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|. Zusammenfassung

Fragestellung: Im Gegensatz zur Anwendung der meisten intravenésen und
inhalativen Anasthetika sind Patienten unter Xenon-basierter Anasthesie
hamodynamisch sehr stabil. Bei erhaltener efferenter Sympathikusaktivitat,
sympathischen Baroreflexen, systemisch vaskularem Widerstand und
Herzzeitvolumen ist der arterielle Blutdruck unverandert. Obwohl diese unter
Xenon beobachtete hamodynamische Stabilitdt nicht mit einer Steigerung der
efferenten Sympathikusaktivitat einhergeht, ist die Konzentration des
sympathischen Neurotransmitters Noradrenalin (NA) im Plasma nahezu
verdoppelt.

Flr das Anasthetikum Ketamin, dass wie Xenon als Rezeptorantagonist an N-
Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDAR)  wirkt, sind vergleichbare
Kreislaufeffekte bekannt, die Uber eine rezeptorvermittelte Hemmung der
Noradrenalintransporter zu einem gesteigerten Noradrenalinspillover und
Anstieg der NA-Plasmakonzentration fuhrt.

Daher testeten wir die Hypothese, dass Xenon die NA-Wiederaufnahme in vitro
durch einen NMDA-Rezeptor (NMDAR)-vermittelten Mechanismus hemmt.

Methoden: HEK 293 Zellen mit hNAT-, aber ohne NMDAR-Expression sowie
humane Neuroblastomzellen (SH-SY5Y), die sowohl hNAT als auch NMDAR
exprimieren, wurden fur 20 min ohne Zusatze sowie mit Ketamin (1 mM), dem
spezifischen NMDA-Antagonisten MK-801 (2 pM) oder der Kombination aus
NMDA (25 pM) und Glycin (10 uM) behandelt. AnschlieRend wurde die NA-
Aufnahme nach Inkubation ohne oder mit Xenon (65%) bei 37°C fur 20 min
mittels eines fluorogenen Substrates des hNAT gemessen (n=4). Der
unspezifische Anteil der Fluoreszenzintensitat wurde durch Desipramin (5 uM)
bestimmt und subtrahiert.

Die Spezifitat der Effekte auf die NA-Aufnahme wurde zusatzlich radiometrisch
nach Inkubation mit 3H-NA bestimmt (n=6).

Statistik: Mittelwert £+ SD, ANOVA, Bonferroni post hoc Test, p<0,05.

Ergebnisse: HEK 293 Wildtypzellen zeigten keine NA-Aufnahme. In hNAT-
uberexprimierenden HEK 293 Zellen wurde die NA-Aufnahme durch Ketamin
gehemmt (-53%+3), wahrend Xenon, MK-801 sowie die Kombination von
NMDA und Glycin zu keiner Veranderung fuhrten.

Im Gegensatz dazu hemmte Xenon die hNAT-Aktivitat in Neuroblastomzellen (-
35%+14). Wahrend MK-801 (-48%%16) und Ketamin (-87%z10) die NA-
Aufnahme ebenfalls reduzierten, hatte eine Kombination mit Xenon keinen
additiven Effekt. Die Radiometrie bestatigte dies, wobei die Kombination von
NMDA und Glycin den Effekt von Xenon aufhob.

Schlussfolgerungen: Xenon hemmt die NA-Aufnahme in NMDAR-
exprimierenden humanen Neuroblastomzellen, wahrend sich in Zellen ohne
NMDAR kein Effekt zeigt. Im Gegensatz zu Ketamin, das auch ohne
Anwesenheit von NMDAR die NA-Aufnahme durch einen direkten
Antagonismus am hNAT partiell hemmt, hangt die Xenon-bedingte hNAT-
Hemmung wesentlich von dem bekannten Antagonismus am NMDAR ab.
Dieser Mechanismus koénnte fur die Anstiege der NA-Plasmakonzentration
unter Xenon-Anasthesie und die damit assoziierte hamodynamische Stabilitat
verantwortlich sein.



ll. AbkUrzungsverzeichnis
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1. Einleitung

1.1 Intraoperative Hypotension

Arterielle Hypotension wahrend Allgemeinanasthesie und operativen Eingriffen
ist mit einer erhdhten Morbiditat und Letalitat assoziiert. Bisher ist allerdings
unklar, ob hier ein Kausalzusammenhang besteht oder a priori schwerer
erkrankte Patienten lediglich empfindlicher auf Anasthesie und den operativen
Eingriff reagieren ' 2.

In der Literatur werden verschiedene, uneinheitliche Definitionen der
intraoperativen Hypotension genutzt 3. Je nach verwendeter Definition und
verwendeten Grenzwerten variiert die Inzidenz der intraoperativen Hypotension
von 5% bis 99% 4 °.

Die intraoperative Hypotension ist assoziiert mit akutem postoperativen
Nierenversagen ©, Myokardischdmien und einer erhohten Rate an
perioperativen zerebralen Ischamien 7. Darliber hinaus besteht auch eine
Assoziation zwischen perioperativer Letalitdt und intraoperativer Hypotension
insbesondere bei Patienten, die mit ausgepragten Blutdruckabfallen auf geringe
Anasthetikadosen reagieren & °.

Pathophysiologisch fallt wahrend hypotensiver Phasen die Endorganperfusion
und somit die Sauerstoffversorgung der Zellen der betroffenen Organe ab.
Durch Minderperfusion kénnen ischamische Endorganschaden hervorgerufen
werden, wobei das Risiko mit steigender Dauer der Hypotension ansteigt.

Es kann allerdings keine sichere Zeitspanne fur die Dauer einer tolerierbaren
Hypotension angegeben werden. Auch nach kurz andauernden hypotensiven
Phasen treten Dbereits postoperative Komplikationen wie das akute
Nierenversagen und Myokardischamien gehauft auf. Walsh et al, die Autoren
einer 2013 in Anesthesiology veroffentlichten Studie, in welcher die
Abhangigkeit postoperativer Komplikationen von intraoperativer Hypotension
untersucht werden, schlagen auf Grund ihrer Resultate einen Grenzwert des
mittleren arteriellen Druckes von 55 mmHg zur einheitlichen Definition der
intraoperativen Hypotension vor 0.

Dieser Wert deckt sich unter anderem auch mit den Ergebnissen klassischer

physiologischer Experimente zur Autoregulation der Nieren- und zerebralen
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Durchblutung. Bei einem mittleren arteriellen Blutdruck oberhalb von 50-60
mmHg sind die Nieren und das zentrale Nervensystem in der Lage ihre
Perfusion durch lokale Vasokonstriktion und -dilatation konstant zu halten '* 12,
Unterhalb von 50-60 mmHg ist mit einer Minderperfusion dieser Organe zu
rechnen 3.

Es muss festgehalten werden, dass intraoperative Hypotension ein
unerwunschtes Ereignis wahrend einer Allgemeinanasthesie ist. Sie sollte
verhindert beziehungsweise nach ihrem Auftreten schnellstmoglich beendet

werden, da sie mit einer erhdhten Morbiditats- und Mortalitatsrate einhergeht 4.

1.2 Blutdruckregulation

Die Blutdruckregulation findet auf verschiedenen Ebenen statt. Es gibt eine
lokale, eine hormonale und eine neuronale Kontrolle der Kreislauffunktion.

Die lokale Kreislaufregulation wird durch mehrere Mechanismen reguliert. Zum
einen wird die blutdruckbedingte Wanddehnung der Arterien und Arteriolen
durch eine Kontraktion der glatten Muskelzellen der Media beantwortet, so dass
es zu einem konstanten Blutfluss in bestimmten Organen, z.B. den Nieren und
dem Gehirn, kommt 12, O2-Mangel wirkt lokal gefaRerweiternd, so dass die
Durchblutung und damit das Sauerstoffangebot steigen.

Einzig die Lungenstrombahn bildet hierbei eine Ausnahme. Der Euler-
Liljestrand-Mechanismus  sorgt  Uber die  sogenannte  hypoxische
Vasokonstriktion fur eine Minderdurchblutung der schlecht ventilierten
Lungenanteile und somit fur eine Reduktion des Shuntvolumens in der
Lungenstrombahn 5.

Ein weiterer Regulationsmechanismus ist die lokal-metabolische Regulation.
Eine lokale Erhéhung von Stoffwechselprodukten, wie beispielsweise COz,
ADP, AMP, H*- und K*-lonen vermittelt eine Vasodilatation prakapillarer
Arteriolen. Dies fuhrt zum einen zu einem verbesserten Sauerstoffangebot und
zum anderen zu einem effektiveren Abtransport der Stoffwechselprodukte.
Diese lokal-metabolische Regulation ist der wichtigste Mechanismus zur

Steuerung der koronaren Durchblutung .
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Die hormonale Kreislaufregulation erfolgt Gber in der Blutbahn zirkulierende
Hormone. Diese wirken entweder selbst an Rezeptoren der Gefalmuskulatur,
wie etwa Adrenalin aus dem Nebennierenmark Uber ai-Rezeptoren, oder
indirekt auf die GefalRmuskulatur Uber eine Steigerung der Produktion lokal
wirkender Substanzen wie Stickstoffmonoxid ein. An dieser Regulation sind
eine Vielzahl von Hormonen wie Bradykinin, Kallidin, Prostaglandine und
Thromboxan Az, Endothelin, Histamin und Acetylcholin beteiligt.

Ein weiterer Mechanismus ist die neuronale Kreislaufregulation. Dieser
Mechanismus wirkt Uber das vegetative Nervensystem auf den Gefaldtonus
kleiner Arterien und groRer Arteriolen im Hochdrucksystem. Uber die
Tonusanderung venoOser Kapazitatsgefalle wird der vendse Ruckstrom zum
Herzen gesteuert.

Vermittelt wird die neuronale Kreislaufregulation tUber den Sympathikus. Ein
erhohter Sympathikotonus wirkt uber eine Erhohung der
Noradrenalinkonzentration im synaptischen Spalt stimulierend auf Gg-
gekoppelte a1-Rezeptoren, was wiederum Uber die Aktivierung der
Phospholipase C zu einer IPs.vermittelten Erhéhung der intrazellularen Ca?*-
Konzentration zu einer Kontraktion der glatten Muskulatur in der Gefallwand
fahrt. Ein nachlassender Sympathikotonus senkt den GefaRtonus 1.

Der wichtigste Regulationsmechanismus der neuronalen Kreislaufkontrolle ist
der sogenannte Baroreflex. Uber Druckrezeptoren im Aortenbogen und in der
A. carotis werden Anderungen des Blutdrucks registriert. Im Falle eines
Blutdruckanstiegs wird die steigende Wandspannung durch die Aktivierung von
Dehnungsrezeptoren gemessen und vermehrt afferente, hemmende Signale
uber den N. vagus zum Nucleus tractus solitarii in die Medulla oblongata
transportiert. Nach zentraler Verarbeitung und Integration mit weiteren Signalen
der hamodynamischen Situation des Organismus werden die Efferenzen Uber
das sympathische Nervensystem zum Herz-Kreislaufsystem verringert 8. Somit
resultieren eine erhdhte Sympathikusaktivitat bei erniedrigten Blutdruckwerten
und eine erniedrigte Sympathikusaktivitat bei erhdhten Blutdruckwerten. Eine
pharmakologisch-induzierte Senkung des diastolischen Blutdruckes von 78
mmHg auf 70 mmHg induziert beispielsweise eine Steigerung der muskularen

Sympathikusaktivitat auf 300% des Ausgangswertes 9.



-4 -

Bei experimenteller lokalanasthetischer Blockade des N. vagus und N.
glossopharyngeus kam es zu einem starken Anstieg der muskularen
Sympathikusaktivitadt und klinisch zu einer Tachykardie und Hypertension der
Probanden 2°. Dieses Experiment verdeutlicht die Bedeutung des Baroreflexes
auf die Blutdruckregulation.

Neben den Druckrezeptoren im Hochdrucksystem liegen in den grof3en Venen
und Herzvorhofen Druckrezeptoren im Niederdrucksystem, welche den
Volumenstatus und die Vorlast des Herzens registrieren. Uber den
sogenannten ,Bainbridge-Reflex” wird bei erhdhter Volumenbelastung durch
eine  Steigerung des Sympathikotonus und einen nachlassenden
Parasympathikotonus eine Beschleunigung der Herzfrequenz und eine
Steigerung der Inotropie erreicht 2.

Alle diese beschriebenen Mechanismen sorgen flr kurzfristige Anpassungen
des Blutdruckes an verschiedene Situationen. Beispielhaft zu nennen sind die
Regulation in  Ruhe, orthostatische  Anforderungen und  auch
anasthesierelevante Situationen, wie beispielsweise Hypovolamien oder
lagerungsbedingte Veranderungen der Hamodynamik.

Neben der  kurzfristigen  Regulation existiert eine  mittelfristige
Blutdruckregulation, welche vor allem uUber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System beeinflusst wird, und eine langfristige Blutdruckregulation.

Die langfristige Blutdruckregulation wird vor allem Uber den Volumenstatus des
Korpers reguliert. Die Niere nimmt dabei eine zentrale Funktion ein. Die Diurese
und der Volumenstatus des Korpers werden uber Hormone gesteuert, die die
Nierenfunktion beeinflussen. Wichtig sind insbesondere das atriale
natriuretische Peptid (ANP), welches von Kardiomyozyten in den Herzvorhdfen
produziert wird, und das Antidiuretische Hormon (ADH) aus der

Neurohypophyse.

1.3 Beeinflussung des Blutdrucks durch Anasthetika

Allgemeinanasthesie hat einen grof3en Effekt auf die Kreislaufsituation. Neben
den Auswirkungen der maschinellen Beatmung auf den Kreislauf 22
beeinflussen die meisten gebrauchlichen Anasthetika direkt die Vasomotorik

und interferieren indirekt mit der sympathischen Kreislaufregulation 23.
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Beispielsweise schrankt Propofol die Blutdruckregulation Uber verschiedene
Mechanismen ein. Zum einen verringert es die myokardiale Kontraktilitat 24-26
und senkt das Herz-Zeit-Volumen 27, zum anderen flihrt es Uber eine
Vasodilatation zu einer Abnahme des total peripheren Widerstandes 2% 25,

FUr diese Beobachtungen werden hauptsachlich zentrale, sympatholytische
Mechanismen verantwortlich gemacht 28 29, obwohl auch direkt vasodilatierende
Effekte von Propofol beschrieben sind 3°. Propofol senkt somit nicht nur den
Blutdruck, sondern beeinflusst auch die reflexkontrollierten
Blutdruckanpassungen uber den Baroreflex.

Auch die weiteren gangigen Injektionsanasthetika, beispielsweise Thiopental
und Midazolam, senken die Aktivitat des sympathischen Nervensystems und
interferieren mit dem Baroreflex 23.

Etomidate nimmt in der Gruppe der Injektionsanasthetika eine Sonderstellung
ein, da es keinerlei Einfluss auf den Baroreflex und den Sympathikotonus
ausibt 37,

Auch die inhalativen Anasthetika interferieren mit der Kreislauffunktion. Alle
inhalativen Anasthetika aus der Gruppe der Flurane setzen sowohl die Aktivitat
des sympathischen Nervensystems als auch die des Baroreflexes herab 32
Desfluran, Isofluran und Sevofluran senken die myokardiale Kontraktilitat und
Uben vasodilatierende Effekte aus 33 34, Innerhalb dieser Gruppe unterscheiden
sich die verschiedenen verwendeten Substanzen allerdings im Grad der

Auspragung der Wirkungen 5.

