation

Propofol ist ein potenter Agonist von TRPV1, aber auch von
TRPA1. Diese Wirkung von Propofol wird sowohl im heterologen
Expressionssystem als auch in nativen Spinalganglienzellen der
Maus beobachtet. Die Aktivierung der TRP-Rezeptoren TRPV1
und TRPA1 koénnte dem Injektionsschmerz von Propofol zu
Grunde liegen und zu einer Modulation des nozizeptiven Systems
bei Anésthesien mit Propofol beitragen.

Literatur

1. lwama H, Nakane M, Ohmori S, et al. Nafamostat mesilate, a kallikrein
inhibitor, prevents pain on injection with propofol. Br J Anaesth 1998;81:
963-964.

2. Baker MT, Naguib M. Propofol: the challenges of formulation.
Anesthesiology 2005;103:860-876. Review.

3. Wang H, Woolf CJ. Pain TRPs. Neuron 2005;46:9-12. Review.

Gefordert durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (KFO 130).

Korrespondenzadresse: andreas.leffler@kfa.imed.uni-erlangen.de

A HEK293t-Mock B HEK293t-TRPV1

300 uM Prop 10 uM Prop
S

30 uM Prop

100 uM Prop 300 uM Prop 1 mM Prop
I -
\
I 500 pA ‘
5s

Abb. 1:

A) Propofol hat keine Wirkung an untransfizierten HEK293t-Zellen (HEK293t-Mock). B) Propofol induziert Einwartsstréme in

HEK293t-Zellen mit TRPV1. Zellen wurden bei einem Haltepotential V» -60 mV gehalten. Propofol in steigenden Konzen-
trationen wurde fur ~10s appliziert in Absténden von 2 Minuten.
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Fragestellung

Woéhrend einer Minderversorgung mit Sauerstoff (Hypoxie) kommt
es zur Infiltration neutrophiler Granulozyten (PMN) in das betroffe-
ne Gewebsareal [1]. Endogene Proteine, wie Netrin-1 kontrollieren
dabei eine UberschieBende Immunantwort [2]. Die Regulation von
Netrin-1 unter Hypoxie und der Signalmechanismus der Netrin-1-
induzierten Wirkung auf PMN sind dabei noch weitgehend unbe-
kannt [2,3].

Methodik

Die Tierversuchsgenehmigung des Regierungsprésidiums Tlbin-
gen lag vor. Die Netrin-1-Expression wurde in vitro mittels Echtzeit-
PCR und Protein-Analyse untersucht. Der Netrin-1-Promoter
wurde in einen PGL4-Luziferase-Vektor kloniert, die Bindungs-
sequenz fir HIF-1o. mutiert und danach Hypoxie (24 h, 2%0:,
98%N2) ausgesetzt. Die CaCo-Zellinie mit induzierter Uberexpres-
sion (HIF+) und Repression (HIF-) von HIF-1o wurden Hypoxie
ausgesetzt. Die Netrin-1-Expression wurde bei Wildtyp (WT)- und
Mausen mit einer Deletion der intestinalen HIF1a (cHIF-1a")-
Expression unter Hypoxie (4h, 8%Q0:, 92%N:) untersucht. Die
Netrin-1-Wirkung auf PMN wurde unter Blockade der Adenosin-
rezeptoren untersucht, und die spezifische Rezeptorantwort
zusdtzlich mittels intrazellularer cAMP-Messungen beurteilt. Die
funktionelle Auswirkungen von Netrin-1 unter Hypoxie (4h,
8%0:,92%N:) wurde in vivo bei WT-, Adenosin-Rezeptor-Knock-
out-Mausen flr den A2A- (A2AAR”-M&use) und den A2B-
Rezeptor (A2BAR"-Mause) sowie bei entsprechenden Knochen-
marks-Chiméren-Mausen untersucht (WT+«*A2BAR”). Die statisti-
schen Analysen wurden mittels ANOVA und Student’s-t-test
durchgefiihrt.

Ergebnisse

Netrin-1-mBNA wurde in epithelialen Zellen unter Hypoxie ver-
starkt exprimiert (6,3+0,93fach, 48h Hx, p<0.01). Westernblot- und
Immunhistochemische Farbungen bestitigten diese Induktion.
Der Netrin-1-PGL4-Reporter zeigte verstarkte Luziferase-Aktivitat
unter Hypoxie, die durch Mutation der HIF-1a-Bindestelle aufge-
hoben werden Konnte (Kontrolle 1 + 0,18-fach; Netrin-1-PGL4
3,25 + 0,46-fach, HIF-1a-Mutation 0,84 + 0,07-fach; n=4; p<0.05).
Studien in den HIF+- und HIF-CaCo bestitigten die HIF-10-
Abhangigkeit der Netrin-1-Expression. Netrin-1-mRNA war zudem
in vivo HIF-1a-abhangig induziert (WT Kolon Nx 1+0.2-fach vs. Hx
4,3+1,3-fach, n=5; p<0.05, cHIF1o" Kolon Nx 1,2+0.33-fach vs.

Hx 0,89+0.1-fach, n=5; p=ns). Die In-vitro-Transmigrationsstudien
zeigten nach Blockade des A2B-Adenosin-Rezeptors eine
Aufhebung der Netrin-1-Wirkung (Kontrolle 1+ 0,18-fach; Netrin-1
500ng/ml 0,51 + 0,12-fach, Netrin-1 und PSB1115 1,06 + 0,17-
fach; n=6, p<0,05). Die intrazelluldre PMN-cAMP-Messung nach
Netrin-1-Stimulation bestétigte dies (Kontrolle 127+ 39pmol,
Netrin-1 500ng/ml 278 = 46pmol, Netrin-1 und PSB1115
146pmol+49fach; p<0.05). Bei WT-Mausen reduzierte Netrin-1 die
hypoxieinduzierte MPO-Aktivitat in Lunge, Kolon und Niere signi-
fikant ( 7). Dieser Effekt konnte bei den A2BAR"-Ma&usen
nicht beobachtet werden, war aber bei A2AAR"-Mausen vorhan-
den (A! ). In der Gruppe der chiméaren Mause zeigten
die A2BAR* auf WT transplantierten Mause keine signifikante
Reduktion der MPO-Aktivitat in der Lunge (Nx 1+0,1-fach; Hx
2,6+0,5fach, Hx+Netrin-1 2,4+0,2fach), in der intestinalen Mukosa
(Nx 1+0,2-fach; Hx 1,8+0,3fach, Hx+Netrin-1 1,84+0,1fach und in
der Niere (Nx 1+0,1fach; Hx 1,6+0,1fach, Hx+Netrin-1
1,6+0,1fach) durch Netrin-1. In der Gruppe der WT auf A2ZBAR"
transplantierten Tiere konnte eine eindeutige Reduktion der hypo-
xieinduzierten MPO-Aktivitat in der Lunge (Nx 1+0,1-fach; Hx
1,7+0,1fach, Hx+Netrin-1 1,1+0,1fach), in der intestinaler Mukosa
(Nx 1+0,2-fach; Hx 1,64+0,3fach, Hx+Netrin-1 0,83+0,3fach) und
in der Niere (Nx 1£0,2fach; Hx 1,54+0,1fach, Hx+Netrin-1
0,89+0,1fach) durch Netrin-1 gemessen werden.
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Myeloperoxidase (MPO) Aktivitdt in der intestinalen
Mukosa von a.) WT b.) A2AAR” und c.) A2BAR” Mausen
nach 4h normobarer Hypoxie (8 % Q). Daten sind
Mittelwert=SEM, n=5.

