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Zusammenfassung

Nach einem Schock kommt es zu einer starken Aktivierung des unspezifischen
Immunsystems. Die Inhibierung von neutrophilen Granulozyten stellt eine
Méglichkeit zur Reduktion der durch die Inflammation vermittelten potentiellen
Schaden fur die Organe dar. Mit Hilfe des Leukozyten-Inhibitionsmoduls (LIM),
einem extrakorporalen Gehause mit fest gebundenen agonistischen anti-Fas-
Antikérpern, kann bei neutrophilen Granulozyten selektiv der Zelltod induziert
werden. Hierzu wurde ein Schockmodell am Schwein etabliert. Innerhalb dieses
Projekts war es das Ziel der Arbeit von Frau Sadek zu untersuchen, inwieweit das
LIM einen Einfluss auf mogliche Gewebeschaden nach einem Blutungsschock
haben kann.

Die methodische Grundlage der experimentellen Arbeit stellte ein hdmorrhagisches
Schockmodell am Schwein dar, bei dem Uuber insgesamt 60 Minuten eine
Schockphase durch Entblutung aufrechterhalten wurde. Hiernach wurde das LIM
uber einen Zeitraum von 3 Stunden in einen extrakorporalen Kreislauf eingebaut.
Frau Sadek bestimmte die organspezifischen Serumparameter Creatinikinase (CK),
CK-MB, Troponin-T, Alanin—Amino—Transferase (ALT) und Aspartat-Amino—
Transferase (AST) sowie die hamodynamischen Parameter Pulmonal Capillary
Wedge Pressure (PCWP) und Mean Pulmonal Arterial Pressure (MPAP) wahrend
der Schock- und LIM-Phase sowie nach 48 und 72 Stunden. Zudem begutachtete
sie histologische Praparate der Organe Herz, Lunge, Leber, Niere und Darm in
Hinblick auf Gewebeschaden.

Als Folge des Schockgeschehens waren erhdhte Werte von CK, CK-MB, Troponin-
T, ALT und AST innerhalb von 24 Stunden nachweisbar, die im weiteren Verlauf
wieder nahezu auf das Niveau physiologischer Werte sanken. Lediglich die CK war
nach 72 Stunden in der LIM-Gruppe niedriger als in der Kontroligruppe. In den
histologischen Analysen war ein nachhaltiger Gewebeschaden in keinem der
untersuchten Organe nachweisbar.

Als Folge des hamorrhagischen Schocks war als Zeichen einer mdglichen
Organbeeintrachtigung  kurzzeitig eine  Erhdhung der Serum- und
Hamodynamikparameter vorhanden. Ein irreversibler Gewebeschaden in den
schockrelevanten Organen war unabhangig von der Gruppenzugehorigkeit nicht

vorhanden.
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Einleitung

1 Einleitung

Das Polytrauma mit hohem Blutverlust ist bis heute ein im klinischen Alltag schwer
zu behandelndes Krankheitsbild. Sowohl die unmittelbaren Folgen eines
hamorrhagischen Schocks, wie die inadaquate Blutversorgung lebenswichtiger
Organe, als auch die Spatfolgen wie das Systemische Inflammatorische Response
Syndrom (SIRS), das Multiorganversagen (MOV) und das
Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS) bedingen die immer noch hohe
Sterblichkeitsrate trotz Fortschritte in der Behandlung (Angus DC et al. 2001; Graf J
et al. 2010). In vorhergehenden Studienmodellen konnte gezeigt werden, dass bei
einem traumatischen Ereignis mit starkem Blutverlust und relevanten
hamodynamischen Veranderungen uberaktivierte neutrophile Granulozyten eine
wichtige Bedeutung fur die Entwicklung der Spatfolgen besitzen (Baue AE et al.
1998).

Insbesondere die Aktivierung der polymorphnukledren neutrophilen Granulozyten
(PMN) und die Akkumulation dieser im Gewebe werden mitverantwortlich gemacht
far MODS, SIRS, Sepsis und MOV (Schuller AM et al. 2005; Qureshi SS et al. 2001;
Werdan K et al. 2005). Dies ist unter anderem erkennbar an Gewebeédemen und
Gewebedestruktion (Bone RC et al. 1996). Trotz der wichtigen naturlichen Rolle der
neutrophilen Granulozyten, den Organismus vor eindringenden pathogenen Keimen
zu schitzen, kann eine UberschieRende Reaktion zu immunvermittelten
Funktionsstorungen fihren. Diese kdénnen zur Entwicklung von SIRS, MOV bzw.
MODS beitragen (Fan J et al. 2007; Bone RC et al. 1996; Brown KA et al. 2006).

Ein wichtiger antipathogener Mechanismus neutrophiler Granulozyten ist die
Produktion von Sauerstoffradikalen in Verbindung mit der Sekretion von Proteasen,
der jedoch bei Uberaktivierung endogen-schadigendes Potential besitzt (Scholz M
etal. 2005, Ruater A 2004). Sauerstoffradikale und reaktive Sauerstoff-
Zwischenstufen kénnen die Funktion der Elastase triggern, indem sie den
Elastaseinhibitor Alpha-1-anti-Proteinase beintrachtigen (Zimmermann BJ etal.
1994; Grace PA et al. 1994). Dieses Zusammenspiel tragt dazu bei, die endotheliale
Barrierefunktion zu unterbrechen, welches wiederum zu erhdéhter endothelialer
Permeabilitat, weiterem Blutdruckabfall sowie erhdhter Infiltration von Leukozyten in
das Gewebe fuhrt. Die Unterdrickung uUberaktivierter Granulozyten stellt eine

therapeutische Option zur Pravention bzw. Therapie der Schockfolgereaktionen dar.
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Bisherige Therapieformen, z.B. die isolierte mechanische Filterung von neutrophilen
Granulozyten, fuhrte nicht zu gewlnschten Ergebnissen (Simon A et al. 2006).

Das von Scholz et al. getestete Leukozyten-Inhibitions-Modul (LIM) konnte wahrend
kardiopulmonalen Eingriffen die Uberaktivierung der neutrophilen Granulozyten
mindern (Scholz M et al. 2005). Das LIM ist ein extrakorporales System in welchem
ein Polyurethanschaum mit agonistischen anti-Fas IgM-Antikérpern eingebettet ist.
FAS-L gehdrt zur TNF Alpha Familie und sein Rezeptor ist das auf aktivierten
Leukozyten exprimierte Fas (CD 95, Apo-1) (Walzcak H etal. 2000; Nagata S
2004). Der Fas-Rezeptor ist ein bekannter Oberflachenrezeptor und wichtiger
Induktor der Apoptose (Sharma K et al. 2000). Die Leukozyten verlieren Uber die
Interaktion mit anti-Fas IgM-Antikérper innerhalb von kiarzester Zeit ihre
inflammatorischen Eigenschaften (Sharma K et al. 2000). Basierend auf diesem
Gedankengang und bisherigen Ergebnissen ist das LIM durch die Stimulation des
Fas (CD 95, Apo-1) Rezeptors potentiell ein effektives Instrumentarium, um
Neutrophilen vermittelte Gewebedestruktionen und inflammatorischen

Ganzkdérperreaktionen vorzubeugen (Abdel-Rahman U et al. 2007).

1.1 Der Schock

1.1.1 Definition

Der Schock ist ein Syndrom unterschiedlicher Atiologie dessen Kennzeichen eine
ungenugende Durchblutung lebenswichtiger Organe mit daraus resultierendem
Missverhéltnis von Sauerstoffangebot zu Sauerstoffbedarf ist (Hardaway RM et al.
1967; Frank H et al. 1945; Baillie HM et al. 2008). Gemeinsames Kennzeichen aller
Schockformen ist die allein auftretende oder zusammenwirkende Stérung einer der
drei Regelgrélen der Zirkulation: Myokardfunktion, Blutvolumen und
Gefalitonusregulation (Bauer M et al. 2006). Unabhangig von der Ursache kommt
es bei jedem Schock zu Stérungen der Makro- und Mikrozirkulation (Bauer M et al.
2006). Stoérungen der Mikrozirkulation fuhren zu Gewebehypoxie und
beeintrachtigtem Zellstoffwechsel mit Anhaufung toxischer Metabolite (Bergentz SE
et al. 1969). Unbehandelt fuihrt der Schock zu irreversiblen Organschaden durch
ungenugende bis fehlende Mikrozirkulation und schliellich zum Herz-

Kreislaufversagen (Dick W et al. 2001). Am Anfang des Schockgeschehens stehen



Einleitung

reversible funktionelle Organverdnderungen, welche im irreversiblen Schock zum

Multiorganversagen mit hoher Letalitat fUhren (Anaya-Prado R et al. 2002).

1.1.2 Einteilung des Schocks

Das Schockgeschehen kann je nach Ursache in verschiedene Formen eingeteilt
werden. Hier folgend ein Uberblick der klinischen Einteilung des Schocksyndroms

(Tabelle 1) mit zugehdorigen auslésenden Mechanismen (Larsen R et al. 2009).

Tabelle 1: Die Klinische Einteilung des Schocksyndroms (Larsten R. et al. 2009)

Hypovoldmischer Schock:

- Blutverlust

- Plasmaverlust

- Wasserverlust

Kardiogener Schock:

- Myokardinfarkt

- Herzrhythmusstérung

- Herztamponade

- Lungenembolie

Septischer. toxischer Schock:

- Verdnderung des peripheren Gefdsswiderstandes

- Verdnderung der vendsen Gefasskapazitat

- periphere arteriovenése Shunts

Anaphylaktischer Schock:

- Fremdeiweisse, Polysaccharide

- Medikamente, Kontrastmittel

Neurogener Schock:

- Spinal-, Periduralanasthesie

- neurogene Reflexe

- Hirnstamm-, Riickenmarkstrauma

Endokrin-. metabolischer-. toxischer Schock:

- akute Nebenniereninsuffizienz

- thyreotoxische Krise

- Coma diabeticum

- Leber- und Nierenversagen

- Arzneimittelintoxikation
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1.1.3 Pathophysiologie des Schocks

Eine verminderte Organdurchblutung im hypovoldmischen Schock fuhrt zu
hypoxischen Zellschdden (Silbernagel S et al. 2013). Als Folge dessen kénnen sich
im weiteren Verlauf ein SIRS, Sepsis sowie ein MODS einstellen. All diese Folgen
sind wesentlich bedingt durch Aktivierung von Anteilen des unspezifischen und
spezifischen Immunsystems (Fung YL etal. 2008). Insbesondere eine starke
Reaktion des unspezifischen Immunsystems mit einer Aktivierung von z.B.
neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Monozyten sowie die Ausschittung
von Entzindungsmediatoren kénnen zu einem SIRS, MODS oder MOV beitragen
(Fung YL etal. 2008). Zytokine zadhlen hierbei zu den wichtigsten
Entzindungsmediatoren (Werdan K etal. 2005). Zytokine sind extra- und
intrazellulare Messenger-Polypeptide, denen bei der Regulation der Immunreaktion
bei Infektionen, Traumen, Neoplasien sowie Autoimmunerkrankungen eine wichtige
Rolle zugeschrieben wird. Man kann sie in anti- und proinflammatorische
Untergruppen einteilen. Antiinflammatorische Zytokine hemmen die Produktion
proinflammatorischer Zytokine, beziehungsweise verhindern deren Bindung an
Zelloberflachen (Aird WC et al. 2003). Zu den antiinflammatorischen Zytokinen zahlt
man im Allgemeinen Interleukin-10 (IL-10), Transforming growth factor (TGF)-Beta,
sowie IL-1-Rezeptorantagonisten (Tamion F et al. 2001). Makrophagen, Monozyten,
Lymphozyten, neutrophile Granulozyten und das Gefallendothel bilden unter
anderem proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-8, IL-6 und Tumorekrosefaktor
(TNF)alpha, Sauerstoffradikale und Lipidmediatoren wie Prostaglandine,
Thromboxan und plattchenaktivierender Faktor (PAF) (Tamion F etal. 2001).
Neutrophile Granulozyten werden im Rahmen einer inflammatorischen
Gewebereaktion rekrutiert (Freitas M et al. 2009). Durch im Schock ausgeschittete
Zytokine und Chemokine werden die neutrophilen Granulozyten aktiviert, gefolgt
von einer Adhasion an die GefalRwand schockabhangiger Organe und folglicher
Transmigration in das hypoxische Gewebe (Freitas M et al. 2009). Reaktive
Sauerstoffmetabolite werden in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
produziert (oxydative burst) (Freitas M et al. 2009). Diese Sauerstoffmetabolite
fuhren zu erhéhter Membranpermeabilitdt der Endothelzellen und erhdhter
Gefasspermeabilitdt. Zur Folge hat dies ein capillary leak-Syndrom mit

Oxygenierungsstérung (Melley DD et al. 2005). IL-1 und TNFalpha fuhren zusatzlich
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zu einer Vasodilatation, einer gesteigerten Gefasspermeabilitdt sowie zur
Produktion von IL-6 und IL-8 (Baue AE etal. 1998). Diese pathogene Kaskade
verschlimmert das Bild des Schocks und stellt daher mdglicherweise einen

wichtigen Ansatzpunkt der Therapie dar (Baue AE et al. 1998).
1.1.4 Der hypovolamisch-hamorrhagische Schock

1.1.4.1 Definition

Der hypovoladmische Schock, auch Volumenmangelschock, ist ein Zustand
inadaquater Perfusion vitaler Organe mit konsekutiv ungenigender Versorgung mit

Sauerstoff durch einen Verlust des Intravasalvolumens (Adams HA et al. 2001).

1.1.4.2 Pathogenese

Dem Volumenmangel-Schock liegt ein starker Flussigkeitsverlust zugrunde wodurch
das zirkulierende intravasale Volumen abnimmt. Diese Abnahme hat zur Folge,
dass die kardiale Vorlast abnimmt und das Herz aufgrund des unzureichenden
enddiastolischen Volumenangebotes nicht in der Lage ist, eine adaquate
Versorgung der Peripherie aufrecht zu halten. Die inadaquate Perfusion zieht
konsekutiv eine Hypoxie der Organe nach sich (Van Aken H et al. 2001).

Beispiele hierfur sind Dehydratation durch forcierte Diurese, Diarrhoe, Erbrechen,
Verbrennung sowie Hamorrhagie. Liegt dem Volumenmangel ein gréRerer
Blutverlust zugrunde, so spricht man von einem hamorrhagischen Schock. Hier
gehen, im Unterschied zu den anderen hypovolamischen Ursachen, zuséatzlich
zellulare Blutbestandteile und somit auch Sauerstofftrager verloren (Werdan K et al.
2005).

Ursachlich flr einen hamorrhagischen Schock kénnen z.B. sein: Trauma, Frakturen,
hier insbesondere Beckenringfrakturen, stumpfe Bauchtraumata mit Verletzung
parenchymatdser Organe, Verletzung gréRerer Gefalde, postpartale nicht stillbare

Blutungen und gastrointestinale Blutungen (Bdcker W et al. 2008).

1.1.4.3 Atiologie und Pathophysiologie

Das zirkulierende Blutvolumen eines Menschen macht ca. 7 % des gesamten
Kérpergewichtes aus (Kasuya H et al. 2003). Kommt es, wie im hamorrhagischen

Schock, zu einer Verminderung des Blutvolumens und somit zum Abfall des
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Blutdruckes, versucht der Koérper durch Kompensationsmechanismen
entgegenzusteuern (Ruater A et al. 2004).

Den Schock und seine Stadien kann man in ein reversibles sowie in ein irreversibles
Schockstadium einteilen (Morini S et al. 2000).

1.1.4.4 Reversibles Schockstadium

Durch den Volumenmangel und den folglich verminderten Rickstrom des Blutes
zum Herzen werden Barorezeptoren im Glomus caroticum an den Carotiden sowie
Mechanorezeptoren im rechten Ventrikel stimuliert (Béker W et al. 2008). Hierdurch
kommt eine sympathiko-adrenale Reaktion in Gang. Noradrenalin wird aus
sympathischen Ganglienzellen des Glomus caroticum und der Nebenniere,
Adrenalin aus der Nebenniere sezerniert. In Kombination mit weiteren
Stresshormonen wie dem Adrenocorticotropen Hormon (ACTH) und dem
Antidiuretischen Hormon (ADH) versucht der Kérper dem Volumenverlust entgegen
zu steuern (Béker W et al. 2008).

Zu den ersten Kompensationsmechanismen gehdért eine Uber Alpha-Rezeptoren
vermittelte Vasokonstriktion der afferenten Arteriolen und Venolen, die vornehmlich
in Gebieten der Haut, dem Splanchnikusgebiet und der Nieren stattfindet (Boker W
et al. 2008). Dadurch verlagert sich der Blutkreislauf aus den oben genannten
Organen in den Kreislauf von Gehirn und Herz und sichert somit das Uberleben
dieser wichtigen Systeme. Diesen Prozess nennt man Zentralisation (Bker W et al.
2008).

Da die Niere im Rahmen dessen minderdurchblutet ist, wird das Renin-Angiotesin-
Aldosteron-System angeregt (Gutierrez G et al. 2004). Dies fuhrt einerseits dazu,
dass uber Angiotensin Il die adrenerg vermittelte Vasokonstriktion verstarkt wird und
andererseits Uber Sekretion von Aldosteron eine vermehrte tubulare Rickresorption
von Natrium und Wasser stattfindet (Gutierrez G et al. 2004). Um das intravasale
Volumen weiter zu erhéhen stromt zusatzlich interstitielle Flussigkeit in das
GefalRsystem ein. Durch eine Aktivierung des sympathischen Nervensystems
werden ferner Herzfrequenz und Kontraktilitdt gesteigert (Gutierrez G et al. 2004).
Diese Kompensationskaskade kann einen Blutverlust von ca. 15-20% des

Gesamtvolumens flr eine gewisse Zeit ausgleichen (Hamp et al. 2009).
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1.1.4.5 Irreversibles Schockstadium

Diese genannten Kompensationsmechanismen, welche anfangs durchaus sinnvoll
sind, kénnen jedoch bei langerem Bestehen durch Zentralisation und Zytokin-
Ausschittung zu sekundaren Schaden an den Organen fuhren. Am Anfang des
irreversiblen Schockgeschehens stehen zirkulierende, proinflammatorische Zytokine
die eine erhdhte Gefallpermeabilitat und somit einen weiteren Verlust des
intravasalen Volumens ins Interstitium (Interstitielles Odem) bewirken (Béker W
et al. 2008).

Die anfangs konstringierten Wiederstandsgefal’e reagieren im weiteren Verlauf
nicht mehr auf eine erhéhte Katecholaminausschittung. Die Arteriolen weiten sich,
auch bedingt durch die Anhaufung saurer Metabolite im Schockgeschehen. Die
Volumenverluste aus dem Gefallbett fuhren letztendlich zur Hamokonzentration die
eine Aggregation von Erythrozyten und Thrombozyten nach sich zieht (Riede UN
et al. 2009). Besonders kleine Gefalkabzweigungen werden dadurch verlegt. Das
Nachstromgebiet wird nicht mehr versorgt, was eine Gewebeminderversorgung mit
Hypoxie, Ischamie und letztlich Nekrose des jeweiligen Gebietes nach sich zieht
(Riede UN et al. 2009).

Weitere metabolische Stérungen die sich aus der Gewebehypoxie ergeben sind
Azidose, ungenligende Adenosintriphosphat (ATP)-Produktion und ein Versagen
ATP-abhangiger, membrangebundener Transportsysteme (Bergentz SE et al. 1969;
Mutschler W et al. 2004; Bocker W etal. 1997). Die Gewebehypoxie bewirkt
zunachst eine Umstellung auf anaerobe Glykolyse. Das Glykolyse Produkt Pyruvat
wird dabei durch die Laktat-Dehydrogenase zu Laktat umgewandelt und steht somit
nicht dem Oj-abhangigen Zitronensaurezyklus zur Verfugung. Auf diese Weise
kénnen jedoch nur zwei mol ATP pro mol Glukose gewonnen werden und nicht wie
bei der Os-abhangigen Phosphorylierung 36 mol ATP pro mol Glukose (Bergentz
SE et al. 1969; Mutschler W et al. 2004, Bécker W et al. 1997). Die somit wegen
ungenugender ATP-Produktion ausgefallenen Transportsysteme flhren zum
Einstrom von Natrium und Wasser und somit zu einer Schwellung der betroffenen
Zellen (hydropische Schwellung)(Bergentz SE et al. 1969; Mutschler W et al. 2004;
Bocker W et al. 1997). Durch die Endothelschddigung wird eine

Entzindungsreaktion mit daraus resultierender Emigration von Leukozyten
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induziert, welches wiederum die Gewebeschaden noch weiter verstarkt (Bergentz
SE et al. 1969; Mutschler W et al. 2004; Bécker W et al. 1997).

1.1.4.6 Klinische Stadieneinteilung

Da der Schock einer klinischen Diagnosestellung bedarf hat sich im Praxisalltag der
Schockindex nach Allgéwer zur Abschatzung des Schweregrades durchgesetzt
(Ziegenful? et al. 2007). Dieser ist definiert als Quotient aus Herzfrequenz und
systolischem Blutdruck: Schockindex = Herzfrequenz pro Minute/ Systolischen
Blutdruck (RR systolisch) (in mmHg). Ergibt dieser Quotient einen Wert Uber eins so
ist dies ein Hinweis auf einen relevanten Volumenmangel. In Tabelle 2 wird die
Einteilung des Schockes in 4-gradiger Abstufung modifiziert nach dem American

College of Surgeons aufgefuhrt.

Tabelle 2: Einteilung des Schock (American College of Surgeons Committee on Trauma 2004)

Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4
Herzfrequenz <100 >100 >120 > 140
Schlidge/min
Blutdruck Normal Normal Niedrig Sehr niedrig
Puls Kriftig Schwach Schwach Fadenformig
Atemfrequenz/min 14 — 20 20-30 30-40 >335
Kapillare Normal Verlangert Verlangert Verlangert
Reperfusion
Bewusstsein Normal Angstlich Angstlich, Verwirrt,

verwirrt lethargisch

Blutverlust <750 750 — 1500 1500 — 2000 > 2000
ml
Urmausscheidung > 30 20-30 5-15 Anurie

ml/Std
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Da der Schockindex keinerlei Rickschlusse uber das Ausmal® des Blutverlustes
und die Schwere des Schockes erlaubt, sondern lediglich eine grobe Abschatzung
dessen zuldsst, bedient man sich im klinischen Alltag der Einteilung nach dem

American College of Surgeons (Ziegenfuld et al. 2007).

