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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Weichteiltrauma

1.1.1 Weichteilschidigungen im Uberblick

Die Schadigung des Weichteilmantels ist Bestandteil des Verletzungsmusters bei
Sportverletzungen (Bily und Kern 1998) sowie mehrfach- bzw. schwerverletzten Patienten
und betrifft bei unfallbedingten Verletzungen zumeist die untere Extremitit. Regelmafiig
kommt es demzufolge v.a. bei Frakturen nicht allein zur Knochenschidigung, sondern auch
zur Traumatisierung umliegender Weichteile (Oestern und Tscherne 1983; Amon et al.
2006). Genauso bedeutsam wie die unmittelbare Muskelzerstéorung durch ein Trauma sind
jene Schiden, die wahrend der Bergung Verletzter, bei Repositionsmafinahmen, beim
Anlegen von Verbidnden oder auch bei der operativen Frakturversorgung entstehen kénnen
(Koslowski 1999).

Die meisten Weichteilverletzungen betreffen i.d.R. insbesondere die Muskulatur. Die
Relevanz der Schadigung anderer Weichteile, wie jene von Haut, Nerven und Gefadf3en ist in
Relation zur Muskelschddigung gering (Koslowski 1999; Miiller und Braun 2004).

Bei geschlossenen Verletzungen lasst sich die Mitbeteiligung der Muskulatur schwerer
abschatzen. In der Regel ist jene wesentlich ausgedehnter als tatsiachlich sicht- und tastbar.
Lokale Komplikationen wie das Frakturhdmatom sind zwar aufgrund der sekundiren
Knochenheilung nicht unerwiinscht (Adler 2005), allerdings konnen sich starke Blutungen
infizieren oder zu einem Kompartment-Syndrom fiihren, sodass Anlass zur operativen
Revision gegeben ist (Murdock und Murdoch 2012). Eine ausgedehnte Muskelzerstérung an
muskelschwachen Extremitidtenabschnitten mit Reduktion des frakturbedeckenden
Bindegewebes erhoht zudem die Infektanfalligkeit (Amon et al. 2006). Spatfolgen, wie nicht
erkannte Nekrosen oder revisionspflichtige Himatome, konnen sich sehr komplikationsreich
entwickeln und geben nicht selten Anlass zu ausgedehnten operativen Eingriffen und
langwieriger Nachbehandlung (Oestern und Tscherne 1983; Jarvinen et al. 2005; Amon et al.

2006).

Weichteilschdden und ihre Auswirkungen sind bis heute nur teilweise erforscht, trotzdessen
besteht kein Zweifel daran, dass sie sich negativ auf den Krankheitsverlauf auswirken (Pape

et al. 2005). Insbesondere im Verlauf komplexer Extremitidtenverletzungen wird die


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Murdock%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Murdoch%20MM%22%5BAuthor%5D
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Prognose mafdgeblich durch den Weichteilschaden bestimmt (Oestern und Tscherne 1983;
Kellett 1986; Barlow und Willoughby 1992; Levin und Condit 1996). Zentrale Bedeutung
obliegt dabei dem Ausmafi und der Schwere des Weichteiltraumas hinsichtlich des
Frakturmanagements (Rommens und Broos 1992; Rommens et al. 1994; Claes et al. 2002).
Die Notwendigkeit einer suffizienten Blutversorgung steht dabei im Mittelpunkt (Hulth 1989;
Einhorn 1995), sodass die klinische Versorgung bei Frakturen mit zusatzlichen, ausgepragten
Weichteilschadigungen und resultierender eingeschrankter Gewebsperfusion initial erh6hter

Aufmerksamkeit bedarf.

1.1.2 Pathophysiologie des Weichteiltraumas

Lokale Auswirkungen des Weichteiltraumas

In Folge einer geschlossenen Weichteilschiadigung, sei es durch Kontusion oder auch Fraktur,
bleibt das Trauma durch einsetzende Reparaturmechanismen zunachst lokal begrenzt. Dabei
kommt es initial zur Freisetzung zahlreicher proinflammatorischer Mediatoren, die potenziell
toxische Effekte entfalten konnen (Harris und Gelfand 1995; Harris und Skalak 1996). Es
entstehen daraufhin vermehrt Stoffwechselprodukte, wie Stickstoffmonoxid, Thromboxane,
Prostaglandine und PAF - und es erfolgt die Expression endothelialer und leukozytarer
Adhasionsmolekiile. In einem komplexen Zusammenspiel kommt es zundchst zur frithen
Storung der endothelialen Funktion, sowie letztlich zum  mikrovaskuldren
Perfusionsversagen mit nutritiven Defiziten wund resultierendem, ausgepragten

Gewebsschaden:

Die Ausschiittung spezifischer Mediatoren, wie z.B. TNF-q, II-1, -6, -8 und Interferon-y,
gefahrdet die Regulationsmechanismen im Kapillarbett, wie sie u.a. durch Thromboxan A2,
PGI2 und NO gewahrleistet werden (Kharbanda et al. 2001). Die benannten
proinflammatorischen Mediatoren fithren zu einem Ungleichgewicht zwischen Vasodilatation
und -konstriktion, wodurch die vaskuldre Homoostase und die Weichteilversorgung massiv
beeintrachtigt werden. Der Endothelzellschaden spielt demzufolge eine essentielle Rolle bei
der Entstehung des endgiiltigen Weichteilschadens nach Traumainduktion, wobei
insbesondere Hypoxie- und Reperfusionsgeschehen zentrale Ursachen im Verlauf darstellen
(Carden und Granger 2000). Im Kapillarbett stellt sich diese endotheliale Dysfunktion infolge
der erhohten Kapillarpermeabilitdt mit verstarkter interstitieller Fliissigkeitsinfiltration dar,
wobei v.a. die reduzierte Menge verfligbaren Stickstoffmonoxids NO ursichlich zu sein

scheint (Harris und Skalak 1996; Harris et al. 1997). Unter physiologischen Bedingungen
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wirken die Mediatoren PGI2 und NO gefdfierweiternd, sowie antithrombozytir und -
leukozytdr gegeniiber dem Endothel. Diese endogenen Signalstoffe werden nach
Zellschadigung vermindert exprimiert, wahrend die Produktion der vasokonstriktiven und
praadhéasiven Stoffe Endothelin und v.a. Thromboxan A2 gesteigert wird (Kharbanda et al.
2001). Desweiteren bewirkt eine lokale Gefafdschadigung die Freisetzung von PAF, woraufthin
die thrombozytare Aggregation und Adhidsion an Gefaf3zellen forciert wird (Gawaz et al.
1997). Das Ergebnis stellen dann Mikrothromben dar, welche zur Obliteration des
mikrovaskuldaren Netzwerkes fiihren kénnen.

Aus der mikrozirkulatorischen Verteilungsstérung des Blutes und dem Gewebsédem
resultiert wiederum eine verldngerte Diffusionsstrecke des Sauerstoffes. Weiterhin sinkt
durch die extraluminale Kompression des Gefifdbettes die absolute Anzahl perfundierter
Kapillaren (Carden und Granger 2000), wodurch das ohnehin unterversorgte, traumatisierte
Skelettmuskelparenchym in seiner Funktion durch verminderte Sauerstoffzufuhr bedroht ist.
Neben den gesteigerten nutrititven und metabolischen Defiziten wird auch die Entsorgung

schiadigender Stoffwechselprodukte reduziert (Gullo und Berlot 1996).

Abbildung 1: Lokale Auswirkungen des Weichteiltraumas auf einzelne Perfusions-
parameter des betroffenen Gewebes (nach Amon et al. 2006)

Unter dem Einfluss dieser fortschreitenden Entziindungsreaktion erfolgt die
Aufrechterhaltung oder gar Zunahme des bestehenden Sauerstoffdefizits im geschadigten
Gewebe. Im postkapillaren Gefafdbett wird der Endothelzellschaden insbesondere durch die
ausgepragte Leukozyten-Endothel-Interaktion hervorgerufen. Nach Traumatisierung von
Weichteilgewebe erfolgt im Bereich postkapillarer Venolen die inflammatorische

Immunantwort durch neutrophile Granulozyten (Harrison 1997; Hayashi et al. 1999; Kubes
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et al. 1998). Dabei konnte in verschiedenen Arbeiten ein deutlicher Zusammenhang zwischen
dem Ausmaf} der Granulozytenaktivierung und dem Grad der Adhéasion aktivierter
Leukozyten durch Traumata - als grundlegende Ursachen des endgiiltigen Gewebsschadens -
beschrieben werden (Hernandez et al. 1987; Wakefield et al. 1993; Liao et al. 1995; Hoffmann
et al. 1999). Die Arbeitsgruppe um Harris et al. zeigte ebenso eine Korrelation zwischen der
Anzahl adharenter Leukozyten in Venolen und dem Ausmafd des Weichteilschadens (Harris
und Skalak 1996).

Den Zusammenbruch der Mikrozirkulation nach Gewebsischdamie bezeichnet man auch
als No-reflow-Phanomen, d.h. trotz nachfolgender Reperfusion werden die Kapillaren nicht
adaquat perfundiert (Menger et al. 1992a; Menger et al. 1992b). Dieser Teufelskreis (siehe
Abbildung 1) ist nur sehr schwer zu durchbrechen und kann durchaus schwerwiegende
lokale Komplikationen zur Folge haben, wie die Verzdgerung oder sogar Verhinderung einer
regularen Wund- und Frakturheilung, die Bildung von Gewebsnekrosen sowie eine erhohte
Infektanfalligkeit des traumatisierten Gewebes infolge der verminderten Perfusion (Amon et
al. 2006). Aus dem primar lokalen Entziindungsgeschehen entwickelt sich spater u.U. eine
systemische Entziindung im Sinne eines SIRS (Menth-Chiari et al. 1998; Menth-Chiari et al.
1999; Zhang et al. 2003).

Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Die Leukozyten-Endothel-Interaktion, Endothelzellaktivierung und nachfolgende Gewebe-
infiltration durch Neutrophile sind grundlegende Mechanismen der Entziindung, wie sie z.B.
im Rahmen von Traumata oder auch Reperfusionsprozessen auftreten (Zimmerman et al.
1992; Zimmerman et al. 1996).

Bei der transendothelialen Migration und Extravasation im Blutstrom zirkulierender
Neutrophiler an den Ort der Entziindung erfolgt die Kommunikation iiber endotheliale und
leukozytare Adhéasionsmolekiile (Ben-Baruch et al. 1995; Zimmerman et al. 1996). Die
beteiligten Adhdsionsmolekiile werden nach ihrer chemischen Struktur in drei Gruppen
unterteilt: Selektine, Integrine und Immunglobulin-Superfamilie (Carlos und Harlan 1994).
Selektiv erhohen jene Adhadsionsmolekiile postischdmisch im Rahmen der Reperfusion die
Bindungsaffinitit polymorphkerniger Neutrophiler und vermitteln schliefdlich deren
Adhésion an die Gefafdwand, bevorzugt in postkapillaren Venolen (Zimmerman et al. 1996;

Kupatt et al. 1997a; Kupatt et al. 1997b).

Selektine werden auch als leukocyte endothelial cell-cell adhesion molecules LEC-CAMS

bezeichnet. Es handelt sich um transmembranale Glykoproteine. Je nach ihrem
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hauptsachlichen Auftreten auf einzelnen Zellen werden Selektine in L-(Leukozyten), P-
(platelets) und E-(Endothelzell)-Selektine unterschieden (McEver et al. 1995; Bendas und
Gerd 2005). Endotheliale und leukozytéire Liganden dieser Gruppe von Adhdsionsmolekiilen
sind in der Abbildung 2 dargestellt. Es handelt sich dabei um Glykoproteine, die strukturell
Mucin dahneln (McEver et al. 1995).

Endothelzelle Leukozyt

GlyCAM-1

CD34 — — k...’\/ L-Selektin

MAdCAM-1 —

ca.b0 nm
P-Selektin > m PSGL-1

E-Selektin 4

ESL-1

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Selektine und ihrer korrespondierenden
Liganden (McEver et al. 1995; Bendas 1998)

Integrine ermoglichen die feste Bindung der Leukozyten an die GefidfSwand und deren
Transmigration in das entzlindete Gewebe (Zimmerman et al. 1996). Molekiile dieser Gruppe
bestehen aus zwei membranverankerten Peptidketten, der o- und (-Kette. Die
Integrinfamilien differenziert man nach den Eigenschaften der [B-Ketten. B2-Integrine
befinden sich ausschliefdlich auf Leukozyten und vermitteln neben der Phagozytose auch die
Zelladhésion an aktivierte Endothelzellen. Dabei soll v.a. das MAC-1 (auch: CD11b/CD18)
benannt werden, welches nach Aktivierung von Leukozyten aus deren Speichergranula
freigesetzt wird (Bendas 1998). [B3-Integrine ermoglichen Zellen die Bindung an

extrazellulare Matrix, wie z.B. an Kollagen, Elastin, Fibronektin oder von-Willebrand-Faktor.

Zur Immunglobulin-Superfamilie gehdren zahlreiche Molekiile, die besonders fiir die
antigenspezifische Erkennung bedeutsam sind. Diese Ig-dhnlichen Adhisionsmolekiile
kénnen andere Molekiile der eigenen Gruppe binden, jedoch auch Selektine und Integrine.

ICAM-1 und -2, sog. intracellular adhesion molecules, befinden sich lediglich auf
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Endothelzellen, wahrend ICAM-3 zudem auf Leukozyten (Lymphozyten, Monozyten,
Neutrophilen) und Epithelzellen exprimiert wird (Bendas 1998). Ein weiteres Mitglied der
Immunglobulin-Superfamilie ist PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1,
Synonym: CD 31) (Muller et al. 1993). PECAM-1 vermittelt durch eine homogene Bindung den
interzelluldaren Endothelzellkontakt (Bendas 1998; Bendas und Gerd 2005).

Die Extravasation in das Gebiet der Inflammation erfolgt im Rahmen eines Traumas vor allem
durch neutrophile Granulozyten, wobei das endotheliale P-Selektin die initiale Interaktion
der Leukozyten mit der Gefifiwand steuert (Zimmerman et al. 1996). In dieser Frithphase der
Entziindung tritt P-Selektin mit dem komplementaren Ligand PSGL-1 in Kontakt, welcher auf
den Microvilli der Leukozyten lokalisiert ist. Diese initiale Kontaktaufnahme wird als
‘tethering” bezeichnet (siehe Abbildung 3). Es erhoht sich daraufhin die Anzahl schwach
affiner Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen, was im Scherstrom der Gefidfe zu einer
Verlangsamung der Leukozyten (ca. 20 pm/s) und rollenden Bewegung entlang des
Gefafdendothels fiithrt (Bendas 1998). Das Phianomen der Leukozytenakkumulation und
Rollbewegung am Endothel im Entziindungsgebiet wurde bereits vor iiber 100 Jahren mittels
intravitalmikroskopischer Untersuchungen beschrieben. Es konnte jedoch erst Anfang der
90er Jahre die molekulare Grundlage dieser Prozesse - nach der Entdeckung der

Selektinrezeptoren - vollstindig aufgeklart werden (Bendas und Gerd 2005).

Neutrophile Granulozyten

L-Selektin

ESL-1

Endothelzellen

Abbildung 3: Initialer Kontakt eines aktivierten neutrophilen Granulozyten mit den
Endothelzellen (Bendas 1998; Bendas und Gerd 2005)
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Innerhalb von 1-2 Stunden werden weitere Selektinrezeptoren auf den aktivierten
Endothelzellen exprimiert. Sie interagieren mit den polysaccharid- oder mucindhnlichen
Liganden auf Leukozyten und vermitteln das Entlangrollen der Leukozyten an der
Endothelzelloberflache. Der im Randbereich der leukozytaren Microvilli vorkommende ESL-
1, wie in Abbildung 3 dargestellt, ist ein hochaffiner Ligand des E-Selektins und spielt eine
wichtige Rolle fiir das sog. ‘rolling” der Zellen an der Gefifiwand (Bendas 1998). Dadurch
wird der transendotheliale Migrationsprozess eingeleitet, zusatzliche Interaktionen
leukozytarer Selektine mit Endothelzellglykoproteinen werden ermdglicht und die
Leukozyten werden ebenso aktiviert (Zimmerman et al. 1996). Diese lose Haftung kann

allerdings durch Scherkrafte des Blutstroms mehrfach unterbrochen werden (Bendas 1998).
Im nachsten Schritt kommt es zum festen Anhaften der Neutrophilen an die Blutgefafdwand.

Hierbei wird die noch instabile Zellinteraktion in einen stabilen Kontakt tiberfiihrt.

