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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Einleitung: Bisher gibt es nur wenige Arbeiten, die einen mikrovaskularen Schaden nach
Weichteiltrauma Uber einen langeren Zeitraum untersuchen. Grundlage dieser Studie war ein
chronisches Maus-Modell von Amon und Laschke, welche als Erste mit Hilfe einer
Riuckenhautkammer die Auswirkung des Schweregrades eines Weichteiltraumas auf die
mikrovaskulare Dysfunktion darstellten. Ziel der vorliegenden Studie war es, nach
Applikation eines schweren Weichteiltraumas innovative Ansatze zu finden, um das nutritive
Perfusionsversagen und die entziindliche Leukozyten-Endothelzell-Interkation zu vermin-
dern. Dazu setzten wir den Proteinase-Inhibitor Aprotinin, Gewebekihlung [Cooling] sowie
Cooling in Kombination mit dem Hamoxygenase-1-Hemmer Zinnmetalloporphyrin [SnMP] als

therapeutische Ansatze ein.

Material und Methode: Wir verwendeten C57BL/6 Mause, denen nach etabliertem
Verfahren Rickenhautkammern aus Titan implantiert wurden. Es folgte die Erzeugung eines
schweren Weichteilschadens (450J/m2) mit Hilfe eines 25g schweren Edelstahlzylinders im
Gebiet des Musculus retractor der Riuckenhautkammer. 5 Gruppen wurden untersucht: eine
Kontrollgruppe [Sham] (n=7), eine Trauma-Gruppe (n=10), eine Trauma+Aprotinin-Gruppe
(n=8), eine Trauma+Cooling-Gruppe (n=7) sowie eine Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe
(n=7). Folgende Gruppen wurden miteinander verglichen:

- Traumavs. Sham;

- Trauma vs. Trauma+Aprotinin;

- Trauma vs. Trauma+Cooling sowie vs. Trauma+Cooling+SnMP.
Wir wollten untersuchen, ob Aprotinin und Cooling den Mikrozirkulationsschaden und die
Entziindungsreaktion nach Trauma vermindern kénnen. Zudem wollten wir testen, ob eine
durch Cooling gegebenenfalls erzielte Verbesserung der Mikrozirkulation durch Hemmung
der Hamoxygenase-1 [HO-1] wieder aufgehoben wird.
Um den Verlauf der mikrovaskuldren Dysfunktion zu ermitteln, wurden pro Tier mit Hilfe
eines intravitalen Fluoreszenzmikroskops in Narkose folgende Parameter erhoben:
funktionelle Kapillardichte; kapillarer, arteriolarer und venularer Gefalidurchmesser; kapillare,
arteriolare und venulare Blutzellgeschwindigkeit; kapillarer, arteriolarer und venularer
volumetrischer Blutfluss. Um die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion zu untersuchen, wurde
das FlieRBverhalten der Leukozyten in Arteriolen und Venolen anhand folgender Parameter
ermittelt: arteriolares und venuldres Leukozyten-Rolling sowie venuldre Leukozyten-

Adharenz. Die Analyse erfolgte unmittelbar vor Trauma [Baseline] sowie 8h, 24h, 72h und



Zusammenfassung

120h nach Trauma. Anschliel3end fuhrten wir die Auswertung an einem computerassistierten

Bildverarbeitungssystem durch.

Ergebnisse:

Trauma: Trauma fuhrte zu einer bis zu 72h lang anhaltenden, zum Teil signifikanten
Verminderung der kapillaren, arteriolaren und venularen Mikrozirkulation. Die Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion war bis zu 24h nach Trauma signifikant erhoht. Bei der histo-
logischen Untersuchung der Apoptose und Leukozyteninfiltration zeigte sich ein Anstieg

nach Trauma, ohne dass Signifikanzen ermittelt werden konnten.

Trauma und Aprotinin: Aprotinin konnte das initiale Perfusionsversagen nicht verhindern,
fuhrte jedoch zu einer schnelleren Regeneration der kapillaren Mikrozirkulation. Die
arteriolare Mikrohamodynamik zeigte auBer einer signifikanten, bis 24h nach Trauma
anhaltenden Vasokonstiktion eine zur Trauma-Gruppe vergleichbare Reaktion. Das initiale
Perfusionsversagen der venularen Mikrozirkulation war signifikant erhoht. Die Leukozyten-

Endothelzell-Interaktion war nach Aprotinin-Gabe weniger stark ausgepragt.

Trauma, Cooling und SnMP: Cooling konnte den initialen kapillaren Perfusionsschaden nicht
verhindern, bewirkte allerdings eine beschleunigte Wiederherstellung der physiologischen
Verhéltnisse. Die arteriolare Mikrohdmodynamik zeigte einen gegeniiber der Trauma-Gruppe
signifikant verlangerten, bis 72h anhaltenden Mikrozirkulationsschaden. Die venulare
Mikrohamodynamik reagierte mit einer uberschieenden Reaktion 120h nach Trauma. Die
initiale Entziindungsreaktion nach Trauma konnte durch die Cooling-Behandlung teilweise
vermindert werden.

Die zusatzliche Zinnmetalloporphyrin-Behandlung hatte auf die kapillare Perfusion wenig
Einfluss, verminderte aber die Erholung der Kapillardichte auch noch nach 120h. Die ShMP-
Gabe verstarkte den arteriolaren und venulédren Mikrozirkulationsschaden zum Teil bis 120h
nach Trauma deutlich. Die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion wurde bis 24h nach Trauma

teilweise signifikant verstarkt.

Schluffolgerung: Trauma fihrt zu einem Mikrozirkulationsschaden und einer Ent-

ziindungsreaktion.

Aprotinin bietet einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz, um sowohl das

Perfusionsversagen als auch die Entziindungsreaktion zu vermindern.
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Die Cooling-Behandlung konnte den initialen Perfusionsschaden und die initiale Ent-
zUndungsreaktion nach Trauma nicht verhindern, bewirkte allerdings eine beschleunigte
Wiederherstellung der physiologischen Verhaltnisse.

Da die Blockierung von HO-1 nicht nur die durch Cooling bewirkte Protektion aufhob,
sondern sowohl die Mikrozirkulation als auch die Entziindung gegeniber der alleinigen
Trauma-Gruppe verschlechterte, muss man von einer endogenen HO-1-Produktion zur
Reduktion der Trauma-assoziierten Mikrozirkulationsstérung und Entziindungsreaktion

ausgehen.
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2.Summary

Role of heme oxygenase-1, serin proteases and tissue temperature for the

development of microvascular damage after soft tissue trauma

Background: There are only few studies which have examined the microvascular damage
after soft tissue trauma over an extended period of time. The present study is based on a
previous study analyzing the impact of the severity of local soft-tissue trauma on
microcirculatory dysfunction by means of a dorsal skinfold chamber. The present study
aimed at preventing the trauma-induced failure of nutritive perfusion and leukocyte-
endothelial cell interaction by distinct approaches. Therefore, we analyzed the effect of the
proteinase-inhibitor Aprotinin, cooling and cooling in combination with the heme oxygenase-

1-inhibitor tin-metalloporphyrin [SnMP].

Material and methods: Titanium skinfold chambers were implanted onto the dorsum of
C57BL/6 mice. A standardized mechanical soft-tissue trauma (450J/m2) was induced to the
chamber in the area of the retractor muscle using a 25g stainless steel cylinder. 5 groups
were analyzed: a control-group [sham] (n=7), a trauma-group (n=10), a trauma-+Aprotinin-
group (n=8), a trauma+cooling-group (n=7) as well as a trauma+cooling+SnMP-group (n=7).
The following groups were compared:

- trauma vs. sham;

- trauma vs. trauma+Aprotinin;

- trauma vs. traumatcooling vs. trauma+cooling+SnMP
We wanted to investigate whether Aprotinin and cooling can reduce the microcirculatory
dysfunction and the inflammatory reaction after trauma. Furthermore, we wanted to examine
whether potential protection by cooling is achieved by upregulation of heme-oxygenase-1
[HO-1], thus whether additional inhibition of HO-1 by SnMP blunts the cooling-induced
protection on microcirculation and inflammation.
Intravital fluorescence microscopy was performed in general anesthesia before [baseline] as
well as 8h, 24h, 72h and 120h after induction of trauma, and included the analysis of the
microcirculation and leukocyte-endothelial cell interaction. The following parameters were
analyzed: functional capillary density; capillary, arteriolar and venular diameter; capillary,
arteriolar and venular blood cell velocity; capillary, arteriolar and venular volumetric blood
flow as well as arteriolar and venular leukocyte rolling and venular leukocyte adherence.

Analyses were performed with the use of a computer-assisted image processing system.
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Results:

Trauma: Trauma resulted in an up to 72h lasting significant reduction of capillary, arteriolar
and venular microcirculation. The leukocyte-endothelial cell interaction was significantly
increased up to 24h after trauma. An increase of apoptosis and leukocyte infiltration was also
shown by histological examination. However, this increase did not prove to be statistically

significant.

Trauma and Aprotinin: Treatment with Aprotinin could not avoid the initial perfusion failure
but resulted in faster regeneration of capillary microcirculation. The arteriolar microcirculation
showed a comparable reaction to the trauma-group, except for a significant initial
vasoconstriction. The initial perfusion failure of the venular microcirculation was significantly

increased. Aprotinin reduced the leukocyte-endothelial cell interaction.

Trauma, cooling and SnMP: Cooling could not prevent the initial capillary perfusion failure,
but accelerated the recovery to physiological conditions. The arteriolar microcirculation
showed a significantly prolonged reduction in contrast to the trauma-group. The venular
microcirculation presented an excessive hyperperfusion 120h after trauma. Cooling reduced
the initial leukocyte-endothelial cell interaction.

Additional application of tin-metalloporphyrin had almost no influence on capillary perfusion,
but prevented the recovery of capillary density until 120h after trauma. SnMP increased the
arteriolar and venular microcirculatory dysfunction until 120h after trauma. Leukocyte-
endothelial cell interaction was increased up to 24h after trauma.

Conclusion: Trauma induces microcirculatory dysfunction and leukocytic inflammation.

Aprotinin represents a promising therapeutic substance to reduce both microcirculatory

dysfunction and leukocytic inflammation.

Cooling could not prevent the initial microvascular perfusion damage nor the initial
endothelial cell interaction, but accelerated the recovery to physiological conditions.

The blockade of HO-1 not only blunted the cooling-induced protection, but aggravated the
microcirculatory dysfunction and inflammation compared to the non-treated trauma-group.
Thus, the present study indicates that endogenous HO-1 production contributes to the

reduction of trauma-induced microcirculatory dysfunction and inflammation.
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3.Einleitung

3.1 Weichteiltrauma

Das Wort Trauma kommt aus dem Griechischen [rpauua] und bedeutet Wunde, Verletzung
oder Schadigung sowie Gewalteinwirkung in kdrperlicher und psychischer Hinsicht (Kahnt,
1994).

Bei korperlichen Traumata kommen ursachlich mechanische, thermische, chemische oder
strahlenbedingte Noxen in Frage (Trott, 1988). Das mogliche Spektrum der Traumamodi
reicht von Mikro- bis zu Polytraumata (Kahnt, 1994) und kann mit oder ohne Substanzverlust
einhergehen. Dabei kdénnen Weichteile und knocherne Anteile betroffen sein. Die
Auswirkungen von Weichteilverletzungen konnen groRen Schaden auf zellularer und
vaskularer Ebene sowie durch die potentielle Triggerung des Immunsystems hervorrufen (s.
Abb. 1-3) (Gustilo und Anderson, 1976; Kalicke et al., 2003; Pape et al., 2005).

Trotz aller Sorgfalt bei der Behandlung von jeglichen Verletzungen sind Komplikationen oft
unvermeidbar (Gierer et al., 2008). Sekundére Infektionen, Nachblutungen, Schock und
Fehlregulationen innerhalb der Immunantwort sind hierbei besonders geflrchtet
(Blankenship und Baker, 2007).

So unterschiedlich die Verletzungsursachen sein kdnnen, so vielseitig sind auch die
Therapieansétze bei einem Trauma (Hirner und Weise, 2004; DeBoard et al., 2007; Lloyd et
al., 2007).

V| 5 \_ trauma

Abbildung 1: Schematische Darstellung mdglicher Komplikationen nach Weichteiltrauma.
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3.2 Immunreaktion nach Trauma

Sowohl bei akzidentiellen als auch bei operativen Gewebelasionen wird - unabhangig von
der GrolRe und Entstehungsart des Traumas - eine Kaskade von zahlreichen
immunologischen Vorgangen induziert (Toft et al., 2003). Je nach Auspragung der
Schadigung kann die resultierende Entziindungsreaktion in erster Linie lokal oder aber auch
systemisch ablaufen.

Die Wundheilung setzt bereits in den ersten Sekunden nach der Verletzung ein (s. Abb. 2).
Morphologisch handelt es sich um eine Entzindung mit exsudativer und proliferativer
Beteiligung (Broughton et al., 2006); dabei werden - je nach Literatur - 3 bzw. 4 Stadien
unterschieden, die nacheinander, aber auch tberlappend ablaufen (Johnstone und Farley,
2005; Kondo, 2007):

- Exsudationsphase und Resorptionsphase (Latenz- oder katabole Phase, 1.-6. Tag post
Trauma), die der Entziindungsphase entsprechen

- Proliferationsphase (anabole Phase, 4.-14. Tag p.T.)

- Reparations- bzw. Modulationsphase (ab 7. Tag p.T.) (Hadfield, 1963; Biihling et al.,
2004; Hirner und Weise, 2004)

Reparations- bzw. Modulationsphase

Proliferationsphase

c
=]
=
@ Exsudations- und
E Resorptionsphase
E
]
o
o
@
w
[+
i -
o
- 1 1 - 1 1T " 1 " T "1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Anzahl der Tage

Abbildung 2: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufes der verschiedenen Phasen der Wundheilung, beginnend

unmittelbar nach Trauma und endend am 16. Tag nach der Verletzung. x: Anzahl der Tage; y: Phasen der Immunreaktion.
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3.2.1 Immunologie der Wundheilung

Fur die vorliegende Studie sind die Exsudations- und die Resorptionsphase primar von
Bedeutung (s. Abb. 2). Unmittelbar nach dem Trauma werden dabei lokal von den zerstorten
Zellen proinflammatorische Faktoren sezerniert (Kimura et al., 2002): die Eicosanoide,
Chemokine und Zytokine (Andersen und Pedersen, 2008) sind in der Lage, chemotaktisch
die im Blut oder in der Lymphe zirkulierenden Granulozyten und Monozyten anzulocken
(Menth-Chiari et al., 1998; Soehnlein et al., 2008). Sie sind auf zellularer Ebene die ersten,
die aktiviert werden und produzieren ihrerseits proinflammatorische Mediatoren, um
miteinander zu kommunizieren (Loppnow et al., 2008). Gleichzeitig stimulieren sie so die
Immunantwort (s. Abb. 3).

Einer der wichtigen Aspekte der systemischen Reaktion der Wundheilung ist die Aktivierung
des neuroendokrinen Systems. Das kann sowohl durch alle oben erwahnten
proinflammatorischen Effektoren erfolgen, als auch durch afferente Nervenbahnen (Calogero
et al., 1992; Borghetti et al., 2009). Uber Hypothalamus (Sternberg et al., 1992), Hypophyse
und Nebenniere (Chida et al., 2005) kann der Organismus die zellulare, humorale und
systemische Immunantwort sowohl verstarken als auch abschwéchen. Dadurch erlangt das
Eingreifen in diese Regelkreise am Beginn der Kaskade eine zentrale Bedeutung, welche mit
den in dieser Studie vorgestellten Versuchsreihen beeinflusst werden sollten.

Bei allen Vorgangen auf zellularer Ebene entstehen reaktive Sauerstoffspezies,
proteolytische Enzyme sowie Stickstoffmonoxide [NO] (Bauerova und Bezek, 1999;
Manukhina et al., 2006). Letztere werden nicht nur durch die geschadigten Endothelzellen
[eNOS] sezerniert, sondern auch durch die induzierbare Stickstoff-Synthase [INOS]
produziert. Vergleichbar mit den multifunktionalen Eicosanoiden ist NO gefal3aktiv (Boger,
2003), was sich zunachst positiv auf die hydrodynamische Margination, die Adhésion und die
Diapedese der Leukozyten auswirkt (Abbassi et al., 1993). Eine UberschieRende Freisetzung
der zytotoxischen Enzyme, Sauerstoffradikale und Stickoxide resultiert letztendlich in einer
Durchblutungsstérung mit mikrozirkulatorischer Minderperfusion (Menger et al., 1997; Gierer,
Hoffmann et al., 2008). Die Folge ist eine initial ortsstéandig begrenzte Hypoxie, der auf
lokalem Niveau u.a. mittels Hamoxygenasen [HO] entgegengewirkt wird (Kadl und Leitinger,

2005). Dies bot einen Ansatzpunkt fir die vorliegende Versuchsreihe.
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Abbildung 3: Kaskade der Immunreaktion nach Trauma. Schematische Darstellung der Hochregulierung von lokaler zu
systemischer Immunantwort und den therapeutischen Ansatzpunkten der vorliegenden Studie: Cooling, Zinnmetalloporphyrin
[SnMP] und Aprotinin. [IL = Interleukin, CRP = C-reaktives Protein, TNF = Tumornekrosefaktor, TGF = ,transforming growth
factor' = Transformierender Wachtumsfaktor].

Systemisch werden u.a. Uber das neuroendokrine System Kompensationsmechanismen
induziert (Borghetti et al., 2009), die die Versorgung lebenswichtiger Organe sicherstellen
sollen. Dieser Vorgang senkt wiederum die Durchblutung hauptsachlich in der Peripherie;
der beginnende Circulus vitiosus kann in deletaren Krankheitsbildern minden, wozu u.a. das
,Multiple organ dysfunction syndrome‘ [MODS] und das Multiorganversagen [MOV] gehdren
(Hirner und Weise, 2004; Keel und Trentz, 2005; Brown et al., 2006). Zudem erschwert der
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Mechanismus des ,no-reflow' die vollstandige Wiederherstellung der nutritiven
Gewebeperfusion und unterhélt so die Ischamie (Menger et al., 1997; Nanobashvili et al.,
2003).

Auch bei anderen Prozessen innerhalb der Wundheilung koénnen Entgleisungen zu
Problemen fiihren: ist die Aktivierung der systemischen Immunantwort Uberschiel3end, kann
sie zum ,Systemic inflammatory response syndrome* [SIRS] fuhren (Hirota et al., 2000). Ist
sie nicht ausgepragt genug oder lberwiegen die immunsuppressiven Zytokine (Vaday et al.,
2001; Hamilton et al., 2002) und die Uber das neuroendokrine System freigesetzten
katabolen Glucocorticoide der Nebennierenrinde (Deetjen et al., 2005), die fir die
Regulierung und schlussendliche Terminierung der Immunantwort verantwortlich sind,
entsteht das ,Compensatory anti-inflammatory response syndrome‘ [CARS] und nachfolgend
eine Immunsuppression (Keel und Trentz, 2005; Okazaki und Matsukawa, 2009). Dies sind
allesamt lebensbedrohliche Krankheitsbilder, die im klinischen Alltag zu finden sind: etwa
10% aller chirurgischen Intensivpatienten haben mit mindestens einer dieser Komplikationen
zu kampfen (Hirner und Weise, 2004). Hinzu kommen Wundheilungsstorungen, die
zusatzlich durch eine Schwaichung des Immunsystems auftreten kdénnen (Gierer et al.,
2008).

Das Ziel der vorliegenden Studie war es daher, bei einem ausgepragten Weichteiltrauma
nach einem effektiven therapeutischen Ansatz zu forschen, um den oben beschriebenen
Ablauf einer Entziindungsreaktion zu einem mdoglichst friilhen Zeitpunkt positiv beeinflussen

zu kdnnen.

3.3 Neue Strategien fur die Therapie des Weichteiltraumas

Um die Komplikationsrate nach akzidentiellen und elektiven Weichteiltraumata zu senken,
werden kontinuierlich Verbesserungen der bereits etablierten und Innovationen neuer
Behandlungsmadglichkeiten angestrebt. In der vorliegenden Studie wurden daher mehrere

Therapieoptionen untersucht.

3.3.1 Aprotinin

Aprotinin ist ein aus Rinderlungen gewonnenes Polypeptid mit 58 Aminosauren, das 1930
entdeckt wurde (Royston, 1990). Zunéachst erfolgte ab den 60iger Jahren der Einsatz als

relativ unspezifischer Protease-Inhibitor. 1987 erkannte man, dass Aprotinin ein potentes

10
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Medikament zur intraoperativen Blutstillung ist. 1993 wurde es von der ,Food and Drug
Administration’ [FDA] genehmigt: ,administration to cardiac surgical patients considered at
high risk for post-cardiopulmonary bypass coagulopathies® (Whitten et al., 1994). Das
Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte [BfArM] lieR es daraufhin fur die
.prophylaktische Anwendung zur Verminderung des perioperativen Blutverlusts bei
aortokoronarer Bypass-Operation mit extrakorporaler Zirkulation® unter dem Handelsnamen
Trasylol® (Bayer HealthCare, Leverkusen, Deutschland) zu. Die Rate der Bluttransfusionen
in den entsprechenden Einsatzbereichen sank darunter um 30%.