1.1.4.7 Klinische Diagnostik und Uberwachung

Da der hamorrhagische Schock primar mit Volumenverlust einhergeht ist es wichtig,
die hamodynamischen Parameter engmaschig zu kontrollieren. Bestandteile des
Monitorings sollten sein:

= Herzfrequenz

= Systolischer und diastolischer Blutdruck

=  Atemfrequenz

= Urinausscheidung

= Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

= Zentraler Venendruck

= Parameter des Saure-Basen Haushaltes: pH-Wert, Sauerstoffpartialdruck

(P02)

Der mittlere arterielle Druck (MAP) hangt direkt vom Herzzeitvolumen (HZV) und
dem systemischen peripheren GefalRwiderstand (SVR) ab. Der MAP errechnet sich
folgendermalRen: MAP = HZV x SVR.
Hieran ist zu erkennen, dass ein vermindertes Herzzeitvolumen anfanglich noch
durch die Erhéhung des peripheren Widerstandes kompensiert werden kann, ohne
dass der MAP fallt (Berchtold R etal. 2008). Der zentrale Venendruck ist ein
unzureichender Parameter zur Beurteilung der Schockschwere da er von
unterschiedlichen Faktoren abhangt (Marik PE et al. 2008). Zusatzliches invasives
Monitoring kann mithilfe des Pulmonal-Arteriellen-Katheters (PAK, Swan-Ganz-
Katheter) erreicht werden. Dieser Pulmonaliskatheter wird bis in die Aufzweigung
der Arteria pulmonalis eingebracht und misst dort die Herzleistung, den
Sauerstofftransport, den Pulmonalkapillaren Verschlussdruck (PCWP) und den
vaskularen Widerstand. Eine nahere Beschreibung dieses Katheters folgt im Kapitel

Material und Methoden.
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1.1.4.8 Aktuelle Therapieansatze des hypovolamisch hamorrhagischen

Schocks

Nach heutigen Erkenntnissen stitzt sich die Therapie des hypovoldmischen-

hamorrhagischen-Schocks auf mehrere Saulen (Marzi | et al. 1996):

a) Volumenersatz
b) Vermeidung einer Hypoxamie
c) Azidosetherapie

d) Evil. medikamentdse Unterstutzung mit Vasopressoren

Unabhangig von der Ursache des Geschehens sollten mindestens zwei gro3lumige
intravenése Verweilkanltlen gelegt werden um eine schnelle und effektive
Volumensubstitutionstherapie und medikamentése Therapie schon am Unfallort
einleiten zu kénnen (Secchi A etal. 2009). Durch die Volumenzufuhr sollte ein
systolischer Blutdruck von > 100 mmHg, ein arterieller Mitteldruck von > 80 mmHg
und/ oder ein zentral venéser Druck (ZVD) von > 8 mmHg erzielt werden (Secchi A
et al. 2009). Um den pulmonalen Gasaustausch zu unterstltzen sollte der Patient
Sauerstoff Uber eine Nasensonde zugefuhrt bekommen beziehungsweise ab einem
Glasgow-Coma-Scale (GCS) von wunter 9 Punkten intubiert werden. Die
metabolische Azidose, die sich im Schock durch die Gewebehypoxie und die
anaerobe Glykolyse einstellt, kann durch die Volumenersatztherapie behoben, des
Weiteren durch Gabe von Natriumbikarbonat therapiert werden (Berchtold R et al.
2008). Vasopressoren sind nur bei drohendem Herzstillstand oder bei nicht

behebbarer Hypotension einzusetzen (Berchtold R et al. 2008).

1.1.4.9 Ischamie und Reperfusionsschaden

Da im Schock durch den anhaltenden Sauerstoffmangel nicht genigend Energie
durch die aerobe Glykolyse bereitgestellt werden kann, gewinnt der Organismus
durch den Abbau von Adenosintriphosphat (ATP) Uber die Zwischenstufe des
Adenosindiphosphates (ADP) zu Adenosinmonophosphates (AMP) Energie
(Suematsu M et al.1995; Mutschler W et al. 2004). AMP wird im n&chsten Schritt
durch die Adenylatdesaminase zu Inosinmonophosphat (IMP) und Uber Inosin zu

Hypoxanthin abgebaut. Durch Reperfusion des ischamischen Gebietes wird in
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Anwesenheit von Sauerstoff Hypoxanthin zu Xanthin umgewandelt. Aus Xanthin
entsteht das Endprodukt Harnsdure. Bei diesem Vorgang dient Sauerstoff als
Elektronenakzeptor, wobei Superoxidanionen entstehen (Suematsu M et al.1995;
Mutschler W etal. 2004). Diese Sauerstoffradikale fluhren direkt zur
Lipidperoxidation mit folglicher Membranschadigung, endothelialer
Permeabilitatsstérung (Capillary leakage), sowie zu DNA-Schaden mit Apoptose
von Endothel- und Parenchymzellen (Suematsu M et al.1995; Mutschler W et al.
2004).

Hypoxie '——* ATP-Verlust —-[ Na*/K*-Transport 4 ]—'- Flussigkeitsverschiebung
2z
§c
£ 9 v i
2 Azidose |————= Membranstabilitit 4 Membrandefekte Zellodem fi
2 _ | | ndefeite |
£5
m
3.4
Genexpression Reparaturprozesse ——— Regeneration ¥
— Mikrozirkulation ¢
Schadigungsprozesse |
[Repertumon_}—— }
Vasokonstriktion -
= » 1
Nol | | Thrombozytenaggragation ze sch‘adlgung |
”P:;:‘“‘ " PGz
oxidation
TxA2 E * Chemotaxis von Neutrophilen —
c ¥ LTE4 ! 7'y
2 Endothel- PAF
n — = Y
schadigung
é : . Aktivierung von Neutrophilen
g_ + IL-1, IL-6, IL-8, TNF-& ————— Expression von CD11/CD18
I :
14 Bildung freier f — 1
Sauerstoffradikale —— Complementaktivierung C2a, C5a
' A
- Expression von Adhasionsmolekilen <
Xanthin- ICAM-1, ICAM-2, E-Selectin, VCAM-1
oxidase
Proteasen A—|
[ Adhasion und Migration von Neutrophilen '1—
Abb. 1: Ischamie-Reperfusionsschaden bei Diinndarmtransplantation (Braun F et al. 2005)

Normalerweise fuhrt Stickstoffmonoxid am GefalRsystem zu einer Vasodilatation
(Groot H et al. 1994; Galli F et al. 2005). Reagiert es mit Sauerstoffradikalen wie in
der Reperfusionsphase nach Ischamie, so kommt es zum kontraren Effekt mit
Vasokonstriktion (Groot H et al. 1994; Galli F et al. 2005). Gleichzeitig bewirken die
freien Radikale die Expression von L- und P-Selektin sowie endothelialen
Adhasionsrezeptoren (Groot H etal. 1994; Galli F etal. 2005). Adh&sion und
Transmigration aktivierter Granulozyten in das Gewebe wird dadurch geférdert und

die Schadigung von Membran und Gewebe vorangetrieben (Rose S etal. 1994;
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Kaminski KA etal. 2002). Des Weiteren fihrt die Oxidantienbildung zur
Komplement- und Leukozytenaktivierung, was eine inflammatorische Antwort auf
die Reperfusion nach Ischdmie erklart (Granger DN 1988). Abbildung 1 zeigt
schematisch den Ischamie- und Reperfusionsschaden, hier exemplarisch aufgefuhrt

am Beispiel der Dinndarmtransplantation.

1.2 Sepsis, SIRS, MODS

1.21 Definition

In den letzten Jahren gab es diverse Beschreibungen fur SIRS, Sepsis und MODS.
Um die systemische Reaktion des Organismus nach einem Trauma zu beschreiben
und ihre Folgen einordnen zu kénnen, wurde von der Arbeitsgruppe des American
College of Chest Physicians (ACCP) beziehungsweise der Society of Critical Care
Medicine (SCC) eine einheitliche Definition und Einteilung vorgeschlagen (American

College of Surgeons Committee on Trauma, 2004).

1.2.1.1 Sepsis, SIRS

Zur klinischen Diagnostik einer Sepsis oder eines SIRS werden die
Diagnosekrieterien der American College of Chest Physician und der Society of
Critical Care Medicine (ACCP/SCCM) Konsensus-Konferenz hinzugezogen
(American College of Surgeons Committee on Trauma, 2004). Hierzu gehéren:

- Koérpertemperatur > 38°C oder < 36°C

- Herzfrequenz > 90 Schlage/Minute

- Atemfrequenz > 20 / Minute oder peripher arterielle Sauerstoffsattigung <

32 mmHg

- Leukozytenzahl > 12.000 Zellen/uL oder < 4000 Zellen/uL
Zur Diagnosestellung eines SIRS missen zwei der vier Kriterien erfullt sein.
Eine Sepsis liegt vor, wenn 2 SIRS Kriterien in Kombination mit dem klinischen oder
dem mikrobiologischen Nachweis einer Infektion zusammenkommen. Die schwere
Sepsis ist definiert als Sepsis, verbunden mit Organdysfunktion, Hypoperfusion,
und/oder Hypotonie. Sepsis induzierte Hypotension liegt vor, wenn der systolische
Blutdruck unter 90mmHg oder um 40mmHg unterhalb des Ausgangswerts liegt. Der
septische Schock ist charakterisiert durch Sepsis bedingte Hypotension, welche

trotz adaquater Flussigkeitssubstitution persistiert und einhergeht mit den oben
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genannten hypoperfusions bedingten Abnormalitdten oder Organdysfunktionen.
Folgen der Hypoperfusion sind unter anderem Laktatazidose, Oligurie, verénderter
Bewusstseinszustand (Reinhart K et al. 2010; Engelmann L et al. 2006).

Ausléser fur eine SIRS sind vielfaltig. Gangige Ursachen fur eine SIRS sind
Pankreatitis, Ischamie, Trauma, und hamorrhagischer Schock (Deitch EA 1992).
Eine haufige Komplikation des SIRS ist die Entwicklung einer Dysfunktion mehrerer
Organsysteme, wie akutes Lungenversagen, Schock, akutes Nierenversagen, sowie
das Multiorgan-Dysfunktionssyndrom (MODS).

Entsprechend der ACCP/SCCM Konsensus-Konferenz sind Sepsis, schwere
Sepsis, septischer Schock und SIRS nach den in Tabelle 3 aufgefihrten

Diagnosekriterien definiert (American College of Surgeons Committee, 2004):

Tabelle 3: Diagnosekriterien fiir Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock
(ACCP/SCCM Konsensus-Konferenz Kriterien)

| Nachweis der Infektion

Diagnose einer Infektion tGber den mikrobiologischen Nachweis oder durch klinische
Kriterien

Il Systemisches Inflammations Response Syndrom (SIRS) (mind, 2 Kriterien)

Fieber (=z38°C) oder Hypothermie (=36°C) bestatigt durch eine rektale, intravasale oder -vesikale
Messung

Tachykardie: Herzfrequenz =90 /min

Tachypnoe (Frequenz =20/min) o. Hyperventilation (PaCO2 =4.3 kPa/ =33mmHg)

Leukozytose (=12000/mm3) oder Leukopenie (=4000/mm3) oder =10 % unreife
Neutrophile im Differentialblutbild

Il Akute Organdysfunktion (mind_1 Kriterium)

Akute Enzephalopathie: eingeschrankte Vigilanz, Desorientiertheit, Unruhe, Delirium

Relative oder absolute Thrombozytopenie: Abfall der Thrombozyten um mehr als
30 % innerhalb von 24 Stunden oder Thrombozytenzahl <100.000/mm3. Eine
Thrombozytopenie durch akute Blutung oder immunologische Ursachen muss
ausgeschlossen sein.

Arterielle Hypoxdamie: PaO2 =10 kPa (=75 mmHg) unter Raumluft oder ein PaO2/FiO2-Verhaltnis
von =33 kPa (=250 mmHg) unter Sauerstoffapplikation. Eine manifeste Herz- oder
Lungenerkrankung muss als Ursache der Hypox@amie ausgeschlossen sein.

Renale Dysfunktion: Eine Diurese von =0.5 ml/kg/h fur wenigstens 2 Stunden trotz ausreichender
Volumensubstitution und/oder ein Anstieg des Serumkreatinins > 2-fache oberhalb des lokal Giblichen
Referenzbereiches.

Metabolische Azidose: Base Excess = -5 mmol/l oder eine Laktatkonzentration > 1,5 fache
oberhalb des lokal Gblichen Referenzbereiches

Sepsis: Kriterien | und I,

Schwere Sepsis: Kriterien |, Il und [lI

Septischer Schock: Kriterien | und Il sowie fur wenigstens 1 Stunde ein systolischer arterieller
Blutdruck =90 mmHg bzw. ein mittlerer arterieller Blutdruck =65 mmHg oder notwendiger
Vasopressoreinsatz, um den systolischen arteriellen Blutdruck =90 mmHg oder den arteriellen
Mitteldruck =65mmHg zu halten. Die Hypotonie besteht trotz addquater Volumengabe und ist nicht
durch andere Ursachen zu erklaren.
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1.2.1.2 MODS

Das MODS beschreibt einen Zustand, in dem ein Organ nicht mehr dazu in der
Lage ist, seine Funktion suffizient aufrechtzuerhalten (Werdan K et al. 2005). Das
MODS kann sowohl primar als auch sekundar in Erscheinung treten. Das priméare
MODS ist das direkte Ergebnis eines Ereignisses nach welchem die
Organdysfunktion schon frih in Erscheinung tritt und direkt mit dem Ereignis in
Zusammenhang gebracht werden kann (Werdan K et al. 2005).

Beim primaren MODS ist die Beteiligung einer abnormalen und exzessiven
inflammatorischen Reaktion nicht zwingend notwendig, da die Organdysfunktion
direkt durch das Trauma erklart werden kann. Das sekundare MODS entwickelt sich
nicht als direkte Antwort auf ein Ereignis, sondern ist die Folge einer
inflammatorischen Reaktion z.B. auf ein Trauma im Zuge einer SIRS (Bone R C
etal. 1992). In Abbildung 2 ist schematisch erldutert wie sich das primare MODS

und das sekunddre MODS voneinander unterscheiden beziehungsweise sich

/ T
Primary MODS | sy [STR] == |Secondary MODS
\‘@JM

Recovery Death

bedingen.

Abb. 2: Das primdre und sekunddre MODS (Bone R et al. 1992)

1.2.2 Epidemiologie

Die Sepsis ist trotz intensivmedizinischer Betreuung und fortgeschrittener
Behandlungsmethoden immer noch eine der Haupttodesursachen auf
Intensivstationen (Engel C etal. 2006). Bislang erhobene Daten fur die USA

ergaben, dass jahrlich 215.000 Patienten an einer Sepsis und ihren Folgen

14



Einleitung

versterben und diese somit mit einer Mortalitatsrate von 28,6 % einhergeht (Angus
DC et al. 2001).

Nach einer Beobachtungsstudie des Kompetenznetzes Sepsis (SepNet) wird die
jahrliche Neuerkrankungsrate fur Sepsis in Deutschland zwischen 85 und 110 Falle
und fur die schwere Sepsis zwischen 76 und 110 Falle pro 100.000 Einwohner pro
Jahr geschatzt (Brunkhorst F et al. 2011). Die Sepsis-Sterberate belauft sich nach
Berechnungen der Deutschen Sepsis Gesellschaft auf 60.000 pro Jahr. Somit
gehdrt laut Statistik die Sepsis zur dritthdufigsten Todesursache in Deutschland.
Weitere Probleme, abgesehen von der erhéhten Sterblichkeitsrate, verursachen
erhohte Kosten durch verlangerte Liegedauer auf Intensivstationen. Die
entstandenen Kosten durch Sepsis auf deutschen Intensivstationen werden auf 1,77
Milliarden Euro pro Jahr geschatzt (Engel C et al. 2006; Brunkhorst F et al. 2011).

1.23 Diagnose

Die Krankheitsformen Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock stehen in
einem engen Zusammenhang und kénnen nicht mittels nur einem Parameter
diagnostiziert bzw. von einander unterscheiden werden (Reinhart K et al. 2010).
Eine nachgewiesene Infektionsquelle, wesentliches Kriterium fiur die Diagnose
Sepsis, findet sich in Abhangigkeit von der antibiotischen Vorbehandlung bei ca.
30 % der Patienten (Martin GS et al. 2003).

Relevante Serummarker fur die Diagnose einer Sepsis im klinischen Alltag sind
nach heutigem Anwendungsstand das C-reaktive Protein (CRP), IL-6 und
Procalcitonin (Brunkhorst F etal. 2011). Procaltionin wird von den C-Zellen der
Schilddriise gebildet und nach endopeptidatischer Spaltung als Calcitonin in die
Blutbahn sezerniert (Simon L etal. 2004). Der Serumwert liegt unter
Normalbedingungen unter 0,1 ng/ml. Procalcitonin-Serumwerte unter 0,5 ng/ml
lassen darauf schliel3en, dass eine schwere Sepsis eher unwahrscheinlich ist. Steigt
die Serumkonzentration allerdings auf Gber 2,0 ng/ml an, so ist eine Sepsis sehr
wahrscheinlich (Christ-Crain M etal. 2006). Hierbei muss allerdings bedacht
werden, dass auch schwere Traumata oder Operationen ebenfalls zu einer
vorubergehenden Erhéhung dieses Wertes fihren kénnen, ohne dass eine Sepsis
vorliegt. Procalcitonin dient auch dem Therapiemonitoring. Sein Wert korreliert mit
der Schwere der Sepsis und dem Erfolg der Therapie (Aouifi A et al. 1999).
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Zur Einschatzung der Schwere des septischen und intensivmedizinisch betreuten
Patienten kann man verschiedene Scoringsysteme anwenden. Am weitesten
verbreitet sind APACHE Ill (Acute Physiology And Chronic Health), SAPS ||
(Simplified Acute Physiology Score), und TISS (Therapeutic Intervention Scoring
System). In Abhéangigkeit des Scores werden die jeweilig erhobenen Parameter
gewichtet und ein Gesamtscore errechnet, der mit Schweregrad oder Prognose

korreliert.

1.24 Therapie

Die Suche nach und Beseitigung der Infektionsquelle sollte im Falle einer Sepsis bei
Therapiebeginn erstes Anliegen sein. Dazu gehdéren die Entfernung oder der
Wechsel jeglicher Katheter- und Drainage-Systeme, Fremdkérper und wenn noétig
eine chirurgische Herdsanierung bei lokalisierter Infektion. Der schnelle Beginn
einer antibiotischen Therapie sollte direkt nach der ersten Blutkulturabnahme
eingeleitet werden. Dazu sollte ein Schema erstellt werden, welches alle in Frage
kommenden Keime abdeckt. Nach Erhalt des Antibiogramms kann eine Modifikation
der antibiotischen Therapie erfolgen (Rivers E et al. 2001).

Neben der Fokussanierung und einer Kkalkulierten Antibiose sollten auch
kreislaufunterstitzende MalRnahmen ergriffen werden, um die weiteren Folgen der
Sepsis behandeln zu kénnen. Eine hdmodynamische Stabilisierung sollte erfolgen
um ein optimales zellulares Sauerstoffangebot wiederherzustellen (Rivers E et al.
2001). Um dieses Ziel zu erreichen sollte eine kontrollierte Volumensubstitution
durchgefuhrt werden. Hierzu kdénnen kolloidale Substanzen oder kristalline
Lésungen eingesetzt werden (Reinhart K et al. 2010). Sollte trotz ausreichender
Volumensubstitution das Herzzeitvolumen weiterhin eingeschrankt sein, kann man
als weitere TherapiemalRlnahme Dobutamin als Katecholamin der Wahl
verabreichen (Meier-Hellmann A et al. 2000). Bei nicht ausreichender Wirkung kann
ein vasopressorisches Katecholamin (Noradrenalin) verabreicht werden (Martin C
etal. 2000). Eine griindliche Uberwachung der Sauerstoffsittigung sowie das
Monitoring der Atmung sind ebenfalls wichtige Malknahmen, wobei versucht werden
sollte, die oxymetrische Sauerstoffsattigung auf Gber 90 % zu halten (Amato MB
et al. 1998). Die Indikation zur Intubation sollte gro3zligig gestellt werden, um einer
weiteren Verschlechterung des Allgemeinzustandes des Patienten vorzubeugen.

Hydrokortison kann in niedriger Dosierung innerhalb von 24 Stunden Patienten im
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septischen Schock verabreicht werden, die trotz ausreichender Volumengabe
Vasopressoren bendtigen. Diese Therapie durfte jedoch wegen der
Nebenwirkungen nicht langer als 24 Stunden andauern (Annane D et al. 2002). In
Einzelfallen wird die Gabe von rekombinantem aktiviertem Protein C zusatzlich zur
Standardtherapie bei Patienten mit mindestens 2 Organversagen und schwerer
Sepsis unter Bericksichtigung der Kontraindikationen empfohlen (Deans KJ et al.
2000). Eine Thromboseprophylaxe mit unfraktioniertem oder niedermolekularem
Heparin wird empfohlen (Reinhart K etal. 2010). Aufgrund des veranderten
Stoffwechsels muly Uber eine intensivierte Insulintherapie nachgedacht werden
(Reinhart K et al. 2010). Durch das wahrscheinlich erhéhte Risiko eines Stressulkus
wird eine Stressulkusprophylaxe angeraten (Borrero E et al. 1985; Bresalier RS
et al. 1987; Cook D et al. 1998; Stothert JC et al. 1980).

