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Words

What does a Word achieve on it's own ?
What does a Word pretend to be ?
May there be Words to make people frown ;
May there be Words to make people see !

Gan Konymo’

Gewidmet meinem ehemaligen Chef

Herrn Dr. med. Peter Forner (1)
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1. Einleitung

1.1. Die Muskelrelaxanzien

Muskelrelaxanzien bilden eine Stoffklasse von Medikamenten, die aus der modernen
Medizin, vor allem der Anasthesie, nicht mehr wegzudenken ist. Als neuromuskul&r
blockierende Substanzen verursachen sie eine reversible schlaffe Ld&hmung der
Skelettmuskulatur ~ durch  eine  kompetitve  Hemmung der elektrischen
Impulsubertragung an der motorischen Endplatte des Muskels, indem sie reversibel
die Bindungsstelle des Transmitters Acetylcolin am sog. Acetylcholinrezeptor
besetzen und so den fir ein Aktionspotential notwendigen lonenstrom durch die
Muskelzellmembran und damit deren Depolarisation verhindern [72, 88].

Mit der Einfihrung der Muskelrelaxanzien in den klinischen Alltag war das Prinzip der
Komponentennarkose entdeckt, woraus fur die Anasthesie ein hohes Mal} an
Sicherheit und fur die operativen Disziplinen ein hohes Mal3 an Bequemlichkeit
resultierte [64]. Aus heutiger Sicht gibt es vor allem drei Indikationen fur den Einsatz

von Muskelrelaxanzien :

" Die atraumatische endotracheale Intubation
. Die Verbesserung der Operationsbedingungen in der Chirurgie
. Die Ermoglichung einer kontrollierten Uberdruckbeatmung wéahrend eines

operativen Eingriffs.

Ein Einsatz in der postoperativen Phase oder beim Intensivpatienten sollte heute
eher Einzelfallen in speziellen Situationen vorbehalten bleiben [88].
Muskelrelaxanzien koénnen auf verschiedene Weise eingeteilt werden. Nach
pharmakologischer ~ Wirkung  unterscheidet = man  depolarisierende  und
nichtdepolarisierende Muskelrelaxanzien, nach klinischer Wirkung unterscheidet man
ultrakurz, kurz, mittellang und lang wirksame Substanzen [88]. Chemisch lasst sich
eine Zuordnung zu zwei Gruppen vornehmen, die Aminosteroide und die
Bisbenzylisochinoline [38, 88, 101].

In dieser Arbeit haben wir nichtdepolarisierende Muskelrelaxanzien — aus jeder

chemischen Gruppe drei Substanzen — untersucht. Der Steroidgruppe sind die



mittellang wirksamen Substanzen Vecuronium und Rocuronium sowie das lang
wirksame Pancuronium zuzuordnen ; der Benzylisochinolingruppe gehdren das kurz
wirksame Mivacurium sowie die mittellang wirksamen Substanzen Atracurium und
Cisatracurium an (s.a. Kapitel 3. ) [38, 88].

Trotz der grundsatzlich gleichen Wirkweise der untersuchten Substanzen gibt es
zwischen diesen Muskelrelaxanzien auch innerhalb der chemischen Gruppen sowohl
in pharmakokinetischer als auch in pharmakodynamischer Hinsicht einige
Unterschiede [38, 88, 101]. Diese Unterschiede ergeben sich etwa bei Alter und
Geschlecht [75, 76, 84, 95], beim Ausmall an Vorerkrankungen und
Allgemeinzustand [8, 20, 28, 29, 33, 50, 87, 105], aber auch beim Einfluss auf das
sympathische und parasympathische Nervensystem und das Kreislaufverhalten [38,
78, 88, 105], bei der Elimination, beim Verteilungsvolumen, bei den Abbauwegen
und Abbauprodukten, bei der Metabolisierung und bei der Liberation von Histamin
[38, 72, 88, 101].



1.2. Das Immunsystem

Der Sinn der Immunantwort unseres Korpers besteht darin, uns vor dem Eindringen
von Mikroorganismen zu schitzen [32, 55, 116]. Grundsatzlich unterscheidet man
zwischen der sogenannten angeborenen unspezifischen Immunitat, welche mit einer
Resistenz gegenuber bestimmten Infektionenohne vorherigen Kontakt mit dem
Erreger einhergeht, und der erworbenen spezifischen Immunitat, bei der sich nach
einem ersten pragenden Kontakt mit dem Antigen ein spezifischer Antikorper
entwickelt [107]. Beide Abwehrsysteme lassen sich in humorale und zellulare

Immunmechanismen unterteilen [107].

Die erworbene spezifische Immunitat wird von B- und T- Lymphozyten sowie von
Plasmazellen vermittelt. In der Folge einer koordinierten Immunantwort kommt es
durch adaptive Prozesse zur Entwicklung einer Spezifitdt gegen Makromolekile und
zu einem immunologischen Gedachtnis bei wiederkehrender Infektion mit dem
gleichen Erreger [76].

B- Lymphozyten entwickeln bei Antigenkontakt mit membrangebundenen
Immunglobulin (Ig)- Rezeptoren einen B- Lymphozyten- Antigen- Rezeptorkomplex,
der Uber verschiedene Signalkaskaden die Aktivierung von Transskriptionsfaktoren,
wie z.B. Nuclear factor kappa B (NF-kB), Nuclear factor of activated T- cells (NF-AT)
und Activator protein 1 (AP-1), induziert. Hieraus folgt eine Genexpression mit
resultierender funktioneller Aktivierung der B- Lymphozyten. Diese aktivierten B-
Lymphozyten haben Antikérpermolekile als spezifische Adaptoren zur Bindung von
Mikroorganismen. Sie sind jeweils auf die Produktion von nur einer
Antikorperspezifitat programmiert und entwickeln nach Antigenbindung durch klonale
Proliferation sowohl die Antikdrper produzierenden Plasmazellen als auch
Gedachtniszellen, die die Immunitat bei Zweitexposition gewahrleisten. Diese
spezifischen Antikérper vermitteln die humorale Immunitat [76, 107].

T- Lymphozyten werden ebensodurch Kontakt mit einem Antigen programmiert,
aktiviert und durch klonale Proliferation vermehrt. Sie sind allerdings in der Lage,
ausschlieRBlich Antigene mit Peptidcharakter als Oberflachenmolekile des

sogenannten Major histocompatibility complex (MHC) zu erkennen und so eine



spezifische zellvermittelte Immunantwort auszulésen. T- Lymphozyten haben
Oberflachenrezeptoren, die sowohl das entsprechende Antigen als auch die
korpereigene Antigen- prasentierende Zelle (Makrophagen) tber die MHC- Proteine
erkennen (s. a. Kapitel 4.1.). In der Folge kommt es zur Vermehrung des T- Zellklons
und zur Bildung von T- Effektorzellen und Gedachtniszellen. Die T- Effektorzellen
bewirken die Elimination des Antigens. Durch weitere Proliferation kommt es zur
Bildung weiterer Subtypen ; diese sind die T- Killerzellen oder zytotoxischen T-
Lymphozyten, die die Zerstbrung von virusinfizierten Zellen oder auch die
Tumorabwehr vermitteln. Die Bildung von T- Helferzellen fordert die Reifung von
antigenstimulierten B- und T- Lymphozyten. Die antigenspezifischen langlebigen T-
Suppressorzellen hemmen T- Helferzellen und Gedachtniszellen. T- Lymphozyten
sind auf die Abwehr intrazellularer Infektionen spezialisiert [76, 107]. Die
antigenstimulierten aktivierten B- und T- Lymphozyten vermitteln die zellulare
Immunitéat [76, 107].

Die angeborene unspezifische Immunitdt beinhaltet eine Reihe unspezifischer
antimikrobieller Systeme, die als Schutzmechanismen gegen Infektionen agieren und
interagieren.

Die hauptsachliche Verteidigungslinie ist die Haut, die in unverletztem Zustand fur die
meisten Erreger undurchléassig ist. Hierzu zé&hlen im weiteren Sinne auch die
Schleimhaute der inneren Oberflachen des Kérpers, deren Sekrete als Schutzschicht
wirken [55, 107].

Als weiteres Prinzip gilt der sog. mikrobielle Antagonismus der normalen
Bakterienflora des Korpers [55, 107].

Nach dem Eindringen von Mikroorganismen existieren zwei Abwehrstrategien, zum
einen die zerstorerische Wirkung loslicher chemischer Substanzen nach Aktivierung
des Komplementsystems als humorale Komponente, zum anderen die Phagozytose
durch polymorphkernige neutrophile Granulozyten und mononukleare Makrophagen

als zellulare Komponente [55, 71, 107].

Phagozytose ist eine der wichtigsten Funktionen von Monozyten und Makrophagen
und ist definiert als Vorgang der Vereinnahmung und Ingestion korpuskularer Partikel

10



[71, 116]. Der Vorgang der Monozytenaktivierung zur Elimination von Bakterien am

Entziindungsort kann in sieben Schritte unterteilt werden [107, 116] :

" Chemotaxis (gerichtete Bewegung der Phagozyten entlang eines
Konzentrationsgradienten von Mediatoren)

" Adhéarenz (Anhaften des Mikroorganismus an die Oberflache des
Phagozyten)

= Membranaktivierung (Beginn der Aufnahmephase)

. Phagozytose (Einschliel3en und Umschliel3en des Mikroorganismus durch

Zytoplasmaauslaufer, sog. Pseudopodien, des Phagozyten)
" Phagosombildung  (Vereinnahmung des Mikroorganismus in einer Vakuole)

. Fusion (Verschmelzung der Vakuole mit Lysosomen im Zytoplasma
des Phagozyten)

. Abtdtung und Verdauung

. Freisetzung der Abbauprodukte

Monozyten und Makrophagen wurden vor tber 100 Jahren von dem russischen
Zoologen Eli Metchnikoff entdeckt. Er beschrieb auch erstmals den Vorgang der
Phagozytose, pragte den entsprechenden Terminus und demonstrierte die Zelltypen,
welche zur Phagozytose und zur Chemotaxis befahigt waren, namlich
polymorphkernige neutrophile Granulozyten, Monozyten und Makrophagen [32, 107,
116].

Bildnachweis : http /limage.bloodline.net/ImagelD4303-060
Abbildung 01 :

Die Abbildung zeigt menschliche Monozyten im peripheren Blutstrom. Nach ihrer Reifung im
Knochenmark treten sie fur acht bis zehn Stunden ins Blut Uber und reprasentieren drei bis finf
Prozent der zirkulierenden weiRen Blutzellen. lhre typische Form mit den gro3en, ovalen, nieren- bis
hufeisenformigen Zellkernen ist gut erkennbar. Die fein granulierte Textur des Zytoplasmas ist
Ausdruck des hohen Anteil an lysosomalem Material und der Mitochondrien. Auch einzelne Pino- und
Phagozytosevesikel sind sichtbar [107, 116].

11



Wahrend einer Entzindung steigt die Monozytenproduktion, stimuliert durch
verschiedene humorale Mediatoren, wie dem Factor increasing monocytopoiesis
(FIM), und es kommt zur Migration der Monozyten aus dem Blutstrom an den Ort der
Entzindung, wo sie zu Makrophagen differenzieren und ihre Phagozytosetatigkeit
aufnehmen [107, 116]. Die Abwehrreaktion beginnt mit der Adh&sion an der
GefalRwand, gefolgt von der Diapedese durch die GefaBwand aufgrund einer unter
anderem durch Komplement vermittelten gesteigerten GefaRpermeabilitat.
Angezogen von chemotaktischen Substanzen bewegen sich die Monozyten amdboid
auf den Infektionsherd zu [55, 107, 116]. Die Migration der Monozyten wird von
verschiedenen inflammatorischen Mediatoren beeinflusst [57, 71]. Monozyten und
Makrophagen verfigen auch selbst auf ihrer Oberflache Uber eine Anzahl von
Rezeptoren und sind zur Antigenprasentation befahigt. In der Folge werden eine
Reihe von immunologischen Prozessen in Gang gesetzt, die eine wichtige Rolle bei
der Antikorperproduktion spielen (s.a. Kapitel 4.1.) [68, 107, 116].

Das Komplementsystem, eine Gruppe von Proteinen, die eine der Enzymkaskaden
des Blutplasmas bilden, wird im Verlauf einer Entziindungsreaktion unter anderem
durch Bakterien aktiviert. Hierdurch kommt es zu einer Gefal3erweiterung und
gesteigerten Gefallpermeabilitat, zur Exsudation von Komplementfragmenten und
zur Bindung von C3b an das Bakterium, zur Freisetzung von Mediatoren aus
Makrophagen und Mastzellen durch C3a und C5a mit entsprechender Wirkung auf
Kapillardilatation und Exsudation von Plasmaproteinen sowie chemotaktischer
Anziehungskraft auf polymorphkernige Granulozyten und Monozyten [71, 107].
Durch die sogenannte Opsonierung, an der auch die Immunglobuline 1gG und IgM

beteiligt sind, kommt es zu einer gesteigerten Phagozytoseaktivitat [71, 107, 116].

Bei operativen Eingriffen wird meist die Haut als erste Verteidigungslinie unseres
Immunsystems verletzt, oder es ist bereits im Vorfeld zu einer Traumatisierung
gekommen, die einen korrigierenden oder therapeutischen operativen Eingriff
notwendig macht. Auf diese Weise und auch perioperativ kann es zum Eindringen
von Fremdkorpern und Mikroorganismen kommen, denen sich dann unser

Phagozytosesystem als primar unspezifische Abwehr entgegenstellt [107].

12



Gleichzeitig kommt es durch chirurgischen Stress und Trauma zu einer
Immunsuppression und zu einer Verminderung der Monozytenfunktion in der friihen
postoperativen Phase, die mit dem vermehrten Auftreten infektioser Komplikationen
einhergehen kann [113a, 118a].

1.3. Chemotaxis und Chemokinese

Chemotaxis bezeichnet die gezielte, in der Richtung determinierte Bewegung von
Zellen durch chemische Reize entlang eines Konzentrationsgradienten [58, 112,
116].

Im Blut zirkulierende Monozyten werden durch chemotaktische Lockstoffe, sog.
Zytotaxine oder Chemotaxine, direkt angelockt und wandern durch amdboide
Migration in das Gewebe ein [89, 112]. Eine chemotaktische Wirkung ist sowohl fur
endogene als auch fur exogene Stoffe nachgewiesen, u.a. fur Sekretionsprodukte
von Lymphozyten und Mastzellen, fir Lymphokine, flr verschiedene Komponenten
des Komplementsystems, zum Beispiel C3a und Cb5a, fir Interleukin-8 (IL-8),
Leukotrien B-4 (LTB-4), Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), Transforming
growth factor beta (TGF-B), Tumor necrosis factor alpha (TNF-a), 12-
hydroxyeicosatetranoic acid (12-HETE) und Human chorionic gonadotropin (B-hCG),
fur Produkte geschadigter Zellen, fir Formylpeptide von Bakterien, zum Beispiel
Formyl-Methionyl-Phenylalanin  (fMP) und Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin
(fMLP), fur Bakterientoxine und Tuberkuloproteine [67, 79, 89, 106, 107, 112, 116].

Auch zahlreiche Mediatoren beeinflussen die Motilitat sowohl von Monozyten als
auch von Granulozyten und Lymphozyten, I6sen aber lediglich eine gesteigerte
Aktivitat mit ungezielter Bewegung aus. Dieser Vorgang wird Chemokinese genannt
[58, 107, 116].

Die Tatsache, dass die Chemotaxis fur die Funktionalitat der Monozyten von grofRer
Bedeutung ist, berechtigt zu der Annahme, dass perioperativ eingesetzte
Medikamente, wie die nichtdepolarisierenden Muskelrelaxanzien, das perioperative

Infektionsrisiko beeinflussen, sofern sie den Vorgang der Chemotaxis modulieren.
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1.4. Fragestellung

Monozyten sind von groRer immunologischer Bedeutung. In dieser Arbeit wird der

Einfluss von nichtdepolarisierenden Muskelrelaxanzien auf das chemotaktische

Verhalten dieser Zellen in vitro untersucht und dargestelit.

Die folgenden Substanzen wurden in unseren Testreihen verwendet :

Atracurium (Tracrium)
Cisatracurium (Nimbex)
Mivacurium (Mivacron)

Pancuronium (Pancuronium)
Vecuronium (Norcuron)
Rocuronium (Esmeron)

Das Ziel war die Identifizierung solcher Substanzen, die eine Suppression bzw.

Steigerung der Chemotaxis von menschlichen Monozyten in vitro zur Folge haben

und dadurch eine mogliche Beeinflussung der korpereigenen Immunabwehr

verursachen.
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2. Methodik

Zur Quantifizierung der Monozytenchemotaxis bedienten wir uns der von Boyden
entwickelten Methode [11]. Dabei wird die zielgerichtete Bewegung von Monozyten
unter dem Einfluss der in Kapitel 2.17. genannten Medikamente durch die
Stimulation eines Lockstoffs augmentiert.

Wir verwendeten eine 48-Well — Chemotaxis — Chamber ( Neuroprobe Chamber, s.
Kapitel 2.2.), die aus einem unteren und einem oberen Kammerteil mit
zwischengelagerter Silikondichtung besteht [B13].

Der untere Teil der Kammer wird mit dem chemotaktischen Lockstoff, in unserem Fall
N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP) [A13], gefullt ; im oberen Tell
befinden sich das zu testende Medikament (Muskelrelaxantien) [A07, A12, Al4, Al15,
Al16, A17] und die zu untersuchenden Zellen (Blutmonozyten). Dazwischen wird ein
Polyvinylpyrolidone (PVP)-freier Polycarbonfilter gelagert [B0O9], der eine Dicke von
10 pm und eine Porengréf3e von 5 pm hat (s. Kapitel 4.2.). Die durch den Reiz des
Chemotaxins angelockten Monozyten wandern in den Filter ein und werden nach
Fixierung und Farbung (s. Kapitel 2.15.) unter dem Lichtmikroskop [B14] quantifiziert
[79, 95, 107, 129].

In jedem Versuch wird eine Leerwertmessung mit NaCl 0,9% [Al10] und eine
Kontrollmessung mit fMLP 10® molar [A13] durchgefiihrt (s. Kapitel 2.4.). Falls die
Monozytenchemotaxis durch das untersuchte Medikament beeinflusst wird, verandert
sich die Menge der in den Filter eingewanderten Zellen in Relation zum Leerwert und

zur Kontrolle.

Als chemotaktischer Lockstoff wird fMLP verwendet, das vom Hersteller in einer 107
molaren Loésung geliefert wird [A13]. Diese wird aufsteigend auf eine Konzentration
von 10® molar verdinnt, also auf die Konzentration des Lockstoffs, bei der das
Wirkmaximum liegt (s. Kapitel 2.6.) [67, 68, 79, 81, 95, 119, 120].
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2.1. Die Checkerboard — Analyse

Die Bewegung von Monozyten kann sowohl unwillkirlich als auch gerichtet erfolgen
(s.a. Kapitel 1.3.) [58].

Die Checkerboard — Analyse dient dem Nachweis der Chemotaxis, also der gezielten
Bewegung der Monozyten entlang eines Konzentrationsgradienten in Richtung eines
chemotaktischen Lockstoffs [A13], (s.a. Kapitel 4.4.), [119, 120].

Entsprechend der Angaben von Zigmond und Hirsch erfolgte die Beflllung erst des
unteren Anteils und, nach Auflegen des PVP- freien Polycarbonfilters [B09], auch
des oberen Anteils der Neuroprobe Chamber [B13] mit dem von uns verwendeten
Lockstoff fMLP [A13] in einer 10® molaren Lésung nach einem festgelegten
Verdinnungsschema (s.u. Tab. 01, s.a. Anhang, Tabs. 02, 03) [132, 133].
AnschlieBend wurden in den oberen Anteil der Kammer (Neuroprobe Chamber
[B13]) die Monozyten zugegeben (s.a. Kapitel 2.13. ). Die Analyse wurde in
doppelter Testung durchgefiihrt (s.a. Anhang, Tab. 2).

Nach Inkubation der Kammer (s.a. Kapitel 2.14.) und anschlieRender Fixierung und
Farbung der Filter (s.a. Kapitel 2.15.) konnten die Monozyten im Strahlengang eines
Lichtmikroskops ausgezahlt werden (s.a. Kapitel 2.16.).
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Checkerboard - Analyse (Mittelwerte)

Konzentratio Konzentration des Lockstoffs unterhalb des Filters
n des VVR 01 VVR 02
Lockstoffs 0 025 0,5 1 0 025 0,5 1
oberhalb
des Filters
0| 36,20 99,50 166,50 192,50 34,25 100,75 159,75 196,75
0,25/ 30,50 34,00 84,50 123,00 29,75 36,25 89,25 125,75
0,5/ 31,50 34,50 31,00 78,00 37,50 39,75 35,50 82,50
1/ 30,50 29,50 32,00 32,00 31,75 33,25 35,75 32,50
Tabelle 01 :

Die Tabelle zeigt die Mittelwerte der Checkerboard — Analyse bei doppelter Testung.
Angegeben ist die jeweilige Anzahl der zur Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in
5 HPF ; bei den blau markierten Werten handelt es sich um eine Migration mit positivem
Gradienten (s.a. Kapitel 7.2.2.)

HPF = High Power Field
VVR = Vorversuchsreihe

2.2. Die Neuroprobe — Chamber

Zur Bestimmung der In- vitro- Chemotaxis und auch der In- vitro- Chemokinese
kommt eine Plexiglaskammer, die sog. Neuroprobe Chamber [B13], auch Modified
Boyden Chamber oder 48-Well-Chemotaxis Chamber genannt, zur Anwendung [79].
Sie wird am haufigsten eingesetzt und ermdglicht eine quantitative Messung von
Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten [79]. Die Kammer besteht im unteren
Teil aus 48 Vertiefungen mit je 25 ul Volumen und im oberen Teil aus 48
Vertiefungen mit je 50 pl Volumen, dazwischen befindet sich eine Silikondichtung
[79].
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Abbildung 02 :

Die Abbildung zeigt die zerlegte 48-Well-Chemotaxis Chamber (syn.: Neuroprobe Chamber
oder Modyfied Boyden Chamber) mit ihrem oberen und unteren Anteil, der Silikondichtung
und dem Mechanismus zur Verschraubung [B13].