Neutrophile Granulozyten
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Abbildung 4: Feste Adhdision eines Granulozyten mit dem Endothel (Bendas 1998)

Die Vermittlung der Adhasion erfolgt iiber Liganden aus der Immunglobulin-Superfamilie
und durch die Gruppe der Integrine. Zusatzlich wird dieser Schritt durch chemotaktisch
wirksame Mediatoren, wie Leukotrien B4, C5a und PAF, verstirkt (Zimmerman et al. 1996).
Die wichtigsten Liganden fiir die leukozytiren Rezeptoren, wie beispielsweise MAC-1, sind
dabei intercellular adhesion molecules, wobei die Expression von ICAM-1 durch die benannten

Zytokine aktiviert wird (Bendas 1998). Gleichzeitig nimmt die Anzahl der L-Selektine auf der
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leukozytiaren Zelloberfliche ab, was man auch ‘shedding” nennt. Die integrinvermittelte
Bindung an komplementire Zelladhdsionsmolekiile initiiert die Adhdsion zwischen
Endothelzellen und Leukozyten, das ‘rolling” wird zusatzlich verlangsamt und der feste
Kontakt zwischen den Zellen intensiviert. Dieser Zell-Zell-Kontakt wird auch als “sticking’
oder feste Adhasion bezeichnet (siehe Abbildung 4), und fiihrt zur Verlangsamung der
Flief3geschwindigkeit des Blutes im Gefaf3bett. Nach Akkumulation im GefafRbett und
Adhasionsmolekiil abhingiger Interaktion mit dem Endothel erfolgt schliefdlich die
transendotheliale Migration der Neutrophilen in das perivaskuldare Gewebe (Hernandez et al.
1987). Zunachst schieben sich die Leukozyten - nach Losung der homogenen PECAM-1-
Kontakte durch Bindung an ICAM-1 (Muller et al. 1993) - zwischen den resultierenden
Endothelzellzwischenrdumen hindurch (Bendas 1998), dauen mittels Kollagenase die
Basallamina an und gelangen schliefilich ins Interstitium (siehe Abbildung 5). Von dort aus

erreichen die Leukozyten wiederum chemokinvermittelt den Ort der Entziindung.

Neutrophile Granulozyten
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Abbildung 5: Emigration eines neutrophilen Granulozyten (Bendas 1998)

Diese Leukozyten-Endothel-Interaktion findet vor allem in postkapillaren Venolen statt
(Harrison 1997; Kubes et al. 1998; Hayashi et al. 1999). Gleichzeitig kommt es aber aufgrund
des von endothelialem und perivaskulirem Odem eingeengten GefiRlumens zum sog.
‘leukocyte capillary plugging” in Kapillaren postischdmischen Gewebes (Harris und Skalak
1996; Harris et al. 1997). Nach Extravasation koénnen neutrophile Granulozyten im

Inflammationsgebiet ihre Funktionen ausiiben, wie unspezifische Phagozytose, Freisetzung
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proinflammatorischer Mediatoren und schliellich die Geweberekonstruktion. Jedoch ist in
den oben benannten Studien auch nachgewiesen worden, dass eine lokale Anhaufung von
Entziindungszellen durchaus zur Ausdehnung des Gewebsschadens beitragen kann, was
sowohl auf granulozytire Enzyme als auch reaktive Sauerstoffmetabolite zuriickzufiihren ist.
Die schwere Zerstorung des endothelialen Zellverbandes durch Leukozytenadhdsion in der
Frithphase der Entziindung fiihrt zum ‘capillary leakage’, einem Verlust der endothelialen
Barrierefunktion, und bewirkt damit die Extravasation von Fliissigkeit und Plasmaproteinen
(Fries et al. 1993; Cowley et al. 1994). Durch kontinuierliche Adhirenz, insbesondere
polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten, werden sowohl der Endothel-, als auch der
Parenchymzellschaden verstarkt. Ursachlich dafiir sind neben proteolytischen Enzymen
(Elastase, Kollagenase) vor allem toxische Sauerstoffradikale, die u.a. beim ‘respiratory burst’
phagozytierender, weifder Blutzellen freigesetzt werden. Dabei kommt es durch das Enzym
NADPH-Oxidase zur Produktion von Superoxidanionen (O2). Weitere wichtige
Sauerstoffradikalquellen in der Pathophysiologie von Entziindung und Reperfusionstrauma
sind Enzyme, wie Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen durch die Synthese von
Prostaglandinen bzw. Leukotrienen, Xanthinoxidasen, die induzierbare NO-Synthase
stimulierter Leukozyten oder die Mitochondrien nekrotischer Zellen. Dem menschlichen
Organismus stehen neben den bedeutenden Gluthation-Peroxidasen zur Bekdmpfung
reaktiver  Sauerstoffmolekiile, wie dem Hydroxyl-, Hydroperoxyl-Radikal oder
Wasserstoffperoxid, verschiedene enzymatische und nicht-enzymatische Antioxidantien zur

Verfligung.

Systemische Effekte des Weichteiltraumas

Bei besonders schweren Verletzungen und bei vorerkrankten Patienten kann es zusatzlich
zum lokal begrenzten Entziindungsgeschehen auch zur Beteiligung des gesamten Organismus
kommen. Inflammatorische Zytokine werden dann systemisch freigesetzt (Hildebrand et al.
2005). In der Folge werden Entziindungszellen, Thrombozyten und das Gerinnungssytem
generell aktiviert. Sofern diese systemische Reaktion nicht kompensiert werden kann,
entwickelt sich ein systemic inflammatory response syndrome (SIRS) (Lenz et al. 2007),
welches im Krankenhausalltag eine gefiirchtete Komplikation darstellt (Amon et al. 2006).
Grundsatzlich verursachen die freigesetzten Mediatoren dieselben Verdnderungen, die auch
am urspriinglichen Entziindungsort zu beobachten sind (Pape et al. 1994; Pape et al. 1998).
Die Bildung von Mikrothromben in Gefdfien kann bis zur Ischdmie von Organen fiihren

(Gando et al. 1996). Wird die Funktion primar nicht-traumatisierter Organsysteme durch die
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systemische Entziindungsreaktion beeintrachtigt, bezeichnet man die entsprechenden
Organe als sog. ‘remote organs” (Gradl et al. 2005). Dauert dieser Zustand an, entwickelt sich
ein Multi-Organ-Versagen, das auch heute noch in 31-80% der Falle zum Tod des Patienten
fiilhrt (Ciesla et al. 2005). Um die systemische Inflammation zu verhindern bzw. zu
minimieren, werden schliefdlich auch antiinflammatorische Zytokine ausgeschiittet. Dieses
Phdnomen nennt man compensatory antiinflammatory response syndrome (CARS). Unter
dessen Einfluss erfolgt eine endogene Immunsuppression, welche zum gehauften Auftreten
von Infektionen mit pathogenen Keimen bis hin zur Sepsis fiihren kann (Levin und Condit
1996). Nach einer Definition von Davies und Hagen (1997) fasst man das gemeinsame
Auftreten von SIRS und CARS als sog. mixed antagonist response syndrome (MARS) zusammen
(Davies und Hagen 1997). Die Gesamtheit der beschriebenen systemischen Reaktionen und
der resultierenden Krankheitssymptomatik bezeichnet man als CHAOS (= cardiovascular

shock, apoptosis, organ dysfunction, immune suppression).

1.1.3 Therapie des Weichteiltraumas

Die diagnostische und therapeutische Problematik geschlossener Weichteilschadigungen
liegt in der Unzuganglichkeit der unter der zwar geschidigten, aber noch geschlossenen Haut
liegenden, verletzten Weichteile (Koslowski 1999).

Die Therapie der Wahl sind frithfunktionelle konservative Mafnahmen (Bily und Kern
1998). Die initiale Behandlung eines Weichteilschadens umfasst demzufolge die
Immobilisation und Stabilisierung der verletzten Extremitit, die Hochlagerung zur
Verbesserung des vendsen und auch lymphatischen Abflusses als auch das Anlegen eines
Druckverbandes unter mafdiger Spannung (Uslu et al. 2010). Als empirische Grundlage bei
der Therapie von Weichteiltraumata gilt zudem der Einsatz lokaler Kalte, deren giinstige
Wirkung auf Schwellung und Schmerz akuter Verletzungen lange bekannt ist (Menth-Chiari
et al. 1999; Bleakley et al. 2006; Uslu et al. 2010). Aktuelle Therapieoptionen lassen sich im
sog. PECH-Schema nach Béhmer (siehe Abbildung 6) (Steinmann und Allwang 2009) bzw.
dem entsprechenden englischen Akronym "RICE” (rest, ice, compression, elevation) (Jarvinen

et al. 2005) zusammenfassen:

PECH-Schema nach Bohmer

P * Pause: Abbruch der zur Verletzung fiihrenden Tatigkeit

E » Eis: Kithlung des betroffenen Areals, keine Unterkiithlung!!

C + Compression: Druckverband mit mafdiger Spannung

H * Hochlagerung: Verbesserung des venosen und lymphatischen Abflusses

Abbildung 6: PECH-Schema nach Béhmer (Steinmann und Allwang 2009)

10
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Mit dem Ziel, die Beweglichkeit zu verbessern, den Schmerz zu lindern und die Dauer der
Rehabilitation zu verkiirzen, kommen bei Kontusionen vor allem antiphlogistische
Analgetika, aber auch antithrombotisch wirksame Medikamente zum Einsatz (Mehallo 2006;
Uslu et al. 2010). Zwar konnte in experimentellen Studien ein positiver Einfluss
nichtsteroidaler Antiphlogistika auf die Muskelzellregeneration nachgewiesen werden
(Thorsson et al. 1998). Die Verabreichung von NSAID wird jedoch vor allem bei lang
andauernder Behandlung aufgrund des Nebenwirkungsprofils und des eher ungiinstigen
Einflusses auf die Heilungsergebnisse sehr kritisch beurteilt (Paoloni und Orchard 2005;
Mehallo et al. 2006; Ziltener et al. 2010).

Ist die Skelettmuskelvitalitit im Verlauf der konservativ behandelten
Weichteilverletzung gefahrdet, werden chirurgische Maffnahmen in Erwigung gezogen, um
etwa ein Himatom zu entlasten oder ein Kompartment-Syndrom zu therapieren (Jarvinen et

al. 2005; Murdock und Murdoch 2012).

1.2 Selen

Mit der Entdeckung der einundzwanzigsten proteinogenen Aminosaure Selenocystein 1978
in dem Enzym Gluthation-Peroxidase GPx und der Identifizierung des darin enthaltenen
Selens hat die Forschung iiber eben jenes essentielle Spurenelement laufend neue
Erkenntnisse hervorgebracht (Soriano-Garcia 2004). Im menschlichen Organismus existieren
verschiedene selenhaltige Proteine (Gladyshev und Hatfield 1999; Hatfield und Gladyshev
2002; Kryukov et al. 2003). So ist Selen beispielsweise integraler Bestandteil des benannten
korpereigenen Enzyms Gluthation-Peroxidase, welches u.a. die Erythrozyten vor
Schadigungen durch Sauerstoffradikale schiitzt. Die Funktion selenspezifischer Proteine ist
an eine addquate Selenzufuhr gekoppelt, was bereits in verschiedenen klinischen Studien, u.a.
zum Mamma- oder Prostatakarzinom, herausgestellt werden konnte (Clark et al. 1998;
Yoshizawa et al. 1998). Physiologische Eigenschaften selenhaltiger Enzyme erklaren die
therapeutischen Effekte dieses bedeutsamen Spurenelementes. In experimentellen Modellen
und klinischen Studien konnte u.a. die antioxidative Funktion als sog. Radikalfinger, die
antiinflammatorische, immunmodulierende (Koller et al. 1986; Kiremidjian-Schumacher et al.
1996; Rao et al. 2001) wie auch gefaf3- und kardioprotektive (Salonen et al. 1982; Miller et al.
2001; Yoshizawa et al. 2003) Wirksamkeit des Selens nachgewiesen werden. Galt Selen
jahrzehntelang als hoch toxisch (Nogueira und Rocha 2011), so findet es sich heute im
klinischen Alltag bei der Behandlung von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED),

von Autoimmunerkrankungen der Schilddriise (Gartner und Gasnier 2003), zur Erganzung
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der HAART HIV-Erkrankter oder im Rahmen onkologischer Zusatztherapien wieder. Ebenso
profitieren Patienten mit Sepsis oder gar septischem Schock von einer Selentherapie. Durch
die Gabe eines hochdosierten Selenpriaparates kann laut den Ergebnissen der SIC-Studie
(Selenium in Intensive Care) die Zahl der Todesfille signifikant herabgesetzt werden

(Angstwurm et al. 2007).

Zusatzliche Entwicklungen in der Selenforschung und zahlreiche Studien geben seit einigen
Jahren Aussicht auf immer weitere, vielversprechende Anwendungen von Selen und dessen
Derivaten in der Biochemie, der Erndhrungswissenschaft und vor allem in der Medizin
(Soriano-Garcia 2004). In diesem Zusammenhang hat auch die organische Selenverbindung
Ebselen an Bedeutung gewonnen (Schewe 1995) und soll im Rahmen dieser

tierexperimentellen Studie zum Weichteiltrauma der Ratte genauer betrachtet werden.

1.3 Ebselen

1.3.1 Chemische Eigenschaften von Ebselen

Ebselen ist eine niedrigmolekulare, organische Selenverbindung, die sich dank des
energetisch bevorzugten Flinfrings (siehe Abbildung 7) durch eine thermodynamische
Stabilitat, eine dadurch bedingte geringe Toxizitdt und eine vergleichsweise lange HWZ in

Versuchstieren und Menschen auszeichnet.

o)

N
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Abbildung 7: Strukturformel von Ebselen

In der Studie von Parnham und Graf von 1987 konnte die geringe Toxizitdt des Ebselen im
Gegensatz zu anderen Selenverbindungen durch die fehlende Freisetzung des reinen Selens
wahrend Biotransformationsvorgangen bestatigt werden (Parnham und Graf 1987). Ebselen
wird desweiteren sowohl in vitro als auch in vivo (Wagner et al. 1994) kovalent iiber eine
Selenylsulfidbindung an das Serumalbumin gebunden, d.h. mehr als 90% des Ebselen findet
man in vivo an Albumin gebunden vor. Diese ist allerdings kein Hindernis fiir die hohe

Bioverfiigbarkeit innerhalb der Zellen. Die Albuminbindung kann dann auf andere Proteine,
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die Thiolgruppen enthalten, libertragen werden, so z.B. auf Gluthation-S-Transferasen und

verschiedene Membranproteine. Diese Ubertragung ist entscheidend fiir die zelluldre

Ebselenaufnahme (Wagner et al. 1994). Laut Wagner et al. konnte kein Unterschied in der

Aufnahme freien oder Albumin-gebundenen Ebselens in Hepatozyten beobachtet werden.

Der Transfer aus der Selenylsulfidbindung im Albumin auf andere Thiolgruppen in

Plasmamembranen erfolgt sehr effizient.

Offensichtlich kann Ebselen ohne grofde

Schwierigkeiten in alle subzellularen Kompartimente einer Zelle eindringen.

1.3.2 Reaktions-/Wirkmechanismus von Ebselen

Antiinflammatorische, zytoprotektive und antiarteriosklerotische Eigenschaften lassen sich

auf die zahlreichen Enzyminhibitionen durch niedrig dosiertes Ebselen zuriickfiihren, die von

verschiedenen Arbeitsgruppen, wie in Tabelle 1 dargestellt, beschrieben worden sind:

Inhibierter Parameter

Gewebe/Versuchstierart

Referenzen

IFN-y- und TNF-a-Produktion

Leukotrien B4-Bildung

NO-Bildung

Oxidative Burst, Produktion von Oz-

Produktion von Oz2-

Thrombin-induzierte Zellaggregation

Transendotheliale Migration

Humane Lymphozyten

Granulozyten, Ratte

Kupfferzellen, Ratte

Humane Granulozyten

Kupfferzellen, Ratte

Humane Thrombozyten

Humane Granulozyten

(Piasecki et al. 1992)

(Safayhi et al. 1985)

(Wang et al. 1992)

(Cotgreave et al. 1989)

(Wang et al. 1992)

(Brtine et al. 1991)

(Issekutz und Lopes 1992)

Tabelle 1: Antiinflammatorische Effekte von Ebselen
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Man geht davon aus, dass der Inhibitionsmechanismus von Ebselen auf der Blockade von

Thiolgruppen beruht, die fiir Funktion und Struktur des jeweiligen Enzyms essentiell sind.

