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1. Einleitung 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Schwefelwasserstoff auf die 

Organhistopathologie im hämorrhagischen Schock untersucht. Hierbei kam ein 

Großtiermodell (Landschweine) zum Einsatz, bei dem gewichtsadaptiert 

Schwefelwasserstoff in einer ionischen Verbindung (Dinatriumsulfid) systemisch 

verabreicht wurde.  

1.1 Traumatisch bedingt e Hämorrhagie  

Weltweit starben im Jahre 2000 geschätzt 5 Millionen Menschen an 

Verletzungsfolgen, bei einer Population von 100.000 Menschen liegt die 

Mortalitätsziffer bei 83. Verletzungen machen 9% der weltweiten Todesfälle aus, 

wobei Entwicklungs- und Schwellenländer klar führend sind [72].  

Führt eine Verletzung oder deren direkte Folge zu einem hämorrhagischen 

Schock, bedeutet dies seit jeher ein schlechtes Outcome für den Patienten. Frühe 

Hypotension (systolischer Blutdruck (RR) Ò 90mmHg) schon an der Unfallstelle 

und/oder bei der initialen klinischen Untersuchung ist mit Komplikationen wie 

Multiorganversagen und konsekutiven Schäden bis hin zu Infektionen/Sepsis 

behaftet [31, 39].  

Man kann die frühe (präklinische) Mortalität am Unfallort oder während des 

Transportes in die Klinik von der späten (innerklinischen) Mortalität abgrenzen 

[44]. Die frühe Mortalität ereignet sich im Rahmen des massiven Blutverlustes mit 

Erliegen der Blutzirkulation, die späte Mortalität zeigt sich als komplexes 

Krankheitsgeschehen, bei dem diverse pathologische Prozesse ineinandergreifen.  

So wird durch den traumatisch bedingten Weichteilschaden je nach Ausdehnung 

eine postakute Entzündungsreaktion hervorgerufen, deren Kaskade durch die 

Gewebehypoxie im Rahmen der Hypovolämie und entstehende generalisierte 

Kapillarschädigungen zusätzlich verstärkt wird. Im Rahmen der 

Endothelschädigung kommt es nicht selten zu einer pathologischen 

Überaktivierung des Gerinnungssystems mit einer disseminierten intravasalen 

Koagulopathie (DIC). Hierbei wird die Mikrothrombenbildung auf Arteriolen-/ 

Kapillarebene durch den erhöhten Hämatokrit aufgrund des intravasalen 
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Flüssigkeitsverlustes zusätzlich unterhalten. Der rasche Verbrauch der 

Gerinnungsfaktoren bedingt dann wiederum eine hämorrhagische Diathese [25]. 

In Kombination führen diese Faktoren zu einem sich selbst Ăanheizendenñ Circulus 

vitiosus, welcher als Systemisches Inflammatorisches Response-Syndrome 

(SIRS) zusammengefasst wird und zu konsekutiver Organdysfunktion sowie 

undurchbrochen zum Multiorganversagen (MOV) führt [18, 39]. 

Paradoxerweise birgt auch eine erreichte Reperfusion von zuvor 

ischämischem/hypoxischem Gewebe im Rahmen einer Volumentherapie/ 

Bluttransfusionen und nach erfolgter chirurgischer damage control Gefahren: 

Freiwerdende reaktive Sauerstoffspezies bedingen nach erfolgter Reperfusion 

einen sogenannten Ischämie-/Reperfusionsschaden (IRS), hierbei werden unter 

anderem (u.a.) durch Lipidperoxidation Zellmembranen geschädigt.  

Additiv drohen im klinischen Verlauf neben genannten Folgen unabhängig vom 

Trauma weitere Komplikationen wie Infektionen, postoperative 

Wundheilungsstörungen, respiratorassoziierte Pneumonien, Sepsis, Darmatonie, 

Kontrakturen und andere.  

 

1.2 Klinik und Pathopysiologie des  hämorrhagis chen Schock s  

Ein Schock zeigt sich im Rahmen von Minderdurchblutung essentieller 

Organsysteme. Beim hämorrhagischen Schock kommt es durch den intra- 

und/oder extrakorporalen Blutverlust zu einem absoluten Volumenmangel, 

während bei anderen Schockzuständen, wie dem septischen, dem 

anaphylaktischen oder neurogenen Schock, durch die Flüssigkeitsverschiebung 

vom Intravasalraum ins Interstitium ein relativer Volumenmangel besteht. Durch 

das abnehmende Blutvolumen im Rahmen der Hämorrhagie und dem damit 

reduzierten Herzzeitvolumen (HZV) bei abnehmender kardialer Vorlast, entsteht 

eine Imbalance zwischen dem im Kreislauf zirkulierenden Sauerstoff und dem 

Sauerstoffbedarf auf zellulärer Ebene. Die Endstrecke der Hämorrhagie bedeutet 

somit eine Gewebehypoxie. Diese wird initial durch die vermehrte 

Katecholaminfreisetzung und die damit verbundene Vasokonstriktion, v.a. im 
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Arteriolen- und Kapillarbereich, peripher sogar verstärkt, um Volumen im 

Gefäßsystem zu halten. Die neuroendogen generierte Zentralisation des 

Blutvolumens gewährleistet somit zunächst eine weitere Durchblutung von 

Myokard und Gehirn, der Körper führt gewissermaßen eigenständig eine 

ĂTriagierungñ der Organsysteme durch. Erst mit zunehmender Gewebehypoxie im 

Spätstadium des Schocks dilatieren die Arteriolen im Rahmen der Ansammlung 

saurer Metabolite (vor allem Laktat), es kommt zu interstitiellen 

Flüssigkeitsverschiebungen, der intravasale Volumenmangel wird verstärkt. Je 

nach Fulminanz des Verlaufes kommt es abhängig vom Sauerstoffbedarf des 

Zielgewebes in einem entsprechenden Zeitfenster zu irreversiblen Organschäden 

und im weiteren Verlauf zu Multiorganversagen. 

 

1.3 Der hämorrhagische  Schock  auf  zellulärer Ebene  

Das Missverhältnis zwischen Sauerstoffangebot und -verbrauch, konkret der Abfall 

des Sauerstoffpartialdruckes (pOϜ), induziert eine Gewebehypoxie. Folge der 

Hypoxie ist eine vermehrte Energiegewinnung über die anaerobe Glykolyse. 

Endprodukte dieses Stoffwechselweges sind saure Metabolite, wie Laktat und 

Sauerstoffradikale, die einen hochtoxischen Effekt auf Zellmembranen ausüben. 

Durch den Sauerstoffmangel im Gewebe werden verschiedene 

proinflammatorische Mediatoren und Zytokine freigesetzt, die eine 

Gefäßwandschädigung induzieren, das sogenannte Ăkapillare Leckñ. 

Flüssigkeitsverschiebungen aus dem Intra- in den Extravasalraum lassen ein 

lokales Ödem entstehen, welches eine weitere Verschlechterung der 

Sauerstoffversorgung des Gewebes bewirkt [3, 2]. Dieser pathophysiologische 

Gesamtkomplex  wird  unter  dem Begriff SIRS zusammengefasst (Siehe  

Abbildung 1). 
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Abbildung  1: Entstehung des SIRS und dessen hierdurch hervorgerufene  

pathologische Aggravierung.       

