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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Der traumatisch-hdmorrhagische Schock ist die Folge eines akuten, starken Blutverlustes
nach einem Trauma und die hédufigste Todesursache in der Altersgruppe unter 45 Jahren.

[52, 118]

30-40% der Todesfélle durch ein Trauma sind auf nicht stillbare Blutungen in der akuten
bzw. praklinischen Phase des himorrhagischen Schockes (<24-48h) zuriickzufiihren. Zudem
fiihrt die Minderperfusion vitaler Organsysteme zu Gewebehypoxie. Hypoxie ist direkter
Ausloser einer systemischen Entziindungsreaktion, die im Verlauf zu Multiorganversagen
fiihren kann und fiir hohe, ,,spite* (>48h) Mortalitdtsraten verantwortlich ist [3, 42]. Auch
die therapeutische Wiederherstellung des Blutflusses und damit die Reperfusion des
hypoxischen Gewebes konnen zu einer Verstiarkung der hyperinflammatorischen Reaktion
durch oxidativen und nitrosativen Stress fithren [3, 91]. Die Aufrechterhaltung einer
addquaten Sauerstoffversorgung im Gewebe und damit das Aufhalten dieser Kaskaden ist

demnach das oberste Ziel in der notfallmedizinischen Versorgung.

Trotzdem raten Leitlinien derzeit zum Einsatz von moglichst niedrigen inspirativen
Sauerstoffkonzentrationen [4]. Grund dafiir sind die seit iiber einem Jahrhundert bekannten
toxischen Eigenschaften von Sauerstoff [1, 19]. Hyperoxie fiihrt zur Bildung radikaler
Sauerstoffspezies, triggert Entziindung und beeintrichtigt die Oxygenierung des Blutes in
der Lunge durch Shunt-Bildung [23, 32, 49]. Zudem scheint Hyperoxdmie nach
Kreislaufstillstand ein unabhingiger Risikofaktor fiir eine verschlechterte neurologische

Erholung und Mortalitdt zu sein [54, 98].

Es fillt jedoch auf, dass deletdre Effekte hoher Sauerstoffkonzentrationen erst nach ldngerer
Expositionsdauer (>24h) und/oder bei Einsatz schadlicher Beatmungsdriicke auftreten [15,
111]. Ein kurzzeitiger Einsatz (12-48h) in Kombination mit einer lungenprotektiven
Beatmung scheint keine negativen, ja sogar positive Effekte auf das Schockgeschehen zu

haben [8, 11, 18, 32, 41, 54, 123].

So konnte gezeigt werden, dass Hyperoxie auch bei reduziertem Hidmoglobingehalt der
Hypoxdmie und Gewebehypoxie entgegen wirkt [53]. In verschiedenen Schockmodellen
wurden positive Effekte auf den Kreislauf und eine daraus resultierend verbesserte

Organfunktion und verminderte Gewebsnekrose, sowie antiinflammatorische Wirkungen
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nachgewiesen. In eigenen Studien an Schweinen in septischem Schock konnten

antiapoptotische und antibiotische Effekte gezeigt werden [8, 11, 41].

Die ohnehin spérliche Literatur steht der Frage zum Einsatz einer Beatmung mit 100%igem

Sauerstoff wihrend der akuten Phase des hdmorrhagischen Schockes ambivalent gegeniiber.

Diese prospektive, randomisierte Studie diente der Uberpriifung der Frage, ob eine
24stiindige Beatmung mit 100%igem Sauerstoff in der akuten Phase nach himorrhagischem
Schock an einem klinisch relevanten Grofitiermodell, den oxidativen und nitrosativen Stress
verringern, und damit der Entstehung einer systemischen Entziindungsreaktion und eines

Multiorganversagens entgegen wirken kann.

Durchgefiihrt wurden die Experimente an Schweinen, die aus einer Kreuzung aus Tieren der
Stimme Bretoncelles, Meishan und Willebrand (BMW-Schweine) hervorgingen. Das
Schwein ist dem Organismus des Menschen in vielerlei Hinsicht sehr dhnlich. Ein
entscheidender Unterschied ist die fiir Schweine sonst typische Neigung zur
Hyperkoagulabilitit. Durch einen genetischen Defekt entfdllt dies bei der hier gewihlten
Kreuzung, wodurch eine moglichst genaue Simulation der pathophysiologischen
Mechanismen des hdmorrhagischen Schockes im Menschen ermdglicht werden sollte. Um
eine Ubertragbarkeit dieser priklinischen Studie auf die Klinik im Sinne eines
translationalen Ansatzes zu ermdglichen, werden die Tiere in der institutseigenen Groftier-

Intensivstation betreut.
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1.1 Himorrhagischer Schock

Als Schock wird eine kritische Minderdurchblutung vitaler Organsysteme bezeichnet, die zu
einem Missverhiltnis zwischen Sauerstoffangebot und —nachfrage im Gewebe fiihrt [7, 122]
Ein Verlust von mehr als 15% des Blutvolumens innerhalb einer halben Stunde fiihrt in der
Regel zum klinischen Bild eines Schockzustandes, welches durch folgende diagnostische

Kriterien gekennzeichnet ist:

- Absinken des MAP unter 70mmHg, assoziiert mit reflektorischer Tachykardie
- Klinische Anzeichen einer Minderperfusion peripherer Gewebe (Kalt-schweillige,
zyanotische Gliedmallen, Absinken der Urinproduktion auf <0,5ml/kgKG/h,
neurologische Ausfille und Verwirrtheit, bis hin zur Bewusstlosigkeit)
- Umstieg der Zellen auf anaeroben Metabolismus, zu erkennen am Anstieg des Blut-
Laktatlevels >1,5mmol/l [64, 122]
Das oberste Ziel der Kompensationsmechanismen ist eine effiziente Durchblutung von Herz
und Gehirn [48]. Der Blutdruckabfall bewirkt die Ausschiittung von Katecholaminen, die
zum einen die Herzfrequenz und so das Herzzeitvolumen erhoht und zum anderen eine
periphere Vasokonstriktion nach sich zieht. Die unterschiedliche Verteilung der
Adrenozeptoren bewirkt eine Zentralisation des Blutvolumens zu Gunsten von Herz und
Gehirn was zu Lasten der anderen Organe und GliedmaBlen geht [44]. Vendse

Vasokonstriktion bewirkt einen vermehrten Riickstrom aus den Kapazitiatsgefafien [48].

Auf mikrozirkulatorischer Ebene zieht die Vasokonstriktion zusétzlich zur Hypotension
einen weiteren Abfall der Gewebeperfusion nach sich und damit der Versorgung mit
Sauerstoff und energiereichen Substraten [3]. Die so entstehende Sauerstoffschuld des
Gewebes scheint eine entscheidende Variable flir den Schweregrad des hdmorrhagischen
Schockes und die Wahrscheinlichkeit eines hieraus entstehenden Multiorganversagens zu
sein. Die Messung der Sauerstoffschuld selbst ist erschwert, Werte wie Laktat, Base excess

(BE) und pH im arteriellen Blut scheinen jedoch geeignete Parameter zu sein [7, 97].
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Abbildung 1 Himorrhagischer Schock: Vereinfachte schematische Darstellung der zusammenhingenden
Abldufe im Organismus. In Anlehnung an Angele et al. (2008) [3].

1.1.1 Oxidativer und nitrosativer Stress

Oxidativer und nitrosativer Stress tragen wesentlich zur Dekompensation nach Ischdmie-/

Reperfusions-Sequenz bei [26].

Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffradikale sind instabile Molekiile mit ungepaarten
Elektronen, die leicht mit anderen Molekiilen reagieren, um selbst einen stabilen Zustand zu
erreichen [74]. In der mitochondrialen Atmungskette entsteht das Superoxid-Radikal(O2)
als Nebenprodukt durch die Ubertragung eines Elektrons auf ein Sauerstoffmolekiil, anstatt
auf den nichsten Reaktionspartner der Kette. Diese Bildung von Superoxid (O2") wird durch
zelluldre Hypoxie und Oxidantien-vermittelte Schidden an Mitochondrien verstéarkt. Grof3e
Mengen an O- werden zudem iiber die NADPH-Oxidase der Endothelzellen und
einwandernden Leukozyten durch die Ubertragung eines Elektrons von NADPH auf ein
Sauerstoffmolekiil im ischdmischen Gewebe gebildet. Dieser Mechanismus dient

normalerweise der Abwehr von Mikroorganismen, also dem Schutz des Organismus [88].

Ein weiteres Beispiel fiir ein Radikal stellt Stickstoffmonoxid (NO) dar. Im Endothel wird
NO durch NO-Synthasen aus L-Arginin unter dem Verbrauch von O, und NADPH gebildet.

4
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Als Gasotransmitter kann NO {iber die Membran diffundieren und so den umliegenden
glatten Muskelzellen das Signal zur Relaxation vermitteln. In der akuten Phase des
hdamorrhagischen Schockes wird die Produktion von NO als Reaktion auf die
schockassoziierte Vasokonstriktion rasch gesteigert. Spater wird dieser Prozess vor allem

durch proinflammatorische Zytokine unterhalten [40].

Normalerweise steht die physiologische Bildung von radikalen Sauerstoff- (ROS) und
Stickstoffspezies (RNS) im Gleichgewicht mit antioxidativen Valenzen [105]. Die wéahrend
der Ischdmiephase entstehende Gewebe-Hypoxie steigert jedoch die Bildung von ROS und
RNS und antioxidative Valenzen werden aufgebraucht. In der anschlieBenden
Reperfusionsphase kommt es zu einer Verstirkung der Gewebeschiden und dadurch zu
resultierenden Organfehlfunktion [36]. Eine bedeutende Rolle wird hierbei den radikalen
Sauerstoffspezies zugeschrieben, die in kleinen Mengen bereits wiahrend der Ischdmie-Phase
gebildet werden, jedoch in groBer Anzahl durch die Reperfusion und damit die Versorgung
von zuvor hypoxem Gewebe mit Sauerstoff anfallen [62]. Werden die Kapazitit der
antioxidativen Valenzen und die Reparaturmoglichkeiten der Zelle iiberschritten, kommt es
zu Schéden an Proteinen, Membranlipiden und DNA. Schiden an den Zellmembranen, vor
allem des Endothels, filhren zum Verlust der Barrierefunktion und konsekutiv zu
Fliissigkeitsverlust in das Interstitium. Es ist zudem bekannt, dass oxidativer Stress durch
verstirkte Sekretion proinflammatorischer Molekiile aus aktivierten Makrophagen direkt
eine Immunsystemaktivierung nach sich zieht [93]. Inaktivierung endogener Katecholamine
durch Oxidierung, sowie das Herabsetzen der Sensibilitit des Endothels gegeniiber
Noradrenalin, verstdrken die Hypotension [38, 88]. Gesteigerte Produktion von NO und
Versagen der Atmungskette fithren schlieBlich zu myokardialer Depression [131]. Durch
den therapeutischen Einsatz von Katecholaminen, wie zum Beispiel Noradrenalin wird die

Bildung von Superoxid Radikalen verstarkt [81, 102].

Vor allem fiir periphere Gewebe, wie die Niere spielt die Bildung von Radikalen im Schock
eine wichtige Rolle. Hier sind sicher nicht allein die radikalen Sauerstoffspezies fiir eine
Dekompensation nach Ischdmie-/Reperfusions-Trauma verantwortlich. In verschiedenen
Tierstudien konnte die dauerhafte Reduktion der Nierenfunktion jedoch durch die
systemische Gabe von antioxidativen Valenzen, wie z.B. der Superoxid Dismutase, deutlich

reduziert werden [20, 26, 132].
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1.1.2 Entziindungsreaktion

Bezeichnend fiir das Schockgeschehen ist eine Aktivierung des angeborenen und adaptiven
Immunsystems, unabhéngig davon, ob ein Trauma zugrunde liegt oder die Himorrhagie in
einer sterilen Umgebung stattfindet [28]. Die Tatsache, dass der Mangel an Sauerstoff eine
Entziindungsreaktion im gesamten Korper auslost, ist allgemein akzeptiert. Patienten mit
Hohenkrankheit oder nach Organtransplantationen beispielsweise zeigen hohe Zytokinlevel
im Serum und Verschiebung von Fliissigkeit in den 3. Raum, was zu einem pulmonalen und

zerebralen Odem fiihren kann [28].

Hypoxie flihrt iiber die Aktivierung von Sauerstoff-regulierten Kaskaden, wie dem Hypoxie-
induzierten Faktor (HIF-lo/-1B), zur Expression verschiedener pro-inflammatorischer
Mediatoren, wie z.B. des nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
(NFxB). NF«kB liegt in der ruhenden Zelle inaktiv vor. Durch Aktivierung der Zelle
transloziert es in den Kern, wo es selbst als Transkriptionsfaktor fiir einige inflammatorische
Gene wirkt, unter anderem auch fiir TNFo [28]. TNFa trdgt malgeblich zur Hypotonie,

Laktatazidose und respiratorischen Insuffizienz bei.

Neben den mechanischen Schiden durch das Trauma fiihrt auch die Hypoxie zum Zelltod
im Gewebe. Nekrotische Zellen sind hoch immunstimulierend und Komplement-

aktivierend.

Die Reperfusion des Gewebes fiihrt zur Einwanderung einer groflen Zahl von Immunzellen,
wie Makrophagen und Leukozyten. Diese tragen ihrerseits durch Ausschiittung von Lipasen,
Proteasen, sowie reaktiver Sauerstoffspezies zur Schidigung des Gewebes bei. Wihrend der
Reperfusionsphase kommt es schlagartig zur Ansammlung grofer Zellmengen [26].

Messbar sind diese Vorgédnge, durch einen Anstieg von Zytokinen im Blut [28].

Durch gegenseitige Aktivierung und Potenzierung entwickelt sich eine iiberwéltigende,
autodestruktive Immunantwort mit hohen Zytokin-Konzentrationen. Eine verzogerte
Inaktivierung dieser Vorgénge miindet schlieBlich in Immunsuppression und einer damit
erhohten Anfilligkeit fiir Sekundarinfektionen. Die Entwicklung eines Akuten
Lungenschidigungs-Syndroms und eines Multiorganversagens mit hohen Mortalitédtsraten

konnen die Folge sein [3].
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1.2 Die Niere im himorrhagischen Schock

Ischdmie ist eine wichtige Ursache fiir akutes Nierenversagen (ANV) bei Erwachsenen und
eine schwere Komplikation des hdmorrhagischen Schocks [127]. Das ANV ist mit einer
Mortalitit von 50-80% und einer Dialysepflicht von etwa 10% unter den Uberlebenden
assoziiert [65, 105]. Klinisch definiert ist akutes Nierenversagen durch Abfallen der
Urinproduktion (<0,5ml/kgKG/h) und den Anstieg des Kreatininwertes im Blut [105, 122].
Diese Kriterien werden in der RIFLE-Klassifikation (Risk, Injury, Failure, Loss, End stage

kidney disease) zur Stadieneinteilung herangezogen [9].

Diese besondere Empfindlichkeit des Nierengewebes gegeniiber ischdmischen Ereignissen
hat mehrere Griinde. In Ruhe erhalten die Nieren zusammen etwa 20% des
Herzzeitvolumens und zdhlen damit zu den am stirksten durchbluteten Organen des
Korpers. Der hdmorrhagische Schock fiihrt zu einer Reduktion der Durchblutung im
Nierengewebe bis auf 5-10% des Normalwertes [91].

Durch die komplexe Anordnung des renalen GefaB3systems ergibt sich ein Sauerstoffgradient
von der Rinde in Richtung der Papillen [108]. Aus den Vasa efferentes der Glomeruli an der
Mark-Rinden-Grenze entspringen die Artereolae rectae, die wiederum strahlenformig in
Richtung der Papille ziehen. Sie versorgen das Mark und gehen dann U-férmig in die Venae
rectae liber. Durch eine Parallelschaltung dieser GefdBabschnitte mit dem Pars rectae des
Tubulussystems kann ein Diffusionsgradient aufgebaut werden, der fiir die
Harnkonzentration und den Sauerstoffaustausch essentiell 1ist. FEine adiquate
Gewebeoxygenierung des Markes hingt also von einer guten Durchblutung der Rinde ab.
Trotzdem betrdgt auch unter physiologischen Bedingungen der Anteil der

Nierendurchblutung, der ins Mark gelangt, nur etwa 10% [65].

Die Zellen jedes Bereiches haben ihren Metabolismus an das Sauerstoffangebot in ihrer
Mikroumgebung angepasst [108]. Besonders anfillig fiir hypoxische Ereignisse sind die
Zellen der korticomedulldren Ubergangszone und die Tubuluszellen. Auf Grund ihrer
Abhiéngigkeit von aerober Glykolyse besteht hier ein besonders hoher Sauerstoffbedarf
[105].

Erschopfung der Energiereserven fiihrt zu einem Kollaps verschiedener energieabhéngiger
Systeme, wie z.B. der Ilonenpumpen, was zu drastischen Verdnderungen der

Elektrolytkonzentrationen innerhalb der Zelle fiihrt [68]. Vor allem der Anstieg der
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Kalzium-Konzentration hat deletére Effekte. Durch Umorganisation von Membranproteinen
wie z.B. der Na'-/K"-ATPase kommt es zum einen zum Verlust der Zellpolaritit und zum
anderen zu verminderter Na+-Absorbtion im proximalen Tubulus. Natrium wird stattdessen
im distalen Tubulus aufgenommen und fiihrt durch eine Feedback-Schleife zu
praglomerulérer arterioldrer Vasokonstriktion, sodass der Blutfluss weiter gedrosselt wird.
Zusammen mit den Transportern 16sen sich auch z.B. Integrine ab, wodurch die Zelle den
Kontakt zu der Basalmembran verliert. Zellen werden mit dem Urin hinausgespiilt oder
verstopfen die Glomeruli, was zu Riickstau und weiterer Abnahme der glomeruldren
Filtrationsrate fiihrt. Die geschéddigten Zellen exprimieren Chemokine, Zytokine und

Adhésionsmolekiile flir Leukozyten, was zu einer Verstirkung der Entziindung beitrigt.

Intrarenale Vasokonstriktion wird durch das aktivierte Renin-Angiotensin-System verstérkt.
Auch das geschidigte Endothel gibt Endothelin frei und kann gleichzeitig die Produktion

vasodilatatorischer Mediatoren wie NO und Prostaglandine nicht aufrechterhalten.

Reperfusion kann schlielich zu noch stirkerer Beeintrachtigung des Gewebes fiihren. Die
Entziindung wird durch Zufluss von Leukozyten, Plasmaproteinen und aktiviertem
Komplement verstirkt [63]. Zytoskelettale Schidigung, Azidose, Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies und die Aktivierung proteolytischer und phospholipolytischer Wege sind
die Folge. Histologisch erkennbar sind geschwollene Zellen, abgeldste Zellen im
Tubuluslumen, Proteinzylindern aus Tamm-Horsfall Protein, unter Umstdnden Himoglobin

und anderen Plasmaprotein und schlieBlich Apoptose und Nekrose [63, 68].

1.2.1 H:S-Metabolismus: ein sauerstoffsensitives System

Ahnlich wie Stickstoffmonoxid (NO) und Kohlenmonoxid (CO) ist Schwefelwasserstoff
(H2S) ein Gasotransmitter im menschlichen Korper und spielt eine wichtige Rolle in der
Vasorelaxation und in inflammatorischen Kaskaden [16, 90]. Es wurden ihm sowohl pro-,
als auch antiinflammatorische Eigenschaften nachgewiesen [22, 27, 126, 133]. Weiterhin
wurde gezeigt, dass H>S zum einen selbst als Antioxidans wirkt, zum anderen aber auch die

Kreisldufe anderer Antioxidantien wie beispielsweise Glutathion reguliert [126].
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Normoxia Hypoxia

Abbildung 2 Schematische Darstellung der sauerstoffabhiingigen Bildung von Schwefelwasserstoff
(H2S). Mit freundlicher Genehmigung des Journal of Experimental Biology [86]

Es sind 3 Enzyme bekannt, die eine wesentliche Rolle in der H>S-Produktion spielen:
Cysthationin-y-Lyase (CSE), Cystathionin-B-Synthase (CBS) und 3-Mercaptopyruvat
Sulfurtransferase (MST). Es wurde gezeigt, dass die Expression von CBS und CSE
gewebsspezifisch ist: CBS wird vor allem im Gehirn exprimiert, wihrend CSE im gesunden
Organismus in peripheren Geweben wie der Niere konstitutiv nachweisbar ist Es wurde
gezeigt, dass die Expression von CSE im Nierengewebe essenziell fiir die Aufrechterhaltung
der Nierenfunktion im Schockgeschehen ist. Das Mal} einer Reduktion der Expression
korrelierte mit der Einschriankung der Nierenfunktion [77]. MST wurde erst vor wenigen
Jahren entdeckt. Bisher ist jedoch noch nicht erwiesen, ob es tatsdchlich auch einen

relevanten Beitrag zur H>S-Produktion bei Sdugern leistet [90].

