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1. Einleitung 

In der vorliegenden Dissertation sollte der Effekt von therapeutisch induzierter 

Hypothermie auf die Organfunktion in der Akutphase nach hämorrhagischem Schock in 

einem Langzeit-Modell im Schwein untersucht werden. 

 

1.1 Hämorrhagischer Schock 

Trauma ist die Haupttodesursache weltweit bei Personen unter 45 Jahren, dabei erhöht ein 

hämorrhagischer Schock (HS) die Mortalität. Je nach Studie ist ein HS für 28 % bis 50 % 

aller Todesfälle nach Trauma verantwortlich, vor allem für eine erhöhte Mortalität in den 

ersten 24h, während im späteren Verlauf ein Multiorganversagen (MOF) zu den 

Haupttodesursachen zählt. (Alam 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 ausgelöst, welcher zu hämodynamischer Instabilität 

mit reduziertem systolischen Blutdruck und Herzminutenvolumen (HMV), 

kompensatorisch gesteigerter Herzfrequenz und über endogene Katecholaminfreisetzung 

zu peripherer Vasokonstriktion und Gewebehypoperfusion mit Hypoxie führt. (Angele et 

al. 2008; Gutierrez et al. 2004; Gröger et al. 2013; Hollenberg 2005; Mizock 2001; Vincent 

u. De Backer 2013) Hypoxie beeinflusst den Metabolismus, die Bildung von Radikalen 

und die Inflammation, wie anschließend ausführlicher beschrieben wird. Dabei ist das 

Ausmaß des Sauerstoffmangels mit der Schwere des HS assoziiert. (Angele et al. 2008; 

Gutierrez et al. 2004; Kheirbek et al. 2009; Vincent u. De Backer 2013) Die zelluläre 

Hypoxie führt zu einem Wechsel von einem aeroben Stoffwechsel zu einem anaeroben 

Stoffwechsel, sodass weniger Energie in Form von ATP verfügbar ist und vermehrt Laktat 

gebildet wird. (De Backer 2003; Kraut u. Madias 2014; Leverve 2005) Es zeigt sich eine 

Korrelation zwischen ATP-Mangel und erhöhter Laktatproduktion, diese wird systemisch 

als Laktatazidose sichtbar. (Angele et al. 2008; Gröger et al. 2013; Kheirbek et al. 2009; 

Leverve 2005; Schumer et al. 1986; Seekamp et al. 1999; Vincent u. De Backer 2013) Die 

Laktatazidose kann als Zeichen einer gestörten Energiehömöostase dienen und zählt damit 

zu den wichtigsten Vorhersagewerten für die Schwere des Schocks und die Mortalität nach 

Trauma. (Angele et al. 2008; De Backer 2003; Fröhlich et al. 2014b; Kauvar et al. 2006; 

Kraut u. Madias 2014; Lee et al. 2008; Leverve 2005) 
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Metabolisch kann außerdem eine Hyperglykämie als Stressreaktion auf verschiedene 

Stimuli, wie Azidose, Hypoxie, Trauma oder Hypothermie, auftreten, bedingt durch das 

vermehrte Ausschütten von Adrenalin und Cortisol, (Engel et al. 1943; Frayn 1986; 

Mizock 2001; Schumer et al. 1986; Wahl et al. 2008; Wong 1983; Yang et al. 2006) wobei 

das Ausmaß der Hyperglykämie proportional zu der Schwere der Verletzung steigt und 

erhöhte Glukosewerte mit einer erhöhten Mortalität und erhöhtem Infektionsrisiko 

assoziiert sind. (Mizock 2001; Wahl et al. 2008; Yang et al. 2006) 

Wie vorher angesprochen, führt Hämorrhagie/Ischämie und Hypoxie zu einer 

Entzündungsreaktion mit vermehrter Expression von pro- und antiinflammatorischen 

Zytokinen (Angele et al. 2008; Kheirbek et al. 2009; Lenz et al. 2007; Roumen et al. 

1993), ebenso wie zu einer gesteigerten Bildung von reaktiven Sauerstoff- (ROS) und 

Stickstoffspezies (RNS). (Castro u. Freeman 2001; Fink 2002; Hensley et al. 2000; 

Hierholzer u. Billiar 2001; Kheirbek et al. 2009; Moshage et al. 1995; Pacher et al. 2007; 

Szabo 1996; Szabo 2003) Schäden durch ROS und RNS betreffen Proteine, DNA oder 

Lipide, können zu der Induktion von Nekrose oder Apoptose führen und zu einer 

Organdysfunktion beitragen. (Fink 2002; Hensley et al. 2000; Hierholzer u. Billiar 2001; 

Pacher et al. 2007; Szabo 1996; Szabo 2003) Auch eine überschießende Aktivierung der 

Entzündungsreaktion kann zu erhöhter Mortalität und Organschäden führen. (Balk 2014; 

Hierholzer u. Billiar 2001) Eines der wichtigsten vermehrt produzierten 

proinflammatorischen Zytokinen nach HS ist Interleukin 6 (IL-6), welches die 

proinflammatorische Reaktion reguliert und klinisch als wichtiger Marker für die Schwere 

der Entzündungsreaktion genutzt wird. (Dewar et al. 2009; Hierholzer u. Billiar 2001; 

Lenz et al. 2007) Zu den biologisch wichtigen ROS gehören das Superoxidanion (O2
-
), 

Wasserstoffperoxid (H2O2) 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; Hensley et al. 2000) 

Die Hypoxie, die erhöhte Produktion von ROS/RNS und Entzündungsmediatoren, ebenso 

wie die Flüssigkeitstherapie nach HS und Hypothermie können zu Schäden des Endothels, 

zu einer Barrieredysfunktion der Gefäße und dadurch zu verstärkter Permeabilität mit 

Ödemen im Gewebe führen. Die Barrieredysfunktion ist mit einem schlechteren Ergebnis 

bei Patienten assoziiert. (Angele et al. 2008; Angus u. van der Poll 2013; Balk 2014; 

Childs et al. 2005; Goldenberg et 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 1991) Als Anzeichen dieser erhöhten 
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Gefäßdurchlässigkeit dient das vermehrte Auftreten von Albumin, dem 

Hauptproteinbestandteil im Blut, (Mehta u. Malik 2006; Merlot et al. 2014; Quinlan et al. 

2005) im Interstitium. Die Menge des interstitiellen Albumins wird normalerweise streng 

reguliert über gezielte Transzytose ins Interstitium und Abtransport über Lymphgefäße, da 

Albumin ein wichtiger Regulator des interstitiellen onkotischen Drucks ist. (Hu et al. 2008; 

Mehta u. Malik 2006; Merlot et al. 2014; Quinlan et al. 2005) Mediatoren, die die 

Permeabilität des Endothels erhöhen, führen dazu, dass sich Lücken zwischen 

Endothelzellen erweitern und somit vermehrt Flüssigkeit und auch Makromoleküle, wie 

Albumin, parazellulär und dadurch unkontrolliert in größerer Menge ins Interstitium 

gelangen können. (Dejana 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 Flüssigkeitsgabe mit 

Hämodilution, Azidose, Inflammation, Barrieredysfunktion der Gefäß und Hypothermie 

können die Gerinnung bei Traumapatienten beeinflussen, (Angele et al. 2008; Hess et al. 

2008; Kauvar et al. 2006) sodass bei einem Viertel aller schwer verletzten 

Traumapatienten eine Koagulopathie auftritt. Diese ist mit bis zu vierfach erhöhter 

Mortalität assoziiert, beispielsweise durch einen hypokoagulatorischen Zustand mit 

verstärkten bis unkontrollierbaren Blutungen und folgend längerer Schocksituation mit 

verstärkten Organschäden. (Hess et al. 2008; Kauvar et al. 2006) 

Zusätzlich zu dem ursprünglichen Insult, wie Hämorrhagie mit Hypoxie, Ischämie/ 

Reperfusionsschäden, können eine überschießende Inflammationsreaktion, der oxidative 

Stress und die Barrieredysfunktion mit zu Organschäden beitragen. (Dejana et al. 2008; 

Dewar et al. 2009; Hu et al. 2008; Kheirbek et al. 2009; Lenz et al. 2007; Stenzel et al. 

2016) MOF zählt damit mit 51- 61 % zu den Hauptgründen für späte Mortalität nach 

Trauma. (Angele et al. 2008; Dewar et al. 2009; Lenz et al. 2007) Ein MOF ist definiert als 

das Versagen von mindestens zwei Organsystemen; dabei werden Parameter verschiedener 

Organsysteme berücksichtigt, wie beispielsweise für die Niere Serum-Kreatinin und die 

Urinausscheidung, für das Herzkreislaufsystem mittlerer arterieller Druck (MAP), pH und 

der Einsatz von Inotropika und für das respiratorische System der Horovitzindex. (Dewar 

et al. 2009) Eines der Organe, das durch Schock mit am häufigsten betroffenen ist, ist die 

Niere. (Angus u. van der Poll 2013; Fröhlich et al. 2014b)  

Zusammenfassend ist Schock das klinische Zeichen eines Kreislaufsversagens, das zu 

einer Dysbalance zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffverbrauch mit den 

potentiellen Folgen einer Hypoxie führt. (Vincent u. De Backer 2013) Therapeutisch kann 
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an beiden Seiten eingegriffen werden, durch verbesserte Sauerstoffversorgung oder durch 

verringerten Sauerstoffverbrauch. Eine Möglichkeit, die zu einem reduzierten 

Sauerstoffverbrauch führen soll, ist die therapeutische Hypothermie. (Hildebrand et al. 

2014; Kheirbek et al. 2009; Mallet 2002; Steendijk 2011) 

 

1.2 Hypothermie                                                             

Hypothermie ist definiert als eine Reduktion der Körperkerntemperatur auf unter 35°C. 

(George et al. 2010; Hildebrand et al. 2004; Seekamp et al. 1999) Es werden anhand der 

Entstehungsursache drei Formen unterschieden, endogene, akzidentelle und induzierte 

Hypothermie. Endogene Hypothermie wird durch eine metabolische Dysfunktion mit 

verminderter Wärmeproduktion oder eine Störung der Thermoregulation im zentralen 

Nervensystem (ZNS) ausgelöst. (Hildebrand et al. 2004; Hildebrand et al. 2014) 

Akzidentelle Hypothermie ist häufig mit Trauma und Kälteexposition assoziiert und weist 

auf erschöpfte Energievorräte hin. (Beilman et al. 2009; Hildebrand et al. 2004; Hildebrand 

et al. 2014; Kheirbek et al. 2009) Induzierte/therapeutische Hypothermie beinhaltet aktives 

Kühlen. Sie soll das Gesamtergebnis verbessern und wird in der elektiven Chirurgie und 

nach erfolgreicher Reanimation angewendet. (Hildebrand et al. 2004; Hildebrand et al. 

2014; Steendijk 2011; Wu et al. 2005)  

Für die posttraumatische Situation sind damit vor allem akzidentelle und induzierte 

Hypothermie relevant, wobei klinisch meist die akzidentelle Hypothermie nach Trauma 

von Bedeutung ist. Je nach Studie liegt bei 12-66% der Traumapatienten bei Ankunft in 

der Notaufnahme eine akzidentelle Hypothermie vor. (Childs et al. 2005; Hildebrand et al. 

2014) Akzidentelle Hypothermie nach Trauma und Hämorrhagie, vor allem ab einer 

Körperkerntemperatur unter 34°C, ist mit erhöhter Mortalität (Alam et al. 2006; 

Hildebrand et al. 2014; Kheirbek et al. 2009; Krause et al. 2000; Seekamp et al. 1999; 

Tisherman 2010; Worner u. Oddo 2010) und schweren posttraumatischen Komplikationen, 

zum Beispiel MOF, assoziiert, (Hildebrand et al. 2014; Seekamp et al. 1999) ebenso mit 

Herzrhythmusstörungen, Elektrolytschwankungen, Infektionen und verändertem 

Medikamentenstoffwechsel. (Tuma et al. 2011) Die thermoregulatorischen Maßnahmen 

des Körpers, um ein weiteres Absinken der Körperkerntemperatur zu verhindern, 

beinhalten starke sympathische Aktivierung und Muskelzittern. Die erhöhte metabolische 

Rate mit Anstieg des Sauerstoffbedarfs bei gleichzeitigem Sauerstoffmangel nach Trauma 

und HS verschlechtert einen Energiemangel und eine metabolische Azidose. (Alam et al. 
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2006; Beilman et al. 2009; Kheirbek et al. 2009) Azidose und akzidentelle Hypothermie 

zusammen mit Koagulopathie werden „letale Trias“ genannt und sind mit erhöhter 

Mortalität assoziiert, trotz adäquater Substitution mit Blut, Plasma und Thrombozyten. 

(Kheirbek et al. 2009; Martini 2007; Tuma et al. 2011) Eine Hypothermie alleine 

beeinträchtigt schon die Gerinnung, vor allem ab einer Körperkerntemperatur unter 

33/34°C. (Hess et al. 2008; Hildebrand et al. 2014; Mallet 2002; Martini 2007; Seekamp et 

al. 1999) Hämorrhagie und Flüssigkeitsersatz können durch einen Verbrauch an 

Thrombozyten und eine Verdünnung der Gerinnungsfaktoren die Koagulopathie noch 

verstärken (Hildebrand et al. 2014; Martini 2007) und den Blutverlust weiter steigern, 

sodass akzidentelle Hypothermie nach Trauma so schnell wie möglich korrigiert werden 

sollte. (Hildebrand et al. 2014)  

Im Gegensatz zur akzidentellen Hypothermie wurde eine therapeutische Hypothermie auch 

nach Trauma und Hämorrhagie in präklinischen Studien als Erfolg versprechend 

beschrieben und zeigte sogar eine verringerte Mortalität. (Alam et al. 2006; Childs et al. 

2005; George et al. 2010; Hildebrand et al. 2014; Norio et al. 2002; Sailhamer et al. 2007; 

Wladis et al. 2002; Wu et al. 2005)  

Auch klinisch wird induzierte Hypothermie schon angewendet, nach erfolgreicher 

Reanimation nach Herzstillstand, um das Überleben und das neurologische Ergebnis zu 

verbessern, (Crossley et al. 2014; Steendijk 2011; Wu et al. 2005) in der Herz-, Gefäß- und 

Neurochirurgie (Hildebrand et al. 2004; Hildebrand et al. 2014; Seekamp et al. 1999; Ulger 

et al. 2014) und in der Transplantationschirurgie. (Hildebrand et al. 2004; Ulger et al. 

2014)  

Die positive Wirkung von induzierter Hypothermie kann auf zwei Hauptmechanismen 

zurückgeführt werden. Einerseits löst eine induzierte Hypothermie einen 

Hypometabolismus  aus (Seekamp et al. 1999) und mildert andererseits eine 

überschießende Immunreaktion ab. (Hildebrand et al. 2014) Induzierte Hypothermie senkte 

die metabolische Rate (Mallet 2002; Seekamp et al. 1999; Steendijk 2011; Tuma et al. 

2011) und verringerte den Sauerstoffbedarf. (Hildebrand et al. 2014; Kheirbek et al. 2009; 

Mallet 2002; Steendijk 2011) Dadurch konnte Hypothermie die oben angesprochenen 

Schäden durch Hypoxie reduzieren, (Childs et al. 2005; Hildebrand et al. 2004; Steendijk 

2011) beispielsweise konnte ein aerober Metabolismus länger aufrechterhalten, damit eine 

metabolische Azidose und ein Serumlaktatanstieg verringert werden, (Alam et al. 2006; 

Seekamp et al. 1999; Tuma et al. 2011) und es zeigten sich eine verringerte 

Organdysfunktion und geringere histopathologischen Organschäden, sowohl nach elektiver 
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Chirurgie als auch in präklinischen Traumamodellen. (Alam et al. 2006; Hildebrand et al. 

2014) 

Als zweiter Weg, über den die induzierte Hypothermie ihre positive Wirkung entfalten 

soll, wurde die Reduktion der Immun- und Entzündungsantwort nach Trauma 

angesprochen. (Hildebrand et al. 2004; Kheirbek et al. 2009; Tuma et al. 2011) Dabei 

konnte die induzierte Hypothermie eine überschießende systemische Entzündungsreaktion 

verzögern oder sogar verhindern (Hildebrand et al. 2014) und damit einen wichtigen 

Faktor in der Entwicklung des MOF reduzieren. (Tsukamoto 2010) Es zeigten sich ein 

verminderter Anstieg von proinflammatorischen Zytokinen (Chen 2005, (Alam et al. 

2006), Tuma 2011)  und eine verringerte ROS-Produktion durch Hypothermie. (Alam et al. 

2006; Childs et al. 2005; Wladis et al. 2002) Andere Autoren berichteten jedoch auch von 

erhöhter Inflammation und oxidativen/nitrosativen Stress. (Fairchild et al. 2004; Gröger et 

al. 2013) Eine verminderte Immunantwort wirkte sich zudem auch nachteilig durch 

vermehrte posttraumatische Infektionen und Komplikationen aus. (Hildebrand et al. 2004; 

Hildebrand et al. 2014) 

Die genauen Parameter für die Induktion der Hypothermie werden noch diskutiert, 

bezüglich Art und Zeitpunkt der Induktion und Tiefe und Dauer der Hypothermie. 

Zusammenfassend zeigte sich, dass Hypothermie am effektivsten war, wenn sie direkt 

nach Trauma/ Hämorrhagie induziert wurde, (Alam et al. 2004; Alam et al. 2006; George 

et al. 2010; Hildebrand et al. 2014; Norio et al. 2002; Sailhamer et al. 2007) möglichst 

unter Anästhesie und Muskelrelaxation, um eine sympathische Stressantwort und 

energieverbrauchendes Muskelzittern zu vermeiden. (Hildebrand et al. 2014) Tiefe und 

Dauer der Hypothermie beeinflussen die zu erwartenden Effekte, (Hildebrand et al. 2014) 

dabei führte ein weiter Temperaturbereich, zwischen 10° (Alam et al. 2006; Hildebrand et 

al. 2014) und 34°C, zu positiven Effekten. (Hildebrand et al. 2014; Wu et al. 2005) Bei der 

Dauer der induzierten Hypothermie wurde bisher kein Konsens erreicht, teilweise sollen 60 

Minuten, zumindest bei tiefen Temperaturen, das obere Maximum sein, dagegen werden 

nach Herzstillstand, wie auch schon klinisch angewendet, 12-24 Stunden empfohlen. 

(Steendijk 2011; Wu et al. 2005) Zu schnelles Erwärmen kann zu einem Rebound-Effekt 

und möglicherweise zu einem Missverhältnis zwischen Sauerstoffanforderung und 

Sauerstoffangebot führen. (Alam et al. 2006; Hildebrand et al. 2014) Es gibt somit noch 

keine einheitliche Methode, wie die induzierte Hypothermie nach HS oder Trauma sicher 

angewendet werden kann. 
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1.3 Tier - und Therapiemodell  

Bei der Auswahl des Tiermodells muss eine Abwägung der Vor- und Nachteil der 

einzelnen Spezies, des Versuchsablaufs und Versuchsaufbaus erfolgen. Vorteilhaft an 

Schweinen ist, dass sie in Bezug auf Immunsystem (Fairbairn et al. 2011; Hildebrand et al. 

