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1 ABSTRACT

The endogenous serpin Antithrombin Il (AT Ill) is known as an important inhibi-
tor of blood coagulation. Its effect is based on the inhibition of a variety of serine pro-
teases of plasmatic coagulation. In addition to anticoagulant effects studies have also
demonstrated significant anti-inflammatory properties of ATIII.

The present study investigated the anti-inflammatory effects of ATl in the pe-
ripheral skeletal muscle after severe closed soft tissue trauma in an experimental an-
imal approach. In addition to the soft tissue trauma, sublethal endotoxemia was in-
duced to reproducibly simulate septic conditions in the sense of a 'second hit' which
is often observed in the clinical course of severe trauma. The trauma-related chang-
es in skeletal muscle microcirculation and morphology were characterized and quan-
tified by high-resolution intravital multifluorescence microscopy as well as by histolo-
gical and laboratory parameters.

27 of 34 animals received a closed soft tissue trauma (T) in the left hind leg,
applied by means of a “Controlled impact device”. Six hours after trauma
endotoxemia (E) was induced via intraperitoneal administration of LPS (T/E, n=7).
Animals were treated by an intravenous injection of ATIII (T/Th, n=6 and T/E/Th, n=7)
simultaneously to the induction of endotoxemia. 24 hours after trauma intravital
multifluorescence microscopy of the traumatized extensor digitorum longus muscle
was performed. Functional capillary density (FCD), NADH tissue autofluorescence
and venular leucocyte adherence were analyzed. Control animals (K, n=7) received
no trauma. Instead of endotoxemia and ATIIl equivalent amounts of physiological sa-
line were administered.

Both the traumatic soft tissue injury (T) and trauma in combination with sys-
temic administration of LPS (T/E) were characterized by reduced nutritive perfusion
(FCD: T 383%15; T/E 379+20 cm/cm?), tissue hypoxia (NADH: T 80+3; T/E 774 aU),
and increased numbers of venular adherent leucocytes (T 686+37; T/E 773135
n/mm?). Treatment with ATIIl improved the microcirculatory and microvascular dys-
function in the traumatized muscle after 18 hours, both with and without endotoxemia
(FCD: T/Th 438+29; T/E/Th 469+22 cm/cm?, NADH: T/Th 56+3; T/E/Th 6115 aU; ad-
herent leucocytes: T/Th 176+37; T/E/Th 237+20 n/mm?). When compared to the con-
trol group (K: FCD 573+13 cm/cm? NADH 5612 aU; adherent leucocytes 204+20
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n/mm?), ATlIl-therapy caused almost physiological values of tissue oxygenation and
of inflammatory cell response in the muscle. Microvascular perfusion improved signif-
icantly after ATl treatment compared with T and T/E.

In summary the present study shows an improvement of microvascular perfu-
sion and tissue oxygenation after severe closed soft tissue injury and endotoxemia by
ATllI-therapy. Furthermore, the cellular inflammatory response was significantly re-
duced by ATIII therapy. Therefore ATIII, already a long-approved and clinically used

drug, could be used in the treatment of closed skeletal muscle trauma in the future.
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2 ZUSAMMENFASSUNG

Das endogene Serpin Antithrombin Ill (ATIll) ist als bedeutender zentral wir-
kender Hemmstoff der Blutgerinnung bekannt. Seine Wirkung kommt Uber die Inhibi-
tion einer Vielzahl von Serinproteasen der plasmatischen Gerinnung zustande. Ne-
ben der Gerinnungshemmung konnten im Rahmen von experimentellen Studien
auch bedeutende antiinflammatorische Eigenschaften von ATIIl nachgewiesen wer-
den.

Die vorliegende Studie untersuchte erstmalig in einem tierexperimentellen An-
satz den antiinflammatorischen Effekt von ATIII in der peripheren Skelettmuskulatur
nach schwerem geschlossenem Weichteiltrauma. Eine zusatzlich zum Trauma indu-
zierte sublethale Endotoxinamie simulierte reproduzierbar einen septischen Zustand
im Sinne eines ,second hit‘, wie er im klinischen Verlauf nach schwerem Trauma hau-
fig zu beobachten ist. Die traumatisch bedingten Veranderungen der Skelettmuskula-
tur wurden sowohl durch die hochauflésende intravitale Multifluoreszenz-Mikroskopie
als auch durch histologische und laborchemische Parameter charakterisiert und
quantifiziert.

Von 34 Versuchstieren erhielten 27 ein mit einem ,Controlled impact device*
induziertes schweres geschlossenes Weichteiltrauma (T) am linken Hinterlauf. Sechs
Stunden nach dem Trauma erfolgte die Induktion der Endotoxindmie durch intraperi-
toneale Applikation von LPS (T/E; n=7). Zeitgleich zur Induktion der Endotoxinamie
wurde per intravendser Injektion mit ATl therapiert (T/Th; n=6 und T/E/Th; n=7).
Vierundzwanzig Stunden nach Trauma erfolgte die intravitale Multifluoreszenzmikro-
skopie des geschlossen traumatisierten M. extensor digitorum longus sinister mit Er-
fassung der funktionellen Kapillardichte (FCD), der NADH-Gewebeautofluoreszenz
und der venularen Leukozytenadharenz. Kontrolltiere (K; n=7) erhielten kein Trauma
und statt Endotoxinamie und ATl aquivalente Mengen physiologischer Kochsalzl6-
sung.

Der traumatisch bedingte Weichteilschaden (T) allein und in Kombination mit
Endotoxinamie (T/E) war durch nutritives Perfusionsversagen (FCD: T 383x15; T/E
379+20 cm/cm?), Gewebehypoxie (NADH: T 80+3; T/E 77+4 aU) und inflammatori-
sche Leukozytenadharenz (T 686+37; T/E 773135 n/mm?) charakterisiert. Die Thera-

pie mit ATIIl fGhrte nach 18h zu einer Reduktion der Mikrozirkulationsstérungen im
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traumatisierten Muskel mit und ohne Endotoxinamie (FCD: T/Th 438%29; T/E/Th
469122 cm/cm? NADH: T/Th 56+3; T/E/Th 6115 aU; Leukozytenadharenz: T/Th
176+37; T/E/Th 237120 n/mmz). Unter Therapie mit ATIIl kam es, verglichen mit der
Kontrollgruppe (K: FCD 573113 cm/cm?* NADH 56+2 aU; Leukozytenadharenz
204+20 n/mm?), zu einer annahernd gleich hohen Gewebeoxygenierung und ver-
gleichbar geringen Leukozytenadharenz im Muskel. Die mikrovaskulare Perfusion
verbesserte sich nach Therapie gegenuber T und T/E signifikant.

Zusammenfassend |asst sich feststellen, dass in der vorliegenden Arbeit erst-
mals eine Verbesserung der mikrovaskularen Perfusion und somit auch der Gewe-
beoxygenierung nach schwerem geschlossenem Weichteiltrauma mit Endotoxinamie
und ATIlI-Therapie nachgewiesen werden konnte. Weiterhin wurde die zellulare Ent-
zundungsreaktion durch die ATIlI-Therapie signifikant reduziert. Die Ergebnisse der
Studie weisen darauf hin, dass ATIIl als seit langem zugelassenes und klinisch ein-
gesetztes Medikament kinftig auch in der Therapie der geschlossenen traumatisier-

ten Skelettmuskulatur Anwendung finden kénnte.
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3 EINLEITUNG

3.1 Das schwere Skelettmuskeltrauma

Bei einem Groldteil traumatischer Verletzungen im Sport- und Freizeitbereich
sowie bei Arbeits- und Verkehrsunfallen ist die Skelettmuskulatur mitbeteiligt (SMITH
et al. 2008, GHALY & MARSH 2010). Uber 90% aller Sportverletzungen sind Mus-
kelkontusionen oder -zerrungen (KIEB et al. 2010). Besonders haufig ist die untere
Extremitat betroffen. Verletzungen dieser Korperregion sind eine fuhrende Ursache
traumatologischer Einweisungen und stellen zudem die haufigste Teilverletzung
polytraumatisierter Patienten dar (RUCHHOLTZ et al. 1996, ZELLE et al. 2005).

Das schwere Trauma und seine Folgeerscheinungen sind in Deutschland und
der westlichen Welt eine der Haupttodesursachen unter 45 Lebensjahren (WICK et
al. 1997, KEEL & TRENTZ 2005, HIETBRINK et al. 2006). Die Schwere der Weich-
teilbeteiligung ist bei Extremitatenverletzungen von besonderer prognostischer Be-
deutung (SCHASER et al. 1999). In einem gut perfundierten und infektfreien Weich-
teilmantel kdnnen selbst schwerste Frakturen mit knéchernem Substanzverlust aus-
heilen (SCHWABE et al. 2010). Prognostisch besonders bedeutsam ist neben den
primaren Traumafolgen v.a. der Einfluss der Trauma-assoziierten Immunreaktion im
geschadigten Gewebe und Organismus (HIETBRINK et al. 2006).

Fir die erfolgreiche Behandlung muskularer Weichteilverletzungen ist es wich-
tig, zu Grunde liegende Schadigungsmechanismen zu kennen und zellulare Vorgan-
ge im Rahmen der Wundheilung zu verstehen, um davon abgeleitet geeignete The-
rapiestrategien zu finden (SMITH et al. 2008). Die vorliegende tierexperimentelle
Studie beschaftigt sich mit Antithrombin IIl, einer aufgrund seiner antiinflammatori-
schen Potenz vielversprechenden Therapieoption bei geschlossenem Kontusions-

trauma und der damit verbundenen (systemischen) Entzindungsreaktion.

3.1.1 Anatomie und Funktion des Skelettmuskels

Die Struktur der Skelettmuskulatur kann vereinfacht in zwei wesentliche Kom-
ponenten, die zur Kontraktion befahigten Muskelfasern und das diese umgebende
Bindegewebe, unterteilt werden (JARVINEN et al. 2005).
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Das im Muskel enthaltene Bindegewebe dient als Leitstruktur fur Nerven und
Gefale. Zudem ist es an der Differenzierung und am Wachstum des Muskels betei-
ligt. Es bundelt die Kontraktionen einzelner Muskelfasern zu einer funktionellen Ein-
heit (TAKALA & VIRTANEN 2000, CHARGE & RUDNICKI 2004). Das kraftige
Epimysium umkleidet den gesamten Muskelbauch, wahrend das innerhalb der Mus-
kulatur liegende Perimysium zwischen zehn und einigen hundert Muskelfasern zu
Faserbundeln zusammenfasst. Jede einzelne Faser ist von dinnem Endomysium
umgeben (KIEB et al. 2010) (Abb. 1).

Skelettmuskel

Muskelfaserbiindel

Sehne

~.

yo-
fibnillen

Abb. 1: Schematische Darstellung der hierarchischen Organisation im Bauplan der Skelettmuskulatur.
Gezeigt sind die drei Bindegewebsblétter in ihrer anatomischen Anordnung. In der Muskelfaser liegen
die Myofibrillen. Muskelfasern werden zu Muskelfaserbiindeln zusammengefasst, deren Gesamtheit
den Skelettmuskel bildet. Quelle: modifiziert nach Schmidt & Lang 2007; Physiologie des Menschen.
Mit Pathophysiologie. 30. Aufl. Heidelberg: Springer (Springer-Lehrbuch).

Die bindegewebige Blindelung von Muskelfasern erhéht die muskulare Druck-
und Zugfestigkeit. Und zuletzt stellt der Bindegewebsapparat noch das Bindeglied
zwischen kontraktilen Muskelfasern und Sehnen dar, die mit dem kndchernen Skelett
verbunden sind (CHARGE & RUDNICKI 2004).

Auf Ebene der Zellorganellen stellt die im Sarkoplasma der Skelettmuskelfaser
liegende Myofibrille die Grundstruktur des Skelettmuskels dar. Wahrend der Muskel-
differenzierung ordnen sich die im Myoblasten liegenden Myofilamente Aktin und
Myosin zu den charakteristischen Myofibrillen zusammen. Skelettmuskelfasern sind
vielkernige Synzytien aus zusammengelagerten Myoblasten, deren Zellkerne unter
dem Sarkolemm an der Zelloberflache liegen (Abb. 1).
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3.1.2 Pathophysiologie des traumatischen Muskelschadens

Der traumatische Muskelschaden basiert auf einer akuten Stérung der Gewe-
beintegritat. Kontusionsverletzungen der Skelettmuskulatur gehen mit einer Ver-
schlechterung der lokalen Gewebeperfusion einher, die zu einer Ischamie fuhrt
(KARLANDER et al. 2000). Nach Akkumulation von Laktat kommt es zur zellularen
Azidose. Der Sauerstoffmangel beeintrachtigt die Funktion der Zytochrom-Oxydase
in der mitochondrialen Atmungskette und damit die oxidative Phosphorylierung, wo-
raus ein starkes Absinken der ATP-Konzentration resultiert (HOCHACHKA 1986,
KAM et al. 2001). So kommt es schlielllich auch zum Funktionsverlust der ATP-
abhangigen Na'/K'-ATPase, was die Dysregulation zelluldrer Transportmechanis-
men und Stérungen des zellularen lonenhaushaltes mit konsekutivem Zusammen-
bruch des Zellstoffwechsels zur Folge hat. Die Reperfusion des geschadigten Gewe-
bes mit sauerstoffreichem Blut fuhrt zur Einschwemmung toxischer Metabolite in den
Organismus und zur lokalen Bildung reaktiver Stickstoff- und Sauerstoffspezies
(ROS) (PATTWELL et al. 2003, HUDA et al. 2004, ZIMIANI et al. 2005). Oxidativer
Stress ist ein starker Aktivierungsreiz, der zur Freisetzung proinflammatorischer Me-
diatoren wie Zytokine, Chemokine und Adhasionsmoleklle aus geschadigtem Mus-
kelgewebe und Endothel fuhrt. Hierdurch wird schlieBlich auch die zellulare Immun-
antwort aktiviert (GHALY & MARSH 2010).

Neutrophile Granulozyten und Makrophagen sind nach rascher Rekrutierung in
grolRer Zahl an der initialen, unspezifischen Immunantwort beteiligt (ADAMS et al.
1994, BRICKSON et al. 2003). Aktivierte Leukozyten produzieren ebenfalls eine Rei-
he inflammatorischer Mediatoren, wie ROS, Zytokine (PAF, TNFa, IL1, IL6, IL8, IL10)
und proteolytische Enzyme, welche ihrerseits die Entzindungsreaktion verstarken
(PRISK & HUARD 2003, BRICKSON et al. 2003). Leukozytare
Degranulationsprodukte (z.B. ROS) verursachen schwerwiegende vaskulare Dys-
funktionen mit Erhdhung der GefaRpermeabilitat und generalisierter Odembildung
(TYML 2011). An dieser Stelle schlie3t sich der Circulus vitiosus des traumatischen
Muskelschadens. Die 6dematdse Schwellung verschlechtert den mikrovaskularen
Blutfluss und damit die Sauerstoffversorgung des Gewebes (KEEL & TRENTZ 2005).
Die Trias aus Endothelzellschaden, Leukozytenakkumulation und Mikrozirkulations-
stérung nach Muskeltrauma fuhrt schlieBlich zu Apoptose und Nekrose von
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Parenchymzellen und zur Exazerbation des traumatisch bedingten Weichteilscha-
dens (BEINER et al. 1999, TUOMI & BEST 2003, KEEL & TRENTZ 2005).

3.1.3 Offenes und geschlossenes Weichteiltrauma

Offene Frakturen mit Weichteilbeteiligung sind anhand von Durchblutung, Kon-
tamination und Frakturstabilitat oft schon direkt nach der Verletzung einfach zu klas-
sifizieren. Eine besonders populare Klassifikation stammt von Gustilo und Anderson
(GUSTILO & ANDERSON 1976). Erschwerend kommt jedoch bei offenen Verletzun-
gen stets ein erhéhtes Infektionsrisiko hinzu (SCHWABE et al. 2010).

Bei geschlossenen Extremitatenverletzungen liegt die Problematik in der
schwierigen Einschatzung des Weichteilschadens unter vermeintlich intakter Haut.
Bedingt durch die erhaltene Kontinuitat dermatofaszialer Strukturen und 6dem- oder
blutungsbedingten Druckanstieg im traumatisierten Gewebe kommt es zu Mikrozirku-
lationsstérungen und es droht ein Kompartmentsyndrom (GOURGIOTIS et al. 2007).
Die daraus resultierende kritische Perfusion des Weichgewebes beglinstigt die Ent-
wicklung postprimarer Weichteil- und Myonekrosen mit sekundarem, progressivem
Gewebeverlust (SCHWABE et al. 2010). Aus diesem Grund ist die frhe Einschat-
zung, Beurteilung und Klassifikation einer geschlossenen Weichteilverletzung fur den
spateren Krankheitsverlauf besonders wichtig (PAPE et al. 2005). Aus Verletzungs-
klassifikationen lassen sich u.a. geeignete Therapien und Komplikationsrisiken ablei-
ten (STROHM et al. 2010).

Die in deutschsprachigen Landern gebrauchlichste Einteilung geschlossener
Weichteilverletzungen ist die nach Tscherne und Oestern (1982). Die Einteilung der
Weichteilbeteiligung bei geschlossenen Frakturen reicht von unbedeutenden (GO0) bis
hin zu ausgedehnten Verletzungen von Haut, Muskulatur und Hauptgefalen (Glll)
(TSCHERNE & OESTERN 1982). 1]

International hat sich heute auch die AO-Weichteil-Klassifikation durchgesetzt.
Die anatomisch orientierte AO-Klassifikation differenziert Hautverletzungen (Integu-
ment) bei geschlossenen (IC) und offenen (1O) 1Frakturen und berlcksichtigt zusatz-
lich muskulotendindése (MT) sowie neurovaskulare (NV) Verletzungen in je funf
Schweregraden (SUDKAMP 2008, STROHM et al. 2010). Sie hat sich besonders bei

hdhergradigen Verletzungen bewahrt. Durch die Evaluation von Schaden an
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muskulotendindsen und neurovaskularen Strukturen wird die Risikoabwagung bezug-
lich einer drohenden Amputation méglich (SUDKAMP 2008).

3.1.4 Muskelregeneration nach traumatischer Schadigung

Die Regeneration der Muskulatur ist ein komplexer Prozess, der fur die voll-
standige Wiederherstellung der Muskelarchitektur koordinierte Einflisse von Inflam-
mation, myogenen Vorlauferzellen, Wachstumsfaktoren und Extrazellularmatrix er-
fordert (GOETSCH et al. 2003). Obwohl die Skelettmuskulatur normalerweise nur
einen geringen Zell-Turnover von 1-2% pro Woche hat, ist sie nach traumatischer
Schadigung zu schneller und extensiver Regeneration fahig (SCHMALBRUCH &
LEWIS 2000, CHARGE & RUDNICKI 2004). Die Muskelheilung verlauft in drei typi-
schen Phasen (HURME et al. 1991, JARVINEN et al. 2005, KIEB et al. 2010).

Die Destruktionsphase ist durch Ruptur und lokale Nekrose von Muskelfasern
mit Hamatombildung und zellularer Entzindungsreaktion gekennzeichnet. Die trau-
matische Zellzerstorung aktiviert in der extrazellularen Matrix des Muskelgewebes
gespeicherte Wachstumsfaktoren, die potentielle Aktivatoren und Regulatoren gewe-
bestandiger myogener Vorlauferzellen sind. Hierzu zahlen unter anderem der
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF), die Insulinahnlichen Wachstumsfaktoren (IGF
1 und 2), der Transformierende Wachstumsfaktor (TGF-B), der Leberzellen-
Wachstumsfaktor (HGF), der Tumornekrosefaktor (TNF-a) und Interleukin 6 (IL-6)
(CHARGE & RUDNICKI 2004). In der Reparaturphase erfolgt nach einer gezielten
Phagozytose nekrotischen Gewebes durch Makrophagen die eigentliche Muskelfa-
serregeneration. Zeitgleich entsteht Narbengewebe und es kommt zur Einsprossung
neu gebildeter Kapillaren. Wahrend des darauf folgenden Remodelings reifen die aus
Vorlauferzellen neu gebildeten Muskelfasern zur ihrer vollen Funktionsfahigkeit.

Eine mitotische Neubildung traumatisch geschadigten Muskelgewebes ist nicht
mdglich. Die Skelettmuskulatur zahlt zu den postmitotischen Geweben. An Repara-
turvorgangen sind jedoch Satellitenzellen beteiligt, die unter der Basallamina der
Muskelfasern liegen (HURME & KALIMO 1992, RANTANEN et al. 1995). Diese Zel-
len stellen im Skelettmuskel eine Reserve an spezifizierten, aber noch nicht ausdiffe-
renzierten Myoblasten dar, die eine SchlUsselrolle in der Muskelregeneration ein-
nehmen (MANSOURI et al. 1999, JARVINEN et al. 2005). Die Entwicklung myogener
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Vorlauferzellen zu Satellitenzellen wird auf genetischer Ebene von verschiedenen
Transkriptionsfaktoren reguliert. Die daran beteiligten Faktoren Pax 3 und Pax 7 aus
der Gruppe der ,paired-box’-Transkriptionsfaktoren gelten als wichtige Regulatoren
der somitischen Myogenese (MAROTO et al. 1997, SEALE et al. 2000, LE GRAND &
RUDNICKI 2007). Im Rahmen der Muskelregeneration werden Satellitenzellen aus
ihrer Ruhephase heraus aktiviert und beginnen zu proliferieren. lhre Aktivierung ist
durch eine schnelle Hochregulierung der myogenen Regulationsfaktoren (MRF) Myf5
und MyoD charakterisiert. Wahrend MyoD die Differenzierung von Satellitenzellen
reguliert, ist Myf5 an der Steuerung ihrer Proliferation und Selbsterneuerung beteiligt
(COOPER et al. 1999, LE GRAND & RUDNICKI 2007). Nach Abschluss der Prolife-
ration werden vermehrt die Regulationsfaktoren Myogenin und MRF4 exprimiert.
Diese regulieren die Differenzierung von Myoblasten zu Myozyten, die Reifung von
Myofibrillen und die Fusion von Muskelzellen (CHARGE & RUDNICKI 2004).

Neben dem Wiederaufbau zerstdorten Muskelgewebes tUber den zellularen Er-
satz durch Satellitenzellen entsteht gleichzeitig auch immer ein fibrotisches Ersatz-
gewebe. Die mit dem Blut ins Muskelhamatom stromenden Plasmaproteine Fibrin
und Fibronektin verbinden sich zu einem frihen Granulationsgewebe, an dem sich
einstrdomende Fibroblasten verankern kénnen (HURME et al. 1991). Diese syntheti-
sieren verschiedene Proteine und Proteoglykane fir den Aufbau neuer
Extrazellularmatrix und stabilisieren den Muskel durch Wiederherstellung der Binde-
gewebsintegritat (GOETSCH et al. 2003).

Die meisten Muskelverletzungen heilen ohne Ubermalige, die spatere Funkti-
on beeintrachtigende Narbenbildung aus. Dennoch kann es unter bestimmten Vo-
raussetzungen zu Funktionseinbufen durch Vernarbung kommen (JARVINEN et al.
2005). Aus diesem Grund ist ein koordinierter Heilungsverlauf mit entsprechender
Balance zwischen Bindegewebs- und Muskelzellregeneration entscheidend fur die

funktionell optimale Wiederherstellung von Muskelarchitektur und -funktion.

3.1.5 Systemische Folgeerscheinungen nach schwerem Weichteiltrauma

Die posttraumatische Immunreaktion ist zunachst lokal auf das Wundgebiet
beschrankt. Nach schwerem Trauma kann eine entzundliche Reaktion jedoch

exazerbieren und zu einer systemischen Entziindungsreaktion (SIRS) fuhren.
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3.1.5.1 Inflammation

Am Ort der traumatischen Schadigung kommt es zu einer lokalen zellularen
Entzundungsreaktion, deren Hauptakteure, die Leukozyten, in Interaktion mit dem
GefaRendothel treten (MATZINGER 2002, BHATIA et al. 2006). Uber diese Leukozy-
ten-Endothelzell-Interaktion (LEI) gelangen die Entzindungszellen aus dem Blut-
strom in ihr Zielgewebe (LEY et al. 2007).

Vermittelt durch endotheliale Adhasionsmolekile (Selektine) beginnen Leuko-
zyten nach initialem Kontakt langsam am Endothel entlang zu rollen (,rolling®). Da-
durch erhoht sich die lokale Leukozytenkonzentration (LEY 2003).

LFAI-ICAMI
VLA4-VCAMI -
oB,-integrin-MADCAMI B PECAM
Selectins SRC kinases N 099 TR —
PSGLI Selectin PR PI3K MACI JAMs AN
VLM [Chemokines. VAVL VAV2, VAV3 ICAMI ESAM mngl
| Activation — |
Capture ’ Paracellular and transcellular
| transmegration
Adhesion |
How Arrest strengthening.  Intravascular Paraccliiar
spreading crawling

) SO0
e

"Endothelial cells Baserment membrane
Abb. 2: Schematische Darstellung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion. Nach Selektin-
vermitteltem ,Capture” von Leukozyten aus dem Blutfluss erfolgt deren Chemokin-vermittelte Aktivie-
rung. Das Rolling entlang des Endothels erfolgt durch Selektine. In der Folge kommt es liber die Wir-
kung von B,-Integrinen auf Leukozyten und deren Interaktion mit ICAM-1 auf dem Endothel zum Arrest
und zur festen Adhésion am Endothel. Zuletzt findet die trans- oder parazelluldre Transmigration in
das umliegende Gewebe statt. Die an den jeweiligen Prozessen beteiligten Schliisselmolekiile sind in
den entsprechenden Késten angegeben. ESAM (endothelial cell-selective adhesion molecule), ICAM1
(intercellular adhesion molecule 1), JAM (junctional adhesion molecule), LFA1 (lymphocyte function-
associated antigen 1), MAC1 (macrophage antigen 1), MADCAM1 (mucosal vascular addressin cell-
adhesion molecule 1), PSGL1 (P-selectin glycoprotein ligand 1), PECAM1 (platelet/endothelial-cell
adhesion molecule 1), PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase), VCAM1 (vascular cell-adhesion molecule 1),
VLAA4 (very late antigen 4). Quelle: Ley et al. Getting to the site of inflammation: the leukocyte adhe-
sion cascade updated. Nat. Rev. Immunol. 2007,;7:678-689.

