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2. Zusammenfassung

Obwohl die Versorgung von polytraumatisierten Patienten in letzter Zeit erfolgreich
weiterentwickelt wurde, kommt es immer wieder vor, dass im Verlauf nach einem
schweren Trauma eine Uberschiefende Immunantwort stattfindet, die die
ausgewogene Funktion des Immunsystems beeintrachtigt. Hieran sind die
neutrophilen Granulozyten (PMN) mafgeblich beteiligt. Es kommt zur Ausschittung
von Sauerstoffradikalen und proteindegradierenden Enzymen, die
Organfunktionsstérungen oder auch Permeabilitatserhohungen der Gefalle zur Folge
haben kénnen. Hierdurch entstehen haufig auch hamodynamische Dysregulationen.
Um die Uuberschielende Immunantwort der neutrohphilen Granulozyten zu
verhindern wurde das Leukozyten - Inhibitions - Modul (LIM) entwickelt. Es handelt
sich hierbei um einen Polyurethanschaum, der mit anti FAS (CD 95/APO 1)
Antikorpern beschichtet ist. Diese induzieren, bei Kontakt mit neutrophilen
Granulozyten, eine Inaktivierung innerhalb von Minuten und im spateren Verlauf die
Apoptose der neutrophilen Granulozyten. Dieses Verfahren wurde bereits im
kardiochirugischen Bereich erfolgreich getestet, um die inflammatorische Reaktion im
Rahmen von Bypassoperationen zu minimieren. Um die Funktion des LIM bei
posthamorrhagischer Inflammation zu Uberprifen, wurde ein MAP - kontrolliertes
hamorrhagisches Schockmodell an Schweinen entwickelt, bei dem im Anschluss an
den Schock das LIM - System mittels extrakorporaler Zirkulation zum Einsatz kam.
Ziel der Untersuchung war es, das hamorrahgische Schock / Reperfusions - Modell
zu etablieren und die posthamorrhagische Hamodynamik, Blutgase, und
Stressmarker der LIM - Gruppe mit der SMC - Gruppe (Standard Medical Care-

Gruppe) zu vergleichen.



Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass durch Etablierung des vorliegenden Schockmodells
eine inflammatorische Reaktion bei den Versuchstieren induziert wurde und so die
Grundlage zur Uberpriifung der Funktion des LIM in der Situation der
posthamorrhagischen Inflammation geschaffen wurde.

Aulerdem konnte gezeigt werden, dass der Einsatz des LIM keine negativen
Auswirkungen auf die Hamodynamik, die Blutgase, und die Stressmarker in der
Nachbeobachtungszeit hatte. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
posthamorrhagische Hamodynamik 72 h nach Schock in der LIM - Gruppe in
Teilbereichen signifikant besser war als in der SMC - Gruppe.

Diese Erkenntnisse lassen darauf hoffen, dass diese neuartige Form der
Immunmodulation zukunftig hilft, eine pathologische Immunreaktion nach schweren

Traumata mit hohem Blutverlust zu mildern.



3. Einleitung

3.1.Thema

Im Folgenden soll ein neuer therapeutischer Ansatz zur Immunmodulation bei
posthamorrhagischer SIRS untersucht werden. Hierzu wurde ein hamorrhagisches
Schockmodell an Schweinen etabliert und eine Immunmodulation der neutrophilen
Granulozyten mittels extrakorporaler Blutzirkulation wahrend der
posthamorrhagischen Phase durchgefihrt. Es erfolgte eine Inaktivierung der
neutrophilen Granulozyten durch Kontakt mit anti FAS (CD 95/APO 1) Antikorpern.
Die Durchfuhrung der Versuche fand in einer Arbeitsgruppe statt. Es wurden
unterschiedliche Aspekte der Immunmodulation untersucht. Die Untersuchung
beinhaltete den Einfluss des LIM (Leukozyten - Inhibitions - Modul) auf die
posthamorrhagische Entwicklung der Anzahl der neutrophilen Granulozyten,
Lymphozyten und Leukozyten (81, Ott, 2010), Veranderungen im Gewebe (81, Ott,
2010) enzymatische Veranderungen wie beispielsweise Hamooxygenase und
Lipidperoxidation (94, Schek, 2010) und, wie in dieser Arbeit beschrieben, auf die
posthamorrhagische = Hamodynamik, die  Sauerstoffsattigung und  den

Saurebasenhaushalt.

3.2. Medizinische Notwendigkeit

In Deutschland starben 2007 30650 Menschen an Verletzungen, Vergiftungen und
bestimmten anderen Folgen aulierer Ursachen, wovon ein erheblicher Teil der
Todesfalle auf die Auswirkungen eines SIRS (Systemic Inflammatory Response
Syndrome) zurtickzuflhren ist. 6507 Menschen sind 2007 in Deutschland an den

Folgen einer nicht naher bezeichneten  Sepsis verstorben (104,
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Einleitung

Statistisches Bundesamt, 2008). Hamorrhagischer Schock mit konsekutiver
Hypotension fuhrt in 54% der Falle zum Tod. Fast 50% der Patienten mit groflem
Blutverlust sterben innerhalb der ersten 24 h. Die Uberlebenden haben ein hohes
Risiko fur Infektionen und Organversagen (56, Heckbert, et al., 1998). Es ist bekannt,
dass der hamorrhagische Schock zu verschiedenen Stdérungen flihren kann. Zum
einen koénnen ,First Hit“ - Ereignisse wie Hypoxie, Hypotension, Organ- und
Gewebezerstorung direkt zu schwerwiegenden Organfunktionsstérungen flhren,
andererseits kdénnen nach schweren Traumata ,Second Hit“- Ereignisse wie
beispielsweise Ischamie / Reperfusionsschaden, operative Interventionen,
Infektionen oder Kompartment - Syndrome, zu Immunstérungen wie SIRS (systemic
inflammatory response syndrome), multiplen Organfunktionsstérungen (MODS) und
multiplem Organversagen (MOF) flihren (69, Lenz, et al., 2007). SIRS und Sepsis
sind eine haufige Todesursache mit einer sehr hohen Sterblichkeitsrate bei den
Betroffenen (7, Angus, et al., 2001; 8, Angus, et al., 2006; 10, Audebert, et al., 2007;
102, Shibata and Funada, 2004). Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit weitere
Therapieansatze zu testen, um in Zukunft die Uberlebenswahrscheinlichkeit dieser

Patienten mit akuten Immunstérungen zu verbessern.

3.3.Aktuelle Therapieansatze bei posttraumatischer SIRS
und Sepsis

Zurzeit sind im klinischen Alltag fast ausschliel3lich symptomatische Strategien zur

Therapie dieser Erkrankungen etabliert.
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Einleitung

3.3.1.Kreislauftherapie

Eine frihzeitige und strikte Optimierung der kardiozirkulatorischen Funktion senkt die
Sterblichkeit von Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock (,early goal
directed therapie“ EGDT) wie kurzlich gezeigt wurde (88, Rivers, et al., 2001).

Als effektiver Parameter zur Beurteilung der kardiopulmonalen Zirkulation erwies sich
dabei die kontinuierlich gemessene zentralvend0se Sauerstoffsattigung (ScvO.).
Diese sollte bei mindestens 70% liegen. Hierbei sollte zusatzlich ein ZVD zwischen 8
und 12 mmHg, ein arterieller Mitteldruck von Uber 65 mmHg und eine
Urinausscheidung von mehr als 0,5 ml/kg/h erreicht werden. Kann dieses Ziel
mittels Katecholamintherapie und Volumensubstitution nicht erreicht werden, wird der
Hamatokrit mittels Bluttransfusion auf 30 % angehoben. Durch diese Mallnahme
konnte die 28 - Tage - Letalitat der betroffenen Patienten statistisch signifikant

gesenkt werden (88, Rivers, et al., 2001).

3.3.2.Beatmung:

Die Lunge wird durch Atemunterstitzung entlastet und somit versucht die
Oxygenierung des Blutes zu verbessern. Bei vielen Patienten mit schwerer Sepsis
tritt ein akutes Lungenversagen (acute respiratory distress syndrome, ARDS) als
Folge eines infektionsortfernen Organversagens auf (11, Balk, 2000). Es hat sich
gezeigt, dass bei kontrollierter Beatmung mit geringen Atemzugvolumina (6 ml/kg
Korpergewicht) die Sterblichkeitsrate gesenkt werden konnte im Vergleich zu
Patienten, die mit 12 ml/kg Korpergewicht beatmet wurden (88, Rivers, et al., 2001).
Wenn moglich, wird die Atmung den Patienten Uberlassen und gegebenenfalls durch
,continous positive airway pressure“ (CPAP) unterstitzt. Hierdurch kann die Bildung

von minderbellfteten Arealen vermindert werden (28, Cotev, et al., 1976).
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3.3.3. Antibiotikatherapie/ Herdsanierung:

Bei ersten Anzeichen einer systemischen Entzindung erfolgt eine erregerkalkulierte
Antibiotikatherapie, um den Herd der Entzindung zu eliminieren. Dies wird teilweise
auch mit chirurgischen Eingriffen unterstitzt (65, Kollef, et al., 1999; 123, Young, et

al., 1977).

3.3.4. Blutgerinnung:

Die Blutgerinnung wird durch Gabe von Blutprodukten wie Fresh Frozen Plasma,
Thrombozytenkonzentraten oder Gerinnungsfaktoren unterstitzt. Es wird auRerdem
eine Thromboseprophylaxe mit Heparin durchgefihrt, was einer ,Disseminierten
Intravasalen Gerinnung“ (DIC) entgegenwirken soll (2, 2001).

Als Medikament wird zur Zeit rekombinantes, humanes, aktiviertes C - Protein
eingesetzt. Das C - Protein ist ein Vitamin - K - abhangiges Protein, welches in der
Leber synthetisiert wird. Im Blutplasma bildet es einen Komplex mit Protein S und
bewirkt die Hemmung der Gerinnungsfaktoren. In der Sepsistherapie wird es als
naturlicher Gerinnungsblocker eingesetzt. Hierdurch soll eine ,Disseminierte

Intravasale Gerinnung“ verhindert werden (42, Fourrier, 2004).

3.3.5. Ausscheidung:

Die Ausscheidung wird durch Diuretika kontrolliert. Bei Auftreten einer Anurie erfolgt
die Durchfihrung einer Hamodialyse, bei der die Madglichkeit besteht, den
Volumenstatus des Patienten gegebenenfalls zu korrigieren. Hierbei kann auch
Einfluss auf die Homdostase des Saurebasenstatus genommen werden (118,

Wheeler and Bernard, 1999).
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3.3.6. Blutzuckereinstellung:

Falls notwendig wird eine intensivierte Insulintherapie durchgeflhrt. Es hat sich
gezeigt, dass die Wundheilung und die Sauerstoffsattigung im Gewebe bei
Blutzuckerwerten im Normbereich (80 - 120 mg/dl) deutlich verbessert sind (86,

Reinhardt, 2003).

3.3.7.Versuche zur Immunmodulation bei SIRS:

Es gab Bestrebungen, bei Patienten mit SIRS und Sepsis die Uberaktivierung des
Immunsystems mit Hilfe systemischer Applikation von Kortisol zu vermindern.
Allerdings waren diese Bemuhungen leider wenig erfolgreich. Die Mortalitat der
behandelten Patienten stieg im Vergleich zu den nicht behandelten Patienten. Im
Rahmen dieser Studie wurden 10008 Patienten untersucht und es zeigte sich eine
erhohte Mortalitat bei Verabreichung von Kortikosteroiden (21,1 %) im Gegensatz
zum Placebo (17,9 %) (16, Bracken, 2005; 68, Lefering and Neugebauer, 1995; 90,
Roberts, et al., 2004).

Ferner gab es Versuche mit CD 18 Antikdrpern. Es konnte in einem Sepsismodell
eine Reduktion der durch neutrophile Granulozyten verursachten, vaskularen
Schaden gezeigt werden. Allerdings konnten diese Ergebnisse in klinischen Studien
an polytraumatisierten Patienten nicht nachvollzogen werden (19, Brown, et al.,
2001; 121, Xu, et al., 2002).

Weiterhin wurde nachgewiesen, dass anti- Integrin Antikérper neutrophile
Granulozyten, die bereits an Endothelien anhaften, von diesen wieder I16sen kénnen
(49, Granger and Kubes, 1994). Auch hieraus konnte noch kein klinisch etabliertes
Verfahren entwickelt werden.

Die therapeutische Apharese ist eine weitere Moglichkeit einer Immunmodulation, die

bereits experimentell getestet wurde. Ziel ist es, das Blut von unerwlinschten

13
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Bestandteilen zu befreien. Hierbei werden nur bestimmte Blutbestandteile
herausgefiltert, um eine Modulation des Immunsystems zu erreichen. Teile des
Blutes, die nicht entzogen werden mussen, werden dem Spender wieder zugefuhrt.
Dieses System wird genutzt, um Toxine und Zytokine aus dem Koérper abzureichern.
Ein neuartiges Verfahren unter Verwendung neutrophiler Granulozyten - Zelllinien
befindet sich zur Zeit in der klinischen Testphase. Tiermodelle an Schweinen zeigten
schon erfolgreiche Ergebnisse (77, Mitzner, et al., 2001).

Ein weiterer Ansatz ist es, die Signalwege, die die Homdostase der Inflammation
aufrechterhalten, von denen zu differenzieren, die die neutrophilen Granulozyten zu
einer Gewebeschadigung veranlassen (106, Strassheim, et al., 2002). Dieses
Konzept verfolgt auch das LIM - System (wie unter 3.5 beschrieben). Es wurde
empfohlen, die Therapie der systemischen Inflammation bereits vor Eintreten ihrer
Folgen einzuleiten (18, Brown, et al., 2006).

Nach aktuellem Kenntnisstand gibt es derzeit kein etabliertes Verfahren, das eine
Immunmodulation wahrend systemischer Inflammation bzw. Immunfehlregulation

bietet.

3.4.Rolle der neutrophilen Granulozyten bei systemischer
Inflammation

Neutrophile Granulozyten haben primar die Funktion, Bakterien abzuwehren. Sie
enthalten hierzu eine verhaltnismafig grolde Menge an proteolytischen Enzymen und
sind in der Lage, Sauerstoffradikale zu bilden und auszuschutten. Somit sind die
neutrophilen Granulozyten auf komplexe Art und Weise in das Immungeschehen
eingebunden (18, Brown, et al., 2006). Neutrophile Granulozyten werden im
Knochenmark gebildet, von dort aus in die Blutbahn ausgeschuttet und zirkulieren

dort 12-14 h (101, Segal, 1995). Die Ausschuttung, Reifung und Aktivierung wird
14
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unter anderem von Granulozyten - Colony - Stimulierenden Faktoren (G - CSF) und
Granulozyten / Makorphagen - Colony - Stimulierenden Factoren (GM - CSF)
geregelt (70, Lieschke, et al., 1994). Die neutrophilen Granulozyten kénnen durch
verschiedene Zytokine aktiviert oder inaktiviert und zu einer stark verlangerten
Uberlebenszeit veranlasst werden (67, Lee, et al., 1993). Bei gesunden Personen ist
die G - CSF Konzentration im Blut niedrig, steigt bei Inflammation um ein Mehrfaches
an und zieht eine Erhéhung der Granulozytenzahl im Blut nach sich (108, Tanaka, et
al., 1996). Es entstand die Vermutung, dass neutrohphile Granulozyten bei
systemischen Inflammationsreaktionen auch einen schadlichen Einfluss auf
korpereigene Gewebe haben. Es wurde die Wirkung von Leukozytendepletion bei
Patienten mit systemischer Inflammation getestet, wobei sich bei den Patienten mit
weniger Leukozyten im Blut eine verbesserte Lungen - und Nierenfunktion zeigte
(111, Treacher, et al.,, 2001). Beim akuten respiratorischen Distress Syndrom
(ARDS), welches haufig Inflammationsreaktionen begleitet, konnte die Intensitat der
Infiltration der Lunge durch neutrophile Granulozyten mit der Beeintrachtigung der
Lungenfunktion und auch die Konzentration an proteolytischen Enzymen, die aus
neutrophilen Granulozyten stammen, mit der Beeintrachtigung der Lungenfunktion
korreliert werden (119, Windsor, et al., 1993).