Abbildung 03 :

Die Abbildung zeigt die verschraubte 48-Well-Chemotaxis Chamber (syn.: Neuroprobe
Chamber oder Modyfied Boyden Chamber) mit ihrem oberen und unteren Anteil und dem
Mechanismus zur Verschraubung [B13].
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Abbildung 04 :

Die Abbildung zeigt die verschraubte 48-Well-Chemotaxis Chamber (syn.: Neuroprobe
Chamber oder Modyfied Boyden Chamber) mit ihrem Zubehér, dem ,Wiper“, der gro3en und
der Kleiner ,Filter clamp“ und den vier ,Filter clips* [B13].

2.3. Die Neubauer — Zdhlkammer

Zur Bestimmung der Zellreinheit (s. Kapitel 2.10.) und zur Auszéhlung der in den
Filter eingewanderten Monozyten (s. Kapitel 2.16.) wurde eine Neubauer
Zahlkammer [B15] verwendet. Legt man die Neubauer Zahlkammer [B15] unter ein
Lichtmikroskop [B14], so erkennt man im Strahlengang vier gleiche Quadranten, die
wiederum in sechzehn gleichgrof3e Quadrate unterteilt sind. Von diesen werden pro
Quadrant funf Quadrate (sog. High Power Fields, HPF) bei einer vierzigfachen
VergréRerung standardisiert ausgezahlt. Um die mehrfache Zahlung einzelner Zellen
auf den Begrenzungslinien zu vermeiden, werden pro HPF jeweils die Zellen auf der
oberen horizontalen und auf der rechten vertikalen Linie gezahlt.
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2.4. Die Versuchsanordnung

In der folgenden Abbildung wird die Anordnung der einzelnen Medikamente im
oberen Teil der Neuroprobe Chamber [B13] gezeigt. Die Medikamente gehdren alle

zur Stoffklasse der nichtdepolarisierenden Muskelrelaxantien [39 — 44], in der zwei

Gruppen unterschieden werden :

. Atracurium [Al17]
= Cisatracurium [A14]
. Mivacurium [A12]

gehoren zur Gruppe der Benzylisochinoline [40, 41, 44, 88].

" Pancuronium [A16]
" Vecuronium [A15]
. Rocuronium [A07]

gehoéren zur Gruppe der Aminosteroide [39, 42, 43, 88].

Atracurium | Cisatracurium | Mivacurium Pancuronium Vecuronium Rocuronium
Hoch Hoch Hoch Hoch Hoch Hoch
80,0 ug/ml | 15,0 pg/ml | 12,0 ug/ml 22,0 ug/ml 14,0 pg/ml 110 pg/ml
Atracurium | Cisatracurium | Mivacurium |Pancuronium |Vercuronium |Rocuronium
Mittel Mittel Mittel Mittel Mittel Mittel
8,00 pg/ml | 1,50 pg/ml | 1,20 pg/ml | 220 pg/ml | 1,40 pg/ml | 11,0 pg/ml
Atracurium | Cisatracurium | Mivacurium | Pancuronium | Vecuronium [Rocuronium
Niedrig Niedrig Niedrig Niedrig Niedrig Niedrig
0,80 pg/ml | 0,15 mg/ml | 0,12 ug/ml | 0,22 pg/ml | 0,14 pg/ml | 1,10 pg/ml
NaCl 0,9% fMLP
Leer Leer 108 Leer Leer
Tabelle 02 :

In der Tabelle wird die Verteilung der Medikamente in der Neuroprobe — Chamber
jeweils in ihren hohen, mittleren und niedrigen Konzentrationen (s. Kapitel 2.17.), des
Natriumchlorids als Leerwert und des Lockstoffs als Kontrolle dargestellt. Alle
Medikamente wurden in den jeweiligen Konzentrationen doppelt getestet.
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2.5. Die Verdunnung der Medikamente

Die Blutplamaspiegel der einzelnen Muskelrelaxantien, welche einer therapeutisch
wirksamen Dosis entsprechen, wurden den in Kapitel 2.17. angegebenen
Publikationen entnommen ; sie wurden, soweit erforderlich, in Mikrogramm (ug)
umgerechnet. Die Konzentration der Medikamente in Milligramm pro Milliliter (mg/ml)
wurde den jeweiligen Herstellerangaben [39 — 44] entnommen und entsprechend
umgerechnet (s. Anhang: Formel 05), um in unserer In- vitro- Versuchanordnung
realistische Wirkstoffspiegel testen zu konnen.

Die in unseren Versuchen verwendete mittlere Konzentration entspricht dabei den
gemessenen Blutplasmaspiegeln des jeweiligen Medikaments. Die hohe
Konzentration unserer Testung wurde eine Zehnerpotenz ber der mittleren
Konzentration gewahlt, die niedrige Konzentration eine Zehnerpotenz unter der
mittleren Konzentration [67, 68]. Auf diese Weise werden Situationen bericksichtigt,
die im Organismus durch eine beschleunigte oder verzdgerte Metabolisierung

auftreten kdnnen.

2.6. Die Zubereitung der L6sungen

Die meisten der fur unsere Zwecke benétigten Losungen konnten gebrauchsfertig
von den jeweiligen Herstellern bezogen werden (s. Kapitel 6.2.). Die anderen wurden

wie folgend beschrieben selbst hergestellt.

DMEM — BSA Gemisch: 50 ml DMEM Dulbecco’s modified eagles medium) [A05] wird
10 mg BSA (bovines Serumalbumin) [A01] beigemischt, so
dass eine Lésung mit 0,2 mg BSA pro ml DMEM entsteht [79,
95].

FMLP : 10 mg fMLP [A13] werden mit 22,85 ml DMEM [A05] vermischt,
so dass eine 10 molare Lésung entsteht. Diese wird durch
Zugabe von DMEM [AO05] schrittweise auf eine 10 molare
Ldsung verdunnt [79].

Heparin : 0,2 ml Heparin (1.000 I.E.) [A09], mit einer Omnifix — Spritze
[B17] entnommen, werden mit 9,8 ml isotoner Kochsalzlésung
(NaCl 0,9%) [A10] vermischt, so dass eine Konzentration von
100 I.E. Heparin [A09] pro Milliliter Lésung entsteht [12, 81].
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Die Zubereitung der einzelnen Losungen erfolgte in einer Laminar — Flow Anlage
[B10] unter sterilen Bedingungen. Die Gewichtsangaben wurden mit einer

Prazisionswaage [B20] ermittelt.

2.7. Die Probanden

Die Ethik — Kommision der Justus — Liebig — Universitat Giessen hat erklart, dass die
zur  Durchfuhrung dieser Studie erforderlichen Untersuchungen nicht in ihren
Zustandigkeitsbereich fallen und eine Zustimmung insofern nicht erforderlich ist.

Alle Probanden wurden am Nachmittag vor der geplanten Blutabnahme lber deren
Zweck als Untersuchungsmaterial einer Studie und Uber deren mogliche Risiken
anhand eines hierfur erstellten Aufklarungsbogens ausfuhrlich informiert und
erklarten ihr schriftiches Einverstandnis (s. Anhang : 7.4. Aufklarungsbogen und
Einverstandniserklarung der Probanden).

Um moglichst uniforme Versuchsbedingungen zu schaffen, wurden die einzelnen
Versuche mit dem gleichen Probandenkollektiv durchgefiihrt. Die Blutentnahmen
erfolgten an 20 mannlichen Freiwilligen, die regelméafig weder Tabakwaren noch
Alkohol konsumieren und zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfihrung mindestens
sechs bis acht Stunden nichtern waren, keine Medikamente einnahmen, keine
Allergien hatten und weder akut noch chronisch erkrankt waren. Sie waren zwischen
25 und 42 Jahren alt, von durchschnittlicher Koérpergrofie und normalem

Korpergewicht (s. Anhang : Tabelle 01, Probandendaten).

2.8. Die Blutentnahme

Jedem Probanden wurde unmittelbar vor Versuchsbeginn 10 ml vendses Blut
entnommen. Die Entnahme erfolgte jeweils nach grundlicher Sprih- und
Wischdesinfektion der Haut mit Cutasept F [A08] und sterilen Tupfern [B16] aus der
Ellenbeugenvene des Spenders mittels einer Butterfly-Kantle [B22]. Die Gerinnung
des Blutes wurde durch Gabe von 100 I.E. Heparin [A09] (s.a. Kapitel 2.6.),
entsprechend 10 I.E. Heparin [A09] pro ml Blut, in die 10 ml Spritze [BO6] direkt vor
der Blutentnahme verhindert [12, 81, 115].
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2.9. Die Zellisolation

Die Isolation von mononuklearen Zellen wurde 1968 von Boyum beschrieben [12]. Er
zeigte, dass Blutbestandteile in Verbindung mit einer Tragerlosung durch
Zentrifugation und Sedimentation anhand ihres Dichtegradienten in unterschiedliche
Fraktionen getrennt werden kdnnen.

Als Tragerlosung haben wir Lymphoprep [All] verwendet, eine Hypaque — Ficoll
Mischung mit einem spezifischen Gewicht von 1077 g/ml und einer relativen
Osmolalitat von 280 mosm.

In zwei sterile Black — Cap Rohrchen [BO1] wurde je 2 ml Lymphoprep gefllt. Das
heparinisierte Probandenblut wurde mit 5 ml Phosphat gepufferter Kochsalzlésung
(Phosphate Buffered Saline, PBS) [A06] verdunnt. AnschlieBend wurden je 8 ml der
Blutsuspension vorsichtig auf das Lymphoprep [All] geschichtet, wobei eine
Vermischung von Blut und Tragersubstanz vermieden wurde [12, 18, 115]. Durch
Zentrifugation beider Réhrchen (400 g, 30 min., Raumtemperatur) resultierte eine
Trennung der einzelnen Blutbestandteile [B24]. In der Zellmasse am Boden des
Rohrchens befanden sich Erythrozyten, Granulozyten und Thrombozyten als
Sediment, auf dem das Plasma stand [79]. Innerhalb des Plasmas liel3 sich ungefahr
mittig ein milchiger, ca. 2 mm dicker Ring abgrenzen, in dem sich die Monozyten
sowie Lymphozyten und ein geringer Anteil an Granulozyten befanden [49, 79].

Der milchige Ring wurde mit sterilen Transferpipetten [B18, B19] abgesaugt und in
ein steriles Black — Cap Réhrchen [BO1] gegeben. Nach Resuspension mit 6 ml PBS
[AO6] wurden die Rohrchen erneut zentrifugiert (400 g, 10 min., Raumtemperatur)
[B24]. Der Uberstand wurde von den sedimentierten Zellen abgegossen, das
Sediment erneut mit 6 ml PBS [A06] resuspendiert und wie vorher zentrifugiert [B24].
AnschlieRend wurde der Uberstand erneut abgegossen und dem verbleibenden
Sediment exakt 1 ml DMEM - BSA Gemisch [A0l, A05] (s.a. Kapitel 2.6.)
zugegeben. Es wurden jeweils zwei Suspensionen aus dem Blut eines jeden

Probanden hergestellit.
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2.10. Die Zellreinheit

Die Reinheit der Zellsuspension wurde mittels Durchflusszytophotometrie mit einem
Cell-Dyn 3500 Differenzial- Blutbild Messgerat [B02] fur jeden Ansatz (insgesamt n =
40 Versuche) in zwei Vorversuchsreinen (VVR 01, n = 20 und VVR 02, n = 20)
bestimmt. Es ergaben sich im Mittel Anteile von 9,32 % bzw. 9,78 % Monozyten,
19,80 % bzw. 18,00 % Granulozyten und 70,23 % bzw. 72,75 % Lymphozyten (s.u.
Tab. 03, s.a. Anhang, Tabs. 04, 05, 06).

Mittelwerte : Zellzahlung

Prozent Prozent Prozent Prozent
Monozyten |Granulozyten|Lymphozytenjmononukleare
Zellen
VVR 01 :
Mittelwert 9,32 19,80 70,23 79,55
Std.Dev. 4 55 14,36 15,38 16,05
VVR 02 :
Mittelwert 9,78 18,00 72,75 82,53
Std.Dev. 461 11,62 12,94 11,95
Tabelle 03 :

Die Tabelle zeigt die entsprechenden statistischen Mittelwerte und die
Standardabweichungen der prozentualen Anteile der Monozyten, Granulozyten
und Lymphozyten an der Gesamtzahl der mononukleéren Zellen in der ersten und
der zweiten Versuchsreihe.

VVR  =Vorversuchsreihe

Std.Dev. = Standardabweichung
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2.11. Die Zellvitalitat

Nach den Angaben von Martinet, Vignaud und Plenat wurde die Vitalitat der
Monozyten bestimmt [79]. Pro Versuchsreihe wurde je ein Black — Cap Rdhrchen
[BO1] mit 20 pl Trypan — Blau Losung [A18] und mit 200 ul Turck’scher Losung [A19]
beschickt und anschlieBend mit 50 pl Zellsuspension vermischt. Die Rohrchen
wurden zehn Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert, danach wurde aus den
jeweiligen Ro6hrchen unter mehrmaliger Resuspension 2 pl Gemisch mittels
Transferpipette [B23] entnommen und unter ein Deckglass [B11] auf die Neubauer
Zahlkammer [B15] pipettiert. Die mononuklearen Zellen wurden im Strahlengang
des Lichtmikroskops bei vierzigfacher ObjektivvergréRerung und zehnfacher
OkkularvergroRerung [B14], wie in Kapitel 2.16. beschrieben, quantifiziert (s.
Anhang, Tabs. 10, 11).

Die Suspension in der Trypan — Blau Losung [A18] diente dem sog. Trypanblau —
Exklusionstest. Aus den jeweiligen Mittelwerten der ausgezéahlten Zellen wurde die
Anzahl der avitalen Zellen pro Milliliter Zellsuspension berechnet (s. Anhang, Tabs.
12,13 ; Formel 01) [67, 68, 79] .

Mit der Suspension in der Turck’schen Lésung [A19] wurde ebenso verfahren und
die jeweiligen Mittelwerte nach Angabe derselben Autoren zur Berechnung der
Gesamtzahl der mononuklearen Zellen pro Milliliter Zellsuspension herangezogen (s.
Anhang, Tabs. 12, 13 ; Formel 02) [79].

Der Quotient beider Werte ergab den prozentualen Anteil toter Zellen an der
Gesamtzahl mononukleérer Zellen (s. Anhang, Tabs. 12, 13 ; Formel 03).

Im Rahmen unserer Versuche zeigten sich fur die erste bzw. die zweite
Versuchsreihe Werte von 1,43 % (s. Anhang, Tab. 12) bzw. 1,21 % (s. Anhang, Tab.
13) avitaler mononukleérer Zellen, was eine Zellvitalitat von 98,57 % bzw. 98,79 %
ergab.

Fur den Erhalt relevanter Ergebnisse war eine Zellvitalitdt von mindestens 90 %

notwendig [79].
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2.12. Die Verdunnung der Zellsuspension

Um homogene Zellmengen zu erhalten, wurden die einzelnen Suspensionen der
mononuklearen Zellen mit DMEM — BSA Gemisch [A01, A05] soweit verdinnt, dass
eine Millionen mononukleare Zellen in einem Milliliter L6ésung enthalten waren. Die
notwendigen Verdinnungsmengen wurden mittels der Formel 04 (s. Anhang, Tabs.
12, 13 ; Formel 04) errechnet.

2.13. Die Befullung der Neuroprobe Chamber

Die Kammer wurde mit dem chemotaktischen Lockstoff [A13], den zu testenden
Medikamenten [AQ7, Al2, Al4, Al5, Al16, Al7] und der Zellsuspension
entsprechend der Versuchsanordnung in Kapitel 2.4. beschickt.

Die Vertiefungen des unteren Teils der Kammer, welche ein Fassungsvermogen von
25 pl haben (s.a. Kapitel 2.2.), wurden mit dem Lockstoff fMLP 10® molar [A13]
gefullt. Anschliel3end wurde der PVP- freie Polycarbonfilter [BO9] aufgelegt und der
obere Teil der Kammer angebracht [37, 115]. Die Vertiefungen des oberen Teils der
Kammer, welche ein Fassungsvermogen von 50 pl haben (s.a. Kapitel 2.2.), wurden
mit 5 pl des jeweiligen zu testenden Medikaments [A07, A12, Al4, Al15, Al16, Al7]
und anschlielend mit 45 pl der Zellsuspension (s.a. Kapitel 2.12.) gefillt [37].

2.14. Die Inkubation der Neuroprobe Chamber

Nach konsekutiver Befillung der Kammervertiefungen und anschliel3ender
Verschraubung der Kammerteile (s.a. Abb. 02, 03 ; Kapitel 2.2. ) wurde die
Neuroprobe — Chamber [B13] fur 90 Minuten bei 37 Grad Celsius in einer
Atmosphéare von 5 % Kohlendioxid inkubiert [B08], [67, 68, 79, 119].
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2.15. Die Fixierung und Farbungqg der Filter

Nach der Inkubation der Kammer wurde der Filter zwischen den Kammerteilen nach
Entriegelung der Verschraubung vorsichtig entnommen und anhand der Methode
von Martinet, Vignaud und Plenat fixiert und eingefarbt [79]. Die Oberseite des Filters
wurde zunachst von den dort anhaftenden Zellen durch Abstreifen am sog. Wiper
[B13] befreit [48, 79]. Im Anschluss wurde der Filter zur Fixierung und Farbung
nacheinander fur jeweils 90 Sekunden in die Fixierlosung [A02], die Farbeldsung I
[AO3] und die Farbelosung Il [A04] eingetaucht. AbschlieRend wurde der Filter zum
Auswaschen ungebundener Farbstoffreste hintereinander fur jeweils 5 Sekunden in
Kochsalzlésung (NaCl 0,9%) [A10] und in destilliertem Wasser [A20] gespuilt.
Danach wurde der fixierte und gefarbte Filter zum Trocknen auf einen Objekttrager
[B12] gelegt [67, 68].

2.16. Die Auswertung der Filter

Die Auswertung der Filter [BO9] wurde im Strahlengang eines Lichtmikroskops bei
vierzigfacher ObjektivvergroRerung und zehnfacher OkkularvergrofRerung [B14]
vorgenommen. In der Neubauerzahlkammer [B15] wurden die bis auf die Unterseite
des Filters [B0O9] eingewanderten Monozyten in funf Sichtfeldern (high power fields —
HPF) der jeweiligen Quadranten der Kammer, wie in Kapitel 2.3. beschrieben,
ausgezahlt [94,115].
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2.17.

Handelsname
Wirkstoff
Wirkstoffkonzentration
Sonstige Bestandteile
Darreichungsform

Hersteller

Die getesteten Medikamente

2.17.1. Atracurium

TRACRIUM

Atracuriumbesilat

10 mg Atracurium / ml Injektionslésung
Benzolsulphonsaure ; Wasser fur Injektionszwecke
5 ml Injektionslosung je Ampulle

Glaxo Smith Kline GmbH & Co KG

Die angegebenen Daten beziehen sich auf die Gebrauchsinformation und

Fachinformation der Firma Glaxo Smith Kline GmbH & Co KG (ehem. Glaxo

Wellcome Zeneca) [44].

Die untersuchten Konzentrationen beziehen sich auf die Plasmaspiegel in pg/ml von

Atracurium nach i.v. Injektion von 0,5 mg/kgKG bei gesunden Patienten [36]. Der

ermittelte Plasmaspiegel wurde hier als mittlere Konzentration getestet.

Leerwert :
Niedrig :
Mittel :

Hoch :

0,00 pg Atracurium / ml Testansatz
0,80 pg Atracurium / ml Testansatz
8,00 pg Atracurium / ml Testansatz

80,0 pg Atracurium / ml Testansatz
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2.17.2. Cisatracurium

Handelsname NIMBEX

Wirkstoff Cisatracuriumbesilat

Wirkstoffkonzentration 2 mg Cisatracurium / ml Injektionslosung

Sonstige Bestandteile Benzolsulphonséaure ; Wasser fur Injektionszwecke
Darreichungsform 5 ml Injektionslésung je Ampulle

Hersteller Glaxo Smith Kline GmbH & Co KG

Die angegebenen Daten beziehen sich auf die Gebrauchsinformation und
Fachinformation der Firma Glaxo Smith Kline GmbH & Co KG (ehem. Glaxo
Wellcome Zeneca) [41]

Die untersuchten Konzentrationen beziehen sich auf die Plasmaspiegel in pg/ml von
Cisatracurium nach i.v. Injektion von 0,1 mg/kgKG bei gesunden Patienten der ASA-
Klassifikationen | oder Il [33, 61]. Der ermittelte Plasmaspiegel wurde hier als mittlere

Konzentration getestet.

Leerwert : 0,00 pg Cisatracurium / ml Testansatz
Niedrig : 0,15 ug Cisatracurium / ml Testansatz
Mittel : 1,50 pg Cisatracurium / ml Testansatz

Hoch : 15,0 pg Cisatracurium / ml Testansatz
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2.17.3. Mivacurium

Handelsname MIVACRON

Wirkstoff Mivacuriumchlorid
Wirkstoffkonzentration 2 mg Mivacurium / ml Injektionslésung
Sonstige Bestandteile Salzsaure ; Wasser fur Injektionszwecke
Darreichungsform 5 ml Injektionslésung je Ampulle
Hersteller Glaxo Smith Kline GmbH & Co KG

Die angegebenen Daten beziehen sich auf die Gebrauchsinformation und
Fachinformation der Firma Glaxo Smith Kline GmbH & Co KG (ehem. Glaxo
Wellcome Zeneca) [40].