Enzyme Gewebe/Versuchstierart Referenzen

15-Lipoxygenase Retikulozyten, Kaninchen (Schewe 1995)

H*_/K'-ATPase Magen, Schwein (Beil et al. 1990; Tabuchi et al.
1995)

NADPH-Cytochrom P450-Reduktase Mausleber (Wendel et al. 1984)

NADPH-Oxidase Humane Granulozyten (Cotgreave et al. 1989)

Prostaglandin-H-Synthase-1 Blaschendriise, Schaf (Schewe 1995)

Proteinkinase C Humane Granulozyten (Cotgreave et al. 1989)

Tabelle 2: Spezifische Enzyminhibitionen durch Ebselen

Die Mehrzahl dieser Enzyme spielt eine Rolle in der Pathogenese von Entziindungsprozessen,
was die antientzilindliche Aktivitit dieser Selenverbindung in vivo erkladrt (siehe Tabelle 2).
Auf zellularer Ebene konnte die hemmende Wirksamkeit von Ebselen von Lipoxygenasen, der
H+/K*-ATPase des Magens, der Proteinkinase C und der NADPH-Oxidase in Leukozyten
bestitigt werden. In Experimenten an intakten Zellen sind jedoch wesentlich hohere
Ebselenkonzentrationen notwendig als in Untersuchungen an reinen Enzymen, um
vergleichbare Enzymhemmungen zu erreichen. Ursachlich scheint die geringere
Enzymsensitivitit in Zellen durch Ebselenbindung an andere Proteine und durch Gluthation,
welches bestimmte Reaktionen umkehrt, bedingt zu sein (Schewe 1995). Im Folgenden soll
lediglich eine Auswahl entziindungsférdernder Enzyme, wie sie auch im Rahmen des

geschlossenen Weichteiltraumas auftreten, betrachtet werden.

Lipoxygenasen spielen im Arachidonsiurestoffwechsel von Leukozyten eine grundlegende
Rolle. So entstehen durch Reaktion mit der 5-Lipoxygenase Leukotriene wie LTBs4, das
chemotaktisch bedeutsam ist, wahrend LTDs und LTE4; u.a. die Gefifpermeabilitit stark
erhohen. Ebselen kann die Enzymaktivitit der 5-Lipoxygenase und damit die Produktion
proinflammatorischer Leukotriene unterdriicken, was sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt
werden konnte (Wendel et al. 1997). Auch in diesem Fall werden wiederum deutlich erhéhte
Ebselenkonzentrationen bendtigt, um ahnliche Effekte in funktionstiichtigen Zellen, z.B.
polymorphkernigen Granulozyten, im Vergleich zu puren extrazelluliren Enzymsubstraten
zu erreichen (Safayhi et al. 1985; Schewe 1995).

Weitere Enzyme, die durch Ebselen inhibiert werden kénnen, sind die Proteinkinase C
und die NADPH-Oxidase phagozytierender Zellen. Die NADPH-Oxidase, ein

Multienzymkomplex aus spezifischen Untereinheiten, wird durch verschiedene, Phagozytose
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-einleitende Faktoren in ruhenden Zellen aktiviert und ihre Funktion iiber eine komplexe
Signaltransduktionskaskade vermittelt, wobei die Proteinkinase C den letzten Schritt, d.h. die
Phosphorylierung der NADPH-Oxidase, katalysiert. Aus molekularem Sauerstoff entsteht
schliefdlich durch Oxidation von NADPH das reaktive Superoxidanion, dessen bakterizide und
proinflammatorische Wirkung fiir Granulozyten beim sog. ‘respiratory burst” unentbehrlich
ist. Die Aktivierung wird zum einen durch eine direkte Proteinkinase C-Inhibition, zum
anderen durch Hemmung der katalytischen NADPH-Oxidase-Aktivitit mittels Ebselen
eingeschrankt (Cotgreave et al. 1989). Da die Proteinkinase C mafdgeblich auch an anderen
proinflammatorischen Reaktionen beteiligt ist, erklart die Suppression dieses Enzyms
zusatzlich das hohe antiinflammatorische Potential von Ebselen (Schewe 1995). Auch das
Enzym NO-Synthase, welches Stickstoffmonoxid aus L-Arginin synthetisiert, spielt in
Entziindungsprozessen eine wichtige Rolle. Wahrend die endotheliale, konstitutiv
exprimierte Form physiologischerweise den Gefafdtonus und somit den Blutfluss in Gefiafden
reguliert (Moncada und Higgs 1993), hat die induzierbare NO-Synthase z.B. in Makrophagen
oder glatten Muskelzellen Bedeutung im inflammatorischen Geschehen, u.a. durch
Freisetzung hoher Konzentrationen an NO und damit Bildung des schadigenden,
hochreaktiven Peroxynitrits ONOO-. Die induzierbare NO-Synthase zeichnet sich durch eine
vergleichsweise hohe Umsatzrate aus, wobei bis zu 1000-fach gréfiere Mengen an NO
synthetisiert werden kénnen, wenn sie im Rahmen von Infektion oder Entziindung aktiviert
worden ist. Hohe Konzentrationen von NO sind wiederum zytotoxisch wirksam und miinden
in Zelltod und Gewebeschiddigung. In Experimenten konnten Hattori et al. die hdhere
Sensitivitat der induzierbaren Form gegeniiber einer Hemmung durch Ebselen beobachten,
wobei diese Selektivitit ein weiteres Mal die antiinflammatorische Wirksamkeit des Ebselen

unterstreicht (Hattori et al. 1994).

Neben der Hemmung proinflammatorisch wirksamer Enzyme konnte zudem sowohl in vitro
(Issekutz und Lopes 1992), als auch in vivo (Gao und Issekutz 1993) der Einfluss von Ebselen
auf die Interaktion zwischen Leukozyten und Gefafdendothel beschrieben werden. Dabei sind
insbesondere die Adhdsion an das Endothel und die Transmigration polymorphkerniger
Leukozyten durch Ebselen inhibiert worden. In einer In-vitro-Studie von Patrick et al. wurde
beobachtet, dass die Hemmung dann besonders stark auf die Chemotaxis der Leukozyten
wirkte, wenn jene durch LTB4 aktiviert worden sind (Patrick et al. 1993). Die Fahigkeit von
Ebselen, LTB; in dessen inaktives trans-Isomer umzuwandeln, ist 1986 von Kuhl et al.
beobachtet worden und stellt den inaktivierenden Einfluss von Ebselen auf die Leukozyten-

Endothel-Interaktion deutlich heraus (Kuhl et al. 1986).
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Letztlich bleibt noch das antithrombotische Potential Ebselens zu nennen, welches
bedeutsam fiir den Verlauf des Weichteilschadens ist. So konnte durch Dimmeler et al. 1991
ein hemmender Effekt auf die Inositol-(1,4,5)-triphosphat-gebundene Calciumfreisetzung in
vitro festgestellt werden (Dimmeler et al. 1991). Die dadurch beeintrachtigte intrazellulare
Calciumhomdostase wird fiir eine mogliche reduzierte Thrombozytenaggregation
verantwortlich gemacht (Briine et al. 1991). In-vitro-, aber auch In-vivo-Untersuchungen
konnten zudem erfolgreich den antagonisierenden Einfluss von Ebselen auf die H:0--
induzierte, thrombozytdre P-Selektin-Expression zeigen (Lindenblatt et al. 2003). Bedenkt
man die zentrale Bedeutung des P-Selektins, welches auch auf dem Endothel exprimiert wird,
bei der Vermittlung der leukozytiren Transmigration und bei der Entstehung von
Gefafsthromben bzw. eines Reperfusionsschadens, zeigt sich die Gabe von Ebselen auch in

diesem Fall als eine effektive therapeutische Moglichkeit.

AbschliefRend kann man zusammenfassen, dass Ebselen dank seiner geringen Toxizitét, der
guten Bioverfiigbarkeit in vivo und insbesondere der pharmakologischen Effekte eine sehr
vielversprechende Selenverbindung darstellt, welche durchaus in der Therapie
inflammatorischer Prozesse angewandt werden und diese moglicherweise sogar verbessern
konnte. Dabei sind die antioxidative Wirkung als Radikalfinger, die antientziindliche,

zytoprotektive, aber auch die immunmodulierende Aktivitat herauszustellen (Schewe 1995).

1.3.3 Aktuelle Studienlage zu Ebselen

In experimentellen Tiermodellen konnte der positive Einfluss von Ebselen auf das
Herzmuskelgewebe, welches initial einer Ischdmie und anschlieffend oxidativen Stress
verursachender Reperfusion ausgesetzt worden ist, belegt werden (Maulik et al. 1998; Maulik
und Yoshida 2000). Durch Issekutz et al. ist beschrieben worden, dass Ebselen in der Lage ist,
die Adhdsion an und Migration polymorphkerniger Leukozyten durch aktiviertes Endothel
humaner Umbilikalvenen in vitro zu hemmen (Issekutz und Lopes 1992).

Noch interessanter ist allerdings der klinische Einsatz von Ebselen in placebo-
kontrollierten, doppelblind angelegten Studien verschiedener klinischer Zentren bei der
Behandlung von Patienten mit neurologischen Defiziten nach Subarachnoidalblutungen
(Saito et al. 1998) und bei Patienten mit akutem, ischdmischen Hirninfarkt (Yamaguchi et al.
1998; Ogawa et al. 1999).

In der Studie von Saito et al. wurden 286 Patienten nach durchgemachter
Subarachnoidalblutung in zwei Gruppen eingeteilt, iiber mehrere Monate mit Ebselen bzw.

Placebo behandelt und beobachtet (Saito et al. 1998). Das Vorkommen Ischamie-bedingter,

16



Einleitung

verzogert auftretender neurologischer Defizite - klinisch zu verschiedenen Zeitpunkten nach
dem Glasgow Outcome Score (Jennett und Bond 1975) beurteilt - zeigte sich in beiden
Gruppen unverdndert. Jedoch ergab die Behandlung mit Ebselen ein signifikant besseres
Ergebnis in der computertomographischen Untersuchung hinsichtlich der Zahl als auch des
reduzierten Ausmafies sog. Gebiete niedrigerer Dichte. Das neuroprotektiv wirksame Ebselen
hat den Umfang der Hirnschdadigung deutlich reduziert (Saito et al. 1998).

Die Arbeitsgruppe um Yamaguchi et al. untersuchte das neuroprotektive Potential von
Ebselen an Patienten, die einen akuten Hirninfarkt erlitten hatten. Diese Studie umfasste 302
Personen und ist ebenfalls doppelblind und placebo-kontrolliert durchgefiihrt worden. Die
Beurteilung des Outcome erfolgte wiederum zu festgelegten Zeitpunkten anhand des Glasgow
Outcome Score (Jennett und Bond 1975). Wahrend nach einem Monat der Medikation die
Ebselen-Gruppe eine deutliche Besserung zeigte, lief} sich nach einem Zeitraum von drei
Monaten kein Unterschied zu Patienten darstellen, die ein Placebo erhalten hatten. Eine
signifikante Verbesserung des Outcome der Patienten konnte zudem nur erreicht werden,
wenn Ebselen innerhalb von 24 h nach dem akuten Ereignis verabreicht worden ist
(Yamaguchi et al. 1998). Diese Tatsache ist ebenso in einer weiteren Studie dokumentiert
worden (Ogawa et al. 1999), wobei eine signifikante Reduktion des durch akuten, zerebralen
Gefafdverschluss geschadigten Hirngewebes bei Ebseleneinsatz innerhalb von 6 h erreicht

wurde.
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2 Ziel der Studie

In der Versorgung von Unfallverletzungen haben Weichteiltraumata einen wesentlichen
Einfluss auf die Heilungsprognose des generell zerstorten Gewebes, da nicht selten
Mikrozirkulationsstéorungen mit Gewebshypoxie und- azidose resultieren. Als
Komplikationen treten dann Regenerationsstérungen des moglicherweise frakturierten
Knochens, aber auch umgebenden Weichteilmantels auf. Im Rahmen dieser
tierexperimentellen Studie zum geschlossenen Weichteiltrauma am Beispiel der Ratte sollen
die antioxidativen, antiinflammatorischen und immunmodulierenden Eigenschaften der
organischen Selenverbindung Ebselen genutzt werden, um den posttraumatischen,
entzlindlichen Muskelgewebsschaden zu reduzieren.

Als Parameter fiir den auftretenden Gewebsschaden sollen dazu die posttraumatische
Mikrozirkulation und die Leukozyten-Endothel-Interaktion in der Skelettmuskulatur mittels
Intravitalmikroskopie genauer untersucht werden. Dazu ist von unserer Arbeitsgruppe ein
durch Schaser et al. standardisiertes Traumamodell genutzt worden (Schaser et al. 1999).

Folgende Fragestellungen sollen innerhalb dieser Arbeit diskutiert werden:

- Welchen Einfluss zeigt Ebselen auf die gestorte Mikrozirkulation im traumatisierten

Muskelgewebe?

- Kann die posttraumatisch resultierende Leukozytenadhadrenz und die nachfolgende

Transmigration durch Ebselen signifikant vermindert werden?

- Werden die durch Mikrozirkulationsstéorungen bedingte Hypoxie und daraus

entstehende Gewebsazidose unter Ebselen-Therapie reduziert?

- Ist es moglich die Gefaf3permeabilitat positiv zu beeinflussen? Welche Aussage lasst

sich tiber das Trauma-induzierte Gewebsddem unter Ebselentherapie treffen?

- Wird der Gewebsschaden, welcher anhand  apoptotischer  Zellen
intravitalmikroskopisch und auch histologisch quantifiziert wird, durch diese

organische Selenverbindung entscheidend verringert?
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Fiir die Versuchsreihe wurden mannliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) verwendet, wobei der Ursprung dieses
Auszuchtstammes auf die Sprague-Dawley-Company in Wisconsin von 1925 zuriickzufiihren
ist. Sprague-Dawley-Ratten zeichnen sich durch eine einfache Handhabung und gutmiitige
Veranlagung aus. Desweiteren ist dieser ausgeziichtete Rattenstamm aufgrund der
genotypischen Variabilitat innerhalb geschlossener Kolonien besonders geeignet, um Modelle
humaner Erkrankungen zu studieren, die keinen spezifischen Genotyp erfordern. Nach der
Anlieferung sind die Ratten erst nach adidquater Akklimatisierungszeit von mindestens 10

Tagen den Experimenten unterzogen worden.

Das Korpergewicht der einzelnen Versuchstiere betrug zwischen 250 und 300 Gramm. Die
Unterbringung der Sprague-Dawley-Ratten erfolgte in der Zentralen Versuchstierhaltung des
Instituts der Experimentellen Chirurgie der Universitit Rostock bei konstanter
Raumtemperatur von etwa 23°C. Der Tag-Nacht-Rhythmus fiir die Ratten betrug jeweils 12
Stunden und wurde durch die wechselnde Beleuchtung gewdahrleistet. Der Zugang zum Futter
war frei. Alle experimentellen Gruppen erhielten normales Standardfutter und Wasser ad

libitum.

Gemafs §8 (1) des Tierschutzgesetzes ist das experimentelle Protokoll vor Beginn der Arbeit

genehmigt worden.

3.2 Modell

Im Rahmen dieser prospektiven, tierexperimentellen Studie wurden die Versuchstiere einem
standardisierten Modell zum geschlossenen Weichteiltrauma unterzogen. Jenes Tiermodell
ist urspriinglich zur Darstellung und Untersuchung schwerer, traumatischer
Hirnschadigungen am Beispiel der Ratte entwickelt worden (Lighthall et al. 1989; Edward
Dixon et al. 1991). Zum besseren Verstandnis komplexer Weichteilschadigungen wurde es
durch Schaser et al. modifiziert und bereits in mehreren experimentellen Reihen angewandt
(Schaser et al. 1999; Gierer et al. 2004; Gierer et al. 2008). Dabei konnte eine ausgepragte
entzlindliche Weichteilreaktion infolge dieses standardisierten Traumas dokumentiert

werden. Neben  verschiedenen anderen  Untersuchungsschritten  hatte  das
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mikrohdmodynamische Monitoring zentrale Bedeutung fiir die Datengewinnung in dieser
Studie und erfolgte im Anschluss an die Traumainduktion und Muskelpraparation mittels
hochauflésender Intravitalmikroskopie, wie sie durch die Arbeitsgruppe Schaser et al.

erarbeitet und etabliert worden ist (Schaser et al. 1999).

3.3 Traumainduktion an der Skelettmuskulatur der Ratte

Der geschlossene Weichteilschaden wurde mittels standardisierter, sogenannter Controlled-
Impact-Injury-(CII-)Technik am jeweils lateralen, tibialen Kompartment des linken
Hinterlaufes der Versuchstiere erzeugt. So konnte ein reproduzierbares
Hochgeschwindigkeitstrauma mit genau definierter Gewebsimpression erzeugt werden. Die
verwendete Apparatur setzte sich aus einem computergesteuerten, druckluftbetriebenen
Metallbolzen, einem PC-assistierten Interface, einer Halterungsvorrichtung fir die

Befestigung der Versuchstiere und einer Stickstoffflasche zusammen.