Abb. 1:

Interpretation

Hypoxie induziert die Netrin-1-Expression durch einen HIF-1o-
abhangigen Mechanismus. Netrin-1 hemmt die Infiltration von
PMN in hypoxisches Gewebe durch einen A2BAR-abhingigen
Mechanismus an PMN.
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Der Aquaporin-5-Gen-Promotor-A
(-1364)C-Polymorphismus ist mit der
Letalitat bei schwerer Sepsis assoziiert
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Fresenius-Stiftung 2009

Fragestellung

Die groBe interindividuelle Variabilitdt des Krankheitsverlaufs bei
schwerer Sepsis ldsst sich durch bekannte Risikofaktoren nicht
hinreichend erklaren. Vielmehr scheinen genetische Faktoren
Krankheitsverlauf und Letalitat zu beeinflussen. Maégliche Kandi-
datengene kénnten Aquaporine (AQPs) sein, die durch Regulation
des Wassertransports auch Schlisselmechanismen der Inflam-
mation wie Zellmigration und Zellvolumen beeinflussen. Nachdem
wir erstmalig einen funktionell wirksamen Single-Nukleotid-
Polymorphismus (SNP) im AQP5-Promotor nachwiesen [1], teste-
ten wir die Nullhypothese, dass der SNP A(-1364)C im AQP5-
Promotor nicht mit der Letalitat der schweren Sepsis assoziiert ist.

Methode und Ergebnisse

Nach Genehmigung durch die Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat Essen wurden 88 Patienten ((Alter: 58 Jahre + 17 (Mittel-
wert + Standardabweichung), 57 Manner, 31 Frauen)) mit schwe-
rer Sepsis [2] der Intensivstationen des Universitatsklinikum Essen
eingeschlossen und genotypisiert. Wesentlicher Befund war ein
starker AQ5-genotypabhéangiger Effekt auf die Letalitat. Der AA-
Genotyp zeigte namlich im Vergleich zum AC/CC-Genotyp nicht
nur eine signifikant erhdhte 30-Tage-Letalitat (Hazard Ratio (HR)
2.0; 95 % CI1 1.09-3.49; p=0.018), sondern auch eine stark erhéh-
te Krankenhausletalitat (Hazard Ratio (HR) 2.6; 95 % Cl 1.15-4.9,
p=0.022) ( '). Obwohl die Letalitat bei C-Alleltrdgern deutlich
geringer war, war das C-Allel mit einer haufigeren Notwendigkeit
zur Dialyse assoziiert und auch die Serum Kreatinin-Konzentration
war bei C-Alleltragern um fast 30 % hdéher als beim homozygoten
AA-Genotyp.

Die Genotypverteilung der Sepsis-Kohorte befand sich im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht und war nicht unterschiedlich (p=0.79)
im Vergleich zu einer Kohorte gesunder Kaukasier. Alter, GroBe,
Gewicht, Marker der Infektion, Krankenhausverweildauer,
Keimspektrum und Schweregrad der Erkrankung (SAPS Il und
SOFA) zwischen den Genotypen waren ebenfalls nicht unter-
schiedlich.
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Abb. 1: Assoziation des AQ5-A(-1364)C-SNP mit Letalitat bei

Patienten mit schwerer Sepsis.

Interpretation
Wir zeigen erstmalig eine Assoziation des AQP5-Promotor-A
(-1364)C-SNP mit der Letalitét bei schwerer Sepsis.
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Fragestellung

Pulmonale Gasaustauschstérungen kénnen mit Veranderung der
intraalveoldren CQO:-Konzentration [CO:)« einhergehen. Ziel der
Studie war es zu priifen, ob Alveolarepithelzellen (AEC) in situ
Veranderungen von [CO:J« erkennen und mit einer Signaltrans-
duktion in Form einer intrazelluldren Calcium-(Ca*)-Antwort rea-
gieren. Dabei sollte die Rolle der Mitochondrien als entscheiden-
der intrazellularer Ca®-Speicher untersucht werden [1]. Des
Weiteren sollte geklart werden, ob die CO:-induzierte Ca**-Antwort
die Surfactantsekretion in AEC reguliert.

Methodik

Wir isolierten Rattenlungen und perfundierten diese mit autologem
Blut (14ml/min) [2]. Der Atemwegsdruck betrug konstant 5 cmH:0.
Mit Hilfe der Epifluoreszenzmikroskopie quantifizierten wir in situ
zytosolische Ca*-Konzentration [Ca®]: in einzelnen AEC mittels
Fura 2. Die mitochondriale Ca*-Konzentration [Ca*]w. in AEC
bestimmten wir mit Hilfe von Rhod 2, dessen Anreicherung in
Mitochondrien durch die Co-Lokalisation mit MitoTracker Green
(MTG) verifiziert wurde [2]. Die alveoldre Surfactantsekretion
maBen wir mittels LysoTracker Green (LTG) [3]. Die Fluoreszenz-
indikatoren infundierten wir intraalveolédr mittels Mikropunktion.
Die Messungen erfolgten unter Ausgangsbedingung bei [COzwvon
40 mmHg sowie bei [CO:)x von 10 mmHg oder 80 mmHg.

Ergebnisse

Unter Ausgangsbedingungen lag [Ca*].« in AEC bei 103+8 nM
(Mittelwert+Standardabweichung). 15 Minuten nach Absenkung
der [COz)» auf 10 mmHg kam es zu einer Abnahme von [Ca® ]« um
40+5 nM (n=6, p < 0,05 vs. Ausgangsbedingung). Eine Anhebung
der [COzJ» auf 80 mmHg verursachte einen Anstieg von [Ca*]: um
45+6 nM (n=6, p < 0,05 vs. Ausgangsbedingung). Beide [Ca®*]:—
Verdnderungen waren nach Wiederherstellung der normokapni-
schen Bedingungen reversibel. Die CO:-induzierte [Ca®]miw-
Antwort verhielt sich gegenldufig zu [Ca*].: Unter Ausgangs-
bedingungen lag die Fluoreszenzintensitat von Rhod 2 bei 83013
Grauwerten. Diese anderte sich wahrend der Hyperkapnie nicht
(n=4), wohingegen unter hypokapnischen Bedingungen die Rhod
2-Intensitdt um 140+11 Grauwerte anstieg (=4, p < 0,05 vs.
Ausgangsbedingung). Auch diese Rhod-2-Antwort war nach
Herstellung der normokapnischen Bedingung reversibel.