Olson et al. postulierten den H>S- Metabolismus als sauerstoffsensitives System. CSE
generiert HoS aus L-Cystein im Zytosol. Steht Sauerstoff zur Verfligung, wird HoS
anschlieBend in den Mitochondrien zu SOs* und SO4* (Sulfit und Sulfat) oxidiert. Ist das
Sauerstoffangebot zu gering, ist dieser Schritt nicht mdglich und die H,S-Konzentration
steigt. Somit ergibt sich ein gegensétzliches Verhéltnis von Sauerstoffangebot und H»S-
Konzentration im Gewebe. Interessanterweise scheint das Enzym sogar selbst eine
sauerstoffabhingige Untereinheit zu besitzen [86]. Bisher gibt es jedoch kaum Daten iiber

einen Zusammenhang der Expression dieser Enzyme und Hyperoxie [77].

Ein MaB fiir die Auswirkung von Hyperoxie auf das Gewebe soll neben der Immunhistologie
unter anderem die Expression des Schwefelwasserstoff-(H.S)-generierenden Enzyms

Cysthationin-y-Lyase (CSE) sein.
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1.3 Hyperoxie

Sauerstoff ist fiir jede Zelle des Korpers essentiell. Die deletiren Effekte der Hypoxdmie und
Gewebehypoxie wurden bereits erwidhnt: Sauerstoffmangel ist Ursache fiir Azidose,
oxidativen und nitrosativen Stress, sowie direkter Ausloser einer lokalen und systemischen
Entziindung [3, 88]. Es kommt zu kritischer Reduktion der intrazelluldren
Sauerstoftkonzentration, was die mitochondriale Funktion beeintrichtigt und so zelluldre
Abléufe und die Integritit der Zellmembranen stort. Das Ausmall der Gewebehypoxie und
der folgenden Prozesse beeinflusst entscheidend den Outcome des hdmorrhagischen

Schockes [11].

In der Klinik und vor allem in Notfalleinsdtzen wird Sauerstoff ubiquitdr eingesetzt. Auch
in der eingeschrinktesten Ausriistung ist Sauerstoff in der Regel vorhanden, als Atemgas
leicht zu dosieren und vergleichsweise giinstig [10]. Die logische Konsequenz erscheint
daher die Erh6hung der Sauerstoffzufuhr. Die Erhohung der Sauerstoffkonzentration in der
Atemluft wird allerdings in der Literatur kontrovers diskutiert. Grund hierfiir sind die seit
iiber einem Jahrhundert bekannten toxischen Eigenschaften von Sauerstoff [15, 19].
Sauerstoff ist ein potenter Vasokonstriktor und fithrt nachweislich zu verminderter Perfusion
von peripherem Gewebe [25, 87, 100]. Da es im Schockzustand bereits zu Minderperfusion
in der Peripherie und schlieBlich in lebenswichtigen Organen kommt, wére eine weitere
Senkung der Durchblutung deletér[23]. In der Tat bewirkt eine Beatmung mit 100%igem
Sauerstoff einen Anstieg des Blutdruckes durch periphere Vasokonstriktion und

nachfolgend zu einer Abnahme von Herzfrequenz und Herzzeitvolumen [23, 32].

Die Auswirkungen von Hyperoxie auf regionale Gefa3betten sind noch wenig erforscht. Es
wurde unter stabilen himodynamischen Bedingungen jedoch gezeigt, dass der Blutfluss in
Gehirn, Koronarien und Extremititen unter hyperoxischen Bedingungen sinkt. Als
Mechanismus dahinter wird die Reduktion der Bioverfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid

durch Sauerstoffradikale vermutet [78].

Hohe Sauerstoffkonzentrationen verstirken die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. In der
durch Hyperoxie ausgeldsten Entziindungsreaktion, produzieren aktivierte Makrophagen,
Thrombozyten und Neutrophile groe Mengen ROS. [49]. Hierdurch kommt es zur
Entkopplung der mitochondrialen Atmungskette und Reduktion der ATP Synthese [6]. Die

Balance von Radikalen und antioxidativen Valenzen wird gestort [18, 49]. Dadurch kommt

10
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es zunechmend zu Schiden an Proteinen, Enzymen, Membranlipiden und der DNA [10].
Durch diese Abldufe scheint substituierter Sauerstoff bei gesunden Probanden mit einer
Sattigung tiber 90% den Sauerstofftransport in periphere Gewebe nicht verbessern zu
konnen. Erst bei einer Sittigung unter 90% kann der Sauerstofftransport durch hohe
inspiratorische Sauerstoffkonzentrationen beispielsweise im Myokard gesteigert werden
[23]. Fiir die meisten Situationen in der Klinik wird daher eine Sauerstoffsubstitution erst
bei einer Sittigung unter 94% und bei Dyspnoe empfohlen [6]. Es wurde jedoch auch
gezeigt, dass Hyperoxie Hypoxdmie und Gewebehypoxie, wie sie im hdmorrhagischen
Schock herrschen, entgegen wirken kann [25]). Himodynamik und Organfunktion konnten
in verschiedenen Modellen eines systemischen Schockes, wie z.B. Sepsis [8], Himorrhagie
[12, 117], kritische Hamodilution [79] und Ischdmie-/Reperfusionsmodell [114] damit

verbessert werden.

Beatmung mit 100%igem Sauerstoff konnte durch anti-inflammatorische und anti-
mikrobielle Eigenschaften die systemische Entziindungsreaktion im septischen Schock
mildern [8, 23]. In institutseigenen Experimenten zu Beatmung mit 100% Sauerstoft fiir 24h
im Rahmen eines frithen septischen Schockes konnte jedoch keine Verstirkung des
oxidativen Stresses beobachtet werden. Apoptose in Leber- und Lungengewebe war
wesentlich reduziert [8]. Fujita et al zeigten sogar eine Reduktion der Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies in einem I/R-Setting durch eine inspiratorische Sauerstoffkonzentration

von 100% [33].

11
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1.4 Fragestellung

Aus den bisher zusammengefassten Erkenntnissen ergeben sich folgende Fragestellungen,

die beantwortet werden sollten:

1.

Kann durch die Verwendung von 100%igem Sauerstoff in der akuten Phase nach
Induktion eines nahezu letalen hédmorrhagischen Schockes die Hdmodynamik
positiv beeinflusst und so die Durchblutung des Gewebes verbessert werden?

Zeigt sich hierdurch ein Effekt auf die metabolische Situation?

. Kann durch die Beatmung mit purem Sauerstoff die Entziindungsreaktion und

Entwicklung des oxidativen Stresses gelindert und die Entwicklung eines

Multiorganversagens aufgehalten werden?

. Ist eine Minderung der Organdysfunktion und der Gewebeschidden am Beispiel der

Niere zu erreichen?

12
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material

2.1.1 Tiere

Die Versuche wurden an jeweils 9 Schweinen einer speziellen Kreuzung aus Tieren der
Stamme Bretoncelles, Meishan und Willebrand (BMW-Schweine) beiderlei Geschlechts
durchgefiihrt. Das Geschlecht wurde bei der Auswahl der Tiere nicht beriicksichtigt, da
vorangegangene Experimente unserer Arbeitsgruppe gezeigt hatten, dass es keinen Einfluss

auf die von uns gemessenen Faktoren hatte [109].

Die Tiere wiesen eine Genmodifikation des von-Willebrand-Faktors auf, wodurch dessen
Aktivitdt mit der des von-Willebarnd-Faktors beim Menschen vergleichbar wurde [83].
Hierzu erfolgte eine randomisierte Zuteilung der Tiere zu der Kontroll- beziehungsweise
Hyperoxiegruppe. So ergeben sich folgende Fallzahlen:

Kontrollgruppe n=9 Tiere

Hyperoxiegruppe n=9 Tiere

Die Tiere waren 12-18 Monate alt und das durchschnittliche Gewicht betrug 74kg (54;80)
in der Kontrollgruppe und 65kg (60;69) in der Hyperoxiegruppe.
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2.1.2 Instrumentationsphase und Uberwachung

Geriite

Absaugpumpe Wisa Absaugpumpe W.Sauber GmbH&CoKG,
Wuppertal, DE

Beatmungsgeriit Servo’ Ventilator System Magquet Critical Care AB,

Solna, Schweden

Blutgasanalyse-Geriit

ABL System 625

Radiometer,

Copenhagen, Danemark

COLD-System

Pulsion COLD Z-021®

Pulsion Medical Systems,

Miinchen, DE
Eismaschine S-No. 117165 Ziegra Eismaschinen,

Isernhagen, DE
Flowmeter- Datex-Ohmeda S5 D- Planar Systems Inc.,
Monitoringeinheit LCC15 Oregon, USA
Flusskopf Transsonic® Transonic Systems Inc.,

Flowprobe8SB, 3SB, 4SB  New York; USA

Infusomaten Infusomat® fm B. Braun, Melsungen, DE
Injektomat Infusomat® securaP B. Braun, Melsungen, DE
Kiihlschrank SN ST 1021 LIEBHERR, Bulle,

Schweiz
Minimalinvasives PICCO® Plus Pulsion Medical Systems,
himodynamisches Miinchen, DE
Monitoring
Pulsoxymeter Radical-7 Masimo Corporation,

Signal Extraction Pulse
CO-Oximeter
MASIMO SET®

Irvine, USA

Stabile Isotopen Messung

HeliFans-System

Fischer Analysen
Instrumente GmbH,

Leipzig, DE

Ultraschallflussmesseinheit

Small Animal Blood
Flowmeter T206

Transonic Systems Inc.,

New York; USA
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Umlaufkiihler

Umlaufkiihler Julabo FC
600S

Julabo, Seelbach, DE

Infusionszubehor und sonstige Materialien

ACD Transfusionsbeutel = MacoPharma Blutbeutel MacoPharma, Mouvaux,
CPD, 500ml Frankreich
Dreiwegehiihne Discofix® 3SC B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, DE
Infusomat-Leitungen Original Infusomat®- B.Braun Melsungen AG,
Leitung Melsungen, DE

Kathetersysteme

Coolgard Katheter: ICY®
Intravascular Heat
Exchange Catheter Kit
(3lumens) 9,3Fr., IC-

Zoll Circulation,

Sunnyvale, CA, USA

3893AE

High flow Angiographic Cordis Corporation, Miami,
Catheter Florida, USA

7F, 100cm

Introducer Kit, 4F

Pulsion Medizintechnik,

Miinchen, DE

Peripherer Venenkatheter
(Ohr): Vasofix Brauniile,
18G

B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, DE

Pulsiocath, 5F

Thermodilutions-Katheter

Pulsion Medical Systems

AG, Miinchen, Deutschland

RIC® Rapid Infusion
Catheter Exchange Set
8,5 Fr., RC-09850

Arrow International, PA,

USA

Super Arrow-Flex®PSI Set
5Fr. CP-07511

Arrow International, PA,

USA
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Super Arrow-Flex®
Percutaneous Sheath
Introducer Set

10Fr., CL-07011

Arrow International, PA,

USA

Thermodilutionskatheter
mit AMC Thromboshield,
75F

Baxter Healthecare
Corporation, Irvine, CA,

USA

Zentraler Venenkatheter:
MAC™ Two-Lumen
Central Venous Access Set

9Fr., SI-11142

Arrow International, PA,

USA

Magensonde

Duodenalsonde nach Levin

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, DE

Perfusor-Leitungen Original Perfusor®-Leitung B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, DE
Perfusor-Spritzen Original-Perfusor® Syringe B.Braun Melsungen AG,
50ml Melsungen, DE
Spritzen Injekt®, 2-20ml B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, DE
BD Plastipak™, 1ml Becton Dickinson S.A.,
Luer Madrid, Spanien
BD 10ml Syringe, BD, NJ, USA
Luer-Lok™Tip
Suprapubischer Freka®Cyst Standard 8cm-  Fresenius Kabi Deutschland

Dauerkatheter- Cystofix

CHI10

GmbH, Bad Homburg, DE

Transfusionsbesteck Sangofix®B 9G B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, DE
Tubus Trachealtubus 7,5; Lo- Mallinckrodt Medical,
Contour™ Magill Athlone, Ireland
Urinbeutel Sekretbeutel 1500ml B. Braun Melsungen AG,

Melsungen, DE
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Medikamente und Infusionen

Amiodaron Amiodaron-hameln 50 Hameln pharma plus
mg/ml GmbH Hameln, DE
Aqua Aqua ad iniectabilia Braun ~ B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, DE
Atropin Atropinsulfat B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, DE
Azaperon Stresnil® Janssen Animal Health,
Janssen-Cilag GmbH,
Neuss, DE
Buprenorphin Temgesic® Reckitt Benckiser
Healthcare (UK) Ltd., Hull,
UK
Cafedrin + Theodrenalin  Akrinor® Ratiopharm GmbH, Ulm,
DE
Esketamin Ketanest®S, Pfizer Pharma GmbH,
Berlin, DE
Glucose Glucose 40% B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, DE
Heparin Heparin-Natrium Braun B. Braun Melsungen AG,
,.Multi®, 10 000 LE./ml Melsungen, DE
Hydroxyethylstiirke Vitafusal®6% Serumwerk, Bernburg, DE
Indocyaningriin [CG-Pulsion® Pulsion Medical Systems
SE, Feldkirchen; DE
Kaliumchlorid 1 M-Kaliumchlorid-Losung  Fresenius Kabi Deutschland
7,46% GmbH, Bad Homburg
v.d.H., DE
Metoprololtartrat Lopresor®, Recordati Pharma, Ulm,
DE
Midazolam Midazolam-ratiopharm® Ratiopharm, Ulm, DE
Natriumchlorid NaCl 0,9% B.Braun Melsungen AG,

Melsungen, DE
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Norepinephrin Arterenol®, Sanofi-Aventis
Deutschland GmbH, DE
Pancuronium Pancuronium duplex- Actavis Deutschland GmbH
Actavis & Co. KG, Miinchen, DE
Pentobarbital Narcoren® Merial GmbH,
Hallbergmoos, DE
Propofol Propofol-Lipuro 2% B. Braun, Melsungen, DE
Sauerstoff MTI Industriegase Ulm, DE

Vollelektrolytlosungen

Jonosteril® Infusionslosung

Fresenius Kabi Bad
Homburg v.d.H. DE

Ringerlosung Fresenius

Fresenius Kabi, Bad

Homburg v.d.H., DE

2.1.3 Probenverarbeitung

Laborgeriite
Eismaschine Scotsman AF80 Ice Flaker =~ Scotsman Ice Systems,
Mailand, Italien
Elektrophorese Mini-Protean Tetra cell Bio-Rad, Miinchen, DE
Elektrophoresekammer Sub-Cell GT Basic Bio-Rad, Hercules,
California, USA
Heizblock Mixing Block MB-102 BIOER, Biozym Scientific
GmbH, Olendorf, DE
Heizriithrer RTC Basic IKA Labortechnik, Staufen,
DE
Kiihlschrank Glass Line Liebherr, Bulle, Schweiz
Mikroskop Olympus BX41 Olympus, Tokyo, Japan
U-LH100HG
U-RLF-T
Mikrowelle Bosch Mikrowellenherd Robert Bosch GmbH,
842C Gerlingen, DE
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Nitratanalyseger:iit

Sievers 280 NOA

FMI GmbH, Seeheim/
Ober-Beerbach, DE

Photo Prozessor

Photo Prozessor

Eastman Kodak Company,
Rochester, USA

pH-Meter Mettler MP220 Mettler Toledo, Giessen,
DE

Pipetten Pippetten 10-1000ul Eppendorf Research,
Hamburg, DE

Spannungsversorgung Consort E835 LTF Labortechnik,
Wasserburg/ Bodensee, DE

Vortex-Schiittler REAX2000 Heidolph, Schwabach, DE

Waage Mettler Toledo, XS603S Mettler-Toledo GmbH,
Giessen, DE
Wasserbad Haake C1 FMI GmbH
Seeheim/Oberberrbach, DE
Zentrifuge 1 Rotina 38R Hettich Lab Technology
Tuttlingen, DE
Zentrifuge 11 Biofuge 13R Heraeus Sepatech,
Osterode, DE
Labormaterialien
Bechergliser Schottglas Mainz, DE
Calorimetrie Quark RMR Cosmed Pulmonary
Function
Equipment Srl
Rom, Italien
Deckgliser Menzel-Gléser,
Braunschweig, DE
Erlenmeyerkolben Schottglas, Mainz, DE
Kiivetten Férbekiivetten (nach VWR International,

Hellendahl)

Darmstadt, DE
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Kiivette 4ml Sarstedt, Niimbrecht, DE
Micro Test Tubes 1,5 ml Eppendorf, Hamburg, DE
Monovetten Coagulation 5ml Sarstedt AG & Co.,
Niimbrecht, DE
EDTA K 2,7ml
Li-Heparin 2,7ml
Li-Heparin 9ml
Serum Z 2,7ml
ThromboExact 2,7ml
Multiadapter Multiadapter lang Sarstedt AG & Co.,
Niirmbrecht, DE
Objekttriger Marienfeld, Lauda-
Konigshofen, DE
Pipetten Eppendorf Reference® : Eppendorf AG, Hamburg,
0,5-10, 10-100, 100-1000 DE
Pipettenspitzen Eppendorf Pipettenspitzen =~ Eppendorf AG, Hamburg,
DE
Probengefil3 20ml Sarstedt, Nimbrecht, DE
Rontgenkassette Amersham Biosciences,
Buckingamshire, England
Saranfolie Dow Chemical Company,

Schwalbach, DE

Zentrifugen-Rohrchen

Zentrifugen-Rohrchen 14ml

Sarstedt AG & Co.,
Niirmbrecht, DE

Chemikalien

Acrylamid EC-890

Fa. National Diagnostics, Hessle, UK

Ammoniumpersulfat #A7460

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

DMSO Merck, Darmstadt, DE
Ethanol Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Ethidiumbromid Carl Roth, Karlsruhe, DE
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Kaliumchlorid

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

LMP-Agarose

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Magnesiumsulfat Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
MEEO-Agarose Merck, Darmstadt, DE
Methanol Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe, DE
Na:-EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Natriumbikarbonat Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Natriumnitrat Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Natronlauge 1M

Merck, Darmstadt, DE

PBS-Puffer

Invitrogen Cooperation, Paisley,

Schottland

Salzsdure 1M

Merck, Darmstadt, DE

Stickstoff, gasformig und fliissig

MTI Industriegase, Ulm, DE

Tetramethylethylendiamin

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Tris-Base

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Vanadiumchlorid

Merck, Darmstadt, DE

ELISA und Analysekits

Photometer

Sunrise®

Tecan Group Ltd.,

Minnerdorf, Schweiz

ELISA-Kits

Gesamtprotein im Plasma

SYS1 BM/Hitachi 704/911

Roche Diagnostics,

Mannheim, DE

Kreatinin Creatinine CR 511 / CR Randox Laboratories
528 Limited, Crumlin, County
Antrim, UK
IL-1p Qantikine®-ELISA Porcine R&D Systems,Europe Ltd,

IL-1B

Abingdon, UK
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IL-6 Qantikine®-ELISA Porcine R&D Systems,Europe Ltd,

IL-6

Abingdon, UK

IL-10
IL-10

Qantikine®-ELISA Porcine R&D Systems,Europe Ltd,

Abingdon, UK

8-Isoprostane

8-Isoprostane EIA Kit

Cayman Chemical, Ann

Abror, Michigan, USA

NGAL Pig NGAL ELISA Kit BioPorto Diagnostics A/S,
Gentofte, Ddnemark
TNFa Qantikine®-ELISA Porcine R&D Systems,Europe Ltd,
TNF-a Abingdon, UK
Troponin-I Pig Cardiac Troponin-I Life Diagnostics, Inc., West

ELISA Kit

Chester, UK

2.1.4 Histologie

Standardfirbungen

Aqua dest.

Veolia Water solutions and technologies,

Saint Maurice, Frankreich

ETOH (99,9%) (Ethanol)

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Meyer's acid hemalaun

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Neo-Mount®

Merk, Darmstadt, Deutschland

PBS (phosphate buffered saline)
50 mM Natriumphosphat; pH
7,4; 200 mM NaCl

Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA

Periodsiiure- Lsg

Sigma-Aldrich, Runnymede, UK

Schiff's Reagenz

Sigma-Aldrich, Runnymede, UK

Xylol

VWR Prolabo 28975.325; Batch:
09F150516
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Immunhistochemie
Sekundirantikorper Goat anti rabbit Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Deutschland
Sekundirantikorer =~ Horse anti mouse Cell Signaling Technology, New

England BioLabs, Frankfurt a.M.
Deutschland

Anti-Nitrotyrosine

Millipore™, Billerica, MA, USA

Anti-CSE

Abcam, Berlin, Deutschland

Anti-Caspase 3

Cell Signaling Technology, New
England BioLabs, Frankfurt a.M.
Deutschland

Anti-Albumin

Abcam, Berlin, Deutschland

2.1.5 Datenauswertung

GraphPad Prism 6®

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,

USA

Microsoft Office / 365 Home Premium

Microsoft, Redmond, Washington, USA

Windows 7

Microsoft, Redmond, Washington, USA

Zeiss Axio Vision Software rel 8.4

Zeiss, Jena, Deutschland
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2.2 Methoden
2.2.1 Versuchsprotokoll

Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte nach den Vorgaben der deutschen und
europdischen Richtlinien zum Umgang mit Labortieren. Das Versuchsprotokoll (Antrag
Reg.-Nr. 1087) wurde vom Tierschutzausschuss der Universitdit Ulm und dem

Regierungsprisidium Tiibingen, Baden Wiirttemberg, genehmigt

In Abbildung 3 ist der Versuchsaufbau gezeigt. Die Versuchsdauer betrug 34 Stunden.