Neutrophile Granulozyten kénnen in 3 Stadien vorliegen. Ruhend oder unstimuliert,
stimuliert (bereits mit einem mikrobiellen oder inflammatorischen Agonisten
zusammengetroffen, was zu einer Herabsetzung der Schwelle zum Ubertritt in den
aktivierten Status fuhrt), oder aktiviert (in diesem Stadium nehmen die Zellen eine
bestimmte Funktion ein und fihren diese aus). Der Ubergang vom ruhenden in das
aktivierte Stadium erfolgt Uber eine Signalkaskade aus beispielsweise Cb5a,
Lipopolysacchariden und Cytokinen (30, Daniels, et al.,, 1992; 53, Guthrie, et al.,

1984; 117, Ward, 2004). Auf ihrer Oberflache exprimieren die neutrophilen
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Granulozyten, je nach Aktivierungszustand, unterschiedliche Molekule (13, Bernard,
et al., 2001; 60, Ibbotson, et al., 2001). Das kann dann glnstig sein, wenn die
neutrophilen Granulozyten erst am Ort der Infektion aktiviert werden und daraufhin
ihre proteolytische und sauerstoffradikalbildenden Effekte ausiben. Werden sie
jedoch bereits aktiviert, wenn sie noch dem Endothel anhaften, kann dies zu
Schaden der Gefalkwande fuhren (120, Wyman, et al., 2002). Die genauen
Zusammenhange sind bis heute nicht vollstandig geklart. Einige wesentliche
Mechanismen sind jedoch bekannt, die die beschriebenen Funktionen unterstitzen.
Im Blut befindliche neutrophile Granulozyten werden Uber Selektine dazu gebracht,
das Zentrum des Blutstromes zu verlassen, um die etwas langsamere Stromung am
Rand dazu zu nutzen, mit dem Endothel in Kontakt zu treten. Durch so genanntes
.Rolling“ am Endothel wird Kontakt zu den Integrinen hergestellt, die eine feste
Adhasion der neutrophilen Granulozyten am Endothel bewirken (48, Gonzalez-
Amaro and Sanchez-Madrid, 1999; 76, McGill, et al., 1996; 91, Rosenbloom, et al.,
1999). Ein weiterer Baustein in der Funktion der neutrophilen Granulozyten ist die
Fahigkeit zur Chemotaxis. Im Bezug auf die Migration der neutrophilen Granulozyten
in verschiedenen Situationen, wie beispielsweise der Sepsis, gibt es
widerspruchliche Studienergebnisse. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass bei
ARDS - Patienten eine gro3e Zahl neutrophiler Granulozyten das Lungengewebe
infiltriert und die Konzentration von Interleukin 8 in der Flussigkeit aus diagnostischer
Bronchiallavage (BAL) mit der Mortalitat dieser Patientengruppe korreliert (31,
Donnelly, et al., 1993). Aulterdem konnte gezeigt werden, dass erhdhte intravasale
Interleukin - 8 - Konzentrationen, wie sie im Rahmen einer Sepsis zu finden sind,
eine verminderte Migration in das Zielgewebe hervorrufen. Stattdessen bleiben die
neutrophilen Granulozyten am Endothel anhaften und Uben dort ihre schadigenden

Wirkungen aus. Durch die daraus folgende Kumulation der neutrophilen
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Granulozyten in diesem Bereich kommt es zu einer Sequestration und auch zu
mikrovaskularen Verschlissen. Hierdurch kann es zu einer Hypoxie in den zu
versorgenden Gewebeabschnitten kommen und es entstehen konsekutiv
Gewebsnekrosen (9, Astiz, et al., 1995; 39, Fink and Evans, 2002). In die Lunge
gelangen die neutrophilen Granulozyten durch erhéhte Konzentrationen von IL - 8 im
Rahmen einer Inflammation. Sie bilden Sequester aus und erhéhen die Permeabilitat
der Endothelien durch ihre zellschadigenden Wirkungen, was zu einem Lungendédem
mit zellreichem Exsudat fuhrt. Daraufhin kommt es zu einer alveolaren Erosion und
einer Zerstérung der Basalmembranen. Folgen hiervon sind Hypoxie, Tachypnoe
und eine respiratorische Alkalose (83, Paterson and Webster, 2000).

Ihre zerstorerische Wirkung Uben die neutrophilen Granulozyten durch die
Ausschittung von Enzymen wie beispielsweise Lysozym, Myeloperoxidase,
Elastase, Collagenase, Lactoferrin und Cathepsin b aus. Zusatzlich nehmen sie mehr
Sauerstoff als in ruhendem Zustand auf (oxidative burst), bilden Sauerstofradikale,
die sie in die Umgebung ausschitten, und kdénnen so Bakterien, aber auch
korpereigenes Gewebe schadigen oder zerstéren (17, Brown, 1994). In aktiviertem
Zustand sind diese Funktionen verstarkt zu beobachten.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die urspringliche Funktion der
neutrophilen Granulozyten, Bakterien zu zerstdéren, unter Bedingungen einer
Inflammationsreaktion fehlgeleitet wird. Durch die unspezifischen
Abwehrmechanismen der neutrophilen Granulozyten werden die
Effektormechanismen auch gegen korpereigenes Gewebe gerichtet. Dies geschieht
aufgrund der besonderen Signalsituation im Rahmen einer Inflammation. Aufgrund
dieser Erkenntnisse wurde mehrfach vorgeschlagen, neutrohphile Granulozyten als
Ziel einer Immunmodulation zur Verbesserung der Uberlebenswahrscheinlichkeit bei
systemischen Inflammationsreaktionen zu testen (18, Brown, et al., 2006).

17



Einleitung

3.5.LIM (Leukozyten - Inhibitions - Modul)

Kirzlich wurde ein immunmodulatorisches Verfahren entwickelt, welches die
neutrophilen Granulozyten beeinflussen soll (95, Scholz and Cinatl, 2005). Es ist
bekannt, dass uUber die Fas/FasL (APO-1/ APO-1L; CD95/CD95L)
Signalkaskade unter anderem die Lebenszeit neutrophiler Granulozyten geregelt
wird und dass bei Stérungen im Fas/FasL System neutrophile Granulozyten langer
Uberleben und zu Gewebeschaden flihren kénnen (4, Albelda, et al., 1994; 93,
Scheel-Toellner, et al.,, 2004). Stérungen im Fas/FasL - System sind an
verschiedenen Immunfehiregulationen beteiligt, die eine Hyperaktivierung des
Immunsystems als Ursache haben. In diesem Zusammenhang sind unter anderem
SIRS und MODS bei polytraumatisierten Patienten (105, Stegmayr, 2001) und das
Ischamie / Reperfusionssyndrom zu nennen (26, Chou, et al., 2004; 122, Yang, et
al., 2003). Es gibt viele weitere Immunfehlregulationen, an denen das
Fas / FasL - System maldgeblich beteiligt ist. Unter anderem der lange und intensive
Fremdmaterialienkontakt bei extrakorporaler Zirkulation im Rahmen von
Bypassoperationen (95, Scholz and Cinatl, 2005). Aufgrund dieser Erkenntnisse
wurden Versuche unternommen, die agonistischen anti - Fas Antikorper (FasL)
systemisch zu applizieren. Hierbei zeigte sich, dass dies zu starken Nebenwirkungen
wie Hepatotoxizitat (79, Ogasawara, et al., 1993) und Lungenfibrose (54, Hagimoto,
et al., 1997) fuhrt, sodass diese Bestrebungen wieder verworfen wurden. Seit einiger
Zeit ist bekannt, dass hyperaktivierte neutrophile Granulozyten, die an
membrangebundene FasL binden, innerhalb von Minuten inaktiviert werden und
erste Apoptosezeichen zeigen (27, Cinatl, et al., 2000; 50, Greenstein, et al., 2000;
78, Moreno, et al., 2004). Hieraus entstand die Idee, mittels extrakorporaler

Zirkulation die neutrophilen Granulozyten mit den entsprechenden Antikorpern in
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Kontakt zu bringen (95, Scholz and Cinatl, 2005). Hierzu wurde nach einiger
Forschungsarbeit ein offenporiger Polyurethanschaum entwickelt, der mit karzlich
entwickelten immobilisierten anti - Fas - IgM  Antikérpern beschichtet ist (61,
Ichikawa, et al., 2000; 66, Kuwahara, et al., 2001; 75, Matsuno, et al., 2002; 98,
Scholz, et al.,, 2004). Da die Antikdrper kovalent auf dem PU - Schaum gebunden
sind, wird verhindert, dass sie eine systemische Wirkung wie die oben beschriebene
Hepatotoxizitat und Lungenfibrose verursachen (96, Scholz, et al., 2005). Aulerdem
wird ermoglicht, dass die neutrophilen Granulozyten mit den Antikérpern in Kontakt
treten und hierdurch inaktiviert werden und in inaktivem Zustand wieder in den
systemischen Kreislauf eintreten kénnen. Durch die Inaktivierung soll verhindert
werden, dass die neutrophilen Granulozyten ihre schadigenden Effekte (wie unter 3.4
beschrieben) ausliben, und eine ungerichtete Uberschielfende Immunantwort

ausgelost wird.

Dieses Modul zur Immunmodulation mit dem Ziel der Reduktion der
inflammatorischen  Aktivitat wurde bereits in einer klinischen Studie an
herzchirurgischen Patienten, bei denen eine Bypassoperation mit Einsatz einer
Herz - Lungen - Maschine durchgeflhrt wurde, getestet (98, Scholz, et al., 2004).
Patienten, die an die Herz - Lungen - Maschine angeschlossen wurden, zeigen eine
Aktivierung des Immunsystems. Dies ist auf den Kontakt der immunkompetenten
Zellen im Blut mit dem Fremdmaterial der Herz - Lungen - Maschine oder dem
Membranoxygenator  zurickzufihren.  Fremdmaterialkontakt  induziert eine
Aktivierung der neutrophilen Granulozyten. Diese Aktivierung zu beschranken wurde
durch den Einsatz des Leukozyten - Inhibitions - Moduls (LIM) versucht. Der
antikoérperbeschichtete Polyurethanschaum wurde in einem kleinen Gehause in den

extrakorporalen Blutkreislauf einer Herzlungenmaschine integriert. Es zeigte sich,
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dass auch im Rahmen einer klinischen Studie nicht nur eine apoptotische Reaktion
durch den Kontakt der neutrophilen Granulozyten mit den Antikdrpern hervorgerufen
wurde, sondern die neutrophilen Granulozyten aufierdem innerhalb von Minuten
inaktiviert wurden (3, Abdel-Rahman, et al., 2007; 96, Scholz, et al., 2005; 98,
Scholz, et al., 2004).

Im Rahmen des vorliegenden Modells wurden die  beschichteten
Polyurethanschaume in einem Silikontubus untergebracht, und mittels einer
Dialysepumpe wurde eine extrakorporale Zirkulation etabliert (wie unter 4.5.

beschrieben).

3.6.Ziele der Arbeit

3.6.1.Aufbau eines hdmorrhagischen Schockmodells zur Untersuchung
der posthdmorrhagischen Hadmodynamik im Schwein

Es soll ein Tiermodell zur Untersuchung der posthamorrhagischen Immunreaktion,
Organfunktion und Hamodynamik im Schwein etabliert werden, bei dem es maoglich
ist, neue Verfahren zu untersuchen, die mittels extrakorporaler Zirkulation eine
Immunmodulation hervorrufen sollen. Bisher ist kein vergleichbares Groftiermodell
bekannt. Als zentrale Messparameter zur Einstellung des hamorrhagischen Schocks

sollen Mittlerer Arterieller Druck (MAP) und Herzfrequenz (HF) dienen.

3.6.2. Uberpriifung des Einflusses des LIM auf die Hdmodynamik nach

hémorrhagischem Schock

Es soll Uberprift werden, ob die Anwendung des Leukozyten - Inhibitions - Moduls
einen Einfluss auf die Hdmodynamik nach hamorrhagischem Schock im Tiermodell
hat. Hierzu soll der mittlere arterielle Druck (MAP), die Herzfrequenz (HF), das

Herzminutenvolumen (HZV) im Verlauf ermittelt werden.
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3.6.3. Uberpriifung des Einflusses des LIM auf den
Séure - Basen - Haushalt und die Sauerstoffsséattigung nach
hémorrhagischem Schock im Tiermodell

Es soll Uberprift werden, ob die Anwendung des Leukozyten - Inhibitions - Moduls
einen Einfluss auf den Saure - Basen - Haushalt und die Sauerstoffsattigung nach
einem hamorrhagischen Schock im Tiermodell hat. Die herangezogenen Kriterien

sollten auch im klinischen Alltag durchflhrbar sein.
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4. Material und Methoden

4.1.Versuchsbedingungen und Arbeitsaufteilung

Die Arbeiten wurde in der Tierversuchsanlage der Heinrich - Heine - Universitat
Dusseldorf durchgefuhrt. Hier stand ein komplett ausgestatteter Operationstrakt zur
Verfligung sowie die entsprechenden raumlichen und technischen Mdglichkeiten zur
durchfiihrung der Versuche. Des weiteren konnte die tierarztliche Betreuung durch
Herrn Dr. Sager gewahrleistet werden.

Im Rahmen der Versuche wurden mehrere Teilaspekte Untersucht, auf die eine
Wirkung durch das LIM - System maoglich ist. Die Arbeiten wurden durch die LIM -
Arbeitsgruppe der Klinik flr Unfall- und Handchirurgie der Heinrich Heine Universitat
Dusseldorf durchgefuihrt. Die Arbeiten wie operative Eingriffe, Blutentnahmen,
Datenerfassung und Erfassung von Laborparametern wurden von der Gesamten
Arbeitsgruppe durchgeflhrt. Die Arbeitsgruppe setzte sich aus funf Mitarbeitern
zusammen deren Betreuung durch Dr. med. Tim Logters gewahrleistet wurde und
deren Leitung Prof. Dr. phil. nat. M. Scholz hatte. Die Auswertung der jeweiligen

Datensatze wurde von den einzelnen Mitarbeitern individuell vorgenommen.

Herr Alberto Schek beschaftigte sich mit der Auswertung des Einflusses des LIM -
Systems auf die posthamorrhagische Inflammation und Gewebehypoxie durch
Bestimmung von Lipidperoxidation, Hamoxygenase 1 und Hypoxie Induziertem
Faktor 1 a.

Frau Annina Ott fihrte Versuche posthamorrhagischen Aktivierung der neutrophilen

Granulozyten durch. Hierzu wurden die Differentialblutbilder im Bezug auf
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Leukozyten und neutrophile Granulozyten ausgewertet, sowie die Gewebeinfiltration
anhand von chloracetatesterasegefarbten Gewebeschnitten Untersucht und die
Interleukine 1 beta, 6, 8 und 10 sowie interferon gamma und der Tumornekrosefaktor
alpha bestimmt.

Frau Jessica Baltes untersuchte die Entstehung von posthamorrhagischer Apoptose
in verschiedenen Organan mithilfe der Bestimmung der Genexpression von den
proapoptotischen Proteinen BAX und BCL X, sowie der Durchfihrung des ,Tunel-
Essays* zur Identifizierung apoptotischer Zellen.

Frau Sarah Sadek untersuchte den Einfluss des Leukozyten - Inhibitions - Moduls
auf die posthamporrhagische Gewebeschadigung hierzu wurden Serologische,
histologische und elektronenmikroskopische Untersuchungen durchgefuhrt.

Die Ergebnisse dieser und der anderen Arbeiten wurde ausserdem in dem Artikel
,=EXtracorporeal immune therapy with immobilized agonistic anti- Fas antibodies
leads to transient reduction of circulating neutrophil numbers and limits tissue
damage after hemorrhagic shock/resuscitation in a porcine model“ im Journal of

Inflammation von T. Logters et al publiziert.