Der Hypokapnie-induzierte Abfall von [Ca®*]. konnte durch die
vorherige alveoldre Mikroinjektion von Ruthenium Red, einem
Inhibitor des mitochondrialen Ca*-Uniporters, oder von Rotenone,
einem Inhibitor des mitochondrialen Cytochrom-Komplexes, blok-
kiert werden (je n=4, p < 0,05 vs. CO: alleine).

Die Surfactantsekretion, gemessen als Verénderung der LTG-
Fluoreszenzintensitét (A LTG-FI) pro 15 Minuten, kann im Vergleich
zu normokapnischen Bedingungen durch Hypokapnie reduziert,
dagegen durch Hyperkapnie gesteigert werden (A LTG-FI bei
Normokapnie: 185+16 Grauwerte pro 15 Minuten, A LTG-FI bei
Hyperkapnie: 388+12 Grauwerte pro 15 Minuten, A LTG-Fl bei
Hypokapnie: 60+8 Grauwerte pro 15 Minuten, je n=4, p < 0,05
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vs. Normokapnie). Die vorherige intraalveolare Applikation von
Rotenone blockierte die Hypokapnie-bedingte Reduktion der
Surfactantsekretion komplett (A LTG-FI. 17917 Grauwerte pro
15 Minuten, n=4). Die intrazelluldre Komplexbildung von Ca* durch
1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid tetra
(acetoxymethyl) ester in AEC blockierte die Surfactantsekretion
vollstandig.

Schlussfolgerung

AEC kénnen [CO:]s-Anderungen registrieren und mit einer gleich-
sinnigen [Ca*]w-Antwort und Surfactantsekretion reagieren. Die
Hypokapnie-bedingte Abnahme der [Ca*].x wird hierbei durch eine
Verschiebung von Ca® in die Mitochondrien hervorgerufen.
Verantwortlich hierflir kénnte eine Zunahme der Atmungs-
kettenaktivitat mit Erhéhung des transmembrandsen Potentials
unter hypokapnischen Bedingungen sein.
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Fragestellung

Leukozyten sind wichtig bei der Bekimpfung
von bakteriell-induzierten Infektionen. Eine
Storung der Rekrutierung von Leukozyten in
entziindetes Gewebe, wie es zum Beispiel
beim ‘'Leukocyte Adhesion Deficiency (LAD)'-
Syndrom vorkommt, geht mit rezidivierenden
bakteriellen Infektionen einher. Im Gegensatz
hierzu kann die Hemmung der Leukozyten-
rekrutierung im Rahmen des Ischimie-Reper-
fusionsschadens, einer abakteriellen Entziin-
dung und einer Autoimmunerkrankung auch
protektive Effekte haben. Die Rekrutierung
von Leukozyten in entziindliches Gewebe ist
ein komplexer Prozess, der gewdhnlich als
Kaskade dargestellt wird [1]. Selektine ver-
mitteln den ersten Kontakt von Leukozyten
mit dem Endothel, induzieren die Aktivierung
von f2-Integrinen und sind an der Rekrutie-
rung von Leukozyten in entziindetes Gewebe
beteiligt [2,3]. Die Bindung von Selektinen
an P-Selektin-Glykoproteinligand (PSGL)-1
induziert die Aktivierung eines Signaltrans-
duktionsweges, der zu einer Aktivierung der
Spleen-Tyrosin-Kinase (Syk) fiihrt [2,3]. Der
Signaltransduktionsweg zwischen Syk und
den Integrinen nach der Bindung von Selek-
tinen an PSGL-1 ist jedoch unbekannt. Um
den Signaltransduktionsweg zu identifizie-
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ren, haben wir verschiedene Gen-defiziente
Miuse in autoperfundierten Flusskammerex-
perimenten, intravitalmikroskopischen Unter-
suchungen, inflammatorischen Modellen und
biochemischen Studien untersucht.

Methodik

Die Tierschutzkommission genehmigte alle
hier aufgefiihrten Tierversuche. Um die Roll-
geschwindigkeit auf verschiedenen Adhisi-
onsmolekiilen zu bestimmen, wurden Madusen
(C57/Black 6-Miuse, Btk"-Miuse, Plcg2*
(Phospholipase Cy2)-Miuse) die A. carotis ka-
niiliert und der Katheter an autoperfundierte
Flusskammern (E-Selektin: 2,5 pg/ml, ICAM-
1: 2 pg/ml) angeschlossen. Intravitalmikro-
skopische Untersuchungen am M. cremaster
wurden zwei Stunden nach intraskrotaler
Applikation von 500 ng TNF-a durchgefiihrt,
um die Rollgeschwindigkeit, Adhision und
Rekrutierung von Leukozyten zu bestimmen.
Die Rekrutierung von Leukozyten in die Peri-
tonealhéhle in einem Peritonitis-Modell wur-
de benutzt, um die physiologische Relevanz
unserer Ergebnisse zu tiberprifen. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte mittels ANOVA und
anschliefsenden Student-Newmann-Keul-
Tests (Daten als Mittelwert+SEM, n=3-6).

Ergebnisse

In autoperfundierten Flusskammern war die
Rollgeschwindigkeit von  WT-Leukozyten
auf E-Selektin und ICAM-1 (1,4 pm/sek.) si-
gnifikant reduziert im Vergleich zu E-Selektin
allein (2,1 pm/sek). Leukozyten von Btk*-
Miusen zeigten eine komplette Aufhebung
der reduzierten Rollgeschwindigkeit auf
E-selectin und ICAM-1 (2,1 pm/sek), wohin-
gegen die Rollgeschwindigkeit von Plcg2+*
-Leukozyten auf E-Selektin und ICAM-1 nur
partiell aufgehoben war (1,8 pm/sek). Int-
ravitalmikroskopische  Untersuchungen an
entziindeten postkapilliren Venolen des M.
cremaster bestitigten die Flusskammerdaten.
Mit Hilfe von Plcg2+-Mausen und einem spe-

zifischen PI3Ky-Inhibitor konnte in Flusskam-
merexperimenten gezeigt werden, dass sich
der Signaltransduktionsweg unterhalb von Btk
in einen PLCy2- und PI3Ky-abhingigen Arm
aufteilt. Biochemische Studien und die Be-
stimmung der intrazelluliren Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IP3)-Konzentration zeigten, dass
die Phosphorylierung von PLCy2 und Akt,
als Marker der PI3K-Aktivierung sowie ein
Anstieg der IP3-Konzentration in Leukozyten
von Btk*“-Miusen aufgehoben war. Die Inhi-
bierung des Signaltransduktionsweges ver-
minderte die Gai-unabhingige Adhdsion und
Transmigration von Leukozyten in entziinde-
ten postkapillaren Venolen des M. cremas-
ter. Die Gai-unabhdngige Rekrutierung von
Leukozyten in die entziindete Peritoneal-
hohle war signifikant reduziert bei Btk”- und
Pleg2-Miusen im Vergleich zu WT-Miusen
(WT-Miuse: 6.3+0.9 x 105 Leukozyten/Maus,
Btk“-Mduse: 1.8+0.8x105 Leukozyten/Maus
und Pleg2”-Mause: 0.5+0.1x105 Leukozy-
ten/Maus, p <0,05).

