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1. Einleitung

1.1 Das Polytrauma und die posttraumatische

Entziindungsreaktion

Das Polytrauma ist definiert als Verletzung mehrerer Organsysteme oder Kérper-
regionen, die in Kombination zum Tode flihren kann (Trentz 1995). Die Schwere
der Verletzungen und die daraus resultierende Belastung fir den Organismus
wird z.B. mit Hilfe des Injury Severity Scores (ISS) bestimmt (Greenspan 1985).
Im Idealfall ist eine ,restitutio ad integrum“ mdglich, jedoch kann sich im An-
schluss an die primare traumatische Schadigung, abhangig von Ausmall} und
Muster der Verletzungen, ein massives Entziindungssyndrom (SIRS- Systemic
Inflammatory Response Syndrome) entwickeln, das ein letales Multiorganversa-
gen zur Folge haben kann.

Bei der Entwicklung des Organversagens im Anschluss an ein Polytrauma muss
pathophysiologisch zwischen der durch direkte Traumaeinwirkung verursachten
Organschédigung (z.B. Leber-, Milzverletzungen, Knochenfrakturen, Lungenkon-
tusion,...) und dem Organversagen als Folge der generalisierten Entziindungs-
reaktion (SIRS) unterschieden werden.

Das SIRS ist die Folge einer Immunantwort des Gesamtorganismus auf ein
Polytrauma. Infolge der Verletzung (physikalischer/ chemischer/ thermischer Art)
eines oder mehrerer Organsysteme kommt es zu einer lokalen, priméar nicht-
bakteriellen Entztindungsreaktion. Durch spezielle Reparaturmechanismen kann
der Koérper den traumabedingten Schaden bis zu einem gewissen Schweregrad
lokal begrenzen. Zu diesen Reparaturmechanismen gehéren z.B. das Komple-
ment- und Gerinnungssystem, die Phago- und Monozyten sowie matrixbildende
Zellen und Lymphozyten. Unter optimalen Bedingungen gelingt es dem Orga-
nismus in diesem Stadium, eine lokale Heilung herbeizufiihren. Je nach Schwere
des Traumas kommt es jedoch haufig zu einer Abschwemmung der lokal freige-

setzten Entzindungsmediatoren (spill over effect).
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Auf diesem Weg werden verletzungsferne Organe und Strukturen in den
Entzindungsprozess miteinbezogen und es kommt zu einer generalisierten Ent-
ztuindungsreaktion. Die urspringlich protektiven Abwehrmechanismen schaden
dem Organismus, indem sie Endothel- und Parenchymzellen schédigen. Kommt
es zu einer Uberbeanspruchung der kérpereigenen Schutzmechanismen bzw.
erfolgt keine adaquate therapeutische Unterstiitzung, so werden priméar nicht be-
troffene Organe geschadigt. Folgen sind u.a. generalisierte Permeabilitats-
stérungen mit Bildung interstitieller Odeme und Organdysfunktionen, die sich
letztendlich bis zum kompletten Organversagen verschlimmern kénnen. Sind
gleichzeitig mehrere Organsysteme betroffen, spricht man von einem Multi-
organversagen. Nahezu 30% aller Traumapatienten entwickeln ein Multiorgan-
versagen, das trotz modernster therapeutischer MalRnahmen in bis zu 80% der
Félle letal endet (Goris 1985/ Hoch 1993). 1992 wurde die Bezeichnung
.Multiorganversagen durch den Begriff des ,Multiplen Organ- Dysfunktions-
Syndroms® (MODS) ersetzt (The ACCP/ SCCM Consensus Conference
Committee 1992). Das MODS wird, abh&ngig vom Zeitintervall zwischen seiner
Manifestation und der verursachenden Noxe, unterteilt in das:

e primare MODS, das unmittelbar nach dem Organtrauma aufgrund der Hypoxie

entsteht ,

e sekundare MODS, das sich erst 3- 14 Tage nach dem schadigenden Ereignis

manifestiert.
Das sekunddre MODS ist charakterisiert durch die Dysfunktion von Organ-
systemen, die bei der Polytraumatisierung primér keinen Schaden erlitten haben,

sowie durch das Auftreten Tage bis Wochen nach dem initialen Trauma.
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1.2 Der hypovolamische / himorrhagische Schock

Im Rahmen eines Polytraumas kommt es haufig neben der traumabedingten
Gewebsschadigungen zu einem hohen Blutverlust des Patienten. Je nach
Schwere des Blutverlustes kann sich daraus ein hd&morrhagischer Schock
(Volumenmangelschock) entwickeln. In solchen Fallen spricht man von einem
hamorrhagisch- traumatischen Schock. Der hdmorrhagische Schock kann sowohl
durch einen aufieren als auch durch einen inneren Blutverlust verursacht werden.
~ochock” allgemein ist definiert als eine akute Minderdurchblutung lebens-
wichtiger Organe mit Hypoxie oder Anoxie (als Ausdruck eines Missverhéltnisses
zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot) und nachfolgender Ansamm-
lung von Stoffwechselprodukten (Silbernagel/ Despopoulus 1990). Infolge des
Schocks kommt es zu Stérungen des Zellstoffwechsels. Kennzeichen des
hamorrhagischen Schocks ist eine akute kritische Abnahme des intravaskuldren
Volumens mit gleichzeitigem Verlust der Sauerstofftransportkapazitat. Es kommt
zu einer verminderten Kapillardurchblutung, einem herabgesetzten vendsen
Rickstrom zum Herzen, verminderter rechts- und linksventrikularer Fillung und
somit zu einer Reduktion des Herzzeitvolumens. Infolge des verminderten
HerzzeitvolumensentwickelnsichVerdnderungenaufder Ebene derMakro-und Mikro-
zirkulation, im Gewebsstoffwechsel und im Immunsystem. Aufgrund der Reduk-
tion der zirkulierenden Blutmenge, der daraus resultierenden Hypotension und
der Abnahme der Sauerstofftrdger kommt es zur Ischdmie verschiedener
Organsysteme. Als Ischdmie bezeichnet man die Minderdurchblutung eines
Gewebes/ Organs infolge unzureichender (= relative Ischamie) oder fehlender (=
absolute Ischamie) Blutzufuhr. Im Zustand der relativen Ischdmie genligt die noch
vorhandene Blutmenge, um das Organ/ Gewebe im Ruhezustand zu versorgen;
im Zustand besonderer Anforderung ist die Blutzufuhr jedoch unzureichend und
es kommt zu Ausfallserscheinungen (Stinzi/ Weiss 1990).

Die Ischdmie kann in eine ,kalte” und eine ,warme“ Form unterteilt werden. Die
.kalte“ Ischamie ist gekennzeichnet durch die vollstdndige Unterbindung der Blut-
versorgung eines Gewebes; sie kommt z. B. im Rahmen einer Organtransplan-
tation vor. Nach der Enthahme des betreffenden Organs (z.B. der Leber) aus dem
Spenderorganismus unterliegt dieses wahrend des Transportes zum Empfanger-

organismus einer langeren Phase kalter Ischamie.
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Als “warme Ischamie“ bezeichnet man die zeitweise Unterversorgung eines Ge-
webes/ Organs innerhalb des lebenden Organismus bei Normothermie, wie sie
z.B. im Verlauf des hamorrhagischen Schocks gesehen wird. Als Reaktion auf
den Blutverlust und den damit verbundenen Abfall des arteriellen Blutdrucks wird
im Organismus reflektorisch eine sympathoadrenerge Reaktion ausgel6st. Dabei
melden zundchst Dehnungs- und Chemorezeptoren, die im Aortenbogen und im
Carotissinus liegen, den Blutverlust an das Vasomotorenzentrum in der Pons und
Medulla oblongata. Als weitere Reaktion wird eine Steigerung des Sympathiko-
tonus, die Zunahme der postgangliondaren Katecholaminfreisetzung und eine
vermehrte Hormonproduktion der Nebenniere beobachtet. Das ausgeschittete
Adrenalin fihrt Uber die Erregung von B1-Rezeptoren zu einer Steigerung der
Herzfrequenz und der Kontraktilitdt des Herzens. Aufgrund der peripheren Vaso-
konstriktion, die o~ rezeptorvermittelt erfolgt, kommt es zu einer Steigerung des
GesamtgefaRwiderstandes. Ziel dieses kompensatorischen Mechanismus ist es,
den Perfusionsdruck durch den erhéhten Gefal3widerstand anzuheben und so
den Abfall des Herzzeitvolumens auszugleichen. Auf diese Weise wird die Rest-
blutmenge zugunsten primar wichtiger Organsysteme (v.a. Herz, Gehirn) um-
verteilt, um deren adaquate Perfusion sicherzustellen. Folge dieser Kreislauf-
zentralisation ist die Minderdurchblutung des Splanchnikusstromgebietes, der
Nieren, der Muskulatur und der Haut. Durch Aktivierung des Renin- Angiotensin-
Aldosteronsystems kommt es zur Verstarkung dieser Vasokonstriktion. Die Aus-
schittung von antidiuretischem Hormon (ADH) bewirkt eine Erhéhung der
Wasserrickresorption im Nierenmark.

Diese ersten Reaktionen des Kérpers auf einen Abfall der zirkulierenden Blut-
menge werden als kompensatorische Schockphase bezeichnet. Sie bewirken im
glunstigsten Fall (bei moderatem Blutverlust) einen klinischen Ausgleich der
Schocksituation. Ist der Blutverlust jedoch gréRer und gelingt es dem Korper
nicht, den Blutverlust auszugleichen, kommt es im Rahmen der Schockkom-
pensation zu schwerwiegenden Stdérungen. Diese beruhen auf einer zeitlich
verzdgerten, progressiven Vasodilatation, einem kontinuierlichen Abfall des
peripheren vaskuldren Widerstandes (Bond 1967) trotz Zunahme der Aktivitat
sympathischer Nerven (Gonzales 1974) und einer reduzierten Antwort des
GefalRsystems auf Vasokonstriktoren (darunter Norepinephrin (Mellander 1963),

Epinephrin (Manger 1957) und Tyramin (Harrison 1964 )).
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Der Beginn dieser vaskuldren Veranderungen stimmt zeitlich mit dem Ubergang
der reversiblen in die irreversible Schockphase (Bond 1985) iberein. In den

meisten Fallen resultiert die vaskuldre Dekompensation im Tod.

1.3 Das Ischiamie- Reperfusionssyndrom

Als Reaktion auf den hypoxisch- ischdmischen Zustand wird der Energiebedarf
der Zelle zunehmend durch anaerobe Glycolyse gedeckt. Desweiteren kommt es
zum Verbrauch von energiereichem Phosphat, bei dessen Abbau als Endprodukt
Hypoxanthin entsteht. Als Folge dieser verdnderten metabolischen Stoffwechsel-
lage reichern sich Xanthin und Hypoxanthin an. Aufgrund des ischdmiebedingten
Versagens der Kalziumpumpe steigt der intrazellulare Ca®* Spiegel an, was
wiederum fur die Umwandlung der fur den Hypoxanthinabbau verantwortlichen
Xanthindehydrogenase in Xanthinoxidase mitverantwortlich ist.

Im Zustand der Hypovolémie ist es wichtig, durch adaquate Volumensubstitution
die Kreislaufdepression und Zentralisierung mdglichst schnell zu beenden. Als
erwinschte Folge der Volumensubstitution kommt es zur Reperfusion und Re-
oxigenierung der zuvor minderdurchbluteten und mit Sauerstoff unterversorgten
Gebiete. Jedoch hat die Reperfusion und Reoxigenierung dieser Gebiete nicht
nur Vorteile. Die Schaden, die wahrend der Reperfusion entstehen, werden in
z.T. erheblichem Umfang durch den Einstrom von Sauerstoff in zuvor ischdm-
isches Gewebe verursacht. In dieser so genannten postischdmischen Phase
kommt es zur Entwicklung des Ischédmie- Reperfusionsschadens infolge spezifi-
scher Entziindungsprozesse (Flaherty 1988).

In der initialen Phase der Reperfusion/ Reoxigenierung baut die Xanthinoxidase
Hypoxanthin und Xanthin zu Harnsdure ab. Der in dieser Phase anflutende
Sauerstoff dient der Xanthinoxidase dabei als Elektronenakzeptor. Als Produkt
dieses Elektronentransfers entstehen Superoxidanionen (Mc Cord 1995), die im
Folgenden in der so genannten Haber- Weiss- Reaktion durch das Enzym Super-
oxiddismutase (SOD) zu Wasserstoffperoxid reduziert werden. Bei der Bildung
von hochreaktiven Hydroxylradikalen aus dem akkumulierten Wasserstoffperoxid

dient freies Eisen als Katalysator (Fenton- Reaktion).
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Die Hydroxylradikale kénnen z.B. aus mehrfach ungesattigten Fettsduren, die den
Hauptbestandteil aller Phospholipidmembranen darstellen, Wasserstoffatome
abspalten (Lipidperoxidation). Als Endprodukte entstehen organische Hydroper-
oxide und deren Radikale (Rose 1994 a). Durch diese Reaktionen kommt es zu
einer Schadigung der Zellmembranen v.a. von Endothelzellen (Bartlett 1996),
was als eine Ursache der Entwicklung generalisierter endothelialer Permea-
bilitdtsstérungen (capillary leakage) angesehen wird. Infolge der verénderten
GefaRpermeabilitdt entwickeln sich interstitielle und intrazellulare Odeme, die den
Austausch von Sauerstoff und Néhrstoffen stéren, indem sie die Diffusionsstrecke
vergroRern; es kommt zu einer Zelldysfunktion bis hin zur Zellnekrose. Unter
diesen Bedingungen steigt die Konzentration der Lipidperoxidationsprodukte im
Serum signifikant an, was auf einen oxidativen Schaden der Zellmembran
hinweist (Rose 1994 b).

Abb. 1 fasst den derzeitigen Kenntnisstand zur Entstehung des Reperfusions-

schadens graphisch zusammen.
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1.4 Der Arachidonsaurestoffwechsel

Eine Vielzahl hochpotenter, entzindungsférdernder und permeabilitdtssteigernder
Lipidmediatoren, Eicosanoide genannt, haben die Arachidonsdure als Ausgangs-
substrat (Decker 1990). Eicosanoide sind Gewebshormone, die einer raschen
Eliminierung unterliegen und ihre Wirkung nur Uber kurze Strecken entfalten.
Arachidonséaure ist eine aus 20 C-Atomen aufgebaute Fettsdure, die vier Doppel-
bindungen besitzt. Sie ist Bestandteil der Phospholipide der Zellmembran. Die
zytosolische calciumabhangige Phospholipase A, (PLA;) spaltet Arachidonsaure
aus den Phospholipiden der Zellmembran ab. lhr wird nach Trauma und Sepsis
eine proinflammatorische Wirkung zugeschrieben. Die membransténdige Phos-
pholipase C (PLC) mobilisiert rezeptorvermittelt die Arachidonséure.

Es existieren zwei Stoffwechselwege, an deren Anfang das Salz der Arachidon-
saure (Arachidonat) steht. Zum einen der Cyclooxigenaseweg, dessen End-
produkte Prostaglandine des Typs PG,, Prostacyclin und Thromboxane sind; das
katalysierende Enzym ist die Cyclooxigenase (COX). Zum anderen der Lipoxi-
genaseweg, dessen Endprodukte die Leukotriene sind. Sie haben vergleichbare
Wirkungen wie die Produkte des Cyclooxigenaseweges: Rekrutierung in-
flammatorischer Zellen, Veranderung von Vasomotorik und Gefal3permeabilitat

und Beeinflussung der Aggregation von Thrombozyten (Sigal 1991).