4.2.Die Versuchstiere

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden Minchener Miniaturschweine verwendet,
eine speziell zu Versuchszwecken gezlichtete Schweinerasse, die durch Kreuzung
des ,Hanford - Minischweins“ mit dem ,,Columbianischen Portionsschwein® entstand.
Die Tiere wurden in der Tierversuchsanlage Dusseldorf geziichtet und gehalten. Die
Haltung erfolgte unter weitgehendem Ausschluss von Einflissen, die zu
Unregelmalligkeiten im  Verhalten, bei der Futterversorgung, oder im
Tag / Nacht - Rhythmus, fihren kdénnten. Einige Tage vor dem Versuch wurde das

entsprechende Tier isoliert und in einer eigenen Box gehalten. Das Gewicht der
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verwendeten Tiere lag bei 30,3 £3,3 kg. Es wurden 2 Gruppen untersucht. Eine so
genannte Standard Medical Care Gruppe (SMC - Gruppe), bei der alle Zugange
angelegt wurden und ein hamorrhagischer Schock durchgeflhrt wurde, allerdings
ohne einen extrakorporalen Kreislauf mit dem LIM - System zu etablieren. Die
andere Gruppe (LIM - Gruppe) wurde genau wie die SMC - Gruppe allerdings mit
Etablierung eines extrakorporalen Kreislaufes und Einsatz des LIM - Systems
behandelt. Es wurden sowohl bei der SMC - Gruppe, als auch bei der LIM - Gruppe
jeweils 4 weibliche und 8 mannliche Tiere verwendet. Das Alter der Tiere lag
zwischen 9 Monaten und 19 Tagen und 20 Monaten und 7 Tagen. Insgesamt wurden
33 Tiere operiert, von denen aufgrund der Einschlusskriterien nur 24 Tiere zur
Auswertung gekommen sind. Die Einschlusskriterien waren Erreichung der Zielwerte
im Bezug auf den Blutdruck wahrend des hamorrhagischen Schocks, sowie das
Ausbleiben von unerwinschten Einflussfaktoren. Beispielsweise hatte ein Tier eine
Voroperation, bei einem weiteren lagen abnormal hohe Temperaturwerte schon zu
Beginn des Versuches vor. Weitere Tiere wurden zur Etablierung des Modells
bendtigt. Als Kontrollgruppe wurden 5 weitere Tiere ohne Oparation oder Einsatz des

LIM - Systems zur histologischen Untersuchung verwendet.

4.3. Narkoseeinleitung und OP - Vorbereitung

Die Tiere wurden aus dem Stall auf eine eingezaunte Waage gebracht, und bekamen
dort eine entsprechende Dosis Ketamin (20mg/kg KG) intramuskular appliziert.
Nach Wirkungseintritt wurden die Schweine unter Spontanatmung auf einem
Rollwagen liegend in die OP - Schleuse gebracht. Dort erfolgte die Platzierung einer
Venenverweilkantle (1,1 mm) in die Ohrvene. Hieriber wurde die Narkose mit

Azaperon (Stresnil 2 mg/kg KG), Atropin, und Thiopental (3 -5 mg/kg KG)
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eingeleitet. Zur Intubation wurde ein Kautschuktubus mit 6 - 7 mm Durchmesser
verwendet. Nach Lagekontrolle des Tubus wurde dieser unter Verwendung eines
Beildschutzes aus Holz fixiert. Das Tier wurde nun in den OP - Bereich transportiert
und dort auf dem OP - Tisch mittels Mullbinden in Rickenlage fixiert. Die Beatmung
sowie der CO; - Sensor wurden nun an den Tubus angeschlossen. Die EKG -
Elektroden wurden mit Klemmen an den Ubergéngen zu den Beinen befestigt. Nun
wurde noch der zu operierende Bereich enthaart, um nach Ende des
1. Versuchsabschnittes den Wundverband sicher aufkleben zu kdnnen. Es wurde
eine Rolle aus Zellstoff (ca. 5 cm Durchmesser) unter den Nacken gelegt, um den
Zugang zum Operationsfeld zu erleichtern. Das Tier wurde mit jodhaltiger
Desinfektionslésung an den OP - relevanten Stellen drei mal desinfiziert. Daraufhin
erfolgte die sterile Abdeckung des Tieres mit OP-Tudchern und des

Operationsbereiches an Hals und Unterbauch mit OP - Folie (Opsite Folie).

4.4 Narkose

Es wurde eine Narkose mit den volatilen Inhalationanaestetika Isofluran und Lachgas
durchgefuhrt. Zur Analgesie wurde einmalig 1 ml (7,5 mg) Piritramid verabreicht, was
gegebenenfalls durch Fentanyl erganzt wurde. Die Isoflurankonzentration wurde
inspiratorisch auf etwa 1,0 bis 2,5 vol% eingestellt, je nach Narkosephase. Die
Lachgaskonzentration betrug 60 - 70 %, der Sauerstoffanteil betrug bei 21 - 30 %.

AuBerdem erhielten die Tiere eine 5 % ige Glucoselosung mit Inzolen, was mit
50 ml/ h uber die Ohrvene verabreicht wurde. Beatmet wurden die Tiere mit einer
Frequenz von 10 - 15 /min, wobei das Atemzugvolumen zwischen 300 und 500 mi
lag. Die Beatmung wurde anhand des endexpiratorischen CO, Gehaltes des

Ausatemgases reguliert. Dieser wurde zwischen 36 und 44 mmHg eingestellt.
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4.5. Katheteranlage

Nachdem alle Vorbereitungen zur Operation getroffen waren, wurde mit Anlage der
Katheter begonnen. Alle weiteren Prozeduren bis zum Wundverschluss fanden unter
sterilen Bedingungen statt. Die verwendeten Materialen wurden nach GroéfRe und
Beschaffenheit der artspezifischen Anatomie ausgesucht. Vor Anlage der Katheter

wurden diese durch Beflllen mit NaCl - Lésung entliftet.

4.5.1. Suprapubischer Blasenkatheter

Es wurde ein medianer Hautschnitt (ca. 5 cm) am Unterbauch ausgeflhrt und
schichtweise unter subtiler Blutstillung in die Tiefe bis zum Peritoneum prapariert.
Dieses wurde eréffnet und die Harnblase aufgesucht. Etwa zentral wurde eine
Tabaksbeutelnaht an der Blase angelegt, in deren Mitte mit dem Blasenpunktionsset
(Zystofix) punktiert wurde. Der Blasenkatheter wurde durch die Punktionsnadel in die
Blase eingefihrt. Dann wurde die Punktionsnadel unter Belassen des
Blasenkatheters entfernt und dieser mittels der Tabaksbeutelnaht an der Blase fixiert.
Nun wurde die Wunde schichtweise verschlossen und der Katheter nochmals an der
Haut fixiert. Die Durchgangigkeit wurde Uberprift und der Urinsammelbeutel

angeschlossen.

4.5.2.Shaldon - Katheter

Es wurde ein ca. 10 - 15 cm langer medianer Hautschnitt am Hals durchgefihrt und
subkutan unter subtiler Blutstillung und Schonung neurovascularer Strukturen nach
lateral in die Tiefe prapariert. Hier wurde die Vena jugularis externa aufgesucht,
freiprapariert und mit Gummiztgeln angeschlungen. Nun wurde diese in Seldinger -
Technik punktiert, dilatiert und ein 12 French Shaldon - Katheter Uber den Draht

eingefuhrt. Es wurden alle 3 Schenkel des Katheters auf Aspirabilitdt und
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Durchgangigkeit Gberpruft. Danach wurde der Katheter mittels Naht im subkutanen

Fettgewebe fixiert.

4.5.3. Arterieller Katheter

Zur Anlage des arteriellen Katheters wurde nun zwischen den beiden Musculi
sternocleidomastoidei hindurch prapariert und eine Arteria carotis interna aufgesucht.
Diese wurde punktiert und mittels Seldinger - Technik ein arterieller Katheter
eingefuhrt, auf Durchgangigkeit und Aspirabilitat Gberprift und mit einer Naht im
subkutanen Fettgewebe fixiert. An diesen Katheter wurde nun das Anschlussstlck
zur kontinuierlichen arteriellen Blutdruckmessung befestigt. Jetzt wurde das
Druckmesssystem an den Monitor (Siemens SC 9000) angeschlossen und kalibriert.

Die Anzeige der arteriellen Druckkurve wurde Uberprift.

4.5.4.Swan & Ganz - Katheter

Analog zur Anlage des Shaldon - Katheters. wurde die gegenuberliegende Vena
jugularis externa prapariert. Das Gefall wurde punktiert und ebenfalls mittels
Seldinger - Technik zunachst dilatiert, bevor die Gefallschleuse flr den
Swan & Ganz - Katheter in die Vene eingebracht wurde. Die Aspirabilitat und die
Durchgangigkeit sowie die Lage wurden kontrolliert und die Schleuse mit einer Naht
im subkutanen Fettgewebe fixiert.

Der Katheter wurde mit den entsprechenden Anschlissen zur Druckmessung,
Sauerstoffsattigungs - und Herzminutenvolumenbestimmung verbunden. Diese
wurden mit den Monitoren verbunden (Vigilance Monitor, Siemens SC 9000) und
kalibriert. Jetzt wurde der Katheter Uber die Schleuse eingeflhrt. Sobald die
Druckmessung an der Katheterspitze zeigte, dass sich der Katheter im rechten
Vorhof befand, wurde der Ballon mit 1 ml Luft beflullt und der Katheter bis in die

Pulmonalarterie vorgeschoben. Hierbei wurde die Lage des Katheters anhand der
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Druckkurve, die and der Katheterspitze gemessen wurde, kontrolliert. Bei korrekter
Lage zeigte sich eine deutliche Anderung der Blutdruckamplitude in der
Pulmonalarterie. In dieser Position konnte der PCWP (pulmonal capillary wedge
pressure) durch Aufblasen des Ballons an der Katheterspitze intermittierend
gemessen werden. Die kontinuierliche Messung der gemischtvendsen
Sauerstoffsattigung wurde nun noch durch eine gemischtvendse Blutgasanalyse
kalibriert. Daraufhin konnte die gemischtvendse Sauerstoffsattigung anhand der
Lichtabsorption des O, - beladenen Hamoglobins kontinuierlich ermittelt werden. Es
wurde mit der kontinuierlichen Messung des Herzzeitvolumens mittels
Thermodilutionsmethode begonnen. Hierbei wird das Blut durch eine Warmespirale
am Swan & Ganz - Katheter erwarmt und durch Temperaturmessung des Blutes das
Herzzeitvolumen bestimmt. Die Messung des Herminutenvolumens wurde alle 5

Minuten durchgeflnhrt.

4.6.LIM - System

Hierbei handelt es sich um einen offenporigen Polyurethanschaum, der mit kovalent
gebundenen anti - Fas Antikorpern beschichtet ist. Die beschichteten Schaume
wurden speziell fiur diese Versuchsreihe hergestellt. Die Polyurethanschaume lagen
in sterilen Silikonréhren vor (2 cm Innendurchmesser), die an beiden Seiten mit
Luerlock - Anschlliissen versehen waren. Diese wurden mit Schlauchsystemen, die
sonst bei Dialysepatienten zum Einsatz kommen, sowie Teilen von
Transfusionssystemen zu einem Kreislaufsystem zusammengefugt, das eine
Entltiftungskammer enthalt und an den Shaldon - Katheter angeschlossen werden
kann. Durch Integration eines Silikonschlauchstlickes von 1 cm Aufliendurchmesser
und 0,8 cm Innendurchmesser konnte eine Blutzirkulation von 300 ml / min in diesem

Schlauchsystem mit einer Dialysepumpe erzeugt werden. Das System hatte ein
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Innenvolumen von weniger als 70 ml. Es wurde nun mit NaCl geflutet, um es zu
entliften. Danach wurde es mit 70 ml NaCl befullt, die mit 5000 I.E. Heparin
versehen waren. So wurde bei dem Versuchstier eine effektive Antikoagulation
vorgenommen und verhindert, dass das zirkulierende Blut innerhalb des
LIM - System koaguliert. Das so vorbereitete System wurde an beiden Seiten

verschlossen und bis zum Einsatz steril gelagert.

Shaldon Katheter Mini Pumpe
Fluss

Der offenporige Polyurethanschaum

Q mit kovalent gebundenen anti-Fas
inaktiviert die neutrophilen Granulozyten
innerhalb von Minuten

A
LIM Neutrophiler Granulozyt
Minchener Minischwein
[30.3 3.3 kg] Das Gesamivolumen

des extrakorporalen Kreislaufes
betragt <70 ml

ADbb. 1: Skizze des Extrakorporalen Kreislaufes des LIM - Systems

=

Abb. Extrakoomler Kreislauf Abb. 2b: Vorbereitug des LIM |
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4.7.Versuchsablauf

LIM LIM
An Aus
-15 min 0 min 10 min 25 min 70 min 85 min 265 min
D>
| Ruhephase | Ausgangsdaten | Entblutung | Schock I Reperfusion | Therapie |
| 15 min | 10 min | 15 min | 45 min I 15 min | 180 min |
Beginn Beginn Beginn MAP 35 + 5SmmHg Reperfusion Beginn Ende
Experiment Datenerfassung Blutung extrakorporale extrakorporale
Therapie Therapie

Abb. 3: Zeitverlauf des 1. Versuchstages

Die Tiere wurden nach Beendigung der Katheteranlage Uber 15 Minuten beobachtet
und die entsprechenden Messwerte erfasst, eine Blutgasanalyse (BGA)
vorgenommen und eine Blutentnahme durchgefuhrt. Jetzt wurde der hamorrhagische
Schock durch Blutentnahmen aus dem Shaldon - Katheter eingeleitet. Die Senkung
des MAP auf 35 + 5 mmHg erfolgte innerhalb von 15 Minuten. Hierzu war die
Entnahme von 300 - 600 ml Blut erforderlich. Danach wurde der Schock uber 45
Minuten durch intermittierende Blutentnahmen mittels einer 50 ml Spritze aus dem
Shaldon - Katheter aufrechterhalten. Um die Schockphase einzuleiten und konstant
zu halten, waren Blutentnahmen von insgesamt 400 - 900 ml erforderlich.

Nun wurde der hamorrhagische Schock durch Reperfusion von Ringer - Losung
beendet. Die Ringerldsung wurde im Verhaltnis 3/1 bis 4/1 bezogen auf das
entnommene Blutvolumen reperfundiert. Die Reperfusion von ca. 2/3 des gesamten
Reperfusionsvolumens erfolgte innerhalb von 15 Minuten. Danach wurde ca. 1/3 der
gesamten Reperfusionsmenge bis zum Ende der Operation verabreicht. Jetzt wurde
das LIM - System angeschlossen und die Dialysepumpe, die das Blut durch das

LIM - System pumpt, wurde auf ca. 300 ml / min eingestellt. Das LIM - System blieb 3
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Stunden in Betrieb, wobei bei der SMC - Gruppe kein extrakorporaler Kreislauf
etabliert wurde. Es wurden wahrend des gesamten Versuchs mehrere
Blutentnahmen zu vorher festgelegten Zeitpunkten und alle 10 Minuten eine arterielle
Blutgasanalyse durchgeflihrt. Die Proben wurden zum einen direkt vor Ort analysiert,
ein weiterer Teil zur unmittelbaren Verarbeitung in das unfallchirurgische
Forschungslabor und in das Zentrallabor der Universitatsklinik Dusseldorf gebracht.

Nach Beendigung der Beobachtungszeit wurde das LIM - System ausgeschaltet, der
zufuhrende Schenkel vom Shaldon - Katheter diskonnektiert. Nun wurde das im
System verbliebene Blutvolumen dem Versuchstier wieder zugefuhrt und danach
auch das andere Ende des LIM - Systems diskonnektiert. Der Shaldon - Katheter
wurde mit NaCl - Heparinldsung gespult und verschlossen. Der arterielle Katheter
wurde ebenfalls diskonnektiert, mit NaCl - Heparinldsung gespult und verschlossen.
Die Katheter wurden in vorpraparierte Hauttaschen eingenaht und in situ belassen.
Ein Schenkel des Shaldon - Katheters wurde zu intermittierenden Blutentnahmen
ausgeleitet. Hiernach wurden die Wunden schichtweise mit Einzelknopfnahten
verschlossen. Der ausgeleitete Schenkel des Shaldon - Katherters wurde mittels
Naht fixiert. Die Narkose wurde durch Beendigung der Isofluran - und Lachgaszufuhr
ausgeleitet. In dieser Phase wurde das Tier mit 100 % Sauerstoff beatmet. Bei
ausreichend wiedergekehrten Schutzreflexen wurde das Schwein extubiert. Nun
wurde das Versuchstier in die Stallungen gebracht. Hier wurden das Tier beobachtet,

bis eine ausreichende Vigilanz gesichert war.

