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1. Einleitung

In der vorliegendenDissertation sote der Effekt von therapeutisch induzierter
Hypothermieauf die Organfunktionin der Akutphase nach hamorrhagischem Schock in

einem LangzeiModdl im Schwein untersucht werden.

1.1 Hamorrhagischer Schock

Trauma ist die Haupttodesursache weltweit bei Personen unter 45 Jahreerli@iieein
hamorrhagischreSchock (HS)Yie Mortalitat Je nach Studie ist elS fir 28 % bis 50 %

aller Todesfalle nach Traumeerantwortlich,vor allemfur eine erhohtéMortalitéat in den
ersten 24h, wahrend im spateren Verlauf ein Multiorganversagen (MOF) zu den
Haupttodesursachen zak{lalam et al. 2006; Angele et al. 2008; Lenz et al. 2007; Hess et
al. 2008; Bougle et al. 2013; Kauvar et al. 2006)

Ein HS wird durch starken Blutverlust ausgeldst, welcher zu hamodynamischer Instabilitat
mit  reduziertem systolischen Blutdruck und Eemutenvolumen (HMV),
kompensatorisch gesteigerter Herzfrequenz und Uber endogene Katecholaminfreisetzung
zu peripherer Vasokonstriktion und Gewebehypoperfusion mit Hypoxie {#ingele et

al. 2008; Gutierrez et al. 2004; Groger et al. 2013; Hollenberg 2005; Mizock 2001; Vincent
u. De Backer 2013Hypoxie beeinflusst den Metabolismus, die Bildung von Radikalen
und die Inflammaton, wie anschlie3end ausfihrlicher beschrieben wirabei ist das
Ausmald desSauerstoffmangsimit der Schwere desHS assoziiert (Angele et al. 2008;
Gutierrez et al. 2004; Kheirbek et al. 2009; Vincent u. De Backer 2DiEBYellulare
Hypoxie fihrtzu einem Wechsel von einem aeroben Stoffwechsel reemeianaeroben
Stoffwechsel, sodass weniger Energie in Form von ATP verflugbar istanneehrt Laktat
gebildet wird (De Backer 2003; Kraut u. Madias 2014; Leverve 2&zeigt sich eine
Korrelation zwischenATP-Mangé und erhéhtelLaktaproduktion, diese wid systemisch

als Laktatazidosesichtbar (Angele et al. 2008; Groger et al. 2013; Kheirbekle2@09;
Leverve 2005; Schumer et al. 1986; Seekamp et al. 1999; Vincent u. De BackeD2013)
Laktatazidos&kannals Zecheneiner gestorta Energiehindostase dieneand zahlt damit

zu den wichtigsten Vorhersagewerten fur die Schwere des Schockgedrtalitat nach
Trauma (Angele et al. 2008; De Backer 2003; Frohlich et al. 2014b; Kauvar 2006;

Kraut u. Madias 2014; Lee et al. 2008; Leverve 2005)



Metabolisch kann auf3erdem eine Hyperglykdmie als Stressreaktioneedhiedene
Stimuli, wie Azidose, Hypoxie,Traumaoder Hypothermie auftreten, bedingt durch das
vermehrte Ausschitten von Pahalin und Cortisol (Engel et al. 1943; Frayn 1986;
Mizock 2001; Schumer et al. 1986; Wahl et alD&0Wong 1983; Yang et al. 200&pbei

das Ausmald der Hyperglykamie proportional zu der Schwere der Verletzungusigigt
erhohte Glukosewerte mit einegrhohten Mortalitdt und erhdhtem Infektionsrisiko
assoziiert sind(Mizock 2001; Wahl et al. 2008; Yang et al. 2006)

Wie vorher angespro@m, fuhrt Hamorrhagie/lschamie undHypoxie zu einer
Entzindungsreaktion mit vermehrter Expression von- pned antiinflammataschen
Zytokinen (Angele et al. 2008; Kheirbek et al. 2009; Lenz et al. 2007; Roumen et al.
1993) ebenso wie zu einer gesteigertBitdung von reaktiven Sauerstef{ROS) und
Stickstoffspezies (RNS)(Castro u. Freeman 2001; Fink 2002; Hewset al. 2000;
Hierholzer u. Billiar 2001; Kheirbek et al. 2009; Moshage et al. 1995; Pacher et al. 2007;
Szabo 1996; Szabo 200Skhéden durch ROS und RNS betreffen Proteine, DNA oder
Lipide, kdnnen zu der Induktion von Nekrose oder Apoptose fiuhren zunetiner
Organdysfunktion beitragerffFink 2002; Hensley et al. 2000; Hierholzer u. Billiar 2001;
Pacher et al. 2007; Sza 1996; Szabo 200Ruch eine UberschieRende Aktivierung der
Entziindungsreaktion kann zu erhdhter Mortalitat und Organschaden f{Badn2014;
Hierholzer u. Billiar 2001) Eines der wichtigsten vermehrt produzierten
proinfammatorischen Zytokinen nach H®t Interleukin 6 (IL-6), welches die
proinflammatorische Reaktion reguliert und klinisch als wichtiger Marker fir die Schwere
der Entzindungsreaktion genutzt wi@ewar et al. 2009; Hierholzer u. Billiar 2001;
Lenz et al. 2007¢u den biologisch wichtign ROS gehéren das Superoxidanion)(O
Wasserstoffperoxid (#0.) und das Hydroxylradikal (OH), (Castro u. Freeman 2001;
Fink 2002)zu den RNS Stickstoffmonoxid (NO) und Reaktionsprodukte aus NO mit ROS,
wie Peroxinitrit (ONOO). (Castro u. Freeman 2001; Hemgket al. 2000)

Die Hypoxie, die erhdle Produktion von ROS/RNS und Entziindungsmediatoeeenso

wie die Flussigkeitstherapie nach HS und Hypothermie kdmae®chaden des Endothels

zu einer Barrieredysfunktion der Gefal3ad dadurch zuverstarkter Perembilitat mit
Odemen im Gewebfihren. Die Barrieredysfunktion ist mit einem schlechtefegebnis

bei Patienten assoziierfAngele et al. 2008; Angus u. van der Poll 2013; Balk 2014;
Childs et al. 2005; Goldenbegg al. 2011; Lenz et al. 2007; Mehta u. Malik 2006; Nagy et
al. 2008; Opal u. van der Poll 2015; Pacher et al. 2007; Sawant et al. 2014; Vincent u. De
Backer 2013; Yamaguchi et al. 2012; Zhang u. Wolf 1994)Anzeichen dieser erhéhten
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GefalRdurchlassight dient das vermehrte Auftreten von Albumin, dem
Hauptproteinbestandteil im BluiMehta u. Malik 2006; Merlot et al. 2014; Quinlan et al.
2005)im Interstitium. Die Menge desiterstitiellen Albumins wird normalerweise streng
reguliertiiber gezielte Transzytose ins Interstitium und Abtransport Gber Lymphgef@ie
Albumin ein wichtiger Regulator des interstitiellen onkotischen DruckgHstet al. 2008;
Mehta u. Malik 2006; Merlot et al. 2014; Quinlan et al. 200&diatoren, die die
Permabilitdt des Endothels erhéherfihren dazu, dass sich Licken zwischen
Endothelzellen erweiternnd somit vermehrt Flissigkeit und auch Makromolekile, wie
Albumin, parazellular und dadurch unkontrolliert in gréRerer Menge ins Interstitium
gelangen konnenDejana et al. 2008; Goldenberg et al. 2011; Hu et al. 2008; Jo et al.
1991; Mehta u. Malik 2006)

Viele der vorher angesprochen Faktoren im HS, wie therapeutische Flussigkeitsgabe mit
Hamodilution, Azidose, Inflammation, Barrieredysfunktidar Gefald und Hypothermie
konnen die Gerinnung bei Traumapatienten beeinfluggemgele et al. 2008; Hess et al.
2008; Kauvar et al. 2006)sodass bei einem Viertel aller schwer rlggten
Traumapatienten eine Koagulopathie auftritt. Diese ist mit bis zu vierfach erhdhter
Mortalitdt assoziiert beispielsweise durch einen hypokoagulatorischen Zustand mit
verstarkta bis unkontrollierbane Blutungen und folgend langerer Schocksituatimit
verstarkten Organschaddhless et al. 2008; Kauvar et al. 2006)

Zusatzlich zu dem urspringlichen Insult, wie Hamorrhagig¢ Hypoxie, Ischamie/
Reperfusionsschadekfnneneine uberdiellendelnflammatiorsreaktion, der oxidative
Stress und die Barrieredysfunktiomt zu Organschaden beitragdidejana et al. 2008;
Dewar etal. 2009; Hu et al. 2008; Kheirbek et al. 2009; Lenz et al. 2007; Stenzel et al.
2016) MOF zahlt damit mit 5161 % zu den Hauptgrinddir spateMortalitdt nach
Trauma.(Angele et al2008; Dewar et al. 2009; Lenz et al. 20&1) MOF ist definiert als

das Versagen vomindestengwei Organsystememlabei werden Parameter verschiedener
Organsysteméerticksichtigt wie beispielsweiséir die NiereSerumKreatinin und die
Urinausscheiduog, fir das Herzkreislaufsystem mittlerer arterieller Drut@@), pH und

der Einsatz von Inotropika urfdr das respiratorische System der Horovitzind®ewar

et al. 2009Eines der Organe, das durch Schock mit amipstein betroffenen ist, ist die
Niere.(Angus u. van der Poll 2013; Frohlich et al. 2014b)

Zusammenfassend ist Schodks klinische Zeichen eines Kreislaufsversagens, das zu
eing Dysbalance zwideen Sauerstoffgebot und Sauerstoffverbrauch mit den
potentiellen Folgen einer Hypoxféhrt. (Vincent u. De Backer 2013Jherapeutisch kann
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an beiden Seiten eingegriffeverden durch verbesserte Sauerstoffversoggoder durch
verringerten SauerstoffverbrauchEine Madoglichkeit, die zu einem reduzierten
Sauerstoffverbrauch fiihren solkt die therapeutischéHdypothermie (Hildebrand et al.
2014; Kheirbek et al. 2009; Mallet 2002; Steendijk 2011)

1.2 Hypothermie

Hypothermie ist definiert algine Reduktion der Koérperkerntemperatur auf unter 35°C.
(George et al. 2010; Hildebrand et al. 2004; Seekamp et al. E39@grden anhand der
Entstehungsursache drei Formen unterschieden, endogene, akzidentelle und induzierte
Hypothermie Endogene Hypothermie wird durch eine metabolische Dysfunktion mit
verminderter Warmeproduktionder eine Stérung der Thermoregulation a@ntralen
Nervensystem ANS) ausgelost. (Hildebrand etal. 2004; Hildebrand et al. 2014)
Akzidentelle Hypothermie ist haufig mit Traurnad Kéalteexpositiorassoziiert undveist

au erschopfte Energievorrate higBeilman et al. 2009; Hildebrand et al. 2004; Hildebrand
et al. 2014; Kheirbek et al. 200B)duzierte/therapeutische Hypotherriginhaltet aktives
Kihlen. Siesoll dasGesamtergebnigerbessermund wird in der elektivea Chirurgie und
nach erfolgreicher Reanimatiomngewendet(Hildebrand et al. 2004; Hildebrand et al.
2014; Steendijk 2011; Wu et al. 2005)

Fur die posttraumatische Situation siddmit vor allem akzidentelle und induzierte
Hypothermierelevant wobei klinisch meistdie akzidentelle Hypothermi@ach Trauma
von Bedeutungst. Je nach Studikegt bei 12-66% der Traumapatienten bei Ankunft in
der Notaufnahmeine akzidentellélypothemie vor. (Childs et al. 2005; Hildebrand et al.
2014) Akzidentelle Hypothermie nach Trauma und Hamorrhagier allem ab einer
Korperkerntemperatur unter 34°Gst mit erhohter Mortalitat(Alam et al. 2006;
Hildebrand et al. 2014; Kheirbek et al. 2009; Krause et al. 2000; Seekampl@o@.
Tisherman 2010; Worner u. Oddo 201@)d schweren posttraumatischearkplikationen,
zum Beispiel MOFassoziiert (Hildebrand et al. 2014; Seekamp et al. 1988¢nso mit
Herzrhythmusstamgen, Elektrolytschwankungen, Infektionen und veranoerte
Medikamentenstoffwechse(Tuma et al. 2011Pie thermoregulatorischen Mal3hahmen
des Korpers, um ein weiteres Absinken der Korperkerndeatpr zu verhindern,
beinhaltenstarke sympathische Aktivierung und Muskelzittebie erhéhte metabolische
Rate mit Anstieg des Sauerstmgfiarfsbei gleichzeitigenBauerstoffmangel nach Trauma
und HSverschlechtert eime Energiemangel und eimeetabolische Azidos€Alam et al.
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2006; Beilman et al. 2009; Kheirbek et al. 20@0@jdose undakzidentelleHypothermie
zusammen mit Koagulopathie werdgtetale Trias' genannt verhdhters i nd
Mortalitét assoziiert, trotz adaquater Substitution mit Blut, Plasma und Thrombozyten.
(Kheirbek et al. 2009; Martini 2007; Tuma et al. 20Hipe Hypothermie alleine
beeintrachtigt san die Gerinnung vor allem ab einer Koérperkerntemperatur unter
33/34°C. (Hess et al. 2008; Hildebrand et al. 2014; Mallet 2002; Ma2007; Seekamp et

al. 1999) Hamorrhagie und Flussigkeitsersakbnnen durch einen Verbrauch an
Thrombozyten und eine Verdinnung der GerinnungsfaktdienKoagulopathie noch
verstarlen (Hildebrand et al. 2014; Martini 200W)nd den Blutverlust weiter steigern,
sodassakzidentelle Hypothermie nach Trauma so schnell wie mdglich korrigiert werden
sollte (Hildebrand et al. 2014)

Im Gegensatzur akzidentden Hypothermievurde eine therapeutiscliypothermie auch
nach Traumaund Hamorrhagiein préklinischen Studre als Erfolg versprechend
beschrieberund zeigtesogar eine verringerte MortalitgiAlam et al. 2006; Childs et al.
2005; George et al. 2010; Hildebrand et al. 2014; Norio et al. 2002; Sailhamer et al. 2007;
Wiladis et al. 202; Wu et al. 2005)

Auch Klinisch wird induzierte Hypotkrmie schonangewendet, nach erfolgreicher
Reanimation nactierzstillstang um das Uberleben unddas neurologische Ergebnizu
verbessernCrossley et al. 2014; Steendijk 2011; Wu et al. 2008erHerz, Gefal? und
NeurochirurgigHildebrand et al. 2004; Hildebrand et 2014; Seekamp et al. 1999; Ulger
et al. 2014)und in der Transplantationschirurgi@dildebrand et al. 2004; Ulger et al.
2014)

Die positive Wirkung von induzierter Hypothermie kaaof zwei Haupmechanismen
zurtckgefuhrt werden. Einerseits 10st eineinduzierte Hypothermie einen
Hypometabolismus aus (Seekamp et al. 1999und mildert andererseits e
UberschieBende Immunreaktion @hildebrand et al. 2014pduzierte Hypothermie seret

die metabolische Rat@Mallet 2002; Seekamp et al. 1999; Steendijk 2011; Tuma et al.
2011) undverringere den Sauestoffbedarf (Hildebrand et al. 2014; Kheirbek et al. 2009;
Mallet 2002; Steendijk 2011padurch konnte Hypothermiglie oben angesprochenen
Schaderdurch Hypoxie reduziererfChilds et al. 2005; Hildebrand et al. 2004; Steendijk
2011)beispielsweise kute ein aerober Metabolismugngeraufrecherhalten damiteine
metabolische Azidosand ein Serumlaktanstiegverringertwerden (Alam et al. 2006;
Seekamp et al. 1999; Tuma et al. 201Ind es zeigten sich eine verringerte

Organdysfunktion und geringere histopathologischen Organschaden, smagbélektiver
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Chirurgie als auch ipréaklinischen Traumamodelle(Alam et al. 2006; Hildebrand et al.
2014)

Als zweiter Weg, Uber derdie induzierte Hypothermie ihre positive Wirkung entfalten
soll, wurde die Reduktion der Immun und Entzindungsantworinach Trauma
angesprochen(Hildebrand etal. 2004; Kheirbek et al. 2009; Tuma et al. 20DBbei
konnte die induzierte Hypothermieine tberschieRendgstemische Entziindungsreaktion
verzogern oder sogar verhindefHildebrand et al. 2014und damit eine wichtigen
Faktor in der Entwicklung desMOF reduzieren(Tsukamoto 2010Es zeigen sichein
verminderte Anstieg von proinflammatorischen Zytokme(Chen 2005,(Alam et al.
2006) Tuma 201} undeine verringerte RO®8roduktiondurch Hypothermig(Alam et al.
2006; Childs et al. 2005; Wladis et al. 20@2)dere Autoren berichteten jedoalich von
erhohter Inflammation undxidativen/nitrosative Stress(Fairchild et al. 2004; Groger et
al. 2013) Eine verminderte Immunantwortvirkte sich zudem auch nachteiligdurch
vermehrte posttraumatische Infektionen und Komplikationen(&liislebrand et al. 2004;
Hildebrand et al. 2014)

Die genauen Parameter fir die Induktion der Hypothermie werden noch diskutiert,
beziglich Art und Zeitpunkt der Induktion undiefe und Dauer der Hypohermie
Zusammenfassengeigte sich, dass Hypothermie am effektivstevar, wenn sie direkt
nach Trama/ Hamorrhagie induziert wae, (Alam et al. 2004; Alam et al. 2006; George
et al. 2010; Hildebrand et al. 2014; Norio et al. 2002; Sailhamer et al. atfijlichst
unter Anasthesie und Wbdlkelrelaxation, um ei@ sympathische Stressantwort und
energieverbrauchendes Mukkttern zu vermeiden(Hildebrand et al. 2014Yiefe und
Dauer der Hypothermie beeinflussen die zu erwartenden Effgktdebrand et al. 2014)
dabei fuhrteein weiter Temperaturbereichzwischen 10{Alam et al. 2006; Hildebrand et
al. 2014)und 34°C zu positiven Effekten(Hildebrand et al. 2014; Wu et al. ZBei der
Dauer der induzierten Hypothermie wurde bisher kein Konsens erreicht, teilweise sollen 60
Minuten, zumindest bei tiefen Temperaturdas obere Maximum seilagegen werden
nach Herzstillstand, wie auch schdfinisch angewendet, 24 Stundenempfohlen
(Steendijk 2011; Wu et al. 20021 schnelles Erwéarmen kammu einem Rebounéffekt
und maoglicherweise zu einem Missverhéltnis zwischen Sauerstoffanforderung und
Sauerstoffangebdtihren. (Alam et al. 2006; Hildebrand et al. 2018% gibt somit noch
keine einheitliche Methode, widie induzierte Hypothermie nach HS oder Trausnzher

angewendet werden kann.