Die untersuchten Konzentrationen beziehen sich auf die Plasmaspiegel in pg/ml von
Mivacurium nach i.v. Injektion von 0,15 mg/kgKG bei gesunden Patienten [19]. Der

ermittelte Plasmaspiegel wurde hier als mittlere Konzentration getestet.

Leerwert : 0,00 pg Mivacurium / ml Testansatz
Niedrig : 0,12 pg Mivacurium / ml Testansatz
Mittel : 1,20 pg Mivacurium / ml Testansatz

Hoch : 12,0 pg Mivacurium / ml Testansatz
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2.17.4. Pancuronium

Handelsname PANCURONIUM 'ORGANON'

Wirkstoff Pancuroniumbromid

Wirkstoffkonzentration 2 mg Pancuronium / ml Injektionslésung
Sonstige Bestandteile Natriumacetat ; Natriumchlorid ; Essigsaure ;

Wasser fur Injektionszwecke
Darreichungsform 2 ml Injektionslosung je Ampulle
Hersteller Organon Technika Medizinische Produkte GmbH

Die angegebenen Daten beziehen sich auf die Gebrauchsinformation und
Fachinformation der Firma Organon Technika Medizinische Produkte GmbH [43].

Die untersuchten Konzentrationen beziehen sich auf die Plasmaspiegel in pg/ml
nach i.v. Injektion von 8 mg Pancuronium bei nieren- und lebergesunden Patienten
aus einer Untersuchung von Buzello [16]. Der ermittelte Plasmaspiegel wurde hier

als mittlere Konzentration getestet.

Leerwert : 0,00 pg Pancuronium / ml Testansatz
Niedrig : 0,22 pg Pancuronium / ml Testansatz
Mittel : 2,20 pg Pancuronium / ml Testansatz

Hoch : 22,0 pg Pancuronium / ml Testansatz
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2.17.5. Vecuronium

Handelsname NORCURON

Wirkstoff Vecuroniumbromid

Wirkstoffkonzentration 10 mg Vecuronium in 217 mg Trockensubstanz
Sonstige Bestandteile Wasserfreie Citronensaure ; Mannitol ;

Natriummonohydrogenphosphat
Darreichungsform 10 mg Trockensubstanz je Durchstechflasche
Hersteller Organon Technika Medizinische Produkte GmbH

Die angegebenen Daten beziehen sich auf die Gebrauchsinformation und
Fachinformation der Firma Organon Technika Medizinische Produkte GmbH [42].

Die untersuchten Konzentrationen beziehen sich auf die Plasmaspiegel in pg/ml
Vecuronium nach i.v. Injektion von 0,08 - 0,12 mg/kgKG bei nieren- und
lebergesunden Patienten [123]. Der ermittelte Plasmaspiegel wurde hier als mittlere

Konzentration getestet.

Leerwert : 0,00 pg Vecuronium / ml Testansatz
Niedrig : 0,14 pg Vecuronium / ml Testansatz
Mittel : 1,40 pg Vecuronium / ml Testansatz

Hoch : 14,0 pg Vecuronium / ml Testansatz
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2.17.6. Rocuronium

Handelsname ESMERON

Wirkstoff Rocuroniumbromid

Wirkstoffkonzentration 10 mg Rocuronium / ml Injektionslésung
Sonstige Bestandteile Natriumacetat ; Natriumchlorid ; Essigsaure ;

Wasser fur Injektionszwecke
Darreichungsform 5 ml Injektionslosung je Ampulle
Hersteller Organon Technika Medizinische Produkte GmbH

Die angegebenen Daten beziehen sich auf die Gebrauchsinformation und
Fachinformation der Firma Organon Technika Medizinische Produkte GmbH [39].

Die untersuchten Konzentrationen beziehen sich auf die Plasmaspiegel in pg/ml
Rocuronium nach i.v. Injektion von 0,6 mg/kgKG bei gesunden Patienten [20]. Der

ermittelte Plasmaspiegel wurde hier als mittlere Konzentration getestet.

Leerwert : 0,00 pg Rocuronium / ml Testansatz
Niedrig : 1,10 pg Rocuronium / ml Testansatz
Mittel : 11,0 pug Rocuronium / ml Testansatz

Hoch : 110 pg Rocuronium / ml Testansatz
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2.18. Die statistische Auswertung

Die Untersuchung der Medikamente wurde in jeweils doppelter Testung
vorgenommen ; es wurden fir jede getestete Konzentration — niedrig, mittel, hoch —
zwanzig mal zwei Versuche durchgefuhrt. Zur Minimierung interindividueller
Unterschiede wurden alle sechs Wirkstoffe mit den Blutmonozyten der jeweils
gleichen zwanzig Probanden getestet (s.a. Kapitel 2.7., 2.8.). Fur alle
Ergebnisgruppen wurden der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet (s.
die Tabellen im Anhang).

Die Ergebnisse wurden zundchst mit dem Pearson — Stephens — Test auf
Normalverteilung uberprift, danach folgte zur Uberprifung der Varianzgleichheit der
Bartlett — Test. Waren beide Bedingungen erfillt, wurde eine Varianzanalyse fir
Messwiederholungen (repeated measure analysis) durchgefihrt. Als Folgetest wurde
der Scheffé — Test eingesetzt.

Wenn die Bedingungen fir die Normalverteilung oder fir die Varianzgleichheit nicht
erfullt waren, wurde die Friedman — Rangvarianzanalyse berechnet. Bei signifikanten
Ergebnissen wurde nachfolgend der Miller — Test angewandt.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% oder niedriger (p < 0,05) erachteten wir als
statistisch signifikant.

Die Auswertung wurde mit dem BIOMED plus Programmsystem von H. Kolles
durchgefuhrt [117].
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3. Die Ergebnisse der Testserien

Im Folgenden werden die Ergebnisse der getesteten Medikamente in ihren drei
Konzentrationen und des Leerwerts dargestellt. Die jeweiligen dazu gehdrenden
Tabellen finden sich im Anhang unter Kapitel 7.2.4. (s. Tabs. 07, 08, 09) und den
Kapiteln 7.2.7. bis 7.2.12. (s.Tabs. 14 — 31).

Von einem statistisch signifikanten Ergebnis wurde bei einem Signfikanzniveau von

p < 0,05 ausgegangen.
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3.1. Atracurium

Mittelwert 172,08 171,25 154,18 115,50
Std. Dev. 14,50 4,62 4,53 3,16
1 2 3 4
NacCl 0,9% niedrig mittel hoch
(0,00 pg/ml) (0,80 pg/ml) (8,00 pg/ml) (80,00 pg/ml)
Atracurium
200,00
160,00 __- — P
L 160,00 +— e
T 140,00 +— T
u; 120,00
ot ' T — |
atd. Dev,
= 100,00 +— | [Eete Te
& O Mittehwert
= 60,00 1 —
S B0,00 {— —
=
E 4000 +— —
20,00 +— —
0,00
1 2 3 4
Leerwert (1) und Konzentrationen

Die Abbildung zeigt die Tabelle und die graphische Darstellung von Mittelwert und
Standardabweichung der ausgezéahlten Monozyten in 5 HPF unter dem Einflul3 von
Atracurium in den drei getesteten Konzentrationen bei jeweils doppelter Auswertung.

Sowohl bei der mittleren als auch bei der hohen getesteten Konzentration von
Atracurium konnte eine statistisch signifikante Suppression der Monozytenchemotaxis
im Vergleich mit dem getesteten Leerwert (= NaCl 0,9%) festgestellt werden. Es zeigte
sich ein Signifikanzniveau von p < 0,001.

Std. Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
rkk =p<0,001
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3.2. Cisatracurium

Mittelwert 172,08 170,53 170,33 151,50
Std. Dev. 14,50 3,28 3,07 3,48
1 2 3 4
NacCl 0,9% niedrig mittel hoch
(0,00 pg/ml) (0,15 pg/ml) (11,50 pg/ml) (15,00 pg/ml)
Cisatracurium
200,00
180,00 +—{ Rl —
L 180,00
I
o 140,00 i
2 120,00 |
a 100,00 B Std. Dev.
T ! @ Mittelwert
‘é 80,00 —
2 0,00 ]
2 40,00 —
20,00 ]
0,00
1 2 3 4
Leerwert (1) und Konzentrationen

Die Abbildung zeigt die Tabelle und die graphische Darstellung von Mittelwert und
Standardabweichung der ausgezéhlten Monozyten in 5 HPF unter dem Einflu@ von
Cisatracurium in den drei getesteten Konzentrationen bei jeweils doppelter Auswertung.

Bei der hohen getesteten Konzentration von Cisatracurium konnte eine statistisch
signifikante Suppression der Monozytenchemotaxis im Vergleich mit dem getesteten
Leerwert (= NaCl 0,9%) festgestellt werden. Es zeigte sich ein Signifikanzniveau von
p <0,001.

Std. Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
ok =p<0,001
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3.3 Mivacurium

Mittelwert 172,08 167,93 166,48 149,40
Std. Dev. 14,50 2,21 2,02 7,19
1 2 3 4
NaCl 0,9% niedrig mittel hoch
(0,00 pg/ml) (0,22 pg/ml) (1,20 pg/ml) | (12,00 pg/ml)
Mivacurium
200,00

. 180,00 +—{ —
% 160,00 +— —
i 140,00 +— —
e 120,00 +—— —
j=%
2 100,00 | [ |mstd. Dev.
£ o0 | |3 Mmittelwert
© 50,00 +— —
2 40,00 —

20,00 +— —

0,00
1 2 3 il
Leerwert (1) und Konzentrationen

Die Abbildung zeigt die Tabelle und die graphische Darstellung von Mittelwert und
Standardabweichung der ausgezahlten Monozyten in 5 HPF unter dem Einflu3 von
Mivacurium in den drei getesteten Konzentrationen bei jeweils doppelter Auswertung.

Bei der hohen getesteten Konzentration von Mivacurium konnte eine statistisch
signifikante Suppression der Monozytenchemotaxis im Vergleich mit dem getesteten
Leerwert (= NaCl 0,9%) festgestellt werden. Es zeigte sich ein Signifikanzniveau von p
< 0,001.

Std. Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
ok =p <0,001
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3.4. Pancuronium

Mittelwert 172,08 167,03 165,78 166,50
Std. Dev. 14,50 2,57 1,66 2,31
1 2 3 4
NacCl 0,9% niedrig mittel hoch
(0,00 pg/ml) | (0,22 pg/ml) | (2,20 pg/ml) | (22,00 pg/ml)
Pancuronium
200,00
180,00 +—
W 160,00 - -
(=
T 140,00 —
(1]
o 120,00 mire
= 4000 I L
L O Mittelwert
% 80,00 —
S B0O0 -
(=]
= 000 —
20,00 —
0,00
1 2 3 4
Leerwert (1) und Konzentrationen

Die Abbildung zeigt die Tabelle und die graphische Darstellung von Mittelwert
und Standardabweichung der ausgezahlten Monozyten in 5 HPF unter dem
EinfluR von Pancuronium in den drei getesteten Konzentrationen bei jeweils
doppelter Auswertung.

Bei keiner der getesteten Konzentrationen von Pancuronium konnte eine
statistisch signifikante Suppression der Monozytenchemotaxis im Vergleich mit
dem getesteten Leerwert (= NaCl 0,9%) festgestellt werden.

Std. Dev. =
Standardabweichung

HPF

= High Power Field
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3.5. Vecuronium

Mittelwert 172,08 165,48 165,50 162,70
Std. Dev. 14,50 2,27 2,37 1,46
1 2 3 4
NaCl 0,9% niedrig mittel hoch
(0,00 pg/ml) (0,14 pg/ml) (1,40 pg/ml) | (14,00 pg/ml)

Vecuronium

200,00
180,00 +—
160,00 —
14000 —
120,00 —
100,00 —
80,00 —
60,00 —
40,00 —
20,00 —
0,00 = = = =

1 2 3 4

Leerwert (1) und Konzentrationen

| Std. Dey.
O Mittelwert

Monozyten pro 5 HPF

Die Abbildung zeigt die Tabelle und die graphische Darstellung von Mittelwert und
Standardabweichung der ausgezahlten Monozyten in 5 HPF unter dem Einflul3 von
Vecuronium in den drei getesteten Konzentrationen bei jeweils doppelter Auswertung.

Bei keiner der getesteten Konzentrationen von Vecuronium konnte eine statistisch
signifikante Suppression der Monozytenchemotaxis im Vergleich mit dem getesteten
Leerwert (= NaCl 0,9%) festgestellt werden.

Std. Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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3.6. Rocuronium

Mittelwert 172,08 165,23 165,35 155,13
Std. Dev. 14,50 2,65 2,07 3,64
1 2 3 4
NaCl 0,9% niedrig mittel hoch
(0,00 pg/ml) (1,20 pg/ml) | (212,00 pg/ml) | (120,00 pg/ml)
Rocuronium

200,00
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L
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& 100,00 — ol
@ O Mittelwert
B 8000 +— —
£ B000 4+ —
=
= 4000 — —

2000 +— —

0,00
1 2 3 4
Leerwert (1) und Konzentrationen

Die Abbildung zeigt die Tabelle und die graphische Darstellung von Mittelwert und
Standardabweichung der ausgezéhlten Monozyten in 5 HPF unter dem Einflu von
Rocuronium in den drei getesteten Konzentrationen bei jeweils doppelter Auswertung.

Bei der hohen getesteten Konzentration von Rocuronium konnte eine statistisch
signifikante Suppression der Monozytenchemotaxis im Vergleich mit dem getesteten
Leerwert (= NaCl 0,9%) festgestellt werden. Es zeigte sich ein Signifikanzniveau von p

<0,001.

Std. Dev. = Standardabweichung

HPF

*%k%

= High Power Field
=p<0,001
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4, Die Diskussion und Interpretation der Ergebnisse

Die korpereigene Abwehr von als fremd erkannten Stoffen, wie Bakterien und Viren,
wird mafgeblich durch unsere Immunzellen gesteuert. Diese Zellen werden auf
unterschiedliche Weise durch biologische und chemische Stoffe moduliert, wodurch

es moglich ist, dass Medikamente die Immunabwehr schwachen.

Schon vor Uber hundert Jahren konnte in verschiedenen tierexperimentellen
Untersuchungen gezeigt werden, dass das Immunsystem durch Stoffe wie Ather,
Alkohol, Chloralhydrat, Chloroform und Curare stark geschwacht wurde [45, 48, 100].
Die Untersuchungen von Graham zeigten schon 1911, dass der Ather, als damals
haufig verwendetes Anasthetikum, nicht nur die Aktivitat und die
Phagozytoseleistung von Monozyten zu hemmen vermochte, sondern auch, dass
das Ausmal} der Hemmung konzentrationsabhangig war [45].

In weiteren, neueren Untersuchungen befassten sich verschiedene Autoren mit einer
Reihe von Medikamenten, wie z.B. Antiphlogistika, Antibiotika und Immunsupressiva,
und deren Einfluss auf die Chemotaxis von Monozyten, Lymphozyten und
Granulozyten [1, 4, 57, 75, 80, 92, 93, 94, 106, 118, 122, 129, 131].

Zwei Arbeitsgruppen von Krumholz untersuchten 1999 den Einfluss verschiedener
intravends verabreichter Anasthetika auf das chemotaktische Verhalten von
Monozyten und eosinophilen Granulozyten und fanden eine signifikante Hemmung
bei Monozyten durch Ketamin, Midazolam und Droperidol sowie bei Eosinophilen
durch Thiopental und Etomidat [65, 67]. 2002 berichteten Krumholz, Stubbe und
Szalay Uber die Hemmung der Monozytenchemotaxis durch hohe Konzentrationen
von Furosemid und Verapamil, jedoch auch Uber deren Stimulation durch Clonidin
und Metamizol [68].

Die Gruppe der nichtdepolarisierenden Muskelrelaxanzien ist bisher noch nicht auf

ihre Beeinflussung der Monozytenchemotaxis untersucht worden.

Das grol3e Interesse am chemotaktischen Verhalten immunkompetenter Zellen und

dessen Beeinflussung durch unterschiedliche Medikamente und Wirkstoffe
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unterstreicht die klinische Relevanz zukunftiger Untersuchungen. Hierbei bleibt offen,

inwiefern die In- vitro- Datenlage die In- vivo- Situation widerspiegelt [76].

4.1. Die Funktion der Monozyten

Das menschliche Immunsystem dient dem Schutz unseres Korpers, indem es
korperfremde Substanzen erkennen und dann eliminieren kann (s. Kapitel 1.2.).

Die Monozyten bzw. mononukledren Phagozyten bilden zusammen mit den
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten die zellulare Komponente des
unspezifischen Abwehrsystems, welches die angeborene, genetisch determinierte
Immunitat vermittelt, die die Entzindungsreaktion mit Ansammlung der zur
Phagozytose befahigten Zellen darstellt [107, 116].

Monozyten werden aus einer pluripotenten Stammzelle im Knochenmark Uber
mehrere Reifestadien gebildet und in den Blutstrom abgegeben, wo sie ca. 10
Stunden verbleiben und auch zu Untersuchungszwecken durch Blutentnahme
zuganglich sind [57, 116]. Nach Verlassen des Blutstroms und Einwanderung ins
Gewebe reifen sie dort zu gewebsspezifischen Makrophagen aus.
Gewebsmakrophagen findet man entlang der kleinen Blutgefale, in der Peritoneal-
und der Pleurahdhle, in den Bindegeweben als Histiozyten, in der Lunge als
Alveolarmakrophagen, in der Leber als von Kupffer'sche Sternzellen, entlang der
Milzsinusoide und in den zentralen Regionen der Lymphknoten. Auch die
Mesangiumzellen der Nierenglomerula und die Mikroglia des Gehirns sowie die
Osteoklasten im Knochen werden zum gleichen Zellsystem gezahit [57, 107,116].
Die Monozyten und die im Gewebe ausgereiften Makrophagen bilden zusammen das
sog. mononukleare Phagozytosesystem (MPS ; frUher, zusammen mit
Endothelzellen und Granulozyten unter dem Begriff des retikuloendothelialen
Systems (RES) zusammengefasst) [57, 107].

Mikroskopisch weisen die Monozyten charakteristischerweise eine Vielzahl vom
Lysosomen auf, die Myeloperoxidasen, Hydrolasen und saure Phosphatasen zur
intrazellularen Elimination von Fremdmaterial, z.B. Bakterien, Pilze oder Kolloide,
enthalten (s. Abb.1, Kapitel 1.2.) [24, 57, 116].
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Wahrend einer Entzindung verlassen die Monozyten den Blutstrom und begeben
sich amdboid zum Entzindungsort, wo sie zu Makrophagen differenzieren und ihre
Phagozytosetatigkeit aufnehmen (s.a. Kapitel 1.2.) [107, 116]. Die Fahigkeit zur
Chemotaxis ermoglicht den Monozyten die zielgerichtete rdumliche Bewegung. Diese
wird durch bestimmte Substanzen, die sog. Chemotaxine, in der Umgebung induziert
und vorwiegend durch auf der Zelloberflache der Monozyten befindliche Rezeptoren
getriggert und gesteuert (s.a. Kapitel 1.2. ; 1.3.) [58, 108, 112, 116]. Zu den
chemotaktischen Stoffen zahlen f - Methionyl — Peptide (z.B. fMLP),
Immunkomplexe, die Komplementfragmente C3a und C5a, Endotoxin von Bakterien
und, als potentester Lockstoff, die Lymphokine von sensibilisierten T- Lymphozyten
(s.a. Kapitel 1.3.) [107, 115, 116].

Monozyten und Makrophagen verfugen auf ihrer Oberflache Uber eine Anzahl von
Rezeptoren, z.B. fur Immunglobulin G (lgG), Immunglobulin M (IgM),
Komplementfragment C3b, Lymphokine (IL-1, IL-6) und fMLP, und sezernieren auch
ihrerseits Mediatoren, z.B. Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) und Interferon
gamma (INF-y), sowie Interleukin-1 beta (IL-1B), das als Koaktivator von T-
Lymphozyten agiert, und greifen auf diese Weise in die Koordinationsprozesse der
Immunantwort ein (s. a. Kapitel 1.2.) [51, 71, 116].

Aulerdem sind sie zur Antigenprasentation befahigt. Nach Phagozytose und
lysosomaler Aufbereitung eines Antigenmolekuls erfolgt die Exprimierung des
aufbereiteten Peptids, das mit MHC- Klasse IlI- Molekllen assoziiert ist, an der
Zelloberflache [107, 116]. Intakte Antigene werden von T- Helferzellen oder
zytotoxischen T- Zellen nicht erkannt und missen daher als MHC — Antigenkomplex
prasentiert werden. Dadurch erfolgt die Proliferation der nun aktivierten T-
Lymphozyten, die ihrerseits Mediatoren freisetzen, z.B. Interferon gamma (INF-y),
das wiederum die Monozyten zur Liberation von Monokinen, wie Interleukin-1 beta
(IL-1B), Interleukin-6 (IL-6), Colony stimulating factor (CSF) und andere, anregt und
so die Immunantwort weiter stimuliert (s.a. Kapitel 1.2.) [68, 71, 107, 116].
Chemotaxis und Phagozytose gehdren zu den wichtigsten Fahigkeiten der

Monozyten.
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4.2. Die Methodik

Die Messung der Chemotaxis von Zellen kann in- vivo oder in- vitro erfolgen.

In- vivo- Messungen, wie das sog. ,rebuk skin window“ oder die Beimpfung
verschiedener Korperhdhlen von Versuchstieren mit einer zu testenden Substanz,
sind wegen ihres erhohten Aufwands selten [79]. Die hohen technischen
Anforderungen an eine wissenschaftlich fundierte In- vivo- Testung des
Immunsystems und dessen groRe Komplexitat erlauben nur selten eine klare
Interpretation der erzielten Ergebnisse.