Aufgrund der haufigen Uberempfindlichkeitsreaktionen nach Gabe des Polypeptids waren
vom BfArM strikte Sicherheitsbestimmungen fur die Anwendungsbereiche erlassen worden.
Zudem bestand der Verdacht auf ein erhdhtes Mortalitatsrisiko u.a. durch die vermehrte Rate
an arteriellen thrombotischen Ereignissen, die Nierenversagen, Herzinfarkt oder Schlaganfall
zur Folge haben kdnnen (Karkouti und Beattie, 2006; Mangano et al., 2006). 2007 erschien
eine weitere Studie, die vom kanadischen Gesundheitsministerium gefdrderte BART-Studie
(Blood conservation using Antifibrinolytics: A randomized trial in High-Risk Cardiac surgey
Patients). In dieser waren seit 2001 randomisierte, kontrollierte, klinische Untersuchungen an
2331 Hochrisikopatienten durchgefiihrt worden. Sie bestéatigte die Ergebnisse der
vorangegangenen epidemiologischen Studien hinsichtlich der Risiken, weswegen Trasylol®
(Bayer HealthCare, Leverkusen, Deutschland) aktuell weiterhin ausschlief3lich bei herz- und
gefalRchirurgischen Eingriffen mit extrakorporalem Kreislauf verwendet wird.

Aprotinin ist ebenfalls in sogenannten Gewebeklebern enthalten, die bei chirurgischen
Eingriffen verwendet werden. Die Mengen sind viel geringer als bei den Infusionen der oben
genannten Anwendungsgebiete, weswegen keine Sicherheitsmalinahmen fir den Gebrauch
dieser Arzneimittel ausgesprochen wurden.

Auf molekularbiologischer Ebene wirkt Aprotinin durch die Bildung reversibler Enzym-
Inhibitor-Komplexe (s. Abb. 3). Diese hemmen menschliches Trypsin, Chymotrypsin, Plasmin
sowie Plasma- und Gewebe-Kallikrein (Davis und Whittington, 1995). Letzteres z.B. gehort
zu den Serin-Proteasen und ist u.a. bei der Modulation von Entziindungsreaktionen beteiligt
(Yousef und Diamandis, 2001).

Aprotinin unterdriickt zudem die Fahigkeit von Leukozyten, durch die vaskulare
Endothelmembran zu wandern, indem es mit einer Vielzahl von Adhasionsmolekilen
interagiert (Vaporciyan et al., 2004). Darlber hinaus kann es die Leukozytenausschiittung
der einzelnen Organe bei Entziindungen reduzieren (Asimakopoulos et al.,, 2000) und
verkirzt so die inflammatorische Reaktion bei der Wundheilung (s. Abb. 3) (Jeong et al.,
2008).

11



Einleitung

Da der kilnftige Einsatz von Aprotinin ungeklart bleibt (Henry et al., 2009; Murkin, 2009) - die
Wirkung jedoch vielversprechend ist - werden weiterhin eine Vielzahl experimenteller
Untersuchungen zur modifizierten Anwendung dieses Medikaments durchgefiihrt. Ein
Diskussionspunkt ist insbesondere die Gabe bei orthotopen Lebertransplantationen (Findlay
und Kufner, 2003; Warnaar et al., 2009), u.a. auch bei der Entfernung maligner Tumore
(Vaporciyan et al., 2004), bei der Behandlung 6sophagealer Perforationen (Erdogan et al.,
2007), bei aortokoronarem Bypass in der Padiatrie (Backer et al.,, 2007), bei
Lungentransplantationen (Balsara et al., 2008) und bei Tendinopathien (Orchard et al.,
2008).

Aufgrund der vielfaltigen Einsatzmoglichkeiten von Aprotinin wurde dieses Medikament in

der vorliegenden Studie unter dem Gesichtspunkt Heilung nach Weichteiltrauma untersucht.

3.3.2 Cooling

Das Cooling entspricht dem Vorgang des Herabsenkens der Korperkerntemperatur [KKT]
(Brux et al., 2005). Mittels Cooling kann also eine Hypothermie induziert werden, bei der die
Warmeproduktion Uber bestimmte Zeit geringer als die Warmeabgabe ist. Unter den
Einteilungen der Hypothermie wird die Klassifizierung der angloamerikanischen und

angelsachsischen Literatur am h&ufigsten verwendet (Abb. 4).

Hypothermie Akzidentiell Kontrolliert therapeutisch
Mild 32-35,9°C 34-35,9°C

Moderat 28-31,9°C 32-33,9°C

Tief <28°C <32°C

Abbildung 4: Einteilung der Hypothermie nach der gebrauchlichsten Klassifizierung.

Die therapeutische Verwendung der Hypothermie ist schon seit etwa 2000 a.Chr.n. bekannt
(Hippocrates, 460-375 a.Chr.n.). Es existieren Aufzeichnungen von Hippokrates, Galen
(Galaneus, 129-199) sowie Berichte des obersten Truppenarztes Napoleons (Larrey, 1814)
Uber die positiven Auswirkungen von Unterkiihlung. Gegenstand der modernen Forschung
wurde der Einsatz des Coolings in den 30iger, 40iger und 50iger Jahren des letzten
Jahrhunderts. Aufgrund nicht kontrollierbarer Nebenwirkungen des Ganzkérpercoolings

wurde diese Therapieart zunachst wieder gestoppt (Brux et al., 2005).
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Die unerwiinschten Effekte resultieren aus zellularen Funktionsstérungen, die sich auf alle
Organsysteme auswirken und sich mit zunehmender Abnahme der Kdrperkerntemperatur
potenzieren: der Zellstoffwechsel wird verlangsamt. Sobald die Kompensationsmechanismen
des Organismus mittels Aktivierung des sympathischen vegetativen Nervensystems und der
zunéchst reaktiven Steigerung des Stoffwechsels durch das unwillkiirliche Muskelzittern
nicht mehr ausreichen, Uberwiegen die katabolen Auswirkungen der Hypothermie. Sie treten
ab einer KKT von 35°C auf und fihren unbehandelt auf Zellebene zu Apoptose und
systemisch zum Herz-Kreislauf-Stillstand (Polderman, 2004).

In den 80iger Jahren erkannte man die Effektivitdt der milden Hypothermie, bei der die
unerwiinschten Wirkungen deutlich geringer ausfallen (Brux et al., 2005). Heute nutzt man
den positiven Einfluss des Kiihlens in vielen Bereichen der Medizin. Bei der Fiebersenkung
(Axelrod, 2000; Mackowiak, 2000), bei Sportverletzungen (Meeusen und Lievens, 1986)
sowie bei Verbrennungen (Davies, 1982; Wassermann, 2002) wird das Cooling als
Therapieoption eingesetzt. Spezifischere Anwendungen milder bis moderater Hypothermie
findet man im klinischen Alltag bei ischamischem Hirninfarkt (Schwab et al., 2001; MacLellan
et al., 2009) sowie bei fetaler Asphyxie (Greisen, 2001). Fur die Anwendung des Coolings
nach Herzkreislaufstillstand gibt es positive Ergebnisse bei der Therapie des
Kammerflimmerns (Bernard et al., 2002; Sterz et al., 2003; Bernard, 2005; Bernard, 2009).
Das ,International Liaison Committee on Resuscitation' [ILCOR] sowie die ,American Heart
Association [AHA] haben hierzu eine Empfehlung ausgesprochen.

Die bei den jeweiligen Verfahren angewendeten Kiuhlmethoden sind heutzutage sehr
vielseitig  (Polderman, 2004): von peripher nichtinvasiv bis zu zentral, meist invasiv.
Eispakete, Wasser- und Alkoholsprays, nasale oder gastrale Lavagen mit Eiswasser,
Infusionen von eiskalten (4°C) Flussigkeiten (Bernard et al., 2003) oder Kihlung mithilfe
einer extrakorporalen Zirkulation und intravaskularen Kihlkathetern (Georgiadis et al., 2001)
werden in der Klinik ebenso verwendet wie luft- oder wassergekihlte Matten und Decken
(Brux et al., 2005). Bei der Wahl der passenden Methode kommt es auf die Art und
Auspragung der zu behandelnden Wunde oder Erkrankung an sowie auf die erforderliche
Geschwindigkeit bis zum Erreichen der gewlinschten Zieltemperatur.

Verschiedene Studien belegen die positive Auswirkung einer induzierten Hypothermie auf
die Entzingungsreaktion zusatzlich zu den neuroprotektiven Mechanismen (s. Abb. 3)
(Westermann et al., 1999; Kimura et al., 2002; Diestel et al., 2008; Zhang et al., 2008). Die
Freisetzung der proinflammatorischen  Zytokine  wird  supprimiert und die
Entzindungsreaktion dadurch verzdgert bzw. vermindert (Polderman, 2004). Die

Sezernierung von freien Radikalen, Stickstoffmonoxiden und Sauerstoffspezies verlangsamt
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sich, so dass die Zelle mehr Zeit hat, Schutzmechanismen wie die HO-1 zu exprimieren
(Gundersen et al., 2001; Polderman, 2004).

Trotz dieser Erkenntnisse Uber die Ablaufe bei der Verwendung des Coolings sind die
Wirkmechanismen nicht vollstandig verstanden. Die hier vorgelegte Studie hatte das Ziel, die
Wirksamkeit der durch Cooling induzierten Hypothermie bei Weichteiltrauma genauer zu

untersuchen.

3.3.3 Zinnmetalloporphyrin [SnMP]

Zinn-Metalloporphyrin [SnMP], Zinn-Protoporphyrin [SnPP], Zink-Metalloporphyrin [ZnMP]
und Zink-Protoporphyrin [ZnPP] gehéren zu der Gruppe der Porphyrine (Hintz et al., 1990).
Seit den 80iger Jahren des letzten Jahrhunderts wird insbesondere SnPP, aber auch SnMP,
bei der Behandlung der Hyperbilirubinamie von Friih- und Neugeborenen angewendet
(Valaes et al., 1994; Reddy et al., 2003). Dartiber hinaus gibt es vielversprechende Ansétze,
diese Substanzen zur Neuroprotektion bei hamorrhagischem Insult einzusetzen (Wagner et
al.,, 2000). Sie koénnen in ausreichend therapeutischer Menge die normalerweise
undurchléassige (Bundock et al.,, 1996) und erst durch das pathologische Geschehen
penetrierbare Blut-Hirn-Schranke Uberwinden (Koeppen et al., 2004). Zudem existieren
positive Belege fir die therapeutische Wirksamkeit bei portaler Hypertension (Angermayr et
al., 2006), renovaskularer Hypertension (Botros et al., 2007) und Diabetes (Di Noia et al.,
2006; Li et al., 2008).

In der vorliegenden Studie wurde Zinn-Metalloporphyrin verwendet. SnMP inhibiert wie alle
Metalloporphyrine malRgeblich die Hamoxygenasen (s. Abb. 3) (Cannon et al., 1993), ohne

mit weiteren Akute-Phase-Proteinen zu interagieren (Berglund et al., 1999).

Identifiziert wurden die Hamoxygenasen erstmals 1960. Es existieren 2 Isoformen, die HO-1
und die HO-2. Die Enzyme sind Produkte unterschiedlicher Gene mit einer Aminoséuren-
Sequenzhomologie von 40%. lhre Induzierbarkeit wurde erstmals 1972 beschrieben (Bakken
et al., 1972). Sie kommen in allen Geweben vor; in besonders hohen Konzentrationen findet
man sie in der Leber, der Milz und den Nieren (Bundock et al., 1996). Die HO-1 ist, anders
als die HO-2, durch eine Reihe von Faktoren stimulierbar (s. Abb. 3). Dazu gehéren der zu
spaltende Ham-Komplex, Mediatoren der Entziindungsreaktion (Korthuis et al., 1994;
Kushida et al., 2002) - insbesondere IL-6 (Overhaus et al., 2006) -, UV-Licht (Kutty et al.,
1995), oxidativer als auch hyper- und hypothermischer Stress (da Silva et al., 2001; Rucker
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et al., 2009), Hypoxie, Sauerstoffradikale und der fieberbedingte Anstieg der Zelltemperatur
(Katayose et al., 1993).

Das Hamoxygenase-System ist bei der Regulation wichtiger physiologischer und
pathophysiologischer Mechanismen beteiligt (Wagener et al., 2003). Dazu zéhlen
zytoprotektive, apoptotische und entzindliche Vorgange: die Enzyme der HO-Gruppe
katalysieren die Konversion von Ham — einem Eisen-Porphyrin. Ham ist ein essentielles
Element fir eine Vielzahl von biologischen Prozessen. Wenn es jedoch in grof3en Mengen
ungebunden vorliegt, wirkt es durch die Anreicherung von Sauerstoffradikalen toxisch und
halt Entziindungsreaktionen aufrecht (Balla et al., 1993). Bei der Degradation von Ham durch
die HO entsteht Biliverdin, welches durch die Biliverdin-Reduktase zu Bilirubin — einem
Antioxydanten — reduziert wird (Overhaus et al., 2006). Bei diesem Vorgang ist die
Hamoxygenase das geschwindigkeitsbestimmende Enzym. Bilirubin und Biliverdin sind u.a.
in der Lage, Radikale zu binden (Dennery et al., 1995) und die Zelle vor Oxidation zu
schitzen. Biliverdin schwacht sogar selektiv die Wirkung von IL-6 und steigert im Gegensatz
dazu die antientziindliche Potenz von IL-10 (Overhaus et al., 2006).

Zusatzlich zu Biliverdin und Bilirubin steigen nach Induktion der HO der zellulare Eisengehalt
[Fe?'] und der Gehalt an Kohlenmonoxid [CO] (Wagener et al., 2003). Alle diese katabolen
Degradationsprodukte sind in groRen Mengen, ebenso wie der Ausgangs-Komplex Ham,
potentiell zytotoxisch (Wagner et al., 2000). Eisen wird durch Ferritin gespeichert, dessen
Synthese parallel zur Aktivitatssteigerung der HO induziert wird (Wagner et al., 2000). CO ist
ein  Zellzyklusmodulator, der das endotheliale Zellwachstum erhoht und das
Muskelzellwachstum vermindert (Li Volti et al., 2002). Zudem ist CO ein Vasodilatator
(Kushida et al.,, 2002; Nishikawa et al., 2004) und wirkt somit unmittelbar auf die
umliegenden Gefal3e des Liberationsortes (Nishikawa et al., 2004).

Es wird zudem vermutet, dass das HO-System die Caspase-3- und -9-Aktivitat vermindert
und so einen antiapoptotischen Effekt hat, der sich mdglicherweise durch die vermehrte
Expression von antiapoptotischen Molekilen verstéarkt (Botros et al., 2007). Bei Entziindung
lasst sich darliber hinaus eine Verminderung von iNOS und von freien Radikalen beobachten
(Wang et al., 2001). Primar Uberwiegt somit die protektive Rolle des Hamoxygenase-

Systems, welche in dieser Studie durch Zinn-Metalloporphyrin gehemmt wurde.

Zu den wichtigsten Nebenwirkungen der Metalloporphyrine gehort die dosisabhangige
Phototoxizitat (Hintz et al., 1990). Insbesondere bei der Gabe von SnPP liegt bei massiver
Lichtexposition ein Mortalitatsrisiko vor. SnMP hat hingegen weniger phototoxische
Eigenschaften, ZnPP und ZnMP fast keine. Als weitere unerwinschte Eigenschaft besteht

das Risiko der durch Metalloporphyrine induzierten Hepatotoxizitdt. SnMP und SnPP

15



Einleitung

beeintrachtigen nur geringfligig die Integritat des Leberparenchyms (Scheingraber et al.,
2009). Des Weiteren muissen Veranderungen bezlglich der Mikrozirkulation beachtet

werden. Auf diese hat SnMP allerdings nahezu keinen Einfluss.

In der vorliegenden Studie wurde aufgrund der relativ geringen Nebenwirkungen Zinn-
Metalloporphyrin zur Blockierung der HO-1 in Kombination mit Cooling verwendet, um ein
Weichteiltrauma therapeutisch zu beeinflussen. Wir wollten erforschen, ob die Wirkung des

Coolings Uber eine HO-1-Induktion erfolgt.

3.4 Experimentelle Modelle zur Analyse des Weichteiltraumas

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, ein leicht reproduzierbares tierexperimentelles
Modell zur standardisierten Applikation eines Weichteiltraumas auf die quergestreifte
Ruckenmuskulatur von Mausen zu verwenden (Amon et al., 2006) und die provozierten
Gewebeschaden zu reduzieren. Dabei wurden insbesondere nach potentiell auf den
Menschen Ubertragbare Therapieansatze geforscht.

Bisher gibt es in der Literatur nur wenige experimentelle Modelle, die die direkte
Visualisierung der fur die Gewebenutrition essentiellen Mikrozirkulation beschreiben. Dabei
sind die meisten dieser Modelle auf einen bestimmten Untersuchungszeitpunkt limitiert.
Beispielsweise handelt es sich dabei um die Darstellung von Weichteilverletzungen am
Hinterlauf von Nagern (Szczesny et al., 2000) oder am isolierten Cremastermuskel der Ratte
(Lee et al., 2005). Die Etablierung von repetitiven Untersuchungen der mikrovaskularen
Dysfunktion nach lokalem Weichteiltrauma an der chronischen Ruckenhautkammer erfolgte
erst 2006 (Amon et al.,, 2006). Mittlerweile gibt es aber auch Ansatze, die Kammer an
Hinterlaufen von Nagern zu standardisieren (Szczesny et al., 2000; Schaser et al., 2006).

3.5 Modell der Ruckenhautkammer

Das Modell der chronischen Rickenhautkammerpriparation an Mausen diente als
Versuchsgrundlage. Etabliert wurde dieses Verfahren als Akutmodell 1943 durch Algire et al.
Spéater kam es zur modifizierten Anwendung an Ratten (Papenfuss et al., 1979), Hamstern
(Endrich et al., 1980) und Mausen (Lehr et al., 1993). Es ermdglichte die wiederholte
Untersuchung einer grof3en Anzahl verschiedener Parameter von Kapillarfeldern sowie von

Arteriolen und Venolen innerhalb eines Zeitraumes von bis zu 14 Tagen.
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4.71el der Studie

Die mikrovaskulare Dysfunktion - bestehend aus nutritivem Perfusionsversagen und einer
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion vermittelten Entziindungsreaktion - spielt eine wesent-
liche Rolle bei der Entstehung der Weichteilschadigung (Menth-Chiari et al., 1998; Schaser
et al., 1999). Wir setzten uns daher die genauere Erforschung moglicher Therapieansatze fur
die Verminderung der mikrovaskuldren Dysfunktion nach Weichteiltrauma als Ziel unserer
Studie. Dabei interessierte uns insbesondere die Beeinflussbarkeit einzelner Schritte
innerhalb der Entziindungskaskade (s. Abb. 1-3).

Bei der in vivo mittels Intravitalmikroskopie durchgefiihrten Untersuchung der Hamodynamik

und verschiedener Entziindungsparameter bewerteten wir folgende Punkte:

- Welche Auswirkungen hat die standardisierte Applikation eines Weichteiltraumas auf die
Mikrohamodynamik und die Entzindungsreaktion im Musculus retractor der
Rickenhautkammer (s. Abb. 8-10)?

- Kann durch Aprotinin die mikrovaskulare Dysfuktion und die Entziindungsreaktion des
Weichteilschadens reduziert werden?

- Kann durch Cooling die mikrovaskulare Dysfuktion und die Entziindungsreaktion des
Weichteilschadens reduziert werden?

- Wird die durch Cooling induzierte Protektion Uber HO-1 vermittelt?

17



Material und Methode

5.Material und Methoden

5.1 Modellaufbau

5.1.1 Mikrozirkulationsmodell

Bei dem hier beschriebenen tierexperimentellen Modell der Riickenhautkammer handelt es
sich um ein etabliertes Verfahren. In vergleichbarer Weise kam es schon 1943 durch Algire
zur erstmaligen Anwendung. Durch Modifikationen konnte der Versuchsaufbau auf ein
chronisches Modell erweitert werden. Dabei wurden zunéchst die immunkompetente Maus
(Cardon et al., 1970), die Ratte (Papenfuss et al., 1979), der Hamster (Menger et al., 2002)
und schlief3lich die immuninkompetente Maus (Lehr et al., 1993) verwendet.

Der Versuchsaufbau bietet vielerlei Einsatzmdglichkeiten. Das Gewebeareal der Kammer
lasst sich sowohl mit Auflicht-Fluoreszenz-Mikroskopie als auch mit Durchlichtmikroskopie
analysieren. Dies wird durch die geringe Dicke der freipraparierten Schichten ermdglicht (s.
Abb. 9C). Durch die fakultative Deckglasentnahme bietet das Modell Mdglichkeiten fir
verschiedene Versuchsansatze. Beispielsweise konnen die Einflisse auf das zu
beobachtende Gewebe durch implantierte Organgewebe bzw. Fremdmaterialien, durch zu
verschiedenen Zeitpunkten lokal oder systemisch angewandte Therapeutika oder eben
durch applizierte Traumata in vivo Uber einen gewissen Zeitraum verfolgt und analysiert
werden. Die zum Zeitpunkt ,Baseline ([BL], in der vorliegenden Studie definiert als der
Zeitpunkt 48h nach der Kammerpraparation) ausgesuchten Arteriolen und Venolen kénnen
Uber einen Zeitraum von bis zu 14d repetitiv sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch
beobachtet werden. Die durch die Versuche induzierten Veranderungen lassen sich zudem
auf Ebene der kapillaren Mikrozirkulation mikroskopisch verfolgen. Die intravendse Gabe von
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen dient dabei zur Darstellung des Blutplasmas bzw. von
korpuskularen Blutbestandteilen (s. Kap. 5.3.1). Durch Verwendung eines speziellen
Bildverarbeitungs-Systems kénnen alle auf DVD aufgezeichneten Sequenzen im Anschluss
an den Versuch ,off-line* ausgewertet werden (s. Kap. 5.4).