Abbildung 8: Enthaarung des Unterschenkels einer Sprague-Dawley-Ratte

Nachdem am linken Hinterlauf der bereits narkotisierten Ratten zunichst durch Rasur und
Enthaarungscreme griindlich das Fell entfernt worden ist (siehe Abbildung 8), fixierte man
die betreffende Extremitdt in Extensionsstellung innerhalb einer anatomisch angepassten
Plastikform (Technovit; Kulzer, Wertheim, Deutschland). Diese Form sicherte, dass der
Unterschenkel nicht verrutscht. Zudem konnte so die Energie besser auf das Muskelgewebe
libertragen werden. Die Kraftiibertragung des zylinderformigen Metallstempels auf den
Hinterlauf erfolgte an einer definierten Stelle des lateralen, linken Unterschenkels. In der
Vorbereitung hat der maximal ausgezogene Stempel knapp Hautkontakt mit dem zu
traumatisierenden Gebiet. Die erforderliche Eindringtiefe von 11 mm konnte durch das
nachfolgende Einstellen des zuriickgeschobenen Metallbolzens anhand eines einfachen

Schraubmechanismus erzielt werden, der Stempeldurchmesser betrug 10 mm. Die
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Anprallgeschwindigkeit lag definitionsgemaf bei 7m/s, der Metallbolzen wurde nach einer
Anschlagdauer von 100 msec automatisch zuriickgezogen. In Abbildung 9 ist die
entsprechende Apparatur zur Induktion eines Weichteilschadens dargestellt. Die
Weichteilkontusion erfolgte ohne Ausbildung eines Kompartmentsyndroms oder einer
Fraktur, welche im Anschluss an die Induktion des Traumas stets manuell ausgeschlossen
worden ist. Abschlieféend wurde das jeweilige Versuchstier aus der Apparatur herausgeldst

und zum Erwachen aus der Narkose zuriick in den Kéfig gebracht.

Abbildung 9: Druckluftbetriebene Apparatur zur Traumainduktion

3.4  Prdparation des Musculus extensor digitorum longus

Bevor die intravitalmikroskopischen Untersuchungen an der Skelettmuskulatur der Ratte
durchgefiihrt wurden, wurde zunichst der Musculus extensor digitorum longus des
traumatisierten, linken Hinterlaufs dargestellt. Die mikrochirurgische Praparationstechnik ist
erstmals durch Tyml und Budreau beschrieben worden. Die Arbeitsgruppe Schaser et al. hat
diese Technik wiederum abgewandelt, um die mikroskopischen Methoden in vivo effizienter

nutzen zu konnen (Tyml und Budreau 1991; Schaser et al. 1999).

Auf einer Heizplatte gelagert ist der linke Hinterlauf der Ratte fixiert worden, um problemlos
die benannte, ipsilaterale Muskulatur praparieren und schliellich darstellen zu konnen. Dazu

erfolgte zunidchst die Inzision der oberhalb des Musculus extensor digitorum liegenden,
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enthaarten Haut lber eine Liange von knapp 2,5 cm. Der zu untersuchende Muskel konnte
dann zwischen benachbarter Beuge- und Streckmuskulatur, die jeweils durch einen

Haltefaden aus Prolene (5-0) retrahiert worden ist, dargestellt werden (siehe Abbildung 10).

Abbildung 10: Lagerung des Versuchstieres und mikrochirurgische Prdparation der
Muskulatur

Das Praparationsgebiet wurde immer wieder mit physiologischer Natriumchloridlosung
(Braun, Melsungen, Deutschland) befeuchtet. Die Temperatur der Losung betrug 37°C und
bewahrte das freigelegte Muskelgewebe vor dem Austrocknen. Sowohl die benannte, auf
37°C erwarmte Heizplatte, als auch die verwendete NaCl-Losung dienten der
Aufrechterhaltung einer konstanten Koérpertemperatur der Versuchstiere liber die Dauer
jeden Experimentes. Nachdem der Musculus extensor digitorum longus sorgfaltig vorbereitet
wurde, wurde ein Deckglas auf das zu untersuchende Gewebe gelegt, welches wiederum dem
Schutz vor Dehydratation der Muskulatur und vor Interferenz durch die Raumluft wahrend
der nachfolgenden mikroskopischen Untersuchungen diente. Die Intravitalmikroskopie

wurde im Anschluss an eine zwanzigmintitige Stabilisierungsphase durchgefiihrt.

3.5  Makrohdmodynamisches Monitoring

Uber die Dauer der Muskelpriparation und der Intravitalmikroskopie sind kontinuierlich
makrohdmodynamische Parameter aufgezeichnet worden. Zu diesem Zweck wurde ein
Katheter (PE-50; Portex, Hythe, Kent, UK) mit einem Innendurchmesser von 0,4 mm und
einem Auféendurchmesser von 0,8 mm in die rechte Arteria carotis eingelegt und befestigt.

Das zentrale hdmodynamische Monitoring umfasste die Aufzeichnung von Blutdruck und
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Pulsfrequenz (Sirecust; Siemens, Deutschland). Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) sollte
sich im Bereich von 120-140 mmHg und die Herzfrequenz (HF) zwischen 400 und 450
Schlagen/min liegen. Wurden diese Kriterien nicht erfiillt, erfolgte der Ausschluss der Tiere.
Zur Kreislaufstabilisierung erhielten alle Versuchstiere nach Bedarf Natriumchloridlésung in
physiologischer Konzentration iiber den Carotiskatheter. Zudem diente der arterielle

Katheter am Ende jedes einzelnen Experimentes der Gewinnung von Blutproben.

Parallel zur Anlage des Carotiskatheters wurde ein Katheter in die linke Vena jugularis gelegt

und fixiert, um spater die Fluoreszenzfarbstoffe fiir die Intravitalmikroskopie zu injizieren.

3.6  Mikrozirkulationsmodell: Mikrohdmodynamisches Monitoring mittels

intravitaler Fluoreszenzmikroskopie

Zur In-vivo-Analyse der Mikrozirkulation in der Skelettmuskulatur ist eine
Auflichtilluminationstechnik verwendet worden. Dazu wurde ein Mikroskop der Firma Nikon
(E600-FN, Nikon, Tokio, Japan), welches mit einer Quecksilberdampf-Lampe (HBO 100W
OFR, Osram, Augsburg) als Lichtquelle und mit blauen (Exzitation 465-495nm; Emission
>505nm), grinen (510-560nm; >575nm) und ultravioletten (340-380nm; >400nm)
Filtersitzen zur Belichtung ausgestattet war, genutzt. Diese hochauflésende
Mikroskopiertechnik erlaubt die Visualisierung kleinster Gefafde der traumatisierten
Skelettmuskulatur. Die verschiedenen Filter ermoglichten zusatzlich die Messung der
Gewebsoxygenierung sowie - unter Nutzung von Fluoreszenzfarbstoffen - die Differenzierung
und Quantifizierung verschiedener mikrozirkulatorischer Parameter und zelluldrer

Blutbestandteile.

Durch den Einsatz der Fluoreszenzfarbstoffe Fluoreszein-Isothiozyanat-Dextran (FITC-
Dextran) (Sigma, Deisenhofen, Deutschland), Rhodamin 6G (Sigma, Deisenhofen) und
Bisbenzimid (Sigma, Deisenhofen) konnten einzelne Blutbestandteile, wie Plasma und
Leukozyten, sowie apoptotische Muskelzellen differenziert werden. Zudem ermaoglichte die
Anwendung der Farbstoffe die Bestimmung der Geschwindigkeit des Blutflusses und des
Gefafddurchmessers. Alle genannten Farbstoffe wurden intravends, in zeitlich festgelegter

Reihenfolge, appliziert.
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Abbildung 11: Intravitalmikroskopische Untersuchung

Zuniachst wurde 2%-iges FITC-Dextran (MW 150 kDa) in einer Konzentration von 15mg/kg
Koérpergewicht verabreicht, das zur Kontrastierung des Gefafdnetzes durch Markierung des
Blutplasmas diente. FITC-Dextran zeichnet sich durch ein Exzitationsmaximum zwischen
465-495 nm und ein Emissionsmaximum bei > 505 nm aus. Die Metabolisierung erfolgt durch

Leber und Nieren.

Danach erfolgte die intravenoése Applikation von 0,2%-igem Rhodamin 6G. Rhodamin 6G
dient in vivo der spezifischen Darstellung von Leukozyten, wobei der Farbstoff an das
leukozytire Cytochrom C bindet. Die Farbung mit Rhodamin 6G ermdoglicht die Beurteilung
der leukozytaren Fliefddynamik und Interaktion mit dem Endothel postkapillarer Venolen im
traumatisierten Gewebe. Dieser Farbstoff kennzeichnet sich durch ein Exzitationsmaximum
um 535 nm, das Emissionsmaximum liegt bei >575 nm. Rhodamin 6G wurde in einer

Konzentration von 0,15 mg/kg KG verabreicht.

In dem letzten intravitalmikroskopischen Untersuchungsschritt wurde zusatzlich
Bisbenzimid (2 pmol/kg KG) appliziert. Dieser Farbstoff dient unter Verwendung des DAPI-
Filters der Analyse apoptotischer Muskelzellkerne und zeichnet sich durch ein
Exzitationsmaximum von 340-380 nm und ein Emissionsmaximum von > 400nm aus. Durch
diese spezielle Farbung konnen anhand der Kondensation und Fragmentation des nukledren

Chromatins apoptotische Zellen dargestellt werden (Gradl et al. 2004).
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Die Versuchstiere wurden wahrend der gesamten mikroskopischen Untersuchung auf der
Heizplatte gelagert. Die linke hintere Extremitdt blieb nach geringfiigiger Korrektur dhnlich
fixiert gelagert wie schon bei der Muskelpraparation (siehe Abbildung 11). Die
Gewebsoberfliche des Musculus extensor digitorum longus ist daraufhin systematisch von
proximal nach distal folgend mikroskopiert worden. Um die Mikrozirkulation, wie in der
Arbeit von Schaser et al. beschrieben, zuverlassig beurteilen zu kénnen, wurden in jedem
Untersuchungsschritt mikroskopische Bilder aus mind. 10 unterschiedlichen Gesichtsfeldern
(GF) der Muskulatur bzw. mind. 5 verschiedene Venolen betrachtet und aufgenommen

(Schaser et al. 1999).

Durch den Gebrauch von Wasserimmersionsobjektiven (x20/0.75W; x40/0,80W, Nikon)
konnte eine Vergrofierung von 306x und 630x erzielt werden. Die Bildaufnahme erfolgte
durch eine hochempfindliche CCD-(charge-coupled-device)-Videokamera (FK 6990-1Q-S,
Pieper, Schwerte, Deutschland) und die Datenspeicherung mittels S-VHS-Videosystem auf
Videokassetten. Dadurch konnte die Bildauswertung im Anschluss an die Prdparation und
Mikroskopie der Skelettmuskulatur zeitlich und raumlich getrennt als sog. Offline-Analyse an
einem speziellen Computerarbeitsplatz erfolgen. Jener Computer ist mit dem Programm
Caplmage (Caplmage v7.4, Zeintl, Heidelberg, Deutschland) ausgestattet, welches als
Standardprogramm in der Bildanalyse der Mikrozirkulation gilt und u.a. die Bestimmung der
mikrovaskuldren Permeabilitit, der funktionellen Kapillardichte, sowie des leukozytiren
Fliefdverhaltens zuldsst. Die zu untersuchenden Bilder wurden dabei von einem

Videorekorder eingelesen.

Im folgenden Abschnitt wird die Bedeutung der oben beschriebenen mikrozirkulatorischen

Parameter fiir die Studie erlautert.

3.6.1 Gewebeoxygenierung

Initial ist ohne  Farbstoffapplikation die  Gewebeoxygenierung und somit
Sauerstoffversorgung durch die Messung von reduziertem NADH beurteilt worden. Bei einer
20-fachen Vergroflerung und unter Anwendung des sog. DAPI-Filters sind 10 GF {iber eine

Dauer von 10 Sekunden aufgenommen worden.

Nach ultravioletter Epi-Illumination iiber zwei Sekunden wurde die NADH-Autofluoreszenz
des Skelettmuskelgewebes densitometrisch anhand der Analyse einzelner Graustufen

bestimmt. Um den Einfluss mikrovaskuldrer Strukturen auf den zu ermittelnden Parameter
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zu vermeiden, beschriankte sich die nachfolgende Graustufenbestimmung mit Caplmage

ausschliefllich auf den Interkapillarraum (Vollmar et al. 1997).

3.6.2 Gefifdurchmesser und Blutzellgeschwindigkeit

Der Gefafddurchmesser und die Blutzellgeschwindigkeit sind im selben Untersuchungsschritt
aufgezeichnet und spéter in der Offline-Analyse bestimmt worden. Im Anschluss an die
Permeabilitatsaufnahmen wurde mit Hilfe des Blau-Filters, welcher das zu untersuchende
Gebiet blau belichtet, und nach Gabe von 0,1 - 0,2 ml des 2%-igen Fluoreszenzfarbstoffes
FITC-Dextran der Durchmesser von mind. 5 exemplarischen, postkapillaren Venolen an
jeweils mehreren Stellen des Gefifdes gemessen. FITC-Dextran dient als intravaskuldrer
Fluoreszenzfarbstoff der Darstellung der Gefafigrenzen. Zur Bestimmung der zugehorigen
Blutzellgeschwindigkeit wurden zusatzlich Aufnahmen dieser Venolen iiber mind. 10 sec
gemacht. Eine gezielte Auswertung erfolgte mit dem bereits genannten Programm Caplmage.
Die Geschwindigkeit der Blutzellen wurde in der Mittellinie der Venolen gemessen und
mittels der sog. Line-shift-Methode (Caplmage, Fa. Zeintl, Heidelberg, Deutschland) bestimmt.
In Abhdngigkeit von der Farbstoffkonzentration innerhalb des Plasmaraumes und dort
unterschiedlich schnell zirkulierender Blutkdrperchen ergeben sich Linien unterschiedlicher
Helligkeit. Die mittlere Blutflussgeschwindigkeit kann daraufhin anhand der Steigung

mehrerer bewerteter Linien errechnet werden.

3.6.3 Gefif3permeabilitit

Die Einschitzung der endothelialen Gefafdschdadigung im traumatisierten Weichteilgewebe
mit nachfolgendem ‘capillary leakage” erfolgte wiederum durch den Einsatz des
hochmolekularen FITC-Dextran, das aufgrund des hohen Molekulargewichtes unter
physiologischen Bedingungen nicht aus dem Intravasalraum in das umgebende
Muskelgewebe wandert. Dadurch konnte die Gefafipermeabilitit anhand des Grades der
Extravasation beurteilt werden. Es sind dazu Fluoreszenzintensitaten des Extravasal- und des
Intravasalraumes in der Offline-Analyse bestimmt worden, aus denen sich anhand des
Quotienten Q= I,/I; die makromolekulare Permeabilitit errechnen lasst. I, entspricht
demzufolge der Intensitit auflerhalb und [; der Fluoreszenzintensitit innerhalb des

Gefifdraumes.
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3.6.4 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Danach erfolgte unter Nutzung des griin-illuminierenden G2A-Filters und der Gabe von 0,3 -
0,5 ml 0,2%-igen Rhodamin 6G die intravitalmikroskopische Aufzeichnung der Interaktion
von Leukozyten mit der Gefifwand. Hierzu wurde das Stromungsverhalten der Leukozyten
in flief3end, rollend oder adharent unterschieden, wie in Abbildung 12 dargestellt. Rollende
Leukozyten wurden definitionsgemafd beschrieben als sich an der Gefifwand entlang
bewegend mit einer Geschwindigkeit von weniger als 40% jener Leukozyten, die sich im
Zentralstrom postkapillaren Gefaf3es bewegten. Fest sitzende Leukozyten wurden wiederum
als liber den Beobachtungszeitraum von 20 sec hinweg an der Venolenwand haftende, sich

nicht bewegende Zellen definiert.

Abbildung 12: Fest an der Venolenwand haftende (weifier Pfeil) und sich frei im Gefdf3
bewegende (roter Pfeil) Leukozyten nach Applikation von Rhodamin 6G wdhrend der
Intravitalmikroskopie (Richtung des Blutstroms von rechts nach links)

Es sind dazu die im oben beschriebenen zweiten Untersuchungsschritt betrachteten 5
vendsen Gefafde iiber 30 sec beobachtet und bei 20-facher Vergrofierung auf das Videoband

aufgenommen worden.

Innerhalb eines moglichst geraden Venolenabschnittes, dessen Lange zwischen 100-200 um
lag und die vermessen wurde, wurden in mehreren Schritten die einzelnen Rhodamin-6G-
gefarbten Leukozyten nach ihrer Flief3eigenschaft beurteilt, quantifiziert und dokumentiert.
Der Betrachtungszeitraum war dabei immer derselbe. Die Anzahl fest adhdrenter Leukozyten

pro mm? Endothelzelloberflache wurde anhand der Anzahl der sich iiber den Zeitraum nicht
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bewegenden Leukozyten, der Linge des betrachteten GefafRabschnittes und dem

Venolendurchmesser errechnet.