Die In- vitro- Messung ermoglicht hingegen die Funktionstestung von
Teilkomponenten des Immunsystems, z.B. den Monozyten. Hierbei erzielte
Ergebnisse mussen allerdings durch weiterfUhrende klinische Studien erganzt
werden, da eine Beeintrachtigung einzelner Komponenten des Systems durch
andere kompensiert werden konnte und so in ihrer Einzelbewertung fehlinterpretiert
werden konnte [66, 68].

Fur die In- vitro- Messung sind verschiedene Methoden entwickelt worden. Hierzu
zahlen die mikroskopische Beobachtung der Zellwanderung auf Objekttragern,
Deckglésern oder in Kapillarrohrchen und die Chemotaxismessung in einer
Kulturkammer unter Agarose — Gel oder durch einen Filter mit Hilfe der Boyden —
Chamber und deren Modifikationen [11, 37, 79, 121, 132].

Diese verschiedenen Methoden haben sich unterschiedlich fur bestimmte
spezialisierte Studien bewahrt, jedoch hat sich die Technik von Boyden und deren
Weiterentwicklung aufgrund der einfachen Handhabung wund der gut
reproduzierbaren Ergebnisse durchgesetzt [37]. Die Erkenntnisse auch neuerer
wissenschaftlicher Ergebnisse beruhen auf dieser Messmethode [11, 37, 132].

Durch ein neues Verfahren zur Isolierung von Lymphozyten und Monozyten aufgrund
ihres spezifischen Gewichts in Verbindung mit einer Tragersubstanz und einer
differenzierten Zentrifugation brachte A. Boyum die In- vitro- Messung der
Chemotaxis 1968 voran [12]. Diese Methode wird auch heute noch standardmaRig in
Kombination mit der Boyden — Chamber eingesetzt [48].

Die klassische Boyden — Chamber und auch die weiter entwickelte 48-Well —

Chemotaxis Chamber ( Neuroprobe Chamber, s. Kapitel 2.2.) besteht, wie auch in
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Kapitel 2. beschrieben, aus einem unteren und einem oberen Kammerteil [B13]. Die
oberen und unteren Kammern werden durch einen dazwischen gelagerten
Polycarbonfilter[BO9] getrennt, in den die Monozyten einwandern. Der Filter ist im
Gegensatz zu den gangigen Polycarbonfiltern frei von dem hydrophoben
Oberflachenmaterial Polyvinylpyrolidone (PVP) [115, 119]. Die herkdmmlichen PVP-
beschichteten Filter haben den entscheidenden Nachteil, dass die zur Unterseite des
Filters gewanderten Zellen aufgrund der Beschichtung weniger adharent sind und zu
einem variablen Prozentsatz vom Filter abfallen, wodurch es zu Fehlbestimmungen
bei der Zellzahlung kommt [49]. Die PorengroRe wird in Abhangigkeit vom
verwendeten Zelltyp gewahlt, da es sehr wichtig ist, dass die Zellen aktiv durch den
Filter wandern kdnnen, ohne jedoch einfach hindurch zu fallen. Fur die Monozyten

betragt die optimale PorengrofRe 5 um [49].

4.3. Der chemotaktische Lockstoff

Eine Vorraussetzung fur die In- vitro- Chemotaxis von Monozyten ist die Gegenwart
eines chemotaktischen Lockstoffs (syn.: Chemotaxin ; s. Kapitel 1.3.). Haufig
verwendete Stoffe sind das Komplementfragment C5a oder das von Bakterien
produzierte N-formyl-Peptid N- Formyl- Methionyl- Leucyl- Phenylalanin (fMLP)
[A13] ; [4, 59, 66, 67, 68, 79, 81, 94, 119]. Nielsen und Larsen beschrieben 1983
verschiedene Variablen, die die chemotaktische Reaktion von Monozyten
beeiflussen, stellten aber auch fest, dass das Migrationsverhalten der aktivierten
Zellen gegenuber optimalen Konzentrationen der Chemotaxine Kasein, Zymosan-
aktiviertes Serum (ZAS) und fMLP [A13] keinen signifikanten Unterschied aufwies
[95]. Ternowitz, Herlin und Fogh verglichen 1987 die chemotaktische Aktivitat von
fMLP [A13] mit Leukotrien B4 (LTB 4) und kamen zu dem Ergebnis, dass fMLP [A13]
eine signifikant hohere Reaktion der Monozyten induzierte [120].

Die aufwendige Herstellung von ZAS wurde 1980 von Falk, Goodwin und Leonard
beschrieben, die Praparation von C5a im selben Jahr von Harvath, Falk und Leonard
[37, 49]. Matzner, Marx, Drexler und Eldor wiesen Cb5a als den primaren

chemotaktischen Faktor im ZAS nach [81]. Die gleichen Autoren stellten fest, dass
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Heparin einen inhibitorischen Effekt auf die chemotaktische Aktivitat von ZAS ausubt,
nicht aber auf jene von fMLP [A13] ; [81]. Da das Blut unserer Probanden mit
Heparin antikoaguliert wurde (s. Kapitel 2.8.), haben wir uns far fMLP [A13], welches
als fertig synthetisiertes Praparat vom Hersteller zu beziehen war, als Chemotaxin
entschieden. Aulierdem reagieren Monozyten hochsensibel auf kleine Mengen
dieses Lockstoffs und besitzen selbst, im Gegensatz zu Lymphozyten, spezifische
Membranrezeptoren fur fMLP [A13] ; [119]. Aufgrund der positiven Interaktion des
Oberflachenrezeptors und des Lockstoffs ist fMLP gut geeignet fur die Untersuchung
der Monozytenchemotaxis in vitro [49, 79].

Wir verwendeten fMLP [A13] als chemotaktischen Lockstoff in einer Konzentration
von 10® molar. Von Ausnahmen abgesehen wird die von uns eingesetzte
Konzentration am haufigsten verwendet und als Wirkmaximum angesehen [1, 4, 59,
67, 68, 79, 81, 119, 120].

4.4. Die Checkerboard — Analyse

Unter den verschiedenen Methoden zur Bestimmung der In- vitro- Chemotaxis von
Zellen wird die von Boyden 1962 beschriebene Chemotaxis — Chamber in ihrer
heutigen Modifikation (Neuroprobe Chamber [B13]) am haufigsten eingesetzt [11,
79]. Die Zellwanderung wird durch einen Lockstoff verursacht, der die Migration der

Zellen auslost.

Eine Voraussetzung fur verwertbare Ergebnisse ist die Messung einer
chemotaktischen Migration der Zellen.

Die Checkerboard — Analyse ermdglicht die Differenzierung zwischen Chemotaxis
und Chemokinese (s.a. Kapitel 1.3.) [120, 133]. Durch Veranderung der
Konzentration eines Lockstoffs in einer Verdunnungsreihe sowohl im unteren als
auch im oberen Teil der Neuroprobe Chamber [B13] werden unterschiedliche
Konzentrationsgradienten innerhalb der Kammer erzeugt (s.a. Kapitel 2.1.). Die

unterschiedlichen Gradienten beeinflussen das Migrationsverhalten der Monozyten,
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die sich im oberen Teil der Kammer befinden, so dass sie entweder verstarkt oder
vermindert in den Filter einwandern (s. Anhang, Tabs. 02, 03) [119, 120] :

] Bei hoher Konzentration des Lockstoffs im unteren Kompartiment der Kammer
und gleichzeitig niedriger Konzentration im oberen Kompartiment resultiert
eine ausgepragte Migration von Monozyten in den Filter ( positiver Gradient ).

" Bei hoher oder niedriger Konzentration des Lockstoffs auf beiden Seiten des
Filters resultiert eine malige Migration von Monozyten in den Filter ( kein
Gradient ).

. Bei niedriger Konzentration des Lockstoffs im unteren Kompartiment der

Kammer und gleichzeitig hoher Konzentration im oberen Kompartiment

resultiert eine geringfligige Migration von Monozyten in den Filter ( negativer

Gradient ).
Das Migrationsverhalten der Monozyten bei negativen und bei nicht vorhandenem
Gradienten kann als ungerichtete Bewegung und somit als Chemokinese interpretiert
werden [120, 133]. Aufgrund der ausgepragten Migration der Monozyten in
Anwesenheit eines positiven Gradienten kann hier davon ausgegangen werden,
dass eine gerichtete Bewegung stattgefunden hat und dass unsere Messwerte auf
Chemotaxis schlie3en lassen (s. Anhang, Tabs. 02, 03) [120, 133].

48



45. Die Muskelrelaxanzien

Keine Entdeckung seit der des Athers, Stickoxiduls und Kokains hat die klinische
Narkosepraxis so nachhaltig beeinflusst wie die Einflihrung der Muskelrelaxanzien
[82].

Am Anfang stand das von sudamerikanischen Indianerstammen benutze Pfeilgift
Curare, das eine erste andeutungsweise Erwahnung im Jahre 1516 im Werk von
Pietro Martire d'Anghiera fand [24]. Der erste konkrete Hinweis findet sich 1595 in
einer Reisebeschreibung von Sir Walter Raleigh [104]. Der Entdeckungsreisende
Alexander von Humboldt wurde wahrscheinlich als erster Europaer Zeuge der
Zubereitung des Pfeilgifts und beschrieb auch die dazu gehérende Jagdmethode [53,
54, 99]. In den Berichten wurde mit Erstaunen festgehalten, dass die so erlegten

Tiere gefahrlos verzehrt werden konnten.

Die Untersuchungen von Sir Benjamin Brodie 1811 sowie die Versuche von Charles
Waterton 1825 wund Claude Bernard 1851 fuhrten zur Aufklarung des
Wirkungsmechanismus von Curare und trieben die Verwendung zu therapeutischen
Zwecken voran [6, 13, 126]. Der Wirkstoff Tubocurarin wurde jedoch erst 1935 von
King isoliert [60].

Die ersten Einsatze in der klinischen Anasthesie wurden 1942 von Harold Griffith und
Enid Johnson in Kanada sowie von Stuart Cullen in den USA beschrieben [23, 47].
Die Substanz wurde jedoch erst 1946 nach einem Bericht von Cecil Gray und John
Halton Uber die Verwendung von Tubocurarin zur Relaxation vor der Royal Society of

Medicine fur die klinische Anwendung zugelassen [46].

Die Bemuhungen von Daniel Bovet zur Herstellung synthetischer Relaxanzien flhrte
1947 zu der Synthese von Gallamin [10]. Die Forschergruppe um Daniel Bovet
erkannte als erste die Bedeutung von quaternaren Amoniumbasen fur die
neuromuskulare Blockade [82]. Zwei Jahre spater (1949) publizierte er die erste
Arbeit Uber Succinylcholin , welches 1951 von F. Bricke, O. Mayrhofer und O. v.
Dardel in die klinische Praxis eingefuhrt wurde [9, 15, 25, 83].
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Nach der Erkenntnis, dass manche der neuen synthetischen Relaxanzien zwar
ahnliche  Wirkungen, aber unterschiedliche Wirkmechanismen an der
neuromuskularen Endplatte aufwiesen, konzentrierte sich das Interesse auf
Relaxanzien vom nichtdepolarisierenden Wirkungstyp [14, 98].

Dies fuhrte zur Entwicklung und Einfihrung von Alcuronium in den Jahren 1958 bis
1962 sowie zur Entdeckung der Relaxanzien aus der Steroidreihe, beginnend mit
dem bisquaternaren Aminosteroid Pancuronium in den Jahren 1964 bis 1966 [5, 21,
52, 82, 88, 111, 125]. Die wesentlichen Vorarbeiten zur klinischen EinfUhrung des
zweiten Muskelrelaxans mit aminosteroidaler Grundstruktur, dem Vecuronium,
leisteten unter Anderen die Arbeitsgruppen um Savage, Agoston und Fahey in den
Jahren 1979 bis 1982 [2, 35, 109]. Als erstes Relaxans der Benzylisochinolinderivate
wurde Atracurium Mitte der 80er Jahre vorgestellt [36, 38, 124]. Cisatracurium und
Mivacurium als die jungsten Vertreter der Benzylisochinoline und auch Rocuronium

als neustes Aminosteriod wurden 1996 in Deutschland zugelassen [29, 30].

Das In- vitro- Migrationsverhalten menschlicher Blutmonozyten unter dem Einfluss
von nichtdepolarisierenden Muskelrelaxanzien ist bisher nicht grindlich Uberprift
worden. Eine Arbeit von Smith, Edwards, Gower, Ferguson und Williams aus dem
Jahr 1992 untersuchte das Migrationsverhalten von Leukozyten in Anwesenheit
verschiedener Anasthetika, auch Pancuronium ; es wurden hier jedoch andere
Agenzien und Wirkstoffkonzentrationen verwendet, und fur Pancuronium wurde kein

hemmender oder stimulierender Effekt gefunden [114].

Die isolierten Effekte der in den einzelnen Praparaten enthaltenen Lésungsmittel und
Konservierungsstoffe gingen nicht in die Studie ein, da die Medikamente im

klinischen Gebrauch nicht getrennt von ihren Zusatzstoffen eingesetzt werden.
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45.1. Atracurium

Atracurium (Tracrium) [A17] zeigte in unserer Testung sowohl in der mittleren
Konzentration, welche einer therapeutisch wirksamen Dosis entspricht, als auch in
der hohen Konzentration, welche eine Zehnerpotenz uber der therapeutisch
wirksamen Dosis liegt, eine statistisch signifikante = Suppression der
Monozytenchemotaxis (s. Kapitel 3.1.). Die niedrige Konzentration, eine
Zehnerpotenz unter der therapeutisch wirksamen Dosis, war gegenuber dem
Leerwert nicht signifikant verandert (s. Kapitel 3.1.). Das Ergebnis impliziert die
Madglichkeit einer negativen Beeinflussung der Immunitatslage nach gebrauchlichen
und hohen Dosen von Atracurium.

Atracurium (Tracrium) [A17] ist ein bisquaternares nichtdepolarisierendes
Muskelrelaxans der Benzylisochinolingruppe von mittellanger Wirkdauer [63, 88]. Es
wird weitgehend organunabhangig von Leber und Niere Uber die sog. Hoffmann —
Elimination, einem nichtenzymatischen von pH-Wert und Temperatur abhangigen
Prozess, und Uber Esterhydrolyse abgebaut [38, 45, 63, 88].

In vielen Arbeiten wurde das Potential einer Histaminliberation durch Atracurium
herausgestellt, jedoch betont, dass dies vorwiegend bei schneller Bolusinjektion und
bei hoher Dosierung auftreten wirde [30, 38, 88, 90, 101]. Die Arbeitsgruppe von
Naguib konnte eine signifikant erhdohte Histaminkonzentration eine Minute nach
Applikation von Atracurium messen (234%) und zitierte andere Arbeiten mit noch
hdoheren Werten [90]. Naguib konstatierte, dass die auftretenden Nebenwirkungen,
die sich vorwiegend am Herzkreislaufsystem manifestierten, zusatzlich durch weitere
Stoffe, die durch eine Mastzelldegranulation freigesetzt wirden, wie zum Beispiel
Tryptase oder Prostaglandine, mitverursacht wirden [90]. Radermecker, Bury und
Saint-Remy zeigten in ihrer Arbeit Uber den Effekt von Histamin auf die Chemotaxis,
dass picomolare Konzentrationen zu einer signifikanten Hemmung, hohere
Konzentrationen jedoch zu einer Steigerung der Migration von Monozyten in vitro
fuhrten, und bemerkten die Existenz von H; - Rezeptoren auf der
Monozytenoberflache [103, 110].

Fuchs-Buder schrieb 1997 in seinem Update zu Muskelrelaxanzien, dass die durch

Atracurium hervorgerufene Histaminfreisetzung eine unspezifische chemische

51



Reaktion und nicht mit einer Histaminfreisetzung im Zusammenhang mit einer
allergischen Reaktion zu verwechseln sei [38].

Die Mastzellendegranulation und die dadurch hervorgerufene Freisetzung von
Stoffen, wie Histamin und auch Prostaglandine, scheinen nach den oben zitierten
Autoren eher keine Rolle im Zusammenhang mit der Hemmung der
Monozytenchemotaxis durch Atracurium zu spielen[103].

Verschiedene Arbeiten zeigten ein gunstiges Profil von Atracurium in Bezug auf
seine Pharmakodynamik und Pharmakokinetik [36, 38, 88, 97, 101, 124]. So wurde
1984 von der Arbeitsgruppe von Fahey und 1987 von der Arbeitsgruppe von Ward
die gute Eignung der Substanz flr terminal niereninsuffiziente Patienten aufgrund
des organunabhangigen Abbaumechanismus, der Hoffmann — Elimination,
herausgestellt [36, 124]. Pollard stellte 1993 die Vorteile von Atracurium fur die
Langzeitbeatmung von Intensivpatienten dar, wobei er auch Uber den gunstigen
Abbau, zusatzlich aber Uber die extrem geringe Kumulationsneigung berichtete, was
bei Patienten mit Nierenversagen oder Multiorganversagen ein Vorteil sei [101].

Da Patienten mit Niereninsuffizienz, Multiorganversagen oder Sepsis und auch
intensivpflichtige Patienten, zum Beispiel nach Verbrennungstrauma, mehr oder
minder immunsupprimiert sind, kdnnten unsere Ergebnisse Anlass dazu geben, die
obigen Darstellungen in Bezug auf die glinstigen Eigenschaften von Atracurium zu
Uberdenken [3, 76, 127]. Davon ausgehend, dass Atracurium nicht zur Kumulation
neigt, sind die von uns erhaltenen Ergebnisse fur die hohe Konzentration des
Relaxans klinisch eher als irrelevant zu betrachten [101]. Jedoch kdnnten unsere
Ergebnisse fur die mittlere Konzentration, die einer klinisch gebrauchlichen Dosis
entspricht, klinisch relevant in Bezug auf eine zusatzliche Suppression des

Immunsystems bei kritisch kranken Patienten sein [36, 101, 124].
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45.2. Cisatracurium

Cisatracurium (Nimbex) [A14] zeigte in unserer Testung in der hohen Konzentration,
welche eine Zehnerpotenz Uber der therapeutisch wirksamen Dosis liegt, eine
statistisch signifikante Suppression der Monozytenchemotaxis (s. Kapitel 3.2.).
Sowohl die mittlere Konzentration, welche einer therapeutisch wirksamen Dosis
entspricht, als auch die niedrige Konzentration, eine Zehnerpotenz unter der
therapeutisch wirksamen Dosis, waren gegeniuber dem Leerwert nicht signifikant
verandert (s. Kapitel 3.2.).

Cisatracurium (Nimbex) [A14], ein weiteres nichtdepolarisierendes Muskelrelaxans
mit einer Benzylisochinolinstruktur, ist eines von zehn Stereocisomeren von
Atracurium mit drei- bis funffach hoherer Potenz [38, 41, 88, 113]. Der Abbau
geschieht nicht durch Esterhydrolyse, sondern ausschlieBlich durch die
enzymunabhangige Hoffmann — Elimination [38, 88]. Cisatracurium verursacht eine
wesentlich geringere Histaminliberation als Atracurium, weist eine hohe
Kreislaufstabilitat auch bei hoher Dosis und schneller Injektionsgeschwindigkeit auf
und zeigt keine Kumulationsneigung, weder bei Niereninsuffizienz, noch bei
Leberinsuffizienz [27, 30, 33, 38, 41, 61, 85, 88, 113, 128].

Interessant erscheint uns die unterschiedliche Wirkung von Atracurium (Tracrium)
und Cisatracurium (Nimbex) auf die In- vitro- Chemotaxis der Monozyten.

Beide Substanzen sind bisquaternare Benzylisochinolinderivate und enthalten die
gleiche Anzahl gleicher Atome, was chemisch als Isomer bezeichnet wird [96].
Atracurium ist eine Mischung aus zehn Stereoisomeren, also Isomeren, die sich
durch ihre rdumliche Konfiguration unterscheiden. Diese Stereoisomere haben eine
unterschiedliche = Pharmakolgie und entstehen in einem  bestimmten
Mischungsverhaltnis bei der Synthese von Atracurium [85, 96]. Cisatracurium ist
eines dieser Stereoisomere und ist zu etwa 15% im handelsublichen
Atracuriumgemisch enthalten, unterscheidet sich jedoch als Einzelsubstanz durch
seine bessere Pharmakologie und sein gunstigeres Nebenwirkungsprofil [28, 30, 85,
96]. Moglicherweise wirkt sich das gunstigere Profil von Cisatracurium im klinischen

Alltag, wie zum Beispiel die in vivo auf3erst geringe Histaminliberation im Vergleich

53



zu Atracurium, auch in unseren In- vitro- Testungen im chemotaktischen Verhalten
der Monozyten aus [28, 30, 74, 85].

Eine weiter Moglichkeit der Beeinflussung ist in den Zusatzstoffen zu sehen, die
vielen Medikamenten zur Stabilisierung beigemischt werden. In unserem Fall 1asst
sich dies jedoch fur die beiden Medikamente ausschlielen, da in beiden als
zusatzlicher Bestandteil die Benzolsulfonsaure enthalten ist [39 — 44]. Der Einfluss
der Benzolsulfonsaure auf die Monozytenchemotaxis wurde im Rahmen unserer

Arbeit nicht untersucht und kann somit hier nicht abschlieRend beurteilt werden.

4.5.3. Mivacurium

Mivacurium (Mivacron) [A12] zeigte in unserer Testung in der hohen Konzentration,
welche eine Zehnerpotenz Uber der therapeutisch wirksamen Dosis liegt, eine
statistisch signifikante Suppression der Monozytenchemotaxis (s. Kapitel 3.3.).
Sowohl die mittlere Konzentration, welche einer therapeutisch wirksamen Dosis
entspricht, als auch die niedrige Konzentration, eine Zehnerpotenz unter der
therapeutisch wirksamen Dosis, waren gegenuber dem Leerwert nicht signifikant
verandert (s. Kapitel 3.3.).