18



1.5 Die posttraumatische Immunmodulation

Die posttraumatische Inflammation wird durch komplexe Interaktionen verschie-
dener Mediatoren gesteuert. Zu diesen Mediatoren z&hlt zum einen die Gruppe
der:

1.5.1 Eicosanoide

Sie entstehen Uber den Cyclo- bzw. Lipoxigenaseweg aus Arachidonsaure. Zu

ihnen gehdren:

1.5.1.1 Prostaglandine

Prostaglandine sind zyklische, oxygenierte C-20-Fettsauren mit einem Zyklo-
pentanring. Neben ihrer Funktion als Entzindungsmediatoren aktivieren sie
polymorphkernige neutrophile Granulozyten und erhéhen die c- AMP- Spiegel in
Thrombozyten, fetalem Knochen, Schilddrise, Lunge, Corpus luteum und
Hypophysenvorderlappen.

Vor allem PGE; kommt aufgrund seiner immunsupprimierenden Eigenschaft eine
zentrale Bedeutung in der posttraumatischen Immunmodulation zu (O’ Mahony
1984).

1.5.1.2 Thromboxane

Thromboxane bewirken Thrombozytenaggregation und Vasokonstriktion; ihr Syn-

theseort sind die Thrombozyten (Silbernagel/ Despopoulus 1990). Thromboxan
A, spielt u.a. nach Ischdmie/ Reperfusion und nach Trauma eine wesentliche
Rolle bei der Rekrutierung inflammatorischer Zellen, bei der Veranderung der
Vasomotorik und der GefalRpermeabilitdt und bei der Beeinflussung der Aggre-

gation von Thrombozyten (Sigal 1991).

1.5.1.3 Prostacycline

Sie sind potente Hemmstoffe der Thrombozytenaggregation und werden vor-
nehmlich von Endothelzellen synthetisiert. Die Wirkung des Prostacyclins I,

(PGly) ist der Wirkung von Thromboxan A; entgegengesetzt.
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1.5.1.4 Leukotriene

Sie werden Uber den Lipoxigenaseweg aus Arachidonsaure in neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten, in Gewebsmakrophagen und Mastzellen gebildet. Sie
dienen als Mediatoren fir Entziindungen und allergische Geschehen. Leukotrien
B4 (LTB4) bewirkt z.B. einen Anstieg des Gefaldtonus sowie eine Zunahme der

Gefallpermeabilitat.

Desweiteren steuert der Plattchen- aktivierende Faktor (PAF) die posttrau-

matische Immunmodulation.

1.5.2 Plattchen-aktivierender Faktor (PAF)

PAF wird von einer Reihe von Blutzellen (neutrophilen Granulozyten, Throm-

bozyten, Monozyten, Makrophagen) und von Endothelien gebildet. Mit Hilfe der
Phospholipase A, wird PAF aus praformierten Atherlipiden der Zellmembran
freigesetzt und ist unter physiologischen Bedingungen ein sehr aktiver und lokal
hochpotenter Mediator (Ostermann 1990).

Die Wirkung des PAF hat besondere Bedeutung durch die Aktivierung und das
Priming von Makrophagen und Leukozyten mit Freisetzung von TNF-a, IL-1, IL-2,

Proteasen und Sauerstoffradikalen.

Eine weitere Gruppe von Entzindungsmediatoren wird unter dem Begriff der

Zytokine zusammengefasst.

1.5.3 Zytokine

Zytokine sind Polypeptidhormone, die lokal ausgeschittet werden und tber para-
und autokrine Mechanismen ihre Wirkung entfalten. Im Anschluss an ein
Polytrauma kommt es zur Ausbildung einer sogenannten posttraumatischen
Zytokinamie. Bereits 45 Minuten nach Induktion einer Hdmorrhagie I&sst sich ein

Anstieg proinflammatorischer Zytokine nachweisen (Chaudry 1990).
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Zu den Zytokinen zdhlen u.a.:

1.5.3.1 Tumornekrosefaktor- o (TNF- o)

TNF-o, auch Kachektin genannt, wird vornehmlich in Makrophagen synthetisiert
und in der frihen Phase der Hypoxie gebildet. Kachektin ist eines der potentesten
Zytokine. TNF-o. bewirkt durch Interaktion mit spezifischen Rezeptoren eine
Zunahme der Bildung von Sauerstoffradikalen durch Phagozyten. Unter der Wir-
kung von TNF-o bilden Makrophagen, Leukozyten, Granulozyten und Endo-
thelzellen vermehrt IL-1, IL-6, IL-8, Interferon, Prostaglandin E; (PGE;), Platelet
activating factor (PAF) und Platelet derived growth factor (PDGF). Durch die
vermehrte Freisetzung von Prostacyclin und endothelialem Relaxingfaktor
(EDRF) als Reaktion auf TNF-o leitet dieser die frihe vasodilatatorische Phase
der Entzindung ein. TNF-a ist auch maligeblich an der Entstehung der post-
traumatischen Permeabilitdtsstérungen beteiligt, indem es die Interaktion von
Leuko-, Lympho- und Monozyten mit Endothelzellen stimuliert. Aulerdem bewirkt
TNF-o. die Degranulation und Aktivierung von Leukozyten. Bisher konnte TNF-o
u.a. im Zusammenhang mit schwerer Hamorrhagie und im Endotoxinschock
nachgewiesen werden. Im Zusammenwirken mit anderen Mediatoren bewirkt
TNF-o Hypertriglyzeriddmie, Hyperglykdmie, Proteinkatabolismus und Hyper-
laktatdmie (Dargel 1995).

1.5.3.2 Interleukin 1 (IL- 1)

IL-1 wird in erster Linie von Monozyten, Makrophagen und neutrophilen

Granulozyten gebildet. Es liegt in 2 Formen (IL-1o und IL-1B) vor, die eine
ahnliche biologische Aktivitdt besitzen. In den ersten Stunden nach trauma-
bedingtem Schock ist IL-1 nicht nachweisbar. Durch IL-1 wird die Bildung von
Interleukinen, TNF-o, unterschiedlichen protektiven Proteinasen, sowie die Gen-
expression von PLA,, Cyclo- und Lipoxigenase induziert. Die Produktion von IL-1

und IL-2 ist wahrend der ersten 5 Tage nach Trauma supprimiert (Rodrick 1986).
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1.5.3.3 Interleukin 6 (IL- 6)
IL-6 wird hauptséchlich von Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten und Endo-
thelzellen nach Stimulation durch IL-1, TNF-a, Tumor Growth Factor  (TGF-j3)

und Endotoxin gebildet. Die Konzentration von IL-6 ist nach einem Polytrauma

bereits frihzeitig im Plasma erhéht. Die Hauptfunktion von IL-6 ist die Induktion

der hepatischen Akut- Phasen- Proteinsynthese (Miller-Graziano 1990).

1.5.3.4 Interleukin 8 (IL- 8)

IL-8 wird nach Stimulation durch TNF-o, IL-1 und verschiedene Bakterien-

produkte von unterschiedlichen Zelllinien gebildet. Es gilt als Hauptmediator der
Sauerstoffradikalproduktion, der Chemotaxis und der Diapedese von Granulo-
zyten. Bei Patienten mit ARDS und letalem Ausgang sind die Plasmakon-
zentrationen von IL-8 friih erhéht; in der Spatphase zeigt sich ein signifikanter
Anstieg (Meduri 1995).

1.5.3.5 Interleukin 10 (IL- 10)

IL-10 wird von Monozyten und Makrophagen gebildet. Aufgrund seiner suppressi-

ven Wirkung auf die Freisetzung von IL-1 und TNF-a wird ihm eine antiinflamma-

torische Wirkung zugesprochen (Rose/ Marzi 1996).

1.5.3.6 Interferon-vy (IF-v)

IF-y wird von T-Zellen synthetisiert. Es stimuliert die Aktivitat natirlicher lympho-
zytarer Killerzellen, die Produktion von Radikalen durch Monozyten und Leuko-
zyten, die Phagozytoseaktivitdt sowie die Freisetzung von IL-1 und TNF-o. aus
Makrophagen. Aulerdem spielt IF-y eine wichtige Rolle bei der Prasentation von
Antigenen durch Makrophagen und Monozyten. Die Expression von endothelialen
Adhasionsmolekilen (ICAM-1, ELAM-1) wird unter der Wirkung von IF-y

zusammen mit TNF-o stimuliert (Faist 1988).
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1.5.3.7 Koloniestimulierende Faktoren (Granulocyte/ Monocyte-CSF)

Koloniestimulierende Faktoren werden von Leukozyten und Makrophagen synthe-
tisiert. Sie stimulieren die Rekrutierung von Leukozyten im Knochenmark. In klini-
schen Studien zeigte sich im Tierversuch, dass die posttraumatische Gabe von

GM-CSF eine Sepsisentwicklung verhindert (Gorgen 1992).

1.5.3.8 Transforming Growth Factor- B (TGF- B)

TGF-B wirkt als Stimulans fur die Bildung von Adhasionsmolekilen und Zyto-
kinen. Er besitzt eine grol’e Bedeutung bei der posttraumatischen Wundheilung,
da er die Neubildung der Matrix férdert. Aullerdem bewirkt er die Hemmung der
Blutbildung, der Immunglobulinfreisetzung, sowie der T- und B- Zellproliferation.
TGF-B gilt als potentes Chemotaxin fir neutrophile Granulozyten und Makro-

phagen.

1.6 Aktivierung polymorphkerniger Granulozyten und die

Leukozyten- Endothel- Interaktion

An der Entstehung des postischamischen Reperfusionsschadens sind sowohl
0.9. Mechanismen als auch Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothel
beteiligt. In einem ersten Schritt kommt es in Endothelzellen, die von inflamma-
torischen Faktoren (z.B. freien Sauerstoffradikalen, Histamin, Thrombin und
verschiedenen Zytokinen) stimuliert wurden, zur Verschmelzung der Weibel-
Palade Granula mit der Zellmembran. Als Folge dieses Vorganges werden
praformierte, in den Endothelzellen gespeicherte Adhdsionsmolekile (Selektine,
P-Selektin (=GMP-140)) an der Zelloberflache exprimiert (Mc Ever 1989/ Patel
1991). Im weiteren Verlauf kommt es zur Adhasion nicht- aktivierter Granu-
lozyten Uber korrespondierende, leukozytdre Kohlenhydratrezeptoren (Sialyl-
Lewis-X, LECAM-1) (Picker 1991).
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Das ,Slow- Rolling- Phdnomen® von Leukozyten in postkapillaren Venolen wird
ebenfalls Uber Selektine (L- Selektin (=LECAM-1)) vermittelt (Ley 1991/ von
Andrian 1991). Als Folge der Anndherung von Leukozyten und Endothel kommt
es zu einer SignalUbertragung tGber PAF und PAF- Rezeptoren, was sich in einem
Anstieg des intrazellularen Calciums der Leukozyten zeigt (Kuijpers 1992).

Nach/ bzw. durch die Signaliibertragung kann es entweder zu einer AbstoRung
(shedding) der beteiligten Rezeptoren kommen, die danach im Blut als frei
zirkulierende Adhasionsmolekile nachzuweisen sind, oder aber es wird in einem
weiteren Schritt das ELAM-1- Adhéasionsmolekil (=E-Selektin) auf der Endothel-
seite exprimiert, das mit den entsprechenden, bereits auf nicht- aktivierten
Leukozyten exponierten Rezeptoren (Sialyl- Lewis-X oder L- Selektin) korres-
pondiert und eine festere Adh&dsion zwischen Leukozyt und Endothel bewirkt
(Jutila 1992/ Picker 1991). AulRerdem kommt es zu einer Bindung zwischen den
interzellularen, am Endothel normalerweise prasenten Adhasionsmolekilen der
Immunglobulin Superfamilie (v.a. ICAM-1) mit korrespondierenden Integrinen auf
der Leukozytenseite (v.a. MAC-1 Komplex der Integrine CD 11b/ CD 18). Es
konnte beobachtet werden, dass ICAM-1 v.a. 4-24 Stunden nach Aktivierung
durch z.B. TNF oder IL-1 exprimiert wird (Pober 1990a/ 1990b). Folge ist eine
feste Bindung zwischen Endothel und Leukozyt, was wiederum Voraussetzung
fur die Migration der Leukozyten sowohl durch die Endothelzellen als auch durch
den interzellulédren Spalt hindurch in das interstitielle Gewebe ist (Jutila 1992/ von
Andrian 1991).
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1.7 Anderung der Gewebedurchblutung und der

Mikrozirkulation im hypovolamischen Schock

Die Mikrozirkulation stellt das Bindeglied zwischen Kreislaufsystem und den zu
versorgenden Strukturen (Organe, Gewebe, Zellen) dar. Unter dem Begriff der
Mikrozirkulation werden alle BlutgefaRe mit einem Durchmesser < 300um
(einschlieBlich der terminalen Arteriolen, der Kapillaren, der postkapillaren
Venolen, der initialen Lymphgefél3e) und das in diesen Gefalien flieRende Blut
zusammengefasst. Infolge der schockbedingten kompensatorischen Vasokon-
striktion der pra- und postkapilldren Widerstandsgefalde kommt es zu einer Ver-
anderung sowohl der Quantitat als auch der Qualitat der kapillaren Perfusion. Es
entwickelt sich eine inhomogene Perfusion der Kapillargebiete. Infolge der
Umstellung vom aeroben auf den anaeroben Stoffwechsel entstehen Laktat und
sauere Metabolite, welche im Gewebe akkumulieren, da sie aufgrund der
mangelnden Durchblutung nicht abtransportiert werden kénnen.

Doch nicht nur der schockbedingte Volumenmangel und der daraus resultierende
verminderte Perfusionsdruck sind fir die Minderdurchblutung der Gewebe
verantwortlich. Durch die Anheftung von Leukozyten am GefaRendothel und die
Ansammlung von Erythrozyten und Thrombozyten kann es zum kompletten
Verschluss von Gefalken kommen, in dessen Folge eine lokale Gewebsischamie
entsteht, die zu schwersten Zellschadden fuhrt. Neben der kompensatorischen
sympathoadrenergen Reaktion und der Verlegung von Gefal3lumina durch sich
ansammelnde und am Endothel anhaftende Zellen sind auch endogene
Mediatoren an der Entstehung von Mikrozirkulationsstérungen beteiligt. Diese
Mediatoren haben vasokonstriktorische bzw. vasodilatatorische Wirkung. Unter
physiologischen Bedingungen liegt eine ausgewogene Balance zwischen
vasokonstriktorischen und vasodilatatorischen Mediatoren vor, die den

Gefaldtonus regulieren (Janssens 1994/ Marzi 1996).
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1.8 Endogene Mediatoren mit vasoaktiver Wirkung

1.8.1 Stickstoffmonoxid (NO)

1980 wurde erstmals die Wirkung eines vasodilatatorischen endogenen Media-

tors beschrieben, der als ,Endothelium derived relaxing factor (EDRF)“ bezeich-
net wurde (Furchgott & Zawadski 1980). Im Folgenden wurde der EDRF- Faktor
als Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert (Palmer 1987). NO ist ein membran-
permeables, lipophiles Molekil, das von einer Vielzahl von Zellen (Endothel-
zellen, Endocardzellen, neutrophilen Granulozyten, Thrombozyten, Neuronen,
Retinazellen, Mesangialzellen, Mastzellen, Chondrozyten, Hepatozyten, Zellen
der Nebenniere und Zellen nicht- adrenerger- nicht- cholinerger Nerven)
synthetisiert wird (Moncada 1991).

Da die endothelabhangige Relaxation in Arterien gréRer ist als in Venen, ergibt
sich der Schluss, dass die Endothelzellen der Arterien im Vergleich zu den Venen
eine grélRere Menge NO produzieren (Moncada 1993).

