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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Polymorphkernige Granulozyten

Leukozyten, oder auch weille Blutkorperchen genannt, sind keine einheitliche
Population. Sie werden im so genannten Differentialblutbild in einem gefarbten
Blutausstrich auf Grund morphologischer Kriterien (Zellgrofle, Kernform, Vorhan-

densein und Anfarbbarkeit von Granula) unterschieden.

Abbildung 1: polymorphkerniger Leukozyt mit charakteristischem gelappten Kern im Blutausstrich

Neutrophile polymorphkernige Granulozyten (PMN) gehéren sowohl quanti-
tativ, mit 50-70% bilden sie die groBte Leukozyten-Untergruppe, als auch qualitativ
hinsichtlich ihrer immunologischen Aufgaben zu den wichtigsten Funktionstragern
der unspezifischen Infekt- und Immunabwehr des Blutes. Wie alle zelluldren Be-
standteile des Blutes entstehen neutrophile Granulozyten aus hidmatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark. Thre Reifezeit betrdgt 5-10 Tage, ihre gesamte Le-
benszeit etwa 12 Tage. Sie entwickeln sich im Knochenmarkstroma zu reifen Zellen.
Im Blut betrigt ihre Halbwertszeit ca. 8-10 Stunden **™*'°”. Nur etwa 5% der Tages-
produktion befinden sich im peripheren Blut. Hiervon zirkuliert die eine Halfte im
Blutstrom, die andere Hélfte haftet als so genannter marginaler Pool am GefidB3endo-

thel. Mehr als 90% der Granulozyten verbleiben im Knochenmark. Als himatopoeti-
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scher Wachstumsfaktor stimuliert der Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor
(G-CSF) selektiv die Granulopoese. Er induziert Differenzierung und Proliferation
der Granulozytenzellreihe, bewirkt die Mobilisation des reifen neutrophilen Granulo-
zyten aus dem Knochenmark und reguliert Funktionen wie Chemotaxis, Migration
sowie die Bildung radikaler Sauerstoffspezies *4%!07-113-167.175

Nach der Freisetzung aus dem Knochenmark zirkulieren polymorphkernige Granulo-
zyten im Blutstrom, wobei sie vor allem im Kapillargebiet engen Kontakt zum Endo-
thel haben. Bei inflammatorischen Prozessen oder auch traumatischer Gewebssché-
digung kommt es zundchst durch Entziindungsmediatoren zu einer Aktivierung von
Granulozyten. Zu den humoralen Stimuli gehdren Komplementkomponenten (z.B.
C3a und C5a), Zytokine (z.B. Interleukin-8, Tumornekrosefaktor), Leukotriene, bak-
terielle Toxine oder endogene Pyrogene (z.B. Lipopolysaccharide [LPS]), die PMN
entlang eines steigenden Konzentrationsgradienten aus dem Kapillarsystem ins be-

14,18,185 . . . . .
5% Weiterhin induzieren Chemokine eine

treffende Gebiet locken (Chemotaxis)
vermehrte Expression von Oberflichenmolekiilen, so genannte Adhésionsmolekiile.
Dies sind zum einen kohlenhydratbindende, lektindhnliche Selektine, die zunichst
eine reversible Bindung an das Endothel vermitteln. Der zirkulierende Granulozyt
kann dadurch an der GefdBwand ,,entlangrollen” (rolling) und seine Bewegung ver-
langsamen. Zum anderen exprimieren Leukozyten aber auch Integrine, die mit Ober-
flachenstrukturen der GefiBendothelzelle eine feste Bindung eingehen *''*. Nach
dieser festen Bindung (Margination) verdndern PMN ihre Gestalt und emigrieren mit
Hilfe von proteolytischen Enzymen durch das Endothel postkapilldrer Venolen in das
extravasale Gewebe (Diapedese). Damit pathogene Agenzien erkannt und schlieBlich
entfernt werden konnen, miissen diese opsonisiert, d.h. mit einem spezifischen Anti-
korper der IgG-Klasse oder aktiviertem Komplementfaktor C3b beladen werden.

Diese binden dann an spezielle granulozytire Rezeptoren (Fey) >+
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Abbildung 2: Extravasation

Nun beginnen PMN sich auszubreiten, indem sie ihre Form dndern (spreading). Sie
bilden unter Aktivierung von intrazelluliren Aktin- und Myosinfilamenten Zytop-
lasmafortsétze (Pseudopodien) aus, die den Fremdkorper blaschenartig umschlieBen
(Phagosom) ****!'"" Dieses verschmilzt im Zellinneren mit zytoplasmatischen Gra-
nula der PMN zu einem Phagolysosom, um dort durch lysosomale Enzyme und so
genannte hochreaktive Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) verdaut zu

werden (s. 1.2 Immunfunktionsmarker).

1.2 Immunfunktionsmarker

Wie bereits erwidhnt, enthalten polymorphkernige Granulozyten (PMN) in ih-
ren Granula unterschiedliche zytotoxische Stoffe und Enzyme ***'%, die im Zuge
des so genannten ,oxidative burst, einer drastischen Erhéhung des nicht-
mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs, gebildet werden. Die sowohl plasma- als auch
lysosomenmembranstindige NADPH-abhingige Oxidase ''2****>!'% pewirkt durch
einen Elektronentransfer die Reduktion molekularen Sauerstoffs. Das schwach to-

xisch wirkende Superoxidanion-Radikal (0,) >*'%°

gelangt anschlieend durch
membranstindige Anionenkanile oder auch durch direkte Membranpermeation in

den Extrazelluldrraum.

NADPH + 20, — NADP' + H' + 20,

Durch den im entziindlichen Prozess lokal verminderten intra- und extrazelluldren

pH, kann das Superoxidanion durch Protonierung zu Hydroxylradikalen tiberfiihrt



Einleitung

werden. Diese konnen wiederum spontan oder enzymatisch durch das Enzym Supe-
roxiddismutase zu aktivem H,O, weiterreagieren, einer gering antimikrobiellen
Sauerstoffverbindung mit allerdings hoher Membrangingigkeit. Das Enzym Myelo-
peroxidase (MPO) wird in azurophilen Granula von PMN gespeichert und ist sowohl
quantitativ als auch qualitativ besonders bedeutsam fiir die immunologischen Funk-
tionen der Infektabwehr. Neben azurophilen Granula enthalten PMN sekundére (so
genannte spezifische) Granula sowie tertidre, gelatinasehaltige Granula, welche Pro-

. . . . 48.64
teasen in enzymatisch inaktiver Form enthalten **

. Wird nun im Zuge der Degranu-
lierung die MPO in das Phagolysosom oder nach extrazelluldr sezerniert, katalysiert
das Enzym in Gegenwart von H,O, und Halogenionen die Oxidation insbesondere
von hoch aggressiven Verbindungen wie Hypochlorit (HOCI) und Hypobromit

(HOBr) aber auch weiteren sehr toxischen Metaboliten '%6%:146-184,

20, +2H" — 0, + H,0,
H,0,+ Cl +H" — HOCI + H,0

Um eine iiberschieBende Bildung dieser hoch toxischen Substanzen zu verhindern,
katalysiert die MPO interessanterweise auch die Chlorinierung von Taurin ''%!5%!%,

Neben der beschriebenen effektiven Infekt- und Immunabwehr kdnnen nun aber gra-
nulozytire Dysfunktionen, der Ausfall einzelner granulozytirer Aufgaben, iiber-
schieende Reaktionen mit Schidigung korpereigenen Gewebes oder auch ein unzu-
reichend wirkendes antioxidatives Schutzsystem zu einer Anzahl von Krankheitszu-
standen fiihren. Einige Beispiele hierfiir sind MPO-Mangel, leucocyte adhesion defi-
ciency (LAD) oder Humane Septische Granulomatose (CGD) *>*°. Auch eine ,,uner-
wiinschte® Aktivierung von Granulozyten, ausgelost durch Stress, Trauma, natiirli-
chen Zelluntergang oder auch durch unbekannte Faktoren, ist fiir viele weitere Er-
krankungen verantwortlich. Neutrophile Granulozyten agieren dann als so genannte
»Janus Zellen und tragen zu der Pathogenese entgleister Entziindungsreaktionen,
wie z.B. der rheumatoiden Arthritis, systemischen Vaskulitiden oder auch Glomeru-
lonephritiden, bei '+10%117:132169,

Um diese mannigfachen immunologischen Funktionen schnell und effizient zu erfiil-

len, bedarf es, kongruent zu anderen ausdifferenzierten Gewebe- und Organzellen,
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einer Vielzahl an Stoffwechselprozessen. Zum einen sind neutrophile Granulozyten
in der Lage, durch einen bedeutenden Glucosestoffwechsel (Glykolyse und Gluko-
neogenese) sowohl in aerober als auch anaerober Umgebung (entziindetes, schlecht
durchblutetes Gewebe) Energie bereitzustellen **'**'**. Weiterhin verfiigen sie iiber
eine eigene Protein-, Enzym- und Lipidbiosynthese, einen aktiven Harnstoff- und

36,37,38,130,131

Zitratzyklus sowie einen fiir die oxidative Phosphorylierung erforderli-

chen Enzymkomplex ****

. Von besonderer Bedeutung fiir die vielzdhligen, immuno-
logischen Funktionen von Neutrophilen, wie im nachfolgenden Teil ausfiihrlich be-
schrieben, scheint allerdings ein aktiver Amino- und a-Ketosdurestoffwechsel zu
sein. Obwohl Zusammensetzung und Konzentrationen der intragranulozytiren Ami-
no- und a-Ketosdurepools deutliche zellartspezifische Besonderheiten aufweisen,
gleichen auch an dieser Stelle PMN anderen differenzierten kernhaltigen Gewebezel-
len (z.B. Nieren-, Muskel- und Leberzellen). Dies macht sie speziell fiir wissen-

schaftliche, aber vor allem fiir klinisch-therapeutische Fragestellungen, z.B. im Rah-

men eines diskontinuierlichen Monitoring schwerkranker Patienten, so interessant *°.

1.3 Intragranulozytdrer Aminosdurestoffwechsel

Ein sehr aktiver intragranulozytirer Amino- und a-Ketosdurestoffwechsel
stellt eine wichtige Komponente fiir die vielfiltigen immunologischen Funktionen
dar 20:22:49.122,156
Aminoséuren sind sowohl Bausteine verschiedener Proteine und Peptide und kdnnen
iber den Prozess der Transaminierung ineinander umgewandelt werden. Durch ihre
verschiedenen funktionellen Gruppen gewéhrleisten sie einen Schutz vor Oxidation
und sind an der Biosynthese stickstofthaltiger Nukleinséuren sowie Stickstoffmono-
xid (NO) beteiligt. Weiterhin gewéhrleisten Aminosduren die Aufrechterhaltung
vielzdhliger zelluldrer Funktionen durch einen effizienten Energiestoffwechsel und
bewahren ihre Integritét durch osmoregulatorische und immunmodulatorische Eigen-

schaften.
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Abbildung 4: allgemeine Grundstruktur einer Aminoséure

Aminoséduren sind iiberdies essentielle Lieferanten fiir vielfdltige Stoffwechsel- und
Regulationsmechanismen, welche primir auf einem ausgeglichenen Bestand an in-
trazelluldren und erst in zweiter Linie auf extrazelluldren Substanzen beruhen. Be-
trachtet man den freien intrazelluliren Aminosidurebestand, stellt man fest, dass ihre
Zusammensetzung sowohl besonderen Stoffwechselsituationen und Anforderungen
als auch zellspezifischen, physiologischen Funktionen angepasst ist. Die erforderli-
chen Aminosduren werden teilweise aktiv aus dem Extrazelluldrraum in die Zelle
geschleust oder auch von der Zelle selbst produziert, um dort entgegen einer zum
Teil sehr hohen Konzentrationsdifferenz zwischen Extra- und Intrazelluldrraum wei-
ter verwendet zu werden (Taurin zum Beispiel besitzt eine, verglichen mit menschli-
chem Plasma, bis zu 200fache héhere Konzentration) *°. Dariiber hinaus scheinen
insbesondere auch Glutamin/Glutamat, Arginin und Ornithin mit wichtigen immuno-
logischen Funktionen assoziiert zu sein.

Zum Beispiel Glutamin, eine nicht essentielle Aminosédure, zeigt eine hohen Stoff-

24,130,131 g gehort mit ca. 3 x 10716

wechselrate in Zellen des Immunsystems
Mol/PMN-Zelle zu den in polymorphkernigen Granulozyten hoch angereicherten
Aminosduren. Glutamin wird nur zu einem geringen Teil vollstindig oxidiert, haupt-
sdchlich aber zu Glutamat, Aspartat, Alanin, Laktat und NH; verstoffwechselt und
gespeichert (s. Diskussion 4.2.1.1). Glutamin liefert als Energie-, Stickstoff- und
Kohlenstoffquelle eine Vielzahl an Prakursoren. Aber auch das aus der Glutaminase-
Reaktion entstandene Glutamat nimmt als so genannte ,,intrazelluldre Drehscheibe
der Aminostickstoff-Metabolisierung eine stoffwechselphysiologische Schliisselstel-
lung ein. Glutamat, mit einer hohen intrazelluldren Konzentration von ca. 6 x 107
Mol/PMN-Zelle und einem hohen intra- versus extrazelluliren Konzentrationsgra-
dienten (ca. 40:1), dient der schnellen Bereitstellung anaboler Substrate, sowohl der
Biosynthese vieler wichtiger Makromolekiile (Proteine, Nukleotide) als auch der

24,36,37,38,58

Aminosédure- und eigenen Neusynthese . Jiingere Untersuchungen an Zel-
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len des Immunsystems, wie z.B. auch an PMN, konnten darlegen, dass eine Abnah-
me der Glutaminkonzentration sowohl in vitro als auch in vivo zu einer verminderten
Phagozytosefdhigkeit, Zytokinbildung und einer reduzierten Bildung zytotoxischer
Stoffe und freier O,-Radikale fithrt und Glutamin so zu einer wichtigen Aminosaure
macht **"**! Die Metabolisierung von Glutamin fiihrt zu einer gesteigerten Pro-
duktion an NADPH. Immunfunktionell besitzt NADPH fiir PMN-Zellen essentielle
Bedeutung aufgrund seines Einflusses auf die Bildung der hochreaktiven Sauerstoff-
spezies (NADPH-abhingige Oxidase) '**. Weiterhin fordert Glutamin die Proliferati-
on und Opsonisierungsfahigkeit polymorphkerniger Granulozyten. Im Rahmen ge-
steigerter metabolischer Anforderungen oder kataboler Prozesse wie Trauma, Opera-
tionen, Infektions- und Tumorerkrankungen, fillt ein betrdchtliches intra- sowie ex-
trazellulires Glutamindefizit auf, welches weder durch zelleigene Neusynthese, noch
durch Aufnahme aus dem Extrazelluldrraum ausgeglichen werden kann . Dies
macht Glutamin zu einer konditionell essentiellen Aminosaure '**"*'.

Auch Arginin und Ornithin sind nicht-essentielle Aminosduren mit einer hohen in-
tragranulozytiren Stoffwechselrate, die vermutlich wie Glutamin im Rahmen gestei-
gerten Bedarfs zu einer konditionell essentiellen Aminosdure wird. Arginin spielt
eine zentrale Rolle im Harnstoffzyklus, wo im Rahmen der so genannten ,,Arginase-
Reaktion aus Arginin sowohl Harnstoff durch Hydrolyse freigesetzt wird als auch
Ornithin entsteht *'*°. Interessanterweise zeigen im Gegensatz zu Makrophagen und
dendritischen Zellen, die in Ruhe keine Arginase exprimieren, Granulozyten bereits
in Ruhe eine hohe Arginase-Aktivitit '**. Aus der Aminosiure Ornithin kann durch
die mitochondriell gelegene Ornithin-Aminotransferase Prolin als Kollagenbaustein

186

synthetisiert werden . Durch das Enzym Ornithin-Decarboxylase wird Ornithin zu

den Polyaminen Putrescin, Spermidin und Spermin umgewandelt und nimmt einen
bedeutenden EinfluB auf Wachstums-, Proliferations- und Apoptoseprozesse 2*'7"1%,
Weiterhin sind PMN in der Lage, durch das Enzym NO-Synthetase aus Arginin
Stickstoffmonoxid (NO) zu bilden, frither bekannt als ,,endothelium-derived vascular

G‘l

relaxant factor* . NO spielt eine wichtige Rolle bei der Regulierung von physiologi-
schen Prozessen, Abwehrmechanismen, Entziindungsreaktionen und Immunfunktio-
nen, wie zum Beispiel durch Vasodilatation, Odembildung und speziell bei Immun-

zellen durch Zytotoxizitdt, Verhinderung der Zellwandadhéision und Regulierung von
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Immunzellaktivitit, -wachstum und -untergang '. Es sind drei Isoformen der NO-
Synthetase bekannt. Zwei konstitutive Isoformen synthetisieren calcium-abhingig
kleine Mengen an NO, die als Botenstoffe bei vielen physiologischen Prozessen be-
teiligt sind. Der dritten Isoform, der so genannten ,,induzierbare NO-Synthetase*
(INOS), kommt eine besondere pathophysiologische Bedeutung zu. Dieses calcium-
unabhingige Isoenzym fiihrt zu deutlich hoheren Konzentrationen an Stickstoffmo-
noxid als die anderen Formen. Sowohl Endotoxine als auch proinflammatorische
Zytokine (TNF, Interleukine) triggern eine iNOS Produktion. Polymorphkernige
Granulozyten weisen bereits kurze Zeit nach Stimulation nicht nur einen hdheren
Nitritgehalt und eine erhdhte Aktivitit der iNOS auf, sondern sind auch schneller in
der Lage Arginin aufzunehmen. Einen groflen Teil seiner biologischen Wirkung ent-
faltet NO iiber die Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen. Dabei reagiert NO
mit dem durch das NADPH generierte O, zu toxischem Peroxinitrit (ONOO). Diese
reaktive Stickstoffverbindung wirkt zum einen bei der Abwehr pathogener Agenzien
mit, reguliert aber andererseits {iber einen negativen ,,Feedback-Mechanismus® die
exzessive Bildung von toxischem Superoxidradikalen *'*'%,

Die hochste Konzentration in PMN vertritt die Aminosdure Taurin (ca. 40 x 107'°
Mol / PMN-Zelle), welche auch bei sinkenden extrazelluldren Taurinspiegeln gegen
einen hohen Gradienten (ca. 100:1) aufrechterhalten wird. Sie wird beim Menschen
durch Oxidation von Cysteamin gebildet und schien bislang nur eine wichtige Rolle
bei der Konjugation von Gallensiuren oder beim Sehvorgang zu spielen ®'. Trotz der
bemerkenswert hohen Konzentration in neutrophilen Granulozyten, unterliegt Taurin
keinem der iiblichen metabolischen Stoffwechselprozesse. Es wird jedoch ange-
nommen, dass Taurin weniger als metabolisches oder anaboles Substrat fungiert,
sondern in vielféltiger Weise an zelluldren Regulationsmechanismen und Immun-
funktionen beteiligt ist. Von besonderer Bedeutung ist die Hypothese, dass Taurin als
Antioxidant, Osmoregulator und Membranstabilisator fiir den Erhalt und den Schutz

vor reaktiven Sauerstoffradikalen und anderen Degranulationsprodukten sorgt
4,35,46,86
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1.4 Intragranulozytdrer o-Ketosdurestoffwechsel

Bedeutsam im Aminosduremetabolismus sind auch dessen Trans- und Desa-
minierungsprodukte, die a-Ketosduren. Sie spielen eine wichtige Rolle beim Aufbau
nicht essentieller Aminosduren und fungieren als Aminogruppenakzeptor. Vor allem
a-Ketoglutarat, Pyruvat aber auch p-Hydroxy-Phenylpyruvat stellen {iber eine weite-
re Verstoffwechselung energiereiche Verbindungen zur Verfiigung. Aber auch o-
Ketoisocapronat, a-Ketomethylvalerianat und a-Ketobutyrat besitzen hinsichtlich des
Proteolyse- und Proteinbiosynthesegleichgewichts bedeutende stoffwechselregulato-

. . 74,75,135,154
rische Funktionen "™

. Mogliche Einflussgroflen auf einen ausgewogenen Be-
stand an intrazelluldren a-Ketosduren menschlicher PMN sind nur sehr selten unter-
sucht worden. Aufgrund groBer methodischer Anforderungen hinsichtlich Proben-
vorbereitung oder auch nachfolgender Analytikverfahren, beschrinken sich derzeiti-
ge Studien bislang fast ausschlieBlich nur auf die extrazelluldre Bestimmung von o-
Ketosduren im Plasma *"6*8083-132168187 "Njach den bisher vorliegenden eigenen Er-
gebnissen ist ein ausgewogener Bestand an intrazelluliren Amino- und a-Ketosduren

jedoch eine wesentliche Grundvoraussetzung fiir die vielfdltigen granulozytiren

Aufgaben in einem suffizient funktionierenden Immunsystem.

1.5 Intrazelluldre Aminosdure- und o-Ketosdureanalytik in PMN

Voraussetzung eines exakten intragranulozytiren Aminosdure- und o-
Ketosduremonitoring in PMN ist zum einen eine rasche und schonende Granulozy-
tenseparation, mit vollstaindigem Erhalt der Zellvitalitdt und -reinheit sowie Stoff-
wechselneutralitit bzw. deren anschlieSend stabile Lagerung und stoffwechselneutra-
le PMN-Zellyse zur weiteren Aminosdure- und a-Ketosdureanalytik im Rahmen der
nachfolgenden Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC). Im Gegensatz zu
frither verwendeten Nachweismethoden macht die so genannte ,,Reversed-Phase-
HPLC-Technik* eine gleichzeitige Trennung polarer und unpolarer Aminosédure-
sowie a-Ketosduren moglich. Weiterhin muss eine geeignete Bezugsgrofe des intra-
zelluldr gemessenen Aminosdure- und a-Ketosduregehalts gewihlt werden. In dieser

Arbeit wurde der gemessene intrazellulire Amino- und a-Ketoséureséduregehalt auf
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Einzelzellniveau gewdhlt, denn der Bezug auf biologische Parameter, wie intrazellu-
larer Wassergehalt, Osmolalitit oder Proteingehalt, kann durch krankheitsbedingte

Verdnderungen verfdlscht sein und so auf die Messergebnisse Einfluss nehmen
123,127

1.6 Midazolam, Rezeptoragonisten bzw. -antagonisten

Schon frithe Untersuchungen zeigten, dass Medikamente einen bedeutenden
Einfluss auf immunologische Funktionen und die intrazellulire Homdostase von
PMN nehmen konnen. Bereits in einer 1903 publizierten tierexperimentellen Arbeit
mit dem Titel ,,Immunitdt und Narkose* wurde die Beeintriachtigung des zum dama-
ligen Zeitpunkt kaum erforschten Immunsystems durch Anisthetika diskutiert '°'.
Dazu gehoren auch die in der Anésthesie und Intensivmedizin hiufig eingesetzten
Benzodiazepine. Benzodiazepine werden klinisch als Antikonvulsiva, Anxiolytika,
Sedativa bzw. Hypnotika eingesetzt. Ihre Effekte werden dabei vorwiegend durch
Bindung an so genannte zentrale Benzodiazepinrezeptoren (ZBR) des zentralen Ner-
vensystems (ZNS) vermittelt. Der ZBR ist Bestandteil des GABAa-Rezeptors
(gamma amino butyric acid), welcher mit den GABAp und GABA-Rezeptoren zu
der Familie der GABA-Rezeptoren gehort.

':_:E_Ta r;u I;u‘t

oy | gy D
>9 0

Alisara

Abbildung 5: Struktur des GABA 4-Rezeptors

Dabei vermitteln Benzodiazepine ihre Wirkung durch Bindung an die a—Untereinheit

des GABAAa-Rezeptors, einem Liganden-gesteuerten lonenkanal. GABA bewirkt

10
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durch die Offnung von Chloridkanilen eine Zunahme der Chloridleitfdhigkeit. Ben-
zodiazepine verstirken diese GABAerge Wirkung, indem sie die Affinitdt von GA-
BA an ihren Rezeptor erhohen. Rezeptoren vom zentralen Typ befinden sich vorwie-
gend auf Gehirnzellmembranen, vor allem in der frontalen und okzipitalen Hirnrinde,
im Hippocampus und im Kleinhirn '>""13%11,

Benzodiazepine binden aber auch mit hoher Spezifitit an einen weiteren Rezeptor.
Neben den im ZNS vorkommenden ,,zentralen® Bindungsstellen fanden Braestrup
und Squires 1977 in mehreren peripheren Geweben weitere Benzodiazepin-
Bindungsstellen '°. Diese peripheren Benzodiazepinrezeptoren (PBR) sind neben
einer Vielzahl unterschiedlicher Gewebe und Zellen, einschlieBlich Nieren, Herz,
Gehirn, besonders stark in den oberflichlichen Schichten der menschlichen Epider-
mis, Granulozyten und anderen Zellen des Abwehrsystems nachgewiesen worden.
Innerhalb der Zelle ist der PBR in der dulleren Mitochondrien- oder Plasmamembran

. . 1921,23,33,87,97,112,116,147,164,178
lokalisiert '%21:2333:87.97.112.116,147.164.17

. Ein klassisches Benzodiazepin, welches 1987
in die Klinik eingefiihrt wurde, ist zum Beispiel Midazolam (Dormicum®). Aufgrund
seiner kurzen Halbwertszeit und geringen Toxizitidt im Vergleich zu anderen Anés-
thetika findet Midazolam eine breite Anwendung und zeigt eine hohe Affinitdt zum

GABA-Rezeptor.

H,C N
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Abbildung 6: Strukturformel Midazolam

Zur pharmakologischen Charakterisierung des zentralen und peripheren Benzodiaze-
pinrezeptors werden heutzutage exogene, synthetische Liganden eingesetzt. So bin-
det das Benzodiazepin Ro 5-4864 mit hoher Affinitdt an den PBR, jedoch nur gering
an zentrale Bindungsstellen. Ein weiterer Ligand ist das synthetische Isochinolincar-
boxamid PK 11195, welches, trotz struktureller Unterschiede zu Benzodiazepinen,

eine starke Bindung zum PBR aufweist, jedoch keine nennenswerte Bindung an zent-

11
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rale Rezeptoren. Ro 5-4864 fungiert hierbei als Agonist, PK 11195 als Antagonist an

den Rezeptoren vom peripheren Typ.

