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1. EINLEITUNG

1.1 Einfluss von Trauma und Schock auf die zellvermittelte Immunantwort

Der traumatisch-hdmorrhagische Schock mit entsprechenden metabolischen
Verdnderungen und einer damit verbundenen Unterdriickung der Immunantwort ist
gegenwirtig eine der hdufigste Todesursachen junger Menschen in der westlichen
Welt[4;18;31;40;49;100;118;124]. Trotz der in den letzten Jahrzehnten erfolgten groflen
Fortschritte im Bereich der diagnostischen Moglichkeiten, der Anwendung modernster
operativer Versorgung sowie neuer Erkenntnisse auf dem Gebiet der intensivmedizinischen
Therapie sind die Komplikations- und Letalitdtsraten immer noch relativ hoch. Einen
betrachtlichen Anteil an diesen Komplikationen stellen nicht oder schlecht heilende
Wundverhiltnisse dar. Dies gilt vor allem fiir polytraumatisierte Patienten sowie fiir Patienten

nach groflen chirurgischen Eingriffen mit hohem Blutverlust[23;27;41;48;54;59;66] (Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Folgen von schweren Verletzungen und grofien
chirurgischen Eingriffen, die bis hin zum Tod reichen konnen.

Adhisions -
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Ausgehend von einer physikalischen, chemischen oder thermischen Verletzung entsteht
zundchst eine lokal begrenzte, nicht-bakterielle Entziindungsreaktion am Ort der
Integritdtsverletzung. Durch diese primdr lokale Freisetzung von Entziindungsmediatoren
wird {iber verschiedene Wechselwirkungen mit reaktionsfihigen Zellsystemen ein
Reparaturprozess am Ort der Schiadigung induziert[26]. Im Rahmen schwerer

Weichteilschaden, Operationen oder Infektionen konnen die Entziindungsmediatoren jedoch
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systemisch in die Zirkulation eingeschwemmt werden[110].

Insbesondere die Ausschiittung der proinflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6 und TNF-o
scheint in der Frithphase nach Trauma bzw. grolen chirurgischen Eingriffen eine wesentliche
Rolle bei der Aktivierung der Entziindungskaskade zu spielen. Im Plasma ist anfangs eine
voriibergehende Zunahme der TNF-a-Konzentration nachzuweisen, gefolgt von einem
Anstieg der IL-1p und IL-6 Spiegel[110]. Diese Zytokine fithren sowohl zur Produktion als
auch zur Hemmung anderer Zytokine und Mediatoren, die ihrerseits an der Aufrechterhaltung
der entziindlichen Reaktion beteiligt sind. Es konnte bereits gezeigt werden, dass bis zum
dritten posttraumatischen Tag nach hdmorrhagischem Schock eine Unterdriickung der
Wundimmunzellfunktion dominiert[8]. Diese Anergie der Wundimmunzellen in den ersten
Tagen nach Schock wird abgeldst durch eine massive inflammatorische Reaktion der Wunde
am flnften postoperativen Tag[6;7]. In vitro zeigte sich, dass die Konzentration von IL-1
und IL-6 in der Wundflissigkeit und in Zelliiberstinden nach Kultivierung von
Wundimmunzellen ohne Zusatz von Stimulanzien am flinften postoperativen Tag nach
Blutverlust im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant erhéht war[6;7]. Im Gegensatz dazu
war die Ausschiittung des antiinflammantorischen Zytokins TGF-f vermindert[6;7]. Nachdem
erhohte Mengen an proinflammatorischen Zytokinen[6;7;8] und erniedrigte Konzentrationen
an TGF-B[69;70;121;125] zu einer Verschlechterung der Wundheilung fiihren, erscheint die
Storung der Wundimmunzellfunktion fiir die verminderte Kollagenanreicherung im
Wundgebiet und somit fiir die Verringerung der Reififestigkeit und Stabilitdt der Wunde nach
hiamorrhagischem Schock verantwortlich zu sein[6;7].

In einer Reihe von klinischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass kontinuierlich
erhohte Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine im Plasma in Folge eines
septischen Schocks, sowie nach Verbrennungen, Trauma und groflen operativen Eingriffen
mit héheren Mortalitdtsraten im weiteren Verlauf der Erkrankung verbunden sind und dessen
Plasmaspiegel als prognostische Marker bei diesen Patienten herangezogen werden
konnen[38;45;90;127]. Diese entziindliche Reaktion nach Trauma und Blutverlust hat neben
anderen pathophysiologischen Verdnderungen eine Storung der spezifischen Immunantwort
zur Folge, die mit einer erhdhten Infektions- und Mortalitdtsrate einhergeht[82] und bis zum
generalisierten Entziindungssyndrom (SIRS) reichen kann[74;82;110].

Der dadurch verursachte Endothelschaden fithrt tiber die Expression endothelialer
Adhésionsrezeptoren zur Leukozyten-Endothelinteraktion[91], die eine Neutrophilen-
infiltration als initialen pathophysiologischen Mechanismus nach sich zieht. Vasoaktive

Mediatoren fithren zu einer erhohten Kapillarpermeabilitit und erleichtern die Invasion von
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Granulozyten[30]. Uber diese Adhision und Transmigration aktivierter Granulozyten in das
Gewebe, die primidr der Ausgrenzung zerstorten Gewebes des selbigen dienen sollen[30],
konnen sich, wenn sie diese physiologische Schutz- und Reparationsfunktion iibersteigen,
ursdchlich Membran- und Gewebeschidden verstirken und damit die Entziindungsreaktion
vorantreiben und ein Organversagen bedingen[91]. Die Neutrophileninfiltration fiihrt
ihrerseits selbst zu inflammatorischen Reaktionen und iiber eine erneute proinflammatorische
Zytokinsekretion zu einem circulus vitiosus.

Eine ebenfalls, sehr weittragende Komplikation des traumatisch-hdmorrhagischen Schocks
stellt die Minderperfusion des betroffenen Gewebes dar. So koénnen verschiedene
Mechanismen, wie z.B. Permeabilitits- oder Mikrozirkulationsstérungen, zur Entwicklung
eines Multiorganversagens beitragen[113]. Wang et al. zeigte, dass der hamorrhagische
Schock zu Mikrozirkulationsstérungen fiihrt, was als Ausloser der herabgesetzten Funktion
von Wundimmunzellen zu sehen ist, die wiederum entscheidend an den pathophysiologischen

Verdnderungen beteiligt sind[132].

1.2 Trauma, Blutverlust und Schock fiithren zu einer erhohten Inzidenz von

Wundinfektionen und Wundheilungsstdrungen

Die durch Trauma und Schock hervorgerufene Funktionseinschrinkungen der
Wundimmunzellen und der damit verbundenen Verschlechterung der Wundheilung stellt trotz
grofler Forschungsanstrengungen nach wie vor eine geflirchtete Spatkomplikation des
hiamorrhagischen Schocks dar. So konnte sowohl in klinischen, als auch in experimentellen
Studien eine Stérung der Wundimmunzell-Funktion sowie der Wundheilung an sich nach
Trauma und Blutverlust nachgewiesen werden[7;8;43;63;86;95].

Ferner konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass ein hoher Blutverlust beim
polytraumatisierten Patienten und nach groBlen chirurgischen Eingriffen mit einer signifikant
erhohten Rate an Wundkomplikationen einhergeht[29;62;63;88;95;97;103;106;138].
Insbesondere stellen die Dauer des Schockzustandes sowie der Umfang des Blutverlustes
entscheidende Risikofaktoren fuir die Entwicklung von postoperativen Wundinfektionen dar,
so dass auch Tage nach dem Initialtrauma noch eine zellulire Dysfunktion vorliegen
kann[108;133;138]. Auch konnte eine deutliche Verzogerung der Wundheilung nach
Blutverlust und Trauma nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang fand sich eine

verringerte Kollagenanreicherung in Wunden von Patienten mit gleichzeitig bestehendem
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groflen Trauma und Blutverlust[43]. So zeigte sich bei Patienten, die sich aufgrund eines
Ulkus ventriculi einer operativen Therapie unterzichen mussten, eine erhdhte postoperative
Dehiszenzrate der Laparotomiewunde, wenn es sich hierbei um ein blutendes Ulkus ventriculi
handelte[63;95]. In tierexperimentellen Studien konnte vergleichbar nachgewiesen werden,
dass eine Beeintrachtigung der Wundheilung nach thermischer Verletzung, Frakturen oder
polymikrobieller Sepsis auftritt[29;37;62;63;95].

Der komplexe Vorgang der Zellproliferation und Gefiigewiederherstellung in der Wunde
scheint entscheidend durch verschiedene Zytokine beeinflusst zu werden[63;95]. In
verschiedenen Tiermodellen wurde die zeitliche Abfolge des Auftretens von Zytokinen in der
Wunde und die Zytokinsekretion durch Wundimmunzellen untersucht[46;53;63;77;92;95].
Hierbei scheinen proinflammatorische Zytokine die Produktion von Kollagen zu verringern,
wohingegen das antiinflammatorische Zytokin TGF-B (transforming growth factor-beta) die
Kollagenanreicherung steigert[28;43;78;80]. Diese lokalen immunologischen Verdnderungen
waren mit einer erhohten Anfilligkeit gegeniiber Wundinfektionen verbunden[88] und
begiinstigten die Entstehung von postoperativen Wundinfektionen die selbst wiederum
Ausgangspunkt einer Sepsis sein konnen[58;71].