5.1.2 Versuchstiere

Samtliche Versuche erfolgten an C57BL/6-Mausen (Charles River, Sulzfeld, Deutschland).
Tiere beiderlei Geschlechts mit einem durchschnittlichen Alter von 12 Wochen und einem
mittleren Gewicht von 22-25g wurden fir die Versuche verwendet (s. Abb. 5). Um die mit

zunehmendem  Alter auftretenden physiologischen Mikrozirkulationsstérungen als
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potentiellen Storfaktor zu umgehen (Vollmar et al., 2000), wurden relativ junge Tiere
verwendet. Uber den gesamten Versuchszeitraum wurden die Tiere in Einzelkafigen unter
standardisierten Bedingungen gehalten - dies entsprach einer Raumtemperatur von 22°C mit
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60-70% und einem 12-stindigen Tag- und
Nachtrhythmus. Standardlaborfutter (Altromin® Haltungsfutter, Lage, Deutschland) und
Wasser wurde den Mausen wahrend der gesamten Versuchsperiode ad libitum zur
Verfugung gestellt. Nach der Genehmigung durch die Behdrde wurden die Versuche gemani
dem deutschen Tierschutzgesetz und unter Aufsicht von Frau Dr. med. vet. M. Frings,
Tierschutzbeauftragte der Universitat des Saarlandes, durchgefihrt.

Abbildung 5: C57BL/6-Maus im Alter von 12 Wochen.

5.1.3 Versuchsablauf

Die erste intravitalmikroskopische Analyse [Baseline=BL] erfolgte 48h nach
Kammerpraparation (s. Abb. 6, s. Kap. 5.1.6 und 5.3), um den Tieren eine Erholungsphase
zu gewahren. Dies garantierte zudem das Abklingen der durch das chirurgische Trauma der
Implantation ausgelosten Veradnderungen der Mikrozirkulation und der Entziindung des
Gewebes (Yamauchi et al., 1999). Nach dieser basalen Analyse wurde das Weichteiltrauma
durch eine mechanische Schadigung induziert. Dazu wurde ein 25g schwerer
Edelstahlzylinder durch eine 14,5cm lange Plexiglasrohre auf die Ruickseite des
Beobachtungsfeldes der Kammer fallen gelassen (s. Abb. 10, s. Kap. 5.1.8). Als Kontrolle
diente die Sham-Gruppe, bei der das Trauma lediglich durch das Anheben des Deckglases
simuliert wurde. Die weiteren intravitalmikroskopischen Untersuchungen erfolgten 8h, 24h,
72h und 120h nach Trauma. Wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes wurden die
Kammern taglich qualitativ beurteilt und dokumentiert, so dass Tiere mit neu aufgetretenem
pathologischem Befund oder Kammerverletzung rechtzeitiy aus dem Versuch

ausgeschlossen werden konnten (s. Kap. 5.1.7). Direkt vor jeder intravitalen
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Fluoreszenzmikroskopie, die etwa 25min pro Tier beanspruchte, erfolgte die Injektion der
Fluoreszenzfarbstoffe FITC-Dextran (5%, FITC, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) und
Rhodamin-6G (0.1%, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) (s. Kap. 5.3.1). Nach der letzten
Intravitalmikroskopie 120h nach Trauma wurden die Tiere mit einer Uberdosis des
Narkotikums euthanasiert und Gewebeproben fir Immunhistologie und Histochemie

entnommen (s. Kap. 5.5).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der zeitlichen Versuchsablaufe.

5.1.4 Versuchsqruppen

Das Ziel dieser Studie war es, uUber einen Zeitraum von 5d die mikrozirkulatorischen und
wundheilungsbedingten entzindlichen Veranderungen nach Traumainduktion sowie
verschiedene Therapieansétze zu analysieren. Hierbei wurden 39 Mause randomisiert auf

die folgenden 5 Versuchsgruppen aufgeteilt:

I.  Sham (Kontrollgruppe; n=7)
II.  Trauma (n=10)
lll.  Trauma+Aprotinin (n=8)
IV.  Trauma+Cooling (n=7)
V.  Traumat+Cooling+SnMP (n=7)
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Die Gabe und Dosierung der Medikamente und die Applikation sowohl des Traumas als

auch des Coolings erfolgte nach der beschrieben Vorgehensweise (s. Kap. 5.1.8 und 5.2).

5.1.5 Anaéasthesie

Fur jegliche Versuche erhielten die Tiere eine intraperitoneale Anasthesie, die sich aus einer
Mischung von Ketaminhydrochlorid (100mg/kg Kérpergewicht [KG], Ketavet®, Park Davis,
Freiburg, Deutschland) und Xylazinhydrochlorid (25mg/kg KG, Rompun®, Bayer Vital GmbH,
Leverkusen, Deutschland) zusammensetzte. Dies entsprach einer Dosierung von 0,1ml/10g
KG, die sowohl bei der Praparation der Rickenhautkammer, der Traumatisierung des
Gewebes als auch bei der repetitiven Analyse der Mikrozirkulation zur Anwendung kam. So
konnte eine schnell wirkende, ca. 30min andauernde Narkose mit gleichzeitiger Analgesie
und Muskelrelaxierung garantiert werden. Kreislauf- oder Atemdepressionen traten auch bei

wiederholten Anasthesien nicht auf.

5.1.6 Implantationstechnik der Rickenhautkammer

Nach erfolgreicher Andasthesie des Versuchstieres erfolgte zur Implantation der
Ruckenhautkammer (s. Abb. 7) die Entfernung des Rickenfells mittels Elektrorasur
(Elektra®ll GH 204, Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) und 10min dauernder chemischer

Depilation (PilcaMed®, Schwarzkopf, Diisseldorf, Deutschland).

Abbildung 7: Ubersichtsaufnahme einer zu Modellzwecken montierten Kammer; Gewicht: ca. 3,2g; A: Hintere Hélfte des aus
zwei identischen Platten bestehenden Titan-Rahmens; B: Vordere Halfte des Titan-Rahmens; C: Offnungen fiir Fixationsnahte;
D: Mutter als Abstandshalter; E: Beobachtungsfenster; F: Sprengring; G: Deckglas; H: Mutter zur Fixierung; I: Stanzlécher zur
Gewichtsreduktion.
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Die enthaarte Rickenhaut wurde mit lauwarmem Wasser gereinigt und mit 70%-igem
Alkohol (Softasept®N, B.Braun, Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) desinfiziert.
Parallel hierzu wurde das spater bendtigte Praparationsbesteck dber 15min in ein
Sterilisationsbad (Elma®, Elmasonic, Singen, Deutschland) getaucht. Nach Positionierung
des Tieres in Bauchlage wurde die dehnbare Ruckenhautfalte entlang ihrer Mittellinie
angehoben und mit Hilfe von jeweils einem in dorso-cranialer und -caudaler Position fixierten
Haltefaden an einem Metallgestell vertikal aufgespannt (s. Abb. 8A). Unter Berucksichtigung
der bilateral parallel verlaufenden Versorgungsgefale - entsprechend der menschlichen
Arteriae thoracica lateralis und Arteriae circumflexa iliaca - wurde zuerst die eine Halfte der
aus zwei identischen Titan-Rahmen zusammengesetzten Ruckenhautkammer als Rickseite
auf der dem Operateur abgewendeten Halfte der Hautfalte fixiert (s. Abb. 8B). Dazu wurden
5.0 Seide-Nahte unter Gegenlichtkontrolle verwendet. Der obere Rand des Titan-Rahmens
schloss dabei mit dem dorsalen Bereich der Rickenhautfalte ab. Mit einer Préparierschere
wurden im ventralen Bereich des Hautlappens 2 Durchlasse fur die unten und auf3en
liegenden Schrauben des Rahmens geschaffen, ohne das spatere Versuchsareal oder die
versorgenden Gefale zu tangieren. Zusatzlich diente jeweils eine Schraubenmutter (ca.
400um) auf jeder Verbindungsschraube als Abstandshalter zwischen hinterem und spéater

Abbildung 8: A: Maus an Haltefaden aufgespannt; B: erste Halfte des Titan-Rahmens fixiert; C: Markierung des OP-Gebietes;

D: Maus nach Umlagerung.
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installiertem vorderen Rahmen, um eine Kompression aller Strukturen der Rickenhaut zu
vermeiden (s. Abb. 8C). Zur préaziseren Praparation des Gewebes fur die Versuche wurde
auf Hohe des spateren Beobachtungsfensters der leicht vergréf3erte Schatten (ca. 14mm)
der sich in diesem Bereich befindenden Aussparung des hinteren Rahmens auf die Haut
gezeichnet (s. Abb. 8C). Diese VergroRerung des Versuchsareals diente ebenfalls als
Kompressionsprophylaxe. Nach Fixierung der Schrauben durch Gefalklemmen auf der dem
Operateur zugewandten Seite und der Entfernung der Haltefaden erfolgte die Umlagerung
des Versuchstieres auf die Seite der schon implantierten hinteren Kammerhéalfte (s. Abb.
8D).

Abbildung 9: A: Maus unmittelbar nach Kammerpraparation; B: Ubersichtsaufnahme auf das Beobachtungsfenster einer frisch

praparierten Kammer; C: Schematische Darstellung der Hautschichten nach Praparation.
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Innerhalb des vorher markierten Gebietes wurden nun mit den bereits sterilisierten
mikrochirurgischen Instrumenten unter Visualisierung mittels eines Operationsmikroskops
(Leica Microsystem, Bensheim, Deutschland) die Cutis, die Subcutis mit quergestreiftem
Hautmuskel und die beiden Schichten des Retraktormuskels samt subcutanem Fettgewebe
entfernt (s. Abb. 9C).

Es verblieben der diinne quergestreifte Hautmuskel, das Subkutangewebe, die Dermis und
die Epidermis des hinteren Anteils der Hautfalte (s. Abb. 9C). Nach Spilung des
Operationsgebietes mit isotoner Kochsalzldsung ([NaCl], B.Braun, Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) erfolgte die luftdichte Abdeckung des Gewebeareals auf der
Vorderseite der Kammer, in deren ausgestanztem Beobachtungsfeld ein Deckglas
eingebracht wurde (s. Abb. 7 und 9B). Letzteres wurde mit einem Kupfersprengring fixiert,
der wahrend des gesamten Versuchszeitraumes abgenommen werden konnte. Dies
ermdglichte wahrend der gesamten Versuchsperiode das Austauschen des Glases und
garantierte somit den uneingeschrénkten Zugang zum Untersuchungsareal. Der gesamte
Eingriff dauerte jeweils etwa 30min, weshalb die Tiere im Normalfall nur eine einmalige
Applikation des Narkosemittels bengtigten und sich nach der Préparation schnell wieder
erholten. Die Versuchstiere tolerierten die Rickenhautkammer gut, was sich durch ein
normales Putz-, Fress-, und Schlafverhalten auf3erte. Da die gesamte Riickenhautkammer
ein Gewicht von etwa 3,2g hat, wurden die Tiere hierdurch nicht weiter eingeschrankt. Erst
nach 48h kam es zu weiterfilhrenden Schritten innerhalb des Versuchsprotokolls, was den
Tieren eine vollstandige Erholung und innerhalb des Beobachtungsfeldes ein Abklingen der
inflammatorischen Auswirkungen der Operation erlaubte (Yamauchi et al., 1999).

5.1.7 Ausschlusskriterien

Sowohl der Allgemeinzustand der Versuchstiere als auch die Qualitat der
Kammerpraparation wurden vor Beginn des Experimentes beurteilt. Die Ausschlusskriterien
umfassten Einblutungen in das Untersuchungsareal sowie Entzindungszeichen wie Rétung,
Uberwarmung oder Odem innerhalb der Kammer. Bei Infektzeichen wie Eiterbildung, bei
Beeintrachtigung des Putz- und Fressverhaltens oder des Schlaf-Wach-Rhythmus sowie bei
Veranderungen der KammergefdBe wurden die Tiere ebenfalls vom Versuch

ausgeschlossen.

5.1.8 Weichteiltrauma

Die Tiere wurden 48h nach Implantation der Rickenhautkammer erneut intraperitoneal

anasthesiert und nach erfolgter erster Intravitalmikroskopie [Baseline=BL] mit dem horizontal
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nach oben gerichteten Beobachtungsfeld seitlich auf einer Plexiglasbiihne fixiert. Nach
Entfernung des Sprengringes wurde das Deckglas vorsichtig entnommen und durch ein
vorher desinfiziertes (Softasept®N, B.Braun, Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) und
mit isotoner Kochsalzlésung (B.Braun, Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) gespliltes
Metallplattchen derselben Grolie ersetzt (s. Abb. 10C).

AnschlieRend wurden die Tiere um 180° umgelagert. Dabei kam die vorher eingesetzte
Metallscheibe auf einem entsprechend geformten Widerlager, bestehend aus einem
Edelstahlzylinder gleichen Durchmessers, zu liegen. Der Kammerrahmen wurde zur
Stabilisierung genau horizontal auf der zur besseren Haftung mit Knete ausgelegten Buhne
fixiert. Eine Plexiglasrohre mit einem Innendurchmesser von 12,8mm und einer Hohe von
14,5cm wurde auf den ruckwartigen Titanrahmen der Kammer aufgesetzt (s. Abb. 10C).
Diese Rohre diente als Leitschiene fir einen 25g schweren Edelstahlzylinder. Der Zylinder
wurde zur Halfte in das obere Ende der Rohre eingefihrt, bevor man ihn auf das Gewebe
der Rickenhautkammer fallen lie3. Bei der so standardisiert durchgefiihrten Traumatisierung
des Weichteilgewebes wurde eine freigesetzte Energie von 450J/mz2 garantiert (s. Abb. 10B).
Dies entspricht einem schweren mechanischen Trauma (Amon et al., 2006), ausgeldst durch
ein ,weight-drop device'. Nach dem Trauma waren die Tiere nicht beeintrachtigt und zeigten
wieder ein normales Putz- und Fressverhalten (s. Abb. 10A).

14,5 cm, Plexiglas
(e ' "

25 g fE—
Widerlager @

. Abbildung 10: A: Maus unmittelbar nach Trauma;
C Meta”plaﬂChen B: Ubersicht auf Kammer mit Trauma; C: Hilfsmittel
zur Generierung des Weichteiltraumas.
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5.2 Therapieanséatze

5.2.1 Aprotinin

Unmittelbar nach der Baseline-Mikroskopie erhielten die Tiere eine einmalige Gabe von
Aprotinin (Trasylol®, Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland), 60min vor Trauma (s. Abb. 6).
Die Gabe erfolgte intravends in den retrobulbaren Venenplexus. Die Dosierung wurde mit
2001E/10g Maus berechnet, die jeweils in 0,1ml NaCl gelést waren. Das Gemisch wurde

jeweils neu angesetzt.

5.2.2 Cooling

Die Applikation des Coolings erfolgte jeweils unmittelbar nach der Traumainduktion (s. Abb.
6). Die Versuchstiere wurden seitlich in horizontaler Lage auf einer Buhne fixiert, wobei das
Beobachtungsfeld nach unten zu liegen kam. Uber einen Zeitraum von 30min wurde die
Ruckseite der Kammer mit ca. 1-2° kaltem, flieRendem Wasser behandelt. Die Bihne wurde
dafiir in einer speziellen Vorrichtung leicht schrég positioniert, so dass das Wasser isoliert
auf der Ruckseite des Beobachtungsfeldes appliziert werden und direkt abflieBen konnte.
Die Temperatur wurde permanent mit einer Licox-Messsonde (Licox1 GMS, Licox°CMP Kiel-
Mielkendorf, Deutschland) am Rand des rickwartigen Beobachtungsfensters innerhalb der
Aussparung des hinteren Rahmens der Kammer gemessen und mit Hilfe eines speziellen
Programmes (Integra, Licox*CMP Plainsboro, Now York, USA) kontrolliert. Uber die
Geschwindigkeit des Wasserzulaufs wurde die gewiinschte Temperatur von 4°C reguliert
und konstant gehalten. Nach Beendigung der Therapie erfolgte die langsame
Akklimatisierung der Tiere vor einer Rotlichtlampe (Sahuquillo et al., 2001; Schwab et al.,
2001).

5.2.3 SnMP

Zinnmetalloporphyrin  ([SnMP] Sn(IV) Mesoporphyrin 1X dichloride, Frontier Scientific,
Carnforth, Lancashire, United Kindom) wurde den Versuchstieren an 2 Zeitpunkten in einem
Abstand von 24h zu gleichen Mengen intraperitoneal verabreicht. Am Tag nach der
Kammerpraparation mit einem zeitlichen Abstand von 14-18h vor dem Weichteiltrauma
erfolgte die 1. Injektion. Die 2. Medikamentengabe erfolgte am 1. Versuchstag nach
Weichteiltrauma (s. Abb. 6), 24h nach der 1. Injektion. Den Tieren wurde jeweils 10mg/kg
SnMP verabreicht, welches versetzt mit Dimethylsulfoxid ([DMSO], minimum 99,5% GC;
Sigma-Aldrich®, Chemie GmbH P.O., Steinheim, Deutschland) zu einem 10%igen Gemisch
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verarbeitet und mit physiologischer Kochsalzlosung ([NaCl], B.Braun, Melsungen AG,

Melsungen, Deutschland) zu einer 1%igen Losung verdinnt worden war.

5.3 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Ein wichtiger Teil der Analyse der Mikrozirkulation wurde mit Hilfe der intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie durchgefihrt. Bei diesem Verfahren besteht die Moglichkeit der
repetitiven, direkten Visualisierung verschiedener hamodynamischer Parameter. Die
guantitative  Auswertung  erfolgte  anschlieRend mit Hilfe eines speziellen

Computerprogrammes (s. Kap. 5.4).

5.3.1 Fluoreszenzfarbstoffe

Die Darstellung einzelner Blutbestandteile erfolgte durch die Kontrastierung mit
verschiedenen Farbstoffen, die den Tieren vor jeder Untersuchung im Verhéltnis 1:1 in

Kurznarkose tber den retrobulbéren Venenplexus injiziert wurden.

5.3.1.1 Fluorescein-Isothiocyanat-Dextran 150000

Fluorescein-lsothiocyanat-Dextran 150000 ([FITC], Sigma, Deisenhofen, Deutschland) ist ein
Derivat von Fluorescein, das an ein hochmolekulares Dextran gekoppelt ist. Eine
Extravasation unter physiologischen Bedingungen wird so verhindert. Diese Verbindung
ermdglicht die Darstellung der Blutgefaf3e durch das Anfarben des Blutplasmas (s. Abb. 11A,
B, D). Verabreicht wurde den Versuchstieren jeweils 0,07ml einer 5%-igen LAsung (in NaCl,
Molekulargewicht [MG] 150000, Exzitationsmaximum 490nm, Emissionswellenldnge >

520mm). Der Farbstoff wird tiber Leber und Nieren metabolisiert und ausgeschieden.

5.3.1.2 Rhodamin-6G

Rhodamin-6G (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) ermdglicht die in-vivo Kontrastierung von
Leukozyten, indem es an Cytochrom C in Leukozyten und Thrombozyten bindet (s. Abb.
11C). Die Tiere erhielten ebenfalls 0,07ml einer 0,1%-igen Ldsung (in NaCl, MG 479,
Exzitationsmaximum 530nm, Emissionswellenlange > 590nm). Die Losung wurde bis zum

Gebrauch bei einer Temperatur von -20°C lichtgeschiitzt gelagert.
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Abbildung 11: Intravitale Fluoreszenzmikroskopie eines arterio-vendsen Bundels (A-C) sowie eines Kapillarfeldes (D) in einer
Riickenhautkammer zum Zeitpunkt Baseline; A: Ubersichtsaufnahme mit einem 5x Objektiv mit FITC-Dextran zur Darstellung
der GefaRBe (1 Sternchen: Arteriole, 2 Sternchen: Venole); B: dasselbe Biindel mit einem 20x Objektiv, Darstellung unter
Verwendung eines Filterblockes mit den Wellenlangen 450-490nm (s. Kap. 5.3.2); C: Aufnahme desselben Bundels mit einem
20x Objektiv mit Rhodamin-6G unter Verwendung eines Filterblocks mit den Wellenlangen 530-560nm zur Darstellung der
Leukozyten (Pfeil: Leukozyt; s. Kap. 5.3.2); D: Kapillarfeld in Blaulicht-Epi-lllumination, Aufnahme mit einem 20x Objektiv
(Punkt: Kapillare; s. Kap. 5.3.2).