1.3Tier- und Therapiemodsd|

Bei der Auswahl des Tiermodells muss eine Abwagung der Mod Nachteil der
einzelnen Spezies, des Versuchsablaufs und Versuchsaufbaus eri¢dgeilhaft an
Schweinerist, dass sie in Bezug auf Immunsystéfairbairn et al. 2011; Hildebrand et al.
2013)und Anatomie, wiesich am Beispiel der Niere, einem der durch Schock haufiger
betroffenen Organe(Angus u. van der Poll 2013; Frich et al. 2014b)zeigt dem
Menschen ahnlicher sind als Kleintie(elildebrand et al. 2014; Kessler et al. 20MEben

dem GrolRenunterschiedler Nieren zeigen sich auch Unterschiede im Autha
beispielsweiseavird die Schweine ebenso wie die Menschenniere durch interlobulare und
intersegmentale Arterien versorgt, wahrahese Arerienbei den Nieren von Kleintieren

nicht vorkommen(Giraud et al. 2011; Simmons et al. 20@dgs istvor allem flreine
hypovoldme Schocksituatidreztiglich deBlut- und Sauerstoffversorgung und damit auch

der folgenderOrganschadiguncelevant

Auch in Bezug auf die Physiologie, wie der Herzfrequena d@modynamischen System,

und der Thermogenese, gibt es weniger Unterschiede zwischen Schweinen und Menschen
als zwischen Kleintieren und MenschéHildebrand et al. 2013; Hildebrand et al. 2014,
Kessler et al. 2011; Tsukamoto u. Pape 20088 hr e n d M& u sshivereg ne , n
Thermogenesi s’ ( Ther mohlepeeibensurd aofdrumce desMgnofdne | a r
Oberflachenmassenverhaltnis sehr empithdgegeniber Hypothermie sindHildebrand

et al. 2014)entsprechen Thermogenese, Gréf3e und Gewicht von Schweinen eher dem
Menschen.

Neben de Auswahl der geeigneten Spehiat auch dsTherapieegimeAuswirkungen auf

die Ergebnisse der Studideispielsweise zeigte Flissigkeitsgabe wahrend und nach
Schock, eine Standardintervention auf der Intensivstation (ICU), einen deutlich positiven
Einfluss auf Mortalitdét und Outcome im Tiermodell,eeBo wie weitere unterstitzende
Therapien wie Antibiotikaoder Beatmung(Hollenberg et al. 2001; Hollenberg 2005;
Miyaji et al. 2003; Piper et al. 1996ft wurden Kleintierstudiemufgrund von spezieller
Ausstattung mit hohen Kosten jedoch ohne ICU Behandlung durchgefihrt und
erschwerten dadurchedUbertragbarkeit auf die klinische SituatigAngus u. van der Poll

2013; Myaji et al. 2003)Bei Schweinerist eine ICUUberwachung durch die Ubernahme

der Instrumente undder Ausstattung einerklinischen Intensivstation aufgrund der

vergleichbaren Grofl3mdglich



1.4Zieledes Versuchs

Im Rahmen dieser Studie delh folgendeFragestellungen untersucht werden beztglich
der Auswirkungen induzientdHypothermie 34°C,nach HS verglichen mit Normothermie

auf verschiedene pathophysiologische Mechanismen.

1) Kann eine therapeutischidypothermie die Organfunktion verbessern, eine
Laktatazidose durchinduktion eines Hypometabolismus verringern und

Organschéaden reduzieren?

2) Welchen Einfluss hat Hypothermie adie vaskulareBarrieredysfunktion,

und damit auf die Flissigkeitsbilanad hamodynamische Param@ter

3) Wie wirkt sich Hypotherme auf Entziindungsmarker aus und wie auf

oxidativen und nitrosativen Stress?

4) Kann sich Hypothermie durch eine Reduktion vdrsxener

Pathophysiologiepositiv auf die Mortalitdt nach HS auswirken?



2. Material und Methoden

2.1 VerwendeteM aterialien und Geréate

2.1.1Laborgerate unematerialien

o

o

Blutzellenz&hlgerat
Eismaschine

Eppendorf Pipetten (0;50 ul, 10-
100 pl, 1061000 pl)

Eppendorf Pipettenspitzen
Eppendorf Tubes (1,5 ml; 2 ml)
Gefrierschrank80°C
Mikroplattenlesegerat
Photometer

Rotem

Vortex Genie
Gaschromatographen

Massenspektrometer

Nitratanalysegerat

Z2 Coulter, Beckman Coulter, Krefeld,
Deutschland

Scottsman Ice Systems Flockeneisbereitt
AF80, Scottsman Ice Systems, Mailand,
Italien

Eppendorf AG, Hamburd)eutschland

Eppendorf AG, Hamburdeutschland
Eppendorf AG, Hamburd)eutschland
Herafreeze, M.u.T. GmbH Berlin, Be]
Deutschland

SLT 340 ATTC, SLT Labinstruments,
Crailsheim Deutschland

Spectronic Genesys 2 Milton Roy, Ivylanc
PA, USA

ROTEM® device, Pentapharm, Minchen
Deutschland

Scientific Industries, Bhemia, New York,
USA

5890 Gaschromatographen, Hewlett
Packard, Miinchen, Deutschland

5970 Massenspektrometer, Hewlett
Packard, Minchen, Deutschland

Sievers 280 NOA, FMI GmbH, Seeheim/
Obe-BeerbachDeutschland

2.1.2Narkose, OP und Intensiviiberwachung

o

(@)

Azaperon
Buprenorphin

Heparin
Hydroethylstarke%
Kalium-Chloridldsung
Ketamin

Midazolam
Natrium-Chloridlosung 0.9%

Stresnil®, Janssen, Neuss, Deutschland
Temgesic®, Reckitt Benckiser, Grol3
Britannien

HeparinNatrium, B. Braun, Melsungen,
Deutschland

VitafusalR 6%, Serumwerk, Bernburg,
Deutschland

KCL-L6sung Fresenius®, Fresenius Kabi
Bad Homburg, Deutschland

Ketavet®, Pharmacia GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

B.Braun, Melsungen, Deutschland



Noradrenalin

Pancuronium
PentobarbitaNatrium
Propofol

Ringerlésung

Sauerstoff
Beatmungsgerat
Patiententberwachungigheit
PICCO® System
COLD-System
Blutgasmessgerat
UltraschaltFlussmessgerat
Kihlsystem

Infusiomat

Perfusor

Pulsoxymeter

Absaugpumpe

Arrow, Katheterschleuse 9Fr
Arrow, renatventse KatheterdFr
Warmeaustauschkatheter
PICCO-Katheter

Cystofix-Katheter

Magensonde

Tubus

Arterenol®,SanoviAventis GmbH,
Frankfurt, Deutschland

Pancuronium DplexActavis, Actavis,
Langefeld, Deutschland

Narcoren Merial, Hallbergmoos,
Deutschland

PropofotLipuro 2%, B. Braun, Melsungen
Deutschland

Ringerldsung Fresenius, Fresenius Kabi,
Bad Homburg, Deutschland

MTI Industriegase, Ulm, Deutschland

Siemens Servo Ventilator 900,
Deuschland

6 6 S-Mbnitor, Hewlett Packard, Palo
Alto, CA, USA

Pulsio Medical Systems SE, Miinchen,
Deutschland

Pulsion COLD Z021®, Pulsion Medical
Systems, Miinchemeutschland

ABL System 625, Radiometer,
KopenhagenDaemark

Animal Research Flowmeter T 206 Artise
Scientifi, IL, USA

Julabo FC600S, Julabo Labortechnik
GmbH, SeelbacgtDeutschland

Infusiomat secura B, BBraun, Melsungen,
Deutschland

Perfusor Secura P, B. Braun, Melsungen
Deutschland

Datex Capnomac® Ultima UL-B3301
Datex Instrumentation Corp., Helsinki,
Finnland

Wisa Absaugpumpe W.Sauer, GmbH&
CoKG, WuppertalDeutschland

S1 11142, Arrow GmbH, Erdingen
Deutschland

CS 16402, Teleflex Medical GmbH,
Kernen,Deutschland

lcy®, ZOLL Medical Deutschland GmbH,
Koln, Deutschland

5uV/VIimmHg, PV2015L20, Pulsion
Medical Systems, MincheBgeutschland
Freka®, Cyst Standard 8 cn€H 10
Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Deutschland

CH16, 125cm, Duodenalsonde ndadvin,
Braun AG, MelsungerDeuschland

8,5 Magill, Mallinckrodt Medical Athlon,
Irland
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(@)

O O O0OO0OO0Oo o

O O

UltraschaliMesssonden GrofRe 8&

Transfusionsbeutel

Venenverweilkanile

Blutkulturflasche BACTEC PLUS +

Aerobic/F

Blutkulturflasche BACTEC PLUS +

Anaerobic/F

Serum Monovetten LH 2,7 ml, 4,5n

Monovette Citrat 2,/l, 3,5ml
Monovette EDTA
Monovette Thromboexact
Adapter fur Monovette
Reagenzien Rotem

PerfusofSpritzen 50 ml
BiuretReaktion

Transonic Systems Ind\New York, USA
500ml, Maco Pharma International GmbF
Langen Deutschland

Vasofix Brauntle Braun AG, Melsungen
Deutschland

BD, Franklin Lakes, MwYork, USA

BD, Franklin Lakes, MwYork, USA

Sarstedt, Nirmbrechbeutschand
Sarstedt, Nirmbrechbeutschland
Sarstedt, Nurmbrechbeutschland
Sarstedt, Nirmbrechbeutschland
Sarstedt, Nurmbrechbeutschland
Tem International GmbHMUnchen,
Deutschland

Braun AG, MelsungerDeutschland
SYS1 BM/Hitachi 704/911 Analysekit,
Roche Diagnostics

2.1.30rganentnahmeéCH und Pathologie

O O O0OO0Oo

o O O

O O

Fllssigstickstoff

TissueTek (O.C.T.Compound)
Gewebeeinbetter
Ausgiel3station

Mikrotom

Histosette 2 (mit Decke
MenzelGlaser Superfrost ® Plus

Deckglaser
Formaldehyde

Xylol
ETOH (99,9%) (Ethanol)
Destilliertes Wasser

Haematoxylin (Meyers acid
hemalaun)

Neo-Mount®

Zitratpuffer

PBS (phosphate buffered saline)

TBS (Tris Buffered Saline)
Tween ® 20
Pap PerfLiquid blocker

Normaks Ziegeserum

MTI Industriegase, Wn, Deutschland
Sakura Finetek, derlande

MTM, Slee, Mainz, Deutschland
MPS/P, Slee, Mainz, Deutschland
CUT 5062 Rotationsmikrotom, Slee,
Mainz, Deutschland

Simport, Beloeil, Canada

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland

Pfm Medical AG, Kéln, Deutschland
Otto Fischar GmbH + Co., (3.57%)
Saarbriicken, Deutschland

VWR Prolabg Darmstadt, Deutschland
SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland
Apotheke Universitatsklinikum Ulm,
Deutschland

SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland

Merk, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland
50 mM Natriunphosphat; pH 7,4; 200 mM
NaCl SigmaAldrich, St.Louis, MO, USA
pH 8 SigmaAldrich, St.Louis, MO, U&
SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland
Science Services GmbH, Minchen,
Deutschland

Jackson ImmunoResearch, Baltimore
Maryland, USA (005000-121)

11



Normaks Esaderum
Dako REAL ™

Mouse
AP-Esel AntiZiege

Anti-Schweine Albumin
Anti-Nitrotyrosin

Anti-H&moxygenasé
Anti-iINOS

CTH/CSEmonoklonaleAntikodrper

2.1.4Western Blot und EMSA

o

o

Elektrophoresekammer
Elektrophorese WB

Acrylamide (Bis Solution (29:1),
30%)

APS (Ammoniumpersulfat)
[-Mercaptoethanol

Bromophenol blue

EntwicklerLosung Kit

Glycerol

Glycin
HypercassetteTM
Methanol
Milchpulver

Mikroliter Soritze
NaCl (NatriumChlorid)

Poncau S Solution (0,1% in 5%
acetic acid)

Detec
Alkaline Phosphatase/RED, Rabbit

Jackson ImmunoResear@gltimore
Maryland, USA (017000-121)

Dako Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland (Cat.#: K5005)

Jackson ImmunoResearch, Baltimore
Maryland, USA (708055-147)

Abcam, EnglandAB79960

Millipore, Temecula, Kalifornien, USA
(Cat.#AB5411 Lot # LV1810476)
Abcam, EnglandAB52947)

Santa Cruz, California, USA (€651)
Abnova, Taiwan (Cat.#H0000149401
Lot# E7101S1)

SubCell GT Basic, BieRad, Hercules,
Kalifornien, USA

Mini-Protean Tetra cell, Bi®ad
Laboratories GmbH, Mlnchen
Deutschland

Serva ElectrophoresSmbH, Heidelberg,
Deutschland (Bestell#: 10687)
SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland
(Bestell#: A 7460100G)

SigmaAldrich, SteinheimPeutschland
(Bestell#: M3148)

SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland
(Bestell#: B8026)

SuperSignal® West Femto Maximum
Sensitivity Substrate Thermo Scientific,
Rockford, USA (Bestell#: 34095)

Roth, Karlsuhe, Deutschland (Bestell#:
7430.1)

SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland
(Bestell#: 33226)

GE Healthcardriiher Amersham
Biosciences, Munchen, Deutschland
SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland
(Bestell#:32213)

Roth, Karlsruhe, Deutschland (Bestell#:
T145.2)

Hamillton Company, Bonaduz, Schweiz
SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland
(Bestell#:31434)

SigmaAldrich, Stenheim, Deutschland
(Bestell#: P7170)
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Precision PlusTM Protein Standard
— Kaleidoscope

Pure Nitrocellulose membrane
(0,2um), (0,45pum)

SDS (Natriumdodecylsulfat)

TEMED (Tetramethylethylendiamin

TransBlot SD

TRIS
(Tris(hydroxymethyl)aminomethan)
Tween ® 20 (Polyoxyethylen
sorbitan)

Whatman 3M filter sheets

| K-81°AK

Bcl-xL KaninchenrmAB

ZiegeantiKaninchenlgG- HRP

Gesamtprotein in Plasma

TM Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munchen, Deutschland

BioRad, HerculeKalifornien, USA
(Bestell#: 1620112, 1620115)

Serva ElectrophoresSmbH, Heidelberg,
Deutschland (Bestell#: 20765)
SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland
(Bestell#: T8133)

SemiDry TransferCell, Bio-Rad
Laboratories GmbHMUunchen,
Deutschland

USB Corporation Cleveland, USA
(Bestell#: 75825)

SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland
(Bestell#: P137)

GE Healthcare, Miincheeutschland
sc371 Santa Cruz Biotech., Europa
Cell SignalingMassachusett$JSA
(Bestell#: 2764)

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA (Bestell#: s€2004)

SYS1 BM/Hitach 704/911, Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland
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2.2Versuchsiubersicht

Der Versuchsablauf, wie er im Institut fir Anasthesiologische Pathophysiologie und

Verfahrensentwicklung (APYVY) durchgefuhrt wurde, entspricht den Richtlinien des
,Bundesinstituts fur Gesundheit® und wurde
Universitat Ulm, als auch von dem Regierungsprasidium Tibingen, B&dettemberg,
genehmigt(TV-RegNr. 1087 genehmigt am 08.05.20112

Fur die Duchfuhrung der Versuch&urden 18Schweine 13 mannliche und 5 weibliche,
mit einem Korpergewicht (Median (Quatrtile)) von 69 (61,5;75,3)dey Ziichtung aus den
Rassen Bretoncelles, Meishian umdnWillebrand (BMW) verwendet.Bei der Rasse
BMW fuhrt eine reduzierte Aktivitdt des von WillebrandFaktors (VWF) zu einer
Gerinnung, die mit der des Menschen vergleichbarwsihrend Schweine generell ein
hyperkoagulatorisches Gerinnungssystem verglichen mit Menschen. ljghéter et al.
2016)

Bei allen Schweina wurde die gleich@pertive Instrumentierungund anschlielendir
drei Stundenein HS durchgefihrtDanachwurden sie in zwei Gruppen randomisiert,
Normothermie (38°C n=9 als Kontrollgruppe und Hypothermie (34°G=9 als
Interventionsgrppe. Die Tiere der Hypotherngmuppe wurden nachdem HS fir12
Stundenauf 34°C heruntergekihitind anschlieBenduf 38°C wiedererwarmtBis auf die
Temperaturdifferenz gabskeinen Unterschied in der Behandlung und Uberwachung der
Tiere.

Die gesamte Vauchsdauer betrug6 Stundenunterteilt infunf StundenVorbereitungs
und Praparationsphla, vier Stunden Ruheghase, drei Stunden Schockphase, sowie
anschlieBend 23 Stundénersiviiberwachungsphase

Wahrend des Versuchs gab es vier Messzeitpunkte (M&R)nenvor und am Ende des
Schocls, nach 12 und nach 23 Stunden der Intensiviiberwachungsphiisigdung 1)
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Blutentnahme: ~ 30% des
errechneten Blutvolumens;
Titration MAP ~ 40 mmHg

90
MAP
[mmHg] Retransfusion, balancierte Elektrolytlsung 20 mL/kgxh
Noradrenalin abhingig von MAP
40
-9-0h 3-15h v 15-26h v
)
O ) (O
Instrumentierung & Héamorrhagischer Intensiviiberwachung Intensiviiberwachung
Erholung Schock 34°C/38°C 38°C

Abbildung 1: Zeitlicher Ablauf des Versuck an Schweinen Hamorrhagischer Schock mit
anschlielender Randomisierung in Kontrollgruppe (38°CY ddypothermiegruppe (34°C);
schwarze Pfeile stehen fiitesszeitpunkteMittlerer Arterieller Druck (MAP) (Ulm, 2014/201%

2.3Versuchsablauf

2.3.1Vorbereitungphaeund Standardeinstellungen

Die Schweine lebten zur Akklimatisierung vor dem Versuch nsteges eine Woche im
Tierforschungszentrumer UniversitatJlm. Direkt vor dem Versuch wurde den Tieren fur
12 Stunden diéesteNahrung entzogeand durch eine Zuckerlésung erseiasser stand
ad libitum zur Verfigung.