Mivacurium (Mivacron) [A12] zahlt zu den kurzwirksamen nichtdepolarisierenden
Muskelrelaxanzien und ist ein bisquaternares Benzylisochinolinderivat, welches
chemisch dem Atracurium eng verwandt ist [38, 40, 88, 91]. Es ist ein Gemisch aus
drei Isomeren, von denen hauptsachlich zwei fur die neuromuskular blockierende
Wirkung verantwortlich sind [30, 50, 70]. Es wird hydrolytisch durch
Plasmacholinesterase gespalten und hepatobiliar eliminiert, so dass bei
Cholinesterasemangel, bei atypischer Cholinesterase, bei Leberfunktionsstorungen
und Lebercirrhose, aber auch bei terminaler Niereninsuffizienz eine verlangerte
Wirkdauer beobachtet wird [17, 30, 38, 88, 91]. Dies liegt zum anderen auch an der
bei Cirrhotikern und bei dialysepflichtigen Patienten herabgesetzten Aktivitat der
Plasmacholinesterase [19, 30, 50, 70]. Die neuromuskulare Blockade ist dann mit
der eines langwirkenden Muskelrelaxans gleich zu setzen [30, 38]. Mivacurium kann

zu unspezifischer Histaminliberation fihren, welche durch langsame Injektion und
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Dosisreduktion vermieden werden kann [30, 38, 88]. Es weist gute Kreislaufstabilitat
auf und ist aufgrund seiner raschen enzymatischen Inaktivierbarkeit auch fir
ambulante Eingriffe gut geeignet [30].

Ob eine Histaminliberation im Zusammenhang mit unseren Ergebnissen steht, kann
hier nicht abschlieRend beurteilt werden.

Die von uns gemessenen Ergebnisse flr die hohe Konzentration des Relaxanz
konnte klinische Relevanz bei Patienten erlangen, die aufgrund einer schweren
Nieren- oder Lebererkrankung einen beeintrachtigten Immunstatus haben, da es hier
durch mogliche Kumulation bei Anwendung von Mivacurium zu einer weiteren

Kompromittierung des Immunsystems kommen kénnte [17, 19, 30, 50, 70].

4.5.4. Pancuronium

Pancuronium (Pancuronium ‘Organon’) [A16] zeigte in unserer Untersuchung in
keiner der  getesteten Konzentrationen eine signifikante Beeinflussung der
Monocytenchemotaxis (s. Kapitel 3.4.).

Pancuronium  (Pancuronium  ‘Organon’) [A16] ist der Prototyp der
nichtdepolarisierenden Muskelrelaxanzien vom Typ der Aminosteroide [88, 111]. Es
zahlt zu den langwirkenden Substanzen und weist bei repetitiver Gabe eine
Kumulationsneigung auf [43]. In Klinisch relevanten Dosen fuhrt es zu einer
ausgepragten Vagusblockade und zu einer Freisetzung von Noradrenalin sowie
dessen Wiederaufnahmehemmung, was die teils ausgepragten kardiovaskularen
Nebenwirkungen erklart [88, 101]. Aufgrund seines Eliminationswegs muss sowohl
bei Niereninsuffizienz als auch bei Leberfunktionsstorungen mit einer deutlich
verlangerten neuromuskular blockierenden Wirkung gerechnet werden [43, 88, 101].
Aulerdem konnen residuale Blockaden postoperativ zu pulmonalen Komplikationen
fuhren, so dass Motsch, Boéttiger und Bock Pancuronium nur fur langdauernde
Eingriffe mit dem Ziel einer postoperativen Nachbeatmung empfehlen [88]. Die
postoperativ auftretende Muskelschwache wurde in der Arbeit von Kopman, Nig,
Zank, Neuman und Yee 1996 kontrovers diskutiert. Sie waren der Auffassung, dass

bei einem engmaschigen neuromuskularen Monitoring auch Pancuronium, hier im
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Vergleich mit Mivacurium, ausreichend sicher ware [62]. Aufgrund der oben
dargelegten Tatsachen kann es postoperativ zur Kompromittierung des
Immunsystems, z.B. durch Sekretverhalt in der Lunge mit konsekutiver
Superinfektion, kommen. Hier ware eine intakte Chemotaxis der Monozyten

sicherlich von positiver Bedeutung fur eine erste Infektabwehr.

45.5. Vecuronium

Vecuronium (Norcuron) [A15] =zeigte in unserer Untersuchung in keiner der
getesteten Konzentrationen eine signifikante Beeinflussung der
Monozytenchemotaxis (s. Kapitel 3.5.).

Es ist ein monoquaternares Analogon des Pancuronium und wurde als weiteres
Aminosteroid — Muskelrelaxans 1978 in die klinische Praxis eingefuhrt [108]. Es galt
als erstes Muskelrelaxans mit einem "sauberen" Wirkprofii wegen seiner
ausschlieRBlichen Wirkung auf die cholinergen Rezeptoren der motorischen
Endplatten der quergestreiften Muskulatur [22, 87]. Auch heute noch gilt es als sehr
sicheres mittellang wirkendes Muskelrelaxans mit praktisch fehlender Kumulation
und guter Steuerbarkeit [2, 22, 35]. Vecuronium ist auch in hohen Dosen praktisch
frei von kardiovaskularen Nebenwirkungen und hat von allen heute eingesetzten
neuromuskular blockierenden Substanzen die geringste Potenz, Histamin
freizusetzen [38, 88, 90]. Es wird vorwiegend hepatobiliar und in geringem Male
renal eliminiert, weshalb es bei Leberinsuffizienz zu einer Wirkungsverlangerung
kommen kann [35, 42, 88]. Die Metabolite von Vecuronium weisen ebenfalls
neuromuskular blockierende Wirkung auf und werden renal eliminiert ; hier kann es
bei Patienten mit einer terminalen Niereninsuffizienz zur Kumulation mit

Wirkungsverlangerung kommen [88, 101].
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45.6. Rocuronium

Rocuronium (Esmeron) [ A07] zeigte in unserer Testung in der hohen Konzentration,
welche eine Zehnerpotenz Uber der therapeutisch wirksamen Dosis liegt, eine
statistisch signifikante Suppression der Monozytenchemotaxis (s. Kapitel 3.6.).
Sowohl die mittlere Konzentration, welche einer therapeutisch wirksamen Dosis
entspricht, als auch die niedrige Konzentration, eine Zehnerpotenz unter der
therapeutisch wirksamen Dosis, waren gegeniuber dem Leerwert nicht signifikant
verandert (s. Kapitel 3.6.).

Rocuronium  (Esmeron) [AO7], ein dem Vecuronium strukturverwandtes,
monoquaternares nichtdepolarisierendes Muskelrelaxans der Aminosteroidgruppe,
wurde 1990 in die klinische Anasthesie eingefuhrt [22, 88, 130]. Es gilt als mittellang
wirkender neuromuskularer Blocker mit rascher Anschlagszeit als hervorstechendes
Merkmal gegenuber allen anderen nichtdeploarisierenden Relaxanzien, was seiner
geringeren neuromuskular blockierenden Potenz zugeschrieben wird [7, 22, 88].
Aulierdem zeigt es geringe bis fehlende kardiovaskulare Nebenwirkungen und kaum
nachweisbare Histaminliberation [39, 73, 84, 88, 90]. Rocuronium scheint sich als
Alternative zu Succinylcholin zur sog. Blitzintubation zu eignen , was allerdings nicht
vergleichend untersucht ist [38, 39, 88]. Die Ausscheidung erfolgt unverandert Gber
die Galle und zum kleineren Teil auch Uber die Niere ; es entstehen keine
neuromuskular aktiven Metabolite [30, 38, 39]. Bei Patienten mit schweren
Leberfunktionsstorungen muss man durch eine verlangerte Eliminationshalbwertszeit
mit einer verzogerten Spontanerholung rechnen [30, 38, 88]. Obwohl Cooper,
Maddenini, Mirakhur, Wierda, Brady und Fitzpatrick klinisch eine verlangerte
Relaxanswirkung bei Niereninsuffizienz feststellen konnten, waren ihre Ergebnisse
statistisch nicht signifikant [20]. Eine verminderte Clearance bei terminaler
Niereninsuffizienz wird auch von anderen Autoren bestatigt, hat allerdings auf den
zeitlichen Ablauf der neuromuskularen Blockade nur geringe Auswirkungen [26, 30,
34, 38, 88].
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Es ist denkbar, dass sowohl die verminderte Clearance als auch die verlangerte
Elimination zu einer Kumulation fiihren konnten, obwohl in der zitierten Literatur
hierzu keine Aussagen gemacht wurden. Hier konnte die von uns gezeigte
Monozytenhemmung von Bedeutung sein und Anlass dazu geben, den Einsatz von

Rocuronium kritischer zu bewerten.
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5. Zusammenfassung

5.1. Zusammenfassung

Nach dem Eindringen von Mikroorganismen in den Korper stellt das mononukleare
Phagozytosesystem (MPS) zusammen mit den polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten eine der ersten Verteidigungslinien zur Erkennung und Vernichtung der
Eindringlinge dar. Die Fahigkeit der Monozyten zur Extravasation und Diapedese, zur
Chemotaxis, Phagozytose und Antigenprasentation lockt sie zum Ort einer
Entzindung und lasst sie dort das als fremd erkannte Material eliminieren [55, 107,
108, 116]. Dies beinhaltet einerseits eine immunkompetente Abwehr von Infektionen,
kann aber andererseits auch zu unerwunschten immunologischen Reaktionen
fihren, so zum Beispiel in der postoperativen Phase bei Sepsis, bei
Transplantatabstol3ungsreaktionen oder bei Autoimmunerkrankungen [1, 3, 75, 76,
80, 94, 127].

Das wissenschaftliche Interesse an diesen Vorgangen hat zahlreiche
Untersuchungen veranlasst, die zu einer Vielzahl relevanter Ergebnisse gefuhrt
haben. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untersuchung, welchen Einfluss
moderne nichtdepolarisierende Muskelrelaxanzien auf die In- vitro- Chemotaxis
menschlicher Blutmonozyten nach Stimulation durch fMLP auslben. Die
Medikamente wurden in drei unterschiedlichen Konzentrationen getestet. Ausgehend
von einer mittleren Konzentration, deren Wert nach intravendser Injektion einer
therapeutischen Dosis im Blut zu messen ist, wurde eine hohe Konzentration eine
Zehnerpotenz Uber diesem Wert und eine niedrige Konzentration eine Zehnerpotenz
unter diesem Wert gewahlt. Auf diese Weise wurde versucht, unterschiedlichen
Situationen Rechnung zu tragen, die im klinischen Alltag durch eine verminderte
Elimination oder durch einen gesteigerten Verbrauch bzw. Abbau auftreten kénnen.
Zur Messung der Monozytenchemotaxis bedienten wir uns der von Martinet, Vignaud
und Plenat modifizierten Methode von Boyden und benutzten eine 48-well —
Chemotaxis Chamber, die sog. Neuroprobe — Chamber [B13], [11, 79].
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Die Auswertung der Messungen ergab fir :

. Pancuronium (Pancuronium "“Organon’) und Vecuronium (Norcuron) bei keiner
gemessenen Konzentration eine signifikante Hemmung der
Monozytenchemotaxis in vitro (p > 0,05).

. Rocuronium (Esmeron), Mivacurium (Mivacron), Cisatracurium (Nimbex) und
Atracurium (Tracrium) jeweils bei der hohen Konzentration eine signifikante
Hemmung der Monozytenchemotaxis in vitro (p < 0,001).

. Atracurium (Tracrium) bei der mittleren Konzentration eine signifikante
Hemmung der Monozytenchemotaxis in vitro (p < 0,001).
Keines der getesteten Medikamente fihrte zu einer statistisch signifikanten

Steigerung der in vitro gemessenen Monozytenchemotaxis.

Die vermehrte Konfrontation mit immunkompromittierten Patienten, nicht nur in der
anasthesiologischen und perioperativen Praxis, sondern auch im klinischen Alltag,
unterstreicht die Notwendigkeit, den Einfluss der von Medikamenten und Wirkstoffen
vermittelten Immunmodulation zu untersuchen. Hierbei stellt die Chemotaxis von
Blutmonozyten nur einen Teilaspekt der Immunregulation dar, von der nicht auf die
Gesamtheit der Immunitatslage geschlossen werden kann.

Immerhin legt die vorliegende Studie nahe, dass Atracurium bereits in
anasthesiologisch relevanter Konzentration in vivo einen immunologisch ungunstigen
Effekt haben konnte. Diese Annahme bedarf natiirlich einer Uberpriifung durch eine

klinische Untersuchung, bevor praktische Konsequenzen gezogen werden durfen.
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5.2. Abstract

After the penetration of microorganisms into the body, the mononuclear phagocitic
system (MPS) and the polymorphonuclear neutrophil granulocytes (PNG) form the
first line of defence for the identification and extermination of the intruders. The ability
of monocytes for extravasation and diapedesis, for chemotaxis, phagocytosis and for
the presentation of antigenes attracts them to the site of inflammation and enables
them to eliminate the foreign material [55, 107, 108, 116]. This on the one hand
involves an immunocompetent defence against infections, on the other hand it may
lead to undesirable immunological reactions as for example in postoperative sepsis,
with transplant rejections or with autoimmune diseases [1, 3, 75, 76, 80, 94, 127].
The scientific interest in these processes has given cause for numerous
investigations with a great number of relevant results and conclusions.

This dissertation investigates the influence of modern nondepolarizing
neuromuscular relaxants on the in- vitro- chemotaxis of human blood monocytes after
stimulation with fMLP. The agents were tested in three different concentrations, a
medium concentration that corresponds to the value to be measured in the
bloodstream after the intravenous injection of a therapeutic dose, a high
concentration corresponding to a tenfold higher value, and a low concentration
corresponding to a tenfold lower value. This accounts for situations of impaired
elimination or increased consumption or degradation of the agents.

The chemotaxis of monocytes is measured by Boyden's method modified by
Martinet, Vignaud and Plenat using a 48 — well chemotaxis chamber (Neuroprobe —
chamber) [B13], [11, 79].
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As a result of the analysis we measured for :

" Pancuronium (Pancuronium ‘Organon’) and Vecuronium (Norcuron) no
significant inhibition of the chemotaxis of monocytes in vitro in any of the
measured concentrations (p > 0.05).

" Rocuronium (Esmeron), Mivacurium (Mivacron), Cisatracurium (Nimbex) and
Atracurium (Tracrium) a significant inhibition of the chemotaxis of monocytes
in vitro in the high concentration (p < 0.001).

. Atracurium (Tracrium) a significant inhibition of the chemotaxis of monocytes
in vitro in the medium concentration (p < 0.001).
For non of the tested agents did we measure a statistically significant increase in the

chemotaxis of monocytes in vitro.

The increasing confrontation with anaesthesiological, perioperative and clinical
problems caused by immuno — compromised patients emphasizes the necessity to
examine the modulatory capacity that drugs and pharmacological agents exert on our
immunological system. The chemotaxis of monocytes is only one part of the
regulatory aspects of the immunological system. Therefore it does not on it's own
lead to a complete representation of these processes but it does, nevertheless,
makes an important contribution.

After all, the present study leads to the assumption that even anaesthesiologically
relevant concentrations of Atracurium may have an immunologically adverse effect in
vivo. This assumption, of course, needs to be verified in a clinical study before

practical conclusions may be drawn.
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6.2. Das Losungen —und Medikamentenverzeichnis

A01 Albumin, bovine, clinical reagent grade 98%, fatty acid free,
ICN Biomedicals GmbH, D-37269 Eschwege, Deutschland

A02 Diff- Quick Fixativ Solution, rapid differential hematology
staining, fast green in Methanol 0,0020g/l, 500 ml, Dade
Behring AG, CH-3186 Dudingen, Switzerland

A03 Diff- Quick Stain Solution | , Eosin G in Phosphat Buffer (pH
6,6) 1,22 g/l, 500 ml, Dade Behring AG, CH-3186 Dudingen,
Switzerland

A04 Diff-Quick Stain Solution I, Thiazine Dye in Phosphat Buffer
(pH 6,6) 1,1 g/l, 500 ml, Dade Behring AG, CH-3186 Dudingen,
Switzerland

A05 Dulbecco's MED, modified eagles medium without sodium

pyrovate, 500 ml, Life Technologies Overseas GmbH,
Technologiepark Karlsruhe, 76131 Karlsruhe, Deutschland

A06 Dulbecco's PBS, phosphate buffered saline without sodium
bicarbonate, 500 ml, Life Technologies Overseas GmbH,
Technologiepark Karlsruhe, D-76131 Karlsruhe, Deutschland

AQ7 Esmeron, 50 mg Rocuronium / 5 ml Ampulle, fertige
Injektionslosung, Organon Technika Medizinische Produkte
GmbH, Eppelheim, Germany

A08 Hautdesinfiziens, Cutasept F, farblos, Bode Chemie, D-22525
Hamburg, Deutschland

A09 Heparin - Natrium 25000 ratiopharm, 5 ml Stechampullen,
Ratiopharm GmbH, D - 89079 Ulm

Al10 Isotonische Natriumchlorid - Lésung 0,9%, 50 ml

Stechampulle, 100 ml Stechampulle, Delta Pharma GmbH, D-
72793 Pfullingen, Deutschland
All Lymphoprep, 10 x 100 ml, Life Technologies Overseas GmbH,
Technologiepark Karlsruhe, D-76131 Karlsruhe, Deutschland
Al2 Mivacron, 10 mg Mivacurium / 5 ml Ampulle, fertige

Injektionslésung, Glaxo Smith Kline GmbH & CO KG, Germany
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Al13

Al4

Al15

Al6

Al7

Al8

Al19

A20

N-Formyl-Met-Leu-Phe, 50 mg, Purity 98%, Sigma - Aldrich
Chemie GmbH, D-82024 Taufkirchen, Deutschland

Nimbex, 10 mg Cisatracurium / 5 ml Ampulle, fertige
Injektionslésung, Glaxo Smith Kline GmbH & CO KG, Germany
Norcuron, 10 mg Vecuroniumbromid in 217 mg
Trockensubstanz, entsprechend 10 mg
Vecuroniumtrockensubstanz /  Stechampulle,  Organon
Technika Medizinische Produkte GmbH, Eppelheim, Germany

Pancuronium "Organon”, 4 mg Pancuronium / 2 ml Ampulle,
fertige Injektionslosung, Organon Technika Medizinische
Produkte GmbH, Eppelheim, Germany

Tracrium, 50 mg Atracurium / 5 ml Ampulle, fertige
Injektionslésung, Glaxo Smith Kline GmbH & CO KG, Germany
Trypanblue Solution cell culture tested 0,4%, 100 ml, steril,
Sigma - Aldrich Chemie GmbH, D-82024 Taufkirchen,
Deutschland

Turks Losung (Essigsaure - Gentianaviolett), 500 ml,steril, Fa.
Merck KGaA, D-64271 Darmstadt, Deutschland

Wasser fir Injektionszwecke, 100 ml Stechampullen,
SmithKline Beecham Pharma GmbH, D-80791 Minchen,

Deutschland
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BO1

B0O2

BO3

BO4

B0O5

BO6

BO8

B0O9
B10

Bl1
B12

B13

B14

B15

6.3. Das Materialverzeichnis

Black-Cap Rohre 13 ml, PS, steril, Fa. Sarstedt AG&Co, D-
51588 Numbrecht, Deutschland B4

Cell-Dyn 3500 Differenzialblutbildmefgerat, Abbott-
Diagnostika, Fa. Abbott GmbH, Max- Planck- Ring 2, D-65205
Wiesbaden- Delkenheim, Deutschland

Einmalhandschuhe, Safeskin satin plus, powderfree latex exam
gloves, large, Safeskin Corp., San Diego, California 92130,
USA

Einmalhandschuhe, steril, Manex ultra, puderfreie OP-
Handschuhe aus Latex, Beiersdorf AG, D-20245 Hamburg,
Deutschland

Einmal-Injektionskanllen, Sterican 20 G, Luer-Lock, Gr.1
Dunnwand, Fa. B. Braun Melsungen AG, D-34209 Melsungen,
Deutschland

Einmalspritzen, steril, Injekt Luer Solo, 10ml, 5 ml, 2 ml, Fa. B.
Braun Melsungen AG, D-34209 Melsungen, Deutschland
Inkubator Mod 600, Memmert GmbH+CoKG, D-91126
Schwabach, Deutschland

Isopore Membrane Filters, 5,0 um TMTP, Fa. Millipore, Ireland
Laminarflow - Anlage LF - Reinraum, Beck und Thies GmbH,
Reinraumtechnik, D-40764 Langenfeld, Deutschland
Menzel-Glaser, Deckglaser fir Mikroskopie, 18 x 18 mm
Menzel-Glaser, Objekttrager fur Mikroskopie, geputzt, 76 x 26
mm

Mikrochemotaxiskammer, Neuroprobe - chamber, P-48
forceps, P-48 large filter clamp, P-48 wiper, P-48 stainless steel
filter clipsskop, Fa. Neuroprobe Inc. , PO Box 400, Cabin John,
MD 20818, USA

Mikroskop, Leitz Dialux 20, Laboratoriums- und Forschungs-
mikroskop, Fa. Leitz, Deutschland

Neubauer Zahlkammer, Tiefe 0,200 mm?; 0,0025 mm?
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B16

B17

B18

B19

B20

B21

B22

B23
B24

Nobatop Vliesstoffkompressen, 5 x 5 cm, steril, Noba
Verbandmittel Danz GmbH u. Co KG, D-58300 Wetter,
Deutschland

Omnifix 40 Solo Spritze, U-40 Insulin, 1 ml /40 I.U., Luer, B.
Braun Petzold GmbH, D-34212 Melsungen, Deutschland
Pipetten, Eppendorf- Reference, 1 ul, 5 pl, 20 pul, 25 pl, 50 ul,
100 pl, 200 pl, 500 pl, 1000 pl, Fa. Eppendorf- Netheler- Hinz
GmbH, D-22331 Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen, 2,5 pl Nanotip, 20 pl Cristal, 100 pl Yellow, 300
pl Yellow, 1000 pl Blue, Fa. Eppendorf- Netheler- Hinz GmbH,
D-22331 Hamburg, Deutschland

Prazisionswaage Mettler, AT 460 Delta Range, Fa. Mettler, CH-
8606 Greifensee, Schweiz

Pur - Zellin Zellstofftupfer, 4 x 5 cm, Paul Hartmann AG, D-
89522 Heidenheim, Deutschland

Venenpunktionsbesteck W.ILN. 21G, E 633-A 05 (Butterfly-
Kanule), Fa. Abbot Ireland, IRL- Sligo, Rep. of Ireland

Vitrex Ringmarkenpipetten 5 pl, 10 - 200 pl (Kapillarréhrchen)
Zentrifuge, Hettich Rotixa / P, No. 4201 , Fa. Hettich, D-78532
Tuttlingen, Deutschland
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pl

um

12- HETE
Abb

AP -1
ASA

BSA

bzw.