MAP
[mmHg]

/Retransfusion, Ringer-Laktat 5-10 mL/kgxh, Noradrenalin nach MAP |

Kontrolle: FiO2 0.21 bzw. Ziel sO2 > 90% |

Hyperoxie: FiO2 1.0 |

0-4. h 4.-7.h 8.-11.h 12.-34.h
Instrumentation Erholungs- Hamorrhagie- Intervention-/ Beobachtungsphase
phase phase

Abbildung 3 Schematischer Versuchsablauf. Nach einer standardisierten Vorbereitung begann der Versuch
mit der 4 stiindigen Instrumentierungsphase. Es folgte eine Erholungszeit, nach der die 4 stiindige Himorrhagie
mit anschlieBender Reperfusion und Intervention eingeleitet wurde. Die Beobachtungsphase dauerte 22
Stunden. An das Versuchsende schlossen sich Organ-Entnahme und -Aufbereitung an. MAP = mittlerer
arterieller Druck, MZP = Messzeitpunkt. Universitdt Ulm 2014.

Durchgefiihrt wurden die Versuche an je 9 BMW (Bretoncelles, Meishan, Willebrand)
Schweinen, die randomisiert der Kontroll-, beziehungsweise Interventionsgruppe
zugeordnet wurden. In der Interventionsgruppe betrug die Sauerstoftkonzentration der
Einatemluft ab der Reperfusionsphase 100%, wéhrend sie in der Kontrollgruppe 30% betrug,
beziehungsweise nach Sauerstoffsittigung angepasst wurde (Ziel war eine Séttigung iiber

90%).
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Vorbereitungsphase

Am Morgen des Versuches wurde das jeweilige Tier in einer eigens fiir diese Versuche
angefertigten Transportbox verladen und gewogen. So konnte schon vor Ort
gewichtsabhingig primediziert werden, um einen moglichst schonenden Transport in die
institutseigene Tier-Intensivstation (Institut fiir Andsthesiologische Pathophysiologie und
Verfahrensentwicklung Helmholtzstra3e 8/1 89081 Ulm) zu gewihrleisten. Dazu wurden

intramuskuldr Azaperon (5mg/kgKG), und Midazolam (0,5mg/kgKG) verabreicht.

Zur Einleitung der Narkose wurden unter Sauerstoffgabe und Séttigungskontrolle, iiber eine
Verweilkantile in einer Ohrvene, Propofol (1-2mg/kgKG) und Ketamin (0,5-1mg/kgKG)

verabreicht.

Die Aufrechterhaltung der Narkose gewdhrleistete eine kontinuierliche Gabe von
Pentobarbital (8mg/kgKG/h) und Buprenorphin (initial 30pg/kgKG, dann 10pg/kgKG
achtstiindlich und bei Bedarf, also z.B. bei Tachykardien und Blutdruckanstieg), sowie
Pancuronium (0,1 mg/kg/h) zur Muskelrelaxation. (Barth 2008). Eine Muskelrelaxation
wurde durchgefiihrt, um Veriinderungen der Beatmungsparameter durch die Anderung der
Thoraxwandcompliance auszuschlieBen. Die Lagerung erfolgte in Riickenlage. Nach
endotrachealer Intubation (TubusgroBe 8,5mm Innendurchmesser) wurde das Tier an die
Uberwachungseinheit angeschlossen. EKG-Ableitungen nach Einthoven erfolgten an den
Extremitéten iiber Clips, ein Pulsoxymeter zur Kontrolle der Sauerstoffséttigung wurde an
einem Ohr angebracht, und eine Temperatursonde rektal eingefiihrt. Um wéhrend der
Narkose einen Reflux mit der Gefahr einer stummen Aspiration zu vermeiden, wurde eine

Magensonde gelegt und etwaiger Mageninhalt abgelassen.
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Instrumentierungsphase

Die Abbildung 4 zeigt ein Schema der Instrumentierung.

A. carotis
e 4F-Picco®-
Katheter

V. jugularis bds.:

e Coolguard®-Katheter
e 10F-Katheterschleuse
mit PAK

Quere Laparotomie:

» e Ultraschallflusskopf
an der A. renalis

\

Harnblase:
|~ e Cystofixkatheter
O V. femoralis:
] e 10F-Katheterschleuse mit
Nierenvenenkatheter

A. femoralis:

e 10F-Katheterschleuse mit
fieberoptischem Katheter

A. = Arterie, V. = Vene, bds. = beidseits, PAK = Pulmonal-Arterien-Katheter

Abbildung 4 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus mit Auflistung der verwendeten Katheter.
Mit freundlicher Genehmigung von Rouven Hornung.

26



MATERIAL UND METHODEN

Die fiir die Instrumentierung vorgesehenen Korperstellen wurden gewaschen, desinfiziert
und steril abgedeckt. Nun folgte die Préparation und Darstellung der benétigten Gefédlle zur
Einfiihrung der Messinstrumente, beginnend mit der linken Arteria carotis. Nach der
Seldinger-Technik erfolgte hier das Einfiihren eines 4F Thermodilutionskatheters iiber eine
Schleuse. Mit Hilfe der Thermodilutionsmethode und Pulskonturanalyse lieBen sich so der
mittlere arterielle Druck (MAP), das Schlagvolumen, sowie das intrathorakale und
enddiastolische Volumen iiber den gesamten Versuch ermitteln. Auf diese Weise war es
auch moglich, den Volumenstatus und die kardiale Vorlast wéhrend des Versuches zu

beurteilen [35, 84].

Beide Venae jugulares wurden freiprapariert und mit Schleusen versehen. Dariiber wurde
rechts ein zweilumiger Coolgard-Kathter eingefiihrt, iiber den eine Injektion der
KiihIfliissigkeit zur Einstellung der Kérpertemperatur erfolgte. Uber einen extrakorporalen
Wairmeaustauscher wurde so die Korpertemperatur wiahrend des gesamten Versuches bei
38°C gehalten. Die linke Vena jugularis wurde mit einem Pulmonalarterienkatheter versorgt,
iiber den das Herzzeitvolumen (HZV), der Zentralvenoése Druck (ZVD) und der
pulmonalarterielle Verschlussdruck (Wedge-Druck, PCWP) ermittelt werden konnte (siche

unten), sowie die Gabe von Medikamenten erfolgte.

Nach einer rechtsseitigen, queren Laparotomie wurden die Nierengefdfle dargestellt. Zur
kontinuierlichen Aufzeichnung der Nierenperfusion wurde um die Arteria renalis ein
Ultraschallfluss-Messkopf angebracht. Ein iiber die linke V. femoralis bis in die V. renalis
vorgeschobener Katheter, diente wihrend der Messzeitpunkte der Entnahme von

renalvendsen Blutproben. Es folgte ein dreischichtiger Bauchdeckenverschluss.

Ein suprapubischer Blasenkatheter ermoglichte die Uberwachung der Urinproduktion und

damit indirekt der Nierenfunktion.

Nach Verschluss aller Inzisionen folgte eine vierstiindige Erholungsphase.

Himorrhagie und Interventionsphase

Mit der Entnahme von 30% des errechneten Blutvolumens iiber einen Zeitraum von einer
halben Stunde wurde schlieBlich ein Volumen- und Druck-kontrollierter himorrhagischer

Schock eingeleitet. Das zu entnehmende Volumen ergab sich aus folgender Formel:
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Blutvolumen [kg] = Korpergewicht [kg] x 0,08 (8 % des Korpergewichtes) x 0,30
(30% des Blutvolumens) x 1,1 (angenommene Dichte des Blutes)

Abbildung 5 Formel zur Berechnung des zu entnehmenden Blutvolumens zur Einleitung der
Hémorrhagie.

Um ein reproduzierbares Ausmal} des himorrhagischen Schockes zu ermoglichen, wurde
anschlieBend durch Gabe und Entnahme von 50ml-Aliquots des Blutes in viertelstiindigem
Abstand der arterielle Mitteldruck auf 35£5mmHg eingestellt. Das restliche Blut wurde in
CPD (,,Citrate-Phosphate-Derivative*)-Transfusionsbeuteln kiihl gelagert (4°C).

An diese auf 4 Stunden festgelegte Himorrhagie-Phase schloss sich die Interventionsphase

an, in der die Tiere ihr Blut iiber eine Stunde hinweg zuriickerhielten.

Zeitgleich begann die Beatmung der Tiere in der Hyperoxie-Gruppe mit 100%igem

Sauerstoff tiber die Einatemluft.

Beatmungsprotokoll:

Fiir die Dauer der operativen Instrumentierung:

Tabelle 1 Beatmungsparameter wihrend der Instrumentierungsphase. FiO, = inspiratorische
Sauerstoftkonzentration, PEEP = positive endexspiratory pressure, I/E-Verhéltnis = Verhiltnis
Inspiration/Exspiration.

FiO» 0,30
PEEP 10mmHg o cmH20
Tidalvolumen 8ml/kgKG
I/E-Verhiltnis 1:1,5
Atemfrequenz 10-12/min

Ziel PCO2 35-45mmHg
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Ab Beginn der postoperativen Ruhephase:

Tabelle 2 Beatmungsparameter wihrend der postoperativen Ruhephase. FiO, = inspiratorische
Sauerstoftkonzentration, PEEP = positive endexspiratory pressure, I/E-Verhéltnis = Verhéltnis
Inspiration/Exspiration.

FiO» 0,21
PEEP 10 mmHg o cmH20
Tidalvolumen 8ml/kgKG
I/E-Verhiltnis 1:1,5
Atemfrequenz 10-12/min

Ziel PCO; 35-45mmHg

Ab Beginn der Intervention:

Tabelle 3 Beatmungsparameter wihrend der Interventions-/ Beobachtungsphase. FiO, = inspiratorische
Sauerstoffkonzentration, PEEP = positive endexspiratory pressure, I/E-Verhéltnis = Verhéltnis
Inspiration/Exspiration.

FiO, Hyperoxiegruppe: 1,0
Kontrollgruppe: 0,30 bzw. Ziel-sO2 >90%
PEEP 12-15 mmHg o cmH20
Tidalvolumen 8ml/kgKG
I/E-Verhiltnis 1:1
Atemfrequenz 10-12/min
Ziel PCO2 35-45mmHg

Volumentherapie

Wihrend der Instrumentierungsphase erhielten die Tiere eine balancierte
Vollelektrolytlosung (15 mL-kg-1-h-1). Zusétzlich wurde Hydroxyethylstirke (HES) in
balancierter Vollelektrolytlosung gegeben, um den Fiillungsdruck aufrecht zu halten [58].
Wihrend der Hidmorrhagie wurde die Fliissigkeitsgabe auf 10ml/ h reduziert. In der
Interventionsphase erhielten alle Tiere neben der Bluttransfusion HES und eine kristalloide
Losung, 10ml/kg-h bzw. 5ml/kg-h, sobald der ZVD oder PAOP {iiber 18mmHg betrug.
Noradrenalin wurde titriert um den MAP auf dem jeweiligen Ausgangswert vor Einleitung
des Schockes zu halten. Nach 5 Stunden der Intervention wurde HES gestoppt, Kristalloide
aber weiter mit 15ml/kg-h und Kolloidale nach Fiillungsdruck gegeben. Sobald die

Herzfrequenz iiber 180/min stieg, wurde NoA nicht weiter erhoht, um eine myokardiale
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Ischdmie zu vermeiden. Abbruchskriterium war ein MAP<50mmHg trotz maximaler NoA-

Gabe.

Versuchsende und Organaufbereitung

Am Ende der insgesamt 34 stiindigen Versuchszeit wurde unter Erh6hung der Pentobarbital-
Gabe die linke Flanke eroffnet. Die regelhaft reichlich vorhandene Aszites-Fliissigkeit
wurde abgesaugt und die linke Niere von Faszie und Kapsel befreit. Vor der Durchtrennung
der HilusgefdBle und des Ureters wurde das Tier mit je einem Bolus Pentobarbital und

Kaliumchlorid euthanasiert.

Die linke Niere wurde entnommen, vermessen und fotografiert. Sie wurde anschlieend

sagittal gespalten und die Schnittfliche ebenfalls makroanatomisch iiberpriift.

>
Z
a
z
@
w
o

Abbildung 6 Beispielbild der Nierenpriparation postoperativ nach sagittaler Teilung.

Nun wurden 2 Proben aus dem Rindenbereich entnommen (ca. 1cm?) und in Kryoréhrchen
in fliissigem Stickstoff eingefroren. Eine weitere Probe wurde in Immu Mount® Medium
eingebettet und ebenfalls in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Diese Gewebeproben

dienten der nachfolgenden biochemischen Aufarbeitung (siche Kapitel 2.2.4)
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Fiir die Histopathologie und Immunhistologie wurden je 3 Pyramiden mit angrenzender
Rinde in ca. 4mm Dicke aus dem Nierengewebe geschnitten. Diese wurden dann fiir 7 Tage

in Formaldehyd-Losung 3,5% gelagert.

Anschliefend wurde das Gewebe iliber Nacht im Tissue Tec® Gewebeeinbettautomaten
entwassert und anschlieBend in Paraffin eingebettet. Mit dem Mikrotom wurden 3um dicke
Schnitte angefertigt und auf spezielle Objekttrager gegeben. Durch ihre positiv geladene
Oberfliche werden die diinnen Schnitte elektrostatisch fixiert. AnschlieBend trockneten die

Schnitte mindestens 24 Stunden bei 45-50°C.

2.2.2 Perioperative Parameter

Wihrend des gesamten Versuches wurde das jeweilige Tier in der institutseigenen Tier-

Intensivstation am Monitor iiberwacht und betreut.

Messzeitpunkte

An 4 Messzeitpunkten wurden eine Reihe von Daten, die Hdmodynamik betreffend,
erhoben, sowie arterielle, vendse und renalvendse Blutproben entnommen: Vor und nach der
Himorrhagie-Phase, sowie 12 und 22 Stunden nach Intervention. An jedem Messzeitpunkt

wurden Daten zur Himodynamik erfasst und Blutproben in Monovetten entnommen.

Himodynamik

Folgende Parameter wurden bestimmt, um die Himodynamik im Schock und wéhrend der

Interventionsphase zu beurteilen:

- Herzfrequenz (HF)

- Mittlerer arterieller Druck (MAP)

- Schlagvolumen (SV) und Herzzeitvolumen (HZV in ml/min*kg)
- Mittlerer Pulmonalarterieller Druck (MPAP)

- Pulmonalarterieller Verschlussdruck (PCWP)

- Zentralvendser Druck (ZVD)
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Uber die linke Vena jugularis externa erfolgte das Einfiihren eines Pulmonalis-
(Thermodilutions)katheters. Unter kontinuierlicher Kontrolle der Pulskurve am Monitor
wurde der Ballon am Katheter insuffliert und so mit dem Blutstrom iiber das rechte Herz in
eine Lungenarterie eingeschwemmt. Auf diese Weise war es moglich den
pulmonalarteriellen Verschlussdruck (PAOP) zu bestimmen und Riickschliisse auf die
Druckverhiltnisse im linken Vorhof zu ziehen[34]. Mit Hilfe der Thermodilutionsmethode
ermdglichte der Pulmonaliskatheter auch die Bestimmung des Herzzeitvolumens. Uber ein
proximales Lumen am Katheter erfolgte die Injektion von kalter Kochsalzlosung. Die
Verianderung der Temperatur iiber die Zeit wurde an der Katheterspitze detektiert. Die
Flache unter der hieraus entstehenden Temperaturkurve wurde mit Hilfe der Stewart-

Hamilton-Gleichung zur Berechnung des Herzzeitvolumens genutzt:

Tb —-Ti

HI=——
[ ATDb (t)dt

Abbildung 7 Formel zur Berechnung des Herzzeitvolumens (HZV): unter Einbeziechung der Temperatur
des Blutes vor der Injektion (Tb), der Temperatur des Injektats (Ti) und der Flache unter der Kurve die durch

die Verénderung der Temperatur {iber die Zeit gebildet wird ( [ ATb (t)dt) [34].

Zu den Messzeitpunkten erfolgte iiber den Pulmonaliskatheter auch die Abnahme der
gemischt-vendsen Blutproben. Ein {iber die rechte A. femoralis eingefiihrter Picco Katheter

erginzte die Uberwachung des Herzzeitvolumens.

Blutgasanalyse

Mit Hilfe eines Radiometer-Vollautomaten wurde eine Blutgasanalyse an den arteriellen und

renalvendsen Blutproben vorgenommen:

- Sauerstoffpartialdruck (pO.)

- Kohlenstoffdioxidpartialdruck (pCO»)
- Standart-Bicarbonat (HCO3")

- Base Excess (BE)

- pH

- Laktat
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Da das Institut {iber ein eigenes Gerét verfiligt, konnten die Messungen ohne Verzdgerung

direkt nach Abnahme an den Blutproben vorgenommen werden.

Der Sauerstoffpartialdruck wurde durch eine spezielle Gold- oder Platinsonde
amperometrisch gemessen. Er diente gemeinsam mit der Sauerstoffsattigung der Beurteilung
der Lungenfunktion, und wurde so unter anderem bei der Berechnung der Oxygenierung des
Blutes genutzt. Kohlenstoffdioxid und Blut-pH-Wert wurden potentiometrisch bestimmt
und daraus der Base Excess errechnet. Zusammen mit dem Standard-Bikarbonat, welches
iber die Henderson-Hasselbalch-Gleichung berechnet wurde, gaben diese Werte Auskunft
iber den Sdure- und Basenhaushalt des Organismus. Sie ermdglichten eine Differenzierung

von metabolischen und respiratorischen Storungen.

Mit Hilfe einer ionensensitiven Elektrode wurden die Konzentrationen von Natrium und
Kalium potentiometrisch bestimmt. Mit einer ionenselektiven Elektrode wurde, die durch
spezielle Oxidasen gebildete, Menge an H>O, gemessen, und so die Laktat- und Glukose-

Konzentrationen bestimmt.

Mittels Absorptionsphotometrie wurde der Himoglobingehalt des Blutes bestimmt, welcher

indirekt Aussagen iiber das Ausmall der vaskuldren Barrieredysfunktion erlaubte.

Lungenfunktion und Beatmungsparameter

Am institutseigenen Beatmungsgerit Servo-Ventilator-System® der Firma Maquet konnten

folgende Parameter eingestellt und kontrolliert werden:

- Inspiratorische Sauerstoffkonzentration (FiO-)
- Atemzugvolumen (AZV)

- Verhiltnis Inspiration zu Exspiration (I:E)

- Atemminutenvolumen (AMV)

- Positiver endexspiratorischer Druck (PEEP)

Um die Oxygenierung des Blutes und damit einen mdglichen Lungenschaden beurteilen zu

konnen, wurde schlieBlich der Horovitz-Index iiber folgende Formel berechnet:
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o pO,
Horovitzindex = ———

FiO,

Abbildung 8 : Formel zur Berechnung des Oxygenierungsindex nach Horovitz unter Einbeziehen des
arteriellen Sauerstoffpartialdruckes (paO>) und der inspiratorischen Sauerstoffkonzentration (FiO,).

2.2.3 Parameterbestimmung aus Blut und Urin

Enzyme Linked Immunosorbent Assays (ELISA)

Folgende Parameter wurden mit dem ELISA aus arteriellen Blutproben zu allen 4

Messzeitpunkten bestimmt:

- Troponin-I: Kardiales Troponin-I ist Bestandteil des Troponin-Komplexes und bei
Schidigung der kardialen Muskulatur im Serum erh6ht nachweisbar. In dieser Studie

dient der Nachweis als Parameter fiir kardialen Stress [85].

- II-1p und TNFa sind zwei vor allem durch Monozyten sezernierte Parameter, die
schon rasch nach einem hidmorrhagischen Trauma nachweisbar sind und deren
Konzentrationsanstieg im Serum mit der Prognose korreliert [3]. I1-1p fithrt schon in
kleinsten Mengen zu Fieber, Hypotension und Produktion weiterer
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 [21].

- I1-6 ist ein wichtiger Mediator in der akuten Entziindungsreaktion und ist beteiligt an
der Lymphozytenaktivierung und Ausschiittung von Akute-Phase-Proteinen [82].

- I1-10 als wichtiger anti-inflammatorischer Gegenspieler inhibiert unter anderem die
Produktion von pro-inflammatorischen Mediatoren wie TNF-u, IL -6, IL-1 und die
Generation von Stickstoffmonoxid durch Monozyten [121].