Interpretation

Diese Daten zeigen, dass der neu identifi-
zierte Signaltransduktionsweg, der durch die
Bindung von E-Selektin aktiviert wird, eine
wichtige funktionelle Bedeutung hat.
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Fragestellung

DieTherapie inflammatorischer Krankheitsbil-
der, wie z.B. der Sepsis, wird haufig durch das
Auftreten einer Glukokortikoidresistenz kom-
pliziert. Prinzipiell wird als mégliche Ursache
fiir eine Resistenzentwicklung eine differen-
tielle Expression unterschiedlicher Subtypen
des Glukokortikoidrezeptors (GR) diskutiert:
Aus einem primdren Transkript konnen die
Splice-Varianten GR-a und GR-p entstehen
(Abb.1), wobei GR-a die immunsuppressiven
und antiinflammatorischen Wirkungen ver-
mittelt, wihrend GR-f auf die Aktivitit der a-
Form suppressiv wirkt [1,2]. Der molekulare
Mechanismus der differentiellen Expression
ist jedoch véllig ungeklirt. Da sich die beiden
Splice-Varianten vorwiegend im 3 -untransla-
tierten Bereich (3-UTR) unterscheiden, wire
eine Splice-Varianten-spezifische Regulation
durch Micro-RNAs (miRNAs) denkbar. Die-
se Fragestellung wurde im vorgestellten For-
schungsprojekt untersucht.

Methodik

Mittels bioinformatischer Methoden (Target
Scan) wurde der ausschlieSlich in der GR-a-
Form exprimierte Teil des 3"-UTRs auf poten-
tielle miRNA-Bindungsstellen hin untersucht.
Von gesunden Probanden (n=6, Blutentnah-
me durch Ethikkommission genehmigt) wurde
RNA aus in vitro mit und ohne Hydrocortison
stimulierten (24 h, anti-CD3/CD28) T-Zellen
(tiber magnetische Zellseparation gereinigt)
gewonnen und revers transkribiert. Die Ex-
pressionsraten der miR-124- und der GR-
Splicevarianten wurden mit spezifischen real-
time PCR Assays bestimmt. Der 3-UTR des
GR-a-Cens wurde mittels PCR amplifiziert
und in einen Luciferase-Reporter-Vektor klo-
niert; Kontrollkonstrukte mit deletierten miR-
124-Bindungstellen wurden mittels gerichte-
ter Mutagenese erstellt. Zusatzlich wurde ein
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beider GR-Splice-Varianten und der miR-124
nachgewiesen werden; Inkubation mit Hyd-
rocortison flihrte zu einer erhohten miR-124-
Expression (Faktor 3.5+2, n=6, p<0.05). In
Zellkultur-Transfektionsexperimenten  konnte
gezeigt werden, dass miR-124 tatsichlich die
Expression des GR-a reguliert. Dieser Effekt
wird hauptsichlich tber Bindungsstelle 1 des
3°-UTR vermittelt: Nur die beiden Vektorkon-
strukte mit erhaltener Bindungsstelle 1 zeigten
eine signifikant reduzierte Luciferase-Aktivitit
(=60%, n=6, p<0.05, Abb.2) im Vergleich zur
Kontrolle {ohne miR-124). Durch Transfekti-
on von Vorlaufer-miR-124 in Jurkat-T-Zellen
konnte die mRNA-Expression von GR-a um
etwa 30 % vermindert werden (2945 %, n=5,
p<0.05).

Interpretation

Unsere Experimente identifizieren einen neu-
en, miRNA-vermittelten Mechanismus der
Glukokortikoidresistenz bei T-Zellen: Die Ex-
pression der antiinflammatorisch wirksamen
GR-a-Form unterliegt einer posttranskriptio-
nellen negativen Regulation durch miR-124.
Die Induktion der miR-124-Expression nach
Glukokortikoidbehandlung mit konsekutiver
Reduktion der GR-a-Form legt die Existenz
eines negativen Feedback-Mechanismus in
T-Zellen nahe,

1.

b

+ pmR-miR-124

Luciferase-Aktivitit der Vektorkonstrukte.
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Fragestellung

Systemisch appliziertes Lidocain wirkt anti-
nozizeptiv in Konzentrationen, die nicht aus-
reichen, um Natriumkanile zu blockieren
[1]. Der Mechanismus dieser Wirkung ist bis-
her unklar. Tierexperimentelle Untersuchun-
gen liefern Hinweise auf eine Beteiligung
glycinerger Neurotransmission [2]. Jingste in
vitro Untersuchungen zeigen, dass der Lido-
cain-Metabolit N-Ethylglycin (EG) ein Inhibi-
tor des Glycin Transporters 1 (GlyT1) ist [3].
EG konnte demnach die antinozizeptive Wir-
kung von Lidocain vermitteln. Hypothese der
vorliegenden Studie war, dass EG in vivo anti-
nozizeptiv wirkt.

Methodik

Mit Genehmigung der zustindigen Tierschutz-
behérde wurde in adulten C57BL/6 Miusen
(n=8 pro Gruppe) inflammatorischer Schmerz
mittels Injektion von komplettem Freunds
Adjuvanz (CFA, 20 pl) in die linke Hinter-
pfote induziert. Der Effekt einer randomisier-
ten, verblindeten, subkutanen Injektion von
EG (200 mg/kg), Sarcosin (Positivkontrolle;
GlyT1-Inhibitor; 200 mg/kg) und Vehikel
(KochsalzlGsung 0,9%) auf Allodynie {von
Frey Filament) und Hyperalgesie (Hargreaves
Test) wurde im Zeitverlauf verglichen. Wei-
terhin wurden Motorkoordination (RotaRod
Test), Gewebeschwellung (Pfotendurchmes-
ser) und Korpergewicht dokumentiert. In
einem separaten Experiment wurden unbe-
handelte Tiere hinsichtlich einer akut analge-
tischen Wirkung von EG im Hargreaves Test
untersucht. Zur Untersuchung einer systemi-
schen Toxizitit wurde die Zeit bis zum Auf-
treten neurologischer Nebenwirkungen (Se-
dierung, unkoordinierte Abwehrbewegungen)
nach subkutaner Injektion von Lidocain (40
mg/kg) und EG (400 mg/kg) bestimmt. Statis-
tik: Mittelwert, Standardfehler, Varianzanalyse,
Bonferroni post hoc Test, Signifikanzniveau
P<0,05.
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Ergebnisse