NO entfaltet seine Wirkung Uber die Aktivierung der intrazelluldren Guanylat-
cyclase. In einem ersten Schritt diffundiert NO in das Zytosol der Zelle, wo es am
Eisen der Hdmkomponente der Guanylatcyclase bindet. Nach der Anbindung von
NO I6st sich das Eisen aus der Ebene des Porphyrinringes heraus, wodurch die
Guanylatcyclase in ihre aktivierte Form Ubergeht. Infolge der Aktivierung steigt
der Spiegel des zyklischen Guanosinmonophosphates (c- GMP). Als Folge davon
sinkt die Ca?*- Konzentration durch verstarktes Extrudieren des Ca®* und dessen
Sequestrierung in den intrazelluldaren Raum. Das Absinken der intrazelluldren
Ca?*- Konzentration ist fiir die NO- vermittelte Relaxation der glatten Muskel-
zellen, fir die Hemmung der Aggregation und Adhédrenz von Thrombozyten, flir
die Hemmung der neutophilen Chemotaxis und fur die Signal- Transduktion in
das zentrale und periphere Nervensystem verantwortlich (Szab6 1999).

Auler der Vasodilatation besitzt NO noch eine Reihe c- GMP- unabhangiger
Wirkungen: es wirkt in héheren Dosen als zytostatisches und zytotoxisches
Molekul gegen Pilze, Bakterien, Protozoen, Wirmer und Tumorzellen. Die
zytotoxischen Effekte von hohen lokalen NO- Konzentrationen fihren zu einer

Blockade der mitochondrialen Fe- S- Schlusselenzyme (Nathan 1992).
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NO wird mit Hilfe der NO- Synthetase aus einem der beiden terminalen Guanidin-
Stickstoffatome der Aminosaure L- Arginin synthetisiert; dabei katalysiert die NO-
Synthetase die Oxidation von L- Arginin zu Zitrullin + NO (Marletta 1993).
1991 konnten drei unterschiedliche Formen der NO- Synthetase dargestellt
werden, die sich in ihrer Aminosduresequenz und in ihrer Lokalisation
unterscheiden (Moncada 1991/ Férstermann 1991). lhnen sind jedoch flinf
prosthetische Gruppen gemeinsam (Szabd6 1999):

- Flavin- Adenin- Dinucleotid

- Flavin- Mononucleotid

- Tetrahydrobiopterin

- Eisenprotoporphyrin IX

- Zink
Bei allen NOS- Isoformen ist die Bildung von NO an die Aufnahme von

molekularem Sauerstoff in das Enzymmolekil gekoppelt (Szabd 1999).

1.8.1.1 Die drei Formen der NO- Synthetase

e Die endotheliale/ konstitutive NO-Synthetase (ec- NOS)

Die ec- NOS, auch als Typ 3- NOS bezeichnet, ist ein permanent prasentes

Enzym. Sie bildet kontinuierlich/ konstitutiv geringe NO- Mengen und ist dabei
abhangig von Calcium, Calmodulin und NADPH (Marletta 1993 / Stuehr 1997/
Geller 1998). Sie ist in Endothelzellen lokalisiert und dort zum gréten Teil
membrangebunden (Michel 1993).

Die ec- NOS wird zur Aufrechterhaltung der cardiovaskularen Homdostase
bendtigt. Das von der ec- NOS in picomolaren Mengen synthetisierte NO bt
einen massiven Einfluss auf den Blutdruck und den Gefél3tonus im Ruhestadium
aus und halt das GefalRsystem in einem Zustand aktiver Vasodilatation (Rees
1989). Es ist auBerdem in die Regulation der Organdurchblutung (Moncada 1991)
und der Hemmung der Adhésion von Blutplattchen und polymorphkernigen

neutrophilen Granulozyten (PMN) am Gefal3endothel (Vane 1994) involviert.
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e Die neuronale/ Gehirn NO-Synthetase (b- NOS)

Die b- NOS wird auch als Typ 1- NOS bezeichnet. Sie ist ebenso wie die ec- NOS
von Calcium, Calmodulin und NADPH abhéangig und wird konstitutiv exprimiert
(Marletta 1993/ Stuehr 1997/ Geller 1998). Die b- NOS tragt zu wichtigen Neuro-

effektormechanismen im zentralen und peripheren Nervensystem bei.

¢ Die induzierbare NO-Synthetase (i- NOS)
Die auch als Typ 2- NOS bezeichnete i- NOS ist NADPH- und calmodulinab-
hangig, jedoch calciumunabhangig (Marletta 1993/ Stuehr 1997/ Geller 1998). Die

i- NOS wird nicht kontinuierlich gebildet; ihre Expression in verschiedenen Zellen

und Geweben (darunter Makrophagen, glatte Gefalmuskelzellen, Fibroblasten
und Hepatozyten) geschieht infolge Einwirkung verschiedener Stimuli (z.B.
Endotoxineinfluss, Einfluss proinflammatorischer Zytokine (Moncada 1993),
anhaltende Hamorrhagie (Nussler 1993)). Im hamorrhagischen Schock ist die
Bildung von NO erhdht (Thiemermann 1993). Bei der Messung von NO- Hb-
Komplexen in Blutproben von Ratten mit hdmorrhagischem Schock mittels
Elektronen- Spin- Resonanz- Spektroskopie sind bereits zwei Stunden nach
Schockinduktion erhéhte Werte messbar (Westenberger 1990).

Die i- NOS produziert nanomolare NO-Mengen, die an der Entstehung von Zell-
und Organdysfunktionen beteiligt sind und bei Hadmorrhagie, Anaphylaxie und
Trauma beobachtet werden (Szab6 1994). TNF-o und IL-1 kénnen die Expression
der i- NOS stimulieren, was zu einer NO- Uberproduktion in verschiedenen
Organen in vivo fuhrt (Thiemermann 1993). Die i- NOS ist an der physiologischen
Wirts- Abwehr- Reaktion beteiligt (so tragt sie z. B. zur Abtétung von Bakterien
durch aktivierte Makrophagen bei).

Die Produktion grofier NO Mengen kann fiir das Wirtsgewebe jedoch auch nega-
tive Auswirkungen haben (Gabor 1998). So fuhrt die exzessive Bildung von NO
zur Synthese von Peroxinitrit, indem NO mit den in der Hdmorrhagie entstand-
enen Superoxidanionen reagiert. Peroxinitrit ist ein hochreaktives, zytotoxisches
Molekul, das u. a. Lipidperoxidation bewirkt, die Membranionenpumpen und die
mitochondriale Zellatmung hemmt und verschiedene Proteine modifiziert. Folge
dieser Wirkungen sind zellulédre Energieverarmung, zelluldre Dysfunktion und
letztendlich Zelltod (Beckmann 1991).
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1.8.2 Endothelin (ET)

Endotheline gehdéren zur Familie der Isopeptide; v.a. ET-1 ist ein hochpotenter

und langwirkender Vasokonstriktor (Yanagisawa 1988). Seine Wirkung wird in
erster Linie Uber den ET- A- Rezeptor vermittelt (Battistini 1996). Die vasokon-
striktorischen Effekte kénnen durch die vasodilatatorische Wirkung von NO
moduliert werden (Lischer 1990). Unter physiologischen Bedingungen besteht
ein dynamisches Gleichgewicht zwischen diesen beiden Mediatorsystemen,
wodurch eine adaquate Durchblutung des Gewebes sichergestellt wird.
Vemulapalli et al. konnten 1994 eine Erhéhung des Plasma- ET- 1- Spiegels bei
Ratten mit hamorrhagischem Schock nachweisen (Vemulapalli 1994).
Zimmermann et al. konnten 1994 diese Ergebnisse bestatigen und fanden zudem
heraus, dass die Blockade des isopeptidspezifischen ET- A- Rezeptors in der
frihen Phase nach hamorrhagischem Schock in einem niedrigeren systemischen
vaskularen Widerstand und in einem niedrigeren mittleren arteriellen Blutdruck
verglichen mit der Schockinduktion ohne ETA- Rezeptorblockade resultiert
(Zimmermann 1994).

Pannen et. al. zeigten in ihrer Studie 1997, dass die uUber ET-A- Rezeptoren
vermittelte Vasokonstriktion durch eine NO- vermittelte Vasodilatation
ausgeglichen wird. Dies bewirkt, dass sowohl der systemische Gesamt-
gefédlBwiderstand als auch der mittlere arterielle Blutdruck und das Cardiac output

auf gleichem Niveau bleiben wie vor der Schockinduktion (Pannen 1997).
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1.8.3 Kohlenmonoxid (CO)

Kohlenmonoxid, ein Intermediarstoffwechselprodukt des Hamabbaues, wirkt tber

Stimulation der Guanylatzyklase vasodilatatorisch (Briine 1990). Das Enzym, das
endogenes CO generiert, ist die mikrosomale Hamoxigenase (HO).
Ahnlich der NO- Synthetase gibt es 2 verschiedene Formen der Hamoxigenase:

a) die konstitutive Hdmoxigenase (HO-2),

die permanent zu finden ist

b) die induzierbare Form der Hdmoxigenase (HO-1),

auch Hitzeschockprotein 32 (hsp 32) genannt; sie wird durch besondere

Stressereignisse (z.B. Hyperthermie) induziert (Erwing 1991).

Grundsatzlich sind alle Zellen zur Bildung von Hitzeschockproteinen fahig (De
Maio 1995). Raju und Maines konnten 1996 zeigen, dass eine lokale Minder-
perfusion der Niere eine systemische Induktion der HO-1 bewirkt (Raju 1996).
1997 zeigten Bauer et al. an einem Modell, in dem Ratten einem hamorrhagi-
schen Schock ausgesetzt wurden, dass unter diesen pathologischen Beding-
ungen die HO-1 exprimiert wird. Als hauptsachlichen Ort der Expression der HO-
1 konnten Bauer et al. das Lebergewebe ausmachen. Sie folgerten aus ihren Er-
gebnissen, dass die stressinduzierte HO- 1 nach Hamorrhagie und anschliel3-
ender Volumensubstitution in der Pfortaderzirkulation vasodilatatorische Wirkung
hat und somit zur Aufrechterhaltung der Leberperfusion nach hdmorrhagischem
Schock beitragt (Bauer M. 1997).
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1.9 Die Bedeutunq der Leber nach systemischer Ischamie und

Reperfusion

1.9.1 Anatomische Grundlagen

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan des Organismus und nimmt
aufgrund dieses Stellenwertes im Rahmen des Multiorganversagens eine zentrale
Rolle ein. 1991 wies Hawker nach, dass die Mortalitat beim ,adult respiratory
distress syndrome“ (ARDS = akute respiratorische Insuffizienz), verursacht z.B.
durch ein Thoraxtrauma mit Lungenkontusion und beim MODS mit gleichzeitiger
Leberdysfunktion erhéht ist (Hawker 1991). Die Bedeutung der Leber im
Multiorganversagen wird durch ihre zentrale Bedeutung bei Stoffwechsel- und
Detoxifikationsvorgangen, bei der Synthese verschiedener Mediatoren und im
Zusammenhang mit der hepatischen Akut- Phasen- Reaktion deutlich (Marzi
1996). Unter physiologischen Bedingungen wird die Leber zu gleichen Teilen von
der A. hepatica und der V. portae mit Sauerstoff versorgt. Die A. hepatica hat
jedoch nur 25 % Anteil an der Lebergesamtdurchblutung (Vollmar 1992). Die
morphologisch kleinste Einheit der Leber ist das Leberlappchen (Lobulus) mit
einer zentralen Vene und dem peripheren Portalfeld. Die funktionell kleinste Ein-
heit ist der Leberazinus nach Rappaport (Rappaport 1958). Das Zentrum des
Azinus ist das Portalfeld mit seinen Gefallen (Pfortaderast, Leberarterie, Gallen-
gang). Nach Rappaport wird der azindre Verlauf der Sinusoide in 3 Zonen
gleicher Lange, vom Portalfeld ausgehend eingeteilt.

Zone 1 wird Periportalzone genannt; sie besitzt den hdchsten Sauerstoff-

partialdruck und die héchste Gluconeogeneserate (Rappaport 1973). Die Sinu-
soide der Zone 1 haben den geringsten Durchmesser.
Zone 2 befindet sich als funktioneller, topographischer und morphologischer

Ubergangsbereich zwischen Zone 1 und Zone 3. Sie wird auch midzonale Zone

genannt (Rappaport 1973/ Komatsu 1990).

Zone 3, auch als Perizentralfeld bezeichnet, hat den niedrigsten Sauerstoff-

partialdruck und die héchste Aktivitdt mikrosomaler Enzyme (Rappaport 1973).

Die Sinusoide der 3. Zone besitzen den gréten Durchmesser.
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Unter allen Organen hat die Leber, was die Mikrozirkulation betrifft, eine beson-
dere Stellung, da sie Uber eine doppelte arterielle und portale Perfusion und einen
deutlichen Sauerstoffgradienten vom portalen zum zentralen Azinus hin verfugt
(Matsumura 1986).

Die Parenchymalzellen der Leber werden Hepatozyten genannt. Sie machen

94% des Gesamtzellvolumens der Leber aus und sind die Orte der verschie-
denen Stoffwechselleistungen (Gluconeogenese, Proteinbiosynthese, Konjuga-
tion von Gallensauren (Van Bossuyt 1988)).

Zwischen den Parenchymzellen und den Lebersinusoiden liegt der sogenannte
Dissé’ sche Raum, der auch Perisinusoidalraum genannt wird. Er besitzt grofe
Poren, Uber die eine Verbindung zwischen den Parenchymzellen und den
Sinusoiden hergestellt wird (Rappaport 1958). Innerhalb eines Leberldppchens
nimmt der Sauerstoffgradient von portal nach zentral ab. Die Hepatozyten sind in
den verschiedenen Regionen eines Azinus mit unterschiedlichen Enzymen aus-
gestattet. So Uberwiegt im periportalen Azinus die Gluconeogenese sowie der
oxidative Stoffwechsel von Aminosauren und Fettsduren. Im perizentralen Teil
des Azinus finden dagegen vornehmlich Glycogensynthese, Liponeogenese und

Detoxifikationsprozesse statt (Jungermann 1982).