2013) und Anatomie, wie sich am Beispiel der Niere, einem der durch Schock häufiger 

betroffenen Organe, (Angus u. van der Poll 2013; Fröhlich et al. 2014b) zeigt, dem 

Menschen ähnlicher sind als Kleintiere. (Hildebrand et al. 2014; Kessler et al. 2011) Neben 

dem Größenunterschied der Nieren zeigen sich auch Unterschiede im Aufbau, 

beispielsweise wird die Schweine-, ebenso wie die Menschenniere durch interlobuläre und 

intersegmentale Arterien versorgt, während diese Arterien bei den Nieren von Kleintieren 

nicht vorkommen. (Giraud et al. 2011; Simmons et al. 2008) Dies ist vor allem für eine 

hypovoläme Schocksituation bezüglich der Blut- und Sauerstoffversorgung und damit auch 

der folgenden Organschädigung relevant. 

Auch in Bezug auf die Physiologie, wie der Herzfrequenz, dem hämodynamischen System, 

und der Thermogenese, gibt es weniger Unterschiede zwischen Schweinen und Menschen 

als zwischen Kleintieren und Menschen. (Hildebrand et al. 2013; Hildebrand et al. 2014; 

Kessler et al. 2011; Tsukamoto u. Pape 2009) Während Mäuse eine ‚non-shivering 

Thermogenesis‘ (Thermogenese ohne Muskelarbeit) betreiben und aufgrund des großen 

Oberflächenmassenverhältnis sehr empfindlich gegenüber Hypothermie sind, (Hildebrand 

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

Menschen.  

Neben der Auswahl der geeigneten Spezie hat auch das Therapieregime Auswirkungen auf 

die Ergebnisse der Studie. Beispielsweise zeigte Flüssigkeitsgabe während und nach 

Schock, eine Standardintervention auf der Intensivstation (ICU), einen deutlich positiven 

Einfluss auf Mortalität und Outcome im Tiermodell, ebenso wie weitere unterstützende 

Therapien wie Antibiotika oder Beatmung. (Hollenberg et al. 2001; Hollenberg 2005; 

Miyaji et al. 2003; Piper et al. 1996) Oft wurden Kleintierstudien aufgrund von spezieller 

Ausstattung mit höheren Kosten jedoch ohne ICU- Behandlung durchgeführt und 

erschwerten dadurch die Übertragbarkeit auf die klinische Situation. (Angus u. van der Poll 

2013; Miyaji et al. 2003) Bei Schweinen ist eine ICU-Überwachung durch die Übernahme 

der Instrumente und der Ausstattung einer klinischen Intensivstation aufgrund der 

vergleichbaren Größe möglich. 
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1.4 Ziele des Versuchs 

Im Rahmen dieser Studie sollten folgende Fragestellungen untersucht werden bezüglich 

der Auswirkungen induzierter Hypothermie, 34°C, nach HS verglichen mit Normothermie 

auf verschiedene pathophysiologische Mechanismen.   

 

1) Kann eine therapeutische Hypothermie die Organfunktion verbessern, eine 

Laktatazidose durch Induktion eines Hypometabolismus verringern und 

Organschäden reduzieren? 

 

2) Welchen Einfluss hat Hypothermie auf die vaskuläre Barrieredysfunktion, 

und damit auf die Flüssigkeitsbilanz und hämodynamische Parameter? 

 

3) Wie wirkt sich Hypothermie auf Entzündungsmarker aus und wie auf 

oxidativen und nitrosativen Stress? 

 

4) Kann sich Hypothermie durch eine Reduktion verschiedener 

Pathophysiologien positiv auf die Mortalität nach HS auswirken? 
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Verwendete Materialien und Geräte   

2.1.1 Laborgeräte und -materialien 

o Blutzellenzählgerät Z2 Coulter, Beckman Coulter, Krefeld, 

Deutschland 

o Eismaschine Scottsman Ice Systems Flockeneisbereiter 

AF80, Scottsman Ice Systems, Mailand, 

Italien 

o Eppendorf Pipetten (0,5-10 µl, 10-

100 µl, 100-1000 µl)   

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

 

o Eppendorf Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

o Eppendorf Tubes (1,5 ml; 2 ml)   Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

o Gefrierschrank -80°C Herafreeze, M.u.T. GmbH Berlin, Berlin, 

Deutschland 

o Mikroplattenlesegerät SLT 340 ATTC, SLT Labinstruments, 

Crailsheim, Deutschland 

o Photometer Spectronic Genesys 2 Milton Roy, Ivyland, 

PA, USA 

o Rotem ROTEM® device, Pentapharm, München, 

Deutschland 

o Vortex Genie     Scientific Industries, Bohemia, New York, 

USA 

o Gaschromatographen  5890 Gaschromatographen, Hewlett 

Packard, München, Deutschland 

o Massenspektrometer  5970 Massenspektrometer, Hewlett 

Packard, München, Deutschland 

o Nitratanalysegerät    Sievers 280 NOA, FMI GmbH, Seeheim/     

Ober-Beerbach, Deutschland 

 

2.1.2 Narkose, OP und Intensivüberwachung 

o Azaperon Stresnil®, Janssen, Neuss, Deutschland  

o Buprenorphin Temgesic®, Reckitt Benckiser, Groß 

Britannien 

o Heparin   Heparin-Natrium, B. Braun, Melsungen, 

Deutschland  

o Hydroethylstärke 6%   VitafusalR 6%, Serumwerk, Bernburg, 

Deutschland 

o Kalium-Chloridlösung KCL-Lösung Fresenius®, Fresenius Kabi, 

Bad Homburg, Deutschland   

o Ketamin Ketavet®, Pharmacia GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland  

o Midazolam   Ratiopharm, Ulm, Deutschland 

o Natrium-Chloridlösung 0.9%   B.Braun, Melsungen, Deutschland 
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o Noradrenalin  Arterenol®, Sanovi-Aventis GmbH, 

Frankfurt, Deutschland   

o Pancuronium  Pancuronium Duplex-Actavis, Actavis, 

Langefeld, Deutschland   

o Pentobarbital-Natrium   Narcoren, Merial, Hallbergmoos, 

Deutschland 

o Propofol  Propofol-Lipuro 2%, B. Braun, Melsungen, 

Deutschland 

o Ringerlösung Ringerlösung Fresenius, Fresenius Kabi, 

Bad Homburg, Deutschland  

o Sauerstoff  MTI Industriegase, Ulm, Deutschland 

 

o Beatmungsgerät Siemens Servo Ventilator 900, 

Deutschland 

o Patientenüberwachungseinheit  66S™-Monitor, Hewlett Packard, Palo 

Alto, CA, USA 

o PICCO®- System   Pulsio Medical Systems SE, München, 

Deutschland 

o COLD-System   Pulsion COLD Z-021®, Pulsion Medical 

Systems, München, Deutschland  

o Blutgasmessgerät  ABL System 625, Radiometer, 

Kopenhagen, Dänemark    

o Ultraschall-Flussmessgerät Animal Research Flowmeter T 206 Artisan 

Scientifi, IL, USA    

o Kühlsystem Julabo FC600S, Julabo Labortechnik 

GmbH, Seelbach, Deutschland 

o Infusiomat  Infusiomat secura B, B. Braun, Melsungen, 

Deutschland 

o Perfusor  Perfusor Secura P, B. Braun, Melsungen, 

Deutschland  

o Pulsoxymeter   Datex Capnomac® Ultima ULT-S3301 

Datex Instrumentation Corp., Helsinki, 

Finnland   

o Absaugpumpe  Wisa Absaugpumpe W.Sauer, GmbH& 

CoKG, Wuppertal, Deutschland 

 

o Arrow, Katheterschleuse  9Fr  SI 11142, Arrow GmbH, Erdingen, 

Deutschland 

o Arrow, renal-venöser Katheter 4Fr CS-16402, Teleflex Medical GmbH,  

Kernen, Deutschland 

o Wärmeaustauschkatheter  Icy®, ZOLL Medical Deutschland GmbH, 

Köln, Deutschland 

o PICCO-Katheter 5µV/V/mmHg, PV2015L20, Pulsion 

Medical Systems, München, Deutschland 

o Cystofix-Katheter Freka®, Cyst Standard 8 cm - CH 10 

Fresenius Kabi, Bad Homburg, 

Deutschland 

o Magensonde CH16, 125cm, Duodenalsonde nach Levin, 

Braun AG, Melsungen, Deutschland 

o Tubus 8,5 Magill, Mallinckrodt Medical, Athlon,  

Irland 
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o Ultraschall-Messsonden  Größe 4&3  Transonic Systems Inc., New York, USA 

o Transfusionsbeutel 500ml, Maco Pharma International GmbH,  

Langen, Deutschland 

o Venenverweilkanüle Vasofix Braunüle, Braun AG, Melsungen, 

Deutschland 

o Blutkulturflasche BACTEC PLUS + 

Aerobic/F  

BD, Franklin Lakes, NewYork, USA 

o Blutkulturflasche BACTEC PLUS + 

Anaerobic/F  

BD, Franklin Lakes, NewYork, USA 

o Serum Monovetten LH 2,7 ml, 4,5ml Sarstedt, Nürmbrecht, Deutschland 

o Monovette Citrat 2,7ml, 3,5ml Sarstedt, Nürmbrecht, Deutschland 

o Monovette EDTA Sarstedt, Nürmbrecht, Deutschland 

o Monovette Thromboexact Sarstedt, Nürmbrecht, Deutschland 

o Adapter für Monovette   Sarstedt, Nürmbrecht, Deutschland 

o Reagenzien Rotem Tem International GmbH, München, 

Deutschland 

o Perfusor-Spritzen 50 ml   Braun AG, Melsungen, Deutschland 

o Biuret-Reaktion  SYS1 BM/Hitachi 704/911 Analysekit, 

Roche Diagnostics 

 

2.1.3 Organentnahme, ICH und Pathologie 

o Flüssigstickstoff  MTI Industriegase, Ulm, Deutschland 

o Tissue-Tek (O.C.T.Compound)  Sakura Finetek, Niederlande 

o Gewebeeinbetter MTM, Slee, Mainz, Deutschland 

o Ausgießstation MPS/P, Slee, Mainz, Deutschland 

o Mikrotom CUT 5062 Rotationsmikrotom, Slee, 

Mainz, Deutschland 

o Histosette 2 (mit Deckel)   Simport, Beloeil, Canada 

o Menzel-Gläser Superfrost ® Plus   Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, 

Deutschland 

o Deckgläser  Pfm Medical AG, Köln, Deutschland 

o Formaldehyde  Otto Fischar GmbH + Co., (3,5-3,7%) 

Saarbrücken, Deutschland   

o Xylol  VWR Prolabo, Darmstadt, Deutschland 

o ETOH (99,9%) (Ethanol)  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

o Destilliertes Wasser  Apotheke Universitätsklinikum Ulm, 

Deutschland  

o Haematoxylin (Meyers acid 

hemalaun)  

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland   

o Neo-Mount®  Merk, Darmstadt, Deutschland  

o Zitratpuffer   Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland   

o PBS (phosphate buffered saline)  

 

50 mM Natriumphosphat; pH 7,4; 200 mM 

NaCl Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA 

o TBS (Tris Buffered Saline)  pH 8 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA 

o Tween ® 20   Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

o Pap Pen-Liquid blocker   Science Services GmbH, München, 

Deutschland  

o Normales Ziegenserum   Jackson ImmunoResearch, Baltimore 

Maryland, USA (005-000-121) 
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o Normales Eselserum 

 

Jackson ImmunoResearch, Baltimore 

Maryland, USA (017-000-121) 

o Dako REAL™ Detection System, 
Alkaline Phosphatase/RED, Rabbit/ 

Mouse 

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, 

Deutschland (Cat.#: K5005)   

 

o AP-Esel Anti-Ziege Jackson ImmunoResearch, Baltimore 

Maryland, USA (705-055-147)   

o Anti-Schweine Albumin  Abcam, England (AB79960)   

o Anti-Nitrotyrosin Millipore, Temecula, Kalifornien, USA 

(Cat. #AB5411 Lot # LV1810476)  

o Anti-Hämoxygenase-1 Abcam, England (AB52947) 

o Anti-iNOS Santa Cruz, California, USA (sc-651)  

o CTH/CSE monoklonaler Antikörper Abnova, Taiwan (Cat.#H00001491-M01 

Lot# E7101-S1) 

   

2.1.4 Western Blot und EMSA 

o Elektrophoresekammer   Sub-Cell GT Basic, Bio-Rad, Hercules,      

Kalifornien, USA 

o Elektrophorese WB   Mini -Protean Tetra cell, Bio-Rad 

Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

o Acrylamide (Bis Solution (29:1), 

30%) 

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland (Bestell#: 10687) 

o APS (Ammoniumpersulfat)  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

(Bestell#: A 7460100G) 

o ß-Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

(Bestell#: M3148) 

o Bromophenol blue   Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

(Bestell#: B8026) 

o Entwickler-Lösung Kit SuperSignal®  West Femto Maximum 

Sensitivity Substrate Thermo Scientific, 

Rockford, USA (Bestell#: 34095) 

o Glycerol Roth, Karlsruhe, Deutschland (Bestell#: 

7430.1) 

o Glycin  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

(Bestell#: 33226) 

o HypercassetteTM  GE Healthcare früher Amersham 

Biosciences, München, Deutschland 

o Methanol  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

(Bestell#:32213) 

o Milchpulver  Roth, Karlsruhe, Deutschland (Bestell#: 

T145.2) 

o Mikroliter Spritze Hamillton Company, Bonaduz, Schweiz 

o NaCl (Natrium Chlorid)  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

(Bestell#:31434) 

o Poncau S Solution (0,1% in 5% 

acetic acid)  

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

(Bestell#: P-7170) 
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o Precision PlusTM Protein Standards 

– Kaleidoscope  

TM Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München, Deutschland 

o Pure Nitrocellulose membrane 

(0,2µm), (0,45µm) 

BioRad, Hercules, Kalifornien, USA 

(Bestell#: 162-0112, 162-0115) 

o SDS (Natriumdodecylsulfat)  Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland (Bestell#: 20765) 

o TEMED (Tetramethylethylendiamin) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

(Bestell#: T-8133) 

o Trans-Blot SD  Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad 

Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

o TRIS 

(Tris(hydroxymethyl)aminomethan) 

USB Corporation, Cleveland, USA 

(Bestell#: 75825) 

o Tween ® 20 (Polyoxyethylen 

sorbitan) 

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

(Bestell#: P137-9) 

o Whatman 3M filter sheets  GE Healthcare, München, Deutschland 

o IКB-α-1°AK sc371  Santa Cruz Biotech., Europa 

o Bcl-xL Kaninchen mAB  Cell Signaling, Massachusetts, USA 

(Bestell#: 2764) 

o Ziege anti-Kaninchen IgG- HRP  Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

USA (Bestell#: sc-2004) 

o Gesamtprotein in Plasma   SYS1 BM/Hitachi 704/911, Roche      

Diagnostics, Mannheim, Deutschland 
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2.2 Versuchsübersicht 

Der Versuchsablauf, wie er im Institut für Anästhesiologische Pathophysiologie und 

Verfahrensentwicklung (APV), durchgeführt wurde, entspricht den Richtlinien des 

„Bundesinstituts für Gesundheit“ und wurde sowohl von dem Tierschutzbeauftragtem der 

Universität Ulm, als auch von dem Regierungspräsidium Tübingen, Baden-Württemberg, 

genehmigt. (TV-Reg-Nr. 1087, genehmigt am 08.05.2012) 

Für die Durchführung der Versuche wurden 18 Schweine, 13 männliche und 5 weibliche, 

mit einem Körpergewicht (Median (Quartile)) von 69 (61,5;75,3) kg der Züchtung aus den 

Rassen Bretoncelles, Meishian und vonWillebrand (BMW) verwendet. Bei der Rasse 

BMW führt eine reduzierte Aktivität des von Willebrand-Faktors (vWF) zu einer 

Gerinnung, die mit der des Menschen vergleichbar ist, während Schweine generell ein 

hyperkoagulatorisches Gerinnungssystem verglichen mit Menschen haben. (Knöller et al. 

2016) 

Bei allen Schweinen wurde die gleiche operative Instrumentierung und anschließend für 

drei Stunden ein HS durchgeführt. Danach wurden sie in zwei Gruppen randomisiert, 

Normothermie (38°C, n=9) als Kontrollgruppe und Hypothermie (34°C, n=9) als 

Interventionsgruppe. Die Tiere der Hypothermiegruppe wurden nach dem HS für 12 

Stunden auf 34°C heruntergekühlt und anschließend auf 38°C wiedererwärmt. Bis auf die 

Temperaturdifferenz gab es keinen Unterschied in der Behandlung und Überwachung der 

Tiere. 

Die gesamte Versuchsdauer betrug 36 Stunden, unterteilt in fünf Stunden Vorbereitungs- 

und Präparationsphase, vier Stunden Ruhephase, drei Stunden Schockphase, sowie 

anschließend 23 Stunden Intensivüberwachungsphase. 

Während des Versuchs gab es vier Messzeitpunkte (MZP), je einen vor und am Ende des 

Schocks, nach 12 und nach 23 Stunden der Intensivüberwachungsphase. (Abbildung 1) 
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Abbildung 1: Zeitlicher Ablauf des Versuchs an Schweinen; Hämorrhagischer Schock mit 

anschließender Randomisierung in Kontrollgruppe (38°C) und Hypothermiegruppe (34°C); 

schwarze Pfeile stehen für Messzeitpunkte, Mittlerer Arterieller Druck (MAP), (Ulm, 2014/2015) 

 

2.3 Versuchsablauf 

2.3.1 Vorbereitungsphase und Standardeinstellungen 

Die Schweine lebten zur Akklimatisierung vor dem Versuch mindestens eine Woche im 

Tierforschungszentrum der Universität Ulm. Direkt vor dem Versuch wurde den Tieren für 

12 Stunden die feste Nahrung entzogen und durch eine Zuckerlösung ersetzt. Wasser stand 

ad libitum zur Verfügung. 

Als Vorbereitung für den Transport erhielten die Tiere eine Prämedikation mit 1,2 

mg/kgKG Azaperon und 1 mg/kgKG Midazolam, sodass sie schlafend in einer speziellen 

Transport-Box in den Tier-OP des Instituts APV, Helmholtzstraße 8/1, 89081 Ulm 

transportiert wurden. Dort wurden sie präoxygeniert und bekamen einen intravenösen 

Zugang über eine Ohrvene gelegt. Nach Einleitung der Narkose mit 1-2 mg/kgKG 

Propofol und 0,5- 1,0 mg/kgKG S-Ketamin wurden die Tiere orotracheal intubiert. 

Daraufhin wurde die Muskelrelaxation, Anästhesie und Analgesie gestartet und über den 

gesamten folgenden Versuchszeitraum mit 0,1 mg/kgKG*h Pancuronium, 8 mg/kgKG*h 

Pentobarbital und intermittierend 20-30 μg/kgKG Buprenorphin (alle acht Stunden nach 

Induktion der Anästhesie, sowie vor schmerzhaften Stimuli) aufrechterhalten.  