1.2.5 Sepsis, SIRS, MODS, MOV im Rahmen dieser Arbeit

Obwoh! die Pathophysiologie des Multiorganversagens im Detail noch nicht
ausreichend bekannt ist, wei® man, dass aktivierte polymorphkernige neutrophile
Granulozyten (PMN) eine bedeutende Rolle in der Entstehung des MODS spielen
(Ertel W etal. 1994; Drumel W, 1992; Goris et al. 1985; Hiesmayr et al. 1992; Kier
etal. 1992; Lawin P et al. 1982). Proinflammatorische Mediatoren und Toxine
fuhren zu verstarkter Expression von Adh&sionsmolekilen und fuhren somit zu
einer Leukozyten-Endothel-Interaktion (Bone Rc et al. 1996; Brown KA et al. 2006;
Hoesel LM etal. 2005, Wesche DE etal. 2005). Unter physiologischen
Bedingungen binden die im Blutstrom transportierten PMN voribergehend am
Gefallendothel, 16sen sich aber nach kurzer Zeit wieder, um mit dem Blutstrom
weitertransportiert zu werden. Diesen Prozess nennt man ,rolling“ (Jonas Da et al.
1993). Far diesen ersten Adhésionsschritt exprimieren PMN
L-Selektin (LAM-1, leukocyte adhesion molecule) und die korrespondierenden
Endothelzellen E- oder P-Selektin (ELAM-1, endothelial/platelet leukocyte adhesion
molecule) (Jonas Da etal. 1993). In besonderen Situationen kommt es zu einer
Interaktion von Rezeptoren auf Endothelzellen (ICAM-1, intercellular adhesion
molecule und VCAM, vascular cell adhesion molecule) und Integrinen auf PMN
(CD11/CD18) die zu einer festen Bindung von PMN an das Endothel fihren. Dies
ermoglicht den PMN in das umliegende Gewebe zu migrieren. Reaktive

Sauerstoffmetabolite werden in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
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produziert (oxydative burst) (Freitas M et al. 2009). Diese Sauerstoffmetabolite
fuhren Uber oben beschriebene Kaskade zu erhdhter Membranpermeabilitdt der
Endothelzellen und erhdhter Gefasspermeabilitat. Zur Folge hat dies ein capillary
leak-Syndrom z.B. mit Oxygenierungsstérung durch Lungendédem, lleussymptomatik
durch Darmwandédem oder genereller Zellschwellung mit Ausfall der Funktion
(Rondeau E et al.1987; Shinohara K, 2011). Abbildung 3 stellt schematisch den
beschriebenen Vorgang des Rollings sowie die Phasen der Leukozytenmigration
dar. Weiterfuhrend tragen im Rahmen eines systemischen Entziindungsgeschehens
oder einer Uberschiefenden Immunantwort proinflammatorische Zytokine dazu bei,
dass es zu einem verminderten PMN-Zelltod kommt (Paunel-Gérgula A et al. 2011;
Carlos TM et al. 1994; Springer TA, 1995; Bevilacqua MP et al. 1994, Peltz G, 1996;
Issekutz TB, 1992; Malik AB et al. 1996; Pilewski JM et al. 1995; Tedder TF et al.
1995; Wolitzky BA, 1996). Diese PMN-Apoptose Resistenz fihrt zu einer
Akkumulation von PMN im Gewebe.

Ausgangspunkt dieser Forschungsarbeit war es, die PMN Uberaktivitat zu mindern
bevor eine Gewebeakkumulation mit ihren beschriebenen Folgeschdden zustande

kommit.

Die einzelnen Phasen der Leukozytenmigration

Selectine —_ SRC-Kinasen

Beteiligte : Tl pi3-Kinasen MAC1 PCAM1,CD99, ICAM1,
Proteine T‘:ﬂ:‘l Chemokine s VAVL, VAVZ, ICAM1 JAM, ESAM PECAM17?
VAV3
Bindungs- . n
Annéherung Einfangen Rollen  Aktivierung  Bindung  verstarkung, intravaskulares parazellulare transzellulare
Ausbreitung Kriechen Migration 9°®*  Migration

W\ Q) ’“ Ol Q) ’_) o ©] @ | |
‘Leukozyt ‘
Endothelzelle

Basalmembran .

“w) ) 3 ]

Abb. 3: Schematische Darstellung der Leukozytenmigration durch das Endothel (Von
Adrian UH et al. 2000)
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1.3 Das Leukozyten-Inhibitionsmodul (LIM)

1.3.1 Molekulare Mechanismen

1.3.1.1 Der Fas-Rezeptor und die Interaktion des Fas/Fas-L Systems

Der Fas-Rezeptor ist ein Apoptoserezeptor (Sharma K etal. 2000). Seine
Synonyme sind vielfaltig. Gangige Bezeichnungen fur den Fas-Rezeptor sind CD95,
Apo-1, TNFRSf6 (Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6) (Peter ME
et al. 2003).

Der Fas-Ligand (Fas-L) gehért zur TNF-Alpha Familie und ist der Ligand des Fas,
welcher sowohl auf aktivierten Leukozyten exprimiert wird als auch auf anderen
Zellen ,immunpriviligierter* Gewebe (ltoh N et al. 1997; Oehm A et al. 1992; Suda T
et al. 1997). Die Interaktion von FAS-L mit Fas fuhrt Uber eine Kette verschiedener
Apoptosesignale zum Zelltod. Das Fas/FAS-L System ist sowohl ein physiologisch
wichtiger Mechanismus zur Dampfung von Gewebezell- beziehungsweise
Tumorzellproliferation als auch zur Herabregulation von Immunzellreaktionen
(Kischkel FC et al. 1995; Irmler M et al. 1997).

1.3.1.2 Die Apoptose Kaskade

Die Apoptose stellt den programmierten Zelltod des Organismus dar. Die Apoptose
beginnt mit einer Initiationsphase und wird in einen intrinsischen und einen

extrinsischen Weg unterteilt.

Extrinsischer Weg:

Die Todesrezeptoren der TNF-Rezeptorfamilie, wie zum Beispiel der Fas-Rezeptor,
besitzen in ihrem zytoplasmatischen Teil, eine sogenannte Death Domain (DD).
Bindet nun ein Ligand extrazellular an diesen Rezeptor (z.B. CD95 Ligand bindet
von aullen an den CD95 Rezeptor) so wird die Apoptose der Zelle eingeleitet
(Sprick MR et al. 2002). Durch die Ligandenbindung wird der Rezeptor aktiviert.
Dadurch kénnen nun Adaptermolekile mit ihrer eigenen Todesdomane binden und
interagieren. Zuerst wird das TNF-Rezeptor assoziierte Protein (Tumor necrosis
factor receptor type 1-associated death domain protein = TRADD) mobilisiert.

TRADD besitzt neben seiner eigenen DD auch eine Todes Effektordoméane Death
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effector domain, DED, Uber die die Procaspase 8 mit ihrer DED binden kann. Die

nun aktvierte Caspase 8 |6st die Caspasekaskade aus (Sprick MR et al. 2002).

Intrinsischer Weq:

Die Apoptose wird hierbei nicht durch Bindung eines Liganden von aul3en an einen
Rezeptor induziert sondern nimmt ihren Ausgang in der Zelle selber (Hengartner
MO 2000). Beim intrinsischen Weg spielen Tumor-Suppressorgene wie das p53
Gen eine bedeutende Rolle (Hengartner MO 2000). p53 wird durch Schadigung der
DNA aktiviert und stimuliert dann die Expression pro-apoptotischer Mitglieder der
Bcl-2-Familie. Diese setzen Cytochrom C frei. Cytochrom C bindet an den
Apoptotischen- Protease-Aktivierungsfaktor-1 (Apaf-1) und Uberfluhrt diesen in eine
andere Konformation (Hengartner MO 2000). Daraufhin kann die Caspase-
Rekrutierungs- Domane (CARD) des Apaf-1 an die CARD Domane der Procaspase
9 binden. Diesen Komplex nennt man das Apoptosom. Die Caspase 9 aktiviert
adhnlich wie die Caspase 8 beim extrinsischen Weg die kaskadenartige
Caspasereaktion (Chinnaiyan AM et al. 1995; Boldin MP et al. 1996).

An die oben beschriebene Initiationsphase schlie3t sich die Effektorphase an
(Chinnaiyan AM et al. 1995; Boldin MP et al. 1996). Hier kommen weitere Caspasen
wie zum Beispiel Caspasen 3, 6 und 7 zum Tragen. Sie aktivieren einerseits
sekundare Zielproteine durch limitierte Proteolyse, andererseits bauen sie aktiv
Lamin, Bestandteil der Zellkernmembran, und Actin, Teil des Zytoskeletts, ab. Folge
beider Wege ist, dass sich die Zelle in kleine Vesikel abschnirt und von Phagozyten
,gefressen” wird (Chinnaiyan AM etal. 1995; Boldin MP etal. 1996). Dieser

komplexe Mechanismus ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt.
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Todes-Rezeptor-Signal Zytoplasmatisches Zelltod-Signal
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Abb. 4: Der Apoptose Signalweg (Earnshaw WC et al. 1999)

Die Dysregulation der Apoptose, besonders des Fas/FAS-L Systems, werden
mitverantwortlich gemacht fir die Entstehung von Autoimmunerkrakungen wie zum
Beispiel dem Systemischen Lupus Erythematodes (SLE), der Hashimoto
Thyreoiditis oder der Myasthenia gravis (Worth A et al. 2006; King KL et al. 1998).

1.3.2 Aufbau

Das Leukozyten-Inhibitionsmodul (LIM; LEUKOCARE, Miinchen) besteht aus einem
Plastikgehduse in welchem ein offenporiger Polyurethanschaum gebettet ist. Dieser
wird mit kovalent fest gebundenen agonistischen anti-Fas (CD95/APO-1)-IgM-
Antikérpern beschichtet (Scholz M et al. 2005) (Abbildung 5).

Diese Konstruktion kann in einen extrakorporalen Blutkreislauf (z.B. Herz-Lungen-
Maschine, Hamofiltration, etc.) integriert werden. Es hat einen blutabflihrenden
Schenkel und einen blutzufihrenden Schenkel, wobei die BlutfluRrichtung vom
Kérper durch das LIM mit dem beschichteten Polyurethanschaum wieder hin zum

Kérper geleitet wird (Abbildung 6).
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Der makroskopische Aufbau des LIM Systems (LEUKOCARE Biotechnology).

Links abgebildet der schematische Blutfluss durch das LIM-System, rechts
abgebildet das LIM System wie es in der Herz-Thorax-Chirurgie eingesetzt wurde
(Leukocare, Miinchen, mit freundlicher Genehmigung der Firma)
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Abb. 6: Aufbau und Einsatz des LIM Systems in der
eigener Versuchsreihe)
133 Wirkmechanismen des LIM

Vorbereitung des LIM

<l

Tierversuchsstudie (Bilder aus

Das Wirkprinzip des LIM besteht darin, dass die fest gebundenen anti-Fas-

Antikérper Uber ihre Interaktion mit dem Fas-Liganden auf aktivierte PMN die

Apoptose einleiten, ohne dass es zu einem Einschwemmen der Antikérper in den

korpereignenen Blutkreislauf kommt.
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Wird nun der Blutstrom durch das LIM geleitet so binden aktivierte PMN Uber Fas L
an die mit Antikérpern beschichtete Oberfliche und werden inaktiviert. Diese
Granulozyten verlieren ihre chemotaktischen Eigenschaften und gehen in Apoptose,
werden von Makrophagen erkannt und anschlieRend phagozytiert. In Abbildung 7 ist

die Wirkungsweise des LIM schematisch erlautert.

Das Prinzip des Biocoating I
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Abb. 7: Schema zur Wirkungsweise des LIM Systems, schematisch erlautert (Leukocare
Miinchen, mit freundlicher Genehmigung der Firma)

Schritt 2

1.4 Bisheriger Einsatz

Das LIM wurde zun&chst in einer in vitro Studie getestet (Scholz M et al. 2005).
Beschichtete und unbeschichtete Trager wurden dahingehend verglichen, inwieweit
sie in der Lage sind, Interleukin-8 vermittelte neutrophile Chemotaxis zu verhindern.
Dazu wurden neutrophile Granulozyten von Patienten, die sich einer Herzoperation
unterzogen, isoliert. Es stellte sich heraus, dass sobald der beschichtete Trager
eingefuhrt wurde, die chemotaktische Aktivitdt der Neutrophilen gemindert wurde
(Abdel-Rahman U etal. 2007). In einer folgenden experimentellen
Tierversuchsreihe mit Schweinen wurde das LIM in den vendsen beziehungsweise
arteriellen Schenkel eines extrakorporalen Kreislaufs (Herz-Lungen-Maschine)
eingefuhrt. Es konnte bestatigt werden, dass das LIM in der Lage ist, die

Granulozyten zu inaktivieren und spater in Apoptose zu versetzen (Cinatl J et al.
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2000). Zudem konnte gezeigt werden, dass keine Anteile der anti-Fas Beschichtung
des LIM unter physiologischen Blutflussbedingungen in den Kreislauf
eingeschwemmt werden. Weiterfihrend wurde das LIM in einer klinischen humanen
Studie im Rahmen von Herz-Bypass-Operationen mit einer Herz-Lungen-Maschine
getestet (Abdel-Rahman U etal. 2007). Hier wurde das LIM in den vendsen
Schenkel der  Herz-Lungen Maschine integriert. Es konnte im
Beobachtungszeitraum eines Jahres postoperativ gezeigt werden, dass keine
toxischen Nebeneffekte bei Einsatz des LIM entstehen (Scholz M etal. 2005).
Aullerdem konnte das LIM signifikant den perioperativen Anstieg der
polymorphnukledren Elastase (PMNE), wesentliches Effektormolekial von
Neutrophilen, sowie den Anstieg des Tumornekrosefaktors Alpha (TNFa) mindern
(Scholz M etal. 2005). Des Weiteren konnte eine Reduktion der
Gewebeschadigungsmarker CK- und CK-MB nachgewiesen werden. Es ist daher
madglich, dass durch die verminderte PMN vermittelte Antwort auch die Interaktion
zwischen Neutrophilen und Endothel z.B. in Herz- und Lungengewebe vermindert
ist und mit einer Reduktion einer Gewebeschadigung dort einhergeht (Kobayashi N
et al. 1990).
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2 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Gewebeschadigung in einem hamorrhagischen
Groftiermodell und den Einfluss des LIM Systems auf die posthadmorrhagische
Gewebeschadigung anhand von Serummarkern, hamodynamischen Parametern
sowie histologischen HE-gefarbten Schnitten zu untersuchen.

Um das LIM zu Uberprifen galt es in Gemeinschaftsarbeit aller Doktoranden der
Arbeitsgruppe ein geeignetes GroRtiermodell zu etablieren. Jeder Doktorand fuhrte
hierbei die zur Beantwortung der Fragestellungen des jeweiligen Projektes

notwendigen Teilschritte selbst durch.

2.1 Abgrenzung der Arbeit innerhalb des Forschungsvorhabens

Die vorliegende Arbeit ist Teil des Forschungsvorhabens ,Aufbau und Etablierung
eines hamorrhagischen Schockmodels im Tiermodell”. In einem ersten Schritt des
Gesamtvorhabens sollte ein hamorrhagisches Schock-Modell durch die
Arbeitsgruppe etabliert werden. Aufgrund des groRen Umfangs der Studie wurde
das hamorrhagische Schockmodell durch die gesamte LIM-Arbeitsgruppe der Klinik
fur Unfall- und Handchirurgie der Heinrich-Heine-Universitat Dlsseldorf unter der
Leitung von Prof. Dr. phil. nat. Martin Scholz etabliert und verifiziert. Die
Forschungsgruppe umfasste funf gleichberechtigte Doktoranden (Alberto Schek,
Annina Oftt, Ingo Witte, Jessica Baltes, Sarah Sadek). Die Untersuchungen zur
Etablierung und Standardisierung des Tiermodells, welche in der vorliegenden
Arbeit beschrieben sind, wurden unter aktiver Beteiligung aller funf Doktoranden
durchgefuhrt und sind als Gemeinschaftsarbeit anzusehen.

Innerhalb des Gesamtprojekts wurden durch die jeweiligen Doktoranden folgende
Teilprojekte eigenverantwortlich durchgefuhrt:

Alberto Schek: Untersuchungen zum Einfluss des Leukozyten-Inhibitions-Moduls
auf die posthédmorrhagische Inflammation und Gewebehypoxie im Tiermodell
(Scheck A, 2010)

Annina Ott: Untersuchung zum Einfluss des Leukozyten-Inhibitions-Moduls auf die
posthamorrhagische Aktivierung von neutrophilen Granulozyten im Tiermodell (Oftt
A, 2011)
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Ingo Witte: Untersuchungen zum Einfluss des Leukozyten-Inhibitions-Moduls auf

die posthdmorrhagische Hamodynamik im Tiermodell (Witte |, 2011)

Jessica Baltes: Untersuchungen zum Einfluss des Leukozyten-Inhibitions-Moduls

auf die posthdmorrhagische Entstehung von Apoptose in verschiedenen Organen

(Baltes J, 2011)

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkung des LIM auf die

posthamorrhagische Gewebeschadigung im Tiermodell zu untersuchen.

Als Grundlage fiur diesen abgegrenzten Forschungstelil diente:

1. die Quantifizierung der organspezifischen Serumparameter Aspartat-Amino-
Transferase (AST), Alanin-Amino-Transferase (ALT), Kreatin-Kinase (CK),
CK-MB, Troponin-T und Kreatinin.

2. die intraoperativ abgeleiteten pulmonalen kapillaren VerschluRdricke (PCWP
= Pulmonary Capillary Wedge Pressure) und mittleren pulmonalarteriellen
Drucke (MPAP) als hdmodynamischer Surrogatparameter fur die pulmonale
und/oder kardiale Schadigung.

3. Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbte Organschnitte.

2.2 Untersuchung der posthamorrhagischen Gewebeschadigung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde Uberprift, ob im Grof3tiermodell ein
Gewebeschaden nach hamorrhagischem Schock, beurteilt und gemessen anhand
Serumparameter, hamodynamischer Parameter und histologischer Schnitte,
nachweisbar war. Hierzu wurden die aufgearbeiteten histologischen Schnitte
hinsichtlich schockspezifischer Veranderungen begutachtet. Es sollte dargestellt
werden, ob die histologischen Veranderungen mit den jeweiligen organspezifischen
Serumparametern bzw. den zugehérigen hd&modynamischen Werten korrelieren und
in  wieweit sich eine schockspezifische, histologische Organveranderung

nachweisen lasst.

2.3 Einfluss des LIM Verfahrens auf die Gewebeschadigung

In einem weiteren Schritt wurden die histologischen Schnitte, die Serumparameter
sowie die hamodynamischen Werte der Standard of medical care Gruppe (SMC) mit
denen der LIM-Gruppe verglichen um potentielle Effekte des LIM-Systems auf

etwaige Gewebeschadigungen zu beurteilen.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Die Versuchsreihe wurde nach Uberpriifung und Zustimmung der Ethikkommission
gemal §8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes am Institut der Tierversuchsanlage der
Heinrich Heine Universitat durchgefiuhrt (Aktenzeichen: 9.93.2.10.34.07.029). Das
Versuchstierkollektiv bestand aus 33 Schweinen der Gattung Miinchener Miniatur
Schweine (TROLL Schweine). Fur spezielle experimentelle Versuchsreihen werden
diese aus der Kreuzungslinie ,Hanford-Miniaturschwein“ und dem ,Kolumbianischen
Portionsschwein® gezichtet. Miniaturschweine werden in der Forschung aufgrund
von leichterer und billigerer Haltung verwendet. Sie zeigen eine dem Menschen
ahnliche Anatomie beziglich Gewicht, Herz- und Kreislauffunktion (Marshall M et al.
1972). Alle Schweine unserer Versuchsreihe wurden bis zu einem gewinschten
Gewicht von 30,3 + 3.3 kg von der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine
Universitat artgerecht gezichtet und gehalten. 24 von 33 Schweinen des Kollektivs
wurden aufgrund vorher klar festgelegter Kriterien in die endgultige Auswertung mit

eingeschlossen. Alle Versuchstiere waren klinisch gesund.

Gruppenaufteilung:

Kontrollgruppe:

Schweine ohne jegliche Intervention (n = 5).

SMC = Standard of medical care Gruppe:

Hamorrhagischer Schock nach festgelegtem Standard ohne extrakorporal

eingeschaltetem Kreislauf sowie ohne LIM Therapie.

LIM-Gruppe:
Hamorrhagischer Schock nach festgelegtem Standard mit Einbringung eines

extrakorporal eingeschalteten Kreislaufs sowie mit LIM Therapie.
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Die SMC und LIM-Gruppe teilten sich in 12 Schweine der SMC-Gruppe und 12
Schweine der LIM-Gruppe auf, mit jeweils 8 mannlichen und 4 weiblichen

Schweinen.

3.1.1 Haltungsbedingungen

Alle Schweine wurden unter gleichen Bedingungen aufgezogen und bis zum
Operationszeitpunkt in der Tierversuchsanlage (TVA) der Heinrich-Heine-Universitat
gehalten. Der Lebensraum bestand aus einem Raum mit sowohl Tageslicht als
auch artifizieller Beleuchtung. Der Tag-Nachtrhythmus wurde durch ein 12 Stunden
Beleuchtungsintervall aufrechterhalten. Wasser und Futter erhielten die Tiere durch
die zustandigen TVA Mitarbeiter sowie durch uns ad libitum. Alle Schweine wurden
24 Stunden vor der Operation in einer Einzelbox nahrungskarent gehalten. Wasser

bekamen sie weiterhin bedarfsorientiert.

3.1.2 Pramedikation und OP-Vorbereitung

Das Tier wurde vor der Operation gewogen und dann mit einer intramuskularen
Ketamin Dosis (20 mg/ kg KG) sediert. Nach Wirkungseintritt wurde das Tier
spontanatmend auf einem Transporttisch in die OP-Schleuse verbracht. Dort wurde
dem Schwein eine Verweilkanile in eine Ohrvene gelegt, um hieriber die Narkose
mit Stresnil (Azaperon 2 mg/ kg KG), Thiopental (Thiopental 3 — 5 mg/kg KG) und
Atropin einzuleiten. Im relaxierten Zustand erfolgte die endotracheale Intubation mit
einem 6 — 7 mm Durchmesser grol3en Tubus. Die richtige Lage des Tubus wurde
auskultatorisch bestatigt, danach geblockt und in seiner Position fixiert.
Vorbereitend wurden die Operationsbereiche rasiert. Die auf dem OP-Tisch
gelagerten Schweine wurden in Rickenlage auf einem Heizkissen an den Pfoten
mit Mullbinden fixiert. EKG Elektroden wurden zwecks kontinuierlicher Ableitung
angebracht. Nach Uberpriifung der Herzfrequenz und des korrekt abgeleiteten

EKGs erfolgte das sterile Abdecken und Abwaschen des Operationsgebietes.