1.4 Xenon-basierte Anasthesie

Aufgrund seiner Eigenschaften kommt Xenon einem idealen Anasthetikum sehr
nahe. Es bietet hamodynamisch-stabile Patienten, hat organprotektive
Eigenschaften, schnelle An- und Abflutzeiten bei gleichzeitig fehlenden
relevanten Nebenwirkungen. Daher konnte es gerade fur ASA IlI-IV Patienten

Vorteile im klinischen Alltag bieten.



-6-

1.4.1 Physikalische und chemische Eigenschaften von Xenon

Xenon ist das Element mit der Ordnungszahl 54, bei vollstandig besetzten
Elektronenschalen in der 8. Hauptgruppe gelistet und zahlt somit zu den
Edelgasen. Es ist bei Raumtemperatur ein geruch- und farbloses,
reaktionstrages, einatomiges Gas.

Der Schmelzpunkt liegt bei 161,4 K (-111,7°C) und der Siedepunkt bei 165,2 K
(-108°C). Es kommt naturlicherweise in der Erdatmosphare mit einem Anteil
von 0,09 ppm vor, ist damit das seltenste nicht-radioaktive Element auf der
Erde.

Entdeckt wurde Xenon 1898 durch fraktionierte Destillation flussiger Luft.
Heutzutage erfolgt die Xenonproduktion durch das Linde-Verfahren, ein
technisches Verfahren zur Gastrennung, aus Luft. Dabei wird fir die
Gewinnung eines Kubikmeters Xenon die Aufspaltung von rund 10.000.000 m?3
Luft bendtigt. Wegen dieses aufwendigen Produktionsprozesses liegen die
Kosten, welche derzeit einen grol’en Nachteil von Xenon als Narkosegas
darstellen, bei etwa 20 €/Liter Xenon.

Im Gegensatz zu anderen inhalativen Anasthetika tragt Xenon nicht zur

Entwicklung des Treibhauseffektes bei.

1.4.2 Pharmakologische Eigenschaften von Xenon

Erstmalig beschrieben wurde die narkotisierende Wirkung von Xenon 1951 36,
Es ist das einzige Edelgas mit narkotisierender Wirkung.

Der MAC-Wert von Xenon liegt bei etwa 65%. Dadurch und durch den geringen
Blut/Gas-Verteilungskoeffizienten von 0,115 (Sevoflurane 0,69; Desflurane
0,42) bedingt kommt es zu sehr guter Steuerbarkeit der Narkose durch
schnelles An- und Abfluten und kurze Einschlaf- und Aufwachphasen 3. Auch
beeinflusst die Dauer der Narkose nicht die Aufwachzeit 2. Gleichzeitig kann
allerdings, durch den hohen MAC-Wert bedingt, auch nur eine FiO2 vor 0,3-0,4
gewahrleistet werden.

FuUr eine zweistundige Narkose werden ohne Recycling des Xenons etwa 10-15
Liter benotigt, so dass bisher die Kosten einen wichtigen Faktor dafur
darstellen, dass sich Xenon-basierte Anasthesie noch nicht zu einem

Standardverfahren im klinischen Alltag durchgesetzt hat. Das koénnte sich in
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Zukunft durch die Einflhrung spezieller Narkosegerate fir eine Xenon-
sparende Narkose andern, welche den Xenonverbrauch signifikant senken
kdnnen 3.

Xenon zeigt vor allem hypnotische, aber auch schwache analgetische Wirkung.
Aulerdem ist Xenon arm an Nebenwirkungen. Vor allem wurden bisher keine
schwerwiegenden Nebenwirkungen beobachtet 49, lediglich werden eine
erhohte Rate an PONV gegenuber einer total intravenésen Anasthesie mit
Propofol 4! und erhéhte Atemwegsdriicke, ausgeldst durch die im Vergleich zur
Luft erhohte Dichte und Viskositat beobachtet 42.

PONV wurde wahrend einer neuen, multizentrischen Studie bei etwa einem
Drittel der Patienten beobachtet. Die routinemalig verabreichte PONV-
Prophylaxe (Dexamethason und 5-HT-3-Antagonisten) scheint weniger effektiv
zu sein, als es nach klassischer balancierter Anasthesie zu erwarten gewesen
ware 43.

Der MAC-Wert liegt mit 63-71% deutlich iber der MAC anderer Anasthetika 44,
wobei ein deutlicher geschlechtsspezifischer Unterschied bei Patienten mit
einem Alter Uber 65 Jahren nachgewiesen werden kann. So bendtigen Frauen
dieser Altersgruppe mit 51,3% deutlich niedriger Xenonkonzentrationen als
gleichaltrige Manner mit 69,3% 4°.

Seine anasthesierende Wirkung 16st Xenon nicht durch eine Aktivierung von
GABAa-Rezeptoren aus 4, sondern durch die Hemmung von NMDA-
Rezeptoren. So reduziert eine Konzentration von 80% Xenon den Stromfluss
Uber den NMDA-Rezeptor um etwa 60% 4748, Daneben existieren allerdings
weitere pharmakologische Angriffspunkte, so dass davon auszugehen ist, dass
Xenon seine Wirkung, wie auch alle weiteren inhalativen Anasthetika, nicht Gber
einen einzigen Mechanismus vermittelt 4°.

In der praktischen Durchfuhrung wird eine Xenon-basierte Anasthesie in der
Regel mit einer intravendsen Einleitung begonnen. Anschlieffend folgt eine
Denitrogenisierung mit anschlieRendem Einwaschen des Xenons bis zum
Erreichen einer Konzentration von 50-70%.

Aufrechterhalten wird die Narkose in low- oder minimal-flow als balancierte
Anasthesie in der Regel in Kombination mit einem kurzwirksamen Opioid. Zum
Ende der Narkose wird Xenon mit reinem Sauerstoff ausgewaschen, um eine

Diffusionshypoxie zu verhindern.
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1.4.3 Hamodynamische Veranderungen wahrend Xenon-basierter

Anasthesie

Wie bereits erwahnt, ist eine weitere entscheidende Eigenschaft der Xenon-
basierten Anasthesie die hohe hamodynamische Stabilitat der Patienten. Xenon
hat als Narkosegas, im Gegensatz zu den anderen inhalativen Anasthetika,
keinen negativen Effekt auf die Kreislauffunktion 4°-52,

Es werden sogar Blutdruck und Herzfrequenz steigernde Effekte von Xenon auf
die Kreislaufsituation beobachtet 53 54,

In einer Studie von Baumert et al. an Patienten mit Herzinsuffizienz wurden eine
Allgemeinanasthesie mit Xenon und Remifentanil und eine total-intravendse
Anasthesie mit Propofol und Remifentanil bezuglich der Veranderungen der
Herzkreislaufsituation verglichen. Propofol senkte sowohl das Herz-Zeit-
Volumen als auch den total peripheren Widerstand. Unter Xenonapplikation
nahm ebenfalls das Herz-Zeit-Volumen leicht ab (der Unterschied war jedoch
nicht signifikant) wahrend der totale periphere Widerstand unter Xenon sogar
zunahm. Des Weiteren wurde auch der Einfluss auf den mittleren arteriellen
Druck untersucht. Dieser fiel unter Propofol signifikant ab, wahrend die
Druckverhaltnisse unter Xenon erhalten blieben °°. Eine groRe Studie mit 252
Patienten von Wappler et al. zeigte zudem, dass unter Xenon die
linksventrikulare Funktion vollstandig erhalten bleibt, wohingegen diese
erwartungsgeman durch Isofluran reduziert wird 4°.

Nun stellt sich die Frage nach den Ursachen dieser beobachteten
hamodynamischen Stabilitat.

Die klinischen Eigenschaften einer Xenon-basierten Anasthesie sind
vergleichbar mit den Eigenschaften einer Ketamin-basierten Anasthesie.
Wahrend einer Ketamin-basierten Anasthesie sind die Patienten ebenfalls
hamodynamisch stabil, der Blutdruck steigt an und der Baroreflex ist erhalten 6.
Diese hamodynamisch stabilen Verhaltnisse sind mit einer erhdhten
Noradrenalinplasmakonzentration assoziiert °’. Zudem senkt Ketamin die
muskulare Sympathikusaktivitat. Dies ist am ehesten durch eine Inhibition des
Baroreflexes aufgrund des erhdhten Blutdruckes 2zu erklaren. Bei
medikamentoser Senkung des Blutdruckes mit Natrium-Nitroprussid

normalisiert sich der Baroreflex wieder und somit auch die muskulare
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Sympathikusaktivitat. Der Baroreflex ist wahrend einer Ketamin-basierten
Anasthesie somit erhalten 8.

Aufgrund dieser hamodynamischen Eigenschaften ist Ketamin das Narkotikum
der Wahl in praklinischen Notfallsituationen. Wegen des breiten Spektrums an
unerwiunschten anderen Wirkungen wird im klinischen Alltag jedoch anderen
Injektionsanasthetika der Vorzug gegeben.

Auch unter Xenon-basierter Anasthesie werden erhdhte Plasmakatecholamin-
konzentrationen beobachtet. Im Tierversuch zeigen sich beispielsweise stark
erhohte Adrenalin- und Noradrenalinplasmakonzentrationen. Nebenbefundlich
liegen ebenfalls erhéhte Konzentrationen an Angiotensin Il und Vasopressin
(ADH) vor. Dies ist allerdings ebenfalls in den mit Isofluran/ N2O und Isofluran/
Remifentanil behandelten  Gruppen zu beobachten, wahrend die
Veranderungen der Plasmakatecholamine nur in der Xenon/ Remifentanil-
Gruppe gemessen werden kann. Auch diese Studie bestatigt den
unveranderten mittleren arteriellen Druck unter Xenon, wahrend in den anderen
Gruppen der mittlere arterielle Druck abfallt °.

Man kann also eine Assoziation zwischen erhodhten
Plasmakatecholaminkonzentrationen und erhaltenen Blutdruckverhaltnissen
auch fur Xenon-basierte Anasthesie postulieren.

Durch welchen Mechanismus kommt es nun zur Erh6hung der
Plasmakatecholamine?

Eine Moglichkeit ware eine zentrale Steigerung des Sympathikotonus durch
Xenon, da die Plasmakatecholaminkonzentrationen, wenn auch nur sehr grob,
mit der Aktivitat des sympathischen Nervensystems assoziiert sind .

Um diesen Effekt weiter aufzuklaren und den Einfluss einer Komedikation mit
Opiaten auszuschlieBen, wurden an der Klinik flir Anasthesiologie der
Universitat Dusseldorf Untersuchungen an gesunden Probanden in Xenon-
basierter Monoanasthesie durchgefuhrt. Durch die Untersuchung der
muskularen Sympathikusaktivitat, welche eng mit der kardialen und renalen
sympathischen Innervation korreliert ' 82 ist es moglich, die Auswirkungen von
Xenon auf das sympathische Nervensystem zu untersuchen.

Entgegen der Erwartungen bleibt die muskulare Sympathikusaktivitat wahrend
Xenon-basierter Anasthesie unverandert. Trotzdem wird auch in dieser Studie

von Neukirchen et al. ein signifikanter Anstieg des mittleren arteriellen Drucks,
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eine konstante Herzfrequenz und deutlich erhohte
Noradrenalinplasmakonzentrationen beobachtet.

Ebenfalls beobachtet werden konnte ein erhaltener Baroreflex unter Xenon ©3.
Die Ergebnisse dieser Studie bilden die Grundlage zu der vorliegenden Arbeit,
da sich die Fragestellungen aus dieser Untersuchung ableiten lassen.
Zusammenfassend kann man festhalten, dass  Xenon-basierte
Allgemeinanasthesie sich durch einige Besonderheiten im Vergleich zu den

konventionellen inhalativen Anasthetika auszeichnet:

e Erhaltene arterielle Blutdruckverhaltnisse °°
e Erhaltener Baroreflex 83
e Unveranderte muskulare Sympathikusaktivitat 63

e Erhohte Noradrenalin- und Adrenalinplasmakonzentrationen 9 63
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1.5 Physiologie der Katecholamine

Nun stellt sich die Frage nach dem Mechanismus, durch den es wahrend
Xenon-basierter Anasthesie zu einem Anstieg der Noradrenalin- und
Adrenalinplasmakonzentrationen kommt. Dazu muss man zunachst den
physiologischen Metabolismus der Katecholamine betrachten, um mdgliche
pharmakologische Mechanismen zur Erklarung der erhdhten
Noradrenalinplasmakonzentrationen ableiten zu konnen.

Die Katecholamine sind eine Gruppe von Hormonen, welche aus der
Aminosaure Tyrosin gebildet werden und wichtige physiologische Funktionen
als postganglionare Transmitter des sympathischen Nervensystems und als
zentralnervose Transmitter einnehmen. Zu den Katecholaminen zahlen
Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin, wobei im Rahmen der kardiovaskularen
Regulation vor allem Noradrenalin aus sympathischen Nervenendigungen und
Adrenalin (und zu einem deutlich geringeren Teil auch Noradrenalin) aus den

chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks eine grofRe Rolle spielen 4.
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1.5.1 Intrazellularer Katecholaminmetabolismus

In den sympathischen Nervenzellen wird Noradrenalin aus Tyrosin, L-DOPA

und Dopamin synthetisiert und in Vesikeln gespeichert.

Abbildung 1:
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Abb. 1: Biochemische Synthese der Katecholamine

Die Abbildung zeigt den Syntheseweg der Katecholamine ausgehend von der Aminosaure L-
Tyrosin. Zunachst erfolgt die Hydroxylierung des L-Tyrosins zu L-DOPA, welches anschlieend
zu Dopamin decarboxyliert wird. Danach erfolgt die Hydroxylierung zu Noradrenalin, welches
abschlieRend zu Adrenalin methyliert wird.

AnschlieRend erfolgt bei Erregung der Nervenzelle die Exozytose des
Noradrenalins in den synaptischen Spalt, wo es durch Bindung an Rezeptoren
seine Wirkung auf die postsynaptische Membran ausubt.

Beendet wird das zellulare Signal durch Entfernung des Noradrenalins aus dem
synaptischen Spalt. Dazu stehen zwei Mechanismen zur Verfugung. Zum einen
diffundiert ein geringer, Uberschissiger Teil ab und wird anschliellend
extraneural metabolisiert oder gelangt in den Blutstrom. Der mit Uber 90%
weitaus groliere Teil wird Uber den humanen Noradrenalintransporter (hNAT)

durch Wiederaufnahme in die sympathische Nervenzelle entfernt.
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Abbildung 2:
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Abb. 2: Nach Eisenhofer et al. - Catecholamine metabolism: a contemporary view with
implications for physiology and medicine 5.

Die Speicherung der Katecholamine in Vesikeln stellt einen dynamischen Prozess dar,
zwischen Transport in das Vesikel durch den Vesikularer Monoamintransporter-2 (VMAT-2) und
Leckage besteht ein Gleichgewicht. Durch Freisetzung von Noradrenalin in den synaptischen
Spalt wird das Signal ausgel6st, durch Wiederaufnahme in die prasynaptische Zelle wird das
Signal beendet. Nur ein sehr geringer Teil des freigesetzten Noradrenalins entgeht der
Wiederaufnahme und kann systemische Wirkung durch Steigerung der
Noradrenalinkonzentration im Blut entfalten.