Als Vorbereitung fur denTransport erhielten die Tiere eind’ramedikation mit 1,2
mg/kgKG Azaperon und IngkgKG Midazolam, sodass sie schlafend in einer speziellen
TransporiBox in den TietOP deslInstituts APV, Helmholtzstrale 8/1, 89081 Ulm
transporiert wurden. Dort wurden sie mRygenert und bekameneinen intravenésen
Zugang Uuber eine Ohrvene gelegt.cNaEinleitung der Narkose mit-2 mgkgKG
Propofol und0,5 1,0 mg/kgkG S-Ketamin wurden die Tiere orotracheadtubiert.
Daraufhin wurdedie Muskelrelaxation, Andsthesie und Analgeggstartet und Gber den
gesamten folgenden Versuchszeitraum mitr@glkgkG*h Pancuronium, 8 mg/kijG*h
Pentobarbitaund intermittierend 23 0 g/kgKG Buprenorphin(alle acht Stundemach
Induktion der Anasthesisowievor schmerzhaften Stimuli) aufrechtaiten.

Die Tierewurdenauf dem Ricken liegend auf dem -ORch gdagert. Die Temperatur
wurde Uber ein rektales Thermometer amtériellgemessen, aul3erdem wurden die Tiere
die gesamte Versuchsdaudéktrokardiographisch tberwacht. Zur Entlastung Mesgyens

wurde eine Magensonde geledie Sauerstoffsattigung wurde an der Schnauze mit
15



transkutaner PulsoxymetrgemesserEine kontrollierte Beatmung wurde nach folgenden
Standardeinstellungen durchgefilidte Tiere wurden mit einem Atemzugsvolumen \Bn
ml/kgkG 10-12 mal pro Minute beatmet, die Atemfrequenz war so angepasst, dass der
arterielle Kohlendioxidpartialdruck (pCO2)zwischen 35 und 40 mmHg ladger
Sauerstoffanteil der Inspirationsluf{FiO,) lag bei 0,3% und das Verhéaltnis
Inspiration/Exspiation (I/E) bei 1:1,5Der pasitiver Endexpiratorische DruqlPEER war

auf 10 cniH,O eingestellt und der maximale Spitzendruck in den Atemwegen bei < 40
cmH,0. Wahend der Schockphase wurde @eatmungverandert Der PEEP war auf O

cm HO, die FiQ auf 021% und das Verhaltsi von (I/E) auf 1:2 eingestellt, um den
Einfluss der Beatmung zu minimieren.

Die Schweine bekamenalarcierte Elektrolytlosung(20 ml/kgKG*h) wahrend der
gesamten Versuchsdauer zum FlUssigkeitsausglegrtuziertauf 10mlh wahrend de
Schockphase,und Hydroxyethylstarke (HES)intraoperativ zur Stabilisrung des
Blutdrucks Nach der Schockphase wurde je nach MAP Noradrenalin zur Stabilisierung
des Blutdrucks gegeben, solange die Herzfrequ&@Sdlage/min nicht Uberstieg, um

durchTachykardienduzierte Myokardischamien zu vermeiden

2.3.2Chirurgische Praparation

Die Tiere wurden vor der Préaparation rasiert, gewaschen, desinfiziert und steril abgedeckt.
Die Anlage de vendsen und arteriellen Katheter erfelghter sterilen Bedingwgen tber

eine modifizierte Seldinger Technik. Hierzu wde das Gefalinach chirurgischer
Freilegungmit einer Kanlle angestochen, durch die Kanile ein Draht in das Lumen
vorgeschoben, die Kanule entfernt und der Kath@ber den Drah&an der korrekten Ste
platziert, anschlieend der Draht entferRblgende Geféal3e wurden praparidr: die
rechteV. Submandibularisvurdeein 10FBallon-WarmeaustauseKatheter(lcy®, ZOLL
Medical Deutschland GmbH, Koéln, Deutschland zur Regulation der
Korperkerntemperatu gelegt, so dassdiese mit Hilfe eines extrakorporalen
Warmeaustauscherauf den Zielwert eguliert werden konte. In die linke V.
Submandibulariswurde ein 9FKathetershleuse zur Medikamentengabe und zum
Einschwemmeneines Pulmonalarterienkathetergelegt. Der Pulmonalarterienkatheter
diente zur Messung des zentralvendserucks (ZVD), des mpimonalarteriellen Drucks
(PAP) und des Drucks iminken Vorhof (WedgeDruck), ebensazur Blutenihahme.Vor

Anlage des Pulmonalarterienkathetevarde praventiv Amiodaron als Antiarrhytmikum
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gegeben, da es wahrend der Platzierung des Katheters durch Reizung des Vorhofs zu
Rhytmusstorungen kommen konnte.

Gleichzeitig wurderbeide Aa.Femoralesind eine V. Femoraiprapariert In die Arterien
wurde eine metallverstarkt 10FKatheterschleuse platziert, zur Druclsseng und
Blutentnahme, uneine §-Katheterschleuse, ebenfalls fur die Druckmegsund flir die
Anlage des PiCC&athetes, der zu der Bestimmung des HMdlente. In die V.
Femoraliswurde eine 7FKatheterschlese platziert Gber die spater untemanueller
Kontrolle ein Katheér in die reché V. Renals zur Entnahme von Blutprobegelegt
wurde Die Blase wude freigeleg und ein CystofixKatheter zur Urinableitungind -
messungangelegt. Nach einerquerenLaparotonie wurde nachDarstellung der rechten
Niere undder NierengefaRalie A. Renalisangeschlungennd ein UltraschalMesskopf
befestigt, der eine kontinuierliche Messugy Nierenperfusion ermdglichte und der oben
beschrieben&atheterin der V. Renalis pkaiert. Die Bauchdecke wurde nach Abschluss

der Operation dreischichtig verschlossen.

2.3.3Ruhe und Schockphase
Nach der Operationsase hatten die Tiere eine fatifndige Ruheund Erholungsphase.

Anschliel3end wurde deS fur drei Stunden induziertedSchock war sowohl volumen
als auch druckkontrollierDazuwurden 30% des kalkulierten Blutvolumens entnommen,
das Blut wurde in Standard CitrBhosphaDextrose-Blutbeuteln bei 8L0°C aufbewahrt.
Der angestrebtenittlere Blutdruckwertwar 40 mmHg. Umden Blutdruck konstant zu

halten,wurdealle 15 min bei Bedarb0 ml Blut retransfundirt oder entnommen

2.3.4Retransfusion und Intensiviberwachungsphase

Nach dem dreistindigeSchock wude das enthommene Blutnerhalb einerStunde
retransfundiert. Ab#ingig von MAPwurde Noradrenalirtitriert, angestrebt waredie vor
dem Schock gemessenBludruckwerte degeweiligenTieres

Bei der Normothermiegruppe wurde eine Korperkerntemperatur von 38°C gelitatten.
Tiere in der Interventiosgruppe wrden direkt nach Ende desSchocls durch den
, Co ol -gatheter “auf 34°C Korperkerntemperatur gekihlt Die Ballons des
, Co o | -gathetersivurdenmit 4-12°C kalter Flussigkeiturchspultund kihlten damit
zentraldas umgebendBlut. Unterstiitzend erfolgte eirextralorporaleKihlung mit Eis
Paketen sodass die Koérperkerntemperatur um etiv8°C/h gesenk wurde. Nach 12

Stunden Hypothermie wdendie Tiereauf 38°C wiedererwarmt, durch warme Salzlésung
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(ca. 42°C) i m B aKatheters urdl eemen Wa&raniohl (WaameslyStem
bestehend aus Warmluftgerat und isolierenden Dé@cken

Anschlie3end schlossich eineweitere11-stiindge Intensiviiberwachungsphaaa Nach

36 h wurde die Narkose der Tiere fgntobarbitaVertieft und mit KaliumchloridL6sung

ein Herzstillsand induziertUnmittelbar nach dem Todurdendie linke Niere, Herz und
Teile derLeberdes Tieres entnommen und fir die weitddmtersuchungeaufbereitet.

2.3.5Abbruchkriterien

Der Versuchwurde nacHolgendenKriterien abgebrochen

Ein Absinken deSBlutdruckswéhrend der Intensiviiberwachungsphasé <60 mmHg,
ohne dass eingeitere Erh6hung der Noradrenalininfusionsrate bei einer Herzfrequenz von
uber 160 Schlage/min moglich war.

Respiratorisches Versagen, das slahn aullerte, dass trotz eildgatmung mit maximal
FiO, von 1,0%, PEEP von 15 ¢#aO und einem Beatmungsdruck von 4MH,O der

pCO, nicht unter 60 mmHg gehalten werden konnte.

In beiden Fallenvurde die Narkose ebenfalls mit Pentobarbitatieft, mit Kaliumchloid

ein Herzsllstandinduziert und die Organe entnommen.

2.3.6Messzeitpunkte

Die vier Messzeitpunkte lagen wieldt: Erster Messzeitpunkt (M2 unmittelbar vor
Induktion des HSzweiter Messzeitpunkt (MZB am Ende des HS vor Retransfusion des
Blutes, dritter MesszeitpunkfMZP3) nach 2 Stunden Intensiviberwachunsphase
Ende der Hypothermiephasead vierter Messzeitpunkt (MZP unmittelbar vor dem Ende
des Versuchs, normalerweisach 23 Stunden Intensiviberwachunspha$er zu einem
friheren Zeitpunkt betutreffen der Adbruchkriterien
Zu den Messzeitpunkten wden hamodynamische Parameter YAMPAP, CVP,
Herzfrequenz HIF), renale PerfusignWedgeDruck) erhoben und Blutgasanalysen aus
arteriellen, renalventsen und pulmonalarteriellen Blutprob8audrstoffpartialdruck
(pO,), pCO, pH, kase excess, Laktat, Glukgsgauerstoffsattigung, HiElektrolyte: K,
Na', C&*, CI) durchgefiihrtEs wurden praViZP zwei Blutkulturen, je eine aerob und
anaerob, abgenommen und in der Mikrobiologies Tierforschungszentrums Ulm
ausgewsdet. Des Weiteren wurden arteriell und renalvends Blutproben enthommen und
wie folgt verarbeitet:
Je zwei 9ml LithiurAHeparinMonovetten, deren Plasma nach Zentrifugation in
Eppendorfgefal3e pipettievurde und woraus spater die Untersuchung auf Laktat,
18



NeutrophilenGelatinaseassoziiertes LipocalifNGAL), Troponin, Bilirubin, Kreatinin,
Tumornekrosefaktea (T N B,alnterleukin B (IL-1 B IL-6, Interleukin 10 (I:10),
Gesamtprotein unMitrit/ Nitrat erfolgte.

Je eine 2,7ml LithiunHeparinMonovette, dezn Vollblut in Eppendorfgefalle m@tiiert
wurde, welcheur Untersuchung des Vollbluts diente.

Zusatzlich wurden nur arteriell folgende Blutabnahmen durchgefihrt:

Drei 2,7ml CitratMonovetten, von denen eine fur die Untersuchung der Gerinnung im
Rotem Thronbelastometrie genutzt wurden, die anderen wurden nach Zentrifugation
(einmal bei 4°C, einmal bei Raumtemperatur) in Eppendorfgefal3e pipettiert zur
UntersuchunglesThrombin-AntithrombinKomplexes und desWF.
Eine2,7mIEDTA-Monovette zum Erheben des Biits.
Eine2,7mlIThromboExactMonovette flr das Untersuchen der Thrombozyten.

Eine mit Aspirin versetzte 2,7ml HeparWMonovette nach Zentrifugation fur die
Untersuchung voB-Isoprostanemls Zeicherflr oxidativen Stres

Sowohl zu den Messzeitpkiten als auch zufestgelegtenweiteren =2iten wude
renalvendses und arterielles Blut in 2,7ml LithitraparinMonovettenabgenommen und
zentrifugiert, und ebensoAusatemgas abgenommen, um den Glukosdibsanus zu
untersuchen. Dies wde durch kontinuierliche Infusion von **C-markierter Qukose
ermoglicht sodass der Anteil ar®C-markierter Glukose und®C-markiertem CQ
gemessen werden Rate.

Die Zentrifugation wurde bei 830G fur 10 Minuten durchgeffiit und de Probenbis zu

den Messungen beB0°C tiefgekilt.

2.4 Bestimmung Proteingehalt

Die Datender untersuchten Proteine im Plasmarden im Verhdaltnis zu dem gesamten
Praeingehalt im Serum angegebela sie von deHamodilutiondurch Flussigkeitsgabe
abhangig sindind dieHamodilutioniber den Proteingpalt nachveiiolgt werden kann

Der Proteingehaltvurde mithilfe der BiuretReaktion quantitativ bestimmbDie Biuret
Reaktion fuhrt zu einer Farbveranderung im Plasma, die photometrisch bestimmt werden
kann. In der BiureReagenz sind Kaliumund Natriumtatrat, Kupfersulfat, Kaliumjodid

und Natronlauge enthalten. Die Kupferionen des Kupfersulfats bilden zusammen mit den
Hydroxidionen aus der Natronlauge eschwerl6sliche Kupferhydroxid, das als hellblaue
Ausféllung zu sehen ist. Legt sich das Kupferhydioim alkalischen Milieu an
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Peptidbindungen der Proteinentsteht ein rotvioletter Komplex, dessen Extinktion
photometrisch bei einer Wellenlange von 546 nm gemessen werden kann, wobei die
Intensitatproportionalzu der Anzahl der Peptidbindungen ist.

Fir die Bestimmung des Gesamtproteingehalts wurde das Analysekit der Firma Roche
Diagnostics verwendetDabei wurde von jeder Plasmaprobe 100 zu 5 mi
Biuretreagenz zugeftgt, durch Schutteln vermischt und ftr 30 min bei 37°C inkubiert. Die
photometrische Messung bei 546 nm wurde gegen eine im Analysekit enthaltene
Leerwertprobe ausgewertet, das -f86he der ermittelten Extinktion ergab edi

Proteinkonzentration in g/I.

2.5BGA

Die Blutgasaalyse wurde aus arteriellenfenalvenésenund pulmonalarteriellen
Blutproben mit einem Radiomet®follautomaten bestimmt. Daberfolgtenregelmaliige
Bedimmungen zusatzlich zu den vier MZRum eine metbolische oder respiratorische
Stoérung frihzeitig zu erkennen und gegebenenfalls die Beatmungsparameter anpassen zu
konnen.Die Messung lieferte direkte Ergebnisse bezlgtiespO,, gemessen Uber eine
Sauerstoffsonde, und pH und pg&@otentiometrisch miElektroden gemesseAus pH

und pCQ konnte der base excesgrechnet werden. Die Menge an Laktat und Glukose
wurde an ionenselektiven Elektroden Uber die enzymatische Bildung y©p ddrch
Laktatoxidase oder Glukoseoxidase gemessen. Der Hamoglobingelmale mit der

Absorptionsphotometrie bestimmt.

2.6 ELISA

2.6.1Allgemeiner Ablauf- SandwichELISA

In diesen Versuchen wurden speziesspezifisEneymelinked Immunosorbent Assay

(ELISA) -Kits verwendet, zu denen fur didntersuchungarterielle Plasmapbzn der
jeweiligenMZPs zugefiigt wurdenDas Prinzip des SandwidBLISAs beruht daraufjass

das Zielprotein an eien Antikdrper gegen das Zielproteirder vom Hersteller an der
Mikrotiterplatte verankert wurde, bindet, wahrend die restlichen Plasmabesand
abgesplult werden. AnschlieBend wird die Mikrotiterplatte mit dem spezifischa
sekundare Antikdrper gegen das Zielprotein inkubiert und danach die ungebundenen

Antikorper abgespult Der sekundare Antikdrpest mit Meerrettichperoxidase gekoppelt,
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sadassdie Inkubation mit der Substratlosung, bestehend aus Wasserstoffperoxid und dem
Chromogen Tetramethylbenzidin, zu einer Blaufarbung fihrt. Durch die Stopplésung,
Salzsaure, kommt es zu einem Gelbumschlag, sodass die Proben photometrisch bei 450 nm
mit Korrektion bei 540 nm ausgewertet und anschlieRend auf die Gesamtproteinmenge
bezogen werden konnen. Die Farbintensitat steigt proportional mit zunehmender
Konzentration des Zielproteins

2.6.2Entziindungsparameter

Die  Untersuchung der proinflammatorisoshe (TNFa , IL-1, IL-6) und
antiinflammatorischen (H10) Entzindungsparameteerfolgte mittels kommerziell

erhéaltlichenspeziesspezifischdeLISA-Kits.

2.6.3Gerinnungsparameter

Fur die Untersuchung der Gerinnung wurden Kosmzentrationan vVWF und Thrombn-
AntithrombinKomplexen mittels ELISAKIits bestimmt.Neben der Funktion von VWF in
der Koagulation, kann einerhohteMenge an zirkulierenderaWF auf die Aktivierung
oder Schadigung voBndothelzellerhindeuten (Bernardo et al. 2004; Kremer Hovinga et
al. 2007; Lip u. Blann 1997; Matejovic et al. 2007; Sutton et al. 2003; Ware et al. 2004)
Zusatzlich wurden @ Anzahl der Thrombozyten und Ubeotem Thrombelastometrie,
wie unten beschrieben, weiterParameter, wie maximale Gerinnselfestigkeit und

maximale Lysebestimmt.

2.6.48-1soprostarBestimmung

8-Isoprostanwelches durch di®xidation von Arachidonsaendurch Peroxinitrit entsteht

undals Marker furLipidperoxidationund oxidativen und nitrosativen Strafiert, (Groger

etal. 2013; Hensley et al. 2000; Knéller et al. 2016; Pacher et al. 2007; Szabo 1996; Szabo
2003)wur de an allen vier MZPs in arteri-ell en
| soprostane EI A Kit® v 0 nDies2aviesaung gelitt sunde c a | Vv
enzymatischen Immunadsorptionsverfahren (EIA) und beruht auf der Kompetitiorr von 8
Isoprostan aus der Plasmapbe mit dem enzymgekoppelten8-Isoprostan
Acetylcholinesterase Konjugat (Tracer) aus dem EIA Kit um die begrenzt vorhandenen
Bindungsstellen voB-Isoprostarspezifischen KanincheAntiserum.Als Komplex aus 8
Isoprostan/Tracer und Kaninchenantiserum kann dieser von -Aauganinchen
Antikérpern gebunden werden, die vom Herstellerden Mikroplattenverankert sind,

wahrend die ungebundenen Baslteile abgespult werden. Didlmars Reagenz enthalt
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das Substratbei Zufligen entsteht ein gelb gefarbtes Produkt, das stark bei 412 nm
absorbiert. Die Absorption kann mit eineBpektalphotometerbestimmt werden. Die
Menge des gebundenen Tracers undau® folgend die Farbreaktion ist umgekehrt
proportional zu der Menge anlSoprostan in der Probe, da die Konzentration des Tracers
konstant ist, wahrend die-IBoprostankonzentration je nach Probe variiert und damit die
Menge des gebundenen Tracers biaesat.