C3a, -3b, -ba

ca.
CSF
d.h.
DMEM
ehem.
etc.
FIM
fMLP
fMP

GM - CFU
Hi

H>

hCG

hGH

HPF

|LE.

V.

IgM, g G

6.4. Das AbklUrzungsverzeichnis

Mikroliter

Mikrometer

12- hydroxyeicosatetraenoic acid
Abbildung

activator protein 1

American society of Anesthesiology
bovines Serumalbumin

beziehungsweise

Komplementfraktion 3a, -3b, -5a

circa

colony- stimulating factor

das heisst

Dulbecco’s modified eagle medium
ehemalig

et cetera

factor increasing monocytopoiesis

N- formyl- Methionyl- leucyl- phenylalanin
N- formyl- Methionyl- phenylalanin
Gramm

Gravity

Granulocyte - Monocyte colony- forming unit
Histaminrezeptor 1

Histaminrezeptor 2

human chorionic gonadotropin

human growth hormone, Wachstumshormon
high power fields

internationale Einheiten

Intravends

Immunglobulin

Immunglobulin M, -G
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IL1,-4, etc.

INF gamma
kg

kgKG
LTB 4

M - CSF
MCP- 1
mg

MHC
min.

ml

mm
mosm
MPS

MW

NaCl
NFAT
NF-kappa B
ng

PVP

Q.

RES

s.

s.a.

SCF

S.0.

sog.

StD

Std. Dev.
syn.
Tab(s).
TGF beta
TNF alpha

Interleukin 1, -4, etc.
Interferon gamma
Kilogramm

Kilogramm Koérpergewicht

Leukotrien B4

Monocyte - Macrophage colony- stimulating factor

Monocyte chemotactic protein 1
Milligramm

major histocompatibility complex
Minute

Milliliter

Millimeter

Milliosmol

Mononukledres Phagozytosesystem
Mittelwert

Natriumchlorid Lésung, Kochsalzldsung
nuclear factor of activated T- cells
nuclear factor kappa B

Nanogramm

Polyvinylpyrolidon

Quadrant

Retikuloendotheliales System

siehe

siehe auch

Stammzellfaktor

siehe oben

sogenannt

standard deviation, Standardabweichung
standard deviation, Standardabweichung
Synonym

Tabelle(n)

transforming growth factor beta

Tumornekrosefaktor alpha
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u.a.

z.B.

unter anderem
Vorversuchsreihe

zum Beispiel
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7. Anhang

7.1. Die Berechnungen

7.1.1. Die Berechnung der avitalen Zellen

Anzahl avitaler mononukleédrer Zellen pro Milliliter Vollblut = Mittelwert x 1,4 x 32 x 1000

Formel 01 dient zur Bestimmung der Anzahl der avitalen mononuklearen Zellen.

7.1.2. Die Berechnungq der vitalen Zellen

Anzahl vitaler mononuklearer Zellen pro Milliliter Vollblut = Mittelwert x 5 x 32 x 1000

Formel 02 dient zur Bestimmung der Anzahl der vitalen mononuklearen Zellen.

7.1.3. Die Berechnung des prozentualen Anteils der avitalen Zellen

Prozent- Anteil avitaler mononuklearer Zellen = (Anzahl avitaler mononuklearerZellen pro Milliliter)x100

Gesamtzellzahl mononuklearer Zellen pro Milliliter

Formel 03 dient zur Bestimmung des prozentualen Anteils der avitalen Zellen an der
Gesamtzahl der mononuklearen Zellen.
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7.1.4. Die Berechnung der Verdinnungsmenge des DMEM-BSA-Gemischs

DMEM-BSA-Gemisch in Milliliter = Gesamtmenge avitaler mononukleérer Zellen — 100.000
1.000.000

Formel 04 dient zur Bestimmung der Menge des Gemischs aus Dulbecco’s modified
eagles medium und bovinem Serumalbumin, die der Zellsuspension beigemischt
werden muss, um die Gesamtzahl von einer Millionen mononuklearer Zellen pro
Milliliter zu erhalten.

7.1.5. Die Berechnung des Verdiinnungsfaktors

Verdunnungsfaktor F = 5 pl x Menge des Wirkstoffs im Handelspraparat
Menge des Wirkstoffs im Testansatz x Volumen des Handelspraparats

Formel 05 dient zur Berechnung des Verdinnungsfaktor F , der die Menge des
Volumens angibt, mit dem der jeweilige medikamenttse Wirkstoff verdinnt werden
muss, um die nach intravendser Applikation einer physiologischen Dosis
auftretenden Plasmaspiegel zu erhalten.
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7.2. Die Tabellen

7.2.1. Tabelle 01 : Die Probandendaten

Lfd. Nummer Alter GrolRe Gewicht
Initialen (in Jahren) (in cm) (in kg)
01 G.K. 30 181 83
02 O.v.Z. 42 178 72
03 W.N. 36 192 115
04 M.S. 40 182 105
05 J.G. 32 188 85
06 D.M. 41 194 100
07 G.K. 42 184 83
08 K.E. 30 174 65
09 M.M. 34 180 68
10 U.B. 42 172 73
11 A.P. 38 173 75
12 EG.N. 31 185 102
13 T.Z. 39 174 66
14 J K. 35 188 110
15 C.L. 28 186 82
16 R.S. 27 180 75
17 A.P. 38 178 80
18 P.P. 39 171 75
19 N.M. 39 175 83
20 C.W. 29 183 80
Mittelwert 35,95 180,79 84,05
Median 37,00 180,50 81,00
Std.Dev. 4,98 6,82 15,15

Die Tabelle 01 fasst die Daten der zwanzig freiwilligen Blutspender
zusammen, unter zusatzlicher Angabe der entsprechenden statistischen
Mittelwerte, der jeweiligen Mediane und der jeweiligen Standard-
abweichungen.

( Std.Dev. = Standardabweichung )
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7.2.2. Tabellen 02 und 03 : Die Checkerboard Analyse

7.2.2.1. Vorversuchsreihe 01 und 02 : Checkerboard - Analyse

Konzentration

Konzentration des Lockstoffs unterhalb des Filters

des
Lockstoffs VVR 01 VVR 02
oberhalb des
Filters 0 0,25 0,5 1 0 0,25 0,5 1
0 29 112 158 198 30 110 152 201
0 34 94 168 182 32 97 155 198
0 38 88 164 202 37 94 172 194
0 44 104 176 188 38 102 160 194
MW| 36,20 99,50 166,50 192,50 34,25 100,75 159,75 196,75
StD 6,34 10,63 7,55 9,15 3,86 6,99 8,81 3,40
0,25 22 34 88 122 24 33 78 130
0,25 32 30 64 114 32 38 89 123
0,25 28 34 88 126 30 38 98 122
0,25 40 38 98 130 33 36 92 128
MW| 30,50 34,00 84,50 123,00 29,75 36,25 89,25 125,75
StD 7,55 3,27 14,46 6,83 4,03 2,36 8,38 3,86
0,5 26 30 28 72 34 38 31 76
0,5 30 32 34 80 37 43 38 84
0,5 38 38 30 82 41 38 36 87
0,5 32 38 32 78 38 40 37 83
MW| 31,50 34,50 31,00 78,00 37,50 39,75 35,50 82,50
StD 5,00 4,12 2,58 4,32 2,89 2,36 3,11 4,65
1 34 32 28 29 30 34 33 30
1 28 26 34 30 29 37 36 33
1 26 30 34 36 34 30 36 37
1 34 30 32 33 34 32 38 30
MW| 30,50 29,50 32,00 32,00 31,75 33,25 35,75 32,50
StD 4,12 2,52 2,83 3,16 2,63 2,99 2,06 3,32

Die Tabelle 02 zeigt die Ergebnisse der Checkerboard - Analyse

bei doppelter

Testung. Angegeben ist die jeweilige Anzahl der zur Unterseite des Filters
gewanderten Monozyten in 5 HPF sowie die jeweiligen Mittelwerte und die
Standardabweichungen.

HPF = High Power Field
VVR = Vorversuchsreihe
MW = Mittelwert
StD = Standardabweichung
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7.2.2.2. Mittelwerte : Checkerboard - Analyse

Konzentration Konzentration des Lockstoffs unterhalb des Filters
des Lockstoffs VVR 01 VVR 02
oberhalb des — —
Filters 0 0,25 0,5 1 0 0,25 0,5 1
0] 36,20 99,50 166,50 192,50 34,25 100,75 159,75 196,75
0,25| 30,50 34,00 84,50 123,00 29,75 36,25 89,25 125,75
0,5/ 31,50 34,50 31,00 78,00 37,50 39,75 35,50 82,50
1] 30,50 29,50 32,00 32,00 31,75 33,25 35,75 32,50

Die Tabelle 03 zeigt die Mittelwerte der Checkerboard - Analyse bei doppelter Testung.

Angegeben ist die jeweilige Anzahl der zur Unterseite des Filters gewanderten Monozyten

in 5 HPF.

HPF = High Power Field

VVR = Vorversuchsreihe
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7.2.3. Tabellen 04, 05 und 06 : Die Ergebnisse der Zellzahlung

7.2.3.1. Vorversuchsreihe 01 : Zellzahlung

Versuchsnummer [Prozent Prozent Prozent Prozent
Initialen Monozyten Granulozyten |[Lymphozyten |mononukleare Zellen
01 G.K. 10,10 24,50 65,40 75,50
02 O.v.Z. 7,39 11,10 81,50 88,89
03 W.N. 10,10 6,80 83,00 93,10
04 M.S. 12,80 21,50 65,70 78,50
05 J.G. 11,20 4,00 85,30 96,50
06 D.M. 16,10 25,80 58,20 74,30
07 G.K. 8,98 4,90 86,20 95,18
08 K.E. 3,75 11,20 85,00 88,75
09 M.M. 12,20 4,10 84,10 96,30
10 U.B. 8,01 9,85 82,10 90,11
11 A.P. 8,16 10,70 81,10 89,26
12 EG.N. 21,90 15,47 62,70 84,60
13 T.Z 7,62 10,20 82,20 89,82
14 J.N. 7,04 13,79 79,20 86,24
15 C.L. 5,95 46,59 47,50 53,45
16 R.S. 6,22 14,90 78,80 85,02
17 A.P. 6,80 34,77 58,40 65,20
18 P.P. 0,14 47,37 38,60 38,74
19 N.M. 10,40 37,10 52,50 62,90
20 C.W. 11,60 41,44 47,00 58,60
Mittelwert 9,32 19,80 70,23 79,55
Median 8,57 14,35 79,00 85,63
Std.Dev. 4,55 14,36 15,38 16,05

Die Tabelle 04 zeigt die prozentualen Anteile der Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten an der Gesamtzahl der mononuklearen Zellen in der ersten
Versuchsreihe, unter zusatzlicher Angabe der entsprechenden statistischen
Mittelwerte, der Mediane und der Standardabweichungen.

Std.Dev. = Standardabweichung

89



7.2.3.2. Vorversuchsreihe 02 : Zellzahlung

Versuchsnummer |Prozent Prozent Prozent Prozent
Initialen Monozyten Granulozyten |Lymphozyten |mononukleére Zellen
01 G.K. 10,10 24,60 65,40 75,50
02 O.v.Z. 4,45 8,00 87,50 91,95
03 W.N. 9,50 13,43 77,00 86,50
04 M.S. 14,10 21,87 64,00 78,10
05 J.G. 13,90 12,43 73,60 87,50
06 D.M. 15,60 15,89 68,50 84,10
07 G.K. 8,44 1,46 90,10 98,54
08 K.E. 2,83 6,67 90,40 93,23
09 M.M. 16,00 4,13 79,90 95,90
10 U.B. 4,00 10,69 85,30 89,30
11 A.P. 7,59 15,91 87,20 94,79
12 EG.N. 17,90 18,71 63,40 81,30
13 T.Z. 14,90 9,05 76,10 91,00
14 J.N. 4,93 18,59 76,50 81,43
15 C.L. 4,50 40,62 54,90 59,40
16 R.S. 6,15 17,76 76,10 82,25
17 A.P. 6,31 18,12 75,60 81,91
18 P.P. 11,40 47,99 40,60 52,00
19 N.M. 10,60 31,64 57,80 68,40
20 C.W. 12,40 22,42 65,10 77,50
Mittelwert 9,78 18,00 72,75 82,53
Median 9,80 16,83 75,85 83,18
Std.Dev. 4,61 11,62 12,94 11,95

Die Tabelle 05 zeigt die prozentualen Anteile der Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten an der Gesamtzahl der mononukledren Zellen in der zweiten
Versuchsreihe, unter zusatzlicher Angabe der entsprechenden statistischen
Mittelwerte, der Mediane und der Standardabweichungen.

Std.Dev. = Standardabweichung
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7.2.3.3. Mittelwerte : Zellzdhlung

Prozent Prozent Prozent Prozent

Monozyten |Granulozyten[lLymphozyten[mononukleédreZellen
VVR 01 :
Mittelwert 9,32 19,80 70,23 79,55
Std.Dev. 4,55 14,36 15,38 16,05
VVR 02 :
Mittelwert 9,78 18,00 72,75 82,53
Std.Dev. 4,61 11,62 12,94 11,95

Die Tabelle 06 zeigt die entsprechenden statistischen Mittelwerte und die
Standardabweichungen der prozentualen Anteile der Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten an der Gesamtzahl der mononuklearen Zellen in der ersten und der
zweiten Versuchsreihe.

VVR = Vorversuchsreihe
Std.Dev. = Standardabweichung
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7.2.4. Tabellen 07, 08 und 09 : Die Ergebnisse fur NaCl 0,9%
und fMLP

7.2.4.1. Vorversuchsreihe 01 : NaCl 0,9% : fMLP

Versuchsnummer |NaCl 0,9% fMLP 10 molar
Initialen Monozyten / 5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 177 62
02 O.v.Z. 172 65
03 W.N. 184 61
04 M.S. 156 72
05 J.G. 166 76
06 D.M. 190 68
07 G.K. 176 90
08 K.E. 183 56
09 M.M. 181 74
10 U.B. 169 70
11 A.P. 172 82
12 EG.N. 163 78
13 T.Z 151 79
14 J.N. 174 69
15 C.L. 198 72
16 R.S. 182 74
17 A.P. 202 84
18 P.P. 177 80
19 N.M. 176 68
20 C.W. 154 76
Mittelwert 175,15 69
Std.Dev. 16,26 9,90

Die Tabelle 07 zeigt die Ergebnisse der Filterauswertung
unter Einfluss von NaCl und fMLP in der ersten
Versuchsreihe. Angegeben ist die jeweilige Anzahl der zur
Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in 5 HPF
sowie der jeweilige statistischen Mittelwert und die
Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
VVR = Vorversuchsreihe
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7.2.4.2. Vorversuchsreihe 02 : NaCl 0,9% : fMLP

Versuchsnummer [NaCl 0,9% fMLP 10°° molar
Initialen Monozyten / 5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 170 70
02 O.v.Z. 166 72
03 W.N. 176 70
04 M.S. 172 66
05 J.G. 158 68
06 D.M. 157 68
07 G.K. 172 75
08 K.E. 187 76
09 M.M. 176 72
10 U.B. 151 67
11 A.P. 166 66
12 EG.N. 168 71
13 T.Z. 162 72
14 J.N. 172 80
15 C.L. 180 74
16 R.S. 178 77
17 A.P. 179 74
18 P.P. 164 84
19 N.M. 174 76
20 C.W. 152 84
Mittelwert 169 77
Std.Dev. 12,73 9,90

Die Tabelle 08 zeigt die Ergebnisse der Filterauswertung
unter Einfluss von NaCl und fMLP in der zweiten
Versuchsreihe. Angegeben ist die jeweilige Anzahl der zur
Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in 5 HPF
sowie den jeweiligen statistischen Mittelwert und die
Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
VVR = Vorversuchsreihe
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7.2.4.3. Mittelwerte : NaCl 0,9% : fMLP

Versuchsnummer [NaCl 0,9% fMLP 10°° molar
Initialen Monozyten / 5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 173,50 66,00
02 O.v.Z. 169,00 68,50
03 W.N. 180,00 65,50
04 M.S. 164,00 69,00
05 J.G. 162,00 72,00
06 D.M. 173,50 68,00
07 G.K. 174,00 82,50
08 K.E. 185,00 66,00
09 M.M. 178,50 73,00
10 U.B. 160,00 68,50
11 A.P. 169,00 74,00
12 EG.N. 165,50 74,50
13 T.Z. 156,50 75,50
14 J.N. 173,00 74,50
15 C.L. 189,00 73,00
16 R.S. 180,00 75,50
17 A.P. 190,50 79,00
18 P.P. 170,50 82,00
19 N.M. 175,00 72,00
20 C.W. 153,00 80,00
Mittelwert 172,08 73,00
Std.Dev. 14,50 9,90

Die Tabelle 09 zeigt die Mittelwerte der Ergebnisse der
Filterauswertung unter Einfluss von NaCl 0,9% und fMLP
aus den Vorversuchsreihen 01 und 02 sowie den
jeweiligen statistischen Mittelwert und die
Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.5. Tabellen 10 und 11 : Die Ergebnisse der Suspension der
Zellen in Trypan — Blau L6sung und in Turck scher L6sung

7.2.5.1. Vorversuchsreihe 01: Trypan - Blau-/ Tiirk'sche L6sung

Versuchsnummer |Ausgezahlte Zellen in jeweils 5 |Ausgezahlte Zellen in jeweils 5
Initialen Feldern (HPF) der 4 Quadranten [Feldern (HPF) der 4 Quadranten

der Neubauer- Zdhlkammer mit |der Neubauer- Zaéhlkammer mit

der Trypanblau- Lésung der Turk'schen Lésung

Q.10Q. 2|Q. 3|Q. 4Mittelwert|Q. 1Q. 2|Q. 3|Q. 4Mittelwert
01 G.K. 4 3 ]13]| 2 3,001 54 | 48 | 43 | 62 51,75
02 O.v.Z. 3 2 12| 2 2,25 36|26 |31 |22 28,75
03 W.N. 2 2 1)1 1,50] 84 |128| 84 | 90 96,50
04 M.S. 6 4 | 3| 3 4,00 89 |87 |79 |92 86,75
05 J.G. 511119 | 5 7,50 64 | 47 | 46 | 61 54,50
06 D.M. 8 5141 4 5,25 27 |33 |20 |19 24,75
07 G.K. 2 12|13 2,00 28 |40 | 36 | 34 34,50
08 K.E. 1 1121 1,25/ 24 |28 | 22 | 32 26,50
09 M.M. 1 01 2]1 1,00 32 | 36 | 27 | 29 31,00
10 U.B. 1 21210 1,25/ 53 | 67 | 95 | 96 77,75
11 A.P. 2 1121 1,50 28 | 35|44 | 39 36,50
12 EG.N. 1 2 12| 2 1,75/ 32 |29 | 39 | 32 33,00
13 T.Z. 1 2 121 1,50[43 |62 |39 |41 46,25
14 J.K. 1 1121 1,25/ 24 |49 | 44 | 52 42,25
15 C.L. 2 2 1)1 1,50/ 35|39 | 46 | 37 39,25
16 R.S. 1101 0,75/34 13128 |36 32,25
17 A.P. 2 0 1]0 0,75 54 | 54 | 38 | 52 49,50
18 P.P. 1021 1,00[29 |33 |39 | 34 33,75
19 N.M. 1 1101 0,75/ 22 |24 |29 | 28 25,75
20 C.W. 1 0|1 2]|1 1,00[ 27 | 23 | 24 | 35 27,25

Die Tabelle 10 zeigt die Anzahl und die statistischen Mittelwerte der in der
Neubauer - Zahlkammer ausgezéhlten mononukledren Zellen nach Suspension in
Trypan-Blau- bzw. in Turck'scher Lésung in der ersten Versuchsreihe.