1 —N

f R

C1

Ro 5-4864 PK 11195
Abbildung 7: exogene Liganden am PBR

Studien verschiedener Arbeitsgruppen und eigene Untersuchungen konnten nachwei-
sen, dass nicht nur der operative Eingriff mit nachfolgender Intensivtherapie, sondern
auch Anésthetika, zum Teil in klinisch relevanten Dosierungen bzw. Plasmaspiegeln,
einen signifikanten Einfluss auf Funktion, Stoffwechsel und Integritdt von poly-
morphkernigen Granulozyten haben (Phagozytoserate, Abtdten von Bakterien, "oxi-

1 1,92 116,124,125,12
dative burst" etc.) 0!:9%93:116:124.125.126
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1.7 Fragestellungen

Die Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit konzentriert sich auf den Ein-
fluB von Midazolam auf den intragranulozytiren Aminosdure- und o-
Ketosduregehalt in neutrophilen polymorphkernigen Granulozyten sowie auf es-
sentielle granulozytire Immunfunktionsparameter. Daraus leiten sich folgende

differenzierte Fragestellungen ab:

1. Fiihrt das hier untersuchte Sedativum Midazolam dosis- und expositionszeit-
abhidngig zu Verdnderungen der intragranulozytiren Amino- und o-

Ketosdurezusammensetzung?

2. Beeinflusst Midazolam parallel granulozytire Immunfunktionen gemessen an
der Superoxidanion- und Wasserstoffperoxidproduktion sowie der Myelope-

roxidaseaktivitit?

3. Sind mogliche Effekte auf den Amino- und a-Ketosduregehalt sowie auf gra-
nulozytire Immunfunktionen rezeptorvermittelt? Konnen diese durch peri-
phere und zentrale Benzodiazepinrezeptorantagonisten und -agonisten bzw.

Opiatrezeptorantagonisten verstirkt bzw. aufgehoben werden?

13
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2 MATERIAL UND METHODIK

2.1  Hochselektive Separation von PMN aus Vollblut

Die von uns verwendeten Methodiken zur hochselektiven Separation vitaler
PMN aus menschlichem Vollblut sind signifikante Weiterentwicklungen der von
Eggleton et al. “sowie Krumholz und Mitarbeitern ** beschriebenen Verfahren. Die
Extraktion der PMN aus Vollblut erfolgte hierbei mittels eines gekiihlten (4°C) Per-
coll®-Gradienten (Pharmacia, Uppsala, Schweden). Direkt nach Blutentnahme (Be-
stimmung der Referenzbereiche der primdren Aminosdure- sowie o-
Ketosdurekonzentrationen in PMN) bzw. im unmittelbaren Anschluss an die nach-
folgend beschriebenen Inkubationsverfahren (siche Methodikteil 2.5) wurden jeweils
4 ml der heparinisierten Vollblutproben (10 I.E. Heparin-Natrium/ml) auf einen mit
0,9%-1ger NaCl-Losung vorbereiteten sowie auf 4°C gekiihlten 55%:70%igen Per-
coll®-Gradienten iiberschichtet und anschlieBend 15 Minuten (350 x g, 4 °C) zentri-
fugiert (Biofuge®, Heraeus, Hanau). Nach Auftrennung der Zellfraktionen wurden

die PMN aus der Probe entnommen (Sterican® 20G; B. Braun, Melsungen) und mit
10 ml gekiihltem (4°C) sowie vorher 1:10 verdiinntem PBS®-Puffer [10x (w/o Ca’'/

Mg2+) Gibco, Karlsruhe] resuspendiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (350 x g,
5 Minuten, 4°C) wurde der PBS-Puffer verworfen und die in der Probe verbliebenen
Erythrozyten mittels 2 ml gekiihltem (4°C) Aqua destillata (Pharmacia, Uppsala,
Schweden) hdmolysiert. Nach exakt 20 Sekunden erfolgte durch Applikation von 1
ml 2,7%-iger NaCl-Losung (Merck, Darmstadt) eine Re-Isotonisierung der Probe,
die direkt anschlieBend erneut mit verdiinntem PBS-Puffer auf 10 ml aufgefiillt wur-
de. Nach einer weiteren Zentrifugation (350 x g, 5 Minuten, 4°C) wurde der PBS-
Puffer-Uberstand erneut verworfen, die verbliebene PMN-Suspension homogenisiert
(Riittelmixer) und anschlieBend 2 Aliquots zur lichtmikroskopischen Kontrolle
(Zeiss, Oberkochen) der Anzahl und Reinheit (Neubauer-Zihlkammer; Farbung mit

®n Merck, Darmstadt) sowie auch der Vitalitit (Firbung mit ,, Try-

,» Llrks-Losung
panblau®", Merck, Darmstadt) der in der Probe vorhandenen PMN entnommen. Pro-
ben mit einem PMN-Reinheitsgehalt <96% bzw. solche mit >4% avitalen PMN wur-
den verworfen. Unmittelbar nach Entnahme und Aufbereitung wurden die entnom-

menen und gekiihlten PMN-Proben bei -20°C eingefroren und anschlieend zur
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kurzfristigen Lagerung (Aminosdureproben <4 Wochen; a-Ketosdureproben <2 Wo-
chen) bei -80°C tiefgefroren. Im weiteren Verlauf wurden die PMN-Proben einem so
genannten ,,Lyophilisierungverfahren” (Gefriertrocknung unter Hochvakuum bei -
80°C, CIT-2%, Heraeus, Hanau) unterzogen. Die Lyophilisierung erméglichte zum
einen die schonende -nicht chemisch vermittelte- PMN-Zellyse sowie die langerfris-
tige Lagerfahigkeit der Proben. Die Qualitdt der PMN-Zellyse mittels Lyophilisie-
rung wurde dariiber hinaus bei Einrichtung der vorliegenden Aminoséureanalytikver-
fahren mit einem standardisierten aminosdure- und proteinschonenden Zelllysever-
fahren verglichen [Lysepuffer nach Laemmli et al.”®: 20 mM HEPES (2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-Piperazino)-Ethansulfonsdure; pH 7,4), 100 mM NaF, 2 mM
Na3zVOy4, 15 mM NaygP,07, 1 mM PMSF, 2 ng/ml, Leupeptin, 2 ng/ml Pepstatin, 2
pug/ml Antipain, 10 pl Triton x-100 1%; (Roth, Karlsruhe; Merck, Darmstadt; Sigma,
Deisenhofen), n= 40] 7***. Die so vorbereiteten Proben wurden anschlieBend bis zur
weiteren Analyse im Rahmen der Fluoreszenz-HPLC lichtgeschiitzt bei -80°C gela-

gert (Proben primérer Aminosduren < 6 Monate, a-Ketoséureproben <4 Wochen).

2.2 Quantitative Aminosdureanalyse

Die Analytik zur exakten Quantifizierung des intrazelluliren Gehaltes priméa-
rer Aminosduren in menschlichen polymorphkernigen Granulozyten (PMN) bis auf
Einzelzellniveau wurde fiir die vorliegenden Untersuchungen vollig neu entwickelt
sowie prézise standardisiert und validiert. Die verwendeten Methodiken sind signifi-
kante Weiterentwicklungen der von Fuchs et al. *>”* sowie Riedel et al. >""!**!> zyr

Bestimmung primdrer Aminosduren im Plasma beschriebenen Analytikverfahren.
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2.2.1 Puffer, Losungen und Reagenzien zur Probenvorbereitung und Fluoreszenz-

derivatisierung

2.2.1.1 Standardextraktionspuffer (primidre Aminosduren)

Der so genannte ,,Standardextraktionspuffer (SEP) diente zur Resuspendie-
rung der bei -80°C eingelagerten und lyophilisierten Standard- und PMN-Proben.
Der SEP bestand aus einem Gemisch von 80% ,,Methanol fiir die HPLC* und 20%
,,H20 fiir die HPLC* (beide Merck, Darmstadt), der zusétzlich zur internen Standar-
disierung der Analytik das in physiologischen Aminsoduregemischen nicht vorkom-
mende Homoserin (Sigma, Deisenhofen) in einer Konzentration von 4 pg/ml bein-
haltete. Dariiber hinaus gewéhrleistete der Standardextraktionspuffer die kurzfristige
Lagerungsfahigkeit der resuspendierten Aminoséurelyophilisate im Rahmen der sich
anschlieBenden automatisierten Vorsdulen-Derivatisierung (,,chemische Konservie-
rung® fiir wenigstens 55-60 Stunden) >>. Die gefriergetrockneten priméren Amino-
sdurestandard-, Plasma- und PMN-Proben wurden mittels 280 pl dieses Standardex-

traktionspuffers resuspendiert.

2.2.1.2 Externe Aminoséurestandardproben (primire Aminosduren)

Zur externen Standardisierung und Kalibrierung der Aminosaureanalytik ka-
men eigene Aminosdurestandardproben in physiologischer NaCl-Konzentration unter
Verwendung analysenreiner Reagenzien und Losungen zur Anwendung (Sigma, Dei-
senhofen). Den Standardproben wurde zusitzlich humanes Serumalbumin (4%;
Merck, Darmstadt) zugemischt. Folgende Einwaagen wurden in jeweils 20 ml 0,9%-

iger NaCl-Losung (Merck, Darmstadt) vorgenommen:

Losung 1: 2 mg: Tyrosin (Tyr)
Lésung 2: 10 mg: Valin (Val)
je 20 mg: Glutamin (GIn), Threonin (Thr)
50 mg: Ornithin (Orn)
Lésung 3: je 20 mg: Glutaminsdure (Glu), Alanin (Ala), Phenylalanin
(Phe)
je 50 mg: Histidin (His), Lysin (Lys)
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Losung 4: 10 mg: Isoleucin (Ile)
je 20 mg: Asparagin (Asn), Citrullin (Cit), Taurin (Tau)
a-Aminobuttersdure (Aba)
40 mg: Tryptophan (Trp)
Losung 5: 10 mg: Leucin (Leu)
je 20 mg: Serin (Ser), Glycin (Gly), Methionin (Met), As-

paraginséure (Asp), Hypotaurin (H-Tau)
50 mg: Arginin (Arg)

4 ml der Losung 1 und je 400 pl der Losungen 2-5 wurden vereinigt und 800 mg
humanes Serumalbumin (Merck, Darmstadt) dazugegeben und gelost. AnschlieBend
wurden jeweils 200 pl dieser Stammldsung in Eppendorfgefille gefiillt und zunichst
bei -20°C eingefroren. Direkt im Anschluss wurden die bei -20°C eingefrorenen
Standardproben bei -80°C zwischengelagert und am néchsten Tag dem oben be-
schriebenen Lyophilisierungsverfahren unterzogen und bei -80°C eingelagert (Lager-

zeit: < 6 Monate).

2.2.1.3 Boratpuffer

Die reproduzierbare und vollstindige Bildung von Isoindol-Derivaten aus
primdren Aminosduren erfolgte im alkalischen Medium (pH 9,5). Die Vorbereitung
zur Fluoreszenzmarkierung im Rahmen der automatisierten Vorsdulenderivatisierung
wurde mittels eines speziell hergestellten Boratpuffers durchgefiihrt. Hierzu wurden
5,03 g Tetraborat (Merck, Darmstadt) durch 5-miniitiges Kochen bei 100°C in 200
ml ,,H,O fiir die HPLC* geldst und nach Abkiihlen der Losung mittels HCI- bzw.
NaOH-Losungen auf einen pH-Wert von exakt 9,5 eingestellt. 5-miniitiges Kochen
gewihrleistet hierbei reproduzierbare Pufferkapazititen *°. Dieser Boratpuffer wurde
lichtgeschiitzt bei 20°C eingelagert und war unter diesen Bedingungen mindestens 3

Monate haltbar.
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2.2.1.4 o-Phtaldialdehyd-Mercaptoethanol-Reagenz (OPA)

Zur Fluoreszenzmarkierung der priméren Aminosduren im Rahmen der au-
tomatisierten Vorsdulenderivatisierung wurde o-Phtaldialdehyd-Mercaptoethanol-
Reagenz (OPA-Thiol-Reagenz) verwendet. Zur Herstellung des OPA-Thiol-Reagenz
wurden 100 mg o-Phtaldialdehyd (Merck, Darmstadt) in 9 ml ,,Methanol fiir die
HPLC* vollstindig gelost und 1 ml des Boratpuffers (siche oben) sowie 100 pl 2-
Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt) dazugegeben. Dieses OPA-Thiol-Reagenz
wurde vor jeder Fluoreszenz-HPLC-Aminosdureanalyse frisch hergestellt und bis
zum Analysenbeginn bei 4°C zwischengelagert. Die Haltbarkeit des OPA-Thiol-

Reagenz bei Raumtemperatur betrigt hierbei mindestens 3 Tage >°.

2.2.1.5 0,75 N HCI-Losung

Um die Stabilitét der im alkalischen Medium fluoreszenzmarkierten primiren
Aminosduren zu gewéhrleisten wie auch die Stabilitdt des Sdulenmaterials zu scho-
nen, wurden die Fluoreszenzderivate im Rahmen der automatisierten Vorsiaulenderi-
vatisierung mittels 0,75 N HCI auf pH-Werte von durchschnittlich 7,3-7,4 abgepuf-
fert. Hierzu wurde 1 N HCL-Losung (Merck, Darmstadt) mittels ,,H,O fiir die
HPLC* zu einer 0,75 N HCL-L6sung verdiinnt. Da die Pufferkapazitit des Boratpuf-
fers von der Auflosungstemperatur abhingt, konnte im automatisierten Analysen-
schritt bei der Titration mittels 0,1 N HCI eine reproduzierbare Neutralisation und

somit reproduzierbare pH-Werte (7,4 £ 0,15) gewihrleistet werden.

2.2.1.6 Methanol-Natriumacetatpuffer

Zur optimalen Trennung des komplexen OPA-Thiol-
Aminosdurederivatgemisches wurde ein bindres Eluentensystem aus Metha-
nol/Acetatpuffer verwendet. Es wurde zunéchst mit ,,H,O fiir die HPLC* eine 0,5 M
Acetatlosung hergestellt und diese mittels 6M HCI auf einen pH-Wert von 7,2 ein-
gestellt. Dieser 0,5 M Acetatpuffer war dann lichtgeschiitzt bei 20°C unbegrenzt la-

gerbar. Unmittelbar vor der Methanolzugabe wurde dieser Puffer mit ,,H,O fiir die
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HPLC* 1:10 verdiinnt (= 0,05 M Acetatpuffer) und ,,Methanol fiir die HPLC* dazu-

gegeben. Folgende Elutionspuffer kamen zur Anwendung:

Elutionspuffer A: 19% Methanol und 81% 0,05 M Acetatpuffer
Elutionspuffer B: 75% Methanol und 25% 0,05 M Acetatpuffer

2.2.1.7 HPLC- ,,Spiillosung*

Als Wasch- und Spiillosung zur Reinigung des gesamten Systems sowie der
Probenschleife und Injektionsnadel des Autosamplers wurde eine Losung bestehend
aus 50% ,,Methanol fiir die HPLC* sowie 50% ,,H,O fiir die HPLC* angewendet.
Nach Vermischen wurde diese Losung iiber einen Zeitraum von 15 Minuten mittels

Ultraschall (Sonorex Super RK 103®, Bandelin, Berlin) entgast.

2.2.2 Gerateanforderung: Fluoreszenz-Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatographie

Die Fluoreszenz-Hochdruck-Fliissigkeitschromatographische Analytik von

primédren Aminosduren und a-Ketosduren erforderte folgende Gerétekonfiguration:

1. Eine hydrostatische Gradientenpumpe mit angeschlossener Kontrolleinheit

zur Gradientenprogrammierung (600 E®, Waters, U.S.A.).

2. Ein 3-Kanal-Degaser (Knauer, Berlin) zur kontinuierlichen Entgasung der
Elutionspuffer.
3. Eine programmierbare Autosampler-Pipettiereinheit (Triathlon™, Spark, Hol-

land) mit integriertem Rheodyne-Injektionsventil und daran angeschlossener
100 pl fassender Probenschleife (AS 300, Sunchrom, Friedrichsdorf) zur au-
tomatisierten Vorsdulenderivatisierung.

4. Eine ,,Reversed-Phase* F-HPLC-Trennsédule (Nova Pak RP-C-18®, 300 x 3,9
mm, 1.D.; 60 A, 4 pm; Waters, U.S.A.).

5. Ein Sdulenofen (Knauer, Berlin) zur kontinuierlichen Temperierung der
Trennsdule (35°C) wihrend der Analytik.

6. Ein Fluoreszenzspektrometer (RF-530", Shimadzu, Kyoto, Japan).
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7. Eine Interfacebox (Knauer, Berlin) zur digitalen Umwandlung der analog
vom Fluoreszenzspektrometer aufgenommenen Daten.

8. Eine computergestiitzte MeBBwerterfassung und Datenauswertung (Compag,
U.S.A.) unter Zuhilfenahme einer speziell fiir Aminosdurechromatogramme
aus biologischen Proben entwickelten Integrationssoftware (EuroChrom 2000

flir Windows®, Version 1,65; Knauer, Berlin).

2.2.3 Automatisierte Vorsdulen-Derivatisierung

Wie aus dem nachfolgend aufgefiihrten Schema zu ersehen ist (Tabelle 1),
wurden die lyophilisierten Proben vor der Vorsdulenderivatisierung manuell durch
Aufpipettieren von Standardextraktionspuffer geldst und so ein methanolischer Ex-
trakt der Probe hergestellt. Nach Inkubation und Zentrifugation (Rotixa/ KS®, Tutt-
lingen) wurde die Probe in ein spezielles ProbengefiB iiberfiihrt (2-CRV®, Chroma-
coll, Trumbull, U.S.A), nachfolgend (200 pl Extrakt) automatisiert mit 0,5 M Borat-
puffer basisch gepuffert (pH= 9,5), OPA-Thiol-Reagenz zugesetzt und die Derivati-
sierung nach exakt 120 Sekunden durch Neutralisierung mittels 0,75 N HCL ge-
stoppt (pH = 7,2). Dieser Ansatz wurde weiterhin mit dem Elutionspuffer A 1:4 ver-

diinnt und 50 pl dieser Losung in das System injiziert.
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MANUELL  Lyophilisierte PMN- oder Kontrollprobe

!
+ 280 pl ,,Standardextraktionspuffer* (+ L.S.)

!
Inkubation (5 Minuten)

!
Zentrifugation (3 Minuten, 3000 x g)

laR

AUTOMATISIERT 200 pl Probe (Probengefif})
l
+ 80 ul |0,5 M Boratpuffed

!
+ 40 pl |OPA-2-Mercapt0ethanol-Reagenzl

!
Inkubation (2 Minuten)
!
+20 nl 10,75 N HCL,

l=R

200 pl Probe (Verdiinnungsgefif})
!
+ 50 pl |Puffer A

l@R

|5 0 ul Injektionl

Tabelle 1: Pipettierschema der automatisierten OPA-Thiol-Fluoreszenz-Vorsdulenderivatisierung.
(R= Verwerfen, D = als Reagenz im Autosampler bereitstellen)
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2.2.4 Gradienten

Nach sorgfiltiger Aquilibrierung der Analytik (>4 h) erfolgte die Gradienten-

elution wie in Tabelle 2 beschrieben.

Gradientenzeitverliufe (primdre Aminosdiuren)

Zeit [min] Puffer A Puffer B

0 97 3

3 97 3

3,1 100 0

37 70 30

63 0 100

67 97 3

Puffer A: 19% Methanol/ 81% 0,05 M Acetat, pH 7,2
Puffer B: 75% Methanol/ 25% 0,05 M Acetat, pH 7,2
Flufirate: 1 ml/min

Druck: 2900 PSI" + 150 PSI" (A: 97%/ B: 3%)
Fluoreszenzdetektion: ~ Anregungswellenldnge: 330 nm
Emissionswellenldnge: 450 nm

Tabelle 2: Elutionsbedingungen des bindren Gradientenelutionssystems zur Anal*yse freier primérer

Aminosduren. Zur Verwendung kamen 2 vorgemischte Methanol-Acetat-Puffer. 1 PSI = 6894,76 Pa.
Zur Verwendung kam ein bindres Eluentensystem mit Methanol-Acetat-Puffern
(0,05 M). Die Elutionspuffer wurden mit einer FluBrate nach den in Tabelle 2 be-
schriebenen Mischungsverhiltnissen in das Fluoreszenz-HPLC-System eingespeist.
Die von der Gradientenpumpe erzeugte FluBrate betrug 1 ml x min™', der aufgrund
dieser FluBrate im System entstehende Arbeitsdruck, je mnach Puffer-
Mischungsverhéltnis, zwischen 2900 und 3500 PSI. Die zur Fluoreszenzdetektion
primérer Aminosduren verwendete Anregungswellenldnge betrug 330 nm, die Emis-

sionswellenldnge 450 nm.
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2.3 Bestimmung plasmatischer und freier intrazelluldrer a-Ketosduren in PMN

Wie in den Zielsetzungen der Arbeit angesprochen, wurde neben der exak-
ten Quantifizierung des intrazelluldren Gehalts primédrer Aminosduren in menschli-
chen polymorphkernigen Granulozyten zum ersten Mal eine exakte Analytik zur
Bestimmung von stoffwechselrelevanten intragranulozytiren a-Ketosduren neu ent-
wickelt, prizise standardisiert, validiert und die eingangs gesetzten Fragestellungen
untersucht. Die Analytik erlaubt ebenfalls erstmals eine genaue Quantifizierung des
intragranulozytdren a-Ketosduregehalts bis auf Einzelzellniveau. Die hier neu entwi-
ckelte Methodik ist eine signifikante Weiterentwicklung der von Farshidfar *’ und
Riedel et al. '°""'**!% bei plasmatischen a-Ketosduren beschriebenen Analytikverfah-

ren.

2.3.1 Puffer, Losungen und Reagenzien zur Probenvorbereitung und Fluoreszenz-

derivatisierung

2.3.1.1 Standardextraktionspuffer fiir die a-Ketosdureanalytik (SEP-KS)

Als interner Standard wurde die in physiologischen Gemischen nicht vor-
kommende a-Ketosdure a-Ketovalerianat (Sigma, Deisenhofen) verwendet. Zunéchst
wurde das in fliissiger Form hochkonzentriert vorliegende a-Ketovalerianat (116
ng/ul) mittels ,,H,O fiir HPLC* weiterverdiinnt und 200 pl dieser verdiinnten Losung
(a-Ketovalerianatkonzentration: 2,322 ug/ml) mit 3,8 ml Methanol versetzt und ver-
mischt. Die gefriergetrockneten a-Ketosdurestandard-, Plasma- wie aber auch die

PMN-Proben wurden mittels 250 pl dieses Standardextraktionspuffers resuspendiert.

2.3.1.2 Externe a-Ketosdurestandardproben

Zur externen Standardisierung und Kalibrierung der a-Ketosédureanalytik
kamen eigene o-Ketosdurestandardproben in physiologischer NaCl-Konzentration
unter Verwendung analysenreiner Reagenzien und Lésungen zur Anwendung (Sig-
ma, Deisenhofen). Den Standardproben wurde zusitzlich humanes Serumalbumin
(4%; Merck, Darmstadt) zugemischt. Folgende Einwaagen wurden in jeweils 20 ml

,»NaCl fiir die HPLC* vorgenommen:
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Losung 1: 20 mg: a-Ketoglutarat (KG)
Lésung 2: je 20 mg: Pyruvat (PYR), a-Ketobutyrat (KB)
Losung 3: je 20 mg: a-Ketoisovalerianat (KIV), a-Ketoisocapronat

(KIC), Phenylpyruvat (PhePYR), a-Keto-3-
methylvalerianat (KMV)

240 pl der Losung 1 und je 120 pl der Losungen 2 und 50 pl der Losung 3 wurden
mit 19,59 ml NaCl vereinigt (X= 20 ml) und 800 mg humanes Serumalbumin
(Merck, Darmstadt) dazugegeben und gelost. AnschlieBend wurden jeweils 50 ul
dieser Stammlosung in Eppendorfgefiie gefiillt und zunéchst bei -20°C eingefroren.
Direkt im Anschluss wurden die bei -20°C eingefrorenen Standardproben bei -80°C
tiefgefroren und am néchsten Tag einer Lyophilisierung unterzogen und wiederum

bei -80°C eingelagert (Lagerzeit: <4 Wochen).

2.3.1.3 o-Phenyldiaminreagenz (PDA)

Zur Fluoreszenzmarkierung der a-Ketosduren verwendeten wir das sehr oxi-
dations-empfindliche o-Phenyldiamin (Sigma, Deisenhofen). Da oxidative Verdnde-
rungen dieses Molekiils als Verunreinigungen die Analytik erheblich beeintrachtigen
konnen (Fluoreszenzstoraktivitdt im zu untersuchenden Spektrum), musste das kéuf-
lich erworbene o-Phenyldiamin, welches selbst analysenrein nur in brauner (= oxi-
dierter) Kristallform vorlag, zunidchst umkristallisiert werden. Dieser Reinigungs-
schritt wurde im Institut fiir Organische Chemie der Justus-Liebig-Universitét vorge-
nommen. Die Umkristallisation erfolgte nach Losen von o-Phenyldiamin in Heptan
bei 100-120°C (Olbad, Merck, Darmstadt) und anschlieBendem Verdampfen des
Molekiils in einem Rotationsverdampfer (Merck, Darmstadt). Das so umkristallierte
und anschlieBend getrocknete o-Phenyldiamin (weile Kristalle) wurde nun unter
Stickstoffbegasung (Messer, Griesheim) luftdicht verpackt und war so bei 4°C und
unter Lichtabschluss mehrere Monate chemisch stabil. Unmittelbar vor der Proben-
aufbereitung erfolgte die Herstellung des o-Phenyldiaminreagenz. Hierzu wurden pro
zu untersuchender Messprobe 5 mg o-Phenyldiamin in 5 ml 3 M HCI (Sigma, Dei-
senhofen) geldst und anschlieend 10 pl 2-Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen)
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hinzupipettiert. Diese Losung war lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur bis zu 6 Stun-

den stabil lagerbar.

2.3.2 Pipettierschema der PDA-Reagenz-vermittelten halbautomatischen o-

Ketosadurederivatisierung

Wie aus dem nachfolgend dargestellten Pipettierschema zu ersehen ist (Ta-
belle 3), wurden zur Probenvorbereitung vor der Fluoreszenz-HPLC-Analytik die
lyophilisierten Proben (Standard- bzw. PMN-Proben) in 250 ul Standardextraktions-
puffer fiir a-Ketosdureanalytik (SEP-KS) resuspendiert. Nach 3-miniitiger Inkubation
(Riittelmixer, Eppendorf, Hamburg) und 3-miniitiger Zentrifugation (3000 x g, Roti-
xa KS®, Tuttlingen) wurden von jeder Probe 200 ul Uberstand abpipettiert und in
GlasgefidBe (10 ml, Knauer, Berlin) {iberfiihrt. Anschlieend erfolgte ein Eindampfen
des Methanols unter Stickstoff (Messer, Griesheim), bis die Probe vollstindig ge-
trocknet war und sich ein weiller Niederschlag bildete. Dies erfolgte bei den PMN-
Proben im Durchschnitt nach ca. 8 £ 2 Minuten. Jede getrocknete Probe wurde an-
schlieBend mit je 5 ml PDA-Reagenz resuspendiert (Ika-Vibrax”, Merck) und danach
60 Minuten bei 80°C in einem Wasserbad mit prozessorgesteuerter Temperaturkont-
rolle (Sigma, Deisenhofen) inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine 15-miniitige
Abkiihlung der Proben bei 4°C. Danach wurden alle Proben einem 3-maligen Extrak-
tionsverfahren mittels Essigsdureethylester (Ethylacetat, Merck, Darmstadt) unterzo-
gen (7 Minuten, Uberkopfmischer, Merck, Darmstadt), die Essigsidureethylester-
Phasen danach abpipettiert und unter Stickstoffzufuhr (Messer, Griesheim) einge-
dampft und damit vollstdndig getrocknet. Mit dem Eindampfen des Essigsdureethy-
lester bzw. dem Trocknen der Probe wurde direkt nach der 1. Essigsdureethyleste-
rextraktion begonnen. Das zweite Trockungsverfahren benétigte im Durchschnitt ca.
43 + 7 Minuten, um alle 3 Essigsdureethylesterphasen vollstindig aus der Probe zu

entfernen.
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MANUELL
Standard-/ PMN-Proben werden in 250 pl ,,[SEP-KS|“ gelost

!
Inkubation (3 min), Zentrifugation (3000 x g, 3 min)

l

200 pl Probe ohne Erwiarmung eindampfen (Trocknen)
laR

Proben mit je 5 ml |PDA-ReagenzI resuspendieren (1 min)

!
Proben 60 min bei 80°C im Wasserbad inkubieren

!