Die CFA-induzierte mechanische Allodynie
war 1, 2 und 4 h nach Injektion von EG ver-
ringert (Abb. 1, * P<0,01). Wiederholung der
Injektion in Intervallen von 12 h hatte keinen
chronisch antinozizeptiven Effekt (12 h nach
Injektion). Auch die CFA-induzierte Hyperal-
gesie war 1, 2, 4 und 6 h nach Injektion von
EG signifikant erniedrigt im Vergleich zur
Vehikelkontrolle (Abb. 2, * P<0,01). Die In-
jektion von EG hatte keinen akuten, analge-
tischen Effekt in naiven Tieren (ohne Vorbe-
handlung mit CFA; Abb. 3). Die Effekte von
EG waren mit denen des GlyT1-Inhibitors
Sarcosin in identischer Dosierung vergleich-
bar. Die Untersuchung von Motorkoordina-
tion, Pfotendurchmesser und Korpergewicht
zeigte keinen Einfluss der Behandlung. Wih-
rend die Injektion von Lidocain in allen un-
tersuchten Tieren zu ausgeprigten neurologi-
schen Symptomen fiihrte, wurden bei keinem
der mit EG behandelten Tiere neurologische
Nebenwirkungen innerhalb eines Zeitraums
von 6 h beobachtet (Abb. 4, * P<0,01).

Interpretation

Die subkutane Applikation von EG wirkt an-
tinozizeptiv bei inflammatorisch vermittel-
tem Schmerz in der Maus. Es finden sich
keine Hinweise fiir einen Einfluss auf Mo-

webeschwellung und Allgemeinzustand. EG
zeichnet sich im Vergleich zu Lidocain durch
eine wesentlich geringere systemische Neuro-
toxizitit aus. Somit konnten wir mit EG eine
neue, antinozizeptiv wirksame Substanz mit
potenziell glinstigem Nebenwirkungsprofil
identifizieren. Ob die beobachteten Effekte
von EG durch Inhibition von GlytT1 vermittelt
werden und klinisch nutzbar gemacht werden
kénnten ist Gegenstand weiterflihrender Un-
tersuchungen.

Dieses Projekt wurde durch die Deutsche
Forschungsgemeinschaft unterstiitzt (DFG We
4860/1-1).
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Fragestellung

Eine akute Entziindungsreaktion kann durch
ein Gewebetrauma oder durch eine mikro-
bielle Invasion bedingt sein. Nach Beendigung
der Frithphase dieser Entziindungsreaktion
miissen die rekrutierten Entzlindungszellen
aus dem betroffenen Gewebe geklirt werden,
um so eine Riickkehr zur Gewebshomdaostase
zu gewdhrleisten. Diese Resolutionsphase ist
ein aktiver Prozess, der durch eine Reihe spe-
zifischer Lipidmediatoren koordiniert wird,
Kennzeichen dieser Entziindungsresolution
ist eine Reduktion der pro-inflammatorischen
Genexpression, eine reduzierte Leukozyten-
aktivierung und das Abraumen der inflamm-
atorischen Zellen durch Efferozytose [1,2].
Neuere Arbeiten konnten eine wichtige Rolle
des Neuronalen Guidance Proteins Netrin-1
wihrend der Frilhphase der akuten Entziin-
dungsreaktion aufzeigen [3]. Die Rolle von
Netrin-1 im Rahmen der Entziindungsresolu-
tion ist bisher aber nicht bekannt.

Methodik

Die Tierversuchsgenehmigung des zustin-
digen Regierungspréisid]ums [ag vor. In vitro
wurde die Expression von Netrin-1 in immun-
kompetenten Zellen mittels Facs-Analysen
und Immunhistochemie untersucht sowie die
Phagozytose apoptotischer PMN nach Sti-
mulation mit Netrin-1 und/oder Resolvin D1
(RvD1). Die Expression der Resolvin-Rezep-
toren ALX und GPR-32 in den Makrophagen
wurde nach Stimulation mit Netrin-1 mittels
RT-PCR und Facs-Analysen untersucht. In
vivo wurde in einem durch Zymosan-A-indu-
zierten Peritonitis-Modell in Wildtyp-Miusen
(ZyA +/- Netrin-1 Injektion) eine Zeitkinetik
(0-4h-12h-24h-48h-72h) durchgefiihrt und
die Rekrutierung und Differenzierung im-
munmodulatorischer und pro-resolutionérer
Zellen in der Peritoneallavage mittels Facs-
Analysen evaluiert. Zusitzlich wurde die
Proteinkonzentration sowie die Konzentra-
tion von TNF-a, Interleukin-1p, Interleukin-6,
keratinocyte-derived chemokine (KCj, IL-10
und TGF-p mittels ELISA ermittelt. Des Wei-
teren wurde die Expression der Resolvine, die
Apoptose der PMN sowie die Phagozytose
apoptotischer PMN  bestimmt. Quantitativ
wurde der Einfluss von Netrin-1 auf die Ent-
ziindungsresolution im Peritonitismodell mit-
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B) Synergistischer Effekt nach Stimulation mit Netrin-1 und RvD1

(n=5/ Gruppe, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

tels des Resolutionsindex erfasst. Die Daten
wurden mittels Student’s t-test und ANOVA
evaluiert.

Ergebnisse

In vitro konnte mittels Facs-Analyse und Im-
munhistochemie die Expression von Netrin-1
in PMN, Monozyten, Makrophagen und
T/B-Lymphozyten nachgewiesen werden. In
einem Phagozytose-Assay fiihrte die Stimu-
lation mit Netrin-1 zu einem signifikanten
Anstieg der Phagozytose apoptotischer PMN
durch Makrophagen. Ein synergistischer Ef-
fekt zeigte sich nach Stimulation mit Netrin-1
und RvD1 (Abb. TA und 1B). Die Stimulation
mit Netrin-1 fiihrte zu einem signifikanten
Anstieg der Resolvin-Rezeptoren ALX und
GPR-32 in den Makrophagen. In vivo fiihrte
die Induktion einer akuten Peritonitis unter
der Netrin-1 Injektion zu einer signifikanten
Reduktion der Leukozytenzahl in das Peri-
toneum (Zellzahl x10°% ZyA: 0h 0,3x0,01;
4h 6,9+0,8; 12h 5,2+0,4; 24h 4,5+0,5;
48h 4,5£0,5; 72h 2,0£0,3 vs. Netrin-1: Oh
0,3+0,002; 4h 3,50,5; 12h 2,1+0,5; 24h
1,9 £0,4; 48h 2,3+0,6; 72h 1,9+0,3; p<0.01;
n=8). Des Weiteren fiihrte die Netrin-1 Injek-
tion im Vergleich zu den nur mit ZyA-injizier-
ten Tieren zu einem signifikanten Anstieg der
CX3CR1*-Zellen sowie zu einer signifikanten
Reduktion der CCR2*- und Ly6C*-Zellen nach
12h, 24h und 48h. Auch die Konzentration
der pro-inflammatorischen Zytokine in der
Peritoneallavage war nach Netrin-1 Injektion
signifikant reduziert, wdéhrend IL-10 und
TGF-p signifikant erhoht waren. (KC pg/ml;
ZyA 7758+1404 vs. Netrin-1: 3376+982;
TGF-p pg/ml; ZyA 45+9,6 vs. Netrin-1:
95,55+34,47; p<0.05; n=8;). Die Expression
der pro-inflammatorischen Lipidmediatoren
Leukotrien B,, Prostaglandin D2 und Prosta-
glandin E, war signifikant reduziert durch
Netrin-1 Injektion im Vergleich zu den mit