 SIRS=systemic inflammatory response syndrom,               

ROS=reactive oxygen species, RNS=reactive nitrogen species   

 

1.4 Das Phänomen des Ischämie -/Reperfusionsschadens  

Ziel der medizinischen Behandlung eines hämorrhagischen Schockpatienten mit 

allen anästhesiologischen und chirurgischen Maßnahmen ist letztendlich die 

Wiederherstellung der Durchblutung und damit der zellulären Oxygenierung, um 

das Überleben des Gewebes/der Organe zu sichern. Die Reperfusion der 

ischämischen Gewebeareale bringt jedoch auch weitere Schädigungen mit sich, 

was mit dem Begriff des Ăoxygen paradoxñ treffend beschrieben ist [16]. Die 

Sauerstoffminderversorgung auf zellulärer Ebene im Rahmen des 

Schockgeschehens führt innerhalb weniger Minuten zu einem nahezu 

vollständigen Abbau von Adenosintriphosphat (ATP), dem universellen 

Energielieferanten der Zellen. Als Abbauprodukt entsteht Hypoxanthin, das in der 

Reperfusionsphase durch das Enzym Xanthinoxidase zu Xanthin oxidiert wird. Bei 
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diesem Prozess entstehen freie Sauerstoffradikale (ROS), wie zum Beispiel 

Superoxid (O2
ī), Wasserstoffperoxid (HϜOϜ) oder Hydroxyl-Radikale (HO-), die die 

Zellen oxidativ schädigen, aber auch inflammatorische Prozesse aktivieren 

können [74]. Als Folge kommt es unter anderem zur Lipidmembranschädigung, zu 

Alterationen im Calciumhaushalt mit Aktivierung von Stoffwechselprozessen, 

Schädigungen der Desoxynukleinsäure (DNA), Aktivierung von Leukozyten mit 

Einwanderung in das geschädigte Gewebe, Störungen der Mikrozirkulation und 

zur Schädigung der Mitochondrien mit Zusammenbruch der Energieproduktion 

[104, 74]. 

Besonders bezüglich dieser Pathologiemechanismen könnte der Einsatz von HϜS 

aufgrund seiner antioxidativen Eigenschaften und Reduktion der zellulären 

Sauerstoffanforderung vielversprechend sein [54]. 

 

1.5 Schwefelwasserstoff  

1.5.1 Schwefelwasserstoff als toxisches Gas  

Das Vorkommen von HϜS als hoch toxisches Umweltgas sowie sein typischer 

Geruch nach faulen Eiern sind wohlbekannt. Es entsteht bei organischen 

Zersetzungsprozessen und kommt in variabler Konzentration in Quellen, Gasen 

(z.B. Erd- oder Darmgas), Erdöl und beim Abbau von Biomasse im Rahmen von 

Verwesung und Fäulnis vor [53]. Bei Inhalation hoher Konzentrationen (> 0,1% der 

Einatemluft) ist HϜS schon nach kurzer Zeitexposition (Sekunden bis Minuten) 

potentiell lebensbedrohlich. Der wesentliche Pathomechanismus hierbei besteht in 

der Inhibition von Enzymen der Atmungskette, entscheidend ist hierbei die 

Bindung an das 3-wertige Eisen der Cytochrom-c-Oxidase [94]. 

 

1.5.2. Schwefelwasserstoff im menschlichen Organismus   

Neben dem gasförmigen Vorkommen in der Natur spielt HϜS eine wichtige Rolle 

im Organismus von Säugetieren, wenn auch dessen vielfältige Wirkmechanismen 

bis dato nur zum Teil verstanden sind. Hier fungiert es als regulatorisches Molekül 

und zählt neben Stickstoffmonoxid (NO) und Kohlenmonoxid (CO) zu den drei 
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gasförmigen Transmittern, wie erstmals 2002 beschrieben [98]. Unter 

physiologischen Bedingungen kommt es zu etwa 14% als reines HϜS, zu 86% als 

Hydrogensulfidanion (HS-) und in Spuren auch als Sulfidanion (S²-) in Organen 

und im Blutplasma vor [26]. Die physiologische Serumkonzentration liegt bei etwa 

44 µmol/L [57], intrazelluläre steady-state Konzentrationen werden abhängig vom 

Gewebe zwischen 15-30nmol (Nanomol) geschätzt [34, 55, 93]. HϜS passiert als 

kleines, unpolares Molekül Zellmembranen ohne Transportkanäle. Die komplexen 

physiologischen Wirkungen und Wechselwirkungen von HϜS auf zellulärer Ebene 

sind bis dato nicht vollständig verstanden und Thema anhaltender Forschung. 

Bezüglich der Effekte existieren weiterhin kontroverse Aussagen und 

Forschungsergebnisse. Einigkeit besteht aber in der grundlegenden Funktion von 

HϜS als regulierendes Signalmolekül auf zellulärer Ebene und dass dessen 

vielfältige Wirkungsmechanismen stark konzentrationsabhängig sind [97]. Hierbei 

reicht die Spannweite, je nach Konzentration, von zytoprotektiven bis zu 

zytotoxischen Effekten [40]. Endogenes HϜS wird vor allem enzymatisch aus den 

Aminosäuren Cystein und Homocystein synthetisiert. Es wird durch drei bis dato 

bekannte Enzyme katalysiert, die Cysthationin-ɓ-Synthase (CBS), die 

Cystathionin-ɔ-Lyase (CSE) und die 3-Mercaptopyruvat-Sulfurtransferase (3-MST) 

[99]. Die Enzyme CBS und 3-MST kommen hautsächlich im zentralen 

Nervensystem sowie in der Leber vor. Die CSE generiert im Verhältnis die größte 

Menge an H2S und tritt vor allem in der Niere, der Leber und im Gefäßsystem auf 

[8]. Die Halbwertszeit des Moleküls beträgt nur wenige Sekunden [52]. 

Es gibt Erkenntnisse, dass Calcium eine wesentliche Rolle als Regulator der 

Enzymaktivität der genannten Enzyme gilt. Untersuchungen zeigen, dass sich die 

Enzymaktivität reziprok zum intrazellulären Calciumspiegel verhält. Mikami et al. 

zeigten, dass die endogene HϜS Produktion durch die CSE bei ansteigendem Ca2+  

abnimmt [64]. Gleiches wurde für die 3-MST beschrieben [63]. Das 

Sauerstoffangebot im Gewebe scheint ebenso einen großen Einfluss auf die 

endogene HϜS-Produktion zu haben, hierbei fördert ein geringer pO2 die HϜS-

Synthese [49]. Auch die HϜS-Wirkung scheint in einigen Organen 

sauerstoffabhängig zu sein [47]. 
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1.5.3 Experimentell nachgewiesene Effekte von Schwefelwasserstoff  

In in vivo und in vitro Tiermodellen wurden experimentell unterschiedliche HϜS 

Wirkungsmechanismen nachgewiesen und beobachtet. Die gezeigten Effekte 

beziehen sich auf Nachweise am Kleintiermodell (Nager): 

 

Kardiale Effekte: 

In Versuchen an Nagetieren konnte unter HϜS ein negativ inotroper Effekt 

nachgewiesen werden [105], welcher jedoch bei hohen Konzentrationen (>100µM) 

wieder erlosch [65]. HϜS bewirkte in einem Versuchsmodell an Ratten eine neg. 

Chronotropie, dies wird am wahrscheinlichsten einer direkten Aktivierung von KATP 

(Adenosintriphosphat sensitive Kaliumkanäle) durch HϜS zugeschrieben [1]. 

 

Ebenso an Nagetiermodellen zeigten sich sich negative dromotrope Effekte, diese 

entstehen am ehesten durch die Blockade von myokardialen Calciumkanälen vom 

L-Typ [85]. 

 

Vasodilatation:  

Durch Aktivierung von kaliumabhängigen ATP-Kanälen an glatten Muskelzellen 

bewirkt HϜS eine Gefäßrelaxierung [17, 108]. Dieser Effekt wurde bei hohen 

Konzentrationen eines HϜS-Donors (NaHS) an Ratten nachgewiesen, hierbei 

überstieg die Plasmakonzentration von HϜS das mindestens 10-fache des 

physiologischen Wertes (Plasmakonzentration von 300-600 µmol/L) [108]. 

Es erfolgt sowohl eine Dilatation der grossen Gefäße (Aorta,..) als auch der 

Gefäße der Endstrombahn (Arteriolen und Kapillaren) [103]. 