Proben 15 min bei 4°C im Wasserbad abkiihlen
!

3-malige Extraktion (7 min) mittels _
!

Ethylacetat-Phase iiberfiihren, parallel trocknen
1

Proben mit je 120 pl [Methanol] resuspendieren (3 min)

=R

AUTOMATISIERT |50 ul Injektion|

Tabelle 3: Pipettierschema der manuellen o-Phenyldiamin-2-Mercaptoethanol-Fluoreszenz-
Vorsédulenderivatisierung (R= Verwerfen; D = als vorbereitetes Analysereagenz bereitstellen).

Nach vollzogener Probentrocknung wurden diese mittels 120 ul Methanol resuspen-
diert und anschlieBend bis zur weiteren Aufbereitung in der Fluoreszenz-HPLC-
Analytik bei -20°C gelagert (<1 h). Jeweils 50 pul methanolischer Extrakt einer Probe
wurden der Fluoreszenz-HPLC-Analytik zugefiihrt.
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2.3.3 Gradienten
Nach sorgfiltiger Aquilibrierung der Analytik (>4 h) erfolgte die Gradiente-

nelution wie in Tabelle 4 beschrieben.

Gradientenzeitverliiufe ( a-Ketosiiuren)

Zeit [min] Puffer A Puffer B
0 80 20
1 53 47
16 33 67
26 33 67
30 80 20

Puffer A:  19% Methanol/ 81% 0,05 M Acetat, pH 7,2

Puffer B:  75% Methanol/ 25% 0,05 M Acetat, pH 7,2

Flufirate: 1 ml/min

Druck: 3100 PST* + 150 PST* (A: 80%/ B: 20%)

Fluoreszenzdetektion: Anregungswellenldnge: 360 nm
Emissionswellenldnge: 415 nm

Tabelle 4: Elutionsbedingungen des bindren Gradientenelutionssystems zur Analyse freier intragranu-
lozytirer a-Ketosiuren. Zur Verwendung kamen 2 vorgemischte Methanol-Acetat-Puffer. 1 PSI =
6894,76 Pa.

Zur Verwendung kam, analog zu der Analytik freier Aminosduren, ein binires
Eluentensystem mit Methanol-Acetatpuffern. Die verwendeten Acetatpuffer bzw.
Spiillésungen waren mit denen unter 2.2.1.6 und 2.2.1.7 beschriebenen kongruent.
Die hier dargestellte Fluoreszenz-HPLC-Analytik entspricht hinsichtlich der Gerite-
anforderungen der im Methodikteil unter 2.2.2 beschriebenen Konfiguration. Wie bei
den primdren Aminosduren gelangte ebenfalls eine Nova-Pak®-Siule zur Anwen-
dung (RP-C-18; 300 x 3,9 mm 1.D; 60 A, 4 um; Waters, U.S.A.). Die von der Gra-
dientenpumpe erzeugte FluBrate betrug 1 ml/min. Der aufgrund dieser FluBrate im
System entstehende Arbeitsdruck lag, je nach Puffer-Mischungsverhéltnis, zwischen
3100 und 3500 PSI. Die zur Fluoreszenzdetektion verwendete Anregungswellenlén-

ge betrug 360 nm, die Emissionswellenlénge 415 nm.
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2.4  Bestimmung der Immunfunktionsparameter

Die von uns verwendeten Methodiken zur Bestimmung der granulozytiren
Superoxidanion- und Wasserstoffperoxidbildung sowie die Quantifizierung der von
PMN freigesetzten Myeloperoxidaseaktivitit vitaler PMN waren Weiterentwicklun-
gen der von Weening et al. '®, Stangel et al. '®, Pick und Keisari '*', Schmitt et al.
17 sowie Krumholz und Mitarbeitern ¥**"*? beschriebenen Analytikverfahren. Um
auszuschlieBen, dass es bei den photometrischen Immunfunktionsmethodiken nicht
zu einer die Messungen verfilschenden Reaktion zwischen den zu untersuchenden
Testsubstanzen und den erforderlichen Nachweisreagenzien kam, wurden Vorversu-
che mit zellfreien Ansétzen durchgefiihrt. Hierbei waren bei keiner der untersuchten

Substanzen deletire Effekte nachweisbar.

2.4.1 Bestimmung der granulozytiren Superoxidanionbildung

Diese Methodik beruht im Wesentlichen auf der Reduktion von Cytochrom C
durch Superoxidanion. Zu diesem Zweck wurden vorbereitend 100 mg Cytochrom C
(Typ IV; Sigma, Deisenhofen) in 30 ml PBS®-Puffer (Phosphate buffered saline;
Gibco, Karlsruhe) gelost und nach Portionierung (250 pl) bei einer Temperatur von -
20°C eingefroren. Zur Stimulation der Granulozyten diente voropsoniertes Zymosan
(Sigma, Deisenhofen), welches wir nach Inkubation (37°C, 30 min, Schiittelwasser-
bad) von 100 mg Zymosan mit 6 ml gepooltem AB-Serum gewannen. Nach 2-
maligem Waschen in 0,9%-iger NaCl-Losung und anschlieBender Zentrifugation
(350 x g, 10 min) wurde das opsonierte Zymosan in 10 ml PBS®-Puffer resuspen-
diert, portioniert (500 pul) und bei -20°C eingefroren. Nach Inkubation der Vollblut-
proben mit den zu untersuchenden Testsubstanzen (siche Methodikteil unter 2.5)
wurden die PMN mittels einer Modifikation des unter 2.1 beschriebenen PMN-
Separationsverfahrens isoliert. Im Anschluss an die Uberschichtung des vorbereiteten
Percoll-Gradienten (55%/70%) und schrittweisen Zentrifugationen (15 und 5 min;
20°C, 350 x g) wurden die in der Probe verbliebenen Erythrozyten mittels 2 ml Aqua
destillata in der eingangs beschriebenen Weise hdmolysiert, mittels 2,7%-iger NaCl-
Losung reisotonisiert und mittels PBS®-Puffer auf 10 ml resuspendiert. AnschlieBend

wurde der Uberstand verworfen und die PMN-Suspension, wie oben beschrieben,
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homogenisiert (Riittelmixer). Nach Entnahme von Aliquots zur Kontrolle von Zell-
zahl, Reinheit und Vitalitét erfolgte die Einstellung der PMN-Konzentration (0,8 x
10° PMN/ml) mittels eines Glukose-PBS®-Puffers (9,9 g Glukose pro Liter PBS®).
500 pl dieser PMN-Probe (0,4 x 10° PMN) wurden nun 500 pl Zymosan, 150 ul AB-
Serum, 250 pl Cytochrom C zugesetzt und unter erneuter Zugabe der zu untersu-
chenden Testsubstanz in der entsprechenden Dosierung 15 Minuten bei 37 °C inku-
biert (Schiittelwasserbad). Als Nullwert diente ein Ansatz, der statt Zymosan 500 pl
Glukose-PBS®-Puffer enthielt. Direkt im Anschluss an das Inkubationsverfahren
wurde die Reaktion durch Einbringen der Probe in Eiswasser abgestoppt. Nach 3-
miniitiger Zentrifugation (350 x g, 4°C) wurde der Probeniiberstand gewonnen und
die Extinktion bei 546 nm in einem Digitalphotometer (Digitalphotometer 6114 S®;
Eppendorf, Hamburg) gegen den Nullwert ermittelt. Die gebildete Superoxidanion-
menge berechnete sich aus der Extinktion, der Schichtdicke und dem Extinktions-
koeffizienten des Cytochrom C [(21/(mMol x cm)] unter Beriicksichtigung des Pro-
benvolumens nach dem Gesetz von Lambert & Beer %!, Simultan zu den Mess-
proben wurden stets auch testsubstanzfreie Anséitze mituntersucht. Die gebildete Su-

peroxidanionmenge ist in den Ergebnissen in ,,fMol/(PMN x min)* angegeben.

2.4.2 Bestimmung der granulozytiren Wasserstoffperoxidbildung

Auch die in der vorliegenden Untersuchung angewendeten Methodiken zur
Bestimmung der Wasserstoffperoxidproduktion von PMN basierten auf signifikanten
Weiterentwicklungen der von Pick und Keisari '*!, Stangel et al. '® sowie Krumholz
und Mitarbeitern *%°"*? beschriebenen Analytikverfahren. Das angewendete Mess-
prinzip beruht hierbei im Wesentlichen auf der durch Meerettich-Peroxidase vermit-
telten Oxidation von Phenolrot durch Wasserstoffperoxid. Versuchsvorbereitend
wurden Phenolrot (10 mg/ml; Sigma, Deisenhofen) in Aqua destillata (Merck, Dar-
mstadt) sowie Meerettich-Peroxidase (5 mg/ml; Typ II, Sigma, Deisenhofen) in Glu-
kose-PBS®-Puffer (Ansatz siche oben) geldst. Nach Inkubation des Vollblutes mit
der zu untersuchenden Testsubstanz sowie nach erfolgter PMN-Isolation (Isolations-
verfahren wie oben beschrieben), wurden die PMN mittels voropsoniertem Zymosan
(Vorbereitung siehe Superoxidanionbestimmung) stimuliert. Der endgiiltige Ver-

suchsansatz bestand aus 500 pl PMN-Suspension (2 x 10° PMN/ml), 500 pl vorop-
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soniertem Zymosan, 125 ul AB-Serum, 12,5 ul Meerettich-Peroxidase-Losung, 12,5
ul Phenolrotlosung, 12,5 ul Natriumazidldsung (200 mM; Merck, Darmstadt) sowie
aus der zu untersuchenden Testsubstanz in der entsprechenden Dosierung. Dieser
Testansatz wurde nun iiber einen Zeitraum von 15 Minuten bei 37°C im Schiittel-
wasserbad inkubiert und im direkten Anschluss daran 3 Minuten bei 350 x g zentri-
fugiert. Nach Zusatz von 25 ul NaOH-Losung (1IN, Merck, Darmstadt) erfolgte die
photometrische Extinktionsbestimmung des Uberstandes bei 623 nm gegen einen
unstimulierten Nullwert. Die Wasserstoffperoxidkonzentration wurde an Hand von in
regelméfigen Intervallen durchgefiihrten Eichmessungen ermittelt. Die Wasserstoft-

peroxidbildung ist in den Ergebnissen in ,,fMol/(PMN x min)* angegeben.

2.4.3 Bestimmung der Aktivitit der von PMN freigesetzten Myeloperoxidase

Zur Quantifizierung der Aktivitdt der von PMN freigesetzten Myeloperoxi-
dase wendeten wir eine Weiterentwicklung der primir von Schmitt et al. '’ und
Krumholz und Mitarbeitern *-***'? entwickelten Analytikverfahren. Vorbereitend
wurde zundchst 1 mM 2,2°-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin)-Sulfonsdure (ABTS,
Sigma, Deisenhofen) in 0,1 M Zitratpuffer (Behring, Marburg) geldst. Das Vollblut-
inkubationsverfahren wie auch die nachfolgende PMN-Isolation erfolgte wie be-
schrieben. 100 pul PMN-Suspension (2 x 10° PMN/ml) wurden nun mit 0,5 pug Cyto-
chalasin B (Sigma, Deisenhofen) und unter erneuter Zugabe der zu untersuchenden
Testsubstanz 5 Minuten im Schiittelwasserbad bei einer Temperatur von 37°C inku-
biert. Nach Hinzufiigen von 100 pl voropsoniertem Zymosan, welches wie oben be-
schrieben hergestellt wurde, und erneuter Ergdnzung der zu untersuchenden Test-
substanz wurde abermals inkubiert (10 min; 37°C) und anschlieBend 1 ml ABTS-
Losung beigefiigt. Nach 3-miniitiger Zentrifugation (700 x g, 20°C) wurde 1 ml des
Uberstandes abpipettiert und mit 30%-iger Wasserstoffperoxidldsung versetzt
(Merck, Darmstadt). Nach kurzer Homogenisierung (Riittelmixer) wurde die Extink-
tion bei 405 nm photometrisch bestimmt. Die Aktivitit der freigesetzten Myelopero-
xidase wurde nachfolgend anhand von in regelméBigen Intervallen unter Verwen-
dung bekannter Meerettich-Peroxidasekonzentrationen erstellten linearen Eichkurven

errechnet. Die Aktivititen sind in den Ergebnissen in ,,Units/I Uberstand* angegeben.
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2.5  Inkubationen mit Andsthetika und Rezeptoragonisten bzw. -antagonisten

Fiir die Standardisierung der Methodiken wie auch fiir die nachfolgenden
Versuche wurde heparinisiertes vendses Vollblut (10 I.E. Heparin-Natrium/ml, Sig-
ma, Deisenhofen) verwandt. Das Blut stammte von freiwilligen weiblichen und
mannlichen Spendern (Alter: 29 £+ 6 Jahre; Korpergrofe 1,79 = 0,09 m; Korperge-
wicht: 73 £ 11 kg). Bei Probanden mit metabolischen, kardiopulmonalen, neurologi-
schen oder allergischen Erkrankungen sowie bei Medikamenteneinnahme in der
Anamnese wurde von einer Blutentnahme abgesehen. Die Entnahme von 20 ml Blut
erfolgten nach 8 bis 10-stiindiger Niichternheit morgens zwischen 08:00 und 10:00
Uhr. Im unmittelbaren Anschluss an die Blutentnahme wurden die heparinisierten
Vollblutproben portioniert, in spezielle Inkubationsréhrchen (Merck, Darmstadt)
iberfiihrt und nach Zusatz der zu untersuchenden Testsubstanzen im Schiittelwasser-
bad bei 37°C inkubiert. Hierbei wurde 1 ml Vollblut jeweils mit 25 ul der entspre-
chenden Testsubstanz versetzt. Die Testsubstanzen selbst wurden mit ,,Hank’s balan-
ced salt solution (HBSS®, Sigma, Deisenhofen) vorbereitet und in die jeweilig zu
untersuchenden Konzentrationsbereiche dilutiert (pH 7,4). Zu allen Messzeitpunkten
der nachfolgend dargestellten Untersuchungen erfolgte eine parallele Priifung mit
testsubstanzfreien Versuchsansitzen (Kontrolluntersuchungen). Die Volumendiffe-
renzen bei den Kontrollproben wurden mit HBSS® ausgeglichen. Die Standardinku-
bationszeiten betrugen 10 und 120 Minuten. Bei den weiterfithrenden Untersuchun-
gen (Kombinationstestungen) orientierten sich die Dosierungen und Inkubationszei-
ten an den signifikanten Stoffwechsel- und Immunfunktionsbefunden der vorher
durchgefiihrten und ausgewerteten Einzeluntersuchungen. Auf ldngere Inkubations-
zeiten wurde in der vorliegenden Arbeit aus folgenden Griinden verzichtet: In Vorun-
tersuchungen hatte sich gezeigt, dass hohere Inkubationszeiten (>22 Stunden) unter
den vorgegebenen in vitro Bedingungen auch bei den Kontrolluntersuchungen selbst
zu unspezifischen und nicht reproduzierbaren Verdnderungen des intrazelluldren
Aminosdure- und a-Ketosdurepools wie auch der granulozytiren Immunfunktionen
fiihren. AuBlerdem lieB sich eine prizise PMN-Zellseparation bzw. eine exakte Zell-
zahlbestimmung bei Inkubationszeiten iliber 2'2-3 Stunden ebenfalls nicht mehr ein-
wandfrei gewiéhrleisten. Die ausgewéhlten Konzentrationsbereiche orientierten sich

ausschlieBlich an den Angaben und Ergebnissen fritherer Untersuchungen (die Lite-
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raturangaben hierzu befinden sich an den entsprechenden Positionen im Diskussions-

teil).

2.5.1 Midazolam

Im Rahmen der freien intrazelluliren Aminosdure- und o-
Ketosdurequantifizierung und der Immunfunktionsbestimmungen wurde in der vor-
liegenden Arbeit das Anisthetikum Midazolam (Dormicum®, Hoffmann-La Roche,
Grenzach-Wyhlen) in 3 unterschiedlichen Konzentrationsbereichen ausfiihrlich un-
tersucht. Midazolam wurde hierbei in Hinsicht auf die -aus der Einleitung zu dieser
Arbeit abgeleiteten- Fragestellungen, unter Beriicksichtigung eigener fritherer Be-
funde, vergleichenden Forschungsergebnissen anderer Arbeitsgruppen sowie direk-
ten Voruntersuchungen zu dieser Arbeit, stellvertretend ausgewdhlt. Die unteren
Konzentrationsbereiche entsprachen der ,,minimalen effektiven Plasmakonzentrati-
on‘, bei der von verschiedenen Untersuchern eine beginnende klinische Wirksamkeit
des Préiparates beschrieben wurde. Die mittlere Andsthetikakonzentration korrespon-
dierte mit den durchschnittlichen Referenzbereichen einer ,,effektiven oder auch op-
timalen Plasmakonzentration®. In diesem Konzentrationsbereich konnte von diffe-
renten Beobachtern eine klinisch signifikante hypnotische, sedative oder auch anal-
getische Wirksamkeit gefunden werden. Die hochste angewendete Konzentration
unterschied sich um den Faktor 10 von den klinisch effektiven Wirkkonzentrationen
des verwendeten Andsthetikums. Dariiber hinaus erfolgte pro Anésthetikumkonzent-
ration auch eine Priifung auf eine mogliche Zeitabhiangigkeit (Inkubationszeiten: 10,
30, 60 und 120 Minuten) potentieller Effekte. Es wurde von uns Midazolam in 3 un-

terschiedlichen Konzentrationen untersucht:
e 40 und 100 ng, sowie 1 pg/ml

2.5.2 Rezeptoragonisten sowie —antagonisten

Weiterhin wurden in der vorliegenden Arbeit auch die Einfliisse von 7-
Chloro-5-(4 chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro 5-
4864 (4‘Chlorodiazepam); Sigma, Deisenhofen], 1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-
(1-methylpropyl)-3-isoquinolincarboxamid (PK 11195; Sigma, Deisenhofen), Flu-
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mazenil (Anexate®, Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen)] und Naloxon (Narcan-
ti”, Du Pont Pharma, Bad Homburg) getestet. Diese Untersuchungen wurden durch-
gefiihrt, um den moglichen Einfluss von Benzodiazepin- und Opiatrezeptoren auf
den intrazelluliren Aminosdure- und oa-Ketosdurepool in PMN wie auch auf ausge-
suchte granulozytire Immunfunktionen zu bestimmen (Inkubationszeiten 10 und 120

Minuten). Es wurden folgende Konzentrationen untersucht:

1) Ro5-4864: 1 puM und 100 uM

(Agonist an ,,peripheren® Benzodiazepinrezeptoren)

2) PK11195: 1 uM und 100 uM

(Antagonist an ,,peripheren* Benzodiazepinrezeptoren)

3) Flumazenil: 1 puM und 100 uM

(Antagonist an ,,zentralen* Benzodiazepinrezeptoren)

4) Naloxon: 1 uM und 100 uM

(Opiatrezeptorantagonist)

2.5.3 Midazolam + Rezeptoragonisten sowie —antagonisten

Ebenso wurde das eingangs beschriebene Anésthetikum nach einer zehnmi-
niitigen Vorinkubation mit den oben genannten Rezeptoragonisten bzw. -
antagonisten erneut getestet. Diese Inkubationen wurden durchgefiihrt, um die Be-
deutung von Opiat- sowie Benzodiazepinrezeptoren in der midazolaminduzierten
Aminoséurestoffwechsel- bzw. Immunmodulation zu bestimmen. Die erforderlichen
Konzentrationen wéhlten wir analog zu fritheren Untersuchungen, in denen eine sig-
nifikante Beeinflussung der jeweilig relevanten zelluldren Stoffwechselwege be-
schrieben worden war. Um mogliche Effekte klar zu erfassen, orientierten sich die
Dosierungen und Inkubationszeiten dieser Testungen an den signifikanten Stoff-
wechselbefunden der oben beschriebenen Einzeluntersuchungen. Folgende Ver-

suchsansétze gelangten zur Untersuchung:
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Midazolam: 100 ng/ml und 1 pg/ml
+ Ro 5-4864 (100 M)
+PK 11195 (100 uM)
+ Flumazenil (100 uM)
+ Naloxon (100 pM)

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte in enger Zusammenarbeit mit dem Insti-
tut fiir Medizinische Informatik der Justus-Liebig-Universitit Gielen (Leiter: Prof.
Dr. J. Dudeck).

Fiir die mittels der oben beschriebenen Analytiken bestimmten freien Amino- und o-
Ketosduren wurde nach detaillierter Sichtung der ermittelten Messwerte prinzipiell
Normalverteilung vorausgesetzt. Die Darstellung der berechneten Ergebnisse erfolg-
te deshalb -getrennt nach Dosierung, Inkubationszeit sowie hinsichtlich der gewihl-
ten Inkubationsansétze- unter Zuhilfenahme von Mittelwerts- und Standardabwei-
chungsberechnungen. Zur Beurteilung der Effekte durch die beschriebenen Einfluss-
groBen wurden ein- bzw. zweifaktorielle Varianzanalysen mit Messwiederholungen
herangezogen, welche -falls Haupteffekte nachweisbar waren- durch einen Paarver-
gleich nach Bonferoni ergéinzt wurden. Es ist hier zusétzlich anzumerken, dass die
Analyse der Amino- und a-Ketosduredaten explorativen Charakter hatte, bei der eine
Vielzahl von Hypothesen statistisch getestet wurden. Kriterien fiir die Annahme bzw.
Beibehaltung der ermittelten Hypothesen war daher die errechnete Wahrscheinlich-
keit fiir den Fehler der 1. Art p, der im Ergebnisteil reduziert auf ein Signifikanzni-
veau von p < 0,05 angegeben wird.

Die im Rahmen der Immunfunktionsuntersuchungen ermittelten Messwerte wurden
zundchst unter Zuhilfenahme des Kolmorogoff-Smirnoff-Anpassungstests hinsich-
tlich ihrer Normalverteilung gepriift. AuBBerdem erfolgte mittels des Bartlett-Tests
eine Priifung aller Messresultate auf ihre Varianzhomogenitét (p < 0,1). Waren diese
Voraussetzungen erfiillt, erfolgte eine ein- bzw. zweifaktorielle Varianzanalyse mit
Messwiederholungen, welche -falls Haupteffekte nachweisbar waren- ebenfalls
durch einen Paarvergleich nach Bonferoni ergéinzt wurde. Waren die Vorbedingun-

gen fiir eine Varianzanalyse jedoch nicht erfiillt, so erfolgte die Anwendung des
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Friedman-Tests. Als Folgeverfahren diente hier der Miller-Test. Das Signifikanz-
niveau fiir alle angewendeten statistischen Verfahren wurde in der vorliegenden Ar-

beit ausschlieBlich mit p < 0,05 angesetzt.
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3 ERGEBNISSE

PMN Separation aus Vollblut

Es konnten pro 4 ml Vollblutprobe durchschnittlich 3,67 x 10° + 1,19 x
10° PMN-Zellen separiert werden. Bei zweimaliger Zellzdhlung betrug die pro-
zentuale Abweichung 3,9 £ 1,6 % mit einer durchschnittlichen Zellreinheit von
98,6% =+ 0,8% und einer Zellvitalitiat von 99,1% =+ 0,7%. Proben mit einem Rein-
heitsgehalt von weniger als 96 % bzw. solche mit mehr als 4 % avitalen PML
wurden verworfen. Die durchschnittliche Dauer der PMN Separation konnte von
uns, verglichen mit anderen Arbeitsgruppen, auf 34 + 4 Minuten maximal ver-

kiirzt werden.

3.2 Bestimmung plasmatischer und freier intrazelluldrer Aminosduren sowie

a-Ketosduren

Um die Qualitdt und Quantitit der Messergebnisse im Rahmen der Hoch-
druck-Fluoreszenz-Fliissigkeitschromatographie zu gewéhrleisten, wurde die Ana-
lytik mittels interner und externer Standardisierungsverfahren fortlaufend iiber-

wacht.