3.1.3 Intraoperative Anasthesie und Ventilation

Nach erfolgreicher Narkoseineleitung wurde die Ventilation mit Isofluran 1 % bis
2,5Vol.-% (je nach Operationsphase), einer Lachgas-Sauerstoffmischung im
Verhéltnis 3:1 und einem angepassten Tidalvolumen aufrechterhalten. Richtlinie

hierbei war ein Sauerstoffpartialdurck (PaCo,) Wert zwischen 36 und 44 mmHg und
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ein Pa02 Wert zwischen 100 und 150 mmHg. Reguliert wurde dieses
kapnographisch anhand des endexpiratorischen CO, Gehaltes des Ausatemgas.
Die Atemfrequenz lag zwischen 10-12 Atemzige pro Minute, bei einem
Atemzugvolumen von 300 — 500 ml. Zusatzlich wurde eine 5 %ige Glucoseldésung
mit Inzolen, mit 50 ml/ h Uber die Ohrvene verabreicht. Bei Gegenatmung oder
stark erhohter Herzfrequenz als Schmerzausdruck folgte zuséatzlich zur Analgesie

die Gabe von Piritramid (7,5 mg Piritramid) beziehungsweise Fentanyl.

3.1.4 Benotigte Katheter und ihre chirurgische Einfiihrung

Alle invasiven MalRnahmen erfolgten unter sterilen Bedingungen. Zur Einhaltung der
Sterilitdt wurde das jeweilige Operationsgebiet mit jodhaltiger Desinfektionslésung
desinfiziert und mit OP-Klebefolie (Opsite® Folie) und OP-Tuchern abgedeckt. Die

Fixierung erfolgte nach Kontrolle der regelrechten Lage aller Katheter.

3.1.5 Suprapubischer Blasenkatheter

Uber eine mediane Laparotomie von ca. 6 cm wurde bis zum Erreichen des
sicheren Punktionszuganges der Harnblase prapariert. Uber diesen gelang die
Punktion der Harnblase mittels Zystofix Blasenpunktionsset (Braun, Melsungen).
Nach Uberpriifung der korrekten Katheterlage (Urinabfluss klar) erfolgte die Fixation
des Katheters mit Tabaksbeutelnaht (Vicryl 3 —0). Es folgten Fascienverschluss,
Subkutannaht und Hautnaht. Die kontinuierliche Ableitung und Dokumentation der
Ausscheidung erfolgte wahrend der Operation in einen daflir vorgesehenen

Urinsammelbeutel.

3.1.6 Arterieller Katheter

Die linke Arteria Carotis interna wurde Uber einen medianen Halsschnitt von etwa
10 cm Lange freigelegt, mit roten Vessel-Loops angezugelt um dann in Seldinger
Technik einen 5-French Katheter einzufihren. Es folgten das Anschliellen des
Katheters mit dem Drucksystem des Monitors, auf welchem die arterielle
Druckkurve zum hamodynamischen Monitoring abgeleitet wurde. Zusatzlich wurde
die Entnahme arterieller Blutgasanalysen uber den arteriellen Katheter

vorgenommen.
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3.1.7 Shaldon-Katheter

Uber selbigen medianen Halsschnitt erfolgt die Freilegung der linken Vena jugularis
externa, in welche ein dreilumiger 8 French Shaldon Katheter in Seldinger Technik
platziert wurde. Die Funktionen des Sheldon Katheters sind Blutprobenentnahme,
Einleitung und Erhalt des hamorrhagischen Schocks und Anschluss der

extrakorporalen Zirkulation wahrend der Reperfusionsphase.

3.1.8 Pulmonalarterienkatheter (Swan-Ganz-Katheter)

In die rechte Vena jugularis externa wurde in Seldinger Technik die
Katheterschleuse eingefihrt um Uber diese den Pulmonaliskatheter langsam unter
kontinuierlicher Druckkontrolle auf dem Monitor herzwarts einzufuhren
(Pulmonaliskatheter = Swan-Ganz-Katheter, Edwards Lifesciences, Irvine,
California, USA).
Erreichte die Katheterspitze die Vena Cava superior, wurde der an der Spitze
befindliche Ballon aufgeblasen und vorsichtig bis Uber den rechten Vorhof durch die
Trikuspidalklappe in den rechten Ventrikel und von dort durch die Pulmonalklappe in
eine Lungenarterie eingeschwemmt. Die richtige Position war dann erreicht, wenn
auf dem Monitor die Wedge-Druckkurve erschien. Unter Entblockung des Katheters
war die Pulmonalarteriendruck-Kurve ersichtlich. Zur zusatzlichen Kontrolle wurde
der Katheter bei komplizierter Einfihrung unter Durchleuchtung eingeschwemmt.
Die Melgrossen und der Verwendungszweck des vierlumigen Pulmonaliskatheters
waren die Ableitung der/des:

- Gemischtvendsen Sauerstoffsattigung (svO2)

- Zentralen Venendruckes (ZVD)

- Mittleren pulmonal arteriellen Druckes (MPAP)

- Pulmonalkapillaren Verschlussdrucks (Wedge Pressure, PCWP = pulmonary

capillary wedge pressure)

- Herzzeitvolumen (HZV)

3.1.9 Intraoperatives Monitoring

Die Pulsoxymetrie wurde durch einen am Ohr befestigten Pulsoxymeter abgeleitet.
Im funfminatigen Abstand wurden folgende Parameter dokumentiert:

- Herzfrequenz (HF)
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- Blutdruck systolisch, sowie diastolisch (RRsys., RRdiast.)

- Mittlerer arteieller Blutdruck (MAP)

- Zentraler Venendruck (ZVD)

- Temperatur

- Herzzeitvolumen (HZV)

- Atemfrequenz pro Minute

- Zentral-vendse-Sauerstoffsattigung (svO2)

- Mittlerer pulmonalarterieller Verschlussdruck (MPAP)

- Pulmonalkapillarer Verschlussdruck (PCWP)

- Sauerstoffpartialdurck (pCO3)

- Sauerstoffsattigung (FiO2 %)

- Atemzugvolumen

- Urinausscheidung

- Blutentnahme und Substitution
Blutproben zur Bestimmung der Blutgase wurden in zehnminitigen Abstdnden
wahrend der gesamten Operation abgenommen und mittels Blutgasanalysesystem
in der Tierversuchanlage bestimmt (ABL800 Flex, Radiometer GmbH, Willich,
Deutschland). Die vendsen Blutabnahmezeitpunkte waren bei allen Schweinen
gleich und nach einem von uns im Vorfeld erstellten Schema festgelegt. Fur die
verschiedenen laborchemischen Tests bendtigte man folgende Rdéhrchen: Serum,
EDTA, Gerinnung/Citrat, Heparin/FACS und Urin.
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3.1.10 Der hamorrhagische Schock und die LIM Phase

LIM LIM
.»I Aus
-15 min 0 min 10 min 25 min 70 min 85 min 265 min
>
Ruhephase Ausgangsdaten Entblutung Schock Reperfusion Therapie
15 min 10 min 15 min 45 min 15 min 180 min
Beginn Beginn Beginn MAP 35 + 5mmHg Reperfusion Beginn Ende
Experiment Datenerfassung Blutung extrakorporale extrakorporale
Therapie Therapie
Abb. 8: Zeitleiste der Versuchsreihe, graphisch dargestellt mit Blutabnahmezeitpunkten

in Abhdngigkeit von der Schockphase und dem verwendeten LIM-System
(Loegters T et al. 2010)

Der zeitliche Ablauf des Versuchs ist in Abbildung 8 schematisch dargestellt. Nach
Implantation aller Katheter folgte eine 15 mindtige Ruhephase. Hier wurden die
hamodynamischen Parameter kontinuierlich erfasst und als Ausgangswerte benutzt.
Anschlieend erfolgte die Einleitung des hamorrhagischen Schocks durch Abnahme
von Blut uber den Shaldon-Katheter.

Im Mittel belief sich das enthommene Blut auf 586 +/— 22 ml (Schock ohne LIM =
SMC-Gruppe 555 +/— 34 ml, Schock mit LIM = LIM-Gruppe 616 +/— 26 ml).
Innerhalb von 15 Minuten sank durch rasche Blutabnahme der MAP auf 35 +/- 5
mmHg, welcher durch intermittierende Abnahme fur weitere 45 Minuten auf einen
Wert um die 40 +/— 5 mmHg gehalten wurde. Die Schockphase dauerte insgesamt
60 Minuten.

Nach der Schockphase folgte die 15 miniutige Reperfusionsphase. 961 +/— 28 ml
kristalloide Ringer-Lésung wurden zu Reperfusionszwecken transfundiert. Ziel war
es einen MAP von ungefahr 90 % des Ausgangswertes zu erreichen. In der LIM-
Gruppe (n = 12) folgte jetzt die Phase der extrakorporalen Zirkulation (Abbildung 9).
Hierzu wurde das System vorher mit NaCl-Lésung durchgespdlt, um danach mit 200
IU/kg heparinisierter Kochsalzlésung (Liguemin; Roche, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland) geflillt zu werden. Dadurch wurde eine adaquate Antikoagulation des
Plastikgehduses sowie des Polyurethanschaums gewahrleistet. Uber zwei Schenkel

des Sheldon Katheters schlo® man das LIM-System an. Die Flussgeschwindigkeit
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betrug 300 ml/min, angetrieben durch eine Dialysepumpe. Das LIM war insgesamt
drei Stunden angeschlossen.

Bei der SMC-Gruppe (n = 12) fand kein extrakorporaler Kreislauf statt. Die Tiere
wurden lediglich Gber einen Zeitraum von 3 Stunden Uberwacht. Beide Gruppen
erhielten die gleiche Dosis Heparin. In folgender Abbildungen ist das LIM System
schematisch dargestellt (Abb. 9).

Shaldon-
Katheter

Dialysepumpe

Polyurethanschaum
mit agonistischem

Anti-Fas-IgM-
Antikérper
ML?n_chner LIM
Miniatur-
Schwein

Abb. 9: Extrakorporaler Kreislauf mit eingeschaltetem LIM (Loegters T et al. 2010)

Nach dieser dreistindigen Phase wurde das LIM erneut mit einer heparinisierten
Kochsalzlésung durchspilt und die Flussigkeit mit dem Rest-Blut in den Kreislauf
des Schweines geleitet, um einem weiteren Blutverlust durch in dem Schaum
verbleibenden Mengen entgegenzuwirken. Alle Schweine (LIM und SCM Gruppe)
erhielten so Uber die Operation verteilt 5000 |IU Heparin. Nach Diskonnektion des
LIM wurden alle weiteren Katheter ebenfalls mit einer Heparin-Kochsalzlésung
gespult und anschlieBend unter der Haut versenkt. Ein Schenkel des Shaldon-
Katheters blieb fur spatere Blutenthahmen am wachen Tier aus der Haut
ausgeleitet. Nach Verschluss aller Wunden, Versorgung dieser mit Pflastern,
Extubation, Spontanatmung und einsetzenden Schutzreflexen des Tieres wurden
die Schweine in ihre Einzelboxen zurlick transportiert. Dort wurden sie unter einer
Warmelampe solange nachbeobachtet bis sie aus der Narkose aufwachten,

kreislaufstabil sowie spontanatmend waren.
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3.1.11 Nachbeobachtungsphase

Alle Tiere beobachteten wir 48 (n = 12; 6 aus jeder Gruppe) beziehungsweise 72
Stunden (n = 12; 6 aus jeder Gruppe) nach. In dieser Zeit wurde morgens um 8:00
Uhr und abends um 20:00 Uhr der Urinbeutel geleert, davon eine Urinprobe
enthommen und der Zustand des Tieres anhand von Vigilanz, Urin- und
Kotausscheidung beurteilt. Uber den freiliegenden Schenkel des Shaldon Katheters
wurde Blut zur Bestimmung des Differentialblutbildes, der Blutgasanalyse und der

Gerinnung entnommen.

3.1.12 Zweite Operationsphase

Die zweite Operationsphase begann wie die erste mit Analgosedierung, Anasthesie,
Intubation und Ventilation. Alle Katheter wurden wieder angeschlossen um nach
einer 30-mindtigen Ruhephase erstens die hamodynamischen Parameter zu
erfassen und zweitens Blut zu entnehmen. Diese Operationsphase dauerte mit
Ruhezeit und 15 Minuten intraoperativer Beobachtung 45 Minuten. Zwecks
Organentnahme erlagen die Tiere nach Injektion einer Barbiturat Lésung (Eutha 77)
dem Tod. Nach Feststellung des Todes und Explantation aller Fremdkérper kamen

die Schweine in den Sektionssaal der Tierversuchsanlage.

3.1.13 Obduktion/Autopsie

Alle Schweine wurden im Sektionssaal auf dem Ricken fixiert. Nach vier
Entlastungsschnitten an allen Extremitdten wurde der Situs durch eine
Langslaparotomie erdffnet. Zunachst inspizierte man die Organe Herz, Lunge,
Leber, Nieren, Milz und Darm nach Auffalligkeiten. Waren Besonderheiten
makroskopisch erkennbar, wurden diese schriftlich protokolliet um dann eine
gesonderte Probe aus dem betroffenen Areal entnehmen zu kénnen. Folgende
Proben wurden standardmaliig enthommen:

- Lunge: Eine Probe hilusnah, eine peripher

- Herz: Probe aus der Vorderwand des linken Ventrikels

- Leber: Probe aus einem maéglichst mittigen Teil der Leber

- Nieren: Gewebeentnahme zentral, so dass die Nierenrinde bis zum

Nierenbecken spater beurteilbar war

- Milz: keine besonderen Vorgaben
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- Darm: Probe mit Mesoansatz 2 — 8 cm oberhalb der Bauhin’schen Klappe
Zusatzlich zu der LIM und SMC-Gruppe wurden oben genannte flunf
Kontrollschweine euthanasiert um ihre Organe und im Vorfeld gemachte
Blutentnahmen zum Zwecke des Vergleichs zu erhalten. Aus jedem Organabschnitt
gewann man jeweils drei Proben, fiur spatere elektonenmikroskopische

Begutachtung, Gefrierschnitte und fur die Parafineinbettung.

3.1.14 Histologie

Die zu histologischen Zwecken entnommenen Proben wurden in 4 %-ige
Formaldehydlésung in 50 ml Falcon-Réhrchen gelegt. Zum Verdinnen des
Formaldehyds wurde PBS w/o Loésung gebraucht. Die Proben zur
Elektronenmikroskopie wurden in 50 ml Falcon-Réhrchen mit einer 5 prozentigen
Glutaraldehydlésung eingelegt und die Behalter entsprechend gekennzeichnet. Zum
verdinnen des 25 prozentigen Glutaraldehyds wurde ebenfalls PBS w/o benutzt.
Die Gefrierschnitt-Proben wurden unmittelbar nach Gewinnung eingefroren. Dazu
wurden 50 ml Falcon-Réhrchen mit Isopenthan in flissigem Stickstoff gekuhlt. Die
Proben wurden auf einen Tropfen Kleber auf die vorher mit Bleistift beschrifteten
Korkplattchen gelegt und mit einer Pinzette in das gekihlte Isopenthan gehalten bis
der Kleber weil3 wurde. Danach wurde das Korkplattchen mit dem Gewebe in ein
leeres Falcon Rdéhrchen gelegt, welches dann in flussigem Stickstoff aufbewahrt
wurde. Die in Formaldehyd fixierten Gewebeschnitte wurden in Paraffin eingebettet
um die Paraffinblécke spater in S5um didnne Schichten zu schneiden und mit
Hamatoxylin-Eosin fir pathologische Untersuchungen aufzuarbeiten. Die Farbung
der Schnitte erfolgte im pathologischen Institut der Heinrich-Heine-Universitat
Diasseldorf. Aul3erhalb dieses Teilprojektes wurden die Schnitte zusatzlich mit
Chloracetatesterase gefarbt um spezifisch die Infiltration von Neutrophilen ins
jeweilige Gewebe quantifizieren zu kénnen (Teilprojekt Ott A, 2011). In diesen
Schnitten wurden die Neutrophilen mikroskopisch (Axiovert 40, Zeiss, Jena,

Deutschland) nach standardisierter Methode ausgezahlt (Ott A, 2011).
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3.1.15 Paraffineinbettung

Die Paraffin-Einbettung verfolgt den Zweck der bestmdglichen Strukturerhaltung.
Nach vorausgegangener Fixierung mittels Formaldehyd erfolgte die Einbettung der
Gewebe in Paraffin. Hierzu wurde zuerst das Fixierungsmittel in Wasser
ausgewaschen. Danach erfolgte die eigentliche Entwasserung mit einer in der
Konzentration aufsteigenden Alkoholreihe mit Isopropanol. Es folgte eine Inkubation
in einem Intermediarmedium (Xylol), danach das Einbringen der Gewebe in heil3es
Paraffin. Aus dem heilen Paraffin wurden die Gewebe in Blécke eingegossen. Mit
einem Mikrotom wurden die Schnitte nach Kihlung mit einer Dicke von Sum
angefertigt. Die erhaltenen Schnitte wurden in ein Kaltwasserbad und dann in ein
HeilRwasserbad gelegt und schliellich glatt auf einen Objekttrager aufgezogen. Die
aufgezogenen Schnitte wurden getrocknet und erneut mit Xylol entparaffiniert und

durch eine absteigende Alkoholreihe wieder in ein wassriges Milieu Uberfuhrt.

3.1.16 Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbungen der angefertigten Schnitte wurden im
Institut fir Pathologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf durchgefihrt. Die
HE Farbung dient der Farbung von Zellkernen mit Hamatoxylin sowie des
Zytoplasmas mit Eosin. Diese Farbemethode gilt als Standardfarbung in der
Histologie, um Informationen tber verschiedene Gewebe zu gewinnen. Die Farbung
erlaubt Aussagen uber z.B. entztndliche oder degenerative Veranderungen.

Nach Entparaffinierung und Rehydratation erfolgte die HE Farbung nach
standarisierter Methode: 3-minutiges Farben der Praparate in Hamalaun Lésung,
kurzfristiges Spulen in Salzsdure Lésung 0,1 %, 3- bis 5-minttiges Differenzieren in
flieRendem Leitungswasser mit anschlieRendem Farben in Eosin-B-Losung (0,5 %
wassrig) und nachfolgend erneutes Spulen mit Leitungswasser fur die Dauer einer
halben Minute. Hiernach wurden die Schnitte in eine aufsteigende Alkoholreihe

getaucht, mit Xylol fixiert und mit Entellan Ubergossen.

3.2 Statistik

Alle statistischen Analysen wurden mit Hilfe von SAS/Stat for windows software
(SAS Institute, Inc., Cary, NC, Version 8) sowie SPSS (SPSS, Inc., Chicago, IL,
Version 15) durchgefihrt. Die nicht-parametrischen Analysen der Varianz (ANOVA)
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der Roh-Daten wurden gemacht, um spezifische Gruppen- sowie Zeitverlauf
Unterschiede festzustellen. Die Daten gelten als statistisch signifikant bei einem p-
Wert < 0.05. Der Van der Waerden zwei Methoden Test zeigt spezifische
Unterschiede innerhalb der Gruppen. Der Wilcoxon Paired Test dient der
Feststellung von Zeitverlaufunterschieden (Zeitpunkt versus Startpunkt). Alle Daten
werden als Mittelwerte +/— Standard Error of the Mean = Standardabweichung
(SEM) prasentiert.

3.3 Material- und Gerateliste

Aquamont Fa. Dako, Hamburg, Deutschland
Arterieller Katheter , 5 Fr Fa. Braun, Melsungen, Deutschland
Atropinsulfat 0,5 mg/ml Fa. Braun, Melsungen, Deutschland
Axioskop 40 Fa. Zeiss, Jena, Deutschland
Azaperon Fa. Janssen Pharmaceutica Beerse

BeiRschutz aus Holz

BGA Gerat ABL 800 Flex Fa. Radiometer GmbH, Willich,
Deutschland

Blasenkatheter Cystofix Fa. Braun, Melsungen, Deutschland

Dreilumiger 8 Fr Sheldon-Katheter Fa. Arrow / Teleflex Medical, Westmeath,

Ireland
DPBS mit Ca und MG Fa. Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland
EDTA 0,04 gi. A. —dest. Fa. Sigma, Minchen, Deutschland
Einfuhrungsschleuse 8 Fr Fa. Edwards Lifescience, Irvine, California,
USA
Endotrachealer Tubus 6 — 7 mm Fa. Malinckrodt, Athlone, Ireland
Falcon Tubes 50 ml Fa. Becton & Dickinson, Heidelberg,

Deutschland

Fentanyl 50 pg / ml Fa. Rationpharm, Ulm, Deutschland
Formaldehydlésung 4 % Fa. Sigma, Minchen, Deutschland
Glutaraldehyd 25 %, 1 % Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycerol Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland
Hamatoxylin-Eosin Fa. Sigma, Minchen, Deutschland
Isofluran 1 % Fa. Baxter, UnterschleilRheim, Deutschland
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Isopropanol

Inzolen-L&ésung

Ketamin

Lachgas-Sauerstoff-Mischung

Paraffin

PBS w/o Lésung

Periphervendser Zugang 1,1 mm
Phenobarbital (Eutha® 77)

Piritramid
Ringer-Lésung
SAS/Stat ver. 8

SC 9000 Monitor
SPSS ver. 15

Swan & Ganz-Katheter
Thiopental

VET-ABC

Vigilance Monitor

Xylol

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Dr. Franz Kohler Chemie, Bensheim,
Deutschland

Fa. Veterinaria AG, Zirich, Schweiz

Fa. Linde AG, Pullach, Deutschland

Fa. Sigma, Minchen, Deutschland

Fa. Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Fa. Braun, Melsungen, Deutschland

Fa. Veterinaria AG, Zirich, Schweiz

Fa. Janssen-Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland

Fa. Deltaselect, Kéln, Deutschland

Fa. SAS Institute, Inc, Cary, USA

Fa. Siemens, Erlangen, Deutschland

Fa. SPSS, Inc, Chicago, USA

Fa. Edwards Lifesciences, Irvine, California,
USA

Fa. Inresa Arzeimittel, Freiburg,
Deutschland

Fa. scil animal care Company, Viernheim,
Deutschland

Fa. Edwards Lifesciences, Irvine, California,
USA

Fa.Sigma, Munchen, Deutschland
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4 Ergebnisse

4.1 Gruppendefinition

In der Versuchsreihe wurden drei Gruppen miteinander verglichen:

1) SMC-Gruppe = Standard Medical Care Gruppe = Schock ohne LIM = nLIM.

Die Gruppe Versuchstiere (n = 12), welche zwar einem hdmorrhagischen Schock
unterzogen wurde, jedoch keine LIM-Therapie erfuhr.