Die Tiere wurden auf dem Rücken liegend auf dem OP-Tisch gelagert. Die Temperatur 

wurde über ein rektales Thermometer und arteriell gemessen, außerdem wurden die Tiere 

die gesamte Versuchsdauer elektrokardiographisch überwacht. Zur Entlastung des Magens 

wurde eine Magensonde gelegt. Die Sauerstoffsättigung wurde an der Schnauze mit 
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transkutaner Pulsoxymetrie gemessen. Eine kontrollierte Beatmung wurde nach folgenden 

Standardeinstellungen durchgeführt: Die Tiere wurden mit einem Atemzugsvolumen von 8 

ml/kgKG 10-12 mal pro Minute beatmet, die Atemfrequenz war so angepasst, dass der 

arterielle Kohlendioxidpartialdruck (pCO2) zwischen 35 und 40 mmHg lag. Der 

Sauerstoffanteil der Inspirationsluft (FiO2) lag bei 0,30% und das Verhältnis 

Inspiration/Exspiration (I/E) bei 1:1,5. Der positiver Endexpiratorische Druck (PEEP) war 

auf 10 cmH2O eingestellt und der maximale Spitzendruck in den Atemwegen bei < 40 

cmH20. Während der Schockphase wurde die Beatmung verändert: Der PEEP war auf 0 

cm H2O, die FiO2 auf 0,21% und das Verhältnis von (I/E) auf 1:2 eingestellt, um den 

Einfluss der Beatmung zu minimieren. 

Die Schweine bekamen balancierte Elektrolytlösung (20 ml/kgKG*h) während der 

gesamten Versuchsdauer zum Flüssigkeitsausgleich, reduziert auf 10ml/h während der 

Schockphase, und Hydroxyethylstärke (HES) intraoperativ zur Stabilisierung des 

Blutdrucks. Nach der Schockphase wurde je nach MAP Noradrenalin zur Stabilisierung 

des Blutdrucks gegeben, solange die Herzfrequenz 160 Schläge/min nicht überstieg, um 

durch Tachykardie induzierte Myokardischämien zu vermeiden.  

2.3.2 Chirurgische Präparation 

Die Tiere wurden vor der Präparation rasiert, gewaschen, desinfiziert und steril abgedeckt. 

Die Anlage der venösen und arteriellen Katheter erfolgte unter sterilen Bedingungen über 

eine modifizierte Seldinger Technik. Hierzu wurde das Gefäß nach chirurgischer 

Freilegung mit einer Kanüle angestochen, durch die Kanüle ein Draht in das Lumen 

vorgeschoben, die Kanüle entfernt und der Katheter über den Draht an der korrekten Stelle 

platziert, anschließend der Draht entfernt. Folgende Gefäße wurden präpariert: In die 

rechte V. Submandibularis wurde ein 10F-Ballon-Wärmeaustausch-Katheter (Icy®, ZOLL 

Medical Deutschland GmbH, Köln, Deutschland) zur Regulation der 

Körperkerntemperatur gelegt, so dass diese mit Hilfe eines extrakorporalen 

Wärmeaustauschers auf den Zielwert reguliert werden konnte. In die linke V. 

Submandibularis wurde ein 9F-Katheterschleuse zur Medikamentengabe und zum 

Einschwemmen eines Pulmonalarterienkatheters gelegt. Der Pulmonalarterienkatheter 

diente zur Messung des zentralvenösen Drucks (ZVD), des pulmonalarteriellen Drucks 

(PAP) und des Drucks im linken Vorhof (Wedge-Druck), ebenso zur Blutentnahme. Vor 

Anlage des Pulmonalarterienkatheters wurde präventiv Amiodaron als Antiarrhytmikum 



 

17 

 

gegeben, da es während der Platzierung des Katheters durch Reizung des Vorhofs zu 

Rhytmusstörungen kommen konnte.  

Gleichzeitig wurden beide Aa. Femorales und eine V. Femoralis präpariert. In die Arterien 

wurde eine metallverstärkte 10F-Katheterschleuse platziert, zur Druckmessung und 

Blutentnahme, und eine 8F-Katheterschleuse, ebenfalls für die Druckmessung und für die 

Anlage des PiCCO-Katheters, der zu der Bestimmung des HMV diente. In die V. 

Femoralis wurde eine 7F-Katheterschleuse platziert, über die später unter manueller 

Kontrolle ein Katheter in die rechte V. Renalis zur Entnahme von Blutproben gelegt 

wurde. Die Blase wurde freigelegt und ein Cystofix-Katheter zur Urinableitung und -

messung angelegt. Nach einer queren Laparotomie wurde nach Darstellung der rechten 

Niere und der Nierengefäße die A. Renalis angeschlungen und ein Ultraschall-Messkopf 

befestigt, der eine kontinuierliche Messung der Nierenperfusion ermöglichte und der oben 

beschriebene Katheter in der V. Renalis platziert. Die Bauchdecke wurde nach Abschluss 

der Operation dreischichtig verschlossen. 

2.3.3 Ruhe- und Schockphase 

Nach der Operationsphase hatten die Tiere eine fünfstündige Ruhe- und Erholungsphase. 

Anschließend wurde der HS für drei Stunden induziert, der Schock war sowohl volumen- 

als auch druckkontrolliert. Dazu wurden 30% des kalkulierten Blutvolumens entnommen, 

das Blut wurde in Standard Citrat-Phosphat-Dextrose-Blutbeuteln bei 8-10°C aufbewahrt. 

Der angestrebte mittlere Blutdruckwert war 40 mmHg. Um den Blutdruck konstant zu 

halten, wurde alle 15 min bei Bedarf 50 ml Blut retransfundiert oder entnommen.  

2.3.4 Retransfusion und Intensivüberwachungsphase 

Nach dem dreistündigen Schock wurde das entnommene Blut innerhalb einer Stunde 

retransfundiert. Abhängig von MAP wurde Noradrenalin titriert, angestrebt waren die vor 

dem Schock gemessenen Bludruckwerte des jeweiligen Tieres. 

Bei der Normothermiegruppe wurde eine Körperkerntemperatur von 38°C gehalten. Die 

Tiere in der Interventionsgruppe wurden direkt nach Ende des Schocks durch den 

„Coolgard“-Katheter auf 34°C Körperkerntemperatur gekühlt. Die Ballons des 

„Coolgard“-Katheters wurden mit 4-12°C kalter Flüssigkeit durchspült und kühlten damit 

zentral das umgebende Blut. Unterstützend erfolgte eine extrakorporale Kühlung mit Eis-

Paketen, sodass die Körperkerntemperatur um etwa 1-3°C/h gesenkt wurde. Nach 12 

Stunden Hypothermie wurden die Tiere auf 38°C wiedererwärmt, durch warme Salzlösung 
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(ca. 42°C) im Ballon des „Coolgard“-Katheters und einen Warmtouch (Wärmesystem 

bestehend aus Warmluftgerät und isolierenden Decken).  

Anschließend schloss sich eine weitere 11-stündige Intensivüberwachungsphase an. Nach 

36 h wurde die Narkose der Tiere mit Pentobarbital vertieft und mit Kaliumchlorid-Lösung 

ein Herzstillstand induziert. Unmittelbar nach dem Tod wurden die linke Niere, Herz und 

Teile der Leber des Tieres entnommen und für die weiteren Untersuchungen aufbereitet. 

2.3.5 Abbruchkriterien 

Der Versuch wurde nach folgenden Kriterien abgebrochen:  

Ein Absinken des Blutdrucks während der Intensivüberwachungsphase auf  <60 mmHg, 

ohne dass eine weitere Erhöhung der Noradrenalininfusionsrate bei einer Herzfrequenz von 

über 160 Schläge/min möglich war.  

Respiratorisches Versagen, das sich darin äußerte, dass trotz einer Beatmung mit maximal 

FiO2 von 1,0%, PEEP von 15 cmH2O und einem Beatmungsdruck von 40 cmH2O der 

pCO2 nicht unter 60 mmHg gehalten werden konnte. 

In beiden Fällen wurde die Narkose ebenfalls mit Pentobarbital vertieft, mit Kaliumchlorid 

ein Herzstillstand induziert und die Organe entnommen. 

2.3.6 Messzeitpunkte 

Die vier Messzeitpunkte lagen wie folgt: Erster Messzeitpunkt (MZP1) unmittelbar vor 

Induktion des HS, zweiter Messzeitpunkt (MZP2) am Ende des HS vor Retransfusion des 

Blutes, dritter Messzeitpunkt (MZP3) nach 12 Stunden Intensivüberwachunsphase/am 

Ende der Hypothermiephase und vierter Messzeitpunkt (MZP4) unmittelbar vor dem Ende 

des Versuchs, normalerweise nach 23 Stunden Intensivüberwachunsphase oder zu einem 

früheren Zeitpunkt bei Zutreffen der Abbruchkriterien. 

Zu den Messzeitpunkten wurden hämodynamische Parameter (HMV, PAP, CVP, 

Herzfrequenz (HF), renale Perfusion, Wedge-Druck) erhoben und Blutgasanalysen aus 

arteriellen, renalvenösen und pulmonalarteriellen Blutproben (Sauerstoffpartialdruck 

(pO2), pCO2, pH, base excess, Laktat, Glukose, Sauerstoffsättigung, Hb, Elektrolyte: K
+
, 

Na
+
, Ca

2+
, Cl

-
) durchgeführt. Es wurden pro MZP zwei Blutkulturen, je eine aerob und 

anaerob, abgenommen und in der Mikrobiologie des Tierforschungszentrums Ulm 

ausgewertet. Des Weiteren wurden arteriell und renalvenös Blutproben entnommen und 

wie folgt verarbeitet:  

Je zwei 9ml Lithium-Heparin-Monovetten, deren Plasma nach Zentrifugation in 

Eppendorfgefäße pipettiert wurde und woraus später die Untersuchung auf Laktat, 
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Neutrophilen-Gelatinase-assoziiertes Lipocalin (NGAL), Troponin, Bilirubin, Kreatinin, 

Tumornekrosefaktor-α (TNFα), Interleukin 1β (IL-1β), IL-6, Interleukin 10 (IL-10), 

Gesamtprotein und Nitrit/Nitrat erfolgte. 

Je eine 2,7ml Lithium-Heparin-Monovette, deren Vollblut in Eppendorfgefäße pipettiert 

wurde, welche zur Untersuchung des Vollbluts diente. 

Zusätzlich wurden nur arteriell folgende Blutabnahmen durchgeführt: 

Drei 2,7ml Citrat-Monovetten, von denen eine für die Untersuchung der Gerinnung im 

Rotem Thrombelastometrie genutzt wurden, die anderen wurden nach Zentrifugation 

(einmal bei 4°C, einmal bei Raumtemperatur) in Eppendorfgefäße pipettiert zur 

Untersuchung des Thrombin-Antithrombin-Komplexes und des vWF. 

Eine 2,7ml EDTA-Monovette zum Erheben des Blutbilds. 

Eine 2,7ml ThromboExact-Monovette für das Untersuchen der Thrombozyten. 

Eine mit Aspirin versetzte 2,7ml Heparin-Monovette nach Zentrifugation für die 

Untersuchung von 8-Isoprostanen als Zeichen für oxidativen Stress. 

Sowohl zu den Messzeitpunkten als auch zu festgelegten weiteren Zeiten wurde 

renalvenöses und arterielles Blut in 2,7ml Lithium-Heparin-Monovetten abgenommen und 

zentrifugiert, und ebenso Ausatemgas abgenommen, um den Glukosemetabolismus zu 

untersuchen. Dies wurde durch kontinuierliche Infusion von 
13

C-markierter Glukose 

ermöglicht, sodass der Anteil an 
13

C-markierter Glukose und 
13

C-markiertem CO2 

gemessen werden konnte. 

Die Zentrifugation wurde bei 3000G für 10 Minuten durchgeführt und die Proben bis zu 

den Messungen bei -80°C tiefgekühlt. 

 

2.4 Bestimmung Proteingehalt 

Die Daten der untersuchten Proteine im Plasma wurden im Verhältnis zu dem gesamten 

Proteingehalt im Serum angegeben, da sie von der Hämodilution durch Flüssigkeitsgabe 

abhängig sind und die Hämodilution über den Proteingehalt nachverfolgt werden kann. 

Der Proteingehalt wurde mithilfe der Biuret-Reaktion quantitativ bestimmt. Die Biuret-

Reaktion führt zu einer Farbveränderung im Plasma, die photometrisch bestimmt werden 

kann. In der Biuret-Reagenz sind Kalium- und Natriumtartrat, Kupfersulfat, Kaliumjodid 

und Natronlauge enthalten. Die Kupferionen des Kupfersulfats bilden zusammen mit den 

Hydroxidionen aus der Natronlauge ein schwerlösliches Kupferhydroxid, das als hellblaue 

Ausfällung zu sehen ist. Legt sich das Kupferhydroxid im alkalischen Milieu an 
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Peptidbindungen der Proteine, entsteht ein rotvioletter Komplex, dessen Extinktion 

photometrisch bei einer Wellenlänge von 546 nm gemessen werden kann, wobei die 

Intensität proportional zu der Anzahl der Peptidbindungen ist. 

Für die Bestimmung des Gesamtproteingehalts wurde das Analysekit der Firma Roche 

Diagnostics verwendet. Dabei wurde von jeder Plasmaprobe 100 μl zu 5 ml der 

Biuretreagenz zugefügt, durch Schütteln vermischt und für 30 min bei 37°C inkubiert. Die 

photometrische Messung bei 546 nm wurde gegen eine im Analysekit enthaltene 

Leerwertprobe ausgewertet, das 190-fache der ermittelten Extinktion ergab die 

Proteinkonzentration in g/l. 

 

2.5 BGA 

Die Blutgasanalyse wurde aus arteriellen, renalvenösen und pulmonalarteriellen 

Blutproben mit einem Radiometer-Vollautomaten bestimmt. Dabei erfolgten regelmäßige 

Bestimmungen zusätzlich zu den vier MZPs, um eine metabolische oder respiratorische 

Störung frühzeitig zu erkennen und gegebenenfalls die Beatmungsparameter anpassen zu 

können. Die Messung lieferte direkte Ergebnisse bezüglich des pO2, gemessen über eine 

Sauerstoffsonde, und pH und pCO2, potentiometrisch mit Elektroden gemessen. Aus pH 

und pCO2 konnte der base excess errechnet werden. Die Menge an Laktat und Glukose 

wurde an ionenselektiven Elektroden über die enzymatische Bildung von H2O2 durch 

Laktatoxidase oder Glukoseoxidase gemessen. Der Hämoglobingehalt wurde mit der 

Absorptionsphotometrie bestimmt. 

 

2.6 ELISA  

2.6.1 Allgemeiner Ablauf - Sandwich-ELISA 

In diesen Versuchen wurden speziesspezifische Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

(ELISA) -Kits verwendet, zu denen für die Untersuchung arterielle Plasmaproben der 

jeweiligen MZPs zugefügt wurden. Das Prinzip des Sandwich-ELISAs beruht darauf, dass 

das Zielprotein an einen Antikörper gegen das Zielprotein, der vom Hersteller an der 

Mikrotiterplatte verankert wurde, bindet, während die restlichen Plasmabestandteile 

abgespült werden. Anschließend wird die Mikrotiterplatte mit dem spezifischen 

sekundären Antikörper gegen das Zielprotein inkubiert und danach die ungebundenen 

Antikörper abgespült. Der sekundäre Antikörper ist mit Meerrettichperoxidase gekoppelt, 
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sodass die Inkubation mit der Substratlösung, bestehend aus Wasserstoffperoxid und dem 

Chromogen Tetramethylbenzidin, zu einer Blaufärbung führt. Durch die Stopplösung, 

Salzsäure, kommt es zu einem Gelbumschlag, sodass die Proben photometrisch bei 450 nm 

mit Korrektion bei 540 nm ausgewertet und anschließend auf die Gesamtproteinmenge 

bezogen werden können. Die Farbintensität steigt proportional mit zunehmender 

Konzentration des Zielproteins. 

2.6.2 Entzündungsparameter 

Die Untersuchung der proinflammatorischen (TNF-α, IL-1, IL-6) und 

antiinflammatorischen (IL-10) Entzündungsparameter erfolgte mittels kommerziell 

erhältlichen, speziesspezifischen ELISA-Kits. 

2.6.3 Gerinnungsparameter 

Für die Untersuchung der Gerinnung wurden die Konzentration an vWF und Thrombin-

Antithrombin-Komplexen mittels ELISA-Kits bestimmt. Neben der Funktion von vWF in 

der Koagulation, kann eine erhöhte Menge an zirkulierendem vWF auf die Aktivierung 

oder Schädigung von Endothelzellen hindeuten. (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)  

Zusätzlich wurden die Anzahl der Thrombozyten und über Rotem Thrombelastometrie, 

wie unten beschrieben, weitere Parameter, wie maximale Gerinnselfestigkeit und 

maximale Lyse, bestimmt.   

2.6.4 8-Isoprostan-Bestimmung 

8-Isoprostan, welches durch die Oxidation von Arachidonsäuren durch Peroxinitrit entsteht 

und als Marker für Lipidperoxidation und oxidativen und nitrosativen Stress dient, (Gröger 

et al. 2013; Hensley et al. 2000; Knöller et al. 2016; Pacher et al. 2007; Szabo 1996; Szabo 

2003) wurde an allen vier MZPs in arteriellen Blutproben untersucht. Dazu wurde das „8-

Isoprostane EIA Kit“ von Cayman Chemical verwendet. Diese Messung gehört zu den 

enzymatischen Immunadsorptionsverfahren (EIA) und beruht auf der Kompetition von 8-

Isoprostan aus der Plasmaprobe mit dem enzymgekoppelten 8-Isoprostan-

Acetylcholinesterase Konjugat (Tracer) aus dem EIA Kit um die begrenzt vorhandenen 

Bindungsstellen von 8-Isoprostan-spezifischen Kaninchen-Antiserum. Als Komplex aus 8-

Isoprostan/Tracer und Kaninchenantiserum kann dieser von Maus-Anti-Kaninchen-

Antikörpern gebunden werden, die vom Hersteller an den Mikroplatten verankert sind, 

während die ungebundenen Bestandteile abgespült werden. Die Ellmans Reagenz enthält 
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das Substrat, bei Zufügen entsteht ein gelb gefärbtes Produkt, das stark bei 412 nm 

absorbiert. Die Absorption kann mit einem Spektralphotometer bestimmt werden. Die 

Menge des gebundenen Tracers und daraus folgend die Farbreaktion ist umgekehrt 

proportional zu der Menge an 8-Isoprostan in der Probe, da die Konzentration des Tracers 

konstant ist, während die 8-Isoprostankonzentration je nach Probe variiert und damit die 

Menge des gebundenen Tracers beeinflusst.  

Die Mikroplatten mit den Reaktionsgefäßen 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.  

2.6.5 NGAL-Bestimmung 

NGAL als frühes Zeichen einer akuten Nierenschädigung und potentieller Vorhersagewert 

für die Entstehung und die Schwere von akutem Nierenversagen (AKI ) (Cruz 2010) wurde 

zu allen vier MZPs in arteriellen Blutproben mithilfe eines speziesspezifischen ELISA Kits 

von BioPorto untersucht. Dabei wurde ein kompetitiver Enzymimmunoassay, wie unter der 

Isoprostan-Bestimmung beschrieben, genutzt. Die Auswertung erfolgte photometrisch und 

die Daten wurden auf die Gesamtproteinmenge bezogen.  