4.8. Messungen wahrend des Versuches

Es wurde zuvor festgelegt, welche Messungen wie oft und zu welchem Zeitpunkt

durchgefuhrt werden sollten.
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Die hamodynamischen und respiratorischen Parameter wurden alle 5 Minuten Uber
den gesamten Versuch erfasst. Alle 10 Minuten wurde Blut aus der Arteria carotis
entnommen und direkt vor Ort eine Blutgasanalyse vorgenommen (BGA - Gerat
Radiometer ABL 800 Flex). Zu bestimmten Zeitpunkten wurden vendse
Blutentnahmen durchgefihrt, des Weiteren wurden zu bestimmten Zeitpunkten
Urin - Proben entnommen. Die Blutentnahmezeitpunkte waren ,Praschock®, also
direkt vor Beginn des Schocks, nach Anlage aller Katheter. Danach wurde der
Zeitpunkt ,Ende Blutung“ abgenommen, dieser war 15 Minuten nach Beginn des
Schocks. Als nachstes wurde eine Blutentnahme am Zeitpunkt ,Ende Schock®
durchgefuhrt. Direkt nach diesem Zeitpunkt wurde die Reperfusion mit Ringer -
Ldsung begonnen und 15 Minuten spater das LIM - System bei der LIM - Gruppe
angeschlossen. Der nachste Blutentnahmezeitpunkt war 15 Minuten nach Ende des
Schocks also kurz vor Anschluld des LIM-Systems, dann 25 Minuten nach Ende des
Schocks, danach wurde bei 45 Minuten nach Ende des Schocks Blut abgenommen,
dann bei 75 Minuten nach Ende des Schocks, dann bei 135 Minuten nach Ende des
Schocks und zuletzt kurz vor Ende der OP bei 195 Minuten nach Ende des Schocks.

Zu jedem Zeitpunkt wurde direkt vor Ort ein Differentialblutbild angefertigt.

4.9. Nachbeobachtung

Nach Beendigung der Narkose wurde das Versuchstier in den Stall zurtickgebracht.
Es wurde so lange beobachtet, bis es ausreichend wach war, um sich selbst
Uberlassen zu werden. Am nachsten Morgen, jeweils um 8 Uhr, wurde eine
Blutentnahme durchgefiuhrt. Hierzu wurde der Shaldon - Katheter benutzt, wovon ein
Schenkel nach aullen ausgeleitet und mittels Naht an der Haut fixiert wurde. Das
Versuchstier wurde zur Blutentnahme manuell fixiert, sofern diese nicht ohne

Fixierung toleriert wurde. Die 2. Blutentnahme wurde um 20 Uhr durchgefuhrt. Am
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darauf folgenden Morgen wurde bei der Versuchsgruppe mit 48h
Nachbeobachtungszeit erneut eine Narkose durchgefuhrt (wie unter 4.2 und 4.3
beschrieben). Es wurden alle oben genannten Katheter zur Messung der
Vitalparameter erneut angeschlossen. Nach dieser Messung wurde das Versuchstier
euthanasiert. Bei der anderen Versuchsgruppe mit 72 h Nachbeobachtungszeit
wurden 2 weitere Blutentnahmen analog zu den vorher beschriebenen durchgefihrt
und die Versuchstiere einen Tag spater erneut narkotisiert, um alle Vitalparameter zu
messen. Auch die Tiere dieser Versuchsgruppe wurden nun euthanasiert. Nach der
Euthanasie wurden alle Tiere einer Sektion zugefuhrt. Dies fand im Sektionsraum der

Tierversuchsanlage Dusseldorf statt.

4.10. Sektion

Zur Sektion wurde das Tier an allen 4 Extremitaten am Sektionstisch fixiert. Es wurde
eine mediane Laparotomie durchgefuhrt und von einer  queren
Oberbauchlaparotomie erganzt. Nun wurde der Thorax erdffnet und beidseits die
Rippen in der Medioklavikularlinie durchtrennt. Jetzt konnte auch der knocherne

Thorax eroffnet werden.

~Inspektion der'Organe
y g

7

! :
§ FAS al

P

Abb 4: Organentnahme

Nun wurden zunachst alle inneren Organe makroskopisch untersucht und

Auffalligkeiten im Sektionsprotokoll festgehalten. Jetzt wurden aus den dazu
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vorgesehenen Organen entsprechend groRe Proben enthommen, um sie
histologisch, elektronenmikroskopisch, im Gefrierpraparat und in Glutaraldehyd
eingebettet zu untersuchen. Die Proben wurden unmittelbar nach der Sektion zur

Weiterverarbeitung in das unfallchirurgische Forschungslabor gebracht.

4.11. Messungen

Zur Anfertigung der Blutgasanalysen (BGA) wurde ein Radiometer Abl 800 Flex
verwendet, das einer regelmaligen Wartung durch den technischen Dienst der
Universitatsklinik unterlag. Die Blutgasanalysen wurden direkt vor Ort im
Operationsbereich der Tierversuchsanlage vorgenommen.

Die Bestimmung der Differentialblutbilder wurde mit einem speziellen Gerat fur Tiere
vorgenommen (Vet Scil) das ebenfalls vor Ort in der Tierversuchsanlage verfugbar
war, sodass die Zeit zwischen Blutenthnahme und Messung nur wenige Minuten
betrug.

Die restlichen Blutproben wurden zeitnah in das unfallchirurgische Forschungslabor
gebracht, dort zentrifugiert und das Serum zur weiteren Untersuchung eingefroren.
Die weiteren Untersuchungen erfolgten dann im Zentrallabor der Universitatsklinik.
Die Proben zur Untersuchung der Blutgerinnung wurden zeitnah direkt in das
Zentrallabor der Universitatsklinik gebracht.

Das Monitoring wahrend des Versuches wurde mit einem Siemens SC 9000
Intensivmonitor durchgeflhrt. Hiermit konnte der mittlere arterielle Druck, der
systolische und diastolische Blutdruck, der zentralvenése Druck, der
pulmonalarterielle Druck sowie der pulmonalarterielle Verschlussdruck gemessen

werden.
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Des Weiteren kam der Vigilance Monitor der Firma Edwards zum Einsatz, womit die
gemischtvendse Sauerstoffsattigung des Blutes und das Herzzeitvolumen sowie die

Temperatur gemessen werden konnte.

4.12. Materialliste

5 Fr arterieller Katheter fa. Braun, Melsungen, Deutschland

8 Fr Einflhrungsschleuse fa. Edwards Lifesciences, Irvine, California
Atropinsulfat 0,5 mg / ml fa. Braun, Melsungen, Deutschland
Azaperon (Stresnil) fa. Janssen Pharmaceutica Beerse, Belgien

Beildschutz aus Holz

BGA Gerat ABL 800 Flex fa. Radiometer GmbH, Willich, Deutschland
Blasenkatheter Cystofix fa. Braun, Melsungen, Deutschland
Dreilumiger 8 Fr Sheldon-Katheter Arrow / Teleflex Medical, Westmeath, Ireland
Fentanyl 50 pg / ml fa. Rationpharm, Ulm, Deutschland

Isofluran (1%) fa. Baxter, UnterschleiRheim, Deutschland

Kautschuktubus 6-7 mm
Ketamin fa. Veterinaria AG, Zirich, Schweiz

Lachgas-Sauerstoff-Mischung

periphervendser Zugang 1,1 mm fa. Braun, Melsungen, Deutschland
Phenobarbital (Eutha® 77) fa. Veterinaria AG, Zurich, Schweiz
Piritramid

Ringer-Lésung fa. Deltaselect, KoIn, Deutschland
SAS/Stat  ver. 8 fa. SAS Institute, Inc, Cary, USA
SC 9000 Monitor fa. Siemens, Erlangen, Deutschland
SPSS ver. 15 fa. SPSS, Inc, Chicago, USA
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Swan & Ganz - Katheter
Thiopental
VET-abc

Vigilance Monitor

Material und Methoden

fa. Edwards Lifesciences, Irvine, California

fa. scil animal care Company, Viernheim

fa. Edwards Lifesciences, Irvine, California
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5. Ergebnisse

5.1.MAP und Herzfrequenz im Uberblick

Im Versuch wurde der MAP nach 15 - minttiger Ruhephase, nach Katheteranlage
und 10 - minatiger Erfassung der Ausgangswerte, innerhalb von hochstens
15 Minuten auf den Zielwert (35 mmHg £ 5) gesenkt und flr 45 Minuten durch
weitere Blutentnahmen weitgehend konstant gehalten. Die Messwerte wurden alle
5 Minuten ermittelt.
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Abb. 1 zeigt die Mittelwerte des arteriellen Mitteldrucks (MAP) und der Herzfrequenz
(HF) der LIM - Gruppe und der SMC - Gruppe wihrend des ersten Versuchstages im
Vergleich. Es werden die Herzfrequenz in Schligen pro Minute [S/min] und der mittlere
arterielle Druck [mmHg] gezeigt.

In der Ruhephase nach Anlage aller Katheter blieb der arterielle Mitteldruck konstant

(LIM - Gruppe Praschock: 75 mmHg; SMC - Gruppe Praschock: 76 mmHg). Mit der

zehnten Minute wurde die Entblutungsphase durch Blutentnahmen eingeleitet und
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der arterielle Mitteldruck fiel innerhalb der nachsten 15 Minuten auf den Zielwert
3515 mmHg (SMC - Gruppe: Beginn Schock 34 mmHg; LIM - Gruppe: Beginn
Schock 33 mmHg). In der anschlieBenden 45 - minitigen Schockphase stieg der
MAP in beiden Gruppen wieder leicht an (SMC - Gruppe: von 34 mmHg
kontinuierlich auf 42 mmHg; LIM - Gruppe: von 33 mmHg kontinuierlich auf
41 mmHg). Nun erfolgte die Infusion der Reperfusionslésung und 15 Minuten spater
der Anschluss des LIM - Systems. Der MAP stieg in der LIM - Gruppe etwas weniger
steil an (65 mmHg zum Zeitpunkt 85 min) als in der SMC - Gruppe (73 mmHg zum
Zeitpunkt 85 min). Daraufhin fiel der MAP in beiden Gruppen wieder etwas ab, wobei
der MAP in der SMC - Gruppe etwas langsamer fiel als in der LIM - Gruppe (LIM -
Gruppe zum Zeitpunkt 115 min: 53 mmHg; SMC - Gruppe zum Zeitpunkt 115 min:
58 mmHg). Kurz vor Ende der LIM - Therapie wurden annahrend gleiche MAP
Mittelwerte gemessen in beiden Gruppen gemessen (LIM - Gruppe bei 250 Minuten:
54 mmHg; SMC - Gruppe bei 250 Minuten: 54 mmHg)

Der Verlauf der Herzfrequenz wahrend des Versuches war zwischen den beiden
Gruppen nicht so ahnlich wie es bei dem arteriellen Mitteldruck zu beobachten war.
Die LIM - Gruppe startete mit einer hoheren Herzfrequenz als die SMC - Gruppe
(SMC - Gruppe praschock: 87 S/min; LIM - Gruppe praschock: 96 S/min). Wahrend
der Schockphase stieg die Herzfrequenz kontinuierlich an, besonders steil in den
ersten 15 Minuten (LIM - Gruppe am Ende der Entblutungsphase 127 S/min;
SMC - Gruppe am Ende der Entblutungsphase 114 S/min). Im Verlauf der
Schockphase stieg die Herzfrequenz nahezu kontinuierlich weiter an, bei der
LIM - Gruppe steiler als bei der SMC - Gruppe (LIM - Gruppe zum Zeitpunkt 70 min:
165 S/min; SMC - Gruppe zum Zeitpunkt 70 min: 129 S/min). Wahrend der
Reperfusion fiel die Herzfrequenz auf etwa den Wert, der nach der Entblutung

erreicht wurde (LIM - Gruppe bei 80 min: 130 S/min, SMC - Gruppe bei 80 min:
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113 S/min). Nun stieg die Herzfrequenz in der LIM - Gruppe auf 150 S/min und in der
SMC - Gruppe auf 130 S/min an, wobei die Verlaufe bei LIM - und SMC - Gruppe
nahezu parallel waren. Die Herzfrequenz der LIM - Gruppe erreichte nach
150 Minuten etwa die gleiche Herzfrequenz wie zum Ende der Schockphase (LIM -
Gruppe bei 150 min: 164 S/min)

Die SMC - Gruppe erreichte nach 150 Minuten die im Verlauf bisher hdchste
Herzfrequenz (SMC - Gruppe bei 150 min: 136 S/min). Die Herzfrequenz der
LIM - Gruppe fiel bis zum Ende des ersten Versuchstages langsam kontinuierlich ab
(LIM - Gruppe zum Zeitpunkt 250 min: 150 S/min). Die SMC - Gruppe zeigte eine
konstante Herzfrequenz bis zum Ende des ersten Versuchstages (SMC - Gruppe

zum Zeitpunkt 250 min: 128 S/min).

5.2.Herzfrequenz
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OSMC - Gruppe ®LIM - Gruppe
Abb.2 zeigt die Herzfrequenz von SMC - und LIM - Gruppe im Vergleich. Die Messwerte
sind auf die entscheidenden Zeitpunkte beschriinkt. Beide Gruppen hatten eine Griofie von
12 Tieren, wobei die Gruppengriofie zu den Nachbeobachtungszeitpunkten 48 h und 72 h,
wie im Diagramm aufgeschliisselt, unterschiedlich waren. Als Fehlerindikator ist der
Standardfehler des Arithmetischen Mittelwertes (SEM) dargestellt.
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Zunachst zeigte sich vor der Entblutung (Praschock) ein Unterschied zwischen
beiden Gruppen von 9,44 S/min (86,73 S/min x 3,41 bei der SMC - und 96,17 S/min
+ 4,37 bei der LIM - Gruppe). Nach der Entblutung (Ende Blutung) vergroRerte sich
dieser Unterschied weiter (117,16 S/min £9,55 bei der SMC - Gruppe und
129,42 S/min £ 10,50 bei der LIM - Gruppe). Am Ende der Schock - Phase
(Ende Schock) war der Unterschied zwischen der mittleren Herzfrequenz der
SMC - Gruppe und der LIM - Gruppe noch weiter angewachsen
(128,58 S/min + 10,70 bei der SMC - Gruppe und 156,08 S/min +9,11 bei der
LIM - Gruppe). Nach Beendigung des Schocks wurde mit Ringerlésung reperfundiert
und 15 Minuten spater nur bei der LIM - Gruppe der extrakorporale Kreislauf mit dem
LIM angeschlossen. Die Herzfrequenz und der Unterschied zwischen beiden
Gruppen sank 30 Minuten nach Ende des Schocks (113,82 S/min + 9,45 bei der
SMC - Gruppe und 140,25 S/min £ 7,82 bei der LIM - Gruppe). Die Herzfrequenz
stieg in beiden Gruppen 60 Minuten nach dem Ende des Schocks bzw. dem
Anschluss des LIM wieder an, wobei sie in der LIM - Gruppe etwas starker anstieg
als in der SMC - Gruppe (123,83 S/min+9,33 bei der SMC - Gruppe und
156,25 S/min £ 6,11 bei der LIM- Gruppe). Die Herzfrequenz erreichte bei
120 Minuten nach Ende des Schocks in beiden Gruppen jeweils ihr Maximum, wobei
sie etwa auf dem Niveau wie zu dem Zeitpunkt ,Ende Schock® war
(130,50 S/min £ 10,32 S/min bei der SMC - Gruppe und 157,25 S/min £ 7,12 bei der
LIM - Gruppe). Die Herzfrequenz sank 180 Minuten nach Ende des Schocks in
beiden Gruppen leicht, wobei sie in der LIM- Gruppe etwas starker sank
(128,42 S/min bei der SMC - Gruppe + 11,99 und 151,92 S/min £ 7,92 bei der
LIM - Gruppe). Der mittlere Unterschied beider Gruppen betrug am Ende des
Versuches bei 180 min nach Ende mehr als vor Beginn des Schocks

(23,50 S/min 180 min nach Ende des Schocks und 9,44 S/min vor Beginn des
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Schocks). Der Standardfehler des Arithmetischen Mittelwertes stieg im Verlauf in
beiden Gruppen an und sank gegen Ende der ,LIM-Phase“ wieder leicht
(x 4,37 S/min vor Beginn des Schocks % 3,41 in der SMC - Gruppe und in der LIM -
Gruppe; = 11,99 S/min 180 Minuten nach Ende des Schocks in der SMC - Gruppe
und £ 7,92 S/min in der LIM - Gruppe).