2) LIM-Gruppe = Schock mit LIM.

Die Gruppe Versuchstiere (n = 12), welche einen hamorrhagischen Schock erfuhr
und zusatzlich eine Therapie mit LIM erhielt.

3) Kontrollgruppe = Versuchstiere, welche weder einem hadmorrhagischen Schock

noch einer Therapie mit LIM unterzogen wurden.
lhnen wurde vor der Euthanasie Blut und spater die Organe entnommen. Sie

dienten als Referenzgruppe zur Auswertung der histologischen Ergebnisse.

4.2 Allgemeine Erlauterung

Im Ergebnissteil werden im ersten Abschnitt die organspezifischen Parameter als
MalR fur die Gewebeschadigung im Zuge eines hamorrhagischen Schockes
dargestellt. CK, CK-MB und Troponin-T werden als Mal} fir eine kardiale, die
Transaminasen (AST, ALT) fur eine hepatogene sowie Kreatinin fir eine renale
Gewebeschadigung aufgefihrt.

Im zweiten Abschnitt werden die Parameter PCWP und MPAP als Mal fur eine
pulmonale Belastung analysiert.

Im dritten Abschnitt werden Ergebnisse der histologischen Auswertung der HE-

gefarbten Organschnitte beschrieben.

4.3 Serumparameter

Dargestellt sind jeweils Mittelwerte + Standardabweichung (MW £ SEM) aller
Schweine einer Gruppe zu definierten Zeitpunkten. Die Graphiken zeigen jewells die
SMC-Gruppe sowie die LIM-Gruppe. Beide Gruppen haben eine Grélke von 12
Tieren, wobei die GruppengréfRe zu den Nachbeobachtungszeitpunkten 48 und 72

Stunden aus jewells 6 Tieren besteht.
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4.3.1 Creatinkinase CK und CK-MB

In Abbildung 10 und 11 sind die Serumparameter CK sowie CK-MB von SMC- und
LIM-Gruppe im Vergleich dargestellt. Gemald Versuchprotokoll erfolgten die

Blutabnahmen zu den oben beschriebenen Zeitpunkten.

Creatinkinase (CK) SMC- vs. LIM-Gruppe
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Abb. 10: CK-Konzentration im Serum der SMC- im Vergleich zur LIM-Gruppe. Es sind die
Mittelwerte der SMC-Gruppe und der LIM-Gruppe zu den ausgewahlten
Zeitpunkten im Vergleich abgebildet. Als Fehlerindikator ist der Standardfehler
des arithmetischen Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Die Differenz der Ausgangswerte der CK lag in der SMC- sowie der LIM-Gruppe bei
Versuchsbeginn nur geringfigig auseinander (CK-SMC-Gruppe: 1643 + 220 U/L,
CK-LIM-Gruppe: 1183 £ 87 U/L). Am Ende des Schockgeschehens war ein geringer
Abfall der CK in beiden Gruppen festzustellen (CK-SMC-Gruppe: 982 + 134 U/L,
CK-LIM-Gruppe: 716 £ 56 U/L). Nach 24 Stunden war ein starker Anstieg der CK in
beiden Gruppen zu verzeichnen (SMC-Gruppe: CK 58420 + 9767 U/L, LIM-Gruppe:
CK 77653 + 14960 U/L).

Im weiteren Verlauf sanken die CK-Werte in beiden Gruppen wieder signifikant ab.
Auffallend war, dass die CK-Werte 72 Stunden nach Schock signifikant niedriger in
der LIM-Gruppe (1431 +/— 305 U/l) waren als in der SMC-Gruppe (2338 +/— 233 U/I;
p <0,05).
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Creatinkinase-MB (CK-MB) SMC- vs. LIM-Gruppe
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Abb. 11: CK-MB Konzentration im Serum der SMC- im Vergleich zur LIM-Gruppe. Es sind
die Mittelwerte der SMC-Gruppe und der LIM-Gruppe zu den ausgewdhlten
Zeitpunkten im Vergleich abgebildet. Als Fehlerindikator ist der Standardfehler
des arithmetischen Mittelwertes (SEM) dargestelit.

Zu Beginn des Versuchs lagen die Werte der CK-MB in der LIM- sowie der SMC-
Gruppe auf gleichem Niveau (CK-MB SMC-Gruppe: 180 + 20 U/L, CK-MB LIM-
Gruppe: 151 £ 6 U/L). Zum Ende des Schockgeschehens sanken in der LIM- und
der SMC-Gruppe die Werte unter das Ausgangsniveau (SMC: 95 + 13 U/L, LIM: 97
+ 10 U/L; p>0,05). Wie fur die CK stiegen auch die CK-MB Konzentrationen
innerhalb der ersten 24 Stunden nach Schock signifikant an, ohne jedoch, dass ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bestand. Zum Zeitpunkt 48 und 72
Stunden sanken die CK-MB Werte in beiden Gruppen erneut deutlich ab. Nach 72
Stunden erreichten die Werte in beiden Gruppen das Niveau zu Beginn des
Versuchs, wobei diese niedriger in der LIM-Gruppe (134 +/— 31 U/l) verglichen mit
der SMC-Gruppe (156 +/— 12 U/l) (p < 0,05) waren.

Nach Betrachtung beider Parameter lasst sich zusammenfassend feststellen, dass
die Werte von CK und CK-MB in der SMC- und der LIM-Gruppe bei Versuchsbeginn
auf gleichem Niveau lagen. Im Verlauf war fur beide Parameter ein deutlicher
Anstieg besonders nach 24 Stunden zu verzeichnen. Nach 72 Stunden waren beide
Parameter erneut reduziert und auf Ausgangsniveau. In Bezug auf eine mégliche
Gewebeschadigung weisen die Ergebnisse auf eine zumindest temporare

Minderperfusion des Myokards hin.
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43.2 Troponin-T

Als Mal} fur eine kardiale Schadigung nach einem hamorrhagischen Schock wurde
das Troponin-T bestimmt (Abb. 12).

Troponin-T SMC- vs. LIM-Gruppe
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Abb. 12: Troponin-T Konzentration im Serum der SMC- im Vergleich zur LIM-Gruppe. Es
sind die Mittelwerte der SMC-Gruppe und der LIM-Gruppe zu den ausgewdhlten
Zeitpunkten im Vergleich abgebildet. Als Fehlerindikator ist der Standardfehler
des arithmetischen Mittelwertes (SEM) dargestelit.

Die Troponin-T Ausgangswerte beider Gruppen unterschieden sich kaum (SMC:
0,03 £ 0,01 ng/ml, LIM: 0,02 + 0,003 ng/ml; p>0,05). Wahrend des Schocks
stiegen die Troponin-T-Werte in der LIM-Gruppe signifikant an. Insgesamt lagen die
Werte jedoch innerhalb des fur Schweine physiologischen Referenzbereichs von
unter 0,05 ng/ml. Deutlich erkennbar war ein Anstieg der Troponin-T-
Serumkonzentrationen nach 24 Stunden in beiden Gruppen (SMC: 0,08 + 0,03
ng/ml, LIM: 0,15 £ 0,05ng/ml). Auch wenn in der LIM-Gruppe der Anstieg tendenziell
starker war, gab es zwischen den Gruppen keine signifikanten Unterschiede
(p > 0,05). In beiden Gruppen erreichten die Troponin-T-Werte nach 72 Stunden
wieder Werte nahe dem Ausgangswert (SMC: 0,02 + 0,006 ng/ml, LIM: 0,01 £ 0,00
ng/ml). Ein signifikanter Unterschied der Troponin-T-Werte zwischen der LIM- und

SMC-Gruppe lag wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes nicht vor.
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4.3.3 Leberspezifische Transaminasen AST und ALT

Die leberspezifischen Transaminasen AST und ALT wurden in beiden Gruppen zu
definierten Zeitpunkten bestimmt. In Abbildung 13 und 14 sind die Verlaufe der
Transaminasen der LIM- und SMC-Gruppe dargestellt.

Aspartat-Amino-Transferase (AST) SMC- vs. LIM-Gruppe
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Abb. 13: AST-Konzentration im Serum der SMC- im Vergleich zur LIM-Gruppe. Es sind die
Mittelwerte der SMC-Gruppe und der LIM-Gruppe zu den ausgewahlten
Zeitpunkten im Vergleich abgebildet. Als Fehlerindikator ist der Standardfehler
des arithmetischen Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Zu Beginn des Versuchs war in der SMC-Gruppe ein Mittelwert von 56 £ 6,8 U/L, in
der LIM- Gruppe von 40 £ 2,8 U/L nachweisbar. Ein signifikanter Unterschied lag
nicht vor. Am Ende des Schocks sanken die AST-Werte in beiden Gruppen nur
geringfugig (SMC: 37 £ 4 U/L, LIM: 31 £ 2.91 U/L). Zum Zeitpunkt 24 Stunden
stiegen die AST-Werte in beiden Gruppen um ein Vielfaches an. Fur beide bestand
eine signifikante Steigung Uber die Zeit (SMC: 912 £ 193 U/L, LIM: 1853 + 572 U/L;
p < 0,05). Im Anschluss sanken die AST Konzentrationen wieder bis zum Zeitpunkt
72 Stunden ab und lagen wieder nahe den Normwerten (48 Stunden: SMC: 378 +
120 U/L, LIM: 854 + 515U/L; 72 Stunden: SMC: 62 + 6,8 U/L, LIM: 64 + 9,7 U/L).
Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen bestanden zu keinem

Zeitpunkt.

43



Ergebnisse

Alanin-Amino-Transferase (ALT) SMC- vs. LIM-Gruppe
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Abb. 14: ALT-Konzentration im Serum der SMC- im Vergleich zur LIM-Gruppe. Es sind die
Mittelwerte der SMC-Gruppe und der LIM-Gruppe zu den ausgewahlten
Zeitpunkten im Vergleich abgebildet. Als Fehlerindikator ist der Standardfehler
des arithmetischen Mittelwertes (SEM) dargestelit.

Zu Beginn lagen die ALT-Werte der LIM-Gruppe bei 51,1 £ 3,0 U/L, die der SMC-
Gruppe bei 60 + 5,68 U/L. 24 Stunden nach Versuchsbeginn stiegen in beiden
Kollektiven die Werte um ein Mehrfaches auf SMC: 203 + 25 3U/L, LIM: 258 +
33,8U/L an, ohne jedoch dass ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
bestand. Zum Zeitpunkt 48 Stunden erkannte man eine abfallende Tendenz auf 178
+ 19,2 U/L (SMC) und 213 £ 30,0 U/L (LIM), die sich zum Zeitpunkt 72 Stunden
fortsetzte. Interessanterweise fielen zwar die ALT-Werte wie die AST-Werte nach
einem starken Anstieg nach 24 Stunden erneut ab, im Unterschied zu AST
erreichten die ALT-Werte jedoch nicht das Niveau ihrer jeweiligen Ausgangswerte
und blieben oberhalb der Normwertgrenze von 90 U/L.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Werte der Transaminasen AST und ALT
zu Beginn der Versuchsreihe sowie am Ende des Schocks nur unwesentlich in
beiden Gruppen differieren. Als Zeichen eines potentiellen Gewebeschadens der
Leber waren kurzfristig (nach 24 Stunden) erhéhte Transaminasen nachweisbar, im
weiteren Verlauf gab es, gemessen anhand AST und ALT, keine nachhaltige

Funktionsstorung der Leber, unabhangig von der Gruppenzugehdorigkeit.
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4.3.4 Kreatinin

Als nierenspezifischer Serumparameter wurde Kreatinin in mg/dl zu den bekannten
Zeitpunkten bestimmt (Abb. 15).

Kreatinin SMC- vs. LIM-Gruppe
1,6 -
1,4
1,2 1
1,0 1
0,8
0,6
0,4
0,2

D.D I T T 1
Oh Ende 24h 48h 72h
Schock

— - SMC
—=—LIM

L

Kreatinin [mg/dl]

L

L

Zeit

Abb. 15: Kreatinin Konzentration im Serum der SMC- im Vergleich zur LIM-Gruppe. Es sind
die Mittelwerte der SMC-Gruppe und der LIM-Gruppe zu den ausgewdhlten
Zeitpunkten im Vergleich dargestellt. Als Fehlerindikator ist der Standardfehler
des arithmetischen Mittelwertes (SEM) abgebildet.

Bel der ersten Blutabnahme ergaben sich Werte von 1,0 £ 0,03 mg/dl far die SMC-
Schweine und 0,9 £ 0,05 mg/dl fur die Tiere der LIM- Gruppe (p < 0,05). Der
Referenzbereich fir Kreatinin bei Schweinen liegt bei 1,1 bis 1,8 mg/dl. Am Ende
der Schockinduktion zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich zum
Beginn der Versuchsreihe (SMC: 1,0 £ 0,05 mg/dl, LIM: 0,9 £ 0,06 mg/dl). Zum
Messzeitpunkt 24 Stunden stiegen in beiden Kollektiven die Kreatinin-Werte
geringfugig an (SMC: 1,2 + 0,07 mg/dl, LIM: 1,2 + 0,16 mg/dl), blieben jedoch
innerhalb des physiologischen Referenzbereichs (1,1 bis 1,8 mg/dl). Auch im
weiteren Verlauf waren die Kreatininkonzentrationen auf diesem Niveau. Es kam
unabhangig von der Gruppenzugehdrigkeit zu keinem wesentlichen Anstieg. Zur
besseren Ubersicht sind in Tabelle 4 die Daten der erhobenen Parameter zu den

definierten Zeitpunkten aufgefiihrt. Die Werte wurden zum Teil in der
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Gemeinschaftsarbeit erstellt. Die Tabelle gibt einen Uberblick tiber die Zeitkinetik. In

eckigen Klammern sind die Referenzwerte fur Schweine aufgefuhrt.

Tabelle 4: Serumparameter (Loegters T et al. 2010)

Einheiten: Laktat (mmol/L), BE (mmol/L), Kreatinin (mg/dl), AST (U/L), ALT (U/L), CK (U/L), CK-MB
(U/L), Trop T (ng/ml). n.d. = nicht definiert aufgrund fehlender Daten.

Die FuBnoten bedeuten in der Tabelle:

a : signifikanter Unterschied innerhalb einer Gruppe zum angrenzenden vorherigen Zeitpunkt

(p <0,03),

b : signifikanter Unterschied zwischen der SMC und LIM-Gruppe zu einem Zeitpunkt (p < 0,05).

0h End shock 2 48h 72h
sMe LI SMC LI SMC LI SMe LI sMe LI

[EI":"’_":";']" 104003 | 094005 | 104005 | 094006 | 124007 | 124016 | 09+009 | L1+018 | 11006 | 0.8+008
Da sqy | 268 | 0228 | mes | 3291 | 6122103 | 18832572 | aBelr | Ss4xsls | 62568 | 64297
gg_gu] 60568 | 511230 | 31233 | 26+128° | 203253 | 258338 | 1782192 | 213+30.0° | 108588 | 1234165
gﬂ _gyo | 16435220 | 118387 | 982134% | 71656+ | 58420+ 767" | 77653 + A960° | 15851+ 4185° | 29430+ 15520° | 2338 +233 | 1431+ 305
CK-MB | 18020 | 151%6 | 9513 | 97+10° | 767+88° | 069=148° | 294233 | 467+152 | 156+12a | 13331
Troponin T

[o0s) |003001|0.02:60003| 0.04:5001 | 004200la| 008+003 | 0.15+005 | 0020004 | 00420021 |002:0006 0.01000

4.4 Parameter der HAmodynamik

Wahrend der Versuchsdurchfihrung wurden folgende hamodynamische Parameter
kontinuierlich gemessen:

- Mittlerer arterieller Druck (MAP)

- Herzfrequenz (HF, HR)

- Herzzeitvolumen (HZV, CO)

- Zentral vendse Sauerstoffsattigung (svO2)

- Mittlerer pulmonalarterieller Druck (MPAP)

- Pulmonalkapillarer Verschlussdruck (PCWP)

- Zentral venéser Druck (ZVD)
Innerhalb dieses Teilprojekts wurden die Parameter PCWP und MPAP erhoben. Die

Auswertungen der Ubrigen hdmodynamischen Parameter waren Bestandteil eines
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anderen Teilprojektes (Witte 1,2011). Pathologische Werte weisen auf eine
pulmonale Funktionseinschrankung hin. Aus diesem Grund wurden diese beiden
Parameter weiterflhrend analysiert. In der Folge werden die Ergebnisse der

genannten Parameter im Gruppenvergleich prasentiert.

4.4.1 Pulmonalkapillarer VerschluBdruck (PCWP)

Der VerschluRdruck der Pulmonararterie (pulmonary capillary wedge pressure,
PCWP) wurde dber den Swan-Ganz-Katheter zu festgelegten Zeitpunkten
kontinuierlich gemessen. In Abbildung 17 ist die Zeitspanne 0 min. — 270 min.
abgebildet. Dies entspricht dem Zeitrahmen von Beginn des Versuches bis zur
Beendigung des Schockes und der Reperfusionsphase des ersten Versuchstages.
Die weiteren relevanten Zeitpunkte (48 und 72 Stunden nach Schock) sind in

Tabelle 5 dargestellt und im Text erwahnt.

Pulmonalkapilldrer VerschluBdruck (PCWP) SMC vs LIM-Gruppe
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Abb. 16: PCWP Werte der SMC- im Vergleich zur LIM-Gruppe. Es sind die Mittelwerte der
SMC-Gruppe und der LIM-Gruppe zu den ausgewdhlten Zeitpunkten im Vergleich
abgebildet. Als Fehlerindikator ist der Standardfehler des arithmetischen

Mittelwertes (SEM) dargestelit.
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Die LIM Schweine sowie die der SMC-Gruppe zeigten einen Ausgangs PCWP von
LIM: 82 + 0,57 mmHg und SMC: 7,3 = 1,23 mmHg. 25 Minuten nach
Versuchsbeginn wiesen die PCWP Dricke in beiden Kollektiven einen Abfall auf
(LIM: 3,1 £ 0,67 mmHg und SMC: 1,8 £ 0,68 mmHg). Dieser Zeitpunkt entsprach
dem Ende der schnellen Blutungsphase. Die Reperfusion war zum Zeitpunkt 70
Minuten begonnen. Wahrend der weiteren Schockphase war ein langsamer aber
stetiger Anstieg des PCWP in beiden Gruppen vorhanden (60 Minuten: SMC: 3,8 +
1,04 mmHg, LIM: 4 4 + 0,86 mmHg). Nach 70 Minuten wurde in beiden Gruppen die
Reperfusion begonnen. Es war hier bei beiden Kollektiven ab diesem Zeitpunkt ein
deutlicher Anstieg der PCWP Werte zu beobachten (90 Minuten: SMC: 9,9 £ 1,29
mmHg, LIM: 7,4 £ 0,71 mmHg). 85 Minuten nach Versuchsbeginn wurde in der LIM-
Gruppe die extrakorporale Zirkulation eingeschaltet. Die héchsten PCWP-Werte
waren in der LIM-Gruppe nach etwa 95 Minuten nachweisbar (95 Minuten: LIM:
11,1 £ 3,75 mmHg, SMC: 6,5 £ 1,19 mmHg).

Die extrakorporale Zirkulation mit dem LIM System dauerte bis zur 265. Minute an.
Die SMC-Gruppe wurde wahrend dieser Phase ebenfalls bis zur 265. Minute ohne
extrakorporale Zirkulation nachbeobachtet. Es zeigte sich in der LIM-Gruppe eine
insgesamt undulierende Kurve der PCWP Werte wahrend der LIM Phase mit dem
niedrigsten PCWP Wert zum Zeitpunkt 130 Minuten (4,8 £ 0,91 mmHg). Der
hdchste Wert war der zuletzt gemessene vor Beendigung der LIM Phase (270 min.:
8,3 £ 1,97 mmHg). Dieser Wert lag knapp Uber dem Ausgangsniveau.

In der SMC-Gruppe zeigte sich in der Phase ohne extrakorporales LIM System nach
Reperfusion eine in der Tendenz sinkende Kurve. Die pulmonalkapillaren Verschlul®
- Drucke fielen von 6,8 + 0,85 mmHg in der 105. Minute bis auf 4,0 £ 1,53 mmHg
am Ende der kontinuierlichen Messreihe (270 min.).

Nach 48 Stunden zeigte die SMC-Gruppe weiter abfallende Werte auf 3,8 + 0,88
mmHg. Im 48 Stunden Intervall lag der PCWP der LIM-Gruppe bei 5,2 + 0,89
mmHg. Die Schweine, welche nach 72 Stunden einer erneuten Messreihe
unterzogen wurden, wiesen anndhernd gleiche PCWP Dricke auf (SMC: 5,9 £ 1,43
mmHg, LIM: 5,9 £ 1,12 mmHg). Zusammenfassend waren fur die pulmonalkapillare
Driacke in beiden Gruppen wahrend der gesamten Beobachtungsperiode keine

signifikanten Unterschiede nachweisbar.
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4.4.2 Mittlerer pulmonal-arterieller Druck (MPAP)

Der mittlere pulmonal arterielle Druck (mean pulmonal arterial pressure, MPAP)
wurde ebenfalls Uber den Swan-Ganz-Katheter kontinuierlich gemessen. Abbildung
17 zeigt die Zeitspanne von Beginn des Versuches bis zur Beendigung des
Schockes und der Reperfusionsphase (0 min. — 270 min.) . Die weiteren relevanten

Zeitpunkte (48 und 72 Stunden) sind in Tabelle 5 aufgefuhrt und im Text erwahnt.

Mittlerer pulmonal arterieller Druck (MPAP) SMC- vs. LIM-Gruppe
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Abb. 17: MPAP Werte der SMC- im Vergleich zur LIM-Gruppe. Es sind die Mittelwerte der
SMC-Gruppe und der LIM-Gruppe zu den ausgewdhlten Zeitpunkten im Vergleich
abgebildet. Als Fehlerindikator ist der Standardfehler des arithmetischen
Mittelwertes (SEM) dargestellt

Der Ausgangswert des MPAP betrug in der LIM-Gruppe 17,8 £+ 1,49 mmHg in der
SMC-Gruppe 14,8 + 1,22 mmHg. Zum Zeitpunkt 25 Minuten zeigten die Messwerte
beider Kollektive einen deutlichen Abfall auf (LIM: 9,6 £+ 1,26 mmHg; SMC: 64 +
0,68 mmHg). Dieser Zeitpunkt spiegelte die Phase nach Beendigung der 15-
minutigen ,Entblutung® vor der Reperfusion wider. Wahrend der anschlieRenden
Schockphase konnte man in beiden Gruppen einen langsamen Anstieg der MPAP
Werte verzeichnen (LIM: 11,7 £ 1,32 mmHg, SMC: 8,4 + 0,84 mmHg).