Die Auswahl geeigneter postkapillarer Venolen fand unter Epi-lllumination durch den FITC-
Filter statt, so dass in diesem Schritt keine Entziindungszellen und deren Strémungsverhalten
sichtbar gemacht worden sind. Erst im Folgeschritt wurde mit dem griin-belichtenden G2A-
Filter die Entzlindungsreaktion anhand zirkulierender Leukozyten beurteilt und
dokumentiert. Ein Bias beziiglich der Auswahl an Venolen und des Auftretenss ausgepragter

Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen konnten so minimiert werden (Gierer et al. 2008).

3.6.5 Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte, definiert als die Gesamtldnge der pro Gesichtsfeld von
Erythrozyten durchflossenen Kapillaren und angegeben in Gefafdlinge pro Flache des GF

(cm/cm?), ist bei 40-facher Vergrofierung mit Hilfe des FITC-Filters beurteilt worden.

A B

Abbildung 13: Reprdsentative Darstellung der funktionellen Kapillardichte nach
intravitalmikroskopischer Untersuchung bei einem Kontrolltier (A) und einem
Versuchstier der “Trauma’-Gruppe (B). Sichtbar ist die deutliche Einschrdnkung der
Kapillardichte nach Trauma.
Dabei sind mind. 10 GF des Muskelgewebes langsam von oberflachlichen Schichten in tiefer
liegende durchfokussiert worden. Mittels Caplmage konnten nach der Aufzeichnung
perfundierter, muskuldrer Kapillaren zur Quantifizierung der funktionellen Dichte alle zum
Zeitpunkt der Intravitalmikroskopie durchbluteten KapillargefifRe pro GF genau markiert
werden. In der Abbildung 13 ist die funktionelle Kapillardichte bei einem Kontrolltier und bei

einem Versuchstier nach Traumainduktion dargestellt, wobei eine deutlich eingeschrankte

Kapillardichte nach Trauma sichtbar ist.
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3.6.6 Apoptose

Neben der mikrohdmodynamischen Analyse ermdglichte die Intravitalmikroskopie auch die
Beurteilung des traumabedingten Zelltodes der Muskelzellen. Ebenfalls in 40-facher
Vergroferung wurde dazu im letzten Mikroskopierschritt, unter Applikation von 0,2 - 0,5 ml
Bisbenzimid und Verwendung des DAPI-Filters, die Anzahl apoptotischer Muskelzellkerne
pro GF bestimmt. Zehn Gesichtsfelder dienten als Grundlage und sind von der Oberflache in

die Tiefe durchfokussiert worden.

Als positive Kriterien bei der Bestimmung apoptotischer Zellen wurden eine deutliche
Kernkondensation, aber auch Fragmentation und halbmonddhnliche Formation des

Kernchromatins benannt (Gradl et al. 2004; Gradl et al. 2005).

3.7  Hdmatologische Untersuchungen

Neben den makro- und mikrohdmodynamischen Untersuchungen wurden auch zahlreiche
hdamatologische Laboranalysen durchgefiihrt. Das Blutbild jeden Versuchstieres wurde durch
einen Coulter Counter (AcTdiff, Coulter, Hamburg, Deutschland) untersucht. Ebenso erfolgte
eine Blutgasanalyse (Rapidlab 348, Bayer Vital, Fernwald, Deutschland), sowie die
Bestimmung der Elektrolytkonzentration und die Analyse des Gerinnungsstatus anhand von
Quick- und pTT-Wert aus Citrat-Plasma. So lieferten neben den intravitalmikroskopischen
und den abschlieflenden histologischen Methoden auch diese Blutuntersuchungen
Ergebnisse, die den Einfluss von Ebselen auf die systemische Entziindungsreaktion beim

geschlossenen Weichteiltrauma charakterisierten.

Fiir alle oben benannten Laboranalysen wurde arterielles Blut aus dem A. carotis-Katheter in
EDTA- und Citrat-Rohrchen oder aber eine Glaskapillare entnommen. Die Entnahme erfolgte
planmafdig  zwischen  abgeschlossener = Muskelpraparation und  nachfolgender
Intravitalmikroskopie. Nach Gewinnung der Blutproben wurde eine Stabilisierungsphase

tiber 20 Minuten gewdhrleistet.

3.8  Bestimmung des Feucht-/Trockengewichtes

Zur Beurteilung des posttraumatischen Gewebsdédems wurde im Anschluss an die

Intravitalmikroskopie anatomisch identisches Muskelgewebe des verletzten linken als auch
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des nicht-traumatisierten rechten Hinterlaufes der Labortiere entnommen. Dazu diente der

Musculus tibialis anterior.

Das frisch gewonnene Gewebe wurde gewogen, auf Aluminiumfolie gelagert und
entsprechend gekennzeichnet. Das gemessene Gewicht wurde dokumentiert. Die Trocknung
erfolgte bei 60°C liber 72 Stunden, anschliefend wurden die Proben ein zweites Mal
gewogen. Zur Bestimmung des Ausmafes der Odembildung wurde dann die Differenz
zwischen Feucht- und Trockengewicht des traumatisierten Gewebes gebildet und jeweils mit
der Differenz zwischen Feucht- und Trockengewicht des zugehorigen Gewebes des

kontralateralen Hinterlaufes verglichen.

3.9  Histologische Untersuchungen

In Folge der abgeschlossenen Intravitalmikroskopie wurde zuséatzlich jeweils Gewebe des
traumatisierten, linken M. extensor digitorum longus eines jeden Versuchstieres asserviert,
fiir 2-3 Tage in Formalin konserviert und im Anschluss in Paraffin eingebettet. Spater wurden
aus den Paraffinblocken 4 um diinne Gewebsschnitte angefertigt und mittels HE- bzw.
TUNEL-Fiarbung aufgearbeitet. Durch die HE-gefiarbten Schnitte konnte ein grober Uberblick
des geschadigten Skelettmuskels gewonnen werden, wahrend die TUNEL-Farbung (ApopTag,
Chemicon International, Temecula, Kalifornien, USA) eine Apoptose-spezifische
Farbemethode darstellt. Die Quantifizierung apoptotisch veranderter, speziell markierter
Zellen erfolgte lichtmikroskopisch durch einfache Auszdhlung in je 50 konsekutiven

Gesichtsfeldern bei einer 400-fachen Vergrofderung.

3.10 Statistische Auswertung

Im Anschluss an die Experimente wurden die erhobenen Daten der Videokassetten im
Rahmen der sog. Offline-Analyse auf Auswertungsbogen erfasst. Zur elektronischen
Datenverarbeitung wurden jene Daten dann im Tabellenkalkulationsprogramm Excel
(Microsoft Corporation, Unterschleifheim, Deutschland) systematisch eingegeben und
aufgearbeitet. Der statistischen Analyse und folgender graphischer Darstellung der
Ergebnisse dienten die Programme SigmaStat und SigmaPlot (Jandel Corporation, San Rafael,

Kalifornien, USA).

Der Vergleich aller experimentellen Gruppen miteinander erfolgte anhand der ANOVA-(one

way analysis of variance)-Analyse mit anschlieffendem t-Test nach Bonferroni (SigmaStat,
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Jandel, San Rafael, Kalifornien, USA). Alle ermittelten Untersuchungsergebnisse wurden als
Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Statistische Signifikanz

wurde Ergebnissen ab einem p-Wert von <0,05 erteilt.
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4 Experimentelle Gruppen und experimentelles Protokoll

4.1 Versuchsgruppen

Im Rahmen dieser tierexperimentellen Studie wurden vier Versuchsgruppen mit je 7
Versuchstieren definiert und bearbeitet. Insgesamt wurden die Ergebnisse von 28 Sprague-
Dawley-Ratten verwertet. Dabei sind die Tiere der Kontrollgruppe (‘Kontrolle’) nicht
traumatisiert worden und - statt mit Ebselen (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) - lediglich
mit der Tragersubstanz DMSO behandelt worden. Diese Gruppe dient demzufolge als sog.
time-matched Kontrollgruppe. Parallel dazu gab es eine zweite Gruppe an Tieren, die keinem
Weichteiltrauma unterzogen wurden, denen jedoch Ebselen (30mg/kg KG) intraperitoneal

appliziert wurde. Diese Gruppe wird im Folgenden ‘Ebselen” genannt.

Schliellich sind zwei zusatzliche Gruppen an Versuchstieren dem beschriebenen
Weichteiltrauma ausgesetzt worden, wobei wiederum eine Versuchsgruppe die
Tragersubstanz DMSO und die andere in DMSO geldstes Ebselen erhalten hat. Beide Gruppen
werden in dieser Arbeit je nach applizierter Substanz als "Trauma’- bzw. 'Therapie’-Gruppe

bezeichnet.

Alle benannten Gruppen und die jeweilige Vorgehensweise sind in der nachfolgenden

Abbildung 14 nochmal schematisch dargestellt:

@, ( Kontrolle [@ Weichteiltrauma, Tragersubstanz]

q;;' ,( %Ebselen [@ Weichteiltrauma, Ebselen]

Qg Trauma  [Weichteiltrauma, Tragersubstanz]

?E ,( ;Therapie [Weichteiltrauma, Ebselen]

Abbildung 14: Schematische Darstellung der experimentellen Gruppen

4.2 Vorbehandlung der Versuchstiere

Zunachst wurden die Sprague-Dawley-Ratten mit 6%-iger Pentobarbitallosung (55mg/kg KG

i.p.; Narcoren, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) intraperitoneal andsthetisiert. So
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konnte eine sorgfaltige Enthaarung des linken Hinterlaufs und des Halses durch Rasur und
anschlieffende  Behandlung mit Enthaarungscreme gewdhrleistet werden. Die
Aufrechterhaltung der Anéasthesie erfolgte durch intraperitoneale Gabe von 3%-igem

Pentobarbital.

Die Versuchstiere wurden zu Beginn des zweiten Versuchsabschnittes tracheotomiert und
wahrend der gesamten Untersuchungsdauer bei der Muskelpraparation und -mikroskopie
mechanisch beatmet (Tidalvolumen 1ml/100g KG; 50 Atemziige/min). Zielparameter der

adaquaten Ventilation waren ein p,O; > 100 mmHg und ein p.CO; von ~ 35 mmHg.

4.3 Versuchsablauf der Traumainduktion

Anhand des Zeitstrahls soll der zentrale Versuchsablauf der Traumainduktion verdeutlicht

werden (siehe Abbildung 15).

Traumainduktion Priparation Intravitalmilkroskopie

.(-. ..-\ ¥ -_:

L | | .l |
Oh 23h 24h

Stabilisierung

Abbildung 15: Zeitliche Darstellung des Versuchsablaufs. Nach entsprechender
Vorbehandlung ist zum Zeitpunkt t = 0 das Weichteiltrauma induziert worden, 24 h
spdter erfolgte die intravitalmikroskopische Untersuchung.

Zum Zeitpunkt ‘0h” wurde jeweils das Weichteiltrauma an den narkotisierten Versuchstieren
in bereits beschriebener Weise durchgefiihrt. Direkt im Anschluss wurde je nach
Gruppenzugehorigkeit DMSO oder Ebselen intraperitoneal injiziert. Die Versuchstiere
wurden danach zum Erwachen zurtck in ihre Kafige gebracht, wo die Ratten bis zum Beginn
des zweiten Versuchsabschnittes 23 h spater freien Zugang zu Futter und Wasser hatten. Ab
dem Zeitpunkt der Traumainduktion bzw. Substratapplikation wurden die Tiere einzeln oder

max. zu zweit in den Kéafigen gehalten.

Nach Abschluss des jeweiligen Versuchs wurde das Tier durch eine Uberdosis des

verwendeten Narkotikums euthanasiert.

33



Experimentelle Gruppen und experimentelles Protokoll

4.4  Analyse 24h nach Traumainduktion

Zum Zeitpunkt ‘23h° wurden die Versuchstiere erneut in beschriebener Weise mit
Pentobarbital andsthetisiert und tracheotomiert. Dann erfolgte die mikrochirurgische
Praparation des M. extensor digitorum longus an den auf einer Heizplatte gelagerten Tieren.
Bevor  die mikroskopischen Untersuchungen durchgefiihrt  wurden,  sind
makrohdmodynamische Parameter, wie MAP und HF, kontrolliert und Blutproben zur
Bestimmung des Hamatokrit (45- 50%), des p.O2 (> 100 mmHg) bzw. p,CO; (35-40 mmHg)
und des pH-Wertes (7,35- 7,45) entnommen worden. Im Anschluss an eine 20-miniitige
Erholungssphase, die insbesondere der Kreislaufstabilisierung diente, konnte schlief3lich 24h

nach der Traumainduktion die hochauflésende Intravitalmikroskopie durchgefiihrt werden.
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5 Ergebnisse

5.1 Blutbild und Gerinnungsparameter

Beziiglich des Blutbildes zeigten sich in allen vier experimentellen Gruppen keine
signifikanten Unterschiede, d.h. die Himoglobinkonzentration, der Hamatokrit, sowie die
Erythrozyten- und Thrombozytenzahl der einzelnen Tiere lagen - unabhingig vom Einsatz

von Ebselen - im Rahmen physiologischer Normwerte (siehe Tabelle 3).
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Abbildung 16: Darstellung der Gerinnungsparameter Quick-Wert (A) und pTT (B). Alle
Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. One-way-ANOVA und nachfolgender
Paarvergleich.

35



Ergebnisse

Vergleichbar zu den hamatologischen Parametern zeigten die Elektrolytkonzentrationen und
auch die Gerinnungsparameter, wie in Abbildung 16 dargestellt, Thromboplastinzeit und die
partielle Thromboplastinzeit aller Versuchstiergruppen annahernd physiologische Werte. Die
systemische Leukozytenzahl als Mafl der Entziindungsreaktion war jedoch in der

Versuchsgruppe "Trauma’ signifikant vermindert (siehe Kapitel 5.6).

Kontrolle Trauma Ebselen Therapie
Hamoglobin (mmol/1) 8,9+ 0,2 8,5+ 0,6 87+0,2 8,5+ 0,4
Hamatokrit (%) 43,5+0,8 43,0 £2,6 41,4+1,3 42,1£1,9
Thrombozyten (10°/1) 548 £ 80 815 + 107 620 + 39 701+ 128
Na* (mmol/1) 1351 135+1 136 +1 1381
K* (mmol/l) 4,0+0,1 39+0,2 42+0,1 4,6+0,4

Tabelle 3: Darstellung der einzelnen Blutbildparameter. Alle Daten sind als Mittelwert +
SEM angegeben.

5.2  Hdmodynamik

Die Messungen des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) und der Herzfrequenz (HF) im
zweiten Teil der Versuchsreihe ergaben keine Abweichungen von den festgelegten
Zielwerten (siehe Tabelle 4), sodass in der statistischen Auswertung keine signifikanten
Differenzen des MAP oder der HF zwischen den Versuchsgruppen zu beobachten waren. Alle
Mittelwerte lagen innerhalb der definierten Bereiche von MAP 120 - 140 mmHg und HF 400
- 450 Schlage/min.

Kontrolle Trauma Ebselen Therapie
MAP (mmHg) 125+6 120+ 8 132 £ 4 129 +6
HF (Schlige /min) 400 + 13 420+0 429 + 20 429 +9

Tabelle 4: Darstellung der makrohdmodynamischen Parameter MAP und der HF. Alle
Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.

5.3  Feucht-/Trockengewicht

Die Untersuchung der Wirkung von Ebselen auf die intramuskulire Odembildung erfolgte
anhand der Messung des Feucht- und Trockengewichtes, das pro Versuchstier jeweils fiir
Muskulatur des (traumatisierten) linken als auch des intakten rechten Hinterlaufes bestimmt
worden ist. So wurde das konkrete Muskelgewicht vor und nach einer Trocknungszeit von 72

h bei einer Temperatur von 60°C bestimmt und wiederum das Verhiltnis des
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Ausgangsgewichtes zum Trockengewicht als Mafistab fiir den Wasserverlust unter
definierten Bedingungen errechnet. Die Berechnung erfolgte durch die einfache Bildung des
Quotienten aus Feuchtgewicht und Trockengewicht, auch bezeichnet als sog. Wet-to-dry-
weight-Ratio, welche fiir die linke, traumatisierte und die rechte, intakte Extremitit der

einzelnen Versuchstiergruppen graphisch in Abbildung 17 dargestellt wurde.
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Abbildung 17: Wet-to-dry-weight-Ratio der linken, traumatisierten (A) und rechten,
intakten (B) Extremitdt der Sprague-Dawley-Ratten. Alle Daten sind als Mittelwert +

SEM angegeben. One-way-ANOVA und nachfolgender Paarvergleich.* p < 0,05 vs.
Kontrolle; # p < 0,05 vs. Ebselen.