Die nichtparenchymalen Zellen der Leber (4% des Leberzellvolumens) umfassen:

a) Endothelzellen

Sie kleiden die Sinusoide aus und grenzen diese gegen den Perisinusoidalraum

(Dissé’ scher Raum) ab; dabei sind sie fur Flussigkeiten und partikulares Material
(z.B. Chylomikronen) permeabel. Die nur in den Endothelzellen der Leber exist-
ierende Fenestrierung (Porengrofle ca. 100 nm) gewahrleistet den Stoffaus-
tausch zwischen Hepatozyt und Sinusoidalzelle. Desweiteren sind die Endothel-
zellen zur Endozytose befahigt, was bedeutet, dass sie z.B. Mikroorganismen,

Erythrozyten oder verschiedene Makromolekile eliminieren kénnen.
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b) Ortsstiandige Makrophagen (Kupffer’'sche Sternzellen)

Die Kupffer’ schen Sternzellen liegen intrasinusoidal und machen 80% des retiku-
loendothelialen Systems aus. Die bei Detoxifizierungsprozessen aktivierten Ma-
krophagen sind in der Lage, neben hochpotenten Mediatoren (u.a. Prostaglan-
dine, Leukotriene, TNF-a, IL-1, IL-6), die lokal verschiedene Funktionen der
Hepatozyten beeinflussen, auch reaktiven Sauerstoff zu bilden. Im Rahmen des
hamorrhagischen Schockgeschehens kommt ihnen eine grof3e Bedeutung bei der
Entstehung des Reperfusionsschadens zu. 1990 zeigten Jaeschke et al., dass die
Freisetzung zytotoxischer Mediatoren durch Kupfferzellen und neutrophile Granu-
lozyten maldgeblich an der Entstehung der Zellschadigung beteiligt sind
(Jaeschke 1990). Hughes konnte 1992 dieses Ergebnis stiitzen, indem er nach-
wies, dass die Entstehung von Reperfusionsschéden verhindert werden kann,
wenn man die Fahigkeit der genannten Phagozyten, reaktiven Sauerstoff zu bil-

den, gezielt reduziert (Hughes 1992).

c) Ito-Zellen

Die Ito- Zellen werden wegen ihres hohen Gehaltes an Fetttropfchen auch Fett-
speicherzellen genannt. Sie weisen einen hohen Vitamin A- Gehalt auf und sind
zur Bildung von Typ lll- Kollagen befahigt. Ito- Zellen verfiigen Uber netzartige,
perisinusoidale Filamente, die unter Einfluss der Kupfer’ schen Sternzellen an der
Regulation des Tonus der Lebersinusoide beteiligt sind (Wake 1993/ Marzi
1994a). Lokale Mediatoren (z.B. PGF2- o, Thromboxan Az, NO und Endothelin)
regulieren die Kontraktion dieser Filamente (Kawada 1993a /Takei 1993).
Kawada et al. wiesen 1993 in einer weiteren Studie die direkte Wirkung von
Endothelin und NO auf Ito- Zellen nach, indem sie isolierte Ito- Zellkulturen,
welche zuvor auf spezielle Silikonmembranen aufgebracht wurden, mit Endothelin
bzw. einem NO- Donor behandelten. In ihrem Ergebnis stellten sie fest, dass sich
die Ito- Zellen in Antwort auf das Endothelin 1 kontrahierten. Im Gegensatz dazu
reagierten die Ito- Zellen auf Zusatz des NO- Donors Nitroprussid- Natrium mit
Relaxation (Kawada 1993Db).
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d) Pit-Zellen
Ihre Bedeutung ist bisher nur teilweise geklart. Es wird davon ausgegangen, dass
es sich bei diesen Zellen um leberassoziierte natirliche Killerzellen handelt, die
fur die Bekdmpfung von Lebertumoren und Metastasen von Bedeutung sind
(Marzi 1994 a).

1.9.2 Die hepatische Akut- Phasen- Reaktion

Der hamorrhagische Schock sowie die durch ihn verursachte systemische und

lokale Ausschittung von Mediatoren (v.a. IL- 6, IL- 1, TNF- o und Corticoide)
durch Makrophagen, Monozyten, Endothelzellen und Fibroblasten induzieren die
sogenannte hepatische Akut- Phasen- Reaktion, die sich im besonderen auf die
Proteinsynthese der Leber auswirkt. Sie gilt als zentraler Mechanismus der post-
traumatischen Entzindungsreaktion. Zu den hepatischen Akut- Phasen- Protei-
nen zahlt man: Albumin, Haptoglobulin, Transferrin, C- reaktives Protein, saures
o~ Glycoprotein, Komplement 5 a und Coeruloplasmin. Diese Proteine sind flr
die Opsonierung und Prasentation von Fremdkérpern, als Transport- und Spei-
cherproteine, als Radikalfanger, und als Antiproteasen zur Kontrolle des Ge-
rinnungs/ Fibrinolysesystems erforderlich (Rose/ Marzi 1996). Zur Synthese der
genannten Proteine bendtigt die Leber grole Mengen an Aminosauren und Ener-
gie, die durch den Abbau (Katabolismus) von Muskeleiweil} bereitgestellt werden.
Der Verlust von Muskelmasse kann wahrend der Rehabilitationsphase der

Patienten zu erheblichen Problemen fuhren (Fischer 1991).

1.9.3 Das No- Reflow- Phidnomen der Leber

Neutrophile Granulozyten und Kupfferzellen spielen eine wesentliche Rolle bei
der Entstehung des hepatischen Reperfusionsschadens. Jaeschke konnte mit
zwei Arbeitsgruppen zeigen, dass die Freisetzung zytotoxischer Mediatoren maf3-
geblich fir die Zellschadigung verantwortlich ist und dass der Organismus vor der
Ausbildung eines Reperfusionsschadens geschitzt werden kann, wenn die
Fahigkeit der Phagozyten, reaktiven Sauerstoff zu produzieren, durch spezi-
fische Eingriffe reduziert wird (Jaeschke 1990/ Jaeschke 1993).
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Schmid- Schénbein zeigte 1986 in einem Myokard- Infarkt- Modell, dass durch
Akkumulation neutrophiler Granulozyten in Kapillaren deren véllige Verlegung
hervorgerufen wird, was im folgenden eine zweite Ischdmiephase induziert, in
deren Verlauf es zum Zelluntergang im stromabwarts liegenden Lebergewebe
infolge eines ischamischen Infarktes kommt (Schmid- Schénbein 1986).

Dieses Modell kann auch auf andere Organsysteme angewandt werden. Koo et
al. beobachteten 1991, dass die Reperfusion nach Leberischamie in einer vor-
Ubergehenden, initialen Blutflussumkehr resultiert, in deren Folge es zu einer
stetigen Abnahme bis hin zum kompletten Ausfall des sinusoidalen Blutflusses
kommt (Koo 1991). In den ersten 5- 10 Minuten der Reperfusionsphase im An-
schluss an kurze Ischamieperioden von 20- 30 Minuten werden fast alle Sinu-
soide wieder perfundiert. Im weiteren Verlauf der Reperfusion ist jedoch fest-
zustellen, dass eine immer gré3er werdende Anzahl von Sinusoiden Stase zeigt
(Koo 1991). Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten, dass dieses No- Reflow- Pha-
nomen mit der Akkumulation neutrophiler Granulozyten korreliert (Koo 1991/
Komatsu 1992/ Marzi 1992). Im Rahmen ihrer Versuche konnten diese Arbeits-
gruppen auch zeigen, dass die Gabe von Superoxiddismutase (SOD) die Akku-
mulation neutrophiler Granulozyten in der Leber verringert. Koo et al. stellten in
diesem Zusammenhang anfanglich auch eine Verminderung der Reper-
fusionsschéaden fest (Koo 1991). Durch die Forschungsergebnisse dieser
drei Arbeitsgruppen wird das Konzept gestitzt, dass der von Kupffer schen
Sternzellen gebildete reaktive Sauerstoff (Jaeschke 1991) mitverantwortlich ist flr
die Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten in die Leber. Jedoch kann durch
die Ergebnisse von Koo et al. kein Beweis dafir geliefert werden, dass die
akkumulierten neutrophilen Granulozyten durch das Verstopfen der Sinusoide zu
der Entstehung der Reperfusionsschaden beitragen. Es ist auch mdglich, dass
der positive Effekt der Superoxiddismutase in der Anfangsphase der Reperfusion
darin besteht, dass sie den von den Kupffer schen Sternzellen gebildeten
reaktiven Sauerstoff abfangt. Wird die Ischdmiephase auf 60- 120 Minuten

ausgedehnt, so zeigt sich, dass immer mehr Sinusoide in der Reperfusionsphase
Uberhaupt nicht mehr durchblutet werden (Koo 1991/ Ferguson 1993), was

letztlich zu einer fokalen Nekrose und somit zum Funktionsausfall von

Parenchymzellen fuhrt.
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Ferguson et al. konnten in ihrem Experiment zeigen, dass das No- Reflow- Pha-
nomen zu ischamischen Infarkten fihren kann, die véllig unabhangig von der
Akkumulation neutrophiler Granulozyten sind (Ferguson 1993).

Es ist aufgrund verschiedener experimenteller Ergebnisse anzunehmen, dass
nach kurzen Ischdmiephasen (< 45 min.) der von Kupffer’ schen Sternzellen ge-
bildete reaktive Sauerstoff fur die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in die
Leber verantwortlich ist, die dort im folgenden die Parenchymzellen durch Frei-
setzung zytotoxischer Mediatoren schadigen. Nach langer andauernder Ischamie
kommt es zum Niedergang von Parenchymzellen durch ischédmische Infarkte
infolge verstopfter Sinusoide. Je grofRer das Gebiet ist, das durch den ischa-
mischen Infarkt beeintrachtigt wird, desto gréRer ist auch das Ausmal} der

Leberdysfunktion.

1.9.4 Die hepatische Mikrozirkulation im hdmorrhagischen Schock und in

der Reperfusionsphase

Im h&morrhagischen Schock kommt es aufgrund des Blutverlustes zu einem
Abfall des Cardiac output und zu einem disproportional gréeren Abfall der
Leberdurchblutung (Flynn 1991). Die Abnahme des zirkulierenden Blutvolumens
fuhrt zu einer Verringerung des Blutflusses sowohl in der A. hepatica als auch in
der V. portae, was unter anderem zu einer Reduktion der Sauerstoffversorgung
des Lebergewebes fiihrt. Die Umverteilung der zirkulierenden Restblutmenge
erfolgt zu ungunsten der Leber, was sich in einer deutlichen Leberischamie zeigt
(Lovelace 1979). Bereits 1937 zeigte Blalock, dass Ha&morrhagie in hepato-
zellularer Dysfunktion und Leberzellschadigung resultiert (Blalock 1937). Die
Minderperfusion der Leber scheint der Grund fir die Entwicklung der schock-
bedingten hepatozelluldren Dysfunktion zu sein (Peitzmann 1985).

Da die Leber eine zentrale Bedeutung bei der immunologischen und meta-
bolischen Antwort des Organismus auf Schadigung besitzt (Pannen 1995), kann
die sich infolge eines hamorrhagischen Schocks entwickelnde Leberdysfunktion

eine wesentliche Rolle bei der Entstehung des MODS spielen (Matuschak 1993).
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Aus diesem Grund ist es essentiell, nach hypovolamischem Schock die
Durchblutung der Leber so friih wie méglich wieder herzustellen, um der hepa-
tischen Dysfunktion entgegenzuwirken.

Jedoch selbst bei addquater Volumensubstitution konnte eine Reduktion der
Leberdurchblutung beobachtet werden (Chaudry 1993). Lemasters et al. stellten
1995 sogar eine Verschlimmerung der Leberschadigung wahrend Reperfusion
infolge hepatischer Ischamie fest, die letztlich in einer Leberdysfunktion resultierte
(Lemasters 1995). In verschiedenen Untersuchungen, in denen die Leberdurch-
blutung mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie dargestellt wurde, konnte
gezeigt werden, dass es wahrend und nach hamorrhagischem Schock zum
Perfusionsausfall von Sinusoiden kommt. Dabei liegen nicht- perfundierte Sinu-
soide in direkter Nachbarschaft zu perfundierten Sinusoiden (= Heterogenitat der
Perfusion) (Vollmar 1995). Unter physiologischen Bedingungen sind nahezu 100
% der Lebersinusoide perfundiert. Nach einer 1- stiindigen Schockphase mit
einem mittleren arteriellen Blutdruck (MABD) von 40 mmHg werden bereits 28 %
der Sinusoide nicht mehr perfundiert. Dabei zeigt sich, dass die gréRere Anzahl
nicht- perfundierter Sinusoide (ca. 30 %) im periportalen und midzonalen Feld des
Leberazinus liegt (Vollmar 1994). Mit zunehmender Schockdauer steigt die
Anzahl nicht- perfundierter Sinusoide an; so kann nach einer 2-stiindigen Schock-
phase bereits ein 40 %- iger Perfusionsausfall von Sinusoiden festgestellt werden
(Vollmar 1993). Infolge des hdmorrhagischen Schocks entwickelt sich das Bild,
dass vollig ausgeschaltete oder minderperfundierte Regionen Uberinfundierten
Gebieten ohne nutritive Bedeutung gegenliberstehen (Rose 1996). Bedingt durch
die Unterversorgung mit Sauerstoff kommt es im hamorrhagischen Schock zu
einer Schwellung der Endothel- und Kupffer’ schen Sternzellen mit anschlief3-
ender Verlegung des sinusoidalen GefaBlumens (Mazzoni 1990/ Mc Cuskey
1993). Mc Cuskey et al. zeigten in ihren Versuchen 1993 auch, dass es infolge
adrenerger, cholinerger und aminerger Einwirkung zu einer Stérung der Gefald-
regulation kommt, die eine Dilatation bzw. Konstriktion der Lebersinusoide

vornehmlich im portalen Feld bewirkt (Mc Cuskey 1993).
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Takei et al. konnten 1993 die Beteiligung von Sickstoffmonoxid (NO) an der
Dilatation der Sinusoide nachweisen (Takei 1993). Bauer et al. bestatigten dies 1997,
indem sie an einem Rattenmodell ohne Schock (d.h. unter normotensiven
Bedingungen) nachwiesen, dass bereits nach der ersten Injektion von L- Arginin,
dem Ausgangssubstrat der NO- Synthetase, ein deutlicher Anstieg der
sinusoidalen Perfusion gemessen werden kann (Bauer C. 1997).

Neben NO haben auch Endotheline (v.a. ET- 1 und ET- 3) eine vasoaktive
Wirkung auf die Lebergefalde; allerdings wirken sie gegensétzlich zu NO, namlich
vasokonstringierend. ET-1 wirkt in der hepatischen Mikrozirkulation sowohl auf
der sinusoidalen, als auch auf der extrasinusoidalen Seite (Bauer M. 1994 b).
Thiemermann wies 1994 nach, dass das Mediatorsystem aus NO und Endo-
thelinen in die Kontrolle des systemischen vaskularen Tonus wahrend Hypo-
tension und anschlieBender Reperfusion involviert ist (Thiemermann 1994).
Vemulapalli et. al. konnten 1994 in ihrer Studie einen Anstieg des ET- 1- Plasma-
spiegels wahrend hamorrhagischer Hypotension messen (Vemulapalli 1994).
Eine erhdhte Konzentration von ET im Lebergewebe und im hepatisch- vendsen
Plasma konnte im Anschluss an die Reperfusionsphase nach hepatischer
Ischdmie gesehen werden (Kawamura 1995 / Nakamura 1995). Die durch Endo-
theline vermittelte Konstriktion der Lebersinusoide kann durch die NO- vermittelte
Vasodilatation gehemmt werden (Zhang 1994).

Infolge des Blutverlustes nimmt der Perfusionsdruck der Leber ab und die
Flieleigenschaften des Blutes veradndern sich, wovon auch die Leukozyten be-
troffen sind. So nimmt z.B. unter dem Einfluss proinflammatorischer Mediatoren
die Verformbarkeit der Leukozytenmembran ab, wodurch sich deren Fliel3-
eigenschaften derart verdndern, dass eine Abnahme der Fliel3geschwindigkeit in
den Sinusoiden und den postsinusoidalen Venolen im hamorrhagischen Schock
auf bis zu 60 % des Ausgangswertes gemessen werden kann (Vollmar 1995).
Neben der Verlangsamung des Leukozytenflusses kommt es zu einem Anstieg
der Interaktionen zwischen Endothel und aktivierten Leukozyten. Aufgrund der
hypoxiebedingten geringeren Verformbarkeit der Leukozytenmembran steigt die
Anzahl der Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothel, wodurch die
Passage der Leukozyten in den Sinusoiden eingeschrénkt wird. Es kommt im

weiteren Verlauf zur Leukostase.
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Die zufallige Bertihrung von Endothel und Leukozyten ist Voraussetzung fiir die
rezeptorvermittelte, feste Adhdasion der Leukozyten am Endothel (Vollmar 1993/
Vollmar 1994); s. auch Kapitel 1.6. Dabei ist das periportale und midzonale Feld

starker betroffen als die Perizentralzone des Azinus.

1.10 Fragestellung
Ziel dieser Studie war es, die Auswirkungen der Hemmung der NO- Bildung auf die

Mikrozirkulation der Leber zu einem spaten Zeitpunkt (24 Stunden) nach hdmorrha-
gischem Schock zu untersuchen. Hierzu wurden zwei verschiedene Stoffe (L- NMMA,
L- NIL) eingesetzt, welche die NO- generierenden Enzyme (NO- Synthetase) mit

unterschiedlicher Selektivitat blockieren.