Die Mikroplatten mit den ReaktionsgefalRen wurden bei 405 nm ausgelesen und die
ermittelte Extinktion mit einer Standardreihe verglichen, um die Konzentrationen zu

erhalten. Diese wurden auf den Gesamtproteingehalt der Proben bezogen.

2.6.5NGAL-Bestimmung
NGAL alsfrihesZeichen eineakuten Nierenschadigung und potentiell@rhersagewert
fur die Entstehung und die Schwere \akutem NierenversageAKI) (Cruz 2010wurde

zu allenvier MZPs in arteriellen Blygroben mithilfe einespeziesspezifhenELISA Kits

von BioPortountersuchtDabei wude ein kompetitiverEnzymmmunoassaywie unterder
IsoprostarBestimmung beschrieben, genutzt. Die Auswertung erfolgte photometrisch und

die Daten wurden auf die Gesamtproteinmenge bezogen.

2.7 Kreatinin /Kreatinin -Clearance

Kreatininentstehtaus Kreatin kontinuierlich beim Muskelabbau und wird vollstandig tber
die Niere ausgeschiedeAufgrund des Sekretionsmechanismus, glomerulare Filtration
und nur geringe tubulare Sekretion, eignet sich Kreatinineatlfogene Substanz, tber
deren Clearance die glomeruléare Filtrationsrate (GBBjeschatziverden kann.Die
Kreatinin Clearancevird mit folgender Formel berechnet

Kredainin Cleaance(ml/min) = Kreatinin Plasma (umol/l) / (Kreatinidrin (umol/l) x

Urinminutenvolumen (ml/min))

Das Urinvolumen wurde fur zwei Intervall&Erfde desSchockMZP2 bis nach 12 h

Intensivilberwachungsphab&P3 und 12 h Intensiviberwachunsphdg@P3 bis Ende

des Versuch84ZP4) durch Auffangen und Messen des Urins innerhalb dieservalle

bestimmit.

In Plasma und Urin wurden die Kreatininwerte mit der Methode dadfé bestimmt.

Dabei bildete Pikrinsaure mit Kreatinin nicht enzymatisch einen gelborangen
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KreatininpikratKomplex, dessen Menge photometrisch ausgewertet wurde. Die

Bestimmung erfolgte mit einem kommerziell erhaltlichen Kit.

2.8 Glukose Metabolismus

Der Glukosemetabolismu@ndogene Glukogeoduktion und Glukoseoxidationyurde

tUberdi e ., St ab-ME & h oustesSichtp Bazu erfolgte eine kontinuierliche
Infusion von nichtradioaktiver 1,2,3,4,518C-Glukose (Tracef)lume i nen -stSeéady
des Tracergu erreichenSteadystate bedeutet, dass sich ein Gleichgewicht zwischen der

, Rate of Appearance (Ra)® und der soRe@te of
Tracer infundiert wie abgebaut). Die Isotopenanreicherung des Tracers im Plasma wurde
mittels Gaschromatogghen, Hewlett Packard 5890, umassenspektrometer, Hewlett
Packard 5970, bestimmt, wie urspringlich von Magni et al und Beylot et al isdschr

Die endogene Glukoseproduktion (entspricht Ra) konnte anhand der gemessenen atomaren
Prozentanreicherung (Atom Percent Excess (APE)) des Tracers im Plasma und der

bekannten Infusionsrate wie folgt berechnet wer@i®ainauer et al. 1990)

60070

YO O —— .
@ OouOr]

(RaRate of appearance:infusionsrate; APEAnreicherung Tracer im Infusat; APEp

Anreicherung Tracer im Plasma)

Die aerobe Glukos®xidation wurde (iber*CO,-Anreicherung im Ausatemgas Uber
nondipersive Infrarotspektroskopie bestimmt, wobei dieser Wert abhangig von der

Plasmakonzentration des Isotops und der gesamterP@duktionkorrigiert wurde.

2.9 Nitrat/Nitrit i Messung
Uber PlasmaNitrit (NO2) und Nitrat (NQ) kann die Menge an NO, da®mn NO-
Synthasen produziert wird, gemessen werden, da Nitrit utnat Nie stabilen Endprodukte

desNO-Abbaussind. Fur die Messung mussen Nitrit und Nitrat wieder zu NO reduzie
werden, dass von einentNAnalysegera{NOA) bestimmt werden kann.
Die tiefgefrorenen Plasmaproben wurden nach dem Auftauen fur 5 Minuten bei 12000/min

zentrifugiert. Zum Ausf allen der Proteine
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Ethanol vermischt und anschlie3end wieder zentrifugiert, fir 10 min bei 12000/min. Der
Uberstandkonnte nun fiir die Messungen verwendet werden.

Um die gemessenen Werte einordnen zu kdnnen, wurde vor der eigentlichen Messung eine
Eichgerade erstellt und dazu Natriumnitéisungen mit den Konzentrationen 5 uM, 10

UM, 15 uM, 20 puM, 30 pM, 40 pM, 50 pMind 75 uM gemessen.

Fur die Reduktion des Nitrits und Nitratsisde folgende Apparatur genutzt (Abbildung 2).

Ablauf )
Kihlwasser
Zulauf_>

Heizwasser

Abbildung 2: Schematischer Aufbawnd Foto des Stickstoffmonoxid (NGReaktionsapparats
zur Bestimmung des endogen gebildeten MOTragergsanschluss, 2. Haarnadelventil, 3. Ablass,
4. Reaktionskammer, 5. Septum, 6. Rekondensationskamm&us3tromoffnung(Groger 2008
Abb. 11, s DOI:10.18725/0PARLL394

Die Apparatur wurde vor dem Gebrauch mit Vanadiumchibégung (0,05 M
VanadiumchloridLésung in  Salzsdure (HCl), 1M gespilt, um eventuelle
Verunreinigungen mit Nitrit und Nitrat zu vermeiden, und die Reaktionskammer
anschlieRend mit Vanadiumchlorlddsung geflllt. Von den Proben, ebenso von den

Ei chl 6sungen, wurden dr ei mal j e 5 ul dur ch
59°C heil3en Wasser umspult wurde, gegeben. Dort fand die Reduktion von Nitrit und
Nitrat statt. Das entstandene NO wurderidia Tragergas dem Analysator zugefiihrt. Als
Tragergas wurde Ngenutzt, diese$loss durch ein Haarnadelventil eimlurchflossdie
VanadiumchloridL6sungund gelangte so in die Rekondensationskammer, die von kaltem
Wasser umspult wurde, dass keWenadumchloridLésungmitgefuhrt wurde. Bevor das

NO in den Analysator geleitet wurdeurchflosses zur Neutralisation eine mitML
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Natronlauge gefullte Kammer. Die Analyseeinheit des NOA bestimmte fir jede Probe und
Eichlosung das darin enthaltene NO und dmnete Uber die Eichkurve die Nitrand
Nitritkonzentration in den Proben. Die er
Protein angegeben, um verzerrende Effekte, wie beispielsweise durch Hamodilution,

auszugleichen.

2.10Gerinnung

Die Gerinnung wute Uber verschieden Parameter untersucht. Aus -Bluspproben
wurde eine Thrombelastometrie Messung mit einem R&gstem durchgefihrt und die
Aktivitat des VWF und die Konzentitton des ThrombisAntithrombin-Komplexes mit
ELISA, wie oben beschriebenemessen. In Blut aus ThromboExdMdbnovetten wurde

die Thrombozytenzahl bestimmt.

2.10.1Rotem Thrombelastometrie

Aus frischen Zitrat-Blutproben wurde in einem Rote8ystem eine Rotations
ThrombelastometridMessung durchgefiihrt. Hierzu wurdas Gerafur genauere Werte

auf die aktuelle Korpertemperatur des Schweins angepdasdie Temperatur unter
anderem die Aktivitat der Gerinnungsfaktoren beeinfluglét.dem RotemSystem kann,

nach Zugabe spezifischer Koagulat&timulierenden oder Thrombozytéemmenden
Substanzen,  Gerinnselbildung,  Fibrinpolymerisation und  Fibrinolyse  unter
Bertcksichtigung einzelner Wege, extrinsisch oder intrinsisch, oder nach Veranderung
einzelner Komponenten des Gerinnungssystems untersucht werden.

In diesem Versuch wurde die e@nsebildungszeit (CT [s]), die maximale
Gerimsdfestigkeit (MCF), die maximale Lyse (ML [%]) und die Reduktion der
Gerimsdfestigkeit nach MCF im Verhéltnis zu MCF untersucht. Fur den intrinsischen
Weg wurden die Daten nach Zugabe von Heparinase g@&m und MCFheptem)
genutzt, um Auswertungsfehler zu vermeiden, die durch Heparinkontamination an dem

Katheter der Probenentnahme héatten entstehen kénnen.

2.110rganaufbereitung

Am Ende des Versuchsurden den Tieremost mortemnacheinandedie linke Niere,
Herz und Lobus Quadratus der Leber entnommen und fiir die weitere Bearbeitung

vorbereitet.
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Bei der linken Niere wurde die Nierenkapsel entfernt und danach die Niere sagittal
halbiert. Die eine Halfte wurde direkt in Formaldehyd fixieann nach Absduss der
Organentnahme weiter verarbeitet zu werden. Aus der anderen Halfte wurde median ein
zylinderférmiges Stiick, das vom Cortex bis zur Medulla reicht, herausgeschnitter} auf 3
mm Dicke zurechtgeschnitten und in O.CGOompound gebettetni Flissigstkstoff
konserviertEbenso wurden zwei 0,5 auf 0,5 cm grol3e Stlicke aus dem Cortex entnommen,
in gefrierfesten Rohrchen platziert und in Flussigstickstofiserviert,diese dieten zu
spateren proteinbiochemischen Analysen.

Danach wurde das Herz entnommmend inflinf Ringe parallel zur Basigeteilt. Der dritte

Ring, auf Hohe der Papillarmuskeln, wurde fur spatere Weiterverarbéittiogmaldehyd

fixiert. Aus demzweiten Ring wurde aus der Wand des linken Ventrikels ebenfalls zwei
0,5 auf 0,5 cm groR3e &tke in gefrierfesten Rohrchen platziert und in Flissigstickstoff
konserviert fUr spéatere proteinbiochemische Analysen.

Aus dem Lobus Quadratus der Leber wurde ein Stiick ebenfalls zur Weiterverarbeitung in
Formaldehyd fixiert.

Die tiefgefrorenen Proben waen bis zur Verarbeitung be80°C ineinem Gefrierschrank
aufbewabhrt, e in Formaldehyd fixierten Organbiopsieurden nach Endeed Nekropsie
weiterverarbeitetDabei wurden aus der Niere dmyramidenformige Stlicke,om Cortex

bis zur inneren Medullaherausgeschnitten, diese auf eine Dicke von ca. 4 mm Dicke
angepasst und in Histosettglatziert

Aus dem dritten Ring des Herzens wurde aus dem linken Ventrikel auf Hohe der
Papillarmuskelrzwei ca. 4 mmdickeund ca.l,5auf 2cmmessend&chnitte inHistosetta
platziert. Der eine Schnitt enthielt nur Muskel, parallel zum@geschnitten, der andere
Schnitt ging durch alle Schichten des Herzens.

Auch aus der Leber wurde ein.cg5 auf 1,5 cm grof3es Schnitt von. damm Dicke
angefertigund in einer kktosette platziert.

Die Organschnitte ineh Histosetten wurden fir sechs Tagd-ormaldehyd fixiert. Die

Dicke von 4 mmsoll eine gleichmafge und vollstandige Fixation durch Formaldehyd

gewahrleisten

2.11.1Histologische Audrbeitung der Organe

Nach ®chsTagen in Forraldehyd warden de Organpréparate in defdewebeeinbetter
MTM von Slee, Mainz,iber Nacht entwassert, und anschlielendean Ausgiel3station
MPS/P von Slee, Mainm Paraffin eingebettet. Am Mikrotom wurden Schnitte von den in
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Paraffinblicken eingebetteten Organpréparateih einer Dicke von 8 m  a ertmteuhd
auf Superfrost Plu®bjekttrager aufgebracht. Diese Objekttrager sind mit einer positiven
Ladung beschichtet, sodass das negajeladen Gewebe gebunden wirBiese
Objekttrager kanten nun entweder fir die Histopathologie oder die Immunhistochemie

verwendet werden

2.12Immunhistochemie

2.12.1Allgemeines Farbeprotokoll

Die Objekttrager wurden zu Beginn der Farbung in vier Xglatlern fir jeweils 5 min bei
Raumtemperatur deparafiert. AnschlieBend wurden sie in einer absteigenden
Alkoholreihe rehydriert, jeweils 5 Minuten in zweimal 10@%, einmal 90%ger und
einmal 70%ger Alkohollésung Nachder Waschung indestilliertem Wasser wden die
Objekttragerin Zitratlosung (pH6,0) fur zweimal vierMinuten in der Mikrowelle erhitzt
und anschlieBendlir 10 Minuten ausihlen gelasserDas Erhitzten in Zitratisung soll
dem Wiederherstellen der Epitope dienen, die durch Bixati Formaldehyd beeinflusst
wurden,genannt, h eralidcede pi t op -(HERY i eval “
Nach erneuter Spulung in destilliertem Wasser wurden die ObjekttrageisiBuffered
Saline TBS) gewaschen und die Gewebeschnitte lomuid-Blocker umrandet, um eine
Zentrierung der Flussigkeit zu gewéhrleistend ein Austocknen der Schnitte zu
verhindern Es folgten 20 mmi Blocken mit 10% Ziegen bzw. Eseterum in
Dilutionslésung je nach Urspmigsart der primaren Antikorper, um unspezifische
Bindungen zu blockieremie Dilutionslosung bestad aus 10 ml T®&, 60l
10pl Serum (gleiches Serum wie beim Blocken
Nach eine Minute Waschen ifBS wurden die Gewebescitie fir eine Stunde mit dem
priméaren Antikorper inkubiertDieser wurde je nach Intetdi in einer Verdinnung von
1:40 bis 11000 angewendet, wobeirderimare Antikorper jeweils miderDilutionslésung
verdunnt wurde. Anschliel3end dreimaliges Waschen, eine Minute in TBS, drei Minuten in
TBST (100 ml TTBvBen20), dine MiGuée in TBMDie Objekttrager wurden
daraufhin mit dem sekundaren Antikger fur 30 Minuten inkubiertAbhangig vom
Ursprung des priméaren Antikbpers wurde das B8kstem genutzt (primarer Antikbrper
aus Kaninchen oder Maus) oder ein tmakalischeg Phosphatase (AR)ekoppelter
sekundarer Antikorpenn der Konzentration 1:254(0 p | -gekdppelter sekundarer
Antikorper in 1 ml Dilutionslésungfir 30 Minuteninkubiert Bei dem DakeSystem
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wurde zuerst Dako A (biotinylierter sekundéntikorper Ziege/ antKaninchen fir 30
Minuten inkubiert und nach anschlieBendem dreifachesctA&n (eine Minute in TBS,
drei Minuten in TBST, eine Mnute TBS) Dako B (StreptavidiAlkalische Phosphatase)
fur 30 Minuten inkubiertDer folgende Ablauf wurde wieder unabigig von deArt des
sekundaren Antikorpersdurchgefihrt. Nach dreifachen Wasotn nach dem oben
beschriebenerSchema wurde das Substrat hinzugeflmgstenend aus 2ml Dako F
(Reaktion durch Dako Bder APzu rotem Chromagan) l4dDakp G (Levamiso] hemmt
endogene Phosphatasend je80 ul Dako C, Dako D und Dako E (Inhalt Dako B, E
nicht angegeben)Die Lange der SubstIinkubation variierte von 15 Minuten bis 18
Minuten je nach AntikorpeDie Farbreaktion mit dem Sulpat wurde durch -mindtiges
Waschen in TBS und anschlieRendermihitigem Waschen in TB$ gestoppt.Nach
Abspulen der Objekttrager iredtilliertem Wasser erfolgte deren Gegenfarbfiirgeine
Minute in Hamalaun. Um diéddmalaurFarbung zu fixierenwurden die Objekttrager
zwei Mal fur je zwei Minuten in nicht destilliertem Wasser gewaschen und anschlie3end in
destilliertem Wasser abgespiie Entwasserung der Objekttrager egfel erst in einer
aufsteigendemlkoholreihe (70% 90% und 100% fur je funf Minuten und anschlieRend
zwei Xylol-Bader fir je funf MinutenDie Befestigung der Deckglasend die langfristige
Fixierung der Gewebeschnitefolgtenmit Neo-Mount

2.12.2Auswertung der Immunhistochemie

Die Auswertung der Immunhistochenfti@rbungen edigte mit den Zeiss Axio Vision,
Version 4.8 Hierzu wurdenmit dem 10x Objektivpro Farbungund Gewebezwei
reprasentativ gewahlt800000 p rfiigroRe Felder nach Intensitat und Flache ausgewertet.
Die Daten sind als densitometriscBemmen angegebelm der Niere wurden zwei Felder

aus dem Korteausgewertet.

2.12.3Basisniveau

Zum Vergkich desBasisniveausler exprimierten Proteine wurdeBiopsiengenutzt die in
vorherigen Studien wahrend der Instrumentationsphase vor einer hiiervaus der
Niere entnommen wdenwaren Die Biopsienwurden nach dem gleiché8chema fixiert,

eingebettetgefarbtund ausgewertatie das tbrige Gewebe.