5.3.2 Mikroskopie

Nach erfolgter Anasthesie und Kontrastmittelgabe wurden die Tiere auf einer speziellen
Plexiglasbiihne in horizontaler Seitenlage mit dem Beobachtungsfeld nach oben positioniert
und der Sprengring entfernt (s. Abb. 12A). Die Darstellung der Mikrozirkulation erfolgte mit
Hilfe eines maodifizierten Axiotech-Mikroskops (Axiotech Vario, Zeiss Werk Gottingen,
Gottingen, Deutschland) mit Auf- und Durchlichteinrichtung (s. Abb. 12B). Fir die Auflicht-
Technik wurde eine 100W Quecksilberdampf-Lampe (HBO, 100W OFR, Osram, Augsburg,
Deutschland) in einem speziellen Gehause fur die Lichtquelle (FluoArc-BP/400.26A, FluoArc,
Jena, Deutschland) verwendet. Zwei in den Strahlengang eingebrachte Filterblécke
ermoglichten eine Anregung mit Licht der Wellenlange 450-490nm (Blaulicht-Epi-
lllumination) und 530-560nm (Grunlicht-Epi-lllumination). Die intravitalmikroskopischen Bilder
wurden unter Verwendung eines FSA-Tubus-GW sowie eines Vario-Zooms (0.5, 1Q-S,

Pieper GmbH, Schwerte, Deutschland) mittels einer hochempfindlichen CCD [charge
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coupled device]-Videokamera (Lichtempfindlichkeit 102 Lux, Prospektive Measurements,
San Diego, California, USA) mit einer Geschwindigkeit von 50 Halbbildern/s aufgenommen.
Die Bilder wurden auf einen Bildschirm (Trinitron, KV-14CT1E, Sony, Tokyo, Japan)
Ubertragen und parallel von einem DVD-Aufnahmegerat (DVD-R121, RAM-RW-R, Samsung,
Seoul, Korea) registriert. Ein zwischen Videokamera und Bildschirm geschalteter Video-
Zeitgenerator (VTG 33, FOR-A, Aston Broadcast Systems, Pangbourne, Grol3britannien)
diente zur gleichzeitigen Einblendung und Aufnahme sowohl der jeweiligen
Versuchstiernummer und des Versuchstages als auch der Zeit in min, s, 1/10s und 1/100s.
Fur Ubersichtsaufnahmen wurde ein 5x Objektiv (Numerische Apertur [n.a.]: 0.15, Plan-
Neofluar, Zeiss, Jena, Deutschland) verwendet. Fir Detailaufnahmen der Mikrozirkulation
und Beobachtungen der inflammatorischen Parameter, die spéater computerassistiert
guantitativ ausgewertet wurden (s. Kap. 5.4), diente ein 20x Objektiv (n.a.: 0.40, LM PlanFl,
Olympus, Tokyo, Japan).

Abbildung 12: A: Positionierung des Tieres auf der Plexiglasbiihne, Entfernung des Sprengringes. Lichtquelle: Blaulicht-Epi-
lllumination. B: Anordnung des Arbeitsplatzes der Intravitalmirkoskopie [IVM].

5.4 Analyse der Mikrozirkulation

Jede Auswertung der mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie aufgenommenen Bilder
wurde ,off-line* durchgefiihrt. Nach Beendigung der Mikroskopie erfolgte die Auswertung der
mikrozirkulatorischen und inflammatorischen Parameter mit dem computerassistierten
Bildverarbeitungssystem Caplmage (Version 8,5, Dr. Zeintl Ingenieurbiro, Heidelberg,
Deutschland) durch Wiedergabe der jeweiligen DVD mittels eines DVD Video Recorders
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(LQ-MD 800, Panasonic, Osaka, Japan). Dies reduzierte den Untersuchungszeitraum der

Tiere und somit deren Belastung erheblich.

Bei der Bewertung der Kapillarfelder wurde eine repetitive Vorgehensweise beriicksichtigt (s.
Abb. 11D). Pro Beobachtungsfeld und Zeitpunkt wurden jeweils 6 Bereiche aufgenommen

und nachfolgend computerassistiert die folgenden Parameter bestimmt:

- Funktionelle Kapillardichte
- Kapillarer Durchmesser
- Kapillare Blutzellgeschwindigkeit

- Kapillarer volumetrischer Blutfluss

In jeweils 3 arterio-vendsen Bindeln pro Beobachtungsfeld wurden identische
Gefal3abschnitte zum jeweiligen Versuchszeitpunkt fir jeweils etwa 1min aufgezeichnet (s.
Abb. 11A-C). Dies garantierte die Analyse identischer Gefal3e zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten. Die folgenden Parameter wurden erhoben, um die Veranderungen im Verlauf
der Versuchsperiode beurteilen zu kdnnen:

- Arteriolarer und venularer Durchmesser
- Arteriolare und venulare Blutzellgeschwindigkeit
- Arteriolarer und venularer volumetrischer Blutfluss

- Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Alle Ergebnisse sind zur besseren Vergleichbarkeit in Prozent des Ausgangswertes
angegeben. Eine Ausnahme bilden die Daten des LeukozytenflieRBverhaltens. Hier werden
Absolutzahlen dargestellt.

Fur die mikronamodynamische Analyse erfolgte die Mikroskopie mit Blaulicht-Epi-
lllumination. Zur Beurteilung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion erfolgte die Mikroskopie

mit Grunlicht-Epi-lllumination.

5.4.1 Funktionelle Kapillardichte

Zur Analyse der funktionellen Kapillardichte wurden an jedem Versuchszeitpunkt 6 fur die
jeweilige Kammer reprasentative Gesichtsfelder ausgewéhlt und Uber 20s aufgenommen.
Durch die Injektion von FITC-Dextran (5%, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) erfolgte die
préazise Darstellung der GeféalRe durch die visualisierten Fluoreszenzunterschiede zwischen

Gefallumen und extravaskuldrem Gewebe. Bei der Auswertung mittels Caplmage wurden
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nur die Gefal3e erfasst, die zu dem Aufnahmezeitpunkt mit Blutplasma perfundiert waren. Die

funktionelle Kapillardichte wurde anhand der Gesamtlange der markierten Gefal3e pro

Flache des Beobachtungsfeldes in cm/cm? errechnet.

5.4.2 Kapilldrer Durchmesser

Hierbei wurde in der Mitte des Beobachtungsfeldes eine durchgangige Kapillare ausgewahlt
und im Standbildmodus eine zum Gefallverlauf senkrechte Strecke zwischen 2 Punkten
gezogen, die auf den gegeniberliegenden Wanden des zu messenden Gefalles lagen.
Aufgrund der deutlich kleineren Durchmesser im Vergleich zu den arterio-ventsen Biindeln
wurde zur Prézisierung des Messwertes an derselben Stelle mit Hilfe der Programme des
Caplmages 6 mal die Streckendistanz erhoben und anschlieRend der Mittelwert bestimmt.
Dies erfolgte zu jedem Untersuchungszeitpunkt in 6 verschiedenen Gesichtsfeldern der

jeweiligen Kammer.

5.4.3 Kapillare Blutzellgeschwindigkeit

Die Messung der Blutzellgeschwindigkeit wurde mit Hilfe der Line-Shift-Diagramm-Methode
(Version 8.5, Dr. Zeintl Ingenieurbiro, Heidelberg, Deutschland) anhand der Bewegungs-
geschwindigkeit der roten Blutkorperchen quantifiziert. Dabei wurde entlang der
Flussrichtung innerhalb der GefélRe, in denen vorher der Durchmesser bestimmt worden war,
eine Messlinie zentral im Gefal3lumen positioniert und anschlie3end die Aufzeichnung Uber
10s abgespielt. Wahrend dieses Zeitraumes wird fiir jedes Halbbild entlang der Messlinie ein
Grauwertprofil erstellt und in einem Bildspeicher aufgezeichnet. Daraus erzeugt das
Programm ein sogenanntes Line-Shift-Diagramm’‘, das von der Konzentration des
Fluoreszenzfarbstoffes der einzelnen Blutbestandteile abhangig ist. Aus der Steigung dieser
Linien errechnet sich die FlieRgeschwindigkeit der Erythrozyten bzw. des Blutplasmas in

pum/s.

5.4.4 Kapillarer volumetrischer Blutfluss

Fur die Berechnung des volumetrischen Blutflusses wird die Blutzellgeschwindigkeit mit der
Querschnittsflache des Gefalzes multipliziert. Dabei wurden in dieser Studie eine zylindrische
GefalRgeometrie und ein paraboles Geschwindigkeitsprofil innerhalb der GefalRe zugrunde
gelegt. Um die geringeren Randgeschwindigkeiten im Vergleich zum Zentralstrom
berticksichtigen zu konnen, wurde ein Korrekturfaktor verwendet (Baker und Wayland,
1974).
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Mikrovaskularer Blutfluss = 1 x (d/2)* x v/IK [pl/s]

wobei die Variablen d fir den Durchmesser des EinzelgefaRes und v fir die gemessene
Blutzellgeschwindigkeit im Zentralstrom sowie K fir den Proportionalitatsfaktor nach
Lipowsky stehen. Fir die Berechnung des kapillaren segmentalen Blutflusses wurde ein

Faktor von 1,3 verwendet (Lipowsky et al., 1978).

5.4.5 Arteriolarer und venularer Durchmesser

Hierbei wurde eines der 3 ausgewahlten GefalZbindel in der Mitte des Beobachtungsfeldes
eingestellt und in jedem der beiden GefaRe im Standbildmodus eine zum GefaRverlauf
senkrechte Strecke zwischen 2 Punkten gezogen, die auf den gegenuberliegenden Wanden
des zu messenden GefalRes lagen. Die Streckendistanz wurde fur jedes Gefall 3 mal
erhoben und daraus der Mittelwert gebildet. Dazu wurde zu jedem Untersuchungszeitpunkt
dieselbe Stelle auf den jeweils 3 bei der BL-Mikroskopie festgelegten arterio-vendsen

Blindeln einer Kammer gewahlt.

5.4.6 Arterioldre und venulére Blutzellgeschwindigkeit

Die Messung der Blutzellgeschwindigkeit wurde mit Hilfe der ,Line-Shift-Diagramm-Methode*
(Version 8.5, Dr. Zeintl Ingenieurbiro, Heidelberg, Deutschland) anhand der Bewegungs-
geschwindigkeit der roten Blutkdrperchen quantifiziert. Es wurden dieselben GefalRe zur
Messung der Blutzellgeschwindigkeit herangezogen wie bei der Messung des
Durchmessers. Die Position entsprach erneut derjenigen der Durchmesserbestimmung. Eine
Messlinie wurde zentral im Gefalllumen positioniert und anschliel3end die Aufzeichnung tber
10 Sekunden abgespielt. Wahrend dieses Zeitraumes wird fur jedes Halbbild entlang der
Messlinie ein Grauwertprofil erstellt und in einem Bildspeicher aufgezeichnet. Daraus erzeugt
das Programm ein sogenanntes ,Line-Shift-Diagramm‘, das von der Konzentration des
Fluoreszenzfarbstoffes der einzelnen Blutbestandteile abhangig ist. Aus der Steigung dieser
Linien errechnet sich die FlieRgeschwindigkeit der Erythrozyten bzw. des Blutplasmas in

pum/s.
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5.4.7 Arteriolarer und venuléarer volumetrischer Blutfluss

Die Berechnung des arteriolaren und venuldren volumetrischen Blutflusses entspricht
derjenigen des kapillaren Blutflusses (s. Kap. 5.4.4), wobei hier ein Proportionalitatsfaktor

von 1,6 (Baker und Wayland, 1974) verwendet wurde.

5.4.8 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Durch die Applikation des Farbstoffes Rhodamin-6G (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
erfolgte die Anfarbung der weiRen Blutkdrperchen. Dies ermdglichte die intra-
vitalmikroskopische Darstellung der Leukozyten-Endothelzell-interaktion innerhalb der
jeweils 3 bekannten arterio-vendsen Bindel pro Kammer. Diese wurden lber 30s durch
einen Filter mit Granlicht-Epiillumination mikroskopiert und aufgenommen. Mit Hilfe des
computerassistierten  Bildverarbeitungssystems Caplmage (Version 8.5, Dr. Zeintl
Ingenieurbiiro, Heidelberg, Deutschland) wurden die Leukozyten innerhalb eines annahernd
geraden, 100um langen Abschnittes ausgewertet, in dessen Mitte sich in etwa die Stelle des
vorher bestimmten Durchmessers befand. Dabei wurde zwischen frei fliel3enden, rollenden
und adhéarenten Leukozyten unterschieden. In dieser Studie wurden rollende und adharente
Leukozyten bestimmt.

Roller sind durch eine Verlangsamung der FlieRgeschwindigkeit unter %/s des Zentralstroms
aufgrund Margination und kurzzeitigem Endothelkontakt gekennzeichnet. Ihre Anzahl wurde
innerhalb von 30s auf HOhe des vorher gemessenen Gefalidurchmessers in Arteriolen und
Venolen bestimmt.

Die quantitative Analyse der adhéarenten Leukozyten erfolgte innerhalb der venularen
GefalRe. Sie wurden Uber die Adharenzdauer innerhalb von 30s auf einer bestimmten
Endotheloberflache in mm2 - hier Uber eine Lange von 100um, wobei die Stelle der

Durchmesserbestimmung nach Mdglichkeit mittig lag - nach der Formel

Leukozytenadhdrenz = n x 10%(d x m x I)

definiert. Dabei ist n die Anzahl adharenter Leukozyten und d der Durchmesser des Gefal3es

sowie | die LAnge des analysierten Gefal3abschnittes.
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5.5 Immunhistologie und Histochemie

Nach letzter erfolgter Mikroskopie 120h nach Trauma erfolgte in dieser Studie die Fixierung
der von den Empfangertieren exzidierten Rickenhautkammer-Praparationen der jeweiligen
Versuchsreihen in 4%-iger Formaldehyd-Ldsung.

Mit Hilfe dieses Verfahrens war es maoglich, die mit der Wundheilung einhergehende zellulare
Apoptoserate sowie die Entziindungsreaktion innerhalb des Kammergewebes weiterfihrend
zu untersuchen. Bei diesem Versuchsteil wurden ohne Ausnahme immunhistologische und
histochemische Praparate hergestellt. Alle Schnitte wurden anschlieend lichtmikroskopisch
beurteilt (40x, Olympus BX60, Hamburg, Deutschland).

5.5.1 Immunhistologie

Das gewonnene Gewebematerial wurde in 4%-iger Formaldehydldsung bei 20°C fir 24h
fixiert. Nach Einbettung in Paraffin erfolgte die Anfertigung von Serienschnitten mit einer
Schnittdicke von 5um.

Fur den immunhistologischen Nachweis von apoptotischen Zellen im Untersuchungsgebiet
wurde eine Caspase-3 Farbung durchgefihrt. Als Primarantikérper wurde ein polyklonaler
cleaved Caspase-3 Antikdrper von Kaninchen (1:100, New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland) verwendet. Ein meerrettichperoxidasemarkierter Ziege-Anti-Kaninchen
Antikorper (1:100, Dianova, Hamburg, Deutschland) wurde als Sekundéarantikdrper gewahlt.
Als Chromogen zum Nachweis der Antigen-Antikdrperreaktion diente 3.3’ Diaminobenzidin.
Fir die Negativ-Kontrollen wurden die Préparate ohne Anwendung des Primarantikorpers
behandelt. Alle Kontrollfarbungen waren negativ. Die Gegenfarbung erfolgte mit Hamalaun
nach Mayer (s. Abb. 13A).

Nach Beendigung der immunhistologischen Aufbereitung erfolgte die Ubersichtsaufnahme
mit einem 20x Objektiv (Olympus BX60, Hamburg, Deutschland). Die Auszahlung aller
Caspase-3-positiven Zellen in 25 Gesichtsfeldern pro Tier wurde mit einem 40x Objektiv
(Olympus BX60, Hamburg, Deutschland) durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte mit Exel und
die Statistik wurde mit den Programmen ,SigmaStat’ 2,03 und ,SigmaPlot' 11,0 (Jandel
Corporation, San Rafael, Californien, USA) durchgefihrt.

5.5.2 Histochemie

Entsprechend des Ablaufes bei der Immunhistologie erfolgte die Fixierung des exzidierten

Ruckenhautkammer-Materials in Formaldehyd und die Erstellung von Paraffinschnitten.
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In der vorliegenden Studie wurde die Naphthol AS-D Chloracetatesterase [CAE] verwendet.
Die CAE st ein spezifisches Enzym, das eine hohe Aktivitat und somit starke
Farbeeigenschaft in Mastzellen, in Promyelozyten und neutrophilen Granulozyten zeigt,
jedoch keine oder nur eine geringe Aktivitat in Lymphozyten, Plasmazellen, Monozyten und
basophilen Granulozyten aufweist (Yam et al., 1971).

Nach Inkubation der Schnitte in einer aus Dimethylformamid (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland), Naphtol (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland),
Pararosanilin (4%, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und Natrium-Nitrit (4%, Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) bestehenden Lésung erfolgte die Kernfarbung in
Hamatoxilin nach Bohmer (s. Abb. 13B).

Nach Fertigstellung der gefarbten Schnitte erfolgte eine Ubersichtsaufnanme mit einem 20x
Objektiv (Olympus BX60, Hamburg, Deutschland). Alle CAE-positiven Zellen wurden
innerhalb 25 Gesichtsfeldern pro Schnitt mittels eines 40x Objektivs (Olympus BX60,
Hamburg, Deutschland) gezahlt und das Ergebnis ausgewertet [n/HPF].
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Abbildung 13: Jeweils eines von 25 Gesichtsfeldern einer histologischen Kammerpréaparation mit Caspase3- (s. Abb. 13A) und
CAE-Farbung (s. Abb. 13B). Aufnahme mit einem 40x Objektiv. Die Pfeile markieren jeweils eine geféarbte Zelle.

5.6 Statistik

Die priméare Datenerfassung erfolgte wahrend der Auswertung der Aufzeichnungen auf
Erhebungsbdgen. Zur elektronischen Datenverarbeitung wurde im folgenden Schritt ein
Tabellenkalkulationsprogramm (Excel, Microsoft Corporation, Unterschleilheim, Deutsch-
land) verwendet. Die statistische Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mit den
Programmen ,SigmaStat’ 2,03 und ,SigmaPlot’ 11,0 (Jandel Corporation, San Rafael,
Californien, USA).
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Samtliche Daten sind als Mittelwert [MW] mit Standardfehler des Mittelwerts [MW + SEM]
angegeben. Der MW der einzelnen mikrozirkulatorischen Parameter an den jeweiligen
Untersuchungstagen errechnet sich aus der Anzahl der Tiere innerhalb einer Gruppe.

Wenn normal verteilte Daten vorlagen, erfolgte der Vergleich der Werte der jeweiligen
Versuchszeitpunkte zwischen 2 Gruppen mit Hilfe des t-Testes' fir den unverbundenen
Paarvergleich. Bei nicht normal verteilten Daten wurde mit dem ,Mann-Whitney Rank Sum
Test' gepruft.

Bei mehr als zwei Gruppen kam eine ,One way analysis of variance' [ANOVA] gefolgt von
dem unverbundenen Paarvergleich mit dem ,Student-Newman-Keuls-Test' zum Einsatz.

Fur Intragruppenvergleiche mit normal verteilten Daten wurde zunadchst eine ANOVA fir
verbundene Stichproben, gefolgt von einem ,post hoc Bonferroni t-Test’ herangezogen. Die
Ausgangswerte [BL] dienten als Referenz. Dies ist ein etablierter Test flir Mehrfach-
vergleiche. Alternativ wurde bei fehlender Normalverteilung die Analyse mit einer ANOVA on
Ranks* durchgefihrt.

Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von <0,05 festgelegt.
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6.Ergebnisse

6.1 Trauma

Zunachst sollte aufgezeigt werden, welcher Schaden durch das ,weight-drop device' in der
Ruckenhautkammer hervorgerufen wurde.

6.1.1 Kapilldre Perfusion

Nach der Traumatisierung des Gewebes war eine signifikante Verminderung der
funktionellen Kapillardichte nach 8h und 24h gegentber der Sham-Gruppe erkennbar (s.
Abb. 14A). In der Trauma-Gruppe fielen ebenfalls signifikante Unterschiede nach 8h, 24h
und 72h gegenuber dem Ausgangswert auf. Nach 120h entsprachen die Werte in beiden
Gruppen in etwa den Ausgangswerten: in der Trauma-Gruppe lagen sie leicht unter und in
der Sham-Gruppe leicht Uber dem Ausgangsniveau.
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Abbildung 14A: Funktionelle Kapillardichte des quergestreiften Muskels der Riickenhautkammer sowohl vor als auch 8h, 24h,

72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ). Rickenhautkammern der Sham-Gruppe ( O ) dienten als Kontrolle; MW+SEM,;
*p<0,05 vs. Trauma; “p<0,05 vs. Baseline.

Der kapillare GefaRdurchmesser war nach Trauma leicht vermindert (s. Abb. 14B). Diese
Reduktion blieb an allen Mefzeitpunkten bestehen. Eine signifikante Vasokonstriktion
gegeniber dem Ausgangswert wurde nach 8h und 120h objektiviert. In der Sham-Gruppe
zeigte sich eine leichte Vasodilatation nach 8h.
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Abbildung 14B: Kapillarer GefalRdurchmesser des quergestreiften Muskels der Riickenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ). Rickenhautkammern der Sham-Gruppe ( O ) dienten als Kontrolle;
MW=+SEM; “p<0,05 vs. Baseline.

Die kapillare Blutzellgeschwindigkeit wurde durch das Trauma nach 8h und 24h signifikant
gegeniuber dem Ausgangswert und der Sham-Gruppe vermindert (s. Abb. 14C). In der
Sham-Gruppe fiel eine leichte Verminderung der Blutzellgeschwindigkeit nach 8h auf. 72h
nach Applikation des Traumas war die FlieBgeschwindigkeit in der Trauma-Gruppe noch
vermindert, nach 120h allerdings konnten zur Sham-Gruppe vergleichbare Werte bestimmt

werden.
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Abbildung 14C: Kapillare Blutzellgeschwindigkeit des quergestreiften Muskels der Ruckenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ). Rickenhautkammern der Sham-Gruppe ( O ) dienten als Kontrolle;
MW=+SEM; *p<0,05 vs. Trauma; “p<0,05 vs. Baseline.