TGF-B hat Einfluss auf unterschiedliche =zelluldre Funktionen. Dies kommt im
Wundheilungsprozess zum Ausdruck, in dem es mehrere wichtige Funktionen tibernimmt.
Zum einen ist es in der frithen Phase in die Chemotaxis von Neutrophilen und Makrophagen
involviert, um die Wunde von Bakterien, Zelldebris u.a. zu kldren[130]. AuBerdem
ermoglicht eine autokrine Expression von TGF-f durch Leukozyten und Fibroblasten die
Ausschiittung weiterer Zytokine, was zu einer Potenzierung der inflammatorischen Antwort
fuhrt[32;94]. Weiterhin unterstiitzt TGF- die proteolytische Aktivitdt von Leukozyten. Auch
das Ende einer Immunantwort wird unter anderem durch TGF-f eingeleitet, da die
inflammatorischen Zellen nach ihrer Aktivierung fiir eine TGF-B vermittelte Suppression
empfinglich werden[94;128]. Weiterhin ist TGF-f auch in den spiteren Phasen des
Wundheilungsprozesses von Bedeutung, indem es zum Beispiel die Migration von
Keratinozyten in den Wundbereich beeinflussen kann[16] sowie die Rekrutierung und
Proliferation von Fibroblasten stimuliert. Diese Fibroblasten beginnen nach ihrer
Einwanderung in den Wundbereich mit der fiir die Bildung eines neuen Gewebes wichtigen
Produktion von Typ I Kollagen, Typ III Kollagen, Fibronektin und anderen wichtigen ECM-
Komponenten, was ebenfalls durch TGF-f stimuliert wird[15;129].

Als aussagekriftiger Parameter der Wundheilung gilt das Kollagen. Kollagen ist ein fibrilldres
Protein, das als wichtigstes Strukturprotein der extrazelluldren Matrix der Dermis gilt und

iiberwiegend aus Monoaminoséuren besteht. Die Kollagenfasern bestimmen die mechanische
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Stabilitdt des Bindegewebes[73]. Durch epidermale Wachstumsfaktoren werden Lymphokine
vermehrt zur Proliferation und Proteinsynthese angeregt. Dabei wird zundchst Prokollagen
produziert[87]. Im Rahmen der nachfolgenden Kollagensynthese entsteht in der proliferativen
Phase zundchst Typ-11I-Kollagen[24;111]. Gleichzeitig wird in den Fibroblasten die Glykos-
aminoglykansynthese angeregt, wobei iiberwiegend Hyaluronsdure gebildet wird. Im
Vordergrund der reparativen Phase steht die gesteigerte Synthese der DNA und RNA von
Kollagen und Glykosaminglykanen. Normofibroblasten bilden im Verlauf Dermatansulfat
und Typ-I-Kollagen. Daraus entstehen Chondro-Protein-Komplexe. Die Kollagenfibrillen
werden verfestigt. Nach 10- bis 14 Tagen kommt es zum Wundverschlu. Anfangs
tiberwiegen noch Kollagen Typ III und Hyaluronsdure. Erst nach langerer Zeit werden
wihrend der Narbenbildung die embryonalen Typen durch ldngere und feste Fasern des

Kollagen Typ I ersetzt[24;87;111].

1.3 Effekt von L-Arginin nach Trauma, Blutverlust und Schock

Obwohl die exakten Mechanismen, die der Storung der Wundimmunzellfunktion nach
Schock zugrunde liegen noch weitgehend unbekannt sind, scheint eine Minderperfusion durch
eine Schidigung der Endothelzellfunktion fiir diese Beobachtung verantwortlich zu sein. In
dieser Beziehung konnte eine verminderte Perfusion der Haut und der Muskulatur nach
hamorrhagischem Schock nachgewiesen werden[13]. Die Behandlung von Versuchstieren
nach Blutverlust wihrend der Flussigkeitssubstitution mit der Aminoséure L-Arginin hatte
jedoch eine Normalisierung der unterdriickten Organperfusion in der Haut und einer Vielzahl
anderer Organe wie z.B. Leber, Herz, Lunge, Milz, Dick- und Diinndarm in den ersten vier
Stunden nach hamorrhagischem Schock zur Folge[12;13]. Diese Verbesserung der
Organdurchblutung war mit einer Normalisierung der Immunantwort in der Leber, Milz und
Peritonealmakrophagen[12] und einer Verringerung des normalerweise nach Blutverlust zu
beobachtenden Leberschadens verbunden[5]. Eine direkte Verbesserung der Wundimmunzell-
funktion durch den Einfluss von L-Arginin konnte Angele et al. zeigen[10].

Zahlreiche Studien weisen auf die Schliisselrolle, die dem in der Endothelzelle aus L-Arginin
synthetisierten Molekiil Stickstoffmonoxid (NO) zukommt, in der Entwicklung des
beschriebenen Organversagens und der Unterdriickung der Immunfunktion nach traumatisch-
hidmorrhagischem Schock hin. Von der Endothelzelle ausgeschiittetes NO fiihrt zu einer
Gefifdilatation[55], hemmt die Ausbildung von Thrombozytenaggregaten[135] und

verringert die massive Infiltration von Neutrophilen ins Gewebe[93]. Nach traumatisch-
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hédmorrhagischem Schock kommt es zu einer Hemmung der Endothelzellfunktion, die
wahrscheinlich zu einer geringeren Aktivitdt des Enzyms konstitutive NO-Synthetase (cNOS)
und damit zu einer verringerten NO-Ausschiittung fiihrt[42;84]. Die daraus resultierende
GefaBkonstriktion bedingt eine Organminderperfusion und damit im weiteren Verlauf einen
Organschaden[132]. In verschiedenen experimentellen Schockmodellen, die mit einer
Hemmung der Endothelzellfunktion einhergehen, konnte eine Verringerung des
Organschadens sowie des Entziindungssyndroms durch die Gabe von L-Arginin
nachgewiesen werden[11-13;64;96;101;105]. So konnte in diesem Zusammenhang gezeigt
werden, dass L-Arginin nach Endotoxinschock die Schadigung der Lunge und die Expression
von proinflammatorischen Zytokinen verringert[96]. Moore et al. zeigte in einer prospektiven
Multicenterstudie eine Reduzierung der Entwicklung abdomineller Abszesse in Patienten, die
vor einer abdominellen Operation mit L-Arginin reicher Didt behandelt wurden[98].
Vergleichbar dazu konnte nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock eine Normalisierung
der Organdurchblutung und der Immunantwort sowie eine Verminderung der
Organschadigung durch die Gabe von L-Arginin nachgewiesen werden[136]. Vergleichbare
therapeutische Effekte konnten nach Gabe des biologisch inaktiven optischen Antipoden von
L-Arginin, D-Arginin, nicht erzielt werden[12;13]. Diese Daten weisen darauthin, dass die

Effekte von L-Arginin durch die Metabolisierung der Aminosdure verursacht werden.

Nach aktueller Studienlage ist bisher jedoch nicht bekannt, ob L-Arginin zu einer
Verbesserung der Wundheilung fiihrt und somit eine Reduzierung der Wundkomplikations-

raten nach Trauma und Schock mit sich bringen wiirde.

1.4 Fragestellung

Trotz des protektiven Effekts von L-Arginin auf die Wundimmunzellfunktion ist der
Einfluss dieser Aminosdure auf die Wundheilung nach Blutverlust unbekannt. Ziel dieser
Arbeit war es festzustellen, ob die Aminosdure L-Arginin im Rahmen der Fliissigkeitstherapie
nach Trauma und Schock einen positiven Effekt auf den komplexen Prozess der Wundheilung
hat. Die Wundheilung wurde durch die Messung des Kollagen 1 und III sowie dessen
biochemischer Vorstufe, dem Hydroxyprolin (OHP), in der Wunde quantifiziert. Ferner
wurde der Einfluss von L-Arginin auf die TGF- B Synthese im Wundsekret quantifiziert.
Weiterhin wurde der Effekt von L-Arginin auf die herabgesetzte Wundreiffestigkeit nach

Trauma und Schock untersucht.
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Durch die Ergebnisse dieser Arbeit konnte eine neuartige Therapie zur Reduzierung von
Wundkomplikationen nach Trauma und groBem Blutverlust erarbeitet werden und so

gegebenenfalls die Mortalitit und Morbiditét dieser Patienten zu verringert werden.

2. HYPOTHESE UND ZIELSETZUNG

2.1 L-Arginin verbessert die Hydroxyprolinsynthese nach Trauma und Schock

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden C3H/HeN Maiuse laparotomiert und einem
hamorrhagischen Schock oder einer Kontrolloperation unterzogen. Eine Versuchsgruppe
erhielt dabei L-Arginin im Rahmen der Fliissigkeitstherapie. Aus subkutan im Wundgebiet
implantierten Polyvinylschwdmmchen wurde Wundfliissigkeit isoliert und darin mittels

Gaschromatographie Hydroxyprolin bestimmt.

2.2 L-Arginin verbessert die Kollagen I und III sowie die TGF-f3 Synthese nach

Trauma und Schock

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden C3H/HeN Méiuse laparotomiert und einem
hédmorrhagischen Schock oder einer Kontrolloperation unterzogen. Eine Versuchsgruppe
erhielt dabei L-Arginin im Rahmen der Fliissigkeitstherapie. Bei allen Versuchstieren wurde
Haut aus dem Bereich der Laparotomie-Wunde gewonnen und mittels Western Blot-Analyse

Kollagen I und III sowie TGF-f bestimmt.

2.3 L-Arginin verbessert die Wundreififestigkeit nach Trauma und Schock

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden C3H/HeN Méiuse laparotomiert und einem
héamorrhagischen Schock oder einer Kontrolloperation unterzogen. Bei allen Versuchstieren
wurde ein Haut-Muskelprdparat aus dem Bereich der Laparotomie-Wunde gewonnen.

Anschlieend wurde die Reif3festigkeit der Wunde untersucht.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Verwendete Tiere

Fiir die tierexperimentellen Studien am Institut fiir Chirurgische Forschung des
Klinikums GrofBhadern, Ludwig-Maximilians Universitdit Miinchen, wurden ménnliche
C3H/HeN Méuse von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die Méuse hatten bei
der Versuchsdurchfithrung ein Alter von ca. 6-7 Wochen und ein Gewicht von 24-26 g.
C3H/HeN Méuse wurden fiir die Studien benutzt, da diese Tiere tiber eine ausgewogene Thl—
Th2 Immunantwort verfligen[17]. Diese Immunreaktion ist vergleichbar mit der bei
Patientenstudien zu beobachtenden Immunantwort[47].