2.124 Barrieredysfunktion

Die Barrieredysfunktion wurde Uber die Menge an extravasalem Albumin untersucht, da

eine erhdhte Extravasion vaXlbumin, dem Hauptproteinbestandsteil im Blutplasnma,
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dasGewebeUr eineerhohteGefalRdurchlassigkespricht (Childs et al. 2005; Goldenberg
et al. 2011)

Albumin

Der Antikorper gegen Albumirf1:1000)wurde in Kaninchen produziert, deshalb wurde
Ziegenserum zum Blocken und fir die Dilutionslésung verwendés. sekundarer
Antikorper wurde das DakBystem genutzt. Die Reaktion mit dem Substratdewnach
16 Minutenfur Albumin gestoppt

2.12.50xidativernitrosativerStress

Oxidativer und nitrosativer Stress wurde Ukeigende vier Farbungen untersucht.
Indwzierbare NGSynthas€iNOS), welche auf verschieden Stimuli hochreguliert wird und
NO, ein RNS, produziert. Nitrotyrosin, das durch digrisrung der Aminosaure Tyrosin
durch Peroxinitrit entsteht undas Ausmald der Proteinschadigung durch Peroxinitrit
arzeigt Ham Oxygenasd (HO-1), die auf verschiedene Stimuli, unter anderem oxidativer
Stress, hochreguliert wird urgrotektiv wirkt (Pacher et al. 2007; Szabo 1996; Szabo
2003)AulRademCystathioniny-lyase CSE), einem HS produzierendem Enzymwelches
konstitutiv in der Niere exprimiertwird und dessn Reduktion mit vermehrten
Organghaden assoziiescheint (McCook et al. 2014)

Nitrotyrosin,iNOS, HO-1, CSE
Die Antikérper gegenNitrotyrosin (1:200), INOS (1:100, HO-1 (1:100, CSE (1:250)

wurden in Kaninchen hergestellt, sodass zum Blocken und fur die Dilutionsldsung

Ziegenserum, und alsekundarer Antikorper das Dal8ystem verwendet wde. Das
Substrat wurde fir 18/inuten bei Nitrotyrosine undl5 Minuten bei INOSHO-1 und
CSEinkubiert.

2.13Histopathologie

2.13.1Farbungen

HE
Die Standardfarbung miamatoxylirEosin(HE) wurde in dem Institut fur Pathologie der
Universitatsklinik Ulm nak deren Standapdotokoll durchgefuhrt.
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PAS

Die Periodic acidSchiff (PAS) Reaktiondient der Darstellung von Polysacchariden und
ermoglicht dadurch eine genauere Beurteilung der Basalmembran. Hierzu wurden die
Gewebeschnitte nach dem Protokelie in der Immunhistochemie— Allgemeines
Farbeprotokoll deparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe und destilliertem
Wasser fur funf Minuten rehydriert. Anschlieend erfolgte die InkubatidPenmodsaure

fur funf Minuten, danach dreimalige Waschung destilliertem Wasser flr je zwei
Minuten und Inkubation in Schi#Reagenz fiur 15 Minuten. Nach dreimaliger Wasty

fur je zwei Minuten in HO und einmaliger Waschung in destilliertem Wasser erfolgte die
Gegenfarbung mit Hamalaun fir eine Minute. Das drefdébnde Waschen, die
Dehydrierung und das Befestigen von Deckglasern erfolgtederokelberProtokoll, wie

in der Immunhistochemie Allgemeines FarbeprotokeHbeschrieben.

2.13.2Auswertung

Die histopathologische Auswertung wurde mit Unterstitzung Rfessor Dr. Mdller

und Frau Dr. Scheuerle aus dem Institut fur Pathologie der Uniklinik Ulm durchgefuhrt.

Fur die Auswertung der Niere wden bei 2&facher Vergréf3erung zwei Felder aus dem
Bereich des Cortex und ein Feldsder Inneren Medulla, sowiereFeld des Cortex in 40

facher VergroRRerungvaluiert. Dabei widen de Tubuli auf Apoptose, Nekrosilatation

und Proteinzylinder untersucht und die Auswertung mit einer Zahlenskala vorgenommen,
wobei , 0 “ far , Ni c,hit* vfolurrh anvdaemeemze2t t fuor htei
vor handgegd® fur ,in eudnvdd” 508r vprmaddanmei st
ausgepr agusatzlichswueldntdie Glomerudiuf Dilatation der Bowmannkapsel

und Synechien zwischen Glomerulus und Bowmankapsel und dasngerenchym auf

Odeme und die Infiltration mit Entziindungszellentersuchtund nachobigem System
ausgewertetWeiterhinwurden im Cortex 50 Glomeruli und in der Medulla 30 Glomeruli
ausgezahlt und auf die Anwesenhein glomerularer Tubularisatipeinem Zeichen fur

AKI und Niereninsuffizienz(lsaac et al. 200@)ntersucht und das Ergebnis Alszahl der

positiven Glomeruli pro 80 untersuct@®omeruli angegeben.
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2.14\Western Blotund EMSA

2.14.1Ablauf Western Blo

Zur Proteinbestimmung mittels Western Blaturden aus gefrorenen Gewebeproben

Proteinhomogenisate hergestellt, die in einer Tragermatlairiumdodecylsulfat
Polyacrylamidgelelektrophores(SDSPAGE) nach der Methode nach Laemmlnach

GroRRe aufgetrenntund dann auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen wurden. Dort
konnten die Proteine mispezifischen Antikbrper detektiert und Uber sekundare
Antikorper sichtbar gemacht werden.

Die Proteinproben wurden aus tiefgefrorenen Gewebeproben hergestellt, deem

Gewebe mit Phosphatgepufferte Salzlosun@PBSPuffen und Proteaseinhibitoren
homogenisiert und dann mit Lysepuffer im Verhaltnis 1:2 inkubiert wurde. Nach
Zentrifugation konnte der Uberstand nun fir den Western @&ler EMSA verwendet
werden.Fur den Western Blotwurden die Probermn der Verdinnungl:2 mit Sample

Puffer (aus 6% SDS, 250 mM T4i$ C | pH 6, 8, 2 0 %Mefeaptpethamolo | 6 ,
und Bromphenolblau) versetzihd erhitzt

Fur diegenutzteSDSPAGE Methode wurde dem Trenngel ein Sammelgeigeschaltet,

um eine scharfere Abgrenzung der Proteinbanden zu erreidaen. wurden beide Gele
vorbereitet, wobei mittels eines Kamms Taschen fir die Proben angeledgn. Nach

einer Stunde war die Polymerisation d&ele dgeschlossender Kamm wurd entferm

und die Taschen dreimal mit LaufpuffEr,9 M Glycin, 250 mM TrisBase und 35 mmol

SDSin destilliertem Wassggewaschen, um eventuelle Verunreinigungen zu entfernen.

Das Gelwurdemit Hilfe einer Mikroliterspritze beladen, in der Reihenfolge 1 y | Sampl e
Puffer, 10 upl Farbmarker, je 10 wpl Probe (n
Mol Sample Puffer. Der Samp | -elCl B 6,8)e40% ( 1 2 %
Gl ycer ol ;Merchfoethatol yhd eine Spatelspitze Bromphenolblau) sodl e
Verzerrung der Probenlaufzeiten am Rand verhindern. Der Farbmarker trennt die
unterschiedlichen Molekulargewichte farbkodiert auf. Nach Beladung wurde das Gel in die
Elektrophoresekammer, Biead MiniProtean Tetra Cell System, gegeben und diese mit
Laufpuffer aufgefillt. Zu Beginn wurde fur 15 min ein Strom mit 90 V angelegt, dieser

dann fur die folgenden 45 min auf 180 V drhdie ersten 15 min dienen deéammeln

des Proteingemisches vor der anschlieRenden Auftrennung im Trenngel.

Wahrend der Elektphorese wurde die Nitrozellulosemembrdreschriftet und
anschlieend miBlotting-Puffer (2,4 M TrisBase, 1,9 MGlycin, 64,5 mM SDS, 200 mi
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Methanol, destlliertes H,O) getrank. Der Blottingprozess fand in der TraBsot SD
SemiDry Transfer Cell von Bi-Rad statt. Hierzu wurde die Nitruzellulosemembnaib

dem Gel, auf beiden Seiten von je acht mit BlottiAgffer durchtrdnkten Whatman
Filterpapieren umgebenjn die Kammer gelegt, wodurch Walzen eventuelle
Lufteinschlisse entfernt wurden. Nun wurde d&apel fur eine Stunde unter eine
senkrechte Spannung von 20 V gesddiés filhrte zu der Ubertragurdgr Proteineauf

die Nitrozellulosemembran, wo diese sich aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen
anheftéen. Nach dem Blotting’rozess erfolgtfir 5 min eine Waschung mit 25 ml TBS,
danach eine Farbung der Proteine mit Ponceau S fir 2 min. Der Farbstoff bindet an positiv
geladene Aminogruppen und macht dadurch die Banden sichtbar. Nun erfolgte eine
erneute Waschung in TBS fir 5 min unter Schwenken amgthlielend ein Blocken
unspefischer Bindungsstellen. Dazu wurde die Membran fir eine Stunde mit dem
Blocking-Puffer (5% Milchpulver, TBS, und 0,1% Tween20) inkubiert und danach dreimal
unter Schwenken fur je 5 Minuten mit TBS und Tween20 gewaschen.

Der primare Antikorper wurde verdinnt (TBS, 0,1% Tween20 und 5%
RinderserumalbumiiBSA)) auf die Membrargegeben und Uber Nacht fiirindestens3
Stunden bei 4°C unter leichtem Schwenken inkubiBanach wurde der sekundare
Antikorper Anti-KanincherAntikorper in Ziege hergestellte, nmiileerrettichPeroxidas
gekoppelt),1:15000 in Milchpuffer verdiinnt, zusammen mit 10 ml Blotting Puffer auf die
Nitrozellulosemembran aufgetragen und fir eine Stunde inkubiert, anschlieRend wurde die
Membran wieder dreimal fi5 min mit 15 ml TBS und Tween20 und anschlie3end in
destilliertem Wasser gewaschen.

Um die Proteinbanden sichtbar zu machen, wurde die Nitrozellulosemembran fir 5
Minuten in einer Detektionslosur{@uperSignal West Femto Chemilurascent Substrate
(Rockford, I11)) inkubiert und anschlieBend in Frischhaltfolie gewickelt in einer
Rontgenkassete befestigt. Ein Rontgenfilm wurde fur 2 Minuten exponiert und
anschlieend in einer Dunkelkammer entwickelt. Die Auswertung der Banden erfolgte
anhand der Flache, dendurchschnittichen Gravert und der Dichte, woraus
densitometrische Wertangegeben wurden. Zum Vergleich einzelner Blots untereinander
wurden die erhaltenen Werte auf die Werte nativer Schweine bezogen. Dazu wurde der
Mittelwert von zwei nativen Schweing bei denen weder eine chirurgische Praparation
oder ein HS erfolgt war, gebildet und die einzelnen Werte der Schweine dieses Versuchs

als Vielfaches des Mittelwertes angegeben.
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2.14.2 Proteine Western Blot

B-cell lymphomaextra large (BekL)

Um die Apoposeinduktion nach HS zu untechien, wurde Expression von Bdl,
welches diApoptose normalerweise inhibiert, evalui¢gthou et al. 2011)

Der Antikérper gegeBcl-xL wurdein Kaninchen produziert

Inhibitor of kappaB (IkBa)
Zur Beurteilung der Inflammationsreaktion auf Expressionsebene wird der
Transkriptionsfaktor, nuc |l ear f alNFE W ,BibekEMBAuad dBssen Inhibitor

|l KkBa unteBsuektr hindert UOUber zytosolische

Kern transportiert werden und dort als Transkriptionsfaktor wirken kdé@astro u.
Freeman 2001; Fink 2002; Groger et al. 2013; Hensley 2080; Scheinman et al. 1995)
DerAnt i k 6r p e rwumgenganmchénkh&gestellt

2.14.3Ablauf EMSA

Electrophoretic mobility shift assajfefMSA) ermdglichtes, die Bindungsaktivitat von

Transkriptionsfaktoren darzustellenafu wird die Prohedie den zu untersuchenden
Transkriptionséktor enthaltzusammemmit radioaktiv markiertelDNA-Oligonukleotiden
aus dessen Konsensussequenz der Promoggion inkubiert und in einem
Polyacrylamidgehufgetrennt. 2 ungebundenen Oligonukleotidendern dabeichneller
und kénnersomit getrennt werden.

Es wurde die Aktivitat voN F k uBitersuchtN F k Knntber verschiedene Stimuli, wie
NO,f rei e Radi kal e, bakterielle Pr owrktlals e,
Transkriptionsfaktor von Zytokinen, wie 4&, und spielt eine wichtige Rolle in der
Regulation der Entzindungsktion.(Castro u. Freeman 2001; Fink 2002; Hierholzer u.
Billiar 2001; Kheirbek et al. 2009; be et al. 2007; Pacher et al. 2007; Scheinman et al.
1995)

Zu Beginn der Messungen usden de Einzelstrange, diedie spezifische
Erkennungssequen der N F k-Bamilie aufwesen (Sequenz: Consens:
AGTTGAGGGGACTTT CCCAGEtG Ghren 3entyprechenden  Antissense
Einzelstrangeraneinander gelagewerden. Dazuwurdein 10mM TrisHCI (pH 8) eine
L6ésung mit deiKonzentration von 1 ug/pl der synthetisiert®figonukleotde hergestellt
und jeweils 10pul der Oligonukeotidlosing (Sense und Antisense) gemischmjt
destilliertem Wasser auf 100 dufgefillt und im Wasserbad auf 94°C erhitktie
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Oligonukleotidewaren tibey A Trfit 3P mdioaktiv markiert. Die Radaktivitat wurde in
einem Szintilationscover gemessen und pro Probe die Menge an radioaktiven
Nukleotidenzugegeben, die eine Aktivitat von 50000untgmin hate.

Fur die Durchfuhrung volEMSA wurden  1¢0der Broteinpooben die, wie unter Ablauf
Western Blot beshriecben vor ber ei t et  VEMSBA Ruffer mii den®B  p |
markiertenOligonukleoticen, 1 pdidC inhd 1mMDithiothreitol gemischt und fur 30

min bei Raumtemperatur inkubiert. PalidC verhindert unspezifische DNBindungen
anderer Protem Die Auftrennung erfolgte auf eém 7%igen nativen Polyacrylamidgel,

das zuvor bei 10¥ &quilibriert wurde.Als Laufpuffer wurde ein 05acher TBEPuffer
(10xTBE Puffer: 890 mM Borsaure, 892 mM Tris, 0.5M EDTLésung (pH 8.0) in 1000

ml H,O) genutztPr o Tasche wurde 10 pl Lésung gel ade
aufgetrennt. Die Fixation erfolg@nschlieendir 30 min(15% Methanol, 5% Eisessig,

5% Glycerol indestilliertem Wasser) und danach fuirmin eine Wasserung. Das Gel
wurde fur eine Stuhe bei 80°C im Vakuumgeltrockner getrocknet und ein Agfa Cr&nex
Film anschlieBend mit dem Gel fir 3 Tage in einer Autoradiographiekasset8Ob€i
exponiert. Die Auswertung erfolgte Uber eine PhospimaigerPlatte, die Gber Nacht mit

dem Gel exponienvurde, am Fuji 300hosphoiimagereingescannt und mit dem Aida
Image Analyzer (Version 4.25) ausgewertet wurde. Die Intensitat der Bande gibt einen
Hinweis auf dieAktivitdt vonN F k B .

2.15Statistik

Alle Daten sinddargestellt als Mediamit den Quartilenn Klammern. Die Daten wurden

sowohl beziglich Unterschieden zwischen den beiden Gruppen, Kontrolle und
Hypothermie, als auch bezlglidbnterschiedeinnerhalb einer Gruppe imettverlauf
analysiert mit den vor dem Schocklebenen Werten als Grundweridtiir alle Analysen
wurde ein Signifikanzniveau von p< 0,05 festgelegt. Die Analyse wurddemiKruskat

Wal lis Test begonnen, gef ol gt \iden Grippene m Dur
beziehungsweisezum Vergleich mit den Grundwerten der jeweiligen Gruppe. Die
Uberlebenskurven wurden mittels L-ognk Test miteinander verglichen.

Bei den Tieren, die vor dem geplanten Versuchsende stambiadestens 18 h Uberlebt
habenund eine Probeentnahme vor dem Tod mdoglich,warrden die letzten Datenwerte
vor dem eigentlichen Messzeitpun&thoben und diese Daten gepodie Daten des
vierten Messzeitpunktesrgebensich in der Kontrollgruppe aus neun Tieren und in der
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Hypothermigruppe aus sechs Tieren, da eine vorgezogene Probenentnahme vor dem Tod
nicht bei allen Tieren aufgrund des teileeiraschen Verlaufs moglich war oder sie vor 18

h Versuchszeit gestorben sind.
Fur die statistische Analyse wurd@raphPad Prism fir Mac (GaphPad Software, La

Jolla, California, USApenutzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Grundparameter

Fur die Versuche wrden 18 Schweine der Rasse BMjéhutzt in der Kontrollgruppe vier
weibliche und funf mannliche Schweine mit einem Mediaviget von 72 (62;76Xg, in

der Hypothermiegruppeein weibliches und acht mannliche Schweine mit einem
Mediangewicht von 6859;76)kg. Um denHS zu erreichen, wurden der Kontrollgruppe
37 (30;42)ml-kgkG™ und der Hypothermiegruppe 38 (34:48)-kgkG™ ertnommen
Gemald den Temperaturzielwerte zeigte die Hypothermiegruppe eine signifikant
niedrigere Bmperatur (34°C vs. 38,4°C) nach 12 h
Hypothermieund erreichte nach dem Wiedererwarmen wieder die Normaltemperatur von
38 °C(Tabdle 1)

Intensiviiberwachungsphase/

Tabelle 1
Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C fir 12 h nach dem Schock indu2sdij
dargestellt als Median (Quartiley p<005 Hypothermievs. Kontollgruppe; b p<®5 vs. pra
Schock innerhalb der Grupp@Jim, 2014/2015)

Korperkerntemperatuder Versuchsschweine; Hamorrhagischer Schock fir 3 h;

PraSchock | Post Schock %2 h Intensiv ?3 h Intensiv
Uberwachung | Uberwachung
36,9 370 384 38,1
Korperkerntemperatur | Kontrolle (36,7;379) (36,8;378) (382;385)" (37,8;385)"
(°C) Hypothermie 37,7 37,1 340 37,8
(37,2;379) (368;374) (33,9;342)*° (36,8;383)

3.2 Mortalitat

Die Uberlebenszeit wird als die Zeit angegeben, die die Versuchstiere nach dem HS

Uberlebt haben, wobei der Zielendpunkt des Versuchs 23h nach Ende dear.HS

Abbildung 3ist die KaplanMeier-Kurve der beiden Gruppedargestellt.Es zeigte sich

eine signifikant(p=0,03) reduzierte Uberlebenszeitder Hypothermiegruppe verdtien
mit der Kontrollgruppe (17h (133) vs. 23h (23;23)).
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Abbildung 3: Kaplan-Meier-Uberlebenskurveder Versuchsschweine; Hamorrhagischer Schock
fr 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C fur 12 h nach dem Schock induziert);
Kontrollgruppe (rot, gestrichelte Linie Hypothermie (blau, durchgehende Linie); p=0,03
Hypothermie vs. KontrollglUIm, 2014/2015)