Dieser Quotient spiegelte eine ausgeprigte Odemausbildung innerhalb der Gruppe "Trauma’
wider, wihrend der positive Einfluss von Ebselen in der mit "Therapie’ gekennzeichneten
Versuchsgruppe deutlich wurde. Die Entstehung posttraumatischer Wassereinlagerungen in

das Muskelgewebe konnte durch Ebselen deutlich reduziert werden.
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Abbildung 18: Anzahl apoptotischer Muskelzellkerne pro Gesichtsfeld nach CapImage
(A) und TUNEL-Methode (B). Alle Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. One-way-

ANOVA und nachfolgender Paarvergleich.* p < 0,05 vs. Kontrolle; # p < 0,05 vs. Ebselen.

Die durch Trauma bedingte Zunahme apoptotischer Zellen spiegelte sich sowohl in den

mikroskopischen In-vivo-Betrachtungen durch Bisbenzimidfarbung als auch

in den

histologischen Untersuchungen mittels TUNEL-Technik wider (siehe Abbildung 18). Beide

Methoden zeigten unter Verwendung der antiinflammatorischen und antiapoptotischen

Substanz Ebselen eine ~50%-ige Reduktion der Anzahl an Muskelzellkernen, welche

Apoptosezeichen wie Chromatinkondensation, DNA-Fragmentierung und Abschniirung von

Membranvesikeln (apoptotic bodies) aufwiesen.
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5.5 Mikrozirkulation im traumatisierten Skelettmuskel der Ratte

Das geschlossene Weichteiltrauma am linken Hinterlauf der Versuchstiere verursachte eine
wesentliche Beeintrachtigung der nutritiven Kapillarperfusion, welche mit einem
Durchschnittswert der funktionellen Kapillardichte von 619 + 52 cm/cm? innerhalb der
“Trauma’-Gruppe einhergeht. Wahrenddessen fiihrt die Behandlung mit Ebselen in der
“Therapie’-Gruppe zur Erhéhung der durchschnittlichen Kapillarperfusion auf physiologische
Basiswerte, wie sie bei Versuchstieren der Kontrollgruppe beobachtet wurden (“Therapie’

767 + 64 cm/cm? vs. ‘Kontrolle” 794 + 37 cm/cm?, siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Darstellung der Mikrozirkulationsparameter NADH-Autofluoreszenz (A)
und funktionelle Kapillardichte (B). Alle Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben.
One-way-ANOVA und nachfolgender Paarvergleich. # p < 0,05 vs. Ebselen.
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Als Konsequenz der eingeschrankten nutritiven Kapillarperfusion zeigten sich erhohte Werte
der NADH-Autofluoreszenz im Skelettmuskelgewebe - als Nachweis der verursachten
Gewebehypoxie - bei traumatisierten Versuchstieren nach alleiniger DMSO-Applikation
("Trauma” 70 + 4 aU vs. ‘Kontrolle” 56 + 3 aU). Im Gegensatz dazu wurde in der Gruppe
traumatisierter Versuchstiere unter Ebselen-Therapie eine stark reduzierte NADH-
Autofluoreszenz (“Therapie” 57 + 4 aU) beobachtet, was sich addquat zur Gefafdperfusion
derselben experimentellen Gruppe verhalt. Die Autofluoreszenz-Werte in der Versuchstier-

gruppe ‘Therapie” ndherten sich deutlich den entsprechenden Werten der Kontrollgruppe.

Die Regressionsanalyse zeigte eine signifikante umgekehrte Korrelation zwischen
funktioneller Kapillardichte und der NADH-Autofluoreszenz des untersuchten

Skelettmuskelgewebes mit einem Regressionskoeffizienten von r=-0.98.

Die Blutzellgeschwindigkeit innerhalb der ausgewéahlten Venolen war in den experimentellen
Gruppen ‘Trauma” (‘Trauma” 313 * 57 mm/sec) und ‘Therapie” (‘Therapie” 315 + 77
mm/sec) leicht erniedrigt, unterschied sich jedoch nicht signifikant von den nicht-

traumatisierten Kontrolltieren ("Kontrolle” 511 + 108 mm/sec).

5.6  Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Die Reaktion von Entziindungszellen auf die Verletzung des Muskelgewebes wurde anhand
der Prozentzahl sog. rollender Leukozyten und der Anzahl fest adhdrenter neutrophiler
Granulozyten pro mm? beurteilt. Intravitalmikroskopisch konnte beobachtet werden, dass
sich die lokale Funktion der Leukozyten in Abhidngigkeit von Traumainduktion und/oder
Ebselenapplikation zwischen den einzelnen Versuchsgruppen ganz wesentlich unterscheidet.

Die entsprechende Darstellung erfolgt in nachfolgender Abbildung 20.

So wurde nachgewiesen, dass unter dem Einfluss des pneumatisch gesetzten Traumas ohne
Verabreichung des antientziindlichen Ebselen die inflammatorische Zellreaktion massiv
anstieg. Die Zahl fest an der venularen Gefaffwand haftender Leukozyten war um das etwa 4-
fache gegentliber der Kontrollgruppe signifikant erhoht (‘Trauma” 409 * 18 n/mm?
‘Kontrolle” 113 + 40 n/mm?, siehe Abbildung 20). Die Blutbildanalyse zeigte entsprechend
eine Verminderung an systemischen Entziindungszellen in der Versuchsgruppe "Trauma” (5
1 x 109/1), wahrend in den iibrigen Versuchsgruppen physiologische Leukozytenzahlen
bestimmt wurden. Die Gabe von Ebselen fiihrte in der Versuchsgruppe "‘Therapie” zu einer
deutlichen Reduktion der inflammatorischen Zellantwort. Es zeigte sich bei den fest an der

Venolenwand haftenden Leukozyten ein positiver immunmodulatorischer Einfluss der
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selenoorganischen Substanz. So ergab die Zahl permanent adhérenter Leukozyten in der

"Therapie’-Gruppe lediglich einen Mittelwert von 198 + 32 n/mm?.

Systemische Leukozyten [107/]]

Abbildung 20: Darstellung der systemischen Leukozytenzahl (A) sowie der Fraktion
rollender Leukozyten und der Anzahl fest adhdrenter Leukozyten innerhalb der
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Skelettmuskulatur in Abhdngigkeit von Traumainduktion und Ebselenapplikation. Alle

Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. One-way-ANOVA und nachfolgender

Paarvergleich.* p < 0,05 vs. Trauma; # p < 0,05 vs. Kontrolle; $ p < 0,05 vs. Ebselen; § p <

0,05 vs. Therapie.

Der Anteil jener weifder Blutzellen, die als sog. rollende Leukozyten in lockerer Interaktion

mit dem Endothel standen, betrug in der Versuchsgruppe ‘Therapie” 39 + 7 % und

unterschied sich somit unwesentlich von jenen Werten der iibrigen experimentellen Gruppen

("Kontrolle” 40 + 10 %, "Ebselen” 35 + 6 %, "Trauma’ 41 * 7%).
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5.7  Zusammenfassung der Ergebnisse

Obwohl die Gluthation-Peroxidase-ahnliche Substanz Ebselen im Hinblick auf das Blutbild,
die Gerinnungsparameter und die Makrohdmodynamik der Versuchstiere in den einzelnen
experimentellen Gruppen nur sehr geringe oder tiberhaupt keine Wirkung zeigt, bewirkte
Ebselen eine wesentliche Verbesserung der gestorten Mikrozirkulation des traumatisierten

Skelettmuskels am Beispiel der Ratte.

Durch den Einsatz dieser antiinflammatorischen Substanz konnte die funktionelle
Kapillardichte aufrechterhalten, die Gefialpermeabilitit gesenkt und somit die
Gewebeoxygenierung - gemessen anhand der NADH-Autofluoreszenz - verbessert werden
und erreichte nahezu Werte der nicht traumatisierten Kontrollgruppe. Die
entziindungshemmende und immunmodulatorische Potenz von Ebselen bewirkte im Rahmen
der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion eine verminderte Adhasion aktivierter Leukozyten.
Die intravitalmikroskopische Analyse zeigte eine wesentliche Reduktion der Zahl permanent
adhadrenter Leukozyten unter der Gabe von Ebselen. Entsprechend war auch die Entwicklung
des posttraumatischen Weichteilodems unter der 24-h-Therapie mit Ebselen deutlich
geringer ausgepragt. Dies wiederum begiinstigte die Aufrechterhaltung der Mikrozirkulation.
Zuletzt konnte eine antiapoptotische Wirksamkeit von Ebselen durch Reduktion der

leukozytenabhidngigen Gewebezerstérung bestatigt werden.

Schlussfolgernd lassen die Ergebnisse in eindrucksvoller Weise die positive Wirkung der
selenoorganischen Verbindung Ebselen auf die gestorte Durchblutung der verletzten
Extremititenmuskulatur erkennen und geben Hoffnung auf den Einsatz dieser

vielversprechenden Substanz im klinischen Bereich.
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6 Diskussion

Diskussion von Material und Methode

Der entscheidendste prognostische Faktor fiir Morbiditdit und Mortalitdt im Rahmen
komplexer Extremititenverletzungen ist der Schweregrad des Weichteiltraumas (Levin und
Condit 1996). In einem experimentellen Modell an Mausen konnten Amon et al. diesen
wesentlichen Zusammenhang bestidtigen. In Abhangigkeit von der Schwere des jeweils
zugefiigten Weichteiltraumas zeigten sich das Ausmaf3 der mikrovaskuldren Dysfunktion und
der leukozytiren Entziindungsreaktion mehr oder weniger stark ausgepragt (Amon et al.

2006).

Innerhalb der hier vorgelegten Studie ist ein bereits etabliertes, tierexperimentelles
Traumainduktionsmodell angewandt worden. Zundchst beschrieben von Lighthall et al.
(1989) zur Beobachtung schwerer, traumatischer Hirnschadigungen an der Ratte (Lighthall
et al. 1989), modifizierte die Arbeitsgruppe um Schaser et al. (1999) das Modell zur
Darstellung und Untersuchung komplexer, geschlossener Weichteiltraumata. Besondere
Vorteile dieses Modells stellen die einfache Reproduzierbarkeit und die standardisierte,
genau definierte Schwere der gezielt hervorzurufenden Gewebsschadigung dar (Schaser et al.

1999).

Urspriinglich geht die angewandte mikrochirurgische Praparationstechnik auf Tyml und
Budreau (1991) zuriick (Tyml und Budreau 1991). Die Praparationstechnik zur Darstellung
des zu untersuchenden Musculus extensor digitorum longus wurde wiederum durch Schaser
et al. (1999) abgewandelt und der mikroskopischen Untersuchungsmethode angepasst
(Schaser et al. 1999). Nach Pridparation des Muskelgewebes konnten nun die
intravitalmikroskopischen Aufzeichnungen vorgenommen werden. Fiebig et al. beschrieben
im Zusammenhang mit experimentellen Protokollen, welche einen hohen mikrochirurgischen
Praparationsaufwand umfassen, den nicht unerheblichen Einfluss einer Gewebspraparation,
welche bereits als solche zu einem chirurgischen Schaden fiihrt. Daraus resultiert
erfahrungsgemaf’ eine nahezu unumgéangliche proinflammatorische Antwort mit in der Folge
Einstrom von Entzliindungszellen, Extravasation, Thrombusentstehung, Zerstérung der
zellularen Integritit des betreffenden Parenchyms und des Endothels, wodurch
mikrohdmodynamische Parameter signifikant beeintrichtigt werden kénnen (Fiebig et al.
1991). Um jener Tatsache gerecht zu werden, ist in diesem experimentellen

Versuchsvorhaben eine Versuchsgruppe bearbeitet worden, die nach alleiniger
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mikrochirurgischer =~ Prdparation @ ohne  vorhergehende  Traumainduktion  bzw.
Ebselenapplikation die Analyse der Mirkozirkulation des Muskels beinhaltete. Die
erarbeiteten Werte entsprechen demzufolge den Perfusionsbedingungen nach
kleinstmdglicher, chirurgischer Gewebeirritation und ermoglichen einen Vergleich mit den

anderen Gruppen.

Das beschriebene Modell zum geschlossenen Weichteiltrauma der Ratte, welches ein
Hochgeschwindigkeitstrauma imitiert, zeigt eine deutliche Reduktion der Kapillarperfusion,
eine Steigerung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion und eine Zunahme der
mikrovaskuldren Permeabilitit (Schaser et al. 1999). Die anhaltende Beeintriachtigung der
Mikrozirkulation in Kombination mit dem sekundiren, entziindlichen Gewebeschaden
aggravieren all jene Faktoren, die schliefllich zur lokalisierten Ischidmie der Muskulatur
fiihren, namlich die perivaskulire Hamorrhagie, der KapillargefifRverschluss und die
Odembildung. Entsprechend der eingeschrinkten mikrovaskuliren Versorgung zeigt das
traumatisierte Muskelgewebe einen Anstieg der NADH-Autofluoreszenz, welche eine
ausgepragte Gewebshypoxie widerspiegelt. Dieser Sachverhalt lasst sich durch die Storung
der oxidativen  Phosphorylierungsvorgidnge, @ welche durch die inadaquate
Sauerstoffversorgung hervorgerufen werden und den Gehalt von nicht oxidiertem NADH im
Gewebe steigern, erklaren (Ince et al. 1992). Die Mikroskopie der NADH-Autofluoreszenz in
vivo erlaubt eine nicht-invasive Untersuchung des oxidativen Stoffwechsels der Muskulatur
als Ergebnis der Alteration sauerstoffabhidngiger Phosphorylierungen (Chance et al. 1962). In
dem Zusammenhang konnte innerhalb dieser Studie die negative Regression zwischen
NADH-Autofluoreszenz und kapillarer Perfusion im traumatisierten Skelettmuskelgewebe
dargestellt werden. Als Konsequenz aus der verminderten Sauerstoffversorgung wird das
Weichteilgewebe abgebauten Membranphospholipiden, freien Radikalen sowie durch
Leukozyten induzierten oxidativem Stress ausgesetzt (Perler et al. 1990; van der Laan et al.
1997). Aktivierte Leukozyten spielen dabei eine besondere Rolle, da sie proinflammatorische
Zytokine produzieren und lysosomale Enzyme und reaktive Sauerstoffmolekiile freisetzen.
Diese entzlindungsférdernden Komponenten sind als Hauptursache fiir die traumabedingte
Weichteilschadigung identifiziert worden und verursachen u.a. die Zerstérung der Integritit
des Gefafdendothels (van der Laan et al. 1997; Carden und Granger 2000). Umgekehrt
aktiviert eine starke Erh6hung des oxidativen Stresses im Weichteilgewebe endogene,
antioxidative Abwehrmechanismen. Einer der wichtigsten Vertreter der Gruppe endogen
produzierter Substanzen ist das Gluthation GSH (Harrison et al. 1991; Ruffmann und Wendel
1991; Bulger und Maier 2001). Bei der Gluthation-Peroxidase handelt es sich um ein Enzym,
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welches im Organismus Biomembranen und andere zellulire Komponenten vor oxidativer
Schadigung schiitzt, indem es mit unterschiedlichen Hydroperoxiden reagiert und diese
reduziert. Als essentielles Substrat nutzt GSH-Peroxidase GSH (Flohe et al. 1973; Bhabak und
Mugesh 2007). Schaser et al. konnten in einem tierexperimentellen Modell aufzeigen, dass die
posttraumatische, intravenose Infusion von N-Acetylcystein die Mikrozirkulationsdefizite, die
Myonekrose, die Odembildung und die leukozytire Adhirenz signifikant reduzieren kann.
Dabei wirkt N-Acetylcystein zum einen selbststindig antioxidativ, andererseits versorgt es
das Gewebe mit Cystein, um verbrauchte Vorrate des endogenen Antioxidanz GSH aufzufiillen

(Schaser et al. 2005).