Alle Experimente wurden in Ubereinstimmung mit den Gesetzen des ,,Animal Welfare Act*
und dem ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animal“s der National Institutes of
Health sowie dem Tierschutzgesetz der Bundesrepublik Deutschland[1] vorgenommen. Die
Untersuchungen, die am Institut fiir Chirurgische Forschung des Klinikums GroBhadern
durchgefiihrt wurden, waren von der Regierung von Oberbayern und der Ludwig-Maximilians

Universitit bewilligt und genehmigt.

3.2 Versuchsgruppen

Die Versuchstiere wurden in drei Versuchsgruppen randomisiert (n=6-8/Gruppe). Die
Tiere der ersten Gruppe wurden als Kontrolle verwendet (Kontrolle). Sie wurden lediglich
einer Laparotomie und einer Kontrolloperation unterzogen. Die Tiere der zweiten Gruppe
wurden einem hadmorrhagischem Schock und einer Kontrolloperation unterzogen, die
Flussigkeitssubstitution erfolgte ausschlieBlich durch Ringer Laktat Gabe (Hamorrhagischer
Schock, Hem). Die Tiere der dritten Gruppe wurden ebenfalls dem hdamorrhagischem Schock
und einer Kontrolloperation unterzogen, jedoch erfolgte hier die Fliissigkeitssubstitution
zusitzlich mit 300 mg pro kg Korpergewicht L-Arginin zu Beginn der Fliissigkeitstherapie
iber einen Zeitraum von 20 Minuten (Hdmorrhagischer Schock und L-Arginin, Hem+L-

Arginin)[10].
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3.3 Traumatisch-hdmorrhagisches Schockmodell

33.1 Weichteiltrauma, Laparotomie und Schwdmmchenimplantation

Bei den Méusen wurden eine Inhalationsnarkose mit Isofluran (Forene®) sowie einem
Sauerstoff-Lachgasgemisch unter Spontanatmung eingeleitet wodurch eine ausreichende
Analgosedierung gewihrt war. Die Tiere wurden in Riickenlage in einer gestreckten Position
fixiert. Die Bauchwand wurde rasiert und mit 75% Alkohol desinfiziert.

Anschlieend wurde eine Mittellinienlaparotomie (ca. 2,5 cm) unter reinen Operations-
bedingungen vorgenommen. Die Muskelschicht wurde mit einem 6-0 Ethilon Faden (Ethicon,
Inc., Somerville, NJ) verschlossen. Zur Gewinnung von Wundflissigkeit erfolgte vor
Hautnaht die aseptische Implantation von Polyaethylenschwiammchen (0,5 cm Durchmesser;
M-Pact; Eudora). Dazu wurden lateral des Hautschnittes zwei subkutane Taschen prépariert,
in die dann unter sterilen Bedingungen die Schwammchen (vier Stiick pro Tier) eingesetzt
wurden. Der Hautverschluss erfolgte mit einem 5-0 Ethilon Faden (Ethicon, Inc., Somerville,
NJ) und zusitzlichen mit chirurgischen Clips (MikRon Autoclip) (Abb. 2).

Zur Ermittlung der Hautreiffestigkeit wurden keine Schwédmmchen in die Tiere implantiert.

Dadurch konnte eine Storung der Wundheilung aufgrund der Fremdkdorper vermieden werden.

Abb. 2

Diarmis
M. rectus sbdominis

Linez alba  Polvaethylenschwammchen

Abb. 2: Schematischer Querschnitt des Versuchsaufbaus nach Durchfiihrung der
Laparotomie und Einlage der Polyaethylenlschwimmchen zur Gewinnung  der
Wundfliissigkeit.
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332 Durchfiihrung des hdmorrhagischen Schocks
Zur Induktion des hdmorrhagischen Schocks wurde ein seit vielen Jahren etabliertes
Schockmodell verwendet. Es handelt sich hierbei um ein blutdruckkontrolliertes Modell[7-

9;11;120], dass in den bisherigen Studien keine signifikante Mortalitdt aufwies (Abb. 3).

Abb. 3

Q M Toofluran Inhalati onsnarkose
a
m

Laparctomiewunde

taspirati on

Blutdnick Kentrelle

Abb. 3: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus.

Unter Weiterfithrung der Inhalationsnarkose nach Mittellinienlaparotomie wurde die Haut der
Miuse in beiden Leisten auf ca. 0,5 cm Linge eingeschnitten. AnschlieBend wurde durch
stumpfe Praparation die Femoralarterie beidseitig unter dem Operationsmikroskop dargestellt
und distal ligiert. In beide Femoralarterien wurde aseptisch ein 10-Polyédthylen Katheter
(Clay-Adams, Parsippany, NJ) eingelegt. Einer der beiden Katheter wurde zur intravasalen
Blutdruckmessung mittels eines computergestiitzten Messverfahrens genutzt (Digi-Med,
Louisville, Ky). Vor Beginn des Schockzustandes wurde die Inhalationsnarkose beendet und
die Tiere aus der Riickenlage auf dem Bauch fixiert. AnschlieBend erfolgte die Aspiration von
Blut tber den zweiten Katheter, um den mittleren Blutdruck von ca. 90+5 mmHg
(Normaldruck einer Maus) auf ca. 355 mmHg zu senken. Dieser Blutdruck wurde tiber einen
Zeitraum von 90 min. konstant gehalten (Abb.4). Um eine himodynamische Beeinflussung

durch Analgetika und Sedativa zu vermeiden und somit eine standardisierte
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Versuchsdurchfithrung (Blutdruck kontrolliertes Schockmodell) zu gewidhren, wurden den
Tieren fiir den Zeitraum des hdmorrhagischen Schocks keine weiteren Medikamente
zugefithrt. Das Korpergewicht der Tiere wurde sowohl prdoperativ als auch tdglich

postoperativ gemessen. Es erfolgte zweimal téglich eine Kontrolle der Wunde.

Abb. 4
Beginn Ende
Hamorrhagischer Schock _ i Flussigkeits-
mmHg b 90 min, BP 35+5SmmHg " i substitution
90
80 7]
707
60 71
507
40 7
4x
30 7 L\{/w Ringer Laktat
20 +/- L-Arginin
10 7
0 T T T T T T T
30 60 90 120
min
Abb. 4: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Blutdruckkurve wdhrend der

Durchfiihrung  des  traumatisch-hdmorrhagischen — Schocks und der anschlieffenden
Fliissigkeitssubstitution mit oder ohne L-Arginin.

Im Anschluss an die hypotone Schockphase wurde den Tieren das vierfache Volumen der
abgenommenen Blutmenge iiber einen Zeitraum von 30 Minuten als Ringer Laktat Losung
substituiert. Nach Beendigung der Flussigkeitssubstitution erfolgte eine erneute Fixierung auf
dem Riicken der Tiere sowie eine Auftragung des Lokalanisthetikum Lidocain (Xylocain®)
auf die Leistenschnitte. Die Femoralarterienkatheter wurden entfernt und die Femoralarterien
ligiert. Der Hautschnitt wurde mittels 5-0 Ethilon Faden verschlossen. Die bilaterale Ligatur
der Femoralarterie wurde von den Tieren gut toleriert. Postoperativ stellte sich keine Ein-
schrinkung der Durchblutung und Bewegung der unteren Extremitit ein. Nach Beendigung
der Schock-Prozedur erhielten die Tiere Metamizol (Novaminsulfon-ratiopharm®) als orales

Analgetikum.



16

333 Durchfiihrung der Kontrolloperation

Bei den Kontrolltieren wurden ebenfalls alle chirurgischen Interventionen unter
Inhalationsnarkose mit Isofluran durchgefiihrt. Zunichst wurde wiederum eine Mittellinien-
laparotomie und anschlieBend eine Hautinzision in der Leiste vorgenommen, die Femoral-
arterien beiderseits dargestellt und punktiert sowie Polydthylen 10 Katheter eingelegt und
schlieflich die Femoralarterien ligiert. Zuletzt wurde das Lokalandsthetikum Lidocain im
Wundbereich aufgetragen und die Haut mit einem 5-0 Ethilon Faden verschlossen. Es wurde
jedoch weder blutdruckwirksam Blut aspiriert noch im Anschluss eine Fliissigkeits-
substitution durchgefiihrt. Auch die Tiere der Kontrollgruppe erhielten als postoperatives

Analgetikum Metamizol oral appliziert.

334  L-Arginin Administration

Zu Beginn der Flissigkeitstherapie wurde den Tieren der dritten Versuchsgruppe L-Arginin
(300 mg/kg Korpergewicht) tiber den Femoralarterienkatheter gelost in 1 ml Ringer-Laktat-
Losung tiber eine Zeit von 20 Minuten konstant infundiert. Diese Dosierung wurde in
Anlehnung an frithere Studien gewdhlt, bei denen sich protektive Effekte auf
Wundimmunzellen zeigten[10;10-12].

Die Menge von 300 mg L-Arginin pro kg Korpergewicht scheint auch klinische Relevanz zu
haben, da bei vergleichbaren Dosen in Patientenstudien keinerlei unerwiinschte Nebeneffekte

auftraten[107].

335 Zeitpunkte der Probengewinnung

Zur Bestimmung von Hydroxyprolin (OHP) und TGF-f in der Wundfliissigkeit, sowie
Kollagen I und III in der Wunde wurde der siebte postoperative Tag festgelegt.
Bei den separaten Tieren, die in den Hautreilversuch eingingen wurde der zehnte

postoperative Tag zur Probengewinnung gewihlt (Abb. 5).
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Abb. 5: Darstellung der unterschiedlichen Zeitpunkte der Probengewinnung der

einzelnen Versuchsreihen.

3.4 Probengewinnung

3.4.1 Gewinnung der Wundfliissigkeit

Aus den euthanisierten Versuchstieren wurden die Polyaethylenschwammchen
aseptisch entfernt und von umgebendem Granulationsgewebe mit Hilfe chirurgischer
Methoden befreit. Sie wurden in 5 ml Plastikspritzen gebracht, die dann jeweils in ein 10 ml
Polypropylen-Réhrchen gesteckt wurden. Diese Spritzen-Rohrchen Kombination wurde
anschlieBend bei 400 g und 4° C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der zellfreie Uberstand wurde
nach Zentrifugation aliquotiert und bis zur Hydroxyprolin Messung bei -80° C gelagert.