- TNFo trigt mallgeblich zur Hypotonie, Laktatazidose und respiratorischen
Insuffizienz bei. Es kontrolliert die Differenzierung und Aktivierung von

Lymphozyten und fiihrt ebenfalls zur Freisetzung der Akute-Phase-Proteine [82].
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- NGAL: Die hidufigste Ursache filir akute Nierenschidigung ist renale
Minderperfusion. Innerhalb von Stunden kann sich eine reversible Reduktion der
Nierenfunktion zu einer irreversiblen Schédigung entwickeln. Trotz guter
Nierenersatzverfahren, wie der Hdmodialyse, bedingt die hohe Komplikationsrate
eine Sterblichkeit von 60% [65, 105]). Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL) wird von einer Vielzahl an Zellen, so auch von den Tubuluszellen, als
Reaktion auf verschiedene Schiadigungsmechanismen, sezerniert. Das Mal3 der
Sekretion korreliert dabei direkt mit dem Grad der Schiadigung im Gewebe [104].
Verschiedene Untersuchungen deuten darauf hin, dass ein Anstieg von NGAL im
Serum oder Urin ein Prediktor fiir akutes Nierenversagen im Schock sein kdnnte [13,
129]. Da NGAL physiologischerweise im proximalen Tubulus reabsorbiert wird, ist
sein Erscheinen im Urin zudem ein Marker fiir eine fehlerhafte Barrierefunktion der
Glomeruli und fiir Tubulusschiden. Wéhrend andere Marker wie die Kreatinin-
Clearance erst mit einer Verzogerung von 1-3Tagen ansteigen, lassen sich
Verdnderungen in der NGAL-Konzentration in Blut und Urin bereits nach wenigen
Stunden nachweisen [104]. Im Urin steigt die Konzentration dabei um ein
10000faches der Norm, im Plasma um ein 100faches [120]. In diesem Experiment
wurde die NGAL-Konzentration im Urin mit Hilfe eines ELISA Kits der Firma
BioPorto bestimmt. Um dabei den Verdiinnungseffekt wéhrend der
Reperfusionsphase zu beriicksichtigen und eine Vergleichbarkeit zwischen den
Tieren zu bewahren, wurde die NGAL-Konzentration in Abhéingigkeit von dem

Gesamtprotein der Probe angegeben.

Prinzip des Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA)

Sowohl fiir die Messung der Zytokinlevel, als auch fiir die Messung des NGAL- und
Troponingehaltes im Serum wurden kéuflich erhéltliche ELISA-Kits verwendet, die nach

dem Prinzip des Sandwich-ELISAs funktionieren.
Am Beispiel von Troponin soll das Prinzip des ELISA erklart werden.

Die im Kit enthaltenen 96-well Platte war mit anti-cTnl-Antikorpern beschichtet. 100ul des
zuvor bei -80° C gelagerten Serums, wurde zusammen mit 100ul des HRP
(Meerrettichperoxidase)- konjugierten Antikorpers in ein Well gegeben. Nach einer

60miniitigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die Mixtur in 5 Waschgédngen
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entfernt. Nun wurde jedem Well 100ulTetramethylbenzidin (TMB)-Reagenz beigefiigt.
TMB ist ein Substrat der Meerrettichperoxidase und seine Umsetzung ist anhand der
Blaufarbung zu erkennen. Nach 20 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 100ul
HCI gestoppt, was einen Farbumschlag zu gelb bewirkt. Die kolorimetrische Messung wurde
bei 450nm durchgefiihrt. Dabei war die Konzentration von c¢Tnl direkt proportional zur
Absorption bei 450nm. Anhand der im Kit mitgelieferten Standardproben konnte eine
Standardkurve erstellt werden, mit deren Hilfe die cTnl-Konzentration der einzelnen Proben

bestimmt werden konnte.

TMB Substrate
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Antibody- HRP Substrate
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Abbildung 9 Schematische Darstellung des Messprinzips des Sandwich-ELISAs. HRP= Horseradish
Peroxidase (Meerrettichperoxidase); TMB= Tetramethylbenzidin. Mit freundlicher Genehmigung von R&D
Systems, Inc.

Nachweis von 8-Isoprostan durch den Enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (EIA)

8-Isoprostan wurde als Marker fiir oxidativen Stres. Arachidonsdure, eine Vorstufe von
Leukotrienen und Prostaglandinen, wird im Rahmen des Schockgeschehens vermehrt
ausgeschiittet. Durch Lipid-Peroxidation entsteht aus ihr auch Isoprostan als messbarer
Marker im Serum [41, 45]. In dieser Studie wurde 8-Isoprostan aus arteriellem Plasma
bestimmt. Um zwischen Entnahme der Blutprobe und Bestimmung des Wertes eine ex vivo
Bildung von 8-Isoprostan zu vermeiden, wurde der Probe sowohl Indometacin, als auch
Butylhydroxytoluol zugesetzt und bei -80°C gelagert. Die Bestimmung erfolgte mit dem Kit
der Firma Cayman Chemical. Im Kit enthalten war eine Reaktionsplatte auf die Anti-
Kaninchen-IgG-Maus-Antikdrper  gebunden waren. Um diese Bindungsstellen

konkurrierten die im Plasma enthaltenen 8-Isoprostan-Molekiile mit den zugesetzten Tracer-
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Molekiilen, die aus an 8-Isoprostan gebundene Acetylcholinesterase bestand. Je nach Menge
des im Plasma vorhandenen 8-Isoprostan konnten also umgekehrt proportional viele Tracer
Molekiile an die Antikorper der Reagenzplatte binden. Nach abwarten der Einwirkzeit
wurden die ungebundenen Anteile ausgewaschen. AnschlieBend wurde das Ellman’s
Reagenz hinzugefiigt und eine enzymatische Reaktion mit der Acetykcholinesterase
gestartet. Hierdurch entstand eine Gelbfarbung, deren Intensitit gemessen wurde und
umgekehrt proportional zum urspriinglich im Plasma enthaltenen Anteil an 8-Isoprostan

war. Durch Vergleich mit der Standartreihe konnte die Konzentration bestimmt werden.

Nachweis von Nitrit/Nitrat:

Beispiele fiir reaktive Stickstoffspezies sind Stickstoffmonoxid (NO) und Peroxynitrit
(ONOQO"). NO ist ein wichtiges Signalmolekiill im Korper und hat Anteil an vielen
physiologischen und pathophysiologischen Abldufen. Es ist vor allem ein potenter
Vasodilatator und wurde so zundchst als Endothelium derived-relaxing factor (EDRF)

bekannt [88].

In der akuten Phase des hidmorrhagischen Schockes wird die Produktion von NO als
Reaktion auf die schockassoziierte Vasokonstriktion rasch gesteigert. In der spéten Phase

wird dieser Prozess vor allem durch proinflammatorische Zytokine unterhalten [40].

Es kommt im Schockgeschehen also vermehrt zur Bildung von Stickstoffmonoxid und
Superoxid im Gewebe. Diese reagieren miteinander und bilden Peroxynitrit. Dies wird
entweder zu Nitrit und Nitrat aufoxidiert oder kann durch die Ubertragung von Nitrit-
Gruppen auf Tyrosinreste in Proteinen und Peptiden zur Bildung von 3-Nitrotyrosin fiihren.
Erhohte Nitrit und Nitratwerte im Serum stellen daher ein MaB fiir eine vermehrte NO-
Produktion dar [31]. Zu den zytotoxischen Auswirkungen zdhlen Lipid-Peroxidation,
Inaktivierung von Enzymen oder transmembrandre Kandle, Hemmung der Atmungskette,
Inititerung von DNA-Schédden und in der Folge Apoptose oder Nekrose [36]. 3-Nitrotyrosin
wurde als verldsslicher Marker fiir Schidden durch Peroxynitrit etabliert [88])

Der Nachweis von Nitrit/ Nitrat erfolgte im institutseigenen Nitric Oxide Analyser. Hierzu
war die Reduktion von Nitrit und Nitrat zu NO durch eine Vanadiumchlorid-Losung

erforderlich. Stickstoff diente als Tragersubstanz und fiihrte das entstandene NO der
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Analysatoreinheit zu. Der hieraus errechnete Gehalt an Nitrit/Nitrat wurde in nmol/gProtein

angegeben, bezogen auf das Gesamtprotein der jeweiligen Plasmaprobe.

Organfunktion

In dieser Arbeit sollte die Funktion der Niere, als lebenswichtiges und zugleich gegeniiber

Hypoxie anfélliges Organ, im Vordergrund stehen.
Parameter fiir Oxygenierung des Nierengewebes und ihrer Funktion waren:

- Renalarterieller Blutfluss
- Renalvendser pH

- Renalvendses Laktat

- Urinproduktion

- Kreatinin-Clearance

- Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) im Serum

Nachweis von Kreatinin und Berechnung der Kreatinin-Clearance

Die direkte Ermittlung der Glomeruldren Filtrationsrate (GFR) ist durch eine Reihe von
praktischen Problemen aufwendig und anfillig fiir Fehler. Die Bestimmung der Kreatinin-
Clearance dient der Abschdtzung der GFR und ist damit ein indirektes Mal} fiir die
Ausscheidungsfunktion der Niere. Kreatinin ist ein Produkt des Muskelstoffwechsels und
wird in Abhédngigkeit der Muskelmasse relativ konstant an das Blut abgegeben. In der Niere
wird das Kreatinin zu einem Hauptteil {iber die Nephrone frei aus dem Blut gefiltert und mit
dem Urin ausgeschieden. Ein sehr kleiner Teil wird durch die Tubuli resorbiert und eine

weitere geringe Menge wird aktiv sezerniert [66].

Fiir die Berechnung der Kreatinin-Clearance wird dann die Kreatinin-Konzentration im Urin
in Abhéngigkeit vom Urinminutenvolumen ins Verhéltnis zur Kreatinin-Konzentration im

Plasma gesetzt:
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Die Bestimmung der Kreatinin-Konzentrationen aus Urin und Plasma erfolgte mit einem
kommerziell erhéltlichen Kit nach dem Jaffe-Prinzip. Dabei wird Pikrinséure zu der Probe
gegeben, welche mit Kreatinin Kreatinin-Pikrakt-Komplexe bildet, die photometrisch

detektiert werden konnen.

Fiir die Bestimmung des Urinminutenvolumens wurde iiber einen suprapubischen Katheter
Urin direkt aus der Blase geleitet und jeweils iiber den Zeitraum vom Start der Himorrhagie
bis zum MZP 3 (12h Behandlungszeit/ Resuscitation) und von MZP 3 bis zum Ende des
Versuches (22h Behandlungszeit) gesammelt. So ergibt sich ein Vergleich zwischen der
Nierenfunktion wahrend der frithen und spédten Behandlungsphase, im Hinblick auf die

Dauer der Beatmung mit purem Sauerstoff.

Physiologische Normwerte fiir die Kreatinin-Clearance des Schweines liegen bei 3,3-3,7

ml/min kgKG [124, 128] und fiir Schweine unter Narkose bei 2,5 ml/min kgKG [89].

2.2.4 Histopathologie, Immunhistochemie

Histopathologie

Fiir die histopathologische Bewertung des Nierengewebes wurden folgende Marker fiir die

ischamische Nierenschdadigung ausgewéhlt:

- Glomerulire Tubularisation: Ischdmische Schadigung im Nierengewebe findet in
erster Linie an den Tubuli statt. Die Glomeruli sind in der Regel nicht
histomorphologisch  betroffen. Glomeruldre Tubularisation bezeichnet ein
Phidnomen, bei dem Epithelzellen des proximalen Tubulus retrograd in das
Glomerulum einwachsen. Der parietale Anteil der Bowman‘schen Kapsel ist
normalerweise mit flachen Epithelzellen ausgekleidet, wihrend das Epithel des
proximalen Tubulus aus cuboidalen Zellen mit prominentem Biirstensaum besteht.
Der Ubergang ist in der Regel abrupt. An Patienten mit akuter ischimischer
Nierenschiddigung wurde beobachtet, dass sich das Epithel des proximalen Tubulus
in die Bowman‘sche Kapsel vorschiebt. Dies ist eine relativ frithe histologische
Auffilligkeit und kann das einzige Anzeichen fiir eine Gewebereaktion bleiben

(Heptinstall). In der Tat konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen

39



MATERIAL UND METHODEN

insuffizienter Nierenfunktion und Ausmall der glomeruldren Tubularisation
festgestellt werden [46].

- Dilatation der Bowman’schen Kapsel: Die VergroBerung des peritubuldren
Raumes ist ebenfalls ein frithes Zeichen der ischdmischen Nierenschddigung.

- Synechien: Adhisionen zwischen den beiden Bléttern der Bowmann’schen Kapsel
finden sich vor allem bei ldngerfristiger Schiadigung.

- Tubuliires Odem: Frith im Verlauf des ischimischen Ereignisses beginnt eine
Umorganisation des Zytoskeletts und den darin enthaltenen Transportern. Erhdhte
endotheliale und vaskulire Permeabilitit fiihrt zu interstitiellem Odem.

- Tubulusdilatation: Gleichzeitig kommt es durch erhohte Durchldssigkeit der
Zellmembranen und einen gestorten Elektrolytaustausch zu Schwellung der Zellen.

- Blutstau: Zusammen fiihren diese Vorgédnge zu einer Kompression der Kapillaren
und konnen hierdurch die Durchblutungssituation zusétzlich verschlechtern. [65]

- EiweiBlzylinder: Abgeschilferte Zellen und ausgefallenes Tamm-Horsfall-Protein
verstopfen die Tubuli, was zu weiterer Abnahme der glomeruldren Filtrationsrate
fiihrt [63].

- Tubulusnekrose: Ischimische Nierenschidigung fiihrt unter anderem durch
Koagulationsnekrose zum Absterben der Zellen. Diese zeichnen sich durch
eosinophiles Cytoplasma aus; teilweise ist der Zellkern pyknotisch oder geht ganz

verloren.

Férbungen

Fiir die histopathologische Auswertung der Schnitte wurden 2 Standardfirbungen
angefertigt: Eine Himatoxylin-Eosin- (H.E.) und eine Periodic Acid-Schiff- (PAS)-Féarbung.

Die H.E.-Firbung dient der Beurteilung einer Reihe feingeweblicher Strukturen. Der
natiirliche, basische Farbstoff Himatoxylin farbt basophile Strukturen blau. Dazu gehoren
DNA, Zellkerne und Ribosomen. Eosin auf der anderen Seite ist ein synthetischer, saurer
Farbstoff, der alle eosinophilen Strukturen rétlich farbt. Darunter fallen auch Kollagenfasern

und zytoplasmatische Proteine [71].

Die H.E.-Fiarbungen wurden freundlicherweise durch die Abteilung fiir Pathologie der

Universitdt Ulm unter Einsatz des AS-2-Féarbeautomaten von Wendt durchgefiihrt.
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Folgende Marker wurden anhand der H.E.-Fiarbungen nach einem standardisierten Schema
ausgewertet: Tubulires Odem, Blutstau, EiweiBzylinder, Tubulusnekrose, Dilatation der

Bowman’schen Kapsel.

Die Durchfiihrung der PAS-Farbungen erfolgte im institutseigenen Labor. Fiir die PAS-
Reaktion wurden Perjodsdure (HIO4) und eine farblose, fuchsinschweflige Saure, das
Schiffsche-Reagenz, verwendet. Zunédchst mussten die zu farbenden Schnitte entparafiniert
werden. Dazu wurden sie vier Mal je 2 bis 5 Minuten in Xylol getaucht. AnschlieBend
durchliefen sie zur Rehydrierung eine absteigende Ethanolreihe (100%, 90%, 70%) und
wurden kurz in destilliertem Wasser gespiilt. Die Schnitte wurden nun 5 Minuten in 1%ige
Perjodsdure getaucht und anschlieBend wieder einige Minuten mit destilliertem Wasser
gespiilt. Im néchsten Schritt wurden die Schnitte fiir 15 Minuten mit dem Schiffschen
Reagenz inkubiert. Darauf folgte ein weiterer Spiilschritt. Das Prinzip dieser Reaktion
besteht darin, dass im Gewebe benachbarte Aldehydgruppen durch die Perjodsdure oxidiert
werden. Diese reagieren mit dem Schiff’schen Reagenz und bewirken in ithm durch einen
strukturellen Umbau die Entfaltung einer chromogenen Eigenschaft. Auf diese Weise
werden Polysaccharide, Glykoproteine und Muzine magentarot gefarbt. Die anschliefende
Féarbung mit Hdmalaun dient einer kontrastreichen Darstellung des Zellkerns. Dazu werden
die Schnitte fiir etwa 30 Sekunden in Héadmalaun getaucht und anschlieBend mit
Leitungswasser und destilliertem Wasser gespiilt. Eine aufsteigende Ethanolreihe (70%,
90%,100%) dient abschlieBend der Dehydrierung der Schnitte, die danach wiederum kurz in

Xylol getaucht und dann mit Immu-Mount eingedeckelt werden [71].

Da durch die PAS-Reaktion Basalmembranen deutlich hervorgehoben werden, wurden
anhand dieser Farbung die glomeruldre Tubularisation, Synechien und Tubulusdilatationen

bewertet.

Auswertungsschema

Die Auswertung erfolgte in freundlicher Zusammenarbeit mit Frau Dr. Scheuerle (Institut

fiir Pathologie am Universititsklinikum Ulm, Arztlicher Direktor: Prof. Dr. P. Méller).

Anhand PAS-gefarbter Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop in 100facher
VergroBerung (Okular:10x; Objektiv:10x) 50 kortikale und 30 medulldre Glomeruli auf

41



MATERIAL UND METHODEN

vorhandene glomeruldre Tubularisation untersucht. Die Menge der positiven Glomeruli sind

in Prozent von 80 angegeben.

Um eine Quantifizierung der restlichen Marker zu ermoglichen wurde in Anlehnung an
Kubiak et all [17, 61] ein Bewertungssystem entwickelt. Dazu wurde, nach griindlicher
Durchsicht eines Schnittes am Lichtmikroskop (Zeiss, Axioplan 2) in 200facher
VergroBerung, eine Aufnahme gemacht. Anhand der Haufigkeit (in Prozent) richtete sich

anschlielend eine Punktvergabe von 0 bis 4.

Tabelle 4 Bewertungssystem des Schweregrades einer Schidigung am Beispiel der Tubulusnekrose.

Schéadigungsgrad | Beschreibung

0 keine Tubulusnekrose zu erkennen

1 Tubulusnekrose bei bis zu 25% der im Bild erkennbaren Tubuli zu
erkennen

2 Tubulusnekrose bei 25% bis 50% der im Bild erkennbaren Tubuli zu
erkennen

3 Tubulusnekrose bei 50% bis 75% der im Bild erkennbaren Tubuli zu
erkennen

4 Tubulusnekrose bei 75% bis 100% der im Bild erkennbaren Tubuli zu
erkennen

Abbildung 10 Beispielbilder der auszuwertenden Schnitte mit HE-Firbung, Bildausschnitte in
100facher VergroBierung. Hier mit Fokus auf Gewebenekrose: keine Nekrose (links) und ausgedehnte
nekrotische Areale (rechts).
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Immunhistochemie

Mit Hilfe von Antikorpern wurde die Expression von CBS und CSE, sowie die Bildung der
Aminosdure Nitrotyrosin und das Vorkommen von Caspase-3 und Albumin im

Nierengewebe detektiert.

- Caspase-3: Caspasen (cysteinyl-aspartate specific protease) wirken regulatorisch
auf die Apoptose-Kaskade. Caspase-3 ist ein pro-apoptotisch wirkendes Enzym [60].

- Albumin: Das Protein Albumin fungiert im Serum als Trigerprotein fiir
verschiedene Substanzen und hilt den kolloidosmotischen Druck aufrecht. Auf
Grund seiner grof3en Molekiilmasse kann es Endothelien in der Regel nicht einfach
passieren. Der Nachweis von Albumin im Nierengewebe am Ende des Versuches
soll hier ein Marker fiir Capillary leakage nach insgesamt 22 Stunden Intervention
mit 100% Sauerstoff sein [107].

- Nitrotyrosin: Wie zuvor beschrieben, kommt es im Schockgeschehen zu vermehrter
Bildung von Stickstoff und Superoxid, welche miteinander reagieren und
Peroxynitrit bilden. Durch die Ubertragung von Nitrit-Gruppen auf Tyrosinreste in
Proteinen und Peptiden kommt es zur Bildung von 3-Nitrotyrosin. Dies fiihrt zu
Lipid-Peroxidation, Inaktivierung von Enzymen oder transmembranédren Kanélen,
Hemmung der Atmungskette, Initiierung von DNA-Schdden und in der Folge
Apoptose oder Nekrose [119]. 3-Nitrotyrosin wurde als verldsslicher Marker fiir
Schiden durch Peroxynitrit etabliert [88].

- CSE: Das H>S-produzierende Enzym CSE wurde in Kapitel 1.2.1 vorgestellt und ist

Teil eines sauerstoffsensitiven Stressantwort-Systems im Nierengewebe.

Dazu mussten auch diese Sum dicken Schnitte zunédchst entparafiniert und rehydriert werden
(siche oben). Da die Formalin-Fixierung zwar die morphologische Struktur des Gewebes
konserviert, aber die dreidimensionale Struktur der Proteine unter Umstidnden verdndern
kann, war eine Vorbehandlung des Gewebes mit Hitze notig. Dadurch wurden Epitope an
den zu detektierenden Proteinen wiederhergestellt und konnten so mit dem Antigen
interagieren (HIAR: heat induced antigen retrieval). In Citratpuffer (pH=6) wurden die
Schnitte fiir 4min und dann fiir 3min in der Mikrowelle auf hochster Stufe erwirmt.

Anschlieflend kiihlten die Schnitte fiir etwa 10min ab.
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Um eine unspezifische Bindung des primdren Antikorpers an andere Proteine
beziehungsweise deren Epitope zu verhindern, wurden die Schnitte im néchsten Schritt mit
10%igem Ziegen-Serum in Diluent fiir 30min ,,geblockt®. Der Diluent bestand aus TBS,
Tween 20 und Serum. Nachdem die Block-Fliissigkeit mit TBS abgespiilt wurde, wurden
die Schnitte fiir 60min mit dem primdren Antikorper inkubiert.