Zur Beeinflussung der Entziindungsreaktion und des resultierenden, sekundaren
Gewebeschadens nach geschlossenem Weichteiltrauma wahlten wir in dieser Studie die
Substanz Ebselen, 2-Phenyl-1,2-Benzisoselenazol-3(2H)-one. Diese Substanz zeigt eine
Vielzahl biologischer Wirkungen, welche in dieser Arbeit von Interesse waren. U.a. zeigt
Ebselen eine ausgeprigte antioxidative Aktivitit, indem es das aktive Zentrum der
Gluthation-Peroxidase mimt. Dabei resultiert diese GPx-dhnliche Aktivitdt hauptsachlich aus
der Bildung Kkatalytisch aktiver Selenole (Bhabak und Mugesh 2007). So konnten
antioxidative Eigenschaften von Ebselen in vitro und in vivo nachgewiesen werden, wobei
organische Hydroperoxide in Anwesenheit von Thiolen wie z.B. GSH durch Ebselen
umgewandelt und schlief3lich entscharft werden (Sies 1994; Miorelli et al. 2008; Yamagata et
al. 2008). Ebenso sind antiinflammatorische und immunmodulatorische Effekte von Ebselen
beschrieben worden. Ebselen hemmt die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (TNF-a,
Interferon vy, Leukotriene Bs/Ds/E4) und stimuliert die Ausschiittung antiinflammatorischer
Molekiile, wie z.B. Interleukin-10 (Parnham und Graf 1987; Parnham 1990; Wendel et al.
1997; Tiegs et al. 1998). Die konstitutive (endotheliale) als auch die induzierbare,
leukozytare NO-Synthase konnen gezielt durch Ebselen gehemmt werden, wobei dadurch die
Produktion von zellschddigendem, hochreaktiven Peroxynitrit ONOO- eingeschrankt wird
(Hattori et al. 1994). Neben den zuvor dargestellten Eigenschaften ist Ebselen zudem in der
Lage, die intravaskuldre Thrombusformation und die thrombozytdre Expression von P-
Selektin zu reduzieren (Lindenblatt et al. 2003). Diese antithrombotischen Fahigkeiten tragen
mit hoher Wahrscheinlichkeit zum Potential von Ebselen bei, die posttraumatische
Beeintrachtigung der Muskeldurchblutung zu vermindern. Lindenblatt et al. konnten mit
Fokus auf die Pravention mikrovaskuldrer Thrombusbildung zeigen, dass Versuchstiere, die
mit Ebselen vorbehandelt worden sind, eine signifikant verzogerte venuldre

Thrombusbildung im Musculus cremaster aufwiesen (Lindenblatt et al. 2003).
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In einem experimentellen Modell zu Verletzungen der Wirbelsdule an Ratten konnten
deutlich geringere Gewebeverletzungen unter Ebselen-Gabe im Vergleich zu den
Kontrolltieren gezeigt werden (Kalayci et al. 2005). Parallel dazu konnten Ishii et al. die
protektiven Fahigkeiten von Ebselen am Beispiel der akuten Lungenverletzung
verdeutlichen. Unter der Annahme, dass Ebselen schadigende Peroxynitrite nach Ozon-
induzierter, pulmonaler Inflammation abfingt, zeigte sich eine giinstige Beeinflussung des
durch ein Oxidanz hervorgerufenen Entziindungsprozesses (Ishii et al. 2000). Andere
wissenschaftliche Arbeiten zeigen, dass Ebselen in Experimenten an Mausen und Ratten die
durch Ischdmie-Reperfusion induzierte ZNS-Schadigung reduzieren kann. Die Arbeitsgruppe
um Wong et al. hat sich wiederum besonders der GPx-dhnlichen Aktivitit des Substrates
Ebselen gewidmet. So konnte an Mausen mit defizitiren GPx-Konzentrationen im Vergleich
zu Wildtyp-Mausen eine lokalisierte Hirnischdmie in vivo ausgelost werden, die von einer
reduzierten mikrovaskuldren Perfusion und einer verstirkten inflammatorischen
Zellantwort begleitet war. Desweiteren fiihrte eine Vorbehandlung der Versuchstiere mit
Ebselen zur verbesserten Gefafiperfusion und einer geringeren Grofée des Hirninfarktes
(Wong et al. 2008). Die durch Wong et al. gewonnenen Erkenntnisse werden durch die
wissenschaftliche Arbeit von He et al, in der die Protektion nach fokaler kortikaler
Infarzierung an Ratten durch Ebselen nachgewiesen werden konnte, unterstrichen (He et al.

2007).

Neben dem breiten pharmakologischen Wirkspektrum ist auch die hohe Bioverfiigbarkeit
von Ebselen in vivo zu unterstreichen (Wagner et al. 1994). Zudem ist zu bemerken, dass in
den zahlreichen Studien - wie auch der vorliegenden Arbeit - zu Ebselen keinerlei
Nebenwirkungen (Parnham und Graf 1987; Kalayci et al. 2005; Wong et al. 2008) beobachtet
wurden, was die besondere Eignung von Ebselen bei der Behandlung leukozytirer
Entziindungsreaktionen und des mikrovaskuldaren Perfusionsversagens im Rahmen des

Skelettmuskeltraumas unterstreicht.

Die Narkotisierung und Aufrechterhaltung der Narkose der Sprague-Dawley-Ratten erfolgte
mittels Pentobarbital, zunachst bei der Traumainduktion und schliefdlich ein zweites Mal 24 h
spater zur Muskelpraparation fiir die nachfolgende Intravitalmikroskopie. Bei sehr ziigiger
Injektion kann das Narkotikum Pentobarbital zu einer schweren kardiovaskularen und v.a.
respiratorischen Depression fiihren, wahrend es in sehr geringer Dosierung und vorsichtiger
Applikation lediglich eine Sedation bewirkt (Paddleford 1992). Eine Analgesie tritt dagegen
erst bei hoher Dosierung dieses Narkotikums auf, wobei dann wiederum mit unerwiinschten

Nebenwirkungen gerechnet werden muss. Im Rahmen dieser tierexperimentellen Studie ist
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die Pentobarbitallosung (55mg/kg KG ip.; Narcoren, Merial GmbH, Hallbergmoos,
Deutschland) in einer Konzentration von 6% verwendet worden. Zudem erfolgte die Gabe
intraperitoneal, sodass unerwiinschten Atem- bzw. Kreislaufdepressionen durch intravasale
Gabe vorgebeugt werden konnte. Eine Aufrechterhaltung der Anasthesie erfolgte mit der
peritonealen Applikation von 3%-iger Pentobarbitallosung. Seit Jahren nutzen
unterschiedliche Arbeitsgruppen ebenfalls Pentobarbital als Anadsthetikum. Der Wirkstoff
konnte sich demzufolge in der Nutzung an Versuchstieren durchsetzen (Gierer et al. 2004;

Gierer et al. 2008).

Zum Ausschluss geschlechtsspezifischer Reaktionen, wie sie u.a. beim polytraumatisierten
Menschen zu beobachten sind (Angele und Chaudry 2005), wurden ausnahmslos mannliche
Versuchstiere verwendet. Zudem lag das Durchschnittsalter der Tiere bei etwa 9 Wochen,
sodass altersbedingte  Mikrozirkulationsstorungen und  Beeintrachtigungen der

Gefafireaktivitdt nahezu vernachlédssigbar waren.

Da der Untersuchungszeitraum dieses Akutmodells sich auf den Zeitraum von 24 h nach
Traumainduktion bzw. Ebselenapplikation beschrankt, ist eine Beurteilung der
Mikrozirkulation und der Gewebsrestitution im posttraumatischen Verlauf liber Tage oder
gar Wochen nicht moglich. Diese Studie beriicksichtigt ebenso wenig den Einfluss héherer
oder auch niedrigerer Ebselenkonzentrationen auf das geschlossene Weichteiltrauma.
Inwiefern spezifische, in einer Vielzahl anderer Studien nachgewiesene Wirkmechanismen
von Ebselen Einfluss auf den Ausgang der Gewebsschadigung nach Weichteiltrauma nehmen,
war nicht Untersuchungsziel dieser Arbeit. Trotzdessen stellt sich die Frage, welchen
biologischen Effekten in welchem Ausmaf3 eine besondere Bedeutung bei der Therapie von
komplexen Extremitdtenverletzungen zukommt. Es bleibt deshalb neben der Analyse
charakteristischer Enzymmuster im Skelettmuskelgewebe weiterfiihrenden Studien
liberlassen, u.a. die Bestimmung spezifischer Mediatoren, wie z.B. TNF-a, einzelner
Leukotriene, aber auch von Interleukin-10 oder gar zytotoxischer Sauerstoffradikale

durchzufiihren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist als zentrale Untersuchungstechnik die intravitale
Fluoreszenzmikroskopie aufgrund der besonderen Eignung zur direkten Analyse
mikrozirkulatorischer Parameter im traumatisierten Weichteilgewebe angewandt worden.
Zahlreiche wissenschaftliche Gruppen haben in den vergangenen Jahrzehnten innerhalb
akuter Versuchsmodelle die Mikrozirkulation unterschiedlichster Organe verschiedener
Tierspezies anhand der Intravitalmikroskopie quantitativ und qualitativ untersucht, wie z.B.

der Skelettmuskulatur (Menger et al. 1992a; Gierer et al. 2004; Gierer et al. 2008), der
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Cremaster-Muskulatur (Lindenblatt et al. 2003), des Pankreas (Vollmar et al. 1994), des
Knochens (Riicker et al. 1999) und der Herzmuskulatur (Vollmar et al. 1995). Die
Intravitalmikroskopie hat sich auf diesem Weg vielfach etabliert und gilt als aussagekraftige
Methode, insbesondere bei sog. Akutmodellen wie dem hier verwendeten geschlossenen

Weichteiltrauma an der Ratte.

Andere Untersuchungstechniken der Mikrozirkulation umfassen neben verschiedenen
Farbstofftechniken (Elias und Petty 1953) beispielsweise auch die Laser-Doppler-Flowmetrie
(Heden et al. 1986; Vollmar et al. 1994; Chavez-Cartaya et al. 1995) oder die
Partialdruckmessung des im Gewebe vorhandenen Sauerstoffs (Conzen et al. 1988; Vollmar
et al. 1992). Diesen indirekten Verfahren zur Untersuchung der Mikrozirkulation bzw. -
hdmodynamik ist die Fluoreszenzmikroskopie in vivo, kombiniert mit der zuvor
beschriebenen Epi-Illuminationstechnik, durch die Moglichkeit der direkten Gewebe-, Gefaf3-,
sowie Zirkulationsanalyse deutlich {iberlegen. So erlaubt sie die Visualisierung dynamischer
Phdanomene des Gefaf3systems nicht-transilluminierbarer Gewebe. Skelettmuskelgewebe und
das zugehorige arterielle, venose und kapillare Gefaf3system konnte mittels hochauflésender
Mikroskopiertechnik  nach  erfolgter  Traumainduktion und  mikrochirurgischer
Muskelpraparation dargestellt und dank ausfiihrlicher Videodokumentation objektiv
reproduzierbar untersucht werden (Zeintl et al. 1989; Marzi et al. 1990). Unterschiede der
Gewebeversorgung mit Sauerstoff (Riicker et al. 2000), des Verhaltens spezifischer
Entziindungszellen (Zhang et al. 2003) und der Mikrozirkulation innerhalb des
Skelettmuskelgewebes konnten so zwischen den Gruppen erfasst und ausgewertet werden.
Dazu beigetragen hat die simultane Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen, welche sowohl
die Analyse der arterioldren, kapillaren und venuldren Perfusion, als auch die Bestimmung
zelluldrer Parameter ermoglichten. So wurden innerhalb dieser Studie nach Applikation von
Rhodamin 6G, Bisbenzimid und FITC-Dextran das Stromungsverhalten der Leukozyten und
Thrombozyten (Menger et al. 1992a; Hoffmann et al. 1999, 2000; Knappe et al. 2005), die
Anderung der GefiRpermeabilitit (Pries 1988) und die apoptotische Zellschidigung

(Westermann et al. 1999) dargestellt, dokumentiert und quantifiziert.

Innerhalb der vorgestellten Arbeit wurde die Auflichtmethode, auch Epi-Illumination
genannt, zur Untersuchung des Skelettmuskelgewebes genutzt und verschiedene Farbstoffe
eingesetzt. Beide Methoden erfordern besondere Beachtung wahrend der
Intravitalmikroskopie. Da durch eine andauernde Lichtexposition photodynamische,
zellschiadigende Prozesse induziert werden konnen, wurde die Belichtung eines

Gesichtsfeldes auf eine Dauer von max. 45 - 50 sec beschriankt. Zudem wurden bereits

48



Diskussion

belichtete, unmittelbar nebeneinander liegende Gesichtsfelder nicht untersucht. Die

Gesamtdauer der Epi-lllumination wurde auf hochstens 15 min festgelegt.

Neben den lichtabhidngigen, intrazelluliren Effekten spielen auch die verwendeten
Substanzen eine wichtige Rolle hinsichtlich einer moglichen Beeintrachtigung der
Untersuchungsergebnisse. FITC-Dextran wurde zur Darstellung der Perfusion intravends
appliziert, wodurch eine Gefafskontrastierung erreicht wurde. Da die verwendeten Farbstoffe
in zu hoher Dosierung die Ergebnisse durchaus ungiinstig beeinflussen, galt es darauf zu
achten, wahrend der mikroskopischen Aufnahmen die Dosis - bei optimaler
Kontrastverstiarkung - moglichst gering zu halten (Steinbauer et al. 2000). Zudem wurden
phototoxische Effekte in der Arbeit von Roesken et al. (1997) beschrieben, welche sich aus
der Interaktion von FITC-Dextran mit Licht ergeben (Roesken et al. 1997). Dabei konnten
elektronenmikroskopisch u.a. Zellmembranschiadigungen und die Unterbrechung der
endothelialen Zellkontakte mit der Basallamina beobachtet werden, was wiederum zu einer
verstarkten thrombo- und leukozytiren Zellaggregation innerhalb der verletzten Gefafie mit
konsekutiver Thrombusbildung und méglicher Okklusion fiihrte (Roesken et al. 1997). Diese
Beobachtungen wurden zuvor auch von anderen wissenschaftlichen Gruppen beschrieben

(Herrmann 1983).

Die anschlief?ende Offline-Analyse des Videomaterials beinhaltet zum einen den Vorteil, die
erhaltenen Ergebnisse unabhdngig von der Gruppenzugehorigkeit des einzelnen
Versuchstiers und dem vorhergehenden experimentellen Ablauf objektiv auswerten zu
konnen. Desweiteren lassen sich die zu bestimmenden Mikrozirkulationsparameter auf der
Grundlage des Programmes Caplmage manuell oder auch computergestiitzt automatisch sehr
detailliert, sowohl quantitativ als auch qualitativ, untersuchen (Klyscz et al. 1997). Prinzipiell
ergeben sich bei der Auswertung des Videomaterials mogliche Probleme durch
Bewegungsartefakte wiahrend der Mikroskopie, welche allerdings durch die Untersuchung an
der fixierten, hinteren Extremitit der narkotisierten Versuchstiere kaum Einfluss gewinnen

(Klyscz et al. 1997).

Diskussion der Untersuchungsergebnisse

Wie schon in zahlreichen anderen Studien zum geschlossenen Weichteiltrauma (Schaser et al.
2005; Amon et al. 2006; Gierer et al. 2008) zeigte sich auch in dieser Arbeit die ausgepragte
mikrovaskuldre Perfusionsstérung, einhergehend mit einer v.a. im Bereich der Venolen

auftretenden Leukozyten-Endothelzell-Interaktion. Bisher wurde Ebselen noch nicht zur
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Behandlung traumatischer Skelettmuskelschdadigungen im Tierexperiment eingesetzt. Unter
Applikation dieser selenoorganischen Verbindung ist es uns gelungen, die Verbesserung der
Mirkozirkulation und der akuten inflammatorischen Reaktion nach Muskeltrauma zu zeigen.
Diese Tatsache gibt Aussicht auf den zukiinftigen klinischen Einsatz des antiinflammatorisch
sowie antioxidativ wirksamen Ebselens im Bereich der Traumatologie. Da jedoch die
zahlreichen beschriebenen Wirkmechanismen von Ebselen im Hinblick auf die molekulare
und zelluldire Komplexitit einer ausgedehnten Gewebeschddigung nach geschlossenem
Weichteiltrauma nur bedingt genaue Angriffspunkte der Testsubstanz darstellen lassen, fallt
eine abschliefRende Beurteilung spezifischer Wirkmechanismen im Rahmen des
durchgefiihrten Weichteiltraumas innerhalb dieser Arbeit schwer. Inwiefern also die
antiinflammatorischen Effekte gegeniiber antioxidativen oder gar antithrombotischen
Mechanismen von Ebselen iiberwiegen, blieb unbeantwortet, zumal von einem
Zusammenspiel mehrerer Effekte - wie sie eben auch bei der Entstehung der traumatisch
bedingten Weichteilschadigung ineinandergreifen - ausgegangen werden kann. Im Folgenden
sollen mogliche, herausragende Wirkmechanismen anhand der Untersuchungsergebnisse

und vorangegangener experimenteller Studien zu Ebselen nochmals beleuchtet werden:

Zunachst konnte der giinstige Einfluss von Ebselen im Beobachtungszeitraum von 24 h auf
die iiberschieflende Leukozyten-Endothelzell-Interaktion nach Trauma aufgezeigt werden.
Innerhalb der systemischen Blutbildanalyse zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen ‘Kontrolle’, ‘Ebselen” und ‘Therapie’. Allerdings war die
Leukozytenzahl der "Trauma’-Gruppe deutlich erniedrigt. Intravitalmikroskopisch wurde
beobachtet, dass sich die lokale Akkumulation und die Adhésion von Leukozyten in
Abhangigkeit von Traumainduktion und/oder Ebselenapplikation wesentlich unterschieden.
Nach Traumainduktion zeigte sich eine signifikant erhohte Zahl fest an der venuldren
Gefalwand haftender Leukozyten. Die Substitution von Ebselen fiihrte dagegen zu einer
deutlichen Reduktion der inflammatorischen Zellantwort. Der Anteil rollender Leukozyten in
der traumatisierten Skelettmuskulatur unterschied sich hingegen kaum zwischen den
einzelnen experimentellen Gruppen, sodass Ebselen offenbar v.a. auf die Leukozytenadhésion
Einfluss hat.