Nach 48 h bzw. nach 72 h wurden die Tiere erneut in Narkose versetzt, um alle
bisher erhobenen hamodynamischen Parameter wiederholt zu bestimmen. Die
Gruppengrolle verringerte sich auf n = 6 SMC - Tiere und n = 6 LIM - Tiere fur die
48 h nachbeobachtete Gruppe, wobei sich die GruppengroRe fur die 72h
nachbeobachteten Tiere ebenfalls auf n = 6 SMC - Tiere und n = 6 LIM - Tiere belief.
Im Bezug auf die Herzfrequenz zeigte sich, dass diese in beiden Gruppen der 48 h
Tiere wieder gesunken war. (91,89 S/min + 6,59 bei der SMC - Gruppe und
105,89 S/min + 6,63 bei der LIM - Gruppe). Somit war die Herzfrequenz, die vor
Beginn des Schocks gemessen wurde, nahezu wieder erreicht. Der Unterschied der
Herzfrequenz zwischen SMC - und LIM - Gruppe war etwas grof3er als vor Beginn
des Schocks (9,44 S/min vor Beginn des Schocks und 14,00 S/min 48 h nach Beginn
des Schocks). Bei den Tieren mit 72 h Nachbeobachtungszeit sank die Herzfrequenz
ebenfalls in den Bereich der Werte vor Beginn des Schocks. Der Mittelwert der
SMC - Gruppe war hoher als vor Beginn des Schocks und der Mittelwert der
LIM - Gruppe niedriger als vor Beginn des Schocks (95,61 S/min + 9,77 bei der

SMC - Gruppe und 90,00 S/min + 5,00 bei der LIM - Gruppe).
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5.3. mittlerer arterieller Druck
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Abb.3 zeigt den mittleren arteriellen Druck (MAP) der SMC - und LIM - Gruppe zu den
ausgewiihlten Zeitpunkten im Vergleich. Beide Gruppen hatten eine Griofie von 12 Tieren,
wobei die Gruppengrofie zu den Nachbeobachtungszeitpunkten 48 h und 72 h, wie im
Diagramm aufgeschliisselt, unterschiedlich waren. Als Fehlerindikator ist der
Standardfehler des Arithmetischen Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Vor Einleitung des Schocks war der MAP in beiden Gruppen sehr ahnlich
(75,67 mmHg + 2,57 bei der SMC - Gruppe und 75,177 mmHg + 3,11 bei der
LIM - Gruppe). Nach Ende der 15 - mintigen Entblutungsphase (Ende Blutung) war
der MAP auf den Zielbereich um 35 mmHg =5 in beiden Gruppen gesunken
(35,83 mmHg + 1,71 bei der SMC - Gruppe und 33,177 mmHg + 0,60 bei der
LIM - Gruppe). Am Ende des Schocks (Ende Schock) war der MAP bei beiden
Gruppen wieder leicht angestiegen (41,58 mmHg * 2,81 bei der SMC - Gruppe und
41,92 mmHg £ 2,07 bei der LIM - Gruppe). Nach Ende des Schocks wurde die
Reperfusion mit Ringerldsung begonnen und 15 Minuten danach bei der

LIM - Gruppe der extrakorporale Kreislauf mit dem LIM angeschlossen. Der MAP

stieg 30 Minuten nach Ende des Schocks in beiden Gruppen auf ahnliche Werte an

42



Ergebnisse

(60,08 mmHg + 1,10 bei der SMC - Gruppe und 59,75 mmHg + 1,97 bei der
LIM - Gruppe). In der SMC - Gruppe war der MAP 60 Minuten nach Ende des
Schocks hoher als in der LIM - Gruppe (61,00 mmHg + 3,37 bei der SMC - Gruppe
und 51,67 mmHg + 1,73 bei der LIM - Gruppe). Der MAP der SMC - Gruppe und der
LIM - Gruppe naherte sich 120 Minuten nach Ende des Schocks wieder an, wobei
die SMC - Gruppe weiterhin den héheren MAP aufwies (55,42 mmHg + 1,29 bei der
SMC - Gruppe und 52,17 mmHg + 1,35 bei der LIM - Gruppe). Der MAP der
SMC - und LIM - Gruppe hatte sich 180 Minuten nach Ende des Schocks noch weiter
angenahert (53,92 mmHg = 1,80 bei der SMC - Gruppe und 53,58 mmHg + 1,77 bei
der LIM - Gruppe). Hiernach erfolgte die Nachbeobachtungsphase der Tiere, die
entweder 48 h oder 72 h betrug. Die SMC - Gruppe und die LIM - Gruppe wurden
aufgeteilt, so dass 6 SMC - Tiere und 6 LIM - Tiere mit einer Nachbeobachtungszeit
von 48 h und 6 SMC - Tiere und 6 LIM - Tiere mit einer Nachbeobachtungszeit von
72 h zur Auswertung kamen. Hierzu wurden die Tiere erneut in Narkose versetzt und
die entsprechenden Parameter erneut bestimmt. Es zeigte sich, dass der MAP der
Tiere mit 48 h Nachbeobachtungszeit in der LIM - Gruppe dem der SMC - Gruppe
ahnlich war (44,92 mmHg + 2,64 bei der SMC - Gruppe und 40,28 mmHg + 4,86 bei
der LIM - Gruppe). Bei den Tieren mit 72 h Nachbeobachtungszeit zeigte sich, dass
die Tiere der LIM - Gruppe einen hoheren MAP als die Tiere der SMC - Gruppe
aufwiesen (43,78 mmHg + 2,63 bei der SMC - Gruppe und 52,89 mmHg * 2,54 bei
der LIM - Gruppe). Der Unterschied zwischen beiden Gruppen war zum
Nachbeobachtungszeitpunkt 72 h mit p < 0,05 signifikant. Insgesamt zeigte sich,
dass der Blutdruck aller Gruppen zu beiden Nachbeobachtungszeitpunkten deutlich

niedriger war als vor Beginn des Versuches.
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5.4.gemischtvendse Sauerstoffsattigung

100

90

80 1

70

60 1

50 1

40

30 1

gemischtvendse Sauerstoffsattigung [%]

20 1

10 © ©
I 1
c c
0 . . . . . . .
pra Schock  Ende Blutung Ende Schock 30 minnach 60 minnach 120 min nach 180 min nach 48 h 72h

Ende Schock Ende Schock Ende Schock Ende Schock Observation  Observation
Zeit
OSMC - Gruppe BLIM - Gruppe

Abb. 4 zeigt die gemischtvenidse Sauerstoffsdttigung, die in der Pulmonalarterie mittels
eines Swan & Ganz - Katheters gemessen wurde. Es sind die Werte der SMC - Gruppe und
der LIM - Gruppe zu den ausgewdiihlten Zeitpunkten im Vergleich dargestellt. Beide
Gruppen hatten eine Grofie von 12 Tieren, wobei die Gruppengrofie zu den
Nachbeobachtungszeitpunkten 48 h und 72 h, wie im Diagramm aufgeschliisselt,
unterschiedlich waren. Als Fehlerindikator ist der Standardfehler des Arithmetischen
Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Es konnten vor Beginn des Schocks nur geringe Unterschiede zwischen
SMC - Gruppe und LIM- Gruppe festgestellt werden. Die gemischtvendse
Sauerstoffsattigung lag bei der SMC - Gruppe etwas hoher als bei der LIM - Gruppe
(86,92 % + 0,95 bei der SMC - Gruppe und 82,92 % £ 2,69 bei der LIM - Gruppe).
Am Ende der Entblutungsphase war die gemischtvendse Sauerstoffsattigung in
beiden Gruppen gesunken, wobei sie in der LIM - Gruppe niedriger als in der
SMC -Grupppe war (66,36 % + 3,89 bei der SMC - Gruppe und 57,33 % * 4,51 bei
der LIM - Gruppe). Somit ist der Unterschied zwischen LIM - und SMC - Gruppe
leicht angestiegen. Am Ende des Schocks war die gemischtvendse

Sauerstoffsattigung in beiden Gruppen wieder ahnlicher (65,82 % + 4,10 bei der
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SMC - Gruppe und 62,42 % + 4,25 bei der LIM - Gruppe). Die SVO; stieg 30 Minuten
nach Beginn der Reperfusion und Ende des Schocks in beiden Gruppen wieder an,
blieb jedoch unterhalb der Werte, die vor Beginn des Schocks gemessen wurden
(82,08 % £ 1,48 bei der SMC - Gruppe und 75,75 % + 3,9 bei der LIM - Gruppe). Der
Unterschied zwischen beiden Gruppen wurde wieder etwas grofier. Die SVO, war in
beiden Gruppen 60 Minuten nach Ende des Schocks wieder leicht abgefallen
(79,50 % + 1,53 bei der SMC - Gruppe und 73,08 % + 4,28 bei der LIM - Gruppe).
Der Unterschied zwischen SMC - und LIM - Gruppe 120 Minuten nach Ende des
Schocks wurde wieder deutlich kleiner (79,36 % % 2,72 bei der SMC - Gruppe und
76,58 % * 3,96 bei der LIM - Gruppe). Bei leicht sinkender gemischtvendser
Sauerstoffsattigung 180 Minuten nach Ende des Schocks verringerte sich der
Unterschied zwischen SMC - und LIM - Gruppe etwas (76,17 % = 2,21 bei der
SMC - Gruppe und 74,08 % + 3,83 bei der LIM - Gruppe). Bei der erneuten Messung
der gemischtvendsen Sauerstoffsattigung nach 48 h zeigte sich ein wesentlich
niedrigeres Niveau als am Ende des ersten OP - Tages. Die LIM - Gruppe hatte aber
einen marginal hdheren SVO,-Wert als die SMC - Gruppe (55,97 % + 2,47 bei der
SMC - Gruppe und 57,67 % * 6,44 bei der LIM - Gruppe). Hierzu ist hinzuzufiugen,
dass fur diese Messung 6 SMC - Tiere und 6 LIM - Tiere zur Verflugung standen.
Nach 72 h war der Unterschied zwischen SMC - und LIM - Gruppe noch etwas
grolRer, wobei die LIM - Gruppe die hohere SVO, aufwies (49,08 % £ 3,70 bei der
SMC - Gruppe und 63,11 % * 5,77 bei der LIM - Gruppe). Es sind bei dem
72 h - Wert 6 SMC - Tiere und 6 LIM - Tiere zur Auswertung gekommen. Nach der
statistischen Auswertung zeigte sich, dass die Unterschiede nach 72 h zwischen

SMC - und LIM - Gruppe mit p=0,0625 statistisch nicht signifikant waren.
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5.5. Herzminutenvolumen
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Abb. 5 zeigt das Herzzeitvolumen das mithilfe eines Swan & Ganz - Katheters gemessen
wurde. Es sind die Werte der SMC - und der LIM - Gruppe zu den ausgewdhlten
Zeitpunkten im Vergleich dargestellt. Beide Gruppen hatten eine Griofie von 12 Tieren,
wobei die Gruppengrofie zu den Nachbeobachtungszeitpunkten 48 h und 72 h, wie im
Diagramm aufgeschliisselt, unterschiedlich waren. Als Fehlerindikator ist der
Standardfehler des Arithmetischen Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Zu Beginn des Versuches wurde in beiden Gruppen ein leicht unterschiedliches
Herzzeitvolumen gemessen (2,95 I/min = 0,13 bei der SMC - Gruppe und
3,08 I/min £ 0,13 bei der LIM - Gruppe). Nach Ende der Entblutungsphase war das
Herzzeitvolumen in beiden Gruppen gesunken, wobei es keinen wesentlichen
Unterschied des HZV der beiden Gruppen gab (1,50 I/min +0,10 bei der
SMC - Gruppe und 1,57 I/min +0,13 bei der LIM-Gruppe). Am Ende der
Schockphase hatten sich die Herzzeitvolumina der beiden Gruppen weiter
angenahert. Das HZV der SMC - Gruppe war etwas starker gestiegen als bei der
LIM - Gruppe und wies nun einen geringfligig hdheren Wert auf (1,63 I/min £ 0,13 bei
der SMC - Gruppe und 1,59 I/min + 0,13 bei der LIM - Gruppe). Hiernach erfolgte die

Reperfusion und dann der Anschlul3 des LIM - Systems. Das Herzzeitvolumen
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30 Minuten nach Ende des Schocks stieg in beiden Gruppen auf leicht héhere Werte
als vor der Entblutung (3,35 I/min £ 0,16 bei der SMC - Gruppe und 3,23 I/min £ 0,16
bei der LIM - Gruppe). Das Herzzeitvolumen war 60 Minuten nach Ende des
Schocks in beiden Gruppen wieder abgefallen, wobei es in der LIM - Gruppe starker
abgefallen war (2,78 I/min £ 0,15 bei der SMC - Gruppe und 2,31 I/min £ 0,13 bei der
LIM - Gruppe). Die Herzzeitvolumina der SMC - und der LIM - Gruppe hatten sich
120 Minuten nach Ende des Schocks wieder etwas mehr angenahert
(2,35 I/min + 0,13 bei der SMC - Gruppe und 2,16 I/min £ 0.14 bei der LIM - Gruppe).
Das Herzzeitvolumen war 180 Minuten nach Ende des Schocks, also kurz vor Ende
der LIM - Phase, weiter abgefallen. Es war in der SMC - Gruppe etwas starker
abgefallen als in der LIM - Gruppe, wobei in der LIM - Gruppe ein leicht geringeres
HZV vorlag (2,24 I/min £ 0,15 bei der SMC - Gruppe und 2,08 I/min £ 0,16 bei der
LIM - Gruppe). Zum Nachbeobachtungszeitpunkt 48 h war das Herzzeitvolumen in
der SMC - Gruppe leicht abgefallen und in der LIM - Gruppe leicht angestiegen.
Beide Gruppen wiesen jedoch sehr ahnliche Werte auf (2,34 I/min £ 0,23 bei der
SMC - Gruppe und 2,26 I/min + 0,30 bei der LIM - Gruppe). Zu diesem Zeitpunkt
wurde das Herzzeitvolumen bei 6 SMC - Tieren und bei 6 LIM - Tieren gemessen.
Zum Nachbeobachtungszeitpunkt 72 h war das Herzzeitvolumen in der
SMC - Gruppe leicht geringer als zum Nachbeobachtungszeitpunkt 48 h. Das HZV
der LIM - Gruppe war deutlich groRer als das der SMC - Gruppe und als das der
LIM - Gruppe zum Nachbeobachtungszeitpunkt 48 h (2,15 I/min + 0,08 bei der
SMC - Gruppe und 3,12 I/min + 0,24 bei der LIM - Gruppe). Es wurde zum 72 h
Nachbeobachtungszeitpunkt das Herzzeitvolumen bei 6 SMC - Tieren und bei
6 LIM - Tieren erfasst. Die statistische Auswertung zeigte, dass die Differenz zum

Nachbeobachtungszeitpunkt 72 h mit p < 0,05 statistisch signifikant war.
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Abb. 6 zeigt die pH - Werte die mittels eines Blutgasanalysegerdites aus arteriellem Blut
festgestellt wurden. Es sind die Werte der SMC - und der LIM - Gruppe zu den
ausgewdhlten Zeitpunkten im Vergleich dargestellt. Beide Gruppen hatten eine Grifie von
12 Tieren, wobei die Gruppengriofie zu den Nachbeobachtungszeitpunkten 48 h und 72 h,
wie im Diagramm aufgeschliisselt, unterschiedlich waren. Als Fehlerindikator ist der
Standardfehler des Arithmetischen Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Zu Beginn des Versuches zeigte sich eine sehr ahnliche Ausgangssituation beider
Gruppen bezuglich des pH - Wertes. Die Tiere der SMC - Gruppe hatten einen leicht
niedrigeren pH - Wert im arteriellen Blut als die Tiere der LIM - Gruppe (7,47 + 0,01
bei der SMC - Gruppe und 7,48 +0,01 bei der LIM- Gruppe). Am Ende der
Blutungsphase war der pH - Wert in der LIM - Gruppe etwas starker gesunken als in
der SMC - Gruppe (7,48 + 0,01 bei der SMC - Gruppe und 7,46 = 0,01 bei der
LIM - Gruppe). Am Ende der Schockphase war der pH - Wert in beiden Gruppen
weiter gesunken (7,45 %0,01 bei der SMC - Gruppe und 7,45 +0,02 bei der
LIM - Gruppe). Der pH - Wert war in beiden Gruppen 30 Minuten nach Ende des
Schocks weiter gesunken (7,40 + 0,01 bei der SMC - Gruppe und 7,38 + 0,01 bei der