Der kapillare volumetrische Blutfluss errechnete sich aus den Werten der kapillaren
Querschnittsflache und der Blutzellgeschwindigkeit. Seine Analyse ergab eine ausgepragte,

signifikante Reduktion der Werte der Trauma-Gruppe gegeniber dem Ausgangswert 8h und
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24h nach Trauma-Applikation (s. Abb. 14D). Im Vergleich zur Sham-Gruppe ergab sich eine
Signifikanz nach 24h. Nach 120h war noch keine vollstdndige Erholung von dem
Weichteilschaden erkennbar.
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Abbildung 14D: Kapillarer volumetrischer Blutfluss des quergestreiften Muskels der Ruckenhautkammer sowohl vor als auch

8h, 24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ). Ruckenhautkammern der Sham-Gruppe ( O ) dienten als Kontrolle;
MW=+SEM; *p<0,05 vs. Trauma; “p<0,05 vs. Baseline.

24h nach Trauma waren die petechialen Blutungen gut erkennbar und wurden 72h nach
Trauma zum Teil resorbiert (s. Abb. 14E und F). Dies wurde in diesem Versuch nicht quan-

tifiziert und wird hier zur besseren Anschaulichkeit demonstriert.

Abbildung 14E: Aufnahme mit einem 20x Objektiv 24h nach Trauma; Extravasation von Erythrozyten in das Gewebe, die als
petechiale Einblutungen imponieren (Sternchen); F: Aufnahme mit einem 20x Objektiv 72h nach Trauma; deutliches Hamatom
(Sternchen) mit einzelnen perfundierten Kapillaren (Pfeil).
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6.1.2 Arterioldre Mikrohamodynamik

Der arteriolare GefaRdurchmesser war nach Applikation des Traumas geringflgig vermindert
und verblieb bis 120h unter dem Ausgangswert (s. Abb. 15A). In der Sham-Gruppe konnte
eine leichte Dilatation der Arteriolen beobachtet werden. Dies flhrte zu einem signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Gruppen nach 8h.
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Abbildung 15A: Arteriolarer GefaRdurchmesser des quergestreiften Muskels der Rickenhautlkammer sowohl vor als auch 8h,

24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ). Riuckenhautkammern der Sham-Gruppe ( O ) dienten als Kontrolle;
MW+SEM,; *p<0,05 vs. Trauma.

Die arteriolare Blutzellgeschwindigkeit wurde durch das Weichteiltrauma stark beeinflusst (s.
Abb. 15B). 8h nach Trauma war die Geschwindigkeit in der Trauma-Gruppe auf die Halfte
reduziert und somit signifikant gegentber der Vergleichsgruppe gesenkt. Dabei war die
Geschwindigkeit in der Sham-Gruppe 8h nach Deckglasanhebung ebefalls leicht vermindert.

Nach 8h und nach 24h waren die Werte in der Trauma-Gruppe signifikant gegentber dem
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Abbildung 15B: Arteriolére Blutzellgeschwindigkeit des quergestreiften Muskels der Riickenhautlkammer sowohl vor als auch

8h, 24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ). Ruckenhautkammern der Sham-Gruppe ( O ) dienten als Kontrolle;
MW=+SEM; *p<0,05 vs. Trauma; “p<0,05 vs. Baseline.
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Ausgangswert gesenkt. In der Trauma-Gruppe naherten sich die Werte nach 120h dem

Ausgangshiveau. Die Erholung in der Sham-Gruppe war nach 72h schon fast vollstandig.

Der arteriolare volumetrische Blutfluss errechnete sich aus den Werten der arteriolaren
Querschnittsflache und der Blutzellgeschwindigkeit (s. Abb. 15C). Es imponierte ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 8h nach Trauma, wobei der Blutfluss der
Sham-Gruppe ebenfalls um etwa 10% vermindert war. 8h und 24h nach Trauma waren die
Werte der Trauma-Gruppe signifikant zu dem Ausgangswert vermindert. Bis 120h nach
Trauma konnten sie sich nicht vollstdndig erholen und blieben circa 20% unter dem

Ausgangshiveau.
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Abbildung 15C: Arteriolarer volumetrischer Blutfluss des quergestreiften Muskels der Riickenhautlkammer sowohl vor als auch

8h, 24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( Il ). Rickenhautkammern der Sham-Gruppe ( 1) dienten als Kontrolle;
MW=+SEM; *p<0,05 vs. Trauma; “p<0,05 vs. Baseline.

6.1.3 Venulare Mikrohamodynamik

Die Analyse der venuldren GefalRdurchmesser ergab in beiden Gruppen keine signifikanten
Unterschiede (s. Abb. 16A). Zu allen Versuchszeitpunkten wurden anndhernd die

Ausgangswerte gemessen.
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Abbildung 16A: Venularer GefalRdurchmesser des quergestreiften Muskels der Rickenhautlkammer sowohl vor als auch 8h,

24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ). Rickenhautkammern der Sham-Gruppe ( O ) dienten als Kontrolle;
MW+SEM.

Die venulare Blutzellgeschwindigkeit war 8h und 24h nach Weichteiltrauma um etwa 20%
gesenkt (s. Abb. 16B). Nach 72h erreichte sie wieder das Niveau der Ausgangswerte. Bei
den Tieren der Vergleichsgruppe konnte eine erhohte Blutzellgeschwindigkeit 24h nach
Deckglasanhebung gemessen werden, die sich nach 120h wieder an das Ausgangshiveau

anglich.
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Abbildung 16B: Venulare Blutzellgeschwindigkeit des quergestreiften Muskels der Ruckenhautlkammer sowohl vor als auch

8h, 24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ). Ruckenhautkammern der Sham-Gruppe ( O ) dienten als Kontrolle;
MW+SEM.

Der venulare volumetrische Blutfluss errechnete sich aus den Werten der venularen
Querschnittsflache und der Blutzellgeschwindigkeit (s. Abb. 16C). Nach 8h und 24h war ein
Abfall des volumetrischen Blutflusses in der Trauma-Gruppe zu verzeichnen. 72h und 120h

nach Trauma erfolgte eine UberschieRende Reaktion. In der Sham-Gruppe stieg der
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volumetrische Blutfluss bis 24h nach Deckglasmanipulation an und normalisierte sich dann
wieder.
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Abbildung 16C: Venularer volumetrischer Blutfluss des quergestreiften Muskels der Riickenhautlkammer sowohl vor als auch

8h, 24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( [ | ). Ruckenhautkammern der Sham-Gruppe ( O ) dienten als Kontrolle;
MW=+SEM.

6.1.4 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden alle Daten bzgl. der weiRen Blutkérperchen in

Absolutzahlen erhoben.

Die Anzahl der arterioldren rollenden Leukozyten/Minute stieg nach Weichteiltrauma an.
Dabei ist zu berilicksichtigen, dass sich die Ausgangswerte schon signifikant unterschieden
(s. Abb. 17A). Das Maximum des Anstieges wurde 24h nach Trauma-Applikation erreicht.

Dieser Wert war signifikant zur Vergleichsgruppe erhéht. Nach 72h war die Anzahl der rollen-
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Abbildung 17A: Arteriolares Leukozyten-Rolling des quergestreiften Muskels der Riickenhautlkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( B ). Rickenhautkammern der Sham-Gruppe ( [ ) dienten als Kontrolle;
MW=+SEM; *p<0,05 vs. Trauma; “p<0,05 vs. Baseline.
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den Leukozyten der Trauma-Gruppe wieder vergleichbar mit dem Ausgangswert. In der
Sham-Gruppe waren die arteriolaren rollenden Leukozyten nach 8h signifikant gegeniuber
dem Ausgangsniveau erhdht und fielen dann bis 120h nach Deckglasmanipulation bis auf 0
ab.

Die Ausgangswerte der venuldren rollenden Leukozyten/Minute beider Gruppen waren in
etwa vergleichbar (s. Abb. 17B). Die venularen rollenden Leukozyten stiegen bis 24h nach
Weichteiltrauma an und waren nach 8h und 24h signifikant gegeniiber dem Ausgangswert
erhoht. In der Sham-Gruppe stiegen die rollenden Leukozyten bis 8h nach Deckglas-
Anhebung an. Nach 72h wurden in der Sham-Gruppe wieder Werte im Ausgangsbereich

gemessen, nach 120h ebenfalls in der Trauma-Gruppe.
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Abbildung 17B: Venulares Leukozyten-Rolling des quergestreiften Muskels der Ruckenhautlkammer sowohl vor als auch 8h,

24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ). Rickenhautkammern der Sham-Gruppe ( O ) dienten als Kontrolle;
MW+SEM; “p<0,05 vs. Baseline.

Die Analyse der venularen Leukozyten-Adharenz/Flache zeigte einen gegeniber dem
Ausgangswert signifikanten Anstieg 8h nach Trauma (s. Abb. 17C). Nach 8h wurde ein fast
ebenso ausgepragter Anstieg der Leukozyten-Adharenz nach Anheben des Deckglases
beobachtet, der gegeniber dem Ausgangswert signifikant war. Danach konnte ein
schnellerer Riickgang der adharenten Leukozyten in der Sham-Gruppe beobachtet werden.
Der Wert lag nach 72h auf dem Ausgangsniveau. Nach 120h waren die Werte in beiden

Gruppen fast identisch und glichen auch in der Trauma-Gruppe dem Ausgangswert.
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Abbildung 17C: Venulare Leukozyten-Adharenz des quergestreiften Muskels der Riickenhautlkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( Il ). Riickenhautkammern der Sham-Gruppe ( [ ) dienten als Kontrolle;
MW+SEM; “p<0,05 vs. Baseline.

6.1.5 Histologie

Die histologischen Kontrollen der Apoptose und der Leukozyteninfiltration nach 120h
ergaben keine signifikanten Unterschiede, zeigten aber bei beiden Parametern eine
geringere Anzahl in der Sham-Gruppe (s. Abb. 18).

Caspase-3
S e
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Abbildung 18: Jeweils eines von 25 Gesichtsfeldern einer histologischen Kammerpraparation mit Caspase3- und CAE-

0,0 4

.

Farbung. Aufnahme mit einem 40x Objektiv. Die Pfeile markieren jeweils eine gefarbte Zelle.
Apoptose und Leukozyteninfiltration 120h nach stumpfem Trauma ( | ). Ruckenhautkammern der Sham-Gruppe ( O ) dienten
als Kontrolle; MW+SEM.

6.2 Trauma und Aprotinin

In diesem Versuch sollte geklart werden, ob eine Behandlung mit Aprotinin die

mikrovaskularen Schaden und die Entziindung nach Trauma vermindern kann.

6.2.1 Kapillare Perfusion

Die zusatzliche Aprotinin-Behandlung konnte die initiale Reduktion der funktionellen
Kapillardichte nach Trauma nicht verhindern (s. Abb. 19A). Es zeigte sich allerdings eine
schnellere Erholung nach 72h. Nach 120h wurden die Ausgangswerte nicht vollstandig

erreicht.
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Abbildung 19A: Funktionelle Kapillardichte des quergestreiften Muskels der Riickenhautkammer sowohl vor als auch 8h, 24h,
72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ) sowie stumpfem Trauma mit zusétzlicher Aprotinin-Behandlung ( O ); MW+SEM;
#p<0,05 vs. Baseline.
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Die kapillaren GefaRdurchmesser der mit Aprotinin behandelten Tiere waren an den
Zeitpunkten 8h, 24h und 72h signifikant gegeniber den Tieren erweitert, die keine
Behandlung erhalten hatten (s. Abb. 19B). Nach 120h konnte bei den mit Aprotinin

behandelten Tieren eine Annaherung an den Ausgangswert beobachtet werden.
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Abbildung 19B: Kapillarer GefaRdurchmesser des quergestreiften Muskels der Rickenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ) sowie stumpfem Trauma mit zusétzlicher Aprotinin-Behandlung ( O );
MW+SEM,; *p<0,05 vs. Trauma.

Die kapillare Blutzellgeschwindigkeit war 8h nach Trauma in beiden Gruppen auf etwa die
Halfte des Ausgangswertes reduziert (s. Abb. 19C). Im weiteren Verlauf regenerierte sich die
kapillare FlieBgeschwindgkeit in der Trauma+Aprotinin-Gruppe schneller, so dass nach 72h
anndhernd wieder der Ausgangswert erzielt wurde. Dies konnte bei den Tieren der Trauma-
Gruppe erst nach 120h erreicht werden. In der Behandlungsgruppe wurde zu diesem

Zeitpunkt eine Hyperperfusion beobachtet.
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Abbildung 19C: Kapillare Blutzellgeschwindigkeit des quergestreiften Muskels der Ruckenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ) sowie stumpfem Trauma mit zusétzlicher Aprotinin-Behandlung ( O );
MW+SEM; “p<0,05 vs. Baseline.
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Durch Aprotinin konnte der signifikante Abfall des kapillaren volumetrischen Blutflusses nach
8h und 24h vermindert werden (s. Abb. 19D). Es imponierte eine signifikante Hyperperfusion
in der Behandlungsgruppe nach 72h und 120h, wahrend die Werte der Trauma-Gruppe noch
unter dem Ausgangshiveau blieben.
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Abbildung 19D: Kapillérer volumetrischer Blutfluss des quergestreiften Muskels der Riickenhautkammer sowohl vor als auch

8h, 24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( I ) sowie stumpfem Trauma mit zusatzlicher Aprotinin-Behandlung ( O );
MW=+SEM; *p<0,05 vs. Trauma; “p<0,05 vs. Baseline.

6.2.2 Arterioldre Mikrohamodynamik

8h nach Trauma wurden in der Trauma+Aprotinin-Gruppe reduzierte arteriolare
GefalRdurchmesser gemessen (s. Abb. 20A). Nach 24h lag der Wert signifikant unter dem
Ausgangsniveau. Nach 72h wurden in beiden Gruppen vergleichbare Werte erreicht, die

noch nicht ganz den Ausgangswerten entsprachen.
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Abbildung 20A: Arteriolarer Geféadurchmesser des quergestreiften Muskels der Riickenhautkammer sowohl vor als auch 8h,

24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( Il ) sowie stumpfem Trauma mit zusatzlicher Aprotinin-Behandlung ( O );
MW=+SEM; “p<0,05 vs. Baseline.
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Die signifikante Verringerung der arteriolaren Blutzellgeschwindigkeit auf etwa die Halfte der
Ausgangswerte nach 8h konnte durch Aprotinin nicht verhindert werden (s. Abb. 20B). Die
Erholung erfolgte in beiden Gruppen nur langsam, so dass auch nach 120h das

Ausgangshiveau nicht erreicht wurde.
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Abbildung 20B: Arteriolare Blutzellgeschwindigkeit des quergestreiften Muskels der Riickenhautkammer sowohl vor als auch

8h, 24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( I ) sowie stumpfem Trauma mit zusatzlicher Aprotinin-Behandlung ( O );
*p<0,05 vs. Baseline.

Der arteriolare volumetrische Blutfluss konnte durch die Aprotinin-Gabe nicht verbessert
werden (s. Abb. 20C). Es zeigte sich nach 8h ein signifikanter Abfall auf knapp die Halfte der
Ausgangswerte in beiden Gruppen. 24h nach Trauma lag die Verminderung des Blutflusses
immer noch signifikant unter dem Ausgangsniveau. Nach 120h lagen die Werte in beiden

Gruppen noch ca. 15% unter den Ausgangswerten.
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Abbildung 20C: Arteriolarer volumetrischer Blutfluss des quergestreiften Muskels der Ruckenhautkammer sowohl vor als auch

8h, 24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ) sowie stumpfem Trauma mit zusatzlicher Aprotinin-Behandlung ( O );
MW+SEM; “p<0,05 vs. Baseline.
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6.2.3 Venulare Mikrohamodynamik

Die Aprotinin-Behandlung bewirkte nach 8h eine signifikante Reduktion des venularen
GefalRdurchmessers gegentber der Trauma-Gruppe (s. Abb. 21A). Nach 72h kam es in der
Trauma+Aprotinin-Gruppe zu einer Vasodilatation, die hach 120h gegeniiber dem Ausgangs-

wert signifikant war.
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Abbildung 21A: Venularer GefaRdurchmesser des quergestreiften Muskels der Rickenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( Il ) sowie stumpfem Trauma mit zusatzlicher Aprotinin-Behandlung ( [ );
MW=+SEM; *p<0,05 vs. Trauma; “p<0,05 vs. Baseline.

Die venulare Blutzellgeschwindigkeit wurde durch die Aprotinin-Gabe nach 8h signifikant
gegenuber der Kontrollgruppe und gegentiber dem Ausgangswert vermindert (s. Abb. 21B).
Die Erholung in der Trauma+Aprotinin-Gruppe erfolgte langsamer. Zwischen 72h und 120h
blieb die FlielRgeschwindigkeit stationdr und somit unter dem Ausgangsniveau. In der
Trauma-Gruppe wurde eine hohere FlieRgeschwindigkeit als zum Ausgangszeitpunkt

gemessen, auch wenn dieser Unterschied nicht signifikant war.
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Abbildung 21B: Venulére Blutzellgeschwindigkeit des quergestreiften Muskels der Rickenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ) sowie stumpfem Trauma mit zusétzlicher Aprotinin-Behandlung ( O );
MW=+SEM; *p<0,05 vs. Trauma; “p<0,05 vs. Baseline.
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Die Werte des venularen volumetrischen Blutflusses der Trauma+Aprotinin-Gruppe lagen
nach 8h signifikant unter den Werten der Trauma-Gruppe (s. Abb. 21C). Sie waren um mehr
als die Halfte vermindert und somit auch gegeniber dem Ausgangswert signifikant
abgefallen. Der Anstieg in der Behandlungsgruppe erfolgte langsamer, aber Gberschritt nach
72h den Ausgangswert. Nach 120h hatten sich die Werte in beiden Gruppen wieder

angeglichen und lagen circa 30% Uber dem Ausgangsniveau.
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Abbildung 21C: Venularer volumetrischer Blutfluss des quergestreiften Muskels der Rickenhautkammer sowohl vor als auch

8h, 24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ) sowie stumpfem Trauma mit zusatzlicher Aprotinin-Behandlung ( O );
MW=+SEM; *p<0,05 vs. Trauma; “p<0,05 vs. Baseline.

6.2.4 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Die Anzahl der arteriolaren rollenden Leukozyten/Minute stieg in der mit Aprotinin

behandelten Gruppe bis 24h nach Trauma etwas langsamer an (s. Abb. 22A). Das Absinken
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Abbildung 22A: Arteriolares Leukozyten-Rolling des quergestreiften Muskels der Riickenhautkammer sowohl vor als auch 8h,

24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( Il ) sowie stumpfem Trauma mit zusatzlicher Aprotinin-Behandlung ( O );
MW<+SEM.
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der Leukozytenanzahl bis 120h nach Trauma erfolgte in beiden Gruppen auf ein

vergleichbares Niveau wie bei den Ausgangswerten.

In der Trauma+Aprotinin-Gruppe waren zu Beginn der Messungen und somit vor Aprotinin-
Gabe die venuldren rollenden Leukozyten/Minute signifikant gegenitber denen in der
Trauma-Gruppe erhodht (s. Abb. 22B). Nach Aprotinin-Gabe zeigte sich der Anstieg der
Leukozytenzahl bis 24h nach Trauma verlangsamt. Nach 120h war die Anzahl der rollenden

Leukozyten in der Behandlungsgruppe vergleichbar mit dem Ausgangswert.
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Abbildung 22B: Venulares Leukozyten-Rolling des quergestreiften Muskels der Riickenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ) sowie stumpfem Trauma mit zusatzlicher Aprotinin-Behandlung ( O );
MW=+SEM; *p<0,05 vs. Trauma; “p<0,05 vs. Baseline.

Die venulare Leukozytenadharenz/Flache wurde durch die Aprotinin-Behandlung nach 8h

signifikant gegentber der Kontroll-Gruppe vermindert und blieb bis 72h nach Trauma unter
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Abbildung 22C: Venuléare Leukozyten-Adhérenz des quergestreiften Muskels der Ruckenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ) sowie stumpfem Trauma mit zusétzlicher Aprotinin-Behandlung ( O );
MW=+SEM; *p<0,05 vs. Trauma; “p<0,05 vs. Baseline.
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dessem Niveau (s. Abb. 22C). Nach 120h war kein Unterschied mehr zu erkennen, die

Werte waren vergleichbar mit den Ausgangswerten.

6.2.5 Histologie

Die histologischen Analysen der Apoptose und der Leukozyteninfiltration nach 120h ergaben
keine signifikanten Unterschiede zwischen Tieren mit Aprotinin-Behandlung und
unbehandelten Tieren (s. Abb. 23).
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Abbildung 23: Jeweils eines von 25 Gesichtsfeldern einer histologischen Kammerpraparation mit Caspase3- und CAE-
Farbung. Aufnahme mit einem 40x Objektiv. Die Pfeile markieren jeweils eine gefarbte Zelle.

Apoptose und Leukozyteninfiltration 120h nach stumpfem Trauma ( B ) sowie stumpfem Trauma mit zusatzlicher Aprotinin-
Behandlung (1 ); MW+SEM.