39



2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Tierversuche wurden nach Uberpriifung und Zustimmung der Ethikkommission,
gemass § 8 des Tierschutzgesetzes, genehmigt. Die tierexperimentelle Studie wurde

verblindet und randomisiert an weiblichen Sprague- Dawley Ratten (Charles River,
Sulzfeld) mit einem Kdrpergewicht von 200 - 250g durchgefuhrt. Die Durchfihrung der
Tierversuche erfolgte im Institut fur klinisch- experimentelle Chirurgie der Universitat
des Saarlandes. Die Ratten wurden ca. 5 Tage vor Beginn des Eingriffes im Tierstall
des Institutes eingestellt. Dort waren sie in Gruppen zu je 4 Tieren in durchsichtigen
Plexiglaskéafigen, die mit Sdgespénen eingestreut waren, untergebracht. Ihnen
stand Wasser und pelletiertes Trockenfutter (Altromin®) ad libitum zur Verfiigung.
(Abb.2). Die Raumtemperatur im Tierstall betrug 24°C bei einer Luftfeuchtigkeit

von ca. 70%.

Abb.2 Versuchstier
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2.2 Anasthesie

Durch intraperitoneale Gabe von Pentobarbital (Narcoren®, Mérial, Hallbergmoos,
Deutschland) in einer Dosierung von 50mg/ kg wurden die Tiere fur jeden der beiden
im Abstand von 24h stattfindenden Eingriffe narkotisiert und blieben wéhrend des
jeweiligen Eingriffes unter Narkose. Bei Bedarf konnte durch einen in der Schwanz-
vene liegenden periphervendsen Zugang Narkosemittel appliziert werden. Nach
Beendigung des zweiten Eingriffes wurden die Tiere durch intravenése Gabe einer

Uberdosis Pentobarbital euthanasiert.

2.3. Praparation und Zeitverlauf

1. Eingriff:

In der vorliegenden Versuchsreihe kam das von Buhren (Bihren 1989) modifizierte
Wiggersche Schockmodell (Wiggers 1946) zur Anwendung.

Nach Narkoseeinleitung wurden die Tiere auf der gesamten ventralen Kdérperseite
sowie im linken Inguinalbereich rasiert und anschlielend auf einer Warmeplatte
(Conrad Electronic, Hirschau, Deutschland), die zur Aufrechterhaltung der Kérper-
temperatur diente, in Rickenlage fixiert. Nach Desinfektion der rasierten Hautpartien
mittels einer alkoholischen Lésung (Kodan®, Schilke & Mayer GmbH, Norderstedt,
Deutschland) wurde durch Kanulierung der V. caudalis lateralis superficialis dexter
bzw. sinister mittels einer klinikstblichen, sterilen Venenverweilkanile (0,8 mm
Venflon®) ein periphervenéser Zugang gelegt. Nach einem Hautschnitt im Bereich
des linken Leistenspaltes wurde die A. femoralis mikrochirurgisch dargestellt, ange-
schlungen, nach distal ligiert und nach Aufsetzen einer Mikrogefal3klemme mit einem
PE-Katheter (0,4 x 0,8 mm Portex, Hythe, England) kanuliert. Die vorgelegte
Schlinge diente dabei der Befestigung des Katheters.
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Der Anschluss an einen Blutdruckmonitor (Servomed, Hellige, Heiligenwald,
Deutschland) uber einen Druckwandler (Statham P23 Db, Gould, Oxford, California,
USA) erfolgte nach Entfernung der MikrogefalRklemme und anschlie@ender Spilung
des Katheters mit physiologischer NaCl- Lésung (NaCl 0,9%, Braun, Melsungen,

Deutschland). Dieser arterielle Zugang diente dem invasiven Blutdruckmonitoring

und der spateren Induktion des hdmorrhagischen Schocks (Abb.3)

Abb.3 Praparation der Leiste
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Phase des hamorrhagischen Schocks

Der Praparation folgte eine 10-minttige Erholungsphase. Vor Schockinduktion wurde
eine arterielle Blutgasanalyse sowie die Entnahme von 0,5 ml arteriellem Blut zur
Bestimmung des Leberenzyms GOT durchgefihrt. Die Einleitung des hdmorrhagischen
Schocks begann zum Zeitpunkt 0. Danach erfolgte eine fraktionierte Blutentnahme
Uber den Femoraliskatheter, wobei innerhalb von 10 Minuten der mittlere arterielle
Blutdruck auf 40 mmHg abgesenkt wurde. Der Druck wurde wahrend der folgenden
50 Minuten auf 40 mmHg gehalten, indem den Kompensationsversuchen des Tieres
erneute arterielle Blutentnahmen folgten. Nach Beendigung der 60-mindtigen
Schockphase begann die Reperfusionsphase mit der Retransfusion von 60% des

entnommenen Blutes.

Phase der Reperfusion

Zu Beginn der Reperfusion wurden dem Tier 60% des entnommenen Blutes, welches
bereits bei der Entnahme mit Hilfe von Natriumcitrat (0,1ml/ ml Blut) ungerinnbar
gemacht wurde, Uber 10 Minuten langsam zuriickgegeben. Im Anschluss daran
wurde dem Tier wéhrend 180 Minuten Uber den vendsen Zugang in der Schwanz-
vene mittels eines Perfusors Ringerlésung (Braun Melsungen, Deutschland) infun-
diert. Dabei wurde in der ersten Stunde die doppelte Menge des wéhrend der
Schockphase enthommenen Blutes gegeben. Bevor in den beiden folgenden Stun-
den nur noch das einfache Entnahmevolumen an Ringerlésung infundiert wurde,
wurde eine zweite arterielle Blutgasanalyse, sowie eine weitere arterielle Blutent-
nahme durchgefiihrt. Kurz vor Ende der Reperfusionsphase erfolgten die dritte Blut-
gasanalyse und Blutentnahme. Im Anschluss an die Reperfusion wurde der Femo-
raliskatheter entfernt, die Arteria femoralis nach proximal ligiert und die Haut durch
Einzelhefte mit nichtresorbierbarem Nahtmaterial (3,0 metric, Ethicon, Norderstedt,
Deutschland) verschlossen. Danach wurde das Tier zum Aufwachen in einen
Einzelkafig verbracht. Bis das Tier wieder zur selbstdndigen Aufnahme von Wasser
und Futter féhig war, wurde ihm Ringerlésung intravends Uber den Zugang in der
Schwanzvene in einer Dosierung von 2ml/ h appliziert (diese Menge entspricht dem

Erhaltungsbedarf des Tieres).
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2. Eingriff:

23 Stunden nach dem ersten Eingriff wurden die Tiere erneut narkotisiert und auf
eine Warmeplatte gelagert und fixiert. Gegebenenfalls musste erneut ein peripher-
vendser Zugang in die V. caudalis lateralis superficialis dexter/ sinister gelegt wer-
den. Mittels eines median von der Mandibula bis zum cranialen Rand des Sternums
gefuhrten Hautschnittes mit anschliellender Langsspaltung der darunterliegenden
pratrachealen Muskelschichten (Mm. sternohyoidei, Mm. sternothyreoidei, Mm. Omo-
hyoidei, Mm. thyreohyoidei) wurde die Trachea dargestellt und mittels eines Fadens
(3,0 metric, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) angeschlungen. Anschlielend erfolg-
te die Intubation des Tieres, wobei zundchst die Trachea zwischen zwei Knorpel-
spangen inzidiert wurde. Danach konnte ein 4 cm langer Polyethylenkatheter (1,8 x
2,4 mm, Portex, Hythe, England) in die Trachea eingefuihrt werden, der die sichere
Bellftung beider Lungenhélften im Verlauf des folgenden Eingriffes gewéahrleistete
und der auRerdem das Absaugen des produzierten Bronchialschleimes erméglichte.
Mit einer weiteren Fadenschlinge wurde der Tubus in seiner Lage fixiert. Nach
Préparation der linken A. carotis konnte diese vorsichtig vom mitverlaufenden N.
vagus getrennt, ebenfalls angeschlungen und nach rostral ligiert werden. Das An-
legen einer Mikrogefal3klemme ermdglichte im folgenden die Inzision des Gefélles
und das anschlieRende Einfiihren eines mit physiologischer NaCl- Lésung gefillten
Polyethylenkatheters (0,4 x 0,8 mm , Portex, Hythe, England), welcher nun mit der
vorgelegten Schlinge befestigt werden konnte. Nach Entfernung der
MikrogefalRklemme wurde der Katheter mit einer geringen Menge physiologischer
Kochsalzlésung gespult und danach Uber einen Druckumwandler (Statham P23 Db,
Gould, Oxford, California, USA) an einen Blutdruckmonitor (Servomed, Hellige,
Heiligenwald, Deutschland) angeschlossen, um den Eingriff Uber ein invasives
Blutdruckmonitoring Uberwachen zu kénnen (Abb.4). Nach einer 10- minttigen
Ruhephase wurde die Testsubstanz Uber den periphervenésen Zugang in der
Schwanzvene appliziert. Nach weiteren 30 Minuten Wartezeit wurde das Tier zur

Intravitalmikroskopie vorbereitet.
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Abb.4 Praparation des Halses

2.4. Monitoring

2.4.1 Mittlerer arterieller Blutdruck (MABD)

Der mittlere arterielle Blutdruck wurde wahrend des ersten und zweiten Eingriffes
kontinuierlich aufgezeichnet. Mit Hilfe des Druckumwandlers konnten die Pulswellen

des Tieres als Kurve auf einem Monitor sichtbar gemacht werden (Abb.5).

2.4.2 Herzfrequenz (HF)

Durch Auszahlen der Blutdruckwellen Uber eine definierte Strecke konnte am Monitor

die Herzfrequenz des Tieres pro Minute ermittelt werden (Abb.5).

Abb.5 Monitoreinheit
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2.5. Blutprobenentnahme

Allen Tieren wurde wéahrend der beiden Eingriffe zu vier verschiedenen Zeitpunkten
Blut Uber den Zugang in der A. femoralis/ bzw. A.carotis enthommen. Dabei wurden
zum einen 0,5 ml Vollblut zur Bestimmung der Glutamat- Oxalacetat- Transaminase,

zum anderen 200 pl Vollblut in einer Mikrokapillare zur Blutgasanalyse entnommen.

—

. Entnahme: vor Beginn der Schockinduktion (t,)

2. Entnahme: nach einer Stunde Reperfusion (t 140)

3. Entnahme: am Ende des ersten Eingriffes (t 260)

4. Entnahme: nach der Intravitalmikroskopie (t 1440)

Auf die Entnahme einer Blutprobe unmittelbar vor der Intravitalmikroskopie wurde

zugunsten der Kreislaufstabilitat des Tieres verzichtet.

2.5.1 Organparameter
Das Blut, welches der Bestimmung des Leberenzyms Glutamat- Oxalacetat- Trans-

aminase (GOT) diente, wurde nach Abnahme bei 3500 Umdrehungen/ Min. zentri-
fugiert. Anschlieend wurde das Serum abpipettiert und unverziglich bis zur
spateren Analyse in flissigem Stickstoff (bei —198°C) tiefgefroren.

Nach Beendigung aller Versuche wurde der jeweilige GOT- Serumspiegel bestimmt.

46



2.5.2 Blutgasanalyse

Unmittelbar nach Entnahme des Blutes fir die Blutgasanalyse wurde die Untersuch-
ung mit Hilfe eines Blutanalysegerates (Astrupgerat ABL 30, Radiometer Copen-

hagen) durchgefuhrt. Folgende Parameter wurden dabei bestimmt:

1. arterieller Sauerstoffpartialdruck (pO, in mmHg)

2. arterieller Kohlendioxidpartialdruck (pCO,in mmHg)

2.6. Bestimmung des Nass- Trockengewichtes der Leber

Allen Tieren wurde nach der Euthanasie ein ca. 1g schweres Stick Lebergewebe
entnommen und gewogen. AnschlieRend wurde es zur Trocknung fir 24 h bei 60°C
aufbewahrt. Nach abermaligem Auswiegen konnte Uber die Differenz der Gewichte
der im Trockenschrank verdampfte Wasseranteil des Lebergewebes bestimmt
werden. Mit Hilfe dieser Untersuchung konnte das Ausmal des sich im Anschluss an

den hamorrhagischen Schock gebildeten Gewebebédems bestimmt werden.

2.7 Testsubstanzen

Alle Testsubstanzen wurden den jeweiligen Tieren 30 Minuten vor der Intravitalmi-

kroskopie Uber die Schwanzvene appliziert.

2.7.1 L-Arginin

Die Aminosadure L- Arginin wurde den Tieren in einer Dosierung von 30 mg/ kg

Korpergewicht, geldst in 1 ml NaCl, verabreicht.

2.7.2 N-Omega-L-Nitromonomethyllysin (L-NMMA)

L-NMMA wurde den Tieren in einer Dosierung von 10 mg/ kg Kérpergewicht, geldst

in 1 ml NaCl, appliziert.
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2.7.3 NG-1-imminoethyl-lysin (L-NIL)

L-NIL wurde in einer Dosierung von 5 mg/ kg Kérpergewicht, in 1 ml NaCl gel6st, ein-

gesetzt.

2.8 Versuchsgruppen

Die Versuchstiere wurden randomisiert in 5 Gruppen zu je 8 bzw. 10 Tieren einge-
teilt. Mit Ausnahme der Tiere der Kontrollgruppe, die keinem Schock unterzogen
wurden, durchliefen alle anderen Tiere wahrend des ersten Eingriffes eine 60-
minltige Schockphase. Das Monitoring und die Laboranalysen wurden bei allen
Tieren gleichermalien durchgefiihrt. Zum Zeitpunkt t=0 am zweiten Tag wurde den
Tieren die jeweilige Testsubstanz bzw. eine adaquate Menge physiologischer Koch-
salzlésung (Schockgruppe) intravends verabreicht. Die Tiere der Kontrollgruppe
wurden nicht behandelt. 30 Minuten nach Gabe der Testsubstanz bzw. des Pla-

zebos (NaCl) wurde die Intravitalmikroskopie durchgefiihrt.

Gruppe |Anzahl Schock Reperfusion
Kontrolle 8 kein Ringerlésung
2ml/ Stunde
Schock 8 60 min. 60% Blut
+Ringerlésung
L-NMMA 8 60 min. 60% Blut
+Ringerlésung
L-NIL 10 60min. 60% Blut
+Ringerlésung
L-Arginin 8 60 min. 60% Blut
+Ringerlésung

Tab. 1 Versuchsgruppen
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2.9. Intravitalmikroskopie

2.9.1 Praparation

Nach alkoholischer Desinfektion der Haut wurden zunachst Bauchdecke und Bauch-
muskulatur durch einen Langsschnitt vom Manubrium sterni bis zum Beckeneingang
durchtrennt. Das Abdomen wurde im folgenden ebenfalls durch einen Langsschnitt in
der Medianen entlang der Linea alba eréffnet. AnschlieRend wurde das Operations-
feld durch zwei seitliche, entlang des Rippenbogens gefiihrte Entlastungsschnitte
besser zuganglich gemacht. Die Mobilisierung der Leber konnte nach Durchtrenn-
ung des sichelférmigen Ligamentum falciforme hepatis und des Ligamentum coro-
narium hepatis, welche die Leber mit dem Zwerchfell verbinden, sowie der Ligamenta
hepatogastrica und hepatoduodenale, die die Leber mit der kleinen Kurvatur des Ma-
gens bzw. dem Anfangsteil des Duodenums verbinden, erfolgen. Anschlieend wur-
de das Tier auf einem speziell fur die Intravitalmikroskopie angefertigten Mikrosko-
piertisch in linker Seitenlage positioniert und fixiert. Zur korrekten Auslagerung des
Leberlappens war am Mikroskopiertisch eine kleine Bihne angebracht, welche in
ihrer Position so verdndert werden konnte, dass eine fir die Intravitalmikroskopie
optimale Lagerung des linken Leberlappens mdglich war. Auf der Bihne wurde ein
der Form der konvexen Seite des Leberlappens angepasstes Plastilinstiick befestigt.
Im Folgenden konnte der linke Leberlappen unter Zuhilfenahme zweier steriler, mit
physiologischer 0,9%iger NaCl- Lésung getrankter Wattetrédger aus dem Korper der
Ratte herausgeklappt und auf dem Plastilinbett fixiert werden (Abb.6). Die nun nach
oben gerichtete plane Facies viszeralis der Leber wurde zunachst mit reichlich
kérperwarmer physiologischer Kochsalzlésung gespilt, bevor auf ihrer gesamten
Flache ein zuvor zurechtgeschnittenes und entfettetes Stick einer Cellophanfolie
positioniert wurde, welches den Zweck hatte, die Leber vor Austrocknung zu
schitzen. In der Kontrollgruppe wurde die gesamte Praparation in gleicher Weise
durchgefuhrt.