3.2.1 Ergebnisse der Standardisierungs- und Validierungsverfahren

Eine Qualitétssicherung der angewendeten Methode demonstriert die Ver-
gleichbarkeit und Konstanz zwischen Reihen- und ,,Tag-zu-Tag*“-Analysen so-
wohl der Fldchenquotienten als auch der Retentionszeiten, die in den Tabellen 5

und 6 angegeben sind:

Aminoséurestandardproben:
Der Variationskoeffizient der Fldchen liegt durchschnittlich bei:
Reihenanalysen zwischen 0,86 % (Methionin) und 2,34 % (Leucin)

Tag-zu-Tag-Analysen zwischen 1,88 % (Glycin)  und 4,69 % (Lysin).
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Der Variationskoeffizient der Retentionszeiten liegt durchschnittlich bei:
Reihenanalysen zwischen 0,02 % (Lysin) und 0,23 % (Citrullin)
.lag-zu-Tag“-Analysen zwischen 0,04 % (Lysin) und 0,72 % (Threonin).

a-Ketosdurestandardproben:
Der Variationskoeffizient der Fldchen liegt durchschnittlich bei:

Reihenanalysen 1,8% (Pyruvat) und 3,7% (a-Ketoisovalerianat)

~lag-zu-Tag“-Analysen 3,8% (a-Ketoisocapronat) und 5,4% (o-

Ketoisovalerianat)

Der Variationskoeffizient der Retentionszeit liegt im Durchschnitt bei:

Reihenanalysen 0,17% (Pyruvat) - 0,22 (a-Keto-p-methylvalerianat)

~lag-zu-Tag“-Analysen 0,48% (a-Ketoglutarat) und 0,84 (oa-Keto-p-methyl-

valerianat)
Reihenanalyse »Tag zu Tag-Analyse®
R.-Zeit Fliichen R.-Zeit R.-Zeit  Flichen R.-Zeit
t VK VK t VK VK

[ min ] [%] [%] [min] [%] [%]
a-Ketosiiure
a-KG 2,36 2,2 0,19 2,34 4,8 0,48
PYR 8,60 1,8 0,17 8,54 3,9 0,58
o-KB 12,59 2,5 0,20 12,52 4,1 0,49
a-KV (L.S.) 17,03 2,6 0,20 16,93 4,5 0,61
a-KIV 19,72 3,7 0,21 19,60 5,4 0,47
a-KIC 21,57 2,1 0,21 21,44 3,8 0,68
PhePYR 22,56 2,4 0,19 22,43 4,6 0,76
a-KMV 25,49 3,1 0,22 25,33 5,2 0,84

Tabelle 5: Reproduzierbarkeit und Linearitit der Flichenquotienten (Fldchen) sowie Retentionszeiten (R.-
Zeit) von a-Ketosiurestandardproben [a-Ketoglutarat (a-KG), Pyruvat (PYR = a-Ketoalaninat), a-
Ketobutyrat (a-KB), a-Ketovalerianat (a-KV= Interner Standard), a-Ketoisovalerianat (a-KIV), a-Ketoiso-
capronat (a-KIC), p-Hydroxy-Phenylpyruvat (PhePYR), a-Keto-fi-methylvalerianat (a-KMV))] bei Reihen-
(n=12) und ,,Tag-zu-Tag“-Analysen (n= 10); VK= Variationskoeffizient [%], t= Zeit [min], I.S. = Interner
Standard.
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Reihenanalyse »Tag zu Tag-Analyse“
R.-Zeit Fliichen R.-Zeit || R.-Zeit Fliichen  R.-Zeit
t VK VK t VK VK
[ min ] [%] [%] [min]  [%] [%]
Aminosiure
Aspartat 3,36 1,18 0,16 3,39 2,84 0,31
Glutamat 4,58 1,26 0,12 4,64 1,91 0,47
Asparagin 8,74 1,04 0,09 8,82 1,97 0,54
Serin 11,35 1,31 0,12 11,49 2,11 0,52
Glutamin 14,53 1,22 0,14 15,01 2,61 0,69
Histidin 16,43 1,37 0,15 16,97 3,08 0,63
Homoserin (I.S.) 20,16 2,69 0,19 21,06 3,05 0,68
Glycin 24,24 1,76 0,20 24,77 1,88 0,64
Threonin 27,12 1,15 0,21 27,94 2,23 0,72
Citrullin 28,43 1,66 0,23 29,05 1,99 0,50
Arginin 34,67 1,29 0,11 35,14 3,83 0,21
Taurin 39,23 1,12 0,06 39,48 4,49 0,18
Hypotaurin 40,48 1,69 0,06 40,72 3,29 0,15
Alanin 41,81 1,38 0,05 42,04 3,61 0,11
Tyrosin 44,48 1,43 0,05 44,63 3,44 0,10
a-Aminobutyrat 49,45 0,85 0,04 49,67 2,72 0,09
Tryptophan 52,95 1,07 0,03 53,21 2,37 0,08
Methionin 53,33 0,86 0,03 53,59 3,53 0,07
Valin 54,13 1,33 0,03 54,52 2,86 0,07
Phenylalanin 55,63 0,94 0,02 56,04 3,37 0,06
Isoleucin 58,11 1,28 0,02 58,49 3,89 0,05
Leucin 59,10 2,34 0,02 59,52 3,28 0,05
Ornithin 62,47 2,22 0,02 62,86 3,07 0,04
Lysin 64,13 1,79 0,02 64,58 4,69 0,04

Tabelle 6: Reproduzierbarkeit und Linearitét der Flachenquotienten (Flidchen) sowie Retentionszeiten (R.-
Zeit) von Aminosédurestandardproben bei Reihen- (n=40) und ,,Tag-zu-Tag"“-Analysen (n=20); VK= Varia-
tionskoeffizient [%], t= Zeit [min], I.S. = Interner Standard.
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Es ergaben sich keine Hinweise, dass es nach Resuspendierung der lyophilisierten
Standardaminosdure- bzw. o-Ketosdurestandardproben als auch im Rahmen der
weiteren Probenvorbereitung zu einer nachfolgenden chemischen Umsetzung
bzw. dem Verlust der Fluoreszenzaktivitdt kam. Die Wiederfindungsrate betrug
sowohl bei den Aminosdure-/ a-Ketosdurestandardproben ebenso wie bei den
PMN- und Plasmaproben fiir alle hier untersuchten Standardaminosduren/ o-

Ketosduren 100%.

3.2.2 Quantifizierung primédrer intragranulozytirer Amino- und a-Ketosduren

Von jeder Zell- bzw. Standardprobe wurde ein Chromatogramm erstellt.
Abbildung 7 und 8 zeigen ein typisches Verteilungsmuster des mittleren intragra-
nulozytiren Amino- bzw. a-Ketosduregehalts bezogen sowohl auf Einzelzellni-

veau als auch auf das ermittelte PMN Zellvolumen.

Fluoreszenzintensitat
[ mVolt]
Glu Tau
150+ Gin
H-Tau
100
Ala
Asp Val
4
Ser Gly
HOS(1S.)
Leu
50
Ile|
Tyr
Asn Phe Lys
| Aba||Met Orn
His Thr Arg
| cit j ‘ r \
0 | | | 1
— T — T — T — T — T — T —
0 10 20 30 40 50 60 70
Retentionszeit [ min]

Abbildung 7: Verteilungsmuster intragranulozytirer Aminoséuren
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Fluoreszenzintensitat

[mVolt] KV (I.S.)

KIC
N K1V

4+ KB

PYR

KG

PhePYR

N UL

\
0 10 20 30

Retentionszeit [ min]

Abbildung 8: Verteilungsmuster intragranulozytirer a-Ketosduren

Die Flachen unter den Chromatogrammkurven wurden mittels Planimetrie unter
Zuhilfenahme des Softwareprogramms EuroChrome™ 2000 fiir Windows (Versi-

on 1.6, Knauer, Berlin) errechnet.
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Der intrazellulire, plasmatische sowie mittlere Aminosdure- bzw. ao-

Ketosduregehalt bezogen auf die PMN-Einzelzelle wie das PMN-Zellvolumen
sind in den Tabellen 7 und 8 dargestellt.

Aminosiure PMN PLASMA GRADIENT
(Abb.) [107'° Mol/ Zelle]  [uMol/l NZV] [uMol/l] iz/ ez
Aspartat (Asp) 2,57+1,74 566 £ 383 1243 47,1
Glutamat (Glu) 5,83+1,76 1284 £ 387 31£14 41,4
Asparagin (Asn) 0,41 +0,21 90 £+ 46 58+11 1,6
Serin (Ser) 2,33 £0,91 513 £200 121 £21 4,2
Glutamin (Gln)  3,03+£1,30 667 = 286 536 £ 81 1,2
Histidin (His) 1,11 +£0,54 244+ 119 88+23 2,7
Glycin (Gly)  3,22+1,39 709 £ 306 253 +42 2,8
Threonin (Thr) 1,24 £ 0,69 273 £ 151 134 + 36 2,0
Citrullin (Cit) 0,15+0,10 33+22 32+9 1,0
Arginin (Arg) 0,46£0,25 101 £55 84113 1,2
Taurin (Tau) 41,8+16,3 9207 £3590 114 £ 21 80,7
Hypotaurin (H-Tau) 1,39 +£0,62 306 £ 136 1,7+ 0,4 180,0
Alanin (Ala) 1,87 £ 0,98 412 +216 357£83 1,2
Tyrosin (Tyr)  0,73+£0,39 138 £ 81 56+ 14 2,5
a-Aminobutyrat (Aba) 0,18 +0,11 39 £24 22+£5 1,8
Tryptophan (Trp) 0,17£0,12 37126 65t 14 0,6
Methionin (Met) 0,18+0,14 40 £ 31 23+ 6 1,7
Valin (val) 0,650,441 143 £90 215+ 41 0,7
Phenylalanin (Phe) 0,94 £0,59 207 £ 129 69 £ 16 3,0
Isoleucin (Ile) 0,46 £ 0,28 101 £ 61 66 £ 15 1,5
Leucin (Lew) 0,52%0,25 114 £55 127 £32 0,9
Ornithin (Om)  0,45+0,30 99 £ 66 42+19 2,4
Lysin (Lys)  0,55+0,31 121 £ 68 191 £ 50 0,6

Tabelle 7: Gehalt freier Aminosiuren [107'® Mol] pro PMN-Zelle (n= 112) sowie ihre Konzentration bezogen
auf das PMN-Einzelzellvolumen (NZV; 454 + 258 x 107"° I; NZV= Leukokrits,gu, x PMN-Zahl") sowie
bezogen auf die Aminosdurekonzentration im Plasma; (MW + SD). Zusitzlich sind die intra- (i.z.) versus

extrazelluldren (e.z.) Konzentrationsgradienten dargestellt.
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Die einzelnen Aminosduren lassen deutliche Konzentrationsunterschiede erken-
nen. In polymorphkernigen Granulozyten besitzt die Aminoséure Taurin die hoch-
ste Anreicherung (41,8 + 16,3 x 10'° Mol/Zelle), gefolgt von der 7-fach geringer
konzentrierten Aminoséure Glutamat (5,83 + 1,76 x 10™'® Mol/Zelle). Ferner sind
noch Glycin, Glutamin, Aspartat, Serin, Alanin und Hypotaurin in absteigender
Reihenfolge stark vertreten. Hervorzuheben ist weiterhin die Aufrechterhaltung
eines hohen intra- versus extrazelluliren Konzentrationsgradienten (i.z./e.z.) der
Aminosduren Hypotaurin (180), Taurin (80,7), Aspartat (47,1) und Glutamat
(41,4). Nahezu plasmaisotone Konzentrationsverhéltnisse findet man bei Trypto-

phan (0,6) Lysin (0,6), Valin (0,7) und Leucin (0,9).

a-Ketosiiure PMN PLASMA  GRADIENT
[107"7 Mol/ Zelle] [uMol/I NCV] [uMol/l] iz/ ez

a-Ketoglutarat 1,26 £ 0,67 30,3+ 16,1 7,06 £2.01 43
Pyruvat 6,07 3,58 145,9 £ 8,6 110,6 £ 35,1 1,3
a-Ketobutyrat 4,31 +2,57 103,6 + 61,8 7,81 +1,82 13,3
o-Ketoisovalerianat 2,16 £1,05 51,9 £25,2 14,74 + 3,64 3,5
a-Ketoisocapronat 0,39 £0,24 9,3+£5,8 40,08 £ 6,93 0,23
p-Hydroxy-Phenylpyruvat 0,33 + 0,21 7,9+5,0 7,39 + 2,65 1,07
a-Keto-B-methylvalerianat 0,77 £ 0,59 18,5+ 14,2 22,09 £4,90 0,83

Tabelle 8: Gehalt freier intrazellulirer a-Ketosduren [1077 Mol] pro PMN-Zelle (n= 51) sowie ihre Konzen-
tration bezogen auf das PMN-Einzelzellvolumen (NZV; 416 + 263 x 105 1; NZV= Leukokritansa, X PMN-
Zahl™") bzw. bezogen auf die a-Ketosdurekonzentrationen im Plasma; (MW + SD). Zusitzlich sind die intra-
(i.z.) versus extrazelluldren (e.z.) Konzentrationsgradienten dargestellt.

a-Ketosduren sind insgesamt um eine Zehnerpotenz niedriger konzentriert als
intragranulozytére Aminoséduren (Tabelle 7). Die hochsten Konzentrationen findet
man fiir Pyruvat (6,07 + 3,58 x 10"'7 Mol/Zelle), gefolgt von a-Ketobutyrat (4,31 +
2,57 x 107" Mol/Zelle), a-Ketoisovalerianat (2,16 + 1,05 x 10" Mol/Zelle) und -
Ketoglutarat (1,26 + 0,67 x 10™"7 Mol/Zelle). Hohe intra- versus extrazellulire Kon-
zentrationsgradienten zeigen sich bei a-Ketobutyrat (13,3), a-Ketoglutarat (4,3)

und a-Ketoisovalerianat (3,5).
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3.3

Midazolam, Rezeptoragonisten und -antagonisten

3.3.1

Midazolam

3.3.1.1 Midazolam und intragranulozytdrer Aminoséurepool

Saure Aminosauren / Séureamide Basische Aminosauren
[10™mol/ PMN-Zelle ] [10™mol/ PMIN-Zelle ]
71 2,0
64
i §
4
. * 1,04 l
34 # #
*
* # *
24
# 0,5 #
14 * *
: Izl
o LT W 0
Asparagin Glutamin Aspartat Glutamat Ornithin Lysin Arginin Citrullin
Midazolam Midazolam
IKontrolle (10" JKontrolle (10
[ZZA Midazolam (1ug/ml;10') [Z2Midazolam (1pg/mi;10')
[ Kontrolle (120) [ Kontrolle (120)
[==]I (1pg/mi;120') E=IMidazolam (1pg/ml;120)
BCAA, Methionin, Hypotaurin Neutrale Aminoséuren
[10™°mol/ PMN-Zelle ] [10"°mol/ PMN-Zelle |
3,54 124
* *
# #
3,04 104
2,51 x
8 #
2,04
* 64
151 #
*
1.04 # * * 44 *
’ # #
*
0,51 2 #
*
I ) #
0 04
Isoleucin Leucin Valin Methionin Hypotaurin Serin Glycin Threonin Alanin Aminobutyrat
Midazolam Midazolam
[IKontrolle (10') [Kontrolle (10"
22 Midazolam (1pg/ml;10') [ZZAWidazolam (1pg/ml;10')
[ Kontrolle (120") [ Kontrolle (120')
E=3 Midazolam (1pg/ml;120) E=IMidazolam (1pg/ml;120')

Abbildung 9: Freier intragranulozytirer Aminosduregehalt [10™'® Mol] pro PMN nach Inkubation
(10,120 min) mit Midazolam (1pg/ml), n=10, * < 0,05 versus Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min, [BCCA:
branched-chain amino acids]
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. Taurin
[10"mol/ PMN-Zelle ]
454
404
*
354 * *
*
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0;: = = LIVmE 1LY E=]Midazolam (1ug/ml)
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Midazolam

Abbildung 10: Freier intragranulozytirer Tauringehalt [10'¢ Mol] pro PMN nach Inkubation (10, 30, 60, 120
min) mit Midazolam (40, 100 ng/ml; 1pg/ml), n=10, * < 0,05 versus Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min

Die 10-, 30-, 60- und 120-miniitige Inkubation mit Midazolam in Konzentrationen
von 40 und 100 ng/ml sowie 1 pg/ml zeigte sowohl dosisabhdngig als auch im
Zeitverlauf Verdnderungen der intragranulozytdren Aminosidurekonzentrationen.
Besonders bei Midazolamkonzentrationen von > 100 ng/ml und einer Inkubati-
onszeit von 120 Minuten bzw. Konzentrationen von 1 pg/ml bei > 30 Minuten
zeigten sich signifikante Verdnderungen des gemessenen Aminosduregehalts
(Abbildung 9 und 10, Tabelle 9-13 [Anhang]).

Midazolam fiihrte zu einer intrazelluldren Verminderung von Asparagin, Gluta-
min, Aspartat, Glutamat, Ornithin, Arginin, Citrullin, Hypotaurin, Alanin und
Taurin.

Dagegen zeigte sich eine Konzentrationserhéhung bei Isoleucin, Leucin, Valin,

Methionin, Serin, Glycin, Threonin, a-Aminobutyrat und Histidin.
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3.3.1.2 Midazolam und intragranulozytérer a-Ketosdurepool

Ketoséuren Ketoséuren
[10™mol/ PMN-Zelle | [10"mol/PMN-Zelle ]
1,59
8 *
#
*
6 # 1,0
* =
# =
* H
* * # =|
44 # # =
0,5- . B
2 * =
# E
0 0 =
Ketoglutarat Pyruvat Ketobutyrat  Ketoisovalerianat Ketoisocapronat Phenylpyruvat  Ketomethylvalerianat
Midazolam Midazolam
_JKontrolle [“JKontrolle
727 Midazolam (40ng/ml) [ZZA Midazolam (40ng/ml)
I Midazolam (100ng/ml) [ Midazolam (100ng/ml)
[E== Midazolam (1ug/ml) E=IMidazolam (1pg/ml)

Abbildung 11: Freier intragranulozytirer a-Ketosduregehalt [10™'7 Mol] pro PMN nach Inkubation (120 min)
mit Midazolam (40, 100 ng/ml; 1pg/ml), n=10, * < 0,05 versus Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min

Hier zeigten sich bei Konzentrationen von > 100 ng/ml und einer 120-miniitigen
Inkubationszeit signifikante dosis- und inkubationszeitabhingige Abnahmen von
a-Ketoglutarat, Pyruvat, a-Ketobutyrat und Phenylpyruvat (Abbildung 11, Tabelle
14 [Anhang]).

Signifikante Anstiege bei Konzentrationen von 1 pg/ml und einer 120-miniitigen
Inkubation konnte bei: a-Ketoisovalerianat, a-Ketoisocapronat und o-Keto-f3-

methylvalerianat beobachtet werden.
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3.3.1.3 Midazolam und granulozytire Immunfunktionsmarker

Granulozytare Immunfunktionen
[ Mol / (PMN x min) ]
[Units/L ]

1

y ;
24

*

#
14 *

# * I Kontrolle (10
| # 222 Midazolam (1pg/ml;107)
[ Kontrolle (120')
é = Midazolam (1pg/ml;120")
0
Superoxidanion Wasserstoffperoxid Myeloperoxidase
Midazolam

Abbildung 12: Superoxidanionbildung, Wasserstoffperoxidproduktion [fMol/(PMN x min)]; Myeloperoxida-
seaktivitdt [Units/l MPO] nach Inkubation (10, 120 min) mit Midazolam (1pg/ml), n=10, * < 0,05 versus
Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min

Hier zeigten sich eine bedeutsame dosis- und inkubationszeitabhéngige 4bnahme
der Superoxidanion (O;)- und Wasserstoffperoxidproduktion (H,O;) sowie der
Myeloperoxidaseaktivitit (MPO) (Abbildung 12, Tabelle 15 [Anhang]).

Wie auch schon bei midazolaminduzierten Aminosdure- und o-
Ketosdureverdnderungen, konnte dies bei Konzentrationen von > 100 ng/ml und

Inkubationszeiten von > 30 Minuten beobachtet werden.
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3.3.2 Rezeptoragonisten und -antagonisten

3.3.2.1 Ro 5-4864, PK 11195, Flumazenil sowie Naloxon und intragranulozytare

Aminosiurekonzentration
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Abbildung 13: Freier intragranulozytirer Aminoséauregehalt [10° Mol] pro PMN-Zelle nach Inkubation (120
min) mit Ro 5-4864 (1, 100 uM), PK 11195 (100 uM), Flumazenil (100 pM), Naloxon (100 uM), n=10, * <
0,05 versus Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min, [BCCA: branched-chain amino acids]
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AusschlieBlich der periphere Benzodiazepinrezeptoragonist Ro 5-4864 fiihrte zu
bedeutsamen inkubations- und dosisabhéngigen Verdnderungen intragranulozyta-
rer Aminosdurekonzentrationen (Abbildung 13, Tabelle 16-20 [Anhang]).

Mit dem Anstieg der Ro 5-4864 Konzentration bei Inkubationszeiten von 120
Minuten (eine 10-miniitige Inkubationszeit zeigte keinerlei Effekt) kam es zu ei-
ner signifikante Verminderung von Asparagin, Glutamin, Aspartat, Glutamat, Or-
nithin, Arginin, Citrullin, Taurin, Hypotaurin und Alanin. Eine intragranulozytire
Konzentrationserhéhung zeigte sich bei Isoleucin, Leucin, Valin, Methionin, Se-
rin, Glycin, Threonin, a-Aminobutyrat und Histidin. Keinerlei Veranderungen
zeigte die alleinige Inkubation mit den ilibrigen Benzodiazepin- und Opiatrezepto-

rantagonisten (PK 11195, Naloxon, Flumazenil).

3.3.2.2 Ro 5-4864, PK 11195, Flumazenil sowie Naloxon und intragranulozytirer

a-Ketosdurepool

Ketoséduren Ketosauren
[10™mol/ PMN-Zelle ] [10""mol/ PMN-Zelle ]

8+ 1,54
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Rezeptoragonisten/ -antagonisten Rezeptoragonisten/ -antagonisten
I Kontrolle I Kontrolle
EZ2 Ro, Ro,
55X Ro,,, 55 Roy,,
XXR PK,, XXX PK,,
[ Flu,,, [ Flu,,
B Na,, E= Ny,

Abbildung 14: freier intragranulozytirer a-Ketosiuregehalt [10™"Mol] pro PMN nach Inkubation (120 min)
mit Ro 5-4864 (1, 100 uM), PK 11195 (100pM), Flumazenil (100uM), Naloxon (100uM), n=10, * < 0,05
versus Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min

Auch hier fiihrte nur Ro 5-4864 zu signifikanten dosis- und inkubations-
zeitabhéngigen Verdnderung der intragranulozytiren o-Ketosdurekonzentration
(Abbildung 14, Tabelle 21 [Anhang]). Eine 120-miniitige Inkubation mit 1 uM Ro

5-4864 fiihrte zu einer bedeutsamen Reduktion von a-Ketoglutarat sowie Pyruvat,
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wéhrend Dosierungen von 100 uM Ro 5-4864 zusitzlich zu einer Abnahme von
a-Ketobutyrat und Phenylpyruvat sowie zu einem Anstieg von Ketoisovalerianat,

a-Ketoisocapronat und a-Keto-f-methylvalerianat fiihrten.

3.3.2.3 Ro 5-4864, PK 11195, Flumazenil sowie Naloxon und granulozytire Im-

munfunktionsmarker
Granulozytare Immunfunktionen
[ Mol / (PMN x min) ]
[Units /L]
44
1 *
#
ol I
2 -
*
# *
14 # #* I Kontrolle
# ZZA Ro,
XN Ro,,
0- XX PK
Superoxidanion Wasserstoffperoxid Myeloperoxidase — Flu‘:::)
E= Na,,
Rezeptoragonisten/ -antagonisten

Abbildung 15: Superoxidanionbildung, Wasserstoffperoxidproduktion [fMol/(PMN x min)]; Myeloperoxida-
seaktivitdt [Units/l MPO] nach Inkubation (120 min) mit Ro 5-4864 (1, 100 uM), PK 11195 (100uM), Flu-
mazenil (100upM), Naloxon (100uM), n=10, * < 0,05 versus Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min

Ubereinstimmend mit den dosis- (100pM > 1uM) als auch inkubations-
zeitabhdngigen Verdnderungen (120 Minuten) der bereits beschriebenen intragra-
nulozytiren Amino- und a-Ketosdurekonzentrationen, zeigte sich auch hier nur
durch Ro 5-4864 eine signifikante Reduktion der Superoxidanion- und Wassers-
toffperoxidproduktion sowie eine bedeutsame Abnahme der von PMN freigesetz-

ten Myeloperoxidase (Abbildung 15, Tabelle 22 [Anhang]).

49



Ergebnisse

3.3.3 Midazolam + Ro 5-4864, PK 11195. Flumazenil und Naloxon

3.3.3.1 Midazolam jeweils kombiniert mit Ro 5-4864, PK 11195, Flumazenil so-

wie Naloxon und intragranulozytire Aminoséurekonzentration
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Abbildung 16: Freier intragranulozytirer Aminosauregehalt [10™'° Mo] pro PMN-Zelle nach Inkubation (120
min) mit Midazolam (100 ng/ml) und einer 10-miniitigen Vorinkubation der jeweiligen Rezeptoragonisten/ -
antagonisten, n=10, * < 0,05 versus Kontrolle; + < 0,05 versus Mygy ; # < 0,05 versus M;gy + Roy99, [BCCA:
branched-chain amino acids]
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Verglichen mit einer alleinigen Inkubation mit Midazolam, fiihrte eine 10-
miniitige Vorinkubation mit 100 uM Ro 5-4864 und eine nachfolgende Inkubati-
on mit 100 ng/ml bzw. 1 pg/ml Midazolam zu signifikanten dosisabhéngigen
Veranderungen des Aminosdurepools in PMN (Abbildung 16, Tabelle 23-27 [An-
hang]). Jedoch bei geringeren Dosen von 100 ng/ml Midazolam zeigten sich addi-
tive Verdnderungen. Zu beobachten war eine zusdtzliche Verminderung der Ami-
nosdurekonzentration von Aspartat, Glutamat, Ornithin, Arginin, Citrullin, Hypo-
taurin und Alanin (Mgo: -15-31%; MgotR00: -38-46%) sowie ein zusdtzlicher
Anstieg des Gehaltes an Isoleucin, Leucin, Valin, Serin, Glycin und Threonin
(Migo: +33-52%; MjgotRi00: +68-89%). Durch eine Vorinkubation mit dem peri-
pheren Benzodiazepin-rezeptorantagonisten PK 11195, konnten midazolamabhéan-
gige Effekte vollstandig aufgehoben werden. Die Vorinkubation sowohl mit Flu-
mazenil als auch Naloxon zeigten weder additive noch antagonisierende Verinde-

rungen.
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3.3.3.2 Midazolam jeweils kombiniert mit Ro 5-4864, PK 11195, Flumazenil so-

wie Naloxon und intragranulozytérer a-Ketosdurepool

Ketoséauren Ketosduren
[ 10""mol/ PMN-Zelle ] [10""mol/ PMN-Zelle ]
8- M 1,54

NE

Ketoglutarat Pyruvat Ketobutyrat Ketoisovalerianat i nat

Midazolam + Rezeptoragonisten/ -antagonisten Midazolam + Rezeptoragonisten/ -antagonisten
N Kontrolle EEE Kontrolle
o —wm,
X M, +Ro,, X M, +Ro,
BB M, +PK B M, +PK
M, +Flu,, ZZ2 W, +Flu,,
EEEE M, +Na,,, EEE M, +Na,

Abbildung 17: Freier intragranulozytirer a-Ketosiuregehalt [10™'7 Mo] pro PMN-Zelle nach Inkubation (120
min) mit Midazolam (100 ng/ml) und einer 10-miniitigen Vorinkubation der jeweiligen Rezeptoragonisten/ -
antagonisten, n=10, * < 0,05 versus Kontrolle; + < 0,05 versus Mgy ; # < 0,05 versus Mgy + Ro 99

Ubereinstimmend mit den Veridnderungen der bereits beschriebenen in-
tragranulozytiren Aminosdurekonzentrationen, zeigten sich auch hier signifikante
additive Effekte bei der kombinierten Applikation von Midazolam in einer niedri-
gen Dosierung von 100 ng/ml und der Vorinkubation mit Ro 5-4864 (Abbildung
17, Tabelle 28 [Anhang]).