Ab der 70. Minute folgte die Reperfusionsphase. Dies spiegelte sich in beiden
Kollektiven in einem deutlichen Anstieg des MPAP wider. Der MPAP stieg

kontinuierlich an und erreicht ab der 90. Minute jeweils einen Wert Uber dem
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Ausgangsniveau liegend hinaus (LIM 70. Minute: 10,8 £ 0,88 mmHg, SMC 70.
Minute: 9,0 £ 0,83 mmHg; LIM 90. Minute: 24,5 + 2,68 mmHg, SMC 90. Minute:
18,0 £ 1,66 mmHg). Die Reperfusionsphase dauerte 15 Minuten. Hiernach folgte in
der LIM-Gruppe der Anschluss des extrakorporalen LIM Systems, in der SMC-
Gruppe die Nachbeobachtung ohne LIM.

Nach Reperfusion zeigte sich in beiden Gruppen ein Abfall der MPAP-Werte.
Hiernach erreichten die Werte beider Gruppen das Ausgangsniveau. Zum Zeitpunkt
48 Stunden waren in der SMC- und LIM-Gruppe signifikant héhere MPAP-Werte
nachweisbar als zu Beginn des Versuchs (SMC: 7,3 + 1,01 mmHg, LIM: 10,9 £
1,10; p <0,05). Die Werte der LIM-Gruppe lagen hoher als die der SMC-Gruppe
(p <0,05). Nach 72 Stunden war in beiden Gruppen ein weiterer Anstieg
nachweisbar (SMC: 12,2 £ 2,10, mmHg, LIM: 13,7 £ 1,05 mmHg). In Tabelle 5 sind
die Datenverlaufe der PCWP und MPAP Werte dargelegt. Die Werte wurden zum
Teil in der Gemeinschaftsarbeit erstellt. Die Tabelle gibt einen Uberblick tber die

Zeitkinetik. In eckigen Klammern sind die Einheiten aufgefuhrt.

Tabelle 5: Himodynamische Parameter im Zeitverlauf (Loegters T et al. 2010)

Oh 48 12h
SMC LIM SMC LIM SMC LIM

PCWP[mmHgl | 73+123 | 82057 | 38x08 | 52+089 | 59143 | 59 =112

MPAP[mmHg] | 148122 | 178+149 | 73+101° | 109+110% | 122+210° | 137+1.05°

4.5 Histologie

Die aufgearbeiteten Hamatoxylin-Eosin gefarbten Organschnitte wurden durch
mich, mit Unterstitzung von Herrn PD Dr. med. Wolfram Mdller, Pathologie
Starnberg und Herrn Dr. med. Jankowiak, Institut flir Pathologie der Heinrich-Heine-
Universitat Disseldorf, als unabhangige Pathologen hinsichtlich schockspezifischer
Kriterien begutachtet. Die jeweiligen Organschnitte wurden in drei Gruppen zur
Beurteilung eingeteilt: Eine Kontroll -Gruppe (Versuchstiere ohne Schock), die LIM-
Gruppe (Versuchstiere mit Schock und anschlieBender LIM Behandlung) sowie die
SMC-Gruppe (SMC-Gruppe = Schock ohne LIM). Die Schnittbeurteilung folgt
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allgemeinglltigen pathologischen Untersuchungskriterien mit dem Hervorheben von
Organauffalligkeiten. Die Analysen erfolgten ,blind“, das heil3t ohne Kenntnis der
Gruppenzugehdrigkeit der Probe zum Zeitpunkt der Analyse.

In Abbildung 18 sind reprasentativ histologische Schnitte von Lunge, Herz, Leber,
Niere und Darm gezeigt. Es wurden die Histologieschnitte zur Darstellung gewahlt

welche mikroskopische Auffalligkeiten aufwiesen.
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Abb. 18: Reprasentative, histologische Schnitte von Lunge, Herz, Niere, Leber und Darm,
mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt, zugeordnet zur Kontroll-, LIM- und SMC-Gruppe.
Die Schnitte wurden bei der SMC- und LIM-Gruppe nach jeweils 48 bzw. 72
Stunden nach Schock enthommen. Die Organe der Kontrolltiere wurden direkt
entnommen. Die OriginalvergroRerungen sind 100-, 200- oder 400fach (X10, X20,
X40).

In den begutachteten Lungengewebeschnitten sah man bei den Schnitten der SMC-
sowie der LIM-Gruppe vereinzelt Lungengewebe mit Fibrinthromben in Blutgefallen
sowie Lungengewebe mit intraalveolarer Fibrinexsudation im Sinne beginnender
"hyaliner Membranen". Zwischen der SMC- und der LIM-Gruppe konnten keine
Unterschiede festgestellt werden. Die Lungengewebeschnitte der Kontroligruppe

zeigten hingegen eine vermehrte Anzahl intraalveolarer Erythrozyten.

o1



Ergebnisse

Aufgearbeitete Leberschnitte der SMC-Gruppe wiesen vereinzelt Leberlappchen mit
erweiterter Zentralvene und deutlich verschmalerte Leberzellplatten mit leichter
Blutstauung auf. "Schocknekrosen" als typische Zeichen des Lebergewebe-
schadens lielRen sich in der Leber in der LIM und der SMC-Gruppe nicht
nachweisen. Insgesamt zeigen die Tiere der SMC-Gruppe aber eine vermehrte
granulozytare Infiltration in der Lunge im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe
(Ott A, 2011).

Bei der Auswertung der Schnitte von Herz, Niere und Darm wurden sowohl in der
LIM- als auch der SMC-Gruppe zu den Zeitpunkten 48 und 72 Stunden keine
histologischen Hinweise auf eine Gewebeschadigung gefunden.

Zusammenfassend wurden in den befundeten Schnitten der LIM- und SMC-Gruppe
nur vereinzelt unspezifische Gewebeschadigungen nachgewiesen. Eindeutige
Schockfolgen im Sinne von Gewebenekrosen konnten weder in der SMC-Gruppe
noch in der LIM-Gruppe unabhangig der Organentitdt nachgewiesen werden. Die
oben genannten vereinzelten histologischen Auffalligkeiten waren nicht

reproduzierbar und zeigten keine Gruppenanhaufung.
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5 Diskussion

5.1 Uberblick

Die Inaktivierung neutrophiler Granulozyten durch das LIM stellt einen
Therapieansatz zur Reduktion einer UberschieRenden Immunantwort dar (Scholz M
et al. 2005). Innerhalb dieses Gesamtprojekts galt es zunachst ein hamorrhagisches
Schockmodell im Groftier zu etablieren und im Anschluss zu Uberpriifen, ob das
LIM einen Effekt auf posthdmorrhagische Veranderungen hat. Die Arbeitsgruppe
bestand aus mehreren Doktoranden. Jedem Doktorand unserer Arbeitsgruppe
waren unterschiedliche Fragestellungen zugeteilt, welche die Effekte des LIM-
Systems auf die Folgen eines standardisierten, hamorrhagischen Schocks im
Groltiermodell darstellen sollte (siehe Seite 33). Schwerpunkt des hier vorliegenden
Teilprojekts war es, die potentiellen Auswirkungen des hamorrhagischen Schocks
auf das Gewebe von Leber, Lunge, Darm, Herz und Niere und einen moglichen
Einfluss des LIM hierauf zu untersuchen. Zur Abschatzung der Gewebeschadigung
wurden histologische Analysen durchgefuhrt, sowie laborchemische und
hadmodynamische Surrogatparameter fir eine Organschadigung erhoben und
interpretiert.

Ziel war es, zu erforschen ob der hamorrhagische Schock zu einer
schockspezifischen Gewebeveranderung fuhrt und ob sich durch den Einsatz des
LIM Systems eine Verbesserung der mdéglichen Schockfolgen auf Organebene

zeigen lasst.

5.2 LIM beim hamorrhagischen Schock

Als Folge eines hamorrhagischen Schocks kommt es zu einer Aktivierung des
Immunsystems, im Rahmen dessen neutrophile Granulozyten eine wichtige Rolle
spielen (Siegenthaler W et al. 2006). Neutrophile Granulozyten werden aus dem
Knochenmark rekrutiert, aktiviert und besitzen in diesen Fallen eine verlangerte
Uberlebenszeit (Siegenthaler W et al. 2006). Die in die schockabhangigen Organe
migrierenden aktivierten polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten kénnen

endotheliale Dysfunktionen mit Odembildung und Gewebedestruktion durch die
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Bildung von Sauerstoffradikalen und die Sekretion proteolytischer Enzyme wie zum
Beispiel Elastase hervorrufen (Scholz M et al. 2004). Hiervon besonders betroffen
sind Lunge, Leber und Herz (Fan J et al. 2007). Die Lebensspanne von aktivierten
polymorphkernigen Granulozyten (PMN) ist unter physiologischen Bedingungen auf
4-10 Stunden in der Blutstrombahn limitiert (Bein T et al. 2010). Emigrieren die PMN
in das Gewebe, so Uberleben sie dort einige Tage (Bein T etal. 2010). Ein
verlangertes Uberleben beziehungsweise eine Uberaktivierung, wie es nach
hamorrhagischem Schock der Fall ist, kann zur Gewebeschadigung fuhren (Albelda
SM et al. 1994).

Es wurden in der Vergangenheit viele Anstrengungen unternommen, um die durch
Uberstimulierte Leukozyten vermittelten Pathogenitaten in Schach zu halten.
Darunter fallen Ansatze wie zum Beispiel die Applikation von Steroiden,
Antioxidantien oder monoklonalen Antikérpern (Abdel-Rahman U et al. 2007; Scholz
M etal. 2002; De Vries etal. 2003). All diese Interventionen erreichten jedoch
keinen bedeutenden Durchbruch (Scholz M et al. 2005, 2002).

Einen weiteren Ansatz stellt die Stimulation von Fas (CD9%5) auf aktivierten
Neutrophilen dar. In bereits durchgefuhrten Studien erwies sich dies als ein
effektives Mittel, um unerwiinschte Leukozyten-Aktivititen im Sinne einer Early-
Goal directed Therapy zu verringern (Abdel Rahman U et al. 2007; Salmen S et al.
2004; Ayub K et al. 2004; Peter ME et al. 2007; Cinatl J et al. 2000; Paunel-Gérgula
A et al. 2009). Die theoretische Annaherung fur die Entwicklung des LIM war der im
in vifro Versuch gezeigte Effekt, dass die Interaktion von FAS-L mit Fas auf
aktivierten Leukozyten zur Apoptose fuhrt (Rowe PM, 1996; Cox G et al. 1995). Das
LIM ermdglicht mit seiner Fas stimulierenden Oberflache die Inaktivierung von
Neutrophilen nach nur kurzem Kontakt mit dem LIM Polyurethanschaum. Die
Inaktivierung ereignet sich innerhalb von Minuten und somit kénnen die in Apoptose
versetzten PMN sofort von Makrophagen erkannt und eliminiert werden (Scholz M
et al. 2005).

Als ein Vorteil des LIM wird aufgefihrt, dass es in extrakorporale Kreislaufe
integriert werden kann und somit keine systemische Applikation von
immunmodulierenden Substanzen erforderlich ist. Das LIM System konnte in
vorangegangenen Studien z.B. in der Herz-Thorax-Chirurgie bereits erfolgreich

getestet werden (Scholz M etal. 2002). Neben der bereits durchgefuhrten
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Integration des LIM in den extrakorporalen Kreislauf bei einer Herz-Lungen-
Maschine ware der Einsatz auch bei anderen Krankheitsentititen mdglich, bei
denen eine ausgepradgte bzw. unverhaltnismalige inflammatorische Antwort
vorliegt.

Auf der Basis dessen sollte in dieser Arbeit die Wirksamkeit des LIM fur die
inflammatorische Antwort nach einem hamorrhagischen Schock gepruft werden. Far
einen experimentellen Ansatz bot sich der hdmorrhagische Schock unter anderem
deshalb an, da, wie bei der Herz-Lungen-Maschine, der Beginn des
inflammatorischen Reizes klar definiert ist. Neutrophile Granulozyten erfahren ihre
Uberaktivierung vor allem in der sehr frilhen Phase einer inflammatorischen
Reaktion nach einem hamorrhagischen Schock (Siegenthaler W et al. 2006). Bei
anderen Krankheitsbildern, die sich fur eine immunmodulierende Therapie anbieten
wirden, z.B. Autoimmunerkrankungen, entwickelt sich die Krankheit mehrheitlich
sukzessive mit unterschiedlicher Bedeutung immunkompetenter Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten (Siegenthaler W et al. 2006). Des weiteren spielt ein
geeigneter Zeitpunkt fur das Herausfiltern von neutrophilen Granulozyten in Bezug
auf die Phase der Immunantwort eine bedeutende Rolle. Die Fahigkeit der
neutrophilen Granulozyten zur antibakteriellen phaygozytischen Tatigkeit ist als
essentiell in der physiologischen Bakterienbekampfung anzusehen (Maier B et al.
2007; Sato H etal. 2007). Bei einer frihen Anwendung des LIM sind daher die
hdochsten Effekte zu erwarten. Eine zu spate oder nicht zeitgerechte Anwendung
des LIM kénnte Uber die Inhibition der neutrophilen Granulozyten zu einer
verminderten Abwehrfahigkeit des Organismus gegeniber pathogenen Keimen
fuhren und die Entwicklung einer Sepsis eventuell sogar beginstigen. Liegt das
klinische Bild einer systemischen Infektion vor, besteht daher eine Kontraindikation
fur den Einsatz des LIM.

Fur die Anwendung des LIM nach einem hamorrhagischen Schock im klinischen
Alltag gilt es zudem zu bedenken, dass der Einsatz des LIM unmittelbar im
Anschluss an eine Reperfusion mit Kompensation des Schocks den Einbau eines
extrakorporalen Kreislaufs erfordert. Auch wenn die Volumenverschiebungen beim
Einbau eines extrakorporalen Kreislaufs bei hdmodynamisch stabilen Patienten

vertretbar wéren, kénnte die Anwendung bei diesen kritisch kranken Patienten mit

95



Diskussion

einer hamodynamischen Stabilitdt auf geringem Niveau zu einer erneuten
Kreislaufdekompensation beitragen.

Denkbar ware hingegen die Integration des LIM in bestehende extrakorporale
Kreislaufe. Anbieten wirde sich dies zum Beispiel bei der Hamodialyse.
Indikationen fur die Anwendung einer Hadmodialyse nach Trauma stellen unter
anderem das akute Nierenversagen und eine Rhabdomyolyse dar (Striebel HW,
2008). Eine Rhabdomyolyse ist die Zerstérung bzw. der Abbau der quergestreiften
Muskulatur mit folglichem Abbau der Muskelzellen (Huerta-Alardin AL et al. 2005).
Wahrend eine Rhabdomyolyse friih nach Trauma prasent ist, ware zu diesem
fruihen Zeitpunkt der Einsatz eines LIM eventuell moglich. Das akute
Nierenversagen stellt eine der wesentlichen Folgeschdden nach einem
hamorrhagischen Schock oder schwerem Trauma dar und manifestiert sich haufig
erst vier bis funf Tage nach dem Ereignis oder aber als Zeichen einer
Organmanifestation innerhalb der Sepsis (Xavier B etal. 2009). In diesen
Situationen ist der Einsatz des LIM eher nicht zu empfehlen.

Potentielle Risiken des LIM stellen unter anderem die Einschwemmung von IgM
Antikérpern dar, die sich vom Schwamm I6sen und toxische Effekte im Kdérper
haben koénnten. Die systemische Applikation von anti-Fas zeigte schwere
Nebenwirkungen wie beispielsweise toxische Leberschaden und Lungenfibrose
(Chang B et al. 2003) und ist daher nicht méglich. Untersuchungen hierzu konnten
aber zeigen, dass eine feste kovalente Bindung der IgM Antikérper am Schwamm
beim LIM System besteht und keine relevanten Anteile an Antikérpern nach der LIM
Anwendung im Korper nachweisbar sind (Scholz M etal. 2005). Der
hamorrhagische Schock stellt, angesichts des klar definierten Beginns des
inflammatorischen Reizes, ein passendes Krankheitsbild zur experimentellen
Untersuchung der Wirksamkeit des LIM als selektiven Immunmodulator dar.
Gleichwohl wéren bis zur Umsetzung im klinischen Alltag relevante Erkenntnisse
uber den Anwendungszeitpunkt und dessen potentielle Auswirkung fur die Patienten

notwendig.

5.3 EinfluB auf die posthamorrhagische Gewebeschadigung

Als Grundlage fur die ausgewahlten Organe dienten vorausgegangene Studien

welche die Organe Lunge, Leber, Herz, Niere und Darm als schockanfallig
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bezeichnen (Thijs LG et al. 1996; Aldridge AJ 2002; Bratton DL et al. 2011; Weiss
SJ, 1982; Roesner JP et al. 2009; Bocker W et al. 2008; Engler RL et al. 1983).

5.3.1 Lunge

Die im klinischen Alltag besonders im Rahmen der Intensivmedizin bekannte
Schocklunge wird international als Acute Respiratory Distresss Syndrome (ARDS)
bezeichnet (Ware LB etal. 2000). Das ARDS ist mit einer Uberaktivierung
neutrophiler Granulozyten und deren Sauerstoffradikal -Freisetzung in Verbindung
zu setzen (Stuber F et al. 2002), die zu einer Gewebeschadigung fihren kénnen.
Diese interstitiellen Lungenverdnderungen sind definiert als akute respiratorische
Insuffizienz, basierend auf dem Boden einer akuten, diffusen Lungenschadigung,
welche durch eine erhdhte pulmonalkapillare Membranpermeabilitdt mit einem
proteinreichen Lungenédem und nachfolgender Neigung zur Fibrosierung
gekennzeichnet ist (Ware LB et al. 2000). Das akute Lungenversagen tritt innerhalb
von wenigen Stunden bis zu 3 Tagen nach einem hierfur typisch auslésenden
Ereignis auf. Eines der Hauptausléser flr diese Folgen ist das Schockgeschehen
(Ashbaugh DG et al. 1967; Lorraine B et al. 2000; Bernard G et al. 1994).

Die histologischen Kriterien der Schocklunge sind Schockstadienabhéngig.
Zunachst werden eiweilreiche, interstitielle Odeme hilusnah, mit spaterer
kontinuierlicher Ausbreitung in die Peripherie beobachtet (Heinzeller T et al. 2001).
Nach ca. 24 Stunden treten Endothelzellschdden mit Adhasion von Granulozyten
und Monozyten sowie einzelnen Mikrothromben auf. Den Kapillarschaden folgen bei
weiter anhaltender Minderperfusion Nekrosen des Alveolarepithels der Typ | Zellen
sowie spater der Typ Il Zellen (Heinzeller T et al. 2001). Hierdurch kommt es zu
einem Verlust des antiatelektase Faktors, wodurch es zu einer erhdéhten alveolaren
Oberflachenspannung mit Lungenédem kommt. Aufgrund der im Schock
auftretenden Koagulopathie kann das Lungenédem als ein hamorrhagisches
Lungenddem imponieren. Tritt nun Fibrin ins Interstitium bilden sich hyaline
Membranen mit Verdickung der Alveolarsepten und folglicher Lungenfibrose mit
chronisch respiratorischer Insuffizienz aus (Bergentz SE et al. 1971; Bécker W et al.
2008). In vorangegangenen experimentellen Studien wurde festgestellt, dass
Thrombozyten nach einem Trauma in der Lunge starker angehauft werden, was
maoglicherweise die Diffusions- sowie die Perfusionskapazitat der Lunge beeinflusst.

Dies ist wahrscheinlich Folge einer Freisetzung verschiedener vasoaktiver
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Substanzen aus angehauften Thrombozyten (Bergentz SE etal. 1971; Bécker W
et al. 2008). Zwar konnte in dem vorliegenden Schockmodell im Lungengewebe als
Zeichen eines Gewebeschadens nach Hamorrhagie vereinzelt Fibrinthromben in
BlutgefalRen sowie Lungengewebe mit intraalveoldrer Fibrinexsudation im Sinne
beginnender "hyaliner Membranen" aufgezeigt werden. Diese Auffalligkeiten waren
jedoch nicht in allen Proben aufzufinden. Eine quantitative Analyse war nicht
madglich. Zudem gab es keine Unterschiede zwischen der LIM- und SMC-Gruppe.
Ein mdglicher Erklarungsansatz fur die nicht nachweisbare Gewebeschadigung
ware zum einen ein zu geringes Ausmal} der Schockschwere oder -tiefe. Die
~ochocktiefe” wurde in diesem Modell Uber die entnommene Blutmenge und den
mittleren arteriellen Druck (MAP) definiert. Im Mittel wurden ca. 550 ml Blut (Schock
ohne LIM = SMC-Gruppe 555 +/— 34 ml, Schock mit LIM = LIM-Gruppe 616 +/— 26
ml) enthommen. Der MAP wurde in der Blutungsphase versucht auf 35 + 5 mmHg
zu senken und wahrend der Schockphase auf 40 £ 5 mmHg zu halten. Im Rahmen
der Modelletablierung hatte sich jedoch gezeigt, dass geringere MAP Werte mit
einer deutlich héheren Mortalitat einhergingen und die Tiere die Schockphase nicht
uberlebten. Eine langere Schockphase, das heil3t langer als die von uns gewahlte
Dauer von insgesamt 60 Minuten, kdénnte eine Alternative zur Erhéhung der
Belastung fur das Tier sein. Die Abschatzung der Schocktiefe auf der Basis isoliert
des MAP zu betrachten wird zum Teil kritisch gesehen. Einige Autoren empfehlen
vielmehr die Beurteilung einer Schockschwere anhand der Parameter
Sauerstoffschuld und des Saure-Basen Haushalts (Rixen D etal. 2001). Im
vorliegenden Modell waren flir den Base Excess wahrend der Schockphase
negative Werte nachweisbar (Witte |, 2011; Loegters T et al. 2010). Auch fur Laktat
konnten Anstiege nachgewiesen werden, jedoch nicht auf die bei schweren
Schockphasen zu erwartenden hohen Werte (Witte |, 2011; Loegters T et al. 2010).
Die gewahlte Schockform fuhrte in unserem Modell nicht zu einem nachhaltigen
Gewebeschaden in der Lunge. Der Nachweis einer vermehrten Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten in das Lungengewebe (Ott A, 2011) kann jedoch als
deutlicher Indikator fur die systemische Beteiligung der Lunge als Folge des
hamorrhagischen Schocks gewertet werden.