3.4.2 Gewinnung des Wundgewebes

In der ca. 2,5 cm langen dorsalen Hautwunde wurden zunéchst die chirurgischen Clips
und der Faden aseptisch entfernt. AnschlieBend wurde die Wunde mit 75% Alkohol
desinfiziert. Die Hautwunde wurde in vier etwa gleich grole Anteile zerlegt. Diese wurden

zunichst in Flussigstickstoff gebracht und anschliefend bei -80°C gelagert.

3.5 Bestimmung der Versuchsparameter

351 Hydroxyprolinbestimmung

Hydroxyprolin ist eine Aminoséure, die als ein Metabolit der Kollagensynthese nur im

Kollagen in nennenswerter Menge zu finden ist[111]. Aufgrund dieses spezifischen
Vorkommens gilt Hydroxyprolin und kann als reprisentativer Parameter fiir den
Kollagengehalt des Gewebes[33;139].
Als Methode wurde hier ein chromatographisches Verfahren gewihlt[3;36;139]. Um die
Menge von Hydroxyprolin in der Wundfliissigkeit zu bestimmen, wurde das Wundsekret
zundchst verdiinnt und nach internem Standard mit Centifree Sdulen vom Protein befreit. Die
weitere Vorgehensweise wurde nach einer variierten Methode der Firma BioRad (Miinchen)
durchgefiihrt. Das wissrige Eluat wurde nach pH-Wert Einstellung 30 Minuten bei 70°
Celsius derivatisiert. Die Trennung erfolgte anschlieBend tiber eine 150 mm C18 Trennséule.
Die Detektion wurde bei 471 nm durchgefiihrt. Dabei wurden folgende Leistungsdaten
festgelegt: Intraassay Vk 1,80%, Nachweisgrenze 0,10 mg/l, Bestimmungsgrenze 0,30 mg/l,
Linearitdt bis 50 mg/l, Richtigkeit 97%.

3.5.2 Kollagen I und III sowie TGF- Bestimmung

Kollagen I und III wurde in dieser Arbeit durch Western Blot-Analyse in der Wunde
bestimmt. Zunéchst wurde die bei -80°C gelagerte Wunde lysiert und homogenisiert. Zur
Herstellung des Lysepuffers wurde zunichst folgende Stocklosung hergestellt: 5,96g Hepes
(50mM/FW 238,3g/H-7523, pH auf 7,2 eingestellt), 4,39g NaCl (150mM/FW 58,5g/S-7653),
0,19g EGTA (1mM/FW 380g/E-0396), 0,42g NaF (20mM/FW 42,0g/S-7920), 5,0ml Triton X
100 (1%/T-9284) sowie 50ml Glycerol (10%/G-6279). Zu 4,75ml dieser Stocklosung wurden
dann kurz vor Gebrauch folgende Losungen gegeben: 50ul B-Glycerophosphat (500mM/FW
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216g/G-6251; Losung: 50ml Aqua dest.+5,4g), 50ul PMSF (100mM/FW 174,2g/P-7626;
Losung: 50ml Ethanol+0,87g), 100pl Sodium Orthovanadate (100mM/FW 183,9g/S-6508;
Losung: 50ml Aqua dest.+0,92¢g, pH 10) sowie 50ul Aprotinin.

Es wurde nun das gewonnene Wundstiick mit 1 ml des Lysepuffers in einem Iml-
Eppendorfrohrchen lysiert. AnschlieBend wurde mit einem Ultraschallhomogenizer
(Bandelin, Sonoplus HD2070, Berlin, Deutschland) das Gewebe vollstandig aufgelost. Das so
gewonnene Lysat wurde weiter fiir die Western Blot-Analyse verwendet.

Unter Verwendung eines standardisierten kolometrischen Protein Assays (Protein Detektion
Kit, Bio Rad, Miinchen, Deutschland) wurde zunéchst die Gesamtproteinmenge im Lysat
nach der Beschreibung des Herstellers ermittelt. Somit konnte eine uniforme Beladung der
Western Blot Gele sichergestellt werden. 15 pg Protein wurden zusammen mit einem Sample
Reducing Agent (Invitrogen, NuPage®, CA, USA) in einem Bis-Tris-Gel (Invitrogen,
NuPage®, lmm x 12 Bahnen) geladen und in einem Elektrophoresesystem der Firma Novex
(Xcell, Sure lock, Power Ease 500) bei 125 V und 35 mA fiir 90 Minuten bei Raumtemperatur
separiert. AnschlieBend wurden die Proteine auf eine Nylonmembran (Invitrogen,
Nitrocellulose Membran, Filter Paper Sandwich, 0,2um PorengréfBe) tibertragen. Als Strom-
spannung und -stirke wurden dabei 25V, 125mA fir 90 Minuten bei Raumtemperatur
gewihlt. Fur die immunologische Detektion der Proteine wurde ein Western Blot
Chemoluminescence Kit (ECL™,western blotting analysis system, Amersham, NJ, USA)
verwendet. Die unspezifischen Bindungen wurden anschliefend mit einem Blockpuffer 1
Stunde bei Raumtemperatur geblockt.

Die Membranen wurden iiber Nacht bei 4°C und einer Verdiinnung von 1:1500 mit einem
monoklonalen Anti-Kollagen 1 und Anti-Kollagen III (DPC Biermann, Deutschland)
Antikorper inkubiert. AnschlieBend wurden die Membranen mit einem sekundéren Peroxidase
gebundenen Anti-Kaninchen Antikorper vom Esel (horseradish, peroxidase linked whole
antibody from donkey, Ig, ECL™, Amersham, NJ, USA) fir 90 Minuten bei einer
Verdinnung von 1:1000 inkubiert. Fiir die Detektion der gebundenen Antikérper wurde ein
Chemo-luminescence Kid (Amersham, Life Science, NJ, USA) verwendet und die
Lichtemission wurde mit einem Rontgenfilm sichtbar gemacht. Als Standard wurde dabei ein
prestained Standard der Firma Bio Rad (Precision Protein™ Standard, Bio Rad, Miinchen,
Deutschland) verwendet. Als Positivkontrolle wurde Kollagen 1 und III der Firma DPC
Biermann benutzt. Fiir die Quantifizierung der Kollagenbanden wurde Sigma-Gel- software™
verwendet.

Die Bestimmung von TGF-f in der Wundfliissigkeit erfolgte identisch mit der Bestimmung
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von Kollagen I und III mittels Western Blot-Analyse. Als primérer Antikorper wurde dabei
anti-TGF-B (DPC Biermann, Deutschland) verwendet. Alle weiteren verwendeten Materialien

waren mit denen der Kollagenbestimmung kongruent.

3.5.3 Reififestigkeit der Wundhaut

Die Wundrei3festigkeit gilt in der Wundheilungsforschung als objektiv messbarer,
mechanischer Parameter der Wundheilung[19;60;117;126]. Mittels eines Tensiometers wird
diejenige Zugkraft bestimmt, die erforderlich ist, um eine in der Heilungsphase befindliche,
lineare Schnittwunde auseinander zu reiflen. Die Messung der mechanischen Reiffestigkeit ist
ein grobes, aber auch direktes MaBl der Wundfestigkeit und Wundadaption und spiegelt so die
klinische Auswirkung der Wundheilungsstorung wider[24].

Zur Untersuchung der Reiffestigkeit wurden die Versuchstiere am zehnten Tag nach Trauma
und hdmorrhagischem Schock mittels Isofluran euthanasiert. Im Anschluss wurden in einem
definierten Abstand von 1 cm parallel zur Wunde verlaufende Linien auf die Haut
aufgetragen. Entlang dieser Vorgaben wurde schlieflich ein Haut-Muskelpriparat gewonnen.
Zur Standardisierung des Versuches wurde dieses Priparat mittels einer Schablone in exakt 1
cm breite sowie ca. 3 cm lange Streifen unterteilt. Die Dicke dieser Préparate betrug ungeféhr
2 mm. Die so gewonnenen Wundprdparate wurden auf Eis in den Untersuchungsraum
gebracht. Jedes einzelne Priaparat wurde anschlieBend an den zuvor markierten Abstandslinien
in die vorgesehenen Klemmvorrichtungen eingespannt (Abb. 6). Dies wurde unter
spannungsfreien Bedingungen vorgenommen. Nach der Fixierung wurde die Wundhaut mit
einer Vorspannung von 0,5 Newton (N) gedehnt, so dass sie die Ausgangslinge von 2 cm
erreichte. Jede Gewebeprobe wurde mit einer Kraftzunahme von 2 mm/s sowie bis zu einem
Maximum von 30 mm untersucht. Es wurden die Dehnungskurven und die maximale

Reiffestigkeit bestimmt, die dann graphisch in einem Diagramm aufgezeichnet wurden.



21

Abb. 6
Klemmvorrichtung
Hydrauliﬂsches . A— Wundhaut
Messgerat
Abb. 6: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Bestimmung der

Reififestigkeit der Wundhaut.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Korpergewicht der Tiere

Das Korpergewicht der Versuchstiere wurde sowohl prioperativ als auch am zweiten
und siebten postoperativen Tag bestimmt. Zu keinem dieser Zeitpunkte zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (Tab.l). Insbesondere war die
Verdnderung des Korpergewichts bei schockierten und kontrolloperierten Tieren nicht

verschieden. L-Arginin hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Verdnderung des

Korpergewichtes.
Tab. 1
zweiter siebter

préoperativ postoperativer Tag postoperativer Tag
Kontrolle 269+09¢g 265+10¢g 263+16¢g
Schock 274£27¢g 265t13¢g 269+24¢g
Schock+L-Arginin 279+1.7¢g 266+09¢g 274+1.1g
Tab. 1: Mcinnliche C3H/HeN Mcduse wurden nach traumatisch-hdmorrhagischem

Schock oder Kontrolloperation mit Placebo oder mit L-Arginin (300 mg/kg Korpergewicht)
behandelt. Das Gesamtkorpergewicht wurde prioperativ, am zweiten und am siebten
postoperativen Tag in Gramm (g) gemessen. N=6/Gruppe. Die Werte bezeichnen
Durchschnittswerte£Standardabweichung, Daten wurden mittels ANOVA analysiert.