An der LEI sind drei verschiedene Selektintypen (L-, E- und P-Selektin) betei-
ligt (KANSAS 1996, LEY et al. 2007). Ein wichtiger Selektinligand ist der P-selectin
glycoprotein ligand 1 (PSGL1), der auch an der Aufnahme von Leukozyten in bereits
bestehende Leukozytenakkumulationen beteiligt ist (ERIKSSON et al. 2001) (Abb. 1).
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Chemotaktisch wirkende Zytokine und freie Sauerstoffradikale aktivieren Leu-
kozyten und auf deren Oberflache sitzende Adhasionsmolekile, die Integrine. Diese
vermitteln die permanente Leukozytenadhasion an endothelialen Rezeptoren
(RUOSLAHTI 1991, ZIMMERMAN et al. 1992, LEY et al. 2007). Zu den wichtigsten
Integrinen der LEI zahlen die B2-Integrine CD11a/CD18 (LFA-1) und CD11b/CD18
(MAC-1) sowie das B1-Integrin CD49d/CD29 (VLA-4) (LEY et al. 2007, CHAVAKIS et
al. 2009) (Abb. 1). Wahrend Granulozyten uber ihre $2-Integrine an endothelstandige
.intracellular adhesion molecules® ICAM-1 und ICAM-2 binden, interagieren Lympho-
zyten und Monozyten Uber das VLA-4 vor allem mit dem ,vascular cell adhesion mo-
lecule” VCAM-1 (SMITH 1993, RAHMAN et al. 2009) (Abb. 2). Nach fester leukozyta-
rer Adhasion an das Endothel (,sticking“) kommt es schliellich unter dem Einfluss
migrationsfordernden Faktoren zur Diapedese der Leukozyten in das Zielgewebe
(Abb. 2). Beispiele fur solche Faktoren sind IL-8 und MIP-13 (macrophage inflamma-
tory protein 1 beta) (TANAKA et al. 1993).

3.1.5.2 Blutgerinnung

Eine Vielzahl innerer und aulerer Faktoren ist in der Lage, das Blutgerin-
nungssystem zu beeinflussen. In der Unfallchirurgie sind diesbezuglich insbesondere
das schwere Trauma, die Sepsis und Verbrennungen von Bedeutung. Veranderun-
gen von Gerinnungsparametern sind ein wichtiges diagnostisches Erkennungszei-
chen der posttraumatischen Inflammation. Sie reichen vom einfachen Absinken der
Thrombozytenzahl im Blut Uber Fibrinablagerungen im Gefal3system mit
Thrombusbildung bis hin zur voll ausgepragten Verbrauchskoagulopathie (DIC). Pati-
enten nach Trauma, im Schock und bei Sepsis weisen durch Verbrauchsvorgange
auch dann schon eine verringerte ATIII-Aktivitat auf, wenn noch keine fassbare DIC
vorliegt (SMITH-ERICHSEN et al. 1982, VOSS et al. 1990, FOURRIER et al. 1992).
Die DIC stellt fir den Patienten eine besondere Gefahr dar. Sie kann primar bedingt
durch das Trauma oder sekundar durch septische Mediatorausschittung auftreten
(VERVLOET et al. 1998). Neben dem generalisierten Missverhaltnis einzelner Media-
toren der Hamostase ist ihre Entstehung auf eine vermehrte Thrombinproduktion zu-
rickzufiihren (DUNBAR & CHANDLER 2009, CHANDLER 2010).



EINLEITUNG 13

Die Gerinnungsaktivierung wird in erster Linie durch den Tissue Factor (TF) ini-
tiiert. Dieser wird nach Stimulation durch Entziindungsmediatoren von Monozyten
und Endothelzellen exprimiert (OSTERUD 1998). TF bildet mit dem Gerinnungsfaktor
Vlla einen Komplex, der in der Lage ist, die Gerinnungsfaktoren IX und X und somit
die Gerinnungskaskade zu aktivieren (OSTERUD et al. 1977).

Zur Vermeidung UberschieRender Gerinnungsreaktionen und zur Aufrechter-
haltung des koagulatorischen Systemgleichgewichts wirkt der Blutgerinnung das Sys-
tem der Fibrinolyse entgegen. AulRerdem wird sie von verschiedenen antikoagulato-
risch wirkenden Systemen moduliert, die einer unkontrollierten Aktivierung und der
Entstehung einer DIC entgegenwirken. Hierzu gehoéren der Tissue Factor Pathway
Inhibitor (TFPI), der die extrinsische Aktivierung der Gerinnung verhindert (BROZE
1995), an Glykosaminoglykan gebundenes Antithrombin Il (ATIIl), das innerhalb der
Gerinnungskaskade als Serinproteaseinhibitor fungiert (ROSENBERG 1989) und das
Thrombomodulin (TM) / Protein C- und S-System, das die Gerinnungsfaktoren Va
und Vllla inaktiviert (ESMON 2003).

3.1.5.3 SIRS und Multiorganversagen nach Trauma

Aktivierte Leukozyten sequestrieren nicht nur in traumatisch geschadigtes Ge-
webe, sondern auch in andere Organe. Nach dem Ubergriff auf solche ,remote or-
gans® kann die Entzindung zu einem SIRS (systemic inflammatory response syn-
drome) generalisieren (DURHAM et al. 2003, HIETBRINK et al. 2006). Die massive
systemische Freisetzung von Entziindungsmediatoren im Rahmen des SIRS stort die
Mikrozirkulation (PASQUALE et al. 1996). Mikrozirkulationsstoérungen kénnen zu Or-
ganfunktionsstérungen (,remote organ failure®) und nicht zuletzt zum Multiorganver-
sagen (MOF) fihren (CHIEREGO et al. 2006, VINCENT et al. 2005, INCE 2005).

Eine mogliche Erklarung flr die systemische Ausbreitung der primar lokalen
Inflammation bietet die ,two-hit-Theorie® (ROTSTEIN 2003). Diese beschreibt ein
Szenario, an dessen Anfang das Trauma (,first hit“) mit lokaler Gewebeschadigung
und beginnender Immunantwort steht (KEEL & TRENTZ 2005). Wahrend der Immun-
reaktion kommt es immer zu einem Wechselspiel aus pro- und antiinflammatorischen
Einflissen (BONE 1996). Trifft nun ein zweites schadigendes Ereignis (,second hit®)

in einer vulnerablen Phase den Organismus, ist der systemischen Ausbreitung der
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Inflammation der Weg geebnet. Unter dem Begriff ,second hit* fasst man verschie-
denste Ereignisse zusammen. Es kann sich z.B. um die Folgeerscheinung von
Ischamie und Reperfusion, von prolongierter Hypovolamie oder um eine Infektion
handeln. Auch zum falschen Zeitpunkt durchgeflihrte groRRe chirurgische Eingriffe
konnen ein ,second hit“ darstellen (KEEL & TRENTZ 2005, BHATIA et al. 2006).

Um den Einfluss eines solchen klinisch haufig vorkommenden ,second hit*
nach schwerem Trauma zu simulieren, erhielten einige Versuchstiere der vorliegen-
den Studie eine Endotoxinamie. Das Immunsystem erkennt Keiminvasionen anhand
mikrobieller Signalmolekule. Zu diesen gehoren Lipopolysaccaride (LPS) gramnega-
tiver Bakterien (Endotoxine) (de KIMPE et al. 1995, SALUK-JUSZCZAK et al. 2005).
LPS bindet an das LPS-bindende Protein (LBP), welches LPS zu seinem Rezeptor
(CD14) transportiert. Dieses Oberflachenmolekul liegt membranstandig (mCD14) und
in geléster Form (sCD14) vor und ist, wie die sogenannten Toll-like-Rezeptoren
(TLR), ein wichtiges Molekul in der ,Nicht-Selbst-Erkennung“ des Immunsystems
(HAZIOT et al. 1988, SCHUMANN et al. 1990, WRIGHT et al. 1990). CD14 hat je-
doch priméar eine Erkennungsfunktion fur LPS und ist nicht in der Lage Signale auf
zellularer Ebene weiterzuleiten (CALVANO et al. 2003). Fir diese Weiterleitung LPS-
induzierter Signale liegt CD14 im Komplex mit MD2 und TLR-4 vor (HEUMANN &
ROGER 2002). MD2 ist ein Oberflachenprotein, das an der TLR4-Oberflachen-
expression beteiligt ist und dessen Antwort auf LPS ermdglicht (DZIARSKI & GUPTA
2000). Die Signalweiterleitung nach intrazellular erfolgt Gber eine von TLR-4 ausge-
hende intrazellulare Signalkaskade, die NF-kB aktiviert, der auf genetischer Ebene
die Produktion verschiedener Entzundungsmediatoren reguliert (CALVANO et al.
2003, MIYAKE 2004). Die Bindung von LPS/LBP an seinen immunzellstandigen
Rezeptorkomplex (CD14-MD2-TLR4) aktiviert oder verstarkt folglich die bereits ab-
laufende zellulare Immunreaktion Uber eine Ausschuttung proinflammatorischer Zyto-
kine (TNF q, IL-1B, IL-8) (SPOONER et al. 1992, DENTENER et al. 1993).

3.1.6 Therapie des Weichteiltraumas

Die heutigen Erkenntnisse zur Therapie von Extremitatenverletzungen mit
Weichteilbeteiligung stammen groftenteils aus tierexperimentellen Studien oder ha-
ben sich nach empirischer Testung durchgesetzt (JARVINEN et al. 2007). Ziel der
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Versorgung von Weichteildefekten an Extremitaten ist die Wiederherstellung der ur-
sprunglichen Funktion.

In der Akutbehandlung traumatischer Weichteilverletzungen hat sich ein aus
den vier Strategien Immobilisation, Kryotherapie, Kompression und Hochlagerung
bestehendes Therapieprinzip durchgesetzt (JARVINEN et al. 2005, KIEB et al. 2010).
Die Kombination dieser Ma3nahmen soll die Einblutung ins Gewebe minimieren und
Schwellungen entgegenwirken (DEAL et al. 2002, BLEAKLEY et al. 2004).

Aus ubermaRiger Bindegewebsneubildung bei der Muskelregeneration resul-
tieren Funktionseinschrankungen. Da die Bindegewebsneubildung in Zusammen-
hang mit dem Ausmal} des Hamatoms steht, wird versucht, dessen Bildung und Aus-
breitung zu verhindern. Kryotherapie und Kompression senken den muskularen
Blutfluss und vermindern die Hamatombildung (DEAL et al. 2002, BLEAKLEY et al.
2004). Zudem vermindert Kalte den Gewebemetabolismus, die zellulare Entzin-
dungsreaktion und somit die endotheliale Permeabilitdt, wodurch der interstitiellen
Odembildung vorgebeugt wird (DEAL et al. 2002, HUBBARD & DENEGAR 2004,
SCHASER et al. 2006). Die Hochlagerung der betroffenen Extremitat Gber Herzhdhe
wirkt der Odembildung durch Absenkung des hydrostatischen Druckes entgegen
(JARVINEN et al. 2005). Die sofortige konsequente Immobilisation soll die Retraktion
zerrissener Muskelstimpfe und Rerupturen verhindern. Hierdurch werden auch die
Grolle des Hamatoms und der spateren Narbe zugunsten neuen Muskelgewebes
reduziert (JARVINEN & LEHTO 1993, JARVINEN et al. 2005, KIEB et al. 2010).
Nach drei bis funf Tagen ist in der traumatisierten Muskelregion durch das frische
Granulationsgewebe eine gewisse Festigkeit erreicht. Zu diesem Zeitpunkt sollte mit
einer stufenweisen Remobilisation der betroffenen Extremitat begonnen werden, um
deren positiven Effekte auf die Muskelregeneration auszunutzen (JARVINEN et al.
2005, KIEB et al. 2010).

Bei geschlossenen Weichteilverletzungen werden, erganzend zu den bereits
oben genannten, immer neue Therapieansatze diskutiert. Ein wesentlicher Ansatz ist
die antiinflammatorische Therapie der posttraumatischen Entzindungsreaktion im
Skelettmuskel, um den Circulus vitiosus aus Inflammation und daraus resultierenden
Sekundarfolgen kausal zu unterbrechen (GIERER et al. 2005, GIERER et al. 2007,

GIERER et al. 2010). In der vorliegenden Studie wurde die antiinflammatorische
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Wirksamkeit von Antithrombin Il auf die Inflammation nach einem geschlossenen

Skelettmuskeltrauma der Ratte untersucht.

3.2 Antithrombin Il (ATIII)

ATIII ist ein Plasmaglykoprotein mit einem Molekulargewicht von etwa 58 kD.
Es gehort zur Familie der Serpine (Serin-Protease-Inhibitoren) und wird Vitamin K-
unabhangig in der Leber synthetisiert. Seine Plasmakonzentration liegt normalerwei-
se bei ~12,5 mg/dl (MURANO et al. 1980). Die Halbwertszeit liegt zwischen 1,5 und
2,5 Tagen (ANGSTWURM et al. 2009). Sie kann im Rahmen einer Verbrauchskoa-
gulopathie drastisch auf 8 - 12 h absinken (LEVI & CATE 1999, ILIAS et al. 2000).
ATIII kommen im Wesentlichen zwei voneinander unabhangige Aufgaben zu: die
Regulation der Blutgerinnung und die antiinflammatorische Modulation entziandlicher
Prozesse (ROEMISCH et al. 2002).

3.2.1 ATIIl, Heparin und Blutgerinnung

ATIII ist als Breitspektrum-Serin-Protease-Inhibitor ein universaler Modifikator
der Blutgerinnung (OPAL et al. 2002). Es ist in der Lage, einen Grof3teil der wahrend
der Gerinnung aktivierten Enzyme zu neutralisieren. Von besonderer Bedeutung ist
seine Wirkung auf Thrombin (Faktor Ila) und die aktivierten Faktoren VII, IX, X, XI
und XIl (DAMUS et al. 1973, ROSENBERG et al. 1975, STEAD et al. 1976, OLDS et
al. 1994, RAO et al. 1995).

Nach aquimolar kovalenter Bindung inaktiviert ATIIl seine Zielproteasen irre-
versibel (SCHREUDER et al. 1994, EISELE et al. 1998). Durch Bindung von Heparin
an den aminoterminalen Bereich des ATIII-Molekuls kommt es in diesem zu einer
Konformationsanderung. Hierdurch verbessert sich der Zugang der Zielproteasen
zum aktiven Zentrum und die dortige Komplexbildung wird beschleunigt (ROEMISCH
et al. 2002, LEVI & CATE 1999, MAMMEN 1995). Heparin bewirkt eine bis zu 1.000-
fache Beschleunigung der ATIll-bedingten Inaktivierung von  Thrombin
(ROSENBERG 1989).

Heparin bindet mit seiner Pentasaccharideinheit an den Komplex aus Throm-
bin und ATIII. Das auf Endothelzellen vorkommende Glykosaminoglykan Heparansul-

fat (HSPG) enthalt ebenfalls ein Pentasaccharid, mit dem es ATIIl bindet und dessen
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Wirkung unterstitzt (ROEMISCH et al. 2002). Es wird angenommen, dass ein Grof3-
teil der physiologischen ATIII-Wirkung durch die Interaktion zwischen ATIIlI und He-
paransulfat zustande kommt. Bemerkenswert ist, dass das Endothel im mikrovasku-
laren System etwa zehnmal so viel heparindhnliche Aktivitat bereitstellt wie das
makrovaskulare Endothel. Dies wird durch die Anzahl der ATIII-Bindungsstellen pro
Endothelzelle deutlich, die sich mit etwa 50.000 im makrovaskularen Endothel im
Gegensatz zu etwa 500.000 im mikrovaskularen Endothel unterscheiden (BOMBELI
et al. 1997). Dieser Unterschied deutet darauf hin, dass ATIII an der Aufrechterhal-
tung der physiologischen Mikrozirkulation wesentlich beteiligt ist (OPAL et al. 2002).

3.2.2 ATII und Antiinflammation

In den vergangenen Jahrzehnten wurde in vielen Studien immer wieder von
antiinflammatorischen Wirkungen von ATIII berichtet. Bei septischen Intensivpatien-
ten gemessene erniedrigte ATIII-Level korrelierten mit einer schlechteren Prognose
(WILSON et al. 1989, WILSON et al. 1996). Gleichzeitig wurden bei Patienten mit
normalen ATIII-Aktivitaten weniger Infektionen beobachtet (WILSON et al. 1996). Ein
ATIlI-Anstieg wahrend eines Klinikaufenthaltes korrelierte mit einer besseren Uberle-
bensrate (MASSIGNON et al. 1994).

Basierend auf diesen Erkenntnissen sind Studien zur Substitutionstherapie von
ATIII bei Sepsis durchgeflihrt worden. In diesen Studien verbesserte ATIIl z.B. sep-
tisch bedingte Organdysfunktionen. Auch organprotektive Effekte wurden beobachtet
(INTHORN et al. 1997). Auch in verschiedenen Endotoxinamie-Tiermodellen wurden
die Wirkungen von ATIII untersucht. In einem Kaninchenmodell hat ATIIl eine Ver-
besserung des Gesamtliberlebens bei Endotoxinamie bewirkt, ohne dabei jedoch die
Gerinnung zu beeinflussen (TRIANTAPHYLLOPOULOQOS 1984).

Eine in vitro Studie zeigte, dass ATIIl die Prostazyklinproduktion stimuliert
(YAMAUCHI et al. 1989). Nachdem ATIIl in einem Endotoxindmie-Tiermodell die
Leukozytenaktivierung vermindern konnte, wurde die Freisetzung von Prostazyklin
(PGIly) nach Bindung von ATIIl an endothelstandige Heparansulfatproteoglykane
(HSPG) als mdglicher Wirkmechanismus angenommen (OKAJIMA & UCHIBA 1998).

Unter Nutzung des Zyklooxygenaseinhibitors Indomethazin konnte bewiesen
werden, dass ATIII die Zyklooxygenaseaktivitat erhdht (HOFFMANN et al. 2000).



EINLEITUNG 18

Daraus resultiert eine vermehrte Freisetzung von PGl mit verminderter Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion und verbesserter Gewebeperfusion (HOFFMANN et al.
2000) (Abb. 3).

Dass diese Wirkung von ATIIl Uber die Bindung an HSPG zustande kommt,
wurde mithilfe von Tryptophan®®-blockiertem ATIII (TRY*-AT) nachgewiesen. TRY*-
AT kann nicht an HSPG binden. Die Applikation von TRY*-AT bewirkte im Tiermo-
dell die vollstdndige Aufhebung des zuvor gezeigten signifikanten antiinflammatori-
schen Effekts von ATIIl (HOFFMANN et al. 2002a). Spater wurde erganzend hinzu-
gefugt, dass ATIIl nach HSPG-Bindung spezifisch die Zyklooxygenase 1 induziert,
die fur die Freisetzung von PGI, verantwortlich ist (HARADA et al. 2004) (Abb. 3).

ATIII

IL1
IL6
TNF

=
HSPG ADP IPGI

vAM | CD36

LPS ? JJ_‘
m

Abb. 3: Entziindungsmodulierende Wirkung von ATIlIl am Endothel. Die Bindung von ATIIl an Hepa-
ransulfatproteoglykane (HSPG) induziert zelluldre Signalwege, die ihrerseits biochemische und funk-
tionelle Reaktionen auf entziindliche Reize, z.B. bakterielle Lipopolysaccaride (LPS), modifizieren.
Diese Modifikationen umfassen eine verminderte Freisetzung von Entziindungs- und prokoagulato-
rischen Mediatoren (z.B. IL-1, IL-6, TNFa, tissue factor (TF), Adenosindiphosphat (ADP) und zellula-
ren Adhdsionsmolekiilen (AM)) sowie eine vermehrte Freisetzung von antikoagulatorischem Prosta-
zyklin und CD36 (Glykoprotein IlIb). Quelle: modifiziert nach Wiedermann. Clinical review: molecular
mechanisms underlying the role of antithrombin in sepsis. Crit Care. 2006;10:209.

Im Rahmen der Thromboseprophylaxe werden ATIIl und Heparin auch kombi-
niert eingesetzt (DELLINGER et al. 2004). Es konnte gezeigt werden, dass die
protektive antiinflammatorische Wirkung von ATIIl durch gleichzeitige Gabe von He-
parin vollstandig aufgehoben wird (HOFFMANN et al. 2002b). Zudem birgt die
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gleichzeitige Applikation beider Substanzen ein erhebliches Blutungsrisiko
(WARREN et al. 2001).

Heparin bindet kompetitiv an endotheliale HSPG, wodurch die Bindung von
ATl mit zyklooxygenaseabhangiger PGl,-Ausschittung und Entfaltung einer ent-
sprechenden antiinflammatorischen Wirkung verhindert werden. Hier ist wahrschein-
lich der Grund fur die fehlende antiinflammatorische Wirksamkeit von ATIIIl in der
KyberSept-Studie gegeben (WARREN et al. 2001). Nur eine Subpopulation von Pati-
enten, die kein Heparin erhielt, profitierte - gemessen an der Mortalitdt nach 90 Ta-
gen - signifikant (p < 0,05) von der ATIII-Therapie (WARREN et al. 2001). Das relati-
ve Mortalitatsrisiko war in diesem Patientenkollektiv um etwa 15% geringer als in der
Kontrollgruppe (OPAL et al. 2002).

Die KyberSept-Studie und deren Diskussion trugen entscheidend zur Idee fur
die vorliegende Studie bei. ATIIl hat in der breiten Versorgung septischer Patienten
trotz seiner nachgewiesenen antiinflammatorischen Potenz bislang keine Anwendung
gefunden. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Studie die pleiotropen Ef-
fekte von ATIIl im Bereich der Traumaversorgung untersucht. Sie befasst sich mit
dem Einfluss von ATIII auf die Mikrozirkulation nach geschlossenem Weichteiltrauma
bei Endotoxinamie. Die Endotoxinamie simuliert einen Zustand systemischer Inflam-
mation nach vorausgegangenem Trauma im Sinne eines ,second hit".

Im Rahmen der experimentellen Untersuchungen wurden traumatisch, inflam-
matorisch sowie therapeutisch bedingte Veranderungen am traumatisierten Muskel
sowohl durch hochauflésende intravitale Multifluoreszenzmikroskopie als auch durch
histologische und laborchemische Parameter ermittelt, charakterisiert und quantifi-

ziert.
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4 ZIEL DER STUDIE

ATIIl hat eine signifikante antiinflammatorische Potenz. Die Wirkung von ATIII
auf posttraumatische Entzindungsreaktionen in der Skelettmuskulatur nach schwe-
rem Weichteiltrauma wurde bisher nicht untersucht. Ziel der vorliegenden experimen-
tellen Studie war es, die Wirkung und Effektivitdt von ATIIl auf das schwere ge-
schlossene Weichteiltrauma und die damit verbundene posttraumatische
Entzindungsreaktion zu analysieren. Dabei wurden insbesondere folgende Frage-

stellungen bearbeitet:

—

In welchem Ausmaly kann eine lokale muskulare Entzindungsreaktion nach

schwerem Weichteiltrauma beobachtet werden?

2.  Welchen Einfluss hat eine als ,second hit' applizierte Endotoxinamie auf das

Ausmal einer solchen Entziindungsreaktion?

3. Welchen Einfluss hat die ATIII-Therapie auf die Entzindungsreaktion nach

schwerem Weichteiltrauma mit und ohne Endotoxinamie?

4. Wie verandert sich die Blutgerinnung unter dem Einfluss von Trauma, Endoto-

xinamie und ATII?

5. Werden wahrend der Praparation ATIllI-behandelter Tiere Blutungskomplikatio-

nen beobachtet?
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5 MATERIAL UND METHODIK

5.1 Versuchstiere

Insgesamt wurden 34 mannliche Sprague-Dawley Ratten (Charles River, Sulz-
feld, Deutschland) mit einem Koérpergewicht zwischen 250 und 300g untersucht. Vor
Beginn der Experimente wurden die Tiere nach den Richtlinien des deutschen Tier-
schutzgesetzes fur mindestens eine Woche paarweise in einem klimatisierten Raum
der Versuchstierhaltung des Institutes fur Experimentelle Chirurgie der Universitat
Rostock (Direktor: Prof. Dr. med. Brigitte Vollmar) bei 12h Tag- und Nachtrhythmus
in Kafigen gehalten. Sie hatten jederzeit Standardfutter und Wasser ad libitum zur
Verfugung. Die Tierversuche waren gemal® dem Tierschutzgesetz genehmigt und

standen unter Aufsicht des Tierschutzbeauftragten der Universitat Rostock.

5.2 Modell

5.2.1 Anasthesie

Vor jedem Trauma, zur Applikation von LPS und ATIIl sowie vor der chirurgi-
schen Praparation mit nachfolgender IVM erhielten die Tiere jeweils eine intraperito-
neal mit Pentobarbital-Natrium (55 mg/kg KG; Nacoren; Merial GmbH, Halbergmoos,
Deutschland) eingeleitete Narkose (WAYNFORTH & FLECKNELL 1992, MORTON
et al. 2001). Bei Bedarf wurde Pentobarbital-Natrium (10 mg/kg KG) intermittierend
nachdosiert. In Narkose wurden alle Tiere am Hals und am linken Hinterlauf rasiert

(Electra GH204, Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) und desinfiziert.