49



Abb.6 zur Intravitalmikroskopie vorbereitete Ratte auf der Mikroskopierbihne

2.9.2 Mikroskop

Zur Intravialmikroskopie wurde ein Epifluoreszenzmikroskop (MM-11, Nikon, Dussel-
dorf, Deutschland) mit einer 100- Watt Quecksilberhochdruckdampflampe, einem 10
x / 0,3 Wasserimmersionsobjektiv, einem 0,7 bis 2,25 Zoomobjektiv und einem 12 x
Okular verwendet. In den Strahlengang wurde ein 545nm Filter eingebaut, welcher
der Anregung des wahrend der Mikroskopie verwendeten Fluoreszenzfarbstoffs
Acridin Orange diente. Letztlich konnte so eine 330- fache Vergrélierung erhalten
werden (Abb.7).

2.9.3 Video-Einheit

Die intravitalmikroskopischen Bilder wurden mit einer Uber einen Adapter an das
Mikroskop angeschlossenen CCD- Kamera (Fk 6990) aufgezeichnet. Die Kamera
war Uber einen Time- Date- Generator (VTG 33, FOR-A Company, Tokyo, Japan),
welcher der Zeiteinblendung diente, mit einem S-VHS Videorecorder (Panasonic
FS1, Tokyo, Japan) verbunden (Abb.7).
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Abb.7 Mikroskop- Videoeinheit zur Intravitalmikroskopie

2.9.4 Fluoreszenzmarker

o Acridine Orange

Acridine Orange (Sigma Chemical, Deisenhofen) ist ein basischer Farbstoff. Die An-
wendung dieses Fluoreszenzfarbstoffes zur Untersuchung der Mikrozirkulation der
Leber wurde erstmals in den Studien von Koo et al. beschrieben. In dieser Studie
wurde 1mg des pulverférmigen Acridine Orange in 1 ml 0,9% NaCl aufgelést und an-
schliel3end in einer Dosis von 0,1mg pro aufgezeichnetem Leberlobulus als Fluores-
zenzmarker fur Leukozyten wahrend der Mikroskopie intravenés appliziert. Acridine
Orange, ein Fluorochrom, besitzt die Eigenschaft, sich selektiv an Nucleinsduren zu
binden, was in diesem Fall bedeutet, dass nur kernhaltige Leukozyten angeféarbt
werden (Jahanmehr 1987). Die mit Acridine Orange angefarbten Leukozyten geben
typischerweise den aufgenommenen Farbstoff rasch an die Hepatozyten ab. Dieses
Phanomen hat den Vorteil, dass die Abgabe des Farbstoffes zu einer besseren

Kontrastierung des zu untersuchenden Leberfeldes flhrt.

o Fluoreszeinisothiocyanat

Fluoreszeinisothiocyanat (FITC, Sigma Chemicals, Deisenhofen), dient als Fluores-
zenzfarbstoff fir Erythrozyten, mit deren Hilfe es méglich ist, die Mikrozirkulation der
Leber zu beurteilen. Zur Herstellung der markierten Erythrozyten wurde in dieser
Studie die Farbetechnik nach Zimmerhackl durchgefuhrt (Zimmerhackl 1983). Dabei
wurden zunachst einer weiblichen Sprague- Dawley- Ratte, die in diesem Fall ledig-

lich als Blutspender diente, 2 ml Blut enthommen.
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Nach Zentrifugation des Blutes (4 Minuten bei 2000 Umdrehungen) konnten u.a. die
Erythrozyten gewonnen werden. Diese mussten nun drei mal mit Alsever’s Puffer und
einmal mit Bicine- Saline Puffer gewaschen werden. Die Suspension wurde 1:2 mit
Bicine- Saline verdinnt und dann wahrend 3 Stunden bei 25 °C mit 4 mg/ ml
Fluoreszeinisothiocyanat (aufgelést in 50 pyl DMF) inkubiert. Im Anschluss daran
wurden die Erythrozyten 5 mal mit Bicine- Saline Pufferldsung 1:1 verdinnt mit 0,9%-
iger Kochsalzlésung gewaschen. Um die Adhasion der Erythrozyten untereinander

zu verhindern, wurden 0,14 ml CPD/ ml Suspension zugefligt.

2.9.5 Untersuchungsablauf

. Untersuchung mit Fluoreszeinisothiocyanat zur Markierung der
Erythrozyten

Nach intravendser Applikation der markierten Erythrozyten konnte bei dem sich im
Versuch befindlichen Tier die Erythrozytengeschwindigkeit innerhalb der Sinusoide
gemessen werden. Wahrend der Videoaufnahme stellten sich die Erythrozyten als
leuchtend weille Punkte dar (Abb.9). Um eine bessere Kontrastierung des Bildes zu
erhalten, wurde dem Tier zu Anfang der Mikroskopie zunachst eine geringe Menge
Acridine Orange appliziert, bevor die markierten Erythrozyten gegeben wurden. Die
durch das Acridine Orange angefarbten Leukozyten konnten spéater bei der
Auswertung anhand ihrer Grélle von den wesentlich kleineren Erythrozyten
unterschieden werden. Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde zunachst ein
Leberldppchen so eingestellt, dass die Zentralvene des Lobulus an dem einen und
das dazugehdrige periportale Feld am gegeniberliegenden Bildrand lagen. Durch
initiale Gabe von 0,05 ml Acridine Orange— L&ésung wurde das im Mikroskop
eingestellte Bild kontrastiert. Danach wurden dem Tier mit Fluoreszeinisothiocyanat
markierte Erythrozyten intravends fraktioniert appliziert. Wenige Sekunden spéater
waren die markierten Zellen als leuchtend weil3e Punkte zu erkennen. Insgesamt

wurden 5 Leberlappchen je 30 Sekunden lang auf Video aufgezeichnet.
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o Untersuchung mit Acridine Orange zur Markierung der Leukozyten

Nach Aufzeichnung der 5 Erythrozytensequenzen wurde dem Tier Acridine Orange in
einer Konzentration von 0,1 mg/ kg Koérpergewicht fraktioniert intravents appliziert.
Die angefarbten Leukozyten waren wenige Sekunden spater als leuchtend weilde
Punkte zu erkennen. Die Videodokumentation erfolgte genau wie bei den Erythro-
zyten in der Aufzeichnung von 5 Leberlappchen, je 30 Sekunden lang. Im Anschluss
an die Leukozytenaufzeichnung wurden 5 quergetroffene Zentralvenen mit den in
diese einmindenden Sinusoiden zur Messung der sinusoidalen Durchmesser jeweils

5 Sekunden lang aufgezeichnet.

2.9.6 Auswertunq der intravitalmikroskopischen Untersuchungen

Die Auswertung der Flussgeschwindigkeiten von Erythrozyten und Leukozyten sowie
die Auswertung der sinusoidalen Durchmesser erfolgten an einem S- VHS Video-
recorder (Panasonic FS1, Tokyo, Japan) mit exakter Zeitlupenfunktion (1/ 50 Sekun-
denbereich) und off- line unter Zuhilfenahme des computergestitzten Bildverarbei-
tungssystems LOBULUS (medvis, Saarlouis) (Abb.8). Durch Digitalisierung des
analogen Videosignals wurde es mdglich, das Bild fur die Auswertung zu optimieren.
Mit Hilfe des Computerprogramms konnten Strecken markiert werden und so die
Flussgeschwindigkeiten nach Passage der markierten Strecke Uber die
Registrierung des Zeitintervalls berechnet werden. Zur Auswertung wurden nur
gerade verlaufende Sinusoidabschnitte und nur véllig ungehindert flieRende Zellen

herangezogen.

Abb. 8 Auswerteeinheit
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o Messung der Sinusoidweiten

Die Sinusoide der Leber sind im portalen Bereich netzartig und in der zentralen
Region sternférmig angeordnet. Mit Hilfe eines Graphiktabletts (Summasketch 2,
Summagraphics) wurde zunédchst die Zentralvene in ihrer Ausdehnung markiert. Zur
Bestimmung der sinusoidalen Durchmesser wurde ein Kreis mit der Zentralvene als
Mittelpunkt und einem durch einen elektronischen Overlay markierten Durchmesser
von 90 um im digitalisierten Bild festgelegt und der Durchmesser lotrecht zur Wand
an den Kreuzungsstellen gemessen. Es wurden ca. 15 Sinusoide pro Bild aus-

gemessen.

o Sinusoidaler Blutfluss

Zur Bestimmung des sinusoidalen Blutflusses musste neben der Geschwindigkeit
des zur Messung herangezogenen Erythrozyten auch der Durchmesser des durch-
flossenen Gefallabschnitts gemessen werden. Dazu wurde mit Hilfe des Graphik-
tabletts und des Computerprogramms an 5- 8 Stellen der von dem Erythrozyten
durchflossenen Sinusoidstrecke das Lot von einer Gefadldwand zur anderen gefélit.
Anschlielend konnte der sinusoidale Blutfluss mit folgender Formel berechnet

werden:

Flow =(As/At)*m*(d/2)?

As = zurlickgelegte Strecke des Erythrozyten
At = bendtigte Zeit

d = Sinusoiddurchmesser
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Abb.9 intravitalmikroskopisches Bild einer Rattenleber (ohne Schock)

2.10. Statistische Auswertung

Die Uberpriifung auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
erfolgte mittels ANOVA (Analysis of Variance = Varianzanalyse; kann zur
statistischen Testung unverbundener Stichproben verwendet werden) und
nachfolgendem Student- Newman- Keuls- Test. Unterschiede innerhalb der Gruppen
wurden mittels Kruskal- Wallis- Test Uberprift. Bei p < 0,05 wurden die Daten als

signifikant angesehen, sofern nicht anders angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Labordaten und makrohidmodynamische Parameter

Bei den Ausgangswerten folgender Parameter:

Sauerstoffpartialdruck (pO3)
Kohlendioxidpartialdruck (pCO5)
Serumspiegel des Leberenzyms Glutamat- Oxalacetat- Transferase (GOT)
Mittlerer arterieller Blutdruck (MABD) und

Herzfrequenz (HF)

waren in den untersuchten Gruppen keine signifikanten Unterschiede festzustellen.

3.1.1 Sauerstoffpartialdruck (pO,) in mmHgq:

Messung | Kontrolle Schock L-NIL L-Arginin L-NMMA
MW |SEM MW |SEM MW |(SEM MW |SEM MW |SEM
1 72,0 1,7 75,6 1,6 76,2 3,4 73,4 2,2 76,7 2,2
2 80,0 2,6 93,4 4,6 86,8 4,2 85,5 2,9 89,2 3,6
3 925 | 23 | 943 | 12 | 978 | 50 | 921 | 2,1 | 950 | 3,6
4 125,7| 52 |113,8| 29 |1220| 3,8 |116,2| 4,8 |[119,6| 3,9
Tab. 2
3.1.2 Kohlendioxidpartialdruck (pCO,) in mmHg:
Messung Kontrolle Schock L-NIL L-Arginin L-NMMA
MwW SEM MW |SEM MW |SEM MW |SEM (MW |SEM
1 43,7 41 | 392 | 30 | 466 | 40 | 365 | 29 | 342 | 26
2 40,4 28 | 30| 18 | 46,2 | 51 | 333 | 2,7 | 335 | 2,1
3 35,0 2,1 32,5 1,4 41,7 3,2 34,5 1,4 30,0 1,8
4 33,5 27 | 36,3 | 39 | 400 | 29 | 440 | 34 | 358 | 3,1
Tab.3

MW = Mittelwert; SEM = Standard error of the mean
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Messung 1: vor der Schockinduktion (t,)

Messung 2: nach einer Stunde Reperfusion (t 140)
Messung 3: am Ende des ersten Eingriffes (t 260)
Messung 4: nach der Intravitalmikroskopie (t 1440)

3.1.3 Glutamat- Oxalacetat- Transaminase (GOT):

Die GOT ist ein Enzym, das v.a. in Leberzellen lokalisiert ist. Die HOhe der Serum-

aktivitat ist ein wichtiger Parameter bei der Diagnostik von Lebererkrankungen.

50
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Q |
3 35 =
5 30-
O 1 —[7— Kontrolle
25+ v —QO— Schock
T *A* L-NIL
20 —/— L-NMMA
J —— L-ARG
15 . . T
1 2 3
Zeitpunkt
Abb. 10

# - nicht signifikant versus Ausgangswert
Zeitpunkt : 1 - Messung vor Schock

2 - Messung nach 1 Stunde Reperfusion

3 = Messung am Ende des ersten Eingriffes
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Zu den Zeitpunkten 2 und 3 zeigen sich sowohl in der Kontrollgruppe als auch in
allen Schockgruppen im Vergleich zum Ausgangswert keine signifikanten Veran-

derungen.

3.1.4 Mittlerer arterieller Blutdruck (MABD) im Versuchsverlauf:

140
120
:E’ 100
e
E 80
—O— Kontrolle
—O— Schock
60 —A—LNIL
—v— LNMMA
40 —O— ARG

J T J T J T J T
0 50 100 150 200 250
Zeit (min)

Abb. 11a  Mittlerer arterieller Blutdruck im Zeitverlauf des ersten Eingriffes

SEM wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht angegeben
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Abb. 11b  Mittlerer arterieller Blutdruck im Zeitverlauf des zweiten Eingriffes

Gruppen mit hamorrhagischem Schock:

L- NIL- Gruppe: zum Zeitpunkt t = -10 wurde den Tieren NG-1-imminoethyl-lysin

in einer Dosierung von 5 mg / kg Kd&rpergewicht intravends
appliziert
L- NMMA- Gruppe: zum Zeitpunkt t = -10 wurde den Tieren N- Omega- L- Nitro-

monomethyllysin in einer Dosierung von 10 mg/ kg Kérper-
gewicht intravends injiziert

L- Arginin- Gruppe: zum Zeitpunkt t = -10 wurde den Tieren L- Arginin in einer

Dosierung von 30 mg/ kg Kérpergewicht in die Schwanzvene
appliziert
Schockgruppe: zum Zeitpunkt t = -10 wurde den Tieren 1 ml NaCl Uber die

Schwanzvene verabreicht
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Gruppe ohne hidmorrhagischen Schock:

Kontrollgruppe: keines der Tiere dieser Gruppe durchlief die Phase des hamorrhagi-

schen Schocks

In allen Gruppen mit hdmorrhagischem Schock wurde der MABD wahrend des ersten
Eingriffes auf 40 mmHg gesenkt. In der sich anschlieRenden Reperfusionsphase
stieg er in diesen Gruppen auf vergleichbare Werte Gber 90 mmHg an (Abb.11a). Zu
Beginn des zweiten Eingriffes lag der Ausgangswert (t= -10) des MABD aller Tiere
zwischen 110 und 130 mmHg (Abb.11b). Beim Vergleich der Blutdruckwerte 30
Minuten nach Applikation der zu testenden Substanz (unmittelbar vor der
Mikroskopie) konnte zwischen der Kontrollgruppe und der Schockgruppe sowie
zwischen der Schockgruppe und der L- Arginin- Gruppe kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (p= 0,24). Jedoch erbrachte der Vergleich der
Schockgruppe mit der L- NIL- und der L- NMMA- Gruppe zum Zeitpunkt t= 30 einen
signifikanten Unterschied (p< 0,05). Auch beim Vergleich der MABD- Werte der Tiere
der L- Arginin- Gruppe mit denen der L- NIL- Gruppe zum Zeitpunkt t= 30 konnte ein
signifikanter Unterschied (p< 0,05) festgestellt werden. Im Verlauf des zweiten
Eingriffes zeigte sich innerhalb der L- NMMA- Gruppe ein signifikanter Anstieg des
MABD zwischen den Werten der Zeitpunkte t= 5 Minuten ( p=< 0,001) und t= 10
Minuten (p= 0,008) im Vergleich zu t= 0. In der L- Nil- Gruppe konnte weder zum
Zeitpunkt t= 5 noch zum Zeitpunkt t= 10 im Vergleich zu t= 0 ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (Abb. 11b).
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3.1.5 Herzfrequenz im Versuchsverlauf:
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Abb. 12a Herzfrequenz im Zeitverlauf des ersten Eingriffes

SEM wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht angegeben
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Abb. 12b Herzfrequenz im Zeitverlauf des zweiten Eingriffes

Wahrend des ersten Eingriffes sank die Herzfrequenz in allen Gruppen mit hamorr-
hagischem Schock (ausgehend von Werten um 350 Schlage/ Minute) nach Schock-
einleitung initial bis auf Werte um 225 Schldge pro Minute ab. Bereits wéhrend der
Schockphase konnte jedoch wieder ein kontinuierlicher Anstieg der Herzfrequenz bis
auf Werte um 275 Schldge/ Minute beobachtet werden.