4.2 Hydroxyprolin in der Wundfliissigkeit

Aus den in die Wunde eingelegten Polyvinylschwidmmchen wurde die
Waundfliissigkeit isoliert. Zur Bestimmung der Kollagensynthese wurde zunichst
Hydroxyprolin am siebten postoperativen Tag bestimmt. Dieser war in geschockten Tieren
signifikant erniedrigt verglichen mit der Kontrollgruppe (-28%; p<0,05). Die Behandlung
geschockter Tiere mittels L-Arginin in der postoperativen Phase flihrte zu einer
Normalisierung des Hydroxyprolins in der Wunde. Es stellte sich kein signifikanter

Unterschied in der Menge an Hydroxyprolin zwischen der Kontrollgruppe und den mit L-
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Arginin behandelten Tieren nach hdamorrhagischen Schocks dar (Abb. 7). L-Arginin fiihrte
somit zu einer Steigerung der Expression von Hydroxyprolin in der Wunde, was ein Hinweis
auf eine Verbesserung der Wundheilung darstellen konnte. Die Einheit an Hydroxyprolin

wurde in mg/g Protein angegeben.

Abb. 7
0,16
1 T
0,12 A
e}
% ]
&~
% 008
E
& J
T
o
0,04 A
0
Kontrolle Schock Schock
L-Arginin
Abb. 7: Ménnliche C3H/HeN Moduse wurden nach traumatisch-hdmorrhagischem

Schock oder Kontrolloperation mit Placebo oder mit L-Arginin (300 mg/kg Kdorpergewicht)
behandelt. Sieben Tage nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock oder Kontrolloperation
wurde die Menge an Hydroxyprolin (OHP) in der Wundfliissigkeit aus subkutanen
Schwéimmchen mittels Gaschromatographie bestimmt. N=6/Gruppe. *p<0.05 vs. Placebo
behandelte Kontrolltiere. Die Balken bezeichnen DurchschnittswertetStandardabweichung,
Daten wurden mittels ANOVA analysiert.

4.3 TGF-B in der Wunde

Um den Einfluss des Zytokins TGF-f, das an der Kontrolle der Wundheilung beteiligt
ist, zu ermitteln wurde dessen Expression in der Wundfliissigkeit mittels Western Blot-
Analyse bestimmt. Die Ergebnisse zeigten keinen signifikanten Unterschied von TGF- in
geschockten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch die Substitution von L-Arginin

nach hdmorrhagischem Schock fiihrte zu keiner signifikanten Verdnderung der Menge an
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TGF-B in der Wundflussigkeit (Abb. 8 A, B).

Abb. 8
A
i
Kontrolle Schock Schock
L-Arginin
B
400 ~
T
£ 300 |
=
C
=)
=
&
; 200
3
&=
100
Kontrolle Schock Schock
L-Arginin
Abb. 8: Méinnliche C3H/HeN Mduse wurden nach traumatisch-hdmorrhagischem

Schock oder Kontrolloperation mit Placebo oder mit L-Arginin (300 mg/kg Korpergewicht)
behandelt. Sieben Tage nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock oder Kontrolloperation
wurde die Menge an TGF-fi in der Wunde mittels Western Blot-Analyse bestimmt (A).
N=6/Gruppe. Absolute Werte wurden mit Sigma Gel Software bestimmt (B). Die Balken
bezeichnen DurchschnittswertetStandardabweichung, Daten wurden mittels ANOVA
analysiert.
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4.4 Kollagen I und III in der Wunde

Als weiterer Marker der Wundheilung wurde Kollagen I und III in der Wundfliissigkeit
mittels Western Blot-Analyse ermittelt. Dadurch sollte festgestellt werden, ob L-Arginin nicht
nur zu einer Steigerung der Hydroxyprolinmenge in der Wunde fiihrt, sondern auch eine
Steigerung der Kollagen I und III Synthese zur Folge hat. In den Ergebnissen stellte sich eine
signifikante Reduktion von Kollagen I in geschockten Tieren im Vergleich zur Kontroll-
gruppe dar (-30,3%; p<0,05). Die Substitution von L-Arginin nach hamorrhagischem Schock
hingegen fiihrte zu einer Normalisierung dieses Defizits. Im Vergleich zur Kontrollgruppe
konnte bei den Tieren, die in der postoperativen Phase L-Arginin im Rahmen der
Fliissigkeitstherapie erhielten, kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe festgestellt
werden (Abb. 9 A, B). Die L-Arginin Gabe scheint somit zu einer Steigerung des Kollagen I

Gehalts in der Wunde zu fiihren.

Abb. 9
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Abb. 9: Mcinnliche C3H/HeN Mcduse wurden nach traumatisch-hdmorrhagischem

Schock oder Kontrolloperation mit Placebo oder mit L-Arginin (300 mg/kg Korpergewicht)
behandelt. Sieben Tage nach traumatisch-hédmorrhagischem Schock oder Kontrolloperation
wurde die Menge an Kollagen I in der Wunde mittels Western Blot-Analyse bestimmt (A).
N=6/Gruppe. Absolute Werte wurden mit Sigma Gel Software bestimmt (B). *p<0.05 vs.
Placebo behandelte Kontrolltiere. Die Balken bezeichnen Durchschnittswerte£Standard-
abweichung, Daten wurden mittels ANOVA analysiert.

Um festzustellen, ob L-Arginin ebenfalls zu einer Steigerung des Kollagen III in der Wunde
fihrt, wurde dieses mittels Western Blot-Analyse aus der Wundfliissigkeit bestimmt. Bei der
Kollagen III-Menge nach hidmorrhagischem Schock stellte sich keine signifikante
Verringerung im Vergleich zur Kontrollgruppe dar (p>0,05). Jedoch wiesen die erhobenen
Daten die deutliche Tendenz auf, dass Blutverlust und Schock zu einer Minimierung von
Kollagen III in der Wunde fithren. L-Arginin konnte diese Verminderung kompensieren, so
dass anndhernd gleiche Werte wie in der Kontrolle erreicht werden konnten (Abb. 10 A, B).
Ob nun L-Arginin einen signifikanten Einfluss auf die Kollagen III-Synthese als spéte Phase
der Wundheilung hat, bleibt fiir zukiinftige Studien offen.
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Abb. 10
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Abb. 10: Mdnnliche C3H/HeN Mcduse wurden nach traumatisch-hdamorrhagischem

Schock oder Kontrolloperation mit Placebo oder mit L-Arginin (300 mg/kg Korpergewicht)
behandelt. Sieben Tage nach traumatisch-hédmorrhagischem Schock oder Kontrolloperation
wurde die Menge an Kollagen III in der Wunde mittels Western Blot Analyse bestimmt (A).
N=6/Gruppe. Absolute Werte wurden mit Sigma Gel Sofiware bestimmt (B). Die Balken
bezeichnen Durchschnittswerte£Standardabweichung, Daten wurden mittels ~ ANOVA
analysiert.
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4.5 Reilfestigkeit der Wunde

Die Reiffestigkeit der Wunde wurde zehn Tage nach hdmorrhagischem Schock oder
Kontrolloperation bestimmt. Hierfiir wurden aus dem Bereich der Laparotomiewunde
Hautstiicke entnommen, wobei die Haut nicht von der darunter liegenden Muskelschicht
getrennt wurde, da dies eine fehlerhafte Instabilitit der Wunde mit sich gebracht hitte.

Die Abbildung 11 A, B, C zeigt die typischen Hautreikurven der einzelnen Versuchs-
gruppen. Dargestellt ist auf der y-Achse die Kraft in Newton (N) und auf der x-Achse das
Auseinanderweichen des Tensiometers in mm. Die typischen Kraft-Weg Kurven der
Abdominalwand zeigen eine Doppelspitze. Die erste Spitze zeigt das Zerreifien der Haut (A),
die zweite das Zerreilen der darunter liegenden Muskelschicht (m) an. Es sollte bei den
Graphen beachtet werden, dass sich die Skalierungen der y-Achse der Abbildungen 11 A-C
unterscheiden. Zur Auswertung wurde die maximale Kraft (ZerreiBen der Haut) von je sechs
Versuchstieren pro Gruppe verwendet.

Die Maximale Reif3festigkeit der Abdominalwundhaut war zehn Tage nach himorrhagischem
Schock signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe verringert (-23,1%; p<0,05). L-Arginin
nach traumatisch-hamorrhagischem Schock verbessert diese herabgesetzte Reiflfestigkeit, so
dass kein Unterschied in der Reiflfestigkeit der geschockten Tiere mit L-Arginin Substitution
und der Kontrollgruppe feststellbar war (Abb. 12).
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Abb. 11: Reprdsentative Reifskurven der Abdominalhaut von mdnnliche C3H/HeN
Mcdusen. Diese wurden nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock oder Kontrolloperation
(4) mit Placebo (B) oder mit 300 mg/kg Korpergewicht L-Arginin (C) behandelt. Zehn Tage
nach traumatisch himorrhagischem Schock oder Kontrolloperation wurde die Reifsfestigkeit
der Abdominalhaut bestimmt. Die erste Spitze zeigt das Zerreifen der Haut (A), die zweite
das Zerreifien der darunter liegenden Muskelschicht (m) an.
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Abb. 12: Mcinnliche C3H/HeN Mcduse wurden nach traumatisch-hdmorrhagischem

Schock oder Kontrolloperation mit Placebo oder mit L-Arginin (300 mg/kg Korpergewicht)
behandelt. N=6/Gruppe. Nach zehn Tagen wurde die maximale ReifSfestigkeit der
Abdominalwand  mittels Tensiometrie bestimmt. *p<0.05 vs. Placebo behandelte
Kontrolltiere. Die Balken bezeichnen DurchschnittswertetStandardabweichung, Daten
wurden mittels ANOVA analysiert.
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S. DISKUSSION

5.1 Stérung der Wundheilung nach Trauma und hdmorrhagischem Schock

Eine Vielzahl von klinischen und experimentellen Studien demonstrieren eine
schlechte bzw. beeintrachtigte Wundheilung nach Trauma, wie groBen Operationen,
Frakturen, Verbrennungen oder groflen Bauchtraumata die mit hohem Blutverlust assoziiert
sind[37;43;63;95]. Die nicht heilende Wunde stellt aufgrund spéterer Gewebsentziindung und
—Infektion eine entscheidende Quelle fiir eine beachtliche Morbiditét- und Mortalitétsrate dar.
Dieses Ereignis kann bei kritisch kranken Patienten insbesondere beobachtet werden, bei
denen eine eingeschrinkte Immunfunktion sowie eine schlechte Wundheilung vorliegt.