LIM - Gruppe). In beiden Gruppen war der pH - Wert 60 Minuten nach Ende des
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Schocks im Vergleich zum vorherigen Messzeitpunkt wieder leicht gestiegen
(7,42 £ 0,01 bei der SMC - Gruppe und 7,40 £ 0,01 bei der LIM - Gruppe). Der
pH - Wert war 120 Minuten nach Ende des Schocks in der SMC - Gruppe weiter
leicht gestiegen und in der LIM - Gruppe gleich geblieben (7,41 +0,01 bei der
SMC - Gruppe und 7,40 *0,01 bei der LIM-Gruppe). Der pH-Wert war
180 Minuten nach Ende des Schocks und kurz vor Ende der Narkosezeit in der
SMC - Gruppe weiter leicht gestiegen und in der LIM - Gruppe leicht gefallen
(7,42 £ 0,01 bei der SMC - Gruppe und 7,39 + 0,01 bei der LIM - Gruppe). Bei den
Tieren, die 48 h nachbeobachtet wurden, lag der pH - Wert in der SMC - Gruppe
unter dem der Tiere in der LIM - Gruppe (7,49 +0,01 bei der SMC - Gruppe und
7,46 £ 0,03 bei der LIM - Gruppe). Bei den Tieren, die 72 h nachbeobachtet wurden,
war der pH - Wert in der SMC - Gruppe niedriger als in der LIM - Gruppe (7,48 +0,02
bei der SMC - Gruppe und 7,52 £ 0,01 bei der LIM - Gruppe). Statistisch signifikante
Unterschiede der Gruppen zueinander konnten nicht nachgewiesen werden, jedoch
ist bemerkenswert, dass der pH-Wert fast wahrend des gesamten

Versuchsverlaufes eher im alkalischen Bereich lag.
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5.7.Base Excess
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Abb.7 zeigt den Baseniiberschuss im arteriellen Blut zu ausgesuchten Zeitpunkten wihrend
des Experiments. Es sind die Werte der SMC - und der LIM - Gruppe zu den ausgewdihlten
Zeitpunkten im Vergleich dargestellt. Beide Gruppen hatten eine Griofie von 12 Tieren,
wobei die Gruppengrofie zu den Nachbeobachtungszeitpunkten 48 h und 72 h, wie im
Diagramm aufgeschliisselt, unterschiedlich waren. Als Fehlerindikator ist der
Standardfehler des Arithmetischen Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Nach Anlage der Katheter und vor Beginn des Schocks war der Basenuberschuss in
der SMC - Gruppe kleiner als in der LIM - Gruppe (3,13 mmol/l £ 0,58 bei der
SMC - Gruppe und 4,97 mmol/l £0,57 bei der LIM- Gruppe). Nach der
Entblutungsphase war der BasenlUberschuss in der SMC - Gruppe leicht gestiegen,
wobei der BE in der LIM - Gruppe sank (3,21 mmol/l £ 0,51 bei der SMC - Gruppe
und 3,75 mmol/l £ 0,50 bei der LIM - Gruppe). Am Ende der Schock - Phase war der
Basenuberschuss in der SMC - Gruppe deutlich gesunken, in der LIM - Gruppe
sogar noch etwas mehr (1,38 mmol/l +0,79 bei der SMC - Gruppe und
1,36 mmol/l £ 0,71 bei der LIM-Gruppe). In beiden Gruppen war der

Basenuberschuss 30 Minuten nach Ende der Schockphase im negativen Bereich,
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wobei sich die Werte beider Gruppen einander annaherten (- 0,59 mmol/l £ 0,54 bei
der SMC - Gruppe und -0,61 mmol/l £0,50 bei der LIM- Gruppe). Der
Basenuberschuss war in beiden Gruppen 60 Minuten nach Ende der Schockphase
wieder etwas gestiegen und nun in beiden Gruppen nahezu gleich (- 0,06 mmol/l
1+ 0,61 bei der SMC - Gruppe und - 0,05 mmol/l £ 0,34 bei der LIM - Gruppe). In
beiden Gruppen war der Basenuberschuss 120 Minuten nach Ende der
Schockphase bereits wieder in den positiven Bereich angestiegen, wobei der
Basenuberschuss in der LIM - Gruppe etwas starker gestiegen war (0,13 mmol/l
1 0,64 bei der SMC - Gruppe und 0,35 mmol/l £0,41 bei der LIM - Gruppe). Der
Basenuberschuss beider Gruppen war 180 Minuten nach Ende der Schockphase
weiterhin knapp im positiven Bereich, jedoch hatte jetzt die SMC - Gruppe einen
etwas grolReren Basenuberschuss als die LIM - Gruppe (0,40 mmol/l £ 0,61 bei der
SMC - Gruppe und 0,17 mmol/l £ 0,37 bei der LIM - Gruppe). Bei den Tieren mit 48 h
Nachbeobachtungszeit lag der Basenulberschuss in beiden Gruppen deutlich im
positiven Bereich, wobei der Basenuberschuss beider Gruppen recht ahnlich war
(4,26 mmol/l +0,58 bei der SMC - Gruppe und 4,8 mmol/l +1,59 bei der
LIM - Gruppe). Bei den Tieren, die 72 h nachbeobachtet wurden zeigte sich ein
ahnliches Bild, jedoch war die Differenz zwischen LIM - und SMC - Gruppe etwas
gréler (5,17 mmol/l £ 0,92 bei der SMC - Gruppe und 6,10 mmol/l + 1,05 bei der
LIM - Gruppe). Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede beider

Gruppen zueinander festgestellt werden.
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Abb. 8 zeigt die arteriell gemessene Lactatkonzentration der SMC - im Vergleich zur LIM -
Gruppe. Es sind die Werte der SMC - Gruppe und der LIM - Gruppe zu den ausgewdihlten
Zeitpunkten im Vergleich dargestellt. Beide Gruppen hatten eine Griofie von 12 Tieren,
wobei die Gruppengrofie zu den Nachbeobachtungszeitpunkten 48 h und 72 h, wie im
Diagramm aufgeschliisselt, unterschiedlich waren. Als Fehlerindikator ist der
Standardfehler des Arithmetischen Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Zu Beginn des Versuches, also nach Anlage der Katheter, zeigte sich in beiden
Gruppen eine ahnliche Lactatkonzentration im Blut (3,32 mmol/l £ 0,26 bei der
SMC - Gruppe und 3,43 mmol/l +£0,38 bei der LIM - Gruppe). Am Ende der
Entblutungsphase war die Lactatkonzentration in beiden Gruppen etwas gestiegen,
in der LIM - Gruppe etwas mehr (3,42 mmol/l 0,28 bei der SMC - Gruppe und
3,62 mmol/l £0,36 bei der LIM - Gruppe). Nach Ende der Schockphase war die
Lactatkonzentration in der LIM - Gruppe weiter gestiegen, wobei sie in der
SMC - Gruppe sogar leicht gefallen war (3,38 mmol/l + 0,28 bei der SMC - Gruppe

und 4,00 mmol/l + 0,43 bei der LIM - Gruppe). Die Lactatkonzentration war in beiden

Gruppen 30 Minuten nach Ende der Schockphase und Infusion der
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Reperfusionslésung wieder etwas gesunken (3,03 mmol/l +0,19 bei der
SMC - Gruppe und 3,37 mmol/l £ 0,35 bei der LIM - Gruppe). In beiden Gruppen war
die Lactatkonzentration 60 Minuten nach Ende der Schockphase weiter gesunken,
wobei der Unterschied zwischen beiden Gruppen in etwa konstant blieb
(2,85 mmol/l £ 0,17 bei der SMC - Gruppe und 3,177 mmol/l £0,28 bei der
LIM - Gruppe). Die Lactatkonzentration war 120 Minuten nach Ende der
Schockphase in beiden Gruppen weiter abgesunken (2,57 mmol/l £ 0,14 bei der
SMC - Gruppe und 2,79 mmol/l +0,22 bei der LIM - Gruppe). Bei SMC - und
LIM - Gruppe war die Lactatkonzentration 180 Minuten nach Ende der Schockphase
und kurz vor Ende der Narkose noch etwas weiter gesunken (2,32 mmol/l £ 0,15 bei
der SMC - Gruppe und 2,53 mmol/l £ 0,18 bei der LIM - Gruppe). Bei den Tieren, die
48 h nachbeobachtet wurden lag die Lactatkonzentration bei der SMC - Gruppe
niedriger als bei der LIM - Gruppe (2,14 mmol/l + 0,39 bei der SMC - Gruppe und
2,40 mmol/l £ 0,78 bei der LIM - Gruppe). Bei den Tieren, die 72 h nachbeobachtet
wurden, zeigte sich bei der SMC - Gruppe eine hdhere Lactatkonzentration als bei
denen der LIM-Gruppe (2,28 mmol/l +0,22 bei der SMC - Gruppe und
1,6 mmol/l £ 0,31 bei der LIM - Gruppe). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
die Lactatkonzentration bei der SMC - Gruppe vor und im Schock etwa unverandert
blieb, danach mit der Reperfusion abfiel und nach 48 h und 72 h annahernd gleich
war. Bei der LIM - Gruppe zeigte sich ein leichter Anstieg der Lactatkonzentration im
Schock. Danach fiel die Lactatkonzentration mit der Reperfusion ab. Bei den 48 h
nachbeobachteten Tieren der LIM - Gruppe war die Lactatkonzentration nur wenig
hoher als bei der SMC - Gruppe. Bei den 72 h nachbeobachteten Tieren der
LIM - Gruppe zeigte sich eine leicht niedrigere Lactatkonzentration als in der

SMC - Gruppe. Die Unterschiede beider Gruppen waren statistisch nicht signifikant.
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5.9. Temperatur
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Abb. 9 zeigt die mittels Swan <& Ganz- Katheter gemessene Temperatur in der
Pulmonalarterie. Es sind die Werte in [°C] der SMC - und der LIM - Gruppe zu den
ausgewiihlten Zeitpunkten im Vergleich dargestellt. Beide Gruppen hatten eine Griofie von
12 Tieren, wobei die Gruppengriofie zu den Nachbeobachtungszeitpunkten 48 h und 72 h,
wie im Diagramm aufgeschliisselt, unterschiedlich waren. Als Fehlerindikator ist der
Standardfehler des Arithmetischen Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Bereits zu Beginn des Versuches wurden in beiden Gruppen verschiedene
Temperaturen gemessen (35,50°C +0,26 bei der SMC - Gruppe und
36,26 °C + 0,21 bei der LIM - Gruppe). Nach Schockeinleitung stieg die Temperatur
in beiden Gruppen (35,84 °C £ 0,25 bei der SMC - Gruppe und 36,69 °C + 0,21 bei
der LIM - Gruppe). Gegen Ende des Schocks war die Temperatur in der
LIM - Gruppe weiter gestiegen, wogegen die Temperatur bei der SMC - Gruppe
wieder etwas abgefallen war (35,73°C £0,25 bei der SMC - Gruppe und
36,79°C +0,24 bei der LIM-Gruppe). Nach Beginn der Reperfusion von
Ringerlésung mit Raumtemperatur sank die Bluttemperatur in beiden Gruppen

deutlich. Zum Zeitpunkt 30 Minuten nach Beginn der Reperfusion bzw. der nach

Ende der Schockphase lag die Temperatur in beiden Gruppen tUber 1 °C unter der
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zuvor gemessenen Temperatur (34,93 °C +0,34 bei der SMC - Gruppe und
35,34 °C £ 0,27 bei der LIM - Gruppe). Nun entwickelten sich die Temperaturen
beider Gruppen unterschiedlich, wobei zu erwahnen ist, dass die SMC - Gruppe
keinen extrakorporalen Kreislauf hatte. Die Bluttemperatur der SMC - Gruppe stieg
wieder stetig an, wohingegen die der LIM - Gruppe bis zum Ende des LIM -Einsatzes
stetig abfiel. Zum Zeitpunkt 60 Minuten nach Ende des Schocks stieg die Temperatur
der SMC - Gruppe leicht an und die der LIM - Gruppe fiel ab (35,00 °C £ 0,32 bei der
SMC - Gruppe und 35,18 °C £ 0,29 bei der LIM - Gruppe). 120 Minuten nach Ende
des Schocks war die Temperatur in der SMC - Gruppe weiter leicht gestiegen und
die der LIM - Gruppe weiter leicht gefallen (35,18 °C £ 0,34 bei der SMC - Gruppe
und 34,89 °C £ 0,31 bei der LIM - Gruppe). Die Temperatur der SMC - Gruppe
180 Minuten nach Ende des Schocks stieg weiter leicht an, wohingegen die der
LIM - Gruppe weiter leicht fiel (35,29 °C %0,38 bei der SMC - Gruppe und
34,59 °C + 0,34 bei der LIM - Gruppe). Bei der Nachbeobachtung zeigte sich, dass
die Bluttemperatur der LIM - Gruppe hdher als die der SMC - Gruppe war. Nach 48 h
und 72 h Nachbeobachtungszeit war der Unterschied zwischen SMC - Gruppe und
LIM - Gruppe fast gleich. Die Bluttemperatur 48 h nach Beginn des Versuches war
bei der SMC - Gruppe etwas niedriger als bei der LIM - Gruppe (36,33 °C + 0,25 bei
der SMC - Gruppe und 37,03 °C = 0,35 bei der LIM - Gruppe). Auch 72 h nach
Beginn des Versuches war die Bluttemperatur der SMC - Gruppe unter dem Wert der
LIM - Gruppe (36,83 °C + 0,20 bei der SMC - Gruppe und 37,10 °C + 0,14 bei der

LIM - Gruppe).

55



6. Diskussion

6.1. Uberblick

Im vorliegenden Tiermodell mit hamorrhagischem Schock und anschliel3ender
Reperfusion war eine Beeintrachtigung der Hamodynamik, eine Beeinflussung der
Aktivitat der neutrophilen Granulozyten und eine Gewebeschadigung im
Gastrointestinaltrakt, in der Lunge wund in der Leber wahrend des
Uberwachungszeitraums nachweisbar. Es soll im Folgenden diskutiert werden, ob
bei dem durchgefiihrten Schockmodell eine ausreichende posthamorrhagische
Inflammation vorlag, um die Wirkung extrakorporaler Immuntherapien Uberprifen zu
kénnen. Die extrakorporale Immuntherapie mit dem Leukozyten - Inhibitions - Modul
fuhrte zu teilweise signifikanten Unterschieden im Bezug auf schockassoziierte
Folgeerscheinungen in unterschiedlichen Bereichen. Es ist zu diskutieren, in wieweit
diese Unterschiede auf die extrakorporale Immuntherapie mittels LIM zurtickzuflihren

sind. Hierzu werden unterschiedliche Teilaspekte einzeln bertcksichtigt.

6.2. Theorie

Hyperaktive neutrophile Granulozyten spielen eine Schllsselrolle im Rahmen
inflammatorischer Reaktionen nach hamorrhagischem Schock. Die hyperaktiven
neutrophilen Granulozyten kénnen eine Gewebeschadigung induzieren (wie in
Abschnitt 3.4. beschrieben). Die Arbeitshypothese bestand darin, dass das
Leukozyten - Inhibitions - Modul Folgezustande  einer  posthamorrhagischen
Inflammationsreaktion limitieren kann.

In vorhergehenden Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass der Kontakt von

neutrophilen Granulozyten mit membrangebundenen agonistischen anti- FasL
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Antikorpern, diese innerhalb von Minuten inaktivieren, bevor Apoptosezeichen
detektierbar sind (27, Cinatl, et al., 2000).

Das flhrte zu der Annahme, dass immobilisierte agonistische anti - FasL Antikoérper
therapeutisch genutzt werden konnten. Hierdurch kénnte die Hyperaktivierung der
neutrophilen Granulozyten und die danach folgenden schadigenden Effekte der
neutrophilen Granulozyten limitiert werden. Somit kdnnte eine Gewebeschadigung
durch neutrophile Granulozyten (wie in Abschnitt 3.4. beschrieben) vermindert
werden. Aullerdem zeigten vorangegangene Arbeiten, dass funktionsfahige, auf
biokompatiblen = Materialien = gebundene  Antikérper  zur  extrakorporalen
Immuntherapie besser geeignet sind als die systemische Applikation der Antikorper,
da bei systemischer Applikation unerwtinschte Nebeneffekte wie Lebertoxizitat und
Lungenfibrose auftreten (22, Chang, et al., 2003; 54, Hagimoto, et al., 1997). Aus
den genannten Grinden und um neutrophile Granulozyten effektiv in der Frihphase
der posthamorrhagischen Immundysregulation zu inaktivieren, wurde das
Leukozyten - Inhibitions - Modul (LIM) benutzt. Die neutrophilen Granulozyten
migrieren nach Aktivierung relativ schnell durch die GefaBwande in das Gewebe, das
die entsprechenden Zytokine aussendet, oder bilden sogar intravasale Sequester
und beginnen sofort mit ihrer zerstorerischen Wirkung (wie in Abschnitt 3.4.
beschrieben). Da mit einer extrakorporalen Immuntherapie ausschlieBlich die
intravasal vorhandenen neutrophilen Granulozyten erreicht werden kdénnen, erscheint
es sinnvoll, die neutrophilen Granulozyten mit dem LIM in Kontakt zu bringen, bevor
sie in das Gewebe abwandern konnen. Es erscheint aulerdem sinnvoll, diese
Kaskade mdglichst frih zu durchbrechen, um Gewebeschaden erst gar nicht
entstehen zu lassen (18, Brown, et al., 2006). Um das Experiment mdglichst
realitatsnah durchzufihren, wurde das LIM zu einem Zeitpunkt eingesetzt, der nach

der initialen Stabilisierung nach hamorrhagischem Schock auch unter klinischen
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Vorraussetzungen mdglich ware. Hierzu wurde das LIM in dem vorliegenden
hamorrhagischen Schock / Reperfusions - Modell beim Schwein mittels
extrakorporalem Kreislauf eingesetzt. Der Einsatz geschah etwa eine Stunde nach
Beginn des hamorrhagischen Schock und unmittelbar nach der Reperfusion. Im
Bezug auf eine klinische Situation ware der Zeitpunkt vergleichbar mit der Phase, in
der ein Patient auf der Intensivstation ankommt.