Auch in der sich anschlieBenden Reperfusionsphase stieg die Herzfrequenz in allen
Schockgruppen weiter an, um am Ende des ersten Eingriffes anndhernd wieder

Ausgangswerte zu erreichen. Signifikante Unterschiede beziglich der Herzfrequenz
zwischen den Schockgruppen konnten zu keinem Zeitpunkt des ersten Eingriffes

beobachtet werden.

Zu Beginn des zweiten Eingriffes betrug die Herzfrequenz in allen Gruppen zwischen
350 und 400 Schlagen pro Minute und zeigte somit vergleichbare Ausgangswerte
wie zu Beginn des ersten Eingriffes. Nach Applikation der Testsubstanzen/ bzw. des

NaCl zeigten sich zwischen den Gruppen nicht- signifikante Verdnderungen

bezuglich der Herzfrequenz.
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3.1.6 Leber- Nass-Trockengewicht:

Diese Untersuchung diente dazu, das Ausmal} des durch den Schock entstandenen

Gewebeddems zu ermitteln.

3,51

*
*

3,0 1

2,51

Nass/Trockengewichts-
verhaltnis Leber
4‘

20—

A

\

Kontrolle  Schock  L-NIL  L-NMMA  L-ARG
Abb. 13 Nass- Trockengewicht der Leber

* p< 0,05 versus Kontrollgruppe

Abbildung 13 zeigt, dass ein signifikanter Unterschied im Leber- Nass- Trocken- Ver-
héltnis beim Vergleich der Kontrollgruppe mit der Schockgruppe und der L- Arginin-
Gruppe ermittelt werden konnte. Das Ausmal} des entstandenen Gewebeddems ist
in diesen beiden Gruppen am gréRten. Nach Gabe von L- NIL/ bzw. L- NMMA zeigt

sich annahernd das gleiche Nass- Trocken- Verhaltnis wie in der Kontrollgruppe.
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3.2 Intravitalmikroskopische Befunde

Bereits vor Gabe des Fluoreszenzfarbstoffes ist es aufgrund der Eigenfluoreszenz
der Leber mdglich, Leberldppchen und Sinusoide durch das Mikroskop zu erkennen.
Durch die Gabe des Kontrastmittels kann die Detailerkennbarkeit jedoch deutlich
erhdht werden. Nach intraventdser Applikation der mittels FITC- angefarbten
Erythrozyten stellen sich diese als kleine, runde, weil3- leuchtende Punkte dar. Mit
Hilfe der intravitalmikroskopischen Untersuchung der Leber nach hdmorrhagischem
Schock kénnen Veradnderungen auf der Ebene der Mikrozirkulation sichtbar gemacht
werden. In dieser Studie wurden die Veranderungen 24 Stunden nach Schock mit

Hilfe dieses Verfahrens dargestellt.

Abb. 14 intravitalmikroskopisches Bild einer Rattenleber 24 Stunden nach
héamorrhagischem Schock
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3.2.1 Sinusoidperfusion (Erythrozytenflow):
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Abb.15 Perfusion der Lebersinusoide

* p< 0,05 versus Kontrollgruppe
# p<0,05 versus Schockgruppe

n.s. 2 nicht signifikant versus Schockgruppe

Der Erythrozytenflow wurde als Mal fur die sinusoidale Leberdurchblutung heran-
gezogen. Die Ergebnisse zeigen, dass der Erythrozytenflow in den Sinusoiden der
Tiere der Schockgruppe signifikant niedriger ist als in der Kontrollgruppe. Nach
Gabe von L- Arginin konnte in dieser Gruppe eine annahernd gleiche,
Sinusoidperfusion wie in der Kontrollgruppe gemessen werden. Beim Vergleich der
Schockgruppe mit den drei behandelten Gruppen (L- Arginin, L- NMMA, L- NIL)
konnte nur in der L- NIL- Gruppe ein signifikanter Unterschied in der Sinusoid-

perfusion festgestellt werden.
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3.2.2 Sinusoidweiten:
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Abb.16

* p < 0,05 versus Kontrollgruppe
# p < 0,05 versus Schockgruppe

n.s. 2 nicht signifikant versus Schockgruppe

Es zeigt sich, dass zum Zeitpunkt der intravitalmikroskopischen Untersuchung (= 24
Stunden nach Schock) ein signifikanter Unterschied der Sinusoidweiten zwischen der
Kontrollgruppe und der Schockgruppe besteht, wobei die Sinusoide der Schock-
gruppe eine signifikant geringere Weite aufweisen als die der Kontrollgruppe. Beim
Vergleich der L- Arginin- Gruppe mit der Schockgruppe ist ebenfalls ein signifikanter
Unterschied bezuglich der Sinusoidweiten festzustellen, wohingegen keine
Signifikanz beim Vergleich der Schockgruppe mit der L- NIL und der L- NMMA-

Gruppe zu beobachten ist.
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4. Diskussion

Die Leber spielt eine zentrale Rolle bei der Entstehung des Multiorganversagens
nach Trauma oder Schock. In vielen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass es
auf verschiedenen Ebenen und zu verschiedenen Zeitpunkten mdéglich ist, Einfluss
auf die Verédnderungen der Lebermikrozirkulation nach hdmorrhagischem Schock zu
nehmen. Ziel der vorliegenden Studie war es, die Auswirkungen der Blockade der
Synthese des Vasodilatators NO auf die Mikrozirkulation der Leber zu einem spéaten
Zeitpunkt nach hamorrhagischem Schock zu untersuchen. In diesem Modell wurde
die Lebermikrozirkulation der Versuchstiere 24 Stunden nach Schock mittels Intra-
vitalmikroskopie untersucht; es wurden in den verschiedenen Gruppen spezifische
Hemmstoffe der NO- generierenden Enzyme (NO- Synthetasen) eingesetzt.

Die Besonderheit des LebergefalRbettes besteht darin, dass es nicht Uber Sphink-
teren verfugt, welche die Durchblutung regulieren. Auf der Ebene der Makro- und
Mikrozirkulation dieses Organs wirken endogene vasoaktive Mediatoren auf die Ge-
féle. Sie besitzen entweder vasokonstringierende oder vasodilatierende Eigen-
schaften. In Kap. 1.8 wurde bereits ausfihrlich auf diese Mediatoren und ihre Wir-
kung eingegangen. In verschiedenen Studien, in denen die Folgen einer Beein-
flussung der NO- Produktion zu einem frilhen Zeitpunkt nach Schock untersucht
wurden, konnte gezeigt werden, dass die Blockade der NO- Produktion zu diesem
Zeitpunkt negative Folgen mit sich bringt (z.B. Endothelzellschadigung, Austritt von
Leberenzymen, histologische Schadigung des Lebergewebes, Reduktion der Leber-
durchblutung, erhdhte Infiltration des Gewebes mit PMN s, Erhéhung der Anzahl
nicht- perfundierter Acini, Erhéhung der Anzahl adhérenter Leukozyten in den
Lebersinusoiden, Anstieg des oxidativen Stresses der Leber) (Kobayashi 1995/
Wang 1995/ Harbrecht 1995/ Harbrecht 1997/ Koeppel 1997/ Vega 1998). Vinten-
Johansen et al. zeigten, dass negative Folgen der NO- Blockade durch die Gabe von
exogenen NO- Donatoren aufgehoben werden kénnen (Vinten- Johansen 1995).
Angele et al. konnten nachweisen, dass die Gabe von L- Arginin, dem Ausgangs-
substrat der NO- Synthese, im hamorrhagischen Schockmodell positive Effekte hat
(Angele 1998).
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Die positiven Eigenschaften von NO bestehen u.a. darin, dass es in der Lage ist, als
extrazelluldrer Radikalfanger zellschadigende Superoxidanionen abzufangen. Uber
direkte Reaktion mit der NADPH- Oxidase kann NO die Produktion von Superoxid-
anionen hemmen (Clancy 1992).

Ziel dieser Studie war es, an einem tierexperimentellen Modell zu untersuchen, ob
durch Beeinflussung der NO- Synthese mittels spezifischer Stoffe die langerfristigen
Veradnderungen der Mikrozirkulation der Leber nach hamorrhagischem Schock
beeinflusst werden kénnen. Einer Gruppe von 10 Tieren wurde L- NIL (I- N6- (1-
imminoethyl) lysine) als selektiver i- NOS- Inhibitor appliziert. Zum Vergleich der
Wirkung kam der nicht- selektive NO- Synthetase- Hemmstoff L- NMMA in einer
anderen Gruppe zum Einsatz. Aulerdem wurde einer weiteren Versuchstiergruppe
L- Arginin (Ausgangssubstrat der NO- Produktion) appliziert (= Positiv- Kontrolle). Die
Ergebnisse wurden mit den Werten einer Plazebo- und einer Kontrollgruppe (ohne
Schock) verglichen.

Aufgrund der Ergebnisse der Werte des MABD und der Herzfrequenz wéahrend der
60- mindtigen Schockphase konnten in dieser Studie vergleichbare Ausgangs-
situationen bei den Tieren aller Versuchsgruppen angenommen werden. Somit
handelt es sich bei dem in diesem Versuch verwendeten Schockmodell um ein
reproduzierbares Modell.

Zum Messzeitpunkt 4 (nach der Intravitalmikroskopie) konnte in allen funf
Versuchsgruppen ein vergleichbarer Anstieg des Sauerstoffpartialdruckes beobach-
tet werden, was darauf zuriickzufhren ist, dass bei Abklingen der Narkose die
Schmerzempfindlichkeit der Tiere ansteigt, was wiederum zu einer verstarkten
Atmung fihrt. Da sich der Anstieg des pO, auch innerhalb der Kontrollgruppe (ohne
Schock) zeigt, handelt es sich hierbei um ein methodisch bedingtes und nicht um ein

schockbedingtes Geschehen.
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4.1 Die intravitalmikroskopische Technik zur Untersuchung der Mikrozirkula-

tion der Leber in vivo

Die Auflichtfluoreszenzmikroskopie hat sich als geeignete Methode zur Untersuchung
der Lebermikrozirkulation erwiesen. Um eine genaue Untersuchung der Leberdurch-
blutung zu ermdéglichen, ist auRerdem der Einsatz von fluoreszierenden Markersub-
stanzen und entsprechenden korrespondierenden Filtern nétig (Marzi 1993).

In dieser Studie wurde u.a. der Fluoreszenzfarbstoff Acridine Orange, der die Eigen-
schaft besitzt, an Nukleinsduren zu binden, zur Anfarbung der Leukozyten einge-
setzt. Mittels der mit FITC angeférbten Erythrozyten war es mdéglich, im Anschluss an
die Auswertung der videographischen Aufzeichnungen den Erthrozytenflow zu er-
rechnen. Dieser Parameter gibt Ruckschlisse auf die mikrovaskulére Durchblutung
des Organs.

Das unter 2.9. beschriebene Modell der intravitalmikroskopischen Untersuchung
wurde entwickelt, um eine zuverlassige, reproduzierbare und vergleichbare Unter-
suchung der Leberdurchblutung nach hadmorrhagischem Schock zu ermdglichen.
Intravitalmikroskopische Untersuchungen zur Mikrozirkulation der Leber nach Ischéa-
mie wurden bereits in mehreren Studien durchgefiihrt (Bauer C. 1997/ Marzi 1990/
Marzi 1992). Stérungen auf der Ebene der hepatischen Mikrozirkulation miissen bei
einer grof3en Anzahl verschiedener Krankheitsbilder fir deren klinische Ausprégung
mitverantwortlich gemacht werden. Aus diesem Grund ist die Untersuchung der
Lebermikrozirkulation in vivo nach unterschiedlichen schadigenden Insulten immer
mehr in den Mittelpunkt des Interesses gerickt.

Bereits 1979 zeigten Lovelace et al., dass eine negative Korrelation zwischen der
Beeintréachtigung der Reoxigenierung der Leber und der Uberlebensrate nach Reper-
fusion im Anschluss an einen hamorrhagischen Schock besteht (Lovelace 1979).
1993 wiesen Matuschak et al. nach, dass die Dysfunktion der Leber infolge eines
hamorrhagischen Schocks signifikant zur Entwicklung des Multiorgan- Dysfunktions-
Syndroms (MODS) beitragt (Matuschak 1993). In den eigenen Untersuchungen
konnte die Schadigung der Leber nach hamorrhagischem Schock durch das
entstandene schockinduzierte Odem des Lebergewebes nachgewiesen werden.

Zur Bestimmung des GOT- Serumspiegels wurden die Werte der Messungen 1, 2

und 3 der einzelnen Gruppen einander gegenlbergestellt.
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Im untersuchten Zeitrahmen (= friher Zeitpunkt nach Schock) konnte keine signi-
fikante Erhéhung der GOT- Enzymaktivitdt beobachtet werden. Studien, die die GOT-
Serumkonzentration zu einem spéaten Zeitpunkt post Schock untersuchten, zeigten
einen signifikanten Anstieg dieses Enzyms zeigen. So beobachtete W. Kuntz 2002
bei seinen Untersuchungen zur Etablierung des Long- Term- Modells eine
signifikante GOT- Erhéhnung am 3. und 4. Tag nach Schock (Kuntz 2002). Bei der
GOT handelt es sich um ein hepatozelluldres Enzym; ein hepatischer Parenchym-
schaden ist somit Voraussetzung fir einen Anstieg der GOT im Serum. Die
Messwerte der GOT- Konzentration im Serum in der vorliegenden Studie zeigen,
dass zu einem frilhen Zeitpunkt nach Schock noch kein hepatischer Parenchym-
schaden vorliegt.