3.3Hamodynamische Parameter

Die hdmodynamische Parameter wurden k¢inuierlich HMV, PAP, CVP, HF, renale
Perfusion und intermittierend (WedgPruck) gemessen und zu den vier Messzeitpunkten
aufgezeichnet. Esemyten sich einesignifikante Reduktion des MARsd HMVs undein
signifikanter Anstieg der Herzfrequenz wéhrend der Schockphase in beiden Gruppen. In
der Kontrollgruppe normalisierten sich die Werte wahrend der Intensiviiberwachungsphase
wieder auf Anfangsiveau. Dagegen zeigten sich in der Hypothermiegrgppefikant
reduzierteMAP- und HMV-Werte nach 12 h Intensiierwachungsowie ein Trend zu

einer hoheren Herzfrequenz und eine signifikante Reduktion der Durchblutung der rechten
Niere wahrend der gaemten Intesiviberwachungsphase (Tabelle. 2Aul3erdem
bendétigten die hypothermen Tiere signifikant mebrddrenalin (p=0,013) (Tabellg,3im

den MAP zu stabilisieren, obrdass der Zielblutdruakreicht werden konnte.
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Tabelle 2
3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C fir 12 h nach dem Schock induziert);

Hamodynamische Parametger Versuchsschweine; Hamorrhagischer Schock fur

Daten dargestellt als Median (Quartil®)ittlerer Arterieller Druck (MAP), Herznmutenvolumern

(HMV), Kilogramm Kdérpergewicht (kgKG);a p<005 Hypothermievs. Kontollgruppe; b p<@®@5
vs. pra Schock innerhalb der Grup@gim, 2014/2015)

PraSchock | Post Schock %2 h Intensiv %3 h Intensiv
Uberwachung | Uberwachung
Herzfrequenz Kontrolle 92 (80;115) | 181(176;191) | 108 (102;148)| 135(117;170)
(Schlag-min") Hypothermie | 89 (75;93) | 193(184;204) | 146(135;174) | 167(138;222)
118
Kontrolle (103;124) | 43 (43:47Y 104 (98; 114) | 99(90;107)
MAP (mmHg) Hypothermie 108 48 (43:55) | 64 (57:89%° | 79 (60:106)
(98; 116)
Pulml\c/Jlgg;rrtzrrieller Kontrolle 28 (26:30) | 20 (19:23) 32 (28:41) 35 (33:43)
Blutdruck(mmHg) Hypothermie | 26 (23;29) 24 (17;29) 37 (31;40) 37 (31;43)
HMV Kontrolle 77 (58;86) | 23 (2028 74 (67:85) 73 (68;100)
(mL-mint-kgkG™) | Hypothermie | 74 (68;91) | 26 (24;47) 38 (26;54}" 45 (34;78)
':A'“?erf;?ste Kontrolle | 30(27:39) | 16 (08119 | 27(2145) | 25(2143)
. P . . . a, . a,
(mL-min™kgKG™) Hypothermie | 3,0 (2,6;44) 1,8 (0,8;2,6) 0,7 (06;1,7) 15 (0,7;2,0)

Tabelle 3 Noradrenalingabe undentnommenes Blutvolumender Versuchsschweine;
Hamorrhagischer Schock fiir 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C flir 12 h
nach dem Schock induzierfpaten dargestellt als Median (Quartile)p=0,013Hypothermievs.

Kontrollgruppe,(Ulm, 2014/2015)

Kontrolle Hypothermie
Noradrenalininfusionsrate . . o\
(ug.min‘l.kgKG‘l) 018 (0141112) 7,8 (13,8,8)
Entnommenes . .
Blutvolumer(mL-kgKG™) 37 (30:42) 38 (34;43)

3.4 Metabolismus

Bezuglich der Hamoglobinkonzenti@n zeigte sich in beiden Gruppen eine Zunahme in
der gesamten Zeit nach dem Schock verglichen mit Aasgangswerten. nl der
Hypothermiegruppe war die Hamoglobinkonzentration signifikant gré3er nach 126tund
Hypothermie (Tabelle }4 fiel jedochbis zum Versuchsendeieder ab. Metabolisch zeigte

sich eine signifikant erhdhte Laktatazidose und Hyperglykamie in deotHgrmiegruppe
(Tabelle 4. Wahrend der Schockphase zeigte sich in beiden Gruppen ein Abfall des base
excess und des pWerts und ein Anstip des Laktats, in der Kontrollgruppe alle drei
Werte signifikant, wobei sich die Werite der Kontrollgruppe wieder delusgangswegn

In der

anglichen. Hypothermiegruppe war der -\Wdrt wahrend der gesamten
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Intensiviberwachungsphase signifikant niedrigex in der Kontrollgruppe, ebenso der
base excess, wahrend der Laktatwert nur am Ende der Hypothermie signifikant hoher als in
der Kontrollgruppe war und nach 23h Intensiviiberwachungsphase nur noch ein Trend zu
hoheren Werten zeigteDie HypothermieTiere wiesen aufRerdem signifikant héhere
Blutglukosewerte wahrend der gesamten Intensiviberwachungsphase auf, aulRerdem
gleichzeitig auch eine Tendenz =zu erhohter Glukoseproduktion und reduzierter
Glukoseoxidation, am Ende der Hypothermiephase signifikant. Hellgl
Ventilationsparameternwie systemische £Aufnahme, systemische G@®roduktion,
arterieller ., und pCO, und den Horovtzindex frterieller Sauerstoffpartialdruck
(PaQ)/FiO,), gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen deiden Gruppe
(Tabele 4), jedoch zeigten die HypothermieTiere vor dem Schockeinen signifikant
niedrigeren PaQ/FiO,, der sich jedoch im Verlauf des Experiments wieder der

Kontrollgruppe anglichen.
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Tabelle 4 und Versuchsschweine;

Hamorrhagischer Schock fir 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C fir 12 h

Metabolische = Parameter Blutgasanalysder
nach dem Schock induziertRaten dargestellt als Median (Quartil&phlendioxidpartialdruck
(pCOy), (P Horovitzindex

Sauerstoffanteil der InspirationslufPaQ/FiO,)), Kilogramm Koérpergewicht (kgKG); a p<005

Sauerstoffpartialdruck @rterieller Sauerstoffpartialdruck

Hypothermievs. Kontollgruppe; b p<@5 vs. pra Schock innerhalb der Grupgéim, 2014/2015)

PraSchock | Post Schock %2 h htensiv %3 h Intensiv
Uberwachung Uberwachung
Hamoglobin 112 121
Konzentration Kontrolle 87(7593) | (10,9;117)° | 105 (9; 119)° (10,6;125)"
(gL Hypothermie | 8,1 (7,2;97) 106 163 (14;181)*" 13,6
9 (102;123) (11,3;155)°
7,50 744 ) 749
Arterieller Kontrolle (7,42,7,52) (7,38;747)° 748 (;,4112,7,51) (7,41;7,50)
pH-Wert Hypothermie 742 7,40 7 04_’7 37)20 7,29
(7,41;7,47) (7,31,7,44) T (7,13;7,42)?%

. -1,6 . .
Arterieller base Kontrolle 4.6 (2,1:61) (3,9:02)° 3,8 (03;52) 4,1 (17;47)
excess Hypothermie | -0,5(-1,2;4,3) -34 154 9.1

(mmol-L™) e (:8.1.01) (-223-75" | (-17,8:0,7)°
Arterielles Laktat Kontrolle 1,4 (0,9;16) | 4,8(2,5;59) 1,0 (0,8;15) 1,5 (0,8;19)
(mmol-L?Y) Hypothermie | 1,2 (1,1;15) | 35 (23:;66) | 11,0(6,6;1%)*" | 6,1 (1,3;12%5)
Arterielle Glukose Kontrolle 108(103;118)| 96 (93;106) 94 (80;104) 77 (69;87)
(mg-dL?) Hypothermie | 102 (95;114) | 108 (85;124)| 157 (93;202) | 150(103;195§
Endogene
Glukoseproduktion|  Kontrolle 11 (10; ) 15 (12; 17) 8 (6;9) 84,9
(umol-kgkG™ min" | Hypothermie | 14 (12; 15) 14 (14; 16) 12 (11; 14) 11 (10; 12)
1
)
Systemische
Glukoseoxidatioh Kontrolle 14 (12; 16) 21 (17; 24) 26 (23; 29) 30 (23; 31y
Energiegewinnung| Hypothermie| 14 (12; 15) 17 (13; 17) 16 (12; 16} 24 (20; )
(%)
Syitjfr;‘fﬁr:ee © | Kontrolle | 242129 | 24202) | 32283 | 34(2833)°
(mL-minkgkG ™) Hypothermie | 2,7 (2,5;37) 2,8 (28;3,7) 2,4 (2,2;32) 3,7 (30;4,3)
Systemisehe CO | Kontrolle | 21(18:22) | 22(2024) | 21(192%) | 22(L7:)
Arterieller pCO, Kontrolle 36 (35;37) 36 (33;37) 37 (34;38) 37 (35;39)
(mmHg) Hypothermie | 36 (35;39) 36 (34;40) 36 (34;37) 36 (29;37)
Arterieller pO, Kontrolle 137(128;146)| 79 (63,88 129 (121;134) 122 (87;126)
(mmHg) Hypothermie | 126(117;130)| 74 (69;82 137 (118;147) 88 (83;116)
. 380
PaQ/FiO, Kontrolle 470 (:,123(55 485 (345421Y 430 (D6;449) | 412(321419)
(mmHg) Hypothermie (389:432§ 352 440 (383;470) | 293(277;387
' (330;389)
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3.5 0rganfunktion und Organschaden

Fur die Evaluation der Organfunktion/Organschaden wumteRlasmaMarker fur das

Herz und die Nier@intersuch{(Tabelle §, aul3erdenpost mortenNierenbiopsienBeiden
Troponinwerten als Marker fiur Herzschaden zeigte sich in beiden Gruppen ein
signifikanter Anstieg wahrend der Intensiviiberwachungsphase, jedoch kein Unterschied
zwischen den beiden Gruppen. Bei NGAL, einem MarkerNi@arenschaden, trat eine
signifikanter Anstiegder NGAL-Plasmalevel in beiden Gruppen ab Ende der Schockphase
ein, aul3erdenstiegen die Kreatininplasmalevel in beiden Gruppen wéahrend des Schocks,
in der Kontrollgruppe signifikant, an untBherten sich demnfangslevel wahrend des
weiterenExperimentswieder an In der Hypothermiegruppe zeigte sich eine signifikant
Schock bis 12 h
Intensiviberwachungnd eine eingeschrankte, aber nicht signifikant reduzikresatinin

reduzierte Kreatinin Clearanceim Messzeitraum Post

Clearance nach 12 h Itensiviberwachungsphase bis zum Versuchseridi
Urinproduktion war deutlich reduziertin der Hypothermiegruppem ersten Zeitraum

signifikantreduziert

Tabelle 5
3 h; Kontollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C fur 12 h nach dem Schock induziert);

Parameter der Organfunktialer Versuchsschweine; Hamorrhagischer Schock fur

Kreatinin Clearance und UrRroduktion wurde fir den Zeitram 315 h und 15826 h berechnet;
Daten dargestellt als Median (Quartil®eutrophilenGelatinaseassoziiertes ipocalin (NGAL),
nicht bestimmt (n.b.),

Kontrollgruppe; b p<@®@5 vs. pré Schock innerhalb der Grupféim, 2014/2015)

Kilogramm Korpergewicht (kgKG); a p<005 Hypothermie vs.

PraSchock Post Schock %2 h Intensiv %3 h Intensiv
Uberwachung Uberwachung
Troponin | Kontrolle 7 (3;10) 15 (12;30) 605(146;1452) | 295(83;381)
(N9 Grotein) Hypothermie 4 (2:5) 8 (6;66) 350(232;1224) | 831(237;1570)
. b
NGAL Kontrolle | 1,9(16:21) | 484370 | 65@s10p | 109 (161’06150)
(NG Grrotein) Hypothermie | 22(1,7,%6) | 50(@.158) | 10269184 | (106 15p
Kreatinin Kontrolle 122(111;131) | 170(138;198) 141 (124;179) | 136 (115;181)
(umol-L™? Hypothermie | 127(114;134) | 189(153;197) | 180 (132;201) | 147 (118;214)
gjaartg:]'ge Kontrolle b 77 (52;80) 75 (58;85)
(mL-min®) Hypothermie 26 (9;61% 39 (7;70)
Urin-Produktion Kontrolle nb 2,7 (1,1;33) 1,9 (08;54)
(mL-h'-kgkG™) | Hypothermie - 0,8 (03;2,6) 0.8 (02;33)
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Bei der histologischen Auswertung der Niere zeigte sich in beiden Gruppersedine
geringe Schadigung bezulglich der untersuchten Parameter. Allenfalls war eine vereinzelte
Auspragung und in Einzeltieren eine leichte Auspragung zu sehen. Dabei unterschieden

sich die beiden Gruppen nicht.

Tabelle 6 Parameter deNierenpathologieder Versuchsschweine; Hamorrhagischer Schock
fur 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C fur 12 h nach dem Siclaoddiert);
post mortem Nierenbiospsien; Daten dargestBlibularisatiorBowmannkapsel: durchschnittliche
Anzahl pro 80 ausgezHib® Glomeruli; Gbrige Parameter® - nicht vorhanden, - vereinzelt
vorhanden, 2 teilweise vorhanden, 3in etwa 50% vorhanden, 4in den meisten Bereichen
ausgepragt; Daten dargestellt als Median (Quartdep<005 Hypothermievs. Kontollgruppe,
(Ulm, 2014/2015)

Kontrolle Hypothermie

Tubularisation 0 (0;0) 0 (0;0,25)
Nekrose Tubulsepithel 0 (0;0) 0 (0;0)
Odeme 0 (0;0) 0 (0;0)
Entziindungszellen 0 (0;0) 0 (0;0)

Dilatation

Bowmannkapsel 0(0:0) 0(0:0)
Proteinzylinder 0 (0;1) 1(0;2)
Synechi@ 0 (0;0) 0 (0;0)
Tubulare Dilatation 0 (0;0) 0 (0;2)

5.6 Barriered ysfunktion

Marker flr die vaskulareBarrieredysfunktion wurden lokal in der Niere post mortem
mittels Immunhistochemie untersucht und die Ergebnisse als densitohreet8scmmen
dargestht (Tabelle 7. Die Tiere der Hypothermiegruppe wiesen eine verstarkte
Barrieredysfunktion auf, wie sich an der signifikant erhdhten Albuminextravasion
(Abbildung 4)zeigte. Bei den Mechanismen der Barrieredysfunktion, die mittedsular
Endothelial Gravth Factor(VEGF), Angiopoietin 1 und Vascular EndotheliaCadherin
untersucht wurden, zeigte sich bei allen Markern kein Unterschied zwischen den beiden

Gruppen
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Tabelle 7 Parameter vaskulare Barrieredysfunktaer Versuchsschweine; Hamorrhagischer
Schock fiur 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C fir 12 h nach dem Schock
induziert); post mortem Nierenbiospsidmmunhistochemiewert als Densitometrische Summe
Daten dargestellt als Median (Quartileg; p<005 Hypothermie vs. Kontollgruppe, (Ulm,
2014/2015)

Kontrolle Hypothermie
Extravasales Albumin 70 (56;81) 10’ 12(1,1;14) 10°2

Abbildung 4: reprasentative Bilder Immunhistochender Versuchsschweinélamorrhagischer
Schock fur 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypermiegruppe (34°C fir 12 h nach dem Schock
induziert); post mortem NierenbiospsieAtbumin rot angefarbt; links Kontrollgruppe, rechts

Hypothermie (Ulm, 2014/2015)Erstveroffentlichung in: Nussbaum et al. 208bdruck und

Bearbeitung mit freundlicher Genehmigung Wblters Kluwerfir Shock Society

3.7 Entziindungsparameter und oxidativey nitrosativer Stress

Entziindungsparameter und Marker fir oxidativen/nitrosativen Stress wurden sowohl im
Zeitverlauf systemisch, als auch post mortem in der Niere untersucht. Bei den
proinflammatorischen Zytokinen, 113, IL-6, TNFa und de mtoasohenllt nf | a mi
10 zeigtesich ein Anstiegler Plasmalevel ab Ende des HS in beiden Gruppefdtegriils

signifikant (Tabelle 8 Weiterhin hatte die Hypothermiegruppe signifikant reduzierte
Plasmagvel von IL-:118 und I-:6 vor/MZP1 und am Ende/ZP2 des HStrotz gleicher
Behandlung, bei {6 zeigte sich jedoch eingmkehr, sodass die Hypothermigere am

Ende der Hypothermiephase signifikant und am Ende des Versuubisere [-6
Plasmalevelaufwiesen. Sonst gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen.
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In beiden Gruppen stiegen auch die Plasmalevel-wo@ostanen, einem Marker fur
oxidativen Stress, signifikant wahrend der Intensiviberwachungsphase an, und Nitrit/Nitrat
als Marker fur die N@roduktion, signifikant am Ende des Versuch, aueh dhne einen

signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen

Tabelle 8

Versuchsschweine, systemisch; Hamorrhagischer Schock fir 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs.

Entziindungsparameter und Parameter oxidativeogaitiven Stresses der
Hypothermiegruppe (3€ fir 12 h nach dem Schock induziefaten dargestellt als Median
(Quatrtile); Interleukin (IL), Tumornekrosefaktora (TNF-a) a p<005 Hypothermie vs.