 

2.7 Kreatinin /Kreatinin -Clearance 

Kreatinin entsteht aus Kreatin kontinuierlich beim Muskelabbau und wird vollständig über 

die Niere ausgeschieden. Aufgrund des Sekretionsmechanismus, glomeruläre Filtration 

und nur geringe tubuläre Sekretion, eignet sich Kreatinin als endogene Substanz, über 

deren Clearance die glomeruläre Filtrationsrate (GFR) abgeschätzt werden kann. Die 

Kreatinin Clearance wird mit folgender Formel berechnet:  

 

Kreatinin Clearance (ml/min) = Kreatinin Plasma (µmol/l) / (Kreatinin Urin (µmol/l) x 

Urinminutenvolumen (ml/min))  

 

Das Urinvolumen wurde für zwei Intervalle (Ende des Schock/MZP2 bis nach 12 h 

Intensivüberwachungsphase/MZP3 und 12 h Intensivüberwachunsphase/MZP3 bis Ende 

des Versuchs/MZP4) durch Auffangen und Messen des Urins innerhalb dieser Intervalle 

bestimmt. 

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

Dabei bildete Pikrinsäure mit Kreatinin nicht enzymatisch einen gelborangen 
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Kreatininpikrat-Komplex,  dessen Menge photometrisch ausgewertet wurde. Die 

Bestimmung erfolgte mit einem kommerziell erhältlichen Kit.  

 

2.8 Glukose Metabolismus  

Der Glukosemetabolismus (endogene Glukoseproduktion und Glukoseoxidation) wurde 

über die „stabile Isotopen-Methode“ untersucht. Dazu erfolgte eine kontinuierliche 

Infusion von nichtradioaktiver 1,2,3,4,5,6-
13

C-Glukose (Tracer), um einen „Steady-state“ 

des Tracers zu erreichen. Steady-state bedeutet, dass sich ein Gleichgewicht zwischen der 

„Rate of Appearance (Ra)“ und der „Rate of Disappearance (Rd)“ einstellt (es wird so viel 

Tracer infundiert wie abgebaut). Die Isotopenanreicherung des Tracers im Plasma wurde 

mittels Gaschromatographen, Hewlett Packard 5890, und Massenspektrometer, Hewlett 

Packard 5970, bestimmt, wie ursprünglich von Magni et al und Beylot et al beschrieben. 

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 werden. (Reinauer et al. 1990) 

 

Ὑὥ Ὅ
ὃὖὉὭ

ὃὖὉὴ
 

(Ra-Rate of appearance; I-Infusionsrate; APEi-Anreicherung Tracer im Infusat; APEp-

Anreicherung Tracer im Plasma) 

 

Die aerobe Glukose-Oxidation wurde über 
13

CO2-Anreicherung im Ausatemgas über 

nondispersive Infrarotspektroskopie bestimmt, wobei dieser Wert abhängig von der 

Plasmakonzentration des Isotops und der gesamten CO2-Produktion korrigiert wurde.  

 

2.9 Nitrat/Nitrit ïMessung 

Über Plasma Nitrit (NO2
-
) und Nitrat (NO3

-
)  kann die Menge an NO, das von NO-

Synthasen produziert wird, gemessen werden, da Nitrit und Nitrat die stabilen Endprodukte 

des NO-Abbaus sind. Für die Messung müssen Nitrit und Nitrat wieder zu NO reduziert 

werden, dass von einem NO-Analysegerät (NOA) bestimmt werden kann. 

Die tiefgefrorenen Plasmaproben wurden nach dem Auftauen für 5 Minuten bei 12000/min 

zentrifugiert. Zum Ausfällen der Proteine wurden 100 μl des Überstands mit 400 μl 
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Ethanol vermischt und anschließend wieder zentrifugiert, für 10 min bei 12000/min. Der 

Überstand konnte nun für die Messungen verwendet werden.  

Um die gemessenen Werte einordnen zu können, wurde vor der eigentlichen Messung eine 

Eichgerade erstellt und dazu Natriumnitrat-Lösungen mit den Konzentrationen 5 µM, 10 

µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM, 40 µM, 50 µM und 75 µM gemessen. 

Für die Reduktion des Nitrits und Nitrats wurde folgende Apparatur genutzt (Abbildung 2). 

 

 

Abbildung 2: Schematischer Aufbau  und Foto des Stickstoffmonoxid (NO)-Reaktionsapparats 

zur Bestimmung des endogen gebildeten NO: 1. Trägergasanschluss, 2. Haarnadelventil, 3. Ablass, 

4. Reaktionskammer, 5. Septum, 6. Rekondensationskammer, 7. Ausströmöffnung (Gröger 2008, 

Abb. 11, s DOI: 10.18725/OPARU-1394) 

 

Die Apparatur wurde vor dem Gebrauch mit Vanadiumchlorid-Lösung (0,05 M 

Vanadiumchlorid-Lösung in Salzsäure (HCl), 1M) gespült, um eventuelle 

Verunreinigungen mit Nitrit und Nitrat zu vermeiden, und die Reaktionskammer 

anschließend mit Vanadiumchlorid-Lösung gefüllt. Von den Proben, ebenso von den 

Eichlösungen, wurden dreimal je 5 μl durch das Septum in die Reaktionskammer, die von 

59°C heißen Wasser umspült wurde, gegeben. Dort fand die Reduktion von Nitrit und 

Nitrat statt. Das entstandene NO wurde über ein Trägergas dem Analysator zugeführt. Als 

Trägergas wurde N2 genutzt, dieses floss durch ein Haarnadelventil ein, durchfloss die 

Vanadiumchlorid-Lösung und gelangte so in die Rekondensationskammer, die von kaltem 

Wasser umspült wurde, dass keine Vanadiumchlorid-Lösung mitgeführt wurde. Bevor das 

NO in den Analysator geleitet wurde, durchfloss es zur Neutralisation eine mit 1M 

http://dx.doi.org/10.18725/OPARU-1394
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Natronlauge gefüllte Kammer. Die Analyseeinheit des NOA bestimmte für jede Probe und 

Eichlösung das darin enthaltene NO und errechnete über die Eichkurve die Nitrat-und 

Nitritkonzentration in den Proben. Die erhaltenen Konzentrationen wurde in μmol/g 

Protein angegeben, um verzerrende Effekte, wie beispielsweise durch Hämodilution, 

auszugleichen. 

     

2.10 Gerinnung 

Die Gerinnung wurde über verschieden Parameter untersucht. Aus Zitrat-Blutproben 

wurde eine Thrombelastometrie Messung mit einem Rotem-System durchgeführt und die 

Aktivität des vWF und die Konzentration des Thrombin-Antithrombin-Komplexes mit 

ELISA, wie oben beschrieben, gemessen. In Blut aus ThromboExact-Monovetten wurde 

die Thrombozytenzahl bestimmt. 

2.10.1 Rotem Thrombelastometrie 

Aus frischen Zitrat-Blutproben wurde in einem Rotem-System eine Rotations-

Thrombelastometrie-Messung durchgeführt. Hierzu wurde das Gerät für genauere Werte 

auf die aktuelle Körpertemperatur des Schweins angepasst, da die Temperatur unter 

anderem die Aktivität der Gerinnungsfaktoren beeinflusst. Mit dem Rotem-System kann, 

nach Zugabe spezifischer Koagulation-stimulierenden oder Thrombozyten-hemmenden 

Substanzen, Gerinnselbildung, Fibrinpolymerisation und Fibrinolyse unter 

Berücksichtigung einzelner Wege, extrinsisch oder intrinsisch, oder nach Veränderung 

einzelner Komponenten des Gerinnungssystems untersucht werden. 

In diesem Versuch wurde die Gerinnselbildungszeit (CT [s]), die maximale 

Gerinnselfestigkeit (MCF), die maximale Lyse (ML [%]) und die Reduktion der 

Gerinnselfestigkeit nach MCF im Verhältnis zu MCF untersucht. Für den intrinsischen 

Weg wurden die Daten nach Zugabe von Heparinase (CTheptem und MCFheptem) 

genutzt, um Auswertungsfehler zu vermeiden, die durch Heparinkontamination an dem 

Katheter der Probenentnahme hätten entstehen können.  

 

2.11 Organaufbereitung 

Am Ende des Versuchs wurden den Tieren post mortem nacheinander die linke Niere, 

Herz und Lobus Quadratus der Leber entnommen und für die weitere Bearbeitung 

vorbereitet.  
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Bei der linken Niere wurde die Nierenkapsel entfernt und danach die Niere sagittal 

halbiert. Die eine Hälfte wurde direkt in Formaldehyd fixiert, um nach Abschluss der 

Organentnahme weiter verarbeitet zu werden. Aus der anderen Hälfte wurde median ein 

zylinderförmiges Stück, das vom Cortex bis zur Medulla reicht, herausgeschnitten, auf 3-4 

mm Dicke zurechtgeschnitten und in O.C.T.-Compound gebettet in Flüssigstickstoff 

konserviert. Ebenso wurden zwei 0,5 auf 0,5 cm große Stücke aus dem Cortex entnommen, 

in gefrierfesten Röhrchen platziert und in Flüssigstickstoff konserviert, diese dienten zu 

späteren proteinbiochemischen Analysen.  

Danach wurde das Herz entnommen und in fünf Ringe parallel zur Basis geteilt. Der dritte 

Ring, auf Höhe der Papillarmuskeln, wurde für spätere Weiterverarbeitung in Formaldehyd 

fixiert. Aus dem zweiten Ring wurde aus der Wand des linken Ventrikels ebenfalls zwei 

0,5 auf 0,5 cm große Stücke in gefrierfesten Röhrchen platziert und in Flüssigstickstoff 

konserviert für spätere proteinbiochemische Analysen.  

Aus dem Lobus Quadratus der Leber wurde ein Stück ebenfalls zur Weiterverarbeitung in 

Formaldehyd fixiert. 

Die tiefgefrorenen Proben wurden bis zur Verarbeitung bei -80°C in einem Gefrierschrank 

aufbewahrt, die in Formaldehyd fixierten Organbiopsien wurden nach Ende der Nekropsie 

weiterverarbeitet. Dabei wurden aus der Niere drei pyramidenförmige Stücke, vom Cortex 

bis zur inneren Medulla, herausgeschnitten, diese auf eine Dicke von ca. 4 mm Dicke 

angepasst und in Histosetten platziert 

Aus dem dritten Ring des Herzens wurde aus dem linken Ventrikel auf Höhe der 

Papillarmuskeln zwei ca. 4 mm dicke und ca. 1,5 auf 2cm messende Schnitte in Histosetten 

platziert. Der eine Schnitt enthielt nur Muskel, parallel zur Wand geschnitten, der andere 

Schnitt ging durch alle Schichten des Herzens. 

Auch aus der Leber wurde ein ca. 1,5 auf 1,5 cm großes Schnitt von ca. 4 mm Dicke 

angefertigt und in einer Histosette platziert. 

Die Organschnitte in den Histosetten wurden für sechs Tage in Formaldehyd fixiert. Die 

Dicke von 4 mm soll eine gleichmäßige und vollständige Fixation durch Formaldehyd 

gewährleisten. 

2.11.1 Histologische Aufarbeitung der Organe 

Nach sechs Tagen in Formaldehyd wurden die Organpräparate in dem Gewebeeinbetter 

MTM von Slee, Mainz, über Nacht entwässert, und anschließend in der Ausgießstation 

MPS/P von Slee, Mainz, in Paraffin eingebettet. Am Mikrotom wurden Schnitte von den in 
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Paraffinblöcken eingebetteten Organpräparaten mit einer Dicke von 3μm angefertigt und 

auf Superfrost Plus Objektträger aufgebracht. Diese Objektträger sind mit einer positiven 

Ladung beschichtet, sodass das negativ geladen Gewebe gebunden wird. Diese 

Objektträger konnten nun entweder für die Histopathologie oder die Immunhistochemie 

verwendet werden.  

 

2.12 Immunhistochemie 

2.12.1 Allgemeines Färbeprotokoll 

Die Objektträger wurden zu Beginn der Färbung in vier Xylol-Bädern für jeweils 5 min bei 

Raumtemperatur deparaffiniert. Anschließend wurden sie in einer absteigenden 

Alkoholreihe rehydriert, jeweils 5 Minuten in zweimal 100%iger, einmal 90%iger und 

einmal 70%iger Alkohollösung. Nach der Waschung in destilliertem Wasser wurden die 

Objektträger in Zitratlösung (pH 6,0) für zweimal vier Minuten in der Mikrowelle erhitzt 

und anschließend für 10 Minuten auskühlen gelassen. Das Erhitzten in Zitratlösung soll 

dem Wiederherstellen der Epitope dienen, die durch Fixation in Formaldehyd beeinflusst 

wurden, genannt „heat-induced epitop retrieval“- (HIER). 

Nach erneuter Spülung in destilliertem Wasser wurden die Objektträger in Tris-Buffered 

Saline (TBS) gewaschen und die Gewebeschnitte mit Liquid-Blocker umrandet, um eine 

Zentrierung der Flüssigkeit zu gewährleisten und ein Austrocknen der Schnitte zu 

verhindern. Es folgten 20 min Blocken mit 10% Ziegen- bzw. Eselserum in 

Dilutionslösung, je nach Ursprungsart der primären Antikörper, um unspezifische 

Bindungen zu blockieren. Die Dilutionslösung bestand aus 10 ml TBS, 60μl Tween20 und 

10μl Serum (gleiches Serum wie beim Blocken). 

Nach einer Minute Waschen in TBS wurden die Gewebeschnitte für eine Stunde mit dem 

primären Antikörper inkubiert. Dieser wurde je nach Intensität in einer Verdünnung von 

1:40 bis 1:1000 angewendet, wobei der primäre Antikörper jeweils mit der Dilutionslösung 

verdünnt wurde. Anschließend dreimaliges Waschen, eine Minute in TBS, drei Minuten in 

TBS-T (100 ml TBS mit 100μl Tween20), eine Minute in TBS. Die Objektträger wurden 

daraufhin mit dem sekundären Antikörper für 30 Minuten inkubiert. Abhängig vom 

Ursprung des primären Antiköpers wurde das Dako-System genutzt (primärer Antikörper 

aus Kaninchen oder Maus) oder ein mit alkalischer Phosphatase (AP)-gekoppelter 

sekundärer Antikörper in der Konzentration 1:25 (40μl AP-gekoppelter sekundärer 

Antikörper in 1 ml Dilutionslösung) für 30 Minuten inkubiert. Bei dem Dako-System 
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wurde zuerst Dako A (biotinylierter sekundärer Antikörper Ziege/ anti-Kaninchen) für 30 

Minuten inkubiert und nach anschließendem dreifachen Waschen (eine Minute in TBS, 

drei Minuten in TBS-T, eine Minute TBS) Dako B (Streptavidin-Alkalische-Phosphatase) 

für 30 Minuten inkubiert. Der folgende Ablauf wurde wieder unabhängig von der Art des 

sekundären Antikörpers durchgeführt. Nach dreifachen Waschen nach dem oben 

beschriebenen Schema wurde das Substrat hinzugefügt, bestehend aus 2ml Dako F 

(Reaktion durch Dako B oder AP zu rotem Chromagan), 4 μl Dako G (Levamisol, hemmt 

endogene Phosphatase) und je 80 μl Dako C, Dako D und Dako E (Inhalt Dako C, D, E 

nicht angegeben). Die Länge der Substrat-Inkubation variierte von 15 Minuten bis 18 

Minuten je nach Antikörper. Die Farbreaktion mit dem Substrat wurde durch 1-minütiges 

Waschen in TBS und anschließendem 1-minütigem Waschen in TBS-T gestoppt. Nach 

Abspülen der Objektträger in destilliertem Wasser erfolgte deren Gegenfärbung für eine 

Minute in Hämalaun. Um die Hämalaun-Färbung zu fixieren, wurden die Objektträger 

zwei Mal für je zwei Minuten in nicht destilliertem Wasser gewaschen und anschließend in 

destilliertem Wasser abgespült. Die Entwässerung der Objektträger erfolgte erst in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 90% und 100%) für je fünf Minuten und anschließend 

zwei Xylol-Bäder für je fünf Minuten. Die Befestigung der Deckgläser und die langfristige 

Fixierung der Gewebeschnitte erfolgten mit Neo-Mount. 

2.12.2 Auswertung der Immunhistochemie 

Die Auswertung der Immunhistochemie-Färbungen erfolgte mit dem Zeiss Axio Vision, 

Version 4.8. Hierzu wurden mit dem 10x Objektiv pro Färbung und Gewebe zwei 

repräsentativ gewählte, 800000 μm
2
 große Felder nach Intensität und Fläche ausgewertet. 

Die Daten sind als densitometrische Summen angegeben. In der Niere wurden zwei Felder 

aus dem Kortex ausgewertet. 

2.12.3 Basisniveau 

Zum Vergleich des Basisniveaus der exprimierten Proteine wurden Biopsien genutzt, die in 

vorherigen Studien während der Instrumentationsphase vor einer Intervention aus der 

Niere entnommen worden waren. Die Biopsien wurden nach dem gleichen Schema fixiert, 

eingebettet, gefärbt und ausgewertet wie das übrige Gewebe. 

2.12.4 Barrieredysfunktion 

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

eine erhöhte Extravasion von Albumin, dem Hauptproteinbestandsteil im Blutplasma, in 
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das Gewebe für eine erhöhte Gefäßdurchlässigkeit spricht. (Childs et al. 2005; Goldenberg 

et al. 2011) 

Albumin 

Der Antikörper gegen Albumin (1:1000) wurde in Kaninchen produziert, deshalb wurde 

Ziegenserum zum Blocken und für die Dilutionslösung verwendet. Als sekundärer 

Antikörper wurde das Dako-System genutzt. Die Reaktion mit dem Substrat wurde nach 

16 Minuten für Albumin gestoppt. 

2.12.5 Oxidativer/nitrosativer Stress 

Oxidativer und nitrosativer Stress wurde über folgende vier Färbungen untersucht. 

Induzierbare NO-Synthase (iNOS), welche auf verschieden Stimuli hochreguliert wird und 

NO, ein RNS, produziert. Nitrotyrosin, das durch die Nitrierung der Aminosäure Tyrosin 

durch Peroxinitrit entsteht und das Ausmaß der Proteinschädigung durch Peroxinitrit 

anzeigt. Häm Oxygenase 1 (HO-1), die auf verschiedene Stimuli, unter anderem oxidativer 

Stress, hochreguliert wird und protektiv wirkt. (Pacher et al. 2007; Szabo 1996; Szabo 

2003) Außerdem Cystathionin-γ-lyase (CSE), einem H2S produzierendem Enzym, welches 

konstitutiv in der Niere exprimiert wird und dessen Reduktion mit vermehrten 

Organschäden assoziiert scheint. (McCook et al. 2014) 

Nitrotyrosin, iNOS, HO-1, CSE  

Die Antikörper gegen Nitrotyrosin (1:200), iNOS (1:100), HO-1 (1:100), CSE (1:250) 

wurden in Kaninchen hergestellt, sodass zum Blocken und für die Dilutionslösung 

Ziegenserum, und als sekundärer Antikörper das Dako-System verwendet wurde. Das 

Substrat wurde für 18 Minuten bei Nitrotyrosine und 15 Minuten bei iNOS, HO-1 und 

CSE inkubiert. 