( HPF = High Power Field )
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7.2.5.2. Vorversuchsreihe 02:

Trypan - Blau- / Turk'sche Losung

Versuchsnummer |Ausgezéhlte Zellen in jeweils 5 |Ausgezéahlte Zellen in jeweils 5
Initialen Feldern (HPF) der 4 Quadranten |Feldern (HPF) der 4 Quadranten

der Neubauer- zahlkammer mit |der Neubauer- Zdhlkammer mit

der Trypanblau- Losung der Turk'schen Ldsung

Q. 1|Q. 2|Q. 3|Q. 4Mittelwert|Q. 1|Q. 2/Q. 3|Q. 4Mittelwert
01 G.K. 2 1 3|1 1,75 42 | 43 |38 | 72 48,75
02 O.v.Z. 1 2 2| 2 1,75/ 21|22 |22 | 34 24,75
03 W.N. 3 1 1] 2 1,75/156| 78 |114| 84 108,00
04 M.S. 4 5 144 4,25/ 53 | 68 | 46 | 69 59,00
05 J.G. 6 | 4146 5,00023 26|28 |35 28,00
06 D.M. 1 2 2 |1 1,50 27 | 22 | 24 | 29 25,50
07 G.K. 1 2 2| 2 1,75/ 57 |43 |42 | 44 46,50
08 K.E. 2 1 1] 2 1,50 3151|3748 41,75
09 M.M. 2 1 1] 2 1,50 21|31 |23 |27 25,50
10 U.B. 0 1 2|1 1,00 31 |47 |49 | 47 43,50
11 A.P. 2 2 0|1 1,25 96 | 87 |121| 91 98,75
12 EG.N. O|1]|]1]2 1,00/ 31|39 |46 | 39 38,75
13 T.Z. 2 1 1] 2 1,50 37|41 |38 |44 40,00
14 J K. 1 1 1)1 1,00 47 | 40 | 43 | 54 46,00
15 C.L. 1 1 1] 2 1,25/ 42 | 36 | 52 | 40 42,50
16 R.S. 1 1 2|1 1,25/ 33| 27|26 | 38 31,00
17 A.P. 1 0 1)1 0,75/ 34|32 |41 | 28 33,75
18 P.P. 1 1 2|1 1,25/ 32 | 58 | 49 | 46 46,25
19 N.M. 1 1 1)1 1,00 28 | 29 | 38 | 32 31,75
20 C.W. 1 1 0|1 0,75 29 | 30 | 27 | 27 28,25

Die Tabelle 11 zeigt die Anzahl und die statistischen Mittelwerte der in der
Neubauer- Zahlkammer ausgezéhlten mononukledren Zellen nach Suspension in
Trypan-Blau- bzw. in Turck'scher Lésung in der zweiten Versuchsreihe.

( HPF = High Power Field )
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7.2.6. Tabellen 12 und 13 : Darstellung der Auszahlung der

vitalen und avitalen mononuklearen Zellen und der

Verdinnung der Zellsuspensionen

7.2.6.1. Vorversuchsreihe 01 : Vitale / avitale mononukleédre Zellen

Versuchsnummer [Mononukleare |Avitale mono- %- Anteil Verdinnung
Initialen Zellen / ml nukleare Zellen / |avitaler Zellen / |(in ml
\Vollblut ml Vollblut ml Vollblut DMEM/BSA)

01 G.K. 8.280.000 134.400 1,62% 7,28
02 O.v.Z. 4.600.000 100.800 2,19% 3,60
03 W.N. 15.440.000 67.200 0,44% 14,44
04 M.S. 13.880.000 179.000 1,29% 12,88
05 J.G. 8.720.000 336.000 3,85% 7,72
06 D.M. 3.960.000 224.000 5,65% 2,96
07 G.K. 5.520.000 89.600 1,62% 4,52
08 K.E. 4.240.000 56.000 1,32% 3,24
09 M.M. 4.960.000 44.800 0,90% 3,96
10 U.B. 12.440.000 56.000 0,45% 11,44
11 A.P. 5.840.000 67.000 1,15% 4,84
12 EG.N. 5.280.000 78.400 1,48% 4,28
13 T.Z 7.400.000 67.200 0,91% 6,40
14 J.N. 6.760.000 56.000 0,83% 5,76
15 C.L. 6.280.000 67.200 1,07% 5,28
16 R.S. 5.160.000 33.600 0,65% 5,16
17 A.P. 7.920.000 33.600 0,42% 6,92
18 P.P. 5.400.000 48.000 0,83% 4,40
19 N.M. 4.120.000 33.600 0,82% 3,12
20 C.W. 4.360.000 44.800 1,03% 3,36
Mittelwert 7.028.000,00| 90.860,00 1,43% 6,08
Std.Dev. 3.315.116,26| 75.932,94 1,26% 3,29

Die Tabelle 12 zeigt die Anzahl der mononuklearen Zellen pro Milliliter Vollblut,

die Anzahl und den prozentualen Anteil der avitalen mononukledren Zellen pro
Milliliter Vollblut sowie die notwendige Menge an DMEM-BSA- Gemisch zur
Verdinnung der Zellsuspension auf eine Millionen Zellen pro Milliliter in der

ersten

Versuchsreihe

unter

zusatzlicher

Angabe der

statistischen Mittelwerte und der Standardabweichungen

Std.Dev. = Standardabweichung
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7.2.6.2. Vorversuchsreihe 02 : Vitale / avitale mononukleare Zellen

Versuchsnummer |[Mononukleére |Avitale mono-  [%- Anteil Verdinnung
Initialen Zellen / ml nukleare Zellen / |avitaler Zellen / |(in ml
Vollblut ml Vollblut ml Vollblut DMEM/BSA)

01 G.K. 7.800.000 78.400 1,01% 6,80
02 O.v.Z. 3.960.000 78.400 1,98% 3,96
03 W.N. 17.280.000 78.400 0,45% 16,28
04 M.S. 9.440.000 190.400 2,02% 8,44
05 J.G. 4.480.000 224.000 5,00% 3,48
06 D.M. 4.080.000 67.200 1,65% 3,08
07 G.K. 7.440.000 78.400 1,05% 6,44
08 K.E. 6.680.000 67.200 1,01% 7,68
09 M.M. 4.080.000 67.200 1,65% 4,08
10 U.B. 6.960.000 44.800 0,65% 5,96
11 A.P. 15.800.000 56.000 0,35% 15,80
12 EG.N. 6.200.000 44.800 0,72% 5,20
13 T.Z. 6.400.000 67.200 1,05% 5,40
14 J.N. 7.360.000 44.800 0,61% 6,36
15 C.L. 6.800.000 56.000 0,82% 5,80
16 R.S. 4.960.000 56.000 1,13% 4,96
17 A.P. 5.400.000 33.600 0,62% 4,40
18 P.P. 7.400.000 56.000 0,76% 6,40
19 N.M. 5.080.000 44.800 0,88% 4,08
20 C.W. 4.520.000 33.600 0,74% 3,52
Mittelwert 7.106.000,00, 73.360,00 1,21% 6,41
Std.Dev. 3.556.444,71 48.272,28 1,01% 3,60

Die Tabelle 13 zeigt die Anzahl der mononukledren Zellen pro Milliliter
Vollblut, die Anzahl und den prozentualen Anteil der avitalen mononuklearen
Zellen pro Milliliter Vollblut sowie die notwendige Menge an DMEM-BSA-
Gemisch zur Verdinnung der Zellsuspension auf eine Millionen Zellen pro
Milliliter in der zweiten Versuchsreihe unter zusatzlicher Angabe der
entsprechenden statistischen Mittelwerte und der Standardabweichungen.

Std.Dev. = Standardabweichung
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7.2.7. Tabellen 14, 15 und 16 : Darstellung der Zellzahlung fur
Atracurium

7.2.7.1. Versuchsreihe 01 : Atracurium

Versuchsnummer JAtracurium (niedrig)|Atracurium (mittel) |Atracurium (hoch)
Initialen Monozyten / 5 HPF [Monozyten /5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 172,00 153,00 112,00
02 O.v.Z. 173,00 168,00 121,00
03 W.N. 181,00 161,00 108,00
04 M.S. 172,00 144,00 117,00
05 J.G. 168,00 156,00 115,00
06 D.M. 161,00 146,00 122,00
07 G.K. 168,00 157,00 119,00
08 K.E. 174,00 154,00 109,00
09 M.M. 177,00 139,00 112,00
10 U.B. 183,00 148,00 114,00
11 A.P. 170,00 166,00 118,00
12 EG.N. 163,00 149,00 124,00
13 T.Z. 172,00 163,00 121,00
14 J.N. 168,00 157,00 110,00
15 C.L. 170,00 154,00 117,00
16 R.S. 153,00 164,00 113,00
17 A.P. 180,00 149,00 118,00
18 P.P. 167,00 151,00 121,00
19 N.M. 174,00 147,00 119,00
20 C.W. 170,00 152,00 117,00
Mittelwert 170,80 153,90 116,35
Std.Dev. 6,96 7,71 4,57

Die Tabelle 14 zeigt die Ergebnisse der Filterauswertung unter Einfluss von
Atracurium in der ersten Versuchsreihe. Angegeben ist die jeweilige Anzahl
der zur Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in 5 HPF bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie der jeweilige
statistische Mittelwert und die Standardabweichung.

HPF = High Power Field
Std.Dev. = Standardabweichung
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7.2.7.2. Versuchsreihe 02 : Atracurium

Versuchsnummer JAtracurium (niedrig)|Atracurium (mittel) [Atracurium (hoch)
Initialen Monozyten / 5 HPF [Monozyten /5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 170,00 164,00 112,00
02 O.v.Z. 172,00 159,00 118,00
03 W.N. 168,00 149,00 109,00
04 M.S. 163,00 151,00 122,00
05 J.G. 171,00 144,00 115,00
06 D.M. 169,00 162,00 117,00
07 G.K. 164,00 154,00 112,00
08 K.E. 178,00 146,00 110,00
09 M.M. 173,00 160,00 121,00
10 U.B. 172,00 153,00 117,00
11 A.P. 176,00 162,00 114,00
12 EG.N. 169,00 149,00 114,00
13 T.Z. 173,00 152,00 108,00
14 J.N. 172,00 156,00 117,00
15 C.L. 167,00 155,00 113,00
16 R.S. 168,00 148,00 114,00
17 A.P. 180,00 152,00 119,00
18 P.P. 173,00 161,00 110,00
19 N.M. 169,00 156,00 112,00
20 C.W. 171,00 156,00 113,00
Mittelwert 170,90 154,45 114,35
Std.Dev. 4,17 5,69 3,88

Die Tabelle 15 zeigt die Ergebnisse der Filterauswertung unter Einfluss von
Atracurium in der zweiten Versuchsreihe. Angegeben ist die jeweilige Anzahl
der zur Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in 5 HPF bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie der jeweilige
statistische Mittelwert und die Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.7.3. Mittelwerte : Atracurium

Versuchsnummer JAtracurium (niedrig)|Atracurium (mittel) [Atracurium (hoch)
Initialen Monozyten / 5 HPF [Monozyten /5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 171,00 158,50 112,00
02 O.v.Z. 172,50 163,50 119,50
03 W.N. 174,50 155,00 108,50
04 M.S. 167,50 147,50 119,50
05 J.G. 169,50 150,00 115,00
06 D.M. 165,00 154,00 119,50
07 G.K. 166,00 155,50 115,50
08 K.E. 176,00 150,00 109,50
09 M.M. 175,00 149,50 116,50
10 U.B. 177,50 150,50 115,50
11 A.P. 173,00 164,00 119,00
12 EG.N. 169,00 149,00 119,00
13 T.Z. 176,50 157,50 114,50
14 J.N. 170,00 156,50 113,50
15 C.L. 169,50 154,50 115,00
16 R.S. 160,50 156,00 113,50
17 A.P. 180,00 150,50 118,50
18 P.P. 170,00 156,00 115,50
19 N.M. 171,50 151,50 115,50
20 C.W. 170,50 154,00 115,00
Mittelwert 171,25 154,18 115,50
Std.Dev. 4,62 4,53 3,16

Die Tabelle 16 zeigt die Mittelwerte der Ergebnisse der Filterauswertung unter
Einfluss von Atracurium aus den Versuchsreihen 01 und 02 bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie den jeweiligen
statistischen Mittelwert und die jeweilige Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.8. Tabellen 17,18 und 19 : Darstellung der Zellzahlung fur
Cisatracurium

7.2.8.1. Versuchsreihe 01 : Cisatracurium

Versuchsnummer |Cisatracurium(niedrig) [Cisatracurium(mittel) [Cisatracurium(hoch)
Initialen Monozyten / 5 HPF Monozyten /5 HPF  [Monozyten /5 HPF
01 G.K. 181,00 171,00 148,00
02 O.v.Z. 176,00 175,00 152,00
03 W.N. 174,00 172,00 160,00
04 M.S. 180,00 169,00 148,00
05 J.G. 172,00 173,00 143,00
06 D.M. 172,00 181,00 151,00
07 G.K. 177,00 177,00 154,00
08 K.E. 166,00 178,00 151,00
09 M.M. 168,00 168,00 148,00
10 U.B. 173,00 174,00 142,00
11 A.P. 177,00 173,00 145,00
12 EG.N. 171,00 177,00 158,00
13 T.Z 174,00 163,00 152,00
14 J.N. 164,00 174,00 153,00
15 C.L. 167,00 171,00 156,00
16 R.S. 172,00 168,00 151,00
17 A.P. 170,00 166,00 152,00
18 P.P. 168,00 180,00 148,00
19 N.M. 169,00 172,00 150,00
20 C.W. 173,00 172,00 151,00
Mittelwert 172,20 172,70 150,65
Std.Dev. 4,54 4,59 4,51

Die Tabelle 17 zeigt die Ergebnisse der Filterauswertung unter Einfluss von
Cisatracurium in der ersten Versuchsreihe. Angegeben ist die jeweilige Anzahl der
zur Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in 5 HPF bei niedriger, mittlerer
und hoher Konzentration des Medikaments sowie der jeweilige statistische Mittelwert
und die Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.8.2. Versuchsreihe 02 : Cisatracurium

Versuchsnummer |Cisatracurium(niedrig)

Cisatracurium(mittel) [Cisatracurium(hoch)

Initialen Monozyten / 5 HPF Monozyten / 5 HPF Monozyten / 5 HPF
01 G.K. 168,00 170,00 142,00
02 O.v.Z. 174,00 172,00 150,00
03 W.N. 175,00 164,00 152,00
04 M.S. 172,00 166,00 148,00
05 J.G. 164,00 169,00 147,00
06 D.M. 168,00 162,00 145,00
07 G.K. 160,00 176,00 149,00
08 K.E. 166,00 170,00 157,00
09 M.M. 165,00 169,00 150,00
10 U.B. 167,00 165,00 154,00
11 A.P. 170,00 166,00 156,00
12 EG.N. 168,00 168,00 153,00
13 T.Z. 178,00 164,00 149,00
14 J.N. 179,00 170,00 158,00
15 C.L. 166,00 171,00 156,00
16 R.S. 167,00 168,00 156,00
17 A.P. 169,00 167,00 155,00
18 P.P. 168,00 169,00 157,00
19 N.M. 166,00 164,00 160,00
20 C.W. 167,00 169,00 153,00
Mittelwert 168,85 167,95 152,35
Std.Dev. 4,68 3,30 4,74

Die Tabelle 18 zeigt die Ergebnisse der Filterauswertung unter Einfluss von

Cisatracurium in der zweiten Versuchsreihe. Angegeben ist die jeweilige Anzahl der
zur Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in 5 HPF bei niedriger, mittlerer
und hoher Konzentration des Medikaments sowie der jeweilige statistische

Mittelwert und die Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung

HPF

= High Power Field
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7.2.8.3. Mittelwerte : Cisatracurium

Versuchsnummer |Cisatracurium(niedrig)|Cisatracurium(mittel) |Cisatracurium(hoch)
Initialen Monozyten / 5 HPF  [Monozyten /5 HPF Monozyten / 5 HPF
01 G.K. 174,50 170,50 145,00
02 O.v.Z. 175,00 173,50 151,00
03 W.N. 174,50 168,00 156,00
04 M.S. 176,00 167,50 148,00
05 J.G. 168,00 171,00 145,00
06 D.M. 170,00 171,50 148,00
07 G.K. 168,50 176,50 151,50
08 K.E. 166,00 174,00 154,00
09 M.M. 166,50 168,50 149,00
10 U.B. 170,00 169,50 148,00
11 A.P. 173,50 169,50 150,50
12 EG.N. 169,50 172,50 155,50
13 T.Z 176,00 163,50 150,50
14 J.N. 171,50 172,00 155,50
15 C.L. 166,50 171,00 156,00
16 R.S. 169,50 168,00 153,50
17 A.P. 169,50 166,50 153,50
18 P.P. 168,00 174,50 152,50
19 N.M. 167,50 168,00 155,00
20 C.W. 170,00 170,50 152,00
Mittelwert 170,53 170,33 151,50
Std.Dev. 3,28 3,07 3,48

Die Tabelle 19 zeigt die Mittelwerte der Ergebnisse der Filterauswertung unter
Einfluss von Cisatracurium aus den Versuchsreinen 01 und 02 bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie den jeweiligen
statistischen Mittelwert und die jeweilige Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.9. Tabellen 20, 21 und 22 : Darstellung der Zellzahlung fur
Mivacurium

7.2.9.1. Versuchsreihe 01 : Mivacurium

Versuchsnummer [Mivacurium(niedrig)|Mivacurium (mittel) |Mivacurium (hoch)
Initialen Monozyten / 5 HPF [Monozyten /5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 160,00 162,00 128,00
02 O.v.Z. 172,00 166,00 135,00
03 W.N. 174,00 172,00 133,00
04 M.S. 166,00 163,00 150,00
05 J.G. 166,00 170,00 154,00
06 D.M. 168,00 168,00 148,00
07 G.K. 164,00 170,00 147,00
08 K.E. 168,00 166,00 151,00
09 M.M. 163,00 172,00 152,00
10 U.B. 166,00 169,00 149,00
11 A.P. 170,00 168,00 151,00
12 EG.N. 168,00 164,00 156,00
13 T.Z. 176,00 164,00 147,00
14 J.N. 172,00 166,00 149,00
15 C.L. 168,00 172,00 148,00
16 R.S. 166,00 163,00 148,00
17 A.P. 172,00 166,00 144,00
18 P.P. 167,00 165,00 145,00
19 N.M. 167,00 163,00 143,00
20 C.W. 166,00 166,00 146,00
Mittelwert 167,95 166,75 146,20
Std.Dev. 3,83 3,23 6,98

Die Tabelle 20 zeigt die Ergebnisse der Filterauswertung unter Einfluss von
Mivacurium in der ersten Versuchsreihe. Angegeben ist die jeweilige Anzahl
der zur Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in 5 HPF bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie der jeweilige
statistische Mittelwert und die Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.9.2. Versuchsreihe 02 : Mivacurium

Versuchsnummer |Mivacurium(niedrig)| Mivacurium (mittel) [Mivacurium (hoch)
Initialen Monozyten / 5 HPF [Monozyten /5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 166,00 168,00 142,00
02 O.v.Z. 168,00 162,00 141,00
03 W.N. 164,00 170,00 138,00
04 M.S. 172,00 170,00 147,00
05 J.G. 168,00 162,00 148,00
06 D.M. 163,00 165,00 148,00
07 G.K. 171,00 164,00 152,00
08 K.E. 172,00 171,00 144,00
09 M.M. 176,00 163,00 143,00
10 U.B. 166,00 166,00 141,00
11 A.P. 167,00 164,00 143,00
12 EG.N. 165,00 164,00 147,00
13 T.Z. 170,00 171,00 146,00
14 J.N. 169,00 165,00 169,00
15 C.L. 171,00 169,00 171,00
16 R.S. 166,00 163,00 166,00
17 A.P. 166,00 163,00 166,00
18 P.P. 168,00 166,00 168,00
19 N.M. 167,00 170,00 167,00
20 C.W. 165,00 168,00 165,00
Mittelwert 168,00 166,20 152,60
Std.Dev. 3,21 3,14 11,62

Die Tabelle 21 zeigt die Ergebnisse der Filterauswertung unter Einfluss von
Mivacurium in der zweiten Versuchsreihe. Angegeben ist die jeweilige Anzahl
der zur Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in 5 HPF bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie der jeweilige
statistische Mittelwert und die Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.9.3. Mittelwerte : Mivacurium

Versuchsnummer |Mivacurium(niedrig) [Mivacurium (mittel) [Mivacurium (hoch)
Initialen Monozyten / 5 HPF |[Monozyten /5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 163,00 165,00 135,00
02 O.v.Z. 170,00 164,00 138,00
03 W.N. 169,00 171,00 135,50
04 M.S. 169,00 166,50 148,50
05 J.G. 167,00 166,00 151,00
06 D.M. 165,50 166,50 148,00
07 G.K. 167,50 167,00 149,50
08 K.E. 170,00 168,50 147,50
09 M.M. 169,50 167,50 147,50
10 U.B. 166,00 167,50 145,00
11 A.P. 168,50 166,00 147,00
12 EG.N. 166,50 164,00 151,50
13 T.Z. 173,00 167,50 146,50
14 J.N. 169,50 165,50 159,00
15 C.L. 169,50 170,50 159,50
16 R.S. 166,00 163,00 157,00
17 A.P. 169,00 164,50 155,00
18 P.P. 167,50 165,50 156,50
19 N.M. 167,00 166,50 155,00
20 C.W. 165,50 167,00 155,50
Mittelwert 167,93 166,48 149,40
Std.Dev. 2,21 2,02 7,19

Die Tabelle 22 zeigt die Mittelwerte der Ergebnisse der Filterauswertung unter
Einfluss von Mivacurium aus den Versuchsreihen 01 und 02 bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie den jeweiligen
statistischen Mittelwert und die jeweilige Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.10. Tabellen 23, 24 und 25 : Darstellung der Zellzahlung fur
Pancuronium

7.2.10.1. Versuchsreihe 01 : Pancuronium

Versuchsnummer [Pancuronium(niedrig)[Pancuronium(mittel)|Pancuronium(hoch)
Initialen Monozyten/ 5 HPF [Monozyten /5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 164,00 161,00 160,00
02 O.v.Z. 168,00 163,00 166,00
03 W.N. 162,00 160,00 166,00
04 M.S. 172,00 168,00 164,00
05 J.G. 171,00 165,00 170,00
06 D.M. 169,00 170,00 166,00
07 G.K. 166,00 167,00 169,00
08 K.E. 169,00 166,00 164,00
09 M.M. 170,00 169,00 171,00
10 U.B. 166,00 164,00 170,00
11 A.P. 163,00 167,00 166,00
12 EG.N. 167,00 166,00 160,00
13 T.Z. 166,00 161,00 164,00
14 J.N. 168,00 162,00 164,00
15 C.L. 162,00 166,00 168,00
16 R.S. 170,00 167,00 165,00
17 A.P. 172,00 164,00 170,00
18 P.P. 168,00 170,00 166,00
19 N.M. 169,00 170,00 166,00
20 C.W. 167,00 165,00 163,00
Mittelwert 167,45 165,55 165,90
Std.Dev. 3,02 3,09 3,11