 

Inflammation: 

Die komplexe Rolle von H2S im Rahmen von Entzündungsgeschehen ist noch 

nicht klar. Vieles deutet jedoch darauf hin, dass HϜS im Rahmen einer 

Entzündungsreaktion eine Schlüsselrolle bei der Interaktion zwischen 
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Gefäßendothel und Leukozyten spielt. Es konnte gezeigt werden, dass HϜS die 

Leukozytenadhäsion an das Gefäßendothel reduziert, was letztendlich eine 

geringere transvaskuläre Migration und geringere Ausbildung eines entzündlichen 

Extravasates bedeutet [106, 6, 96]. 

 

Zytoprotektion: 

In einigen Studien konnten zytoprotektive Eigenschaften von HϜS nachgewiesen 

werden. Diese kommen Untersuchungen zufolge v. a. durch eine HϜS vermittelte 

Hochregulation von Gluthation, dem wichtigsten intrazellulären Antioxidans, 

zustande. In geringerem Umfang (so gezeigt in Mitochondrien) werden ROS und 

reaktive Stickstoffspezies (RNS) sogar in direkter Reaktion mit HϜS neuralisiert 

[45, 46, 102].  

In Kleintiermodellen, bei denen Ratten und Mäuse einer hämorrhagisch bedingten 

Ischämie unterzogen wurden, konnten unter HϜS-Gabe organprotektive Effekte für 

Herz und Nieren vor Reperfusionsschäden gefunden werden [29, 91, 109, 15]. 

In einem Ischämie-/Reperfusionsmodell an Ratten senkte HϜS zudem die durch 

oxidativen Stress bedingte Apoptose, dies schien mit der Aktivierung 

mitochondrialer KATP zusammenzuhängen [82]. 

 

Reduktion des Zellmetabolismus: 

In den medizinischen Fokus geriet HϜS initial aufgrund seiner Fähigkeit an Nagern 

reversible winterschlafähnliche Zustände (ñsuspended animationò) erzeugen zu 

können. In einem bahnbrechenden Versuch zeigten Blackstone et al. 2005 an 

wachen, spontanatmenden Mäusen, dass eine Inhalation von HϜS bei dieser 

Spezies zu einer Art winterschlafähnlichem Zustand mit verringertem 

Energiestoffwechsel und abfallender Körpertemperatur führte [10]. Wenig später 

wurde gezeigt, dass inhalativ verabreichtes HϜS Mäuse vor sonst tödlicher 

Hypoxie [11] und Hämorrhagie [66] schützen kann. Der hemmende Einfluss von 

HϜS auf die mitochondriale Atmungskette durch reversible Bindung an die 

Cytochrom-c-Oxidase scheint hierbei die entscheidende Rolle zur Induzierung der 
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sog. ñsuspended animationò zu spielen. Der zelluläre Sauerstoff (OϜ) - Verbrauch 

wird reduziert und ein winterschlafähnlicher  Zustand generiert. Die Versuchstiere 

wurden so vermutlich vor hypoxischen Einflüssen geschützt und konnten eine 

sonst tödliche Hämorrhagie/Hypoxie überleben [11, 66]. 

 

1.5.4 Therapeutisches Potential von Schwefelwasserstoff in der 

Hämorrhagie  

Die Imbalance zwischen zellulärem Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf stellt 

eine der wesentlichen Pathomechanismen im Verlauf einer relevanten 

Hämorrhagie dar. Hier ein Therapeutikum in der Hand zu haben, um regulierend in 

den Zellstoffwechsel eingreifen zu können, wäre ein deutlicher Schritt nach vorne, 

um Organe vor ischämischen Schädigungen zu schützen und damit das Outcome 

des Patienten zu verbessern.  Bei einigen Krankheitsbildern ist es mittlerweile 

medizinisch anerkannt Kühlungsverfahren zur kontrollierten Hypothermie eines 

Patienten anzuwenden, da hier ein verbessertes neurologisches und kardiales 

Outcome zu erwarten ist. Dieses Verfahren findet u. a. bei Patienten, die sich 

herzchirurgischen Eingriffen unterziehen, bei definierten Patientengruppen, welche 

ein Schädelhirntrauma oder einen Schlaganfall erleiden, und/oder Patienten, die 

unter Wiederbelebungmaßnahmen einen Return of spontaneous Circulation 

(ROSC) erfahren, bereits Anwendung [5, 33, 36, 73]. Jedoch haben diese 

Verfahren auch Nachteile wie eine erhöhte Infektrate und Koagulopathien [32]. 

So könnte es nützlich sein andere Methoden zu entwickeln, mit denen sich eine 

rasche Reduktion des Stoffwechsels erreichen lässt, zumal sich 

Kühlkathetersysteme in der ambulanten Notfallmedizin aufgrund der Invasität und 

des technischen/zeitlichen Aufwandes nicht eignen und somit für das 

Krankheitsbild einer akuten Hämorrhagie keine Therapieoption darstellen. 

Die Idee hinter den Bemühungen der Sektion Anästhesiologische 

Pathophysiologie und Verfahrensentwicklung (APV) der Universität Ulm ist es, den 

Stoffwechsel eines Patienten unter einer lebensbedrohlichen Hämorrhagie 

temporär zu reduzieren, dass zum einen die Zeitspanne bis zum drohenden Exitus 

letalis verlängert werden kann und in dieser die notwendige Blutungskontrolle 

(chirurgisch oder interventionell) erfolgen kann, und zum anderen auch die zu 
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erwartenden Folgeschäden (in erster Linie Ischämie-/Reperfusionsschäden) 

verringert werden können. Schwefelwasserstoff könnte aufgrund seines unter 

Kapitel 1.5.3. genannten Wirkprofils das Molekül sein, welches genannte 

Überlegungen zulässt. Die aktuelle Studienlage wirft anhand kontroverser 

Ergebnisse jedoch noch einige Fragen auf: 

So wurden die meisten Daten bis dato an Kleintiermodellen (in erster Linie 

Nagetiere) unter inhalativer HϜS-Applikation erhoben.  

Können diese zum großen Teil vielversprechenden und benefitären Effekte von 

HϜS im Rahmen einer Ischämie/Hypoxie auf ein Großtiermodell und letztendlich 

auf den Menschen übertragen werden?  

Die bis dato im Großtiermodell gezeigten Effekte unter HϜS bei Hämorrhagie 

lieferten kontroverse Ergebnisse, hierbei reicht die Bandbreite von protektiven 

(unter 1.) bis zu keinen (unter 2.) oder gar deletären Effekten (unter 3.): 

 

1.) Unter intravenöser Verabreichung des HϜS-Donors Dinatriumsulfid 

(NaϜS) konnte bei Schweinen eine Abschwächung des IRS nach 

myokardialer Ischämie mit geringerer myokardialer Nekrose und geringerer 

Apoptoserate von Myozyten gezeigt werden [68, 83, 71]. 

 

Bei aortalen Clampingversuchen an Schweinen unter Gabe von NaϜS 

konnte ein reduzierter renaler IRS festgestellt werden. Es zeigten sich 

während des Versuches signifikant bessere Retensionswerte als in der 

Kontrollgruppe [81]. 

 

2.) Inhalativ zugeführtes HϜS bis zu einer Konzentration von 80 parts per 

million (ppm) (Ḭ0,008%) zeigte bei Versuchsschafen [38] und ïschweinen 

[56] keinerlei Auswirkung auf metabolische Prozesse. 

 

3.) In einem Ischämiemodell an Schweinen, provoziert durch eine 30 

minütige Aortenokklusion, zeigte sich in der Verumgruppe ein signifikant 

niedriger arterieller Sauerstoffpartialdruck (pOϜ) bei sonst vergleichbaren 

Kreislaufparametern [80]. 
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In einem Versuchsmodell, bei dem bei Schweinen ein Herzstillstand 

induziert und NaϜS während und nach der Reanimation infundiert wurde, 

zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe sowohl in der Hoch- als auch in 

der Niedrigdosisverumgruppe ein deutlich herabgesetztes Herz-

Zeitvolumen (HZV). Zudem erreichten 2 Versuchstiere der Hochdosis-

Verumgruppe keinen ROSC, während alle anderen Versuchstiere (bis zum 

Versuchsende) überlebten [24]. 