 

2.13 Histopathologie 

2.13.1 Färbungen 

HE 

Die Standardfärbung mit Hämatoxylin-Eosin (HE) wurde in dem Institut für Pathologie der 

Universitätsklinik Ulm nach deren Standardprotokoll durchgeführt. 



 

30 

 

PAS 

Die Periodic acid-Schiff (PAS) Reaktion dient der Darstellung von Polysacchariden und 

ermöglicht dadurch eine genauere Beurteilung der Basalmembran. Hierzu wurden die 

Gewebeschnitte nach dem Protokoll wie in der Immunhistochemie – Allgemeines 

Färbeprotokoll – deparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe und destilliertem 

Wasser für fünf Minuten rehydriert. Anschließend erfolgte die Inkubation in Periodsäure 

für fünf Minuten, danach dreimalige Waschung in destilliertem Wasser für je zwei 

Minuten und Inkubation in Schiff-Reagenz für 15 Minuten. Nach dreimaliger Waschung 

für je zwei Minuten in H2O und einmaliger Waschung in destilliertem Wasser erfolgte die 

Gegenfärbung mit Hämalaun für eine Minute. Das anschließende Waschen, die 

Dehydrierung und das Befestigen von Deckgläsern erfolgte nach demselben Protokoll, wie 

in der Immunhistochemie – Allgemeines Färbeprotokoll – beschrieben. 

2.13.2 Auswertung 

Die histopathologische Auswertung wurde mit Unterstützung von Professor Dr. Möller 

und Frau Dr. Scheuerle aus dem Institut für Pathologie der Uniklinik Ulm durchgeführt. 

Für die Auswertung der Niere wurden bei 20-facher Vergrößerung zwei Felder aus dem 

Bereich des Cortex und ein Feld aus der Inneren Medulla, sowie ein Feld des Cortex in 40-

facher Vergrößerung evaluiert. Dabei wurden die Tubuli auf Apoptose, Nekrose, Dilatation 

und Proteinzylinder untersucht und die Auswertung mit einer Zahlenskala vorgenommen, 

wobei „0“ für „nicht vorhanden“, „1“ für „vereinzelt vorhanden“, „2“ für „teilweise 

vorhanden“, „3“ für „in etwa 50% vorhanden“ und „4 “ für „in den meisten Bereichen 

ausgeprägt“ steht. Zusätzlich wurden die Glomeruli auf Dilatation der Bowmannkapsel 

und Synechien zwischen Glomerulus und Bowmankapsel und das Nierenparenchym auf 

Ödeme und die Infiltration mit Entzündungszellen untersucht und nach obigem System 

ausgewertet. Weiterhin wurden im Cortex 50 Glomeruli und in der Medulla 30 Glomeruli 

ausgezählt und auf die Anwesenheit von glomerulärer Tubularisation, einem Zeichen für 

AKI  und Niereninsuffizienz, (Isaac et al. 2007) untersucht und das Ergebnis als Anzahl der 

positiven Glomeruli pro 80 untersuchte Glomeruli angegeben.  
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2.14 Western Blot und EMSA 

2.14.1 Ablauf Western Blot 

Zur Proteinbestimmung mittels Western Blot wurden aus gefrorenen Gewebeproben 

Proteinhomogenisate hergestellt, die in einer Trägermatrix, Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach der Methode nach Laemmli, nach 

Größe aufgetrennt und dann auf eine Nitrozellulosemembran übertragen wurden. Dort 

konnten die Proteine mit spezifischen Antikörpern detektiert und über sekundäre 

Antikörper sichtbar gemacht werden. 

Die Proteinproben wurden aus tiefgefrorenen Gewebeproben hergestellt, indem das 

Gewebe mit Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS-Puffer) und Proteaseinhibitoren 

homogenisiert und dann mit Lysepuffer im Verhältnis 1:2 inkubiert wurde. Nach 

Zentrifugation konnte der Überstand nun für den Western Blot oder EMSA verwendet 

werden. Für den Western Blot wurden die Proben in der Verdünnung 1:2 mit Sample 

Puffer (aus 6% SDS, 250 mM Tris-HCl pH 6,8, 20% Glycerol, 6,7% β-Mercaptoethanol 

und Bromphenolblau) versetzt und erhitzt. 

Für die genutzte SDS-PAGE Methode wurde dem Trenngel ein Sammelgel vorgeschaltet, 

um eine schärfere Abgrenzung der Proteinbanden zu erreichen. Dazu wurden beide Gele 

vorbereitet, wobei mittels eines Kamms Taschen für die Proben angelegt wurden. Nach 

einer Stunde war die Polymerisation der Gele abgeschlossen, der Kamm wurde entfernt 

und die Taschen dreimal mit Laufpuffer (1,9 M Glycin, 250 mM Tris-Base und 35 mmol 

SDS in destilliertem Wasser) gewaschen, um eventuelle Verunreinigungen zu entfernen. 

Das Gel wurde mit Hilfe einer Mikroliterspritze beladen, in der Reihenfolge 10 μl Sample 

Puffer, 10 μl Farbmarker, je 10 μl Probe (maximal 10 Proben pro Gel), 5 μl Farbmarker, 10 

μl Sample Puffer. Der Sample Puffer (12% SDS, 250 mM Tris-HCl (pH 6,8), 40% 

Glycerol, 13,5% β-Mercaptoethanol und eine Spatelspitze Bromphenolblau) soll eine 

Verzerrung der Probenlaufzeiten am Rand verhindern. Der Farbmarker trennt die 

unterschiedlichen Molekulargewichte farbkodiert auf. Nach Beladung wurde das Gel in die 

Elektrophoresekammer, Bio-Rad Mini-Protean Tetra Cell System, gegeben und diese mit 

Laufpuffer aufgefüllt. Zu Beginn wurde für 15 min ein Strom mit 90 V angelegt, dieser 

dann für die folgenden 45 min auf 180 V erhöht. Die ersten 15 min dienen dem Sammeln 

des Proteingemisches vor der anschließenden Auftrennung im Trenngel. 

Während der Elektrophorese wurde die Nitrozellulosemembran beschriftet und 

anschließend mit Blotting-Puffer (2,4 M Tris-Base, 1,9 M Glycin, 64,5 mM SDS, 200 ml 
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Methanol, destilliertes H2O) getränkt. Der Blottingprozess fand in der Trans-Blot SD 

Semi-Dry Transfer Cell von Bio-Rad statt. Hierzu wurde die Nitruzellulosemembran mit 

dem Gel, auf beiden Seiten von je acht mit Blotting-Puffer durchtränkten Whatman-

Filterpapieren umgeben, in die Kammer gelegt, wo durch Walzen eventuelle 

Lufteinschlüsse entfernt wurden. Nun wurde der Stapel für eine Stunde unter eine 

senkrechte Spannung von 20 V gesetzt. Dies führte zu der Übertragung der Proteine auf 

die Nitrozellulosemembran, wo diese sich aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen 

anhefteten. Nach dem Blotting-Prozess erfolgte für 5 min eine Waschung mit 25 ml TBS, 

danach eine Färbung der Proteine mit Ponceau S für 2 min. Der Farbstoff bindet an positiv 

geladene Aminogruppen und macht dadurch die Banden sichtbar. Nun erfolgte eine 

erneute Waschung in TBS für 5 min unter Schwenken und anschließend ein Blocken 

unspezifischer Bindungsstellen. Dazu wurde die Membran für eine Stunde mit dem 

Blocking-Puffer (5% Milchpulver, TBS, und 0,1% Tween20) inkubiert und danach dreimal 

unter Schwenken für je 5 Minuten mit TBS und Tween20 gewaschen. 

Der primäre Antikörper wurde verdünnt (TBS, 0,1% Tween20 und 5% 

Rinderserumalbumin (BSA)) auf die Membran gegeben und über Nacht für mindestens 8 

Stunden bei 4°C unter leichtem Schwenken inkubiert. Danach wurde der sekundäre 

Antikörper (Anti-Kaninchen-Antikörper in Ziege hergestellte, mit Meerrettich-Peroxidase 

gekoppelt), 1:15000 in Milchpuffer verdünnt, zusammen mit 10 ml Blotting Puffer auf die 

Nitrozellulosemembran aufgetragen und für eine Stunde inkubiert, anschließend wurde die 

Membran wieder dreimal für 5 min mit 15 ml TBS und Tween20 und anschließend in 

destilliertem Wasser gewaschen. 

Um die Proteinbanden sichtbar zu machen, wurde die Nitrozellulosemembran für 5 

Minuten in einer Detektionslösung (SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate 

(Rockford, III)) inkubiert und anschließend in Frischhaltfolie gewickelt in einer 

Röntgenkassete befestigt. Ein Röntgenfilm wurde für 2 Minuten exponiert und 

anschließend in einer Dunkelkammer entwickelt. Die Auswertung der Banden erfolgte 

anhand der Fläche, dem durchschnittlichen Grauwert und der Dichte, woraus 

densitometrische Werte angegeben wurden. Zum Vergleich einzelner Blots untereinander 

wurden die erhaltenen Werte auf die Werte nativer Schweine bezogen. Dazu wurde der 

Mittelwert von zwei nativen Schweinen, bei denen weder eine chirurgische Präparation 

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 lymphoma-extra large (Bcl-xL) 

Um die Apoptoseinduktion nach HS zu untersuchen, wurde Expression von Bcl-xL, 

welches die Apoptose normalerweise inhibiert, evaluiert. (Zhou et al. 2011) 

Der Antikörper gegen Bcl-xL wurde in Kaninchen produziert. 

Inhibitor of kappa B (IκBα) 

Zur Beurteilung der Inflammationsreaktion auf Expressionsebene wird der 

Transkriptionsfaktor „nuclear factor kappa B“ (NFκB), über EMSA, und dessen Inhibitor 

IκBα untersucht. IκBα verhindert über zytosolische Bindung an NFκB, dass NFκB in den 

Kern transportiert werden und dort als Transkriptionsfaktor wirken kann. (Castro u. 

Freeman 2001; Fink 2002; Gröger et al. 2013; Hensley et al. 2000; Scheinman et al. 1995) 

Der Antikörper gegen IκBα wurde in Kaninchen hergestellt. 

2.14.3 Ablauf EMSA 

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) ermöglicht es, die Bindungsaktivität von 

Transkriptionsfaktoren darzustellen. Dazu wird die Probe, die den zu untersuchenden 

Transkriptionsfaktor enthält, zusammen mit radioaktiv markierten DNA-Oligonukleotiden 

aus dessen Konsensussequenz der Promotorregion inkubiert und in einem 

Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die ungebundenen Oligonukleotide wandern dabei schneller 

und können somit getrennt werden. 

Es wurde die Aktivität von NFκB untersucht. NFκB kann über verschiedene Stimuli, wie 

NO, freie Radikale, bakterielle Produkte, TNFα und Zytokine aktiviert werden, wirkt als 

Transkriptionsfaktor von Zytokinen, wie IL-6, und spielt eine wichtige Rolle in der 

Regulation der Entzündungsreaktion. (Castro u. Freeman 2001; Fink 2002; Hierholzer u. 

Billiar 2001; Kheirbek et al. 2009; Lenz et al. 2007; Pacher et al. 2007; Scheinman et al. 

1995) 

Zu Beginn der Messungen mussten die Einzelstränge, die die spezifische 

Erkennungssequenz der NFκB-Familie aufwiesen (Sequenz: Consens: 5‘- 

AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC 3‘) mit ihren entsprechenden Antissense-

Einzelsträngen aneinander gelagert werden. Dazu wurde in 10mM Tris-HCl (pH 8) eine 

Lösung mit der Konzentration von 1 µg/µl der synthetisierten Oligonukleotide hergestellt 

und jeweils 10 µl der Oligonukleotidlösung (Sense und Antisense) gemischt, mit 

destilliertem Wasser auf 100 µl aufgefüllt und im Wasserbad auf 94°C erhitzt. Die 
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Oligonukleotide waren über γATP mit 
32

P radioaktiv markiert. Die Radioaktivität wurde in 

einem Szintilationscounter gemessen und pro Probe die Menge an radioaktiven 

Nukleotiden zugegeben, die eine Aktivität von 50000 Counts/min hatte. 

Für die Durchführung von EMSA wurden 10 μg der Proteinproben, die, wie unter Ablauf 

Western Blot beschrieben, vorbereitet wurden, in 5 μl EMSA Puffer mit den 
32

P-

markierten Oligonukleotiden, 1 μl Poly-dIdC und 1mM Dithiothreitol gemischt und für 30 

min bei Raumtemperatur inkubiert. Poly-dIdC verhindert unspezifische DNA-Bindungen 

anderer Proteine. Die Auftrennung erfolgte auf einem 7%igen nativen Polyacrylamidgel, 

das zuvor bei 100 V äquilibriert wurde. Als Laufpuffer wurde ein 0,5-facher TBE-Puffer 

(10xTBE Puffer: 890 mM Borsäure, 892 mM Tris, 0.5M EDTA-Lösung (pH 8.0) in 1000 

ml H2O) genutzt. Pro Tasche wurde 10 μl Lösung geladen und bei 200V über drei Stunden 

aufgetrennt. Die Fixation erfolgte anschließend für 30 min (15% Methanol, 5% Eisessig, 

5% Glycerol in destilliertem Wasser) und danach für 5 min eine Wässerung. Das Gel 

wurde für eine Stunde bei 80°C im Vakuumgeltrockner getrocknet und ein Agfa Cronex-5-

Film anschließend mit dem Gel für 3 Tage in einer Autoradiographiekassete bei -80°C 

exponiert. Die Auswertung erfolgte über eine Phosphor-Imager-Platte, die über Nacht mit 

dem Gel exponiert wurde, am Fuji 3000 Phosphor-Imager eingescannt und mit dem Aida 

Image Analyzer (Version 4.25) ausgewertet wurde. Die Intensität der Bande gibt einen 

Hinweis auf die Aktivität von NFκB. 

 

2.15 Statistik 

Alle Daten sind dargestellt als Median mit den Quartilen in Klammern. Die Daten wurden 

sowohl bezüglich Unterschieden zwischen den beiden Gruppen, Kontrolle und 

Hypothermie, als auch bezüglich Unterschiede innerhalb einer Gruppe im Zeitverlauf, 

analysiert, mit den vor dem Schock erhobenen Werten als Grundwerten. Für alle Analysen 

wurde ein Signifikanzniveau von p< 0,05 festgelegt. Die Analyse wurde mit dem Kruskal-

Wallis Test begonnen, gefolgt von einem Dunn’s Test zum Vergleich der beiden Gruppen, 

beziehungsweise zum Vergleich mit den Grundwerten der jeweiligen Gruppe. Die 

Überlebenskurven wurden mittels Log-rank Test miteinander verglichen. 

Bei den Tieren, die vor dem geplanten Versuchsende starben, mindestens 18 h überlebt 

haben und eine Probeentnahme vor dem Tod möglich war, wurden die letzten Datenwerte 

vor dem eigentlichen Messzeitpunkt erhoben und diese Daten gepoolt. Die Daten des 

vierten Messzeitpunktes ergeben sich in der Kontrollgruppe aus neun Tieren und in der 
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Hypothermiegruppe aus sechs Tieren, da eine vorgezogene Probenentnahme vor dem Tod 

nicht bei allen Tieren aufgrund des teilweise raschen Verlaufs möglich war oder sie vor 18 

h Versuchszeit gestorben sind.  

Für die statistische Analyse wurde GraphPad Prism 7 für Mac (GraphPad Software, La 

Jolla, California, USA) genutzt. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Grundparameter 

Für die Versuche wurden 18 Schweine der Rasse BMW genutzt, in der Kontrollgruppe vier 

weibliche und fünf männliche Schweine mit einem Mediangewicht von 72 (62;76) kg, in 

der Hypothermiegruppe ein weibliches und acht männliche Schweine mit einem 

Mediangewicht von 68 (59;76) kg. Um den HS zu erreichen, wurden der Kontrollgruppe 

37 (30;42) ml·kgKG
-1

 und der Hypothermiegruppe 38 (34;43) ml·kgKG
-1

 entnommen. 

Gemäß den Temperaturzielwerten zeigte die Hypothermiegruppe eine signifikant 

niedrigere Temperatur (34°C vs. 38,4°C) nach 12 h Intensivüberwachungsphase/ 

Hypothermie und erreichte nach dem Wiedererwärmen wieder die Normaltemperatur von 

38 °C (Tabelle 1) 

 

Tabelle 1: Körperkerntemperatur der Versuchsschweine; Hämorrhagischer Schock für 3 h; 

Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C für 12 h nach dem Schock induziert); Daten 

dargestellt als Median (Quartile); a p<0,05 Hypothermie vs. Kontrollgruppe; b p<0,05 vs. prä 

Schock innerhalb der Gruppe, (Ulm, 2014/2015) 

  
Prä Schock Post Schock 

12 h Intensiv-

überwachung 

23 h Intensiv-

überwachung 

Körperkerntemperatur 

(°C) 

Kontrolle 

Hypothermie 

36,9 

(36,7;37,9) 

37,7 

(37,2;37,9) 

37,0 

(36,8;37,8) 

37,1 

(36,8;37,4) 

38,4 

(38,2;38,5)
b
 

34,0 

(33,9;34,2)
a,b

 

38,1 

(37,8;38,5)
b
 

37,8 

(36,8;38,3) 

 

 

3.2 Mortalität  

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

überlebt haben, wobei der Zielendpunkt des Versuchs 23h nach Ende des HS war. In 

Abbildung 3 ist die Kaplan-Meier-Kurve der beiden Gruppen dargestellt. Es zeigte sich 

eine signifikant (p=0,03) reduzierte Überlebenszeit in der Hypothermiegruppe verglichen 

mit der Kontrollgruppe (17h (13;23) vs. 23h (23;23)).  
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Abbildung 3: Kaplan-Meier-Überlebenskurve der Versuchsschweine; Hämorrhagischer Schock 

für 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C für 12 h nach dem Schock induziert); 

Kontrollgruppe (rot, gestrichelte Linie), Hypothermie (blau, durchgehende Linie); p=0,03 

Hypothermie vs. Kontrolle, (Ulm, 2014/2015) 

 

3.3 Hämodynamische Parameter 

Die hämodynamischen Parameter wurden kontinuierlich (HMV, PAP, CVP, HF, renale 

Perfusion) und intermittierend (Wedge-Druck) gemessen und zu den vier Messzeitpunkten 

aufgezeichnet. Es zeigten sich eine signifikante Reduktion des MAPs und HMVs und ein 

signifikanter Anstieg der Herzfrequenz während der Schockphase in beiden Gruppen. In 

der Kontrollgruppe normalisierten sich die Werte während der Intensivüberwachungsphase 

wieder auf Anfangssniveau. Dagegen zeigten sich in der Hypothermiegruppe signifikant 

reduzierte MAP- und HMV-Werte nach 12 h Intensivüberwachung, sowie ein Trend zu 

einer höheren Herzfrequenz und eine signifikante Reduktion der Durchblutung der rechten 

Niere während der gesamten Intensivüberwachungsphase (Tabelle 2). Außerdem 

benötigten die hypothermen Tiere signifikant mehr Noradrenalin (p=0,013) (Tabelle 3), um 

den MAP zu stabilisieren, ohne dass der Zielblutdruck erreicht werden konnte.                            
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Tabelle 2: Hämodynamische Parameter der Versuchsschweine; Hämorrhagischer Schock für 

3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C für 12 h nach dem Schock induziert); 

Daten dargestellt als Median (Quartile); Mittlerer Arterieller Druck (MAP), Herzminutenvolumern 

(HMV), Kilogramm Körpergewicht (kgKG);  a p<0,05 Hypothermie vs. Kontrollgruppe; b p<0,05 

vs. prä Schock innerhalb der Gruppe, (Ulm, 2014/2015) 

  Prä Schock Post Schock 
12 h Intensiv-

überwachung 

23 h Intensiv-

überwachung 

Herzfrequenz 

(Schläge·min
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

92 (80;115) 

89 (75;93) 

181(176;191)
b 

193(184;204)
b 

108 (102;148) 

146 (135;174) 

135(117;170)
b 

167(138;222)
b 

MAP (mmHg) 
Kontrolle 

Hypothermie 

118 

(103;124) 

108  

(98; 116) 

43 (43;47)
b 

48 (43;55)
b 

104 (98; 114) 

64 (57;89)
a,b 

99 (90;107) 

79 (60;106) 

Mittlerer 

Pulmonalarterieller 

Blutdruck (mmHg) 

Kontrolle 

Hypothermie 

28 (26;30) 

26 (23;29) 

20 (19;23) 

24 (17;29) 

32 (28;41) 

37 (31;40)
b 

35 (33;43)
b 

37 (31;43)
b 

HMV 

(mL·min
-1
·kgKG

-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

77 (58;86) 

74 (68;91) 

23 (20;28)
b 

26 (24;47)
b 

74 (67;85) 

38 (26;54)
a,b 

73 (68;100) 

45 (34;78) 

Fluss rechte 

A. Renalis            

(mL·min
-1
·kgKG

-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

3,0 (2,7;3,9) 

3,0 (2,6;4,4) 

1,6 (0,8;1,9)
b 

1,8 (0,8;2,6) 

2,7 (2,1;4,5) 

0,7 (0,6;1,7)
a,b 

2,5 (2,1;4,3) 

1,5 (0,7;2,0)
a,b 

  

Tabelle 3: Noradrenalingabe und entnommenes Blutvolumen der Versuchsschweine; 

Hämorrhagischer Schock für 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C für 12 h 

nach dem Schock induziert); Daten dargestellt als Median (Quartile); a p=0,013 Hypothermie vs. 