ZyA-behandelten Tieren, wihrend die pro-
resolutionidren Lipidmediatoren RvD1 und
Protektin D1 signifikant erhéht waren. Des
Weiteren zeigte sich nach 12h, 24h und 48h
ein signifikanter Anstieg der PMN-Apoptose
sowie eine signifikante Zunahme der Effero-
zytose durch Netrin-1. Der Resolutionsindex
zeigte eine Verkiirzung der Resolutionsphase
um 4h durch Netrin-1.

Interpretation

Netrin-1 reduziert die Zellzahl sowie die
Expression der pro-inflammatorischen Lipid-
mediatoren und Zytokine. Netrin-1 erhoht
die Efferozytose und beschleunigt die Re-
solutionsphase um 4h. Demzufolge besitzt
Netrin-1 anti-inflammatorische, aber auch
pro-resolutiondre Funktion wihrend einer ex-
perimentell induzierten Peritonitis.
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Fragestellung

Toll-like-Rezeptor-2  (TLR2)-Defizienz bzw.
die Behandlung mit TLR2-blockierenden An-
tikorpern ist im Mausmodell mit verbessertem
Outcome nach Herzinfarkt, Herzkreislauf-
stillstand und Reanimation assoziiert [1,2].
Wir konnten kiirzlich zeigen, dass TLR2-
blockierende Antikrper in vitro vergleichbar
dem bekannten pro-angiogenen Faktor und
Stammzellmodulator  Stromal  cell-derived
factor-1 (SDF-1) Endothelzellfunktionen
verstarken. In vivo resultierte die verstark-
te Ischimie-induzierte Angiogenese durch
TLR2-Blockade oder Defizienz in einer suffi-
zienteren Reperfusion [3]. Es gelang nun, den
durch Inkubation mit anti-TLR2-Antikorpern-
induzierten pro-angiogenen Mechanismus
in Endothelzellen zu identifizieren sowie
Hinweise fiir die méglicherweise Stammzell-
vermittelten giinstigen Effekte einer TLR2-De-
fizienz im Herzkreislaufsystem zu sammeln.

Methodik

Humane Endothelzellen wurden mit TLR2-
blockierenden Antikdrpern bzw. SDF-1 be-
handelt und mittels Western Blot flur die
induzierten Signaltransduktionswege sowie
mittels Immunprézipitation fir die Interaktion
des TLR2 mit dem SDF-1 Rezeptor (CXCR4)
analysiert. Inhibitoren gegen die identifizier-
ten Signalmolekiile und TLR2-blockierende
Antikorper bzw. SDF-1 wurden mit Endothel-
zellen ko-inkubiert und diese nachfolgend
flr ihre spontane Kapillarbildung in vitro
analysiert. Mononukleire Zellen (PBMNC)
und knochenmarkstimmige, c-Kit-positive
Stammzellen (BMSC) wurden aus TLR2-defi-
zienten (TLR27)- und Wildtyp (WT)-Miusen
isoliert und fiir ihre supportive Wirkung auf
die Kapillarbildung, Sprossung und Migra-
tion (Matrigel-/Sphiroid-Angiogenese- bzw.
Scratch-Madell} ausdifferenzierter Endothel-
zellen in vitro untersucht. Im In-vivo-Ma-
trigel-Plug-Modell in der Maus wurde die
Cefilineubildungspotenz der Zellen drei Wo-
chen nach subkutaner Injektion analysiert.
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Abbildung 1 und 2
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Western Blot (WB) fiir CXCR4 1A var und 1B nach Immunprazipitation (IP) fiir TLR2 nach 10-mintitiger
Behandlung von Endothelzellen mit 10 pg/ml Kontroll-lgG oder anti-TLR2 Antikorper (AK). 1C Quantitative
Zusammenfassung der densitometrischen Auswertung der CXCR4 Western Blots von n=4 unabhingigen
Experimenten. Die Kontrollen wurden definiert als 1,0 (***P<0,001).

2A Reprisentative Bildausschnitte von Wildtyp- (links) und TLR2-defizienten (rechts) c-Kit-positiven Stamm-
zellen im Matrigel-Plug, jeweils rot fluoreszierend. Kernfarbung mit DAPI, blau. 100-fache Vergréferung.
2B Quantitative Zusammenfassung der kumulativen Kapillarlinge pro Gesichtsfeld bestehend aus Wildtyp
(WT)- oder TLR2-defizienten (TLR2) Stammzellen nach drei Wochen im Matrigel-Plug (n=3 Mause pro

Gruppe, **P<0,01).

Statistik: Mittelwert = SD; t-Test bzw. ANOVA/
Bonferroni.

Ergebnisse

Behandlung mit 10 pg/ml mono- oder poly-
klonalem anti-TLR2-Antikorper resultierte
binnen zehn Minuten in einer verstirkten
Assoziation des TLR2 mit CXCR4 (P<0,001;
n=4, Abb. 1 A-C) und in der Aktivierung
{Phosphorylierung) der fiir das SDF-1/CXCR4-
System typischen Mitogen-activated prote-
in (MAP) Kinasen ERK1/2 und AKT (jeweils
P<0,05 im Vergleich zu Kontroll-IgG; n=4).
Entsprechend unterdriickte die Inhibition des
ERK1/2- und PI3K/AKT-Signalweges die pro-
angiogene Wirkung der anti-TLR2 Antikérper
in vitro vollstindig (je P<0,001; n=8). PBMNC
sowie knochenmarkstimmige c-Kit positive
Stammzellen aus TLR2“-Miusen forderten
die In-vitro-Kapillarbildung, Sprossung sowie
Migration maturer Endothelzellen besser als
aus WT-Miusen isolierte Zellen (je P<0,01,
n=4) und zeigten eine verstirkte Gefillneu-
bildungspotenz nach subkutaner Injektion in
die Maus (P<0,01; n=3 Mduse pro Gruppe,
Abb. 2A, B).