5.2.2 Induktion des geschlossenen Weichteiltraumas

Jedes Tier wurde an der vorgesehenen Traumalokalisation des linken Unter-
schenkels farblich markiert. Zur anatomischen Orientierung dienten der Malleolus
lateralis und das Fibulakdpfchen. Das Trauma wurde im distalen Drittel einer Verbin-
dungslinie zwischen diesen beiden Strukturen appliziert (Abb. 4). Die resultierende
schwere geschlossene Weichteilverletzung am linken Hinterlauf lag topographisch
genau Uber dem M. extensor digitorum longus (SCHASER et al. 1999) (Abb. 4).

Durch eine exakte Traumaplanung und die Lagerung des Hinterlaufes in einer spezi-
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ell an seine Form angepasste Kunststoffschale (Technovit; Kulzer, Wertheim,
Deutschland) wurde die Position der Extremitat wahrend des Traumas innerhalb der
Schlagvorrichtung gesichert. Zusatzlich wurde eine optimierte Kraftverteilung garan-
tiert (Abb. 5). Das beschriebene Trauma simuliert eine typische, z.B. Im Rahmen von
Verkehrsunfallen haufig auftretende Verletzung der unteren Extremitat. Zur sicheren

Reproduzierbarkeit wurde es mithilfe der druckluftbetriebenen, computergesteuerten

Schlagvorrichtung ,,Controlled impact device® ausgefuhrt (Abb. 4 und 5).

Abb. 4: Platzierung der narkotisierten Ratte im ,Controlled impact device” zur Applikation des schwe-
ren geschlossenen Weichteiltraumas. A: Das Tier liegt auf der Auflagefldche. Der linke Hinterlauf ist
mit Pflasterstreifen in der Kunststoffschale fixiert. B: Nahaufnahme des fixierten linken Hinterlaufs der
Ratte. Die Lokalisation des Traumas ist farblich markiert und der Schlagbolzen (ber ein Gewinde auf
die vorgesehene Eindringtiefe eingestellt worden.

Diese Vorrichtung diente urspringlich der Untersuchung pathophysiologischer
und morphologischer Veranderungen nach schweren Schadelverletzungen der Ratte
(LIGHTHALL et al. 1989, DIXON et al. 1991) und setzt sich aus einer Stickstoff-
Druckluftflasche, einem in seiner Eindringtiefe verstellbaren Schlagbolzen (Durch-
messer 11 mm), einem manuellen Ausléser und einer computergesteuerten Schnitt-

stelle zur Datenubertragung und Festlegung von Zeit- und Auslenkungsparametern
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des Schlagbolzens (Schlaggeschwindigkeit 7 m/s, Eindringtiefe 11 mm, Schlagdauer
100 ms) zusammen (Abb. 5).

Abb. 5: Originalaufnahmen des Aufbaus der Schlagvorrichtung (A; ,Controlled impact device®) und
deren Steuerelemente (B). A: ,Controlled impact device“ mit Schlagbolzen, Druckluftanschluss und
manuellem Ausléser. Am hinteren Ende der Auflageflédche ist die an die Form des linken Hinterlaufs
der Ratte angepasste Kunststoffschale zu sehen; B: computergesteuerte Schnittstelle.

Nach dem Trauma wurden die Tiere zum Schutz vor weiteren Verletzungen
und zur stressfreien Erholung separiert zurtick in Einzelkafige gesetzt, die zum Aspi-
rationsschutz bis zum Abklingen der Narkose mit Zellstoff ausgelegt wurden.

5.2.3 Endotoxinamie und Applikation von ATIII

Sechs Stunden nach dem Trauma erhielten die Tiere die intraperitoneale In-
jektion von Escherichia coli Lipopolysaccarid (LPS) (n=14). Die Ubrigen Tiere (n=20)
bekamen das gleiche Volumen an Tragerldsung NaCl 0,9% i.p. verabreicht. Zeit-
gleich mit der Induktion der Endotoxinamie erfolgte die Therapie mit ATIII. Die Tiere
erhielten intravends ATIII (n=13) oder das gleiche Volumen an Tragerlésung NaCl
0,9% i.v. verabreicht (n=21). Die Injektionslésungen wurden nach Erwarmung des

Schwanzes in handwarmem Leitungswasser (ca. 45°C) und damit einer Verbesse-
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rung der lokalen Durchblutung mit einer feinen Kanule proximal in eine der dorsalen
Kollateralvenen des Schwanzes injiziert (MORTON et al. 2001).
Nach der Applikation von Endotoxin und ATIIl wurden die Tiere wie bereits be-

schrieben separiert zurlck in mit Zellstoff ausgelegte Einzelkafige gesetzt.

5.2.4 Chirurgische Praparation

Vierundzwanzig Stunden nach dem Trauma erfolgte die chirurgische Prapara-
tion. Um den Einfluss von Unterkuhlung auf die Mikrozirkulation zu vermeiden, wur-
den die Tiere in Ruckenlage auf einer Warmeplatte (Fa. Effenberger, Pfaffing/Attel,
Deutschland) positioniert und mit Pflasterstreifen an den Vorderlaufen locker auf die-
ser fixiert. Die Temperatur der Warmeplatte war kontinuierlich auf 37°C eingestellt.

Zur Sicherung der Atmung in Narkose wurde eine mikrochirurgische Tracheo-
tomie durchgefuhrt. Die pratracheale Muskulatur wurde nach einem medianen Haut-
schnitt in Langsrichtung gespalten, die Trachea unter Schonung von Nachbarstruktu-
ren stumpf freiprapariert und mit zwei Ligaturen angeschlungen. Nach ventralseitiger
horizontaler Durchtrennung eines Ligamentum anulare tracheae wurde ein Polyethy-
lentubus (Portex, Hythe, Kent, GroRbritannien; Innendurchmesser (ID) 1,67 mm, Au-
Rendurchmesser (OD) 2,42 mm) eingelegt und mit den vorgelegten Ligaturen fixiert
(Abb. 6). Uber diesen Tubus wurden die Tiere mit einem Atemzugvolumen von
1ml/100g und 50 Atemzigen/min mit Raumluft beatmet.

Die Praparation der A. carotis communis erfolgte stumpf Gber den bereits be-
stehenden medianen Zugang unter Schonung des N. vagus und der V. jugularis in-
terna. Die A. carotis wurde zweifach angeschlungen, proximal ligiert und distal vor-
ubergehend mit einem atraumatischen Gefaliclip verschlossen, um den die distale
Ligatur vorgelegt wurde. Nach mikrochirurgischer Querinzision des Gefalles wurde
intraluminal ein Polyethylenkatheter (Portex, Hythe, Kent, Grol3britannien; PE50, ID
0,58 mm, OD 0,96 mm) platziert. Nach Entfernung des Gefaliclips wurde dieser mit
der vorgelegten Ligatur gesichert (Abb. 6).

Die mikrochirurgische Praparation des traumatisierten M. extensor digitorum
longus wurde, wie urspringlich von TYML und BUDREAU (1991) beschrieben und
von SCHASER et al. (1999) fur das vorliegende Modell weiterentwickelt, durchge-
fuhrt (Abb. 6). Wahrend der Praparation wurde besonders atraumatisch operiert, um
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dem im nachsten Untersuchungsschritt zu mikroskopierenden M. extensor digitorum
longus keine Praparationsschaden oder thermischen Schaden, z.B. bei der Benut-
zung einer feinen bipolaren Pinzette zur Stillung kleinster Blutungen, zuzufiigen. Die
Praparation erfolgte nach Umlagerung des Tieres in Bauchlage unter Abduktion und
Extension des linken Hinterlaufes. Dieser wurde auf einer ca. 1 cm hohen Rolle aus
einer entsprechend gefalteten Mullkompresse (10x10 cm) gelagert (Abb. 6 und 7).

Zur sicheren Stabilisierung dieser Position erfolgte die Extension Gber einen im dista-

len Drittel des Unterschenkels ventral um die Achillessehne geschlungenen Nahtzi-
gel (4-0 Prolene) (Abb. 6 und 7).

Abb. 6: Mikrochirurgische Prédparation der Ratte. A: Originalaufnahme der narkotisierten Ratte nach
erfolgter Préparation der Halsregion mit Tracheotomie und liegender Kanlile zur spéteren maschin-
ellen Beatmung sowie nach Katheterisierung der rechten A. carotis communis. B: Skizze der Prépara-
tion des M. extensor digitorum longus sinister. C: Originalaufnahme des préparierten M. extensor digi-
torum longus sinister nach Retraktion des M. soleus mithilfe einer Haltenaht.

Nach einer 2,5 cm langen lateralen Langsinzision von Haut und Faszie des
linken Unterschenkels entlang einer imaginaren Linie zwischen Fibulakdpfchen und
Malleolus lateralis wurde der M. extensor digitorum longus dargestellt. Hierzu war die
Retraktion des benachbarten M. soleus durch eine Haltenaht (4-0 Prolene) hilfreich

(Abb. 6 und 7). Der M. extensor digitorum longus wurde wahrend der Operation mog-
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lichst nicht berthrt und durch intermittierendes Betropfen mit isotonischer Kochsalz-
I6sung feucht gehalten. Direkt im Anschluss an die Praparation erfolgte die Abde-
ckung des Wundgebietes mit einem handelstblichen Deckglas (Abb. 7). Dadurch
wurde sowohl der Austrocknung als auch dem Einfluss von Umgebungssauerstoff
auf die freiliegende Muskulatur vorgebeugt.

Das Tier wurde unter dem Mikroskop positioniert (Abb. 7). Vor der intravitalen

Multifluoreszenzmikroskopie (IVM) wurde eine Ruhephase von 20 Minuten zur Stabi-

lisierung des Tieres eingehalten.

Abb. 7: Originalaufnahmen des Versuchsaufbaus vor Durchfiihrung der Intravitalmikroskopie. A: Das
Versuchstier liegt in physiologischer Neutralstellung der Gelenke in Bauchlage auf einer Wérmeplatte
vor dem Mikroskop. Der linke Hinterlauf ist auf einer gefalteten Mullkompresse gelagert. Retraktions-
ziigel helfen bei der Darstellung des zu mikroskopierenden Muskels. Das Wundgebiet ist mit physiolo-
gischer Kochsalzlésung benetzt worden und von einem Deckglas bedeckt. Neben den Beatmungs-
schlduchen ist der arterielle Zugang mit 3-Wege-Hahn und einer aufgesetzten Spritze zu erkennen
(Pfeil). B: Detailreichere Darstellung des préparierten linken Hinterlaufes und der benutzten Objektive.

Alle chirurgischen Eingriffe wurden nach grundlicher Hautdesinfektion des
Operationsgebietes mit mikrochirurgischem Instrumentarium unter aseptischen Be-

dingungen durchgefuhrt.

5.3 Experimentelle Gruppen und experimentelles Protokoll

5.3.1 Experimentelle Gruppen

In der vorliegenden tierexperimentellen Studie wurde der therapeutische Ein-

fluss von ATIII auf das schwere geschlossene Weichteiltrauma mit und ohne zusatzli-
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che Endotoxinamie untersucht. 34 Versuchstiere wurden funf Versuchsgruppen ran-

domisiert zugeordnet (Abb. 8).

K
n=7
_ T T/Th
n=34 n=7 n=6
T/E T/E/Th
n=7 n=7

Abb. 8: Schematische Darstellung der experimentellen Gruppen. Dargestellt sind die Versuchsgrup-
pen K (Kontrolle: Kontrolltiere ohne Intervention), T (Trauma), T/E (Trauma und Endotoxindmie), T/Th
(Trauma und ATIIl als Therapie), T/E/Th (Trauma, Endotoxindmie und ATIIl als Therapie). In der statis-
tischen Auswertung wurden alle Gruppen mit K verglichen, weiterhin wurden die Gruppen T und T/Th
sowie T/E und T/E/Th miteinander verglichen.

5.3.2 Experimentelles Protokoll

Zum Zeitpunkt Null (Oh) wurde bei 27 Tieren am lateralen linken Hinterlauf ein
geschlossenes Weichteiltrauma induziert. Sieben Kontrolltiere wurden nicht traumati-
siert.

Sechs Stunden nach dem Trauma (6h) erhielten 14 Tiere eine LPS-Injektion
(10 mg/kgKG i.p; Serotyp 0128:B12; Sigma, Taufkirchen, Deutschland; n=14) (Abb.
9). Zur Kontrolle wurde allen weiteren Tieren das gleiche Volumen an Tragerlésung
0,9% NaCl i.p. appliziert (n=20).

Zeitgleich mit der Induktion der Endotoxinamie wurden 13 Tiere einmalig mit
AT therapiert (250 IU/kgKG i.v.; Atenativ; Octapharma, Langenfeld, Deutschland;
n=13) (Abb. 9), die Ubrigen Tiere erhielten das gleiche Volumen an Tragerldsung
NaCl 0,9% i.v. (n=21).
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Vierundzwanzig Stunden nach Trauma (24h) folgten die mikrochirurgische
Tracheotomie und Intubation mit anschlielender Beatmung sowie die Katheterisie-
rung der A. carotis communis dextra. Zuletzt fanden die Praparation des M. extensor

digitorum longus und die intravitale Multifluoreszenzmikroskopie statt (Abb. 9).

LPS (10mgkgip.)

Trauma AT 250mg/kg i.v.) IVM
~ ~ =~
Oh 6h 24h

Abb. 9: Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs. Zum Zeitpunkt O erfolgte die ge-
schlossene Weichteiltraumatisierung, nach sechs Stunden die intraperitoneale Applikation von Endo-
toxin (LPS) und die intravendése Injektion von Antithrombin Ill (ATIll). 24 Stunden nach Trauma wurden
die mikrochirurgische Muskelprdparation und intravitalmikroskopische Untersuchung (IVM) des trau-
matisierten M. extensor digitorum longus durchgeftihrt.

5.4 Untersuchungstechniken

5.4.1 Makrohamodynamisches Monitoring

Der arterielle Zugang wurde zur kontinuierlichen Aufzeichnung des mittleren
arteriellen Blutdrucks (MAP) und der Herzfrequenz (HR) Uber einen Dreiwegehahn
(Braun, Melsungen, Deutschland) an einen Druckabnehmer (Statham Typ P23 ID,
Gould Inc. Oxnard, CA, USA) angeschlossen, der mit einem Monitor verbunden (Si-
recust; Siemens, Munchen, Deutschland) war. Als Zielwerte flr den mittleren arteriel-
len Blutdruck (100-110 mmHg) und fur die Herzfrequenz (350-450/min) waren die
Normwerte gesunder Kontrolltiere im zirkadianen Verlauf vorgegeben (van den
BUUSE et al. 1999). Uber den arteriellen Zugang wurde den Tieren auch Blut fir
spatere Untersuchungen und fur Blutgasanalysen zur Anpassung der Beatmungspa-
rameter (Zielgréfen: pH 7,35-7,45; CO, 35-45 mmHg; O, 100 mmHg; BE -4 bis +4)

entnommen. Volumensubstitution und Injektionen von Fluoreszenzfarbstoffen fanden
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ebenfalls Uber diesen Zugang statt. Zur Aufrechterhaltung von physiologischen Wer-
ten standen die Einstellung der Narkosetiefe und der Beatmung sowie die Applikation
physiologischer Kochsalzlésung zur Verfiigung. Diese wurde auf maximal 4ml/kg/h
limitiert, um eine starke Hamodilution zu verhindern (MORTON et al. 2001).

5.4.2 Mikrohamodynamik

Als direkte Methode zur Analyse der Mikrohamodynamik und des zellularen
Entzindungsgeschehens im traumatisierten Skelettmuskel wurde die intravitale Mul-

tifluoreszenzmikroskopie (IVM) gewahlt.

5.4.2.1 Grundlagen der intravitalen Multifluoreszenzmikroskopie in Epi-

llluminationstechnik

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie nutzt die Eigenschaft fluoreszierender
Stoffe, bei Anregung durch Licht bestimmter Wellenlange Licht zu emittieren. Fluo-
reszenz ist die spontane Lichtemission eines Molekills wahrend des Ubergangs in
ein niedrigeres Energielevel (Stokes-Verschiebung; engl. Stokes-shift) bei Bestrah-
lung (Abb. 10).

Da einige Stoffe schon ohne Vorbehandlung fluoreszieren, besteht in diesen
Fallen die Moglichkeit das native Praparat zu bestrahlen. Ist dies nicht der Fall, kann
das Praparat vor der Mikroskopie mit einem Fluoreszenzfarbstoff angefarbt werden.
Die Bestrahlung des Farbstoffmoleklls mit Licht fuhrt ihm physikalische Energie zu,
wodurch kreisende Elektronen des Molekuls auf ein hdheres Energieniveau gehoben
werden. Da jedoch regelhaft der stabilste Zustand einer chemischen Verbindung
dem energiearmsten entspricht, versucht eine angeregte Substanz wieder in diesen
Zustand zu gelangen. Fluoreszierende Stoffe kdnnen ihr urspringliches Energieni-
veau durch Abgabe von Lichtquanten erreichen.

Die Stokes’sche Regel besagt, dass ein gewisser Anteil der eingestrahlten
Lichtenergie nicht als Licht, sondern in einer anderen Energieform (z.B. Warmeener-
gie) abgegeben wird. Hierdurch unterscheidet sich der Energiegehalt einfallender
und emittierter Lichtquanten. Die emittierten Lichtquanten sind energiearmer und das

emittierte Licht entsprechend der physikalischen Formel: A = (h * ¢) / E (A\: Wellenlan-
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ge; h: Planck’sches Wirkungsquantum; c: Lichtgeschwindigkeit; E: Energie) langwel-

liger als das anregende Licht (Abb. 10).

Stokes-shift

A
A 4

Anregung
(Excitation)

Abstrahlung
(Emission)

Intensitat

Wellenldnge

Abb. 10: Schematische Darstellung der Stokes-Verschiebung (Stokes-shift), welche als die Differenz
zwischen Anregungs- und Abstrahlungswellenldnge bezeichnet wird.

Dieses Phanomen ist von den spezifischen Eigenschaften des angeregten
Fluoreszenzmolekuls abhangig. Unter Nutzung der Bindungs- und Verteilungseigen-
schaften verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe konnen unterschiedliche Blutbestand-
teile hervorgehoben und verschiedene Parameter untersucht werden. Durch speziel-
le Filteranordnungen im Mikroskop ist die exakte Unterscheidung zwischen
Anregungs- und emittiertem Licht mdglich.

Der erste Filter ist ein Anregungsfilter. Dieser isoliert aus dem gesamten
Spektrum des einfallenden Lichtes den Wellenlangenbereich, der zur Anregung des
ausgewahlten Fluoreszenzfarbstoffes bendtigt wird (Abb. 11). Ein nachgeschalteter
dichromatischer Teilerspiegel reflektiert das Anregungslicht auf das fluoreszierende
Objekt und ist zugleich fur das langwelligere emittierte Licht durchlassig (Abb. 11).
Anregungs- und Emissionslicht werden also voneinander getrennt. Zuletzt filtert ein
Sperrfilter aus dem emittierten Wellenlangenspektrum jenen Wellenlangenbereich

heraus, der fur den verwendeten Fluoreszenzfarbstoff spezifisch ist, wodurch fir den
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Untersucher zuletzt ausschlieBlich die vom genutzten Fluoreszenzfarbstoff ausge-

hende Lichtemission erkennbar ist (Abb. 11).

Okular

Sperrfilter
Lichtquelle I/

N
q | Dichromatischer
\\/ Teilerspiegel

/!

Anregungsfilter

Objektiv

Praparat

Abb. 11: Schematische Darstellung des prinzipiellen Aufbaus eines Auflichtfluoreszenzmikroskops mit
seiner typischen Spiegel- und Filteranordnung.

Durch die beschriebene Diskriminierung von Licht bestimmter Wellenlangen

erklaren sich die hohe Sensitivitat und Spezifitat der Multifluoreszenzmikroskopie.
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5.4.2.2 Fluoreszenzfarbstoffe

In der vorliegenden Studie wurden die Fluoreszenz von drei intraarteriell ver-
abreichten Fluoreszenzfarbstoffen sowie die Autofluoreszenz von NADH
(Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid) untersucht.

Fluorescein-Isothiocyanat-markiertes Dextran (FITC-Dextran; 15 mg/kgKG,
Sigma, Deisenhofen, Deutschland) farbt das Blutplasma und wurde zur Kontrastie-
rung des mikrovaskularen GefalRbettes sowie zur Detektion kapillarer Leckage ge-
nutzt. Bei blauer Epiillumination (465-495 nm) emittiert FITC-Dextran Licht einer Wel-
lenlange >505 nm.

Rhodamin 6G (0,15 mg/kgKG, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) ist durch
Bindung an Zytochrom C zur Intravitalfarbung von Leukozyten geeignet, wodurch die
Untersuchung der lokalen zellularen Entzindungsreaktion moglich wurde. Bei gruner
Epiillumination (510-560 nm) emittiert Rhodamin 6G Licht einer Wellenlange >575
nm.

Bisbenzimid (10 umol/kgKG, Hoechst 33342, Sigma, Deisenhofen, Deutsch-
land) diffundiert durch Plasmamembranen von Zellen und interkaliert zwischen
Adenin-Thymin-Basenpaaren der DNA. Durch Chromatinkondensation apoptotischer
Zellen fluoreszieren diese besonders intensiv. Bei Epiillumination mit UV-Licht (340-
380 nm) emittiert Bisbenzimid Licht einer Wellenlange >400nm.

NADH ist die reduzierte Form des Hydridionen Ubertragenden Koenzyms
NAD". Es entsteht vorwiegend beim Abbau von Fettsduren und Kohlenhydraten im
katabolen Stoffwechsel des Zitratzyklus. NADH ist in der oxydativen Phosphorylie-
rung der Atmungskette ein wichtiges Oxidationsmittel. Die im katabolen Stoffwechsel
wahrend der Oxidation aufgenommenen Elektronen werden bei der intrazellularen
Knallgasreaktion der Atmungskette auf Sauerstoff Ubertragen, wobei NAD* und
Wasser entstehen. Findet diese biochemische Reaktion aufgrund von Gewebehypo-
xie nicht statt, kommt es zur Anreicherung des autofluoreszierenden NADH im Ge-

webe.

5.4.2.3 Gerateanordnung

Alle IVM-Untersuchungen wurden mit einem Nikon Fluoreszenzmikroskop
(E600-FN, Nikon, Tokyo, Japan) in Epiillumination durchgefuhrt. Als Lichtquelle stand
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eine 100W Quecksilberdampflampe zur Verfugung. Es wurden verschiedene Filter
fur blaue (Anregung/Emission 465- 495 nm/>505 nm), grine (510-560 nm/>575 nm)
und ultraviolette (340-380 nm/>400 nm) Epiillumination genutzt. Mithilfe einer CCD-
Videokamera (Charge Couplet Device) (FK 6990-1Q-S, Pieper, Berlin, Deutschland)
wurden die intravitalmikroskopischen Bilder aufgezeichnet, unter Zwischenschaltung
eines Echtzeitgenerators (EZG) (TCI-70 RTV Alpermann/Velte, Hamburg, Deutsch-
land) zur Einblendung von Datum und Uhrzeit zu einem SVHS-Videorekorder (Pana-
sonic AG-7350, Osaka, Japan) Ubertragen und fur die spatere offline-Auswertung auf
Videobander aufgezeichnet (Abb. 12).
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Abb. 12: Schematische Darstellung des Aufbaus der zur intravitalen Fluoreszenzmikroskopie notwen-
digen Apparaturen. Die Anordnung umfasst das Mikroskop mit einer CCD-Kamera, die lber einen
Echtzeitgenerator (EZG) mit einen Monitor und einen Videorekorder (VR) zur Aufzeichnung der Unter-
suchungsergebnisse fiir die spéatere Offline-Auswertung gekoppelt ist.

Durch die Nutzung von Wasser-Immersions-Objektiven (x20/0.75 W und
x40/0.80 W, Nikon, Japan) wurden die EndvergroRerungen von x306 und x630 er-

reicht.
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Samtliche Analysen mikrozirkulatorischer Parameter wurden nach Beendigung
der IVM offline durch Wiedergabe des Videobandes mit dem computerassistierten
Bildverarbeitungssystem Caplmage (Dr. Zeintl, Heidelberg, Deutschland) durchge-
fuhrt.

5.4.2.4 Durchflhrung der intravitalen Multifluoreszenzmikroskopie

Nach der Platzierung des praparierten linken M. extensor digitorum longus des
Versuchstieres unter dem Mikroskop wurde unter Benutzung des UV-Filters (DAPI-
Filter) bei 306-facher VergroRerung (x20/0.75 W Obijektiv) zunachst die NADH-Auto-
fluoreszenz gemessen. Hierzu wurden 10 zufallig ausgewahlte Gesichtsfelder aufge-
zeichnet. Wahrend dieser Untersuchung waren die automatische Kamerasteuerung
und die Regelungen fur Schwarzwert und Verstarkung ausgeschaltet.

Mit der Injektion von FITC-Dextran und Rhodamin 6G wurde die Mikrozirkula-
tion sichtbar. Unter Nutzung blauer Epiillumination (FITC-Filter) wurde der Muskel
systematisch von distal in Richtung proximal nach geeigneten Venolen durchsucht.
Bei 306-facher VergréRerung (x20/0.75 W Objektiv) wurden nacheinander funf Veno-
len dargestellt und Uber einen Zeitraum von je 40 Sekunden zunachst mit blauer
(FITC-Filter) und anschlieRend mit gruner Epiillumination (Rhodamin-Filter) aufge-
zeichnet. Die Auswahl der Venolenabschnitte erfolgte bei blauer Epiillumination,
wahrend der Rhodamin-gefarbte Leukozyten nicht fluoreszieren und nicht zu sehen
sind. Diese MalRnahme sollte Verzerrungen (Bias) bei der Auswahl von Venolenab-
schnitten vermeiden.