Dieser Mechanismus bietet grof3e funktionelle Reserven und kann auch bei
starker Exzitation die Freisetzung weiterhin zum grofiten Teil kompensieren.
Nach der Wiederaufnahme steht das Noradrenalin fur weiteren Metabolismus
erneut zur Verfugung. Entweder wird das Noradrenalin durch den vesikularen
Monoamin-Transporter-2 erneut in Versikel transportiert und steht anschlielend
wieder zur Exozytose und Reizlbertragung zur Verfugung, oder es wird Uber
die Monoaminoxidase (MAQO) metabolisiert und als 3,4-Dihydroxyphenylglycol
(DHPG) uber den Blutstrom abtransportiert.

Die sympathischen Nervenzellen haben, im Gegensatz zu den Zellen des
Nebennierenmarks und den extraneuronalen Zellen, keine eigene Catechol-O-
Methyltransferase (COMT), so dass beim Abbau von Noradrenalin kein

Normetanephrin sondern DHPG entsteht.
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In der Realitat stellt sich das System als deutlich dynamischer dar, da aus den
Vesikeln ein sehr groRer Anteil durch Leckage ins Zytoplasma entweicht und
zuriicktransportiert oder metabolisiert werden muss °.

Die Uberschussrate (spillover) von Noradrenalin hangt von verschiedenen
Faktoren ab. Entscheidend ist die Rate an Exzitationen der Nervenendigungen,
der Blutfluss, die Kapillarpermeabilitat und die Wiederaufnahmerate durch den
hNAT €6

1.5.2 Der humane Noradrenalintransporter (hNAT)

Eine zentrale Aufgabe im Katecholaminmetabolismus kommt dem
Noradrenalintransporter zu. Die Reizweiterleitung im synaptischen Spalt
geschient durch Exozytose von Noradrenalin oder Adrenalin aus der
prasynaptischen Zelle und Bindung der Katecholamine an
Katecholaminrezeptoren auf der postsynaptischen Membran.

Durch die Wiederaufnahme von Noradrenalin in die prasynaptische Zelle wird
dieser Reiz auf die postsynaptische Zelle beendet und gleichzeitig das
Noradrenalin im Sinne o©okonomischer Ausnutzung zellularer Ressourcen
wiederverwertet.

Der humane Noradrenalintransporter (hNAT) gehort mit dem humanen
Dopamintransporter (hDAT) und dem humanen Serotonintransporter (hSERT)
zur  Familie  der  Monoamintransporter und  besteht aus 12
Transmembrandomanen.

Der Transport von Noradrenalin erfolgt als Na*-abhangiger Kotransport und
wird durch den Na*-Gradienten angetrieben, welcher durch die Na*-K*-ATPase
aufgebaut wird . Das humane NAT-Gen (SLC6A2, NET-1) liegt auf
Chromosom 16q12.2 und kodiert fir das 612 Aminosauren grofte Protein 8,
Reguliert wird die Aktivitat des Transporters vor allem durch Phosphorylierung
des Transporters und durch Endozytose der Transporter oder vermehrte
Expression auf der Zellmembran. Vermittelt wird die Hemmung des hNAT Uber
die muskarinergen Acetylcholinrezeptoren und die Proteinkinase C, dieser
Mechanismus wird vor allem durch Internalisierung des Rezeptors vermittelt,
und cAMP. Aktivierend auf die hNAT-Aktivitat wirken unter anderem Insulin, p38

MAPK, Ca?*-Calmodulin mit Ca?*-Calmodulin-abhangigen Kinasen 67: 69,
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Durch die zentrale Funktion des hNAT in der zentralen und peripheren
Regulation des Noradrenalinspillovers konnen auch schon geringe
Veranderungen in der Aktivitat des hNAT zu tiefgreifenden Veranderungen der
Regulation des kardiovaskularen Systems flhren. Ein Beispiel dafur ist das
sogenannte posturale Tachykardiesyndrom, bei dem es durch eine Mutation
des hNAT zu einer erhdhten Noradrenalinplasmakonzentration und daraus
resultierend zur Entwicklung einer Tachykardie kommt, die vor allem im Stehen
auftritt 7°.

Aullerdem konnen hNAT-Inhibitoren wie Reboxetin, Sibutramin und Desipramin
zur Therapie hypoadrenerger Zustande genutzt werden. Ein Beispiel ist der

therapeutische Einsatz bei schweren Fallen vasovagaler Synkopen 7",

1.5.3 Abbau der Katecholamine

Der primare Abbauschritt der Katecholamine ist die oxidative Desaminierung
und wird durch die Monoaminoxidase (MAOQ) katalysiert. Dabei entstehen
desaminierte Aldehyde. Aus Dopamin entsteht 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd
(DOPAL) und aus Noradrenalin und Adrenalin entsteht als gemeinsamer
Abbaumetabolit 3,4-Dihydroxyphenylglycolaldenyd (DOPEGAL). Der zweite
Schritt wird entweder durch die Aldehyddehydrogenase oder durch die
Aldehydreduktase katalysiert, wobei das nicht B-hydroxylierte Dopamin zum
groldten Teil Uber die Aldehyddehydrogenase zu einer Saure, dem 3,4-
Dihydroxyphenylacetat, abgebaut wird, wahrend der Abbauweg der -
hydroxylierten Katecholamine Noradrenalin und Adrenalin hauptsachlich Uber
die Aldehydreduktase vom DOPEGAL zu 3,4-Dihydroxyphenylglycol (DHPG)
verlauft, also Uber die Entstehung eines Alkohols. Dieses wird Uber die COMT
zu  3-Methoxy-4-Hydroxyphenylglycol (MHPG) methyliert und kann
anschliellend als Abbauprodukt von Noradrenalin und Adrenalin im Blut
nachgewiesen werden. Parallel entsteht Uber die Aldehyddehydrogenase 3,4-
Dihydroxymandelsaure, dieser Abbau ist allerdings im Vergleich zum Abbau
uber DHPG nur sehr gering ausgepragt. AuRerdem koénnen Noradrenalin und
Adrenalin direkt Uber die COMT zu Normetanephrin und Metanephrin
metabolisiert werden. Dieser Abbau findet vor allem im Nebennierenmark statt.
Der wichtigste Endmetabolit des Abbaus von Noradrenalin und Adrenalin ist

Vanillinmandelsdure 72, Die bisher dargestellten  Schritte  des
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Katecholaminmetabolismus finden zum gréf3ten Teil direkt in der Zelle statt, in
der die Katecholamine auch gebildet wurden, also in den postganglionaren
Nervenzellen des sympathischen Nervensystems und in den Zellen des
Nebennierenmarks. Die Bildung von Vanillinmandelsaure findet hingegen
hauptsachlich in der Leber statt 73. Dabei wird der bei weitem grofte Teil mit
87% der Vanillinmandelsaure aus zirkulierendem MHPG, 11% direkt aus
Noradrenalin und Adrenalin und nur 2% aus Normetanephrin und Metanephrin
gebildet 4.

Uber die Alkoholdehydrogenase wird MHPG zundchst zu 3-Methoxy-4-
Hydroxyphenylglycolaldehyd umgeformt 7 und anschlieRend durch die
Aldehyddehydrogenase zu Vanillinmandelsaure oxidiert, welches letztendlich

uber den Urin ausgeschieden wird.

Uber welche Mechanismen kommt es nun bei gleichbleibender muskulérer
Sympathikusaktivitat zu einem Anstieg der Noradrenalinplasmakonzentration?
Aus den physiologischen Grundlagen kann man nun verschiedene

hypothetische Mechanismen ableiten:

e Eine erhohte Ausschittung von Noradrenalin 76

e Eine verringerte Wiederaufnahme von Noradrenalin durch den hNAT 63
mit nachfolgender Steigerung des Noradrenalinspillovers

e Eine Hemmung des intraneuralen oder des hepatischen Abbaus der
Katecholamine

Yoshida et al. fanden in vivo durch Mikrodialyse im limbischen System von
Ratten und in vitro im Medium neuronaler Zellen jeweils erhohte extrazellulare
Noradrenalinkonzentrationen wahrend einer Xenonapplikation 76.

Aufgrund der durchgeflhrten Experimente kann allerdings nicht zwischen einer
erhdhten Ausschittung oder einer verringerten Wiederaufnahme oder auch
einer Kombination beider Effekte unterschieden werden. Diese Arbeit soll dazu

beitragen, diese Frage besser beantworten zu konnen.
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2. Ziele der Arbeit

Das Ziel der Arbeit ist die Untersuchung der Wirkung von Xenon auf die
Wiederaufnahme von Noradrenalin GUber den humanen Noradrenalintransporter
hNAT in vitro.

Die klinischen Versuche von Neukirchen et al. an Probanden zeigen erhdhte
Noradrenalinplasmakonzentrationen bei gleichbleibender muskularer
Sympathikusaktivitat 3, so dass eine Verdnderung des Noradrenalin-
metabolismus als Ursache vermutet werden kann.

Aufgrund der ahnlichen klinischen Eigenschaften von Ketamin und Xenon und
der ebenfalls bei beiden Substanzen erhdhten Noradrenalinkonzentration im
Plasma konnten beide Substanzen tber denselben Mechanismen ihre Wirkung
auf die hamodynamische Situation ausuben. Von Ketamin ist sowohl ein
Antagonismus am Noradrenalintransporter bekannt 77, als auch ein
Antagonismus am NMDA-Rezeptor. Ebenso ist bekannt, dass Xenon den
NMDA-Rezeptor hemmt 48,

Nicht bekannt ist bisher die Wirkung von Xenon auf den humanen
Noradrenalintransporter (hNAT).

Neben einem moglichen direkten Effekt auf die Aktivitat des
Noradrenalintransporters soll auch ein indirekter Effekt durch den bereits
bekannten Antagonismus am NMDA-Rezeptor Uberpruft werden.

Untersucht werden kann dies Uber verschiedene Experimente mit Zellkulturen.
Um direkte Effekte auf den hNAT zu untersuchen, werden HEK 293-Zellen, die
mit hNAT stabil transfiziert sind und keine NMDA-Rezeptoren exprimieren,
eingesetzt.

Um zusatzlich einen indirekten Einfluss von Xenon auf die Funktion von
Noradrenalintransportern zu untersuchen, werden humane Neuroblastom-
Zellen (SH-SY5Y) verwendet, welche sowohl Noradrenalintransporter als auch
NMDA-Rezeptoren exprimieren.

Zusatzlich  untersucht werden soll eine mogliche Konzentrations-

Wirkungsbeziehung der beobachteten Effekte.
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3. Material und Methoden

3.1 Reagenzien und Antikorper

Alle verwendeten Reagenzien wurden, wenn nicht anders angegeben, Uber die
Firma Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) bezogen.

Noradrenalin  wurde in der Kklinisch  verwendeten Form als
Norepinephrinhydrochlorid (Arterenol, Sanofi-Aventis, Frankfurt am Main,
Deutschland) erworben.

Das Neurotransmitter-Uptake-Assay-Kit wurde bei Molecular Devices
(Sunnyvale, CA, USA) erworben. Hank’s balanced salt solution (HBSS) und
phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS) wurden uber Gibco Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA) erworben. Die Szintillationsflissigkeit Ultima Gold wurde
bei PerkinElmer (Waltham, MA, USA) erworben.

Als primare Antikorper fur die Western Blot-Analyse wurden murine
monoklonale anti-Noradrenalin-Transporter-Antikorper (cat. no. MAB 5620;
Millipore, Billerica, MA, USA) und anti-NMDA-R1-Antikorper vom Kaninchen
(cat. no. 5704; Cell Signaling, Danvers, MA, USA) verwendet. Als sekundare
Antikérper wurden die Meerrettich-Peroxidase-konjugierten Antikérper gegen
Kaninchen-AK (Jackson Immunolab, Dianova, Hamburg, Deutschland) und
Maus-AK (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, AL, USA)

verwendet.

3.2 Reverse Transkriptase-PCR

Trotz der bereits bekannten Proteinexpression der verwendeten Zelllinien
wurden zur Sicherung der Expression des hNAT und des NMDA-Rezeptors
eine RT-PCR und ein Western Blot durchgefuhrt. Diese wurde nach
Standardprotokollen der Experimentellen Anasthesiologie der Universitatsklinik
Dusseldorf durchgefiihrt und sind bereits haufig publiziert worden 78,

Zur Durchfuhrung der RT-PCR erfolgte zunachst erfolgte die Isolierung der
RNA aus den Zellen, welche zuvor bei -80°C aliquotiert und gelagert worden

waren.
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Die Isolierung der Proben erfolgte nach der Trizol-Methode, welche 1987 von
Chomczynski und Sacchi publiziert wurde 7°. Die Proben wurden dabei in Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), einer Mischung aus Phenol und Guanidin-
Isocyanat homogenisiert und fur 5 Minuten inkubiert. Anschlie®end wurde
Chloroform (VWR, Fontenay sous Bois, Frankreich) hinzugegeben und die
Proben fur 15-20 Minuten bei 13.000 G und 4°C zentrifugiert. Danach wurde die
wassrige Phase ubertragen, 0,5 ml Isopropylalkohol hinzugegen und nach einer
erneuten Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte eine
erneute Zentrifugation bei 12.000 G und 4° C fir 30 Minuten.

Dann wurde der Uberstand verworfen und das Pellet, in dem sich nun die RNA
befand, mit Ethanol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) gemischt, gevortext
und anschlief3end bei 7.500 G und 4° C fur 5 Minuten erneut zentrifugiert. Dann
wurde der Uberstand erneut verworfen, das RNA-haltige Pellet unter dem
Abzug getrocknet und dann anschlieBend bei 70° in RNase-freiem Wasser
aufgelost.

AnschlieBend konnte die auf diese Weise isolierte RNA erneut bei -80°C
gelagert werden.

Die Reinheit der isolierten RNA wurde danach durch das Nanodrop 1000-
Spektrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA USA) gemessen. Durch
Absoptionsmessung bei 260 nm und 280 nm Wellenlange war es moglich die
Reinheit der RNA zu bestimmen.

Bevor durch die Polymerase-Chain-Reaction (PCR) die zu untersuchende DNA
amplifiziert werden konnte, musste die in den vorherigen Schritten isolierte RNA
zu cDNA transkribiert werden. Dies erfolgte durch reverse Transkription. Hierzu
wurden sogenannte Random Primer (Promega Technical Bulletin Part #099,
Madison, WI, USA), also unspezifische Oligonokleotide, benutzt.

Dazu wurden zunachst 6 ug RNA mit 1,5 yl Random Primer fur 5 Minuten auf
70° C erhitzt.
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AnschlieRend wurde dieser RNA-Mix wie folgt pipettiert:

M.MLV 5 x Puffer 15 pl
dNTPs (je 10mM) 3,75 ul
RNase-Inhibitor 2,25 ul

M-MLV-Reverse-Transkriptase 3 ul

(alle Produkte, Promega, Madison, WI, USA)

Dieses Gemisch wurde dann zu der RNA und dem Random Primer
hinzugegeben und mit RNase-freiem Wasser auf 75 ul aufgefullt und flr 60
Minuten bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit lief die reverse Transkription ab. Die
dabei entstehende cDNA konnte nun fur die PCR benutzt werden.

Die klassische PCR besteht aus drei aufeinander folgenden Schritten:
Denaturierung, Hybridisierung und Elongation.