Eine weitere Reduktion konnte bei folgenden a-Ketosduren beobachtet werden:

a-Ketoglutarat, Pyruvat, a-Ketobutyrat (Mjgp: -20-23%; Moo +Ripo: -39-45%)
sowie Phenylpyruvat (MgotR00: -30%). Eine weitere Zunahme zeigte sich bei a-
Ketoisovalerianat (Moot Rioo: +51%), a-Ketoisocapronat (Mjgo+R00: +67%) und
a-Keto-B-methylvalerianat (MpotRi00: +42%). Hohere Midazolamkonzentratio-
nen in Kombination mit Ro 5-4864 zeigten auch hier keine zusitzlichen additiven
Effekte. Ebenfalls konnten midazolamabhingige Effekte auf den a-
Ketosduregehalt in PMN vollstdndig durch eine Vorinkubation mit PK 11195 auf-
gehoben werden. Ein kombinierter Zusatz mit Flumazenil bzw. Naloxon fiihrte zu

keinen weiteren additiven oder antagonisierenden Effekten.
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3.3.3.3 Midazolam jeweils kombiniert mit Ro 5-4864, PK 11195, Flumazenil so-

wie Naloxon und granulozytire Immunfunktionsmarker

Granulozytare Imnmunfunktionen
[ fMol / (PMN x min) ]
[Units/L] +
#
4
*
# *
* #
il |
24
14 I Kontrolle
 —
04 % = M,,+Ro,,
o ) : B M, +PK,
Superoxidanion Wasserstoffperoxid Myeloperoxidase m':*;'“':
m +Na,
Midazolam + Rezeptoragonisten/ -antagonisten i

Abbildung 18: Superoxidanionbildung, Wasserstoffperoxid [fMol/(PMN x min)]; Myeloperoxidaseaktivitat
[Units/l MPO] nach Inkubation (120 min) mit Midazolam (100ng/ml) und einer 10-miniitigen Vorinkubation
der jeweiligen Rezeptoragonisten/ -antagonisten, n=10, * < 0,05 versus Kontrolle; + < 0,05 versus Mgy ; # <
0,05 versus M]og + R0100

Eine Vorinkubation mit Ro 5-4864 zeigte ebenfalls kombiniert mit Mida-
zolam eine additive Reduktion der granulozytiren Immunfunktionsmarker, so-
wohl bei einer Midazolamkonzentration von 100 ng/ml aber auch gleichermal3en
bei 1 ug/ml (Abbildung 18, Tabelle 29 [Anhang]). Ubereinstimmend mit den vor-
hergehenden Ergebnissen konnte dies vollstindig durch Vorinkubation mit PK
11195 aufgehoben werden. Eine Kombination mit Naloxon bzw. Flumazenil fiihr-

te weder zu additiven noch zu antagonisierenden Effekten.

53



Diskussion

4. DISKUSSION

4.1 Verwendete Methoden und Messverfahren

4.1.1 Quantitative PMN-Separation und Aminosiurebestimmung

Fiir die Vergleichbarkeit des intragranulozytiren Stoffwechsels bei Blutabnahme
ist eine ziigige und schonende Vorgehensweise der Granulozytenseparation unerléss-
lich, um Zellvitalitat und -reinheit sowie Stoffwechselneutralitdt zu wahren. Die in die-
ser Arbeit beschriebene Methode zur Granulozytenseparation unterscheidet sich von der
in fritheren Untersuchungen hiufig verwendeten Ficollgradientenmethode mit sucrose-
haltigen Dichtegradienten. In den letzten Jahren wurde die Verwendung des Sucrose-
Polymers immer mehr verlassen, da der Gebrauch dieses Dichtegradienten Forménde-
rungen von PMN, eine gechemmte Chemotaxis oder aber auch eine Modulation der Bil-
dung reaktiver Sauerstoffspezies induzieren und schlieflich zu Missinterpretationen

15,66,149

fiihren kann . Diese Effekte konnten mit dem von uns gewihlten sucrosefreien

Gradienten Percoll bislang nicht beobachtet werden **'%%!7,

Weiterhin war es uns moglich mit nur geringen Vollblutmengen hohe Zellzahlen zu
separieren, die weder in ihrer Zellreinheit noch in ihrer Vitalitit und Integritit beeint-
rachtigt wurden, sowie die Probenvorbereitungs- und Separationszeiten auf ein Mini-
mum von durchschnittlich 34 Minuten zu reduzieren >°. Durch anschlieBende lichtmik-
roskopische Kontrollen mit zweimaliger Zellzahlung konnten einerseits Proben heraus-
gefiltert werden, bei denen eine PMN Aktivierung stattgefunden hat (mikroskopisch
sichtbare PMN-Aggregation) und andererseits exakte Zellzdhlungen (mit einer Abwei-
chung von < 4%) vorgenommen werden. Es wurde strikt bei einer Temperatur von 4°C
gearbeitet. Die Zellprobe wurde direkt im Anschluss an die Separation bei -80°C eingef-
roren, um die weitere Stoffwechselaktivitit von PMN moglichst weit einzuschrianken.
Bisher verwendete PMN-Lysetechniken konnten eine erforderliche Stoffwechselneutra-
litdt hier hdufig nicht gewihrleisten, denn durch zeitaufwéndige Lyse-Verfahren mit
mehr als 3 h Lysezeit, komplexe Gefrier- und Auftauprozeduren (teilweise mit Erwér-
mung auf 37°C oder sogar 100°C) oder gar chemische Lyse-Verfahren konnten weitere

Aminosédureverdnderungen wéhrend der Probenvorbereitung nicht ausgeschlossen wer-
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den ***°. Eine weitere wichtige Voraussetzung fiir eine exakte Analyse ist die Gewahr-
leistung einer stabilen Lagerung der Zellen, um eine Verfdlschung der Messergebnisse
zu verhindern. Sowohl eine sofortige Aufarbeitung der Proben, um einen raschen Zer-
fall wichtiger Aminosduren zu verhindern (besonders empfindlich sind die Amide Glu-
tamin und Asparagin), der Schutz vor bakterieller Kontamination als auch eine sichere
Lagerung aller Proben (inklusive Standards) ist unbedingt erforderlich. Jedoch ist eine
Tiefgefrierung auf z.B. -80°C fiir eine langfristige, stabile Lagerung (> 3 Wochen) hier
nicht ausreichend. Nach Fuchs et al. >>** gewihrleistet die hier durchgefiihrte Lyophili-
sierung der Proben nach mehrmonatiger Lagerung (bei -80°C bis zu 6 Monate) eine mit
frischen biologischen Proben verglichene exakte Konzentrationsbestimmung ohne Qua-
litdtsverlust. Eine anhaltende Konservierung wurde daher durch an die PMN-Separation

unmittelbar anschlieBende Tiefgefriertrocknung (Lyophilisierung bei -80°C) *** ¢

-
reicht, so dass eine langerfristige Lagerfahigkeit ohne Verdnderungen der Aktivitit
aminosédurestoffwechselrelevanter, intragranulozytirer Enzymsysteme, als auch eine
schnelle und vollstindige Lyse der PMN ohne Zusatz von moglicherweise proteolytisch
wirksamen Reagenzien, gewéhrleistet werden konnte. AuBerdem lassen sich die Ami-
nosduren lyophilisierter Proben effektiv mittels einer methanolischen Extraktionsldsung
(80% Methanol / 20% H,0) aus ihrer Probenmatrix extrahieren '*.

Eine weitere Voraussetzung einer exakten Analytik stellt die Wahl einer geeigneten
BezugsgroBe dar. In dieser Arbeit wurde der gemessene intrazellulire Aminosdurege-
halt auf das Einzelzellniveau gewdhlt, denn der Bezug auf biologische Parameter, wie
intrazelluldrer Wassergehalt, Osmolalitét oder Proteingehalt, kann durch krankheitsbe-
dingte Verinderungen verfilscht sein und auf die Messergebnisse Einfluss nehmen '*'.
Im Rahmen der Umkehrphasen-HPLC wurde ortho-Phtaldialdehyd-Mercaptoethanol
(OPA) als Fluorphor- bzw. Derivatisierungsreagenz verwendet. Die Bildung der Isoni-
dol-Derivate (pH 9,5-10 in 0,5M Borat) erfolgt bei Raumtemperatur innerhalb kiirzester
Zeit vollstandig und reproduzierbar. Hauptvorteil der OPA-Vorsdulen-Derivatisierung
freier Aminosduren ist neben den geringen Kosten die gilinstige GroBenrelation zwi-
schen Fluorphor-Teil und Aminosdurerest, der hochste Selektivitdt und Sensitivitit ge-

. . 4
wihrleistet 2>,
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4.1.2 o-Ketosdurebestimmung

Neben der intragranulozytiren Aminosduren-Analytik wurden in dieser Arbeit
zelluldre a-Ketosduren in menschlichen PMN bestimmt und untersucht. Aufgrund ihrer
starken Polaritdt und hohen Instabilitdt ergeben sich hohe Anforderungen an eine quali-
tativ und quantitativ exakte und effektive Analytik.

Wie bereits erwédhnt beruht die chromatographische Trennung mittels Hochdruckfliis-
sigkeitschromatographie (HPLC) an Umkehrphasen (RP-HPLC) auf einer Wechselwir-
kung zwischen funktionellen hydrophoben Gruppen der Probenmolekiile und der hyd-

8 Dies macht eine effektive Trennung von stark

rophoben unpolaren stationdren Phase
polaren o-Ketosduregemischen an Umkehr-Phase-Saulen unméglich >*. Um die Adsorp-
tion und somit die unpolare Trennung der zu untersuchenden a-Ketosduren an die sta-
tiondre Phase zu erhohen, erfordert dies eine so genannte Vorsdulenderivatisierung '*.
Auch die Wahl eines geeigneten Derivatisierungsreagenz ist, in Hinblick auf eine un-
gestorte, effiziente a-Ketosdurebestimmung, von groBter Bedeutung.

Wir wiéhlten nach Untersuchungen von Farshidfar, Fuchs, Hara und Riedel et al.

475465, SLIS2IS3. 154 oine RP-HPLC gestiitzte Trennung mit o-Phenyldiamin (PDA) als

69,70

Derivatisierungsreagenz . Die aus dieser Reaktion entstehenden fluoreszierenden

Chinoxalinol-Derivate zeigen weder storende Stereoisomerieeffekte, verglichen mit 2,4-

4 1 . .
780168 und kénnen zudem qualita-

Dinitrophenylhydrazin als Derivatisierungsreagenz
tiv und quantitativ sehr prizise erfasst werden. Das sehr oxidations- und lichtempfindli-
che o-Phenyldiamin musste vor Verwendung zunichst mittels Heptan umkristallisiert
werden und anschlieend unter Lichtausschluss und Stickstoffbegasung luftdicht bei 2-
8°C aufbewahrt werden *. Mdgliche fluoreszierende Reaktions- und Nebenprodukte,
welche die Analytik durch &hnliche Retentionszeiten erheblich storen konnten, wurden
durch die Zugabe von 2-Mercaptoethanol verhindert. Nach Ergebnissen von Woolf und

47,83,187 - -
. 77" muss zur maximalen, schnellen und exakten Umsetzung die Hers-

Kieber et a
tellung Chinoxalinol-Derivate mit einem hohen Uberschuss an PDA vorgenommen
werden (100-1000-fach). Auch die fiir eine optimale Derivatisierungsreaktion ermittelte
Temperatur von 80°C und Reaktionszeit von 60 Minuten ist konsequent einzuhalten.

Durch die Anwendung von Sédulenmaterial mit hoher Belegungsdichte der Silicagelo-

berfliche als stationdre Phase (C18-Silane) und Verwendung eines geringen Séulen-
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durchmessers (3,9 mm), kann sowohl die Trennleistung vergroflert, die Analysezeiten

verklirzt als auch die Elutionsauflosung erhéht werden.

4.1.3 Bestimmung der Immunfunktionsparameter

In der vorliegenden Arbeit wurden ferner wichtige granulozytire Immunfunkti-
onsparameter untersucht. Um eine direkte Vergleichbarkeit mit Befunden friiherer For-
schungstitigkeit gewéhrleisten zu kdnnen, wéhlten wir als Grundlage unserer Untersu-
chungen etablierte und géngige Analytikverfahren. Die von uns verwendeten Methodi-
ken zur Bestimmung der granulozytidren Superoxidanion- und Wasserstoffperoxidbil-
dung sowie die Quantifizierung der von PMN freigesetzten Myeloperoxidaseaktivitit
vitaler PMN waren hierbei Weiterentwicklungen von Weening et al. '*, Stangel et al
163 ., Pick und Keisari 141, Schmitt et al. '°7 sowie Krumholz und Mitarbeitern 2919293,
Als Stimulans der zu untersuchenden PMN verwendeten wir voropsonisiertes Zymosan
aus der Zellwand von Saccharomyces cerevisiae, um eine Produktion granulozytérer
Immunfunktionsparameter zu provozieren °*. Alle Inkubationsansitze zur Bestimmung
des extrazelluldr freigesetzten O, -H,0,-MPO-Systems wurden ebenfalls in Vollblut
durchgefiihrt.

Wie bereits erwihnt, beruht die Quantifizierung der granulozytiren Superoxidanionbil-
dung auf der Reduktion von Cytochrom C, welches anschlieend photometrisch nach-
gewiesen werden kann >"**!'"*. Hierbei kann die Menge an extrazelluldr sezerniertem
Superoxidanion einer definierten PMN-Konzentration unter Beriicksichtigung des Ver-
hiltnisses zwischen in der Probe befindlichen Cytochrom C und dem Probenvolumen (8
x 10° PMN/ ml) bestimmt werden 2220-3139:60.79:134.139.140.148.155 " 1y photometrische
Nachweis unter Verwendung von Cytochrom C erlaubt, verglichen mit alternativen
Analytikverfahren (Nitroblau-Tetrazolium-Reduktion, Epinephrin-Oxidation, Lucige-
nin- bzw. Luminol-Chemilumineszenz, Guaiacol-Oxidation, Serum-PMN-Elastase-
bestimmung) eine zuverldssige quantitative Bestimmung der Superoxidanionbildung
17.94,155.174

Auch die Bestimmung des von PMN extrazellular freigesetzten Wasserstoffperoxids
mittels Phenolrot bietet, verglichen mit alternativen Messmethodiken [z. B. Luminol-

bzw. Isoluminol-Chemilumineszenz, p-Hydroxy-Phenylacetat-(PHPA)-Oxidation, Cy-
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tochrom C-Reduktion, Elektronenspinresonanz-Spintrapping mittels 5,5-
Dimethylpyrrolin-N-Oxid ~ (DMPO);  Scopoletin-Oxidation, = Homovanilinsdure-
Oxidation] ein etabliertes Messverfahren zur reproduzierbaren Registrierung dieses gra-
nulozytiren Immunparameters. Sie beruht grundsitzlich auf der durch Meerrettich-
Peroxidase vermittelten Oxidation von Phenolrot durch Wasserstoffperoxid *''°. Auch
beziiglich der Bestimmung der extrazelluldren Aktivitdt von PMN exozytierter Myelo-
peroxidase gewdhrleisten die von uns angewendeten Methodiken, verglichen mit alter-
nativen Analytikverfahren zur Quantifizierung der extrazelluliren Myeloperoxidaseak-
tivitdit [Dianisidin-H,O,-Assay, Myeloperoxidase-katalysierte HOBr- und HOCI-
Bildung, DMPO-Elektronenspinresonanz, kolorimetrischer Nachweis mittels o-
Phenyldiamin (PDA), Guaiacol-Oxidation zu Tetraguaiacol] befriedigende analytische
Ergebnisse '. Nach Stimulation einer definierten Granulozytenzahl kann hierbei -wie die
Ergebnisse fritherer Untersuchungen und auch die eigenen Resultate zeigen- die extra-
zelluldr sezernierte Myeloperoxidaseaktivitit anhand der katalytischen Oxidation eines
Chromogens (ABTS) reproduzierbar photometrisch bei 405 nm quantifiziert werden.

Anzumerken ist allerdings, dass die hier untersuchten granulozytiren Immunfunktions-
parameter nicht unter streng pathophysiologischen Bedingungen, also ohne Interaktion
mit Endothelzellen und daran gekoppelten Wechselwirkungen, bestimmt wurden und so

nur eine begrenzte Aussagekraft haben '’*.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 EinfluBl von Midazolam, Rezeptoragonisten und —antagonisten

4.2.1.1 Midazolam

Schon Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts wurde die Beeinflussung des da-
mals kaum erforschten Immunsystems durch Anisthetika diskutiert '°'. Snell konnte im
Jahre 1903 bei Meerschweinchen unter Ather-, Chloroform- und Chloralhydratnarkose
eine erhohte Sterblichkeit nach Milzbrandinfektion aufzeigen. Auch Platania berichtete
bereits 1889 iiber eine gesteigerte Inzidenz an Milzbranderkrankungen bei Tierspezies,

145

die gegen den Milzbranderreger als resistent galten . In den folgenden Untersuchun-
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gen verschiedener Arbeitsgruppen konnte eine durch verschiedene Anésthetika indu-
zierte Modulation immunologischer granulozytdrer Aufgaben bestitigt werden.

So beschrieb Goto ®' eine durch Benzodiazepine verminderte Apoptoserate neutrophiler
Granulozyten, die fiir den Fortgang und die Dauer der Entziindung wesentlich verant-
wortlich ist. Marino ''? beobachtete an isolierten PMN eine verminderte Migrations-
und Phagozytoserate nach Zusatz von Diazepam. Eine durch Midazolam supprimierte

71120 und Wasserstoff-peroxidproduktion ”” oder auch eine reduzierte Leuko-

Zytokin-
zytenaggregation und GefiBwandadhision '®'” konnte durch weitere Studien belegt
werden.

Wie bereits erwdhnt, ist ein ausgewogener Bestand an intrazelluliren Amino-und o-
Ketosduren fiir vielfdltige Immunfunktionen von grofler Bedeutung. In dieser Arbeit
konnten signifikante Verdnderungen des intragranulozytiren Aminosdure-, o-
Ketosduregehalts und den Gehalt an Immunfunktionsparametern durch den Einfluss von
Midazolam nachgewiesen werden. Mit klinisch iiblichen und auch héheren Dosierungen
(> 100ng/ml) konnte zeitabhédngig (= 30 min) eine signifikante Verdnderung wichtiger
intragranulozytirer Aminosaurekonzentrationen, wie der Gehalt an Glutamin, Glutamat,
Alanin, Taurin, Ornithin sowie Arginin, beobachtet werden. Aber ebenso erfuhren die
Pools anderer wichtiger Aminosduren, wie Isoleucin, Leucin, Valin, Methionin, Serin,
Glycin, Threonin, a-Aminobutyrat und Histidin signifikante Modifikationen. Lysin und
die aromatischen Aminoséduren zeigten dagegen keine Verdanderungen.

Weiterhin kam es zu einer Konzentrationsabnahme der mit Glutamin und Glutamat
stoffwechselphysiologisch verbundenen a-Ketosduren a-Ketoglutarat und Pyruvat. Pa-
rallel dazu fithrte Midazolam dosis- und inkubationszeitabhingig zu einer Beeintrachti-
gung der gemessenen Immunfunktionsparameter, im Sinne einer Abnahme der Wassers-
toffperoxid- und Superoxidanionproduktion sowie der Myeloperoxidaseaktivitt.

Wie andere Studien belegen, spielen besonders die Aminosduren Glutamin/Glutamat,
Arginin, Ornithin und Taurin eine zentrale Rolle im granulozytdren Metabolismus als
Grundlage fiir die mannigfachen neutrophile Funktionen.

Glutamin ist mit ca. 3 x 10™'® Mol/PMN (bzw. ~ 667 pMol/l PMN-Zellvolumen) eine
intrazelluldr hoch angereicherte Aminosdure. Thre Metabolisierungsrate in neutrophilen
Granulozyten ist hoch und liefert als Energie-, Stickstoff- und Kohlenstoffquelle eine

. . 24.130.131 . . . . . .
Vielzahl an Priakursoren > °™'°". Glutamin dient zum einen tiber Glutaminolyse als ein
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wichtiger Energielieferant, gerade in katabolen Situationen, wenn Glucosevorrite er-
schopft sind. Dabei kann Glutamin zu verschiedenen Graden oxidiert werden und dem

24,38,56,58,144
RS Besondere

Bedarf entsprechend Energie in Form von ATP bereitstellen
stoffwechselphysiologische Relevanz besitzt hierbei die primére intrazellulire Weiter-
verstoffwechselung von Glutamin zu Glutamat. Der hierzu erforderliche Enzymkomp-
lex, eine phosphatabhidngige Glutaminase, ist speziell in PMN-Zellen hochaktiv (=56

382458 In der Tat besitzt das aus dieser Reaktion entstandene

nMol/min/mg Protein)
Glutamat als sogenannte ,intrazellulire Drehscheibe der Aminostickstoff-
Metabolisierung® eine stoffwechselphysiologische Schliisselstellung, da es sehr rasch in
weitere essentielle Zellsubstrate umgewandelt werden kann. An erster Stelle miissen,
unter Freisetzung von NHj, reversible Transaminierungsreaktionen genannt werden. So
wird zum Beispiel durch die Alanin-Aminotransferase die Aminogruppe des Glutamats
unter Entstehung von Alanin und o-Ketoglutarat auf Pyruvat iibertragen. Bei der durch
das Enzym Aspartat-Aminotransferase katalysierten Reaktion entsteht Aspartat und o-
Ketoglutarat, hier wird die freiwerdende Aminogruppe an Oxalacetat gebunden. In
Form von a-Ketoglutarat kann so das durch Glutaminoxidation entstandene Kohlens-
toffgeriist direkt in den Zitratzyklus (Tricarbon-Acid-Cycle, TCA-Zyklus) eingeschleust
werden und steht damit metabolisch zum Beispiel den Enzymen des Harnstoftzyklus als
Substrat zur Verfiigung **'*°. Besonders bedeutsam fiir die Metabolisierung von o-
Ketoglutarat durch die Enzymkette des TCA-Zyklus ist die Konvertierung von Malat zu
Oxalacetat durch die NADP'-abhingige Malatdehydrogenase *°. Glutamin kann damit
letztendlich zu Pyruvat umgewandelt werden, aus welchem dann die Endprodukte des
metabolischen Glutaminabbaus -ndmlich Laktat bzw. Acetyl-CoA und damit CO, ent-
stehen konnen. Pyruvat gilt ebenfalls als Ausgangsprodukt fiir die ,,de novo Synthese*
von Glukose aus a-Ketoglutarat.

Glutamin wird nur zu einem geringen Teil vollstindig zu CO, und Wasser oxidiert. Der
weitaus groflere Anteil wird zu Glutamat, a-Ketoglutarat, Aspartat und Alanin metabo-
lisiert und intragranulozytér ,,zwischengelagert. Interessanterweise liegen Glutamat (=
6 x 107'® Mol/PMN bzw. ~ 31 pMol/l PMN-Zellvolumen; Plasma: = 31 uMol/l), Aspar-
tat (= 2,5 x 10'® Mol/PMN bzw. ~ 550 pMol/l PMN-Zellvolumen; Plasma: ~ 12
uMol/l) und o-Ketoglutarat (= 1,2 x 1077 Mol/PMN bzw. ~ 30 uMol/l PMN-

Zellvolumen; Plasma: =7 uMol/l) intragranulozytdr hoher konzentriert vor als extrazel-
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luldr, was die Vermutung nahe legt, dass gerade diese Substrate fiir die vielfaltigen
Aufgaben und Funktionen von PMN essentiell sind. Weiterhin liefert Glutamin tiber den
Pentosephosphatweg oder Zitrat-Malat-Pyruvat-Zyklus (Ball-Zyklus) NADPH und
nimmt so durch Glutaminsubstitution oder —depletion Einflu3 auf die Bildung der hoch-
reaktiven Sauerstoffspezies (NADPH-abhingige iNOS und NADPH-Oxidase) **'*.
Furukawa konnte durch Glutaminsupplementierung eine verbesserte Phagozytoseféhig-

keit sowie Sauerstoffradikal- und Bakterizidbildung feststellen **'*%!!