 

Vor der Erwägung eines klinischen Einsatzes von HϜS bedarf es also weiterer 

Studien zur weiteren Verifizierung der dosisabhängen HϜS-Effekte am 

Großtiermodell.  

 

1.5.5 Schwefelwasserstoff in ge eigneter therapeutischer Form   

Eine inhalative Applikation von HϜS birgt aufgrund der Flüchtigkeit des Stoffes in 

Gasform das Risiko einer direkten Exposition der Umgebung und damit des 

durchführenden Personals. Bei Austritt des Gases, z.B. durch ein offenes Ventil 

oder Diskonnektion/Dislokation des Tubus, besteht neben dem unangenehmen 

fauligen Geruch und der Reizung von Augen und Luftwegen bei höheren 

Konzentrationen auch eine reelle Vergiftungsgefahr anwesender Personen [77]. 

Zum anderen könnte das Gas nach Entweichen mit anderen Agenzien in der 

Umgebung akkumulieren und unvorhergesehene und unerwünschte Effekte 

hervorrufen. Übertragen auf eine therapeutische Anwendung in einem 

Notfallszenario eines hämorrhagischen Patienten wäre eine gasförmige 

Applikation nur bedingt vertretbar, zumal die hierfür nötige obligate Intubation und 

Herstellung eines geschlossenen Gaskreislaufes aus zeitlichen und technischen 

Gründen nicht immer möglich und die Sicherheit des Personals nicht adäquat 

gewährleistet ist. 

In unserer Versuchsreihe wurde daher der H2S-Donor Dinatriumsulfid zur 

intravenösen Applikation verwendet.  NaϜS dissoziiert spontan in wässriger 

Lösung wie folgt: 

NaϜS + 2 HϜO Ÿ 2 Naϕ + 2 OH  ̄+ HϜS ź 2 Naϕ + OH  ̄+ HϜO + HS  ̄ź 2 Naϕ +  

2 HϜO + S²  ̄
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1.6. Die Wahl des  Versuchstier es 

Aufgrund der engen anatomischen, metabolischen und physiologischen 

Homologie zum Menschen [37, 23] wurde im folgenden Versuchsmodell die 

Spezies Deutsches Landschwein gewählt. In den meisten bis dato erfolgten 

Versuchsmodellen zum Thema HϜS wurden Nagetiere verwendet. Diese besitzen 

aufgrund ihres im Vergleich zur Oberfläche deutlich geringeren 

Massenverhältnisses jedoch die Fähigkeit ihre Körperkerntemperatur (KKT) zu 

senken. Beim Schwein ist dieser Effekt wesentlich geringer ausgeprägt und 

kommt dem Menschen hierbei deutlich näher. Desweiteren haben Gewebe dieser 

Spezies ähnliche antioxidative Eigenschaften sowie eine vergleichbare 

Empfindlichkeit gegenüber ROS, wie auch die Gewebe des Menschen [4] 
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1.7. Fragestellung  

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fragen untersucht: 

1.) Hat die Gabe des HϜS-Donors NaϜS als Ăpost-treatmentñ (im 

Rahmen der Retransfusion/Reperfusion) im hämorrhagischen 

Schockmodell des Schweines Einfluss auf die Histomorphologie der Niere, 

Leber und Lunge?  

 

2.) Lassen sich hierdurch mögliche zyto-/organprotektive Effekte 

ableiten? 
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2. Material und Methodik 

2.1 Studiendesign  

Prospektive, randomisierte, kontrollierte Tierstudie.                

2.2 Das Versuchs modell  

Für die gesamte Versuchsreihe zur Ermittlung der Effekte von H2S im 

hämorrhagischen Schock am Schweinemodell wurden 76 Versuchstiere 

beantragt. Das Versuchsvorhaben/Versuchsprotokoll wurde sowohl vom 

Tierschutzbeauftragten der Universität Ulm als auch vom Regierungspräsidium 

Tübingen/Baden Württemberg genehmigt, somit war die gesetzliche Grundlage 

nach § 8 Abs.1 des Tierschutzgesetzes gegeben (Tierversuch-

Registrierungsnummer: 886). Die Versuchsreihe wurde nach den gängigen 

Richtlinien ĂUmgang mit Labortierenñ des ĂBundesinstituts f¿r Gesundheitñ 

durchgeführt.  

Im Versuchsprotokoll waren verschiedene Therapiearme vorgesehen, welche sich 

in den Applikationszeitpunkten von NaϜS unterschieden.  In diesem Teilprojekt der 

Studie, dem späten Behandlungsarm (ĂPost-Treatmentñ), wurde Na2S mit Beginn 

und über den Zeitraum der Retransfusion/Reperfusion verabreicht (Siehe 

Abbildung 4, Kapitel 2.4.3). Hierfür wurden 24 Versuchstiere beiderlei Geschlechts 

verwendet. Bei diesen handelte es sich um eigens für Tierversuche gezüchtete, 

ca. 16 Wochen alte und zwischen 44 - 63 kg schwere deutsche Landschweine. 

Die Versuche wurden im Tier-OP der APV durchgeführt. Die 24 Versuchstiere 

wurden verblindet randomisiert auf eine Kontrollgruppe (n=14 Tiere) und eine 

Verumgruppe (n=10 Tiere) verteilt. Beide Gruppen wurden der identischen 

operativen Vorbereitung unterzogen. An allen Tieren wurde eine kontrollierte 

volumengesteuerte Hämorrhagie mit 40% des berechneten Soll-Blutvolumens 

angewandt, hierbei wurde ein arterieller Mitteldruck von 30mmHg 

aufrechterhalten. Während die Verumgruppe NaϜS-Lösung erhielt, wurde bei der 

Kontrollgruppe volumenäquivalent Kochsalzlösung verwendet. 

2.3 Das Studienmedikament  

Das in diesen Versuchen verwendete NaϜS wurde von Ikaria (Seattle, WA) 
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speziell für die parenterale Gabe hergestellt. Hierbei wird HϜS-Gas durch eine 

wässrige Lösung aus NaOH und NaCl suffliert und dadurch pH-neutral und 

isoosmolar gemacht [88]. Bei physiologischem pH liegt Sulfid als Gas und als 

Hydrosulfidanion (HS )̄ vor [87]. Aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit von nur 

wenigen Sekunden eignet sich NaϜS nicht als reines ĂBolusmedikamentñ, sondern 

muss kontinuierlich infundiert werden, um eine Ăstabileñ Konzentration im 

Blutplasma zu erreichen. Der Hersteller veranschaulichte das in Pilotexperimenten 

an Hunden, ebenso wurde eine nichttoxische Dosisempfehlung via Pilotstudien 

und experimentellen Erfahrungen bei Nagetieren und Schweinen von Ikaria 

herausgegeben. 

Die NaϜS-Dosierung in dieser Versuchsreihe wurde aus Erfahrungswerten 

vorheriger NaϜS-Experimente am Hausschwein gewählt, welche im Institut der 

APV durchgeführt wurden [80, 81]. 

 

2.4 Versuchsaufbau  

2.4.1 Anästhesiologisches Procedere  

Eine Woche vor Versuchsbeginn verbrachte das jeweilige Versuchstier im 

Tierforschungszentrum Oberer Eselsberg/Universität Ulm. 18 Stunden vor 

Versuchsstartpunkt begann die Nahrungskarenz, die Tiere bekamen jedoch 

Trinkwasser zur freien Verfügung. Am Morgen des Versuchstages erhielten sie zur 

Prämedikation und Sedierung vor dem Transport in den Tier-OP der Sektion APV 

(Parkstraße/Ulm) eine intramuskuläre Injektion Azaperon von 5mg/kgKG (pro 

Kilogramm Körpergewicht) (Stresnil®, Janssen, Neuss, Deutschland). Der 

Transport erfolgte in einer dafür vorgesehenen Transportbox. 