Das LIM  funktioniet auf der Basis immobilisierter  agonistischer
anti - Fas IgM - Antikdrper. Diese sind kovalent auf einem Polyurethanschaum
gebunden und soweit immobilisiert, dass die Antikdrper nicht in die Blutbahn
gelangen und dort Schaden anrichten kénnen (wie in Abschnitt 3.5 beschrieben).
Dass dieses Konzept zu Erfolgen fUhren kann, konnte bereits an herzchirurgischen

Patienten gezeigt werden (96, Scholz, et al., 2005; 98, Scholz, et al., 2004).

6.3. Modell

Es konnte gezeigt werden, dass durch das vorliegende hamorrhagische
Schockmodell eine Inflammationsreaktion mit Vermehrung bzw. Mobilisierung der
neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark stattfindet (81, Ott, 2010).
Hierdurch wurde davon ausgegangen, dass eine Uberpriifung der Funktion des LIM
modglich ist. Es ist jedoch zu diskutieren, ob die verursachte Inflammation
ausreichend ist, um Unterschiede eines einzelnen Faktors auf ein komplexes
biologisches System herauszuarbeiten. Mit diesem Modell ist es nicht mdglich, einen
Uberlebensvorteil einer der Versuchsgruppen nachzuweisen, da die Tiere bereits
nach 48 bzw. 72 h euthanasiert wurden, um histologische Untersuchungen
durchzufuhren. Vor allem SIRS und Sepsis - Patienten, bei denen ,Second Hit
Ereignisse“ haufig zu einer Entgleisung der immunologischen Situation fuhren,

Uberleben die ersten Tage und entwickeln dann eine gravierende inflammatorische
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Reaktion. Hierdurch zeigt sich eine veranderte Sterberate erst Uber die Zeit (7,
Angus, et al., 2001; 58, Ho, et al., 2006; 72, Maier, et al., 2007).

Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen waren Blutdruck, Herzfrequenz,
Herzminutenvolumen, Saure - Basen - Haushalt und gemischtvendse
Sauerstoffsattigung. Anhand der verbesserten Uberlebenswahrscheinlichkeit von
SIRS und Sepsis - Patienten, die mit ,Early Goal Directed Therapy“ behandelt
werden, liegt die Vermutung nahe, dass beispielsweise ein sich schneller erholender
Blutdruck in der  LIM - Gruppe ein Hinweis auf  eine hohere
Uberlebenswahrscheinlichkeit ist, bzw. eine bessere Ausgangslage darstellt, um
weitere Kompromittierungen zu verkraften (12, Bauer, 2003; 21, Carlet, 2006; 23,
Chapman, et al., 2005; 24, Chen, et al., 2007; 32, Dorrian and Lim, 2006; 41, Focht,
et al., 2009; 44, Gaieski and Goyal, 2006; 51, Guinn, et al., 2007; 52, Gunn, et al.,
2005; 55, He, et al., 2007). Da im Rahmen der ,Early Goal Directed Therapy“ jedoch
viele Faktoren mitbehandelt werden und der Blutdruck nur ein Teil davon ist, kann
letztendlich keine Aussage daruber getroffen werden, ob die vorliegenden Daten auf
einen Uberlebensvorteil einer der Gruppen hindeuten. Die mit diesem Modell
gewonnenen Ergebnisse kénnen jedoch als Hinweis darauf gelten, dass das LIM
durch seinen Einfluss auf die posthamorrhagische Inflammation indirekt auch einen
Einfluss auf die posthamorrhagische Hamodynamik hat. Ein weiterer Punkt, der die
Aussagekraft dieses Modells einschranken kdnnte, ist die Tatsache, dass nur in einer
Gruppe ein extrakorporaler Blutkreislauf etabliert wurde. Hierdurch mag die
Aussagekraft im Bezug auf die Ursache der Unterschiede beider Gruppen
geschmalert werden, da bekannt ist, dass eine extrakorporale Zirkulation Einfluss auf
Inflammation haben kann (116, Wanner, et al., 1997). Jedoch muss man auch
anfuhren, dass alle bekannten Effekte einer extrakorporalen Zirkulation eher

proinflammatorisch wirken (73, Manni, et al., 1982). Somit musste die Gruppe mit
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extrakorporaler Zirkulation eine starkere Inflammation aufweisen als die Gruppe ohne
extrakorporale Zirkulation. In vorhergehenden Arbeiten zeigte sich, dass keine
adversen Effekte durch den Einsatz eines offenporigen Polyurethanschaumes zu
erwarten sind (3, Abdel-Rahman, et al., 2007; 96, Scholz, et al., 2005). Letztendlich
kann nicht bewiesen werden, dass der Effekt der Verbesserung der Hamodynamik
auf den Einsatz des LIM - Systems zuruckzuflhren ist. Es ist noch zu erwahnen,
dass ein MAP - kontrolliertes hamorrhagisches Schock - Modell bei narkotisierten
Tieren besonderen EinfluRfaktoren unterliegt, denn die Tiere werden teilweise durch
die Narkose ihrer physiologischen Kompensationsmechanismen beraubt. Daher ist
zu diskutieren, ob es MAP - kontrolliert Uberhaupt mdglich ist, in diesem Modell
vergleichbare hamorrhagische Schocks durchzufihren, da die Narkosetiefe ein den
Blutdruck und die Herzfrequenz beeinflussender Faktor ist (47, Goelz, et al., 1990;
74, Markschies-Hornung, et al., 1984). Hierdurch kdnnte eine Fehldeutung des

Schockstadiums vorliegen.

6.4. Statistische Auswertung

Ein weiterer Einflussfaktor auf die gewonnenen Ergebnisse konnte die relativ kleine
Gruppengrofle von 12 Tieren sein. Hierdurch sind zufallige Haufungen nicht
vollstandig auszuschlieRen. Insgesamt ist das vorliegende Modell jedoch als
geeignet zu bewerten, da die vorher definierten Ziele erreicht werden konnten und
somit eine Berechnung der statistischen Signifikanz mdglich wurde. Eine weitere
Fehlerquelle kdnnte die halbierte Gruppengrolde bei den
Nachbeobachtungszeitpunkten sein, sodass es denkbar ware, eine zufallige Haufung
guter oder auch schlechter Parameter erhalten zu haben. Physiologischerweise sind
starke interindividuelle Schwankungen bei Blutdruck und Herzfrequenz sowie

Herzzeitvolumen vorhanden. Hierdurch wird es noch wichtiger, ausreichende
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Fallzahlen zu untersuchen, um die Fehlerwahrscheinlichkeit mdglichst gering zu
halten. In diesem Zusammenhang ist auf den Tierschutz zu achten und es sollten nur
so viele Tiere untersucht werden, dass eine ausreichend niedrige

Fehlerwahrscheinlichkeit vorliegt.

6.5. Vorliegende Ergebnisse

6.5.1.Hdmodynamik

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung der neutrophilen
Granulozyten bei  posthamorrhagischer Inflammation Einfluss auf die
posthamorrhagische Hamodynamik hat. Weiterhin stellten sich statistisch signifikante
Unterschiede nach 72h beim mittleren arteriellen Druck sowie beim
Herzminutenvolumen heraus. Die Tiere, die mit LIM behandelt wurden, zeigten
hierbei bessere Werte als die Tiere der SMC - Gruppe. Diese Ergebnisse missen
jedoch hinterfragt werden, da nach 48 h kein signifikanter Unterschied in den beiden
Gruppen im Bezug auf die eben genannten Parameter zu verzeichnen war. Eine
modgliche Erklarung hierfir kann eine durch Hyperaktivierung verursachte
Gewebeschadigung sein (wie unter 3.4 beschrieben), die erst zu einem spateren

Zeitpunkt nachvollzogen werden kann, da sich bei den durch das LIM ,geschiitzten’

Tieren die hamodynamischen Parameter ebenfalls erholen mussten.

6.5.2. mittlerer arterieller Druck

Der mittlere arterielle Druck wurde Uber einen Katheter, welcher in der Arteria carotis
platziert wurde, gemessen. Daran war ein Drucksystem mit einer Schlauchlange von
ca. 1,5m angeschlossen. Die hierdurch entstehende Dampfung in

Rohrleitungssystemen wirkt sich auf den arteriellen Mitteldruck eher gering aus (15,
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Birkhan and Heifetz, 1972; 29, Cunningham, et al., 1994). Man kann also davon
ausgehen, dass die Messung valide und konstant ist. Der hamorrhagische Schock
wurde hauptsachlich anhand des MAP kontrolliert und durch Blutentnahmen
wahrend der Schockphase aufrechterhalten. Nach der Schockphase wurde der MAP
durch Reperfusion von Ringerlésung wieder erhoht. Am Nachbeobachtungszeitpunkt
wurde kein weiterer Einfluss auf den MAP ausgeubt. Der MAP unterlag zu diesem
Zeitpunkt der physiologischen Blutdruckregelung des Versuchtieres. Die
Messergebnisse zeigen einen signifikanten Unterschied bei dem
Nachbeobachtungszeitpunkt 72 h. Hier zeigt sich, dass in der LIM Gruppe ein
héherer, dem Ausgangsdruck ahnlicherer Wert zu messen war. Nach den
statistischen Auswertungen konnte festgestellt werden, dass der Unterschied
signifikant war. Eine mogliche Erklarung hierfur kdnnte der Einsatz des LIM Systems
sein. Um eine sichere Aussage daruber treffen zu kdénnen, mussten groflere
Gruppen untersucht werden. Es war bisher nicht bekannt, zu welchem Zeitpunkt
nach Unterschieden im Bezug auf die posthamorrhagische Hamodynamik gesucht
werden sollte. Die differenten Ergebnisse bei 48 h Nachbeobachtungszeit und bei
72 h Nachbeobachtungszeit kdénnen als Hinweis darauf gewertet werden, dass
mdgliche Unterschiede nicht zu jedem Zeitpunkt nachweisbar sind und sich die
mdglichen positiven Effekte des LIM erst nach einer gewissen Latenz auf den MAP
auswirken. Es ist zu diskutieren, inwieweit die Narkose Einfluss auf den MAP
ausgeubt hat. Bekanntermallen wirkt die verwendete Inhalationsnarkose
blutdrucksenkend (113, van den Berg and Honjol, 1993). Es ist zu hinterfragen,
inwieweit die Kontrolle des hamorrhagischen Schocks hierdurch beeinflusst wird. Es
kommt die Frage auf, ob durch die narkoseinduzierte Hypotension der

hamorrhagische Schock milder war als in anderen MAP - kontrollierten
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Schockmodellen mit anderen Narkoseverfahren. Aufgrund fehlender Vergleiche kann

hier keine abschliel}ende Antwort erfolgen.

6.5.3. Herzzeitvolumen

Das Herzminutenvolumen ist ebenfalls davon abhangig, wie die Druckverhaltnisse im
Gesamtorganismus sind und wie gut die Regulationsmechanismen in einer Situation
wie der vorliegenden noch funktionieren. Die Reduktion des Herzminutenvolumens
posthamorrhagisch kann darauf zurlckgefihrt werden, dass die physiologischen
Effekte der Hamorrhagie Wirkung zeigen (63, Kaihara, et al., 1969; 85, Rakusan and
Rajhathy, 1973). In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass ein
deutlich HZV - relevanter hamorrhagischer Shock vorliegt, da nach Blutverlust das
Herzminutenvolumen bis auf 1,5 |/min abfiel. Darauf folgend stieg das
Herzminutenvolumen wieder an. Nach 48 h war kein signifikanter Unterschied in
beiden Gruppen festzustellen, nach 72 h war das Herzminutenvolumen in der
LIM - Gruppe signifikant hoher als in der SMC - Gruppe. Eine mdogliche Erklarung
hierfir kann die durch das LIM verhinderte Permeabilitdtserhdhung sein, die
bekanntermalRen durch posthamorrhagische Aktivierung neutrophiler Granulozyten
entstehen kann (18, Brown, et al., 2006; 59, Hoesel, et al., 2005; 62, Jordan, et al.,
1999; 82, Partrick, et al., 1996; 97, Scholz, et al., 2007). Dadurch kann die
Blutdruckregulation sowie die Regulation des Herzminutenvolumens gestort werden.
Dies konnte dazu flhren, dass posthamorrhagisch ein  erniedrigtes
Herzminutenvolumen vorliegt. Wenn die neutrophilen Granulozyten nun in ihrer
Aktivitat gehemmt werden, ist es vorstellbar, dass posthamorrhagisch schneller
wieder ein normwertiges Herzminutenvolumen vorliegt. An den erhobenen Daten ist
zu sehen, dass sich das Herzminutenvolumen nach 72 h bei der LIM - Gruppe dem

Ausgangswert stark angenahert hat, bei der SMC - Gruppe war es noch deutlich
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niedriger. Hieraus kann die Moglichkeit abgeleitet werden, dass der Einsatz des LIM
positiven Einfluss auf die posthamorrhagische Erholung des Herzminutenvolumens

im vorliegenden Modell hat.

6.5.4.gemischtvendse Sauerstoffséttigung

Die Auswertung der vorliegenden Daten zeigt eine hdhere gemischtvendse
Sauerstoffsattigung in der LIM-Gruppe als in der SMC-Gruppe 72h
posthamorrhagisch. Hierbei liegt das Signifikanzniveau bei p=0,0625. Eine Erklarung
hierflr konnte sein, dass das Herzminutenvolumen in direktem Zusammenhang zur
gemischtvendsen Sauerstoffsattigung steht (1, 1968; 25, Cheney and Colley, 1980;
64, Kelman, et al.,, 1967; 103, Solares and Qualls, 1994; 107, Takala, 2007; 112,
Turek, et al., 1978). Ein weiterer Aspekt, der die gemischtvendse Sauerstoffsattigung
beeinflussen konnte, ist die posthamorrhagische Entwicklung eines ARDS (40,
Fletcher, et al., 1988; 45, Gando, et al., 2004; 80, Ogawa, 1989; 115, Wang, et al.,
2009). Hierbei spielen die neutrophilen Granulozyten eine wesentliche Rolle (82,
Partrick, et al., 1996; 109, Toda, et al., 2007; 110, Togo, et al., 2008; 114, van Meurs,
et al., 2007). Eine Inaktivierung der neutrophilen Granulozyten konnte zu einer
Verbesserung der gemischtvendsen Sauerstoffsattigung beitragen. Dies geschieht
durch Verhinderung einer vermehrten Elastaseproduktion und infolge der
Aufrechterhaltung der normalen Gefalipermeabilitat und somit der normalen
O, - Diffusionstrecke in der Lunge. Die Sauerstoffausschépfung durch die anderen
Organe kann sich ebenfalls auf die gemischtvenése Sauerstoffsattigung auswirken.
Hierbei kommt es zu einer vermehrten Sauerstoffausschépfung im Gewebe bei
erhdhter Permeabilitat und einer geringeren gemischtvendsen Sauerstoffsattigung.

Insgesamt gibt es hier jedoch noch keinen signifikanten Unterschied zwischen LIM
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und SMC - Gruppe. Somit scheint es aufgrund der positiven Tendenz bei Einsatz des

LIM sinnvoll zu sein, diesen Aspekt weiter zu untersuchen.