, Lagranha und
Pithon-Curi et al eine verzogerte Apoptoserate neutrophiler Granulozyten **'*. Das mit
Glutamin {iber Glutamat verbundene Glutathion-System z&hlt zu den wichtigsten granu-
lozytidren Antioxidantien. Dieser Oxidationsschutz gewihrleistet einen Riickhalt gegen
eventuelle oxidative Schiden bei iiberschieBender Granulozytenaktivitit °"'%%,

Auch Arginin (= 0,5 x 10" Mol/PMN bzw. ~ 100 pMol/l PMN-Zellvolumen; Plasma:
~ 85 uMol/l) beteiligt sich an zahlreichen inflammatorischen Prozessen. Diese Amino-
sdure kann zum einen durch die Stickstoffmonoxid-Synthase (NO-Synthase) zu dem
zytotoxischen Produkt NO metabolisiert werden, welches mit reaktiven Sauerstoffver-
bindungen an zytotoxischen und antimikrobiellen Abwehrmechanismen beteiligt ist. Es
existieren 3 Isoformen der NO-Synthase, zwei konstitutive Formen und die wihrend
inflammatorischen Prozessen stimulierte ,,induzierbare* NO-Synthase. Thr kommt eine
besondere pathologische Bedeutung zu, denn dieses calcium-unabhingige Isoenzym
katalysiert bedeutend hohere Konzentrationen an NO als die anderen Isoformen. In der
so genannten ,,Arginase-Reaktion” des Harnstoffzyklus entsteht aus Arginin Ornithin
und Harnstoff. Ornithin (ebenfalls ~ 0,5 x 10" Mol/PMN bzw. ~ 100 pMol/l PMN-
Zellvolumen; Plasmakonzentration, verglichen mit Arginin, jedoch nur = 40 uMol/l)
kann wiederum durch die Ornithin-Aminotransferase zu Prolin als Kollagenbaustein
synthetisiert werden oder die Ornithin-Decarboxylase zu den Polyaminen Putrescin,
Spermidin und Spermin, welche unter anderem bei der Zellreplikation im Rahmen von
Reparaturprozessen von Bedeutung sind. Munder et al. konnte eine bereits in Ruhe
deutlich erhohte Arginase-Aktivitdt (Arginase I) in den azurophilen Granula von PMN
nachweisen und postuliert eine Beteiligung an der antimikrobiellen Abwehrreaktion im
Phagolysosom '**. Andere Autoren beschreiben eine gesteigerte Arginase I Aktivitit als
Pravention iiberschiefender Immunreaktionen, denn durch ihre Metabolisierung von

Arginin durch Arginase steht diese Aminosédure einer durch die iNOS katalysierte Bil-
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dung von Stickstoffmonoxid nicht in vollem Masse zur Verfiigung *'**. Polyamine
spielen nicht nur eine wichtige Rolle in Wundheilungs- und Reparaturprozessen durch
eine membranstabilisierende und wachstumsregulierende Wirkung. Sie scheinen auch

25,181

eine Art Selbstschutz vor toxischen Sauerstoffradikalen zu gewihrleisten oder

auch durch ihre Oxidation zu Wasserstoffperoxid den programmierten Zelltod von un-

kontrolliert aktivierten Makrophagen **'*’

zu regulieren. Es finden sich jedoch auch
Studien, die eine durch Spermin supprimierte Superoxidproduktion und durch Putrescin
verhinderte Apoptose beobachten konnten '*°. Weiter konnte gezeigt werden zeigen,
dass eine Blockade der Ornithin-Decarboxylase durch a-difluoromethylornithin
(DFMO) sowohl zu einer reduzierten Superoxidanion- und Wasserstoffperoxidbildung
als auch eine verminderte Sekretion an Myeloperoxidase fiihrt 122,162

In polymorphkernigen Granulozyten ist Taurin in sehr hohen Konzentrationen vertreten
(= 40 x 10" Mol/PMN bzw. = 9200 pMol/l PMN-Zellvolumen; Plasma: ~ 114 uMol/l)
und spielt wihrend immunologischen Prozessen eine wichtige Rolle als Antioxidans der
gebildeten hochtoxischen Sauerstoffradikale. Wie bereits erwéhnt, katalysiert die in den
azurophilen Granula von PMN gespeicherte Myeloperoxidase nicht nur die Bildung
aggressiver Halogenverbindungen, wie z.B. Hypochlorit oder —bromit, sondern auch die
Chlorinierung verschiedener Aminosduren. Diese Komplexierung zu Chloraminen
schiitzt korpereigenes Gewebe vor unregulierten und ausgedehnten Schiden *!''*-1°%1%0,
Jedoch abhéngig von Struktur und Membrangéngigkeit konnen selbst Chloramine zyto-
toxisch wirken. Denn besonders lipophile Chloramine, die eine hohe Penetrationsfahig-
keit biologischer Membranen aufweisen, reagieren mit intragranulozytiren Komponen-
ten und inhibieren neutrophile Funktionen. Taurin-Chloramin, als hydrophiles Derivat,
penetriert hingegen nur sehr langsam die Zelle, akkumuliert extrazellulir und vermag

dort als potenter Radikalfinger zu fungieren '

. Dabei vermindern steigende HOCI-
Spiegel die Aktivitit der Myeloperoxidase, wihrend Taurin sie erhoht. Im Rahmen der
Infektabwehr scheint dies auch durchaus sinnvoll zu sein, zumal Taurin einen protekti-
ven Effekt auf dieses essentielle Enzym ausiibt. Jedoch bleibt diese taurininduzierte
Aktivitatssteigerung der MPO nicht unkontrolliert, denn eine progrediente Taurin-
Chloramin Bildung bewirkt einen gegenteiligen Effekt '*'®. Taurin besitzt neben
membranstabilisierenden auch osmoregulatorische Eigenschaften *°. Verschiedene Ar-

beitsgruppen konnten zeigen, dass pharmakologisch oder infektiologisch bedingte Ver-
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anderungen der Volumenhomoostase Konzentrationsverschiebung osmotisch aktiver

100,170 . . . .
"%, Dazu gehoren Taurin, aber auch neutrale Aminosiu-

Metabolite nach sich ziehen
ren und Alanin. Spezielle Taurintransporter (TAUT) oder volumen-sensitive Taurinka-
nile sorgen fiir einen erhohten Taurininflux oder -eflux je nach Tonizitdtslage unters-
tiitzt von einer gegensétzlichen transmembrandsen Verschiebung der neutralen Amino-

52,76,182 - g »
2% Interessanterweise konnten wir diese gegenldufige Konzent-

sduren und Alanin
rationsverdnderung der Aminosduren Taurin, Alanin und der neutralen Aminosiuren

auch durch Midazolam induzieren.
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4.2.1.2 Midazolam, Rezeptoragonisten und —antagonisten

Welche Mechanismen zu den midazolaminduzierten Verdnderungen der metabo-
lischen und immunologischen Funktionen menschlicher Granulozyten fiihren, ist bis-
lang noch nicht vollstindig erforscht. In Ubereinstimmung mit anderen Studien schei-
nen interessanterweise periphere Benzodiazepinrezeptoren hier eine Schliisselfunktion

21,33,50,164 . : e . :
=200 Wie bereits besprochen, existieren zwei verschiedene Isoformen

einzunehmen
dieses Rezeptors. Wihrend zentrale Benzodiazepinrezeptoren hauptsichlich auf Zell-
membranen des ZNS lokalisiert sind, findet sich der periphere Typ in verschiedenen
Organen, in den oberflachlichen Schichten der menschlichen Epidermis, aber auch, mit
anderen Zellen der Immunabwehr verglichen, in hoher Dichte auf granulozytiren
Membranen. Zudem unterscheiden sich die beiden Isoformen sowohl in ihrer molekula-
ren Struktur als auch in ihrer pharmakologischen Affinitit zu verschiedenen Rezeptorli-
ganden. Zur besseren Charakterisierung des peripheren Rezeptors und seiner Funktio-
nen wurden die synthetischen Rezeptorliganden Ro 5-4864 und PK 11195 verwendet.
Midazolam agiert als Agonist an beiden Rezeptorenarten, wiahrend Ro 5-4864 als Ago-
nist und PK 11195 als Antagonist mit hoher Affinitdt an den peripheren, aber in kaum
nennenswertem Umfang an den zentralen Benzodiazepinrezeptor, binden. Flumazenil
gilt als klassischer Antagonist an zentralen Benzodiazepinrezeptoren und Naloxon als
Vertreter der Opiatantagonisten am GABA-Rezeptor. Dem peripheren Benzodiazepin-
rezeptor kann eine Vielzahl an Funktionen zugeschrieben werden, so unter anderem
auch Modulation der zelluldren Immunantwort, was die hohe Expressionsdichte auf
polymorphkernigen Granulozyten auch vermuten ldsst. Durch die Néhe zu spannungs-
abhingigen Anionenkanélen der Mitochondrienmembran, die eine zentrale Rolle bei
Apoptosevorgidngen spielen, werden PBR mit der Regulation von Zelltod und antioxida-
tiven Eigenschaften in Verbindung gebracht **7°"1'4164 PBR werden weiterhin mit
einer Suppression von Zellwachstum und —differenzierung, von Migration, Phagozytose
und ROS Produktion assoziiert **~0°7104-112116.172

In dieser Arbeit wurde eine rezeptorvermittelte Modulation intragranulozytirer Amino-
sdure- und a-Ketosdurekonzentrationen sowie Immunfunktionsparameter untersucht.

Interessanterweise konnte der periphere Benzodiazepinrezeptoragonist Ro 5-4864 mi-

dazolaminduzierte Effekte imitieren, in Kombination mit Midazolam sogar auch additi-

64



Diskussion

ve Effekte erzielen. Auch diese Ergebnisse waren dosis- und zeitabhdngig und lieen
sich durch den selektiven Rezeptorantagonisten PK 11195 vollstdndig autheben. Dies
gelang weder durch den Antagonisten an zentralen Benzodiazepinrezeptoren Flumazenil
noch durch den am GABA-Komplex wirkenden Opiatantagonisten Naloxon. Die allei-
nige Inkubation der Rezeptorantagonisten zeigte keinerlei Eigeneffekt, welches eine
denkbare andsthetikainduzierte Immunsuppression zusitzlich negativ beeinflusst hétte.

Fiir den Therapeuten sind diese ersten Befunde nicht unerheblich, denn die Kombinati-
on einer medikamentds induzierten Hemmung oder Blockierung wichtiger zelluldrer
Aminosdurestoffwechselprozesse in Verbindung mit einem Verlust der fiir die ungestor-
te Zellfunktion so wichtigen Amino- und a-Ketosduresubstrathomdostase konnte hier,
und dies speziell bei Patienten mit schon vorbestehenden oder auch sekundir krank-
heitsbedingten Verdnderungen intrazelluldrer Stoffwechselreaktionen sowie der syste-
mischen und intrazelluldren Substrathaushalte, weitere pathologische Verdnderungen
der granulozytiren Integritit und Funktion induzieren. Zusitzliche Forschungsaktivitit
wird erforderlich sein, um die vielféltigen metabolischen und stoffwechselphysiologi-
schen Effekte medikamentdser Therapieverfahren auf den intragranulozytéiren Amino-

sowie a-Ketosdurestoffwechsel auch klinisch zu sichern.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

5.1 Zusammenfassung (deutsch)

Diese Arbeit beschiftigt sich mit dem Einfluss von Midazolam auf den intragra-
nulozytiren Aminosdure- und o-Ketosduregehalt in neutrophilen polymorphkernigen
Granulozyten (PMN) sowie auf essentielle granulozytire Immunfunktionsparameter.
Dabei fungiert der intrazellulire Aminosiure- und a-Ketosdurebestand als relevanter
Parameter fiir einen physiologischen Zellmetabolismus und als ein Indikator hinsich-
tlich des Zustands grundlegender PMN-Zellfunktionen im Rahmen pathophysiologi-
scher oder immunonutritiver Geschehen. Ferner sollte der EinfluB von peripheren Ben-
zodiazepin- sowie Opiatrezeptoren als potentieller Mechanismus im Rahmen der Sig-
nalweitergabe moglicher midazolam-induzierter zelluldrer Stoffwechselverdnderungen
identifiziert werden. Insbesondere PMN sind hier wissenschaftlich von besonderem
Interesse, da sie eine wichtige Komponente im Rahmen der Immunabwehr im men-
schlichen Korper darstellen, einen aktiven Aminosdure- und a-Ketosdurestoffwechsel
aufweisen, anderen differenzierten kernhaltigen Gewebezellen (z.B. Nieren-, Muskel-
und Leberzellen) in Komplexitdt und Vielfalt ihrer intrazelluldren Stoffwechselwege
gleichen und speziell auch fiir die intermittierende Probengewinnung im Rahmen eines
erweiterten klinischen Monitorings (z.B. bei kritisch kranken Patienten) leicht zugédng-
lich sind.

Die vorliegenden Ergebnisse belegen, dass Midazolam signifikante dosis- wie auch ex-
positionszeitabhingige Modulationen der freien intrazelluliren Amino- und o-
Ketosdurepools, sowie parallel auch wichtige Verdnderungen granulozytirer Immun-
funktionsparameter induzieren kann. Midazolamvermittelte Effekte finden sich hierbei
insbesondere bei intragranulozytiren glutamin-, arginin-, ornithin- und taurinabhingi-
gen Stoffwechselprozessen. Ferner belegen die erhobenen Befunde eine Benzodiazepin-
rezeptorvermittelte Modulation der gemessenen granulozytiren Immunfunktionsmarker
und ebenso auch der intragranulozytdren Amino- und a-Ketosduregehalte, denn midazo-
laminduzierte Effekte lieBen sich ebenfalls durch den peripheren Benzodiazepinrezepto-
ragonisten Ro 5-4864 auslosen bzw. durch den selektiven Rezeptorantagonisten PK

11195 vollstindig autheben. Eine Kombination von Ro 5-4864 mit Midazolam indu-
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zierte hier sogar additive dosis- und inkubationszeitabhingige Effekte. Dies gelang we-
der durch den Antagonisten an zentralen Benzodiazepinrezeptoren Flumazenil noch
durch den am GABA-Komplex wirkenden Opiatantagonisten Naloxon. Da die Modula-
tion der beobachteten Amino- bzw. a-Ketoséuren allerdings nicht zwangsldufig die Be-
einflussung einzelner spezifischer zelluldrer Stoffwechselwege widerspiegeln muss,
kann daher auch im Rahmen dieser Arbeit nur vermutet werden, dass pharmakologisch
induzierte Konzentrations- sowie Kompositionsverdnderungen der freien intragranulo-
zytdren Amino- und a-Ketosdurepools relevante stoffwechselphysiologische Determi-
nanten darzustellen scheinen, welche die Ausprigung und Qualitit der granulozytiren
Immunantwort indirekt beeinflussen konnen.

Alle in dieser Arbeit beobachteten Effekte miissen bei den behandelten Patienten daher
nicht zwangsldufig zu einer perioperativen Immunsuppression fithren, jedoch kdnnte der
klinische Einsatz von Midazolam oder anderen Benzodiazepinen mit &hnlichen pharma-
kologischen Eigenschaften eine bereits geschwichte Immunabwehr nach Trauma, Ope-
ration oder wihrend eines Intensivaufenthalts moglicherweise zusétzlich beeintrachti-
gen. Weitere klinische Forschungstitigkeit wird erforderlich sein, um diese Frage hin-

reichend klaren zu konnen.
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52 Summary

This paper deals with the influence of midazolam on the intragranulocyte amino
and a-keto acid pool in neutrophil polymorphonuclear granulocytes (PMN) as well as
on essential granulocyte immune function parameters. The intracellular amino and o-
keto acid content serves as a relevant parameter of physiological cell metabolism and as
an indicator for the state of basic PMN functions in the context of pathophysiological or
immunonutritive processes. Furthermore, the influence of peripheral benzodiazepine as
well as opioid receptors as a possible mechanism within the signal transduction of po-
tential midazolam-induced cellular metabolic changes should be identified. PMN in
particular are of a great academic interest, since they are an important component of the
human immune defence, exhibit an active amino and a-keto acid metabolism, resemble
other differentiated eukaryotic tissue cells (e.g. kidney, muscle and liver cells) in com-
plexity and variety and are readily accessible for an intermittent sampling throughout
extended clinical monitoring (e.g. critically ill patients).

Present results indicate, that midazolam induces significant dose- and exposure-time-
dependent effects on the free intracellular amino and a-keto acid pool, as well as on
important intragranulocyte immune functions. In particular midazolam-mediated effects
can be demonstrated in intragranulocyte glutamine-, arginine-, ornithine- and taurine-
dependent metabolic processes. Furthermore, these findings proves a benzodiazepine-
mediated modulation of measured granulocyte immune function parameters as well as
intragranulocyte amino and a-keto acid content, since midazolam-induced effects could
also be initiated by the peripheral benzodiazepine receptor agonist Ro 5-4864 and com-
pletely reversed by the specific receptor antagonist PK 11195. The combined applica-
tion of Ro 5-4864 and midazolam induced additive dose- and exposure-time-dependent
effects. This was accomplished neither by flumazenil, the specific antagonist on central
benzodiazepine receptors, nor by naloxone, the antagonist of opiate receptors linked to
the GABA-complex. Since the modulation of the observed amino and a-keto acids does
not necessarily reflect an influence on specific cellular pathways, we can only assume
that pharmacologically induced alterations in concentration and composition of a free

intragranulocyte amino and a-keto acid pool represent relevant metabolic determinants,
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Zusammenfassung

which indirectly influence the characteristic and quality of the granulocyte immune re-
sponse.

These effects described here do not necessarily imply perioperative immune suppres-
sion, but the clinical use of midazolam or other benzodiazepines with similar pharma-
cological characteristics may have the potential to compromise additionally an already
depressed host defence after trauma, operation or during intensive care treatment. Fur-

ther clinical research is required to clear up this question.
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Anhang (Ergebnistabellen)

7 ANHANG

7.1 Ergebnistabellen

7.1.1 Midazolam

Saure Aminosduren

MIDAZOLAM
Séiureamide
Kontrolle 10 min 30 min 60 min 120 min
Asparagin 0,46 £0,12 0,47 £0,11 0,47 £0,12 0,45+0,11
Glutamin 3,73 £0,53 3,84 £0,55 3,78 £ 0,53 3,70 £0,52
Aspartat 2,45+ 0,61 2,57 £ 0,65 2,49 + 0,61 2,56 + 0,63
Glutamat 5,02 £ 0,69 5,09 +£0,71 4,88 +£ 0,65 4,92 + 0,68
40 ng/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
Asparagin 0,48 +0,13 0,51 £0,14 0,45+0,12 0,40+0,11
Glutamin 3,80 +0,48 4,04 +£ 0,61 3,97 +£0,59 3,99 £+ 0,60
Aspartat 2,46 + 0,62 2,47+ 0,56 2,31 +0,50 2,26 £ 0,47
Glutamat 4,88 +£0,72 4,69 + 0,66 4,52+ 0,63 4,25+ 0,59
100 ng/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
Asparagin 0,43 +0,12 0,40+£0,11 0,38 £0,09 0,35+0,08
Glutamin 3,86 £0,54 3,49 £0,53 3,27+0,44 2,94 + 0,43%#
Aspartat 2,27+ 0,47 2,09+ 0,44 1,89 + 0,40 1,71 £ 0,37%#
Glutamat 4,78 £ 0,81 4,38 +0,76 4,01 £0,66%# 3,81 = 0,57*#
1 ug/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
Asparagin 0,38 +0,10 0,33 +£0,09* 0,30+ 0,08*# 0,27 = 0,07*#
Glutamin 3,44 +£0,56 3,15£0,51*%  2,79+043*# 225+041%#
Aspartat 2,11 +£0,45 1,79 £ 0,37*# 1,54 +0,33*# 1,29+ 0,31%#
Glutamat 4,54 + 0,80 3,49 £0,56%# 2,93+047*# 226+041%#

Tabelle 9: Einfluss von Midazolam (40 und 100 ng/ml; 1 pg/ml; Inkubationszeiten: 10, 30, 60 sowie 120 min; n= 10)

auf den freien intrazelluldiren Gehalt saurer Aminoséuren [Asparagin, Glutamin] sowie ihrer Sdureamide [Aspartat,

Glutamat] in PMN. Die Ergebnisse sind in Aminosiuregehalt [107¢ Mol] pro PMN-Zelle angegeben (MW + SD). * <

0,05 versus Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min.
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Basische Aminosdiuren MIDAZOLAM

Kontrolle 10 min 30 min 60 min 120 min
Ornithin 1,19 +0,23 1,24 £ 0,25 1,20+ 0,24 1,28 £0,26
Lysin 0,70£0,11 0,66 + 0,10 0,73+0,12 0,75+0,12
Arginin 0,59+0,12 0,63+ 0,13 0,60 +0,12 0,67 +0,14
Citrullin 0,23 £ 0,03 0,22 + 0,03 0,23 £ 0,03 0,23 £ 0,03
40 ng/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
Ornithin 1,10£0,20 1,12 £0,20 1,03 £ 0,21 0,99 +0,19
Lysin 0,65+ 0,10 0,68+0,11 0,62 +0,10 0,66 +0,10
Arginin 0,64 +0,13 0,66 +0,13 0,70+ 0,14 0,75+0,15
Citrullin 0,22 + 0,03 0,22 +0,03 0,21 £ 0,03 0,22 + 0,03
100 ng/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
Ornithin 1,07 £0,20 0,98 +£0,19 0,85+0,17%# 0,79 £0,16%#
Lysin 0,66 0,10 0,71 +0,11 0,79 +0,13 0,80 +0,13
Arginin 0,60 £0,12 0,56 +0,12 0,49 £0,11%# 0,46 £0,10%#
Citrullin 0,22 +0,03 0,21 +£0,03 0,19 +0,03*%# 0,17 £0,03*#
1 ug/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
Ornithin 0,96 + 0,20 0,68+ 0,12%# 0,60+0,11*%# 0,49+ 0,10%#
Lysin 0,67 0,11 0,71 +0,12 0,68 0,12 0,60 +0,10
Arginin 0,54 +£0,11 0,48 +0,10% 0,42 +0,09%# 0,35+ 0,08%#
Citrullin 0,20 = 0,03 0,16 £0,02%# 0,13+0,02*# 0,11 £0,01*#

Tabelle 10: Einfluss von Midazolam (40 und 100 ng/ml; 1 pg/ml; Inkubationszeiten: 10, 30, 60 sowie 120 min; n=

10) auf den freien intrazelluldren Gehalt basischer Aminosduren [Ornithin, Lysin, Arginin, Citrullin] in PMN. Die

Ergebnisse sind in Aminosiuregehalt [10™'® Mol] pro PMN-Zelle angegeben (MW + SD). * < 0,05 versus Kontrolle;

#<0,05 versus 10 min.
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BCAA, Methionin

MIDAZOLAM
Taurin, Hypotaurin
Kontrolle 10 min 30 min 60 min 120 min
Isoleucin 0,62 + 0,12 0,65 £0,13 0,68 £0,15 0,66 = 0,14
Leucin 0,42 + 0,10 0,40 £ 0,11 0,45+0,12 0,46 £ 0,12
Valin 1,22 +0,35 1,29 £ 0,32 1,31 £0,36 1,26 £ 0,34
Methionin 0,35+ 0,07 0,33 +£0,08 0,38 +0,10 0,38 + 0,09
Taurin 34,7+5,7 352+5,8 36,0 £6,5 359+6,2
Hypotaurin 1,12 +0,21 1,18 +£0,23 1,02 + 0,20 1,07 £0,19
40 ng/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
Isoleucin 0,61 0,12 0,66 £0,13 0,70+ 0,16 0,64 +0,13
Leucin 0,40 £ 0,10 0,41 £0,11 0,43+0,12 0,42 +0,12
Valin 1,31 £0,36 1,27 £ 0,31 1,33 +£0,37 1,25+0,43
Methionin 0,36 + 0,07 0,35+0,07 0,38 £0,08 0,37 +£0,08
Taurin 349+538 35,059 35,6 £6,3 354+6,1
Hypotaurin 1,27 +£0,28 1,14 +0,22 1,10+ 0,22 1,02 +0,19
100 ng/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
Isoleucin 0,70 £ 0,14 0,79 £0,15 0,95 £0,22% 1,04 £ 0,23*#
Leucin 0,50+0,11 0,52 +£0,13 0,62 £0,13% 0,68 = 0,15%#
Valin 1,37 +£0,37 1,64 + 0,40 1,72 £ 0,43 1,80 £ 0,45%
Methionin 0,37 + 0,09 0,39 £ 0,09 0,45+0,10 0,47 £0,12
Taurin 329+64 30,7+5,2 29,3 £5,9* 28,2 £5,7*
Hypotaurin 1,23 £0,25 1,16 £ 0,27 0,93 +£0,24 0,84 £0,21%#
1 ug/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
Isoleucin 0,78+ 0,16 1,06 £ 0,24%# 1,11 £0,25*% 1,20 = 0,26%#
Leucin 0,53+0,12 0,69 £0,15%# 0,75+0,16*# 0,81 £0,17*#
Valin 1,64 +£0,46 1,89 £0,53*% 2,12+£0,62%%# 2,28 + 0,66%#
Methionin 0,40 = 0,10 0,52 £0,13*# 0,54+0,14*# 0,60 £0,16*#
Taurin 30,8+5,2 27,6 £5,5* 26,8 £4,8* 25,2 £4,0%#
Hypotaurin 1,12+0,27 0,98 £0,25 0,72 +£0,19%# 0,61 £0,16*#

Tabelle 11: Einfluss von Midazolam (40 und 100 ng/ml; 1 pg/ml; Inkubationszeiten: 10, 30, 60 sowie 120 min; n=
10) auf den freien intrazelluldren Gehalt verzweigtkettiger Aminosiuren [BCAA: Isoleucin, Leucin, Valin] sowie
Taurin, Hypotaurin und Methionin in PMN. Die Ergebnisse sind in Aminosiuregehalt [10™'* Mol] pro PMN-Zelle
angegeben (MW + SD). * < 0,05 versus Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min.
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Neutrale Aminosduren MIDAZOLAM

Kontrolle 10 min 30 min 60 min 120 min
Serin 3.26 £ 0.55 3.33+0.57 3.24 +£0.58 3.39+0.62
Glycin 4.02 +£1.04 3.91 +£0.98 3.97 +£1.00 4.13+£1.06
Threonin 1.70 £ 0.56 1.64 £ 0.54 1.62 £ 0.53 1.59 £ 0.51
Alanin 1.78 £0.45 1.84 + 0.46 1.90 £ 0.48 1.93 £0.49
a-Aminobutyrat  0.13 = 0.02 0.13 £0.02 0.14 £ 0.02 0.14£0.02
40 ng/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
Serin 3.11£0.52 3.25+0.53 3.30+£0.55 3.40+0.64
Glycin 3.81+0.99 3.85+0.97 4.80+1.24 4.16+1.08
Threonin 1.81+£0.50 1.70 £ 0.56 2.00 £0.58 1.56£ 0.51
Alanin 1.99 £ 0.50 1.90 £0.48 1.71 £ 0.43 1.66 £ 0.39
a-Aminobutyrat  0.13 =0.02 0.14 £ 0.02 0.15+0.02 0.15+0.02
100 ng/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
Serin 3.78 £ 0.66 4.62+0.83%# 4.76 +£0.82%#  5.22+0.83*#
Glycin 4.86 £1.20 537+1.34% 573+1.44%# 627 +1.63*
Threonin 1.92 £0.54 2.04 £0.58 2.21+£0.63 2.29 +0.66*
Alanin 1.80 £0.46 1.59+£0.39 1.45+0.36 1.31 £0.32%#
a-Aminobutyrat  0.14 =0.02 0.17£0.03%# 0.19+0.03*#  0.20 + 0.04*#
1 ug/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
Serin 3.98+£0.71 570+ 1.08*# 6.18 £ 1.11*%#  6.57 + 1.13*#
Glycin 5.04 £1.31 6.99 + 1.82*# 7.59+1.95%#  8.09 +£2.26%#
Threonin 2.24+£0.62 236+£0.64% 2.44+0.67* 2.54 +0.69*
Alanin 1.48 £0.36 1.22+0.70*  1.08+0.28*#  0.99 + 0.26*#
a-Aminobutyrat  0.16 =0.02 0.18£0.03* 0.20+0.04*#  0.24 £ 0.04*#

Tabelle 12: Einfluss von Midazolam (40 und 100 ng/ml; 1 pg/ml; Inkubationszeiten: 10, 30, 60 sowie 120 min; n=
10) auf den freien intrazelluldren Gehalt neutraler Aminosduren [Serin, Glycin, Threonin, Alanin, a-Aminobutyrat] in
PMN. Die Ergebnisse sind in Aminosauregehalt [10™'® Mol] pro PMN-Zelle angegeben (MW + SD). * < 0,05 versus

Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min.
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Aromatische Aminosduren MIDAZOLAM

Kontrolle 10 min 30 min 60 min 120 min
Tyrosin 1,07 £0,27 1,02 £ 0,25 1,12+0,29 1,15+0,30
Tryptophan 0,25+ 0,08 0,27 £ 0,09 0,27 £ 0,09 0,28 £ 0,09
Phenylalanin 1,34 £ 0,44 1,30 +£ 0,43 1,38 +£ 0,45 1,31 £0,42
Histidin 1,28 £0,36 1,22 +£ 0,33 1,30+ 0,36 1,28 +£0,35
40 ng/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
Tyrosin 0,92 £0,22 1,08 £0,26 1,15+0,30 1,10+ 0,28
Tryptophan 0,29 + 0,09 0,26 = 0,08 0,28 £ 0,09 0,29 £ 0,09
Phenylalanin 1,18+0,39 1,21 £0,40 1,30 £ 0,42 1,33 +£0,43
Histidin 1,34 £0,37 1,17 £0,30 1,24 £0,35 1,32+0,37
100 ng/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
Tyrosin 1,16 £0,29 1,02 £ 0,25 1,12+0,27 1,22 +0,31
Tryptophan 0,29 +0,10 0,27 £ 0,09 0,30 £0,11 0,28 +0,10
Phenylalanin 1,48 +£0,48 1,53 £0,44 1,38 £ 0,46 1,40 £0,45
Histidin 1,34 £0,37 1,50 +£ 0,41 1,55+0,44 1,73 £ 0,44*
1 ug/ml 30 min 60 min 90 min 120 min
Tyrosin 0,98 £ 0,24 0,91 +0,23 0,86 0,22 0,96 = 0,25
Tryptophan 0,30+ 0,10 0,31 +0,10 0,32+0,10 0,28 = 0,09
Phenylalanin 1,28 £0,42 1,37 £ 0,46 1,39 £ 0,45 1,47+ 0,46
Histidin 1,64 £ 0,46 1,79 +£0,50% 1,92 +0,54% 1,99 £0,57*