Zunachst werden bei 94° C die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
beiden DNA-Einzelstrange getrennt. Die DNA liegt anschlieBend in
Einzelstrangen vor. Danach wird das Gemisch auf 55° C abgekuhlt. Nun binden
die spezifischen Primer an die bekannten Nukleotidsequenzen der zu

amplifizierenden DNA-Abschnitte.

Folgende Primersequenzen wurden verwendet:

e hNAT: 5-GGATTGATGCCGCAACTCAGA-3

e hNAT_rev: 5-GGCCTCTGGATACAGGATGA-3* (306 bp, 35 Zyklen)

e NMDA-R NR1-Untereinheit: 5-~AACCTGCAGAACCGCAAG-3*

e NMDA-R NR1-Untereinheit_rev: 5-GCTTGATGAGCAGGTCTATGC-3
(333bp, 35 Zyklen)

e GAPDH: 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3

e GAPDH_rev: 5-TCCACCACCCTGTTGCTGT-3* (451 bp, 25 Zyklen)
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Die Primer dienen der DNA-Polymerase als Startpunkt zur Synthese des

Komplementarstranges.

Der Versuchsansatz fir die PCR wurde wie folgt pipettiert:

10x EZ Puffer 2,5yl
dNTP (2,5 mM) (Axon, Kaiserslautern) 1ul
Tag-Polymerase (Axon, Kaiserslautern) 0,25 yl
Magnesiumchlorid (25mM) (Axon, Kaiserslautern) 2yl
Primer forward 0,5 pl
Primer reverse 0,5 ul
DNA 1ul
RNase-freies Wasser auf 25 pl

AnschlieBend wurde die PCR im Thermozykler (C1000, Bio-Rad, Minchen,
Deutschland) durchgefuhrt:

Initial Step 95°C 15 min
Melt 95°C 30 sec Wiederholung
Anneal 59°C 30 sec In
Extend 72° C 45 sec 25 - 35 Zyklen

Final Step 72° C 10 min
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Es wurden 35 Zyklen fir die hNAT und NMDA-R-NR1-Untereinheit und 25
Zyklen fur die GAPDH durchgefuhrt.

Als letzter Schritt erfolgte die Gel-Elektrophorese der PCR-Produkte in
1,5%igen Agarose-Gel. Dazu wurde das Gel durch Aufkochen von Agarose in
Tris-Acetat-EDTA-Puffer hergestellt. Anschlie®Bend wurde Ethidiumbromid
zugegeben und das Gel gegossen.

Nun Verdinnung von 25 ul der PCR-Produkte mit 5 yl Orange G. Danach
wurden die PCR-Produkte auf das Gel aufgetragen und in TAE-Puffer bei 80 V
aufgetrennt.

Das Ergebnis wurde unter UV-Licht mit einer Digitalkamera (Photometrics,
Tucson, AZ, USA) dokumentiert.

Gel-Herstellung

Agarose (Carl Roth, Karlsruhe) 19
1x TAE Puffer 50 ml
Ethidiumbromid 1ul
Marker
10 kbp-Marker (Carl Roth, Karlsruhe) 1ul
Orange G (Chroma/Waldeck, Minster) 2 ul
H20 9 ul

10 x TAE Puffer

Sigma 7-9 0.04 M 48,4 g
EDTA Na-Salz 0.001 M 4,16 g
Eisessig 11,42 mi
Aqua dest. auf 1000 ml

(autoklavieren, fiir 1x TAE Puffer 1:10 mit
DEPC-Wasser verdiinnen)
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3.3 Western Blot

Neben des RT-PCR Nachweises der Rezeptor- und Transporterexpression der
Zellen wurde auch eine Western Blot-Untersuchung zur Bestatigung der
Ergebnisse durchgefuhrt.

Fir den Western Blot wurde zunachst eine Ganzzellextraktion durchgeflhrt.
Das nach Zellablésung gewonnene Zellpellet wurde mit einem Lysepuffer
resuspendiert und fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. Der hierbei verwendete
Lysepuffer besteht aus 10 mM 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol
(Sigma 7-9), 1mM Na-EDTA, 400 mM NaCl, 10% Glycerol, 0,5% NP40, 40ul/mi
Complete und 1 mM DTT.

Nach der Lysierung der Zellen wurde die Losung fur 10 Minuten bei 4°C und
16060 G zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand weiter bearbeitet. Nun
erfolgte die Bestimmung des Proteinanteils nach Lowry zur Normalisierung der
Proben &0.

Dazu wurden drei LOsungen angesetzt. Reagenz A besteht aus 10 g Na2CO3
und 2 g NaOH in 500 ml Aqua dest., entsprechend einer 0,1M NaOH-L6sung,
Reagenz B aus 2 g K-Na-Tartrat in 100 ml Aqua dest. und Reagenz C aus 1 g
Cu-Sulfat (CuSO4 x 5 H20) in 100 ml Aqua dest.

Nun wurde eine Losung bestehend aus 20 ml Reagenz A und je 20 yl Reagenz
B und C hergestellt. AnschlieRend erstellte man eine Eichreihe, basierend auf
20 pg/ml bovinem Serumalbumin in aufsteigender Verdlnnungsreihe als
Standard. Anschlielend wurden die Proben 1:100 mit Aqua dest. verdiinnt und
anschlielfend je 100 pl Probe mit 500 pl der oben beschriebenen Ldsung
gemischt.

Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten wurden die Proben mit 50 ul einer
zweiten LOsung, bestehend aus einem 1:1 Gemisch aus Folins-Reagens und
Aqua dest., gemischt und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AbschlieRend wurden die Proben auf eine 96-Well-Platte Ubertragen und im
Plate Reader (Synergy 2; BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) ausgelesen.
Die Gelelektrophorese der Proteine erfolgte nun in der Methode nach Lammli 8.
Dazu wurden je 50 pg Protein auf ein 10%iges SDS-Page-Elektrophoresegel
aufgetragen. Zuvor wurden die Proben 1:2 mit Loading Buffer verdunnt und

anschliefend 1:10 mit Mercaptoethanol durchmischt und 5 Minuten bei 95°C
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denaturiert. Anschliel3end erfolgte die Elektrophorese bei einer Spannung von
100 V und einer Stromstarke von 400 mA bis zum Erreichen einer Laufstrecke
von 8 cm. Als Marker zur Molekulgewichtsreferenz wurde die Biotinylated
Protein Ladder von Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA) verwendet,
welche eine Skalierung von 9 — 200 kDa bietet.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine erfolgte der Transfer
auf eine Polyvinylidendifluoridmembran (Amersham Pharmacia, Piskataway,
NJ, USA) in Western Blot-Transferpuffer fur 60 Minuten bei einer Stromstarke
von 220 mA und einer Temperatur von 4°C. AnschlieRend wurde die Membran
in einer 5%igen Blocking Solution (50 g Trockenmilchpulver in 1000 ml TBS-T)
fur mindestens 2 h blockiert.

Danach wurde die Membran uber 12 h unter standiger Bewegung mit dem 1.
Antikorper in 1%iger Blocking Solution inkubiert. Nach dem Abschluss dieser
Inkubationszeit wurde die Membran aus der Losung mit dem 1. AntikOrper
entfernt, dreimalig fur 10 Minuten mit TBS-T bei 4°C gewaschen und
anschlieBend der 2. Antikérper hinzugegeben, welcher mit Meerrettich-
Peroxidase konjugiert ist.

Nach einer Inkubationszeit von 2 h wurde auch diese Reagenz entfernt und die
Membran erneut dreimalig fur 10 Minuten bei 4°C mit TBS-T gewaschen.
Anschlieend wurde die Membran mit einer ECL-Reagenz (Amersham Buchler,
Braunschweig, Deutschland) bedeckt und nach einer Minute im

Geldokumentationssystem abgelichtet.

3.4 Zellkultur

FUr die Untersuchungen wurden zwei Zelllinien der human embryonic kidney
cells (HEK 293) verwendet. Zum einen die Wildtypvariante (HEK 293 wt) und
zum anderen eine Zelllinie, welche nach Transfizierung den humanen
Noradrenalintransporter (hNAT) stabil Uberexprimiert (HEK 293 hNAT).

Des Weiteren wurden die humanen Neuroblastom-Zellen SH-SY5Y (ATCC®
Nummer CRL-2266) eingesetzt. Alle Zellkulturen wurden in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
kultiviert.
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Das Medium wurde erganzt durch den Zusatz von 10% fetalem Kalberserum
(Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 2mM L-Glutamin und je
50ug/ml Penicillin und Streptomycin.

HEK 293-Zellen, welche NMDA-Rezeptor-defizient sind, wurden im Wildtyp und
der hNAT-Uberexprimierenden Form bereits charakterisiert 8283, Ebenso sind
die NMAR-Rezeptor und hNAT exprimierenden SH-SY5Y-Zellen 8 bereits
charakterisiert worden.

Eine Moglichkeit SH-SYS5Y-Zellen durch weitere Ausdifferenzierung neuronalen
Zellen in ihrem biologischen Verhalten anzunahern besteht darin, dem
Kulturmedium 1 uM all-trans-Retins&dure hinzu zu fligen 8% 8, Im Verlauf der
Vorversuche zeigte sich, dass die derart vorbehandelten Zellen bessere
Untersuchungsbedingungen fur die Versuche boten, so dass fur die
Hauptversuche alle SH-SY5Y-Zellen mit dieser Methode vorbehandelt wurden.
Die Zellkulturen wurden unter standardisierten  Bedingungen bei 37°C,

konstanter Luftfeuchtigkeit und einem Kohlenstoffdioxidanteil von 5% kultiviert.

3.5 Xenonapplikation

Alle beschriebenen Experimente mit Xenonapplikation wurden in einer speziell
entwickelten und bereits zuvor publizierten Kammer durchgefiihrt 8.

Das Gas stromte in dieser Kammer durch multiple Einlasse von der Unterseite
her ein und wurde durch einen Ventilator gleichmaRig verteilt. Der Gasabfluss
geschah durch einen Schlauch im oberen Bereich der Kammer. Dort erfolgte
auch die Probenenthnahme zur Bestimmung der Gaskonzentrationen
(Capnomatic Ultima, Datex, Helsinki, Finnland).

Da mit diesem Gerat keine direkte Messung der Xenonkonzentration in der
Abluft moglich war, wurden die O2- und CO2-Konzentrationen gemessen und
als indirekter Nachweis der korrekten Xenonkonzentration innerhalb der
Kammer angesehen. Da die von der Firma Air Liquide gefertigten
Gasmischungen jeweils einen definierten Anteil von 5 % CO2 und 30 % O:2
aufwiesen, haben wir den Nachweis von exakt diesen CO2- und Oq-
Konzentrationen im Ausstromtrakt der Kammer als indirekten Nachweis dafur
angesehen, dass die Xenonkonzentration ebenfalls dem gewlnschten Wert

entspricht. Durch ein initiales ,flushen* der Kammer jeweils zu Beginn der
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Vorinkubations- und Inkubationsphase mit einem hohen Flow (>10l/min)
konnten die gewunschten Gaskonzentrationen innerhalb kurzer Zeit erreicht
werden.

Fir die Versuche wurden vorgefertigte Gasmischungen mit Xenon (Xe 65%, Oz
30% und CO25%) und ohne Xenon (N2 65%, O2 30% und COz2 5%) verwendet.
Diese wurden von Air Liquide Deutschland GmbH, Dusseldorf bereitgestellt.

Zur Untersuchung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung wurden weitere
Gasmischungen mit 32,5% (Xe 32,5%, O2 30% und CO2 5%, N2 32,5%) und
50% Xenon (Xe 50%, O2 50%) verwendet.

Die Temperatur innerhalb der Kammer wurde durch eine Heizplatte an der
Unterseite konstant bei 37°C gehalten. Reguliert wurde die Temperatur mit
einem Thermometer in der Kammer, welches an eine Temperaturregulierung
(Model T48; Red Lion Controls, York, PA, USA) angeschlossen war.

3.6 Fluoreszenz-basierte Untersuchungen der hNAT-Aktivitat

Um die Aktivitat des humanen Noradrenalintransporters zu untersuchen, wurde
ein fluoreszenz-basiertes Verfahren mit dem Neurotransmitter-Uptake-Assay-Kit
der Firma Molecular Devices (Sunnyvale, CA, USA) verwendet.

Dieses Verfahren basiert darauf, dass ein fluoreszierendes Pseudosubstrat
durch die Monoamintransporter in die Zelle transportiert wird. Im
extrazellularen Milieu zeigt das Pseudosubstrat keine Fluoreszenz, da es an ein
weiteres Molekul gebunden ist, welches die Fluoreszenz verhindert.

Uber den Transporter wird nun ausschlieRlich das Pseudosubstrat transportiert,
so dass der intrazellular gelegene Anteil des Psudosubstrates fluoresziert.
Somit korreliert die Fluoreszenzintensitat mit der intrazellularen Konzentration
des Pseudosubrates und daher ebenfalls mit der Aktivitat der
Monoamintransporter.

Diese Untersuchungsmethode ist gut als Screeningmethode geeignet,
allerdings ist die Spezifitat flr die Aktivitat des hNAT nicht besonders gut, da
auch die weiteren Monoamintransporter wie z.B. der hSERT und der hDAT das
Pseudosubstrat transportieren, so dass zur Bestatigung der Ergebnisse weitere

Untersuchungen nétig werden.
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Zur Vorbereitung wurden 96-Well-Platten mit abgedunkelten Seitenwanden mit
100 pl einer Poly-D-Lysin-Losung mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml in PBS
uber 12-24 h bei 4°C vorbehandelt, um eine bessere Adharenz der Zellen an
den Gefallwanden zu erreichen. AnschlielRend wurden die Wells zweimalig mit
PBS gespllt, bevor die Zellen inkubiert wurden.

Vor dem Versuch wurden die Zellen in den Zellkulturflaschen unter dem
Mikroskop auf Vitalitat Gberpraft.

AnschlieRend begann die Vorbereitung der Zellen auf den Versuch. Dazu
wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS
vorsichtig gewaschen. Danach wurde auch das PBS entfernt und die Zellen
durch Hinzugabe von 3 ml 0,25%-Trypsin-EDTA-LOsung (Gibco, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) fur 3 Minuten inkubiert und somit von den
Zellkulturflaschen abgeldst und in eine Suspension Uberflhrt. Danach erfolgte
die Resuspendierung der Zellen mit 3 ml DMEM.

AnschlieBend wurden die Zellen bei 1300 rpm und 21°C zentrifugiert, der
Zelluberstand abgesaugt, die Zellen mit neuem DMEM resuspendiert und
gezahlt. AbschlieRend wurden nun auf 5*10° Zellen/ml adjustiert und je 100 pl
dieser Zellsuspension pro Well aufgetragen, so dass eine Zelldichte von 0,5*10°
Zellen/Well vorlag. Danach wurden die 96-Well-Platten im Inkubator unter den
oben beschriebenen Standardbedingungen fur 12-24 h inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen am nachsten Tag erneut unter dem
Mikroskop auf Vitalitat und Zelldichte Uberprift. AnschlieRend wird das
Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit je 50 pl der Versuchslosungen,
bestehend aus einer Negativkontrolle ohne Zusatze (Kontrolle), Ketamin (2
mmol/l), N-Methyl-D-Aspartat (50 umol/l)/ Glycin (20 uymol/l), MK-801 (2 umol/l)
und Desipramin (5 ymol/l) in Hank’s balanced salt solution (HBSS) mit 0,1%
bovinen Serumalbumin (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

Diese Konzentrationen wurden der Literatur entnommen und sind wirksame
Konzentrationen bei Zellkulturversuchen mit diesen Substanzen 8-91,

Bei der Auswahl der Konzentrationen sind die verschiedenen
pharmakodynamischen Eigenschaften der Substanzen zu beachten gewesen.
Da die Wirkung der Substanzen zum Zeitpunkt der Aufnahme des
fluoreszierenden  Pseudosubstrates  entscheidend ist, kommt der

Unterscheidung zwischen reversibel bindenden, kompetitiv agierenden
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Substanzen und nicht-kompetitiver Hemmung eine grole Bedeutung zu.
Ketamin und NMDA/Glycin wirken kompetitiv am NMDA-Rezeptor, wohingegen
MK-801 und Desipramin irreversibel den NMDA-Rezeptor bzw. den hNAT
hemmen. Somit missen MK-801 und Desipramin von Beginn des Experimentes
an in der Zielkonzentration vorliegen, wahrend die Zielkonzentration von
Ketamin und NMDA/Glycin erst nach dem Zufuhren des Farbstoffes erreicht
werden sollte, so dass am Beginn des Experimentes die doppelte Konzentration
in den Wells vorliegen muss.