Im Tier-OP erfolgte die Anlage eines peripheren Zugangs an einer Ohrvene 

(Vasofix® Safety Braunülen 18 G, Braun, Melsungen Deutschland) und die 

Präoxygenierung unter SpOϜïMonitoring anhand eines Farbsensorclips am 

Schwanz (Datex Capnomac Ultima® ULT-S-3301, Datex Instrumentarium Corp, 

Helsinki, Finnland). Zur Narkoseeinleitung wurden i.v. 2mg/kgKG Propofol-Lipuron 

2% (Propofol®, Braun, Melsungen, Deutschland) und 1ï2mg/kgKG Ketamin 
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(Ketavet® 100mg/ml Pfizer Pharmacia GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 

verwendet. In Rückenlagerung konnte nun die orotracheale Intubation 

durchgeführt werden (Lo-Contour Magill® Tubus, Durchmesser 8,5mm, 

Mallinckrodt Medical, Athlone, Ireland). Das flow- und volumenkontrollierte 

Beatmungsregime wurde mit folgenden Standard-Respiratoreinstellungen (Servo 

900C, Siemens, Erlangen, Deutschland) begonnen: Tidalvolumen 8ml/kgKG, 

Beatmungsfrequenz 10-12/min, inspiratorische OϜ-Konzentration 35% (Fraction of 

inspired Oxygen (FiOϜ)  = 0,35), PEEP (positive endexpiratory pressure) 10 

cmHϜO (Zentimeter Wassersäule), Inspirations-Expirationsverhältnis (I/E Ratio) 

1:1,5. Die FiOϜ wurde je nach Monitoringwert adjustiert, um eine peripher arterielle 

Sauerstoffsättigung des Hämoglobins (SpOϜ) von > 90% zu erreichen. Zur 

Aufrechterhaltung der Narkose wurden kontinuierlich 8-12mg/kgKG/h Natrium-

Pentobarbital (Narcoren®, Merial GmbH, Halbergmoos, Deutschland) und zur 

Analgesie intermittierend 30µg/kgKG Buprenorphin (Temgesic®, Essex Pharma 

GmbH, München, Deutschland) als Bolus verabreicht. Die perioperative 

Muskelrelaxierung erfolgte mit Alcuronium via Perfusor mit 0,28mg/kgKG/h 

(Alloferin®-Injektionslösung, Valeant Pharmaceuticals, Switzerland). Während des 

Narkoseverlaufs wurde darauf geachtet den arteriellen pCOϜ 

(Kohlenstoffdioxidpartialdruck) im Zielbereich von 35-40 mmHg zu halten. Um 

beatmungsinduzierte Lungenschäden zu vermeiden, wurden 

Beatmungsspitzendrücke von 40cmHϜO nicht überschritten. Zur Entlastung des 

Magens erhielten die Tiere eine Magensonde (Braun CH16/125cm, Braun 

Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) mit Sekretablaufbeutel (Braun 

Melsungen AG, Melsungen, Deutschland). Die Körpertemperatur der 

Versuchstiere wurde rektal über eine Temperaturmesssonde überwacht und 

exogen nicht beeinflusst (Temperatursonde, YSI Incorporated, Yellow Springs 

Instruments Co. Inc., YS,Ohio). Die Raumtemperatur im Tier-OP wurde zwischen 

24-26°C gehalten. Die intravenöse Flüssigkeitssubstitution erfolgte durch 

Ringerlösung (Ringerlösung Fresenius®, Fresenius) mit 10ml/kgKG/h. Während 

der chirurgischen Instrumentierung wurde je nach RR eine 

Hydroxyethylstärkelösung (HES-steril® 6% 200/0.5, Fresenius Kabi, Bad 

Homburg) verabreicht, um adäquate kardiale Füllungsdrücke aufrechtzuerhalten. 
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2.4.2 Chirurgische Präparation  

Es wurde die Desinfektion und Rasur der Unterbauchpartie vorgenommen, im 

Anschluss das sterile Abwaschen und Abdecken des Versuchstieres.  

Es erfolgte das bilaterale Aufsuchen, Darstellen und Anzügeln der Vv. (Venae) 

jugulares. Mittels Seldingertechnik wurden beidseits Katheterschleusen (9F SI-

11142 Arrow International, Reading, PA, USA) eingebracht. Über die linke jugulare 

Schleuse wurde ein 7F-Pulmonalkatheter (7F/110cm Edwards Lifescience 

Germany GmbH, Unterschleissheim, Deutschland) zur Messung des 

zentralvenösen Drucks (ZVD), des mittleren pulmonalarteriellen Drucks (MPAP) 

und des pulmonalarteriellen Verschlussdruckes (PAVD) eingeschwemmt. Über die 

rechte Schleuse der Vena jugularis wurde ein ZVK (zentraler Venenkatheter) zur 

i.v. Medikamenten-/Volumengabe in die obere Hohlvene (V. cava superior) 

vorgeschoben. Die A. carotis communis sinsitra wurde im Anschluss mittels einer 

5F-Schleuse (5F/10cm CP-07511 Arrow International, Reading, PA, USA) 

kanüliert, worüber ein 5F-PICCO®-Katheter (Pulsiocath, 5F, 

Thermodilutionskatheter, Pulsions Medical Systems, München) zur 

kontinuierlichen Messung des Herzzeitvolumens (HZV), des intrathorakalen 

Blutvolumens und des extravaskulären Lungenwassers eingebracht wurde. Im 

Folgenden wurden beidseitig inguinal die Aa. (Arteriae) femorales palpatorisch 

aufgesucht und kanüliert (10F/11cmCI-07011 Arrow International, Reading, PA, 

USA). In eine der beiden Aa. femorales wurde eine 4F-oxymetrische Thermo-

Farb-Dilutionssonde (Pulsiocath 4F oxymetrische Thermo-Farb-Dilutionssonde, 

Pulsion Medical Systems, München) eingebracht. Über die andere Femoralarterie 

erfolgte die Anlage eines großlumigen arteriellen Katheters (10F CP-07511 Arrow 

International, Reading, PA, USA) für die hochvolumige Blutentnahme zur 

Induzierung des hämorrhagischen Schocks. Rechtsseitig erfolgte zudem die 

Kanülierung der V. femoralis (7F/10cm SI-09700 Arrow International, Reading, PA, 

USA) und Vorschieben eines Katheters (7F/100cm, High flow Angiographic 

Catheter, Cordis Corporation, Miami, USA) zur Entnahme renalen Blutes bis in die 

V. renalis, dessen Lage nach Eröffnung der Bauchhöhle (siehe unten) im Situs 

palpatorisch kontrolliert und nachjustiert wurde. Zur weiteren diagnostischen 

Instrumentierung von visceralen Gefäßen erfolgte im Anschluss eine mediane 
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Laparotomie. Im Situs wurde die A. hepatica, sowie die V. porta mit einem 

dopplersonographischen Messkopf ("Transonic-Flowprobe", Transonic System 

Inc. Ithaca, NY) zur Flussbestimmung versehen. Zudem wurde die V. portae 

punktiert und kanüliert (4F/30cm CS-16402 Arrow International, Reading, PA, 

USA). Über den nach sonographischer Lagekontrolle in die V. hepatica 

angelegten 7F-Katheter (Angiographic Catheter 7F, Cordis Cooperation, Miami, 

USA) waren hepatovenöse Blutentnahmen möglich. Eine Erweiterung der 

Laparotomie nach transversal rechts ermöglichte die Darstellung der kompletten 

rechten Niere, sowie deren versorgender Gefäße. Zur renal-arteriellen 

Flussbestimmung und somit Messung der Nierenperfusion wurde ebenfalls an die 

A. renalis eine Ultraschall-Durchfluss-Sonde angelegt. Abschließend erfolgte die 

transkutane Anlage eines suprapubischen Blasenkatheters (Freka®Zyst Standard 

CH10/8cm, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) zur Urinableitung und 

Bestimmung des Urinvolumens. Der Verschluss der Bauchdecke erfolgte mittels 

dreischichtiger Naht. 