Die Aufnahmen mit blauer Epiillumination (FITC-Filter) dienten der Messung
der GefalRpermeabilitdt, der venularen GefalRdurchmesser und der Langen der un-
tersuchten GefalRstrecken sowie der ErythrozytenflieRgeschwindigkeit. Die Aufnah-
men mit griner Epiillumination (Rhodamin-Filter) machten die quantitative Beurtei-
lung der Leukozyten-Endothelzellinteraktion (LEI) beurteilbar.

Im folgenden Untersuchungsschritt wurden bei 630-facher (x40/0.80 W Objek-
tiv) Vergrélierung und blauer Epiillumination (FITC-Filter) zehn Gesichtsfelder je 20
Sekunden lang fur die Messung von funktioneller Kapillardichte (FCD) und kapillaren

Gefalldurchmessern aufgenommen.
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Zuletzt wurde zur quantitativen Erfassung apoptotischer Zellen Bisbenzimid
appliziert. Mit dem UV-Filter wurden 10 Gesichtsfelder auf Zellen mit Apoptose-
typischer Kondensation, Fragmentierung oder Halbmondformationen des nuklearen
Chromatins (GRADL et al. 2004) untersucht, die eine intensivere Fluoreszenz als

nicht apoptotische Zellen aufweisen.

5.4.3 Untersuchung der muskularen Mikrozirkulation und Apoptose

5.4.3.1 Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte (FCD) ist definiert als Gesamtlange aller in ei-
nem Gesichtsfeld gemessenen, von Erythrozyten durchflossenen Kapillaren
(cm/cm?) (GIERER et al. 2005). Sie diente im Experiment der Erfassung nutritiver
Perfusionsstérungen. Das Videomaterial zu Analyse der FCD wurde bei 630-facher
VergroRerung mit blauer Epiillumination (FITC-Filter) aufgenommen und anschlie-
Rend unter Nutzung der Caplmage®-Software ausgewertet. Perfundierte Kapillaren
eines Gesichtsfeldes wurden auf dem Bildschirm nachgezeichnet. AnschlieRend
wurde deren Dichte durch Erfassung der gesamten Kapillarlange pro Beobachtungs-

feld (cm/cm?) berechnet.

5.4.3.2 NADH-Autofluoreszenz

Die NADH-Autofluoreszenz stellt einen indirekten Parameter fir die Gewebeo-
xygenierung im Skelettmuskel dar (VOLLMAR et al. 1997). Unter Beleuchtung mit
UV-Licht wird NADH angeregt und emittiert seinerseits unter Zerfall von Doppelbin-
dungen Licht. Die emittierte Lichtmenge entspricht dem Gehalt an NADH im unter-
suchten Gewebe, der wiederum negativ mit der Gewebeoxygenierung korreliert
(VOLLMAR et al. 1997). Die computerassistierte Messung der NADH-
Autofluoreszenz erfolgte densitometrisch Uber Grauwerte der Skelettmuskulatur, die
in arbitraren Einheiten (aU) angegeben werden (VOLLMAR et al. 1997). Zur Vermei-
dung von Interferenzen mit mikrovaskularen Strukturen wurde ausschlieBlich interka-
pillar liegendes Muskelgewebe untersucht (GIERER et al. 2005). Die Messung fand
stets genau zwei Sekunden nach der ersten Beleuchtung eines Gesichtsfeldes statt.

Dieser Messzeitpunkt wurde eingehalten, da es bei lllumination zu einem kontinuier-
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lichen Abblassen der NADH-Autofluoreszenz kommt. Es wurden insgesamt zehn

Gesichtsfelder aufgezeichnet.

5.4.3.3 Leukozyten-Endothelzellinteraktion

Die intraarterielle Applikation von Rhodamin 6G ermdglichte die quantitative
Analyse der zellularen Entzundungsreaktion im traumatisierten Muskel. Es eignet
sich sehr gut zur Visualisierung von Leukozyten in BlutgefalRen (BAATZ et al 1995).
Die untersuchten venularen GefalRabschnitte hatten einen durchschnittlichen Durch-
messer von 35-40 um und eine Lange von 100-200 ym. Die fluoreszierenden Leuko-
zyten wurden nach ihren Fliel3eigenschaften und ihrer Interaktion mit dem mikrovas-
kularen Endothel in drei Populationen eingeteilt.

Dazu gehoren schnell im zentralen Blutstrom flieRende Leukozyten ohne Ad-
harenz am Gefaltendothel (,floating leucocytes®), verlangsamt am venularen Endo-
thel entlang rollende, passager adharente Leukozyten (,rolling leucocytes®) und per-
manent am GefalRendothel adharente Leukozyten (,sticking leucocytes®). Mit dem
zentralen Blutstrom flieRende Leukozyten wurden als n/30 s angegeben. Als rollend
wurden Leukozyten definiert, die sich mit einer im Vergleich zur zentralen Flie3ge-
schwindigkeit um mindestens 40% reduzierten Geschwindigkeit am Endothel entlang
bewegten. Die rollenden Leukozyten wurden als prozentualer Anteil am Gesamt-
leukozytenflux angegeben. Permanent adharente Leukozyten zeigten Uber einen
Beobachtungszeitraum von mindestens 30 Sekunden keinen Fluss und haften stati-
onar an der Endotheloberflache (F) des Venolenabschnittes (n/mm?). Diese berech-
net sich unter Annahme einer annahernd zylindrischen Geometrie aus dem Gefaf3-
durchmesser (d) und der Lénge (I) nach der Formel F =d * 1 * | * 1/1000000 (mm?).

5.4.3.4 Gefallpermeabilitat

Nach Gabe von FITC-Dextran konnte die Gefalipermeabilitat tGber die Erfas-
sung von Plasmaleckagen bestimmt werden. FITC-Dextran zeichnet sich durch ein
hohes Molekulargewicht (150.000 Da) aus und weist entsprechend bei intaktem
Endothel nur eine geringe Extravasation auf. Bei Erhdhung der GefalRpermeabilitat
kann FITC-Dextran vermehrt austreten und im extravasalen Gewebe nachgewiesen

werden. Dieser Nachweis wurde computerassistiert densitometrisch Uber den Quoti-
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enten aus Grauwerten im extravasalen Gewebe und im Blutplasma (extrava-
sall/intravasal) erbracht (PRIES 1988). Der Quotient gibt Auskunft Uber die Gefal3-
permeabilitat. Wahrend er unter physiologischen Bedingungen <0,8 ist, kann er sich
bei vermehrter Extravasation auf Werte >1 erhdhen, was zeigt, dass die extravasale
Fluoreszenz bei erhdohter Permeabilitat die des intravasalen Plasmas ubersteigen
kann (VOLLMAR et al. 1997).

5.4.3.5 GefalRkdurchmesser und Erythrozytenflielqgeschwindigkeit

Mithilfe der Caplmage®-Software konnte der Innendurchmesser von Venolen
und Kapillaren durch Verbindung zweier gegentberliegender Punkte am Gefalirand
senkrecht zum Gefalverlauf bestimmt werden. Zur Messung der venularen Gefal3-
durchmesser wurden drei Durchmesser pro Gefaly, zur Bestimmung der kapillaren
GefalRdurchmesser zehn Kapillaren pro Gesichtsfeld gemessen und anschlie3end
gemittelt. Die Gefaldigrenzen waren bei dieser Methode gut zu erkennen, da FITC-
Dextran den erythrozytenfreien Plasmasaum darstellt, der direkt an die Gefalwand
angrenzt. Neben den GefalRdurchmessern wurde die individuelle Untersuchungslan-
ge der Venolen (zwischen 100 und 200 ym) festgelegt. Die untersuchte Lange hing
vor allem vom Gefaldverlauf und der mikroskopischen Darstellbarkeit ab. Gerade ver-
laufende GefalRabschnitte wurden bevorzugt.

Die ErythrozytenflieRgeschwindigkeit (EFG) wurde in den definierten Venole-
nabschnitten computerassistiert mithilfe der Line-Shift-Diagramm-Methode ermittelt
(KLYSCZ et al. 1997). In die Mitte einer Venole wird zur Ermittlung der EFG eine vir-
tuelle Messlinie gelegt und das Videoband wiedergegeben. Fortlaufend wird flr jedes
Halbbild entlang der Messlinie ein Grauwertprofil erstellt und aufgezeichnet. Aus den
aneinander gereihten Grauwertprofilen erzeugt das Programm ein Line-Shift-
Diagramm, in dem weil3e und schwarze schrage Linien zu erkennen sind. Diese ent-
stehen, da sich wahrend der Messung in standigem Wechsel weille Plasmallicken
bzw. schwarze Erythrozyten entlang der Messlinie bewegen. Zur Berechnung der
EFG (mm/s) nutzt der Computer die Steigung dieser Linien. Die EFG errechnet sich
nach der Formel: EFG =1/t * 1/1000 (mm/s) aus der Lange des Gefallabschnitts (l;

pMm) und der fur dessen Passage bendtigten Zeit (t; s).

5.4.3.6 Apoptose
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Innerhalb von zehn Gesichtsfeldern wurden die mit Bisbenzimid angefarbten
Kerne von Myozyten des M. extensor digitorum longus unter Nutzung des UV-Filters
bei 630-facher VergroRerung dargestellt und quantitativ (n/GF) erfasst. Bisbenzimid
farbt als DNA-Farbstoff alle Zellkerne eines Gewebes an. Apoptotische Zellkerne
konnen dennoch von nicht-apoptotischen Zellkernen unterschieden werden. Diese
Unterscheidung wird durch kernmorphologische Veranderungen wahrend der Apop-
tose wie Kondensation, Fragmentierung und Margination des nuklearen Chromatins
moglich (MENGER & VOLLMAR 2000, EIPEL et al. 2004).

5.4.4 Asservierung von Blut und Gewebe

Nach Anlage des arteriellen Katheters wurde aus diesem Blut enthommen. Fur
die Blutgasanalyse (Rapidlab 348, Bayer Vital, Fernwald, Deutschland) wurden
heparinisierte Glaskapillaren (ca. 90 pl) verwendet. Zur Erstellung eines Blutbildes
wurde Blut in ein EDTA-Eppendorf-Réhrchen (200 ul) abgenommen. Nach Abschluss
der IVM wurden 3-5 Eppendorf-Réhrchen (200 ul) an Citrat-Blut fur sich anschlie-
Rende Gerinnungsuntersuchungen gewonnen.

Nach Toétung der Tiere folgte die Entnahme von Gewebeproben. Der M. ex-
tensor digitorum longus wurde fur etwa 3-4 Tage in phosphatgepuffertem Formalin
4% (Roth, Karlsruhe, Deutschland) fixiert und anschlief’end zur histologischen Un-
tersuchung in Paraffinwachs eingebettet. Aus den Proben wurden anschlielend 4
pm dicke Schnitte gefertigt, auf Objekttragern fixiert und gefarbt.

Aus der ebenfalls traumatisierten muskularen Umgebung des M. extensor digi-
torum longus wurde Gewebe des M. tibialis anterior zur Quantifizierung des Gewe-

beddems asserviert.

5.4.5 Blutanalysen

Das Blutbild aus dem EDTA-Vollblut wurde mit einem automatischen Zellzah-
ler (Coulter Counter; AcTdiff, Coulter, Hamburg, Deutschland) angefertigt. Anschlie-
Rend wurden die EDTA- und Citrat-Blutproben zentrifugiert und das gewonnene
Plasma flr spatere Untersuchungen bei -20°C tiefgefroren. Die laborchemische Be-
stimmung der Gerinnungsparameter Prothrombinzeit, partielle Thromboplastinzeit,
Fibrinogen-konzentration und ATIlI-Konzentration sowie die Bestimmung der IL6-
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Konzentration im Blutplasma wurden im Zentrallabor des Institutes fur Klinische

Chemie und Laboratoriumsmedizin der Universitat Rostock durchgefuhrt.

5.4.6 Histologische Analysen und Feucht-Trockengewicht Ratio des Muskels

Die qualitative und quantitative Analyse gefarbter histologischer Muskelprapa-
rate erfolgte verblindet an einem Lichtmikroskop (Axioskop 40; Zeiss, Gottingen,
Deutschland) mit angeschlossener Digitalkamera (Zeiss AxioCam HRc). In 50 aufei-
nander folgenden Gesichtsfeldern (high power fields, HPF) wurde jedes Praparat bei
400-facher Vergroflerung (x40 Objektiv; Anchroplan 0,65 NA; Zeiss, Gottingen,
Deutschland) in Durchlichttechnik meanderférmig mikroskopiert.

Als Ubersichtsfarbung zur Darstellung morphologischer Veranderungen der
Muskulatur nach geschlossenem Weichteiltrauma sowie nach Endotoxinamie und
ATIlI-Therapie wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) angefertigt. Das nach
Oxidation und chemischer Aufarbeitung aus Hamatoxylin entstandene Hamalaun
farbt basophile Strukturen (z.B. DNA-haltige Zellkerne) blau, Eosin farbt azidophile
Strukturen (z.B. Zytoplasmaproteine) rot. Diese Eigenschaften machen verschiedene
Zellstrukturen gut voneinander abgrenzbar.

Die spezifische mikroskopische Darstellung von neutrophilen Granulozyten ge-
lang mithilfe einer Chlor-Acetatesterase-Farbung (CAE). Es wurde quantitativ zwi-
schen intravasalen und extravasierten, intramuskular gelegenen Leukozyten unter-
schieden.

Wahrend der Apoptose kommt es zum endonukleolytischen Abbau zellularer
DNA. Mithilfe der TUNEL-Methode (terminal transferase nick-end-labelling‘) ist die
Markierung und die Detektion von DNA-Strangbrichen mdglich (GAVRIELI et al.
1992). Zur Quantifizierung der Apoptose wurden mit einem entsprechenden Kit
(ApopTag, Chemicon International Inc., Temecula, CA, USA) nach Herstelleranwei-
sungen Farbungen zur Detektion apoptotischer Muskelzellen angefertigt. Diese wa-
ren im Praparat an ihrer braunen Farbung erkennbar. Alle histologischen Versuchs-
daten wurden in der Einheit Zellen pro Gesichtsfeld (n/GF) angegeben.

Nach Waage des frisch enthommenen M. tibialis anterior (Feuchtgewicht)
wurde das Praparat uber 72 h bei 60°C in einem Trockenschrank gelagert. Anschlie-

Rend wurde es erneut gewogen. Die Ratio aus Feucht- und Trockengewicht lasst
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Rackschlusse auf die Wasserkapazitat im Muskel nach dessen Entnahme bzw. auf
die Schwere des vorliegenden Muskelddems zu. Je gréfRer der errechnete Wert ist,

umso schwerer ist auch das Gewebeddem.
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5.5 Statistische Analysen

Die wahrend der Untersuchungen erhobenen Daten bei der Auswertung der
Videobander, der histologischen Schnitte und der Blutuntersuchungen wurden zur
elektronischen Datenverarbeitung direkt in einem Tabellenkalkulationsprogramm
(Microsoft® Excel®) erfasst. Es wurden die Mittelwerte, Standardabweichungen (SD)
und Standardfehler des Mittelwertes (SEM) berechnet.

Die Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (MW = SEM)
angegeben. Dabei rekrutieren sich die Mittelwerte der einzelnen Parameter aus den
Einzelwerten untersuchter Parameter pro Tier pro Versuchsgruppe.

Die statistische Auswertung erfolgte nach Prifung der Daten auf Normalvertei-
lung (Kolmogorov-Smirnov-Test) und Varianzhomogenitat (ANOVA) unter Verwen-
dung der SigmaStat® Statistical Software, Version 2.03 (Jandel Scientific, San Ra-
fael, CA, USA).

Zum Vergleich der Versuchsgruppen wurden der Holm-Sidak multipler Ver-
gleichstest sowie der Student’s t-Test fur den unverbundenen Paarvergleich durch-
gefuhrt. Falls die Voraussetzungen fiir diese nicht gegeben waren, wurde ein Rang-
summen-Test (Kruskal-Wallis-Test) fur unverbundene Stichproben mit einem sich
anschlieRenden Dunn’s Test oder Tukey-Test durchgefuhrt.

Die Ergebnisse wurden unter Verwendung der Software SigmaPlot® (Jandel
Corp., San Rafael, CA, USA) in Saulendiagrammen als Mittelwerte mit Standardfeh-
ler des Mittelwertes (MW + SEM) bzw. unter Angabe des Median mit 25. und 75.
Perzentile in Box-Plot-Diagrammen dargestellt.

Ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05, unter Berucksichtigung der
Bonferroni-Korrektur, wurden Unterschiede in den Ergebnissen als signifikant ange-
nommen. Beim Auftreten signifikanter Unterschiede wurde keine weitere Unterschei-

dung hinsichtlich bestimmter Signifikanzniveaus getroffen.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Makrohamodynamik

Das makrohamodynamische Monitoring der Versuchstiere umfasste die konti-
nuierliche Uberwachung des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) und der Herzfre-
quenz (HF). Die Mittelwerte dieser Parameter lagen in allen untersuchten Gruppen in
den Grenzen physiologischer Normwerte der Ratte.

Die Auswertung des mittleren arteriellen Blutdrucks ergab bei Werten zwi-
schen 99 und 111 mmHg keine statistisch signifikanten Unterschiede.

Die Herzfrequenz (HF) stieg nach Endotoxinamie (T/E) statistisch signifikant
(p<0,05) um etwa 12% auf Werte um 420/min an, ATIIl (T/E/Th) fihrte zu keiner Re-
duktion der HF. Die Ubrigen Gruppen blieben sowohl nach alleinigem Trauma (T) als

auch nach Therapie (T/Th) mit Werten um 380/min auf Kontrollniveau (Tab. 1).

K T T/E T/Th T/E/Th
MAP (mmHg) 1097 111 +£10 111,09 107 £ 4 9=+7
HF (1/min) 364 +£8 377 £17 42011~ 382 +17 4177

Tab. 1: Quantitative Analyse des mittleren arteriellen Blutdruckes (MAP) und der Herzfrequenz (HF).
Dargestellt sind die Versuchsgruppen K (Kontrolle: Kontrolltiere ohne Intervention), T (Trauma), T/E
(Trauma und Endotoxindmie), T/Th (Trauma und ATIIl als Therapie), T/E/Th (Trauma, Endotoxinémie
und ATIIl als Therapie). Angegeben sind der Mittelwert + SEM, ANOVA, Post-Hoc Vergleich, Holm-
Sidak-Test : * p<0.05 vs. K.

6.2 Muskulare Mikrozirkulation und Apoptose

6.2.1 Funktionelle Kapillardichte und NADH-Autofluoreszenz

Nach Trauma (T) zeigte sich ein ausgepragtes nutritives Perfusionsversagen
mit einer von ~570 (K) auf ~380 cm/cm? signifikant (p<0,05) verminderten funktionel-
len Kapillardichte (FCD). ATIII (T/Th) fuhrte zu einem deutlichen Anstieg der FCD auf
~440 cm/cm?, das Kontroliniveau wurde jedoch nicht erreicht. Die Endotoxindmie
(T/E) hatte mit einer FCD von 380 cm/cm? keinen weiteren Einfluss auf das Perfusi-

onsversagen nach Muskeltrauma. ATl bewirkte nach Endotoxinamie (T/E/Th) einen
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Anstieg der FCD um ~24% und fuhrte damit zu einer signifikanten (p<0,05) Verbes-
serung der nutritiven Gewebeperfusion (Abb. 13).

Die vorwiegend traumatisch induzierte Perfusionsstérung bedingte in den
Gruppen T und T/E eine um ~44% signifikant (p<0,05) gesteigerte NADH-
Autofluoreszenz, die auf eine ausgepragte Gewebehypoxie hinweist. Auch die
NADH-Autofluoreszenz zeigte bei Werten um 78 aU keinen Unterschied zwischen
alleinigem Trauma und Trauma mit Endotoxinamie. Die Therapie mit ATl bewirkte in
den Gruppen T/Th und T/E/Th einen signifikanten Rlckgang der NADH-
Autofluoreszenz auf Kontrollniveau (56 aU). Diese Ergebnisse sprechen flr eine

deutliche Verbesserung der Gewebeoxygenierung nach ATIII-Therapie (Abb. 13).
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Abb. 13: Quantitative Analyse der funktionellen Kapillardichte (A) und der NADH Autofluoreszenz (B).
Dargestellt sind die Versuchsgruppen K (Kontrolle: Kontrolltiere ohne Intervention), T (Trauma), T/E
(Trauma und Endotoxindmie), T/Th (Trauma und ATIIl als Therapie), T/E/Th (Trauma, Endotoxindmie
und ATIIl als Therapie). Angegeben ist der Mittelwert + SEM, ANOVA, Post-Hoc Vergleich, Holm-
Sidak-Test: * p<0.05 vs. K, * p<0.05 vs. T, § p<0.05 vs. T/E.

Die Endotoxindmie hatte im Gegensatz zum Trauma weder einen entschei-

denden Einfluss auf die Gewebeperfusion (FCD) noch auf die aus dieser resultieren-
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de Gewebehypoxie (NADH-Autofluoreszenz). Auch die Therapieergebnisse nach
ATIII-Applikation mit und ohne Endotoxindmie waren vergleichbar (Abb. 13).

Im vorliegenden experimentellen Ansatz konnte eine negative Korrelation zwi-
schen der FCD und der NADH-Autofluoreszenz gezeigt werden. Diese ist in Abb. 14

anhand eines Streudiagrammes mit Regressionsgerade dargestellt.
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Abb. 14: Regressionsanalyse zwischen den Werten der funktionellen Kapillardichte und der NADH
Autofluoreszenz; Lineare Funktion y = -0,08x +102, r = 0,51, p < 0,05.

6.2.2 Leukozyten-Endothelzellinteraktion

Die zellulare Entzindungsreaktion wurde intravitalmikroskopisch nach quanti-
tativer Analyse Rhodamin 6G gefarbter Leukozyten in ausgewahlten Venolen des
traumatisierten M. extensor digitorum longus beurteilt.

Das Weichteiltrauma (T) hatte keinen wesentlichen Einfluss auf den Gesamt-
leukozytenflux und lag mit 37 Leukozyten/30s etwa auf Kontrollniveau. Auch nach
ATIlI-Applikation (T/Th) lagen die Leukozytenzahlen nur knapp unter denen der Kon-
trolle (K). Die Endotoxinamie (T/E) bewirkte einen etwa 38%igen Anstieg des Ge-
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samtleukozytenfluxes, der auch nach ATIII-Therapie (T/E/Th) nicht zurlick ging. Nach
statistischer Analyse des Gesamtleukozytenfluxes lagen keine signifikanten Unter-

schiede zwischen den Gruppen vor (Abb. 15).
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Abb. 15: Quantitative Analyse des Gesamtleukozytenfluxes (A) und des Anteils rollender Leukozyten
(B). Dargestellt sind die Versuchsgruppen K (Kontrolle: Kontrolltiere ohne Intervention), T (Trauma),
T/E (Trauma und Endotoxindmie), T/Th (Trauma und ATIIl als Therapie), T/E/Th (Trauma, Endotoxi-
nédmie und ATIll als Therapie). Angegeben ist der Mittelwert + SEM, ANOVA, Post-Hoc Vergleich,
Holm-Sidak-Test: * p<0.05 vs. K.

Die Fraktion am Endothel der Venole entlang rollender Leukozyten wurde als
prozentualer Anteil am Gesamtleukozytenflux angegeben. lhr Anteil stieg durch das
Trauma (T) auf 41%, bzw. auf 48% bei Endotoxinamie (T/E) an (p<0,05 vs. Kontrolle:
30%). ATIII fahrte in keiner der Therapiegruppen zu einer Reduktion des Anteils rol-
lender Leukozyten am Gesamtleukozytenflux (Abb. 15).

Das Trauma bewirkte mit (T/E) und ohne Endotoxindmie (T) einen statistisch
signifikanten Anstieg der Zahl permanent am venularen Endothel adharenten Leuko-
zyten auf etwa 360% der Kontrolle (204 + 20/mm?). Nach Therapie (T/Th und T/E/Th)
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sanken die Zahlen wieder auf Kontrollniveau und unterschieden sich statistisch signi-
fikant (p<0,05) von den nicht-therapierten Gruppen (T und T/E).

Zusammenfassend bestatigt sich, dass ATIIl die Leukozyten-Endothelzell-
interaktion und hierbei im Besonderen die Anzahl der permanent am Gefafltendothel
adharenten Leukozyten nach schwerem Weichteiltrauma auf Kontrollniveau reduzier-
te (Abb. 16). Die Wirkung der ATIII-Therapie wurde durch eine begleitende Endotoxi-

namie nicht beeintrachtigt.
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Abb. 16: Quantitative Analyse der permanent adhdrenten Leukozyten (A) und reprédsentative intravi-
talmikroskopische Abbildungen aus den Untersuchungsgruppen T/E (B) und T/E/Th (C). Dargestellt
sind die Versuchsgruppen K (Kontrolle: Kontrolltiere ohne Intervention), T (Trauma), T/E (Trauma und
Endotoxindmie), T/Th (Trauma und ATIIl als Therapie), T/E/Th (Trauma, Endotoxindmie und ATIII als
Therapie). Angegeben ist der Mittelwert + SEM, ANOVA, Post-Hoc Vergleich, Holm-Sidak-Test:
*p<0.05vs. K, ¥ p<0.05 vs. T, $ p<0.05 vs. T/E.

6.2.3 GefalRpermeabilitat

Nach Endothelschadigung kann das hochmolekulare FITC-Dextran vermehrt

aus BlutgefalRen nach extravasal austreten und dort durch seine Fluoreszenz nach-
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gewiesen werden. Die Gefalipermeabilitat wurde fur die vorliegende Studie densito-
metrisch Uber extravasal und im Blutplasma gemessene Grauwerte und den daraus
errechneten Quotienten (extravasal/intravasal) bestimmt. Je grofer der Quotient aus-
fallt, desto ausgepragter ist bei entsprechendem Endothelschaden die Gefal3per-
meabilitat.