Worauf beruht nun diese immunmodulierende und antiinflammatorische Wirksamkeit

von Ebselen?

Zum einen ist die bekannte starke chemotaktische Wirksamkeit von LTB4 bedeutsam. LTB4
entsteht im leukozytidren Arachidonsadurestoffwechsel durch deren Reaktion mit der 5-

Lipoxygenase. Dieses Enzym kann wiederum unter Einsatz von Ebselen inhibiert werden,
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wodurch schliefilich die Produktion proinflammatorischer Leukotriene reduziert (Wendel et
al. 1997) und die weitere Anlockung sowie Aktivierung neutrophiler Granulozyten im
traumatisierten Gewebe und die Stimulation der leukozytaren Superoxidanion-Produktion
gehemmt wird (Lucchesi 1994). Generell erfolgt auf diesem Weg also eine Inhibition der
inflammatorischen Immunantwort. In demselben Zusammenhang seien ebenso LTD4; und
LTEs genannt, welche durch leukozytdre Lipoxygenasen produziert werden und u.a. die
GefafSpermeabilitdt stark erhohen kénnen, wodurch die mikrovaskuldre Perfusion nach
geschlossenem Weichteiltrauma massiv beeintrachtigt werden kann. Entsprechend dem
einleitend beschriebenen Teufelskreis (siehe Abb. 1) verursacht die resultierende
Odembildung im Muskelgewebe eine Kompression der Mikrogefifle, mit nachfolgender

Verminderung der Blutflussgeschwindigkeit und verstarkter Akkumulation von Leukozyten.

Neben der gezielten Hemmung der proinflammatorisch wirksamen Lipoxygenase wurde
sowohl in vitro (Issekutz und Lopes 1992) als auch in vivo (Gao und Issekutz 1993) die
Wirksamkeit von Ebselen auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion dokumentiert. So
konnte v.a. die Inhibition der Adhdsion an das Gefafiendothel und der Transmigration
polymorphkerniger Neutrophiler dargestellt werden. In einer In-vitro-Studie von Patrick et
al. (1993) spielt wiederum LTB4 eine zentrale Rolle (Patrick et al. 1993). Die Hemmung
wirkte insbesondere dann sehr stark auf die Chemotaxis der Leukozyten, wenn diese durch
LTBs aktiviert wurden. Kuhl et al. (1986) beobachteten, dass die selenoorganische
Testsubstanz LTB4 in dessen inaktives trans-Isomer umzuwandeln vermag, und stellt somit
den inaktivierenden Einfluss von Ebselen auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion -
unabhangig von der eigentlichen Enzymhemmung der 5-Lipoxygenase - heraus (Kuhl et al.

1986).

Das geschlossene Weichteiltrauma verursacht eine wesentliche Beeintrachtigung der
nutritiven Kapillarperfusion, was bereits in zahlreichen anderen wissenschaftlichen Arbeiten
dargestellt werden konnte (Gierer et al. 2004; Schaser et al. 2005; Amon et al. 2006; Gierer et
al. 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Kapillarperfusion durch die Behandlung mit Ebselen
auf physiologische Basiswerte wiederum angehoben. Als Konsequenz auf die eingeschrankte
nutritive Kapillarperfusion zeigten sich intravitalmikroskopisch erhohte Werte der NADH-
Autofluoreszenz im Skelettmuskelgewebe als Parameter der Gewebehypoxie bei
traumatisierten Versuchstieren. Im Gegensatz dazu fiihrte die Gabe von Ebselen bei
traumatisierten Versuchstieren zu einer stark reduzierten NADH-Autofluoreszenz

entsprechend der anndhernd adiquaten Gefafdperfusion. Zusammenfassend konnte
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demzufolge durch die Substitution der antiinflammatorischen und antioxidativen Substanz
die Beeintrachtigung der funktionellen Kapillardichte reduziert, die Gefafpermeabilitat
durch Aufrechterhaltung der endothelialen Integritit gesenkt und somit die
Sauerstoffversorgung der Skelettmuskulatur - gemessen anhand der NADH-Autofluoreszenz -

verbessert werden.

Grundlegende Wirkmechanismen von Ebselen werden anhand weiterer Enzyminhibitionen
deutlich. So werden sowohl die Proteinkinase C als auch die NADPH-Oxidase
phagozytierender Zellen durch Ebselen inaktiviert (Cotgreave et al. 1989). Schliefdlich wird
durch Unterbrechung komplexer Signalkaskaden die granulozytdare Produktion reaktiver
Superoxidanionen aus molekularem Sauerstoff und die proinflammatorische Wirkung beim
sog. ‘respiratory burst’ verhindert. Die Proteinkinase C ist zudem mafdgeblich auch an
anderen proinflammatorischen Reaktionen beteiligt. Die direkte Suppression der
katalytischen Aktivitdt dieses Enzyms erklart zusatzlich das hohe antiinflammatorische

Potential von Ebselen (Schewe 1995).

Im inflammatorischen Geschehen nach Trauma spielt auch das Enzym NO-Synthase,
insbesondere die induzierbare Isoform, eine bedeutende Rolle. Die induzierbare NO-Synthase
(INOS) kommt in Makrophagen und glatten Muskelzellen vor und bewirkt durch die
Herstellung hoher Konzentrationen an NO die Produktion von zellschidigendem
hochreaktiven Peroxynitrit ONOO-. Eine ausgepragte Weichteilschadigung kénnte laut einer
Studie von Hattori et al. jedoch giinstig beeinflusst werden, da Ebselen die selektive
Hemmung der iNOS durch eine erhohte Enzymsensivitat gegeniiber der zytoprotektiven
Selenverbindung ermoglicht (Hattori et al. 1994). Zudem bleibt die fiir den physiologischen
Gefafstonus endotheliale, konstitutiv exprimierte Form (Moncada und Higgs 1993) nahezu
unbeeintrachtigt und kann ihre regulatorische Funktion beziiglich der Gewebeperfusion

wahrnehmen.

Nutritive Defizite der Mikrozirkulation und resultierende Muskelgewebsverluste werden
desweiteren durch das antithrombotische Potential von Ebselen giinstig beeinflusst.
Dimmeler et al. konnten einen hemmenden Effekt auf die Inositol-(1,4,5)-triphosphat-
gebundene Calciumfreisetzung in vitro feststellen, wodurch die thrombozytare
Zellaktivierung inhibiert wird (Dimmeler et al. 1991). Die Beeintrachtigung der
intrazellularen Calciumhomdostase wird fiir eine verminderte Thrombozytenaggregation
verantwortlich gemacht (Briine et al. 1991), da die Translokation intrazelluldrer P-Selektin-
Speicher eine Aktivierung der Proteinkinase C mit anschliefender Erhéhung der

Calciumkonzentration erforderlich macht. Die Arbeitsgruppe um Lindenblatt et al. konnte
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zudem in vivo erfolgreich den antagonisierenden Einfluss von Ebselen auf die H»0»-
induzierte, thrombozytire P-Selektin-Expression am Musculus cremaster der Ratte darstellen.
Die Thromboseentstehung und der vollstindige Verschluss kleinster Gefafde kann durch
Ebselen offenbar signifikant reduziert werden, wodurch die Versorgung des Gewebes mit

Sauerstoff aufrechterhalten wird (Lindenblatt et al. 2003).

Die Erfassung der intramuskuliren Odembildung erfolgte durch die einfache Bildung des
Quotienten aus Feucht- und Trockengewicht, auch als sog. Wet-to-dry-weight-Ratio
bezeichnet. Dabei ergab sich eine deutliche Odemausbildung innerhalb der Gruppe "Trauma’,
wahrend sich ein positiver Effekt von Ebselen nach 24 h anhand der verminderten
Wassereinlagerung in der untersuchten Skelettmuskulatur zeigte. Die verminderte
interstitielle Fliissigkeitsansammlung begiinstigt wiederum die Perfusion. Exemplarisch fiir
die Komplexitit der Wirkmechanismen von Ebselen und die Entstehung des Gewebeschadens
nach Traumatisierung soll schlieflich auch die intramuskulire Odembildung beleuchtet
werden. Hierbei ergeben sich vielfaltige Entstehungs- und damit Einflussmoéglichkeiten von
Ebselen, wie sie im vorangehenden Abschnitt bereits beschrieben worden sind. Neben der
Produktionshemmung leukozytdrer Stoffwechselprodukte und der chemotaktischen
Beeintrachtigung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion stellen auch der Erhalt der
endothelialen Integritdt durch Enzyminhibition, beispielsweise der leukozytaren Kollagenase,
und antioxidative, GPx-dhnliche Mechanismen von Ebselen (Wang et al. 1992; Mishra et al.
2006) wesentliche Faktoren bei der Reduktion des Odems dar. Beziiglich der antioxidativen
Funktion von Ebselen im Sinne der Gluthation-Peroxidase sei daran erinnert, dass Ebselen -
trotz variabler Nutzung verschiedener Co-Substrate (Mishra et al. 2006) - im Vergleich zu
anderen  Sauerstoffradikalfingern = eine  geringere = Potenz  besitzt, reaktive

Sauerstoffmetabolite zu entscharfen.

All jene Faktoren stellen nur einen Teil der tatsdchlich méglichen Mechanismen dar und sind
in ihrer spezifischen Wirksamkeit schwer voneinander zu trennen, was allerdings auch nicht
Bestandteil dieser tierexperimentellen Arbeit sein sollte. Trotzdessen spiegelt sich auch am
Beispiel der Gewebeddemausbildung ein weiteres Mal die umfangreiche Funktion von

Ebselen wider.

Letztlich konnte auch die Trauma-bedingte Zunahme apoptotischer Zellen, wie sie innerhalb
dieser Arbeit durch zwei unterschiedliche Verfahren quantifiziert worden sind, unter
Verwendung von Ebselen um etwa 50% reduziert werden. Ohne Zweifel resultiert auch
dieses Ergebnis aus dem Zusammenspiel verschiedener Effekte, wie sie bereits in anderen

vorliegenden Studien beschrieben und im vorangehenden Text diskutiert wurden.
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Klinische Perspektiven

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die schiitzenden Effekte von Ebselen schlussfolgern
lassen, dass u.a. die GPx-dhnliche Aktivitit zur Pravention schwerer, traumainduzierter
Weichteilschiddigungen beitrdgt. Dieser Beitrag ist von besonderem Interesse, da wahrend
des Einsatzes dieser selenoorganischen Substanz keine schwerwiegenden Nebeneffekte
beobachtet wurden. So mag Ebselen zukiinftig von herausragendem Wert im Hinblick auf den
Schutz  vor  posttraumatischen  Mikrozirkulationsstorungen  sowie  sekundaren,
inflammatorisch bedingten Gewebezerstorungen sein. Desweiteren kann moéglicherweise die
Heilung generell beschleunigt und eine gezielte Unterstiitzung des Reparationsvorganges bei

geschlossenen Weichteiltraumata erreicht werden.
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7 Zusammenfassung

Die traumatische Weichteilverletzung hat wesentlichen Einfluss auf das Heilungsergebnis
und die Prognose mehrfach verletzter Patienten. Neben dem mikrovaskuldren
Perfusionsversagen und der inflammatorisch bedingten Einwanderung von Neutrophilen
tragen auch der Verlust der endothelialen Integritit, die durch leukozytire Mediatoren
bedingte Konstriktion von Arteriolen, die entstehende Gewebehypoxie und die
Zirkulationsstorung im Kapillarbett wesentlich zur Weichteilschadigung bei. Typischerweise
verstiarken die genannten Faktoren sich im Verlauf gegenseitig, sodass ein noch gréfierer
Gewebeschaden, insbesondere der Skelettmuskulatur resultiert. Im klinischen Alltag ist es
deshalb zentrale Aufgabe diesen Teufelskreis zu durchbrechen, um den posttraumatischen

Verlauf und die Heilungsergebnisse gezielt positiv zu beeinflussen.

Mit der Vorstellung dieser prospektiven, tierexperimentellen Studie konnte anhand eines
bereits etablierten Traumainduktionsmodells am Beispiel der Ratte der giinstige Einfluss der
selenoorganischen Substanz Ebselen auf das geschlossene Weichteiltrauma und dem

resultierenden, sekundiaren Gewebeschaden nachgewiesen werden.

Dazu sind mannliche Sprague-Dawley-Ratten in vier Versuchsgruppen (n=7) eingeteilt
worden, die je nach Gruppenzugehorigkeit zum Zeitpunkt t = 0 h nicht traumatisiert bzw.
traumatisiert und entweder nicht mit Ebselen bzw. mit Ebselen (30mg/kg KG)
intraperitoneal therapiert wurden. 23 h nach der Vorbehandlung erfolgte die chirurgische
Praparation des M. extensor digitorum longus zur intravitalmikroskopischen Analyse zum
Zeitpunkt t = 24 h. Zur Beurteilung der Odemausprigung und Bestimmung der Anzahl
apoptotischer Zellen mittels TUNEL-Methode wurde anschliefend Skelettmuskelgewebe

asserviert.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die Applikation von Ebselen eine
effektive Behandlungsstrategie der durch Trauma induzierten Mikrozirkulationsstérungen
darstellt, wobei eine nahezu vollstindige Wiederherstellung der Zirkulation innerhalb des
Untersuchungszeitraumes von 24 h erreicht werden konnte. Diese Beobachtungen lassen
annehmen, dass die Therapie geschlossener Weichteiltraumen mit Ebselen den
Regenerationsprozess des verletzten Gewebes unterstiitzt und die sekundare,

entziindungsbedingte Schadigung vermindern kann.
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Thesen zur Dissertation

11 Thesen zur Dissertation

1.

Die traumatische Weichteilverletzung hat wesentlichen Einfluss auf das
Heilungsergebnis und bestimmt mafigeblich die Prognose im Verlauf komplexer
Extremitdtenverletzungen. Klinische Studien geben Hinweis auf einen Zusammenhang
zwischen der Schwere des frakturbegleitenden Weichteilschadens und einer

verzogerten Heilung des Knochengewebes.

Skelettmuskelgewebe ist im Rahmen von Weichteiltraumata haufiger betroffen, die

Relevanz anderer Weichteilverletzungen ist in Relation als geringer einzuschatzen.

Spatfolgen, wie nicht erkannte Nekrosen oder revisionspflichtige Hamatome, kénnen
sich  sehr komplikationsreich entwickeln und geben nicht selten Anlass zu

ausgedehnten operativen Eingriffen und langwieriger Nachbehandlung.

Neben dem mikrovaskuldren Perfusionsversagen und der inflammatorisch bedingten
Einwanderung von Neutrophilen tragt auch der Verlust der endothelialen Integritit im
Kapillarbett wesentlich zur Weichteilschadigung bei. Im klinischen Alltag ist es deshalb
zentrale Aufgabe, diesen Teufelskreis zu durchbrechen, um den posttraumatischen

Verlauf und die Heilungsergebnisse gezielt positiv zu beeinflussen.

Der giinstige Einfluss der selenoorganischen Substanz Ebselen auf das geschlossene
Weichteiltrauma und dem resultierenden sekundaren Gewebsschaden konnte innerhalb

der vorliegenden tierexperimentellen Studie nachgewiesen werden.

Dazu sind mannliche Sprague-Dawley-Ratten - unterteilt in vier experimentelle Gruppen
- einem etablierten Traumainduktionsmodell unterzogen und mit Ebselen (30mg/kg
KG) bzw. DMSO intraperitoneal therapiert worden. Nach einem Zeitraum von 24 h
erfolgte die intravitalmikroskopische Untersuchung des prdparierten M. extensor

digitorum longus.

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit ist festzustellen, dass die Applikation des
Substrates Ebselen eine effektive Behandlungsstrategie der durch Trauma induzierten

Mikrozirkulationsstérungen darstellt.
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So konnte im Rahmen der Ebselensubstitution die funktionelle Kapillardichte
aufrechterhalten, die Gefifipermeabilitit gesenkt und somit die Gewebeoxygenierung

deutlich verbessert werden.

Ebenso konnte die traumatisch bedingte Zahl apototischer Zellen unter Ebselen

reduziert werden.

Die Therapie geschlossener Weichteiltraumen mittels Ebselen unterstiitzt den
Regenerationsprozess des verletzten Gewebes und reduziert die sekundare,

entziindungsbedingte Schadigung.
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