53



Ergebnisse

6.3 Trauma, Cooling und SnMP

In diesem Abschnitt sollte untersucht werden, welchen Einfluss das Cooling auf das

Weichteiltrauma hat und ob dieser Einfluss tiber die Induktion von HO-1 vermittelt wird.

6.3.1 Kapilldre Perfusion

Die funktionelle Kapillardichte wurde nach 8h in allen Gruppen auf ein vergleichbares Niveau
reduziert (s. Abb. 24A). Anschlie3end erfolgte die Erholung in der Trauma+Cooling-Gruppe
am schnellsten. Nach 120h glichen die Werte der Trauma-Gruppe denen der
Trauma+Cooling-Gruppe und lagen geringfiigig unter Ausgangsniveau. Die zusatzliche Gabe
von SnMP beeinflusste die Erholung negativ. Nach 24h lag die Kapillardichte auf etwa der
Halfte des Ausgangswertes. Nach 120h lagen die Werte mit circa 60% signifikant unter dem

Ausgangsniveau.
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Abbildung 24A: Funktionelle Kapillardichte des quergestreiften Muskels der Riickenhautkammer sowohl vor als auch 8h, 24h,
72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ), stumpfem Trauma und Cooling-Behandlung ( O ) sowie stumpfem Trauma,
Cooling- und SnMP-Behandlung ( B ); *p<0,05 vs. Baseline.

Der Vergleich der kapillaren GefaRdurchmesser erbrachte zu keinem Zeitpunkt signifikante
Unterschiede (s. Abb. 24B). Allerdings konnte nach 8h, 24h und 72h eine leichte Zunahme
des Durchmessers in der mit Cooling und SnMP behandelten Gruppe beobachtet werden,

der nach 120h nicht mehr erkennbar war.
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Abbildung 24B: Kapillarer GefalRdurchmesser des quergestreiften Muskels der Rickenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ), stumpfem Trauma und Cooling-Behandlung ( O ) sowie stumpfem Trauma,
Cooling- und SnMP-Behandlung ().

Die kapillare Blutzellgeschwindigkeit zeigte nach 8h und 24h in allen drei Gruppen eine
Reduktion der Werte, die nur in der Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe nicht gegentber dem
Ausgangswert signifikant war (s. Abb. 24C). Danach stiegen die Geschwindigkeiten in allen

Gruppen wieder an. Nach 72h normalsierten sich die Werte aller drei Gruppen.

160

140
120 4
100 4
80 #
60
40 4

20 A

Kapillare Blutzellgeschwindigkeit [%5]

baseline  8h 24h 72h 120h

Abbildung 24C: Kapillare Blutzellgeschwindigkeit des quergestreiften Muskels der Ruckenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ), stumpfem Trauma und Cooling-Behandlung ( O ) sowie stumpfem Trauma,

Cooling- und SnMP-Behandlung (. ); *p<0,05 vs. Baseline.

Die Analyse des kapillaren volumetrischen Blutflusses zeigte in allen drei Gruppen nach 8h
eine Reduktion. Er war in der Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe am wenigsten ausgepragt (s.
Abb. 24D). Nach 24h verstérkte sich der Riickgang in dieser Gruppe, wahrend die anderen

Gruppen stabil blieben. Zu beiden Messzeitpunkten war der Blutfluss in der Trauma-Gruppe
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und Trauma+Cooling-Gruppe signifikant gegentber den Ausgangswerten vermindert. Die
Erholung erfolgte nach 72h in allen drei Gruppen.
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Abbildung 24D: Kapillarer volumetrischer Blutfluss des quergestreiften Muskels der Rickenhautkammer sowohl vor als auch
8h, 24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ), stumpfem Trauma und Cooling-Behandlung ( O ) sowie stumpfem
Trauma, Cooling- und SnMP-Behandlung (. ); *p<0,05 vs. Baseline.

6.3.2 Arterioldre Mikrohamodynamik

Nach 8h, 24h und 72h erfolgte die starkste Vasokonstriktion der arteriolaren
GefalRdurchmesser in der Trauma+Cooling-Gruppe (s. Abb. 25A). Diese Werte waren
gegeniuber dem Ausgangswert signifikant vermindert. Weniger ausgepragt war die Reaktion
in der Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe. 120h nach Trauma waren die Werte in allen

Gruppen vergleichbar mit denen der Ausgangswerte.
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Abbildung 25A: Arteriolarer Gefal3durchmesser des quergestreiften Muskels der Riickenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ), stumpfem Trauma und Cooling-Behandlung ( O ) sowie stumpfem Trauma,

Cooling- und SnMP-Behandlung ( ] ); *p<0,05 vs. Baseline.
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8h nach Trauma war die arteriolare Blutzellgeschwindigkeit stark vermindert. Dies konnte
durch das Cooling nicht positiv beeinflusst werden (s. Abb. 25B). Die zusatzliche SnMP-
Gabe reduzierte die FlieRgeschwindigkeit noch starker bis auf etwa 40%. Die Erholung
erfolgte nach 24h am schnellsten in der Trauma-Gruppe, wobei nach 8h und 24h die Werte
aller Gruppen signifikant unter den Ausgangswerten lagen. Nach 120h lagen die Werte der
Trauma-Gruppe geringfigig unter dem Ausgangsniveau. In der Trauma+Cooling-Gruppe
wurde nach 120h eine leicht UiberschieBende Reaktion gemessen. Am langsamsten erfolgte
die Erholung in der Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe. Die Fliegeschwindigkeit erholte sich
zwischen 72h und 120h nach Trauma nicht weiter und lag nach 120h mit rund 60%

signifikant unter den Werten der anderen zwei Gruppen und unter dem Ausgangshiveau.
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Abbildung 25B: Arteriolare Blutzellgeschwindigkeit des quergestreiften Muskels der Rickenhautkammer sowohl vor als auch
8h, 24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ), stumpfem Trauma und Cooling-Behandlung ( O ) sowie stumpfem
Trauma, Cooling- und SnMP-Behandlung (. ); *p<0,05 vs. Trauma; “p<0,05 vs. Baseline; §p<0,05 vs.Trauma+Cooling.

Der arterioléare volumetrische Blutfluss war in allen drei Gruppen nach 8h signifikant um Uber
die Halfte gegenluber den Ausgangswerten reduziert (s. Abb. 25C). Die geringste Reduktion
erfolgte in der Trauma-Gruppe. Diese erholte sich 72h nach Trauma am schnellsten. Die
Reduktion in der Trauma+Cooling-Gruppe war nach 8h und 24h verstarkt. Die Erholung
erfolgte nach 120h. Die Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe zeigte eine vergleichbare Reduktion
wie die Trauma+Cooling-Gruppe, allerdings lagen die Werte 120h nach Trauma noch

signifikant unter dem Ausgangshiveau.
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Abbildung 25C: Arteriolarer volumetrischer Blutfluss des quergestreiften Muskels der Ruckenhautkammer sowohl vor als auch
8h, 24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ), stumpfem Trauma und Cooling-Behandlung ( O ) sowie stumpfem
Trauma, Cooling- und SnMP-Behandlung ( ll ); *p<0,05 vs. Trauma; “p<0,05 vs. Baseline.

6.3.3 Venulare Mikrohamodynamik

Die venularen Gefalidurchmesser der Trauma+Cooling-Gruppe sowie der Trauma+Cooling+
SnMP-Gruppe zeigten 8h und 24h nach Trauma eine leichte Konstriktion (s. Abb. 26A). Nach
72h erreichten die Werte der Trauma+Cooling-Gruppe wieder Ausgangsniveau. Die Werte

der Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe zeigten nach 72h und 120h eine leichte Verstarkung der
Vasokonstriktion.
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Abbildung 26A: Venularer GefaRdurchmesser des quergestreiften Muskels der Ruckenhautkammer sowohl vor als auch 8h,

24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ), stumpfem Trauma und Cooling-Behandlung ( O ) sowie stumpfem Trauma,
Cooling- und SnMP-Behandlung ( H).

Der Riuckgang der venularen Blutzellgeschwindigkeit war 8h nach Trauma in der Trauma+

Cooling+SnMP-Gruppe am ausgepragtesten erkennbar (s. Abb. 26B). Es erfolgte eine
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Erholung in allen drei Gruppen, wobei dies in der Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe am
langsamsten von statten ging. In der Trauma+Cooling-Gruppe wurde ein Uberschiel3endes
Ergebnis mit gut 150% nach 120h deutlich, welches gegenlUber dem Ausgangswert
signifikant erhéht war. Zu diesem Zeitpunkt war die FlieRgeschwindigkeit der Tiere, die

zusatzlich SnMP erhalten hatten, weiterhin unter 80% des Ausgangswertes.
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Abbildung 26B: Venulare Blutzellgeschwindigkeit des quergestreiften Muskels der Rickenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ), stumpfem Trauma und Cooling-Behandlung ( O ) sowie stumpfem Trauma,

Cooling- und SnMP-Behandlung ( Bl ); “p<0,05 vs. Baseline.

Die Werte des venularen volumetrischen Blutflusses waren nach 8h am stérksten in der
Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe vermindert (s. Abb. 26C). Diese Tendenz blieb bis 120h
nach Trauma mit knapp 60% des Ausgangswertes in dieser Gruppe bestehen. Nach 72h und
120h wurden uberschieRende Werte in der Trauma-Gruppe gemessen, die sich am
schnellsten erholte. 120h nach Trauma waren die Werte in der Trauma+Cooling-Gruppe mit

gut 180% signifikant gegentiber dem Ausgangsniveau erhéht.
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Abbildung 26C: Venulérer volumetrischer Blutfluss des quergestreiften Muskels der Ruckenhautkammer sowohl vor als auch
8h, 24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( Il ), stumpfem Trauma und Cooling-Behandlung ( [ ) sowie stumpfem
Trauma, Cooling- und SnMP-Behandlung (. ); *p<0,05 vs. Baseline.
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6.3.4 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Die arteriolaren rollenden Leukozyten/Minute erreichten durch das Cooling schon nach 8h
den Hochstwert (s. Abb. 27A). Danach erfolgte eine Verminderung in dieser Gruppe. Nach
120h lag die Anzahl fast bei null. Durch die zusatzliche SnMP-Gabe war nach 8h zunachst
ein leichter Rickgang zu erkennen. Der Anstieg der Leukozytenzahlen erfolgte in dieser
Gruppe nach 24h und war ausgepragter als in der Trauma+Cooling-Gruppe. Nach 72h lag
der Wert noch Uber denen der anderen beiden Gruppen, nach 120h befand er sich unter

dem Ausgangsniveau und unter dem der Trauma-Gruppe.
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Abbildung 27A: Arteriolares Leukozyten-Rolling des quergestreiften Muskels der Riickenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( ), stumpfem Trauma und Cooling-Behandlung ( [ ) sowie stumpfem Trauma,
Cooling- und SnMP-Behandlung (. ).

Das Cooling hatte einen positiven Einfluss auf die venularen rollenden Leukozyten/Minute (s.
Abb. 27B). Trotz eines leicht erhdhten Ausgangswertes stieg die Anzahl in der Trauma+
Cooling-Gruppe nach 8h weniger stark an. Der Rickgang erfolgte schon nach 24h und lag
nach 120h unter dem Ausgangswert und unter dem Wert der Trauma-Gruppe. Das venulare
Leukozyten-Rolling wurde in der Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe nach 8h und 24h fast
vollstandig unterbunden. Nach 72h war kein Vorteil mehr zu erkennen. Nach 120h lag der

Wert Giber denen der anderen Gruppen.
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Abbildung 27B: Venuléares Leukozyten-Rolling des quergestreiften Muskels der Rickenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ), stumpfem Trauma und Cooling-Behandlung ( O ) sowie stumpfem Trauma,

Cooling- und SnMP-Behandlung (. ); *p<0,05 vs. Baseline.

Die venularen adharenten Leukozyten/Flache wurden 8h und 24h nach Trauma durch das
Cooling vermindert (s. Abb. 27C). Nach 72h war in dieser Gruppe kein Vorteil mehr
erkennbar, nach 120h glich der Wert dem Ausgangsniveau und lag leicht Uber dem der
anderen Gruppen. In der Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe konnte ein signifikanter Anstieg
nach 8h und 24h nach Trauma nicht verhindert werden. Nach 72h glich sich der Wert denen

der anderen Gruppen an.
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Abbildung 27C: Venuléare Leukozyten-Adhérenz des quergestreiften Muskels der Ruckenhautkammer sowohl vor als auch 8h,
24h, 72h und 120h nach stumpfem Trauma ( | ), stumpfem Trauma und Cooling-Behandlung ( O ) sowie stumpfem Trauma,
Cooling- und SnMP-Behandlung ( Bl ); *p<0,05 vs. Baseline.
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6.3.5 Histologie

Die histologischen Kontrollen nach 120h zeigten eine Verminderung der Apoptose in der
Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe (s. Abb. 28). Die Werte der Leukozyteninfiltration nach 120h
waren in allen Gruppen vergleichbar.

Caspase-3 CAE
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Abbildung 28: Jeweils eines von 25 Gesichtsfeldern einer histologischen Kammerpraparation mit Caspase3- und CAE-
Farbung. Aufnahme mit einem 40x Objektiv. Die Pfeile markieren jeweils eine gefarbte Zelle.
Apoptose und Leukozyteninfiltration 120h nach stumpfem Trauma ( [ | ), stumpfem Trauma und Cooling-Behandlung ( O )

sowie stumpfem Trauma, Cooling- und SnMP-Behandlung ( ] ).
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7.Diskussion

7.1 Modell

Als Modell kam die chronische Rickenhautkammerpraparation an Mausen zur Verwendung,
um die Versuche durchzufihren. Zunachst fand dieses Modell Anwendung am Syrischen
Goldhamster (Endrich et al., 1980). Spater wurde es fir die Verwendung an Mausen
Ubertragbar gemacht (Lehr et al., 1993; Amon et al., 2006). Es gewadhrleistet eine grol3e

Einsatzvielfalt.

Der in dieser Studie praktizierte Versuchsablauf bietet eine Reihe von Vorteilen. Da ein
Grofdteil der Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung durch die Kapillaren erfolgt, gilt die
funktionelle Kapillardichte als MaR fir die nutritive Perfusion des Gewebes. Sie kann anhand
dieses Modells analysiert werden. Dartber hinaus weisen die arterio-vendsen Biindel fur
jedes Tier spezifische Merkmale auf. So kénnen dieselben Gefalie an identischen Stellen zu
repetitiven Untersuchungen Uber einen Zeitraum herangezogen werden. Im Gegensatz zu
den Akutmodellen kann die Auswirkung des Traumas und der Behandlungsmethode(n)

dadurch im Verlauf beurteilt werden.

In dem hier vorgestellten Modell wurde auf das seit 1993 bestehende Verfahren des ,weight-
drop device' zurlickgegriffen (Smith et al., 1993). Es ist bei experimentellen Untersuchungen
zum Thema Trauma mittlerweile fest etabliert und vielfach benutzt worden (Knappe et al.,
2005; Amon et al., 2006). Bei der zuletzt genannten Studie wurde gezeigt, dass die Starke
eines Weichteiltraumas einen unmittelbaren Einfluss auf das Ausmald der arteriolaren
Vasokonstriktion hat. Darauf basierend haben wir uns fir die Generierung eines schweren
Weichteiltraumas entschieden (s. Kap. 5.1.8).

Bei der Verwendung des ,weight-drop device’ muss auf eine exakte Standardisierung
geachtet werden. Insbesondere bei der Fixierung der Maus mit Knete auf der Bihne muss
die vollstandig horizontale Lage kontrolliert werden. Durch nur minimale Abweichung von der
planen Unterlage kann es zu leichten Verkantungen des Edelstahlzylinders kommen.
Hierdurch kann die Kraftverteilung des durch die Plexiglasrohre fallen gelassenen Gewichtes
unregelmaflig werden. Dies konnte mdglicherweise durch die Entwicklung eines
Einspannsystems fir die Kammer sowie einer Loslassvorrichtung fir das Gewicht erleichtert

werden.
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Andere Gruppen haben das System der ,Controlled-Impact-Injury-Technik' flr geschlossene
Weichteiltraumen verfeinert, wenn auch meist am Hinterlauf von Ratten (Schaser et al.,
2006). Dies konnte, in modifizierter Art, bei unserem Modell in weiteren Versuchen auch
etabliert werden. Eventuell konnte man es mit der fir den Hinterlauf entwickelten Kammer-

Technik kombinieren (Szczesny et al., 2000).

Die Sham-Gruppe diente als Kontrollgruppe ohne Trauma gegentiber den Gruppen, in denen
den Tieren ein Trauma zugefigt wurde. In der Sham-Gruppe wurde die Anhebung des
Deckglases vorgenommen. Da das praparierte Gewebe unmittelbar an dem Deckglas haftet,
fuhrte diese Maflinahme trotz des Auftraufelns von physiologischer Kochsalzlésung oft zu
kleinen Traumen und Mikro-Einblutungen im Untersuchungsareal. Diese koénnten ihrerseits
Auswirkungen auf die Mikrozirkulation und die Leukozyten-Endothelzell-Reaktion des

Untersuchungsareals gehabt haben und so die Ergebnisse beeinflussen (s. Kap. 6.1).

7.2 Untersuchungsmethoden

Der Versuchsablauf basiert auf der Moglichkeit, die Mikrozirkulation anhand der intravitalen
Fluoreszensmikroskopie analysieren zu kénnen.

Durch Anfarben mit bestimmten Farbstoffen und dank der Weiterentwicklung der
Fluoreszenzmikroskopie kdnnen gezielt verschiedene Strukturen erfasst werden (Taylor,
2011). In der vorgestellten Studie wurden FITC-Dextran fur die Darstellung der mikro-
vaskularen Perfusion und Rhodamin 6G fir die Anfarbung von Leukozyten verwendet.

Nach deren Applikation war das Messen der gewilnschten Parameter fir etwa 30min
maoglich. Danach setzte der Abbau der Stoffe ein und die Qualitat der Aufnahmen liel3 nach.
Zudem kann es zu unerwinschten photodynamischen Prozessen mit den Farbstoffen
kommen (Friesenecker et al., 1994; Steinbauer et al., 2000). Dazu gehoért u.a. die Verddung
von GefélRen bei zu langer Bestrahlung eines Bereiches. Um Komplikationen zu vermeiden
wurde daher darauf geachtet, die 3 Gesichtsfelder fir die Mikroskopie der arterio-vendsen
Biindel in der Kammer in groRt moglichem Abstand voneinander zu verteilen und die direkte

Untersuchungszeit so kurz wie mdglich zu halten.
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7.3 Diskussion der Ergebnisse

7.3.1 Trauma

Die Daten der Versuchsreihe Trauma versus Sham im Mausmodell belegen, dass das
Weichteiltrauma mit 25g einen relevanten Schaden im Gewebe der Rickenhautkammer

verursacht.

Die kapillare Perfusion wurde durch das Weichteiltrauma stark vermindert (s. Kap. 6.1.1,
Abb. 14). Die funktionelle Kapillardichte erholte sich bis 120h nach Trauma nicht vollstandig.
Die Blutzellgeschwindigkeit und der volumetrische Blutfluss wurden nach Trauma-Applikation
fur 24h signifikant beeintrachtigt. Der Kapillardurchmesser zeigte eine Vasokonstriktion, so
dass er nach 8h und 120h deutlich gegenuber dem Ausgangswert vermindert war. Die
funktionelle Kapillardichte, die Blutzellgeschwindigkeit und der volumetrische Blutfluss der
Sham-Gruppe waren 8h nach Deckglasmanipulation um etwa 10% reduziert.

Unsere Ergebnisse bestatigen die Aussagen von vorangegangenen Studien, die sich mit der
mikrovaskularen Dysfunktion durch Weichteiltrauma befasst haben (Yamauchi et al., 1999;
Amon et al., 2006; Schaser et al., 2006). Je starker ein Trauma ist, desto ausgepragter sind
das nutritive Perfusionsversagen und die Ischamie. Dabei wird die direkte mechanische
Beschadigung der GefaRwand als ausschlaggebender Faktor genannt. Als weitere Faktoren
des nutritiven Perfusionsversagens werden der ,no-reflow' Mechanismus (Menger et al.,
1997; Nanobashvilli et al., 2003) und die Zunahme des oxidativen Stresses genannt. Dieser
fuhrt zu vermehrter Leukozyten-Endothelzell-Interaktion und Leakage.

Die vorliegenden Ergebnisse geben Anhalt, dass das Ausmalf der kinetischen Energie einen
direkten Einfluss auf das Ausmal’ der Schadigung der Mikrozirkulation hat. Dies erklart den

Einfluss durch das Anheben des Deckglases auf die kapillare Perfusion.

Die Beeintrachtigung der arteriolaren Mikrohdmodynamik durch das Trauma ist deutlich (s.
Kap. 6.1.2, Abb. 15). Die Reduktion der Blutzellgeschwindigkeit und des volumetrischen
Blutflusses war 8h nach Trauma gegeniber den Ausgangswerten und der Sham-Gruppe
signifikant. Nach 24h waren beide Parameter der Trauma-Gruppe gegeniber den
Ausgangswerten signifikant vermindert. Dies spricht fur einen deutlichen Perfusionsschaden
nach schwerem Trauma und belegt die Ergebnisse von vorangegangenen Studien (Amon et
al., 2006). Die arteriolare Vasokonstriktion 8h nach Trauma war gegenuber der Sham-
Gruppe signifikant und persistierte bis 120h nach Trauma, wenn auch weniger deutlich.