Eine funktionsfihige Wundheilung im eigentlichen Sinne erfordert eine Reihe von
synchronisierten Vorgéngen in denen unterschiedliche Zelltypen erfolgreich zusammen-
arbeiten miissen, um die Einheit des Gewebes wieder herzustellen. Zu diesen Reparatur-
vorgidngen durch die einzelnen Zelltypen gehéren unter anderem die Freisetzung von
Zytokinen, Wachstumsfaktoren und anderer bioaktiver Molekiilen, was durch die Interaktion
der einzelnen Zellen gesteuert und geregelt wird.

In der Folge eines Traumas mit hdmorrhagischem Schock kann es zur Ausbildung eines
generalisierten Entziindungssyndroms kommen, das mit erhéhten Plasmakonzentrationen pro-
inflammatorischer Zytokine einhergeht und einen wesentlichen Faktor in der Pathogenese des
posttraumatischen ~ Organversagens  darstellt[38;45;90;127].  Dabei  scheinen  pro-
inflammatorische Zytokine die Produktion von Kollagen und damit die Wundheilung negativ
zu beeinflussen, wohingegen antiinflammatorische Zytokine die Kollagenanreicherung
steigern[28;43;78;80]. Insbesondere die Ausschiittung von IL-1, IL-6 und TNF-a scheint in
der Frithphase nach Trauma eine wesentliche Rolle bei der Aktivierung der
Entziindungskaskade zu spielen. Diese lokalen immunologischen Verdnderungen im Bereich
der Wunde fithren in ihrer Gesamtheit zu einer erhohten Anfilligkeit gegeniiber
Wundinfektionen[88] und begiinstigten die Entstehung von postoperativen Wundinfektionen
die selbst wiederum Ausgangspunkt einer Sepsis sein konnen[58;71]. In diesem
Zusammenhang stellte sich heraus, dass kontinuierlich erhohte Konzentrationen dieser
proinflammatorischen Zytokine im Plasma in Folge eines septischen Schocks, sowie nach
Verbrennungen, Traumen und grofien Operationen mit hoheren Mortalitdtsraten im weiteren
Verlauf der Erkrankung verbunden sind.[82]

Die verminderte Funktion der Wundimmunzellen hat zur Folge, dass die anschlieende
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Wundheilung deutlich beeintrachtigt ist. Experimentell konnte dies in einer Studie an Méusen
belegt werden, die nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock eine deutlich herabgesetzte
Wundfestigkeit zeigten[9].

In einigen neueren Studien stellte sich heraus, dass durch die Gabe der Aminosdure L-Arginin
im Rahmen der Flissigkeitssubstitution nach Trauma und Schock dieses
Wundimmunzellfunktionsdefizit verbessert werden konnte[10]. Es blieb jedoch offen, ob
diese lokale Immunantwort in der Wunde durch die Gabe von L-Arginin auch zu einer
tatsédchlichen Verbesserung des Wundheilungsprozesses nach Trauma und Schock fiihrt.
Daher war das Ziel dieser Arbeit in einem blutdruckkontrolliertem Schockmodell an Méusen
festzustellen, ob die Behandlung mit L-Arginin im Rahmen der Fliissigkeitstherapie nach
Trauma und Schock zu einer Verbesserung der Wundheilung fuhrt. Als Kriterien der
Wundheilung wurden die Kollagensynthese in der Wunde sowie die WundreiB3festigkeit als

funktionelle Marker herangezogen.

5.2 Relevanz des verwendeten Tiermodells

Um die auftretenden pathophysiologischen Vorgiange der Wundheilung im Einzelnen
genauer zu untersuchen und zu verstehen sowie um mogliche neue, effektivere
Therapiestrategien zu entwickelt wurden deshalb zahlreiche Tiermodelle etabliert. Die
experimentellen Studien, die den Effekt von Schock und schweren Trauma auf das
Immunsystem untersuchten, verwendeten haufig Kleintiermodelle[112]. Bei dem im Rahmen
unserer Studien angewandten Modell handelt es sich um das seit vielen Jahren im Labor von
Dr. Chaudry bewihrte traumatisch-hdmorrhagische Schockmodell, welches ein Blutdruck
kontrolliertes Verfahren darstellt. Dies ist ein nicht-letales Modell, welches deutliche
immunologische Auswirkungen auf die Versuchstiere besitzt, ohne klinische Parameter, wie
Nahrungsaufnahme, Putzverhalten etc. entscheidend zu beeinflussen. Blutdruck kontrollierte
Schockmodelle erlauben im Gegensatz zu Volumen kontrollierten Versuchen eine Aussage
tiber den entscheidenden Blutdruckverlauf, was die Standardisierung und Reproduzierbarkeit

dieser Modelle erhoht[2].

Die Untersuchungen im Rahmen dieser tierexperimentellen Arbeit wurden an ménnlichen
C3H/HeN Méusen mit einem durchschnittlichen Alter von 4- bis 6 Wochen und einem
Gewicht von etwa 24 - bis 27 g durchgefiihrt. Es wurde insbesondere darauf geachtet, dass die
Tiere in ihrer physiologischen Konstellation identisch waren sowie keinerlei anderweitige

Verletzungen bzw. Infektionen aufwiesen. Somit konnte sichergestellt werden, dass keine
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zusétzlichen Storfaktoren die Ergebnisse beeinflussen. Die Versuchstiere wurden zunichst
randomisiert und in drei Versuchsgruppen eingeteilt. An den Tieren der Kontrollgruppe
wurde lediglich eine Laparotomie mit Schwiammchenimplantation durchgefiihrt. Die Tiere der
Versuchsgruppen wurden zusitzlich zum Weichteiltrauma und Schwidmmchenimplantation
einem blutdruckkontrollierten, hédmorrhagischen Schock mit anschlieBender Fliissigkeits-
therapie unterzogen. Dabei erhielt ein Teil der Tiere zusétzlich 300 mg/kg Korpergewicht L-
Arginin zu Beginn der Fliissigkeitstherapie. Die Menge an L-Arginin beruhte dabei auf den
Ergebnissen fritherer Studien und macht daher eine Vergleichbarkeit mit diesen
moglich.[10;11]

Das Korpergewicht der Mause wurde sowohl prioperativ als auch in der postoperativen Phase
bestimmt. Es wurden ausschlie8lich Tiere gleichen Alters, Gewichts und Erndhrungszustands
verwendet. Um auszuschlieen, dass sich die Unterschiede in der Wundheilung aufgrund
unterschiedlicher Erndhrungszustinde ergaben, wurden die Tiere nach Trauma und Schock
bzw. Kontrolloperation tdglich gewogen. Dabei stellte sich heraus, dass der durchgefiihrte
hamorrhagische Schock keine Auswirkung auf den Verlauf des Koérpergewichtes mit sich
brachte.

Sieben Tage nach Trauma und hidmorrhagischem Schock wurde Kollagen I und III in der
Wunde mittels Western Blot-Analyse gemessen. Hydroxyprolin, ein Metabolit der
Kollagensynthese, wurde ebenfalls am siebten Tag mittels eines gaschromatographischen
Verfahrens in der Wundfliissigkeit bestimmt. Die ReiBfestigkeit der Bauchwunde
(abdominale Wunde) wurde in separaten Tieren zehn Tage nach Trauma und Schock

gemessen.

5.3 Relevanz der bestimmten Parameter und verwendeten Methoden

5.3.1 Gewicht der Tiere im Versuchsverlauf

Sowohl im Tierversuch als auch beim Menschen fiihrt eine protein- und kalorienarme
Diit, die mit einer katabolen Stoffwechsellage und einem Gewichtsverlust verbunden ist, zu
signifikanten Wundheilungsstorungen[21;65;116]. In unseren Studien wurden die
Versuchstiere pri- und postoperativ gewogen und mit keiner speziellen Diét erndhrt. Es
fanden sich keine Unterschiede im Korpergewicht zwischen den Versuchsgruppen als
Hinweis auf eine vergleichbare Nahrungsaufnahme bei den Versuchstieren. Die Tiere boten

keine katabole Stoffwechsellage, die die Wundheilung unabhingig von Trauma und Schock
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hitte beeintriachtigen konnen. Diese Daten deuten darauthin, dass unterschiedliche Nahrungs-
aufnahme nicht fiir die beobachteten Unterschiede in der Wundheilung zwischen den

Versuchsgruppen verantwortlich ist.

532 Hydroxyprolin, Kollagen I und III Bestimmung

Die Aminosdure Hydroxyprolin wird im Organismus fast ausschlieflich im Kollagen
gefunden und kann als ein Metabolit der Kollagensynthese gesehen werden. Eine Reihe von
Studien quantifiziert die Kollagensynthese anhand des Hydroxyprolingehaltes eines Gewebes,
da hier eine Korrelation nachgewiesen werden kann[33;139]. Das Granulationsgewebe wurde
mittels Zentrifugation aus den implantierten Polyaethylenschwdmmchen gewonnen und
enthdlt alle in der Wunde vorkommenden Strukturen und Zellen. Aus dieser Wundfliissigkeit
wurde Hydroxyprolin mittels Gaschromatographie bestimmt, was eine modifizierte Variante
der Methode von Woessner et al. darstellt[139]. Da die gewonnene Wundfliissigkeit eine sehr
geringe Menge darstellte (ca. 50 bis 100ul), war eine rein spektral-photometrische Analyse
wie in der von Woessner et al. beschriebenen Methode nicht moglich.