Diese Bindung wurde nach einem erneuten Waschvorgang in TBS und TBST mit Hilfe der
Alkalische-Phosphatase-anti-Alkalische-Phosphatase-Methode (APAAP) sichtbar gemacht.
Hierbei stellt ein Briickenantikodrper die Verbindung zwischen dem priméren Antikorper und
einem Immunkomplex her. Dieser besteht aus einem anti-alkalische-Phosphatase-
Antikorper und der alkalischen Phosphatase, die in einem weiteren Schritt {iber ein rotes

Chromogen sichtbar gemacht wird (Dako APAAP REALI Dako Cort.).

In einer Gegenfiarbung wurden die Zellkerne mit Hamatoxylin dargestellt. AnschlieBend
erfolgte eine Entwisserung in aufsteigender Ethanolreihe und Xylol, sowie die

Eindeckelung mit wasserfreiem Eindeckmittel.

Die Auswertung der Farbungen erfolgte am Mikroskop in der 10er VergroBerung mit Hilfe
der Mikroskop-Software Zeiss AxioVision. Vier reprasentative Areale (je zwei aus dem
Cortex und zwei aus der Medulla) einer Grofe von 800,000 um2 wurden pro Objekttriger
und Tier ausgewertet. Aus den jeweiligen vier Werten wurde ein Mittelwert erhoben, der in
die Auswertung einfloss. Die Intensitdt der Farbung wurde dann als densitometric sum red

angegeben.

2.3 Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse der Daten wurde das Programm GraphPad Prism 5 in der Version
5.04 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA) verwendet. Hierzu wurde zunichst ein Kruskal-
Wallis Rangsummentest und nachfolgend der Dunn’s Test fiir Mehrfachvergleiche

ausgeflihrt. Die meisten Daten wurden als Quartile mit Median, 1. und 3. Quartil angegeben.

Ein errechneter p-Wert unter 0.05 wurde als statistisch signifikant erachtet. Basierend auf

Daten der Kreatinin Konzentration und des durchschnittlichen Noradrenalin-Bedarfes
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vergangener Studien wurde im Hinblick auf den Gesamtversuch mit 4 Versuchsarmen die

GruppengroBBe von je 10 Tieren festgelegt [8, 39].

Die Daten der Tiere, die mindestens 18 Stunden des Versuches iiberlebten, flossen in die

Wertung des letzten Messzeitpunktes ein.

Unabhingig von der Uberlebensdauer wurden Western-Blots, histopathologische und

immunhistochemische Farbungen an dem Gewebe aller Tiere vorgenommen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Uberleben

In Abbildung 12 ist das Uberleben der Tiere beider Versuchsgruppen iiber die
Versuchsdauer in Stunden aufgezeichnet. Ein Tier der Hyperoxiegruppe und vier Tiere der
Kontrollgruppe verstarben vor Ende des Versuches. Es zeigte sich kein signifikanter

Unterschied (p=0,131).
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Abbildung 11 Kaplan-Meier Uberlebensanalyse der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe
iiber die gesamte Versuchsdauer. Je Versuchsgruppe 9 Tiere (n=9). Universitat Ulm 2014.

3.2 Systemische Parameter

3.2.1 Hidmodynamik

Die Maligabe zur Einleitung der Héamorrhagie war die Entnahme von 30% des
Blutvolumens. Das tatsdchlich entnommene Volumen nach der Titration des mittleren
arteriellen Druckes auf 35mmHg bezogen auf das Korpergewicht entsprach in der
Kontrollgruppe 34 ml/kg (28;42) und in der

Hyperoxiegruppe 33 ml/kg (27;37).
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Der Bedarf an substituiertem Volumen in Form von HAEs betrug in der

Kontrollgruppe 50 ml/kg (50;50) und in der
Hyperoxiegruppe 50 ml/kg (50;54).

Es ergab sich jeweils kein signifikanter Unterschied.

Der Noradrenalin-Bedarf in pg/kg*min! wurde in der Interventionsphase fiir die Tiere

beider Gruppen aufgezeichnet und kann der Abbildung 13 entnommen werden. Der

Unterschied ist nicht signifikant (p=0,162).
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Abbildung 12 Noradrenalin-Bedarf der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe in pg
bezogen auf das Korpergewicht und die totale Infusionszeit. Die Darstellung erfolgt als Box-Whisker-Plot:
Median, 25. Quartil und 75. Quartil, sowie Maximum und Minimum. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9).

Universitat Ulm 2014.
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Tabelle 5: Parameter der Hiimodynamik der Hyperoxie- und Kontrollgruppe zu den Messzeitpunkten
(MZP). MZP1 als Ausgangspunkt vor Einleitung der Himorrhagie, MZP2 nach 4 Stunden Hdmorrhagie und
MZP3 und 4 jeweils nach 12 und 22 Stunden der Interventionsphase. Die Daten der beiden Gruppen werden
jeweils als Median, 25. Quartil und 75. Quartil angegeben. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). # entspricht
p < 0,05 im Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Hamorrhagie. § entspricht p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrollgruppe. HF= Herz Frequenz, MAP= Mittlerer arterieller Druck, SV= Schlagvolumen, HZV=
Herzzeitvolumen, MPAP= Mittlerer pulmonalarterieller Druck, PCWP= Lungenkapillaren-Verschlussdruck,
ZVD= Zentraler Venendruck, Hb art.= Hidmoglobinwert im arteriellen Blut. Universitit Ulm 2014.

Vor Himorrhagie Nach 4h Nach 12h Nach 22h
Himorrhagie Intervention Intervention
- MZP1- -MZP2 - - MZP3 - -MZP4 -
Kontrolle 109 190 157 162
HF (89;117) (163;200)# (143;185)# (143;203)#
/min Hyperoxie 108 177 157 161
(97;120) (171;190)# (136;182)# (142;178)#
Kontrolle 108 34 84 72
MAP (96;115) (32:38)# (65:95) (61;96)
mmHg Hyperoxie 116 34 94 90
(112;117) (3337 (83;105) (70;105)#
Kontrolle 0,98 0,18 0,62 0,55
SV (0,95;1,07) (0,16:0,21)# (0,43;0,75) (0,51;0,62)
mil/kg Hyperoxie 0,90 0,17 0,66 0,71
(0,83;1,00) (0,14:0,18)# (0,52;0,75) (0,67;0,74)
Kontrolle 102 33 108 104
HZV (93;113) Q8:41)# (58;118) (69;135)
mi/min*kg ~ Hyperoxie 89 28 106 114
(87;107) QT3NH (92;122) (73;126)
Kontrolle 28 20 33 38
MPAP (21;34) (19; 26) (29; 40) (33; 43)
mmHg Hyperoxie 26 24 29 31
(23:31) (16; 29) (28; 34) (29:38)
Kontrolle 8 2 15 18
PCWP (6;11) (2;5) (13;16) (17;18)#
mmHg Hyperoxie 8 4 14 15
(5;10) (1;4) (9;16) A2;17)#
Kontrolle 6 1 15 17
ZvVD (3:8) (1;4) (12;16) (14;20)#
mmHg Hyperoxie 5 2 13 14
(3;7) (0;3) (8;15) (13;15)#
Kontrolle 92 102 117 111
Hb, art. (76;93) (98;115) (105;129) # (102;126)#
gL Hyperoxie 100 105 109 117
(95;105) (98;116) (100;122) (105;121)
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Die Tiere beider Versuchsgruppen wiesen zu den Messzeitpunkten nach der
Hamorrhagiephase im Vergleich zum Ausgangswert eine signifikant erhohte Herzfrequenz
auf (jeweils p < 0,05), ohne deutlichen Unterschied zwischen den Gruppen. Der mittlere
arterielle Blutdruck war in beiden Gruppen nach Beendigung der Hdmorrhagiephase
signifikant geringer als der Ausgangswert (jeweils p < 0,05) und stieg nach der Reperfusion
wihrend der Interventionsphase in der Hyperoxiegruppe wieder an. Insgesamt zeigt sich
kein signifikanter Unterschied (MZP3 p=0,130, MZP4 p=0,332).

Parallel dazu sanken Schlagvolumina und Herzzeitvolumina wéhrend der
Hamorrhagiephase signifikant ab (jeweils p < 0,05)und stiegen wihrend der
Interventionszeit wieder an. Hierbei gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen. Interessanterweise sanken die Werte der Kontrollgruppe, nachdem sie
nach 12h der Intervention deutlich hoher waren, nach 22h der Intervention wieder leicht ab.
Der mittlere pulmonalarterielle Blutdruck blieb in der Hyperoxiegruppe wihrend des
gesamten Versuches nahezu konstant. Im Vergleich dazu stieg er in der Kontrollgruppe
wihrend der Interventionsphase an, ohne signifikanten Unterschied (MZP4 p=0,145). Der
zentralvendse Druck sank nach der Hadmorrhagie deutlich ab, um dann in der
Interventionsphase iiber den Ausgangswert hinaus anzusteigen. Dieser Anstieg war in
beiden Gruppen nach 22h der Intervention signifikant ((jeweils p < 0,05)). Dabei lagen die
Werte in der Kontrollgruppe nahezu signifikant {iber denen der Hyperoxiegruppe (MZP3
p=0,083 MZP4 p=0,087). Der pulmonale Verschlussdruck verhielt sich dhnlich. Es kam zu
nahezu signifikant hoheren Werten in der Kontrollgruppe nach 22h der Intervention

(p=0,073).

Als Zeichen fiir kardiale Belastung wurde Troponin in ng/g Protein im Serum an den 4
Messzeitpunkten bestimmt. In beiden Gruppen stieg Troponin wihrend der
Interventionsphase signifikant an (jeweils p < 0,05). Hierbei waren die Werte der
Hyperoxiegruppe jeweils signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (MZP3 p=0,032,
MZP4 p=0,046).
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Abbildung 13 Troponin der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe zu den Messzeitpunkten
(MZP), gemessen mit dem ELISA und angegeben in Nanogramm (ng) pro Gramm (g) Gesamtprotein
im Serum. Die Darstellung erfolgt als Box-Whisker-Plot: Median, 25. Quartil und 75. Quartil, sowie
Maximum und Minimum. # entspricht p < 0,05 im Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Himorrhagie. §
entspricht p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitdt Ulm
2014.

3.2.2 Blutgasanalyse und Metabolismus
Nachfolgend werden Marker der Blutgasanalyse und des Metabolismus aufgelistet.

pH und Laktat

In beiden Gruppen zeigt sich nach der Hadmorrhagiephase eine Azidose mit erhdhten
Laktatwerten. Die pH-Werte beider Gruppen sind im Anschluss an die Hdmorrhagie
signifikant niedriger (jeweils p < 0,05) im Vergleich zum Ausgangswert. In der
Hyperoxiegruppe sind die pH-Werte tendenziell hoher; dieser Unterschied wird am MZP4
signifikant (MZP3 p=0,131; MZP4 p=0,038). Die Laktatwerte der Hyperoxiegruppe sind
trotz eines vergleichbaren AusmalBles des Schockzustandes am MZP2 kurz nach der
Hamorrhagiephase signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (p=0,032). Die Werte
ndhern sich im Verlauf wieder dem Ausgangswert vor der Himorrhagie an. Es gibt keinen

signifikanten Unterschied mehr zwischen den Gruppen (MZP3 p= 0,248; MZP4 p= 0,157).
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Abbildung 14 pH-Werte im arteriellen Blut der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe zu
den Messzeitpunkten (MZP) mit Hilfe des Radiometer-Vollautomaten fiir Blutgasanalysen. Darstellung

als Box-Plot mit Median, 1. und 3. Quartile, sowie dem Minimum und Maximum. # entspricht p < 0,05 im

Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Himorrhagie. § entspricht p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitdt Ulm 2014.
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Abbildung 15 Laktat im arteriellen Blut der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe zu den
Messzeitpunkten (MZP) mit Hilfe des Radiometer-Vollautomaten fiir Blutgasanalysen, angegeben in
mmol/l. Darstellung als Box-Plot mit Median, 1. und 3. Quartile, sowie dem Minimum und Maximum. #
entspricht p < 0,05 im Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Himorrhagie. § entspricht p < 0,05 im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitit Ulm 2014.

Weitere Parameter der Blutgasanalyse und Sauerstoffaufnahme

Im Folgenden sind weitere Parameter der Blutgasanalyse zu allen 4 Messzeitpunkten
aufgefiihrt. Stiindliche Blutgasanalysen wurden genutzt, um die Beatmungsparameter
anhand des Protokolls anzupassen. Im Rahmen der Intervention wurde der inspiratorische
Sauerstoffanteil in der Hyperoxiegruppe auf 1,0 gestellt. So liegen die Werte des
Sauerstoffpartialdruckes zum MZP3 und 4 signifikant {iber denen des Ausgangswertes
(geweils p < 0,05). Der Horovitz-Index, als Zeichen fiir die Oxygenierungsfahigkeit und
damit ein Marker fiir Lungenschidigung, sinkt bei den Tieren der Kontrollgruppe wéhrend
der Interventionsphase, bis sie an MZP4 signifikant niedriger als ihr Ausgangspunkt sind
(p=0,003). Im Vergleich dazu bleiben die Werte der Hyperoxietiere konstant, bzw. steigen
leicht an und sind signifikant hdher (MZP3 p=0,012; MZP4 p=0,003).

Der arterielle CO; Partialdruck als Mal fiir die interne CO2 Produktion steigt in der

Hyperoxiegruppe im Verlauf des Experimentes leicht an, wéhrend die Werte der
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Hyperoxietiere gegen Ende des Versuches wieder auf das Ausgangsniveau sinken. Der

Unterschied ist am MZP4 signifikant (p=0,049).

Tabelle 6 Beatmungsparameter, gemessen im arteriellen (art.) Blut der Versuchstiere der Hyperoxie-
und Kontrollgruppe zu den Messzeitpunkten (MZP). MZP1 als Ausgangspunkt vor Einleitung der
Héamorrhagie, MZP2 nach 4 Stunden Hamorrhagie und MZP3 und 4 jeweils nach 12 und 22 Stunden der
Interventionsphase. Die Daten der beiden Gruppen werden jeweils als Median, 25. Quartil und 75. Quartil
angegeben. # entspricht p < 0,05 im Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Himorrhagie, § entspricht p < 0,05
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). pO: = Sauerstoffpartialdruck, art. =
im arteriellen Blut, FiO, = inspiratorische Sauerstoffkonzentration, pO,/FiO, = Oxyginierungsindex, pCO: =
Kohlenstoffdioxidpartialdruck, VO, = Sauerstoffausschopfung, HCO3- = Bicarbonat, BE = Base excess.
Universitidt Ulm 2014.

Vor Nach 4h Nach 12h Nach 22h
Himorrhagie Hiamorrhagie Intervention Intervention
- MZP1- -MZP2 - -MZP3 - -MZP4 -
Kontrolle 88 73 116 101
pO:, art. (76;100) (69;78) (102;130) (91;118)
mmHg Hyperoxie 82 78 462 414
(71;86) (65;89) (434; 501)#§ (349;496) #§
Kontrolle 419 349 355 299
PO./FiO: (360;460) (331, 372) (337;413) # (242;336) #
mmHg Hyperoxie 390 373 462 414
(340; 409) (308; 424) (434;501) § (349;496) §
pCOs., Kontrolle 35 38 34 34
art. (33;37) (34;40) (33;38) (29;35)
mmHg Hyperoxie 35 37 35 38
(33;37) (32;38) (35;35) (36;39) §
VOy,art.  Kontrolle 3.4 3,0 3.8 41
(2,8:4,1) (2,5;3.,8) (3,4;5,1) (3,1;4,7)
mlOs/min  Hyperoxie 3,0 2.7 3,4 3,3
*kg (2,6;3,8) (2,1;3,3) (2,5:4,6) # (2,9:4,7)
HCO?, Kontrolle 26,7 18,1 18,8 17,8
art. (26,4;27,1) (17,8;19,3)# (10,2;20,7)# (9,8;18,6)#
mmol/l Hyperoxie 25,8 19,8 19,8 21,3
(24,7;27,1) (18,3; 22,0)# (18,3; 22,2)# (20,1;21,8) §
Kontrolle 2,7 -7,3 -6,4 -8,3
BE, art. (1,1; 3,9) (-9,3; -4,5)# (-21,8;-4,2)# (-20,3;-7,1)#
Hyperoxie 2,9 -5,4 -5,7 -4,6
(0,8; 3,6) (-9,7; -2.9) # (-8,4; -2,4)# (-6,4; -3,2) §.#
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Die Sauerstoffausschopfung des Organismus sinkt bei beiden Versuchsgruppen wihrend der
Hamorrhagie. Wihrend der Interventionsphase steigt sie bei der Kontrollgruppe starker an.

Einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen gibt es nicht.

In der Hyperoxiegrupe zeigen sich nach der Hémorrhagiephase signifikant niedrigere
Bikarbonat- und Base-Excess-Werte im Vergleich zum Ausgangswert (jeweils p<0,05), mit
Ausnahme des HCO3™ Wertes der Hyperoxiegruppe am MZP4. Die Werte haben sich hier
dem Augangswert soweit angendhert, dass sie sich nicht mehr signifikant unterscheiden.
Zudem ergibt sich hierdurch ein signifikant héherer Wert in der Hyperoxiegruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p= 0,014). Der BE der Tiere der Hyperoxiegruppe ist
ebenfalls signifikant hoher als der der Kontrolltiere (p=0,035) am MZP4.

3.2.3 Oxidativer und nitrosativer Stress

Marker des oxidativen und nitrosativen Stresses wurden im Serum der Tiere beider
Versuchsgruppen an den Messzeitpunkten (MZP), sowie im Nierengewebe am Ende des

Versuches, nachgewiesen.

8-Isoprostan

Als Marker fiir oxidativen Stress wurde 8-Isoprostan im Serum mit Hilfe des ELISAs

bestimmt.
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Abbildung 16 8-Isoprostan im Plasma der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe zu den
Messzeitpunkten (MZP), gemessen mit dem ELISA und angegeben in ng pro Gramm Gesamtprotein.
Darstellung als Box-Plot mit Median, 1. und 3. Quartile, sowie dem Minimum und Maximum. # entspricht p
< 0,05 im Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Hamorrhagie. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9).

Universitiat Ulm 2014.

Abb. 17 zeigt die Bildung von 8-Isoprostan im Serum. In beiden Gruppen kommt es durch
das hdmorrhagische Trauma zu vermehrtem oxidativem Stress, zu sehen an erhohten 8-
Isoprostan-Leveln im Serum (Keel 2005). Es zeigte sich keine signifikante Differenz

zwischen den Gruppen (MZP3 p=0,730; MZP4 p=0,139).

Nitrit/ Nitrat

Als Marker fiir nitrosativen Stress wurde Nitrit/ Nitrat im Plasma bestimmt.
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Tabelle 7 Nitrit/ Nitrat im Plasma der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe zu den
Messzeitpunkten (MZP), angegeben in nmol pro Gramm Gesamtprotein. Die Daten der beiden Gruppen
werden jeweils als Median, 25. Quartil und 75. Quartil angegeben. # entspricht p < 0,05 im Vergleich zum
Messzeitpunkt vor der Haimorrhagie. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitiat Ulm 2014.

Vor Nach 4h Nach 12h Nach 22h
Himorrhagie Himorrhagie Intervention Intervention
- MZP1- -MZP2 - - MZP3 - -MZP4 -
Nitrit/ Kontrolle 127 166 566 1158
Nitrat (115;160) (137;221) (348;749)# (534;2164)#
nmol/g Hyperoxie 93 151 340 858
Protein (63;189) (95;229) (231:487)# (319;1495)#

Nach Abschluss der Hémorrhagiephase sind im Serum erhohte Nitrit/Nitrat-Werte
nachweisbar. Wihrend der Interventionsphase steigen diese Werte in beiden Gruppen weiter
an und sind schlieBlich signifikant zu den Vergleichswerten erhoht (jeweils p<0,05). Zum
MZP 4 sind die Werte in der Kontrollgruppe deutlich hoher als in der Hyperoxiegruppe,
ohne signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (MZP3 p=0,222; MZP4 p=0,370).

3.2.4 Systemische Entziindungsreaktion

Zur Analyse der Entziindungsreaktion wurden die Mediatoren I1-1f, 11-6, II-10 und TNFa

sowie die Anzahl der Leukozyten im Blutbild zu allen 4 Messzeitpunkten bestimmt.

Um einen Vergleich zwischen den Tieren zu ermdglichen und eventuelle
Volumenverschiebungen zu beriicksichtigen, wurden die Zytokine in das Verhiltnis zum

jeweiligen Gesamtprotein gesetzt und daher in ng/gProtein angegeben.
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Abbildung 17 11-18 im arteriellen Blut der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe zu den
Messzeitpunkten (MZP) mit Hilfe des ELISA, angegeben in Nanogramm (ng) bezogen auf das
Gesamtprotein. Darstellung als Box-Plot mit Median, 1. und 3. Quartile, sowie dem Minimum und Maximum.
# entspricht p < 0,05 im Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Himorrhagie. § entspricht p < 0,05 im Vergleich

zur Kontrollgruppe. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitit Ulm 2014.
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Abbildung 18 II-6 im arteriellen Blut der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe zu den
Messzeitpunkten (MZP) mit Hilfe des ELISA, angegeben in Nanogramm (ng) pro Gramm (g)
Gesamtprotein. Darstellung als Box-Plot mit Median, 1. und 3. Quartile, sowie dem Minimum und Maximum.
# entspricht p < 0,05 im Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Himorrhagie. § entspricht p < 0,05 im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitdt Ulm 2014.
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Abbildung 19 1I-10 im arteriellen Blut der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe zu den
Messzeitpunkten (MZP) mit Hilfe des ELISA, angegeben in Nanogramm (ng) pro Gramm (g)
Gesamtprotein. Darstellung als Box-Plot mit Median, 1. und 3. Quartile, sowie dem Minimum und Maximum.
# entspricht p < 0,05 im Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Himorrhagie. § entspricht p < 0,05 im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitit Ulm 2014.
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Abbildung 20 TNFa im arteriellen Blut der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe zu den
Messzeitpunkten (MZP) mit Hilfe des ELISA, angegeben in Nanogramm (ng) pro Gramm (g)
Gesamtprotein. Darstellung als Box-Plot mit Median, 1. und 3. Quartile, sowie dem Minimum und Maximum.
# entspricht p < 0,05 im Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Hamorrhagie. § entspricht p < 0,05 im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitit Ulm 2014.