AnschlieBend wurden die Wells mit Folie abgeklebt, die nicht mit Xenon
sondern mit Raumluft inkubiert werden sollen und danach die 96-Well-Platten
mit der vorbereiteten Farbstofflosung zusammen in die
Xenonapplikationskammer gestellt.

Nun begann die Vorinkubationsphase mit Xenon. Uber eine Dauer von 20
Minuten wurden die Zellen und der Farbstoff mit Xenon in der Kammer
vorinkubiert. Nach Ablauf dieser 20 Minuten wurde jedem Well 50 pl der
Farbstofflosung zugegeben und sofort danach die zweite Inkubationsphase mit
Xenon begonnen. Wahrend dieser Zeit nahmen die Zellen den fluoreszierenden
Farbstoff auf. Nach Ablauf der 20 minltigen Inkubation wurden die 96-Well-
Platten umgehend mit dem Plate Reader (Synergy 2; BioTek Instruments,
Winooski, VT, USA) ausgemessen. Dabei wurde die Fluoreszenz als Mal} fur
die intrazellulare Konzentration des Pseudosubstrates bei einer Wellenlange

von 520 nm nach Anregung mit 440 nm Wellenlange detektiert.

3.7 Messung der [*H]-Noradrenalin-Aufnahme

Durch die unselektive Aufnahme des Pseudosubstrates durch alle
Monoamintransporter verursacht, ist die Spezifitdt dieser Methode
unzureichend, um die Effekte von Xenon auf den hNAT untersuchen zu kdnnen.
Die Messung der Noradrenalinaufnahme in die Zellen mit Hilfe von [3H]-
markiertem Noradrenalin ermoglichte nun die exakte Messung und damit die
hochspezifische Bestatigung der Messergebnisse der fluoreszenz-basierten
Untersuchung.

Analog zu den Vorbereitungen der 96-Well-Platte wurden nun groRe 6-Well-
Platten mit 1000 pl Poly-D-Lysin-Lésung (0,1 mg/ml) bei 4°C Uber 12-24 h
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vorbehandelt. Anschlielend wurden die Zellen wie oben beschrieben aus den
Zellkulturflaschen in Suspension uberfuhrt, gezahlt und auf eine Zellzahl von
2,5%10° Zellen/ml adjustiert. Von dieser Lésung wurden nun 4 mi/Well
aufgetragen, so dass eine Zellzahl von 1*10° Zellen/Well vorlag. AnschlieRend
wurden die Zellen fur 12-24 h unter Standardbedingungen inkubiert.

Zur Vorbereitung der Zellen auf den Versuch wurden nach Ablauf der
Inkubationszeit das Medium abgesaugt und die Wells mit D-PBS gewaschen.
Anschlie®Bend wurde das D-PBS abgesaugt und je 500 pl der
Versuchslésungen in die Wells appliziert.

Als Negativkontrolle diente eine Losung aus selbsthergestelltem Krebs-Hepes-
Puffer ohne weitere Zusatze (Kontrolle), eine Losung mit MK-801 (2 pmol/l),
eine Gemisch aus NMDA (37,5 pmol/l) und Glycin (15 pmol/l) und eine L6sung
mit Desipramin (5 umol/l).

Danach werden die Proben in das Labor der Klinik fir Gastroenterologie
uberfiihrt, um die Versuche mit [*H]-Noradrenalin durchfiihren zu kénnen. Nun
wurden die Proben zeitgleich entweder unter 65% Xe, 30% Oz und 5% CO2
oder unter Raumluftbedingungen fir 20 Minuten bei 37°C vorinkubiert.
Anschlie®end erfolgte mit Hilfe von Infusionsschlauchen die direkte Zufihrung
von 75 pl der Noradrenalin-haltigen Losung, bestehend aus 99,5% kaltem und
0,5 % radioaktiv-markiertem Noradrenalin, und anschlielRendes Nachspulen der
Schlauche mit 175 pl Krebs-Hepes-Puffer.

Danach erfolgte eine Inkubationsphase von 5 Minuten. Die Inkubationszeit war
bei den Versuchen mit [*H]-markiertem Noradrenalin kirzer als bei den
Versuchen mit dem fluoreszenz-basiertem Verfahren, da die Aufnahme der
Zellen mit einer schnelleren Kinetik stattfand. Durch entsprechende
Vorversuche wurde die optimale Inkubationszeit empirisch ermittelt.

Wahrend dieser Zeit nahmen die Zellen das radioaktiv markierte Noradrenalin
auf, welches anschlielend gemessen werden sollte.

Danach wurde die Inkubation beendet und durch schnellstmoégliches Absaugen
der Noradrenalin-haltigen Losung und waschen der Zellen mit 1 ml
eisgekihltem D-PBS die weitere Aufnahme von [*H]-Noradrenalin nach
intrazellular unterbrochen.

Anschlie®end wurden die Zellen mit 1000 yl Triton-Lysepuffer behandelt und

fur 5 Minuten inkubiert. Danach wurden die Zellen mehrfach mit einer Pipette
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resuspendiert und  anschlieend in  Messkuvetten mit 4 ml
Szintillationsflussigkeit Uberfuhrt, fur 30 Sekunden mit dem Vortexer
durchmischt und danach die Zerfallsrate pro Minute als Mall fuar die
intrazellulare [*H]-Noradrenalinkonzentration ber Nacht im Liquid Szintillation

Counter (Tricarb 2100 TR; Packard, Berkshire, UK) ausgemessen.

3.8 Statistische Auswertungen

Alle Versuche, auller der RT-PCR- und der Western Blot-Untersuchungen,
welche jeweils einmalig durchgeflhrt wurden, wurden mindestens mit einer
Anzahl von n=4 durchgefuhrt. Wahrend der endgultigen Versuche wurden
jeweils durch simultane Doppelbestimmungen 2zwei Messwerte pro
Versuchsdurchlauf ermittelt. Des Weiteren wurden die vier Messwerte aus der
fluoreszenz-basierten  Untersuchung  der  hNAT-Aktivitat bei  65%
Xenonkonzentration fur die Messungen zur Konzentrations-Wirkungsbeziehung
der hNAT-Hemmung durch Xenon ubernommen und durch zwei weitere Werte
zu n=6 erweitert.

In der fluoreszenz-basierten Untersuchung der hNAT-Aktivitat und der Messung
der [®H]-Noradrenalin-Aufnahme wurden die Werte, welche unter maximaler
Hemmung des hNAT durch Einwirkung von 5§ pmol/l Desipramin beobachtet
wurden, als nicht beeinflussbare Hintergrundfluoreszenz bzw. Zerfallsrate
gewertet und somit als Nullwert festgelegt.

Normalisiert wurden alle Werte auf die jeweilige Negativkontrolle (Kontrolle),
also die Proben, welche weder =zusatzlicher Substanzen noch einer
Xenonkonzentration ausgesetzt waren.

Alle Werte werden als normalisierter Mittelwert [tStandardabweichung]
dargestellt.

Die Daten wurden mit Hilfe der Varianzanalyse (ANOVA) verglichen und durch
den Bonferroni post hoc-Test analysiert.

Zur Auswertung wurde die Graph Pad Prism Software Version 5.0 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA) verwendet.

Bei einem p<0.05 wurden die Unterschiede zwischen den Ergebnissen als

signifikant gewertet.
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4. Ergebnisse

4.1 Untersuchungen der Expression des humanen Noradrenalin-
transporters und des NMDA-Rezeptors mittels RT-PCR und
Western Blot

Zur Bestatigung der bereits vorbeschriebenen Charakterisierung der
verwendeten Zelllinien wurden eine RT-PCR und eine Western Blot-Analyse
der Proteinexpression durchgefuhrt.

Untersucht wurde die Expression des humanen Noradrenalintransporters und
der NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors.

Die RT-PCR zeigte eine stabile  Expression des humanen
Noradrenalintransporter in HEK 293 hNAT-Zellen und in den SH-SYS5Y-Zellen,
wahrend HEK 293 Wildtyp-Zellen keine hNAT-Expression zeigten.

Die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors wurde ausschlieldlich von SH-
SY5Y-Zellen exprimiert, weder die HEK 293 Wildtyp-Zellen noch die HEK 293
hNAT-Zellen zeigten eine Expression der NMDA-Rezeptor-Untereinheit.

Die anschlieend durchgeflhrte qualitative Western Blot-Analyse der

Proteinexpression bestatigte die Ergebnisse der RT-PCR.
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Abbildung 3:

humaner Noradrenalintransporter (hNAT) NMDA-Rezeptor (NR1-Untereinheit)

(kb)

Marker  H20 HEK HEK SH-SY5Y Marker H20 HEK HEK SH-8Y5Y
203 203 293 203
wt hNAT wt hNAT
Abbildung 4:
humaner Noradrenalintransporter (hNAT) NMDA-Rezeptor (NR1-Untereinheit)

Marker HEK 293 SH-8Y5Y Marker HEK 293 SH-SY5Y
hNAT hNAT

Abb. 3 und 4: RT-PCR und Western Blot-Analyse der hNAT- und NMDA-Rezeptor-
Expression in HEK 293 Wildtyp-, hNAT- und SH-SY5Y-Zellen.

Abb. 3 zeigt auf der linken Seite die positiven Ergebnisse der RT-PCR bei stabil mit dem hNAT
transfizierten HEK 293 hNAT-Zellen und SH-SY5Y-Zellen. HEK 293 Wildtyp-Zellen exprimieren
keinen hNAT.

Auf der rechten Abbildung erkennt man die Ergebnisse der Untersuchung auf die Expression
der NMDA-Rezeptor-Untereinheit NR1. Dort exprimieren lediglich die SH-SY5Y-Zellen die NR1-
Untereinheit des NMDA-Rezeptors, wohingegen sowohl die HEK 293 Wildtyp-Zellen als auch
die HEK 293 hNAT-Zellen keinen NMDA-Rezeptor exprimieren.

Abb. 4: Die qualitative Western Blot-Analyse bestatigt die Ergebnisse der RT-PCR-

Untersuchung.
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4.2 Fluoreszenz-basierte Untersuchung der hNAT-Aktivitat

Als erste Untersuchung zur Evaluation des Effektes von Xenon auf die
Noradrenalinaufnahme Uber den hNAT in vitro wurde die fluorenzenz-basierte
Untersuchung mit dem Neurotransmitter Uptake-Assay-Kit durchgefuhrt.

In HEK 293 hNAT-Zellen, welche den hNAT aber keinen NMDA-Rezeptor
exprimieren, wurde die Fluoreszenzintensitat durch Ketamin mit (53,0 + 4,5%;
p<0.01; s. Abb. 5) und ohne Xenonkoapplikation (47,3% % 3,1%; p<0.01; s.
Abb. 5) gleichermalen reduziert.

Weder Xenon in einer Konzentration von 65% (111,1% + 2,7%), MK-801
(95,4% = 1,4%) noch NMDA (25 umol/l)/ Glycin (10 pmol/l) (95,7% % 2,1%)
veranderten die Fluoreszenzintensitat im Vergleich zur nicht mit weiteren

Substanzen vorbehandelten Negativkontrolle.

Wie es aufgrund der Ergebnisse der RT-PCR und Western Blot-Analyse,
welche keine Expression des hNAT in den HEK 293 Wildtyp-Zellen zeigen, zu
erwarten gewesen war, kam es bei HEK 293 Wildtyp-Zellen zu keinem
spezifischen Anstieg der Fluoreszenzintensitat. Damit liegt bei den HEK 293
Wildtyp-Zellen keine hNAT-Aktivitat vor. Auf die graphische Darstellung dieser

Ergebnisse wird verzichtet.
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Abbildung 5:
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Abb. 5: Effekte von Xenon auf die hNAT-Aktivitdt in HEK 293 hNAT-Zellen (hNAT+,
NMDAR -).

Bei der Untersuchung der hNAT-Aktivitat an HEK 293 hNAT-Zellen, welche den humanen
Noradrenalintransporter stabil exprimieren, jedoch keine NMDA-Rezeptor-Expression
aufweisen, zeigt sich unabhangig von der Xenonapplikation eine Reduktion der
Fluoreszenzintensitdt im Vergleich zu den Negativkontrollen bei den mit Ketamin (1 mmol/l)
vorbehandelten Zellen.

Inkubation der Zellen mit 65% Xenon zeigt keinen Effekt im Vergleich zur Negativkontrolle.
Ebenso zeigt sich kein Effekt bei Applikation von MK-801 (2 pymol/l) und NMDA (25 pmol/l)/
Glycin (10 umol/l), weder bei gleichzeitiger Koapplikation von 65% Xenon, noch ohne
zeitgleiche Xenonapplikation.

*p<0.01 vs. Negativkontrolle (n=4; two-way ANOVA und post-hoc Bonferroni-Test)
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei den HEK 293 hNAT-Zellen, bei denen
sich keine Veranderung der hNAT-Aktivitat durch Xenonapplikation zeigte,
reduziert Xenon bei SH-SY5Y-Zellen, welche neben dem hNAT auch den
NMDA-Rezeptor exprimieren, bei einer Konzentration von 65% die
Fluoreszenzintensitat signifikant (65,6% = 14,8%; p<0.01; s. Abb. 6) im

Vergleich zu den Kontrollbedingungen.

MK-801 hemmt, im Gegensatz zur Beobachtung bei den HEK 293 hNAT-Zellen,
bei SH-SY5Y-Zellen die hNAT-Aktivitat ohne Xenonapplikation (62,3% * 16,8%;
p<0.01).