6.5.5. Herzfrequenz und Hamodynamik

Im Bezug auf die posthamorrhagische Herzfrequenz konnten keine Unterschiede in
den beiden untersuchten Gruppen festgestellt werden. Es zeigte sich, dass die
Herzfrequenz nach 48 h und nach 72h in beiden Gruppen beinahe wieder
normwertig war. Eine mogliche Erklarung hierfur kdnnte sein, dass die Tiere durch
die Reperfusion und das Angebot an Trinkwasser in der Nachbeobachtungszeit
bereits nicht mehr hypovolam waren und somit eine normale Herzfrequenz zeigten.
Anhand der Herzfrequenz und des arteriellen Mitteldruckes im Verlauf des
Versuches konnte nachvollzogen werden, dass ein hamorrhagischer Schock vorlag.
Hierzu kann beispielsweise der Schock Index (5, Allgower and Burri, 1967; 6,
Allgower and Burri, 1968; 14, Birkhahn, et al., 2005; 20, Burri, 1968) oder die
Stadieneinteilung des hamorrhagischen Schocks (38, Falk, et al., 1992)
herangezogen werden. Hiermit interferierende Parameter kdnnen beispielsweise die
Narkose sein. Es ist bekannt, dass Lachgas und Isofluran Einfluss auf die
hamodynamischen Parameter wie Blutdruck und Herzfrequenz haben. Da diese
Einfliusse allerdings bei Beginn der Narkose am starksten auftreten und fur alle Tiere
gleich waren, ist zu vermuten, dass das Monitoring des hamorrhagischen Schocks
anhand des Blutdrucks und der Herzfrequenz zu gewahrleisten ist (35, Einarsson, et
al.,, 1997; 37, Erol and Ozen, 2007; 43, Fukao, et al., 1994; 124, Zubicki, et al.,
1998).

FiUr die nur in Teilbereichen gezeigte verbesserte Hamodynamik ist eine mdgliche
Erklarung, dass der hamorrhagische Schock nicht ausgepragt genug war, um eine

ausreichende Inflammation hervorzurufen, die einen deutlicheren Effekt des LIM auf
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die posthamorrhagische Hamodynamik zeigt. In einer Studie wurde die LD 50 unter
anderem fur den MAP bei deutschen Landrace Pigs ermittelt. Dieser lag bei
27 mmHg (89, Rixen, et al., 2001). Die in dem vorliegenden Experiment verwendeten
Schweine hatten ihren tiefsten MAP bei 35+ 5mmHg. Hieraus konnte sich die
Konsequenz ergeben, dass die posthamorrhagische Inflammation nicht ausgepragt
genug war, um eine ausreichende Immundysregulation hervorzurufen, sodass in
weiten Bereichen die physiologischen Kompensationsmechanismen verhindert
haben, dass hamodynamische Unterschiede in allen Bereichen nachzuweisen sind.
Des Weiteren wurde im Vergleich zur der o.g. Arbeitsgruppe ein anderes
Narkoseverfahren verwendet, das moglicherweise in die Autoregulation der
Organismen der Tiere eingreift und somit eine physiologische Kompensation
verhindert, sodass bereits ein niedriger Blutdruck erreicht wurde, obwohl im Bezug
auf das Gesamtblutvolumen eines Tieres ein kleinerer Anteil entnommen wurde.

Eine weitere mdgliche Erklarung fur das Ausbleiben statistisch signifikanter Vorteile
bei beiden Nachbeobachtungszeitpunkten kdénnte darin liegen, dass es schwierig ist,
einen geeigneten Zeitraum zur Therapie und auch zur Nachbeobachtung zu finden,
da man nicht genau weil}, wann die starkste posthamorrhagische

Immundysregulation stattfindet.

6.5.6. Saure - Basen - Haushalt

Der Saure - Basen - Haushalt wurde wahrend des Versuches mittels 10 - minltigen
arteriellen Blutgasanalysen Uberwacht. In der Nachbeobachtungszeit wurden 24 h,
48 h, und 72 h weitere Blutgasanalysen durchgefuhrt. Hiermit konnten der
Elektrolythaushalt, der pH-Wert, das Bicarbonat, das Lactat sowie der

Basenuberschuss bestimmt werden.
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Bei keinem der erwahnten Werte konnten statistisch signifikante Unterschiede
festgestellt werden. Hierfur konnte eine mogliche Erklarung sein, dass der
hamorrhagische Schock nicht ausgereicht hat, um deutlich pathologische Werte im
Bezug auf den Saure - Basen - Haushalt zu erzeugen. Es besteht die Mdglichkeit,
dass die Tiere in der Lage waren, die entstandene Azidose wahrend des Schocks zu
kompensieren, ohne dass hierbei Veranderungen im Bezug auf Base Excess, Lactat
und Bicarbonat messbar wurden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass der
hamorrhagische Schock bzw. dessen Ausmal} anhand von Lactat und Base Excess
uberwacht werden kann (89, Rixen, et al., 2001). In dieser Studie wurde im
Unterschied zum vorliegenden Modell ein anderes Narkoseverfahren mit Etomidate
und einem Opiat benutzt. Aullerdem wurde eine andere Schweinerasse verwendet,
wovon moglicherweise auch Unterschiede in den Ergebnissen herrihren kdnnen.
BekanntermalRen entsteht nach hamorrhagischem Schock und Reperfusion eine
Azidose mit Anstieg von Lactat (34, Dunham, et al., 1991; 46, Garnett, et al., 1989).
Im vorliegenden Experiment konnte kein Lactatanstieg nachvollzogen werden,
allerdings konnte wahrend des Schocks eine leichte Absenkung des pH - Wertes
beobachtet werden. Wahrend des restlichen Experiments wurden eher alkalische
pH-Werte bei den Tieren gemessen. In diesem Zusammenhang ist zu bemerken,
dass eine mdgliche Erklarung fur die alkalischen pH-Werte die Beatmung sein
konnte, da bekanntermalRen einer Hyperventilation zu einer respiratorischen Alkalose
fuhrt (84, Pierson, 1990). Es ist letzten Endes mit den vorliegenden Daten nicht zu

klaren, woher diese Diskrepanz ruhrt.

6.5.7. Temperatur

Die Temperatur wurde im Blut mittels Swan & Ganz - Katherter gemessen. In beiden

Gruppen lagen die Tiere auf einer Warmematte, die eine Temperatur von 38 °C
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aufwies. Die Temperatur stieg zu Beginn des Versuches in beiden Gruppen leicht an,
in der LIM-Gruppe etwas starker. Da zuvor eine etwas differente
Ausgangstemperatur vorlag ist zu vermuten, dass dieser Unterschied durch
interindividuelle Unterschiede der Tiere zustande kam, da bis zu diesem Zeitpunkt
kein Unterschied im Prozedere in beiden Gruppen vorlag. Nach Reperfusion von
Ringer - Lésung mit Raumtemperatur konnte in beiden Gruppen eine deutliche
Absenkung der Temperatur festgestellt werden. Es hat sich gezeigt, dass wahrend
der LIM - Phase die Temperatur in der LIM - Gruppe weiter sank. Die niedrigste
Temperatur lag bei 34,59 °C. In der SMC - Gruppe die Temperatur jedoch leicht
anstieg. In diesem Zusammenhang ist auf die extrakorporale Zirkulation
hinzuweisen, die zu einer Kihlung des Blutes wahrend des Durchflusses durch das
LIM - System flhren kann. Es stellt sich die Frage inwieweit der Unterschied in der
Temperatur in beiden Gruppen Einfluss auf die gewonnenen Ergebnisse hat. Es
konnte fur den festgestellten Unterschied keine statistische Signifikanz
nachgewiesen werden. Jedoch gibt es Hinweise darauf, dass eine elektive
Hypothermie bei Bypassoperationen den Adenosintriphosphat - Gehalt in den Zellen
aufrechterhalt und bei Traumaassoziierter Hypothermie ein sinkendes
Adenosintrphosphat in den Zellen gemessen werden kann und somit ein Einfluss auf
die Immunregulation besteht (100, Seekamp, et al., 1999). Es ist nun zu Uberlegen
welche Form der Hypothermie in diesem Setting zutrifft. Da die Tiere vor der
Operation normotherm waren und selbst wahrend der LIM - Phase im niedrig
normotherm bzw. leicht hypotherm waren ist in diesem Zusammenhang eher von
einer induzierten Hypothermie zu sprechen und nicht davon auszugehen, dass diese
einen wesentlichen Einfluss auf die Funktion des Immunsystems oder die

Blutgerinnung hat (57, Hildebrand F, 2004). Letztenendes ist jedoch nicht
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auszuschliellen, dass die unterschiedliche Temperatur in beiden Gruppen, die

gemessenen Effekte in den Verschiedenen Bereichen verursacht hat.

6.6. Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass das LIM eine Wirkung auf die posthamorrhagische
Inflammation und damit indirekt auch auf die posthamorrhagische Hamodynaik hat.
Es kam zu einer Reduktion der relativen Haufigkeit der neutrophilen Granulozyten
wahrend der Behandlungsphase (81, Ott, 2010). Histopathologisch konnte gezeigt
werden, dass in der Lunge weniger neutrophile Granulozyten zu finden waren. Auch
im Herzen, in der Leber, in der Niere und im Darm waren leicht weniger neutrophile
Granulozyten zu finden bei den Tieren, die mit LIM behandelt wurden als in der
SMC - Gruppe (81, Ott, 2010). Daruber hinaus waren die CK - Werte bei der
LIM -Gruppe niedriger als bei der SMC Gruppe, jedoch nur nach 72 Stunden
Beobachtungszeit. Aufgrund von sehr hohen Standardabweichungen nach
24 und 48 Stunden ist die Interpretation dieser Daten nur eingeschrankt moglich (71,
Loegters, 2010).Eine mdgliche mechanistische Erklarung flr die gesammelten
Ergebnisse kdnnte sein, dass die Behandlung mit dem LIM - System die Sterblichkeit
der zirkulierenden neutrophilen Granulozyten beeintrachtigt, was teilweise dazu
fuhren koénnte, dass die neutrophilen Granulozyten nicht mehr ins Gewebe
transmigrieren. Die wohlbekannte zerstdrerische Wirkung der neutrophilen
Granulozyten auf kérpereigenes Gewebe, wie beispielsweise auf die Integritat von
endothelialen und epithelialen Zellschichten, die Beeintrachtigung der
Mikrozirkulation sowie die Induktion von oxidativem Stress mit daraus folgender
Lipidperoxydation, wie bereits unter 3.4 beschrieben (99, Schuller, et al., 2005),
konnte durch das LIM begrenzt werden. Tatsachlich konnte in vorangegangenen

Studien gezeigt werden, dass mit dem LIM die chemotaktische Aktivitat der
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neutrophilen Granulozyten gesenkt werden konnte (95, Scholz and Cinatl, 2005).
Hierin zeigte sich, dass Schock/Resuscitation - induzierte
Haemooxygenase - 1 (HO - 1) Expression, wahrscheinlich als Folge des
posthamorrhagischen oxidativen Stress (33, Douzinas, et al., 2004; 87, Rensing, et
al., 2001), bei der LIM - Gruppe in der Lunge, Leber und Darm eindeutig limitiert (71,
Loegters, 2010) wurde, also in Organen, die bei traumatisierten Patienten haufig
kompromittiert werden (36, Engler, et al., 1983). Es ist bekannt, dass HO - 1 durch
oxidativen Stress induziert wird. Es ist bekannt, dass hierdurch vor durch
hamorrhagischen Schock induzierter Gewebezerstérung geschutzt wird (87,
Rensing, et al., 2001)

Die Erkenntnis, dass Genexpression und Proteinexpression von HO -1 in der
LIM - Gruppe niedriger sind, konnte eine Folge reduzierter Infiltration der
neutrophilen Granulozyten und von reduziertem, durch neutrophile Granulozyten
verursachtem oxidativem Stress sein (94, Schek, 2010).

Schock induzierte Lipidperoxydation wurde nur im Darm beobachtet. Es scheint
keine Korrelation zwischen der Starke der Lipidperoxydation und der Infiltration durch
neutrophile Granulozyten zu geben, da im Darm nur eine geringe Anzahl neutrophiler
Granulozyten nach dem Schock zu finden war. Im Kontrast dazu wurden in der
Lamina propria bei der SMC - Gruppe hohe Zahlen apoptotischer Zellen gefunden,
jedoch nicht in der LIM - Gruppe, was darauf hindeutet, dass die Inhibition peripher
zirkulierender neutrophiler Granulozyten wahrend der posthamorrhagischen
Entzindungsreaktion zu einer Protektion beitragen kdnnte. Gleichermal3en wurde die
schockinduzierte Apoptose im Lungengewebe durch das LIM reduziert (71, Loegters,
2010). Die hierfur verantwortlichen Mechanismen mussen noch geklart werden. Eine
mdgliche Erklarung hierflr kénnte sein, dass das LIM vor dem vorhin beschriebenen

No - Reflow - Phanomen schutzt, welches damit verbunden ist, dass neutrophile
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Granulozyten in die Kapillaren abgesondert werden. Dadurch wird eine
Gewebezerstorung in  der Abwesenheit von nachweisbaren neutrophilen
Granulozyten hervorgerufen (36, Engler, et al., 1983).

Es liegt nahe, dass die mittels LIM aktivierte Fas Signalkaskade der neutrophilen
Granulozyten wahrend der frihen posthamorrhagischen oder posttraumatischen
Phase, die inflammationsinduzierten Spatkomplikationen wie SIRS, Sepsis und
Multiorganversagen vermindern konnte. Der Zeitpunkt der Inhibition neutrophiler
Granulozyten muss sorgfaltig gewahlt werden, da durch die Inhibierung der Aktivitat
der neutrophilen Granulozyten die antibakteriellen und phagozytischen Effekte der
neutrophilen Granulozyten vermindert werden koénnten, welche essentiell bei der
Verhinderung einer Sepsis sind (72, Maier, et al., 2007; 92, Sauer, et al., 2009).

Auf der anderen Seite kdnnte das Verhindern der Zerstdérung von beispielsweise
Epithel in Lunge oder Intestinum eine spatere bakterielle Dissemination und Sepsis
verhindern.

Weitere Studien, die die potentiellen klinischen Behandlungsmoglichkeiten und die
Vorteile von neutrophilen Fas - gesteuerten Immuntherapien nach hamorrhagischem

Schock oder schwerem Trauma untersuchen, werden angestrebt.

Weiterhin ist eine verbesserte Hdmodynamik zwar ein wegweisender Parameter fur
das Uberleben nach schwerem Trauma, aber eine Studie mit dem Endpunkt des
posthamorrhagischen Uberlebens, kénnte eine aussagekraftigere Bestatigung des
Benefits durch das LIM-System im Bezug auf die posthamorrhagische

Uberlebenswahrscheinlichkeit hervorbringen.

Trotz dieser Einschrankungen in der Beurteilbarkeit der Ergebnisse, erreichten

einzelne Tiere bessere Werte, vor allem bei HZV und MAP, sodass dies als Hinweis
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auf die Wirksamkeit der extrakorporalen Immunmodulation mittels LIM zu werten ist.
Dies sollte jedoch in weiteren Studien Uberpruft werden, um die Wirksamkeit der
LIM - Therapie im Bezug auf Verbesserung der Hdmodynamik nachzuweisen.

Es bleibt trotz allem noch die Frage offen, in wieweit die tierexperimentell
gewonnenen Daten auf den menschlichen Organismus Ubertragbar sind. Die
gezeigte Wirksamkeit des LIM im kardiochirurgischen Bereich zeigt zum einen die
Unbedenklichkeit des Systems und zum anderen dessen Wirksamkeit. Es ist zwar
immer noch spekulativ hier einen Zusammenhang zu unterstellen, jedoch ist zu
diskutieren, ob eine erste Testung des Systems im humanmedizinischen Bereich bei

posthamorrhagischen Patienten zu rechtfertigen ist.

6.6.1. Ziele der Arbeit

Es konnte ein hamorrhagisches Schockmodell im Schwein erfolgreich etabliert
werden. Hiermit besteht die Moglichkeit, extrakorporale Immuntherapien wie das LIM

in ihrem Einfluss auf verschiedene posthamorrhagische Parameter zu untersuchen

Es konnte der Einfluss des LIM auf die posthamorrhagische Hamodynamik
untersucht und in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass die extrakorporale
Immuntherapie mit LIM eine Verbesserung bestimmter hAmodynamischer Parameter

72 h posthamorrhagisch bewirkt.

Es konnte weiterhin der Einfluss des LIM auf den posthamorrhagischen
Saure - Basen - Haushalt untersucht werden. Hierbei konnte eine wie in der Literatur
beschriebene posthamorrhagische Tendenz zur Azidose nachvollzogen werden,
wobei allerdings keine wesentliche Lactaterhdhung zu messen war und wahrend der

Nachbeobachtungszeit eher alkalische pH-Werte zu messen waren. Der
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posthamorrhagische  Saure - Basen - Haushalt  zeigte  keine  signifikanten

Unterschiede zwischen LIM - Gruppe und SMC - Gruppe.
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