Der zeitliche Aufwand für Narkoseeinleitung und chirurgische Präparation bemaß 

sich auf etwa 4 Stunden. Zur Erholung des Versuchstieres wurde im Anschluss 

eine ca. vierstündige Ruhephase veranschlagt. 

 

2.4.3 Versuchsprotokoll  

1.) Rekonvaleszenzphase (ca. 4h) 

Nach der Operation wurden die Tiere in die Versuchsgruppen randomisiert. Die 

Kontrollgruppe bestand aus 14 (n=14, Gewicht 43-63 kg, männlich/weiblich 11/3), 

die Therapiegruppe aus 10 Tieren (n=10, Gewicht 44-56kg, männlich/weiblich 

7/3). 

Am Ende der Ruhephase war um 16.00 Uhr der 1. Messzeitpunkt (MZP 1) zur 

Erhebung der Ausgangsdaten datiert. Hierbei wurden wie an den folgenden 

weiteren 3 Messzeitpunkten Parameter zur Hämodynamik, zum Gasaustausch, 

Säure-Basen-Status, Glukosemetabolismus, organspezifische Laborparameter der 

Herz-, Leber- und Nierenfunktion, sowie Laborparameter zur Inflammation und 

zum oxidativen Stress bestimmt. Die FiOϜ wurde auf 21% (Raumluftniveau), die 
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I/E-Ratio auf 1:2 modifiziert. Als Vorbereitung auf die Hämorrhagie wurde der 

PEEP auf 0cmHϜO reduziert, um die Vorlast/das Herzzeitvolumen (HZV) zu 

erhöhen und damit das ĂAusblutenñ des Versuchstieres zu erleichtern.  

 

2.) Phase der Hämorrhagie (4h) 

Im Anschluss begann die Phase des induzierten hämorrhagischen Schocks durch 

die Entnahme von 40% des errechneten Sollblutvolumens des jeweiligen 

Versuchstieres über den Zeitraum von 60min (Ăvolume controlled hemorrhageñ). 

Das zu entnehmende Blutvolumen wurde nach folgender Formel berechnet:  

kg x 0,08 x 0,4 x 1,1  

kg = Körpergewicht des Versuchstieres in Kilogramm 

0,08 = geschätzter Anteil des Blutes am Körpergewicht 

0,4 = Anteil des zu entnehmenden Blutes des Gesamtblutvolumens 

   (im Versuch mit 40% veranschlagt) 

1,1 = Dichteausgleichsfaktor Blut gegenüber Wasser 

 

Die Abnahme des Blutes über den in der A. femoralis liegenden 10F-Katheter 

erfolgte in Standard-Transfusionsbeutel (ACD-Beutel), diese wurden bei 8-10°C 

gelagert. Während der Hämorrhagiephase wurde versucht den arteriellen 

Mitteldruck (MAD) auf 30 ±  5 mmHg zu justieren. Dies geschah entweder durch 

eine zusätzliche portionsweise Entnahme von Blutboli bzw. einer Retransfusion 

von jeweils 50ml Blut im Abstand von 15 Minuten.  Ziel war, den MAD während 

der gesamten Schockphase auf 30±5mmH zu halten. 

  

3.) Phase der Retransfusion/Reperfusion (12h) 

Nach der vierstündigen Schockphase war der 2. MZP um 20.00 Uhr datiert, es 

erfolgte die Erhebung der gleichen Parameter wie bei MZP 1. Im direkten 

Anschluss ging der Versuch in die Retransfusions-/Reperfusionsphase über, das 

entnommene Blut wurde über eine Zeitspanne von 60 Minuten retransfundiert. Die 

Tiere der Therapiegruppe erhielten zum Startpunkt der Retransfusion einen 
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initialen Bolus des Versuchsmedikamentes NaϜS (Ikaria, Seattle/ WA) von 0,2 

mg/kgKG, gefolgt von einer zwölfstündigen Dauerinfusion NaϜS von 1 mg/kgKG/h. 

Die Tiere der Placebogruppe erhielten statt NaϜS die äquivalente Volumenmenge 

an physiologischer Kochsalzlösung (Isotone Kochsalz-Lösung 0,9% NaCl, Braun, 

Melsungen). Zu Beginn der Retransfusion wurde der FiOϜ auf 100% eingestellt, 

um die Hämoglobinaussättigung (SpOϜ) über 90% zu halten, dieser wurde dann je 

nach SpOϜ reduziert. Bei einem Horovitz-Index (PaOϜ/FiOϜ) < 200 wurde die I/E-

Ratio auf 1:1 angehoben und der PEEP auf bis zu 12cmHϜO gesteigert. 

Neben der Retransfusion des Eigenblutes wurden über den ZVK Ringerlösung 

(Ringerlösung Fresenius®, Fresenius) und Hydroxyethylstärkelösung (HAES-

steril® 6% 200/0.5, Fresenius Kabi, Bad Homburg) mit einer jeweiligen Flussrate 

von 10ml/kgKG/h infundiert. Bei Nichterreichen der MAD-Ausgangswerte -allein 

durch das retransfundierte Blut und die Volumengabe- wurde als Vasopressor 

bedarfsadaptiert Noradrenalin (Arterenol® 25ml, Sanofi-Aventis Deutschland 

GmbH, Frankfurt) eingesetzt. Dieses wurde jedoch bei einer Herzfrequenz von Ó 

160/min nicht weiter gesteigert, um eine tachykardieinduzierte Myokardischämie 

zu vermeiden. Um 08.00 Uhr des Folgetages wurde NaϜS nach 12 stündiger 

Dauerinfusion zum MZP 3 (Datenerhebung wie bei MZP 1 und MZP 2) abgesetzt. 

 

4.) Post ï Reperfusionsphase/Erholungsphase (10h) 

Um die Organfunktionen nach der Reperfusion weiter beurteilen zu können, wurde 

vor dem letzten MZP eine 10 stündige Beobachtungsphase angeschlossen. 

Für die weiteren 10h (08.00 Uhr ï 18.00 Uhr) wurden die Infusionsraten sowohl 

der Ringerlösung als auch der Hydroxyethylstärkelösung mit 10 ml/kgKG/h 

beibehalten. Bei pulmonalarteriellen Verschlussdrücken bei > 18 mmHg wurden 

diese jedoch auf jeweils 5ml/kgKG/h reduziert.  

Um 18.00 Uhr erfolgte die letzte Parametererhebung zum MZP 4. 

Im Anschluss (nach insgesamt 34h Versuchzeitfenster) wurden die Tiere in tiefer 

Narkose durch eine i.v. Bolusinjektion von 20 mval Kaliumchlorid (KCL-Lösung 

Fresenius®, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) getötet. 
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Abbildung 4 verdeutlicht das Versuchsprotokoll schematisch. 

 

 
 

Abbildung 4 :  Schematischer Versuchsaufbau, Gesamtdauer 34h: 
h = Stunden, MZP = Messzeitpunkt, NoA = Noradrenalin,  

HAES = Hydroxyethylstärkelösung, RL = Ringerlösung 

 

 

2.5 Histologische Aufarbeitung und Auswertung  

2.5.1 Organentnahme und Gewebefixierung  

Unmittelbar nach dem kontrollierten exitus letalis des Versuchstieres wurden 

dessen Organe (Leber, Lunge, Niere) entnommen. Hierfür wurde der initiale 

Laparotomiezugang zur Instrumentierung wiedereröffnet, um Zugang zur 

Bauchhöhle zu erhalten. Die rechte Niere wurde en bloc reseziert und umgehend 

auf einem Schneidetablett mit einem Einwegskalpell vorbereitet. Die Gerota-
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Faszie wurde entfernt, der obere Nierenpol unter Mitnahme des Nierenbeckens 

vom restlichen Organ unter Vermeidung von Gewebekompression scharf 

abgelöst. Unter Einbeziehung von Cortex, Medulla und Nierenkelchsystem wurde 

das Organsegment im Volumenverhältnis von 1:10 in einem luftdicht 

verschlossenem Konservierbecher mit 4 prozentiger Formaldehydlösung 

(Formalin) (Otto Fischar GmbH + Co., Saarbrücken, Deutschland) eingelegt. 