Kontrollgruppe; b p<@5 vs. pra Schock innerhalb der Grupfiéim, 2014/2015)

PraSchock Post Schock %2 h Intensiv %3 h Intensiv
Uberwachung | Uberwachung
IL-18 Kontrolle 04(02:05) | 07(0511) o 81"26)b 1,0 0.7:10)"
-1 H . . 1O, .
(ng'gﬁrotein ) HypOthermle 012 (0121013) 014 (02,075)3 0,7 (0,311,3)b 112 (0191117)
IL-6 Kontrolle 1,2 (08:16) | 57(35106)° | °>° (11"142;7'7) 42 (2,6:114)°
(ng'ngOtein-l) HypOthermle 016 (O!S;CB) 213 (1,6’3,6)3 (6 22’5 2)a,b 819 (31011911)b
. . =7 ’. . b
TNE-a Kontrolle 0,7 (0,5;10) 1,3 (0,6;17) 15(09:;20) 1,6 (1,2;27)
(NY* Grotein’) Hypothermie | 0,4 (0,4,05) | 0,6(0,4,09) | 1,6(09;28)° | 1,8(1,3;41)
IL-10 kontrolle | 03(0.2:03) | 03(0.2,03) | 03(03,04) | 03(03;06)
(NG Grotein’) Hypothermie | 0,2(0,2,03) | 0,2(0,2;03) | 0,3(03;06) | 0,4 (0,3;06)°
. . . b . b
gisoprostan | Kontrolle | 1642 | 24(18&%) | 241317 | 31(253%)
(NY* Grotein") Hypothermie | 1,6 (1,5;17) 1,9(1,6;2) | 3,6 (27,45 | 2,6 (2,54)
Nitrat + Nitrit Kontrolle 190 (147;288)| 240 (170;293)| 423 (227:459) | 770 (337;842)
(nmol-Gyotein ) Hypothermie | 233 (119;277)| 262 (153;293)| 330 (228:466) | 496 (296;799)

Dagegen zeigte ich lokal in der Niere (Tabelle )9 ein signifikant erhohter
oxidativer/nitrosativer Stress iden HypothermieTieren, was in gjnifikant erhoéhter
Nitrotyrosin-Bildung (Abbildung 5) sichtbar wurde. Jedoch zeigte sich kein Unterschied
bezuglich der Expression vétO-1, N F k, &K B NOS

wenig wie bei den anapoptotisben MarkemBcl-xL.

und i Z Wi sebeémsmn den

Neben teilwaese erhohtem oxidativen Strebtarkern zeigte sich eine signifikant reduzierte
CSEExpressior(Abbildung 5)in den Hypothermidieren.
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Tabelle 9 Parameter oxidativen/nitrosativen Stresses und Apoptosemarker in derdbliie
Versuchsschweingber WestermBlot/EMSA und Immunhistochemie; Hamorrhagischer Schock fur

3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C fir 12 h nach dem Schock induziert);
post mortem Nierenbiospsiefyestern Blot Daten angegeben als Vielifas der Intensitat im
Vergleich zu nativen Schweinen ohne OP, Immunhistocheente (Nitrotyrosin, CSE) als

Densitometrischen SummeBbaten dargestellt als Median (Quartile);p<005 Hypothermievs.
Kontrollgruppe,(Ulm, 2014/2015)

Kontrolle Hypothermie
iNOS 1.8 (1,4;2,8) 1.8 (1,2;2,5)
HO-1 1,0(0,9;1,2) 0,9(0,8;11)
NFk B 15 (1,4:1,9) 1,6(1,3;1,8)

| KB 09 (0,9;1,1) 1,0 (09;1,2)
Bcl-xL 0,8 (06;1,1) 0,7 (0,3;1,1)
Nitrotyrosin 3,3 (07;105) 10° 59(1,3,9,9) 10"?

CSE 1,1(1,0;1,1) 10° 0,7 (043,0,83) 10°°

Abbildung 5: reprasentative Bilek Immunhistochemieler Versuchsschweine; Hamorrhagischer

Schock fur 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C fur 12 h nach dem Schock
induziert); post mortem Nierenbiospsj@benNitrotyrosin, untenCystathioniny-lyase (CSE) rot
angefarbt;links Kontrollgruppe, rechts Hypothermi€Jlm, 2014/2015)Erstverdffentlichung in:
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Nussbaum et al. 201Abdruck und Bearbeitung mit freundlicher Genehmigung Wéoiters
Kluwer fur Shock Society

3.8 Koagulation

Die Gerinnung wurden wéahrend der Experimente dleeeiThrombozytenzahl, Roteond

die Menge an ThrombuAntithrombinkomplexerundvWF im Plasma tberwacl{fabelle

10). Beide Gruppen wiesen eine signifikante Reduktion der Thrombozytenzahl am Ende
der Experimente auf, ebenso einen signifikanten Anstieg der Aktivitat\Wésab Ende

des SchocksWeiterhin zeigten die Tiere der Hypotheegiuppe eine signifikante
Reduktion der maximalen Lyse und des Mgdm nach 12 h Intensiviberwachumgp
Vergleich zu den praSchockwerten und bei der maximaldyse auch zu der
Kontrollgruppe.Bei CT, MCHeptem Und den ThrombiAntithrombin Komplexen z&gten

sich keine signifikanten Veranderungen.

Tabelle 10  Koagulationsparameter der Versuchsschweine; Hamorrhagischer Schock fir 3 h;
Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C fliir 12 h nach dem Schock induzatei
dargestellt als Median (Qu#e); CT: Gerinnselbildungszeit; MCF: maximale Gerinnselfestigkeit;
ML: maximale Lyse (Reduktion der Gerinnselfestigkeit nach MCF im Verhéltnis zu MCF);
heptem: intrinsisch aktivierter Test nach Zugabe von Heparinase; fibtem: extrinsisch aktivierter
Test nach Zugabe von Cytochalasin D, zur Untersuchung des BeitragsFidess zur
Gerinnselfestigkeit;a p<005 Hypothermievs. Kontollgruppe; b p<@5 vs. pra Schock innerhalb

der Gruppe(Uim, 2014/2015)

PraSchock Post Schock %2 h Intensiv %3 h Intensiv
Uberwachung | Uberwachung
Thrombozyten Kontrolle 183 (131;219)| 129 (112;170)| 127 (99;173) 105 (69;157)
(10*uL™ Hypothermie | 195 (152;251)| 151 (118;185)| 128 (104;168) | 111 (82;180)
CToenen(S) Kontrolle 184 (159,200)| 176 (155186) | 199 (176;225) | 186 (171;195)
hepte Hypothermie | 185 (167;228)| 167 (142;187)| 189 (173;207) | 197 (191;389)
MCE (mm) Kontrolle 57 (52;61) 54 (46;57) 57 (50;64) 61 (50;67)
heptem Hypothermie 59 (55;63) 57 (51;62) 57 (55;60) 55 (52;60)
MCFipiem (MM) Kontrolle 13 (10;15) 9(9;12) 13 (10;17) 20 (17;23)
fibtem Hypothermie 17 (16;20y 14 (10;15% 11 (7;13 18 (17;23)
ML (%) Kontrolle 22 (21;24) 22 (20;23) 21 (19;21) 19 (16;21%
Hypothermie 22 (20;25) 22 (19;24) 12 (10;17§" 18 (8;22)
Wi”\é‘t’)gn 4 Kontrolle 151 (138;B8) | 286 (269;34%) | 242 (210;373)b 340 (228;375)
Faktor (U-L) Hypothermie | 150 (131;174)| 285 (268;357) | 541 (347;732)° | 493 (244;720)
Thrombin
Antithrombin Kontrolle 32 (28;43 51 (48;59 42 (18;79 32(21;48
Komplelxe Hypothermie 29 (14;53 55(41;74) 54 (44;69 37 (151149
(Hg-L7)
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4. Diskussion

In der her vorliegenden sertationwurden die Auswirkungen voitherapeutischer
Hypothermienach hamorrhagischen Schoduf Kreislauf, Entzindungs Gerinnung-,
Organ und metabolische @ameter im GrofR3tiermodelintersucht. Dabewurden die
HypothermieTiere die nach Ende des HS fur 12 Stunden auf 34°C heruntergekithlt
danach wieder erwarmtvurden, mit den Kontrolltieren, die nur di&tandare
Intensivtherapie bekamen, verglichen.

4.1 Mortalitat

Hauptbefund dieser Studie war edi signifikant hohere Mortalitat in der

Hypothermiegruppe, wéahrend in anderen Studien eine reduzierte Mortalitét und eine
verbesserte Organfunktion beschrieben wurdé&tam et al. 2006; Childs et al. 2005;
Frohlich et al. 2014a; George et al. 2010; Hildebrand et al. 2014; Norio et al. 2002;
Sailhamer et al. 200AVladis et al. 2002; Wu et al. 2005)edoch ist fraglich, wie gut
manche dieser Studien auf die klinische Situation Ubertragbar waren, da beispielsweise bei
Frohlich et aleinige Kritikpunke genannt werden muisseéfs fehltenwichtige Parameter
bezuglichdes HS, wie hamodynamische Parameter oder Werte fir pH und, luaddatur

wenige Daten waren angegeben, die die These einer reduzierten Organschadigung (der
Leber) durch induzierte Hypothermie nach HS und Trasitiaer unterstitzerfFrohlich

et al. 2014a)

In unsererStudie traten mehrere Faktoren, welche einzeln schon mit einer erhdhten
Mortalitdt assoziiert ware in der Hypothermiegruppe auf, diese werden spater noch
ausfuhrlicher diskutiertSomit ergab sich dierhéhte Mortalitat wahrscheinlich aus einem
komplexen Zusammenspiel dieser Faktoren. Dazu gehdrten ein gestorter Metabolismus mit
Hyperglykamie (Mizock 2001; Wahl et al. 2008; Yangt @l. 2006) und erhéhter
LaktatazidosgAngele et al. 2008; De Backer 2003; Frohlich et al. 2QXauvar et al.

2006; Kraut u. Madias 2014; Lee et al. 2008; Leverve 2008glicherweise als Folge

einer gestorten Organdurchblutung, beispielsweise der N&herac et al 2013; Kndller

et al. 2016; Santos u. Monteiro 201Bgi erniedrigten MAPWNerten und hdherem
NoradrenalirVerbrauch Noradrenalin konnte wiedem die Hyperglykédmie mitbedingen
(Wong 1983)und zu einem erhthten oxidagn Stress beitragefWang et al. 2006per

MAP wurde walnscheinlich durch die erhéhtBarrieredysfunktiondurch Hypothermie
beeinflusst.(Beresford et al. 1956; D'Amata. Hegnauer 1953; Farstad et al. 2003;
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Ferguson et al. 1958; Green u. Jackman 1979; Heltne et al. 2001; Heradstveit et al. 2010;
Hochachka 1986; Mallet 2002; Kheirbek et al. 2009; Seekamp et al. 1999; Wong 1983;
Zhang u. Wolf 1991F)omit konntedie Barrigedysfunktioneiner der Hauptfaktoren ftir die
erhohte Mortalitat sei{Goldenberg et al. 2011)

4.2 Hamodynamische Parameter

Hamodynamisch zeigte sich in beiden Gruppen bei MZP2, am Ende des HS, ein
signifikante Anstieg der Herzfrequenz zusammen mit einem signifikantbfallAdes
Blutdruckes und des HW Diese Reaktionen waren typisch&eichen einer
Schocksituatior{Gutierrez et al2004; Kheirbek et al. 2009; Vincent u. De Backer 2013)
und bestatigten damit die Wahl des Schockprotokolls, dessen Entnahmedauer und
volumen ausreichten, um eine Schockreaktion herbei zu fuhren. In der Kontrollgruppe
normalisierten sich MAP, HF und MV wahrend der Intensiviberwachungsphesech

die Standardtherapiwieder, wéhrendsich in der Hypothermiegruppeine Tendenz zu
einer erhbhten HF und erniedrigten MARInd HMV-Werten wahrend der gesamten
Intensiviberwachungsphase, am Ende der Hypotherasepmit MAP und HMV
signifikant erniedrigt, zeigte. Zusatzlich bendtigte dieere der Hypothermiegruppe
signifikant mehr Noradrenalin, ohne dass der Zielblutdruck erreicht werden konnte.

4.3 Metabolismus

Der hdmodynamische Verlauf spiegelte sich andten Werta der Blutgasanalyse der.

In beiden Gruppen trat w&md der Schockphase eirleaktatazidose auf, in der
Kontrollgruppe glichen sich die Werte jedoch wieder den Ausgangswerten an. Somit war
zu vermuten, dass die Behandlung der Kontrollgruppstebend aus lungenprotektiver
Beatmung, Flissigkeitsersatz und Kreislaufunterstiitzung mittels Noradrenalin, ausreichte,
um den Laktatanstieg, der auf eine gestdrte energetische Situation hinwies, nicht nur zu
bremsen,sondern sogar zu revidieref.everve 2005)Dagegen aggravierte sich in der
Hypothermiegruppe die Laktatazidoseweiterhin signifikant wahrend der
Hypothermiephase, beziglich pH, Laktat und base excess, und schwacheestsizach

dem Wiederwarmerab. Wie in der Einleitung beschrieben, deutet eine gesteigerte
Laktatproduktionauf eine gestorte Energiehtmoostése. (Kraut u. Madias 2014)n
bisherigen Studien zeigten hdhere talevel eine Assoziation mit einem setihteren

Outcome, erhohter Mortalitat und konnten zusammen deit base excesg/erten als
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Prognosemarker verwendet werdéingele et al. 2008; De Backer 2003; Frohlich et al.
2014b; Kauvar et al. 2006; Kraut u. Madias 2014; Lee et al. 2008; Leverve 20€5)N
unserer Studie war die verstarkte Laktatazidosuit einer erhdhten Mortalitéat in der
Hypothermiegruppe assoziiert.

Zusétzlich zu einer Laktatazidose zeigten die Hypothefii@ee auch signifikant héhere
Blutglukosewerte wahrend der gesamten Intensiviiberwachungsphase, zusammen mit einer
erhohten Glukoseproduktion und reduzierter GlukoseoxidatHypothermie kann Uber
eine Reduktion des Kohlenhydratstoffwechsel zu einer Hyperglykamie fuhren, den
Transport Uber die Membran in die Zellen verlangsamen und auf3erdem Uber eine
reduzierte Insulinfreisetzungaktivitat und-aufnahme in die Zellen ddslutglukosewert

noch weiter erhéhen(Mallet 2002; Wong 1983)Eine reduzierte Glukoseoxidation
wahrend induzierter Hypothermie zeigte sich auch in dieser Studie. Die Freisetzung von
Stresshormonerdurch Hypothermie, wie Cortisol und Katecholamine, konnten den
Glukosemetabolismus zusatzlich beeinfluss@vlallet 2002; Wong 1983)Auf3erdem
bekamen die HypothermiBere signifikant mehr Noradrafin. Die Katecholamingabe

kann Uber verstarkte GlukoseBetaing durch Glykogenolyse, Glukoneogenese und
inhibierter Glykogensynthese noch weiter zu einer Hyperglykdmie beigetragen haben,
(Mallet 2002; Wong 1983)wofur auch die erhodhte Glukoseproduktion wahrend der
Hypothermie sprechemirde Insgesamt &nntedie Hyperglykamie, wie in der Einleitung
diskutiert, mit zu der erhéhten Mortalitat in der Hypatniegruppe beigetragen haben.
(Mizock 2001; Wahl et al. 2008; Yang et al. 2006)

4.4 Organfunktion und Organschéaden

Die Niere war das Organ, auf das sich der Fokus in dieser Studie hauptséchlich richtete, da
sie als eineset ersten Organe durch eine gestdrte Kreislaufregalaetroffen ist(\Wong
1983)wie sich auch in unseré&tudie in der reduerten Nierendurchblutung zeigte, und

ein akutes Nierenversagen ein Risikofaktor fur enght Mortalitat ist(Bihorac 2010,

Santos 2013Knoeller 2016 )Histologisch zeigte sicim dieser Studieur eine sehr geringe
Schéadigung der Niere ohne Unterschied zwischen den Gruppen bei gleichzeitig starker
Einschrankung der Funktion in der Hypotiméegruppe. Das gleiche Phanomen trat auch

in der vorherigen Studienseres InstitufsKnoeller et al 2016, auf, wahrend in der Studie
davor, Groger et al 2013, deutlichdistologische Schadigungen sichtbar wurden. Jedoch

war der HSunsererStudie milderausgepragt als in den vorherigen Studien und viele Tiere
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der Hypothermiegruppe, in der funktionell eine Nierenschadigung auftrat, waren vorzeitig
verstorben, sodass weniger Zeit fur die histologisch sichtbare Entwicklung von
Nierenschaden blieb(Kndller et al. 2016)Auch in anderen Studien zeigte sich nach
Schock nur eine geringe histologische Schadigung trotz ausgepragter Organdysfunktion
sowohlim Mausmodell,(Stenzel et al. 2016; Wagner et al. 2048) auch bei Patienten.
(Takasu et al. 2013Funktionell zeigte sich in beiden Gruppen ein Anstieg der
Kreatininwerte wahrend desS;lin der Kontrollgruppe fiel das Serumkiieat nach dem

HS wahrend der Intensiviiberwachungsphase wieder auf etwa Anfangslevel ab, wahrend in
der Hypothermiegruppe die Kreatininwerte bis zum Ende der Hypothermiephase erhéht
waren und erst anschliel3end abfielen. Zusatzlich fiel die Hypothermiegduppieeine
reduzierte Kretnin Cleaance und Urinproduktion auf, bis am Ende der
Hypothermiephase signifikant niedrigagVahrend dieses Zeitraums hatten die Tiere der
Hypothermiegruppewie oben diskutierteinen signifikant niedrigeren Blutdruck, washs

auch auf die Nierendurchblutung auswirkte, die ebenfalls signifikant niedrigeDies
spricht fUr eine prarenale Komponerder gestdrten Nierenparamet@vallet 2002)Auch

in anderen Studien fuhrte Hypotheariiber eine reduzierte Nierendurchblutung zu einer
gestorten Nierenfunktion, bei ca. 40% der Patienten mit akzidenteller Hypothermie trat ein
akutes Nierenversagen a(iMallet 2002)Jedoch wurde vermutet, dass diepdthermie

Uber eine Reduktion des Sauerstoffverbrauchs primar protektiv wirkte und erst in der
Wiedererwarmungsphase die Schadigung ein{Mallet 2002; Wong 1983Auch der
signifikant hohere Nadrenalinverbrauch in der Hypothermiegruppe konnte die
Nierenfunktion negativ beeinflusbaben, einerseits Uber derhdhten oxidativen Stress
(Wang et al. 2006andererseits auch Uber eine renale Vasokonstriktionverdinderten
Nierendurchblutung(Burban et al. 2013; Su et al. 201Dp in dieser Studie jedoch
wahrscheinlich durch die erhdhte Mortalitat und frihe Sterblichkeit noch keine
histologischen Schédiggen sichtbar waren, deuteten vor allehe funktionellen Werte

auf einen negativen Effekt infolge der Hypothermie hin.

Zusétzlichzeigte sich jedoch auch amfolekularer Ebeneine reduzierté&xpression von

CSE, eiem Enzym, welches das gasformige Signakekal H,S produziert,in vielen
Zellen, unter anderem auch in Nierereber und Endothelzellen, vorkomm{Bos et al.