Kontrollgruppe, (Ulm, 2014/2015) 

 Kontrolle Hypothermie 

Noradrenalininfusionsrate 

(µg·min
-1
·kgKG

-1
) 

0,8 (0,4;1,2) 7,8 (1,3;8,8)
a
 

Entnommenes 

Blutvolumen(mL·kgKG
-1
) 

37 (30;42) 38 (34;43) 

 

 

3.4 Metabolismus 

Bezüglich der Hämoglobinkonzentration zeigte sich in beiden Gruppen eine Zunahme in 

der gesamten Zeit nach dem Schock verglichen mit den Ausgangswerten. In der 

Hypothermiegruppe war die Hämoglobinkonzentration signifikant größer nach 12 Stunden 

Hypothermie (Tabelle 4), fiel jedoch bis zum Versuchsende wieder ab. Metabolisch zeigte 

sich eine signifikant erhöhte Laktatazidose und Hyperglykämie in der Hypothermiegruppe 

(Tabelle 4). Während der Schockphase zeigte sich in beiden Gruppen ein Abfall des base 

excess und des pH-Werts und ein Anstieg des Laktats, in der Kontrollgruppe alle drei 

Werte signifikant, wobei sich die Werte in der Kontrollgruppe wieder den Ausgangswerten 

anglichen. In der Hypothermiegruppe war der pH-Wert während der gesamten 
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Intensivüberwachungsphase signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe, ebenso der 

base excess, während der Laktatwert nur am Ende der Hypothermie signifikant höher als in 

der Kontrollgruppe war und nach 23h Intensivüberwachungsphase nur noch ein Trend zu 

höheren Werten zeigte. Die Hypothermie-Tiere wiesen außerdem signifikant höhere 

Blutglukosewerte während der gesamten Intensivüberwachungsphase auf, außerdem 

gleichzeitig auch eine Tendenz zu erhöhter Glukoseproduktion und reduzierter 

Glukoseoxidation, am Ende der Hypothermiephase signifikant. Bezüglich 

Ventilationsparametern, wie systemische O2-Aufnahme, systemische CO2-Produktion, 

arterieller pO2 und pCO2 und dem Horovitzindex (arterieller Sauerstoffpartialdruck 

(PaO2)/FiO2), gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppe 

(Tabelle 4), jedoch zeigten die Hypothermie-Tiere vor dem Schock einen signifikant 

niedrigeren PaO2/FiO2, der sich jedoch im Verlauf des Experiments wieder der 

Kontrollgruppe anglichen. 
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Tabelle 4: Metabolische Parameter und Blutgasanalyse der Versuchsschweine; 

Hämorrhagischer Schock für 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C für 12 h 

nach dem Schock induziert); Daten dargestellt als Median (Quartile); Kohlendioxidpartialdruck 

(pCO2), Sauerstoffpartialdruck (pO2), Horovitzindex (arterieller Sauerstoffpartialdruck/ 

Sauerstoffanteil der Inspirationsluft (PaO2/FiO2)), Kilogramm Körpergewicht (kgKG);  a p<0,05 

Hypothermie vs. Kontrollgruppe; b p<0,05 vs. prä Schock innerhalb der Gruppe, (Ulm, 2014/2015) 

  Prä Schock Post Schock 
12 h Intensiv-

überwachung 

23 h Intensiv-

überwachung 

Hämoglobin-

konzentration    

(g·L
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

8,7 (7,5;9,3)
 

8,1 (7,2;9,7) 

11,2 

(10,9;11,7)
b 

10,6 

(10,2;12,3) 

10,5 (9; 11,9)
b 

16,3 (14;18,1)
a,b 

12,1 

(10,6;12,5)
b 

13,6 

(11,3;15,5)
b 

Arterieller 

pH-Wert 

Kontrolle 

Hypothermie 

7,50 

(7,42;7,52) 

7,42 

(7,41;7,47) 

7,44 

(7,38;7,47)
b 

7,40 

(7,31;7,44) 

7,48 (7,44;7,51) 

7,15 

(7,04;7,31)
a,b

 

7,49 

(7,41;7,50) 

7,29 

(7,13;7,42)
a
 

Arterieller base 

excess       

 (mmol·L
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

4,6 (2,1;6,1) 

-0,5(-1,2;4,3) 

-1,6 

(3,9;0,2)
b 

-3,4  

(-8,1;0,1) 

3,8 (0,3;5,2) 

-15,4 

(-22,3;-7,5)
a,b

 

4,1 (1,7;4,7) 

-9,1 

(-17,8;-0,7)
a
 

Arterielles Laktat 

(mmol·L
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

1,4 (0,9;1,6) 

1,2 (1,1;1,5) 

4,8(2,5;5,9)
b 

3,5 (2,3;6,6) 

1,0 (0,8;1,5) 

11,0(6,6;13,6)
a,b 

1,5 (0,8;1,9) 

6,1 (1,3;12,5) 

Arterielle Glukose 

(mg·dL
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

108 (103;118) 

102 (95;114) 

96 (93;106) 

108 (85;124) 

94 (80;104) 

157 (93;202)
a
 

77 (69;87) 

150 (103;195)
a
 

Endogene 

Glukoseproduktion 

(µmol·kgKG
-1
· min

-

1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

11 (10; 12) 

14 (12; 15) 

15 (12; 17) 

14 (14; 16) 

8 (6; 9) 

12 (11; 14) 

8 (4; 9) 

11 (10; 12) 

Systemische 

Glukoseoxidation/ 

Energiegewinnung      

(%) 

Kontrolle 

Hypothermie 

14 (12; 16) 

14 (12; 15) 

21 (17; 24) 

17 (13; 17) 

26 (23; 29)
b
 

16 (12; 16)
a
 

30 (23; 31)
b
 

24 (20; 30) 

Systemische O2-

Aufnahme 

(mL·min
-1
·kgKG

-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

2,4 (2,1;2,9) 

2,7 (2,5;3,7) 

2,4 (2,0;2,8) 

2,8 (2,8;3,7) 

3,2 (2,8;3,3) 

2,4 (2,2;3,2) 

3,4 (2,8;3,8)
b 

3,7 (3,0;4,3) 

Systemische CO2-

Produktion 

(mL·min
-1
·kgKG

-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

2,1 (1,8;2,2) 

2,3 (2,0;2,4)
 

2,2 (2,0;2,4) 

2,6 (2,3;2,8)
 

2,1 (1,9;2,6) 

2,2 (1,6;2,5) 

2,2 (1,7;2,7)
 

2,8 (1,5;3,2) 

Arterieller pCO2   

(mmHg) 

Kontrolle 

Hypothermie 

36 (35;37) 

36 (35;39) 

36 (33;37) 

36 (34;40) 

37 (34;38) 

36 (34;37) 

37 (35;39) 

36 (29;37) 

Arterieller pO2       

(mmHg) 

Kontrolle 

Hypothermie 

137 (128;146) 

126 (117;130)
 

79 (63;88)
b 

74 (69;82)
b 

129 (121;134) 

137 (118;147) 

122 (87;126) 

88 (83;116) 

PaO2 /FiO2         

(mmHg) 

Kontrolle 

Hypothermie 

470 (436;486) 

420 

(389;432)
a 

380 

(345;421)
b
 

352 

(330;389) 

430 (406;449) 

440 (383;470) 

412 (321;419)
b 

293 (277;387)
b 
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3.5 Organfunktion und Organschäden 

Für die Evaluation der Organfunktion/Organschäden wurden im Plasma Marker für das 

Herz und die Niere untersucht (Tabelle 5), außerdem post mortem Nierenbiopsien. Bei den 

Troponinwerten als Marker für Herzschäden zeigte sich in beiden Gruppen ein 

signifikanter Anstieg während der Intensivüberwachungsphase, jedoch kein Unterschied 

zwischen den beiden Gruppen. Bei NGAL, einem Marker für Nierenschäden, trat eine 

signifikanter Anstieg der NGAL-Plasmalevel in beiden Gruppen ab Ende der Schockphase 

ein, außerdem stiegen die Kreatininplasmalevel in beiden Gruppen während des Schocks, 

in der Kontrollgruppe signifikant, an und näherten sich dem Anfangslevel während des 

weiteren Experiments wieder an. In der Hypothermiegruppe zeigte sich eine signifikant 

reduzierte Kreatinin Clearance im Messzeitraum Post Schock bis 12 h 

Intensivüberwachung und eine eingeschränkte, aber nicht signifikant reduzierte Kreatinin 

Clearance nach 12 h Intensivüberwachungsphase bis zum Versuchsende. Die 

Urinproduktion war deutlich reduziert  in der Hypothermiegruppe, im ersten Zeitraum 

signifikant reduziert.  

 

Tabelle 5: Parameter der Organfunktion der Versuchsschweine; Hämorrhagischer Schock für 

3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C für 12 h nach dem Schock induziert); 

Kreatinin Clearance und Urin-Produktion wurden für den Zeitraum 3-15 h und 15-26 h berechnet; 

Daten dargestellt als Median (Quartile); Neutrophilen-Gelatinase-assoziiertes Lipocalin (NGAL), 

nicht bestimmt (n.b.), Kilogramm Körpergewicht (kgKG);  a p<0,05 Hypothermie vs. 

Kontrollgruppe; b p<0,05 vs. prä Schock innerhalb der Gruppe, (Ulm, 2014/2015) 

  Prä Schock Post Schock 
12 h Intensiv-

überwachung 

23 h Intensiv-

überwachung 

Troponin I 

(ng·gprotein
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

7 (3;10) 

4 (2;5) 

15 (12;30) 

8 (6;66) 

605(146;1452)
b 

350(232;1224)
b 

295(83;381)
b 

831(237;1570)
b 

NGAL 

(ng·gprotein
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

1,9 (1,6;2,1) 

2,2 (1,7;2,6) 

4,8 (4,3;7,0)
b
 

5,0 (3,1;5,8) 

6,5 (4,8;10,2)
b
 

10,2 (5,9;18,4)
b
 

10,9 (6,0;15,0)
b
 

11,6 

(10,0;16,7)
b
 

Kreatinin  

(µmol·L
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

122(111;131) 

127(114;134) 

170(138;198)
b 

189(153;197) 

141 (124;179) 

180 (132;201) 

136 (115;181) 

147 (118;214) 

Kreatinin 

Clearance 

(mL·min
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 
n.b. 

77 (52;80) 

26 (9;61)
a 

75 (58;85) 

39 (7;70) 

Urin-Produktion 

(mL·h
-1
·kgKG

-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 
n.b. 

2,7 (1,1;3,3) 

0,8 (0,3;2,6)
a 

1,9 (0,8;5,4) 

0,8 (0,2;3,3) 
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Bei der histologischen Auswertung der Niere zeigte sich in beiden Gruppen eine sehr 

geringe Schädigung bezüglich der untersuchten Parameter. Allenfalls war eine vereinzelte 

Ausprägung und in Einzeltieren eine leichte Ausprägung zu sehen. Dabei unterschieden 

sich die beiden Gruppen nicht. 

 

Tabelle 6: Parameter der Nierenpathologie der Versuchsschweine; Hämorrhagischer Schock 

für 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C für 12 h nach dem Schock induziert); 

post mortem Nierenbiospsien; Daten dargestellt: Tubularisation Bowmannkapsel: durchschnittliche 

Anzahl pro 80 ausgezählte Glomeruli; übrige Parameter: 0 - nicht vorhanden, 1 - vereinzelt 

vorhanden, 2 - teilweise vorhanden, 3 - in etwa 50% vorhanden, 4 - in den meisten Bereichen 

ausgeprägt; Daten dargestellt als Median (Quartile); a p<0,05 Hypothermie vs. Kontrollgruppe, 

(Ulm, 2014/2015) 

 Kontrolle Hypothermie 

Tubularisation 0 (0;0) 0 (0;0,25)
 

Nekrose Tubulusepithel 0 (0;0) 0 (0;0) 

Ödeme 0 (0;0) 0 (0;0) 

Entzündungszellen 0 (0;0) 0 (0;0) 

Dilatation 

Bowmannkapsel 
0 (0;0) 0 (0;0) 

Proteinzylinder 0 (0;1) 1 (0;2) 

Synechien 0 (0;0) 0 (0;0) 

Tubuläre Dilatation 0 (0;0) 0 (0;2) 

 

 

5.6 Barrieredysfunktion 

Marker für die vaskuläre Barrieredysfunktion wurden lokal in der Niere post mortem 

mittels Immunhistochemie untersucht und die Ergebnisse als densitometrische Summen 

dargestellt (Tabelle 7). Die Tiere der Hypothermiegruppe wiesen eine verstärkte 

Barrieredysfunktion auf, wie sich an der signifikant erhöhten Albuminextravasion 

(Abbildung 4) zeigte. Bei den Mechanismen der Barrieredysfunktion, die mittels Vascular 

Endothelial Growth Factor (VEGF), Angiopoietin 1 und Vascular Endothelial Cadherin 

untersucht wurden, zeigte sich bei allen Markern kein Unterschied zwischen den beiden 

Gruppen. 
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Tabelle 7: Parameter vaskuläre Barrieredysfunktion der Versuchsschweine; Hämorrhagischer 

Schock für 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C für 12 h nach dem Schock 

induziert); post mortem Nierenbiospsien; Immunhistochemiewert als Densitometrische Summe; 

Daten dargestellt als Median (Quartile); a p<0,05 Hypothermie vs. Kontrollgruppe, (Ulm, 

2014/2015) 

 Kontrolle Hypothermie 

Extravasales Albumin 7,0 (5,6;8,1) 10
7 

1,2 (1,1;1,4) 10
8 a 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: repräsentative Bilder Immunhistochemie der Versuchsschweine; Hämorrhagischer 

Schock für 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C für 12 h nach dem Schock 

induziert); post mortem Nierenbiospsien; Albumin rot angefärbt; links Kontrollgruppe, rechts 

Hypothermie, (Ulm, 2014/2015) (Erstveröffentlichung in: Nussbaum et al. 2017, Abdruck und 

Bearbeitung mit freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer für Shock Society) 

 

3.7 Entzündungsparameter und oxidativer/ nitrosativer Stress 

Entzündungsparameter und Marker für oxidativen/nitrosativen Stress wurden sowohl im 

Zeitverlauf systemisch, als auch post mortem in der Niere untersucht. Bei den 

proinflammatorischen Zytokinen, IL-1ß, IL-6, TNF-α, und dem antiinflammatorischen IL-

10 zeigte sich ein Anstieg der Plasmalevel ab Ende des HS in beiden Gruppen, größtenteils 

signifikant (Tabelle 8). Weiterhin hatte die Hypothermiegruppe signifikant reduzierte 

Plasmalevel von IL-1ß und IL-6 vor/MZP1 und am Ende/MZP2 des HS trotz gleicher 

Behandlung, bei IL-6 zeigte sich jedoch eine Umkehr, sodass die Hypothermie-Tiere am 

Ende der Hypothermiephase signifikant und am Ende des Versuchs höhere IL-6 

Plasmalevel aufwiesen. Sonst gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Gruppen.  
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In beiden Gruppen stiegen auch die Plasmalevel an 8-Isoprostanen, einem Marker für 

oxidativen Stress, signifikant während der Intensivüberwachungsphase an, und Nitrit/Nitrat 

als Marker für die NO-Produktion, signifikant am Ende des Versuch, auch hier ohne einen 

signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. 

 

Tabelle 8: Entzündungsparameter und Parameter oxidativen/nitrosativen Stresses der 

Versuchsschweine, systemisch; Hämorrhagischer Schock für 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. 

Hypothermiegruppe (34°C für 12 h nach dem Schock induziert); Daten dargestellt als Median 

(Quartile); Interleukin (IL), Tumornekrosefaktor α (TNF-α); a p<0,05 Hypothermie vs. 