Danach erfolgte die Entnahme der Leber. Von dieser wurde der rechte 

Leberlappen kaudal bearbeitet und verwendet, hierbei wurden Randgebiete 

ausgespart und ein Gewebequader herausgelöst, welcher in gleicher Weise 

konserviert wurde wie das renale Gewebe. 

Der rechte Lungenflügel wurde im Anschluss vom Hauptbronchus abgesetzt und 

aus dem Situs herausgelöst. Der basale Lungenlappen wurde separiert und vor 

dem Zurechtschneiden des finalen Gewebeblockes über freiliegende/eröffnete 

Bronchien mit der Formaldehydlösung (via Spritzenapplikation) perfundiert, um 

eine bessere Durchtränkung und Entlüftung der luftgefüllten Räume zu erreichen. 

Danach erfolgte die Herauslösung eines Gewebequaders unter Aussparung der 

pulmonalen Randbezirke und schließlich die Einbettung in die Formaldehydlösung 

analog zu Niere und Leber.  

Von den 3 angefertigten Organproben wurde zur histologischen Aufbereitung je 

Organ ein etwa 1,5 x 1,5 x 0,5cm (Breite x Höhe x Dicke) bemessender 

Gewebequader abgesetzt und in einer Histosette (Simport, Beloeil, Canada) 

plaziert, welche wieder im Volumenverhältnis 1:10 (Gewebe : Formaldehyd) 

luftdicht abgeschlossen konserviert wurde. Die Präparate wurden chronologisch 

archiviert und bei Raumtemperatur 7 Tage gelagert. 

Formaldehyd (in Lösung Ḭ Formalin) verhindert durch eine Reihe von chemischen 

Reaktionen mit Proteinstrukturen, welche zu Quervernetzungen (Ăcross-linkingñ) 

von Makromolekülen führen das Fortschreiten der Autolyse und verhindert Fäulnis 

[69]. Hierbei kommt es nur zu einer geringfügigen Denaturierung und damit 

Veränderung der Proteinkonformation [22], so dass die Sekundärstruktur 

weitgehend erhalten bleibt. Gewebe können so dauerhaft konserviert werden. Die 

Eindringgeschwindigkeit von Formalin beträgt - abhängig von der Dichte des 
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Gewebes - ca. 0,5-1mm/h [84]. Somit  war nach einwöchiger Liegezeit vor der 

weiteren histologischen Weiterverarbeitung eine vollständige Durchkonservierung 

der Gewebepräparate gesichert. 

2.5.2 Histologische Aufbereitung  

Nachfolgend an das einwöchige Fixierungsintervall wurden die Gewebepräparate 

in der Histosette mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert und 

anschließend in Paraffin eingebettet. Von den Paraffinblöcken wurden mit einem 

Mikrotom (Leica Mikrotom 2030 Mot) 3ɛm dicke Gewebeschnitte angefertigt und 

auf ein warmes Wasserbad übertragen. Aus diesem wurden die Schnitte dann mit 

einem Objektträger (Menzel Gläser Superfrost® Plus, Menzel GmbH&Co KG, 

Braunschweig) von der Wasseroberfläche geborgen. Dieser atraumatische 

Vorgang schützt die hauchdünnen Schnittpräparate vor dem Zerfallen. Eine 

Trocknungsphase von mindestens 24 Stunden bei 40-50°C  im Wärmeschrank 

schloss sich an. Von allen Organpräparaten wurde eine Hämatoxylin-Eosin-

Färbung (H.E.-Färbung) angefertigt, von den Nierenschnittpräparaten wurde 

zusätzlich eine PAS (periodic acid schiff)-Färbung ausgeführt. 

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die H.E.-Färbung hat sich schon seit langer Zeit als eine der am weitest 

verbreiteten histologischen Färbung zur morphologischen Beurteilung von 

Geweben etabliert [35]. Die H.E.-Färbung setzt sich aus 2 Einzelfärbungen 

zusammen und basiert auf Wechselwirkungen der Agenzien mit den 

Zellbestandteilen aufgrund ihres unterschiedlichen pH-Wertes: 

Das basische Alaunhämatoxylin, bekannt als ĂHªmalaunñ, färbt alle sauren bzw. 

basophilen Strukturen blau ein, insbesondere sind dies die Nuclei (Zellkerne) mit 

der darin enthaltenen DNA und das mit Ribosomen angereicherte raue 

endoplasmatische Retikulum (rER) [76]. Das saure Eosin färbt alle 

azidophilen/basischen (eosinophilen) Strukturen rot ein, dies sind vor allem 

Zellplasmaproteine, Mitochondrien, das glatte endoplasmatische Retikulum (sER), 

Kollagen und Keratin [76]. 

Die Anfertigung der H.E.-Gewebefärbungen erfolgte in der Sektion Pathologie der 
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Universitätsklinik Ulm. Dieser ging primär eine 20 minütige Entparaffinierung im 

Heizofen (80°C) voraus. Danach wurden die Gewebeschnitte maschinell im HE-

Automat (Färbeautomat Tissue Tek II, Histo Tek) angefärbt.  

Die PAS (periodic acid schiff) - Färbung 

Zur genaueren Beurteilung der Nierenschnitte wurde zusätzlich eine PAS-

Färbung, oder eigentlich korrekt PAS-Reaktion, durchgeführt. Hierdurch lassen 

sich pathologische Veränderungen wie bspw. die glomeruläre Tubularisation durch 

die Anfärbung hyaliner Membranen besser darstellen, als mit der herkömmlichen 

H.E.-Färbung. Die PAS-Reaktion dient zum Nachweis von Kohlenhydraten wie 

Glykogen, Cellulose, Mukopolysacchariden, Muko- und Glykoproteinen sowie 

Glykolipiden. Diese kommen in Basalmembranen, Zellwänden (Glykokalix), 

Bindegewebsfasern (Kollagen) und im Schleim exogener Drüsen vor [9]. 

Das PAS-Reagenz besteht aus einer farblosen fuchsinschwefeligen Säure, dem 

Schiff´schen Reagenz, sowie aus Perjodsäure (HIO4). Durch die Periodsäure, ein 

starkes Oxidationsmittel, werden Glycolgruppen zu Aldehydgruppen oxidiert, 

wodurch das sich hier anbindende Schiffósche Reagenz in seiner molekularen 

Struktur verändert und chromogene Eigenschaften entwickelt - es färbt sich 

typisch magenta-rot [7]. Im Färbeergebnis zeigen sich neutrale 

Mucopolysaccharide magenta-rot bis pink, Zellkerne blauviolett bzw. bei höheren 

RNA-Konzentrationen bläulich gefärbte Zytoplasmata [92]. 

Die angefertigten renalen Gewebeschnitte wurden in vier verschiedenen 

Xylolbädern (Merck, Darmstadt) entparaffiniert, dann mithilfe einer absteigenden 

Ethanolreihe (100%Ÿ90%Ÿ70%Ÿ40%) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 

rehydriert und 5min in Aqua destillata (Delta Pharma, Boehringer Ingelheim) 

gewaschen. Danach konnten die Gewebeschnitte auf den Objektträgern in 

einprozentiger Perjodsäure (Periodic acid solution, Sigma Aldrich, Steinheim) 

oxidiert und nach mehrmaligem Spülen in Aqua destillata für 15 min in dem 

Schiff`schen Reaganz (Schiff`s reagant, Sigma Aldrich, Steinheim) behandelt 

werden. Nun erfolgte nach erneutem Spülen die Gegenfärbung mit Mayerós 

Hämalaun (Merck, Darmstadt), dann konnten die Präparate in einer aufsteigenden 

Ethanolreihe (70%Ÿ90%Ÿ100%) dehydriert und abschließend eingedeckelt 
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(Neo-Mount®, Merck, Darmstadt) werden. 