Die Sham-Gruppe zeigte 8-120h nach Anheben des Deckglases eine geringe Vasodilatation.
In einer Vorlauferstudie von Amon et al. waren entsprechende Ergebnisse beobachtet

worden.
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Es gibt aktuell wenige Studien, die sich mit der posttraumatischen Vasokonstriktion
befassen. Sie beschéftigen sich fast ausschlieBlich mit cerebralen Vasospasmen. Eine
immer wiederkehrende Erklarung fir die anhaltende Vasokonstriktion ist das durch das
Trauma enstehende Hamatom (Duff et al., 1988; Clark et al., 2002; Ladner et al., 2013). Als
hauptséchlicher Grund fir die Vasokonstriktion werden Bilirubin und seine Abbauprodukte
vermutet (s. Kap. 3.3.3) (Clark und Sharp, 2006).

Als ein weiterer beeinflussender Faktor fir die Vasokonstriktion im traumatisierten Gewebe
wird in anderen Studien die Freisetzung vasoaktiver Mediatoren diskutiert (Keel und Trentz,
2005). Oft werden diese durch die Hypoxie Uber eNOS getriggert (Han et al., 2013). Als
Mediatoren werden TNF-alpha, Endothelin |, Leukotrien B4, Serotonin und Tryptamin sowie
Thromboxan A2 genannt (Armstead, 1996; Anwar et al., 2012; Watts et al., 2012).

Die hauptséchlich in der Sham-Gruppe beobachtete leichte reaktive Dilatation der Gefal3e ist
ebenfalls kein neues, aber ein kaum beachtetes Phanomen (Szczesny et al., 2000). Sie wird
als eine post-traumatische Reaktion im Sinne einer Erholungsphase interpretiert und
vermutlich durch Zytokine wie TNF-alpha, aber auch durch axonale Reflexe vermittelt
(Kiernan, 1976; Yamauchi et al., 1999).

Die Veranderung der venularen MikrohAmodynamik durch das Trauma war weniger
ausgepragt (s. Kap. 6.1.3, Abb. 16). Die Gefalldurchmesser zeigten kaum einen
Unterschied. Nach 8h und 24h waren die Blutzellgeschwindigkeit und der volumetrische
Blutfluss um etwa 20% vermindert. Ein signifikanter Unterschied konnte hierbei nicht
dokumentiert werden.

Die Blutzellgeschwindigkeit und der volumetrische Blutfluss in den venularen Gefalien der
Sham-Tiere waren 24h nach Deckglasmanipulation erhéht. In der Trauma-Gruppe war dies
72h bzw. 120h nach Trauma zu beobachten. Diese Reaktion konnte am ehesten - wie bei
den Arteriolen - mit einer post-traumatischen Erholungsphase erklart werden.

Die weniger ausgepragte Veranderung der venularen Mikrozirkulation nach Trauma lasst
sich mit dem unterschiedlichen Wandaufbau erklaren. Die Venolen besitzen eine dinnere
Schicht von glatten Muskelzellen (Curl et al., 1997). Daher ist die Kontraktionskraft weniger
stark ausgepragt. Es ist auch davon auszugehen, dass sie weniger Rezeptoren aufweisen,
die auf die freigesetzten Botenstoffe reagieren kénnen.

Wir vermuten, dass die Wiederherstellung der physiologischen Verhdltnisse als erstes im
Bereich der drainierenden Gefale erfolgt. Der Abtransport des Oedems, Hamatoms und der
beteiligten Botenstoffe kann so garantiert werden. Diese Hypothese wird durch die 25%ige
Steigerung der venularen Blutzellgeschwindigkeit bei den Tieren der Sham-Gruppe nach 24h
und der 30%igen Steigerung des venularen volumetrischen Blutflusses zu gleicher Zeit

unterstrichen. Erst danach trat eine Normalisierung der kapillaren Verhaltnisse innerhalb der
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Sham-Gruppe ein. Nach der Reduktion der Kapillardichte, der kapillaren Fliel3ge-
schwindigkeit und des kapillaren volumetrischen Blutflusses um etwa 10% nach 8h wurde
nach 24h eine zunehmende Normalisierung der kapillaren Blutzellgeschwindigkeit und des
kapillaren volumetrischen Blutflusses erkennbar. Die Kapillardichte erreichte allerdings erst
nach 72h wieder 100%. Zum gleichen Zeitpunkt war der volumetrische Blutfluss in den
Venolen leicht erniedrigt. Natirlich muss man dabei die Mechanismen wie die Ausbildung
arterio-vendser Shunts und der ,through-fare-channels’ (Hjortdal et al., 1992; Proske et al.,
2000) bertcksichtigen. Diese kénnen unseres Erachtens nach die Beobachtungen nicht
vollstandig erklaren. Wir vermuten, dass das venulare GefaRsystem zuerst einen Grol3teil
seiner Funktion wiederherstellen muss, bevor sich die kapillare Perfusion vollstandig
normalisieren kann.

Die Trauma-Gruppe bot ein ahnliches, zeitlich verzdgertes Szenario. Es erfolgte eine
Steigerung der venularen Blutzellgeschwindigkeit um 3% und dann 10% nach 72h und 120h.
Der venulare volumetrische Blutfluss stieg zu denselben Zeitpunkten um 20% und 25% an.
Die Erholung der kapillaren Perfusion erfolgte danach. Nach 120h lag die Kapillardichte der
Trauma-Gruppe noch 10% unter dem Ausgangswert und die kapillare Blutzell-
geschwindigkeit hatte das Ausgangsniveau erreicht. Der kapillare volumetrische Blutfluss lag
nur bei etwa 80%. Diese Entwicklung ist vergleichbar mit den Werten der Sham-Gruppe,

auch wenn sie durch das starkere Trauma verzogert wurde.

Die Resultate der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion belegen, dass ein Trauma eine
Entziindungsreaktion induziert und dass dessen Ausmald von der Starke des Traumas
abhangt (s. Kap. 6.1.4, Abb. 17).

Die Analyse des arteriolaren Leukozyten-Rollings zeigt eine signifikante Steigerung des
Ausgangswertes in der Trauma-Gruppe. Die Anzahl der rollenden Leukozyten stieg bis 24h
nach Trauma an. Zu diesem Zeitpunkt war die Differenz zwischen den Gruppen signifikant.
8h nach Deckglasmanipulation konnte eine signifikante Erhéhung zum Ausgangswert in der
Sham-Gruppe beobachtet werden.

8h nach Trauma bzw. Deckglasmanipulation war die Anzahl der rollenden venuldren
Leukozyten in beiden Gruppen fast identisch. In der Sham-Gruppe erfolgte ein schnellerer
Ruckgang 24h nach Deckglasmanipulation. Zu dem Zeitpunkt stieg die Zahl der venularen
rollenden Leukozyten nach Trauma noch an. Dies zeigt, dass die Entziindungsreaktion in
einem Gebiet umso schneller eingeddmmt werden kann, je geringer der Schaden ist.

Die Ausgangswerte der venuldren Leukozytenadharenz waren in beiden Gruppen
vergleichbar. Nach 8h erfolgte ein Anstieg der adharenten Leukozyten, der in der Trauma-

Gruppe ausgepragter war. Die Erholung war nach 72h in der Sham-Gruppe vollstandig und
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der Wert war auf dem Ausgangshiveau. In der Trauma-Gruppe wurde der Ausgangswert erst
nach 120h erreicht.

Das Vorkommen adhéarenter Leukozyten nach Trauma ist nicht nur in Venolen bewiesen,
sondern auch in Arteriolen belegt (Menth-Chiari et al., 1998; Amon et al., 2006). lhre Anzahl
ist ebenfalls von der Starke der einwirkenden Kraft abhangig. Die mechanisch ausgelésten
Schaden in Arteriolen und Venolen und die freigesetzten molekularen Botenstoffe
beeinflussen die Auspragung der Entziindungsreaktion (s. Abb. 3). Dies konnte in unserer
Studie bestétigt werden: der Aufprall des 25g schweren Edelstahlzylinders erzeugte eine
starkere und langer anhaltende Entziindungsreaktion als die Manipulation des Deckglases in

der Sham-Gruppe.

AbschlieBend kann man sagen, dass die Starke des Traumas die Ausprdgung des

Mikrozirkulationsschadens und der Entziindungsreaktion bestimmt.

7.3.1.1 Histologie
Es konnten keine signifikanten Unterschiede bei der Ermittlung der Apoptose und der
Leukozyteninfiltration nach 120h ermittelt werden. In der Sham-Gruppe zeigten sich eine
niedrigere Apoptose-Rate und eine geringere Leukozyteninfiltration (s. Kap. 6.1.5, Abb. 18).
Die Tatsache, dass keine signifikanten Unterschiede zu beobachten waren, ist wohl auf die

relativ geringe Grof3e der Stichprobe zurtickzuftihren.

7.3.2 Trauma und Aprotinin

Die Wirkung von Aprotinin auf die Mikrozirkulation nach Weichteiltrauma wurde bis jetzt nicht
untersucht. Aprotinin hatte auf den Mikrozirkulationsschaden nach Trauma einen variablen

Einfluss. Die Auswirkung auf die Entziindungsreaktion war positiv.

Die Aprotinin-Behandlung hatte einen positiven Einfluss auf die Erholung der kapillaren
Perfusion nach Trauma, konnte das initiale Perfusionsversagen aber nicht verhindern (s.
Kap. 6.2.1, Abb. 19.). Die Kapillardichte verhielt sich in beiden Gruppen annahernd gleich. 8h
bis 72h nach Trauma erfolgte eine signifikante Vasodilatation durch die Aprotinin-Gabe. 72h
nach Trauma erreichte die kapillare Blutzellgeschwindigkeit durch die Aprotinin-Behandlung
wieder das Ausgangsniveau und lag nach 120h dariiber. Der gegeniiber dem Ausgangswert
signifikante Rickgang des volumetrischen Blutflusses 8h und 24h nach Trauma konnte

durch Aprotinin vermindert werden und 72h sowie 120h nach Trauma erfolgte durch die
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Aprotinin-Behandlung eine signifikante Hyperperfusion. Zu diesen Zeitpunkten hatte sich der
kapillare volumetrische Blutfluss der Tiere ohne Behandlung noch nicht vollstandig erholt.

Bis jetzt wurde von einer Hemmung der mit Acethylcholin, Bradykinin oder Stickstoffmonoxid
ausgelosten Vasodilatation durch das Polypeptid berichtet (Ulker et al., 2001; Ulker et al.,
2002). Wir hatten daher mit einer Vasokonstriktion, einer Verminderung der Blutzell-
geschwindigkeit und des volumetrischen Blutflusses durch die Aprotinin-Gabe gerechnet, da
Aprotinin ein Protease-Inhibitor ist (s. Kap. 3.3.1). Die bis jetzt verotffentlichten Studien
bezogen sich allerdings nicht auf die Untersuchung von Kapillaren oder Venolen, sondern
immer auf die arteriolaren GefalRe [Aorta, Koronaren]. Die bisherigen Untersuchungen waren
an Ratten, Kaninchen und Schweinen, aber nicht an Mausen durchgefiihrt worden. Es gibt
allerdings Studien, die belegen, dass die Hemmung der endothelabhangigen Vasodilatation
spezies- und konzentrationsabhéangig ist (Steinhoff, 2004; Fischer und Steinhoff, 2005).

Bei der Interpretation der vorliegenden Ergebnisse sollte berlicksichtigt werden, dass laut
Herstellerangaben die Plasmakonzentration von Aprotinin nach 5h sehr gering ist. Man
kénnte in unserem Modell also vermuten, dass die vasokonstriktive Wirkung 8h nach Trauma
schon abgeklungen war. Dabei ist zu bedenken, dass die Injektion in den retrobulbéren
Venenplexus als Bolus verabreicht wurde und dies unmittelbar nach der BL-Mikroskopie und
somit 50-60min vor Trauma erfolgte (s. Abb. 6).

Es konnten weiterfihrende Versuchsreihen mit unterschiedlichen Dosierungen als Bolus und
Infusion durchgefihrt werden. So kdnnte man auf die Studien eingehen, in denen dosis- und
speziesspezifische Reaktionen von Aprotinin bewiesen wurden (Steinhoff, 2004; Fischer und
Steinhoff, 2005). Durch weitere Versuchsreihen mit verschiedenen Medikationszeitpunkten
und schneller aufeinander folgenden Messzeitpunkten mit Bestimmung der Plasma-
konzentration von Aprotinin kénnte man die optimale praventive Dosis fur die Mikro-

zirkulation am Mausmodell ermitteln.

Die arteriolare Mikrohdmodynamik wurde durch die Aprotinin-Behandlung kaum beeinflusst
(s. Kap. 6.2.2, Abb. 20). 8h und 24h nach Trauma trat eine Vasokonstriktion in der
Trauma+Aprotinin-Gruppe auf. Dieser Rickgang war nach 24h signifikant gegeniber dem
Ausgangswert. Die Analyse der arteriolaren Blutzellgeschwindigkeit und des volumetrischen
Blutflusses erbrachte vergleichbare Werte in beiden Gruppen.

Die Ergebnisse bestatigten die Analysen von vorangegangenen Studien. Aprotinin hemmt
tiber Acethylcholin, Bradykinin und NO die vasodilatatorischen Prozesse nach Trauma in den
arteriolaren Gefal3en (s. Abb. 3) (Ulker et al., 2001; Ulker et al., 2002).

Interessant waren detaillierte Untersuchungen bis 5h nach Aprotinin-Injektion, evt. mit
Messung der Plasmakonzentration, um die Pharmakokinetik am Mausmodell besser

nachvollziehen zu kénnen. Nach 5h ist die Plasmakonzentration von Aprotinin laut
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Herstellerangaben stark vermindert. Ein weiterer Versuchsansatz kénnte eine Langzeitstudie
Uber mehrere Tage sein, an denen die Medikation 2-3x taglich verabreicht werden kdnnte.
So kénnte ein Behandlungseffekt Gber die ganze Lange des Mikrozirkulationsschadens und

der Entziindungsreaktion nach Trauma untersucht werden (s. Abb. 1-3).

Die venulare Mikrohamodynamik wurde durch die Aprotinin-Gabe stark beeinflusst (s. Kap.
6.2.3, Abb. 21). Nach 8h imponierte eine signifikante Vasokonstriktion gegeniiber der
Kontrollgruppe. Nach 120h erfolgte eine gegenilber dem Ausgangswert signifikante
Dilatation. Die Verminderung der venularen Blutzellgeschwindigkeit und des volumetrischen
Blutflusses wurde 8h nach Trauma durch die Aprotinin-Gabe signifikant verstarkt. Die
Blutzellgeschwindigkeit konnte sich bis 120h nach Trauma in der Aprotinin-Gruppe nicht
vollstandig erholen. Der volumetrische Blutfluss war in beiden Gruppen 120h nach Trauma
wieder vergleichbar und lag Gber dem Ausgangsniveau.

Zum jetzigen Zeitpunkt liegen keine Studien vor, die die venularen GefélRe nach Aprotinin-
Behandlung untersuchen.

Die Hyperperfusion in beiden Gruppen 72h und 120h nach Trauma kdnnte mit der post-
traumatischen Erholungsphase erklart werden. Dies ist ein wichtiger Mechanismus bei der
Wiederherstellung von physiologischen Bedingungen der Mikrozirkulation nach Trauma (s.
Kap. 7.3.1) (Kiernan, 1976; Yamauchi et al., 1999; Szczesny et al., 2000). Als weitere
Mechanismen kénnen die Ausbildung arterio-vendser Shunts und der ,through-fare-channels'
genannt werden (Hjortdal et al., 1992; Proske et al., 2000).

Die Erholung der venularen Mikrohd&modynamik nach Aprotinin-Behandlung war 120h nach
Trauma noch nicht abgeschlossen. Weiterfiihrende Studien kdnnten die Entwicklung bis zur
vollstandigen Normalisierung mit und ohne Trauma untersuchen. Da es noch keine Studien
zum Verhalten von Kapillaren und Venolen nach Aprotinin-Gabe gibt, konnten so genauere
Aussagen Uber das Verhalten der Mikrozirkulation getroffen werden. Dies erscheint uns in
dem Zusammenhang der Wiederherstellung physiologischer Verhéltnisse wichtig, da wir
vermuten, dass die Normalisierung zuerst in den Venolen erfolgt, bevor sich die kapillare

Perfusion erholen kann (s. Kap 7.3.1).

Die Aprotinin-Gabe reduzierte die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion nach Trauma (s. Kap.
6.2.4, Abb. 22). Das arteriolare Leukozyten-Rolling in der Trauma+Aprotinin-Gruppe war
nach 24h vermindert und nach 72h gegentiber der Kontrollgruppe erhgéht. Nach 120h waren
die Werte in beiden Gruppen und mit ihren Ausgangswerten vergleichbar. Der signifikante
Anstieg der venularen rollenden Leukozyten 8h und 24h nach Trauma wurde durch die
Aprotinin-Gabe vermindert. Die signifikante Erhdhung der venularen Leukozyten-Adhéarenz

8h und 24h nach Trauma wurde durch Aprotinin ebenfalls reduziert.
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Das Polypeptid Aprotinin kann die Leukozytenmigration und die Leukozytenausschuttung der
einzelnen Organe vermindern (Asimakopoulos et al., 2000; Vaporciyan et al., 2004). Es
wurde an Mausen gezeigt, dass der Proteinase-aktivierte Rezeptor 4 wichtig bei dem
Anlocken von Neutrophilen ist (Gomides et al.,, 2012). Dieser kann bis zu 4h nach
Aktivierung mittels Trypsin-Injektion durch die Gabe von Aprotinin gehemmt werden.
Aprotinin vermindert auch auf Basis des Kallikrein-Kinin-Systems die Entziindungsreaktion
(Davis und Whittington, 1995; Yousef und Diamandis, 2001; Menezes et al., 2012).

Da die Hemmung der endothelabhéngigen Vasodilatation durch Aprotinin spezies- und
konzentrationsabhangig ist (Steinhoff 2004; Fischer und Steinhoff, 2005), kénnte es auch die
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion sein. Die in der vorliegenden Studie gewahlte Dosis hat
einen hemmenden Effekt auf die Entziindungsreaktion bis 24h nach Trauma im Mausmodell.
Es konnte das Ziel weiterer Versuchsreihen sein, die Wirkung einer Aprotinin-Behandlung
Uber die ganze Dauer der Entzindungsreaktion zu testen (s. Abb. 2). Dabei kbnnte man das
Verhalten der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion nach mehrmaligen Injektionen/Tag
analysieren, da die Plasmakonzentration von Aprotinin nach 5h sehr gering ist. In einer
weiteren Versuchsreihe konnte die Auswirkung von Langzeitinfusionen im Gegensatz zu

Bolusinjektionen untersucht werden.

7.3.2.1 Histologie

Die histologischen Kontrollen der Apoptose und der Leukozyteninfiltration 120h nach Trauma
zeigten in beiden Gruppen vergleichbare Werte (s. Kap. 6.2.5, Abb. 23). Dies kann man
damit erklaren, dass die Wirkung von Aprotinin 120h nach Trauma - in diesem Modell somit
121h nach Aprotinin-Gabe - abgeklungen war. Die Proben kénnten 24h nach letzter
Medikamentengabe entnommen werden. Es kénnte auch von Vorteil sein, eine gréRere

Anzahl von Versuchstieren auszuwerten.

7.3.3 Trauma, Cooling und SnMP

Die Cooling-Behandlung konnte den initialen Perfusionsschaden und die initiale
Entzindungsreaktion nach Trauma nicht verhindern, bewirkte allerdings eine beschleunigte
Wiederherstellung der physiologischen Verhaltnisse.

Die Inhibition der HO-1 durch Zinnmetalloporphyrin verstarkte den Mikrozirkulationsschaden
und die Leukozyten-Endothelzell-interaktion nach Trauma sowohl gegenlber der

Trauma+Cooling-Gruppe als auch gegeniiber der Trauma-Gruppe.
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Die Cooling-Behandlung hatte einen positiven Einfluss auf die Wiederherstellung der
kapillaren Perfusion nach Trauma, konnte das initiale Perfusionsversagen aber nicht
verhindern (s. Kap. 6.3.1, Abb. 24). In der Trauma+Cooling-Gruppe normalisierte sich die
Kapillardichte am schnellsten. Die Blutzellgeschwindigkeit und der volumetrische Blutfluss
waren 8h und 24h nach Trauma signifikant gegeniber den Ausgangswerten vermindert.
Nach 72h lagen sie wieder auf Ausgangsniveau und somit friher als in der Trauma-Gruppe.
Der Einfluss von Cooling auf die kapillare Perfusion wurde bisher nur wenig untersucht. In
einer der wenigen Studien wurde gezeigt, dass das Cooling auf 8° Uber 30min keinen
bleibenden Einfluss auf die kapillare Perfusion hat (Thorlacius et al., 1998). Wahrend des
Coolings wird die kapillare Perfusion allerdings erheblich beeinflusst. Eine Erklarung fir die
schnellere Wiederherstellung der kapillaren Perfusion durch Cooling nach Trauma kdnnte die
Induzierung des Akute-Phase-Proteins HO-1 durch den hypothermen Stress sein (s. Kap.
3.3.2 und 3.3.3) (da Silva et al., 2001; Rucker et al., 2009). Die positive Wirkung von Cooling
auf die funktionelle Kapillardichte lasst sich vermutlich zum Teil durch die anti-apoptotische
(Botros, Olszanecki et al., 2007) und anti-thrombotische Wirkung (Rucker et al., 2009) der
Hamoxygenase erklaren. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Apoptose von Gefal-
und Muskelzellen nach Trauma und der Gefaldverschluss durch Thromben durch die HO-
Induktion mittels Cooling vermindert werden. Dies kdnnte die schnellere Wiederherstellung
der Blutzellgeschwindigkeit und des volumetrischen Blutflusses erklaren.