Das Trauma (T) steigerte die GefalRpermeabilitat im Muskel signifikant
(p<0,05) um etwa 30%. Die Endotoxinamiegruppe (T/E) wies ahnliche Werte auf
(Abb. 17).

A

1,0 1

0,8 1

0,6 1

04 1

Extravasation (extravasal / intravasal)

0,2 -

0,0 -

K T T/E TI/Th T/E/Th

Abb. 17: Quantitative Analyse der Gefdl3permeabilitdt anhand der Extravasation von FITC-Dextran (A)
und représentative intravitalmikroskopische Abbildungen aus den Untersuchungsgruppen T/E (B) und
T/E/Th (C). Dargestellt sind die Versuchsgruppen K (Kontrolle: Kontrolltiere ohne Intervention), T
(Trauma), T/E (Trauma und Endotoxindmie), T/Th (Trauma und ATIIIl als Therapie), T/E/Th (Trauma,
Endotoxindmie und ATIIl als Therapie). Angegeben ist der Mittelwert + SEM, ANOVA, Post-Hoc Ver-
gleich, Holm-Sidak-Test: * p<0.05 vs. K, * p<0.05 vs. T, t-Test: * p<0.05 vs. T/E.

ATl revidierte den traumatisch bedingten Anstieg der Gefa3permeabilitat auf
Werte um ~0,6 (extravasal / intravasal), welche den Kontrollwerten entsprachen. Die

therapierten (T/Th und T/E/Th) unterschieden sich somit statistisch signifikant von
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den nicht-therapierten Versuchsgruppen (T und T/E). Die signifikante Wirkung von
ATIIl auf die Gefallpermeabilitat nach schwerem Weichteiltrauma wurde durch die

Endotoxinamie nicht beeintrachtigt.

6.2.4 GefalRdurchmesser und ErythrozytenflieRgeschwindigkeit

Die intravitalmikroskopisch untersuchten Parameter mittlere kapillare Weite
(Mm), mittlerer venularer Gefalldurchmesser und ErythrozytenflieRgeschwindigkeit
(EFG) zeigten zwischen den einzelnen Versuchsgruppen keine statistisch signifikan-
ten Unterschiede (Tab. 2).

Die mittleren kapillaren Durchmesser lagen zwischen 4,9 und 5,3 uym, die mitt-
leren venularen Durchmesser zwischen 35,7 und 40,2 ym. Bei der venularen Eryth-

rozytenflieRgeschwindigkeit wurden Messwerte zwischen 216 und 329 um/s ermittelt.

K T TIE T/Th T/E/Th
Kx;"are Gefadurchmesser | 55102  |49:02 [51£02 [49:02 |53:02
myare GefaRdurchmesser | 557143 | 39634 |401:25 |402:44 |360:24
Venuléare ErythrozytenflieR-
senchmdrkert Corole) 299 47 312+ 31 294 + 41 21618 | 329416

Tab. 2: Quantitative Analyse der kapillaren und venulédren Gefd3durchmesser und der Erythrozyten-
flieBgeschwindigkeit. Dargestellt sind die Versuchsgruppen K (Kontrolle: Kontrolltiere ohne Interventi-
on), T (Trauma), T/E (Trauma und Endotoxinédmie), T/Th (Trauma und ATIll als Therapie), T/E/Th
(Trauma, Endotoxinédmie und ATIlIl als Therapie). Angegeben ist der Mittelwert + SEM.

6.2.5 Apoptose

Nach Trauma (T) stieg die Zahl Bisbenzimid-gefarbter apoptotischer Zellkerne
statistisch signifikant (p<0,05) von 0,5 auf ca. 4 Zellen/GF an. Die Endotoxinamie
(T/E) veranderte die Zahl apoptotischer Zellen nicht, sodass beide Gruppen etwa das
gleiche Niveau an Zelltod aufwiesen.

ATl reduzierte die Zahl apoptotischer Zellkerne in den Gruppen T/Th und
T/E/Th um etwa 38%, was statistisch der Rickfiihrung auf das Kontrollniveau ent-
sprach (Abb. 18). Hierbei konnte kein negativer Einfluss der Endotoxinamie auf die

Wirkung der ATIII-Therapie festgestellt werden.
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Abb. 18: Quantitative Analyse apoptotischer Zellen (A) und repréasentative intravitalmikroskopische
Abbildungen aus den Untersuchungsgruppen T/E (B) und T/E/Th (C). Der Pfeil (B) markiert einen
apoptotischen Zellkern mit typischer intensiver Fluoreszenz. Dargestellt sind die Versuchsgruppen K
(Kontrolle: Kontrolltiere ohne Intervention), T (Trauma), T/E (Trauma und Endotoxindmie), T/Th (Trau-
ma und ATIIl als Therapie), T/E/Th (Trauma, Endotoxindmie und ATIIl als Therapie). Angegeben ist
aufgrund fehlender Normalverteilung der Median (25. Perzentile/75.Perzentile), Kruskal-Wallis ANOVA
on Ranks, Post-Hoc Vergleich, Dunn’s Test: * p<0.05 vs. K.

6.3 Blutuntersuchungen

6.3.1 Blutgasanalyse

Zur Optimierung der maschinellen Beatmung wurden je nach Notwendigkeit im
Verlauf der Untersuchung z.T. mehrere arterielle Blutgasanalysen durchgefuhrt.

Beim pH-Wert und der Basenabweichung (BE) zeigten sich zwischen den Ver-
suchsgruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede. Beide Parameter lagen
durchweg innerhalb des vorgesehenen Toleranzbereiches. Der mittlere arterielle
Kohlendioxidpartialdruck (pCO,) lag in den meisten untersuchten Gruppen im Refe-
renzbereich, einzig die Versuchsgruppe T/E zeigte im Mittel hypokapnische Werte,
die sich statistisch signifikant (p<0,05) zu denen der Kontrollgruppe unterschieden.
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Der mittlere arterielle Sauerstoffpartialdruck entsprach durchgehend physiologischen

Werten ohne statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Tab. 3).

K T T/E T/Th T/E/Th
pH 7,41 (7,38/7,43) | 7,51 (7,46 /7,53) | 7,47 (7,43/7,49) | 7,53 (7,42/7,56) | 7,48 (7,42 /7,50)
BE 32+05 45408 3312 52+1,1 30+05
(mmol/l) e W= oxd 211, 00,
pPCO; 44+ 2.1 36,9+2,2 31,224 36,5+2,3 35225
(mmHg) - =L LR o t2, 2%2,
PO
(mmHg) | 807 %38 86,043 83,9+54 92,2+3,9 822124
Hb
(mmoly | &4 6479.3) 8,3(7.9/86) 8,8(82/9,1) 8,5(8,3/8,5) 8,0 (7,5/8,4)
Hkt (%) 43.4+1,5 416+1,1 42,2£1,0 41,3+ 0,4 39,2£1,3

+

Na 139,1 + 1,1 139,4 £ 0,8 139,9 + 0,7 139,8 + 1,0 138,9 + 1,3
(mmol/l)
K+

3,9+0,1 3,9+ 0,05 40+03 4.1+0,1 3,840,2
(mmol/l)

Tab. 3: Quantitative Analyse von Blutgasanalyseparametern und Elektrolyten. Dargestellt sind die
Versuchsgruppen K (Kontrolle: Kontrolltiere ohne Intervention), T (Trauma), T/E (Trauma und Endoto-
xindmie), T/Th (Trauma und ATIIl als Therapie), T/E/Th (Trauma, Endotoxinédmie und ATIII als Thera-
pie). Angegeben ist im Falle fehlender Normalverteilung der Median (25. Perzentile/75.Perzentile),
ansonsten der Mittelwert £ SEM, ANOVA, Post-Hoc Vergleich, Holm-Sidak-Test: * p<0.05 vs. K.

Der Hamoglobingehalt (Hb) des Blutes lag in allen Gruppen ohne statistisch
signifikante Unterschiede im unteren Normbereich. Auch die Hamatokritwerte (Hkt)
waren ohne statistisch relevante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen
normwertig. Ebenso lagen die Natrium- und Kaliumkonzentrationen im Mittel ohne
statistisch signifikanten Unterschied in allen Versuchsgruppen im Normbereich
(Tab 3).

6.3.2 Kleines Blutbild

Erythrozyten-, Thrombozyten- und Leukozytenzahlen wurden automatisiert in
arteriellem EDTA-BIut gezahlt.
Die Erythrozytenzahlen lagen im Mittel in allen Versuchsgruppen zwischen 6,5

und 7,2 x 10'%/1. Statistisch signifikante Unterschiede lagen nicht vor.
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Die Thrombozytenzahlen der nicht endotoxindmischen Versuchsgruppen (T
und T/Th) entsprachen mit etwa 750*10% denen der Kontrolle. Endotoxindmie be-
wirkte in den Gruppen T/E und T/E/Th einen Abfall der Thrombozytenzahlen auf
~20% des Ausgangswertes und damit eine signifikante (p<0,05) Thrombozytopenie
(Abb.19).
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Abb. 19: Quantitative Analyse systemischer Thrombozyten- (A) und Leukozytenzahlen (B). Dargestellt
sind die Versuchsgruppen K (Kontrolle: Kontrolltiere ohne Intervention), T (Trauma), T/E (Trauma und
Endotoxindmie), T/Th (Trauma und ATIIIl als Therapie), T/E/Th (Trauma, Endotoxindmie und ATIII als
Therapie). Angegeben ist der Mittelwert + SEM, ANOVA, Post-Hoc Vergleich, Holm-Sidak-Test: *
p<0.05 vs. K.

Die Leukozytenzahlen aller Versuchsgruppen waren im Mittel auf Kontrollni-
veau, statistisch signifikante Unterschiede lagen nicht vor. Ausschlielich in der nicht
therapierten Endotoxindmiegruppe (T/E) zeigte sich ein Anstieg der Leukozytenzahl
um etwa 30%. Nach ATIII-Therapie war dieser Anstieg rucklaufig (Abb. 19).
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6.3.3 Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein im Rahmen akuter Entziindungsreaktionen vor allem
von Monozyten und Makrophagen frihzeitig freigesetztes Zytokin. Es hat eine be-
sonders kurze Halbwertzeit von etwa 20 Minuten und ist an der Induktion der Syn-
these klassischer Akute-Phase-Proteine beteiligt.

Um die systemische Entzindungsreaktion in der vorliegenden experimentellen
Studie umfangreicher charakterisieren zu kénnen, wurde der IL-6-Plasmaspiegel aller
Versuchstiere bestimmt. Die Messungen fanden im Zentrallabor des Institutes fur
Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der Universitat Rostock statt und erfolg-
ten mittels ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) aus tiefgefrorenem EDTA-
Plasma. Das Blut fur die entsprechenden Proben wurde 18h nach intraperitonealer
Applikation von LPS entnommen, zentrifugiert und sofort eingefroren.

Die mittleren Spiegel lagen mit <2 pg/ml in allen Versuchsgruppen im physio-
logischen Bereich (< 5,4 pg/ml) und unterhalb der Nachweisgrenze. Die Ergebnisse

der IL6-Bestimmung flossen entsprechend nicht weiter in die Ergebnisdarstellung ein.

6.3.4 Blutgerinnung

Die Bestimmung der Gerinnungsparameter aus Citratplasma wurden im Zent-
rallabor des Institutes fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der Universitat

Rostock durchgefuihrt. Folgende Parameter wurden untersucht:
Thromboplastinzeit (TPZ, Quick) (%)
Partielle Thromboplastinzeit (PTT) (s)
Fibrinogen (g/l)
Antithrombin (ATIII) — Aktivitat (%).

Die Thromboplastinzeit (Quick) lag in allen untersuchten Gruppen im Median
zwischen 135 und 150% und wurde durch keine der experimentellen Interventionen
statistisch signifikant beeinflusst (Abb. 20).

Die partielle Thromboplastinzeit (PTT) veranderte sich unter dem Einfluss des

Traumas (T) nicht, bei Endotoxindmie verlangerte sie sich um etwa flinf Sekunden.
Nach ATIII-Gabe (T/Th) war die Verlangerung um eine weitere Sekunde zu beobach-
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ten. Die Versuchsgruppen T und T/Th unterschieden sich bei einer PTT-
Verlangerung von etwa 30% statistisch signifikant (p<0,05) voneinander. Beide The-
rapiegruppen (T/TH und T/E/Th) lagen mit einer PTT von 30s auf etwa dem gleichen
Niveau. Bei Endotoxinamie war die Verlangerung der PTT nach ATIII-Applikation
nicht statistisch signifikant (Abb. 20).
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Abb. 20: Quantitative Analyse der partiellen Thromboplastinzeit (PTT) (A) und der systemischen Fibri-
nogenkonzentrationen (B). Dargestellt sind die Versuchsgruppen K (Kontrolle: Kontrolitiere ohne Inter-
vention), T (Trauma), T/E (Trauma und Endotoxindmie), T/Th (Trauma und ATIIl als Therapie), T/E/Th
(Trauma, Endotoxindmie und ATIIl als Therapie). A: Angegeben ist aufgrund fehlender Normalvertei-
lung der Median (25. Perzentile/75.Perzentile), Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks, Post-Hoc Vergleich,
t-Test: * p=0,003 vs. T); B: Angegeben ist der Mittelwert + SEM, ANOVA, Post-Hoc Vergleich, Holm-
Sidak-Test: * p<0.05 vs. K, ¥ p<0.05 vs. T.

Wahrend der Fibrinogen-Blutspiegel in der Kontrollgruppe (K) sowie nach
Trauma (T) unbeeinflusst blieb, stieg er unter dem Einfluss der Endotoxinamie (T/E)
leicht und nach ATIII-Therapie in beiden behandelten Gruppen signifikant (p<0,05)
um etwa 60% auf Werte um 2,9 g/l an (Abb. 20).

In der ATIII-Aktivitat unterschieden sich die Versuchsgruppen statistisch nicht

signifikant. ATIIl ist ein bekannter Sepsismarker, dessen Plasmaaktivitat (%) bei sys-
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temischer Inflammation sinkt. Wahrend das Trauma (T) keinen bedeutenden Einfluss
auf die ATIII-Konzentration (88%) hatte, fiel diese bei Endotoxinamie (T/E) deutlich
von 98% (K) auf 78% ab. Durch Gabe von ATIII stieg die Plasmaaktivitat mit Werten
von 114% (T/Th) und 104% (T/E/Th) deutlich auf supranormale Konzentrationen an.

6.4 Histologie und Feucht-Trockengewicht Ratio des Muskels

Verglichen mit den Praparaten der Kontrollgruppe (K) zeigten Praparate trau-
matisierter Muskulatur (T) ein auffallig scholliges Auseinanderweichen von Muskelfa-
sern mit deutlicher Verbreiterung des Interstitiums im Sinne eines Gewebeddems.
Die Behandlung mit ATIIl hatte nach Trauma (T/Th) keinen Einfluss auf die intersti-
tielle Schwellung. Nach Trauma und Endotoxinadmie (T/E) fanden sich ebenso ver-
breiterte Interstitien, die die umliegenden Muskelfasern auseinander weichen und
verschmalert erscheinen lieRen. Nach ATIII-Gabe (T/E/Th) zeigte sich ein deutlicher
Ruckgang der interstitiellen Schwellung, die Muskelfasern schienen normal breit zu
sein. Durch die ATIll-Therapie ahnelten die Praparate morphologisch denen der

Kontrollgruppe.

Die nach CAE-Farbung quantitativ erfassten Leukozyten wurden ihrer Lokali-
sation in verschiedenen Kompartimenten des Praparates zugeordnet. Hierbei wurden
Leukozyten innerhalb von Gefallanschnitten und extravasierte Leukozyten im Mus-
kelgewebe unterschieden. Aus den Zahlen der Leukozyten beider Kompartimente
wurde schlieBlich die Summe aller im Praparat erfasster Leukozyten errechnet.

Die Population innerhalb von GefaRanschnitten liegender Leukozyten (n/GF)
zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.
Dennoch war im Mittel ein deutlicher zahlenmaRiger Anstieg von ~60% nach Trauma
(T) und von ~130% nach Endotoxinamie (T/E) zu erkennen. Die Leukozytenzahlen
lagen zwischen 1 und 2,3 Zellen/GF. ATIII senkte die Leukozytenzahl der ausschlief3-
lich traumatisierten Gruppe (T/Th) nur leicht. Die nach Endotoxinamie (T/E) starker
erhohte Leukozytenzahl sank unter ATIII (T/E/Th) um etwa 45% ab.

Die innerhalb des Muskelgewebes quantifizierte Leukozytenpopulation wies
einen ahnlichen Trend auf. Hier stiegen die Leukozytenzahlen nach Trauma (T) im
Median auf etwa das Zweifache des Kontrollwertes 0,78 (0,76/0,81)/GF an. Unter
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Endotoxinadmie (T/E) verdreifachte sich der Wert knapp und unterschied sich statis-
tisch signifikant (p<0,05) von der Kontrolle (K). ATl bewirkte besonders bei Endoto-
xindmie (T/E/Th) eine Senkung der Leukozytenzahl um etwa 30%. Die ATIII-Therapie
bei alleinigem Traumas (T/Th) zeigte kaum eine Wirkung (Abb. 21).

A

Leukozyten im Muskel (n/GF)

K il T/E TI/Th T/E/Th

Abb. 21: Quantitative Analyse von extravasierten Leukozyten im Muskelgewebe (A) und représentati-
ve histologische Abbildungen aus den Untersuchungsgruppen T/E (B) und T/E/Th (C). Die Pfeile (B
und C) markieren quantitativ erfasste Leukozyten im Muskelgewebe. Dargestellt sind die Versuchs-
gruppen K (Kontrolle: Kontrolltiere ohne Intervention), T (Trauma), T/E (Trauma und Endotoxindmie),
T/Th (Trauma und ATIIl als Therapie), T/E/Th (Trauma, Endotoxindmie und ATIll als Therapie). Ange-
geben ist aufgrund fehlender Normalverteilung der Median (25. Perzentile/75.Perzentile), Kruskal-
Wallis ANOVA on Ranks, Post-Hoc Vergleich, Tukey-Test: * p<0.05 vs. K.

Die Gesamtsumme aller histologisch quantifizierten Leukozyten verdoppelte
sich nach Trauma (T). Bei zusétzlicher Endotoxinamie (T/E) verdreifachte sie sich,
was einem statistisch signifikanten (p<0,05) Unterschied zur Kontrolle entsprach.

ATIIl senkte die Leukozytenzahl der ausschlieBlich traumatisierten Gruppe
(T/Th) in nur unbedeutendem Ausmal. Die Leukozytenzahl bei Endotoxinamie
(T/E/Th) wurde durch ATIII um etwa 35% abgesenkt. Die damit erreichte Anzahl von
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~3,4 Leukozyten/GF entspricht der Anzahl von Leukozyten im Muskel der aus-
schliel3lich traumatisierten Gruppe. ATIII hob also, gemessen anhand der histologisch
erfassten Leukozytenzahlen, die Wirkung der Endotoxinamie nach schwerem Trau-

ma auf.
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Abb. 22: Quantitative Analyse apoptotischer Zellen (A) und der Ratio aus muskuldrem Feucht- und
Trockengewicht (B). Dargestellt sind die Versuchsgruppen K (Kontrolle: Kontrolltiere ohne Interventi-
on), T (Trauma), T/E (Trauma und Endotoxindmie), T/Th (Trauma und ATIIl als Therapie), T/E/Th
(Trauma, Endotoxindmie und ATIIl als Therapie). Angegeben ist der Mittelwert + SEM, ANOVA, Post-
Hoc Vergleich, t-Test: § p<0,05 vs. T/E.

Apoptotische Zellkerne wurden in den histologischen Praparaten durch An-
wendung der TUNEL-Methode rostbraun gefarbt und waren so leicht von anderen
Zellstrukturen innerhalb des Muskelgewebes abgrenzbar. Bei einer insgesamt sehr
geringen Zahl apoptotischer Zellen (0,015 — 0,045/GF) in allen untersuchten Gruppen
sind die Ergebnisse dieser Untersuchung in der Zusammenschau aller Untersu-
chungsergebnisse mit hoher Zurtickhaltung zu interpretieren.

Sowohl das Trauma (T) als auch die Kombination aus Trauma und Endotoxi-

namie (T/E) bewirkten eine Zunahme an Apoptose. Nach Endotoxinamie war der An-
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stieg noch etwas starker ausgepragt, verglichen mit der Kontrollgruppe (K) verdrei-
fachte sich die Anzahl apoptotischer Zellkerne (Abb. 22).

ATIIl reduzierte die Zahl apoptotischer Zellkerne in beiden therapierten Ver-
suchsgruppen (T/Th und T/E/Th) deutlich. In der Endotoxinamiegruppe (T/E/Th) wur-
de durch ATIII eine Absenkung auf die Anzahl apoptotischer Zellkerne der Kontroll-
gruppe (0,015/GF) erreicht (Abb. 22).

Zur Feststellung eines Muskelddems wurde die Ratio aus Feucht- und Tro-
ckengewicht von Muskelgewebe errechnet.

Nach Trauma fiel ein gering verstarktes Muskelédem auf, das durch die Appli-
kation von Endotoxin nicht zusatzlich verstarkt wurde. Es waren keine statistischen
Signifikanzen auszumachen.

ATIII bewirkte in beiden therapierten Versuchsgruppen einen deutlichen Ruck-
gang des Odems. Die Gruppe T/Th erreichte Kontrollniveau, T/E/Th zeigte ebenso
eine statistisch signifikante (p<0,05) Reduktion des Gewebeddems (Abb. 22).
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7 DISKUSSION

7.1 Diskussion von Material und Methodik

Zur Durchfuhrung chirurgischer Mal3nahmen an Versuchstieren wird ein ge-
eignetes Narkoseverfahren bendtigt. Das mittellang (4-8 h) wirkende Barbiturat Pen-
tobarbital wird in tierexperimentellen Studien haufig verwendet (SONG et al. 2011).
Nach intraperitonealer Injektion wird es resorbiert und hepatisch verstoffwechselt
(HOETZEL et al. 2006). Auf Rezeptorebene sind an der Wirkung aktivierte GABAAa-
sowie gehemmte Glutamat-Rezeptoren (AMPA) und Tetrodotoxin-empfindliche Na*-
Kanale beteiligt, aus deren Zusammenspiel eine allgemeine zentrale Dampfung re-
sultiert (KAROW & LANG-ROTH 2008).

Aufgrund der geringen therapeutischen Breite von Pentobarbital ist bei Nach-
dosierungen die Gefahr einer Akkumulation zu beachten (KAROW & LANG-ROTH
2008). Weitere mdgliche Komplikationen sind Atemsuppression und hamodynami-
sche Instabilitat (BLEDSOE & KRAMER 2008). In der vorliegenden Studie wurden
der mittlere arterielle Blutdruck und die Herzfrequenz kontinuierlich aufgezeichnet
und durch eine ausreichende Narkosetiefe und FlUssigkeitssubstitution innerhalb
physiologischer Grenzen konstant gehalten.

Bei systemischen Narkoseverfahren kann es zu starker Vasodilatation kom-
men, die neben einer moglichen Kreislaufdysregulation auch die Korpertemperatur
reduziert (LENHARDT 2010). Um dem Auskuhlen und der konsekutiven Beeintrach-
tigung der Mikrozirkulation vorzubeugen, wurden die Versuchstiere wahrend der Ex-
perimente auf einer Warmeplatte gelagert.

Durch die kontinuierliche Uberwachung von Kreislaufparametern und Warme-
applikation ist eine Beeinflussung der Mikrozirkulation der peripheren Skelettmusku-
latur von Seiten der Narkose unwahrscheinlich.

Bedingt durch den langsameren hepatischen Metabolismus weiblicher gegen-
Uber mannlichen Ratten, erhdht sich bei ihnen durch die in kurzen Zeitabstanden
wiederholte Gabe von Pentobarbital das Narkoserisiko (HOLCK et al. 1937,
WESTENBERG & BOLAM 1982, ZAMBRICKI & DALECY 2004). Aus diesem Grund
wurden ausschliel3lich mannliche Sprague Dawley Ratten verwendet, die sich nach

Einschatzung unserer eigenen und anderer Arbeitsgruppen gut flur Untersuchungen
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der Mikrozirkulation eignen (GIERER et al. 2010, WANG et al. 2011, KAMBUROGLU
et al. 2011, SMOLOCK et al. 2011).

Nach aktueller Studienlage hat sich das standardisierte geschlossene Kontu-
sionstrauma fur Untersuchungen der angeborenen Immunantwort auf mechanische
Weichteiltraumatisierung besonders bewahrt (SMITH et al. 2008). In der vorliegen-
den Studie wurde das Trauma mit dem fur Hochrasanzverletzungen am Hinterlauf
der Ratte modifizierten ,Controlled impact device® appliziert (SCHASER et al. 1999).
Die Vorrichtung diente ursprunglich der Untersuchung schwerer Schadelhirnverlet-
zungen (LIGHTHALL et al. 1989, DIXON et al. 1991).

Verglichen mit anderen experimentellen Traumastudien verursachten die in der
vorliegenden Studie gewahlten Anprallparameter ein besonders schweres Weichteil-
trauma, ohne jedoch ein Kompartmentsyndrom zu induzieren (SCHASER et al.
1999). Letzteres musste vermieden werden, da eine Erhdhung des Gewebedrucks
die Mikrozirkulation stark beeintrachtigen und deren intravitalmikroskopische
Beurteilbarkeit einschranken kénnte (KIAER & KRISTENSEN 1988, SHRIER &
MAGDER 1995).