In dieser Studie konnte ein signifikanter Abfall des Hydroxyprolingehaltes in der Wunde nach
hédmorrhagischem Schock nachgewiesen werden. Die im Rahmen der Flissigkeitstherapie
verabreichte Aminosdure L-Arginin hingegen fiihrte zu einer signifikanten Verbesserung
dieses Defizits. So konnte gezeigt werden, dass nach L-Arginin Behandlung eine
vergleichbare Menge an Hydroxyprolin in der Wunde wie nach Kontrolloperation
nachweisbar ist. Allerdings  soll darauf hingewiesen werden, dass die
Hydroxyprolinbestimmung ausschlieBlich am siebten postoperativen Tag erfolgte. Weitere
Studien sind nétig, um eine Aussage tiber den zeitlichen Verlauf des Hydroxyprolins in der

Wunde treffen zu kdnnen.

Kollagene bilden eine Gruppe von Proteinen, die als wichtigster faseriger Bestandteil von
Haut, Knochen, Sehnen, Knorpel, Blutgefiien und Zihnen das quantitativ haufigste Protein
bei Sdugetieren darstellen, und im Mittel etwa ein Viertel des Gesamtproteingewichtes
ausmachen. Bei den Kollagenen werden verschiedene Arten unterschieden, die durch
Modifizierungen ihrem jeweiligen Aufgabenfeld angepasst sind. Allen Kollagenen
gemeinsam ist die Anordnung in einer Tripel-Helix durch drei, jeweils etwa 1000
Aminosduren langen, sogenannte alpha-Ketten[24;111]. Diese =zeigen eine sehr
charakteristische Grundstruktur; sie bestehen zu einem Drittel aus Glyzin, etwa 10% Prolin,

10% Hydroxyprolin und variablen Mengen Hydroxylysin. Die Menge des Kollagens in der
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Wunde korreliert gleichsinnig mit der Wundreiffestigkeit[114;126].

Die Explantation der Polyvinylschwdmmchen und Asservierung der Hautproben erfolgte am
siebten postoperativen Tag. Zu diesem Zeitpunkt steht im Wundbereich die Bildung des
Granulationsgewebes, die Angiogenese und Synthese der extrazelluriren Matrix im
Vordergrund[67;115;119].

Es zeigte sich in dieser Studie eine signifikant verringerte Kollagenmenge nach
hamorrhagischem Schock in der Wunde. In diesem Sinne konnte bereits in einer Reihe von
Studien eine unterdriickte Kollagensynthese nach Trauma und Schock nachgewiesen werden.
So stellte Diegelmann et al. eine Verringerung des Kollagens in experimentell verursachten
Wunden bei polytraumatisierten Patienten im Vergleich zu gesunden Freiwilligen dar[43].
Der protektive Effekt von L-Arginin auf den Kollagengehalt sowie die
Hydroxyprolinsynthese wird durch weitere Studien erhértet, die zeigen, dass der verminderte
Kollagengehalt in Wunden von chirurgischen Patienten durch die Ergdnzung mit L-Arginin
verbessert werden kann[20]. Des weiteren konnte gezeigt werden, dass die kontinuierliche
Behandlung mit L-Arginin von Patienten mit einem implantierten polytetrafluoroethylen
Katheter das subkutane Hydroxyprolin und die Kollagensynthese verbessert[76;137].

In dieser Studie wurde zundchst die asservierte Wundhaut mechanisch homogenisiert und
mittels Lysepuffer lysiert. Kollagen I und III wurde mittels Western Blot-Analyse in der
Wunde bestimmt. Diese Methode stellt ein sehr sensibles Verfahren dar und ermoglicht es,
auch geringe Mengen des Proteins nachzuweisen. Bereits in einer fritheren Arbeit konnte
Angele et al. eine unterdriickte Kollagenexpression in der Wunde nach Trauma und Schock
histochemisch nachweisen[9]. Die histochemische Darstellung von Strukturproteinen wie dem
Kollagen stellt allerdings eine reine qualitative Methode dar. Um eine genauere Aussage iiber
tatsdchliche Menge an Kollagen in der Wunde machen zu kénnen wurde in dieser Studie die
semiquantitative Methode des Western Blot verwendet. Um allerdings genauere Aussagen
iiber den Verlauf des Kollagengehalts in der Wunde machen zu kénnen, sind weitere Studien

notig, da sich diese Studie nur auf einen Zeitpunkt der Kollagenbestimmung konzentrierte.

53.3  TGF-B Bestimmung

TGF-B (transforming growth factor-beta) ist einer der Schliisselfaktoren der epi-
thelialen Wundheilung und im Entziindungsgeschehen[141]. In vitro-Studien konnten an IEC-
6-Monolayern zeigen, dass bei einer Verletzung eine Reihe von Zytokinen und Wachstums-
faktoren (TGF, EGF, IL-1B) die Produktion von TGF-B erhohen und somit zu einer
beschleunigten Zellrestitution fiihren[44;57]. Auf der einen Seite erhoht TGF-f die
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Restitution von intestinalen Epithelien, andererseits inhibiert es jedoch gleichzeitig ihre
Proliferation[34].

Die Wirkungen einzelner Wachstumsfaktoren bei der komplexen Wundheilung im
menschlichen Korper sind letztlich nicht erforscht. Bislang wurden verschiedene Aktivitdten
erst durch in vitro Experimente bestimmt. Wachstumsfaktoren koénnen eine Reihe
unterschiedlicher Prozesse in verschiedenen Phasen der Wundheilung sowohl initiieren als
auch terminieren. Weil Thrombozyten unter anderem Wachstumsfaktoren wie PDGF, TGF
und EGF produzieren kénnen, sind sie essentieller Baustein der Wundheilung. Zu Beginn der
Wundheilung (innerhalb der ersten 48 Stunden) werden Wachstumsfaktoren primédr von
Thrombozyten freigesetzt. Im weiteren Verlauf sind auch andere Zellen - vor allem
Makrophagen - in der Lage, Wachstumsfaktoren zu produzieren. Neben der Hédmostase und
Proliferation spielen Wachstumsfaktoren (EGF, TNF, IL-1 und PDGF) auch bei der Reifung
des Bindegewebes eine Rolle, indem sie die Kollagenasen stimulieren.

Die Expression von TGF- wurde in der vorliegenden Studie mittels Western Blot-Analyse
bestimmt, da in fritheren Arbeiten gezeigt werden konnte, dass dieser Wachstumsfaktor die
Kollagensynthese in Fibroblasten in vitro induziert[122]. In diesen Studien wurde
nachgewiesen, dass die exogene Verabreichung von TGF-B in vivo zu einer gesteigerten
Kollagenansammlung in der Wunde fiihrt. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die
TGF-B Freisetzung durch Wundexsudatzellen in vitro bis zum dritten Tag nach Trauma und
Schock herabgesetzt war[9]. Daher kann angenommen werden, dass eine herabgesetzte TGF-
3 Synthese in der Wunde unmittelbar nach stattgefundenem Trauma den Prozess der
Wundheilung beeinflusst. Ob nun L-Arginin die TGF-8 Freisetzung innerhalb der ersten drei
Tage nach Trauma und Schock beeinflusst, bleibt weiterhin offen.

In dieser Studie stellte sich kein signifikanter Unterschied der TGF-B Synthese bei den
unterschiedlichen Versuchsgruppen dar. Erst in zukiinftigen Studien, bei denen Tiere nach
Trauma und Schock TGF-B sowohl ausschlieflich mit Flussigkeit als auch in Kombination
mit L-Arginin erhalten (mit/ohne Antikorper), wird geklart werden konnen, welche Rolle
dieser Mediator bei der Regulation der Wundheilung nach Schock spielt. Ob L-Arginin die
unterdriickte TGF-8 Synthese innerhalb der ersten 3 Tage nach Schock beeinflusst und so die
Wundheilung zu einem anderem Zeitpunkt verbessert konnte mit der jetzigen Studie nicht

untersucht werden.
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5.34  Reilifestigkeit der Wunde

Die Reif}festigkeit der Wunde ist ein direktes Mall der Wundfestigkeit und korreliert
gleichsinnig mit dem Kollagengehalt der Wunde[19;60;117;126]. Die Wundfestigkeit wird
durch das Ausmaf} der Kollagenablagerung und —Formation sowie der Wundmodulation im
verletzten Gewebe bestimmt[51]. Neben dem quantitativen Ausmal} der Kollagenablagerung
spielt auch die Quervernetzung der Kollagenfibrillen eine wichtige Rolle bei der Stabilitdt und
Zugfestigkeit der Kollagenfasern[87].

In vorangegangen Studien unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass Trauma
und hdamorrhagischer Schock zu einer herabgesetzten Reiffestigkeit der Wunde fiihrt[9;104].
Dies konnte bisher nicht nur in tierexperimentellen Studien belegt werden. So war es Guiney
et al.[63] und Mc Ginn et al.[95] gelungen zu zeigen, dass Patienten, die notfallmafBig
laparotomiert wurden und einen groferen Blutverlust erlitten hatten eine herabgesetzte
Wundstabilitdt aufwiesen. Diese stellte sich klinisch bei diesen Patienten in erster Linie als
postoperativer Platzbauch dar.

Die Messung der HautreiBfestigkeit wurde in dieser Studie mittels eines Tensiometers
ausschlieBlich am zehnten postoperativen Tag durchgefiihrt. Dieser Zeitpunkt wurde gewahlt,
da in den biochemischen Abldufen der Wundheilung am zehnten Tag nach Trauma ein
Maximum an Kollagen I Synthese stattfindet und Kollagen I unmittelbar fiir die Festigkeit des
neu entstehenden Gewebes verantwortlich scheint[67;115;119]. Die Messung erfolgte an
einem definierten priparierten Wundstiick, bei dem die Haut nicht von der darunter liegenden
Muskulaturschicht getrennt wurde. Damit konnte eine Verschlechterung der Wundfestigkeit
durch chirurgische Préparation vermieden werden. Gemessen wurde die maximale Kraft, die
aufgewendet werden muss, um die Wunde zu zerreiflen. Dabei zeigt sich in der Auswertung
ein zwei gipfeliger Graph, wobei der erste die Kraft darstellt, die nétig ist um die Haut, der
zweite die um die darunter liegenden Muskelschicht zu zerreifien.