2.5.3 Beurteilung der Gewebeschnitte  

Die histologische Auswertung erfolgte in enger Zusammenarbeit mit Frau Dr. med. 

Angelika Scheuerle (Sektion Neuropathologie des Instituts für Pathologie der 

Universität Ulm; Leiter Prof. Dr. med. P. Möller). Die mikroskopische Auswertung 

der Präparate erfolgte verblindet (Zeiss, Axioplan 2, Objektiv 5-40x und Okular 

10x). Zur Dokumentation der unterschiedlichen Schädigungsstadien wurden Bilder 

mittels Photomikroskop (Axiophot Nr.: 451887, Carl Zeiss) erstellt. Die Auswertung 

der Organpräparate folgte orientierend der Arbeit von Kubiak und Kollegen [50].  

2.5.4 Auswertung Niere  

Die Nieren machen nur etwa 2% des menschlichen Körpergewichtes aus, 

benötigen aber rund 25% des kardialen Herz-Zeit-Volumens um ihre Funktionen 

aufrechtzuerhalten. Dieses Verhältnis verdeutlicht, wie anfällig das renale System 

gegenüber einer Minderperfusion ist. Durch Autoregulation kann die Niere 

Blutdruckschwankungen zwischen 80ï180 mmHG ausgleichen und in diesem 

Bereich die glomeruläre Filtrationsrate (GFR) stabil halten [42].  Bei anhaltender 

Hypoperfusion verliert die Niere jedoch die Fähigkeit zur Autoregulation und zeigt 

relativ schnell charakteristische pathomorphologische Veränderungen, welche 

einen Verlust der zellulären Integrität bedeuten [20]. Als besonders vulnerabel gilt 

die Mark-Rindengrenze [86]. 

Folgende pathomorphologischen Veränderungen zeigen sich im Rahmen einer 

renalen Hypoxie und wurden in der Arbeit untersucht: 

2.5.4.1 Glomeruläre Tubularisation (GT):  

Die GT gilt als histologischer Frühmarker einer akuten renalen Ischämie. Hierbei 

sprosst das Epithel der proximalen Tubuli retrograd in die Bowman-Kapsel ein. Je 

nach Ausprägung kann dieses sogar die gesamte Zirkumferenz der Bowmann 

Kapsel ausfüllen. Hierbei liegt das einschichtige kubische Epithel dem parietalen 

Blatt der Bowmanschen Kapsel eng an. Diese Veränderung beruht auf akuter 

ischämischer oder toxischer Schädigung der Zellen der Lamina parietalis der 

Bowmannkapsel und deren konsekutivem Stabilitätsverlust, so dass Zellen des 
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proximalen Tubulussystems in die Bowmannkapsel einfallen (Ăhernierenñ) [41].  

Zum Vergleich der Ausprägung der GT an den Versuchsgruppen wurden je 

Nierenpräparat 50 Glomeruli nach dem Zufallsprinzip gewählt. Das Vorhandensein 

der GT wurde als positiv beurteilt und prozentual in Relation zur Gesamtmenge 

der 50 beurteilten Glomeruli gesetzt.  

(Ausprägung der GT (%) =    

 ß  ß  
). Die Beurteilung der GT 

erfolgte anhand der PAS-gefärbten Nierenpräparate, da hier die Zellmembranen 

besser voneinander abgrenzbar sind. Abbildung 5 verdeutlicht das 

morphologische Bild. 

 

 

Abbildung 5 :  Phänomen der glomerulären Tubularisation  

Bild A zeigt eine regelhafte Konfiguration der Bowmann Kapsel und des 

Glomerulums.  

Auf Bild B imponiert Zylinderepithelpithel im Rahmen der glomerulären 

Tubularisation in die Bowmann Kapsel eingeschlagen. 

(Schweineniere, PAS- Färbung. Mikroskop: Zeiss, Axioplan 2, Okular 10x , 

Objektiv 20x) 

 

2.5.4.2 Tubuläre Nekrose: 

Durch den frühen Abfall von ATP im Rahmen der Gewebshypoxie kommt es zum 

Ausfall der ATP-abhängigen Ionenpumpen/-kanäle im Tubulussystem und damit 

zu einem Ionenungleichgewicht und Volumenverschiebungen. Intrazelluläre 

Ionenkonzentrationsverschiebungen von Naϕ, Kϕ und Caόϕ führen zu einer 
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Anhäufung von Phospholipidmetaboliten und zur Dephosphorylierung von 

Proteinen [48]. Am empfindlichsten reagiert das proximale Tubulussystem auf die 

Minderperfusion [27]. Morphologische Charakteristika im akuten ischämischen 

Nierenversagen sind ein Anschwellen der Zellen, ein Verlust des Bürstensaumes 

im proximalen Tubulussystem und eine Fragmentierung des Zellkerns [75]. Es 

bildet sich ein interstitielles Ödem und eine Eosinophilie des Gewebes im Rahmen 

des Ăinflammatory responseñ [51].  

Bei Fortschreiten lösen sich tubuläre Epithelzellen von der Basalmembran, es 

kommt zum Verlust der Zell-Zell-Kontakte, Tubuluszellen finden sich vermehrt 

intraluminal im Tubulussystem und verlegen diese [89].  

Die Beurteilung der Nekrosestadien erfolgte anhand der PAS-gefärbten Präparate. 

Es erfolgte die Einteilung des Gesichtsfeldes in 4 Quadranten. Jedes Gesichtsfeld 

wurde nach folgenden Kriterien beurteilt und mit einer entsprechenden 

numerischen Graduierung (siehe Tabelle 1) versehen: 

Tabelle 1:  Einteilung des Nekroseausmaßes. Pro Präparat wurden 5 Gesichtsfelder 

nach den unten angegebenen Kriterien beurteilt, die Punkte dann zu einem 

Graduierungswert (Schädigungsscore) zusammenaddiert. Die Auswertung 

erfolgte in 100facher Vergrößerung der PAS-gefärbten Schnitte.  

Größe des Nekroseareals  Punktwert  

keine Nekrose/kein Verlust der Tubuli 0 

sporadische Nekrose/ Tubulusverlust in 1 Quadrant 1 

Nekrose/Verlust der Tubuli in 2 Quadranten 2 

Nekrose/Verlust der Tubuli in 3 Quadranten 3 

Nekrose/Verlust quasi aller Tubuli im Gesichtsfeld 4 

 

Abbildung 6 veranschaulicht die morphologischen Phänomene. 
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Abbildung 6 : Bewertung der Stadien der tubulären Nekrose: 

Bild A: Regelhaft konfigurierte Tubulustruktur, keine Anzeichen für Nekrose 

Ÿ 0 Punkte 

Bild B: Nekrosekriterien zeigen sich in 2 Quadranten Ÿ 2 Punkte 

Bild C: ubiquitärer Verlust der zellulären Integrität im Gesichtsfeld, Nekrose 

in allen 4 Quadranten  Ÿ 4 Punkte 

(Schweineniere, PAS-Färbung. Mikroskop: Zeiss, Axioplan 2, Okular 10x,  

Objektiv 20x) 

 

2.5.4.3 Apoptose des Tubulusepithels 

Die Apoptose spielt im Vergleich zur Nekrose erst im längeren Ischämieverlauf 

eine Rolle, da sie mediatorisch vermittelt wird und keine direkte Schädigung durch 

eine Noxe oder einen Mangelzustand ist. Zudem wird für den kompletten 

Apoptoseweg ATP benötigt [14]. Es kommt zum Anstieg von proapoptotischen 

Proteinen wie bax und bak, welche am Mitochondrium andocken und dadurch 






























































