Das proinflammatorische II-1p steigt zu den MZP3 und 4 in beiden Gruppen an, in der
Kontrollgruppe jedoch deutlich stérker als in der Hyperoxiegruppe. Dieser Unterschied ist
zum Ende des Versuches signifikant (MZP3 p=0,077; MZP4 p=0,006). Eine &hnliche
Entwicklung zeigt I1-6 (MZP3 p=0,063; MZP4 p=0,021). Das antiinflammatorische I1-10 ist
in der Hyperoxiegruppe ebenfalls niedriger: Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen wihrend der gesamten Interventionsphase (MZP3 p= 0,046; MZP4
p=0,021). Die Werte des regulatorischen TNFa verhalten sich dhnlich wie die anderen
Entziindungswerte. Am Ende des Versuches liegen die Werte der Hyperoxiegruppe
signifikant niedriger als die der Kontrollgruppe (MZP3 p= 0.094; MZP4 p=0,046).
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3.3 Die Niere im himorrhagischen Schock
Um die Auswirkung einer Beatmung mit 100%igem Sauerstoff auf den Korper wihrend des
hdmorrhagischen Schockes zu untersuchen, wurde die Funktion verschiedener

lebenswichtiger Organe beurteilen.

Die Niere ist gegeniiber ischdmischen Ereignissen besonders empfindlich (Young 2010) und

wird daher hier detailliert betrachtet.

3.3.1 Blutfluss und Parameter der Sauerstoffschuld

Wie zu erwarten sinkt die Durchblutung der Arteria renalis am Ende der Himorrhagiephase
im Vergleich zum Ausgangswert in beiden Versuchsgruppen signifikant ab. In der
Hyperoxiegruppe steigt sie wihrend der Beatmung mit 100% Sauerstoff und nihert sich dem
Ausgangswert an, sodass es keinen signifikanten Unterschied mehr im Vergleich zum
Ausgangswert gibt. Im Vergleich dazu nehmen die Werte der Durchblutung in der
Kontrollgruppe im Verlauf der Beobachtungsphase tendenziell ab und sind signifikant
niedriger als der Ausgangswert. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

Gruppen (MZP3 p=0,099; MZP4 p=0,094).
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Abbildung 21 Blutfluss in der Arteria renalis der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe zu
den Messzeitpunkten (MZP), gemessen durch den Ultraschallflusskopf und angegeben in Milliliter (ml)
pro Minute Versuchszeit (min) und Koérpergewicht in Kilogramm (kg). Darstellung als Box-Plot mit
Median, 1. und 3. Quartile, sowie dem Minimum und Maximum. # entspricht p < 0,05 im Vergleich zum
Messzeitpunkt vor der Hamorrhagie. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitiat Ulm 2014.

62



ERGEBNISSE

Tabelle 8 Parameter des renalen Metabolismus der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe
zu den Messzeitpunkten (MZP). MZP1 als Ausgangspunkt vor Einleitung der Hamorrhagie, MZP2 nach 4
Stunden Hdmorrhagie und MZP3 und 4 jeweils nach 12 und 22 Stunden der Interventionsphase. Die Daten der
beiden Gruppen werden jeweils als Median, 25. Quartil und 75. Quartil angegeben. # entspricht p < 0,05 im
Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Hamorrhagie. § entspricht p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Je
Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). rv = gemessen im renalvendsen Blut, VO, = Sauerstoffaufnahme.
Universitdt Ulm 2014.

Vor Himorrhagie Nach 4h Nach 12h Nach 22h
Himorrhagie Intervention Intervention
- MZP1- -MZP2 - -MZP3 - - MZP4 -
pH, rv Kontrolle 7,48 7,3 7,31 7,3
(7,46,7,49) (7,25;7,34)# (7,03;7,37)# (6,87;7,35)#
Hyperoxie 7,46 7,34 7,34 7,34
(7,43,7,52) (7,22;7,82)# (7,29;7,38)# (7,32;7,35)#
Laktat,  Kontrolle 1,0 5,6 2,3 2,1
rv (0,8;1,6) (4,8;7,0 # (1,3;9,9) (0,9;10,3)
(mmol/l)  Hyperoxie 1,0 4,2 1,4 1,0
(0,8;1,3) (3,2:4,9) #§ 0,7:4,0) (0,8;1,3)
VO, rv  Kontrolle 2,1 1,5 5,6 4,1
(1,8;4,6) (1,1;2,1) (4;6,3) (2,9:4,3)
(mlOx/min*  Hyperoxie 2,3 1,0 3,3 2,8
ke) (2.0:2,6) (0.9:1.4) 073,78 2.233)

Im renal-vendsen Blut sinkt der pH nach Beendigung der Hamorrhagie in beiden Gruppen
bis in den azidotischen Bereich jeweils signifikant (p<0,05) im Vergleich zum Ausgangswert

ab. Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen.

Parallel dazu steigen die Serum-Laktatwerte an, wobei diese Werte in der Kontrollgruppe an
MZP2 schon signifikant hoher (p=0,020) sind. Die Werte sinken in beiden Gruppen ab, und
weisen dann keinen signifikanten Unterschied mehr zueinander (MZP3 p= 0,156; MZP4
p=0,206) auf.

Wihrend der Interventionsphase ergibt sich eine deutlich hohere Sauerstoffausschopfung
des Nierengewebes in der Kontrollgruppe als in der Hyperoxiegruppe. Dieser Unterschied

ist zum MZP 3 signifikant (MZP3 p=0,022; MZP4 p=0,082).

63



ERGEBNISSE

3.3.2 Nierenfunktion

Zur Beschreibung der Nierenfunktion wurden die Urinausscheidung und Kreatinin
Clearance jeweils fiir 2 Beobachtungsphasen aufgezeichnet: Phase 1 vom Anfang der
Hyperoxie bis 12h nach Beginn der Intervention und Phase 2 fiir die verbleibenden 10h der
Intervention bis zum Versuchsende. Wihrend die Menge des ausgeschiedenen Urins in
Phase 2 in der Kontrollgruppe abnimmt, steigt sie in der Gruppe mit 100% Sauerstoff
Beatmung ohne signifikanten Unterschied an (Phase 1 p=0,560; Phase 2 p=0,226). Die
Werte der berechneten Kreatinin Clearance verhalten sich dhnlich (Phase 1 p=0,340; Phase
2 p=0,370).
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Abbildung 22 Urinausscheidung der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe iiber 2
Uberwachungsphasen, angegeben in ml pro Zeiteinheit in Stunden (h) und pro Kérpergewicht (kg).
Phase 1 entspricht der Zeit zwischen dem Start der Himorrhagie und dem MZP3 (12h Intervention), Phase 2
entspricht der anschlieBenden Zeit der Intervention bis MZP4 (12. bis 22. Stunde Intervention. Darstellung als
Box-Plot mit Median, 1. und 3. Quartile, sowie dem Minimum und Maximum. Je Versuchsgruppe 9 Schweine
(n=9). Universitit Ulm 2014.
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Abbildung 23 Kreatinin Clearance der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe iiber 2
Uberwachungsphasen, angegeben in ml pro Zeiteinheit in Minuten (min). Phase 1 entspricht der Zeit
zwischen dem Start der Himorrhagie und dem MZP3 (12h Intervention), Phase 2 entspricht der anschlieBenden
Zeit der Intervention bis MZP4 (12 bis 22h Intervention. Darstellung als Box-Plot mit Median, 1. und 3.
Quartile, sowie dem Minimum und Maximum. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitdt Ulm 2014.

Parallel zu den oben beschriebenen Werten zeigte sich folgende Entwicklung der Werte des
Kreatinins im Serum: Die gemessenen Serum-Kreatinin-Werte beider Gruppen steigen nach
der Himorrhagiephase an. In der Hyperoxiegruppe zeigen sich tendenziell niedrigere Werte
als in der Kontrollgruppe, jeweils ohne signifikanten Unterschied (MZP3 p= 0,074; MZP4
p=0,075).
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Abbildung 24 Kreatinin im Plasma der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe zu den
Messzeitpunkten (MZP), gemessen nach dem Jaffe-Prinzip und angegeben in pmol pro Liter (1).
Darstellung als Box-Plot mit Median, 1. und 3. Quartile, sowie dem Minimum und Maximum. # entspricht p
< 0,05 im Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Hamorrhagie. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9).

Universitat Ulm 2014.
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Abbildung 25 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) im Plasma der Versuchstiere der
Hyperoxie- und Kontrollgruppe zu den Messzeitpunkten (MZP), gemessen mit dem ELISA und
angegeben in ng pro Gramm Gesamtprotein. Darstellung als Box-Plot mit Median, 1. und 3. Quartile, sowie
dem Minimum und Maximum. # entspricht p < 0,05 im Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Himorrhagie.
Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitiat Ulm 2014.

Als weiterer Marker der Nierenschddigung wurde Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL) im Plasma der Versuchstiere bestimmt (Abb 27). Bereits nach den 4 Stunden der
Hamorrhagiephase zeigen sich signifikant erhohte Werte im Vergleich zum Ausgangswert
im Serum beider Versuchsgruppen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe steigen diese Werte
wihrend der Beatmung mit 100%igem Sauerstoff langsamer und geringfiigiger an; es zeigt
sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (MZP3 p=0,136; MZP4
p=0,114).

3.3.3 Histopathologie

Neben den immunhistochemischen Markern fiir Nierenschiddigung auf zelluldrer Ebene,
wurden histopathologische Marker zum Nachweis der Auswirkung des hdmorrhagischen

Schockes und der Hyperoxie auf mikroskopisch erkennbarer struktureller Ebene mit Hilfe
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der Standardfirbungen Periodic Acid-Schiff (PAS) reaction und der Himatoxylin-Eosin
(H.E.Féarbung untersucht.

Glomeruldre Tubularisation

Tabelle 9 Glomerulire Tubularisation in Prozent (%), nachgewiesen an PAS-gefirbten Schnitten des
Nierengewebe der Tiere der Kontroll- und Hyperoxiegruppe am Ende des Versuches. Die Daten der
beiden Gruppen werden jeweils als Median, 25. Quartil und 75. Quartil angegeben. Je Versuchsgruppe 9
Schweine (n=9). Universitdt Ulm 2014.

Hyperoxie Kontrolle

Glomerulire Tubularisation, 0(0;0.5) 0(0;2)
%

Einzel- und Gesamtscore der histopathologischen Marker

Tabelle 10 Weiterer Parameter der Histopathologie nachgewiesen an H.E.- und PAS-gefirbten
Schnitten des Nierengewebes der Tiere der Kontroll- und Hyperoxiegruppe am Ende des Versuches. Die
Daten der beiden Gruppen werden jeweils als Median, 25. Quartil und 75. Quartil angegeben. Je
Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitit Ulm 2014.

Hyperoxie Kontrolle

Dilatation der 0(0;1,3) 0 (0;1)
Bowman’schen Kapsel

Synechien 0 (0;0) 0 (0;0)
Tubulires Odem 0,3 (0;0,5) 1(0;1)
Tubulusdilatation 1(0;1) 0 (0;2)
Tubulusnekrose 0 (0;0,5) 0(0;1)
Blutstau 0,8 (0;1) 1(0;1)
Eiwei}zylinder 0,5 (0;2) 0,5 (0;1)
Gesamtscore 3,3(2,4;6,4) 3(2,5;5)

Es gab keine signifikanten Unterschiede bei den Parametern der Histopathologie der Niere.
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3.3.4 Immunbhistologie

Das pro-apoptotische Enzym Caspase-3 wurde immunhistochemisch im Nierengewebe am
Ende des Versuches nachgewiesen (Abb 28 und 29). Caspase-3 ist im Nierengewebe der

Hyperoxiegruppe signifikant niedriger exprimiert (p=0,014).
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Abbildung 26 Caspase-3 im Nierengewebe der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe am
Ende des Versuches, nachgewiesen durch Immunfluoreszenz und angeben als densitometrische Summe
nach Detektion am Mikroskop. Die Darstellung erfolgt als Box-Whisker-Plot: Median, 25. Quartil und 75.
Quartil, sowie Maximum und Minimum. § entspricht p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Je
Versuchsgruppe 9 Tiere (n=9). Universitidt Ulm 2014.

Kontrolle Hyperoxie

0%

Abbildung 27 Reprisentative Beispielbilder der immunhistochemischen Detektion von Caspase-3 in
Nierengewebe je eines Tieres der Kontroll- und Hyperoxiegruppe am Ende des Versuches. Die rotliche
Farbe stellt dabei das detektierte Caspase-3 im Interstitium dar. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9).
Universitit Ulm 2014.
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Abbildung 28 Albumin im Nierengewebe der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe am
Ende des Versuches, nachgewiesen durch Immunfluoreszenz und angeben als densitometrische Summe
nach Detektion am Mikroskop. Die Darstellung erfolgt als Box-Whisker-Plot: Median, 25. Quartil und 75.
Quartil, sowie Maximum und Minimum. § entspricht p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Je
Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitdt Ulm 2014.

Kontrolle Hyperoxie

Abbildung 29 Reprisentative Beispielbilder der immunhistochemischen Detektion von Albumin in
Nierengewebe je eines Tieres der Kontroll- und Hyperoxiegruppe am Ende des Versuches. Die rotliche
Farbe stellt dabei das detektierte Albumin im Interstitium dar. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9).
Universitat Ulm 2014.
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Bei den Tiere, die wiahrend der Interventionsphase mit purem Sauerstoff beatmetet wurden,
fand sich, als Zeichen fiir die geringer ausgeprégte Permeabilititssteigerung der Endothelien,

signifikant (p=0,005) weniger Albumin im Nierengewebe.

Nitrotyrosin
Als Marker fiir nitrosativen Stress wurde Nitrotyrosin im Nierengewebe am Ende des

Versuches immunhistochemisch nachgewiesen.

72



ERGEBNISSE

Q
:
S 2.5x10°
Kontrolle [
g Hyperoxie [__]
@ 2.0x1008+
1
g 1.5x 108+
3 1.0x10%- §
£ -1
o 5.0x10%7+
=
__g 0 . F_
=

Abbildung 30 Nitrotyrosin im Nierengewebe der Versuchstiere der Hyperoxie- und Kontrollgruppe
am Ende des Versuches, nachgewiesen durch Immunfluoreszenz und angeben als densitometrische
Summe nach Detektion am Mikroskop. Die Darstellung erfolgt als Box-Whisker-Plot: Median, 25. Quartil
und 75. Quartil, sowie Maximum und Minimum. § entspricht p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Je
Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitit Ulm 2014.

Kontrolle Hyperoxie

Abbildung 31 Reprisentative Beispielbilder der immunhistochemischen Detektion von Nitrotyrosin im
Nierengewebe je eines Tieres der Kontroll- und Hyperoxiegruppe am Ende des Versuches. Die rotliche
Farbe stellt dabei das detektierte Nitrotyrosin im Interstitium dar. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9).
Universitat Ulm 2014.

Korrelierend zu den systemischen Markern zeigt sich die Bildung von Nitrotyrosin in der
Hyperoxiegruppe signifikant geringer exprimiert, als in der Kontrollgruppe (p=0,003). Abb

33 zeigt 2 Beispiele der Farbungen, die ausgewertet wurden.
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Cystathionin y-Lyase (CSE)
Das H>S-produzierende Enzym Cysthationin-y-Lyase (CSE) ist in den postinterventionell
genommenen Nierenbiopsien bei den Tieren der Hyperoxiegruppe signifikant (p=0,003)

starker exprimiert, als bei den Tieren der Kontrollgruppe.
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Abbildung 32 Cysthationin-y-Lyase (CSE), im Nierengewebe der Versuchstiere der Hyperoxie- und
Kontrollgruppe am Ende des Versuches, nachgewiesen durch Immunfluoreszenz und angeben als
densitometrische Summe nach Detektion am Mikroskop. Die Darstellung erfolgt als Box-Whisker-Plot:
Median, 25. Quartil und 75. Quartil, sowie Maximum und Minimum. § entspricht p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9). Universitit Ulm 2014.

Kontrolle Hyperoxie

Abbildung 33 Reprisentative Beispielbilder der immunhistochemischen Detektion von CSE in
Nierengewebe je eines Tieres der Kontroll- und Hyperoxiegruppe am Ende des Versuches. Die rotliche
Farbe stellt dabei das detektierte Nitrotyrosin im Interstitium dar. Je Versuchsgruppe 9 Schweine (n=9).
Universitat Ulm 2014.
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4 DISKUSSION

Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen, ob eine Beatmung mit 100%igem Sauerstoff in
der akuten Phase eines hdmorrhagischen Schockes im Schwein der Entwicklung eines

Multiorganversagens entgegenwirken kann.

Diese Studie baute auf dem Projekt ,,The role of pure O, breathing in a clinically relevant,
long-term, hyperdynamic porcine model of fecal peritonitis-induced septic shock® auf,
welches bereits anti-apoptotische und anti-inflammatorische Effekte einer puren Sauerstoff-
Ventilation liber 12 Stunden in einem Langzeitmodell am Schwein mit fékaler Peritonitis
zeigen konnte (Barth 2008, Hauser 2009, Calzia 2010). Das hier verwendete Langzeitmodell
des hdmorrhagischen Schockes am Schwein wurde im Rahmen des BMVg-
Forschungsprojektes ,,H>S-induzierte ,suspended animation bei hidmorrhagischem

Schock® (Bracht 2012, Groger 2013) entwickelt.

Uberpriift wurden die Auswirkungen des Sauerstoffs auf: Himodynamik, Lungenfunktion
und  Gasaustausch, oxidativer und nitrosativer  Stress, sowie systemische

Entziindungsreaktion und Organfunktion am Beispiel der Niere.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Beatmung mit 100%igem Sauerstoff tendenziell die
Organfunktion und das Uberleben verbesserte, was vermutlich mit der reduzierten
systemischen Entziindungsreaktion und reduziertem oxidativem und nitrosativem Stress

zusammenhing.

4.1 Das Tiermodell und die Tierintensivstation

Der traumatisch-hamorrhagische Schock ist die hdaufigste Todesursache in der Altersgruppe
zwischen 5 und 44 Jahren [52, 118]. Die Etablierung eines klinisch relevanten
Versuchsmodells ist daher von groem Interesse. Um die pathophysiologischen
Mechanismen des hdmorrhagischen Schockes im Menschen mdglichst genau zu replizieren,
entschieden wir uns fiir ein Langzeitmodell am Schwein und gegen ein etabliertes Nager-
Modell. Méuse und Ratten beispielsweise sind als Versuchstiere beliebt, da sie auf Grund

ihrer Grof3e einfach zu handhaben und beziiglich Haltung und Pflege giinstig sind. Sie haben
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eine kurze Generationsdauer und produzieren so in kurzer Zeit eine hohe Zahl an
Nachkommen. Transgene Ansdtze und gezielte Genmanipulation sind zu Standardtechniken
geworden. Jahrelange Nutzung von Maiusen in der Forschung hat eine Vielzahl an
Inzuchtlinien hervorgebracht [30]. Schweine haben hingegen eine ldngere Generationszeit
[37]. Durch ihre Korpergrofle sind sie deutlich teurer in der Haltung und benétigen wihrend

der Operationsphase eine Medikation in hoherem Male.

Dennoch ist das Schwein als GroBtiermodell in einer praklinischen Studie zum
hdmorrhagischen Schock dem Nager deutlich iiberlegen. Das Schwein weist beziiglich der
Anatomie, Physiologie und Immunantwort hohe Homologien zum Menschen auf, was fiir
die Ubertragbarkeit der komplexen Abldufe des hidmorrhagischen Schocks von groBter
Wichtigkeit ist [108, 115]. Nicht zuletzt aufgrund ihrer Korpergro3e war der hier erfolgte
Umfang der Blutentnahmen und somit die Generierung von groflen Datensitzen moglich,
um die Pathophysiologie des hamorrhagischen Schockes und den potenziellen
Therapieansatz eines Intensivpatienten moglichst genau zu erforschen. Durch hohe
Analogien im kardiovaskuldren System sind himodynamische Abldufe iibertragbar und der
Einsatz von handelsiiblichen Kaniilen und Blutentnahmesets aus der Human-Medizin
moglich. Die KorpergroBe macht die Gewinnung von Probenmaterial in einem Umfang

moglich, der bei Nagern undenkbar wire [109, 112].