Kontrollgruppe; b p<0,05 vs. prä Schock innerhalb der Gruppe, (Ulm, 2014/2015) 

  Prä Schock Post Schock 
12 h Intensiv-

überwachung 

23 h Intensiv-

überwachung 

IL-1ß 

(ng·gprotein
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

0,4 (0,2;0,5)
 

0,2 (0,2;0,3)
 

0,7 (0,5;1,1) 

0,4 (0,2;0,5)
a
 

1,0 

(0,8;1,6)
b 

0,7 (0,3;1,3)
b 

1,0 (0,7;1,0)
b
 

1,2 (0,9;1,7)
b 

IL-6 

(ng·gprotein
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

1,2 (0,8;1,6) 

0,6 (0,5;0,9) 

5,7 (3,5;10,6)
b 

2,3 (1,6;3,6)
a 

3,5 (1,4;7,7) 

14,2 

(6,2;25,2)
a,b 

4,2 (2,6;11,4)
b 

8,9 (3,0;19,1)
b 

TNF-α 

(ng·gprotein
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

0,7 (0,5;1,0) 

0,4 (0,4;0,5) 

1,3 (0,6;1,7) 

0,6 (0,4;0,9) 

1,5 (0,9;2,0) 

1,6 (0,9;2,8)
b 

1,6 (1,2;2,7)
b 

1,8 (1,3;4,1)
b 

IL-10 

(ng·gprotein
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

0,3 (0,2;0,3) 

0,2 (0,2;0,3) 

0,3 (0,2;0,3) 

0,2 (0,2;0,3) 

0,3 (0,3;0,4) 

0,3 (0,3;0,6)
b 

0,3 (0,3;0,6) 

0,4 (0,3;0,6)
b 

8-Isoprostan 

(ng·gprotein
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

1,6 (1,4;2,1) 

1,6 (1,5;1,7) 

2,4 (1,8;2,6) 

1,9 (1,6;2,2) 

2,4 (2,1;3,1)
b 

3,6 (2,7;4,5)
b 

3,1 (2,5;3,4)
b 

2,6 (2,5;4,4)
b 

Nitrat + Nitrit 

(nmol·gprotein
–1

) 

Kontrolle 

Hypothermie 

190 (147;288) 

233 (119;277) 

240 (170;293) 

262 (153;293) 

423 (227;459) 

330 (228;466) 

770 (337;842)
b 

496 (296;799)
b 

 

Dagegen zeigte sich lokal in der Niere (Tabelle 9) ein signifikant erhöhter 

oxidativer/nitrosativer Stress in den Hypothermie-Tieren, was in signifikant erhöhter 

Nitrotyrosin-Bildung (Abbildung 5) sichtbar wurde. Jedoch zeigte sich kein Unterschied 

bezüglich der Expression von HO-1, NFκB, IκB und iNOS zwischen den Gruppen, ebenso 

wenig wie bei den anti-apoptotischen Marker Bcl-xL. 

Neben teilweise erhöhtem oxidativen Stress-Markern zeigte sich eine signifikant reduzierte 

CSE Expression (Abbildung 5) in den Hypothermie-Tieren.  
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Tabelle 9: Parameter oxidativen/nitrosativen Stresses und Apoptosemarker in der Niere der 

Versuchsschweine über Western Blot/EMSA und Immunhistochemie; Hämorrhagischer Schock für 

3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C für 12 h nach dem Schock induziert); 

post mortem Nierenbiospsien; Western Blot Daten angegeben als Vielfaches der Intensität im 

Vergleich zu nativen Schweinen ohne OP, Immunhistochemiewerte (Nitrotyrosin, CSE) als 

Densitometrischen Summen; Daten dargestellt als Median (Quartile); a p<0,05 Hypothermie vs. 

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;1,1) 

NFκB 1,5 (1,4;1,9) 1,6(1,3;1,8) 

IκB 0,9 (0,9;1,1) 1,0 (0,9;1,2) 

Bcl-xL 0,8 (0,6;1,1) 0,7 (0,3;1,1) 

Nitrotyrosin 3,3 (0,7;10,5) 10
6
 5,9 (1,3;9,9) 10

7 a
 

CSE 1,1 (1,0;1,1) 10
8
 0,7 (0,43;0,83) 10

8 a
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5:  repräsentative Bilder Immunhistochemie der Versuchsschweine; Hämorrhagischer 

Schock für 3 h; Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C für 12 h nach dem Schock 

induziert); post mortem Nierenbiospsien; oben Nitrotyrosin, unten Cystathionin-γ-lyase (CSE) rot 

angefärbt; links Kontrollgruppe, rechts Hypothermie, (Ulm, 2014/2015) (Erstveröffentlichung in: 
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Nussbaum et al. 2017, Abdruck und Bearbeitung mit freundlicher Genehmigung von Wolters 

Kluwer für Shock Society) 

 

3.8 Koagulation 

Die Gerinnung wurden während der Experimente über die Thrombozytenzahl, Rotem und 

die Menge an Thrombin-Antithrombinkomplexen und vWF im Plasma überwacht (Tabelle 

10). Beide Gruppen wiesen eine signifikante Reduktion der Thrombozytenzahl am Ende 

der Experimente auf, ebenso einen signifikanten Anstieg der Aktivität des vWF ab Ende 

des Schocks. Weiterhin zeigten die Tiere der Hypothermiegruppe eine signifikante 

Reduktion der maximalen Lyse und des MCFfibtem nach 12 h Intensivüberwachung im 

Vergleich zu den prä Schockwerten und bei der maximalen Lyse auch zu der 

Kontrollgruppe. Bei CT, MCFheptem, und den Thrombin-Antithrombin Komplexen zeigten 

sich keine signifikanten Veränderungen. 

 

Tabelle 10: Koagulationsparameter der Versuchsschweine; Hämorrhagischer Schock für 3 h; 

Kontrollgruppe (38°C) vs. Hypothermiegruppe (34°C für 12 h nach dem Schock induziert); Daten 

dargestellt als Median (Quartile); CT: Gerinnselbildungszeit; MCF: maximale Gerinnselfestigkeit; 

ML: maximale Lyse (Reduktion der Gerinnselfestigkeit nach MCF im Verhältnis zu MCF); 

heptem: intrinsisch aktivierter Test nach Zugabe von Heparinase; fibtem: extrinsisch aktivierter 

Test nach Zugabe von Cytochalasin D, zur Untersuchung des Beitrags des Fibrins zur 

Gerinnselfestigkeit;  a p<0,05 Hypothermie vs. Kontrollgruppe; b p<0,05 vs. prä Schock innerhalb 

der Gruppe, (Ulm, 2014/2015)  

  Prä Schock Post Schock 
12 h Intensiv-

überwachung 

23 h Intensiv-

überwachung 

Thrombozyten 

(10
3
·µL

-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

183 (131;219) 

195 (152;251) 

129 (112;170) 

151 (118;185) 

127 (99;173) 

128 (104;168) 

105 (69;157)
b 

111 (82;180)
b 

CTheptem (s) 
Kontrolle 

Hypothermie 

184 (159,200) 

185 (167;228) 

176 (155;186) 

167 (142;187) 

199 (176;225) 

189 (173;207) 

186 (171;195) 

197 (191;389) 

MCFheptem (mm) 
Kontrolle 

Hypothermie 

57 (52;61) 

59 (55;63) 

54 (46;57) 

57 (51;62) 

57 (50;64) 

57 (55;60) 

61 (50;67) 

55 (52;60) 

MCFfibtem (mm) 
Kontrolle 

Hypothermie 

13 (10;15) 

17 (16;20)
a 

9 (9;12) 

14 (10;15)
a 

13 (10;17) 

11 (7;13)
b 

20 (17;23) 

18 (17;23) 

ML (%) 
Kontrolle 

Hypothermie 

22 (21;24) 

22 (20;25) 

22 (20;23) 

22 (19;24) 

21 (19;21) 

12 (10;17)
a,b 

19 (16;21)
b 

18 (8;22) 

Von-

Willebrand-

Faktor (U·L
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

151 (138;188) 

150 (131;174)
 

286 (269;342)
b 

285 (268;357)
b 

242 (210;373)
b 

541 (347;732)
a,b 

340 (228;375)
b 

493 (244;720)
b 

Thrombin-

Antithrombin-

Komplexe 

(µg·L
-1
) 

Kontrolle 

Hypothermie 

32 (28;43) 

29 (14;54) 

51 (48;59) 

55 (41;74) 

42 (18;74) 

54 (44;69) 

32 (21;48) 

37 (15;114) 
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4. Diskussion 

In der hier vorliegenden Dissertation wurden die Auswirkungen von therapeutischer 

Hypothermie nach hämorrhagischen Schock auf Kreislauf-, Entzündungs-, Gerinnungs-, 

Organ- und metabolische Parameter im Großtiermodell untersucht. Dabei wurden die 

Hypothermie-Tiere, die nach Ende des HS für 12 Stunden auf 34°C heruntergekühlt und 

danach wieder erwärmt wurden, mit den Kontrolltieren, die nur die Standard-

Intensivtherapie bekamen, verglichen. 

 

4.1 Mortalität  

Hauptbefund dieser Studie war die signifikant höhere Mortalität in der 

Hypothermiegruppe, während in anderen Studien eine reduzierte Mortalität und eine 

verbesserte Organfunktion beschrieben wurden. (Alam et al. 2006; Childs et al. 2005; 

Fröhlich et al. 2014a; George et al. 2010; Hildebrand et al. 2014; Norio et al. 2002; 

Sailhamer et al. 2007; Wladis et al. 2002; Wu et al. 2005)  Jedoch ist fraglich, wie gut 

manche dieser Studien auf die klinische Situation übertragbar waren, da beispielsweise bei 

Fröhlich et al. einige Kritikpunkte genannt werden müssen: Es fehlten wichtige Parameter 

bezüglich des HS, wie hämodynamische Parameter oder Werte für pH und Laktat, und nur 

wenige Daten waren angegeben, die die These einer reduzierten Organschädigung (der 

Leber) durch induzierte Hypothermie nach HS und Trauma sicher unterstützen. (Fröhlich 

et al. 2014a) 

In unserer Studie traten mehrere Faktoren, welche einzeln schon mit einer erhöhten 

Mortalität assoziiert waren, in der Hypothermiegruppe auf, diese werden später noch 

ausführlicher diskutiert. Somit ergab sich die erhöhte Mortalität wahrscheinlich aus einem 

komplexen Zusammenspiel dieser Faktoren. Dazu gehörten ein gestörter Metabolismus mit 

Hyperglykämie (Mizock 2001; Wahl et al. 2008; Yang et al. 2006) und erhöhter 

Laktatazidose (Angele et al. 2008; De Backer 2003; Fröhlich et al. 2014b; Kauvar et al. 

2006; Kraut u. Madias 2014; Lee et al. 2008; Leverve 2005), möglicherweise als Folge 

einer gestörten Organdurchblutung, beispielsweise der Niere, (Bihorac et al. 2013; Knöller 

et al. 2016; Santos u. Monteiro 2015) bei erniedrigten MAP-Werten und höherem 

Noradrenalin-Verbrauch. Noradrenalin konnte wiederum die Hyperglykämie mitbedingen 

(Wong 1983) und zu einem erhöhten oxidativen Stress beitragen. (Wang et al. 2006) Der 

MAP wurde wahrscheinlich durch die erhöhte Barrieredysfunktion durch Hypothermie 

beeinflusst. (Beresford et al. 1956; D'Amato u. 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 1991) Somit könnte die Barrieredysfunktion einer der Hauptfaktoren für die 

erhöhte Mortalität sein. (Goldenberg et al. 2011) 

 

4.2 Hämodynamische Parameter  

Hämodynamisch zeigte sich in beiden Gruppen bei MZP2, am Ende des HS, ein 

signifikanter Anstieg der Herzfrequenz zusammen mit einem signifikanten Abfall des 

Blutdruckes und des HMV. Diese Reaktionen waren typische Zeichen einer 

Schocksituation (Gutierrez et al. 2004; Kheirbek et al. 2009; Vincent u. De Backer 2013) 

und bestätigten damit die Wahl des Schockprotokolls, dessen Entnahmedauer und -

volumen ausreichten, um eine Schockreaktion herbei zu führen. In der Kontrollgruppe 

normalisierten sich MAP, HF und HMV während der Intensivüberwachungsphase durch 

die Standardtherapie wieder, während sich in der Hypothermiegruppe eine Tendenz zu 

einer erhöhten HF und erniedrigten MAP- und HMV-Werten während der gesamten 

Intensivüberwachungsphase, am Ende der Hypothermiephase mit MAP und HMV 

signifikant erniedrigt, zeigte. Zusätzlich benötigte die Tiere der Hypothermiegruppe 

signifikant mehr Noradrenalin, ohne dass der Zielblutdruck erreicht werden konnte.  

 

4.3 Metabolismus 

Der hämodynamische Verlauf spiegelte sich auch in den Werten der Blutgasanalyse wider. 

In beiden Gruppen trat während der Schockphase eine Laktatazidose auf, in der 

Kontrollgruppe glichen sich die Werte jedoch wieder den Ausgangswerten an. Somit war 

zu vermuten, dass die Behandlung der Kontrollgruppe, bestehend aus lungenprotektiver 

Beatmung, Flüssigkeitsersatz und Kreislaufunterstützung mittels Noradrenalin, ausreichte, 

um den Laktatanstieg, der auf eine gestörte energetische Situation hinwies, nicht nur zu 

bremsen, sondern sogar zu revidieren. (Leverve 2005) Dagegen aggravierte sich in der 

Hypothermiegruppe die Laktatazidose weiterhin signifikant während der 

Hypothermiephase, bezüglich pH, Laktat und base excess, und schwächte sich erst nach 

dem Wiederwärmen ab. Wie in der Einleitung beschrieben, deutet eine gesteigerte 

Laktatproduktion auf eine gestörte Energiehömöostase hin. (Kraut u. Madias 2014) In 

bisherigen Studien zeigten höhere Laktatlevel eine Assoziation mit einem schlechteren 

Outcome, erhöhter Mortalität und konnten zusammen mit den base excess-Werten als 
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Prognosemarker verwendet werden. (Angele et al. 2008; De Backer 2003; Fröhlich et al. 

2014b; Kauvar et al. 2006; Kraut u. Madias 2014; Lee et al. 2008; Leverve 2005) Auch in 

unserer Studie war die verstärkte Laktatazidose mit einer erhöhten Mortalität in der 

Hypothermiegruppe assoziiert. 

Zusätzlich zu einer Laktatazidose zeigten die Hypothermie-Tiere auch signifikant höhere 

Blutglukosewerte während der gesamten Intensivüberwachungsphase, zusammen mit einer 

erhöhten Glukoseproduktion und reduzierter Glukoseoxidation. Hypothermie kann über 

eine Reduktion des Kohlenhydratstoffwechsel zu einer Hyperglykämie führen, den 

Transport über die Membran in die Zellen verlangsamen und außerdem über eine 

reduzierte Insulinfreisetzung, -aktivität und -aufnahme in die Zellen den Blutglukosewert 

noch weiter erhöhen. (Mallet 2002; Wong 1983) Eine reduzierte Glukoseoxidation 

während induzierter Hypothermie zeigte sich auch in dieser Studie. Die Freisetzung von 

Stresshormonen durch Hypothermie, wie Cortisol und Katecholamine, konnten den 

Glukosemetabolismus zusätzlich beeinflussen. (Mallet 2002; Wong 1983) Außerdem 

bekamen die Hypothermie-Tiere signifikant mehr Noradrenalin. Die Katecholamingabe 

kann über verstärkte Glukosefreisetzung durch Glykogenolyse, Glukoneogenese und 

inhibierter Glykogensynthese noch weiter zu einer Hyperglykämie beigetragen haben, 

(Mallet 2002; Wong 1983) wofür auch die erhöhte Glukoseproduktion während der 

Hypothermie sprechen würde. Insgesamt könnte die Hyperglykämie, wie in der Einleitung 

diskutiert, mit zu der erhöhten Mortalität in der Hypothermiegruppe beigetragen haben. 

(Mizock 2001; Wahl et al. 2008; Yang et al. 2006) 

 

4.4 Organfunktion und Organschäden 

Die Niere war das Organ, auf das sich der Fokus in dieser Studie hauptsächlich richtete, da 

sie als eines der ersten Organe durch eine gestörte Kreislaufregulation betroffen ist, (Wong 

1983) wie sich auch in unserer Studie in der reduzierten Nierendurchblutung zeigte, und 

ein akutes Nierenversagen ein Risikofaktor für eine erhöht Mortalität ist. (Bihorac 2010, 

Santos 2015, Knoeller 2016) Histologisch zeigte sich in dieser Studie nur eine sehr geringe 

Schädigung der Niere ohne Unterschied zwischen den Gruppen bei gleichzeitig starker 

Einschränkung der Funktion in der Hypothermiegruppe. Das gleiche Phänomen trat auch 

in der vorherigen Studie unseres Instituts, Knoeller et al 2016, auf, während in der Studie 

davor, Gröger et al 2013, deutlichere histologische Schädigungen sichtbar wurden. Jedoch 

war der HS unserer Studie milder ausgeprägt als in den vorherigen Studien und viele Tiere 
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der Hypothermiegruppe, in der funktionell eine Nierenschädigung auftrat, waren vorzeitig 

verstorben, sodass weniger Zeit für die histologisch sichtbare Entwicklung von 

Nierenschäden blieb. (Knöller et al. 2016) Auch in anderen Studien zeigte sich nach 

Schock nur eine geringe histologische Schädigung trotz ausgeprägter Organdysfunktion, 

sowohl im Mausmodell, (Stenzel et al. 2016; Wagner et al. 2013) als auch bei Patienten. 

(Takasu et al. 2013) Funktionell zeigte sich in beiden Gruppen ein Anstieg der 

Kreatininwerte während des HS, in der Kontrollgruppe fiel das Serumkreatinin nach dem 

HS während der Intensivüberwachungsphase wieder auf etwa Anfangslevel ab, während in 

der Hypothermiegruppe die Kreatininwerte bis zum Ende der Hypothermiephase erhöht 

waren und erst anschließend abfielen. Zusätzlich fiel die Hypothermiegruppe durch eine 

reduzierte Kreatinin Clearance und Urinproduktion auf, bis zum Ende der 

Hypothermiephase signifikant niedriger. Während dieses Zeitraums hatten die Tiere der 

Hypothermiegruppe, wie oben diskutiert, einen signifikant niedrigeren Blutdruck, was sich 

auch auf die Nierendurchblutung auswirkte, die ebenfalls signifikant niedriger war. Dies 

spricht für eine prärenale Komponente der gestörten Nierenparameter. (Mallet 2002) Auch 

in anderen Studien führte Hypothermie über eine reduzierte Nierendurchblutung zu einer 

gestörten Nierenfunktion, bei ca. 40% der Patienten mit akzidenteller Hypothermie trat ein 

akutes Nierenversagen auf. (Mallet 2002) Jedoch wurde vermutet, dass die Hypothermie 

über eine Reduktion des Sauerstoffverbrauchs primär protektiv wirkte und erst in der 

Wiedererwärmungsphase die Schädigung eintrat. (Mallet 2002; Wong 1983) Auch der 

signifikant höhere Noradrenalinverbrauch in der Hypothermiegruppe konnte die 

Nierenfunktion negativ beeinflusst haben, einerseits über den erhöhten oxidativen Stress,  

(Wang et al. 2006) andererseits auch über eine renale Vasokonstriktion mit veränderten 

Nierendurchblutung. (Burban et al. 2013; Su et al. 2010) Da in dieser Studie jedoch 

wahrscheinlich durch die erhöhte Mortalität und frühe Sterblichkeit noch keine 

histologischen Schädigungen sichtbar waren, deuteten vor allem die funktionellen Werte 

auf einen negativen Effekt infolge der Hypothermie hin.  

Zusätzlich zeigte sich jedoch auch auf molekularer Ebene eine reduzierte Expression von 

CSE, einem Enzym, welches das gasförmige Signalmolekül H2S produziert, in vielen 

Zellen, unter anderem auch in Nieren-, Leber- und Endothelzellen, vorkommt, (Bos et al. 

2012; Guan et al. 2015; McCook et al. 2014; Pan et al. 2014; Untereiner et al. 2016) und 

dessen Expression in der Niere mit der Aufrechterhaltung der Nierenfunktion assoziiert ist. 