Andere fur Untersuchungen von Muskelverletzungen verwendete Techniken
sind beispielsweise die ,drop-mass-technique®, ,crush injury“ oder Federhammermo-
delle (JARVINEN & SORVARI 1975, SMITH et al. 1993, CRISCO et al. 1994), wel-
che jedoch relativ moderate Muskelverletzungen erzielen und sich daher nur bedingt
eignen, die Folgen eines schweren Weichteiltraumas adaquat zu simulieren. Aus der
Traumatisierung mit dem ,Controlled impact device“ hingegen resultieren signifikante
Beeintrachtigungen der Mikrozirkulation mit einer ausgepragten posttraumatischen
Entzindungsreaktion. Der Vergleich mit Studien, die das gleiche Traumamodell ge-
nutzt haben, verdeutlicht die Reproduzierbarkeit der herbeigefuhrten Verletzung
durch die posttraumatisch entsprechend gesteigerte Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion (SCHASER et al. 1999, GIERER et al. 2005, GIERER et al. 2007,
GIERER et al. 2008, GIERER et al. 2010).

In der vorliegenden Studie wurde gezielt die anatomische Region des M. ex-
tensor digitorum longus verletzt. Dieser verlauft lateral, gemeinsam mit dem M. tibia-
lis anterior und dem M. extensor hallucis longus, im anterioren Muskelkompartiment
des Unterschenkels. Diese Traumaregion wurde ausgewahlt, da traumatische Verlet-

zungen des (anteriolateralen) Unterschenkels klinisch besonders haufig auftreten
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(SCHASER et al. 1999, STALP et al. 2002). Auch das Kompartmentsyndrom des
anterioren Unterschenkel-Kompartments ist als Komplikation traumatischer
Extremitatenverletzungen das haufigste (GOURGIOTIS et al. 2007).

Auf eine offene Traumatisierung oder Fraktur wurde verzichtet, da diese zu er-
heblichen Einblutungen fuhren konnen, die eine intravitalmikroskopische Untersu-
chung unmdglich machen wirden. Der Grund hierfur ist das Absorptionsmaximum
von Hamoglobin fur blaues Licht, durch das Erythrozyten schwarz erscheinen, ande-
re Strukturen Uberdecken und so deren Beurteilbarkeit einschranken bis hin zu un-
madglich machen (ZIJLSTRA et al. 1991).

Als ,second hit* wurde bei den Versuchstieren eine Endotoxinamie hervorgeru-
fen, welche die systemische Ausbreitung der zunachst lokal begrenzten posttrauma-
tischen Entzindungsreaktion zu einem systemischen Inflammationssyndrom (SIRS)
simulieren sollte. Dieses kann fortschreiten und zu Organdysfunktionen (MODS) oder
Multiorganversagen (MOF) fuhren (LENZ et al. 2007, TSCHOEKE et al. 2007). Auch
die Progression des SIRS zur Sepsis ist moglich (BONE et al. 1992).

Trotz eines seit Jahrzehnten immer bedeutender werdenden und mittlerweile
fuhrenden Anteils (multiresistenter) grampositiver Sepsiserreger stellt die gramnega-
tive Sepsis auch weiterhin eine lebensgefahrliche Komplikation postoperativer und
posttraumatischer Intensivpatienten dar (GIERER et al. 2008, DUSZYNSKA 2010,
BASSETTI et al. 2011, LIVORSI et al. 2011). Erhdhte plasmatische Endotoxinkon-
zentrationen stellen einen Pradiktor fur die Entwicklung einer Sepsis und der damit
verbundenen erhohten Mortalitat dar (HURLEY 2003).

Der durch Endotoxin hervorgerufene septische ,second hit* ist einfach durch-
zufihren, gut reproduzierbar, standardisiert und kostenglnstig (DEITCH 2005). In
Studien zur Analyse von SIRS und Sepsis wird Endotoxin schon seit langem einge-
setzt (O’REILLY et al. 1999, KOIKE et al. 2003). Dieser Einsatz wird mit einer partiel-
len pathophysiologischen Ubereinstimmung zwischen Endotoxindmie und Sepsis
begrindet (REMICK et al. 2000). Die Endotoxindmie aktiviert verschiedene Akute-
Phase-Reaktionen und Kaskadensysteme, wie das Komplementsystem, die Blutge-
rinnung, die Hamatopoese und das Kallikrein-Kinin-System (McCUSKEY et al. 1996).
Durch Mediatorfreisetzung werden auch zellulare Adhasionsmolekile aktiviert
(McCUSKEY et al. 1996), sodass schlielich das klinische Bild eines SIRS resultiert.
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Die Versuchstiere zeigten bei Endotoxinamie einen Zustand, der im weitesten
Sinn der Definition eines SIRS entsprach (BONE et al. 1992). So fuhrte die Endotoxi-
namie zu einem signifikanten (p<0,05) Anstieg der Herzfrequenz, zu einer
Hypokapnie und einer Leukozytose.

Diese systemischen Veranderungen zeigen, dass die Endotoxindmie geeignet
ist, die im experimentellen Setting der vorliegenden Studie geforderte Sequenz von
chirurgischem Trauma und nachfolgender systemischer Entziindung reproduzierbar

und adaquat zu simulieren.

In der vorliegenden Studie wurde ATIII als Hochdosis-Monotherapie (250 IE/kg
KG i.v.) appliziert. Frihere tierexperimentelle Studien, die sich mit ATIII bei Endotoxi-
namie beschaftigten, haben bei dieser Dosierung gute Therapieerfolge gezeigt
(UCHIBA et al. 1998, HARADA et al. 1999, HAGIWARA et al. 2009). Nach Herstel-
lerangaben erhoht eine |IE die ATIII-Aktivitat um ca. 1%, wobei der Anstieg bei star-
kem Verbrauch auch geringer ausfallen kann. In der vorliegenden Studie sollte die
Applikation einer hohen Dosis die ATllI-Konzentration auf Uber 80% des Normwertes
erhdhen, woraus laut Hersteller eine ausreichende Wirkung resultieren soll. Die Mes-
sungen der ATIII-Aktivitaten bestatigten, dass dieses Ziel erreicht wurde. Sie stiegen
deutlich an und erreichten in beiden Therapiegruppen supranormale Aktivitaten gro-
Rer 100%. Die Applikationsform erwies sich zusatzlich als sicher und einfach hand-
habbar.

In einer Vielzahl tierexperimenteller Studien, welche die antiinflammatorische
Wirksamkeit von ATIIl bei Endotoxinamie untersuchten, wurde von einer Verringe-
rung der Mortalitdt berichtet (TAYLOR et al. 1988, DICKNEITE & PAQUES 1993,
KESSLER et al. 1997, FOURRIER et al. 1998, DICKNEITE & LEITHAUSER 1999,
NEVIERE et al. 2001). Zudem wurden verschiedene organprotektive Effekte nach-
gewiesen, ohne dass ATIIl zu einer vermehrten Blutungsneigung fuhrte (HARADA et
al. 1999, UCHIBA et al. 1998, DICKNEITE & KROEZ 2001).

Der Einsatz von ATIIl in der antiinflammatorischen Therapie von Sepsis und
anderen entzindlichen Erkrankungen wird schon seit langem kontrovers diskutiert.
Aktuell wird ATIIl in der Therapie der Sepsis nicht empfohlen (DELLINGER 2008,
REINHART et al. 2010).
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Die Ergebnisse diverser klinischer Studien zur ATIII-Therapie bei Sepsis zeig-
ten Uber Jahre verringerte Mortalitaten, verkirzte Verlaufe schwerer Gerinnungssto-
rungen (DIC), verbesserte Organfunktionen an Lunge, Leber und Niere, erniedrigte
IL-6-Spiegel sowie kurzere Verweildauern auf Intensivstationen (FOURRIER et al.
1993, INTHORN et al. 1997, INTHORN et al. 1998, BAUDO et al. 1998, EISELE et
al. 1998). Aufgrund zu geringer Patientenzahlen konnte jedoch keine Einzelstudie
signifikante Ergebnisse erzielen. Von 1997 bis 2001 wurde schlie3lich die internatio-
nale Phase lll ,KyberSept“ Studie durchgefuhrt, welche placebokontrolliert an 2314
Patienten die Wirksamkeit von ATIIl bei schwerer Sepsis untersuchte. Ziel dieser
Studie war die Reduktion von Todesfallen bei schwerer Sepsis nach 28 Tagen durch
Anhebung der ATIII-Aktivitat. Hierzu wurden den Patienten insgesamt 30.000 IE ATIII
Uber einen Zeitraum von 4 Tagen verabreicht (WARREN et al. 2007). Am 28. Tag der
Studie unterschied sich die Mortalitat zwischen der ATllI-behandelten Gruppe und der
Placebogruppe (ATIIl 38,9% vs. Placebo 38,7%) jedoch nicht signifikant (p=0,94)
(WARREN et al. 2001).

Zur Vermeidung thromboembolischer Komplikationen war wahrend der Studie
eine begleitende Therapie mit niedermolekularem Heparin gestattet. Offenbar wurde
durch das Heparin eine Bindung von ATIIl an endotheliale HSPG verhindert, wodurch
die PGl;-abhangige antiinflammatorische Wirkung nicht oder nur eingeschrankt zu-
stande kommen konnte (PULLETZ et al. 2000, WARREN et al. 2001). Verglichen mit
der Placebogruppe trat bei ATIll- und zugleich Heparin-behandelten Patienten zudem
eine signifikant (p<0,05) erhdhte Blutungshaufigkeit auf (ATIIlI + Heparin 23,8% vs.
Kontrolle 13,5%) (WARREN et al. 2007). Eine Subpopulation des Studienkollektivs
erhielt ATIII, jedoch kein zusatzliches Heparin. Patienten dieses Kollektivs zeigten
nach 90 Tagen eine signifikant (p=0,03) reduzierte Mortalitat (ATIII 44,9% vs. Kontrol-
le 52,5%), was auf die o.g. Interferenz von Heparin mit der ATIII-Bindung an HSPG
hinweist (WARREN et al. 2001).

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit grindete auf den genannten Teiler-
gebnissen der KyberSept-Studie. Diese implizieren, dass sich ATIll in Monotherapie
durch einen nicht unerheblichen antiinflammatorischen Effekt auszeichnet, der selbst
bei schwersten inflammatorischen Krankheitsbildern Therapieerfolge verspricht.

Aus diesem Grund ist der adjuvante therapeutische Einsatz von ATIIl weiterhin

Gegenstand aktueller Forschung. So haben Taoka und Kollegen z.B. nach ATIII-
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Therapie eine signifikante Besserung von Verletzungen des Ruckenmarks an der
Ratte beschrieben (TAOKA et al. 2004). In einer ahnlichen Studie wurde nach ATIII-
Therapie von einer verringerten Gewebeschadigung nach Ischamie/Reperfusion des
Rickenmarks berichtet (HIROSE et al. 2004). Eine andere Arbeitsgruppe zeigte,
dass ATIIl die stressbedingte Immunreaktion wahrend eines experimentellen Hitze-
schlags der Ratte reduzierte. Auch der entzindliche Verlauf einer experimentellen
Pankreatitis konnte durch ATIIl verbessert werden (HAGIWARA et al. 2009,
HAGIWARA et al. 2010).

Die Wirkung der ATIII-Monotherapie auf den traumatisch geschadigten Ske-
lettmuskel wurde bisher nicht untersucht. Die vorliegende Studie entstand auf der
Annahme, dass die beschriebene antiinflammatorische Wirkung von ATIII den immu-
nologisch bedingten Sekundarschaden im Muskel reduzieren und dadurch zu einer
verbesserten posttraumatischen Muskelperfusion beitragen kdnnte. Diese Wirkungen
konnten zu einer schnelleren und komplikationsarmeren Wundheilung nach ge-

schlossenem Weichteiltrauma fiihren.

Um den intravitalmikroskopischen Zugang zum traumatisierten M. extensor di-
gitorum longus zu ermdglichen, erfolgte zunachst dessen mikrochirurgische Prépara-
tion (TYML & BUDREAU 1991). Bei unvorsichtiger Praparation konnen im Muskel
Zeichen der Inflammation, wie eine lokale Leukozytenakkumulation oder Muskelzel-
lapoptose hervorgerufen werden. Ein sorgfaltiges mikrochirurgisches Vorgehen hin-
gegen erlaubt die Darstellung des Muskels fur die nachfolgende IVM ohne wesentli-
che entzindliche Einflisse (TYML & BUDREAU 1991).

Die Multifluoreszenzmikroskopie ist eine etablierte und aufgrund ihrer hohen
Spezifitat und Sensitivitat verbreitete Methode zur Visualisierung von zellularen Kom-
partimenten und Strukturen in biologischen Proben (ZIMMERMANN 2002). Sie bietet
dem Untersucher die Moglichkeit zur Beurteilung von Mikrozirkulation und Zellfunkti-
on eines Gewebes und stellt gleichzeitig die Bricke zwischen in vitro Ergebnissen
und deren Uberpriifung in vivo dar (MENGER & LEHR 1993, MENGER et al. 1999).
Mit statischen Methoden, wie Laborparametern und histologischen Schnitten, lassen
sich lediglich Momentaufnahmen des aktuellen Geschehens innerhalb eines Gewe-
bes abbilden. Die IVM hingegen ermdglicht die Beobachtung dynamischer Prozesse
im zeitlichen Verlauf (MENGER & LEHR 1993). In der vorliegenden Studie wurde die
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Intravitalmikroskopie als Multifluoreszenz-IVM durchgefuhrt, andere Varianten sind
die Durchlicht- oder die Multiphotonen-IVM (LEY et al. 2008).

Mit Hilfe der IVM wurden bereits verschiedenste physiologische und
pathophysiologische Phanomene, wie Inflammation, Sepsis, Schock, Ischa-
mie/Reperfusion, Angiogenese, Verbrennung, Transplantation und Wundheilung cha-
rakterisiert (MENGER et al. 1999, MENGER et al. 2002). Haufig wurde die Multifluo-
reszenz-IVM zur Untersuchung dynamischer Prozesse der Mikrozirkulation,
insbesondere der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion, genutzt. Zu den untersuchten
Geweben und Organen gehdéren unter anderem periphere Lymphknoten (von
ANDRIAN 1996), das zentrale Nervensystem (COMIM et al. 2011), das Herz
(VOLLMAR et al. 1995, SCHRAMM et al. 2010), das Pankreas (VOLLMAR et al.
1994, SORG et al. 2008), die Leber (EIPEL et al. 2007a, ROLLER et al. 2010), der
Skelettmuskel (GRADL et al. 2005, GIERER et al. 2010), der Darm (SANTEN et al.
2010) und die groRen Gefalte (SCHRAMM et al. 2004).

Die weite Verbreitung der Methode bestatigt ihre universale Anwendbarkeit bei
diversen Fragestellungen. Mittlerweile wird sie auch klinisch, z.B. bei Sepsis und
Schock, zur einfachen und flexiblen Untersuchung von Anatomie und Funktion der
Mikrozirkulation eingesetzt (YANG et al. 2009).

Neben der IVM gibt es viele weitere Methoden zur Untersuchung der Mikrozir-
kulation. Diese, zu denen beispielsweise die Laser-Doppler-Flowmetrie (TURNER et
al. 2008, KOLLMAR et al. 2010), die Gewebe-Sauerstoffpartialdruckmessung
(CONZEN et al. 1988, VOLLMAR et al. 1992), die Mikrospharentechnik (ZWISSLER
et al. 1991, VOLLMAR et al. 1992), die Thermographie (SAUMET et al. 1986,
LANGE et al. 2011) und die Xenon-Clearance-Technik (FRASER et al. 1987) geho-
ren, lassen jedoch nur indirekte Aussagen Uber Ablaufe innerhalb der Mikrozirkulation
zu, was ihre Aussagekraft gegenuber der IVM deutlich einschrankt.

In der vorliegenden Studie wurde die IVM zur quantitativen Analyse mikrozirku-
latorischer Parameter in Kapillaren und postkapillaren Venolen innerhalb des ge-
schadigten Skelettmuskels eingesetzt. Durch Ausnutzung von muskularer Autofluo-
reszenz und durch den Einsatz spezifischer Fluoreszenzfarbstoffe wurden die
nutritive Perfusion und Gewebeoxygenierung des Muskels sowie die venulare Leu-
kozyten-Endothelzell-Interaktion und zellulare Apoptose erfasst.



DISKUSSION 65

Zur Messung der Gewebeoxygenierung wurde die NADH-Autofluoreszenz im
Muskel genutzt. Bei dieser Untersuchung ist zu beachten, dass die Fluoreszenzin-
tensitat von NADH uber einen Epiilluminationszeitraum von 30 bis 60s um etwa 8 bis
14% nachlasst (VOLLMAR et al. 1997). Um trotz dieses ,Fadings® vergleichbare Er-
gebnisse zu erzielen, wurde die Datenerhebung standardisiert erst nach einer Belich-
tungszeit von zwei Sekunden begonnen (VOLLMAR et al. 1997, GIERER et al.
2007).

Es gibt weitere, unspezifische Autofluoreszenzen, die als Storfaktor die Beur-
teilung mikrozirkulatorischer Parameter einschranken konnen. Zu den verschiedenen
autofluoreszierenden Stoffen, deren Einfliisse zu berlicksichtigen sind, zahlen primar
Flavine und NADH (AUBIN 1979, BENSON et al. 1979, LOHMANN et al. 1989,
ANDERSSON-ENGELS et al. 1997). Weiterhin wurden Autofluoreszenzen von
Tryptophan, Kollagen und Elastin beschrieben (LAIFER et al. 1989, BARAGA et al.
1990). Im Skelettmuskel gibt es eine griine Autofluoreszenz, fir die in erster Linie
Flavine verantwortlich gemacht werden, deren Emissionsmaximum zwischen 520
und 560 nm liegt (JACKSON et al. 2004). Sie kommen vermehrt in Muskelzellen vor,
da diese eine grolle Zahl flavingekoppelter mitochondrialer Enzyme enthalten
(JACKSON et al. 2004). Im Fall der vorliegenden Studie wurde das Gewebe flr die
Intensitatsmessung der NADH-Autofluoreszenz mit UV-Licht bestrahlt, das flr
flavinhaltige Proteine jedoch keine Autofluoreszenz auslést. Das Mikroskop war wah-
rend der Untersuchung zudem uber einen Filter auf den Emissionswellenlangenbe-
reich von NADH eingestellt, was die Fluoreszenz aus anderen Bereichen des Farb-
spektrums weitgehend ausblenden konnte. Damit ist der Einfluss von unerwtinschter
Autofluoreszenz auf die vorliegenden Untersuchungsergebnisse sehr unwahrschein-
lich.

Ein wesentlicher Vorteil von Fluoreszenzfarbstoffen ist die verbesserte intravi-
talmikroskopische Darstellbarkeit zellularer Objekte in dreidimensionalen Geweben.
Der gezielte Einsatz von Farbungen kann die Sensitivitat und Spezifitdt der IVM ent-
scheidend verbessern, da ausschlie8lich markierte Strukturen fluoreszieren und bei
guter Auflésung und entsprechender VergroRerung selbst einzelne Fluorophore er-
kennbar sind.

Verglichen mit der Multifluoreszenz-IVM kann sich die Durchlicht-IVM der Leu-

kozyten-Endothelzell-Interaktion abhangig vom untersuchten Gewebe als schwierig
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erweisen, da Leukozyten durch ihren Fluss innerhalb der GefalRe den optischen Fo-
kus verlassen konnen (LEY et al. 2008). Die spezifische Fluoreszenzfarbung von
Leukozyten verbessert die Erfassung auch solcher Zellen, die zum Zeitpunkt der Auf-
zeichnung gerade nicht optimal im Fokus stehen. Die Farbung der Leukozyten wurde
in der vorliegenden Studie mit Rhodamin 6G durchgefuhrt, das in Mitochondrien ak-
kumuliert und zur Farbung weilder Blutzellen verwendet wird (BAATZ et al. 1995).
Mithilfe durchflusszytometrischer und intravitalmikroskopischer Messungen wurde
gezeigt, dass Rhodamin 6G nach intravasaler Applikation die meisten Leukozyten
(99%) und Monozyten (97%) im Blut von Ratten fur die intravitalmikroskopische Be-
urteilung adaquat anfarbt (BAATZ et al. 1995). Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon
auszugehen, dass auch im vorliegenden Modell der Grofteil aller Leukozyten visuali-
siert wurde. Erganzend zur intravitalmikroskopischen Analyse wurden Leukozyten
auch anhand histologischer Gewebepraparate quantitativ untersucht. Dazu wurden
CAE-Farbungen angefertigt, die das Zellplasma neutrophiler Granulozyten spezifisch
und leuchtend rot farbten.

Die Darstellung des mikrovaskularen Netzwerkes gelang durch Anfarbung des
Blutplasmas mit hochmolekularem FITC-Dextran. Niedermolekulares Dextran ist bio-
chemisch als Radikalfanger bekannt, der in Studien z.B. nach Ischamie/Reperfusion
protektive Effekte auf die Gewebeperfusion und die Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion gezeigt hat (STEINBAUER et al. 1997, STEINBAUER et al. 1998). Diese
Wirkungen treten ausschlief3lich bei niedermolekularem Dextran auf, weshalb davon
auszugehen ist, dass die Anwendung von hochmolekularem Dextran in der vorlie-
genden Arbeit keinen besonderen Einfluss auf die Mikrozirkulation und die Leukozy-
ten-Endothelzell-Interaktion hatte. Zudem sind Veranderungen der Blutviskositat bei
niedrigen Dextran-Dosierungen, wie der in der vorliegenden Studie, eher unwahr-
scheinlich (STEINBAUER et al. 1997).

Die Muskelzellapoptose wurde intravitalmikroskopisch nach systemischer Ap-
plikation von Bisbenzimid nachgewiesen, das an Adenin-Thymin-reiche DNA-
Regionen bindet. Apoptotische Zellkerne zeichnen sich durch typische morphologi-
sche Kernveranderungen, wie Chromatinkondensation und nukleare Fragmentation,
aus, die nach der Farbung mit Bisbenzimid gut erkennbar waren (WESTERMANN et
al. 1999, GRADL et al. 2004). Erganzend wurde die Zellapoptose histologisch mit der

TUNEL-Methode nachgewiesen, welche mittels einer dber die Terminale
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Deoxynucleotidyl-Transferase (TdT) vermittelten Reaktion die 3'OH-Enden von DNA-
Fragmenten mit biotinylierten Polydesoxyuridylnukleotiden markiert - ,TdT-mediated
dUTP-biotin nick end labeling® (GAVRIELI et al. 1992). Ein Nachteil dieser Methode
ist ihre geringe Sensitivitat und Spezifitdt. Der Grund dafur ist die starke Abhangigkeit
der Farbekinetik von der Reagenzienkonzentration, von der Art der Fixierung des
Praparates und vom individuellen Ausmal nuklearer Proteolyse (SARASTE 1999).
Zusatzlich werden aponekrotische Zellen erfasst (VOLLMAR & MENGER 2009). Zur
Verbesserung der Spezifitat wird daher empfohlen, die TUNEL-Methode, wie in der
vorliegenden Studie, mit anderen Techniken zum Nachweis von Apoptose zu kombi-
nieren (SARASTE 1999).

7.2 Diskussion der Ergebnisse

Im Folgenden werden die tierexperimentell gewonnenen Untersuchungser-
gebnisse der vorliegenden Studie diskutiert und im Lichte aktueller Literatur darge-
stellt. Als Leitfaden flr den Aufbau des folgenden Paragraphen dienten die Eingangs-

fragestellungen aus dem Kapitel ,Ziel der Studie® (siehe S. 20).

Das schwere geschlossene Weichteiltrauma fuhrt - ausgehend von einer trau-
matisch induzierten zellularen Entzindungsreaktion - zu diversen Veranderungen im
Skelettmuskel (TOUMI & BEST 2003, SCHASER et al. 2006, GIERER et al. 2007).
Die quantitative Analyse dieser zellularen Ablaufe lasst Aussagen Uber die Verlet-
zungsschwere, die traumatische Gewebeschadigung und das Outcome von Patien-
ten zu (HIETBRINK et al. 2006). In der vorliegenden Studie wurde durch ein standar-
disiertes Muskeltrauma eine typische Immunreaktion im Skelettmuskel provoziert.

Nach alleinigem Muskeltrauma kam es zu keinen signifikanten makrohamody-
namische Veranderungen. Die Herzfrequenz und der Blutdruck aller Versuchstiere
blieben normwertig. Bei schweren Einzelverletzungen oder Polytraumatisierungen
kénnen jedoch auch hamodynamische Veranderungen auftreten. Die haufigsten Ur-
sachen von Frihletalitdt nach Polytrauma sind ZNS-Verletzungen und Massenblu-
tungen (MANN et al. 2010). Sie manifestieren sich klinisch als neurologische Dysre-
gulation oder Volumenmangelschock und stellen hohe Anforderungen an die
Akutversorgung von Patienten (OMAR & HELAL 2010). In der vorliegenden Studie
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wurde aus technischen Grunden auf eine knocherne Begleitverletzung verzichtet.
Schwere Weichteiltraumatisierungen mit Fraktur kdnnen blutungsbedingt Stérungen
der Makrohamodynamik hervorrufen. Insbesondere Becken- und Femurfrakturen
bergen die Gefahr erheblicher Blutverluste mit Schockfolge (STEIN et al. 2007,
LOGTERS et al. 2009). Im vorliegenden Experiment traten nach einfacher Muskel-
verletzung ohne Fraktur keine kreislaufwirksamen Blutungen auf.