Auch Ketamin (12,8% * 9,5%; p<0.01) reduzierte die hNAT-Aktivitat. Ein
additiver Effekt bei Koapplikation von Xenon (65%) konnte weder fir MK-801
(54,1% % 20,3%) noch fur Ketamin (19,2% + 9,8%) beobachtet werden. Bei den
mit der Kombination aus NMDA (25 pmol/l) und Glycin (10 pmol/l)
vorbehandelten Zellen zeigt sich eine von der Xenonkoapplikation abhangige
Hemmung der hNAT-Funktion. Ohne Xenon ist die Funktion nicht signifikant zu
den Kontrollbedingungen verandert (110,6% + 8,1%). Bei Koapplikation von
Xenon zeigt sich eine Hemmung der hNAT-Aktivitat, angezeigt durch eine
Reduktion der gemessenen Fluoreszenz. Jedoch wird der hemmende Effekt
von Xenon nicht durch die agonistische Wirkung von NMDA und Glycin am
NMDA-Rezeptor antagonisiert, es zeigt sich auch bei den mit NMDA und Glycin
vorbehandelten Zellen eine signifikante Reduktion der hNAT-Aktivitat bei
Xenonapplikation (77,2% + 8,4%).
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Abbildung 6: OXenon 0%

W Xenon 65%

fa—

)

=
]

[a—
=
=
*
+*
*

60 - *

Relative
Fluoreszenzintensitat (%)

20 -

Kontrolle MK-801 NMDA / Ketamin
Glycin

Abb. 6: Effekte von Xenon auf die hNAT-Aktivitat in SH-SY5Y-Zellen (hNAT+, NMDAR+).
Bei der Untersuchung der Effekte von Xenon auf die hNAT-Aktivitat in SH-SY5Y-Zellen, welche
sowohl den hNAT als auch den NMDA-Rezeptor stabil exprimieren, zeigt sich eine signifikante
Reduktion der Fluoreszenzintensitat, und somit der hNAT-Aktivitat, bei Applikation von 65%
Xenon (65,6% + 14,8%; p<0.01) im Vergleich zu den Kontrollbedingungen.

Der spezifische NMDA-Rezeptorantagonist MK-801 (2 umol/l) zeigt ohne Xenon denselben
hemmenden Effekt auf die hNAT-Aktivitdt (62,3% +* 16,8%; p<0.01). Eine zusatzliche
Applikation von Xenon zeigt keinen weiteren additiven Effekt (54,1% + 20,3%).

Ketamin (1 mmol/l) hemmt, mit einem grofReren Effekt als bei den HEK 293 hNAT-Zellen
beobachtet, unabhangig von der Xenonapplikation die hNAT-Aktivitat in SH-SY5Y-Zellen. Bei
der Applikation von NMDA (25 umol/l) und Glycin (10 pymol/l) zeigen sich abhangig von der
Xenonapplikation unterschiedliche Ergebnisse, wobei die agonistische Wirkung von NMDA und
Glycin nicht den hemmenden Effekt von Xenon zu antagonisieren vermag.

*p<0.01 vs. Negativkontrolle (n=4; two-way ANOVA und post-hoc Bonferroni-Test)

4.3 Messung der [*H]-Noradrenalin-Aufnahme

Um die, wegen des unspezifischen Transportes des fluoreszierenden
Pseudosubstrates Uber alle Monoamintransporter, unspezifischen Ergebnisse
aus der fluoreszenz-basierten Untersuchung zu validieren, wurde anschliel3end

die Aufnahme von [*H]-markiertem Noradrenalin in die Zellen untersucht, um
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die vorherigen Ergebnisse mit Hilfe eines spezifisches Verfahrens bestatigen zu
konnen.
Die so erhobenen Ergebnisse bestatigten die vorher gewonnen Daten

vollstandig.

Applikation von 65% Xenon hemmt die [*H]-Noradrenalin-Aufnahme in SH-
SY5Y-Zellen signifikant (72% = 10%; p<0.01; s. Abb. 7) im Vergleich zu den

Kontrollbedingungen.

Auch MK-801 hemmt die [*H]-Noradrenalin-Aufnahme in die Zellen sowohl
ohne (33% = 8%; p<0.01; s. Abb. 7) als auch mit Xenon (38% * 7%; p<0.01; s.
Abb. 7), wobei sich auch hier, wie bereits bei den fluoreszenz-basierten

Untersuchung, kein additiver Effekt von Xenon zeigt.

Interessanter Weise zeigte sich bei den Untersuchungen mit [*H]-markiertem
Noradrenalin ein weiterer Effekt, welcher sich in der fluoreszenz-basierten

Untersuchung nicht beobachten liel3.

Eine Vorbehandlung der Zellen mit den am NMDA-Rezeptor agonistisch
wirkenden Substanzen NMDA und Glycin ist in der Lage, den durch 65% Xenon
vermittelten Effekt nahezu vollstédndig zu antagonisieren (98% = 11%; p<0.01
im Vergleich zu Xe 65%; s. Abb. 7). NMDA und Glycin zeigen ohne
Xenonapplikation keinen Einfluss auf die [*H]-Noradrenalin-Aufnahme im
Vergleich zu den Kontrollbedingungen (84% * 18%).
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Abb. 7: Messung des Effektes von Xenon auf die [*H]-Noradrenalin-Aufnahme in SH-
SY5Y-Zellen (hNAT+, NMDAR+).

Die Messung der [*H]-Noradrenalin-Aufnahme bestatigt die Ergebnisse der fluoreszenz-
basierten Untersuchung dieses Effektes.

Xenon (65%) hemmt die [*H]-Noradrenalin-Aufnahme in die Zellen (72% + 10%; p<0.01). Der
spezifische NMDA-Rezeptorantagonist MK-801 (2 pymol/l) zeigt denselben Effekt (33% * 8%;
p<0.01). Zusatzliche Xenonapplikation zeigt keinen weiteren additiven Effekt (38% + 7%;
p<0.01).

Die Vorbehandlung der Zellen mit NMDA (25 pmol/l) und Glycin (10 ymol/l) ist in der Lage, den
durch Xenon vermittelten Effekt im Vergleich zu den mit 65% Xenon behandelten Kontrollen zu
antagonisieren (98% + 11%; p<0.01 im Vergleich zu Kontrollbedingungen mit 65% Xenon).
*p<0.01 vs. Negativkontrolle; #p<0.01 vs. Kontrolle mit Xe 65% (n=6; two-way ANOVA und post-

hoc Bonferroni-Test)
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4.4 Messungen der Konzentrations-Wirkungsbeziehung der hNAT-

Hemmung durch Xenon

Um eine mdgliche Konzentrationsabhangigkeit des beobachteten Effektes von
Xenon auf die hNAT-Aktivitat zu untersuchen, wurden weitere Versuche mit den
Xenonkonzentrationen 0%, 32,5%, entsprechend einem halben MAC, 50% und
mit der bisher benutzten Konzentration von 65% durchgefihrt. Die Experimente
zur Ermittlung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung erfolgten mit Hilfe der
fluoreszenz-basierten Untersuchung der hNAT-Aktivitat.

Die Ergebnisse zeigen eine klare Abhangigkeit des Ausmalles der hNAT-
Hemmung von der verwendeten Xenonkonzentration.

Bei einer Xenonkonzentration von 32,5% zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle
kein signifikanter Effekt (90,8% + 6,4%). Eine Xenonkonzentration von 50%
fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der hNAT-Aktivitat (68,9% + 10,1%;
p<0.05; s. Abb. 8).

Bei weiterer Erhohung der Xenonkonzentration auf 65% zeigte sich weiterhin
eine signifikante Hemmung der hNAT-Aktivitdt im Vergleich zur Kontrolle
(71,3% £ 4,5%; p<0.01; s. Abb. 8), allerdings ohne den beobachteten Effekt im

Vergleich zu 50% Xenon weiter zu steigern.
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Abbildung 8:

120 1

100

80 -

60 -

Relative
Fluoreszenzintensitat (%)

40 -

Xe 0% Xe 32,5% Xe 50% Xe 65%

Abb. 8: Abhdngigkeit der hNAT-Aktivitat von der verwendeten Xenonkonzentration durch
fluoreszenz-basierte Messung der hNAT-Aktivitit bei SH-SY5Y-Zellen.

Der schwarze Balken im Diagramm stellt den Wert der Negativkontrolle ohne Xenonapplikation
dar, wahrend die weillen Balken die ermittelten Werte nach Applikation der angegebenen
Xenonkonzentration abbilden.

Eine Xenonkonzentration von 32,5 % zeigt keinen signifikanten Effekt auf die hNAT-Aktivitat im
Vergleich zur Kontrolle mit 0% Xenon. Bei Applikation von 50% Xenon zeigt sich eine
signifikante Reduktion der hNAT-Aktivitat (68,9% * 10,1%; p<0.05). Auch bei 65% Xenon ist die
Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert (71,3% + 4,5%; p<0.01), ohne den Effekt
im Vergleich zu 50% Xenon weiter zu steigern.

*p<0.05 vs. Negativkontrolle (n=6; two-way ANOVA und post-hoc Bonferroni-Test)
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5. Diskussion

5.1 Xenon hemmt die Noradrenalinwiederaufnahme uber einen

NMDA-Rezeptor-abhangigen Mechanismus

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Noradrenalinwiederaufnahme
uber den humanen Noradrenalintransporter in vitro.

Wie bereits in der Einleitung erklart, konnte eine Hemmung der
Wiederaufnahme von Noradrenalin zZu einer Erhéhung der
Noradrenalinkonzentration im Plasma fihren und somit die beobachtete
hamodynamische Stabilitat der Patienten wahrend einer Xenon-basierten
Anasthesie erklaren.

In der klinischen Studie von Neukirchen et al., welche die Ausgangssituation fur
diese experimentellen Untersuchungen ergeben hat, zeigen sich unter Xenon-
Monoanasthesie trotz unveranderter muskularer Sympathikusaktivitat nahezu
verdoppelte Noradrenalinkonzentrationen im Plasma der Probanden.

Da die muskuléare Sympathikusaktivitat eng mit den renalen und kardialen
sympathischen Efferenzen korreliert 8" 62, ist es eher unwahrscheinlich, dass an
diesen Organsystemen die sympathische Aktivitat gesteigert sein sollte. Damit
sollte eine generelle Steigerung der Aktivitat des sympathischen, autonomen
Nervensystems als Ursache der erhohten Noradrenalinkonzentration
auszuschliel3en sein.

Die Ergebnisse der vorgestellten Untersuchungen an Zellkulturen
demonstrieren eindeutig, dass Xenon in klinisch relevanter Konzentration von
65%, was einem MAC dieses Inhalationsanasthetikums entspricht, die
Noradrenalinaufnahme in die Zellen in vitro hemmt. Diese Hemmung der
Noradrenalinaufnahme um etwa ein Drittel kann allerdings nur in den NMDA-
Rezeptor-positiven SH-SY5Y-Zellen beobachtet werden, wahrend bei den
NMDA-Rezeptor-negativen HEK 293 hNAT-Zellen kein Effekt von Xenon auf
die Noradrenalinaufnahme beobachtet werden kann.

Als Positivkontrolle fir den Einfluss des NMDA-Rezeptors auf die
Wiederaufnahme von Noradrenalin wurde der spezifische NMDA-

Rezeptorantagonist MK-801 eingesetzt °2. Unter MK-801-Exposition verhalt sich
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die Aufnahme von Noradrenalin in die Zellen gleichsinnig wie unter
Xenonapplikation.

Bei MK-801-Exposition zeigt sich, wie es bei NMDA-Rezeptor-negativen Zellen
zu erwarten ist, kein Effekt auf die Aufnahme durch HEK 293 hNAT-Zellen,
wahrend sich die Aufnahme von Noradrenalin durch SH-SY5Y-Zellen Xenon-
unabhangig durch MK-801 hemmen lasst.

Diese Beobachtungen lassen auf einen Einfluss des NMDA-Rezeptors auf die
Funktion des hNAT schliefl3en.

Weiterhin wichtig ist es an dieser Stelle zu erwahnen, dass fur MK-801 auch ein
direkter hemmender Effekt auf den hNAT beschrieben ist . Dieser wird
allerdings erst bei Konzentrationen, welche deutlich Uber den hier verwendeten
Konzentrationen von 2 umol/l liegen, relevant.

Aulerdem lasst sich an den Ergebnissen der HEK 293 hNAT-Zellen kein Effekt
von MK-801 auf die Funktion des hNAT im Vergleich zu den unbehandelten
Negativkontrollen zeigen. Somit zeigt sich bei dieser Untersuchung dieser
direkte inhibitorische Effekt von MK-801 nicht, so dass er auch keinen Einfluss
auf die Interpretation der vorgelegten Ergebnisse hat.

Vielmehr bestatigt dieses Ergebnis, dass die beobachtete Hemmung der
Noradrenalinaufnahme einen NMDA-Rezeptor-abhangigen Mechanismus
darstellt, da in den NMDA-Rezeptor-negativen HEK 293 hNAT-Zellen keine
Inhibition der hNAT-Funktion gezeigt werden konnte. In den NMDA-Rezeptor-
positiven SH-SY5Y-Zellen konnte dieser Effekt aber eindeutig gezeigt werden.
Bei der Untersuchung des Einflusses von Xenon auf die hNAT-Aktivitat mit Hilfe
des [*H]-markierten Noradrenalins zeigte sich ein weiterer Effekt, welcher nicht
durch das fluoreszenz-basierte Verfahren dargestellt werden konnte. Die am
NMDA-Rezeptor agonistisch wirkende Kombination von NMDA und Glycin ist in
der Lage, die durch Xenon vermittelte Inhibition der hNAT-Aktivitat signifikant zu
antagonisieren, so dass die Transporterfunktion wieder nahezu die Werte der
Negativkontrolle annimmt. Auch diese Beobachtung ist als weiteres eindeutiges
Indiz flr die entscheidende Rolle der NMDA-Rezeptor-Inhibition durch Xenon
bei der Hemmung der hNAT-Funktion zu sehen.

Die Untersuchung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung zeigt bei 32,5%

Xenon keine signifikante Reduktion der Noradrenalinaufnahme, jedoch bei 50%
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Xenon. Eine weitere Steigerung der Xenon-Konzentration von 50% auf 65%
bewirkt keine weitere signifikante Zunahme des Effektes.

Anhand der erhobenen Daten lasst sich nicht zwischen einer kontinuierlichen
Zunahme des Effektes bei steigender Xenonkonzentration oder einer ,on/off-
Charakteristik* des Effektes mit einem Beginn der Wirkung zwischen 32,5% und
50% differenzieren. Dazu ware eine differenziertere Untersuchung der
Konzentrations-Wirkungsbeziehung mit zum einen enger gestaffelten und zum
anderen auf hohere Werte (z.B. bis 80%) erweiterten Xenonkonzentrationen
notig.

Insgesamt sind die Ergebnisse der vorgelegten Untersuchung in der Lage, die
erhohten Konzentrationen von Noradrenalin im synaptischen Spalt und somit
die von Yoshida et al. 76 beobachteten Effekte von Xenon zu erklaren.

In der 2010 veroffentlichten Arbeit wurde eine Erhdhung der extrazellularen
Noradrenalinkonzentration im limbischen System von Ratten in vivo, gemessen
durch Mikrodialyse, und in vitro an neuronalen Zellen beobachtet.

Aus diesen Beobachtungen zogen die Autoren die Schlussfolgerung, dass der
Erhdhung der extrazellularen Noradrenalinkonzentration eine vermehrte
Ausschittung von Noradrenalin in den synaptischen Spalt zu Grunde liegen
konnte. Da jedoch lediglich die extrazellulare Noradrenalinkonzentration
gemessen und nicht die Art des Transportes uber die Zellmembran untersucht
wurde, lassen die Ergebnisse allerdings keine sichere Unterscheidung des
zugrunde liegenden Mechanismus zu. Die Differenzierung zwischen einer
Erhdhung der Ausschittung aus prasynaptischen Vesikeln oder einer
Hemmung der Wiederaufnahme von Noradrenalin Uber den hNAT ist nicht
maglich.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse unterstitzen die Resultate von
Yoshida et al. insofern, als dass sie sich mit den gemessenen erhohten
extrazellularen Konzentrationen von Noradrenalin plausibel decken.