Wie zuvor beschrieben, stellten Nierenfunktion und Pathophysiologie der Nieren einen
wichtigen Teilabschnitt dieser Arbeit dar. Die Nierenanatomie von Schwein und Mensch
besitzt eine hohere Ahnlichkeit als die anderer Spezies [116]. Wie bei Menschen und Affen
finden sich bei Schweine multilobuldre, multipapillire Nieren mit einem verzweigten
Kelchsystem. Im Gegensatz hierzu weisen zum Beispiel Méuse, Ratten und Hamster
Strukturen mit unilobuldren und unipapilldaren Nieren auf. Dieser Unterschied setzt sich in
der arteriellen und vendsen GeféaBstruktur fort [108]. Bei Menschen und Schweinen findet
sich ein kompliziertes System aus interlobuldren und segmentalen Arteriolen, die
Anastomosen miteinander bilden und die zahlreichen Nierenldppchen mit Sauerstoff und
Néhrstoffen versorgen. Bei Madusen und Ratten sind alle Arteriae renales Endarterien und es
finden sich keine Anastomosen. Diese sind durch das Fehlen eines multilobuldren Systems
auch nicht notwendig [99]. Diese Unterschiede legen nahe, dass sich der kortikale und

medulldre Sauerstoffbedarf zwischen den einzelnen Spezies deutlich unterscheidet.

Einige Punkte erschweren die Ubertragbarkeit der Daten des Schweines auf den Menschen.
So weist das normale Hausschwein dem Menschen gegeniiber eine Hyperkoagulabilitit auf.
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Die in dieser Studie verwendete Schweinerasse war eine spezielle Kreuzung aus Tieren der
Stimme Bretoncelles, Meishan und Willebrand (BMW-Schweine). Die Tiere wiesen eine
Genmodifikation des von-Willebrand-Faktors auf, wodurch dessen Aktivitdt mit der des

von-Willebrand-Faktors beim Menschen vergleichbar wurde [83].

Die Relevanz des hier verwendeten Tiermodelles und der verwendeten Schweinerasse wurde

in der Literatur [2, 24] und in eigenen Projekten bestétigt [17, 110].

Die Zuordnung des jeweiligen Tieres zu einer Versuchsgruppe erfolgte am Morgen des
Versuches nach abgeschlossener Narkoseeinleitung iiber eine Auslosung. So wurde eine
Préferenz bei der Auswahl der Tiere vermieden. Das Gewicht der Tiere wies aufgrund der
Altersspanne von 12-18 Monaten relativ groe Unterschiede auf. Eine weitere Eingrenzung
war aufgrund der langen Generationsdauer der Tiere nicht mdglich und sollte eine mdgliche
Ubertragung der Ergebnisse in ein klinisches Setting eher erleichtern. Um nun trotzdem ein
vergleichbares Maf} des himorrhagischen Schockes zu erreichen erfolgte die Einleitung der
Himorrhagie gewichtsadaptiert liber die Entnahme von 30% des Blutvolumens. Die
Messungen zeigen, dass sich die Menge des tatséchlich entnommenen Blutvolumens nicht

zwischen den Gruppen unterschied.

Die institutseigene Tier-Intensivstation ermoglichte die maBstabgetreue Simulation der
Therapie eines Patienten im hdmorrhagischen Schock. Sie diente bereits in vergangenen
Studien als Setting fiir Versuche an Schweinen [17, 110]. Die Uberwachungseinheit, mit der
z.B. die himodynamischen Parameter aufgezeichnet wurden bestand aus Instrumenten, wie
sie auch flir Menschen verwendet werden. Es standen Geréte wie eine BGA-Maschine und
chirurgische Instrumente zur Verfiigung. Geleitet und durchgefiihrt wurden die Versuche

zudem durch in der Intensivmedizin erfahrene Anésthesisten und einen Tierarzt.

4.2 Das Uberleben

In der Hyperoxiegruppe starb ein Tier vor Ende des Versuches, wihrend 4 Tiere in der
Kontrollgruppe frithzeitig verstarben. Dieser Unterschied war nicht signifikant. Die

Beatmung mit 100%igem Sauerstoff flihrte damit in diesem Langzeitversuch des
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himorrhagischen Schockes nicht zu einem signifikant verlingerten Uberleben wiihrend der

Beobachtungsphase von 22 Stunden.

Ziel der Studie war es, die Effekte von 100%igem Sauerstoff auf die Organfunktion am
Beispiel der Niere zu iiberpriifen. Eine Aussage iiber einen Uberlebensvorteil ist zum einen
durch die Fallzahl erschwert, die wie in jedem Tierversuch aus ethischen und 6konomischen
Griinden abgewogen werden muss und zum anderen dadurch, dass eine
Langzeitbeobachtung der Tiere iiber die Beendigung des Versuches in der Intensivstation
hinaus ebenfalls ethisch nicht vertretbar ist. Wie bereits erwihnt, ist die Entwicklung eines
Multiorganversagen durch Gewebehypoxie jedoch ursdchlich fiir hohe, ,,spite” (>48h)
Mortalitdtsraten [3, 42]. Da es in der Hyperoxiegruppe zu einer tendenziellen Verbesserung
der Organfunktion kam, wire es interessant zu sehen, welche Ergebnisse eine ldngere

Beobachtungsphase in einer nachfolgenden Studie erbringen wiirde.

4.3 Die Organfunktion
4.3.1 Die Himodynamik

Zeichen eines systemischen Schockes sind ein mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) unter
70mmHg, assoziiert mit reflektorischer Tachykardie [122]. In diesem Versuch unterschied
sich das tatsdchlich entnommene Blutvolumen nach der Titration des mittleren arteriellen
Druckes auf 35mmHg bezogen auf das Korpergewicht zwischen den Tieren nicht
wesentlich. Die Messungen des mittleren arteriellen Druckes (MAP) am 2. Messzeitpunkt,
also 4 Stunden nach Einleitung der Schockphase, zeigten in beiden Gruppen den durch das
Versuchsprotokoll angestrebten MAP von 35mmHg und eine daraus resultierende deutlich
erhohte Herzfrequenz. Somit befanden sich alle Tiere ab diesem Zeitpunkt in einem
vergleichbaren Schockzustand.

Die Hamodynamik-Parameter wiesen wihrend der Beobachtungsphase keinen signifikanten
Unterschied auf. Auch die Menge der Hydroxyethylstiarke (HES)-Substitution unterschied
sich nicht signifikant zwischen den Gruppen. Der Bedarf an Noradrenalin, um die
hiamodynamischen Ziele zu erreichen, war wiahrend der Intervention in der Kontrollgruppe
jedoch tendenziell hoher als in der Hyperoxiegruppe.

Sauerstoff ist ein potenter Vasokonstriktor, was sowohl bei gesunden Probanden [87], als
auch bei Patienten im Schock [100] gezeigt wurde. In der Tat bewirkte eine Beatmung mit
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100%igem Sauerstoff einen Anstieg des Blutdruckes durch periphere Vasokonstriktion und
nachfolgend eine Abnahme von Herzfrequenz und Herzzeitvolumen sowohl in
Schockmodellen der Literatur [10, 23, 32], als auch in vorrangegangenen Experimenten
unserer Arbeitsgruppe[8, 41]. Durch das friihzeitige Versterben eines Tieres in der
Hyperoxiegruppe aufgrund eines Kreislaufzusammenbruches, kam es bei einigen Werten

nicht zu einem signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen.

Zu der stabileren hidmodynamischen Situation hat sicherlich auch die Reduktion der
Fliissigkeitsverschiebung aus den Geféflen in das Interstitium gefiihrt. Die Messung des Hb-
Wertes zeigte an MZP 4 einen Anstieg bei allen Tieren. Dies ist am ehesten durch
Hamokonzentration durch Extravasation zu erkldren. Klinisch sichtbar wurde dies durch
Aszites, welche in gewissem MalB bei jedem Tier am Ende des Versuches bei der
Organpriparation vorlag. Der immunhistochemische Nachweis von Albumin im
Nierengewebe aller Tiere am Ende des Versuches ergab signifikant niedrigere Werte im
Gewebe der Hyperoxietiere. Dies ist durch die reduzierte systemische Entziindungsreaktion
erklarbar. Die Ischdmie-/Reperfusionsequenz fiihrt bei den Tubuluszellen friih zu einem
Verlust der Zellintegritit durch Verdnderungen am Zytoskelett und Abbau des junktionalen
Komplexes durch entziindliche Mediatoren [14]. Auch die Tubuluszellen produzieren
Mediatoren wie Zytokine, die zum einen die Entzlindungsreaktion potenzieren und zum
anderen iiber die Aktivierung der Leukozyten und des Komplementsystems das Einwandern
von Leukozyten und durch mikrovaskuldre Dysfunktion ein Fliissigkeitsdurchtritt in das

Interstitium beglinstigen [ 14, 29].

Die Tiere der Hyperoxiegruppe wiesen in diesem Kontext auch signifikant niedrige Werte

des kardialen Troponin I (cTnl) als Marker fiir kardiale Belastung auf [130].

Die Auswirkungen von Hyperoxie auf regionale Gefdfbetten sind noch wenig erforscht.
Auch im Hinblick auf andere Organsysteme wire dies ein interessanter Ansatzpunkt fiir

kommende Projekte.

4.3.2 Die Lungenfunktion

Negative Auswirkungen von purem Sauerstoff auf die Lunge und die Atmung sind schon

iiber ein Jahrhundert bekannt [15]. Durch das Fehlen von Stickstoff in der Atemluft, kommt
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es zu Resorptionsatelektasen [6, 103]. Die Austauschfldche fiir Sauerstoff verringert sich
durch intrapulmonale Shunts, was die Oxygenierung des Blutes erheblich beeintrichtigt [95,
103]. Exposition von Sauerstoffkonzentrationen von iiber 90% iiber Stunden bis Tage fiihrt
zu einer lokalen Entziindungsreaktion [49]. Als Folge dieser Alveolitis konnen sich im
Verlauf hyaline Membranen und ein pulmonales Odem ausbilden, was bei kontinuierlicher
Exposition zum Tod fiihrt [111]. Studien an gesunden Probanden und Versuchstieren hierzu
stammen weitestgehend aus den 1960er und 1970er Jahren. Sauerstoff wurde iiber 14
Stunden bis hin zu 30 Tagen verabreicht. Es wurde gezeigt, dass das Ausmal} dieser
Hyperoxie induzierten Lungenschiddigung direkt proportional zum Sauerstoffpartialdruck

und der Dauer der Exposition ist [49].

Das heutzutage géngige Konzept der lungenprotektiven Beatmung war zu dieser Zeit noch
nicht bekannt [6, 10, 49]. Durch niedrige Tidalvolumina und den Einsatz von positivem
endexspiratorischem Druck (PEEP) kann Resoptionsatelektasen durch Hyperoxie
vorgebeugt werden kann [18]. So sahen einige Studien der letzten Jahre keinen negativen
Effekt von Hyperoxie auf Lungenmechanik oder Gausaustausch, trotz einer

Expositionsdauer von iiber 24-40 Stunden [8, 18]

Es scheint zudem eine unterschiedliche Empfindlichkeit der verschiedenen Spezies zu
geben: In Nagermodellen wurde gezeigt, dass Hyperoxie bestehende Lungenschiddigung
verstirkt, wahrend ein vorbestehender Lungenschaden die Empfindlichkeit gegeniiber

Hyperoxie steigert. Dieser Effekt scheint fiir Primaten nicht nachweisbar zu sein [70].

In diesem Versuch fiihrte Beatmung mit 100%igem Sauerstoff nicht zu einer messbaren
Verschlechterung der Lungenfunktion. Die Hyperoxietiere wiesen einen signifikant hoheren
Horovitz-Index auf als die Kontrolltiere. Der Horovitz-Index ist als Quotient aus dem
arteriellen Sauerstoffpartialdruck (paO:) und der Sauerstoffkonzentration der Einatemluft
(Fi02) in der Klinik ein MaB fiir die Einschédtzung der Oxygenierungsfahigkeit der Lunge.
Nach der Berliner Definition des Akuten Respiratorischen Distress Syndromes (ARDS) wird
eine pa0/Fi0, zwischen 200 und 300mmHg als mildes, zwischen 100 und 200mmHg als
mittelgradiges und unter 100mmHg als schwergradiges ARDS bezeichnet [94]. Das ARDS
ist immer ein lebensbedrohlicher Zustand, der intensivmedizinische Betreuung erfordert,
hiufig mit Multiorganversagen vergesellschaftet und mit hohen Morbiditits- und
Mortalitédtsraten [73]. Die Werte der Kontrolltiere sanken in der Beobachtungsphase
sukzessive ab, sodass am Ende des Versuches einige der Kontrolltiere ein mildes ARDS
aufwiesen. Im Gegensatz hierzu waren die Oxygenierungswerte der Hyperoxietiere
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signifikant hoher. Diese Beobachtung kann als gebesserte Lungenfunktion durch Beatmung
mit purem Sauerstoff gewertet werden. Zum Teil ist sie aber vermutlich auch Ausdruck des
negativen linearen Zusammenhanges zwischen dem Index und FiO», der sich aus seiner

mathematischen Berechnung ergibt [43].

4.4 Metabolismus

Die Laktatazidose (pH<7,2) ist ein unabhingiger Risikofaktor fiir eingeschriankte
Katecholamin-Effizienz und myokardiale kontraktile Dysfunktion [55], sowie fiir einen
paralysierten Geféf3tonus, reduzierte Nierenfunktion und Beeintrachtigungen der Gerinnung

[67]. Im Schockgeschehen ist sie assoziiert mit hoher Morbiditit und Mortalitét [47, 96].

Hypoxie zwingt die Zellen dazu auf anaeroben Stoffwechsel umzusteigen, was nicht nur
energetisch gesehen ineffektiver ist, sondern zur Anhdufung von Laktat im Gewebe flihrt
[96]. In der Glykolyse im Cytoplasma entsteht Pyruvat, welches unter aeroben Bedingungen
tiber die oxidative Decarboxylierung zu Acetyl-CoA in den Zitratzyklus einflieft. Unter
anaeroben Bedingungen oder bei intensivierter Glykolyse wird Pyruvat hingegen tiber die
Laktat-Dehydrogenase (LDH) zu Milchsdure umgewandelt. In wissriger Losung dissoziiert
Milchsdure dann fast vollstindig zu Laktat und einem Wasserstoff-Ion [92]. Diese
Wasserstoff-Ionen, flieBen wihrend der oxidativen Phosphorylierung in die Produktion des
ATPs ein. Ist dieser Weg blockiert oder iiberlastet, kommt es zu einer Anhdufung von
Wasserstoff-Ionen, die zur Azidose fiihrt. Die Eliminierung von Laktat aus dem Kreislauf
erfolgt durch die Leber und die Nieren, was durch den reduzierten Blutfluss der Organe im
Schockzustand erschwert wird, und zu einem weiteren Ansteigen des Laktatlevel im Blut

fiihrt.

Am Ende der 4-stiindigen Himorrhagiephase zeigten alle Tiere azidotische pH-Wert, sowie
signifikant zum Ausgangswert erhohte Laktat-Werte als Zeichen fiir den anaeroben
Metabolismus des Organismus. Der pH-Wert der Tiere in der Hyperoxiegruppe stieg
wihrend der Interventionsphase wieder an und war im Vergleich zum Ausgangswert nur
noch grenzwertig erniedrigt, wihrend die Werte der Kontrolltiere weiter in den azidotischen

Bereich sanken. Passend hierzu kam es bei den Interventionstieren zu einer deutlichen
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Reduktion des Serumlaktatwertes auf Normwertniveau, wihrend die Werte der Kontrolltiere

im Durchschnitt fast doppelt so hoch waren.

Die Hohe, der im Blut gemessenen Laktatwerte reflektieren direkt die
Sauerstoffmangelbedingungen auf zellulirer Ebene, und sind einerseits ein wichtiger
diagnostischer und prognostischer Parameter [122] und andererseits ein guter Indikator fiir
die Schwere des Schockzustandes [3]. Inflammatorische Botenstoffe, sowie korpereigene
oder substituierte Katecholamine, steigern die Glykolyse und potenzieren so die
Laktatbildung [96]. Neben der verbesserten Sauerstoffversorgung auf zelluldrer Ebene hat
also sicherlich auch die Reduktion des Bedarfes an Noradrenalin und die abgeschwéchte

Entziindungsreaktion zu einer Reduktion der Laktatazidose gefiihrt.

4.5 Die Nierenfunktion

Durch Zentralisierung wihrend des Schockgeschehens kommt es zu einer Reduktion des
Blutflusses in den peripheren Organen und damit auch in den Nieren. Die Durchblutung der
Nieren sinkt dabei verhéltnismiBig starker als die der anderen Organe. Die Reduktion der
Nierendurchblutung scheint Teil eines Kompensationsmechanismus des Korpers zu sein, in
dem die Blutzufuhr von in Ruhe hyperperfundierten Organen reduziert, und damit die

Sauerstoffzufuhr des gesamten Kdrpers erhoht wird [91].

In dieser Studie fiihrte die Beatmung mit 100%igem Sauerstoff nicht nur zu einer
Verbesserung der systemischen hdmodynamischen Parameter, sondern hatte auch eine
deutliche Zunahme der Nierendurchblutung zur Folge. Diese ndherte sich in der
Hyperoxiegruppe wihrend der Interventionsphase den Ausgangswerten an und war zu MZP
3 (p=0,357) und 4 (p=0,407) nicht mehr signifikant erniedrigt. Dies unterstiitzt, was in der
Vergangenheit sowohl in der Literatur beschrieben wurde, als auch durch eigene
Experimenten gezeigt werden konnte: Hyperoxie fiihrt zu einer Umverteilung des

Herzzeitvolumens zu Gunsten der Leber [8] und Nieren [11, 23, 113].

Als Folge hiervon kam es zu einer deutlich verbesserten Nierenfunktion bei den Tieren der

Interventionsgruppe:
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Klinisch definiert ist akutes Nierenversagen durch Abfallen der glomeruldren Filtrationsrate
(GFR) (<0,5ml/kgKG/h) und dem damit verbundenen Anstieg des Kreatinin- und
Natriumwertes im Blut [105, 122]. Die Messung der Urinproduktion nach 12h Intervention
ergab noch keinen deutlichen Unterschied zwischen den Gruppen, wéhrend sie sich nach 22
Stunden Intervention bei den Hyperoxie-Tieren durchschnittlich verdoppelte und bei den
Kontrolltieren sogar weiter absank. Diese Werte korrelierten mit einer deutlich verbesserten

Kreatinin-Clearance in der Phase 2 bei den Hyperoxietieren.

Das Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) ist ein Biomarker, der fiir die frithe
Detektion der Entstehung eines akuten Nierenversagens in Plasma und Urin etabliert werden
soll. Als endogene Substanz ist es im Plasma und Urin nachweisbar und zeigt bereits nach
einer Stunde einen deutlichen Anstieg an [50]. Wie zuvor beschrieben, korreliert dabei das
Mal der Sekretion direkt mit dem Grad der Schidigung im Gewebe [104]. Als Zeichen fiir
eine Schiadigung durch das Schockgeschehen, wiesen in diesem Versuch alle Tiere bereits
in der Messung nach Ende der Himorrhagie einen signifikant erhohten NGAL Wert im
Serum auf. Im Einklang mit den Ergebnissen der gebesserten Organfunktion wurden in den
Hyperoxietiere in der Interventionsphase signifikant niedrigere Werte gemessen als in den

Kontrolltieren.

I/R Schédigung der Nieren bei Nagern fithren zu Arealen an Nekrose des proximalen
Tubulus. Im Gegensatz hierzu ist eine ausgepriagte tubulire Nekrose in der menschlichen
Niere sehr selten und schwicher ausgeprigt, wenn iiberhaupt vorhanden [75]. Wie zuvor
beschrieben gibt es grofe Homologien zwischen der menschlichen Niere und der der
Schweine. Hierdurch ist erkldarbar, warum trotz des nahezu tddlichen Ausmal} des
hamorrhagischen Schockes hier bei beiden Gruppen ein so geringes Ausmal} an
histopathologisch nachweisbaren Gewebeschdden gesehen wurde. Anhand der
immunhistopathologischen Markern konnte jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen
beiden Gruppen gezeigt werden. Das Nierengewebe der Kontrolltiere wies einen signifikant

hoheren Wert an Caspase-3auf. Caspase-3 ist ein pro-apoptotisch wirkendes Enzym [60].
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4.6 Oxidativer und nitrosativer Stress

Wie zuvor beschrieben spielen oxidativer und nitrosativer Stress eine wichtige Rolle bei der
Dekompensation im systemischen Schock. Wéhrend der Ischdmie-/Reperfusionssequenz
entsteht in der mitochondrialen Atmungskette vermehrt Superoxid (O2"). Diese Bildung kann
zum einen durch die im Schockzustand vermehrt einwandernden Entziindungszellen und
zum anderen durch die zelluldre Hypoxie und durch Oxidantien-vermittelte Schiden an
Mitochondrien, verstirkt werden [36, 88]. Durch Lipid-Peroxidation entsteht aus
Arachidonséure 8-Isoprostan, als messbarer Marker fiir den oxidativen Stress im Serum [45].
In dieser Studie kam es durch den hdmorrhagischen Schock bei allen Tieren zu vermehrtem
oxidativem Stress, was an einer Zunahme der 8-Isoprostan-Werte erkennbar war. Wahrend
der Reperfusionsphase kam es bei allen Tieren zu einer weiteren Zunahme des oxidativen
Stresses. Diese war jedoch deutlich verstérkt bei den Kontrolltieren. Insgesamt zeigte sich

kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

Stickstoff und Superoxid reagieren miteinander und bilden Peroxynitrit, welches wiederum
in Nitrit und Nitrat zerfillt oder iiber die Ubertragung von Nitrit-Gruppen auf Tyrosinreste
in Proteinen und Peptiden zur Bildung von 3-Nitrotyrosin fiihren kann [119]. In der spdten
Phase wird dieser Prozess vor allem durch proinflammatorische Zytokine unterhalten.
Erhohte Nitrit und Nitratwerte im Serum stellen daher ein MaB fiir vermehrte NO-
Produktion dar [31]. 3-Nitrotyrosin wurde als verldsslicher Marker fiir Schiaden durch
Peroxynitrit etabliert [88]. Zu den zytotoxischen Auswirkungen zdhlen Lipid-Peroxidation,
Inaktivierung von Enzymen oder transmembrandren Kanilen, Hemmung der Atmungskette,
Initiierung von DNA-Schéden und in der Folge Apoptose oder Nekrose [119]. Schiden an
den Zellmembranen, vor allem des Endothels, fiihren zum Verlust der Barrierefunktion und
konsekutiv zu Fliissigkeitsverlust in das Interstitium [93]. Immunhistologisch wurde eine
signifikant niedrigere 3-Nitrotyrosin Bildung in der Hyperoxiegruppe nachgewiesen, was
eine Reduktion des nitrosativen Stresses auch auf zelluldrer Ebene beweist. Auch die
reduzierte Extravasation von Albumin bei den Hyperoxietieren passt zu dieser

Beaobachtung.