Tabelle 13: Einfluss von Midazolam (40 und 100 ng/ml; 1 pg/ml; Inkubationszeiten: 10, 30, 60 sowie 120 min; n=
10) auf den freien intrazelluldren Gehalt aromatischer Aminoséuren [Tyrosin, Tryptophan, Phenylalanin, Histidin] in
PMN. Die Ergebnisse sind in Aminoséiuregehalt [10™'® Mol] pro PMN-Zelle angegeben (MW + SD). * < 0,05 versus

Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min.
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a-Ketosduren MIDAZOLAM
10 min

Kontrolle 40 ng/ml 100 ng/ml 1 ug/ml
a-KG 1,25+0,39 1,33 +£0,44 1,41 +£0,51 1,26 +£ 0,40
PYR 6,52 £ 1,81 6,38+ 1,75 6,14 + 1,53 597+1,71
a-KB 4,20 + 1,09 3,85+0,92 3,68 + 0,86 4,13 £1,04
a-KIV 2,17+0,51 2,13 +£0,51 2,22 +0,56 2,07 +£0,48
a-KIC 0,46 + 0,10 0,42 + 0,10 0,43 +0,11 0,37 0,09
PhePYR 0,42 +0,11 0,41 £0,12 0,44 +0,13 0,39 +0,10
a-KMV 0,77 +0,18 0,74 +0,17 0,83 +0,19 0,66 0,16
120 min

Kontrolle 40 ng/ml 100 ng/ml 1 ug/ml
a-KG 1,20+0,36 1,03 +0,34 0,81 £ 0,23%# 0,70 = 0,20%#
PYR 6,23 + 1,66 5,78 £ 1,60 4,48 £ 1,18%# 3,87 £ 1,05%#
a-KB 4,09 + 0,98 3,56 0,95 3,16 +0,94% 2,73 £ 0,85%#
a-KIV 2,01 +£0,46 2,19+ 0,49 2,42 +£0,58 2,87 +£0,73%#
a-KIC 0,38 +0,09 0,35+0,08 0,43 +0,10 0,52 +0,13*#
PhePYR  0,40+0,12 0,38 +0,12 0,35+0,10 0,30 + 0,09*
a-KMV 0,70 £ 0,16 0,66 +£0,15 0,79+ 0,17 0,96 = 0,23*#

Tabelle 14: Einfluss von Midazolam (40, 100 ng x mI™" und 1 pg x mI™"; Inkubationszeiten: 10 und 120 min; n= 10)

auf den freien intrazelluldren Gehalt von a-Ketosduren [a-Ketoglutarat (a-KG), Pyruvat (PYR = a-Ketoalaninat), a-

Ketobutyrat (a-KB), a-Ketoisovalerianat (a-KIV), a-Ketoisocapronat (a-KIC), p-Hydroxy-Phenylpyruvat (PhePYR),
o-Keto-p-methylvalerianat (a-KMV)] in PMN. Die Ergebnisse sind in a-Ketosduregehalt [10™'7 Mol] pro PMN-Zelle
angegeben (MW + SD). * < 0,05 versus Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min.
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0,, H,0,, MPO MIDAZOLAM

Kontrolle 10 min 30 min 60 min 120 min
0, 3,211 +£0,526 3,316 +0,606 3,101 £0,555 3,087 £0,558
H50, 1,248 + 0,287 1,264 £0,291 1,205 +£0,277 1,121 £ 0,287
MPO 0,583+0,167 0,572+0,173 0,591 £0,170 0,563 £0,172
40 ng/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
0, 3,139 + 0,498 3,016 £ 0,606 2,915+ 0,553 2,827 + 0,587
H,0, 1,308 + 0,331 1,227 £0,304 1,032 + 0,248 0,976 £ 0,254
MPO 0,618 +0,183 0,570 £ 0,188 0,603 + 0,194 0,524 + 0,166
100 ng/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
0, 2,861 £0,609 2,329 +0,489* 2,094 £ 0,410%# 1,821 +£0,387*#
H,0, 1,042 +£0,248 0,942 +0,186* 0,874 £0,152*% 0,729 £0,137*#
MPO 0,509 +0,157 0,488 +0,157 0,415+0,139 0,389 +£0,121*
1 ug/ml 10 min 30 min 60 min 120 min
0, 2,691 £0,551 1,764 £0,349*# 1,422 +£0,299*# 1,223+ 0,250%#
H,0, 0,984 £ 0,256 0,698+ 0,186*# 0,605 £0,159*%# 0,543 £0,148%#
MPO 0,477+0,147 0,488 £0,157 0,399 £0,126%# 0,287 £ 0,095%#

Tabelle 15: Einfluss von Midazolam (40 und 100 ng/ml; 1 pg/ml; Inkubationszeiten: 10, 30, 60 sowie 120 min; n=

10) auf die Superoxidanionbildung [0, Mol O, /(PMN x min)], die Wasserstoffperoxidproduktion [H,0,; fMol
H,0,/(PMN x min)] sowie die Myeloperoxidaseaktivitit [MPO; Units/1] isolierter PMN (MW + SD). * < 0,05 versus

Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min.
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7.1.2 Rezeptoragonisten und -antagonisten

Saure Aminosduren
Ro 5-4864/ PK 11195/ Flumazenil/ Naloxon
Sdureamide
10 Minuten
Kontrolle R01 RO]()O PK] PK]()O Flul Fluloo Nal Nal(m

Asn0,46 +£0,07 0,44=0,07 049+0,08 0,50+0,09 0,46+0,08 0,52+0,10 0,42+0,06 0,47+0,08 0,51+0,11
GIn3,61+0,62 3,89+0,83 3,52+0,63 3,44+0,59 3,58+0,71 3,94+0,73 3,34+0,58 3,46+0,60 3,65+ 0,66
Asp2,83+0,45 295051 2,76+044 287+0,47 2,69+044 3,02+0,52 3,10+£0,57 2,96+0,53 2,72+ 0,46

Glu6,15+1,02 638=1,17 624+1,13 597+1,05 631+1,20 586+0,97 6,02+1,01 591£1,04 6,29+1,18

120 Minuten

Kontrolle Ro, Royg PK; PK, Flu, Fluygg Na, Naygo
Asn 0,52 £0,08 0,46+ 0,08 0,43+0,07* 0,51+0,08 0,54+0,10 0,48+0,08 047=+0,07 0,50+0,08 0,56+0,09
GIn387+0,74 3,16+0,60* 2,74+0,57*# 4,04+0,81 4,12+0,85 3,76+0,70 3,95+0,87 3,59+0,67 3,86+0,75
Asp3,06+0,52 2,58 +0,49%# 225+046%# 2,77+0,45 2,93+0,50 3,20+0,49 3,03+0,50 3,46+0,62 3,46+0,62

Glu 631 +1,10 537+1,05%# 4,86+1,09%*# 6,50+1,25 6,61 +1,34 624+1,06 6,27+1,16 6,45+1,21 6,55+ 1,26

Tabelle 16: Einfluss von 7-Chloro-5-(4°-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro 5-4864
(4‘Chlorodiazepam); 1 (Ro;) und 100 uM (Rog0)], 1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-isoquinolin-
carboxamid [PK 11195; 1 (PK;) und 100 uM (PK,¢)], Flumazenil [1 (Flu;) und 100 pM (Flu,o)] oder Naloxon [1
(Na;) und 100 uM (Najg9)] auf den freien intrazelluldren Gehalt saurer Aminosduren [Asparagin (Asp), Glutamin
(Gln)] sowie ihrer Sdureamide [Aspartat (Asp), Glutamat (Glu)] in PMN [Inkubationszeiten: 10 und 120 min; n= 10].
Die Ergebnisse sind in Aminosduregehalt [107'¢ Mol] pro PML-Zelle angegeben (MW + SD). * < 0,05 versus Kon-

trolle; # < 0,05 versus 10 min.
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Basische Aminosiiuren Ro 5-4864/ PK 11195/ Flumazenil/ Naloxon

10 Minuten

Kontrolle Ro; Roy PK, PKgo Flu, Flu; Na, Nay
Orn0,55+0,11 0,54+0,11 0,57+0,12 0,56+0,11 0,52+0,10 0,49+0,09 0,51+0,10 0,59+0,12 0,62+ 0,13
Lys 0,83+0,17 0,79+0,18 090+0,18 085+0,17 0,76+0,16 0,70+0,15 0,94+0,19 0,91+0,17 0,85+ 0,18
Arg 0,41 £0,07 0,45+£0,09 040+0,08 0,38+0,07 0,49+0,10 0,46+0,08 0,43+0,08 0,39+0,07 0,42+ 0,08

Cit 0,15+0,03 0,15+0,03 0,16+0,04 0,17+0,04 0,14+0,03 0,15+0,04 0,16=+0,04 0,16+0,04 0,14+ 0,03

120 Minuten

Kontrolle Ro, Roqgg PK, PKgo Flu, Flu; Na, Nay
O0rn0,52+0,09 0,44 +0,08%# 0,39+0,07%# 0,50+0,09 0,49+0,09 0,53+0,10 0,55+0,11 0,56=0,12 0,52+ 0,10
Lys 0,76 £0,15 0,81 +0,17 0,80+ 0,16 0,74+0,16 0,70+ 0,15 0,69+0,16 0,85+0,17 0,88+0,18 0,76+ 0,16
Arg 0,42 £ 0,07 0,35+ 0,06%# 0,30+ 0,06%# 0,37 +0,07 0,40+0,07 0,41+0,08 045+0,10 0,46+0,10 0,43+ 0,09

Cit 0,16+0,03 0,13+0,03* 0,11+0,02*# 0,17=0,04 0,16=+0,04 0,15+0,03 0,15+0,03 0,16+0,04 0,15+ 0,03

Tabelle 17: Einfluss von 7-Chloro-5-(4°-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro 5-4864
(4‘Chlorodiazepam); 1 (Ro;) und 100 pM (Roy¢)], 1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-isoquinolin-
carboxamid [PK 11195; 1 (PK;) und 100 uM (PKq)], Flumazenil [1 (Flu;) und 100 uM (Flu,o)] oder Naloxon [1
(Na;) und 100 uM (Nayq)] auf den freien intrazelluldren Gehalt basischer Aminoséuren [Ornithin (Orn), Lysin (Lys),
Arginin (Arg), Citrullin (Cit)] in PMN [Inkubationszeiten: 10 und 120 min; n= 10]. Die Ergebnisse sind in Amino-
sduregehalt [10™'® Mol] pro PML-Zelle angegeben (MW % SD). * < 0,05 versus Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min.
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BCAA, Methionin
Ro 5-4864/ PK 11195/ Flumazenil/ Naloxon

Taurin, Hypotaurin

10 Minuten

Kontrolle Ro, Roqg PK, PKgo Flu, Fluyg Na, Nay
Ile 0,65+0,13 0,64+0,14 0,67+0,14 0,76+0,15 0,72+0,15 0,69+0,14 0,81+0,16 0,57+0,12 0,53+0,13
Leu 0,59+0,12 0,61+0,13 0,66+0,15 0,55+0,12 0,50+0,11 0,57+0,13  0,64+0, 0,91+£0,17  0,85+0,18
Val 0,73+0,13 0,75+0,15 0,80+0,17 0,88+0,18 0,69+0,13 0,66+0,12 0,79+0,16 0,89+0,20 0,62+0,13
Met 0,27+0,05 0,25+0,05 0,26+0,05 0,29+0,06 0,31+0,06 0,23+0,05 0,26+0,05 0,31+0,06 0,29+0,06
Tau 39,3+6,3 39,846,6  38,4+6,2 40,6+6,9 41,5+7,4 42,0+7,8 39,6+6,5 40,0+6,9 38,0+6,1

H-Tau 1,56+0,27 1,66+0,31 1,40+0,26 1,50+0,28 1,79+0,33  1,60+0,30 1,45+0,27 1,83+0,36 1,59+0,28

120 Minuten

Kontrolle Ro; Roqg PK, PKgo Flu, Flu; Na, Nay
Ile 0,73+0,15 0,93+0,20%# 1,08+0,24*# 0,70+0,16 0,79+0,18 0,70+0,14  0,65+0,14 0,66+0,15 0,82+0,18
Leu 0,52+0,11 0,70+0,16% 0,91+0,21*# 0,54+0,12 0,50+0,15 0,59+0,14 0,60+0,16 0,48+0,11 0,44+0,10
Val 0,85+0,14 1,09+0,20*# 1,23+0,29%# 0,77+0,14 0,80+0,15 0,71+0,13 0,90+0,17 0,86+0,16 0,73+0,12
Met 0,28+0,05 0,35+0,06*# 0,38+0,08%# 0,27+0,06 0,29+0,06 0,25+0,05 0,28+0,06 0,26+0,05 0,33+0,07
Tau 37,9+6,2  34,5+6,1 31,3+£5,8%# 38,6+6,4  38,9+6,6 40,1+7,1 39,5+6,8 36,4+6,0 37,0+6,1

H-Tau 1,68+0,29 1,43+0,28 1,12+0,23*# 1,57+0,28 1,55+0,29 1,60+0,30 1,73+0,32 1,80+0,34 1,85+0,33

Tabelle 18: Einfluss von 7-Chloro-5-(4°-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro 5-4864
(4‘Chlorodiazepam); 1 (Ro;) und 100 pM (Ro,og)], 1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-isoquinolin-
carboxamid [PK 11195; 1 (PK;) und 100 uM (PK,o)], Flumazenil [1 (Flu;) und 100 pM (Flu,o)] oder Naloxon [1
(Na;) und 100 uM (Na;o)] auf den freien intrazelluldren Gehalt verzweigtkettiger Aminoséduren [BCAA: Isoleucin
(Ile), Leucin (Leu), Valin (Val)] sowie Taurin (Tau), Hypotaurin (H-Tau) und Methionin (Met) in PMN [Inkubati-
onszeiten: 10 und 120 min; n= 10]. Die Ergebnisse sind in Aminosduregehalt [10™'® Mol] pro PML-Zelle angegeben
(MW +£ SD). * <0,05 versus Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min.
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Neutrale Aminoséuren Ro 5-4864/ PK 11195/ Flumazenil/ Naloxon

10 Minuten

Kontrolle Ro, Roygo PK, PKgo Flu, Fluyg Na, Nayg
Ser 2,27+043 220+044 2,15+042 236+045 242+048 2,50+0,53 2,31+0,44 2,25+0,42 2,40+0,47
Gly 2,43 +£0,41 2,50+044 255+048 235+043 2,28+0,39 2,21+0,38 2,76+0,59 2,68+0,56 2,60+ 0,58
Thr 0,86 +0,13 0,83+0,13 0,80+0,14 0,88+0,15 0,99+0,16 0,96+0,16 0,90+0,15 0,79+0,12 0,75+ 0,11
Ala 2,04+0,38 2,15£0,43 1,92+0,39 226+0,43 2,30+0,45 1,88+0,37 1,98+0,38 2,20+0,44 2,11+0,39

Aba0,20+0,05 0,19+0,05 0,18+0,04 0,22+0,05 0,24+0,06 0,21+0,05 0,20+0,05 0,21 +0,05 0,23+ 0,06

120 Minuten

Kontrolle Ro, Roqgg PK; PKgo Flu, Flu; Na, Nay
Ser 2,40+ 0,47 3,16+ 0,74*# 3,74+ 0,93*# 2,50+0,52 2,57+0,56 2,33+0,46 2,25+0,44 2,44+0,48 2,36+ 0,47
Gly 2,58 £0,44 3,63 +0,83*# 4,20+ 1,02%# 2,64+0,47 2,70+0,53 2,45+0,43 2,36+0,42 2,51+0,45 2,77+ 0,56
Thr091+0,14 1,19+0,23*# 1,34+0,28%# 1,07+0,21 1,04+0,20 0,96+0,15 0,85+0,13 0,82+0,12 0,93+ 0,16
Ala 195+£0,39 1,67+0,36# 1,28+0,33*# 2,17+0,45 2,05+0,42 198+0,40 1,76+0,36 1,73+£0,37 1,88+ 0,40

Aba0,19 0,04 0,26+0,07*# 0,33 +0,08*# 0,19+0,05 0,20+0,05 0,21 +0,05 0,23 +0,06 0,20+0,05 0,18+ 0,04

Tabelle 19: EinfluB von 7-Chloro-5-(4‘-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro 5-4864
(4‘Chlorodiazepam); 1 (Ro;) und 100 uM (Rogg)], 1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-isoquinolin-
carboxamid [PK 11195; 1 (PK;) und 100 uM (PK,¢)], Flumazenil [1 (Flu;) und 100 pM (Flu,o)] oder Naloxon [1
(Na;) und 100 uM (Nayqo)] auf den freien intrazelluldren Gehalt neutraler Aminoséduren [Serin (Ser), Glycin (Gly),
Threonin (Thr), Alanin (Ala), a-Aminobutyrat (Aba)] in PMN [Inkubationszeiten: 10 und 120 min; n= 10]. Die Er-
gebnisse sind in Aminosiuregehalt [10'® Mol] pro PML-Zelle angegeben (MW = SD). * < 0,05 versus Kontrolle; # <

0,05 versus 10 min.
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Aromatische Aminosiuren Ro 5-4864/ PK 11195/ Flumazenil/ Naloxon

10 Minuten

Kontrolle Ro, Royg PK, PK; Flu, Fluyy Na, Nayg
Tyr 0,96 +0,21 0,94+0,20 1,02+0,24 1,06+0,25 0,92+0,20 0,79+0,19 0,85+0,23 0,89+0,23 1,02+0,24
Trp 0,27+ 0,07 0,29+0,07 0,25+0,06 0,33+0,08 0,30+0,07 0,25+0,06 0,26+0,07 0,31+0,18 0,34+0,08
Phe1,18+0,33 1,05+0,32 1,10+0,34 1,26+0,37 1,30+0,39 1,16+0,34 1,03+0,30 1,09+0,32 1,32+0,39

His 0,77+0,15 0,75+0,16 0,80+0,17 0,77+0,16 0,84+0,16 090+0,18 0,76+0,15 0,66+0,13 0,64=+0,13

120 Minuten

Kontrolle Ro; Roqgg PK, PKjpo Flu, Flu, Na, Nayqg
Tyr 1,02+0,23 1,14+0,25 0,99+0,24 0,83+0,22 0,89+0,24 1,14+0,27 1,25+0,31 1,06+0,24 0,95+0,23
Trp 0,30 0,08 0,31+0,08 0,28+0,07 0,26+0,06 0,34+0,09 0,35+0,08 0,27+0,07 0,28 +0,08 0,32+0,08
Phe1,09+0,31 1,16+0,34 1,21+0,37 1,07+0,30 0,97+0,29 1,11+0,32 1,25+0,36 1,16+0,33 1,03+0,32

His 0,70+ 0,14 0,80=+0,17 0,95+0,21*0,77+0,16 0,66+0,15 0,75+0,16 0,85+0,19 0,66=0,14 0,60+0,12

Tabelle 20: Einfluf von 7-Chloro-5-(4‘-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro 5-4864
(4‘Chlorodiazepam); 1 (Ro;) und 100 puM (Rojgp)], 1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-
isoquinolincarboxamid [PK 11195; 1 (PK,) und 100 pM (PK,qp)], Flumazenil [1 (Flu;) und 100 pM (Flu,q0)] oder
Naloxon [1 (Na;) und 100 pM (Na;qp)] auf den freien intrazelluldren Gehalt aromatischer Aminosduren [Tyrosin
(Tyr), Tryptophan (Trp) Phenylalanin (Phe), Histidin (His)] in PMN [Inkubationszeiten: 10 und 120 min; n= 10]. Die
Ergebnisse sind in Aminoséuregehalt [10'¢ Mol] pro PML-Zelle angegeben (MW =+ SD). * < 0,05 versus Kontrolle; #

< 0,05 versus 10 min.

99




Anhang (Ergebnistabellen)

a-Ketosiiuren Ro 5-4864/ PK 11195/ Flumazenil/ Naloxon
10 Minuten
Kontrolle RO] RO]()() PK1 PK]()() Flll] Flll]()() Nal Nal()()

KG 146+032 1,59+041 139+0,33 1,27+0,30 1,35+0,36 1,23+0,32 1,34+0,36 1,72+0,47 1,62+ 0,44
PYR 579+1,25 633+1,51 6,14+147 585+1,23 549+1,08 6,53+1,69 6,28+1,51 6,02+1,36 5,61+1,34
KB 503+123 519+124 531129 488+1,12 475+1,18 5,10+1,17 491+1,20 541+1,37 5,29+ 1,35
KIv 224+051 235+0,54 230+0,53 1,99+0,48 2,05+0,47 1,87+0,48 1,99+0,46 2,21 +0,52 2,13+ 0,50
KIc 0,50+0,11 048+0,10 0,51+0,11 0,55+0,12 0,58+0,13 0,45+0,09 0,44+0,09 0,49+0,11 0,56+ 0,12
PPY 039+0,10 0,40+0,10 0,37+0,08 0,35+0,07 0,43+0,11 0,45+0,11 0,42+0,12 0,36+ 0,08 0,34+ 0,07

KMV 0,88+0,19 0,95+0,21 0,90+0,22 0,79+0,18 0,85+0,20 0,76 +0,17 0,81 +0,18 0,96 +0,23 1,02+ 0,24

120 Minuten

Kontrolle Ro, Roqgg PK, PKjgo Flu, Flu;g Na, Nay
KG 1,60+£0,37 1,25+0,32* 0,94+ 0,26%# 1,51 +0,36 1,47+0,35 1,34+0,34 1,45+0,38 1,89+0,51 1,73+ 0,47
PYR 6,05+1,16 496=1,07* 4,13 +0,96%# 5,56+ 1,29 5,74+1,36 6,33+1,57 647+1,53 6,12+1,41 5,80+ 1,40
KB 4,71+£1,04 4,13+£1,18 3,52+0,89%# 4,52+0,99 4,86+1,09 4,71+1,04 5,06=+1,23 5,25+1,19 4,98+ 1,12
KIvV 243+0,57 2,85+0,69 3,29+0,73%# 2,17+0,55 2,11+0,53 1,96+0,50 2,16+0,64 2,33+0,60 2,25+ 0,52
KIC 045+0,10 0,52+0,12 0,60+0,13* 0,59+0,13 0,55+0,12 0,50+0,11 0,46=+0,09 0,44+0,09 0,49+ 0,11
PPY 0,36+0,09 032+0,08 0,28+0,06%# 0,37+0,09 0,36+0,09 0,40+0,10 042+0,11 0,35+0,08 0,37+ 0,09

KMV 0,79+0,18 091+0,21 1,04+0,22* 0,85+0,20 0,90+0,22 0,70+0,18 0,88+0,20 0,99+0,22 0,89+ 0,21

Tabelle 21: Einfluss von 7-Chloro-5-(4°-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro 5-4864
(4‘Chlorodiazepam); 1 (Ro;) und 100 puM (Rojgp)], 1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-
isoquinolincarboxamid [PK 11195; 1 (PK,) und 100 puM (PK,¢p)], Flumazenil [1 (Flu;) und 100 pM (Flu,q9)] oder
Naloxon [1 (Na;) und 100 pM (Najgo)] auf den freien intrazelluldren Gehalt von a-Ketosduren [a-Ketoglutarat (KG),
Pyruvat (PYR = o-Ketoalaninat), a-Ketobutyrat (KB), a-Ketoisovalerianat (KIV), a-Ketoisocapronat (KIC), p-
Hydroxy-Phenylpyruvat (PPY), a-Keto-B-methylvalerianat (KMV)] in PMN [Inkubationszeiten: 10 und 120 min; n=
10]. Die Ergebnisse sind in Aminosduregehalt [10""7 Mol] pro PML-Zelle angegeben (MW + SD). * < 0,05 versus

Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min.
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0, H,0, MPO Ro 5-4864/ PK 11195/ Flumazenil/ Naloxon
10 Minuten
Kontrolle R01 R0100 PKI PK]oo Flll] Flu”)o Na1 Nalgg

0, 3,538+0,639 3,645+0,699 3,387+0,616 3,731+0,682 3,469+£0,704 3,814+0,709 3,587+0,749 3,671+0,686 3,498+0,801
H;0, 1,125+0,228 1,203£0,276 1,246+0,239 1,089+0,245 1,164+0,286 1,195+0,219 1,276+0,287 1,063+0,230 1,141+0,284

MPO 0,596+0,158 0,667+0,189 0,644+0,174 0,508+0,152 0,489+0,152 0,695+0,223 0,606+0,192 0,463+0,155 0,545+0,151

120 Minuten
Kontrolle R01 R0100 PKI PKIOO Flu1 Flul(m Nal Naloo

0, 3,276+0,583 2,523+0,512%# 2,027£0,411%# 3,43840,603 3,5060,652 3,1140,660 3,057+0,586 2,994+0,676 3,163%0,588
H;0, 1,081+0,206 0,849+0,197*# 0,695+0,168*# 0,974+0,229 1,011+0,212 1,224+0,275 1,308+0,283 1,379+0,339 1,265+0,327

MPO 0,554+0,149 0,448+0,131# 0,339+0,105*# 0,538+0,169 0,609+0,166 0,467+0,156 0,515+0,149 0,459+0,154 0,498+0,147

Tabelle 22: Einfluss von 7-Chloro-5-(4‘-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro 5-4864
(4‘Chlorodiazepam); 1 (Ro;) und 100 puM (Rojg)], 1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-
isoquinolincarboxamid [PK 11195; 1 (PK,) und 100 uM (PK,q)], Flumazenil [1 (Flu,) und 100 uM (Flu,qo)] oder
Naloxon [1 (Na;) und 100 uM (Nay)] auf die Superoxidanionbildung [O, ; fMol O, /(PMN x min)], die Wassers-
toffperoxidproduktion [H,O,; fMol H,O,/(PMN x min)] sowie die Myeloperoxidaseaktivitit [MPO; Units/1] isolierter
PMN [MW = SD; Inkubationszeiten: 10 und 120 min; n= 10]. * < 0,05 versus Kontrolle; # < 0,05 versus 10 min
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7.1.3 Midazolam + Rezeptoragonisten und -antagonisten