Allerdings legen sie die Vermutung nahe, dass die Hemmung der
Wiederaufnahme von Noradrenalin ein entscheidender Mechanismus zur
Erklarung der erhohten extrazellularen Noradrenalinkonzentration sein durfte,
ohne allerdings eine mogliche Erhéhung der Noradrenalinfreisetzung als

weiteren Mechanismus ausschlieBen zu kénnen, da lediglich die Effekte von
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Xenon auf die Wiederaufnahme, nicht jedoch auf die Ausschittung, untersucht
wurden.

Um Aussagen uber den Einfluss von Xenon auf die Ausschittung von
Noradrenalin treffen zu kdnnen, sind weitere zukinftige Untersuchungen nétig.
Nach Ausschuttung von Noradrenalin aus Vesikeln noradrenerger Neurone im
ZNS und aus sympathischen Nervenendigungen im autonomen sympathischen
Nervensystem werden rund 90% des Noradrenalins durch Wiederaufnahme in
dieselbe Zelle durch den hNAT aus dem synaptischen Spalt entfernt. Nur etwa
10% des Noradrenalins verlassen den synaptischen Spalt nach extraneuronal
und erreichen als spillover das Plasma.

Auch in Situationen stark erhohter Exzitation der Zellen mit bis zu 10-facher
Erhéhung der Noradrenalinfreisetzung ist der hNAT weiterhin in der Lage einen
Groldteil des freigesetzten Noradrenalins wieder aufzunehmen, so dass der
spillover auch in dieser Situation nur geringfligig ansteigt ©°.

Die nun vorliegenden Daten zeigen, dass Xenon in Kklinisch relevanter
Konzentration von 65% die Aktivitat des hNAT um etwa ein Drittel reduziert.
Basierend auf den physiologischen Erkenntnissen, dass nur etwa 10% des
Noradrenalins als spillover in das Plasma entweicht, kann man abschatzen,
dass eine Verringerung der hNAT-Aktivitat um ein Drittel den extraneuronalen
spillover auf das Vierfache ansteigen lasst. Eine solche Veranderung des
extraneuralen spillovers durch eine Veranderung der hNAT-Aktivitat ist in der
Lage die systemische Noradrenalinkonzentration signifikant und in klinischem
Ausmal relevant ansteigen zu lassen.

Dass eine Reduktion der hNAT-Aktivitat sich in klinisch messbarer Weise
manifestiert zeigt das Beispiel des posturalen Tachykardiesyndroms aus der
Kardiologie. Dabei flhrt eine genetische Variante des hNAT zu einer
Aktivitatsreduktion, was sich wiederum in erhdhten Noradrenalin-
plasmakonzentrationen und einer Tachykardie auert .

Demzufolge sind die Ergebnisse dieser Arbeit nicht nur in der Lage lokale
Anstiege der extrazellularen Noradrenalinkonzentration, wie sie von Yoshida et
al. beobachtet wurden, zu erklaren, sondern vielmehr sind auch systemische
Auswirkungen dieses Effektes nachvollziehbar.

Somit kann die beobachtete NMDA-Rezeptor-abhangige Hemmung der

Noradrenalinwiederaufnanme Uber den hNAT als ein entscheidender
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Mechanismus zur Erhdhung der Noradrenalinkonzentration im Plasma und
dadurch als wichtiger Faktor fur die hamodynamische Stabilitat der Patienten
wahrend einer Xenonnarkose gewertet werden.

Eine wichtige Rolle in der Vermittlung der analgetischen und hypnotischen
Effekte von Xenon spielt der bekannte antagonistische Effekt von Xenon am
NMDA-Rezeptor 48 95 9

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, nehmen der NMDA-Rezeptor und die
Hemmung der Aktivitat des Rezeptors durch Xenon eine entscheidende
Funktion in der Hemmung der Noradrenalinwiederaufnahme ein. Derselbe
hemmende Effekt am NMDA-Rezeptor wird auch flr Ketamin beschrieben und
scheint ebenfalls eine wichtige Funktion in der Wirkweise dieses Medikamentes
zu sein, sowohl in Bezug auf die hypnotische Wirkung, als auch auf die
hamodynamischen Auswirkungen von Ketamin-basierter Anasthesie %’.

Ketamin in seiner Form als Racemat steigert, wie Xenon auch, die
Noradrenalinkonzentration im Plasma und hebt durch diesen Mechanismus den
mittleren arteriellen Druck an.

Die Auswirkung von Ketamin auf die muskulare Sympathikusaktivitat
unterscheiden sich zwischen dem S(+)-Ketamin-Enantiomer und dem Racemat.
Wahrend die muskulare Sympathikusaktivitat durch das Racemat bei erhdhten
Noradrenalinplasmakonzentrationen reduziert ist kommt es unter dem S(+)-
Enantiomer zu einer Steigerung der muskularen Sympathikusaktivitat 9 9,
Diese Reduktion der muskularen Sympathikusaktivitat durch das Racemat lasst
sich durch eine Inhibition des Baroreflexes aufgrund des gesteigerten arteriellen
Mitteldrucks erklaren. Eine medikamentdse Senkung des mittleren arteriellen
Drucks auf das Ausgangsniveau vor Ketamingabe durch Gabe des
Vasodilatators Natrium-Nitroprussid normalisiert die sympathischen Efferenzen
der muskularen Sympathikusaktivitat. Somit ist wahrend einer Ketamin-
basierten Anasthesie der Baroreflex vollstandig erhalten. Diese Beobachtung
des erhaltenen Baroreflexes qilt auch fur das S(+)-Enantiomer. Auch der
Sollwert fir die zentrale Blutdruckregulation ist nicht verandert, wie die
reflektorische  Hemmung der muskularen Sympathikusaktivitat durch das
Racemat und deren Normalisierung durch medikamentdse Blutdrucksenkung

eindrucksvoll demonstriert 98,
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Die Verhaltnisse wahrend einer Xenonnarkose sind insofern sehr gut mit den
Bedingungen wahrend Ketamin-basierter Anasthesie zu vergleichen. Sowohl
die klinischen Parameter im Sinne der hamodynamischen Stabilitat und der
erhaltenen Baroreflexreaktion, als auch der zugrunde liegende Mechanismus
der hamodynamischen Stabilitat, namlich der erhohten
Noradrenalinplasmakonzentration sind gleich.

Einzig die Inhibition des Baroreflexes durch den erhohten arteriellen Mitteldruck
wird unter Xenon nicht beobachtet, obwohl der Baroreflex in seiner Reaktion auf
Blutdruckschwankungen unter Xenon ebenfalls vollstandig erhalten ist. Diese
Beobachtung lasst auf eine Veranderung der zentralnervésen Sollwerte der
Blutdruckregulation schliel3en.

Durch eine zentrale sympathische Aktivierung werden die Sollwerte fur die
Blutdruckregulation angehoben und somit wird im Rahmen der Untersuchung
der Baroreflex bei den beobachteten arteriellen Dricken nicht inhibiert.
Spekulieren kann man, dass bei weiter gesteigerten arteriellen Dricken der
Baroreflex gehemmt werden wurde. Dieser Effekt bedarf allerdings weiterer
Untersuchungen 3.

Wie vermittelt nun Ketamin die Einflisse auf das sympathische Nervensystem?
Auch Ketamin wirkt nur indirekt auf die Funktion des sympathischen
Nervensystems ein und zwar uUber eine Hemmung der Wiederaufnahme von
Katecholaminen Uber den hNAT, also uUber denselben Mechanismus wie
Xenon. Dieser Effekt wird teilweise durch eine direkte, nicht-kompetitive
Hemmung der hNAT-Funktion vermittelt '°°, zum anderen ist auch ein Teil des
Effektes abhangig von der NMDA-Rezeptorexpression der Zellen °'. Diese
Beobachtung wird durch die hier vorgelegten Daten bestatigt.

Auch in den NMDA-Rezeptor-negativen HEK 293 hNAT-Zellen hemmt Ketamin
die Aufnahme von Noradrenalin, so dass sich auch in diesen Ergebnissen der
direkte Antagonismus von Ketamin am hNAT gezeigt werden kann.

Nach langer Exposition von Ketamin reguliert der Koérper den hemmenden
Effekt von Ketamin auf den hNAT gegen, indem es zu einer gesteigerten
MRNA-Produktion und vermehrten Transporterexpression auf der Zellmembran
kommt 8. Uber die Effekte einer Langzeit-Xenon-Exposition auf die mRNA-

Produktion und Transporterexpression ist bisher nichts bekannt.
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Somit gleichen sich nicht nur die klinischen Eigenschaften von Ketamin und
Xenon-basierter Anasthesie, sondern auch die Mechanismen Uber welche die
Effekte vermittelt werden.

Uber die hNAT-Hemmung, sowohl ausgelést durch Xenon als auch durch
Ketamin, entgeht ein groRerer Teil des freigesetzten Noradrenalins der
Wiederaufnahme und daraus resultierend erreicht ein deutlich grof3erer Anteil
als spillover aus dem synaptischen Spalt das Plasma und erhoht die
Noradrenalinkonzentration in der systemischen Zirkulation, wodurch die
hamodynamischen Effekte von Ketamin 192 und Xenon vermittelt werden. Im
Gegensatz zu Ketamin, welches den hNAT sowohl direkt %3, als auch indirekt
uber einen NMDA-Rezeptor-abhangigen Mechanismus hemmt, wird die
Hemmung der Wiederaufnahme von Noradrenalin durch Xenon nur in NMDA-
Rezeptor-exprimierenden Zellen beobachtet, so dass hierbei von einem NMDA-
Rezeptor-abhangigen Mechanismus ausgegangen werden kann.

Bis zu der Untersuchung der Effekte von Xenon-basierter Anasthesie auf das
autonome, sympathische Nervensystem von Neukirchen et al. 8 wurde Xenon
in Studien an Patienten stets in Kombination mit Opiaten verabreicht, so dass
die ausschliel3lich von Xenon vermittelten Effekte auf die hamodynamische
Situation nicht ausreichend evaluiert werden konnten.

Opiate haben selbst inhibitorische Einflisse auf das sympathische
Nervensystem und den Baroreflex, so dass es wahrend balancierter Anasthesie
zu einer Uberlagerung der Opiat- und Xenoneffekte kommt %4, Die
Kombination von Opiaten mit Xenon ist in der klinischen Situation gut geeignet
zur balancierten Narkosefuhrung. Allerdings macht die Beeinflussung der
Opiate eine Untersuchung der intrinsischen Effekte von Xenon unmdglich, so
dass sich auch eine indifferente Datenlage in der bisher publizierten Literatur
zeigt.

In Kombination mit Remifentanil wurden wahrend Xenonarkose sogar zum Teil
erniedrigte  Noradrenalinkonzentrationen im Plasma der Patienten 1%
gemessen, wohingegen bei Hunden diese, trotz derselben Medikation, erhoht
waren %9

Insgesamt zeigen diese Resultate ein unklares Bild und somit konnte die

hamodynamische Stabilitat bis zu der Untersuchung der Effekte von Xenon in
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Monoanasthesie von Neukirchen et al. nicht eindeutig auf das sympathische
Nervensystem zuruckgefuhrt werden.

Erst durch das Ergebnis dieser Untersuchung konnten ein nicht durch die
Xenonanasthesie beeinflusstes sympathisches Nervensystem, ein erhaltener
Baroreflex und ein Anstieg der Noradrenalinkonzentration im Plasma als
Ursache fur die beobachtete hamodynamische Stabilitdt wahrend Xenon-
basierter Anasthesie ausgemacht und eindeutig auf die Wirkung von Xenon
wahrend Xenonmonoanasthesie zurtckgefuhrt werden.

Aus welchen Organsystemen stammt nun das zusatzlich freigesetzte
Noradrenalin und Uber welche intrazellularen Signalkaskaden wird die NMDA-
Rezeptor-vermittelte Hemmung der Noradrenalinwiederaufnahme reguliert?

Ein erhdhter zerebraler Noradrenalinspillover, zum Beispiel aus dem Locus
coeruleus, oder Veranderungen der peripheren Noradrenalinfreisetzung stellen
maogliche Mechanismen dar.

Der Locus coeruleus und seine Efferenzen nehmen beispielsweise eine
zentrale Rolle in der sympathisch kontrollierten Regulation der Hdmodynamik
ein. Die Aktivitat des Locus coeruleus wird durch verschiedene Mechanismen
reguliert. Unter anderem sind an dieser Regulierung NMDA-Rezeptoren
beteiligt '%. So erhoht eine Exposition des NMDA-Rezeptorantagonisten MK-
801 die extrazellulare Noradrenalinkonzentration der efferenten Bahnen des
Locus coeruleus '%7. Diese Beobachtung deckt sich mit den in dieser Arbeit
vorgestellten Daten. Die NMDA-Rezeptor-vermittelte Hemmung des hNAT flhrt
ebenfalls zu einer Erhdohung der extrazellularen Noradrenalinkonzentration.
Somit ist es sehr gut mdglich, dass der von Tose et al. beschriebenen
Erhdhung der extrazellularen Noradrenalinkonzentration eben dieser
Mechanismus zu Grunde liegt.

Zum Ursprung des Noradrenalins und zu den intrazellularen Signalkaskaden
finden sich in der Literatur jedoch noch keine Antworten, so dass kommende
Untersuchungen noétig sein werden um diese Fragen zu klaren.

Festzuhalten bleibt jedoch, dass - unabhangig vom Ursprungsort des
Noradrenalins - die NMDA-Rezeptor-vermittelte hNAT-Hemmung ein
schlissiger Mechanismus ist, welcher die erhohten Noradrenalin-
konzentrationen im Plasma trotz unveranderter muskularer Sympathikusaktivitat

zu erklaren vermag.



-49-

Durch diesen Mechanismus wird die beschriebene hamodynamische Stabilitat
mit Erhdhung des Herzzeitvolumens und des totalen peripheren Widerstandes

wahrend einer Xenonnarkose vermittelt.

5.2 Bedeutung fur die klinische Anasthesie

Diese beobachtete hamodynamische Stabilitit und eine erhaltene
linksventrikulare Ejektionsfraktion kdnnen sogar bei herzinsuffizienten Patienten
mit praoperativ-reduzierter linksventrikularer Funktion, die zur
Schrittmacherimplantation vorgesehen sind, beobachtet werden .

Die Erhdéhung der Katecholaminkonzentration im synaptischen Spalt und im
Plasma ist auch in der Lage die positiven Effekte auf die Inotropie und auf die
linksventrikulare Funktion 192 wahrend einer Xenonnarkose zu erklaren, da
diese Effekte durch eine Steigerung der Aktivitat des sympathischen
Nervensystems oder durch Erhdhung der Plasmakatecholamine vermittelt
werden.