2012; Guan et al. 281 McCook et al. 2014; Pan et al. 2014; Untereiner et al. 20id)
desserExpression in der Niere mit d&wufrechterhaltung der Nierenfunktion assoziiert ist
(Guan et al. 2015; Mgook et al. 2014; Stenzel et al. 20 wurde bisher gezeigt, dass

H,S antioxidative und zellprotektive Funktionen hat undrerschiedenen
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Regulationsvorgangen beeinflusst, unter anderem die Energiehomo(Btesset al. 2012;

Guan et al. 2015; McCook et al. 2014; Stenzel et al. 2016; Untereiner et al. 2016)
Verschiedene Schadigungen, wie Sepsis, Verbrennungen oder Ischdmie/Reperfusion,
fuhrten in unterschiedliche Studien entweder zu einer erhéhten oder erniedrigten
Expression von CSE, wie McCook et al. in seinem Paper zusammenstellte. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dasseeidemmung deCSE zu verstarkte®rganschaden fihrte

und die Hénve der CSHEExpression in der Niere mit der Nierenfunktiond der Kreatinin
Clearanceassoziiert war(Guan et al. 2015; McCook et al. 2014; Stenzel et al. 2Bil®)
Expression von CSE in Nierenbiopsien war mit einer verbesserten GFR nach
Nierentransplantationni Patienten assoziiert urfiei CSEMangel in M&usertrat eine
vermehrte Nierenschadigung und erhohte tildat auf (Bos et al. 2012; McCook et al.
2014; Stenzel et al. 201&)jne konstitutive Expression von CSE seutt damitwichtig fur

die Aufrechterhaltung der Organfunktiomymindest in der Niere, zu seiRraventive
Hypothermie konnteeinen CSEVerlust nach HS abmilderndies war mit einer
verbesserten Nierenfunktion assoziigiGroger et al. 2013)Andererseits wurde auch
berichtet, dass die CSExpression durch Hypothermie reduziemirde (McCook et al.

2014) Zumindestin der Nierezeigte die Expression von CSE aumhe Assoziation mit

dem Ausmalf} der Barrieredysfunktjondglicherweisewie oben angesprochen, tber eine
Reduktion des oxidativen Stressgtenzel et al. 2016)

4 .5 Barrieredysfunktion

Sowohl die Differenz zwischen unauffélliger Pathologie bei gleichzeitig stark
eingeschrankter Nierenfunktio(Stenzel et al. 2016; Takasu et al. 2013; Wagner et al.
2013)als auch dieoben beschriebengestorte Hamodynamiika der Hypothermiegruppe
kénnte durch eine erhdhte Barrieredysfunktion mit vermindertem intravagalemen
durch Hypothermieerklart werden Bei akzidenteller Hypothermie, beispielsweise nach
Trauma,trat haufigein erhdhter Flussigkeitsbedaif, (Farstad et al. 2003; Heltne et al.
2001; Kheibek et al. 2009; Seekamp et al. 1998y durch Erwarmen reduziert werden
konnte (Alam et al. 2006)Ebenso zeigte sich eine Reduktion des Plasmavolumens mit
Konzentration des Hamatokrits bei akzidenteller und indwi¢typothermie(Beresford

et al. 1956; D'’Amato u. Hegnauer 1953; Ferguson et al. 1958; Green u. Jack@an 197
Mallet 2002; Wong 1983kin Grund fur den intravasalen Flussigkeitsverlust kbnnte eine
erhohte Durchlassigkeit d€sefalRwandnit Extravasion in das umliegende Gewebe ,sein
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(Farstad et al. 2003; Green u. Jackman 1979; Heradstveit et al. 2010; Hochachka 1986;
Mallet 2002; Wong 1983; Zhang u. Wolf 199Huch wenn in einigen Studien lmdrtet
wurde, das Hypothermie dievaskulareBarrierefunktionstabilisieren sollte(Childs et al.
2005)In dieser Studie zeigtesich in beiden Gruppen hdhere M¥erte nach dem Schock,
was fur eine Hamokonzentratiaturch Barrieredysfunktionsprach (Goldenberg et al.
2011; Kndller et al. 2016n der Hypothermiegruppe waren die-Mterte bei MZP3, nach

12 Stunden Hypothermigedochnoch signifikant hoherpbwohl die Flissikkeitsgabe in
beiden Gruppen gleich war und eine signifikant niedrigere Urinausscheidung in der
Hypothermiegruppe auftrat. Die Hierte ndherten sich nackem Wiedererwédrmenach

23 h Intensiviiberwachunden Werten deKontrollgruppe wiedr an. Der vermutete
Plasmaverlust in den Extravasalraum nfidilgend hoheren Hb/HamatokedVerten,
maoglicherweise aufgrundon Barrieredysfunktionkénnte dazu gefihrt haben, dass der
MAP, trotz héheren Noradrenalininfusionsraten, wahrend der Intensivéblemwwgsphase
nicht auf dem angestrebten Niveau gehalten werden konnte und es sogar zu einer
verminderten Organdurchblutung kam, veieh zum Beispiel imsignifikant reduzierte

Fluss der rechten A. Renalis zeigte. W#iin sprach fur die erhoh&arriered/sfunktion

das signifikant hohere extravasale Albumin in den Nieren der hypothermen\Wiere

der Einleitung beschrieben, wirdbrmalerweiselie Menge des interstitiellen Albumins zur
Regulation des ortdtischen Drucks streng kontrolliefChilds et al. 2005; Goldenberg et

al. 2011; Mehta u. Malik 2006; Nagy et al. 20@8 vermehrte Extravasion von Albumin
konnte somit zur Untersuchung der Gefal3perntiggbgenutzt werden(Carpenter et al.
2005; Childs et al. 2005; Filep. FoldesFilep 1993; Madjdpour et al. 2003; Nagy et al.
2008; Nedrebg et al. 2003; Rehm et al. 2004; Schumacher et al. R@93)ermehrte
extravasale Albuminn der Hypothermiegruppe deutete somit auf ert@dhte vaskulare
Barrieredysfunktion zumindest in den Nieren der Schweinehin. Eine erhohte
Barrieredysfunktionwar in anderen Studien mit einer schlechteren Nierenfunktion

assoziiert(Stenzel et al. 2016)

4.6 Entziindungsparameter und oxidativer/nitrosativer Stress

Sowohl die erhdhtenGlukoselevel als auch die Reduktion von CSE schienegiterhin
Einfluss aufden oxidativen Stress undie Entziindungzu haben. Be reduzierte CSE
Expression war mit verstarktem oxidativen Stress und redueier NO-Produktion
assoziiert (McCook et al. 2014; Merz et al. 201 Bbenso zeigte sich bei erhdhter
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Blutglukose sowohl in Akutsituationeals auch chronisch ein erhohter oxidativer Stress
mit vermehrter ROS Produktiound reduzierter N&/erfligbarkeit mit maoglichen
schadigenden Folgen auf das Gefal3system arhdhte EntzindungsmarkeiLeverve
2005; Pan et al. 2014; Untereiner et al. 20A6¢h in diesem Versuch traten bei den
HypothermieTieren, die nach Ende des Schocks unter einer Hyperglykamie litten,
signifikant erhohte ILa.evel am Ender der Hypothermiephased in den post mortem
Nierenbiopsiersignifikant erhéhte Nitrotyrosinwertals Zeichen fir erhdhten oxidativen
und nitrosativen Stress bei gleichzeitig reduzierten -@&ften auf. Als weiterer
Einflussfaktor auf den erhohten oxidativen r8¢s in der Hypothermiegrupptat
wahrscheinlich deren signifikant hoheirfusionsasis anNoradrenalinauf, da erhdhte
Plasmalevel voiNoradrenalin zu verstarkteoxidativen Stress fihren konntdiWVang et

al. 2006)Wie grol3 die Auswirkung/on Hypothermie selbst auf die RO8nd RNS
Produktionwar, konnte ncht differenziert werderda Hypothermie imnsererStudieauch
Uber einen veranderten Metabolismus usthe gestorte Kreislauffunktionenden
oxidativen Stress beeinflusshd somit mitokal erhdhtem oxidativen Streasd erhohten
systemischerEntziindungsarameternassoziiert war. Auchni einer vorhagen Studie
dieses Instituts fuhrtepraventie Hypothermie zu signifikant erhdhtesystenmscher
Entzindung und oxidativenstress, wahrend lokal jedoch eher eine Reduktion des
oxidativen Stresses auftr§Groger et al. 2013pagegerwurdein anderen Studiesowohl

von eing signifikanten Reduktion von oxidativen t&ss und Entzindungsparametern,
(Alam et al. 2006; Childs et al. 2005; Frohlich et al. 2014k auch von verstarkter
Inflammation durch Hypothermi@-airchild et al. 2004perichtet. Insgesamt spielten der
erhdhte oxidative Stress und die erl@Bnhtziindungsaktivitat wahrscheinlich eine Rolle in

der erhohten Mortalitéat in der Hypothermiegrup{oumen et al. 1993)

4.7 Koagulation

In beiden Gruppen zeigte sich eine Abnahme der Thrombozytenzahl, die doech e
Verdinnung durch kontinuierliche Flussigkeitsgabe erklarbar wahe. der
Hypothermiegruppe traduRerdeneine signifikante Reduktion der amimakn Lyse am
Ende der Hypothermiephase awiahrend durch die gleichzeitige Azidose eher eine
verstarkte Lysedurch verstarkten Fibrinabban der Hypothermiegruppe zu erwarten
gewesen wargHess et al. 2008s zeigte siclinsgesamkeine signifikant verschlechterte
Koagulation in der Hypothermiegruppe, obwohl sowohl HS, Hypahie als auch die
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Azidosein der Hypothermiegruppeine Koagulopathie bedingen konnen. Jedoch soll die
Koagulation vor allem ab einer Temperaturter 34°C beeintrachtigt sei(Hess et al.
2008) wahrend die Zieltempeatur in diesen Versuchedie Grenze vielleicht nicht
Uberschritt

In beiden Gruppenvar die Aktivitdt des VWF bei allen Untersuchungen wahrend/nach
dem HS signifikant hoéher als der Ausgangswert, aul3erdem zeigte sich in der
Hypothermiegruppe die Aktivitdtgegenuber der Kontrollgruppe nach 12 Stunden
Hypothermie signifikant erhéhNeben der Funktion von vWF in der Koagulation, isiee
erhohte Aktivitat des vWEwar keindirektes Zeichen fir eine Barrieredysfunktigann
jedoch auchauf die Aktivierung ode Schadigung von Endothelzellehindeuten
(Bernardo et al. 2004; Kremer Hovinga et 2007; Lip u. Blann 1997; Matejovic et al.
2007; McGill et al. 1998; Sutton et al. 2003; Ware et al. 2QBoch blielzu vermuten,

dass geschédigte Endothelzellen die Barrierefunktion nicht mehr komplett aufrechterhalten
konnten, was in dieser Studie rdn die erhthte Albuminextravasion gezeigt wurde.
Erhohte systemische Werte fur vWF wurden bei verschiedenen pathologischen Zystanden
(Bernardo et al. 2004; Kayal et al. 1998; Waet al. 2004) verschiedenen
inflammatorischen SituationgiBernardo et al. 2004; Claus et al. 2009; Kayal et al. 1998;
KremerHovinga et al. 2007; McGill et al. 1998nd auch nach Scho¢Klaus et al. 2009;
Kremer Hovinga et al. 2007)achgewiesen. Dabei konnte teilweise eine Korrelation
zwischen VWF und Outcomgezeigt werden(Kayal et al. 1998; Ware et al. 2004)
wahrend andere Gruppen diese nicht nachweisen kor{Bieckmeyer et al. 2008&remer
Hovinga et al. 2007Per systemische Anstieg des VWF scheint sowohl auf verstarkte
Ausschittung aus dem Endothel oadothelschadigungBernardo et al. 2004; Claus et

al. 2009; Kayal et al. 1998; Kremer Hovinga et al. 2007; McGill et al. 18883uch auf
Hemmung der abbauenden ProteéBernardo et al. 2004; Claus et al. 2009; Kremer
Hovinga et al. 2007zu beruhen. Interleukine sollen Einfluss auf beide Vorgange haben,
unter anderem konnte gezeigt werden, dass bei erhoh@m.eélel oder nach Stimulation

mit IL-6, welches in unsrer Studie am Ende der Hypothermiephagse der
Hypothermiegruppe signifikant erhéht war, sowohl eine leicht erhdhten Freisetzung,
(Bernardo et al. 2004; Claus et al. 2009;@iltet al. 1998)als auch eine Hemmung der
Protease auftra{Bernardo et al. 2004; Bockmeyer et al. 2008; Claus et al. 200&)
vermehrte ROS/RN®roduktion, wie sie lkal in den Nieren der Hypothermiegruppe Uber
Nitrotyrosin nachgewiesen wurde, leistete wahrscheinlich einen Beitrag zur Schadigung
der GeféalRe und damit zur erhéhten Barrieredysfunk¢©nilds et al. 2005)
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4.8 Limita tionen der Studie

Die Versuche wurden aus tierethischen Grunakmchgehendunter Narkose und
Beatmung durchgefihrGowohl Narkose als auch Beatmung kdonnen Auswirkungen auf
die Inflammationsreaktion und das Herzkreislaufsystafyeh und auch kompensatchs
Mechanismen abschwachgBracht et al. 2012; Lomaliera et al. 2005)edoch hatten
beide Gruppen digleichen Bedingungen, sodadise dieUntersclhede zwischen den
Gruppen wenig beeinfkst haben sollte
AulRRerdem bekamen die Schweine nach dem Kdé8 Spenderblut von gesunden
Schweinensonderndas fur den HS entnommene Blut retransfundiert. Auswirkurgan
Botenstoffe, die nach der Instrumentierungit Weichteiltrauma vermehdusgesieittet
wurden waren nicht auszuschlieBen(Jawa et al. 2011)Da beide Gruppereine
standardisiertdnstrumentierung mistandardisiertenWeichteiltraumabekamen, sollten
diese jedoclin beiden Grupperbenfallsvergldachbar sein.
Die Uberwachungszeit voR3 h nach denSchockist verglichen mit anderen Modellgn
die sich vor allem auf die ersten Stunden nach Trauma mit einer Versuchsdauer von zwei
bis sechs Stunddonzentrierenrelativ lang Jedoch sind noch langeversuche ntig, um
erst spater auftretende Folgeschéden und Kompensationsmechanishteau tibersehen
und die klinische Situatiorbesser abbilden zu kdnnea Patienten mieinem &ahnlichen
Krankheitsbild fir mehrere Tage oder sogar Wochen tUberwaaiaden (Angus u. van der
Poll 2013; Hildebrand et al. 2018jinisch zeige sich ebenfalls dass bei vielen Patienten
Begleiterkrankungen die Therapie erschweren, wahrend die meisten Mgpekliedaind
jungeTiere nutzenAuch in diesem Modell waren die Tiegesund undung, wenn auch
erwachsenVeranderte Immunantwort, Rezeptorausstattung und Proteinexpression kénnen
dazu beitragen, dagdter und Komorbiditaten die Reaktion auf eine Therapie wdgin,
sodassiltere Tiere undKomorbiditaten in Tiermodk integriert werden sollter{Angele
et al. 2008; Angus u. van der P@013; Hildebrand et al. 2013; McCook et al. 2014;
Osuchowski et al. 2014)
Aufgrund der erhéhten Mortalitdt in der Hypothermiegrupparden beim vierten
Messzeitpunkinach 23 h Intensiviiberwachumgeniger Tiere und dafir wahrschih
Tiere mit besserellVerteneingeschlossen, da digere mit einem schlechteren Zustand
eher schon vor Erreichen des viertslesszeitpunktes gestorben war&amit konnten
sich manche Parameter beum Ende des Versuchsieder mehr dem Ausgangswert
argleichen ohne das sichereine wikliche Erholung eingetreten wadie Wertenach 23 h
Intensiviberwachungind somit in der Hypothenegruppe weniger aussagekraftig
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5. Zusammenfassung

Trauma und hamorrhagischer Schdkels) stellen noch immer eine haufige Todesursache
vor allem auch bei jungen Leuten dar. Die bisherigen Therapien unterstitzen den
Patienten, konnen aber noch nicht alle Komplikationen und Schéden,ewe
UberschieBende Inflammationsreaktiamder Organschaden, verhindern. In einigen
experimentellen Studien zeigtécls ein protektiver Effekt von induzierter Hypothermie
nach HS. Auch in eimevorherigen Studialieses Institutkonnte gezeigt werden, dass
induzierte Hypothermie, dort jedoch vor dem Schock induziert, zu reduzierter
Organschadigung fuhrte. Diese Ergebaikonnten in der Folgestudimit Induktion der
Hypothermie nach dem Scotiq aber ohne Wiedererwarmemicht reproduziert werden,
was moglicherweise durch die langere Hypothermiedawed das fehlende
Wiedererwarmen bedingt wain unserer Studie solltenun Uberpruft werden, ob
Hypothermie induziert nach dem HS, mit Wiedererwarmen und kirzerer Dpusitjve
Effekte hat, beispielsweise auf die Kreislauffunktion, die Organfunktion-scididen, die
Immunreaktion und diBarrierefunktionder GefalReDazu wirden18 Schweinen in zwei
Gruppen randomisiert, Hypothernfigr 12 Stunderbei 34°C und Kontrolle bei 38°C, und
Kreislauf, Entziindungs Gerinnung-, Organ und metabolische Parame&rhoben.

Auffallig war vor allem die signifikant erh6hte Mortalitat der Hypothermiegruppe, die
durch ein komplexes Zusammenspiel awselen Parametern bei denen die
Hypothermiegruppechlechtere Wertaufwies als die Kontrollgruppebedingt war Hier

sind vor allem diejeweils signifikant veradnderten Parameter, wie diehdhten
Blutzuckerwerte und die erhdhten Parameter flr oxidativen Stoieserniedrigten
Blutdruckwerte bei sogarerhéhtem Noradrenalinbedarf und folgender schlechterer
Nierenperfusion und-funktion, die erhdhte Barrieredysfunktion der Gefadl3e und die
Hamokonzentration, ebenso wie die erhdhte Laktatazidose mit erniedrigtem base excess zu
nennen. Eines der Hauptprobleme konnte die durch Hypothermie verstarkte
Barrieredysfunktion der Gefal3e sein, die Uber ein vermindertes intravasales Volumen zu
einem ernidrigten Blutdruck und damit zu einer Minderperfusion von Organen und
folgender Laktatazidose fuhren kénnte.

Somit scheint zumindest in einer Situation wieuinsererStudie dargestellt, Induktion
nach dem HS und eher lange Hypothermie fur 12 Stunden,ientuypothermiesogar
schadlich zu sein. Bevoinduzierte Hypothermie nach hamorrhagischen Schock bei

Patienten angewandt werden kann, sind weitere Studien notwendig, um zu untersuchen, in
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welchen Situationen und unter welchen Bedingungen induzierte thiyoae sicher
angewendet werden ka und positive Effekte bewirkind wann sie sogar schadet.

Weiterhin ware es interessant, die Mechanismen zu untersuchen, Gber die Hypothermie zu
einer erhdhten Barrieredysfunktion fihrt und ob diese Mechanismen umgaegden
konnen, da dies moglicherweise auch fur andere Erkrankungen mit erhohter
Barrieredysfunktion relvant ware.
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