Die an der nutritiven Perfusion der Skelettmuskulatur entscheidend beteiligte
funktionelle Kapillardichte war posttraumatisch infolge der Gewebeschadigung signi-
fikant reduziert. Schwere Muskeltraumatisierungen in anderen experimentellen Stu-
dien zeigten vergleichbare Ergebnisse (SZCZESNY et al. 2001, ROTTER et al.
2008). Aus dem signifikanten Anstieg der NADH-Autofluoreszenz liel3 sich ableiten,
dass infolge der eingeschrankten Gewebeperfusion auch die muskulare Sauerstoff-
versorgung signifikant verringert war (VOLLMAR et al. 1997, HOGAN et al. 2005).

Innerhalb der muskularen Mikrozirkulation fuhrte das Muskeltrauma zu einer
ausgepragten zellularen Entzindungsreaktion. Wahrend der Gesamtleukozytenflux
von der Traumawirkung nahezu unbeeintrachtigt blieb, vergroRerte sich der Anteil
rollender Leukozyten nach Trauma um ~25%. Die permanent am Gefal3endothel ad-
harenten Leukozyten stiegen signifikant auf etwa das 3,5-fache des Kontrollwertes
an. Achtzehn Stunden nach Trauma war die Zahl der fest adharenten Leukozyten am
mikrovaskularen Endothel am gréfiten.

Neutrophile Granulozyten nehmen besonders wahrend der friihen posttrauma-
tischen Entziindungsreaktion eine Schlusselrolle ein (KIMURA et al. 2010). Sie ak-
kumulieren nach dem entzindungsauslosenden Ereignis bereits nach 1-2 Stunden
im Muskel (TOUMI & BEST 2003). Dieses Phanomen konnte in diversen intravital-
mikroskopischen Studien beobachtet werden (HOFFMANN et al. 2000, SCHASER et
al. 2006, GIERER et al. 2008). Zu einer schnellen Akkumulation tragt unter anderem
die besonders rasche Expression von Adhasionsmolekilen, wie E-Selektin auf dem
Endothel bei, das z.B. nach TNF-a-Stimulation in vitro und in vivo schon nach 1-2 h
nachzuweisen ist (KANSAS 1996). Bereits 48 h nach Trauma werden Makrophagen
zum dominierenden Zelltyp lokaler Entziindungsreaktionen (CHARGE & RUDNICKI
2004). Dieser rasche Austausch der vorherrschenden Zellart wahrend einer Entzin-
dung weist darauf hin, dass die lokale Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in der vor-

liegenden Studie 18 h nach Trauma bereits weit fortgeschritten ist, was auch der
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Grund fur den grof3en Anteil der bereits fest am Endothel adharenten Leukozyten
sein kdnnte. Die histochemischen Untersuchungen (CAE-Farbung) der Leukozyten-
zahlen in asserviertem Muskelgewebe zeigten, dass die intravasal liegenden Leuko-
zyten im Vergleich zur Kontrolle um ~60% zunahmen, sowie dass sich die Zahl der
im Muskelparenchym liegenden Leukozyten verdoppelte. Diese Angaben sprechen
ebenfalls dafur, dass 18 h nach Trauma bereits ein groRer Anteil der Leukozyten kurz
vor der Migration ins Muskelparenchym steht oder sich bereits dort befindet.

Das Ausmal} der traumatischen Schadigung der Mikrozirkulation wurde neben
der verstarkten Leukozyten-Endothelzell-Interaktion zusatzlich durch eine signifikant
gesteigerte GefalRpermeabilitdt postkapillarer Venolen von ~30% deutlich. Die
extravasierte Flussigkeit konnte erganzend mithilfe der Ratio aus Feucht- und Tro-
ckengewicht des traumatisierten Muskelgewebes quantifiziert werden. Diese deutete
mit einer ~6%igen Zunahme auf das Vorliegen eines Muskelddems hin, das aul3er-
dem histologisch in HE-gefarbten Gewebeschnitten nachgewiesen wurde. Studien,
die das gleiche Traumamodell nutzten, zeigten ahnliche posttraumatische
Odemausmalfe (SCHASER et al. 2006, GIERER et al. 2010). In einer zur Quantifi-
zierung des Gewebeddems nach traumatischer Muskelverletzung durchgefihrten
Studie wurde ebenfalls die Feucht-Trockengewicht-Ratio berechnet. Auch diese Stu-
die zeigte nach Traumatisierung des M. rectus abdominis der Ratte eine ~6%ige Zu-
nahme des Muskelédems (BANSCH et al. 2010).

Das alleinige Trauma hatte in der vorliegenden Studie keinen wesentlichen
Einfluss auf die GefalRdurchmesser von Kapillaren und Venolen. Die Erythrozytenf-
lieRgeschwindigkeit blieb verglichen mit der Kontrollgruppe nahezu unverandert. In
anderen experimentellen Traumastudien wurde von signifikanten Veranderungen
dieser Parameter im Rahmen von posttraumatischen muskularen Entzindungsreak-
tionen berichtet. So waren z.B. nach geschlossener Tibiafraktur im M. extensor digi-
torum longus signifikant erhdhte kapillare und venulare Durchmesser bei gleichzeitig
signifikant reduzierter ErythrozytenflieRgeschwindigkeit nachweisbar (ZHANG et al.
2003). Andererseits zeigten Studien, die das gleiche Traumamodell wie die vorlie-
gende Studie nutzten, auch keine signifikanten Veranderungen der genannten Para-
meter (GIERER et al. 2007, GIERER et al. 2010). In der Etablierungsstudie zum vor-
liegenden Modell wurde nach 72 h eine signifikante kapillare Dilatation beschrieben,
die 24 h nach Trauma jedoch noch nicht vorlag (SCHASER et al. 1999). Demzufolge
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konnte das Fehlen posttraumatischer Veranderungen der kapillaren und venularen
GefalRdurchmesser sowie der ErythrozytenflieRgeschwindigkeit neben der
Traumaschwere auch von zeitlichen Faktoren abhangen.

Zur Quantifizierung durch Trauma bedingten Apoptose wurden in der vorlie-
genden Studie die IVM (Bisbenzimidfarbung) und eine histologische Untersuchung
(TUNEL-Farbung) genutzt. Aufgrund der geringen Sensitivitat der TUNEL-Methode
wird sie haufig mit einer zweiten Methode zur Apoptosedetektion kombiniert
(SHIMOMURA et al. 2003, GLAWE et al. 2005, EIPEL et al. 2007b). Beide Methoden
zeigten nach Trauma eine Zunahme zellularer Apoptose im Skelettmuskel. Dieses
Ergebnis ist in verschiedenen experimentellen Traumamodellen gut reproduzierbar
und konnte bereits in diversen Studien der eigenen und anderer Arbeitsgruppen
nachgewiesen werden (KNAPPE et al. 2005, GIERER et al. 2007, STRATOS et al.
2012).

Die Blutuntersuchungen und die Blutgasanalyse zeigten nach Trauma erwar-
tungsgemal keine signifikanten Veranderungen, da Einzelverletzungen vorwiegend
lokale jedoch keine systemischen Reaktionen verursachen. Durch Uberschiel3ende
Freisetzung inflammatorischer Mediatoren kdnnen polytraumatisierte Patienten aber
im Rahmen eines posttraumatischen SIRS Veranderungen des weil3en Blutbildes im
Sinne einer akuten reaktiven Leukozytose oder Koagulopathien entwickeln (/BA et al.
2007, MANN et al. 2010).

Im folgenden Abschnitt wird die Eingangsfragestellung nach dem Einfluss der
als ,second hit“ induzierten Endotoxinamie auf das Ausmal} der (lokalen) Entzin-
dungsreaktion nach geschlossenem Weichteiltrauma diskutiert. Nach schwerem
Trauma erfolgt eine UberschielRende Freisetzung inflammatorischer Mediatoren. In
einer zweiten Phase entwickelt sich aus der daraus resultierenden immunologischen
Imbalance eine Immunparalyse, welche das Risiko von Infektion, Entzindung und
Sepsis deutlich erhoht (ROTSTEIN 2003, KEEL & TRENTZ 2005, TSCHOEKE &
ERTEL 2007, TSCHOEKE et al. 2007). Um den Einfluss eines solchen posttraumati-
schen entzundlichen ,second hit* zu simulieren, wurde zusatzlich zum geschlosse-
nen Weichteiltrauma eine sublethale Endotoxinamie induziert.

Der Gefalltonus wird wahrend systemischer Entziindungsreaktionen sowohl

vom Endothel als auch von nicht-endothelialen Mechanismen reguliert. Zu den
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endothelial produzierten vasoaktiven Mediatoren gehoren die Vasodilatatoren Stick-
stoffmonoxid (NO) und Prostazyklin (PGl,) sowie die Vasokonstriktoren Endothelin,
Thromboxan A2 und Plattchenaktivierender Faktor (WANECEK et al. 2000, ARAUJO
et al. 2011). Im Rahmen systemischer Entziindungen wird das Gleichgewicht zwi-
schen diesen Faktoren nach Induktion der iINOS (induzierbare NO-Synthase) durch
Entziindungsmediatoren, wie IL-1 und TNF-a, zugunsten von NO verschoben. Da-
raufhin erfolgt aus Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Monozyten eine ver-
mehrte Freisetzung von NO, was zu teils schwer therapierbarer Vasodilatation mit
konsekutivem Abfall des arteriellen Blutdrucks fihren kann (WORT & EVANS 1999,
TAYLOR & GELLER 2000, HACK & ZEERLEDER 2001, FORTIN et al. 2010).

In der vorliegenden Studie sollte der hamodynamische Einfluss der Endotoxi-
namie madglichst moderat ausfallen, um trotz vorhandener Kreislaufveranderungen
eine intravitalmikroskopische Beurteilbarkeit mikrozirkulatorischer Parameter zu ge-
wahrleisten. Die Endotoxinamie in sublethaler Dosis eignet sich besonders fur die
Untersuchung von Mikrozirkulationsstérungen und anti-inflammatorischer Therapie-
strategien (HOFFMANN et al. 1999). Wahrend der mittlere arterielle Blutdruck bei
limitierter FlUssigkeitssubstitution konstant blieb, stieg die Herzfrequenz signifikant
um ~15% an. Es ist anzunehmen, dass dieser Anstieg stressbedingt oder im Rah-
men einer kompensatorischen Tachykardie bei drohendem Blutdruckabfall aufgetre-
ten ist. Die Endotoxinamie fuhrt bei Versuchstieren und beim Menschen zu einer vo-
ribergehenden kardiovaskularen Hyperdynamik, die schlieBlich durch eine ver-
minderte Herzfunktion und gleichzeitig verringerten peripheren GefalRwiderstand in
ein hypodynames Stadium tbergeht (McCUSKEY et al. 1996).

Im Vergleich zum alleinigen Trauma waren bei zusatzlicher Endotoxinamie
weder die funktionelle Kapillardichte noch die NADH-Autofluoreszenz signifikant ver-
andert. Dies weil3t darauf hin, dass Veranderungen dieser Parameter vorwiegend
traumatisch bedingt auftreten. Es ist bekannt, dass jedes schwere Trauma Mikrozir-
kulationsstérungen hervorruft, durch welche die Gewebeperfusion und Sauerstoffver-
sorgung beeintrachtigt werden konnen (De BACKER et al. 2002, SCHASER et al.
2006). Die Ergebnisse fruherer Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten gegensatzli-
che Veranderungen der nutritiven Perfusion und NADH-Autofluoreszenz nach
sublethaler Endotoxinamie (GIERER et al. 2007, GIERER et al. 2008). In diversen

Tiermodellen anderer Arbeitsgruppen konnte demonstriert werden, dass eine Endo-
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toxinamie je nach Dosierung teils ausgepragte mikrozirkulatorische Veranderungen
hervorruft (CRYER et al. 1987, DRAZENOVIC et al. 1992, De BACKER et al. 2002).

Systemische Entziindungsreaktionen wie SIRS oder Sepsis fihren Uber eine
vermehrte endotheliale und leukozytare Expression von Adhasionsmolekulen zu ei-
ner gesteigerten Leukozyten-Endothelzell-Interaktion (AIRD 2003, KOLODJASCHNA
et al. 2004). Typischerweise findet die endotheliale Expression in den postkapillaren
Venolen vor der Migration von Leukozyten in nicht-lymphatisches Gewebe statt
(PETRI et al. 2008). Die Endotoxinamie in der vorliegenden Studie liel® den Gesamt-
leukozytenflux um 38% ansteigen, wobei die Fraktion rollender Leukozyten nach
Endotoxinamie ~20% Uber der nach alleinigem Trauma lag. Die Zahl der permanent
am GefalRendothel adharenten Leukozyten stieg um ~13% an. Die laborchemisch
ermittelte Leukozytenzahl im Plasma war bei Endotoxinamie verglichen mit der Kon-
trolle und der ausschliel3lich traumatisierten Gruppe um ~50% gestiegen. Auch die
histologischen Untersuchungen des traumatisierten Muskelgewebes lieferten ent-
sprechende Ergebnisse. Wahrend der Endotoxinamie stieg die Zahl innerhalb venu-
larer Gefallanschnitte liegender Leukozyten verglichen mit der Kontrollgruppe durch-
schnittich um 130% an. Die Zahl gewebeinfiltrierender Leukozyten verdreifachte
sich. Diese Ergebnisse spiegeln die wahrend der Endotoxinamie auftretende syste-
mische Entziindungsantwort und deren verstarkenden Einfluss auf die lokale musku-
lare, traumatisch ausgeldste Inflammation wider. Durch die reaktive systemische Zu-
nahme neutrophiler Granulozyten stehen diese vermehrt fir die lokale Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion und die Migration in das Zielgewebe zur Verfigung.

Die vaskulare Hyperpermeabilitat ist eines der wesentlichen Probleme wah-
rend der endothelialen Entzindungsreaktion und kann durch unterschiedliche Auslo-
ser, wie Trauma, Ischamie/Reperfusion, Sepsis, ARDS oder onkologische Erkran-
kungen, beglnstigt werden (KUMAR et al. 2009). Bei septischen Krankheitsbildern
korreliert die Mortalitatsrate stark mit der Beeintrachtigung der Blutversorgung le-
benswichtiger Organe als Konsequenz aus einer gestérten Kapillarperfusion bei vas-
kularer Leckage (HENRICH et al. 2010). Die Regulation der vaskularen Permeabilitat
wird durch den Einfluss septischer Mediatoren maf3geblich gestért (CHAPPELL et al.
2009). Molekulare Untersuchungen zeigten unterschiedliche zugrunde liegende Me-
chanismen, zu denen Phosphorylierungen, Internalisierungen, und Dissoziationen

junktionaler Molekule gehéren (ESSER et al. 1998). Der Austritt von intravasaler
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Flussigkeit und Albumin in das umliegende Gewebe fuhrt zu einer Verminderung des
onkotischen Drucks, wodurch sich der hydrostatische Druck relativ erhdht und die
Odembildung weiter unterstitzt (DORMEHL et al. 1992, CHAPPELL et al. 2009).
Diese kritischen Veranderungen treten in der Pathophysiologie von SIRS und Sepsis
regelmaRig auf (AIRD 2003, ZHOU et al. 2011). In der vorliegenden Studie lag bei
Endotoxinamie intravitalmikroskopisch eine nur geringgradig erhdhte Gefallpermea-
bilitat vor. Dieses Ergebnis wurde durch die Untersuchung der Ratio aus Feucht- und
Trockengewicht des traumatisierten Muskels bei Endotoxinamie und durch die histo-
logische Untersuchung HE-gefarbter Muskelschnitte bestatigt. Die Endotoxinamie
hatte im vorliegenden Model somit eher einen nachrangigen Einfluss auf die lokal
bereits durch das Trauma signifikant erhohte GefalRpermeabilitat. Im Gegensatz dazu
eignet sich die von uns genutzte Endotoxindosis ohne vorhergehendes Weich-
teiltrauma gut zur Untersuchung inflammatorisch bedingter mikrovaskularer Permea-
bilitatsstérungen (LANGHEINRICH & RITMAN 2006).

Die kapillaren und venularen GefalRdurchmesser zeigten in der vorliegenden
Studie nach Endotoxinamie nur leichte, statistisch nicht signifikante Veranderungen
im Sinne einer moderaten Vasodilatation. Diese ist am ehesten auf durch Inflammati-
on gesteigerte NO-Ausschuttung zurtickzufihren (HANGAI-HOGER et al. 2006).

Die Apoptose ist ein physiologisch regulierter zellularer Prozess, dem eine
wichtige Bedeutung in der Gewebehomobostase zukommt (STRATOS et al. 2012).
Verschiedene bakterielle Virulenzfaktoren kénnen bei Sepsis und lokaler Entzin-
dungsreaktion Muskelzellapoptose induzieren (PINHEIRO DA SILVA & NIZET 2009).
Die posttraumatisch erhdhte Zahl apoptotischer Muskelzellkerne wurde in der vorlie-
genden Studie durch die Endotoxinamie leicht erhoht. Dies zeigte sich sowohl in der
IVM als auch histochemisch in TUNEL-gefarbten Muskelpraparaten. Der apoptoti-
sche Zelltod kann Uber verschiedene intrinsische und extrinsische Wege eingeleitet
werden, die biochemisch hochspezifische intrazellulare Proteasen, sog. Caspasen,
aktivieren (PINHEIRO DA SILVA & NIZET 2009). Diese Aktivierung fuhrt Gber
proteolytische Kaskaden zur Fragmentierung der DNA, zur Aufspaltung regulatori-
scher Schlusselproteine und schlief3lich zum Zelltod (BANNERMAN & GOLDBLUM
2003). Im vorliegenden Modell erklart sich die vermehrte Apoptose durch verschie-
dene, gleichzeitig einwirkende Faktoren. Einerseits resultieren aus dem Trauma

muskulare Zellschaden, andererseits eine gestorte Gewebeintegritat. Beide Mecha-
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nismen kdnnen die zellulare Selbstzerstérung durch Apoptose einleiten (ASHKENAZI
& DIXIT 1998). Bei Endotoxinamie tragt vermutlich die extrinsische Aktivierung sog.
Todesrezeptoren aus der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie zur vermehrten
Apoptose bei (TARTAGLIA et al. 1993). Die bekanntesten Todesrezeptoren sind
CD95 (Fas, Apo1) und TNFR1 (p55, CD120a) (ASHKENAZI & DIXIT 1998). Die Bin-
dung verschiedener Liganden, wie z.B. TNF-a oder IL1-, an Todesrezeptoren sowie
die Detektion von LPS durch den TLR-4 aktiviert die Apoptosekaskade
(BANNERMAN & GOLDBLUM 2003).

Die Endotoxinamie bewirkte in der vorliegenden Studie wesentliche Verande-
rungen der Blutgase, Gerinnungsparameter und des kleinen Blutbildes. So sank der
durchschnittliche pCO; signifikant unter den Kontrollwert ab. Diese Hypokapnie ist
mit einer Hyperventilation zur adaquaten Sauerstoffversorgung bei Endotoxinamie zu
begrinden. Der pCO»2-Wert reprasentiert die Balance zwischen produzierter und eli-
minierter CO,-Menge im Organismus (CURLEY et al. 2010). Hypokapnie geht mit
einer Vielzahl von Erkrankungen wie Pneumonien, Azidosen, Tumoren des ZNS oder
Sepsis einher, stellt eine haufige Dysregulation des Saure-Basen-Haushaltes dar und
ist Kriterium fUr das SIRS (BONE et al. 1992, CURLEY et al. 2010). Zusammen mit
der Leukozytose und der signifikanten Erhdhung der Herzfrequenz werden somit im
vorliegenden Modell drei der vier Kriterien fur SIRS erfullt (BONE et al. 1992).

Die bei Endotoxinamie aufgetretene signifikante Thrombozytopenie kann auf
das Vorliegen einer Gerinnungsstorung gedeutet werden (OGURA et al. 2007). Die
SIRS-induzierte Koagulopathie, die haufig mit einem Abfall der Thrombozytenzahl
einhergeht, steht vermutlich in Verbindung mit diversen Organdysfunktionen bei sys-
temischer Entzindung (OGURA et al. 2007). Offenbar besteht ein Zusammenhang
zwischen systemischer Entzundung und thromboembolischen Ereignissen bei post-
traumatischer DIC, die gemeinsam zur Entstehung von Multiorganversagen beitragen
konnten (GANDO et al. 2002).

Auf eine endotoxinamisch bedingte DIC kdnnte die in der vorliegenden Studie
um ~24% verlangerte PTT hinweisen. In anderen experimentellen Studien wurde im
Rahmen der DIC ein Abfall von Fibrinogen beobachtet (YOSHIKAWA et al. 1981). Da
Fibrinogen jedoch zu den Akute-Phase-Proteinen gehort, welche bei systemischer
Entzindung vermehrt freigesetzt werden, ist denkbar, dass ein Abfall des

Fibrinogenwertes erst bei fortgeschrittener DIC stattfindet. In der vorliegenden Studie
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stieg der Fibrinogenwert bei Endotoxinamie leicht an. Die genannten Gerinnungspa-
rameter PTT und Fibrinogen werden in der Spatphase der DIC primar zur Verlaufs-
kontrolle eingesetzt, da sie weniger eine Aussage Uber die aktuelle Aktivitat des
prokoagulativen Systems, sondern vielmehr Uber Verbrauchsvorgange zulassen (YU
et al. 2000). Die Thrombozytopenie tritt bei der DIC erst spat auf, ist ein unspezifi-
scher, indirekter Indikator fur eine systemische Fibringerinnselbildung und wird haufig
bei Sepsis beobachtet (YU et al. 2000). ATIll ist ein Sepsismarker, der bei systemi-
scher Entziindungsreaktion stark abfallt (LAUTERBACH et al. 2006). In der vorlie-
genden Studie wurde bei Endotoxinamie ein Absinken des ATlll-Levels von ~20%
beobachtet, was durch schnelle Komplexbildungen mit aktivierten Gerinnungsfakto-
ren erklart werden kann (FOURRIER et al. 1992).

In Analyse des antiinflammatorischen Einflusses von ATIIl auf die
Entzindungreaktion nach schwerem Weichteiltrauma mit und ohne Endotoxinamie
wurde ein Teil der Versuchstiere nach Trauma mit ATIlI therapiert.

Die ATIII-Therapie hatte keinen bedeutenden Einfluss auf die untersuchten
makrohamodynamischen Parameter. Die endotoxinamisch gesteigerte Herzfrequenz
wurde durch ATIII nicht reduziert. Auch in anderen Endotoxindmiestudien wurde nach
ATIll-Therapie keine Verbesserung der Makrohamodynamik nachgewiesen
(FOURRIER et al. 1998, MINNEMA et al. 2000). In Kombination mit aktiviertem Pro-
tein C konnten jedoch hamodynamische Beeintrachtigungen signifikant verbessert
werden (FOURRIER et al. 1998).

In der vorliegenden Studie steigerte ATIII die vorwiegend nach Trauma redu-
zierte Gewebeperfusion deutlich. Bei Endotoxinamie bewirkte ATIII einen signifikan-
ten Anstieg der nutritiven Perfusion um ~24%. ATIIl ist bekannt fur die Verbesserung
der Mikrozirkulation bei Endotoxinamie und Sepsis (HOFFMANN et al. 2002b,
MAKSAN et al. 2005, WIEDERMANN et al. 2006, DILLER et al. 2009). Infolge der
gunstigeren Gewebeperfusion wurde die durch Trauma und Endotoxinamie signifi-
kant gesteigerte NADH-Autofluoreszenz nach ATIII-Therapie auf Kontrollniveau redu-
ziert. Diese signifikante Revertierung der NADH-Autofluoreszenz spricht fur eine
deutliche Verbesserung der Gewebeoxygenierung durch ATIIl (VOLLMAR et al.
1997).
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Die ATIll-Therapie hatte sehr unterschiedliche Auswirkungen auf die Leukozy-
ten-Endothelzell-Interaktion der verschiedenen intravitalmikroskopisch analysierten
Leukozytenpopulationen. Weder der in erster Linie durch die Endotoxinamie gestei-
gerte Gesamtleukozytenflux, noch die traumatisch und endotoxindmisch bedingte
erhohte Fraktion an rollenden Leukozyten wurden durch die ATIII-Therapie reduziert.
Besonders ausgepragt hingegen war die Wirksamkeit der ATIlI-Therapie auf die Zahl
permanent am GefaRendothel adharenter Leukozyten, die durch ATIII auf Kontrollni-
veau reduziert wurde. Die Ursache dieser von uns beobachteten selektiven Wirk-
samkeit von ATIIl lasst sich aus den vorliegenden Untersuchungsergebnissen nicht
endgultig erklaren.

Die antiinflammatorische Wirkung von ATIII wird in erster Linie Uber die Induk-
tion der  endothelialen Prostazyklinproduktion nach Interaktion mit
endothelzellstandigen Heparansulfatproteoglykanen erklart (YAMAUCHI! et al. 1989,
HORIE et al. 1990, HARADA et al. 1999). Nach den Ergebnissen verschiedener Stu-
dien kommt der eigentliche antiinflammatorische Effekt Gber eine Abnahme des Rol-
lens und der permanenten Adharenz von Leukozyten am Gefaliendothel zustande
(OSTROVSKY et al. 1997, HOFFMANN et al. 2000, NEVIERE et al. 2001). Es gibt
Hinweise darauf, dass das Heparansulfatproteoglykan Syndecan-4 auf Endothelzel-
len als direkter ATIII-Rezeptor fungiert und auf diese Weise die antiinflammatorische
Wirkung von ATIIl vermittelt (WIEDERMANN et al. 2006). Syndecan-4 wurde auch
auf Leukozyten nachgewiesen, was darauf hindeutet, dass ATIIl mdglicherweise uber
diesen Rezeptor direkt auf das Migrationsverhalten von Entziindungszellen einwirken
kann (KANEIDER et al. 2001, DUNZENDORFER et al. 2001). Weiterhin wurde ge-
zeigt, dass ATIII die LPS-TLR4-getriggerte Aktivierung von NF-kb inhibiert und somit
die NF-kb-abhangige Transkription von Genen, die fur Entzindungsmediatoren co-
dieren, verhindert (MANSELL et al. 2001, OELSCHLAGER et al 2002). Eine durch
TNF-a hervorgerufene endotheliale Produktion von E-Selektin konnte ebenfalls Gber
die Interaktion von ATIII mit NF-kb und weiteren intrazellularen Signalmolekilen un-
terbunden werden. Diese Wirkung kommt vermutlich ebenfalls nach Interaktion von
ATIIl mit endothelialen Heparansulfatproteoglykanen zustande (UCHIBA et al. 2004).
Eine in vitro Studie zeigte, dass ATIII in der Lage ist, die Expression von B.-Integrinen
(CD11b/CD18) in aktivierten neutrophilen Granulozyten und Monozyten zu verhin-
dern (GRITTI et al. 2004).
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In der Zusammenschau der beschriebenen Wirkweisen von ATIII ist am ehes-
ten unter den zuletzt genannten Mechanismen nach der Ursache fir die anti-
adhasive Wirkung von ATIIl zu suchen. Die vorliegende Studie liefert einen weiteren
eindeutigen Nachweis fur die antiinflammatorische Wirkung von ATIIIl in entzindlich
veranderten Geweben.