Saure Aminosduren

Midazolam+ Ro 5-4864 /+ PK 11195/ + Flumazenil / +

Naloxon
Sdureamide

Midazolam 100 ng/ml

Kontrolle Migo Migo + Rojo0 Migo + PKigg  Migo + Fluggg Mg + Naygo
Asparagin 0,50 =0,11 0,37 +0,09% 0,33+0,08% 0,55+0,12¢# 0,40 +0,10% 0,35 +£0,08*
Glutamin  4,15+0,66 322+0,57% 2,98+0,54* 438+0,82¢# 3,48+0,65* 3,41 +£0,64*
Aspartat 2,79+0,56 2,06+ 0,44% 1,65+0,43¢% 3,04+0,77¢# 221 +0,50%# 2,19+ 0,53*#

Glutamat 5,41 +£0,88 3,87 +£0,69% 3,13+0,67¢% 6,11+ 1,32¢# 4,10+0,81%# 3,96+ 0,80*#

Midazolam 1 ug/ml

Kontrolle Mio00 Migoo + R0190 Moo + PKioo Migoo + Fluggy Migoo + Naygo
Asparagin 0,52 +0,12 0,28 £0,06% 0,25+0,05% 0,36+ 0,09%0# 0,32 +0,08* 0,30 £0,06*
Glutamin 427 +0,69 231+0,49% 2,03+0,45*% 3,36+ 0,68*0# 2,58+ 0,60* 2,42 +0,54*
Aspartat 2,88+0,57 1,61 £0,39% 1,50+0,40% 2,12+ 0,49%0# 1,83 +0,44* 1,75 £0,44*

Glutamat 5,60 +0,93 3,03 +£0,65% 2,78+0,63% 4,54+0,71*0# 331+0,76*  3,19+0,72%

Tabelle 23: Einfluss von Midazolam [100 ng/ml (M;q9); 1 pg/ml (Mjgg); Inkubationszeit: 120 min; n= 10] nach
zehnminiitiger Vorinkubation mit 7-Chloro-5-(4°-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro
5-4864  (4‘Chlorodiazepam); 100 uM  (Roje)],  1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-
isoquinolincarboxamid [PK 11195; 100 pM (PK )], Flumazenil [100 uM (Flu,q0)] oder Naloxon [100 pM (Na, )]
auf den freien intrazelluldren Gehalt saurer Aminoséuren [Asparagin, Glutamin] sowie ihrer Sdureamide [Aspartat,
Glutamat] in PMN. Die Ergebnisse sind in Aminosiuregehalt [107'° Mol] pro PMN-Zelle angegeben (MW =+ SD). * <
0,05 versus Kontrolle; ¢ < 0,05 versus Mg ; ¢ < 0,05 versus Mggo; # < 0,05 versus Mo + Rojgg bzw. versus Mjgo +

R0100.
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Basische Aminosduren Midazolam~+Ro 5-4864 / +PK 11195/ +Flumazenil / +Naloxon

Midazolam 100 ng/ml

Kontrolle Mo Mg+ Royge  Miygo + PKigo Migo + Fluggg Mg + Naygo
Ornithin 1,41 £0,29 0,96+£0,23* 0,77 +0,19¢* 1,36 +£0,34¢# 1,10£0,27%# 1,03 +0,25%#
Lysin 0,76 £0,18 0,84+0,20 0,89 +0,21 0,70+ 0,17 0,75+0,19 0,82+0,19
Arginin 0,70 +0,15 0,53 £0,12% 0,42 +0,10¢* 0,77 +0,18%# 0,55+0,14*# 0,50 +0,13*

Citrullin 0,19+0,03 0,16+0,03* 0,13+0,02¢* 0,21 +0,04¢# 0,15+0,03* 0,16 £ 0,03*#

Midazolam 1 ug/ml

Kontrolle Mio00 Miggo + Ro190 Migoo + PKigo Migoo + Fluige Migeo + Naigo
Ornithin  1,39+0,31 0,72+0,18% 0,61 +£0,17* 1,10 £ 0,27*%0# 0,85 +0,22* 0,70 £0,19*
Lysin 0,80 +£0,21 0,91+0,23 0,79+0,19 0,62 +0,15 0,69 +£0,18 0,76 £ 0,21
Arginin  0,74+0,16 0,35+0,10* 0,31 £ 0,09*% 0,55+ 0,11%0# 0,42+0,11% 0,38 £0,10*

Citrullin 0,19+0,04 0,12+0,02* 0,11+0,02*  0,15+0,03*0# 0,14+0,03* 0,12+ 0,02*

Tabelle 24: Einfluss von Midazolam [100 ng/ml (Mo); 1 pg/ml (Mjge); Inkubationszeit: 120 min; n= 10] nach
zehnminiitiger Vorinkubation mit 7-Chloro-5-(4°-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro
5-4864  (4‘Chlorodiazepam); 100 uM  (Royg)l, 1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-
isoquinolincarboxamid [PK 11195; 100 uM (PK,q)], Flumazenil [100 uM (Flu,qp)] oder Naloxon [100 uM (Na;go)]
auf den freien intrazelluldren Gehalt basischer Aminosduren [Ornithin, Lysin, Arginin, Citrullin] in PMN. Die Ergeb-
nisse sind in Aminosduregehalt [107'® Mol] pro PMN-Zelle angegeben (MW + SD). * < 0,05 versus Kontrolle; ¢ <

0,05 versus MIOO; 0< 0,05 versus MIOOO; #< 0,05 versus MIOO + ROIOO bzw. versus MIOOO + R0100.
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BCAA, Methionin

Taurin, Hypotaurin

Midazolam~+ Ro 5-4864 /+ PK 11195/ + Flumazenil / + Naloxon

Midazolam 100 ng/ml’

Kontrolle Migo Migo + Ro1g0 Migo + PKigg Migo + Flujggy Migp + Nayeo
Isoleucin 0,69 +0,15 1,05+0,24* 1,34+£0,27¢* 0,80 +0,214# 0,99 +0,19%# 0,92 £ 0,23*#
Leucin 0,51+£0,10 0,73£0,15% 0,92 +0,204*% 0,46+ 0,104# 0,70 £ 0,15%# 0,66 + 0,15%#
Valin 1,54+0,28 2,06+041% 259+0,58¢*% 1,43 +£0,33¢# 196+0,44%# 2,13 +0,40%#
Methionin 0,40 0,08 0,47+0,10 0,50+0,09% 0,36+0,07¢# 0,45+0,07 0,46 + 0,09
Taurin 383+6,6 31,4+£62% 289+6,6% 399+764%# 30,5+6,0% 32,0 £ 6,3*
Hypotaurin 1,28 0,24 1,03+£0,22% 0,80+ 0,204* 1,14 £0,25¢# 0,99 +0,22*%# 1,08 £ 0,25%#
Midazolam 1 ug/ml

Kontrolle Mg Migo0 + R0100 Migoo + PKigo Migoo + Fluige Migoo + Naygo
Isoleucin 0,76 £ 0,18 1,39 +0,35* 1,55+0,43% 0,98 +0,22%0# 1,44 +0,38*% 1,28 £0,31%*
Leucin 0,55+0,12 0,95+0,.22% 1,01 +0,24*% 0,74 +0,18%0# 0,92 +0,23% 0,86 £0,22*
Valin 1,46 £0,36 2,68+0,56* 293+0,61% 2,03+0,37*0# 2.85+0,59*% 2,76 £ 0,59*
Methionin 0,39 +£0,08 0,73 +0,18% 0,76 +£0,19* 0,50+ 0,12%0# 0,70+ 0,17* 0,58 £0,12*
Taurin 39,1+6,8 29,5+£6,0% 258+6,1% 36,1 +7,20# 31,7+ 6,4% 30,2 £ 6,9%
Hypotaurin 122 +0,25 0,67 +0,17% 0,60+0,15* 0,93 £0,25%0# 0,77 +£0,18* 0,82 £0,20*

Tabelle 25: Einfluss von Midazolam [100 ng/ml (M;q9); 1 pg/ml (Mgg); Inkubationszeit: 120 min; n= 10] nach
zehnminiitiger Vorinkubation mit 7-Chloro-5-(4°-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro
5-4864 100 uM  (Rojg)l, 1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-
isoquinolincarboxamid [PK 11195; 100 pM (PK )], Flumazenil [100 uM (Flu,q0)] oder Naloxon [100 pM (Na, )]

(4‘Chlorodiazepam);

auf den freien intrazelluldren Gehalt verzweigtkettiger Aminosduren [BCAA: Isoleucin, Leucin, Valin] sowie Taurin,
Hypotaurin und Methionin in PMN. Die Ergebnisse sind in Aminosiuregehalt [10"'¢ Mol] pro PMN-Zelle angegeben
(MW + SD). * < 0,05 versus Kontrolle; ¢ < 0,05 versus Mg ; ¢ < 0,05 versus Mjggg; # < 0,05 versus Mg + Rojgg

bzw. versus MIOOO + RO]O().
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Neutrale Aminosduren  Midazolam+Ro 5-4864 / +PK 11195/ +Flumazenil / +Naloxon

Midazolam 100 ng/ml

Kontrolle Mgy  Migo+Roygg  Migo + PKygp Migo + Flugee  Migp + Naygp
Serin 2,76 £0,52  3,92+0,77* 5,07+ 1,08¢* 2,93 £ 0,55¢# 3,80 + 0,87%# 3,69+0,75*#
Glycin 2,93 +£0,58 4,15+0,84* 5,54+ 1,36%* 3,11 £0,76%# 3,98 + 0,83*# 3,8140,80*#
Threonin 1,17 +0,24 1,61 £0,38% 2,124+ 0,53¢* 1,06+ 0,25¢# 1,50 = 0,32*# 1,62+0,44%#
Alanin 2,04+£0,40 1,59+0,37* 1,25+0,33¢* 1,93 +0,43¢# 1,55+ 0,36* 1,67+0,38*#

Aba 0,15+0,03 0,19+0,04% 0,23+0,05*% 0,14+ 0,03¢# 0,20 + 0,05*% 0,19 + 0,04*

Midazolam 1 ug/ml

Kontrolle Miooo Migoo + Ro190 Migoo + PKigo  Migoo + FluioMigo0+Nayeo
Serin 2,69+0,53 5,19+1,26% 5,81+1,57* 3,49+0,88*0# 4,76+1,02*% 5,02+1,31*%
Glycin 2,84+0,67 5,63+1,45% 6,56+1,74* 3,85+1,06%0# 5,19+1,29% 547 +1,36%
Threonin 1,10+029 1,92+0,49* 221+0,58% 1,42+0,38%0# 1,87+0,50% 1,79 +0,44*
Alanin 2,15+0,47 0,99+0,27% 0,91+0,28% 1,47+0,43*%# 1,18+0,39* 1,05=+0,36%

Aba 0,14+0,03 0,23+0,05% 0,27+0,06* 0,19+0,04*0# 0,22 +0,05% 0,25+0,05*

Tabelle 26: Einfluss von Midazolam [100 ng/ml (M;g9); 1 pg/ml (Migg); Inkubationszeit: 120 min; n= 10] nach
zehnminiitiger Vorinkubation mit 7-Chloro-5-(4°-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro
5-4864  (4‘Chlorodiazepam); 100 uM  (Roje)],  1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-
isoquinolincarboxamid [PK 11195; 100 uM (PK;o)], Flumazenil [100 uM (Flu;qo)] oder Naloxon [100 uM (Na;go)]
auf den freien intrazelluldren Gehalt neutraler Aminosduren [Serin, Glycin, Threonin, Alanin, a-Aminobutyrat (Aba)]
in PMN. Die Ergebnisse sind in Aminosduregehalt [107'® Mol] pro PMN-Zelle angegeben (MW + SD). * < 0,05
versus Kontrolle; ¢ < 0,05 versus Mg ; ¢ < 0,05 versus Mg; # < 0,05 versus Moo + Rojgg bzw. versus Mgy +

Rojgp.
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Aromatische Aminosiuren Midazolam+Ro 5-4864/ +PK 11195/ +Flumazenil / +Naloxon

Midazolam 100 ng/ml

Kontrolle Mg Migp + Rojg9 My + PKygp Mygo + Fluygg  Mjgp + Naygg

Tyrosin 0,83+0,21 0,90+0,24 0,95+0,27 0,86+0,23 1,10 £ 0,27 0,71+ 0,19
Tryptophan 0,32 +0,09 0,36+£0,11 0,27+0,07 0,33 +£0,09 0,75 +£0,19 0,26 + 0,07
Phenylalanin 1,06 £0,30 1,20+0,36 1,28+0,41 1,15+0,33 1,15+£0,32 0,96 £ 0,28
Histidin 1,19+0,29 1,71+0,45%1,96 +0,51*% 1,24+0,31¢# 1,57+0,32% 1,64 £0,35%

Midazolam 1 ug/ml

Kontrolle Migee  Migeo + Ro190 Migoo + PKigo Migoo + Fluzge  Migoo + Naygo
Tyrosin 091 +0,24 0,71 0,20 1,11+0,29 0,75+0,21 0,85 +0,22 1,01 £0,26
Tryptophan 0,36 +0,10 0,27+0,08 0,29+0,09 0,30+0,07 0,39+0,12 0,40 £0,12
Phenylalanin 0,99 +0,310,88+0,24 1,11+0,31 0,94+0,27 1,03 +0,33 0,81 £0,25
Histidin 1,05+0,28 2,03+0,54%*2,38 +0,68* 1,38 +0,340# 1,86+ 0,49* 2,17 +0,58*

Tabelle 27: Einfluss von Midazolam [100 ng/ml (M;g9); 1 pg/ml (Mjgg); Inkubationszeit: 120 min; n= 10] nach
zehnminiitiger Vorinkubation mit 7-Chloro-5-(4°-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro
5-4864  (4‘Chlorodiazepam); 100 puM  (Royg)], 1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-
isoquinolincarboxamid [PK 11195; 100 pM (PK )], Flumazenil [100 uM (Flu;o0)] oder Naloxon [100 pM (Naj)]
auf den freien intrazelluldren Gehalt aromatischer Aminosduren [Tyrosin, Tryptophan, Phenylalanin, Histidin] in
PMN. Die Ergebnisse sind in Aminosduregehalt [10™'® Mol] pro PMN-Zelle angegeben (MW + SD). * < 0,05 versus

Kontrolle; ¢ < 0,05 versus Myyy; ¢ < 0,05 versus Myggp; # < 0,05 versus M;p9 + Ro ;99 bzw. versus M;gpp + R0 19p.
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a-Ketosdiuren

Midazolam+ Ro 5-4864 /+ PK 11195/ + Flumazenil / + Naloxon

Midazolam 100 ng/ml

Kontrolle Migo Mg + Roggp Mygo + PKygp  Miygo + Fluggg Mg + Nayeo
a-KG 1,37+ 0,30 1,05+£0,27% 0,82+ 0,23¢* 1,49 £ 0,364# 1,01 £0,26%# 0,99 + 0,27*#
PYR 6,41 £1,39 493+ 1,16% 3,61 +£0,94¢* 6,19 + 1,39¢# 4,65+ 1,12*# 4,72 £ 1,23%#
a-KB 4,19+£0,91 321+0,76* 2,54 +0,65¢* 431 £ 1,14¢# 3,13+ 0,70*# 3,07 £ 0,61*#
a-K1V 1,95+ 0,40 2,19+£0,55 2,95+ 0,58¢* 1,90 £ 0,39# 2,24+ 0,59# 2,30 + 0,60#
a-KIC 0,42+0,08 0,48+0,10 0,70+£0,16* 043 +0,11# 0,50+0,13# 0,46+ 0,11#
PhePYR 046+0,10 0,41+0,11 0,32+0,07* 0,48 +0,12# 0,44+0,11# 0,40 = 0,09#
a-KMV  0,80+0,17 0,97 +0,18 1,14+0,27* 0,78 £0,18# 1,01 £0,23 0,90 +0,19
Midazolam 1 ug/ml

Kontrolle Mip00 Moo+ Ro1po Moo+ PKigo  Migpo + Fluigg Migpp + Natzgo
a-KG 1,28 +0,27 0,68 +0,19% 0,56+0,16* 0,95+028%0# 0,62+0.21% 0,74 +£ 0,20*
PYR 6,61 £1,64 339+0,95% 2,87+0,92* 4,78 +129*%0# 4,18+1,03*% 3,88 £1,05*
a-KB 431+£1,02 2,69+0,74% 2,30+0,68% 3,72+ 0,840# 2,96 + 0,80* 3,14 £ 0,98*
a-K1V 2,13+0,47 3,22+0,76% 3,67 +0,95% 2,34+0,610# 3,39 +£0,82* 3,49 +£0,93*
a-KIC ~ 045+0,11 0,66+0,15% 0,75+0,18% 0,550+0,130#  0,59+0,14* 0,70+ 0,17*
PhePYR 0,50+0,13 0,36 +0,09% 0,33 +0,08* 0,55+0,130# 0,37 £ 0,09* 0,35+ 0,08*
a-KMV  0,74+£0,16 1,10£0,27% 1,28 +0,35* 0,81 £0,190# 0,96 £0,21* 1,07 = 0,29*%

Tabelle 28: Einfluss von Midazolam [100 ng/ml (M;g9); 1 pg/ml (Migg0); Inkubationszeit: 120 min; n= 10] nach
zehnminiitiger Vorinkubation mit 7-Chloro-5-(4°-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro
5-4864 100 puM  (Royg)], 1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-
isoquinolincarboxamid [PK 11195; 100 pM (PKq)], Flumazenil [100 uM (Flu;g0)] oder Naloxon [100 pM (Naj)]

(4‘Chlorodiazepam);

auf den freien intrazelluldren Gehalt von a-Ketosduren [a-Ketoglutarat (a-KG), Pyruvat (PYR = a-Ketoalaninat), a-
Ketobutyrat (a-KB), a-Ketoisovalerianat (a-KIV), a-Ketoisocapronat (a-KIC), p-Hydroxy-Phenylpyruvat (PhePYR),
o-Keto-p-methylvalerianat (a-KMV)] in PMN. Die Ergebnisse sind in Aminoséuregehalt [10™'7 Mol] pro PMN-Zelle
angegeben (MW + SD). * < 0,05 versus Kontrolle; ¢ < 0,05 versus Mg ; ¢ < 0,05 versus Myggp; # < 0,05 versus Mg

+ R0100 bzw. versus MIOOO + RO]O().
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0,, H,0,, MPO Midazolam+ Ro 5-4864 /+ PK 11195/ + Flumazenil / + Naloxon

Midazolam 100 ng/ml

Kontrolle M100 MIOO + R0100 M100 + PK100 M100 + Fllll(]() M100 + Naloo
0, 3,603+0,655 2,426+ 0,458% 1,887 +0,401¢* 3,207+0,757¢# 2,803 +0,597*# 2,665+ 0,511%#
H,0,1,366+ 0,284 0,942 +£0231% 0,699 +£0,183¢% 1251 +0,286%# 1,054 £ 0,248%# 1,006+ 0,250%#

MPO00,709 + 0,189 0,501 £0,139*% 0,353 +0,112¢* 0,656+ 0,163¢# 0,527 + 0,159*# 0,498+ 0,141*#

Midazolam 1 ug/ml

Kontrolle Mig00 Moo + Rojgo  Miygoo + PKigo  Miggo + Fluggg Migep + Naygp
0, 3,497+0,643 1,546+0,354* 1,053 +0,2600% 2,319+ 0,627*0# 1,707 + 0,415%# 1,432+ 0,329%#
H,0,1245+ 0265 0,681 +0,155% 0,506+ 0,1310% 0,957+ 0,246%04 0,746 + 0,199%# 0,709+ 0,182%#

MPO00,651 +0,166 0,384+0,117* 0,296 +0,099* 0,502 £ 0,131*0# 0,411 +£0,134* 0,365+ 0,106*

Tabelle 29: Einfluss von Midazolam [100 ng/ml (M;¢); 1 pg/ml (Mygg); Inkubationszeit: 120 min; n= 10] nach
zehnminiitiger Vorinkubation mit 7-Chloro-5-(4°-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2 [Ro
5-4864 (4° Chlorodiazepam); 100 pM  (Roje)], 1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-
isoquinolincarboxamid [PK 11195; 100 pM (PK, )], Flumazenil [100 uM (Flu,o)] oder Naloxon [100 uM (Na;gp)]
auf die Superoxidanionbildung [O, ; Mol O, /(PMN x min)], die Wasserstoffperoxidproduktion [H,O,; fMol
H,0,/(PMN x min)] sowie die Myeloperoxidaseaktivitdt [MPO; Units/l] isolierter PMN. Die Ergebnisse sind in
Aminoséuregehalt [10"7 Mol] pro PMN-Zelle angegeben (MW + SD). * < 0,05 versus Kontrolle; ¢ < 0,05 versus

MIOO 5 0< 0,05 Vversus MIOOO; #< 0,05 versus MIOO + ROIOO bzw. versus MIOOO + R0100~
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Anhang (Glossar)

7.2 Glossar

Aba
ABTS
Ala
Arg
Asn
Asp
BCAA
bzw.
CGD
Cit
DFMO
DNA
EDTA

GABA
G-CSF
GIn
Glu
Gly

H,0,
HBSS
HCl
HEPES
His
HOBr
HPLC

Angstrom [107°]

a-Aminobutyrat (engl. alpha-aminobutyric acid)
2,2¢-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin)-Sulfonsdure

Alanin

Arginin

Asparagin

Asparaginsiure

Verzweigtkettige Aminoséure (engl. branched-chain amino acid)
beziehungsweise

Septische Granulomatose (engl. chronic granulomatous disease)
Citrullin

a-Difluoromethylornithin

Deoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsdure)
Ethylen-Diamin-Tetraazetat

Femto [107°]

Fallbeschleunigung [g = 9,81 m/s’]

Gramm

Gammaaminobuttersdure (engl. gamma-aminobutyric acid)
Granulocyte Colony Stimulating Factor

Glutamin

Glutaminséure

Glycin

Stunde (lat. hora)

Wasserstoffperoxid

Hank’s Balanced Salt Solution

Salzsdure
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazino)-Ethansulfonsdure
Histidin

Hypobromit

High Performance Liquid Chromatography
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Anhang (Glossar)

H-Tau Hypotaurin

L.D. Innendurchmesser

LE. Internationale Einheit

LS. Interner Standard

ICW Intracellular Water

IL Interleukin

Ile Isoleucin

iNOS Inducible Nitric Oxide Synthetase
a-KB a-Ketobutyrat

a-KG a-Ketoglutarat

a-KIC a-Ketoisocapronat

a-KIV a-Ketoisovalerianat
a-KMV a-Keto-B-methylvalerianat
KS Ketosdure

1 Liter

LAD Leucocyte Adhesion Deficiency
Leu Leucin

LPS Lipopolysaccharid

Lys Lysin

m Meter

m Milli [107]

M Molare Konzentration
Met Methionin

M Mikro [107]

min Minute

Mol Molarer Gehalt

MPO Myeloperoxidase

MW Mittelwert

n Nano [10”]

NaCl Natriumchlorid

NADP" Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, oxidiert

NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, reduziert
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NO
NOS

Oy
OPA
Orn

p

PBR
PBS
PDA
Phe
PhePYR
PK 11195

PMN

PSI

PYR
RNA

Ro 5-4864

ROI
ROS
RP-HPLC
S

SD

SEP
SEP-KS
Ser

Tau

Thr
TNF

Tyr

Stickstoffmonoxid (engl. nitric oxide)
Nitric Oxide Synthetase

Superoxidanion

o-Phtaldialdehyd

Ornithin

Pico [107%]

Peripherer Benzodiazepinrezeptor
Phosphate Buffered Saline

o-Phenyldiamin

Phenylalanin

Phenylpyruvat
1-(2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-
isoquinolincarboxamid

Polymorphkernige Neutrophile Granulozyten
Pounds Per Square Inch (Druckeinheit)
Pyruvat

Ribonukleinsdure (eng. Ribonucleic Acid)
7-Chloro-5-(4¢ chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2H-1,4-
benzodiazepin-2

Reactive Oxygen Intermediates

Reactive Oxygen Species

Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography
Sekunde

Standardabweichung
Standardextraktionspuffer
Standardextraktionspuffer-Ketosdure

Serin

Taurin

Threonin

Tumornekrosefaktor

Tryptophan

Tyrosin
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Val
VK
z.B.
ZBR

Valin
Variationskoeffizient
zum Beispiel

Zentraler Benzodiazepinrezeptor
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Anhang (Materialverzeichnis)

7.3 Material, Gerdite und Reagenzien

7.3.1 Gerite und Material

3-Kanal-Degaser

Autosampler Triathlon

Biofuge

CIT-2

Digitalphotometer 6114 S
Eppendorfhiitchen 1,5ml
EuroChrom 2000 fiir Windows 1,65
Fluoreszenzspektrometer RF-530
Glasgefall 10ml
Gradientenpumpe 600E
Ika-Vibrax

Inkubationsréhrchen
Interfacebox

Lichtmikroskop
Neubauer-Zahlkammer

PC

Probengefall 2-CRV, Chromacoll
Probenschleife AS 300
Rotationsverdampfer
RP-F-HPLC Nova Pak RP-C-18
Séulenofen

Sonorex RK 103

Sterican 20G

Uberkopfmischer

Wasserbad

Zentrifuge

Knauer, Berlin

Spark, Holland
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niirnbrecht-Elsenroth
Knauer, Berlin
Shimadzu, Kyoto, Japan
Knauer, Berlin

Waters, USA

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Knauer, Berlin

Zeiss, Oberkochen
Superior, Marienfeld
Compaq, USA
Trumbull, USA
Sunchrom, Friedrichsdorf
Merck, Darmstadt
Waters, USA

Knauer, Berlin
Bandelin, Berlin

Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Rotixa/KS, Tuttlingen
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Anhang (Materialverzeichnis)

7.3.2 Reagenzien

AB-Serum, gepoolt

ABTS

Aminoséduren

Aqua destillata
Cytochalalsin B

Cytochrom C, Typ IV
Dormicum

EDTA

Ethylacetat

H,O, fiir die HPLC

HBSS

HCL, 1 N

HCL, 3M

Homoserin

a-Ketosduren
a-Ketovalerianat
Meerettich-Peroxidase, Smg/ml
2-Mercaptoethanol
Methanol fiir die HPLC
NaCl 0,9%

NaCl 2,7%

NaOH, 1IN

Narcanti
Natriumacetatpuffer
Natriumazidlésung, 200mM
Olbad

OPA

o-Phenyldiamin

PBS-Puffer 10 x (w/o Ca2+/Mg2+)

Percoll

Blutbank JLU Giessen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Hoffmann-La Roche, Grenzach-Whylen

Kabe, Niirnbrecht-Elsenroth
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Du Pont Pharma, Bad Homburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Gibco, Karlsruhe

Pharmacia, Uppsala, Schweden
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Anhang (Materialverzeichnis)

Phenolrot, 10mg/ml

PK 11195

Ro 5-4864
Serumalbumin 4%
Stickstoff

Tetraborat

Trypanblau
Tiirk’s-Losung
Wasserstoffperoxid 30%
Zitratpuffer

Zymosan

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Messer, Griesheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Behring, Marburg

Sigma, Deisenhofen
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