Trotz einer fehlenden histologisch nachweisbaren Gewebeschadigung wiesen die

hamodynamischen Parameter auf eine pulmonale Affektion hin. Zur Beurteilung
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einer posthamorrhagischen Gewebeschadigung wurden in dieser Arbeit die
Kurvenverlaufe und Auswertungen der Parameter PCWP und MPAP als Parameter
fur die Lungenfunktion untersucht. Die Ableitung des mittleren pulmonalarteriellen
Druckes (MPAP) erfolgte Uber den Pulmonalarterienkatheter. Der gemessene Druck
entspricht hierbei dem Druck in der A. pulmonalis bei entblocktem Ballon. Es qilt,
dass niedrige MPAP Werte eher fur eine Hypovolamie und hohe MPAP Werte flr
eine Linksherzbelastung oder Lungenembolie sprechen kénnen (Berchtold R et al.
2008). Die MPAP Kurve nach Beendigung des Schockes spiegelte den
physiologischen Verlauf nach Hamorrhagie wieder. Durch das fehlende intravasale
Volumen zeigte sich in beiden Kollektiven ein deutlich erniedrigter mittlerer
pulmonalarterieller Druck. Ahnlich der PCWP Werte stiegen die MPAP Werte der
LIM- sowie der SMC-Gruppe in der Phase nach Schock vor Reperfusion langsam
wieder an. Dies kénnte mit den oben beschriebenen physiologischen Mechanismen
zur Gegenregulation nach Schock erklart werden. Sobald die Reperfusionsphase
begann, stieg in beiden Gruppen der MPAP stetig an und erreichte ab der 90.
Minute Werte oberhalb des Ausgangsniveau. Eine mdogliche Erklarung hierfar
kénnte die rasche Reperfusion sein, welche sich mit den physiologischen
Mechanismen der Gegenregulation addiert und somit zu einem mittleren
pulmonalarteriellen Druck fuhrt, welcher deutlich Uber der fur die Gruppen
gemessenen ,Norm* liegt.

Die MPAP Werte der SMC-Gruppe glichen sich zum Zeitpunkt 270 Minuten ihren
Ausgangswerten an. Die MPAP Werte der LIM Schweine wiesen einen stetig
héheren Wert im Vergleich auf. Die in der LIM-Gruppe hohen MPAP-Werte nach der
Reperfusionsphase kénnten zum einen durch das LIM bedingt sein, zum anderen
kénnte eine unterschiedliche Menge an reperfundierter Flussigkeit einen Einflul auf
den MPAP gehabt haben. Zusammenfassend ist festzustellen, dass lediglich zum
Zeitpunkt 48 Stunden nach Schock signifikant hdhere MPAP Werte in der LIM-
Gruppe nachweisbar waren. Dies koénnte fur eine hdéhere Linksherzbelastung
sprechen. Da nach 72 Stunden die Werte in beiden Gruppen wieder auf einem
Niveau lagen ist jedoch nicht von einem nachhaltigen LIM vermittelten
Gewebeschaden in Lunge oder Herz auszugehen.

Der pulmonalkapillare Verschlussdruck dient der Abschatzung der Vorlast des
linken Ventrikels (Mewis C et al. 2006). Wird der Ballon des Katheters geblockt so
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kompromitiert man den Blutflu® im Lungenkreislauf fir einen kurzen Moment. Der
dann ableitbare Druck entspricht somit dem enddiastolischen Druck im linken
Vorhof (Striebel HW, 2010). Da bei den Schweinen von kardial und pulmonal nicht
vorbelasteten Versuchstieren auszugehen war, sind Storfaktoren wie
Linksherzinsuffizienz, globale Herzinsuffizienz und hypertensive Lungenerkrankung
sehr unwahrscheinlich. Die korrekte Lage des Katheters wurde durch
kontinuierliches EKG Monitoring bei Anlage durch die Wedge-Position Uberprift. Da
es auch in der Humanmedizin fir den PCWP keine absoluten Grenzwerte gibt, soll
im Folgenden der Verlauf diskutiert werden. Von den gemessenen PCWP Dricken
lassen sich bei kontinuierlichem Monitoring Rickschlisse auf die kardiale Funktion
ziehen (Heck M et al. 2010).

Wahrend der Versuchsreihe sanken die PCWP Drucke nach der hamorrhagischen
Schockphase von LIM: 8,2 £ 0,57 mmHg und SMC: 7,3 £ 1,23 mmHg auf LIM: 3,1
0,67 mmHg und SMC: 1,8 £ 0,68 mmHg. Dies ist durch die im Rahmen der
Hypovolamie bedingten Regression des enddiastolischen Fullungsdruckes zu
erklaren. Aufgrund der Hamorrhagie vor Reperfusion fehlt dem Organismus das
nétige Volumen um den vorher gemessenen enddiastolischen linksventrikuldren
Fullungsdruck aufrechtzuerhalten (Bundgaard-Nielsen M et al. 2010; Berchtold R
et al. 2008). Konsekutiv zeigten sich hier erniedrigte PCWP Werte beider Gruppen.
Zwischen der 30. Minute bis zur 70. Minute spiegelt der PCWP Kurvenverlauf die
Zeitspanne nach Beendigung des Schockes vor Reperfusion wider. Der langsame
aber stetige Anstieg des PCWP’s kénnte ein Hinweis auf in beiden Gruppen
greifende physiologische Kompensationsmechanismen nach Schock sein. In dieser
Zeitspanne liegt der PCWP Wert der SMC- sowie der LIM-Gruppe weiterhin
unterhalb des Ausgangswertes, was durch ein suffizientes Schockgeschehen zu
erklaren ware. Kompensationsmechnismen in der Akutphase sind die Aktivierung
des sympathischen Nervensystems sowie renale, neurohumorale und lokale
vasoregulatorische Mechanismen (Janssen U etal. 2004). Ziel dessen ist die
Aufrechterhaltung und Wiederherstellung eines ausreichenden Herzzeitvolumens
(Janssens U etal. 2004). Die PCWP Kurve ist in Einklang zu bringen mit den
gemessenen Werten der Herzfrequenz sowie des Herzzeitvolumens (Witte I, 2010).

Nach ,Entblutung” reagieren alle Schweine mit Tachykardie und mit einem Absinken
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des Herzzeitvolumens was wiederum einen verminderten enddiastolischen
Fullungsdruck und damit einen geminderten PCWP Wert erklart (Witte |, 2010).

Zu Beginn der Reperfusion stiegen die PCWP Werte in beiden Gruppen wieder an,
wobei die SMC-Gruppe vor Beginn der LIM Phase scheinbar eine schnellere
,Erholung” der hdmodynamischen Situation erfuhr. Mit Beginn der LIM Phase zeigt
sich in der LIM-Gruppe ein undulierender Kurvenverlauf wohingegen das SMC
Kollektiv mit den PCWP Werten stetig bis zum Ende des ersten Versuchstages
sank. Der inkonstante PCWP Kurvenverlauf kénnte durch den Einsatz des LIM
Systems erklart werden. Hier ist das Augenmerk nicht auf die Leukozytenfiltration
sondern auf die Funktionsweise des LIM Systems zu legen. Studien zeigen, dass
der Einsatz eines extrakorporalen Systems in Form einer Dialysepumpe Einfluss auf
den Verlauf des PCWP’s nhehmen kann (Murasawa T et al. 1989).

48 Stunden sowie 72 Stunden nach Versuchsbeginn lagen die PCWP Werte beider
Kollektive jewells unter denen des Startniveau. Ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen lie sich nicht feststellen. Eine mogliche Erklarung hierfur
ware die Tatsache, dass die physiologischen Kompensationsmechanismen die
Folgen des Schockes nicht ganzlich auffangen kénnen und dass eine
Normalisierung der Werte Uber die 72 Stunden Grenze hinaus dauert. Ein positiver
Einfluss durch das LIM System kann somit anhand des PCWP Verlaufes nicht
festgestellt werden. Durch den in der LIM-Gruppe signifikant héheren MAP Wert
nach 72 Stunden lasst sich eine mdgliche Verbesserung der kardialen Funktion
durch das LIM System in Erwagung ziehen (Witte |, 2010). Es ist insgesamt fraglich,
ob isolierte Parameter wie z.B. PCWP oder MAP geeignete Messgrélien zur
Detektion von LIM-Effekten darstellen. Mogliche LIM-Effekte auf die Hamodynamik
sind unter Bertcksichtigung aller hdmodynamischen Parameter in der Gesamtschau
zu evaluieren.

Die Parameter MPAP und PCWP sind im unmittelbaren Kontext zur Herzfunktion zu

sehen. Daher wird im Folgenden darauf eingegangen.

5.3.2 Herz

Nach einem hamorrhagischem Schock lassen sich am Herzmuskelgewebe
Myokardiolysen, subendokardiale Blutungen sowie Myokardinfarkt - &hnliche
Veranderungen detektieren (Bdcker W et al. 2008; Remmele W 1999). Selten ist die
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nicht bakterielle Schockendokarditis zu beobachten (Bdécker W etal. 2008;
Remmele W 1999). In den hier durchgefihrten histologischen Analysen konnten
keine wesentlichen Schadigungen nachgewiesen werden. Wie fir die Lunge lassen
sich diese fehlenden Gewebeschadigungen durch das Ausmal} des Blutverlustes
bzw. der Schockschwere/tiefe erklaren. Es existieren eine Vielzahl an
hamodynamischen Kompensationsmechanismen, die zu einer Zentralisation des
Kreislaufs fihren. Das Herz ist daher nach einem Schock das Organ, welches auch
bei hohen Blutverlusten noch eine vergleichsweise gute Sauerstoffversorgung
erhalt.

Als Surrogatparameter flir eine Sauerstoffunterversogung oder Ischdmie der
Herzmuskeln stehen die Parameter CK, CK-MB und Troponin-T zur Verfugung.
Betrachtet man den Verlauf der Creatin Kinase vorerst isoliert, so sieht man, dass
nach 72 Stunden niedrigere CK-Werte in der LIM-Gruppe (1431 £ 305 U/I)
verglichen mit den Werten des SMC Kollektives (2338 + 233 U/l) vorlagen. In
vorherigen Untersuchungen des LIM-Systems in der Herz-Thorax Chirurgie konnte
gezeigt werden, dass der Einsatz des LIM-Systems ein effektives Instrument ist, um
die durch Uberaktivierte neutrophile Granulozyten vermittelte Schadigung, unter
anderem des Myokardgewebes, zu kontrollieren (Abdel Rahman U et al. 2007).
Hieraus konnte man auch in dieser Versuchsreihe den Schluss ziehen, dass die
neutrophilen Granulozyten durch die LIM-Behandlung die Fahigkeit zur
Gewebetransmigration verlieren und somit eine Akkumulation verhindert wird. Durch
verminderte Anhaufung im Gewebe, sollte auch die durch die PMN Granulozyten
vermittelte Beeintrachtigung der Gewebeintegritat verhindert werden.

Ein weiterer Hinweis auf eine verbesserte Organfunktion, in diesem Fall eine
verbesserte Myokardfunktion, waren die in der LIM-Gruppe gemessenen hdheren
svO2 Werte. Besonders 72 Stunden nach Schockgeschehen ist dieser Effekt zu
beobachten (Witte I, 2011). In diesem Zusammenhang ist auch das durch Herrn
Witte untersuchte Herzminutenvolumen zu betrachten. Das Herzminutenvolumen
hatte sich ebenfalls 72 Stunden nach Schock in der LIM-Gruppe anndhernd dem
Ausgangswert  angeglichen, wohingegen in der SMC-Gruppe das
Herzminutenvolumen noch deutlich erniedrigt war (Witte |1, 2011). Bringt man diese

drei Komponenten, CK, Herzminutenvolumen und svO2 in Einklang, so kénnte dies
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ein Hinweis fur eine bessere kardiale Funktion in der LIM-Gruppe 72 Stunden nach
Einsatz des LIM-Systems sein.

Die Creatin Kinase Erhéhung stellt jedoch lediglich einen Hinweis auf eine
Gewebeschadigung dar. Die Entitat des Gewebes lasst sich nur durch Bestimmung
der Isoenzyme herausfinden. Es kénnte denkbar sein, dass eine CK-Erhdhung, wie
sie in dieser Versuchsreihe besonders nach 24 Stunden auftrat, durch die Folgen
des Schockes, im Sinne einer Stressreaktion sowie durch die forcierte postoperative
Blutabnahme und somit bedingte Stresssituation zu erklaren ist (Stubhan M, 2008;
Kixmoéller M, 2004). Auf der anderen Seite kénnte die Tatsache, dass die CK-Werte
72 Stunden nach Schock in der LIM-Gruppe signifikant niedriger waren, darauf
zurlckzufihren sein, dass der Einsatz des LIM-Systems tatsachlich der
ausschlaggebende Faktor fur dieses Ergebniss ist, da die Schweine ansonsten den
exakt selben Bedingungen ausgesetzt waren.

Die Creatin Kinase (CK) ist ein Enzym, welches sich in verschiedene Isoenzyme
unterteilt. Diese gliedern sich in CK-MM (Skelettmuskeltyp), CK-MB (Myokardtyp),
CK-BB (Cerebraler CK Marker) sowie CK-MiMi (Mitochondrientyp) (Géthert M et al.
1975; Schlattner U etal. 2006; Wallimann T etal. 2007). Da die CK-MB in
besonders hoher Konzentration im Herzmuskel zu finden ist und bei erhdhter
Durchlassigkeit der Zellmembran als intrazellulares Enzym ins Blut gelangt,
sprechen erhdohte Werte im Serum fur eine maogliche Myokardschadigung
(Neumeier D et al. 1978). Es ist zu beachten, dass der prozentuale Anteil der CK-
MB an der Gesamt CK ausschlaggebend ist. In der Humanmedizin beispielsweise
spricht ein Anteil unter 6 % fur eine Freisetzung aus der Skelettmuskulatur, ein
Anteil Uber 20 % fir eine Messstdérung, moglicherweise bedingt durch Hepatitis,
Pankreatitis oder Darmischamie (Schausell S et al. 2009).

Eine alleinige Creatin Kinase Erhéhung gilt daher in der Diagnostik der Ischamie
sowie der Gewebeschadigung als sehr unspezifisch, da sie die Summe aller oben
genannten Isoenzyme ist und auch bei einer isolierten Skelettmuskelschadigung
erhoéht ware. Tabelle 6 zeigt den prozentual errechneten Anteil der CK-MB an der

Gesamt CK unserer Versuchsreihe.
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Tabelle 6: Quotient aus den angegebenen Mittelwerten CK-MB/CK in % LIM und SMC. End
Schock = 70 Minuten
Oh End shock 24 h 48 h 72 h
LIM 12,78 13,57 1,24 1,377 9,38
SMC 10,96 09,66 0,16 1,46 6,67

Wenn man davon ausgeht, dass das Verhaltnis von CK-MB zur Gesamt-Creatin-
Kinase beim Schwein ahnlich ist wie in der Humanmedizin, so lasst sich anhand
dieser Tabelle zeigen, dass der prozentuale Anteil der CK-MB an der Gesamt CK in
der Gruppe der LIM Schweine konstant hoher lag, verglichen mit den Tieren des
SMC Kollektives. Vor Einleitung des Schockes lag der prozentuale Anteil der CK-
MB in der LIM-Gruppe bereits bei nahezu 13 %, in der SMC-Gruppe bei 11 % wobei
hier kein ersichtlicher Grund fur einen mdéglichen Myokardschaden vorlag. Die
Interpretation der prozentualen Anteile sind daher eingeschrankt. Es sollte kritisch
hinterfragt werden, in wie fern die errechneten Werte hier reprasentativ fur die
Minchner Miniatur-Schweine sind. Entsprechende Literaturstellen im Bereich der
Veterindrmedizin, die spezifisch den Anteil der CK-MB an der Gesamt CK fur
Minchner Miniatur-Schweine berechnet, konnten nicht gefunden werden. Es ist zu
diskutieren, ob in folgenden Studien zur genaueren Diagnostik des
Myokardschadens, zusatzlich zu den bestimmten Parametern der Anteil von CK-MB
zur Gesamt-CK in Zusammenhang mit abgeleiteten EKG’s genauer untersucht
werden sollte.

Betrachtet man die Ergebnisse der CK sowie der CK-MB als sich erganzende
Serumparameter so sieht man, dass die Differenz der Ausgangswerte der CK sowie
der CK-MB in der SMC- sowie der LIM-Gruppe bei Versuchsbeginn nur geringflgig
auseinander lagen. CK SMC-Gruppe (1643 £ 220 U/L), CK LIM-Gruppe (1183 + 87
U/L). CK-MB SMC-Gruppe (180 + 20 U/L), CK-MB LIM-Gruppe (151 £ 6 U/L).

Im Verlauf war in beiden Diagrammen ein deutlicher Anstieg sowohl der CK als
auch der CK-MB besonders nach 24 Std. zu verzeichnen (SMC-Gruppe: CK 58420
+ 9767 U/L, CK-MB 767 + 84, LIM-Gruppe: CK 77653 + 14960 U/L, CK-MB 969 +
144 U/L). Dies kénnte damit erklart werden, dass die hochste Belastung des
Myokardgewebes 24 Stunden nach Schock auftrat. Der erreichbare Maximalwert

der CK sowie CK-MB ist in der Humanmedizin mit 24 Stunden nach Trauma
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beziehungsweise Myokardschadigung angegeben (Neumeier D et al. 1978). Diese
Erkenntnis spiegelt der Kurvenverlauf der Versuchsreihe wider .

Eine Erholung der CK sowie der CK-MB Werte war nach 48 Stunden erkennbar.
Hier waren beide Werte in beiden Gruppen jewelils regredient. Nach 72 Std. hatten
sich beide Werte fast auf das Ausgangslevel reduziert. Die CK-Werte waren 72
Stunden nach Schock signifikant niedriger in der LIM-Gruppe (1431 + 305 U/I)
verglichen mit der SMC-Gruppe (2338 £ 233 U/I). Signifikante Unterschiede fur CK-
MB lagen zwischen den Gruppen nicht vor.

Eine mdgliche Erklarung hierfur kdnnte der positive Effekt des LIM-Systems auf das
Myokardgewebe sein. In vorangegangen Studien konnte anhand von histologischen
Gewebeschnitten des Herzens bewiesen werden, dass durch das LIM System die
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in die Herzmuskelzelle verhindert
wird (Abdel Rahman U etal. 2007). In den histologischen Schnitten dieser
Versuchsreihe haben sich ebenfalls verminderte Leukozyten in der Herzmuskulatur
gezeigt (Ott A, 2011). In den histologischen Analysen waren unabh&ngig von der
Gruppenzugehorigkeit als Folge des Schocks im Herz allerdings keine relevanten
Gewebeschadden nachweisbar. Die kurzfristig erhéhten CK und CK-MB-Werte
kénnen als Zeichen einer temporaren kardialen Beeintrachtigung gedeutet werden,
eine nachhaltige schockassoziierte Gewebeschadigung war jedoch nicht
nachweisbar.

Durch die verminderte Transmigration der polymorphkernigen Granulozyten ins
Gewebe, hier besonders ins Myokardgewebe, wird der Herzmuskel méglicherweise
durch das LIM System vor endothelialer Dysintegritat protegiert und zeigt somit
respektive nach 72 Stunden eine verbesserte kardiale Pumpfunktion verglichen mit
der SMC-Gruppe (Witte |, 2011).

Weiterhin ist die Interpretation der CK sowie CK-MB-Werte beider Gruppen unter
Berilcksichtigung der hohen SEM Werte durchzufihren. Es sollte uberlegt werden,
in folgenden Studien zur Vermeidung von Fehlerquellen die CK sowie CK-MB Werte
der Schweine im Vorfeld Uber mehrere Tage zu bestimmen, um eine Referenz zu
erhalten. Zu bedenken ist ebenfalls die Halbwertszeit der Enzyme CK und CK-MB,
welche bei Interpretation der Ergebnisse zu berucksichtigen sind. Hier stellt sich die
Frage, ob engmaschigere Bestimmungen sowie langere Nachbeobachtungszeiten

notwendig sind.
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Zur spezifischen Abschatzung einer Myokardschadigung kann in Erganzung zu CK
und CK-MB Troponin-T bestimmt werden (Muller-Bardoff M et al. 1997; Neumeier D
etal. 1978). Troponin ist ein Eiweil® der Muskulatur welches als Troponin-C,
Troponin-l und Troponin-T besonders in der Herzmuskelzelle zu finden ist (Gaze
DC etal. 2008; Apple FS, 1999). Kommt es zu einer erhdhten Permeabilitdt der
Zellmembran des Myokardgewebes so gelangt das Protein Troponin-T in das Blut
(WU AHB etal. 1998). Das Kurvendiagramm des Troponin-T war in unserem
Projekt aufgrund des sprunghaften Verlaufs nur schwer zu interpretieren. Nach 24
Stunden zeigten die Troponin-T-Werte ihren Maximalwert in beiden Gruppen (SMC:
0,08 £ 0,03 ng/ml, LIM: 0,15 £ 0,05ng/ml). Troponin-T ist in der Humandiagnostik
normalerweise ein sehr sensitiver kardialer Marker, welcher ca. 3 Stunden nach
Myokardschadigung im Blutserum nachweisbar ist und seinen Héchstwert 20
Stunden nach Schadigung erreicht (WU AHB et al. 1998). Eine Normalisierung stellt
sich etwa nach 2 — 3 Wochen ein (Rottbauer W et al. 1996).

In der LIM- und SMC-Gruppe lagen die Troponion-T Werte 24 Stunden nach
Schockgeschehen oberhalb der Referenzgrenze von 0,05 ng/ml. Dies ist erklarbar
durch die schon bekannte Zeitspanne von etwa 20 Stunden in welcher der
Troponin-T Wert seinen Spitzenwert erreicht. Ebenso zeigten die Marker CK und
CK-MB ihren Héchstwert nach 24 Stunden. Hieraus konnte man den Schlul} ziehen,
dass die forcierte Hamorrhagie zu einem adaquaten Schockgeschehen mit
konsekutiver Gewebeschadigung in beiden Gruppen gefuhrt hat.

Wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes gab es keinen Unterschied in den
Troponin-T-Werten zwischen den Gruppen. Lediglich in der LIM-Gruppe war ein
Anstieg Uber die Zeit zum Zeitpunkt ,End-Schock® und 24 h vorhanden. Ein
maoglicher Grund fur erhéhte Troponin-T Werte nach einem Schock ware die
Freisetzung von Troponin-T aus den Herzmuskelzellen, deren Integritat durch
eingewanderte Leukozyten zerstért wurden. Der Anstieg von Troponin-T wirde
somit gegen einen positiven Effekt des LIM sprechen. In dem vorliegenden Modell
wurden in der LIM-Gruppe allerdings weniger Neutrophile im Myokard
nachgewiesen als in der SMC-Gruppe (Ott A, 2011).
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5.3.3 Leber

Eines der haufigsten Schockorgane mit spezifischen Veranderungen ist die Leber,
welche eine spezifische ,Schockreaktion® in 45 — 55 % der Falle zeigt (Buttner R
et al. 2003). Zur Definition der Schockleber werden zumeist die klinischen Kriterien
nach Henrion herangezogen (Henrion J et al. 2003; Madl C et al. 2007). Diese sind
im Folgenden:

1) Ein akuter und massiver, aber potentiell reversibler Anstieg der Transaminasen
auf zumindest das 20 fache der Norm, wobei in der Regel die Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase (GOT) vor der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) fuhrend ist.

2) Eine zugrunde liegende Kkardiale, zirkulatorische und/oder respiratorische
Insuffizienz

3) Der Ausschluss anderer leberschadigender Ursachen, insbesondere virale und
medikamentds-toxische Noxen.

Infolge der dualen Blutversorgung (70 % des Blutvolumens erhalt die Leber Uber die
Pfortader und 30 % Uber die Arteria hepatica) und einer potentiellen Steigerung der
Sauerstoffextraktion auf bis zu 95 % kann haufig auch im Schockzustand eine
suffiziente Sauerstoffversorgung der Leber aufrechterhalten werden (Madl C et al.
2007). Als Folge einer Hypoxie kann es zu einer unzureichenden Beta-Oxidation der
Fettsduren kommen, die eine Leberparenchymverfettung nach sich zieht. Nach
schweren Verlaufen bilden sich zentrale Leberparenchymnekrosen (Buttner R et al.
2003). Histologische Kennzeichen des Leberparenchyms im Schock sind im
Allgemeinen unspezifischer als die der Lunge. Zu den Kennzeichen gehdéren unter
anderem zentrilobuldre Leberzellnekrosen, die akute vendse Hyperamie,
disseminierte Einzelnekrosen/Gruppennekrosen, Mikrothromben sowie
unspezifische Reaktionen der von Kuppferschen Sternzellen (Madl C et al. 2007).
Die Leber nimmt meisten erst dann irreversible Schadigung durch einen
hamorrhagischen Schock an, wenn Sie im Vorfeld z.B. durch eine Zirrhose schon
vorbeschadigt ist (Madl C etal. 2007). Die histologischen Praparate der SMC-
Gruppe verglichen mit denen der Kontroligruppe haben in Lunge und Leber
teilweise Veranderungen aufgezeigt, wie sie auch bei einem beginnenden Schock
beobachtet werden kdénnen. Diese waren hierfur aber nicht beweisend oder
spezifisch. Richtige "Schocknekrosen" haben sich in der Leber nicht nachweisen

lassen. Eine absolute oder gar reprasentative Anhaufung in einer der 3 Gruppen
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fand sich nicht. Insgesamt zeigten die Tiere der SMC-Gruppe jedoch eine vermehrte
granulozytare Infiltration im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe (Ott A,
2011).

Die Aspartat-Amino-Transferase (AST) sowie die Alanin-Aminotransferase (ALT)
sind Enzyme, welche ihre héchsten Konzentrationen in der Leberzelle sowie im
Herz- und Skelettmuskel finden (Schauseil S etal. 2009). Die ALT gilt als
leberspezifisch und befindet sich im Zytoplasma der Zelle (Schauseil S et al. 2009).
Die AST liegt vermehrt in den Zellmitochondrien und wird als nicht leberspezifisch
angesehen (Schauseil S et al. 2009). Leberzellschadigungen so wie sie hier nach
hamorrhagischem Schock postuliert werden, fluhren folglich zu erhéhten
Serumwerten (Panteghini M, 1990). Die Werte der Transaminasen AST und ALT in
der LIM- und SMC-Gruppe differierten zu Beginn der Versuchsreihe und am Ende
des Schocks nur unwesentlich (SMC, End Schock AST: 37 +4a U/L, ALT: 31 £ 3.3a
U/L, LIM, End Schock AST: 31 + 2.91 U/L, ALT: 26 £ 1.28a U/L). Ein Uber die Zeit
signifikanter Anstieg zeigte sich in beiden Gruppen nach 24 Std. Der Kurvenverlauf
verhielt sich bei den Parametern AST und ALT &hnlich dem Verlauf der bislang
diskutierten Troponin-T-, CK- und CK-MB-Werte. Es zeigte sich ein maximaler
Ausschlag nach 24 Stunden. Diese Tatsache kénnte damit erklart werden, dass der
hammorhagische Schock zu einem zumindest reversiblen Organschaden fuhrt und
dieser jewells in den Bereich des MelRzeitpunktes 24 Stunden fallt.

AST hat beim Menschen eine angegebene Halbwertszeit von ca. 20 — 39 Stunden
(Schauselil S et al. 2009). Dies kdénnte den raschen Abfall nach 24 Stunden erklaren.
Zum Zeitpunkt 72 Stunden lagen die AST-Werte beider Kollektive (LIM und SMC)
nahe dem Ausgangswert und differierten nur geringflgig.

Die Halbwertszeit des Enzyms ALT ist beim Menschen mit ca. 50 Stunden
angegeben (Schauseil S et al. 2009). Hieraus kénnte man den Schluss ziehen, dass
der Abfall der Serumkonzentration 48 und 72 Stunden nach Beginn der
Versuchsreihe partiell durch das vermindert messbare Enzym im Serum zu erkléaren
ist. Pathophysiologisch kénnten die noch insgesamt erhdéhten ALT Konzentrationen
auch nach 72 Stunden dadurch erklart werden, dass die hepatische Funktionalitat
noch eingeschrénkt ist und das Lebergewebe durch den Schock nachhaltig
geschadigt ist. Dass LIM hatte keinen Einfluss auf ALT und AST-Werte.

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass sich ein Effekt der LIM-Gruppe weder
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aus den AST noch aus den ALT-Werten ableiten |asst.

Das laborchemische Ergebnis ist mit den histologischen Ergebnissen zur
Leukozyteninfiltration nicht in Einklang zu bringen. Hier konnte gezeigt werden, dass
die Infiltration neutrophiler Granulozyten auch im Lebergewebe durch das LIM
System reduziert werden konnte (Ott A, 2011).

Insgesamt stellen ALT und AST lediglich Surrogatparameter fuar eine
Gewebeschadigung in der Leber dar. Die genaue Kausalitdt zwischen dem
erreichten Schockgeschehen und den hohen ALT-Werten sollte im Rahmen
weiterer Studien multifaktoriell untersucht werden. Hierzu kénnte als Ergénzung der
De Ritis  Quotient  herangezogen  werden sowie  zusatzlich die
Glutamatdehydrogenase (GLDH) als Parameter zur Einschatzung einer schweren
Leberzellschadigung bestimmt werden. Als bildgebendes Erganzungsverfahren
kénnten CT und MRT bedacht werden.

5.3.4 Niere

Pathologische Zeichen der akuten Insuffizienz der Niere waren Blasse, Erweichung,
VergréRerung und Interstitielles Odem. Die Rinde ist dann breit und blass, wahrend
die Markkegel dunkel hyperamisch sind (betonte Mark-Rinden-Grenze) (Thomas C
et al. 1996). Die Glomeruli sind kollabiert, die Bowman-Kapsel ist weit, die Tubuli
sind als Ausdruck einer Tubulusinsuffizienz dilatiert (Thomas C etal. 1996). Als
Folge der Hypoxie sieht man geschwollene Tubulusepithelien mit herdférmigen
Tubulusepithelnekrosen (Thomas C et al. 1996). Mikroskopisch findet man in den
Glomeruslusschlingen Mikrothromben. Nach embolischen Verschlissen resultieren
Rindennekrosen. In der Erholungphase weicht die anfangliche An-(Oligo)-urie einer
Polyurie durch Konzentrationstérungen (Buttner R et al. 2003).

In den gefuhrten histopathologischen Untersuchungen dieser Versuchsreihe
konnten keine Zeichen einer akuten Insuffizienz nachgewiesen werden. Dies galt
sowohl fur die SMC als auch fur die LIM-Gruppe. Dies war insofern Uberraschend
als dass die Nieren in 20 % der Falle beim Schock betroffen sind (Buttner R et al.
2003). Bereits Werte des arteriellen Mitteldruckes von unter 80 — 100 mmHg kénnen
in Abhangigkeit von der Dauer zur akuten Niereninsuffizienz fiuhren (Buttner R et al.
2003).

Zur Abschatzung einer renalen Schadigung anhand serologischer Parameter nach

hamorrhagischem Schock sowie zur Uberpriifung des Einflusses des LIM-Systems
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wurde Kreatinin im Serum bestimmt. Der Blutplasmaspiegel von Kreatinin hangt von
unterschiedlichen Faktoren wie Muskelmasse, koérperlicher Aktivitat, Lebensalter,
Geschlecht und Nierenfunktion ab. Die Minchner Miniatur-Schweine wurden alle
unter gleichen Haltungsbedingungen sowie vergleichbarer Kalorienzufuhr pro Tag
gezuchtet, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die Muskelmasse sowie
die kérperliche Aktivitdt vergleichbar waren. Kreatinin gibt jedoch naheren Anhalt
uber den tatsachlichen Organschaden als andere harnpflichtige Substanzen wie
zum Beispiel Harnstoff (von Engelhardt W et al. 2010).

Es gilt hier den Verlauf der Kreatinin Werte von Beginn des Versuches bis zum
Zeitpunkt 72 Stunden zu betrachten und zu diskutieren. Am Ende des
Schockgeschehens sah man kaum Veranderungen der Serumkreatininwerte beider
Gruppen, verglichen mit dem Zeitpunkt 0. Dies kénnte pathophysiologisch damit
erklart werden, dass eine renale Beeintrachtigung bedingt durch den
hamorrhagischen Schock erst dann zu messen ist, wenn die glomerulare
Filtrationsrate (GFR) unter 50 % abfallt (Kampmann JP etal. 1981). Zum
Messzeitpunkt 24 Stunden stiegen in beiden Gruppen die Kreatininwerte an und
zeigten einen in etwa ahnlichen Wert. Wie schon bei oben diskutierten
Serumparametern scheint die Auswirkung des Schockgeschehens auf Organebene
in den Mefzeitpunkt 24 Stunden zu fallen. 48 Stunden nach Versuchsbeginn war
eine Regredienz der Kreatininwerte in beiden Gruppen zu verzeichnen, hier
deutlicher bei den SMC Schweinen. Nach 72 Stunden waren die Kreatininwerte in
der LIM-Gruppe signifikant niedriger als in der SMC-Gruppe. Hieraus kénnte man
den Schluss ziehen, dass die Langzeitschaden, welche durch das Einwandern der
neutrophilen Granulozyten hervorgerufen werden, durch den Einsatz des LIM-
Systems verhindert werden konnten. Diese Hypothese ware mit dem histologischen
Ergebnis von Frau Ott in Einklang zu bringen (Ott A, 2011). In ihren histologischen
Schnitten der Niere war eine Limitation der Infiltration durch neutrophile
Granulozyten durch das LIM System festgestellt worden. Der Unterschied der
Leukozytenanzahl im Gewebe war zwar marginal aber im Vergleich SMC vs. LIM
feststellbar (Ott A, 2011). Da wahrend des gesamten Versuchszeitraumes die
Kreatininwerte in beiden Gruppen innerhalb des Referenzbereiches von 1,1 -1,8

mg/dl lagen ergibt sich somit kein Hinweis auf einen Gewebeschaden.
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Der wesentliche Pfeiler der Therapie des hamorrhagischen Schocks ist ein
ausreichender Volumenersatz (Stirmer K et al. 2011). Als Volumenersatz stehen
neben Blutprodukten im wesentlichen kolloidale und kristalloide Lésungen sowie
isotone Kochsalzlésung zur Verfugung (Stirmer K et al. 2011). In Abhéangigkeit der
gewabhlten Flussigkeit zur Substitution und der Menge konnte dies einen Einfluss auf
das Ausmal der inflammatorischen Antwort oder potentielle Organschéden haben.
In dem hier vorliegenden Groltiermodell erfolgte die Reperfusion mit einer
kolloidalen Lésung (Ringer-Lésung). Fur die Ringer-Lésung konnte fir die
Reperfusion bei schwerverletzten Patienten mit hadmorrhagischem Schock in
verschiedenen Studien Vorteile gegenuber den anderen Lésungen nachgewiesen
werden (Sturmer K et al. 2011). In einer aktuellen Cochrane-Analyse konnte kein
Vortell von kolloidalen Lésungen gegeniber den kristalloiden Ldsung fur die
Flussigkeitssubstitution kranker Patienten nachgewiesen werden (Perel P etal.
2013). Vielmehr gibt es Hinweise auf eine erhdhte Mortalitdt nach der Behandlung
von kolloidalen Lésungen. Fir die Reperfusion werden sie daher aktuell nicht mehr
empfohlen (Perel P et al. 2013). Die Anwendung von Kochsalzldsungen beinhaltet
das Risiko von Dilutionsazidosen (Rhee P et al. 1998). Durch die Zugabe von Laktat
zu der Ringerlésung soll das Risiko einer Azidose verringert sein. Dieser Zusatz soll
jedoch auf der anderen Seite zu einer weiteren Aktivierung neutrophiler
Granulozyten und einer verstarkten Schadigung der Lunge fihren (Rhee P etal.
1998). Es gibt gegensatzliche Hinweise darauf, dass die Gabe von Ringer-Laktat
eine Apoptose neutrophiler Granulozyten induziert (Deb S etal. 1999).
Interessanterweise war in der Studie von Deb etal. die Reperfusion mit zuvor
gewonnenem Vollblut (Eigenblutreperfusion) nicht mit einer verstarkten Apoptose
verbunden. In unserem Schweinemodell wurde, aufgrund nicht vorhersehbarer
Effekte auf die inflammatorische Antwort, von einer Eigenblutspende wegen der
Notwendigkeit der groRen Menge zuvor entnommen Blutes abgesehen. Die Menge
an Eigenblut von 500 ml hatte in unserem Groltiermodell unseres Erachtens nach
eine weiterfuhrende Aufarbeitung vor einer Reperfusion bendétigt. Flr
weiterfuhrende Studien ware es jedoch von Interesse, ob bei gleich gewahlter
~ochocktiefe® aber modifizierter Flissigkeitssubstitution ein Gewebeschaden auf

Organebene oder prasentere Effekte des LIM nachweisbar waren.
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5.3.5 Darm

Als Folge eines hamorrhagischen Schockes kann es auch zu einer Schadigung des
Darmes kommen. Die Pradilektionsstellen sind Dinn- und Dickdarm. Durch die
Stérung der Mucosabarriere kommt es zu einem Ubertritt von Bakterien und deren
Toxine aus dem Darmlumen in die systemische Zirkulation (Knichwitz G etal.
2005). Auf diese Weise entsteht im Korper ein bakterieller Streuherd. Klinisch und
histologisch kommt es zur Ausbildung eines Schockdarms, der durch einen
paralytischen lleus mit weiten, édematds verdickten Darmschlingen und stark
herabgesetzter Motilitdt gekennzeichnet ist (Luther B, 2001). Mikroskopisch sieht
man neben dem oOdematds aufgetriecbenem Darm unregelmaRige, fleckférmig,
ischamiche Herde im Sinne einer ischamischen Enteritis (Luther B, 2001). Durch die
gestérte Propulsion des Darminhaltes kommt es zur bakteriellen Uberwucherung
des Darminhaltes mit zum Tell atypischer Darmflora und zur pathologischen
Besiedlung ansonsten keimarmer Darmabschnitte, wie z.B. das terminale lleum und
der Magen (Weinstein RA etal. 2002; Reinhart K etal. 2010). Mischungen aus
Nekrosen und Blutung welche das Bild einer fleckférmigen ischdmischen Enteritis
ggf. mit Durchwanderungsperitonitis bilden sind dann festzustellen (Buttner R et al.
2003). Wie in den anderen Organen wurden in unserem Modell als Folge des
Schocks auch im Darm keine der aufgefihrten Zeichen einer Schadigung
nachgewiesen. Wie fur die anderen Organe ist zu prufen, ob die Schocktiefe in
unserem Modell ausreichend war, um einen nachhaltigen Gewebeschaden
auszulésen. Im klinischen Alltag stellt der Darm auf der anderen Seite keinen
primadren Manifetstationsort nach einem Schock dar (Hersch M etal. 1990; Mc
Fadden D, 1991). Es ware daher denkbar, dass Schockfolgen im Sinne eines
Gewebeschadens zu einem spateren Zeitpunkt auftreten  kénnten.
Nachbeobachtungszeitrdaume von Uber 72 Stunden waren daflur notwendig.
Gleichwohl sind ohne Gewebeschaden in den wesentlichen schockabhangigen
Organen Lunge und Leber die Wahrscheinlichkeit einer sekundéren Beteiligung des

Darms gering.
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5.4 Schluffolgerungen aus der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die potentiellen Gewebeschdden, die durch einen
hamorrhagisch induzierten Schock hervorgerufen werden im Groftiermodell zu
untersuchen. Der Schwerpunkt wurde hierbei auf die Messung laborchemischer und
physiologischer Surrogatparameter sowie auf histologischen Untersuchungen der
Gewebeischamie gelegt. Insbesondere sollten mégliche Effekt der extrakorporalen
Immuntherapie mit dem Leukozyten-Inhibitionsmoduls (LIM) auf diese Schaden
untersucht werden.

Die Arbeitshypothese ging davon aus, dass die gezielte Inhibition von aktivierten
neutrophilen Granulozyten praventiv die durch diese hervorgerufene neutrophilen-
vermittelte Gewebeschadigung verhindern kénnte. In Vorarbeiten wurde bereits
nachgewiesen, dass die Bindung Neutrophiler an mit FAS-L beschichteten
Membranen dazu fuhrt, diese innerhalb von wenigen Minuten zu inaktivieren bevor
Zeichen der Apoptose zu sehen sind (Cinatl J Jr et al. 2000). Das veranlasste zu
der Annahme, dass immobilisierende agonistische anti-Fas therapeutisch genutzt
werden kénnen, um die Uberaktivierung von Neutrophilen zu limitieren.

Um neutrophile Granulyozyten in ihrer frihen Phase der posthamorraghischen
Immundysregulation zu inaktivieren, wurde in dieser Versuchsreihe das LIM in Form
eines extrakorporalen Kreislaufs eingesetzt. Ein ahnliches Konzept wurde, wie
schon in obigen Kapiteln beschrieben, in vorherigen Studien bei Patienten
angewandt welche sich herzchirurgischen Operationen unterzogen (Scholz M et al.
2004).

Der durchgefuhrte hamorrhagische Schock fuhrte zu einer temporaren Erhéhung
der laborchemischen Parameter CK, CK-MB, Troponin-T, ALT und AST 24 Stunden
nach dem Schock, welches flr eine schockassoziierte Beeintrachtigung der Organe
spricht. Nachhaltig nachweisbare Gewebeveranderungen 48 oder 72 Stunden nach
dem Schock konnten histologisch allerdings nicht nachgewiesen werden. Auch die
Serumparamter zeigten zu spateren Zeitpunkten keine relevanten Erhéhungen
mehr. Ein wesentlicher Grund hierfur kénnte die in diesem Modell gewahlte
Schocktiefe gewesen sein, so dass mdglicherweise die Belastungen nicht
ausreichend waren um relevante, durch eine posthdmorrhagische Inflammation

ausgeldste, Organschaden hervorzurufen. Mégliche Effekte des LIM auf etwaige
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nachhaltige Gewebeschaden kénnen daher anhand des durchgefuhrten Modells nur

eingeschrankt interpretiert werden.
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6 Ausblick

Im Rahmen dieser experimentellen Arbeit wurde ein hamorrhagisches Schockmodel
am Schwein etabliert. Dieses Modell kann fiur weitere Studien in Bezug auf den
hamorrgahischen Schock verwendet und modifiziert werden. Weiterhin gelang der
Einsatz des LIM-Systems am Schwein.

In dem angewandten Modell konnte teilweise eine Erhéhung von serologischen
Surrogatparametern fir eine Gewebeschadigung schockanfalliger Organe
aufgezeigt werden. Eine Organschadigung irreversiblen Ausmales, welche auch
histologisch einsehbar ware, war nicht vorhanden.

In folgenden Studien wére es denkbar, den Nachbeobachtungszeitraum
gegebenenfalls zu verlangern um Langzeitschaden sowie Effekte des LIM-Systems
besser Uberprifen zu kénnen.

Zur weiteren Verifizierung eines renalen Schadens kdénnten in nachfolgenden
Untersuchungen zudem die Kreatinin-Clearance sowie Cystatin bestimmt werden.
Diese beiden Parameter ergadnzen sich in der Abschdtzung einer
Nierenfunktionsstérung und sind zusammen sensitiver (Keller C et al. 2007).

Zur Abschatzung von Gewebeschaden sollten in fortfUihrenden Experimenten die
Schocktiefe oder Schocklange modifiziert werden. Ob das LIM System Effekte auf
Organschaden nach hamorrhagischem Schock hat kénnte dann evaluiert werden.
Der unbedenkliche Einsatz des Systems konnte schon in klinischen Studien bei
Patienten, die sich einer Operation mit Herz-Lungen-Maschine unterzogen, gezeigt
werden.

Prinzipiell denkbar ware der Einsatz des immunmodulierenden LIM-Systems im
Rahmen anderer Krankheitsentitdten. Anbieten wirden sich herbei zum Beispiel
Patienten, die sich in einer frihen Phase einer systemischen Inflammation befinden
und bei denen eine Hamodialyse durchgefuhrt wird. Bei diesen Patienten sollte

jedoch sicher keine systemische Infektion vorliegen.
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