Diese Wirkung konnte auch in der histochemischen Untersuchung CAE-
gefarbter Muskelschnitte nachvollzogen werden: die Gesamtleukozytenzahl verdop-
pelte sich nach Trauma und verdreifachte sich bei zusatzlicher Endotoxinamie. Wah-
rend die ATIII-Therapie lediglich einen geringen Einfluss auf die posttraumatische
Leukozytenzahl hatte, wurde diese unter der Endotoxinamie auf das Niveau der
traumatisierten Gruppe reduziert. Auch wenn nach ATIII-Therapie kein vollstandiger
Rickgang der histologisch ermittelten Leukozytenzahlen auf Kontrollniveau erkenn-
bar war, so scheint ATIll doch eine Art Kontrolle gegenuber einer massiven Entzin-
dung durch Leukozyten zu leisten. Diese Vermutung wird auch durch die quantitative
Untersuchung der systemischen Leukozytenzahl gestutzt. Zwar wurde posttrauma-
tisch keine Zunahme von Entzindungszellen beobachtet, doch die Endotoxinamie-
bedingte Steigerung von ~30% wurde nach ATIlI-Therapie ebenfalls auf Kontrollni-
veau reduziert.

Die intravitalmikroskopischen Experimente zeigten weiterhin nach ATIII-
Therapie eine Reduktion der traumatisch und endotoxinamisch signifikant erhéhten
GefalRpermeabilitat auf Kontrollniveau. Histologisch bestatigte sich dieser Riickgang
besonders in der Untersuchungsgruppe nach Trauma und Endotoxinamie, die mor-
phologisch der Kontrollgruppe glich. Auch die Messung der Ratio aus Feucht- und
Trockengewicht des ebenfalls traumatisierten M. tibialis anterior bestatigt die Wirk-
samkeit von ATIIIl auf das posttraumatisch und endotoxinamisch bedingte Weichteil-
0dem, welches in beiden Gruppen auf Kontrollniveau lag. In der Endotoxinamiegrup-
pe war der Therapieerfolg statistisch signifikant. Zusammenfassend lasst sich
feststellen, dass ATIII das posttraumatisch und endotoxindmisch entstandene Gewe-
beddem positiv beeinflusst und die mikrovaskulare Permeabilitat deutlich reduziert.
Andere experimentelle Studien, die sich mit dem therapeutischen Einsatz von ATIII
bei Endotoxinamie beschaftigten, zeigten ebenfalls eine Reduktion der
endotoxinamisch gesteigerten Gefallpermeabilitat (DICKNEITE & KROEZ 2001,
LEITHAUSER et al. 2002, CZABANKA et al. 2006). Diese Wirkung steht vermutlich
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in engem Zusammenhang mit der durch ATIIl reduzierten Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion, da die gesteigerte mikrovaskulare Leckage vor allem als Folge der leuko-
zytaren Freisetzung von Proteasen und Sauerstoffradikalen mit konsekutiver Stérung
der endothelialen Barrierefunktion angesehen wird (WELBOURN et al. 1992,
KIRKPATRICK et al. 1996).

Infolge der geringen, nicht signifikanten Veranderungen der kapillaren und ve-
nularen Gefalldurchmesser sowie der ErythrozytenflieRgeschwindigkeit nach Trauma
und Endotoxinamie waren auch nach ATIII-Applikation keine wesentlichen Verande-
rungen zu beobachten. Neben der Flussigkeitssubstitution und der Gabe von vasodi-
latatorischen Substanzen wie Nitroglyzerin haben verschiedene in Sepsisstudien ge-
testete Medikamente zur Verbesserung der Mikrozirkulation beigetragen. Zu den
experimentell und klinisch erfolgreich eingesetzten Substanzen gehéren - neben ATIII
- auch das aktivierte Protein C, Steroide und Vitamin C (HOFFMANN et al. 2002a,
GIERER et al. 2007, MARECHAL et al. 2008, De BACKER et al. 2011).

Die ATIII-Therapie sorgte im Rahmen der vorliegenden Studie flr einen deutli-
chen Ruckgang apoptotischer Myozyten nach Trauma und nach Endotoxinamie, was
auch histochemisch mithilfe der TUNEL-Methode bestatigt wurde. Dieser anti-
apoptotischen Wirkung liegt vermutlich ein grof3er Teil der bereits diskutierten antiin-
flammatorischen Wirkungen von ATIIl zugrunde. Es ist anzunehmen, dass die durch
ATIII maRgeblich verbesserte Gewebeperfusion mit konsekutiver Steigerung der Ge-
webeoxygenierung der Hauptgrund fur die Reduktion der Muskelzellapoptose ist.

Die Endotoxinamie flhrte zu einer signifikanten (p<0,05) Thrombozytopenie,
die durch die ATIlI-Therapie nicht behoben wurde. Da ATIII keine direkte Wirkung auf
die Thrombozytenaktivierung hat, kdonnte eine Gegenregulation nur Gber seine an-
tinflammatorische Wirkung zustande kommen. Eine solche indirekte Gegenregulati-
on nimmt vermutlich mehr Zeit in Anspruch als der entzindungsbedingte
Thrombozytenabfall.

ATl wird in der Intensivmedizin als Marker zur Detektion der pathologischen
Gerinnungsaktivierung verwendet (JOHANSSON et al. 2011). Die ATIII-Aktivitat fiel
nach Trauma und Endotoxindmie erwartungsgemal stark ab (GANDO et al. 2011).
Durch die intravendse ATIII-Substitution kam es zur gewlinschten supranormalen
ATIII-Aktivitat, was fur eine sichere Applikationsart und die Wirksamkeit des genutz-
ten Praparates spricht (FOURRIER 1998).
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Fibrinogen ist neben seiner Eigenschaft als Akute-Phase-Protein auch ein ge-
eigneter Marker zur Detektion eines erhdhten Verbrauchs an Gerinnungsfaktoren,
z.B. im Rahmen einer DIC nach Trauma oder bei systemischer Entziindungsreaktion
(JOHANSSON et al. 2011). Der laborchemisch gemessene signifikante Anstieg von
Fibrinogen nach ATIlI-Gabe unterstreicht die sichere Applikation von ATIIl und des-

sen gerinnungsmodulierende Wirkung (OPAL et al. 2002)

Der folgende Absatz dient der Klarung der eingangs formulierten Frage nach
etwaig aufgetretenen Blutungskomplikationen bei der Muskelpraparation ATIII-
behandelter Versuchstiere. Die Blutungsneigung wahrend der Praparation hing pri-
mar vom Vorliegen einer Endotoxinamie ab. Wahrend endotoxinamische Tiere ohne
ATIII-Behandlung aufgrund vermehrter, jedoch gut beherrschbarer Blutungen auffie-
len, bestand nach ATIIl-Gabe keine relevante Blutungsneigung. In diesen Fallen ge-
staltete sich die Praparation ahnlich unkompliziert wie in der Kontrollgruppe.

Eine experimentelle Studie, die ATIII als antithrombotische Alternative zu He-
parin und Hirudin untersuchte, zeigte eine vergleichbar gute antithrombotische Effek-
tivitat (SORG et al. 2006). In einer Folgestudie wurde dieser Effekt unter endotoxi-
namischen Bedingungen bestatigt. Obwohl ATIII die Blutungszeit signifikant erhdhte,
kam es unter diesen experimentellen Bedingungen zu keinen Blutungskomplikatio-
nen (SORG et al. 2007). Bei hingegen zeitgleicher Anwendung von ATl und Heparin
sind in der Literatur schwere Blutungskomplikationen beschrieben worden (WARREN
et al. 2001). Der komplikationslose Einsatz von ATIIl als Monotherapie ware ein ent-
scheidender kausaler Ansatz in der Therapie geschlossener Weichteilverletzungen,

die bislang in den meisten Fallen ausschlieRlich symptomatisch behandelt werden.

7.3 Klinische Perspektiven

Insgesamt zeigten die Untersuchungsergebnisse der vorliegenden Studie
durchgehend positive Auswirkungen der experimentellen ATII-Therapie auf das
schwere geschlossene Weichteiltrauma bei Endotoxinamie. Es ist zu bemerken, dass
die protektive ATIII-Wirkung ohne schwerwiegende Blutungen oder andere Neben-

wirkungen blieb. Die Endotoxinadmie stellte experimentell keine Kontraindikation zur
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therapeutischen Anwendung von ATIIl nach Weichteiltrauma dar. Einige antiinflam-
matorische Effekte von ATIIlI waren bei Endotoxindmie sogar besonders ausgepragt.

Die antiinflammatorische Wirksamkeit von ATIII ist seit Jahren bekannt
(YAMAUCHI et al. 1989, OKAJIMA & OCHIBA 1998, HOFFMANN et al. 2000). Zu-
nachst war in erster Linie ein adjuvanter Einsatz in der Sepsistherapie von wissen-
schaftlichem Interesse. Im Zuge dessen wurden diverse experimentelle und klinische
Endotoxinamie- und Sepsisstudien durchgefuhrt (BAUDO et al. 1998, EISELE et al.
1998, FOURRIER et al. 1998, INTHORN et al. 1998, DICKNEITE & LEITHAUSER
1999, NEVIERE et al. 2001). Im Rahmen der internationalen Phase Ill Studie
~KyberSept* zeigte sich, dass Heparin, welches eine Ubliche Komedikation bei Sepsis
darstellt, die antiinflammatorische Wirksamkeit von ATIIl aufhebt und bei gleichzeiti-
ger Anwendung mit ATIll zu schwerwiegenden Blutungen fihren kann (WARREN et
al. 2001).

Auch wenn ATIII zur adjuvanten Therapie der Sepsis aktuell nicht empfohlen
wird, ist aus den Ergebnissen der ,KyberSept* Studie die Idee entstanden, ATIII als
Monotherapeutikum bei unterschiedlichen entzindlichen Erkrankungen einzusetzen.

Unlangst wurde ATIII in verschiedenen Studien unter der Zielsetzung einer an-
tiinflammatorischen Therapie angewendet. Diller und Kollegen setzten ATIII zur Ver-
besserung der Anastomosenheilung nach Kolonoperationen bei Endotoxinamie ein
und erzielten damit gute Therapieergebnisse (DILLER et al. 2009). Im Rahmen ent-
zundlicher Darmerkrankungen kommt es regelhaft zu einer Verschlechterung der
Mukosadurchblutung und zu vermehrter Leukozytenadharenz in der Leber. Die aus
diesen Veranderungen hervorgehende Leberschadigung konnte durch ATIII-Gabe
verhindert werden (MAKSAN et al. 2005). Nach GefalRverletzungen wurde an Mau-
sen gezeigt, dass ATIll sowohl der lokalen Thrombusformation, als auch einer Uber-
mafigen zellularen Entzindungsreaktion entgegenwirkt, ohne die neointimale Proli-
feration zu storen (MAEDA et al. 2011). Erst kurzlich wurde von einer ausgepragten
antiinflammatorischen und antiapoptotischen Wirkung von ATIIl auf die Leber nach
Ischamie/Reperfusion berichtet (ISIK et al. 2012). Auch in der Traumatologie ist ATIII
bereits angewendet worden: nach schwerem Schadel-Hirn-Trauma der Ratte hat
ATIII positive Auswirkungen auf die beobachteten Parametern Zelltod, Entziindung,
Blutung und Apoptose gezeigt (SEN et al. 2011). Die beschriebene positive Wirkung

von ATIII auf das zentrale Nervensystem wird auch von Studien bestatigt, in denen
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traumatische Verletzungen des Rickenmarkes mit ATl behandelt wurden (HIROSE
et al. 2004, TAKOA et al. 2004).

Setzt man die Ubertragbarkeit der vorliegenden Studienergebnisse in die klini-
sche Situation voraus, so ware mittelfristig ein therapeutischer Einsatz von ATIII in
der Versorgung des schweren Muskeltraumas Uberlegenswert. Ein solcher Therapie-
ansatz bedarf einer entsprechenden klinischen Testung in Studien sowie einer klaren
Indikationsstellung. Es ware beispielsweise denkbar, ATIll bei Patienten mit erhdhtem

Risiko fur einen entziindlichen ,second hit“ nach schwerem Trauma einzusetzen.
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9 ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abb. 1: Schematische Darstellung der hierarchischen Organisation im Bauplan der Skelettmuskulatur.
Gezeigt sind die drei Bindegewebsblatter in ihrer anatomischen Anordnung. In der Muskelfaser liegen
die Myofibrillen. Muskelfasern werden zu Muskelfaserbindeln zusammengefasst, deren Gesamtheit
den Skelettmuskel bildet. Quelle: modifiziert nach Schmidt & Lang 2007; Physiologie des Menschen.
Mit Pathophysiologie. 30. Aufl. Heidelberg: Springer (Springer-Lehrbuch). ..., 6

Abb. 2: Schematische Darstellung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion. Nach Selektin-
vermitteltem ,Capture” von Leukozyten aus dem Blutfluss erfolgt deren Chemokin-vermittelte
Aktivierung. Das Rolling entlang des Endothels erfolgt durch Selektine. In der Folge kommt es Uber
die Wirkung von [B,-Integrinen auf Leukozyten und deren Interaktion mit ICAM-1 auf dem Endothel
zum Arrest und zur festen Adhdsion am Endothel. Zuletzt findet die trans- oder parazellulare
Transmigration in das umliegende Gewebe statt. Die an den jeweiligen Prozessen beteiligten
Schlisselmolekule sind in den entsprechenden Kasten angegeben. ESAM (endothelial cell-selective
adhesion molecule), ICAM1 (intercellular adhesion molecule 1), JAM (junctional adhesion molecule),
LFA1 (lymphocyte function-associated antigen 1), MAC1 (macrophage antigen 1), MADCAM1
(mucosal vascular addressin cell-adhesion molecule 1), PSGL1 (P-selectin glycoprotein ligand 1),
PECAM1 (platelet/endothelial-cell adhesion molecule 1), PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase), VCAM1
(vascular cell-adhesion molecule 1), VLA4 (very late antigen 4). Quelle: Ley et al. Getting to the site of
inflammation: the leukocyte adhesion cascade updated. Nat. Rev. Immunol. 2007;7:678-689. .......... "

Abb. 3: Entziindungsmodulierende Wirkung von ATIIl am Endothel. Die Bindung von ATIII an Hepa-
ransulfatproteoglykane (HSPG) induziert zelluldre Signalwege, die ihrerseits biochemische und funk-
tionelle Reaktionen auf entziindliche Reize, z.B. bakterielle Lipopolysaccaride (LPS), modifizieren.
Diese Modifikationen umfassen eine verminderte Freisetzung von Entziindungs- und prokoagulato-
rischen Mediatoren (z.B. IL-1, IL-6, TNFaq, tissue factor (TF), Adenosindiphosphat (ADP) und zellularen
Adhasionsmolekullen (AM)) sowie eine vermehrte Freisetzung von antikoagulatorischem Prostazyklin
und CD36 (Glykoprotein lllb). Quelle: modifiziert nach Wiedermann. Clinical review: molecular
mechanisms underlying the role of antithrombin in sepsis. Crit Care. 2006;10:209. ..........ceeevcvvveeennn.. 18

Abb. 4: Platzierung der narkotisierten Ratte im ,Controlled impact device® zur Applikation des
schweren geschlossenen Weichteiltraumas. A: Das Tier liegt auf der Auflageflache. Der linke
Hinterlauf ist mit Pflasterstreifen in der Kunststoffschale fixiert. B: Nahaufnahme des fixierten linken
Hinterlaufs der Ratte. Die Lokalisation des Traumas ist farblich markiert und der Schlagbolzen tber ein
Gewinde auf die vorgesehene Eindringtiefe eingestellt worden. ... 22

Abb. 5: Originalaufnahmen des Aufbaus der Schlagvorrichtung (A; ,Controlled impact device®) und
deren Steuerelemente (B). A: ,Controlled impact device® mit Schlagbolzen, Druckluftanschluss und
manuellem Ausléser. Am hinteren Ende der Auflageflache ist die an die Form des linken Hinterlaufs
der Ratte angepasste Kunststoffschale zu sehen; B: computergesteuerte Schnittstelle. .................... 23

Abb. 6: Mikrochirurgische Praparation der Ratte. A: Originalaufnahme der narkotisierten Ratte nach
erfolgter Praparation der Halsregion mit Tracheotomie und liegender Kanlle zur spateren maschin-
ellen Beatmung sowie nach Katheterisierung der rechten A. carotis communis. B: Skizze der Prapara-
tion des M. extensor digitorum longus sinister. C: Originalaufnahme des praparierten M. extensor
digitorum longus sinister nach Retraktion des M. soleus mithilfe einer Haltenaht. .............................. 25

Abb. 7: Originalaufnahmen des Versuchsaufbaus vor Durchfihrung der Intravitalmikroskopie. A: Das
Versuchstier liegt in physiologischer Neutralstellung der Gelenke in Bauchlage auf einer Warmeplatte
vor dem Mikroskop. Der linke Hinterlauf ist auf einer gefalteten Mullkompresse gelagert.
Retraktionszugel helfen bei der Darstellung des zu mikroskopierenden Muskels. Das Wundgebiet ist
mit physiologischer Kochsalzlésung benetzt worden und von einem Deckglas bedeckt. Neben den
Beatmungsschlauchen ist der arterielle Zugang mit 3-Wege-Hahn und einer aufgesetzten Spritze zu
erkennen (Pfeil). B: Detailreichere Darstellung des praparierten linken Hinterlaufes und der benutzten
L0 o] 1=1 11T YRR 26

Abb. 8: Schematische Darstellung der experimentellen Gruppen. Dargestellt sind die
Versuchsgruppen K (Kontrolle: Kontrolltiere ohne Intervention), T (Trauma), T/E (Trauma und
Endotoxindmie), T/Th (Trauma und ATIIl als Therapie), T/E/Th (Trauma, Endotoxindmie und ATIII als



ABBILDUNGSVERZEICHNIS 98

Therapie). In der statistischen Auswertung wurden alle Gruppen mit K verglichen, weiterhin wurden die
Gruppen T und T/Th sowie T/E und T/E/Th miteinander verglichen. ..............cccccoiiiiiiiiii 27

Abb. 9: Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs. Zum Zeitpunkt O erfolgte die
geschlossene Weichteiltraumatisierung, nach sechs Stunden die intraperitoneale Applikation von
Endotoxin (LPS) und die intravendse Injektion von Antithrombin Il (ATIII). 24 Stunden nach Trauma
wurden die mikrochirurgische Muskelpraparation und intravitalmikroskopische Untersuchung (IVM)
des traumatisierten M. extensor digitorum longus durchgeflhrt. .............ccooiiiii 28

Abb. 10: Schematische Darstellung der Stokes-Verschiebung (Stokes-shift), welche als die Differenz
zwischen Anregungs- und Abstrahlungswellenlange bezeichnet wird. ............ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn, 30
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THESEN ZUR DISSERTATION

Thema:
Der Einfluss von Antithrombin Ill auf das geschlossene Weichteiltrauma bei

Endotoxinamie

1. Bei einem Grolteil traumatischer Verletzungen im Sport- und Freizeitbereich
sowie bei Arbeits- und Verkehrsunfallen ist die Skelettmuskulatur beteiligt.

2. Die Schwere der Weichteilbeteiligung ist bei Extremitatenverletzungen von
besonderer prognostischer Bedeutung.

3. Der traumatische Muskelschaden geht von einer akuten Stérung der Gewe-
beintegritat aus und fuhrt auf zellularer Ebene zu einer Vielzahl pathologi-
scher Reaktionen, aus denen die Freisetzung proinflammatorischer Mediato-
ren resultiert.

4. An der initialen, unspezifischen Immunantwort sind in erster Linie rasch
rekrutierbare  neutrophile  Granulozyten beteiligt, durch  deren
Degranulationsprodukte die beginnende Entzindungsreaktion zusatzlich
verstarkt wird.

5. Die resultierende  Trias aus  vaskularem Endothelzellschaden,
Leukozytenakkumulation und Mikrozirkulationsstérung fuhrt nach Muskel-
trauma schliel3lich zu Apoptose und Nekrose von Parenchymzellen und zur
Exazerbation des traumatisch bedingten Weichteilschadens.

6. Ein koordinierter Heilungsverlauf mit entsprechender Balance zwischen Bin-
degewebs- und Muskelzellregeneration ist entscheidend flr die funktionell
optimale Wiederherstellung von Muskelarchitektur und -funktion.

7. Das Ziel der Therapieoptimierung nach Muskeltrauma ist folglich die Forde-
rung der Muskelzellregeneration bei moglichst geringer Gewebefibrosierung.

8. Die Therapie des geschlossenen Weichteiltraumas wurde lange ausschlief3-
lich symptomatisch durchgefuihrt und bestand aus den Komponenten Immo-
bilisation, Kryotherapie, Kompression und Hochlagerung.

9. Erganzend werden heute antiinflammatorische Therapiestrategien diskutiert,
um den Circulus vitiosus aus Inflammation und daraus resultierenden Se-

kundarfolgen kausal zu unterbrechen.
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10.ATIll ist ein Plasmaglykoprotein aus der Familie der Serpine, das sowohl ge-
rinnungsmodulierende als auch anti-inflammatorische Wirkungen aufweist.

11.Die anti-inflammatorische Wirkung von ATIIl wird in erster Linie Uber die In-
duktion der endothelialen Prostazyklinproduktion nach Interaktion mit
endothelzellstandigen Heparansulfatproteoglykanen erklart.

12.Hieraus resultiert eine Verringerung der lokalen Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion mit Reduktion inflammatorisch bedingter Gewebeschadigungen.

13.ATIIl wurde experimentell in der Therapie verschiedener entzundlicher
Krankheitsbilder an Darm, Pankreas, Leber, Gefalisystem, ZNS und ande-
ren Organen erfolgreich eingesetzt.

14.Es wurden teils ausgepragte anti-inflammatorische und anti-apoptotische
Wirkungen beschrieben.

15.Die pleiotrope anti-inflammatorische Wirkung von ATIIl nach experimentel-
lem geschlossenem Weichteiltrauma und Endotoxinéamie als ,second hit*
wurde bislang nicht analysiert.

16.Mittels hochauflésender intravitaler Multifluoreszenzmikroskopie, histologi-
scher Untersuchungen und laborchemischer Parameter wurden erstmals
traumatisch, inflammatorisch und durch ATIII therapeutisch bedingte Veran-
derungen an der Skelettmuskulatur der Ratte untersucht.

17.Intravitalmikroskopische Untersuchungen demonstrierten lokale perfusions-
verbessernde, anti-inflammatorische und anti-apoptotische Wirkungen von
ATIII im entzindlichen peripheren Skelettmuskel.

18.ATIII verbesserte die nutritive Blutversorgung und Gewebeoxygenierung im
Skelettmuskel nach Trauma und Endotoxinamie signifikant.

19.Bezogen auf die lokale Leukozyten-Endothelzell-Interaktion zeigte ATIII eine
signifikante antiadhasive Wirkung.

20.In der histochemischen Untersuchung des leukozytaren Entzundungsge-
schehens zeigte sich, dass ATIIl eine Art Kontrolle einer UiberschielRenden
Entzindung durch Leukozyten nach Trauma und Endotoxinamie hatte.

21.ATIIl reduzierte die traumatisch und endotoxinamisch signifikant erhdhte

Gefalpermeabilitat und das resultierende Weichteilddem signifikant.
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22.Fluoreszenzmikroskopische und histochemische Untersuchungen zeigten
eine deutliche Reduktion der nach Trauma und Endotoxinamie gesteigerten
Apoptoserate unter ATIII-Einfluss.

23.Nach schwerem Muskeltrauma und Endotoxinamie hatte die ATIII-Therapie
durchgehend positive Wirkungen auf die untersuchten Parameter.

24 .Die Endotoxinamie stellte keine Kontraindikation fur die antiinflammatorische
Anwendung nach Trauma dar.

25.Nach ATIIl-Therapie bestanden wahrend der Muskelpraparation keine ge-
steigerte Blutungsneigung oder andere Nebenwirkungen.

26.Bei angenommener Ubertragbarkeit der Studienergebnisse in die klinische
Patientenversorgung ist mittelfristig ein therapeutischer Einsatz von ATIII in
der Versorgung des schweren Muskeltraumas, z.B. bei erhéhtem Risiko fur
einen entzundlichen ,second hit, Uberlegenswert.

27.ATIIl ist ein bekanntes, langjahrig im Rahmen von Gerinnungsstorungen
verwendetes Medikament, das eine vielversprechende, kausale therapeuti-
sche Option zur Verbesserung der posttraumatischen Skelettmuskelheilung

darstellen konnte.
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