Die Tabelle 23 zeigt die Ergebnisse der Filterauswertung unter Einfluss von
Pancuronium in der ersten Versuchsreihe. Angegeben ist die jeweilige Anzahl der
zur Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in 5 HPF bei niedriger, mittlerer
und hoher Konzentration des Medikaments sowie der jeweilige statistische
Mittelwert und die Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.10.2. Versuchsreihe 02 : Pancuronium

Versuchsnummer |Pancuronium(niedrig)[Pancuronium(mittel)]Pancuronium(hoch)
Initialen Monozyten / 5 HPF |Monozyten /5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 160,00 163,00 170,00
02 O.v.Z 164,00 166,00 171,00
03 W.N. 165,00 166,00 169,00
04 M.S. 170,00 162,00 168,00
05 J.G. 171,00 168,00 170,00
06 D.M. 168,00 164,00 166,00
07 G.K. 166,00 164,00 168,00
08 K.E. 166,00 170,00 167,00
09 M.M. 167,00 166,00 171,00
10 U.B. 170,00 164,00 167,00
11 A.P. 164,00 166,00 168,00
12 EG.N. 163,00 168,00 165,00
13 T.Z. 167,00 168,00 163,00
14 J.N. 162,00 171,00 170,00
15 C.L. 168,00 167,00 164,00
16 R.S. 166,00 164,00 166,00
17 A.P. 170,00 169,00 166,00
18 P.P. 171,00 167,00 169,00
19 N.M. 166,00 163,00 162,00
20 C.W. 168,00 164,00 162,00
Mittelwert 166,60 166,00 167,10
Std.Dev. 3,03 2,49 2,83

Die Tabelle 24 zeigt die Ergebnisse der Filterauswertung unter Einfluss von
Pancuronium in der zweiten Versuchsreihe. Angegeben ist die jeweilige Anzahl
der zur Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in 5 HPF bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie der jeweilige
statistische Mittelwert und die Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.10.3. Mittelwerte : Pancuronium

Versuchsnummer [Pancuronium(niedrig)|Pancuronium(mittel)|Pancuronium(hoch)
Initialen Monozyten / 5 HPF [Monozyten /5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 162,00 162,00 165,00
02 O.v.Z. 166,00 164,50 168,50
03 W.N. 163,50 163,00 167,50
04 M.S. 171,00 165,00 166,00
05 J.G. 171,00 166,50 170,00
06 D.M. 168,50 167,00 166,00
07 G.K. 166,00 165,50 168,50
08 K.E. 167,50 168,00 165,50
09 M.M. 168,50 167,50 171,00
10 U.B. 168,00 164,00 168,50
11 A.P. 163,50 166,50 167,00
12 EG.N. 165,00 167,00 162,50
13 T.Z. 166,50 164,50 163,50
14 J.N. 165,00 166,50 167,00
15 C.L. 165,00 166,50 166,00
16 R.S. 168,00 165,50 165,50
17 A.P. 171,00 166,50 168,00
18 P.P. 169,50 168,50 167,50
19 N.M. 167,50 166,50 164,00
20 C.W. 167,50 164,50 162,50
Mittelwert 167,03 165,78 166,50
Std.Dev. 2,57 1,66 2,31

Die Tabelle 25 zeigt die Mittelwerte der Ergebnisse der Filterauswertung unter
Einfluss von Pancuronium aus den Versuchsreihen 01 und 02 bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie den jeweiligen
statistischen Mittelwert und die jeweilige Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field

110



7.2.11. Tabellen 26, 27 und 28 : Darstellung der Zellzahlung fur
Vecuronium

7.2.11.1. Versuchsreihe 01 : Vecuronium

Versuchsnummer [Vecuronium(niedrig) [Vecuronium (mittel) [Vecuronium (hoch)
Initialen Monozyten/ 5 HPF [Monozyten /5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 164,00 170,00 160,00
02 O.v.Z. 166,00 170,00 161,00
03 W.N. 170,00 166,00 163,00
04 M.S. 168,00 163,00 161,00
05 J.G. 167,00 165,00 166,00
06 D.M. 167,00 166,00 162,00
07 G.K. 170,00 168,00 163,00
08 K.E. 164,00 166,00 166,00
09 M.M. 163,00 160,00 161,00
10 U.B. 164,00 161,00 160,00
11 A.P. 162,00 165,00 161,00
12 EG.N. 166,00 163,00 162,00
13 T.Z. 167,00 168,00 166,00
14 J.N. 164,00 162,00 163,00
15 C.L. 163,00 165,00 163,00
16 R.S. 165,00 166,00 162,00
17 A.P. 162,00 166,00 164,00
18 P.P. 168,00 170,00 164,00
19 N.M. 168,00 166,00 163,00
20 C.W. 163,00 163,00 160,00
Mittelwert 165,55 165,45 162,55
Std.Dev. 2,50 2,87 1,93

Die Tabelle 26 zeigt die Ergebnisse der Filterauswertung unter Einfluss von
Vecuronium in der ersten Versuchsreihe. Angegeben ist die jeweilige Anzahl
der zur Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in 5 HPF bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie der jeweilige
statistische Mittelwert und die Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.11.2. Versuchsreihe 02 : Vecuronium

Versuchsnummer [Vecuronium(niedrig) [Vecuronium (mittel) [Vecuronium (hoch)
Initialen Monozyten / 5 HPF [Monozyten /5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 163,00 170,00 161,00
02 O.v.Z. 167,00 166,00 163,00
03 W.N. 168,00 166,00 162,00
04 M.S. 170,00 169,00 161,00
05 J.G. 170,00 168,00 166,00
06 D.M. 165,00 162,00 162,00
07 G.K. 166,00 164,00 165,00
08 K.E. 164,00 161,00 162,00
09 M.M. 161,00 161,00 160,00
10 U.B. 160,00 163,00 161,00
11 A.P. 163,00 166,00 166,00
12 EG.N. 166,00 165,00 165,00
13 T.Z. 166,00 163,00 160,00
14 J.N. 168,00 166,00 164,00
15 C.L. 162,00 160,00 162,00
16 R.S. 170,00 166,00 164,00
17 A.P. 166,00 170,00 164,00
18 P.P. 163,00 168,00 163,00
19 N.M. 163,00 168,00 164,00
20 C.W. 167,00 169,00 162,00
Mittelwert 165,40 165,55 162,85
Std.Dev. 2,98 3,10 1,84

Die Tabelle 27 zeigt die Ergebnisse der Filterauswertung unter Einfluss von
Vecuronium in der zweiten Versuchsreihe. Angegeben ist die jeweilige Anzahl
der zur Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in 5 HPF bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie der jeweilige
statistische Mittelwert und die Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.11.3. Mittelwerte : Vecuronium

Versuchsnummer [Vecuronium(niedrig) [Vecuronium (mittel) [Vecuronium (hoch)
Initialen Monozyten / 5 HPF [Monozyten /5 HPF |Monozyten /5 HPF
01 G.K. 163,50 170,00 160,50
02 O.v.Z. 166,50 168,00 162,00
03 W.N. 169,00 166,00 162,50
04 M.S. 169,00 166,00 161,00
05 J.G. 168,50 166,50 166,00
06 D.M. 166,00 164,00 162,00
07 G.K. 168,00 166,00 164,00
08 K.E. 164,00 163,50 164,00
09 M.M. 162,00 160,50 160,50
10 U.B. 162,00 162,00 160,50
11 A.P. 162,50 165,50 163,50
12 EG.N. 166,00 164,00 163,50
13 T.Z. 166,50 165,50 163,00
14 J.N. 166,00 164,00 163,50
15 C.L. 162,50 162,50 162,50
16 R.S. 167,50 166,00 163,00
17 A.P. 164,00 168,00 164,00
18 P.P. 165,50 169,00 163,50
19 N.M. 165,50 167,00 163,50
20 C.W. 165,00 166,00 161,00
Mittelwert 165,48 165,50 162,70
Std.Dev. 2,27 2,37 1,46

Die Tabelle 28 zeigt die Mittelwerte der Ergebnisse der Filterauswertung unter
Einfluss von Vecuronium aus den Versuchsreihen 01 und 02 bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie den jeweiligen
statistischen Mittelwert und die Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.12. Tabellen 29, 30 und 31 : Darstellung der Zellzahlung fur
Rocuronium

7.2.12.1. Versuchsreihe 01 : Rocuronium

Versuchsnummer |Rocuronium(niedrig) [Rocuronium (mittel) |Rocuronium (hoch)
Initialen Monozyten/ 5 HPF |Monozyten /5 HPF [Monozyten /5 HPF
01 G.K. 159,00 164,00 149,00
02 O.v.Z. 164,00 162,00 148,00
03 W.N. 163,00 168,00 154,00
04 M.S. 166,00 167,00 160,00
05 J.G. 170,00 170,00 158,00
06 D.M. 170,00 166,00 157,00
07 G.K. 164,00 166,00 159,00
08 K.E. 163,00 160,00 158,00
09 M.M. 166,00 163,00 160,00
10 U.B. 166,00 162,00 159,00
11 A.P. 168,00 170,00 161,00
12 EG.N. 165,00 166,00 160,00
13 T.Z. 166,00 168,00 158,00
14 J.N. 164,00 165,00 159,00
15 C.L. 163,00 166,00 156,00
16 R.S. 168,00 170,00 164,00
17 A.P. 160,00 162,00 149,00
18 P.P. 163,00 165,00 154,00
19 N.M. 170,00 164,00 159,00
20 C.W. 168,00 166,00 153,00
Mittelwert 165,30 165,50 156,75
Std.Dev. 3,11 2,86 4,31

Die Tabelle 29 zeigt die Ergebnisse der Filterauswertung unter Einfluss von
Rocuronium in der ersten Versuchsreihe. Angegeben ist die jeweilige Anzahl der
zur Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in 5 HPF bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie der jeweilige
statistische Mittelwert und die Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.12.2. Versuchsreihe 02 : Rocuronium

Versuchsnummer [Rocuronium(niedrig) [Rocuronium (mittel) |Rocuronium (hoch)
Initialen Monozyten/ 5 HPF [Monozyten /5 HPF [Monozyten /5 HPF
01 G.K. 162,00 168,00 152,00
02 O.v.Z. 166,00 168,00 148,00
03 W.N. 163,00 165,00 146,00
04 M.S. 164,00 166,00 149,00
05 J.G. 168,00 163,00 150,00
06 D.M. 170,00 168,00 148,00
07 G.K. 168,00 166,00 154,00
08 K.E. 160,00 161,00 147,00
09 M.M. 162,00 163,00 144,00
10 U.B. 161,00 163,00 155,00
11 A.P. 165,00 168,00 160,00
12 EG.N. 160,00 163,00 154,00
13 T.Z. 168,00 170,00 162,00
14 J.N. 166,00 164,00 157,00
15 C.L. 166,00 166,00 158,00
16 R.S. 162,00 160,00 154,00
17 A.P. 166,00 164,00 153,00
18 P.P. 167,00 166,00 159,00
19 N.M. 169,00 165,00 160,00
20 C.W. 170,00 167,00 160,00
Mittelwert 165,15 165,20 153,50
Std.Dev. 3,23 2,59 5,38

Die Tabelle 30 zeigt die Ergebnisse der Filterauswertung unter Einfluss von
Rocuronium in der zweiten Versuchsreihe. Angegeben ist die jeweilige Anzahl
der zur Unterseite des Filters gewanderten Monozyten in 5 HPF bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie der jeweilige
statistische Mittelwert und die Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.2.12.3. Mittelwerte : Rocuronium

Versuchsnummer [Rocuronium(niedrig) [Rocuronium (mittel) |Rocuronium (hoch)
Initialen Monozyten/ 5 HPF [Monozyten /5 HPF [Monozyten /5 HPF
01 G.K. 160,50 166,00 150,50
02 O.v.Z. 165,00 165,00 148,00
03 W.N. 163,00 166,50 150,00
04 M.S. 165,00 166,50 154,50
05 J.G. 169,00 166,50 154,00
06 D.M. 170,00 167,00 152,50
07 G.K. 166,00 166,00 156,50
08 K.E. 161,50 160,50 152,50
09 M.M. 164,00 163,00 152,00
10 U.B. 163,50 162,50 157,00
11 A.P. 166,50 169,00 160,50
12 EG.N. 162,50 164,50 157,00
13 T.Z. 167,00 169,00 160,00
14 J.N. 165,00 164,50 158,00
15 C.L. 164,50 166,00 157,00
16 R.S. 165,00 165,00 159,00
17 A.P. 163,00 163,00 151,00
18 P.P. 165,00 165,50 156,50
19 N.M. 169,50 164,50 159,50
20 C.W. 169,00 166,50 156,50
Mittelwert 165,23 165,35 155,13
Std.Dev. 2,65 2,07 3,64

Die Tabelle 31 zeigt die Mittelwerte der Ergebnisse der Filterauswertung unter
Einfluss von Rocuronium aus den Versuchsreihen 01 und 02 bei niedriger,
mittlerer und hoher Konzentration des Medikaments sowie den jeweiligen
statistischen Mittelwert und die jeweilige Standardabweichung.

Std.Dev. = Standardabweichung
HPF = High Power Field
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7.3. Erklarung

Die vorliegende Dissertation habe ich ohne unerlaubte fremde Hilfe selbststandig
unter Verwendung der in dieser Arbeit angegebenen Mittel angefertigt. Samtliche
wortlich zitierten oder sinngemald entnommenen Angaben aus veroffentlichten oder
nicht veroffentlichten Schriften habe ich als solche gekennzeichnet und dargelegt.
Alle von mir durchgefihrten Untersuchungen und Versuche sind nach den
Grundsatzen guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-
Liebig-Universitat Giel3en zur Sicherung guter wissenschatftlicher Praxis vom 14. Juli
1999 festgelegt sind, erfolgt.
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7.4. Aufklarungsbogen und Einverstandniserklarung der
Probanden

Informations- und Aufklarungsbogen zur Blutentnahme fir In-vitro- Untersuchungen
an Monozyten

Der vorliegende Bogen gilt als Basisinformation fir den Probanden. Es werden die typischen Risiken
und Nebenwirkungen der geplanten Blutenthnahme dargestellt.

Der Proband bestétigt mit seiner Unterschrift, dafl3 er den Bogen gelesen und verstanden hat und daf3
er mit der Entnahme von Blut in der fur die Routinediagnostik gebrauchlichen Weise und in einer das
Ubliche Mal nicht tGberschreitenden Menge und Frequenz einverstanden ist.

Die unten erhobenen persénlichen Daten werden nicht verdffentlicht und far Dritte unzugénglich
aufbewahrt. Sie dienen ausschlief3lich informativen und statistischen Zwecken.

Name : Vorname
Geburtsdatum : Alter
Gewicht
Adresse : Telephon
Fax
e-mail
Procedere :

Fur die Untersuchung einer bestimmten Fraktion von Blutzellen (Monozyten) wird eine Menge von ca.
zehn Millilitern venésen Bluts bendétigt. Die Entnahme des Blutes erfolgt unter sterilen Bedingungen
aus einer oberflachlichen Armvene mittels eines gebréauchlichen Blutabnahme- Sets.

Nebenwirkungen und Komplikationen :

Im allgemeinen sind Nebenwirkungen oder Komplikationen durch eine Blutabnahme aus einer
peripheren Vene mittels perkutaner Punktion extrem selten.

Folgende Nebenwirkungen und Komplikationen sind mdoglich :

» Infektion der Einstichstelle

Hamatom (BluterguR) im Bereich der Venenpunktion

Nervenverletzung im Bereich der Punktionsstelle

MiRempfindungen oder Schmerzen im Bereich der Einstichstelle

Fehlpunktion oder versehentliche arterielle Punktion

Kreislaufreaktionen (Kollaps)

Einwilligungserklarung :

Uber die geplante Blutabnahme bin ich in einem Aufklarungsgesprach ausfiihrlich informiert worden.
Dabei konnte ich alle mir wichtig erscheinenden Fragen Uber die in meinem Fall vorliegenden
speziellen Risiken und die damit verbundenen mdglichen Komplikationen und Uber
BegleitmalRnahmen stellen.

Ich habe keine weiteren Fragen, fuhle mich ausreichend aufgeklart und willige hiermit nach
ausreichender Bedenkzeit in die geplante Blutabnahme ein.

Ich bestatige auRBerdem, daf} ich keine chronischen Erkrankungen und zur Zeit keine akuten
Gesundheitsstérungen habe.

Ort / Datum Ort / Datum

Unterschrift Proband Unterschrift Untersucher
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7.5. Die Danksagungen

Mein Dank gilt den folgenden Personen, die mir bei der Durchfihrung und

Umsetzung dieser Arbeit kritische und stets wohlwollende Unterstitzung haben zu

Teil werden lassen :

Herrn Universitatsprofessor Dr. med. Dr. h.c. G. Hempelmann fur die
Uberlassung des Themas.

Herrn Professor Dr. med. habil. W. Krumholz fur seine konzeptionelle und
redaktionelle Hilfe, sein hohes personliches Engagement und seine
zuverlassige Betreuung.

Herrn Krankenhausapotheker H. Scherer fir die Beschaffung und
Bereitstellung der Materialien, Reagenzien und Geréatschaften.

Herrn Laborleiter E. Penilosa (B.Sc.) und seinem Team fiUr ihre guten
Ratschlage, ihre Hilfe und Geduld und die vertrauensvolle Uberlassung von
Materialien und Geratschaften wahrend meiner praktischen Tatigkeit im Labor
des Bethlehem Krankenhauses.

Meinen Kollegen Herrn J. Frings und Herrn J. Knecht fir ihre kritischen
Anmerkungen, ihre Tipps und ihre Diskussionsbereitschatft.

Meiner Frau A. Mund-Keller fur ihre geduldige und bestandige Unterstitzung.

Den Blutspendern, die diese Arbeit mdglich machten.
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7.6. Tabellarischer Lebenslauf

Persdnliche Daten

Name : Gernot Keller
Anschrift : Kdnigsberger Str. 94
52078 Aachen

Deutschland

Geurtsdatum / -ort : 13-09-1959, Koln
Familienstand : Verheiratet

Schulausbildung

1966 - 1969 Katholisch Grundschule, Kdln - Rodenkirchen
1969 - 1973 Stadtisches Gymnasium, KdlIn - Rodenkirchen
1973 - 1977 Abbotsholme School, Rocester, England

Juli 1977 Britische Hochschulreife

1977 - 1979 Stadtisches Gymnasium, Kéln - Rodenkirchen
Mai 1979 Deutsche Hochschulreife

Hochschulausbildung

1979 - 1982 Vorklinisches Studium der Medizin, RWTH Aachen

1982 - 1985 Klinisches Studium der Medizin, RWTH Aachen

1985 - 1986 Praktisches Jahr am Kreiskrankenhaus in Wirselen, Kreis
Aachen

Juni 1986 Approbation als Arzt

Wehrdienst

1986 - 1987 Stabsarzt beim DDO NATO - E 3A Verband der Luftwaffe in

Geilenkirchen - Teveren
November 1986 Grundausbildung zum Fliegerarzt der Luftwaffe
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Beruflicher Werdegang

1988 - 1992
Juli 1990
Juli 1992
1996 - 1997

seit Oktober 1996
seit Januar 1997

1997 - 2000
1998 - 2000

seit Juli 1998

1999

seit Januar 2000

Februar 2000

Seit Januar 2001

Seit Juli 2001

2001

Mai 2004

Mérz / August 2006

November 2006

November 2006

Assistenzarzt der Abt. Anasthesie am Bethlehem -
Krankenhaus in Stolberg, Kreis Aachen

Fachkundenachweis : Arzt im Rettungsdienst

Facharzt fiir Anasthesiologie bei der Arztekammer Nordrhein
Weiterbildungskurse | - Il "Repetitorium und Intensivkurs
Spezielle Schmerztherapie (Prof. Zenz, Bochum)
Kontrollleiter : Eigenblutspende

Chefarztvertreter : Ambulante und stationare
Schmerztherapie

Chefarztvertreter : Arzneimittelkommission

Stellvertretender EDV - Verantwortlicher : Intensivstation
Lehrtatigkeit : Anasthesie an der Krankenpflegeschule des
Bethlehem — Krankenhaus Stolberg

Ausbildung  in Akupunktur  bei der Deutschen
Arztegesellschaft fur Akupunktur (DAGfA)

Mitgestaltung beim Qualitditsmanagementprojekt des KH,
Kriterienverantwortlicher fir den Bereich "Prozesse" in der
Anasthesie

Ausbildung zum Leitenden Notarzt, Bestellung zum
Leitenden Notarzt des Kreises Aachen

Oberarzt der Kilinik fdr Anésthesie und operative
Intensivmedizin des Bethlehem — Krankenhaus in Stolberg,
verantwortlich far die Bereiche Pramedikation,
Konsiliarwesen und Schmerztherapie

Hospitation in der Schmerzklinik der Justus — Liebig —
Universitat Giel3en (Prof. Hempelmann)
Qualitatssicherungsbeauftragter far EDV und
Datenerfassung der Klinik fur An&sthesie und operative
Intensivmedizin des Bethlehem — Krankenhaus in Stolberg
Qualitatsbeauftragter des  Transfusionswesens  des
Bethlehem — Krankenhaus in Stolberg

Weiterbildung in Arztlichem Qualitaitsmanagement an der
Akademie fir Medizinische Informatik der Universitat
Heidelberg (Prof. Wetter)

Anerkennung der Zusatzbezeichnung Spezielle
Schmerztherapie bei der Arztekammer Nordrhein
Weiterbildung zum Internen Auditor far

Qualitatsmanagement am Bethlehem — Krankenhaus in
Stolberg

Basiskurs der Palliativmedizin in Limburg / Universitat Bonn
(Prof. Klaschik)

Anerkennung der Zusatzweiterbildung Notfallmedizin bei der
Arztekammer Nordrhein
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