(Guan et al. 2015; McCook et al. 2014; Stenzel et al. 2016) Es wurde bisher gezeigt, dass 

H2S antioxidative und zellprotektive Funktionen hat und verschiedenen 
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Regulationsvorgängen beeinflusst, unter anderem die Energiehömöostase. (Bos et al. 2012; 

Guan et al. 2015; McCook et al. 2014; Stenzel et al. 2016; Untereiner et al. 2016) 

Verschiedene Schädigungen, wie Sepsis, Verbrennungen oder Ischämie/Reperfusion, 

führten in unterschiedliche Studien entweder zu einer erhöhten oder erniedrigten 

Expression von CSE, wie McCook et al. in seinem Paper zusammenstellte. Es konnte 

jedoch gezeigt werden, dass eine Hemmung der CSE zu verstärkten Organschäden führte 

und die Höhe der CSE-Expression in der Niere mit der Nierenfunktion und der Kreatinin 

Clearance assoziiert war. (Guan et al. 2015; McCook et al. 2014; Stenzel et al. 2016) Eine 

Expression von CSE in Nierenbiopsien war mit einer verbesserten GFR nach 

Nierentransplantation in Patienten assoziiert und bei CSE-Mangel in Mäusen trat eine 

vermehrte Nierenschädigung und erhöhte Mortalität auf. (Bos et al. 2012; McCook et al. 

2014; Stenzel et al. 2016) Eine konstitutive Expression von CSE scheint damit wichtig für 

die Aufrechterhaltung der Organfunktion, zumindest in der Niere, zu sein. Präventive 

Hypothermie konnte einen CSE-Verlust nach HS abmildern, dies war mit einer 

verbesserten Nierenfunktion assoziiert. (Gröger et al. 2013) Andererseits wurde auch 

berichtet, dass die CSE-Expression durch Hypothermie reduziert wurde. (McCook et al. 

2014) Zumindest in der Niere zeigte die Expression von CSE auch eine Assoziation mit 

dem Ausmaß der Barrieredysfunktion, möglicherweise, wie oben angesprochen, über eine 

Reduktion des oxidativen Stresses. (Stenzel et al. 2016) 

 

4.5 Barrieredysfunktion  

Sowohl die Differenz zwischen unauffälliger Pathologie bei gleichzeitig stark 

eingeschränkter Nierenfunktion, (Stenzel et al. 2016; Takasu et al. 2013; Wagner et al. 

2013) als auch die oben beschriebene gestörte Hämodynamik in der Hypothermiegruppe 

könnte durch eine erhöhte Barrieredysfunktion mit vermindertem intravasalen Volumen 

durch Hypothermie erklärt werden. Bei akzidenteller Hypothermie, beispielsweise nach 

Trauma, trat häufig ein erhöhter Flüssigkeitsbedarf auf, (Farstad et al. 2003; Heltne et al. 

2001; Kheirbek et al. 2009; Seekamp et al. 1999) der durch Erwärmen reduziert werden 

konnte. (Alam et al. 2006) Ebenso zeigte sich eine Reduktion des Plasmavolumens mit 

Konzentration des Hämatokrits bei akzidenteller und induzierter Hypothermie. (Beresford 

et al. 1956; D'Amato u. Hegnauer 1953; Ferguson et al. 1958; Green u. Jackman 1979; 

Mallet 2002; Wong 1983) Ein Grund für den intravasalen Flüssigkeitsverlust könnte eine 

erhöhte Durchlässigkeit des Gefäßwand mit 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 1991)  auch wenn in einigen Studien berichtet 

wurde, dass Hypothermie die vaskuläre Barrierefunktion stabilisieren sollte. (Childs et al. 

2005) In dieser Studie zeigten sich in beiden Gruppen höhere Hb-Werte nach dem Schock, 

was für eine Hämokonzentration durch Barrieredysfunktion sprach. (Goldenberg et al. 

2011; Knöller et al. 2016) In der Hypothermiegruppe waren die Hb-Werte bei MZP3, nach 

12 Stunden Hypothermie, jedoch noch signifikant höher, obwohl die Flüssikkeitsgabe in 

beiden Gruppen gleich war und eine signifikant niedrigere Urinausscheidung in der 

Hypothermiegruppe auftrat. Die Hb-Werte näherten sich nach dem Wiedererwärmen nach 

23 h Intensivüberwachung den Werten der Kontrollgruppe wieder an. Der vermutete 

Plasmaverlust in den Extravasalraum mit folgend höheren Hb/Hämatokrit-Werten, 

möglicherweise aufgrund von Barrieredysfunktion, könnte dazu geführt haben, dass der 

MAP, trotz höheren Noradrenalininfusionsraten, während der Intensivüberwachungsphase 

nicht auf dem angestrebten Niveau gehalten werden konnte und es sogar zu einer 

verminderten Organdurchblutung kam, wie sich zum Beispiel im signifikant reduzierten 

Fluss der rechten A. Renalis zeigte. Weiterhin sprach für die erhöhte Barrieredysfunktion 

das signifikant höhere extravasale Albumin in den Nieren der hypothermen Tiere. Wie in 

der Einleitung beschrieben, wird normalerweise die Menge des interstitiellen Albumins zur 

Regulation des onkotischen Drucks streng kontrolliert, (Childs et al. 2005; Goldenberg et 

al. 2011; Mehta u. Malik 2006; Nagy et al. 2008) die vermehrte Extravasion von Albumin 

konnte somit zur Untersuchung der Gefäßpermeabilität genutzt werden. (Carpenter et al. 

2005; Childs et al. 2005; Filep u. Foldes-Filep 1993; Madjdpour et al. 2003; Nagy et al. 

2008; Nedrebø et al. 2003; Rehm et al. 2004; Schumacher et al. 2003) Das vermehrte 

extravasale Albumin in der Hypothermiegruppe deutete somit auf eine erhöhte vaskuläre 

Barrieredysfunktion, zumindest in den Nieren der Schweine, hin. Eine erhöhte 

Barrieredysfunktion war in anderen Studien mit einer schlechteren Nierenfunktion 

assoziiert. (Stenzel et al. 2016)  

 

4.6 Entzündungsparameter und oxidativer/nitrosativer  Stress  

Sowohl die erhöhten Glukoselevel, als auch die Reduktion von CSE schienen weiterhin 

Einfluss auf den oxidativen Stress und die Entzündung zu haben. Eine reduzierte CSE 

Expression war mit verstärktem oxidativen Stress und reduzierter NO-Produktion 

assoziiert. (McCook et al. 2014; Merz et al. 2017) Ebenso zeigte sich bei erhöhter 
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Blutglukose sowohl in Akutsituationen, als auch chronisch ein erhöhter oxidativer Stress 

mit vermehrter ROS Produktion und reduzierter NO-Verfügbarkeit mit möglichen 

schädigenden Folgen auf das Gefäßsystem und erhöhte Entzündungsmarker. (Leverve 

2005; Pan et al. 2014; Untereiner et al. 2016) Auch in diesem Versuch traten bei den 

Hypothermie-Tieren, die nach Ende des Schocks unter einer Hyperglykämie litten, 

signifikant erhöhte IL6-Level am Ender der  Hypothermiephase und in den post mortem 

Nierenbiopsien signifikant erhöhte Nitrotyrosinwerte als Zeichen für erhöhten oxidativen 

und nitrosativen Stress bei gleichzeitig reduzierten CSE-Werten auf. Als weiterer 

Einflussfaktor auf den erhöhten oxidativen Stress in der Hypothermiegruppe trat 

wahrscheinlich deren signifikant höhere Infusionsdosis an Noradrenalin auf, da erhöhte 

Plasmalevel von Noradrenalin zu verstärktem oxidativen Stress führen konnten. (Wang et 

al. 2006) Wie groß die Auswirkung von Hypothermie selbst auf die ROS- und RNS-

Produktion war, konnte nicht differenziert werden, da Hypothermie in unserer Studie auch 

über einen veränderten Metabolismus und eine gestörte Kreislauffunktionen den 

oxidativen Stress beeinflusst und somit mit lokal erhöhtem oxidativen Stress und erhöhten 

systemischen Entzündungsparametern assoziiert war. Auch in einer vorherigen Studie 

dieses Instituts führte präventive Hypothermie zu signifikant erhöhter systemischer 

Entzündung und oxidativem Stress, während lokal jedoch eher eine Reduktion des 

oxidativen Stresses auftrat. (Gröger et al. 2013) Dagegen wurde in anderen Studien sowohl 

von einer signifikanten Reduktion von oxidativen Stress und Entzündungsparametern, 

(Alam et al. 2006; Childs et al. 2005; Fröhlich et al. 2014a), als auch von verstärkter 

Inflammation durch Hypothermie (Fairchild et al. 2004) berichtet. Insgesamt spielten der 

erhöhte oxidative Stress und die erhöhte Entzündungsaktivität wahrscheinlich eine Rolle in 

der erhöhten Mortalität in der Hypothermiegruppe. (Roumen et al. 1993)  

 

4.7 Koagulation 

In beiden Gruppen zeigte sich eine Abnahme der Thrombozytenzahl, die durch eine 

Verdünnung durch kontinuierliche Flüssigkeitsgabe erklärbar wäre. In der 

Hypothermiegruppe trat außerdem eine signifikante Reduktion der maximalen Lyse am 

Ende der Hypothermiephase auf, während durch die gleichzeitige Azidose eher eine 

verstärkte Lyse durch verstärkten Fibrinabbau in der Hypothermiegruppe zu erwarten 

gewesen wäre. (Hess et al. 2008) Es zeigte sich insgesamt keine signifikant verschlechterte 

Koagulation in der Hypothermiegruppe, obwohl sowohl HS, Hypothermie, als auch die 
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Azidose in der Hypothermiegruppe eine Koagulopathie bedingen können. Jedoch soll die 

Koagulation vor allem ab einer Temperatur unter 34°C beeinträchtigt sein, (Hess et al. 

2008) während die Zieltemperatur in diesen Versuchen die Grenze vielleicht nicht 

überschritt. 

In beiden Gruppen war die Aktivität des vWF bei allen Untersuchungen während/nach 

dem HS signifikant höher als der Ausgangswert, außerdem zeigte sich in der 

Hypothermiegruppe die Aktivität gegenüber der Kontrollgruppe nach 12 Stunden 

Hypothermie signifikant erhöht. Neben der Funktion von vWF in der Koagulation, ist eine 

erhöhte Aktivität des vWF zwar kein direktes Zeichen für eine Barrieredysfunktion, kann 

jedoch auch auf die Aktivierung oder Schädigung von Endothelzellen hindeuten. 

(Bernardo et al. 2004; Kremer Hovinga et al. 2007; Lip u. Blann 1997; Matejovic et al. 

2007; McGill et al. 1998; Sutton et al. 2003; Ware et al. 2004). Jedoch blieb zu vermuten, 

dass geschädigte Endothelzellen die Barrierefunktion nicht mehr komplett aufrechterhalten 

konnten, was in dieser Studie durch die erhöhte Albuminextravasion gezeigt wurde. 

Erhöhte systemische Werte für vWF wurden bei verschiedenen pathologischen Zuständen, 

(Bernardo et al. 2004; Kayal et al. 1998; Ware et al. 2004) verschiedenen 

inflammatorischen Situationen (Bernardo et al. 2004; Claus et al. 2009; Kayal et al. 1998; 

Kremer Hovinga et al. 2007; McGill et al. 1998) und auch nach Schock (Claus et al. 2009; 

Kremer Hovinga et al. 2007) nachgewiesen. Dabei konnte teilweise eine Korrelation 

zwischen vWF und Outcome gezeigt werden, (Kayal et al. 1998; Ware et al. 2004) 

während andere Gruppen diese nicht nachweisen konnten. (Bockmeyer et al. 2008; Kremer 

Hovinga et al. 2007) Der systemische Anstieg des vWF scheint sowohl auf verstärkte 

Ausschüttung aus dem Endothel oder Endothelschädigung, (Bernardo et al. 2004; Claus et 

al. 2009; Kayal et al. 1998; Kremer Hovinga et al. 2007; McGill et al. 1998) als auch auf 

Hemmung der abbauenden Protease (Bernardo et al. 2004; Claus et al. 2009; Kremer 

Hovinga et al. 2007) zu beruhen. Interleukine sollen Einfluss auf beide Vorgänge haben, 

unter anderem konnte gezeigt werden, dass bei erhöhten IL-6 Level oder nach Stimulation 

mit IL-6, welches in unserer Studie am Ende der Hypothermiephase in der 

Hypothermiegruppe signifikant erhöht war, sowohl eine leicht erhöhten Freisetzung, 

(Bernardo et al. 2004; Claus et al. 2009; McGill et al. 1998) als auch eine Hemmung der 

Protease auftrat. (Bernardo et al. 2004; Bockmeyer et al. 2008; Claus et al. 2009) Auch 

vermehrte ROS/RNS-Produktion, wie sie lokal in den Nieren der Hypothermiegruppe über 

Nitrotyrosin nachgewiesen wurde, leistete wahrscheinlich einen Beitrag zur Schädigung 

der Gefäße und damit zur erhöhten Barrieredysfunktion. (Childs et al. 2005) 
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4.8 Limita tionen der Studie 

Die Versuche wurden aus tierethischen Gründen durchgehend unter Narkose und 

Beatmung durchgeführt. Sowohl Narkose als auch Beatmung können Auswirkungen auf 

die Inflammationsreaktion und das Herzkreislaufsystem haben und auch kompensatorische 

Mechanismen abschwächen. (Bracht et al. 2012; Lomas-Niera et al. 2005) Jedoch hatten 

beide Gruppen die gleichen Bedingungen, sodass diese die Unterschiede zwischen den 

Gruppen wenig beeinflusst haben sollten. 

Außerdem bekamen die Schweine nach dem HS kein Spenderblut von gesunden 

Schweinen, sondern das für den HS entnommene Blut retransfundiert. Auswirkungen von 

Botenstoffen, die nach der Instrumentierung mit Weichteiltrauma vermehrt ausgeschüttet 

wurden, waren nicht auszuschließen. (Jawa et al. 2011) Da beide Gruppen eine 

standardisierte Instrumentierung mit standardisiertem Weichteiltrauma bekamen, sollten 

diese jedoch in beiden Gruppen ebenfalls vergleichbar sein. 

Die Überwachungszeit von 23 h nach dem Schock ist verglichen mit anderen Modellen, 

die  sich vor allem auf die ersten Stunden nach Trauma mit einer Versuchsdauer von zwei 

bis sechs Stunden konzentrieren, relativ lang. Jedoch sind noch längere Versuche nötig, um 

erst später auftretende Folgeschäden und Kompensationsmechanismen nicht zu übersehen 

und die klinische Situation besser abbilden zu können, da Patienten mit einem ähnlichen 

Krankheitsbild für mehrere Tage oder sogar Wochen überwacht werden. (Angus u. van der 

Poll 2013; Hildebrand et al. 2013) Klinisch zeigte sich ebenfalls, dass bei vielen Patienten 

Begleiterkrankungen die Therapie erschweren, während die meisten Modelle gesunde und 

junge Tiere nutzen. Auch in diesem Modell waren die Tiere gesund und jung, wenn auch 

erwachsen. Veränderte Immunantwort, Rezeptorausstattung und Proteinexpression können 

dazu beitragen, dass Alter und Komorbiditäten die Reaktion auf eine Therapie verändern, 

sodass ältere Tiere und Komorbiditäten in Tiermodelle integriert werden sollten. (Angele 

et al. 2008; Angus u. van der Poll 2013; Hildebrand et al. 2013; McCook et al. 2014; 

Osuchowski et al. 2014)  

Aufgrund der erhöhten Mortalität in der Hypothermiegruppe wurden beim vierten 

Messzeitpunkt nach 23 h Intensivüberwachung weniger Tiere und dafür wahrscheinlich 

Tiere mit besseren Werten eingeschlossen, da die Tiere mit einem schlechteren Zustand 

eher schon vor Erreichen des vierten Messzeitpunktes gestorben waren. Damit konnten 

sich manche Parameter bei zum Ende des Versuchs wieder mehr dem Ausgangswert 

angleichen, ohne dass sicher eine wirkliche Erholung eingetreten war. Die Werte nach 23 h 

Intensivüberwachung sind somit in der Hypothermiegruppe weniger aussagekräftig. 
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5. Zusammenfassung 

Trauma und hämorrhagischer Schock (HS) stellen noch immer eine häufige Todesursache 

vor allem auch bei jungen Leuten dar. Die bisherigen Therapien unterstützen den 

Patienten, können aber noch nicht alle Komplikationen und Schäden, wie eine 

überschießende Inflammationsreaktion oder Organschäden, verhindern. In einigen 

experimentellen Studien zeigte sich ein protektiver Effekt von induzierter Hypothermie 

nach HS. Auch in einer vorherigen Studie dieses Instituts konnte gezeigt werden, dass 

induzierte Hypothermie, dort jedoch vor dem Schock induziert, zu reduzierter 

Organschädigung führte. Diese Ergebnisse konnten in der Folgestudie, mit Induktion der 

Hypothermie nach dem Schock, aber ohne Wiedererwärmen, nicht reproduziert werden, 

was möglicherweise durch die längere Hypothermiedauer und das fehlende 

Wiedererwärmen bedingt war. In unserer Studie sollte nun überprüft werden, ob 

Hypothermie, induziert nach dem HS, mit Wiedererwärmen und kürzerer Dauer, positive 

Effekte hat, beispielsweise auf die Kreislauffunktion, die Organfunktion und -schäden, die 

Immunreaktion und die Barrierefunktion der Gefäße. Dazu wurden 18 Schweinen in zwei 

Gruppen randomisiert, Hypothermie für 12 Stunden bei 34°C und Kontrolle bei 38°C, und 

Kreislauf-, Entzündungs-, Gerinnungs-, Organ- und metabolische Parameter erhoben.  

Auffällig war vor allem die signifikant erhöhte Mortalität in der Hypothermiegruppe, die 

durch ein komplexes Zusammenspiel aus vielen Parametern, bei denen die 

Hypothermiegruppe schlechtere Werte aufwies als die Kontrollgruppe, bedingt war. Hier 

sind vor allem die jeweils signifikant veränderten Parameter, wie die erhöhten 

Blutzuckerwerte und die erhöhten Parameter für oxidativen Stress, die erniedrigten 

Blutdruckwerte bei sogar erhöhtem Noradrenalinbedarf und folgender schlechterer 

Nierenperfusion und -funktion, die erhöhte Barrieredysfunktion der Gefäße und die 

Hämokonzentration, ebenso wie die erhöhte Laktatazidose mit erniedrigtem base excess zu 

nennen. Eines der Hauptprobleme könnte die durch Hypothermie verstärkte 

Barrieredysfunktion der Gefäße sein, die über ein vermindertes intravasales Volumen zu 

einem erniedrigten Blutdruck und damit zu einer Minderperfusion von Organen und 

folgender Laktatazidose führen könnte. 

Somit scheint zumindest in einer Situation wie in unserer Studie dargestellt, Induktion 

nach dem HS und eher lange Hypothermie für 12 Stunden, induzierte Hypothermie sogar 

schädlich zu sein. Bevor induzierte Hypothermie nach hämorrhagischen 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 Hypothermie sicher 

angewendet werden kann und positive Effekte bewirkt und wann sie sogar schadet. 

Weiterhin wäre es interessant, die Mechanismen zu untersuchen, über die Hypothermie zu 

einer erhöhten Barrieredysfunktion führt und ob diese Mechanismen umgangen werden 

können, da dies möglicherweise auch für andere Erkrankungen mit erhöhter 

Barrieredysfunktion relevant wäre. 
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