Sowohl bei kardiovaskular gesunden Patienten als auch sogar bei Patienten,
die eine koronararterielle Bypassoperation erhielten, lasst sich eine erhaltene
linksventrikulare Kontraktilitat unter Xenonnarkose nachweisen 4°, wohingegen
andere inhalative Anasthetika die Inotropie und das Herz-Zeit-Volumen
beeintrachtigen 3334,

Ein grolRer Vorteil der Xenonnarkose ist es, dass der Baroreflex nicht gehemmt
ist. Wahrend, mit Ausnahme von Ketamin, die meisten anderen inhalativen und
intravenosen Anasthetika mit dem Baroreflex interferieren 22 ist der Baroreflex,
sogar mit in Richtung héherer arterieller Mitteldriicke hin veranderter Sollwerte,
wahrend einer Xenonnarkose vollstandig erhalten. Dadurch werden die
physiologischen Reaktionen auf veranderte hamodynamische Situationen nicht
durch die Anasthesie unterbunden. Somit bietet sich neben stabiler, da durch
physiologische Mechanismen selbststandig regulierter, hamodynamischer
Verhaltnisse auch die Moglichkeit fur den Patienten auf intra- und perioperative
Veranderungen der hamodynamischen Situation adaquat zu reagieren und

somit hypotensive Phasen weiterhin zu vermindern.
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Solche Situationen kdénnen beispielsweise im Rahmen intraoperativer
Hamorrhagien, hypovolamer Situationen oder lagerungsbedingter
hamodynamischer Veranderungen, wie sie etwa im Rahmen laparoskopischer
Chirurgie vorkommen, auftreten.

Es ist allerdings auf einen ausreichend stabilen Volumenstatus des Patienten
wahrend Xenon-basierter Anasthesie wert zu legen, da durch die
hamodynamische Stabilitat wahrend Xenon-basierter Anasthesie hypovolame
Zustande unerkannt bleiben, zu spat diagnostiziert werden und diese sich
gegebenenfalls erst wahrend der Narkoseausleitung demaskieren konnen 40,
Wie in der Einleitung beschrieben sind hypotensive Phasen wahrend einer
Narkosefuhrung haufig auftretende Situationen, welche mit einem erhohten
Risiko fur postoperative kardiovaskulare Ereignisse und akutes Nierenversagen
eng korreliert sind 8.

Mit der Dauer der hypotensiven Episoden steigt die Inzidenz schwerwiegender
postoperativer Komplikationen wie etwa dem akuten Nierenversagen,
Myokardischamien und perioperativer zerebraler Ischamien '°. Somit ist es ein
hohes Ziel guter Narkoseflihrung hypotensive Phasen schnellstmoglich zu
beenden und den Patienten zurtick zu normotensiven Verhaltnissen zu fuhren.
Dies geschieht in der Regel durch unverzigliche und falls notig wiederholte
Gabe vasopressorischer Medikamente wie Theodrenalin/ Cafedrin oder
Noradrenalin.

Besser ware es, wenn mdglich, das Auftreten hypotensiver Phasen von
vornherein zu verhindern. Dieses Ziel lasst sich teilweise durch eine gut
geplante und gezielte Auswahl des Narkoseverfahrens und der verwendeten
Medikamente, welche die Vorerkrankungen des Patienten bertcksichtigen, und
die Steuerung der Narkosetiefe erreichen.

Da alle Anasthetika, welche fur die intraoperative Narkosefuhrung gebrauchlich
sind, die Funktion des sympathischen Nervensystems in mehr oder weniger
grolem Ausmall beeintrachtigen, ist mit diesem Vorgehen nur eine
Verringerung der Haufigkeit und Schwere intraoperativer Hypotensionen
moglich.

Besser scheint sich die Situation bei Verwendung von Xenon als inhalativen
Anasthetikum darzustellen 4% 51 da Phasen intraoperativer Hypotension unter

Xenon-basierter Anasthesie eine niedrigere Inzidenz aufweisen.
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5.3 Ausblick

Ob sich die im Gegensatz zu anderen inhalativen und intravendsen Anasthetika
verbesserte hamodynamische Situation der Patienten wahrend einer
Xenonnarkose auch in Bezug auf niedrigere postoperative Mortalitat und
Morbiditat nachweisen lasst ist bisher unklar.

Zumindest theoretisch sollte sich ein Effekt zeigen, da die Dauer intraoperativer
hypotensiver Phasen mit der Wahrscheinlichkeit flur das Auftreten
postoperativer Komplikationen eng korreliert ist 1°.

Die tatsachlichen Effekte der hamodynamischen Stabilitat von Xenon-basierter
Anasthesie auf die Pravention schwerwiegender postoperativer Komplikationen
mussen noch im Rahmen derzeit stattfindender, grof3angelegter klinischer
Studien evaluiert werden (NCT 01120405 und NCT00919126).

Ebenfalls von Interesse fur die klinische Anasthesie sollten die beschriebenen
neurotoxischen Effekte von Xenon sein. Bei einer Konzentration von einem
MAC, entsprechend einer Konzentration von 65% Xenon, wie es in dieser
Arbeit verwendet wurde, 16st Xenon neuronalen Zelluntergang bei neuronalen
Zellen von neugeborenen Ratten aus. Der Effekt ist jedoch genauso stark
ausgepragt, wie es von den inhalativen Anasthetika Sevo- und Isoflurane
bekannt ist. Somit ist Xenonnarkose vermutlich in dieser Hinsicht den
konventionellen inhalativen Anasthetika nicht unterlegen, ein Vorteil besteht
allerdings ebenfalls nicht.

Interessanterweise kann der neurotoxische Effekt von Xenon durch eine
Prakonditionierung der Zellen mit subtoxischen Konzentrationen von Isoflurane
in vitro aufgehoben werden 1%°.

Es werden auch neuroprotektive Effekte von Xenon beschrieben. So ist das
Risiko flr eine postoperative kognitive Dysfunktion zumindest im
Tierexperiment reduziert '°. Ursachlich scheint auch in diesem Fall der
bekannte Antagonismus am NMDA-Rezeptor zu sein. Ob sich diese
neuroprotektiven Effekte auch an Patienten zeigen lassen ist Teil derzeitiger
klinischer Studien. Bisher war es noch nicht mdglich, diesen Effekt auch an

Patienten nachvollziehen zu kénnen 1.
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Des Weiteren ist es bekannt, dass NMDA-Rezeptoren und auch zentrales
Noradrenalin als Neurotransmitter wichtige Mediatoren der zentralen
Schmerzverarbeitung sind 12,

So ermutigen die Ergebnisse zu weiteren Untersuchungen der spinalen
antinozizeptiven Effekte von Xenon.

Inzwischen wird auch der postoperative Einsatz von Xenon zur
Schmerztherapie diskutiert. Durch die potente Inhibierung des NMDA-
Rezeptors wird die zentrale Schmerzverarbeitung vor allem in den Neuronen
der Hinterhorner des Riickenmarks gehemmt '3, Diese nehmen die zentrale
Position in der Weiterleitung der epikritischen und protopathischen Sensibilitat
aus dem Ruckenmark in den Thalamus ein. Somit bewirkt eine Hemmung
dieser Neurone eine potente Reduktion der Schmerzwahrnehmung des
Patienten. Xenon kdénnte auch in niedrigeren Dosierungen als Teil eines
postoperativen Analgesieschemas Verwendung finden 14115,

Zusatzlich zu den beschriebenen hamodynamischen Effekten von Xenon-
basierter Anasthesie konnte die Erhohung der agonistischen Effekte von
Noradrenalin am a2-Rezeptor, ausgeldst durch die erhdhten extrazellularen
Noradrenalinkonzentrationen wahrend einer Xenonanasthesie, wichtige
Auswirkungen fur die klinische Anasthesie haben.

a2-Rezeptor-Agonisten haben analgetische, anxiolytische und sympatholytische
Eigenschaften und sind gut zu antagonisieren ''6. In der klinischen Anéasthesie
werden sie unter anderem zusatzlich zu anderen Anasthetika verabreicht und
reduzieren den Bedarf von Opiaten oder Lokalanasthetika ''7. Inwiefern die
beschriebenen analgetischen Effekte von Xenon auf einen a2-Rezeptor-
agonistischen Effekt zurtickzuflihren sind, welcher zusatzlich zum bekannten
NMDA-Rezeptorantagonismus die zentrale Schmerzverarbeitung beeinflussen
konnte, ist ein interessanter Aspekt, der durch zukunftige Untersuchungen zu
klaren ware.

Somit bietet Xenon neben den positiven hamodynamischen Effekten weitere
positive Eigenschaften fir die klinische Anasthesie und weitere interessante

Fragestellungen fur zukunftige Untersuchungen.
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5.4 Methodenkritik

Einschrankend muss man zur Interpretation der Ergebnisse beachten, dass das
verwendete Neurotransmitter Uptake Assay Kit der Firma Molecular Devices
nicht ausschliellich die Aufnahme von Noradrenalin Uber den hNAT, sondern
vielmehr den gesamten Transport aller Katecholamine Uber die Zellmembran
nach intrazellular misst 8.

Ursachlich daflir ist, dass das fluoreszierende Pseudosubstrat von allen
Transportern aus der Monoamintransporterfamilie transportiert wird. Somit wird,
neben der hNAT-Funktion, auch die Aktivitat des hDAT und des hSERT
gleichzeitig mitbestimmt '"°. Durch diese Problematik verursacht sind die
Ergebnisse des fluoreszenz-basierten Verfahrens zwar richtungsweisend, aber
nicht spezifisch genug, um prazise Aussagen zur Beeinflussung der hNAT-
Funktion und des Noradrenalintransportes durch Xenon zu kénnen.

Ein Vorteil des fluoreszenz-basierten Verfahrens gegenuber der Bestimmung
der Noradrenalinaufnahme durch die Verwendung [3H]-markierten
Noradrenalins ist jedoch die verhaltnismaRig unproblematische Durchflihrung
der Versuche. Man bendtigt kein spezielles Labor, welches fur die Arbeit mit
radioaktivem Material zugelassen ist.

Daher eignet sich dieser Versuchsaufbau sehr gut als primarer Screeningtest.
Da dieses Messerfahren allerdings aufgrund der beschriebenen
Einschrankungen sehr unspezifisch ist, ist es als alleiniges Verfahren zur
validen Untersuchung der Effekte von Xenon auf die hNAT-Funktion nicht
ausreichend.

Um die beobachtete Hemmung des hNAT durch Xenon zu bestatigen, war es
notig, die Ergebnisse der fluorenszenz-basierten Untersuchung der hNAT-
Funktion durch ein spezifischeres Verfahren zu validieren.

Dazu eignet sich in diesem Fall die Messung der Aufnahme von [*H]-
markiertem Noradrenalin in die Zellen, da mit Hilfe dieses Verfahrens sehr
prazise und spezifisch die Noradrenalinaufnahme in die Zellen gemessen
werden kann. Wie die vorgelegten Daten zeigen, bestatigen die durchgefihrten
Versuche mit [°H]-markiertem Noradrenalin die Ergebnisse der fluoreszenz-

basierten Untersuchung, so dass in Zusammenschau der Resultate eine
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NMDA-Rezeptor-abhangige Hemmung der hNAT-Funktion durch Xenon
anzunehmen ist.

Weitere Mechanismen, welche der Erhdohung der Plasmakatecholamine zu
Grunde liegen kdnnten, kdnnen durch die vorgestellten Ergebnisse jedoch nicht
ausgeschlossen werden und bedurfen weiterer Untersuchungen.

So konnte zusatzlich auch eine gesteigerte Noradrenalinfreisetzung, wie es von
Yoshida et al. vermutet wird, 7® eine Rolle spielen oder auch eine
Einschrankung der intraneuralen oder extraneuralen und hepatischen
Metabolisierung '?° der Katecholamine kénnte zu den erhohten
Plasmakonzentrationen beitragen.

Des Weiteren ist es, wie bereits erwahnt, nicht moglich anhand der
durchgefuhrten Untersuchung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung zwischen
einer kontinuierlichen Zunahme des Effektes bei steigender
Xenonkonzentration oder einer ,,on/off-Charakteristik® des Effektes mit einem
Einsetzen des Effektes zwischen einer Xenonkonzentration von 32,5% und
50% zu unterscheiden. Hierzu ware eine weiterfuhrende und differenziertere
Untersuchung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung nétig.

Darliber hinaus bleibt unklar, welche Effekte eine langerfristigen
Xenonexposition in  Hinblick auf die Funktion und Expression von

Noradrenalintransportern und andere Wirkorte von Xenon hat.
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6. Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann man festhalten, dass Xenon in klinisch relevanter
Konzentration von 65%, entsprechend einer Konzentration von einem MAC, die
Noradrenalinaufnahme in vitro hemmt.

Klinisch lasst sich wahrend einer Xenon-basierten Allgemeinanasthesie
beobachten, dass die Patienten eine beeindruckende hamodynamische
Stabilitat im  Verhaltnis zu anderen inhalativen Anasthetika und
Injektionsnarkotika aufweisen.

Diese hamodynamische Stabilitat ist am ehesten durch erhdhte
Konzentrationen von Noradrenalin und Adrenalin im Serum der Patienten
ausgelost.

Die Erhdhung der Plasmakonzentrationen der Katecholamine kommt zustande,
obwohl die Aktivitat des sympathischen Nervensystems unverandert ist, wie
mikroneurographische Messungen der muskularen Sympathikusaktivitat
wahrend  Xenon-Monoanasthesie eindeutig zeigten. Auch ist die
Baroreflexantwort auf Blutdruckveranderungen nicht unterdrickt.

Somit muss die Erhéhung der Plasmakonzentrationen der Katecholamine durch
einen anderen Mechanismus als die Erhdhung der Aktivitat des sympathischen
Nervensystems ausgelost werden.

Bei Betrachtung der physiologischen Mechanismen des
Katecholaminmetabolismus kommen Veranderungen der Ausschuttung und
Wiederaufnahme der Katecholamine als mégliche Mechanismen in Frage.

Die Ergebnisse dieser Arbeiten zeigen eindeutig auf, dass Xenon in klinisch
relevanter Konzentration von 65% die Noradrenalinaufnahme in vitro Uber den
humanen Noradrenalintransporter hNAT um etwa ein Drittel hemmt. Dieser
Effekt ist abhangig von einer NMDA-Rezeptorexpression der Zellen. In Zellen
ohne eine Expression des NMDA-Rezeptors hat Xenon keinerlei Auswirkungen
auf die Noradrenalinaufnahme. Auch Substanzen welche die Aktivitat des
NMDA-Rezeptors beeinflussen, wie etwa NMDA und MK-801, verandern die
Noradrenalinaufnahme in diesen Zellen nicht.

Bei neuronalen Zellen, welche neben dem humanen Noradrenalintransporter
auch den NMDA-Rezeptor exprimieren, wird durch Xenon die

Noradrenalinaufnahme gehemmt. Dieser Effekt kann durch MK-801 simuliert
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werden und durch NMDA und Glycin antagonisiert werden, so dass von einer
Beteiligung des NMDA-Rezeptors an diesem Mechanismus ausgegangen
werden kann. Der intrazellulare Signalweg bleibt unklar und sollte durch weitere
Untersuchungen aufgeklart werden.

Das Krankheitsbild des posturalen Tachykardiesyndroms zeigt, dass eine
Veranderung der Aktivitat des humanen Noradrenalintransporters deutliche
Auswirkungen auf die systemischen Noradrenalinkonzentrationen und vor allem
auch auf hamodynamische Parameter hat.

Die  Schlussfolgerung dieser Arbeit ist es, dass Xenon den
Noradrenalintransporter durch einen NMDA-Rezeptor-abhangigen
Mechanismus hemmt.

Dadurch kommt es zu einer Erhéhung der extrazellularen und systemischen
Noradrenalinkonzentration. Diese erhohte Noradrenalinkonzentration im
Plasma ist wiederum ein plausibler Mechanismus, der flr die beobachtete
hamodynamische Stabilitat der Patienten wahrend einer Xenon-basierten

Anasthesie verantwortlich sein konnte.
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