Interpretation

Unsere Ergebnisse identifizieren eine bislang
nicht beschriebene Interaktion des TLR2 mit
dem SDF-1-Rezeptor CXCR4 in Endothelzel-
len, welche durch Bindung TLR2-blockieren-
der Antikérper induziert wird und in einer
vergleichbar pro-angiogenen Wirkung wie
die Inkubation mit SDF-1 selbst resultiert. Ge-
netische TLR2-Defizienz geht mit einer ver-

hesserten, diverse Endothelzellfunktionen un-
terstiitzenden Stammzellpotenz einher, was
insgesamt erstmals Hinweise flir die Grundla-
ge der glinstigen Effekte einer TLR2-Inhibition
bzw. Defizienz im kardiovaskuldren System
liefern konnte.

Zusammenfassend deuten unsere Befunde
auf einen neuen molekularen Mechanismus
an der Schnittstelle von Inflammation und
Angiogenese hin und unterstiitzen die An-
nahme eines therapeutischen Potentials TLR2-
blockierender Substanzen flir den Erhalt und
die Regeneration der vaskuldren Homdostase.
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Fragestellung

Trotz einer Vielzahl von Studien bleibt un-
klar, ob Hydrocortison (HC) die Prognose von
Patienten mit schwerer Sepsis beeinflusst.
Wihrend einerseits eine Reduktion der Letali-
tit aufgezeigt wurde [1], zeigte eine Corticoid-
Gabe in vielen Studien keinen Vorteil, so dass
die aktuellen ,Surviving Sepsis Campaign”
Empfehlungen fiir die Gabe von Corticostero-
iden beim septischen Schock nur Evidenzgrad
2C ausweisen [2]. Kirzlich konnte gezeigt
werden, dass der Polymorphismus -94ins/de-
IATTG im Promotor von NFkB1, dem Schlis-
selregulator der inflammatorischen Genregu-
lation, ein unabhingiger Pradiktor fiir die 30
Tage-Letalitit bei Sepsis ist und das Deletions-
allel (ID/DD) im Vergleich zum homozygoten
Insertionsgenotyp (I} mit einer gesteigerten

Abbildung 1 und 2

NFkB Kerntranslokation nach Lipopolysac-
charid (LPS) Inkubation in vitro assoziiert ist
[3]. Da HC den Transkriptionsfaktor NFkB in-
hibiert, kénnte vorgenannter Polymorphismus
Einfluss auch auf die HC-Wirkung bei schwe-
rer Sepsis haben. Wir testeten die Thesen, dass
HC 1) die NFkB Kerntranslokation monozy-
tirer Zellen genotypabhangig hemmt und 2)
der Einfluss einer HC-Therapie auf die Letalitat
von Patienten mit schwerer Sepsis vom NFxB1
Promotor (-94ins/del ATTG) Genotyp abhiangt.

Methodik

Nach Genehmigung durch die Ethikkommis-
sion wurden 100 gesunde Blutspender sowie
160 Patienten mit schwerer Sepsis mit und
ohne HC-Therapie (aufgrund Entscheidung
des klinisch verantwortlichen Arztes) auf das
Vorliegen des NFkB1 Polymorphismus -94ins/
delATTG genotypisiert (Pyrosequenzierung).
Monozytire Zellen genotypisierter Blutspen-
der (II-Genotyp: n=5; DD-Genotyp n=6) wur-
den isoliert, mit (10-5 M) bzw. ohne HC fiur
eine Stunde mit LPS (10 pg ml-1) inkubiert
und die NFkB Kerntranslokation analysiert
(Immunfluoreszenz). Im nichsten Schritt ana-
lysierten wir retrospektiv die 30-Tage-Letalitat
von 160 Patienten mit schwerer Sepsis aus
einer laufenden prospektiven Beobachtungs-
studie in Abhéngigkeit vom NFkB1 Genotyp
(Il vs. ID/DD) und HC-Therapie. Statistik:
Mittelwerte + Standardabweichung, Mann-
Whitney-Test, Ein-Wege ANOVA mit post
hoc Student’s T-Test, p<0,05/n, Kaplan-Meier-
Analyse (Log Rank Test); multivariate Cox-
Regression.

1 80 - unstimulierte Zellen LPS + Hydrocortison 2
p<0,0001
p<0,01
60 +
n-fache Kummuliertes
Anderung Uberleben

NFKB
Kerntranslokation 404
(% aller Zellen)

DD i DD

0,6
0,4

0,2

Ergebnisse

Hydrocortison hemmt die NF«B Kerntranslo-
kation monozytirer Zellen nach LPS Inkuba-
tion nur beim Il Genotyp (25% NFxB posi-
tive Zellkerne = 11} nicht jedoch beim DD
Genotyp (51% NFkB positive Zellkerne + 15,
p<0,0001, Abb. 1). Nicht unterschiedlich war
hingegen der Prozentsatz nukledr NFxB posi-
tiver Zellen bei LPS unstimulierten (11 12%x2
vs. DD 15%=4, p=n.s.) sowie alleinig mit HC
(1112% = 2 vs. DD 14% % 3, p=n.s.} inkubier-
ten monozytiren Zellen.

102 von 160 Patienten mit schwerer Sepsis
erhielten HC auf Entscheidung des klinisch
verantwortlichen Arztes. Der DD Genotyp
wies unter Hydrocortison-Therapie eine mehr
als doppelt so hohe Letalitit (58,3% von 60
Patienten, p<0,0001, Abb. 2) im Vergleich
zum DD Genotyp chne HC auf (17,6% von
34 Patienten). Die Letalitit beim 1l Genotyp
betrug unter HC 23,8% (von 42 Patienten)
bzw. 26% ohne HC (von 23 Patienten). Der
Schweregrad der Erkrankung, gemessen an-
hand des SAPS 1l bei Aufnahme auf die Inten-
sivstation, war indes zwischen den Gruppen
nicht unterschiedlich (alle p=n.s.). Bei einer
multivariaten Cox-Regression mit Einschluss
bekannter klassischer Risikofaktoren fir die
Letalitit bei schwerer Sepsis (u.a. Alter, Ge-
schlecht, SAPS Il und C-reaktives Protein)
zeigte sich die Hydrocortison-Therapie beim
DD Genotyp als unabhingiger Pradiktor fir
die 30-Tage-Letalitit (Hazard ratio: 3,7; 95%
Konfidenzintervall 1,69-8,14; p<0,001).

p<0,0001

Il mit HC - Uberleben 76% (32/42)
= Il ohne HC —Uberleben 75%(18/24)
—r= ID/DD mit HC - Uberleben 41% (25/60)

o - = 15/DD ghne HC - Uberleben 82% (28/34)

0 5 10 15 20 25 30
Tage

Abb. 1: Hydrocortison vermag, beim Deleﬂonsgenolyp lDD} dle Lipopelysaccharid (LPS}-induzierte NFxkB Kerntranslokation in monozytaren Zellen im Vergleich zum

Insertionsgenotyp (I} nicht zu

also nach Hydrocortison und LPS-Ir

eine |

end hohe NFkB-Kerntranslokation auf.