Verschiedene Studien und Untersuchungen, die die Mikrozirkulation der Leber mittels
Intravitalmikroskopie 5 Stunden nach hdmorrhagischem Schock untersuchten, zeig-
ten, dass bei den Tieren der Schockgruppen eine Verminderung der Sinusoiddurch-
messer sowie eine Erniedrigung des sinusoidalen Blutflusses im Vergleich zur
Kontrollgruppe erkennbar war (Riemer- Paxian 1998/ Roth 1999). In den eigenen
Untersuchungen konnte 24 Stunden nach Schock ebenfalls sowohl eine Abnahme
der sinusoidalen Durchmesser als auch eine Verringerung des Erythrozytenflow im
Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden.

Im Mittelpunkt der vorliegenden Studie standen die Veranderungen der Mikro-
zikulation der Leber und die Beeinflussung derselben mittels spezifischer vasoaktiver
Substanzen 24 Stunden nach hamorrhagischem Schock.

Alle Tiere, mit Ausnahme derer der Kontrollgruppe, wurden dabei einem stan-
dardisierten hdmorrhagischen Schock (MABD = 40 mmHg) von einer Stunde Dauer
unterzogen. Diese Schockform ist gekennzeichnet durch eine akute kritische Ab-
nahme des intravaskuldren Volumens mit partiellem Verlust der Sauerstofftrans-
portkapazitat (Janssens 1994, Marzi 1996).

70



4.2 Einfluss von L- NIL, L- NMMA und L- Arginin auf die Requlation

des mittleren arteriellen Blutdruckes

Lieberthal et al. zeigten 1991 in ihren Untersuchungen, dass der mittlere arterielle
Blutdruck nach Hemmung der NOS bei Ratten mit hamorrhagischem Schock starker
ansteigt als bei Ratten ohne hamorrhagischen Schock (Lieberthal 1991). 1997
setzten Pannen et al. im Rahmen ihrer Studie L- NAME als NO- Synthetase- Inhibitor
ein. L- NAME besitzt eine deutlich héhere Affinitdt zur ec- NOS als zur i- NOS. Als
Ergebnis konnten sie eine Erhéhung des mittleren arteriellen Blutdruckes und des
systemischen Gefallwiderstandes wahrend der Reperfusion beobachten (Pannen
1997). Wird Mercaptoethylguanidin als selektiver i- NOS Hemmstoff im hamorrhagi-
schen Schockmodell bei Ratten kurz vor der Reperfusionsphase appliziert, kann
beobachtet werden, dass bei diesen Tieren der systemische Blutdruck aufrecht
erhalten und die vaskuldre Dekompensation verhindert wird (Zingarelli 1997).

In der eigenen Studie konnte 30 Minuten nach Gabe von L- NIL und L- NMMA (24
Stunden nach Schock) in der jeweiligen Gruppe ein signifikanter Anstieg des MABD
im Vergleich zur Schockgruppe beobachtet werden. Aufgrund der Tatsache, dass es
mdglich war, auch noch 24 Stunden nach hamorrhagischem Schock durch Hemm-
ung der NO- Bildung mittels Blockade der NO- produzierenden Enzyme Einfluss auf
den Gefaldtonus (Hemmung der NO- bedingten Vasodilatation) und somit auf den
MADB zu nehmen, konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass zu diesem spéaten

Zeitpunkt post Schock eine hohe Aktivitat der NO- generierenden Enzyme vorliegt.

4.3 Einfluss von L- NIL, L- NMMA und L- Arginin auf die Requlation der

Sinusoidweiten 24 Stunden nach hdmorrhagischem Schock

Pannen et al. untersuchten 1997 die funktionelle Bedeutung von NO und ET’s fir
die Regulation der Leberdurchblutung wahrend der Reperfusion nach hamorrha-
gischem Schock und konnten zeigen, dass die beiden Mediatorsysteme unter diesen
Bedingungen in die Kontrolle des vaskularen Tonus involviert sind. Au3erdem wiesen
sie nach, dass ET’s und NO miteinander wechselwirken und so die regionale Leber-

durchblutung wahrend Reperfusion nach hamorrhagischem Schock auf verschie-

denen Niveaus regulieren (Pannen 1997).
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In Studien von Thiemermann et al. und Kelly et al. wurde gezeigt, dass die Bildung
der i- NOS in der spaten Phase des hamorrhagischen Schocks (Phase der Dekom-
pensation) induziert wird (Thiemermann 1993/ Kelly 1997).

In der eigenen Studie wurde 24 Stunden nach Schock zum einen mittels Blockade
der NO- generierenden Enzyme (durch die Testsubstanzen L- NIL und L- NMMA)
und zum anderen durch die Gabe des Ausgangssubstrates der NO- Synthese (L-
Arginin) Einfluss auf die zu diesem Zeitpunkt zirkulierende Menge an Stickstoff-
monoxid und somit auf den intra- und extrahepatischen Gefal3tonus genommen. Die
Ergebnisse zeigen, dass bei den Tieren der Schockgruppe die Sinusoide signifikant
enger sind als bei Tieren der Kontrollgruppe. Die Beeinflussung der NO- Produktion
durch Gabe des NO- Ausgangssubstrates L- Arginin fihrt zu einer verstérkten
Produktion von Stickstoffmonoxid, was im folgenden eine Vasodilatation bewirkt und
dazu fUhrt, dass die Sinusoide bei den Tieren dieser Gruppe signifikant weiter sind
als bei den Tieren der Schockgruppe.

Sowohl unspezifische Hemmung des NO- generierenden Enzyms mittels L- NMMA
als auch die spezifische i- NOS- Hemmung durch L- NIL zeigen keine signifikanten
Veranderungen bezuglich der Sinusoidweiten im Vergleich zur Schockgruppe.

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass zum Zeitpunkt 24 Stunden nach
Schock weder die ec- NOS, noch die i- NOS auf sinusoidaler Ebene eine starke
Aktivitdt aufweisen, da eine Hemmung der NO-Synthese eine weitere Sinusoid-

konstriktion zur Folge haben sollte.

4.4 Einfluss von L- NIL, L- NMMA und L- Arginin auf die Regulation der
Leberperfusion 24 Stunden nach hdmorrhagischem Schock

In den eigenen Untersuchungen wurde die Perfusion der Leber 24 Stunden nach
Schock anhand des intrasinusoidalen Erythrozytenflows untersucht. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Sinusoide der mit L- NIL behandelten Tiere signifikant besser per-
fundiert werden, als bei den Tieren der Schockgruppe. Die unspezifische Blockade
der NOS mittels L- NMMA fiihrt jedoch zu keinem signifikant verbesserten Erythro-
zytenflow. Auch beim Vergleich der L- Arginin- Gruppe mit der Schockgruppe konnte

kein signifikanter Unterschied beziglich der Sinusoidperfusion beobachtet werden.
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Da nur die Blockade der i- NOS eine signifikante Verbesserung des Erythrozytenflow
im Vergleich zur Schockgruppe bewirkt, ist davon auszugehen, dass die i- NOS zum
Untersuchungszeitpunkt eine héhere Aktivitat besitzt als die ec- NOS. Die Tatsache
dass bei der Messung der Sinusoidweiten beim Vergleich der L- NIL- Gruppe mit der
Schockgruppe keine Signifikanz zu beobachten ist, jedoch bei der Messung des
Erythrozytenflow ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen besteht,
kdnnte moglicherweise damit zusammenhédngen, dass Stickstoffmonoxid nicht
ausschlieBlich an der sinusoidalen Gefaliebene ansetzt, sondern seine Wirkung in
der Leber z.B. auch im prakapillaren GefalRabschnitt hat. Das wirde erklaren, warum
die Gabe von L- NIL zwar zu einer signifikant besseren Sinusoidperfusion flhrt,
jedoch in der L- NIL- Gruppe keine signifikante Verdnderung der Sinusoidweiten zu
beobachten ist. Ein weiterer mdglicher Ansatz zur Erkldrung dieser Beobachtung
ware die Vorstellung, dass die Wirkung von L- NIL vornehmlich im extrahepatischen
Bereich liegt (unter anderem z.B. in der Niere) und es infolge der i- NOS- Blockade
und der damit verbundenen geringeren Bildung von NO zu einer Umverteilung des
Blutvolumens zugunsten der Leber kommt.

Der giinstige Effekt des Einsatzes von NO- Inhibitoren im hdmorrhagischen Schock
wurde bereits in verschiedenen Studien eindrucksvoll demonstriert: so konnte ein
Anstieg des Herzzeitvolumens, eine Verbesserung des renalen Blutflusses und der
glomeruldren Filtrationsrate sowie der Schutz vor Organschadigung und eine
Steigerung der Uberlebensrate beobachtet werden (Klabunde 1993/ Yao 1996/
Lieberthal 1991). Studien von Thiemermann (1997) und Hua (1999) zeigten, dass
der Einsatz des selektiven i-NOS Hemmstoffes Aminoguanidin in einem hamorr-
hagischen Schockmodell an Ratten zu einer Steigerung der Uberlebensrate fiihrt
(Thiemermann 1997/ Hua 1999).

Im Gegensatz zu den o.g. glnstigen Effekten einer Blockade der NO- Produktion
stellten Koeppel et al. 1997 in ihrer intravitalmikroskopischen Studie fest, dass die
nicht selektive Hemmung der NO- Produktion mittels L- NAME in einem Lebermodell
mit Ischdmie- Reperfusions- Schadigung in einem Untersuchungszeitraum von 20-
90 Minuten nach der Reperfusion zu einer Beeintrachtigung der hepatischen Mikro-
zirkulation und einem Anstieg nicht- perfundierter Sinusoide fiihrt (Koeppel 1997).
Vega et al. formulierten als ein Ergebnis ihrer Studie von 1998, dass der oxidative
Stress der Leber nach Hemmung der NO- Synthese signifikant héher ist (Vega
1998).
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Auch Wang et al. kamen 1995 zu dem Ergebnis, dass die Hemmung der endogenen
NO- Bildung die postischamische Leberschadigung verschlimmert (Wang 1995).

Es ist festzustellen, dass die Bildung von NO im hamorrhagischen Schock eine wich-
tige regulatorische Funktion hat, eine Uberproduktion von NO jedoch zu negativen
Reaktionen fiihrt. So zeigten Szabd und Thiemermann 1994, dass eine NO- Uber-
produktion durch die i- NOS eine Schlisselrolle in der Pathophysiologie des hamorr-
hagischen Schocks spielt (Szabdé/Thiemermann 1994). Neben der ausgepragten
Vasodilatation in Reaktion auf die grolen NO- Mengen reagiert Stickstoffmonoxid
mit dem im hamorrhagischen Schock produzierten Superoxid zu gro3en Mengen
Peroxinitrit, einem zytotoxischen Molekil (Szab6 1996/ Beckmann 1996).

Die vaskulare Dekompensation kann durch die gesteigerte Produktion von NO durch
die i- NOS erklart werden (Thiemermann 1993/ Kelly 1997). Unter Bertcksichtigung
der Ergebnisse anderer Studien (Koeppel 1997/ Vega 1998/ Wang 1995), die
zeigten, dass die komplette Hemmung der NO- Synthese zu einem frihen Zeitpunkt
nach hdmorrhagischen Schock negative Folgen hat, fihren die Beobachtungen in
der eigenen Studie zu einem mdglichen therapeutischen Ansatz auf der Ebene der

Beeinflussung der NO- Produktion zu einem spéaten Zeitpunkt nach Schock.

5. Schlussfolgerungen

Durch diese Studie konnte gezeigt werden, dass es mdéglich ist, auch 24 Stunden
nach Schock Uber die Regulation der NO- Synthese Einfluss auf die Durchblutung
der Leber zu nehmen. Die Ergebnisse zeigen aul’erdem, dass die Blockade der i-
NOS zu diesem Zeitpunkt die gréRten Auswirkungen hat.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass mittels Blockade der NO- Produktion zu
einem spaten Zeitpunkt nach hamorrhagischem Schock (mittels spezifischer
Blockade der i- NOS) sowohl die ungilinstigen Effekte der frihen NO- Synthese-
Hemmung als auch die negativen Folgen einer NO- Uberproduktion vermieden

werden kénnen.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war es, die Auswirkungen der Hemmung der NO- Bildung auf die
Mikrozirkulation der Leber zu einem spaten Zeitpunkt (24 Stunden) nach hdmorrha-
gischem Schock (MABD von 40 mmHg wahrend 60 Minuten und anschliel3ender
Retransfusion) in einem tierexperimentellen Modell an Ratten zu untersuchen.

Im Mittelpunkt der intravitalmikroskopischen Untersuchungen standen die Durch-
messer der Lebersinusoide und die Sinusoidperfusion unter dem Einfluss verschie-
dener Testsubstanzen (L- NIL, L- NMMA, L- Arginin), die den Versuchstieren 24
Stunden nach Schock und 30 Minuten vor Intravitalmikroskopie appliziert wurden. L-
NIL wurde dabei als selektiver Inhibitior der induzierbaren NO- Synthetase einge-
setzt, L- NMMA diente als nicht- selektiver Hemmestoff aller NOS- Formen. L- Arginin,
das Ausgangssubstrat der NO- Synthese wurde in einer Gruppe eingesetzt, die als
~Lositivkontrolle” diente.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl der Erythrozytenflow als Maf3 der Sinusoid-
perfusion, als auch die Sinusoidweiten bei den Tieren der Schockgruppe (= Place-
bogruppe) signifikant niedriger war/waren (p< 0,05) als in der Kontrollgruppe (ohne
Schock). Sowohl die Tiere der L-NIL- Gruppe, als auch die der L- NMMA- Gruppe
zeigten im Vergleich zu den Tieren der Schockgruppe keine signifikante
Verénderung der Sinusoidweiten, wohingegen die Tiere der L- Arginin- Gruppe
signifikant weitere Sinusoide aufwiesen, als die Tiere der Schockgruppe (p< 0,05).
Lediglich die Tiere der L- NIL- Gruppe zeigten im Vergleich zu denen der
Schockgruppe eine signifikant gesteigerte Sinusoidperfusion (p < 0,05). Die
Ergebnisse fihren zu der Erkenntnis, dass Uber die Steuerung der gebildeten NO-
Menge 24 Stunden post Schock mittels der Gabe von L- NIL als spezifischer i- NOS-
Hemmstoff eine Einflussnahme auf die Perfusion der Lebersinusoide nicht jedoch auf

deren Durchmesser mdglich und auch therapeutisch sinnvoll ist.
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7. Summary

Hemorrhagic shock and resuscitation is known to induce a systemic inflammatory
response which contributes to increased mortatlity. The inflammation is characterized
by microcirculatory dysfunction. A broad variety of different mediators seems to be
involved in the pathophysiology of microcirculatory failure, among these Nitric Oxide
seems to play a pivotal role.

The aim of this study was to investigate the effects of an inhibition of Nitric Oxide
(NO) - synthesis on the hepatic microcirculation in a rat liver at 24 hours after
hemorrhagic shock (MABD at 40 mmHg for 60 min) and resusciation. Intravital
fluorescence microscopy investigation was applied to analyse the diameters of liver
sinusoids and the sinusoidal perfusion under the influence of different substances (L-
NIL, L- NMMA, L- Arginin) interfering with the NO-synhesis.

L- NIL was used as a selective inhibitor of the inducible isoform of NO synthase
(i-NOS), L- NMMA was used as a non- selective inhibitor of all NOS- isoforms.

A positive control group was given L-Arginin, the basic substrate of the NO-synthesis.
Our series of experiments show that the sinusoidal perfusion as well as the
sinusoidal diameters were significantly lower in the shock- group (p< 0,05) compared
with the control- group without shock.

We observe that L- NIL has a significant effect on the sinusoidal perfusion (p< 0,05)
but not on the the sinusoidal diameters. This effect of L- NIL shows that 24 hours
after shock the activity of inducible NOS is still high and distinctly higher than the
activity of the other NOS- isoforms.The results indicate that the regulation of the
amount of NO 24 hours after shock can exert a positive influence on the sinusoidal

perfusion.
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