Der Kapillardurchmesser zeigte physiologische Schwankungen. Dies la3t sich unter
anderem mit der zeitlichen Distanz von durchschnittlich 7,5h zwischen dem Cooling und der
folgenden Mikroskopie erklaren (Thorlacius et al., 1998). Da die durch das Cooling induzierte
HO-1 den Abbau von Ham katalysiert und dabei u.a. CO entsteht (Wagener et al., 2003),
kénnte auch dies die schnelle Wiederherstellung physiologischer Durchmesser erklaren.

Wir stellen zudem die Vermutung auf, dass Cooling durch eine initiale Vasokonstriktion eine
Extravasation vermindert. Somit liegt weniger Ham vor, das durch die aktivierte
Hamoxygenase abgebaut werden muss und die physiologischen Verhdltnisse kénnen
schneller wieder hergestellt werden. Um den protektiven Mechanismus von Cooling nach
Trauma genauer zu verstehen, konnten weiterfihrende Studien die HO-Konzentration
parallel zu den Mikroskopie-Zeitpunkten bestimmen. So konnte man die Dauer der
Hamoxygenase-1-Wirkung durch Cooling bestimmen. Interessant ware es auch, das

Leakage zu bestimmen, um unsere Hypothese zu Uberprifen.

In der Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe verminderte sich die funktionelle Kapillardichte bis
24h nach Trauma und lag nach 120h noch signifikant unter dem Ausgangshiveau. Der
kapillare GefalRdurchmesser zeigte nach 8h und 72h eine leichte Dilatation, war nach 120h

allerdings mit den anderen Gruppen und dem Ausgangswert vergleichbar. Die kapillare
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Blutzellgeschwindigkeit wurde nach 8h und 24h nicht signifikant vermindert und lag nach 72h
Uber und nach 120h auf dem Ausgangsniveau. Der Abfall des kapillaren volumetrischen
Blutflusses 8h und 24h nach Trauma war nicht signifikant.

Zinn-Metalloporphyrin inhibiert maf3geblich die Hamoxygenase-1 (s. Abb. 3 und Kap. 3.3.3)
(Cannon et al., 1993), ohne mit weiteren Akute-Phase-Proteinen zu interagieren (Berglund et
al.,, 1999). Die geringe Wirkung von SnMP auf das Kapillarbett wurde schon von
Scheingraber et al. 2009 beschrieben. Die deutlich langsamere Wiederherstellung der
Kapillardichte erklaren wir zum Teil mit der in unserer Versuchsreihe relativ haufig
beobachteten Verédung der Kapillaren nach SnMP-Gabe und Blaulicht-Epi-lllumination
(Hintz et al., 1990), obwohl ein Gesichtsfeld nie langer als 1min dem Blaulicht exponiert war
(s. Kap. 5.4). Zudem kann es zu unerwinschten photodynamischen Prozessen mit den
Farbstoffen Rhodamin 6G und FITC-Dextran kommen (Friesenecker et al., 1994; Steinbauer
et al., 2000). Diese Mechanismen kdnnten sich potenziert haben. Das kdnnte den nicht
signifikanten Ruckgang der kapillaren Blutzellgeschwindigkeit und des kapillaren
volumetrischen Blutflusses bis 24h nach Trauma erklaren, da diese in den wenigen
verbliebenen Kapillaren relativ verstarkt wurden. Die Uberschiel3enden Reaktionen der
kapillaren Blutzellgeschwindigkeit, des kapillaren volumetrischen Blutflusses sowie die
leichte Vasodilatation 72h nach Trauma lassen erneut auf eine post-traumatische
Erholungsphase schlieRen (Szczesny et al., 2000). Auch diese war in den wenigen
verbliebenen Kapillaren relativ verstarkt.

Weiterfiihrende Studien sollten nur wenige Parameter erheben, um das Risiko der Verddung

Zu vermindern.

Die arteriolare Mikrozirkulation wurde in beiden Behandlungsgruppen stark beeinflusst (s.
Kap. 6.3.2, Abb. 25). In der Trauma+Cooling-Gruppe erfolgte eine gegeniber dem
Ausgangswert signifikante Vasokonstriktion 8h bis 72h nach Trauma, die in der Trauma-
Gruppe nicht beobachtet werden konnte. Die Blutzellgeschwindigkeit und der volumetrische
Blutfluss lagen 72h nach Trauma und Cooling noch signifikant unter den Ausgangswerten. In
der Trauma-Gruppe war der Unterschied zu den Ausgangswerten nach 72h nicht mehr
signifikant vermindert.

Cooling I6st innerhalb von Minuten Uber die alpha,c-adrenergen Rezeptoren eine
Vasokonstriktion aus (Chotani et al., 2000; Friedman et al., 2009). Die Rezeptoren werden
aus den Golgi-Apparaten sezerniert und Uber das sympathische Nervensystem durch
Norepinephrin (Jeyaraj et al., 2001) oder in Arterien auch durch die Rho/Rho-Kinase aktiviert
(Bailey et al., 2004). Die Vasokonstriktion wird ebenfalls tiber die Sezernierung von reaktiven
Sauerstoffspezies aus Mitochondrien der glatten Muskulatur ausgelost (s. Kap. 3.2.1 und

Abb. 3., s. Kap. 3.3.2). Thorlacius et. al zeigten 1998, dass wahrend des Coolings uber
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30min auf 8°C die arteriolaren GefaRdurchmesser um Uber 40% vermindert werden. Das
Cooling auf 8°C hat ebenfalls einen starken Einfluss auf die arteriolare FlieRgeschwindigkeit
und den volumetrischen Blutfluss. Diese hamodynamischen Verdnderungen sind nach Ende
des Coolings und einer Aufwarmphase von 30min reversibel. In der vorliegenden Studie hielt
der arteriolare Mikrozirkulationsschaden in der Trauma+Cooling-Gruppe langer an als nach
alleinigem Trauma. Dies konnte eventuell mit einer systemischen Auswirkung des Coolings
in der vorliegenden Studie zusammen héangen. Weiterfilhrende Studien kdnnten die optimale
Temperatur und Kihldauer untersuchen, um einen maximalen protektiven Effekt zu erzielen.
Die Korperkerntemperatur der Versuchstiere konnte rektal iiberwacht werden, damit es nicht
zu einer systemischen Beeinflussung kommen kann.

Wie in Kapitel 7.3.1 erklart, |6st ebenfalls die Trauma-Applikation eine Vasokonstriktion aus.
Vermutlich wurden diese Mechanismen durch die direkt anschlieRende Cooling-Behandlung
potenziert. Man koénnte in weiterfihrenden Studien testen, welchen Einfluss die Cooling-
Behandlung hat, wenn man zunachste die reaktive, durch das Trauma ausgeloste

Vasokonstriktion abklingen lasst.

Der arteriolare Gefalddurchmesser in der Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe war bis 72h nach
Trauma leicht vermindert. Die Blutzellgeschwindigkeit wurde starker als in den anderen
beiden Gruppen reduziert und war nach 120h mit etwa 60% gegenuber beiden Gruppen und
dem Ausgangswert signifikant vermindert. Der arterioldre volumetrische Blutfluss war in
dieser Gruppe ebenfalls nach 8h am starksten vermindert und war nach 120h mit 60% noch
signifikant gegeniber dem Ausgangshiveau reduziert.

SnMP hemmt die HO-1. Wir hatten vermutet, dass die protektive Wirkung von Cooling Uber
HO-1 vermittelt wird. Die Wirkungsdauer von SnMP ist nicht bekannt. In unserem Versuch
haben wir SnMP an 2 verschiedenen Zeitpunkten verabreicht (s. Kap. 5.1.3 und Abb. 6). Da
die erste Gabe 14-18h vor der BL-Mikroskopie erfolgte, konnte die Regeneration nach
Kammerpraparation negativ beeinflusst worden sein. Die Ausgangswerte waren in diesem
Fall schwierig zu interpretieren. Das Cooling erfolgte unmittelbar nach der Trauma-
Applikation und somit kurz nach der BL-Mikroskopie. Die zweite ShMP-Gabe erfolgte mit
einem Abstand von 6-10h nach Trauma.

Die Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass der protektive Effekt von Cooling tatsachlich
HO-1-vermittelt ist. Da nach Hemmung der HO-1 die Erholung in der Trauma+Cooling+
SnMP-Gruppe noch langsamer erfolgte als in der alleinigen Trauma-Gruppe, lassen die
Ergebnisse zudem vermuten, dass das Weichteiltrauma sowie die Kammerpraparation als
mechanische Insulte ebenfalls eine Induktion der endogenen HO-1 auslésen. Diese war

durch die erste SnMP-Gabe schon gehemmt worden, weswegen die Regeneration nach
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Kammerpraparation vermutlich verzogert ablief. Weiterflhrende Studien koénnten

kontrollieren, ob die Ergebnisse ohne erste SnMP-Gabe noch signifikanter sind.

Die Werte der venularen Mikrozirkulation der Trauma+Cooling-Gruppe ahnelten denen der
arteriolaren Mikrozirkulation. Das venulére Perfusionsversagen war weniger ausgepragt und
hielt weniger lang an (s. Kap. 6.3.3, Abb. 26). Es zeigte sich eine leichte Vasokonstriktion an
8-72h. Die venulare Blutzellgeschwindigkeit und der venuldare volumetrische Blutfluss
verminderten sich 8-72h nach Trauma und zeigten beide signifikant (berschiel3ende
Reaktionen 120h nach Trauma.

Die schnellere Regenerationsfahigkeit der Venolen beruht, wie in Kapitel 7.3.1 erklart, auf
der geringeren Wanddicke und der geringeren Anzahl an Rezeptoren. Die UberschieRende
Reaktion 120h nach Trauma unterstiitzt unsere Hypothese, dass die Wiederherstellung
physiologischer Verhéltnisse zunéchst in den drainierenden Gefalien erfolgen muss, bevor
die Wiederherstellung der kapillaren Perfusion erfolgen kann. Die Verminderung der
Blutzellgeschwindigkeit und des venularen volumetrischen Blutflusses hielt in der
Trauma+Cooling-Gruppe jedoch bis 72h an. Das war langer als in der Trauma-Gruppe. Dies
unterstreicht die Vermutung, mit dem Cooling eine kritische Hypothermie erzeugt und die
reaktive Vasokonstriktion nach Trauma verstéarkt zu haben. Thorlacius hatte nach einem
Cooling auf 8°C (Uber 30min und einer Aufwarmphase von 30min die unmittelbare

Normalisierung der venularen Mikrozirkulation angegeben.

Die Werte in der Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe waren ebenfalls vergleichbar mit denen
der arteriolaren Mikrozirkulation, ohne dass Signifikanzen ermittelt werden konnten. Dabei
muss man bertcksichtigen, dass die Interpretation der Ausgangswerte durch die zweizeitige
SnMP-Gabe erschwert wurde.

Es wurde eine leichte venuldare Vasokonstriktion gemessen, die bis 120h nach Trauma
anhielt. Dies konnte mit der phototoxischen Eigenschaft nach Porphyrin-Gabe im
Zusammenhang mit der dinneren Wanddicke der Venolen erklart werden (Hintz et al.,
1990). Dieses Phanomen kodnnte durch unerwiinschte photodynamische Prozesse mit den
Farbstoffen Rhodamin 6G und FITC-Dextran potenziert worden sein (Friesenecker et al.,
1994; Steinbauer et al., 2000). Da die Blockierung von HO-1 den Abbau von Ham zu CO
vermindert (s. Kap. 3.3.3), kénnte dies ebenfalls eine trauma- und Cooling-bedingte
Vasokonstriktion unterhalten (s. Kap. 7.3.1) (Chotani et al., 2000; Wagener et al., 2003;
Amon et al., 2006; Friedman et al., 2009).

Da die Erholung der erhobenen venularen Parameter in der Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe

langsamer als in den anderen beiden Gruppen erfolgte, bestatigen die Ergebnisse ebenfalls,
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dass der protektive Effekt von Cooling HO-1-vermittelt ist und dass ein mechanischer Insult

eine endogene HO-1-Induktion bewirkt.

Cooling beeinflusste die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion nach Trauma im Gegensatz zur
Trauma-Gruppe positiv (s. Kap. 6.3.4, Abb. 27). Das arteriolare Leukozyten-Rolling zeigte
nach 8h leicht erhéhte Werte, war nach 120h allerdings am niedrigsten. Das venulare
Leukozyten-Rolling und die venuldre Leukozyten-Adharenz zeigten keinen signifikanten
Anstieg 8h und 24h nach Trauma trotz leicht erhdhter Ausgangswerte.

Verschiedene Studien belegen die positive Auswirkung von Cooling und milder Hypothermie
auf die Entziindungsreaktion (s. Abb. 3). Milde Hypothermie vermindert die Wirkung von
TFN-alpha (Westermann et al., 1999), verzdgert die Ausschiittung von proinflammatorischen
Zytokinen (Kimura et al., 2002; Diestel et al., 2008), scheint aber die IL-6-Sekretion zu
erhdhen (Diestel et al., 2008). Cooling konnte die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
vermindern. Um die optimale therapeutische Temperatur und Kihldauer zur Pravention
respektive zur Behandlung von Entziindungsreaktionen nach Trauma zu ermitteln, sollten

unbedingt weitere Studien durchgefihrt werden.

In der Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe stieg das arteriolare Leukozyten-Rolling bis 24h nach
Trauma stark an. Beim venularen Leukozyten-Rolling verlief der Anstieg langsam bis 120h
nach Trauma. Die venulare Leukozyten-Adharenz war bis 24h nach Trauma signifikant
gegeniber BL erhoht, lag nach 120h aber wieder circa auf Hohe ihres Ausgangshiveaus.

Wir hatten erwartet, dass die Entziindungsreaktion durch die Hemmung des Akute-Phase-
Proteins HO-1 anhand SnMP verstarkt und verlangert wird (s. Kap. 3.3.3). Dies wurde in der
vorliegenden Studie bestétigt. Da Ham nicht mehr zu Bilirubin abgebaut werden kann, liegt
es ungebunden vor. Durch die Anreicherung von Sauerstoffradikalen wirkt es toxisch und
halt Entziindungsreaktionen aufrecht (Balla et al., 1993; Wagner et al., 2000).

Die Abbauprodukte von Ham sind Biliverdin und Bilirubin (Dennery et al., 1995; Overhaus et
al., 2006). Weitere Degradationsprodukte sind Kohlenstoffmonoxid und Eisen. Alle diese
katabolen Produkte kénnen in grofen Mengen, wie auch Ham, potentiell zytotoxisch sein
(Wagner et al., 2000).

Auch diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der protektive Effekt des Coolings bei der

Leukozyten-Endothelzell-Interaktion HO-1-vermittelt ist.

7.3.3.1 Histologie
Die histologischen Kontrollen der Apoptose und der Leukozyteninfiltration 120h nach Trauma

zeigten keine signifikanten Unterschiede in den drei Gruppen (s. Kap. 6.3.5, Abb. 28). Die
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Apoptose-Rate war jedoch in der Trauma+Cooling+SnMP-Gruppe leicht gegentber den
anderen Gruppen vermindert. Dieses Ergebnis kénnen wir zum jetzigen Zeitpunkt nicht
interpretieren. Wie schon erwahnt missen weiterfihrende Studien angeschlossen und
gréRere Fallzahlen fur die histologische Auswertung herangezogen werden, um genauere
Aussagen treffen zu kdnnen.
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8.Schlussfolgerung

8.1.1 Trauma

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie unterstitzen die Hypothese, dass das Ausmalf der
kinetischen Energie eines Weichteiltraumas einen direkten Einfluss auf das Ausmall des
Mikrozirkulationsschadens hat. Dies erklart die Ergebnisse nach Deckglasmanipulation.

Die Wiederherstellung physiologischer Verhaltnisse erfolgt nach einer post-traumatischen
Erholungsphase. Wir vermuten, dass das venulare GefalRsystem zuerst einen Grof3teil seiner
Funktion wiederherstellen muss, bevor sich die kapillare Perfusion vollstdndig normalisieren
kann. Diese Prozesse laufen umso schneller ab, je geringer das Trauma ist.

Die Ergebnisse dieser Studie bestatigen zudem, dass ein Weichteiltrauma eine
Entziindungsreaktion in Arteriolen und Venolen auslost. Die Auspragung der Immunantwort

ist von der Starke des Weichteiltraumas abhangig.

8.1.2 Trauma und Aprotinin

Die Wirkung von Aprotinin auf die Mikrozirkulation wurde bis jetzt nicht untersucht. Die
vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass Aprotinin den Mikrozirkulationsschaden nach
Weichteiltrauma nicht verhindern, diesen aber zum Teil positiv beeinflussen kann. Die
kapillare Regeneration erfolgte deutlich schneller und die Antwort der arteriolaren
Mikrozirkulation &hnelte derjenigen der Trauma-Gruppe. Die venuldre Regeneration wurde
negativ beeinflusst. Die in der vorliegenden Studie gewahlte Dosis konnte die
Entzindungsreaktion 24h lang positiv beeinflussen. Die Aprotinin-Gabe ist somit ein

vielversprechender Ansatz fiir eine protektive Therapiemaf3nahme bei Weichteiltrauma.

8.1.3 Trauma, Cooling und SnMP

Cooling kann die Mikrozirkulation und die Entzindungsreaktion nach Trauma positiv
beeinflussen. Als wesentlichen Mechanismus vermuten wir die Aktivierung der
Hamoxygenase-1.

Wir schlagen vor, die Cooling-Applikation mit verschiedenen Temperaturen und/oder tber
einen kiirzeren Zeitraum zu testen. Wir empfehlen die Uberpriiffung der Korper-
kerntemperatur mit Hilfe einer Rektalsonde. Der zeitliche Abstand des Coolings zur Trauma-

Applikation kénnte variiert werden, um die reaktive Vasokonstriktion nach Trauma nicht zu
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potenzieren. So kénnte die optimale therapeutische und praventive Kihltemperatur und -

dauer ermittelt werden.

Die Resultate der vorliegenden Studie belegen, dass sich die Hemmung der HO-1 durch
SnMP negativ auf die Mikrozirkulation und die Entztiindungsreaktion auswirkt.

Die Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass die protektive Wirkung von Cooling tber eine
HO-1-Induktion vermittelt wird. Nach Blockierung der HO-1 durch SnMP war die Erholung
der erhobenen Parameter ebenfalls gegeniiber der alleinigen Trauma-Gruppe verlangsamt.
Wir vermuten daher, dass die endogen nach Trauma induzierte Hamoxygenase Gewebe-

protektiv ist.
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9.Verzeichnis der Abklrzungen

a.Chr.n. ante Christum natum

AHA Amercian Heart Association

ANOVA Analysis of variance

BART Blood conservation using Antifibrinolytics: A randomized

trial in High-Risk Cardiac surgey Patients

BfArM Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte
BL Baseline

C Celsius

ca. circa

CAE Chloracetatesterase

CARS Compensatory anti-inflammatory response syndrome
CCD charge coupled device

cm Zentimeter

cm2 Quadratzentimeter

CcO Kohlenmonoxid

CRP C-reaktives Protein

d Tag(e)

DMSO Dimethylsulfoxid

DVD Digital Versatile Disc

eNOS endotheliale Stickstoff-Synthase

FDA Food and Drug Administration

Fe?" Eisen

FITC Fluoreszein-lsothiozyanat

g Gramm

h Stunden

HO Hamoxygenase

HPF High power field

IE Internationale Einheit

IL Interleukin

ILCOR International Liaison Committee on Resuscitation
iINOS induzierbare Stickstoff-Synthase

J Joule

kg Kilogramm

KG Korpergewicht
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KKT

mg
MG
min

ml

mm
MODS
MOV
MW

n.a.
NaCl
nm
NO
p. T.
S
SEM
SIRS
SnMP
SnPP
TGF

TNF

u.a.
UV-Licht
VS.

W

ZnMP
ZnPP

um

Verzeichnis der Abklrzungen

Korperkerntemperatur
Quadratmeter

Milligramm

Molekulargewicht

Minuten

Milliliter

Millimeter

Multiple organ dysfunction syndrome
Multiorganversagen

Mittelwert

Anzahl

Numerische Apertur

isotone Kochsalzlésung
Nanometer

Stickstoffmonoxid

post Trauma

Sekunden

Standardfehler des Mittelwerts
Sytemic inflammatory response syndrome
Zinn-Metalloporphyrin
Zinn-Protoporphyrin
transforming growth factor = transformierender
Wachstumsfaktor
Tumornekrosefaktor

unter anderem

Ultraviolettes Licht

versus

Watt

Zink-Metalloporphyrin
Zink-Protoporphyrin

Grad

Mikrometer
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Unsere wissenschaftliche Arbeit wurde 09/2008 auf den 12. Chirurgischen Forschungstagen
in Freiburg, Deutschland, vorgestellt:
Impact of local cooling on microcirculatory dysfunction and leukocytic
inflammation after soft-tissue trauma
C. Heinen, M. Amon, S. Dold, M.W. Laschke and M.D. Menger
Institute for Clinical & Experimental Surgery, University of Saarland, Homburg/Saar,

Germany

Zudem wurde sie 09/2010 auf den 14. Chirurgischen Forschungstagen in Rostock,
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