Abb. 2: Eine Hydrocortisontherapie {HC}I ist bei Deletionsalleltrigern (ID/DD) mit einer erhihten Letalitit bei schwerer Sepsis im Vergleich zum DD-Genotyp ohne HC-
Therapie sowie dem Insertionsgenotyp (11) mit und ohne HC assoziiert, p<0,0001.

Interpretation

Hydrocortison bewirkt somit bei Deletionsal-
leltragern des NFkB Promotorpolymorphismus
(-94ins/delATTG) in vitro keine Hemmung
der NFxB-Kerntranslokation, wenngleich die
Kerntranslokation des proinflammatorischen
Transkriptionsfaktors NFkB unter LPS Stimu-
lation bei Deletionsalleltrigern im Vergleich
zum Insertionstyp erhoht ist [3].

Bei Deletionsalleltrigern mit schwerer Sepsis
ist also eine Hydrocortisontherapie mit einer
doppelt so hohen Letalitit assoziiert sowie un-
abhdngiger Pradiktor fiir die 30-Tage Letalitat.

Unsere molekulargenetischen und klinischen
Daten konnten somit die heterogenen Ergeb-
nisse hinsichtlich des Stellenwertes einer Cor-
ticoidtherapie bei Sepsis als genotypbedingt
auflosen, moglicherweise weil Hydrocortison
bei Deletionsalleltrigern die ohnehin gestei-
gerte [3] Inflammationsreaktion nicht zu hem-
men vermag.
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Fragestellung

Sphingosin-1-Phosphat  (STP) reguliert als
Lipid-Signaltransduktor tiber Bindung an die
funf bekannten S1P-Rezeptoren (S1PR1-5)
verschiedenste biologische Funktionen. S1P
entsteht durch Phosphorylierung von Sphin-
gosin durch Sphingosinkinase (SPHK)-1 und
-2 [1]. Der Immunmadulator FTY720 wird in
vivo zu FTY720-P phosphoryliert, welches
primadr ein unselektiver Agonist an S1PRI
und STPR3-5 sowie sekundir ein selektiver
funktioneller Antagonist an S1PR1 ist [1]. Die
Bedeutung der STP-S1PR Achse fiir die Patho-
physiologie und ihre Eignung als Target fir die
Behandlung der septischen Kardiomyopathie
ist unbekannt.

Material/Methodik

Wir verwendeten ein Modellsystem, in dem
durch Verabreichung der bakteriellen Zell-
wandkomponenten Lipopolysaccharid (LPS;
9 mg/kg i.p.) und Peptidoglycan (PepG; 1 mg/
kg i.p.) in C57BL/6 Wildtyp- (WT) und SPHK-
2 defizienten Mausen eine kardiale Dysfunk-
tion induziert wurde [2]. Miuse erhielten 1 h
nach LPS/PepG-Gabe FTY720 (0,1 mg/kg
i.v.). Um die molekularen Mechanismen fir
beobachtete FTY720 Effekte zu untersuchen,

Ergebnisse

WT-Miuse entwickelten 18 h nach LPS/
PepG-Gabe im Vergleich zu scheinbehandel-
ten WT-Mdusen eine signifikante Reduktion
der EF (Abb. 1A) und der S1P Serumspiegel
(Abb. 1B). Die nach Behandlung mit FTY720
beobachtete signifikant verbesserte EF ging
mit einer Erhéhung des Serum-S1P einher
{Abb. 1A, B). Die EF von SPHK-2 defizienten
Mausen war 18 h nach LPS/PepG-Gabe nur
mittelgradig eingeschriankt (Abb. 1 C) und sig-
nifikant héher als in korrespondierenden WT-
Miusen (Abb. 1A). Die hier gemessenen S1P
Werte entsprachen denjenigen der scheinbe-
handelten Tiere (Abb. 1D). Nach Applikation
von FTY720 stiegen die S1P-Serumspiegel si-
gnifikant an, einhergehend mit einer Verbes-
serung der EF, welche in SPHK-2 defizienten
Miusen jedoch nicht signifikant war (Abb.
1C, D). Die Verabreichung des PI3K-Inhibitors
oder STPR2-Antagonisten vor FTY720-Gabe
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Mittelwerte und Standardabweichung, *p < 0,05 vs, Sham + Vehikel; *p < 0,05 vs. LPS/PepG + Vehikel.

wurden WT-Mdusen 45 min nach LPS/PepG
und 15 min vor FTY720 ein selektiver Phos-
phatidylinositol 3 Kinase (PI3K)-Inhibitor
(LY294002; 0,3 mg/kg i.v.) oder ein selektiver
S1PR2-Antagonist (JTEO13; 1 mg/kg i.v.) oder
1 h nach LPS/PepG ein selektiver STPR1-
Agonist (SEW2871; 1 mg/kg i.v.) appliziert.
Bei allen Tieren wurden nach 18 h die pro-
zentuale Ejektionsfraktion (EF) echokardiogra-
phisch evaluiert [2], S1P Serumspiegel mittels

konnte die protektiven Effekte von FTY720
in WT-Miusen vollstindig aufheben. Die Ap-
plikation des STPR1-Agonisten hatte keinen
Effekt auf die reduzierte EF der WT-Mause
nach LPS/PepG-Gabe. Immunoblot-Analysen
des Herzgewebes von WT-Mdusen, die nach
LPS/PepG-Gabe FTY720 erhielten, zeigten
eine signifikante Zunahme der Phosphorylie-
rung (Aktivierung) von AKT und endothelialer
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) im Ver-
gleich zu den mit Vehikel behandelten LPS/
PepG Kontrollen.

Interpretation

SPHK-2 defiziente Mause weisen nach LPS/
PepG eine bessere kardiale Funktion auf als
WT-Tiere. Sie scheinen durch héhere en-
dogene STP-Spiegel geschiitzt zu sein. Die
Verbesserung der eingeschrinkten linksvent-
rikuldren Kontraktilitit nach LPS/PepG-Gabe
in WT-Miusen durch die Behandlung mit
FTY720 geht mit einer Erhthung der biologi-

Flissigchromatographie mit Tandem-Massen-
spektrometrie (LC/MS/MS) bestimmt [3] und
die Expression ausgewihlter Signalmoleki-
le im Herzen mittels Immunoblot-Analysen
ermittelt [2]. Tierversuche erfolgten nach
Genehmigung durch die lokale Tierschutz-
kommission. Die statistischen Auswertungen
erfolgten mit einer univariaten Varianzanalyse
und Bonferroni Korrektur.

schen Verfligbarkeit von S1P im Serum einher.
Zusammenfassend weisen unsere Ergebnisse
darauf hin, dass eine Aktivierung des S1PR2
tiber durch FTY720 erhohtes Serum-S1P und
die nachfolgende Aktivierung von PI3K, AKT
und eNOS eine entscheidende Rolle fiir den
kardioprotektiven Effekt von FTY720 in unse-
rem Modellsystem spielen.
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