Fiir Hyperoxie per se wurde bereits in anderen Studien eine Reduktion des oxidativen
Stresses nachgewiesen [33]. In institutseigenen Experimenten fiihrte eine 24-stiindige
Beatmung mit 100%igem Sauerstoff wihrend einem frithen septischen Schock zu keiner

Verstarkung des oxidativen Stresses [8]. In einem I/R-Setting durch eine inspiratorische
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Sauerstoffkonzentration von 100%, zeigten Fujita et al sogar eine Reduktion der Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies [33]. Uber die daraus abzuleitende Organprotektion sind die
Daten jedoch widerspriichlich [12]. In unserer Studie ging die Reduktion des oxydativen und
nitrosativen Stresses auf systemischer und zelluldrer Ebene mit einer verbesserten Funktion

der Niere einher.

Die Tiere der Hyperoxiegruppe dieser Studie wiesen den niedrigsten Bedarf an Noradrenalin
auf. Noradrenalin begiinstigt oxidativen Stress durch die Bildung von Superoxid-Radikalen
[81, 102], sowie durch die Hemmung der mitochondrialen Atmungskette [72]. Der
reduzierte Noradrenalinbedarf der hyperoxen Tiere sollte also zum reduzierten Nachweis der

Stress-Marker beigetragen haben.

SchlieBlich wird der Prozess der verstirkten Bildung von NO auch durch
proinflammatorische Zytokine aufrechterhalten. So stehen diese Ergebnisse im Einklang mit
der verbesserten Nierenfunktion, sowie mit der erhaltenen Barriere-Funktion und
Sauerstoffextraktion des Nierengewebes und dem reduzierten pro-apoptotischen Marker.
Stickstoffmonoxid (NO) spielt in der Entwicklung des Nierenversagens durch eine
Ischdamie/Reperfusions-Sequenz eine entscheidende Rolle: es ist bekannt, dass die Bildung
von NO iiber ein physiologisches Maf} hinaus fiir das Nierengewebe schédlich ist. Auf der
anderen Seite ist eine gewisse Verfiigbarkeit von NO fiir den zelluldren Ablauf wichtig: der
Vasodilatator NO arbeitet als Gegenspieler fiir Vasopressin, Noradrenalin und Angiotensin
IT und hélt so eine gewisse Perfusion im Kapillarbett aufrecht [26]. Inhibition der NO
Produktion fiihrte zu einer deutlichen Reduktion der Perfusion in Mark und Rinde der Niere
[125]. Wie zuvor besprochen reagieren ROS mit NO und bilden 3-Nitrotyrosine [26]. Die
Reduktion des oxidativen Stresses hat also vermutlich auch die Bioverfiigbarkeit von NO

verbessert und so zu einer besseren Perfusion im Kapillarbett gefiihrt.

4.7 Entziindungsreaktion

Im Schockgeschehen kommt es durch Gewebehypoxie zu einer Aktivierung des
angeborenen und adaptiven Immunsystems [106], was sich ungebremst zu einer massiven
autodestruktiven Reaktion im Korper steigern und schlieBlich in Multiorganversagen

miinden kann [3, 101]. Diese systemischen Entziindungsreaktion sind die Ursache fiir die
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hohe Anzahl ,spéter” (>48h) Todesfélle durch den hidmorrhagischen Schock [3, 42]. Die
therapeutische Reperfusion des Gewebes scheint diese Vorgénge weiter zu verstirken [106].
Vor allem in Hinblick auf die Nierenfunktion ist letzteres von grof3er Bedeutung: die durch
Ischamie geschiadigten Nierenzellen produzieren chemische Signalstoffe, die eine
Einwanderung von Entziindungszellen in das Nierengewebe begiinstigen. Diese Zellen
wiederum produzieren Zytokine, die die lokale Entziindung potenzieren und so den

mikrovaskuldren Blutfluss weiter reduzieren [26].

In dieser Studie wurden die proinflammatorischen Zytokine I1-18, I1-6 und TNF-a, sowie das
anti-inflammatorisch regulierende I1-10 als Marker fiir die systemische Entziindungsreaktion
nach einem hdmorrhagischen Trauma mit Reperfusion im Serum gemessen und untersucht,

welche Auswirkung eine Beatmung mit 100%igem Sauerstoff auf diese Werte hat.

[I-1B und TNFa werden vor allem durch Makrophagen als Reaktion auf die frithe
Aktivierung des Immunsystems sezerniert. Sie sind nach einem Trauma sehr schnell messbar
und die Serum Level korrelieren nachweislich mit der Prognose [3]. II-18 ist ein Schliissel-
Mediator in der Kaskade der Immunantwort auf Pathogene und tragt im Wesentlichen dazu
bei, die Immunantwort zu verstirken und die Sekretion der Akute-Phase-Proteine

anzustofBen [69].

Auch I1-6 ist bereits frith nach einem Trauma nachweisbar erhoht und stellt daher einen guten
Marker fiir die Akutdiagnostik, sowie fiir die Entstehung eines Multiorganversagens dar

[80].

Als Gegenspieler dieser 3 Zytokine wirkt 11-10. Es fiihrt zu einer Hemmung ihrer Sekretion
und so zur Einddmmung einer {iberschieBenden Reaktion des Immunsystems [121]. Die
experimentelle inhalative Applikation von Il1-10 in einem Modell des hdmorrhagischen
Schockes konnte die lokale Entziindungsreaktion und die Entstehung eines

Multiorganversagens eindimmen [59].

Durch den hdamorrhagischen Schock kam es in diesem Versuch zu einer Aktivierung des
Immunsystemes, sodass in beiden Gruppen ab Beendigung der Hamorrhagie (11-6), bzw.
nach 12 und 22h der Interventionsphase alle 4 Zytokine signifikant zu den Ausgangswerten

vor Einleiten der Himorrhagie erhoht waren.

Es lief sich insgesamt eine deutliche Reduktion der Entziindungsparameter in der
Hyperoxiegruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren nachweisen, deren Werte im Verlauf

eher weiter anstiegen. Diese Unterschiede waren signifikant.
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Diese Ergebnisse bestdtigen die in der Literatur sowie in vorangegangenen eigenen
Experimenten gezeigte anti-inflammatorische Wirkung einer dosierten Gabe von
inhalativem purem Sauerstoff: hohe inspiratorische Sauerstoffkonzentrationen fiihrten zu
einer Reduktion der durch die Hypoxie im Schock angestoBenen proinflammatorischen
Kaskade: Es kam zur Reduktion der Level von 11-6, NF-kB und der Durchwanderung von
Leukozyten [51, 113]. Zudem konnte der durch Sepsis induzierte Anstieg von TNF-a und
die mikrobielle Last in Blutkulturen gemindert werden [41]. Die Tatsache, dass auch die
Level des anti-inflammatorischen I1-10 reduziert waren, deutet darauf hin, dass nicht nur die
Hypoxie-getriggerten proinflammatorischen Parameter reduziert wurden, sondern auch ein
geringerer Bedarf an Regulation der, sich selbst verstidrkenden und schlieBlich potentiell in

Multiorganversagen miindenden, iliberschieenden Immunreaktion bestand.

Konsekutiv zeigten die Tiere der Hyperoxiegruppe eine bessere Organfunktion. Ob sich ein

Uberlebensvorteil iiber einen lingeren Zeitraum hinaus bestitigt bleibt zu erforschen.

4.8 H:S-Metabolismus: ein sauerstoffsensitives System

Wie bereits erwédhnt scheint die konsekutive Expression des H2S-produzierenden Enzyms
Cysthationin-y-Lyase (CSE) in engem Zusammenhang mit systemischer Hypoxédmie und der
Aufrechterhaltung der Nierenfunktion wéhrend eines systemischen Schockes zu stehen [77].
In dieser Studie kam es zu einer signifikant hoheren CSE Expression im Nierengewebe und

einer konsekutiv verbesserten Organfunktion bei den Tieren der Hyperoxiegruppe.

Dies bestitigte Beobachtungen in vorrangegangenen Experimenten. Am Beispiel des
Thorax-Traumas iiberpriiften wir die Expression von CSE in der Niere bei Nagern [57, 123].
Ein Thorax-Trauma fiihrte durch Hypoxédmie und konsekutiver Gewebehypoxie zu starker
Apoptose und Nekrose im Nierengewebe der Nager. Die Nachweisbarkeit der CSE-
Expression in der Niere wurde hierdurch deutlich reduziert. Eine Beatmung mit 100%igem
Sauerstoff konnte die Expression wieder auf den Stand eines gesunden Tieres anheben und
die Gewebeschidden deutlich reduzieren, sowie die Nierenfunktion verbessern [56].

Gleichzeitig scheinen H:S-produzierende Enzyme Teil einer Anpassungsstrategie des
Gewebes in Stress-Situationen zu sein [123]. Im Nierengewebe des Schweins wird CSE

normalerweise konstitutiv exprimiert. Wir iiberpriiften die Expression von CSE in der
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Schweineniere nach Ischidmie-/Reperfusions-Schaden durch Aorten Ballon Okklusion.
Durch die zuvor bereits aufgezeigten anatomischen Unterschiede zwischen Nager und
Schwein, zeigten sich hier nur moderate fleckige Nekroseareale. Es kam jedoch es zu einem
signifikanten Abfall der Kreatinin-Clearance, Urin-Ausscheidung und zur Reduktion der
CSE Expression [76]. Dies deckt sich mit den Berichten {iber menschliche Nieren: auch hier

scheint die CSE Expression mit der GFR zu korrelieren [16, 77].

So trug die Expression von CSE im Nierengewebe ebenfalls zur Verbesserung der
Organfunktion bei. Dies ist gleichzeitig ein Hinweis darauf, dass die Beatmung mit
100%igem Sauerstoff seine Wirkung nicht nur systemisch zeigt, sondern auch einen

messbaren Effekt im peripheren Gewebe hat.

4.9 Limitationen

Diese Studie wurde konstruiert, um einen schweren hidmorrhagischen Schock durch
Blutverlust in abgelegenen Gegenden bzw. in Kampfsituationen zu imitieren. Daher wurde
eine vergleichsweise lange Hiamorrhagiephase gewahlt, die im klinischen Alltag selten in
dieser Ausprigung vorzufinden ist. Wéhrend des gesamten Versuchs waren die Tiere in
Narkose, so auch wihrend der Schockphase. Hierdurch wurden sicherlich auch
Auswirkungen des Kreislaufschockes auf den Organismus zumindest zum Teil abgefangen.
Weiterhin ist bekannt, dass eine Sedierung den Sauerstoffverbrauch eines Korpers insgesamt
reduziert [17]. Zudem wurden wihrend der Hamorrhagiephase eine bedarfsgerechte
Fliissigkeitssubstitution und die Gabe von Sauerstoff =zuriickgehalten, um einen

vergleichbaren Schock bei allen Tieren zu erreichen.

Die Gabe von 100% Sauerstoff {iber 22 Stunden war Teil des Versuchsprotokolls. In den
Leitlinien wird aktuell empfohlen Sauerstoff nur zuzufiigen, wenn die Séttigung unter 94%
sinkt bzw. bei Gefahr der CO> Retention (z.B. Asthma, COPD) unter 88% [5]. Die
Ergebnisse dieser Studie hitten anders ausfallen konnen, wéren wir frither zur Standard FiO>

gewechselt.

Die chirurgische Praparation der Tiere dauerte 3 bis 4 Stunden und war essenziell fiir die
Erhebung dieser Datenmenge. Hierbei erfolgte die Freilegung der groBen Hals- und

LeistengefidBe, sowie eine Laparotomie und Préparation der Nierenarterie. Man kann sich
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vorstellen, dass diese MaBlnahmen einen Einfluss auf den Organismus und damit auf die
Ergebnisse des gesamten Versuches hatten. Um diesen ,,first hit* auszugleichen, bzw. die
Auswirkungen auf die Messungen moglichst gering zu halten, folgte fiir jedes Tier eine
vierstiindige Ruhezeit; weiterhin wurden vor Einleitung der Himorrhagie Ausgangswerte

erhoben, die als Bezugspunkt fiir weitere Messungen dienten.

Viele der Werte zeigten zwar einen deutlichen Trend, wurden jedoch nicht signifikant. Bei
grofleren Versuchsgruppen wire dieser Trend vielleicht deutlicher geworden. Wie immer

bei Tierversuchen muss jedoch die Anzahl der Tiere griindlich abgewogen werden.

Die entscheidenste Frage ist schlieBlich die Frage nach dem Uberleben des Patienten nach
einem hidmorrhagischen Schock. Tishermann konstatiert, dass die Vielzahl der Todesfille
durch hypovoldmen Schock in den ersten 24 Stunden nach dem Trauma eintreten und daher
der Fokus auf Strategien fiir die Akuttherapie gelegt werden sollte [118]. Wie jedoch bereits
besprochen ist die Entwicklung eines Multiorganversagens ursichlich fiir hohe, ,,spéte*
(>48h) Mortalitdsraten [3, 42]. Mit einer Interventions- bzw. Beobachtungsphase von 22
Stunden ist dieser Versuch bereits ldnger, als viele in der Literatur beschriebene Studien. Die
Beobachtung der Tiere iiber die Narkose hinaus, ist jedoch aktuell weder realisierbar, noch

mit dem Tierschutzgesetz vereinbar.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Der traumatisch-hdmorrhagische Schock ist die haufigste Todesursache in der Altersgruppe
unter 45 Jahren. Die infolge des hohen Blutverlustes entstehende Gewebehypoxie ist
Ausloser einer systemischen Entziindungsreaktion, welche zu Multiorganversagen fiihrt und
hohe Mortalititsraten bedingt. Der Ischdmie-/ Reperfusionsschaden, durch eine
therapeutische Wiederherstellung der Perfusion, fiihrt zu einer Verstarkung der Entziindung
durch oxidativen Stress. Das akute Nierenversagen ist eine schwere Komplikation des
hidmorrhagischen Schockes und mit einer Mortalitidt von 50-80% und einer Dialysepflicht
von etwa 10% unter den Uberlebenden assoziiert. Berichte in der Literatur {iber den Einsatz
von hohen Sauerstoffkonzentrationen, mit dem Ziel der Korrektur der Gewebehypoxie, sind
widerspriichlich beziiglich potenziell toxischer Auswirkungen auf die Lungenfunktion und
der Entstehung von oxidativem Stress. In vergangenen Studien unserer Arbeitsgruppe
konnten durch eine lungenprotektive Beatmung mit 100% Sauerstoff, {iber 12 Stunden in
einem Langzeitmodell am Schwein mit fékaler Peritonitis, anti-apoptotische und anti-
inflammatorische Effekte erzielt werden, was zu einer Verbesserung der Organfunktion und
des Uberlebens fiihrte. Ziel dieser Studie war es daher, die Auswirkungen einer 22-stiindigen
Beatmung mit 100% Sauerstoff auf Gesamtiiberleben, Lungen- und Nierenfunktion, sowie
Entziindungsreaktion und Entstehung von oxidativem Stress in der akuten Phase eines
hidmorrhagischen Schockes am Schwein zu untersuchen. Die Versuche wurden an je 9
Bertoncelles-Meishan-Willebrand-Schweinen  in  der intstitutseigenen  GroBtier-
Intensivstation durchgefiihrt. Durch eine Genmutation wies das Gerinnungssystem dieser
Schweinezucht nicht mehr die, fiir Schweine typische, Hyperkoagulabilitit auf. Zur
Einleitung der 4-stiindigen Hadmorrhagiephase wurden allen Tieren, nach entsprechender
Préparation, 30% des Blutvolumens entnommen und anschliefend durch Titration mit Sml
Boli ein mittlerer arterieller Blutdruck von 35 + 5S5mmHg eingestellt. Die 22-stlindige
Interventions- und Uberwachungsphase wurde durch die Reperfusion mit dem tiereigenen
Blut eingeleitet. Gleichzeitig begann die Beatmung mit 100%igem Sauerstoff in der
Interventionsgruppe. An vier Messzeitpunkten, vor und nach der Himorrhagie, sowie nach
12 und 22 Stunden Beobachtungs- und Interventionsphase, wurden Daten der
Hamodynamik, Lungen- und Nierenfunktion erhoben, sowie Blutentnahmen zum Nachweis
der Entziindungsreaktion und des oxidativen Stresses getdtigt. 4 der 9 Tiere der Kontroll-
und ein Tier der Hyperoxiegruppe verstarben vorzeitig. Es kam daher zu keiner signifikanten
Verlingerung des Uberlebens durch eine Beatmung mit 100%igem Sauerstoff wihrend der

ersten 22Stunden der Behandlungsphase eines nahezu todlichen himorrhagischen Schockes.
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Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Hyperoxie zu einer tendenziell verbesserten
Organfunktion fiihrte, was am ehesten durch die signifikant verminderte
Entzlindungsreaktion zu erklédren ist. Mehrere Mechanismen scheinen hierfiir verantwortlich
zu sein. Sauerstoff ist ein potenter Vasokonstriktor. In Studien an gesunden Patienten und
solchen im septischen Schock fiihrte Hyperoxie zu Vasokonstriktion. In diesem Versuch
konnte hierdurch der Bedarf an Noradrenalin, zur Erreichung der himodynamischen Ziele,
gesenkt werden. Hyperoxie filihrte ebenfalls zu einer Umverteilung des Herzzeitvolumens.
Typischerweise fiihrt ein systemischer Schock zur Zentralisierung und damit zu einer
Minderung der Perfusion in peripheren Organen. Nierenversagen im Rahmen des
Multiorganversagens kann hieraus resultieren. In dieser Studie fiihrte eine Beatmung mit
purem Sauerstoff zu einer Wiederherstellung der Nierenperfusion bei einigen Tieren, mit
daraus resultierender tendenziell verbesserter Nierenfunktion. Im Einklang mit diesen
Beobachtungen wiesen die Hyperoxietiere reduzierte Marker des oxidativen und
nitrosativen Stresses auf. In der Vergangenheit wurde bereits gezeigt, dass eine Beatmung
mit purem Sauerstoff per se oxidativen Stress vermeiden kann. Es gibt bisher jedoch kaum
Daten zur Organprotektion. Noradrenalin kann oxidativen Stress durch die Steigerung der
Produktion von Superoxidradikalen oder durch die Hemmung der mitochondrialen
Atmungskette beglinstigen. Letzteres hat ebenfalls negative Auswirkungen auf den
Metabolismus und den Energiehaushalt. Durch die Reduktion des Noradrenalinbedarfes
wiesen die Hyperoxietiere die niedrigste metabolische Azidose und die niedrigsten
Laktatwerte im Blut auf. Hypoxie ist direkter Ausloser fiir lokale und systemische
Entzlindungsreaktion, was durch die therapeutische Reperfusion potenziert werden kann.
Die Tiere der Hyperoxiegruppe wiesen deutlich geringere Zeichen einer systemischen
Entziindungsreaktion auf. Die konstitutionelle Expression des Schwefelwasserstoff-
produzierenden Enzymes Cysthationin-y-Lyase scheint essenziell fiir die Nierenfunktion zu
sein. Das Mal} der Expression widhrend des Schockes korreliert mit der Reduktion der
Nierenfunktion. Passend zu der besseren Nierenfunktion der Hyperoxietiere wiell das
Nierengewebe eine signifikant hohere Cysthationin-y-Lyase Expression auf. Im Gegensatz
zu den herkdmmlichen Medikamenten der Intensivmedizin scheint Sauerstoff eine Balance
zwischen Vasokonstriktion und peripherer Durchblutung wihrend des systemischen
Schockes zu ermdglichen. Wie bei allen Medikamenten spielt hierbei die Dosierung, in
diesem Fall also die Dauer der Anwendung, eine wichtige Rolle. Beziiglich eines
Uberlebensvorteiles bleiben die Ergebnisse kontrovers und sollten in weiteren Studien

{iberpriift werden, bevor eine Ubertragung in den klinischen Alltag moglich ist.
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