Die Ergebnisse dieser Messung zeigten, dass Trauma und Schock zu einer makroskopisch
verifizierbaren Verschlechterung der Wundstabilitdt fithrt. Bei den Tieren, die dem
hidmorrhagischen Schock unterzogen wurden stellte sich ein signifikant geringerer
Kraftaufwand dar, der notig ist um die Haut zu zerreifien. Die Substitution der Aminosdure L-
Arginin hingegen konnte dieses Defizit ausgleichen, so dass sich bei diesen Tieren &hnlich

stabile Wundverhéltnisse wie bei der Kontrollgruppe darstellten.
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5.3.5 Grenzen der Studie

Aus dieser Studie ldsst sich nicht ableiten, ob die Ergebnisse auf eine Verzogerung
oder eine bleibende Stérung der Wundheilung hinweisen. Hierzu miisste man die Parameter
iiber einen wesentlich langeren Zeitraum hinweg zu mehreren Zeitpunkten bestimmen und
untersuchen, ob eine mogliche Wundheilungsverzégerung wieder aufgeholt werden kann. In
diesem Zusammenhang konnte Levenson et al. in histologischen Studien zeigen, dass sieben
Tage nach Brandverletzung eine gestorte Wundheilung vorlag, wohingegen vierzehn Tage
nach Trauma sich ein v6llig normales histologisches Bild darstellte, dass keine Anzeichen
einer gestérten Wundheilung aufwies[85]. Weiterhin wiesen Tiere, die einer poly-
mikrobiologischen Sepsis ausgesetzt wurden, eine herabgesetzte Wundfestigkeit bis zu
vierzehn Tagen nach Infektion auf[62]. Drei bis fiinf Wochen nach Infektion konnte
allerdings kein Unterschied mehr in der Wundreiflfestigkeit von infizierten und nicht-
infizierten Tieren festgestellt werden[62].

Daher muss die Uberlegung angestellt werden, dass die Wundheilung auch bei Tieren, die
nicht mit L-Arginin behandelt wurden zu einem spiteren Zeitpunkt vollig normal und
ungestort sein kann. Unabhingig davon ist der Schutz vor einer gestorten Wundheilung
unmittelbar nach dem traumatischen Ereignis von herausragender Bedeutung, da das Risiko
von co-morbiden Ereignissen deutlich gesenkt werden kann und damit potentiell

katastrophale Effekte wie z.B. eine Wundinfektion vermindert werden kénnen.

5.4 Mogliche Mechanismen und Effekte von L-Arginin

54.1 L-Arginin als Substrat der Stickstoffmonoxidsynthasen

1980 entdeckten Furchgott und Zawadski, dass ein intaktes Endothel fiir die
acetylcholininduzierte Dilatation glatter GefédBmuskelzellen notwendig ist. Es wurde
postuliert, dass vom Endothel eine Substanz synthetisiert wird, die fiir diesen Effekt
verantwortlich ist. Zundchst wurde diese Substanz als endothelium derived relaxing factor
(EDREF) bezeichnet[56]. 1987 identifizierten nahezu zeitgleich mehrere Gruppen, dass EDRF
mit Stickstoffmonoxid (NO) identisch ist[52;75;89;131]. Seitdem ist der L-Arginin-/NO-
Stoffwechsel ein in der medizinischen Forschung intensiv bearbeitetes Gebiet. Die semi-
essentielle Aminosdure L-Arginin wird durch NO-Synthasen (NOS) zu L-Citrullin und NO
verstoffwechselt[35;79] (Abb.13).
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Abb. 13: Abbau von L-Arginin zu NO und Citrullin via NOS sowie zu Harnstoff und
Ornithin via Arginase. Citrullin wird dabei iiber den Aspartatcyclus zu Arginin regeneriert.

Diese Reaktion wird durch Stickstoffmonoxidsynthasen katalysiert, wobei L-Arginin dabei
das einzige physiologische Substrat der Reaktion darstellt, das den Stickstoff fur die NO-
Synthese liefert. Bisher werden zwei Typen der NO-Synthasen unterschieden, die
induzierbare NO-Synthase (iNOS) und die konstitutive NO-Synthase (cNOS), zu der die
endotheliale NOS (eNOS) und die neuronale NOS (nNOS) zihlten[72].

Der grundsitzliche biologische Unterschied der NOS-Unterformen scheint darin zu bestehen,
dass die konstitutiven NOS durch biologische Stimuli fiir einen begrenzten Zeitraum im
Bereich von Sekunden NO in der Gréfenordnung von 10 picomolaren Konzentrationen
synthetisieren konnen, wihrend die iNOS nach Induktion in der Lage ist, fiir Stunden bis
Tage NO in nanomolaren, also drei bis vier Zehnerpotenzen héheren, Konzentrationen zu
produzieren.

Neben den verschiedenen NOS-Isoformen mit den oben beschriebenen Wirkungen dient L-
Arginin auch anderen Enzymen als Substrat[3]. So spaltet das Enzym Arginase L-Arginin in
L-Ornithin und Harnstoff (Abb.13). Der Arginase-Weg stellt einen wichtigen biochemischen
Pfad dar, von dem bekannt ist, dass er unter Umstdnden mit der durch die NO Synthasen
katalysierten Reaktion um das Substrat L-Arginin in Konkurrenz stehen oder eine
Regelfunktion auf diese ausiiben[81;83].

Das bei der Arginase-Reaktion bereitgestellte Ornithin wird durch das Enzym Ornithin-
Decarboxylase (ODC) zu Putrescin und dieses weiter zu Spermin und Spermidin
verstoffwechselt. Diese drei Substanzen spielen als sogenannte Polyamine bei der DNA- und
Proteinsynthese und damit im Bereich von Zellwachstum und -reparatur eine wichtige
Rolle[142]. AuBerdem wird L-Ornithin iiber einen parallelen Enzymschritt von der

Ornithinaminotransferase (OAT) zu L-Prolin weitersynthetisiert[25], das bekanntermaflen
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eine wichtige Bedeutung fiir die Kollagensynthese und damit fiir die Bindegewebsbildung hat,
da ca. 12% des Kollagenmolekiils aus hydroxyliertem L-Prolin bestehen. Im Rahmen von
fibrosierenden Prozessen konnte vor diesem Hintergrund das Ausmafl der Prolinbiosynthese
bedeutsam sein. Ein weiteres Enzym, das L-Arginin abbaut, ist die Arginin-Decarboxylase
(ADC). Bei diesem Schritt entstechen Agmatin und CO,, wobei die Bedeutung von Agmatin
noch weitgehend unklar ist[68;99].

5.4.2  Potentielle Mechanismen von L-Arginin

Im Schockgeschehen kommt es zu einer Dysfunktion der Endothelzellen, was zu einem
gesteigertem  Gefdllwiderstand, gesteigerter Plittchenaggregation sowie Neutrophilen-
infiltration und somit zu einer Verminderung der Organdurchblutung fiithrt welche zur
Gewebsschadigung bis hin zum Gewebsuntergang des betroffenen Organs fiihrt. Eine
Vielzahl von aktuellen Studien weisen darauf hin, dass hier NO eine entscheidende Rolle bei
der Regulation des GefiBtonus, der Inflammation, der Immunfunktion, der
Endothelzellfunktion und der Zelladdsion spielt[22;123;142] (Abb.14).

Die genauen zugrunde liegenden Mechanismen, die nun den protektiven Effekt von L-Arginin
auf die Wundheilung erkldren konnten, sind nach wie vor unbekannt. Biochemisch kann
angenommen werden, dass durch die Metabolisierung des L-Arginins mittels der
endothelstdndige Stickstoffmonoxidase (cNOS) sowohl Stickstoffmonoxid (NO) als auch
Citrullin entstehen. Das freie NO wiederum fithrt als Vasodilatator zu einer Relaxierung der
GefaBmuskulatur was sich als Steigerung der Gewebeperfusion auswirkt. Die Organperfusion
wird aufgrund der stattfindenden Vasodilatation erhoht, die Wundzellfunktion wird gesteigert,
lokale Inflammation unterdriickt und schlieBlich die Wundheilung aufgrund der gesteigerten
Kollagensynthese verbessert. Dieser Mechanismus konnte fiir die Steigerung der
Durchblutung in der Wunde verantwortlich sein. So konnte in experimentellen Studien eine
Normalisierung der unterdriickten Organdurchblutung durch L-Arginin nach Trauma und
Schock erreicht werden[10;13]. Weiterhin stellte sich im Tierexperiment heraus, dass L-
Arginin zu einer Verbesserung des outcomes von Tieren mit Sepsis, Trauma, ischamischen
Reperfusionsstérungen und Verbrennungen fiihrt[142].

Ein ebenfalls wichtiger Aspekt ist die Halbwertszeit von L-Arginin. In dieser Hinsicht konnte
Angele et al. zeigen, dass L-Arginin nur fiir wenige Stunden nach der Administration im
Plasma verfiigbar ist und als Substrat der Stickstoffmonoxidsynthasen zur Verfiigung
steht[11-13]. Hier sind weitere Studien erforderlich um die genaue Kinetik und Dynamik von

L-Arginin im Organismus zu verifizieren, in denen die L-Arginin Gabe nicht auf einen
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Zeitpunkt beschrénkt bleibt.

Abb. 14
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Abb.14: Mogliche Wirkmechanismus von L-Arginin

5.5 Klinische Relevanz

Wie in dieser tierexperimentellen Arbeit gezeigt werden konnte, fithrt L-Arginin im
akuten Schockgeschehen zu einer Verbesserung der Wundheilung. Auch in einigen klinischen
Studien gibt es Hinweise auf einen protektiven Effekt von L-Arginin auf die
Wundheilung[39;96;102;134;140]. So stellt unter anderem die schlechte postoperative
Wundheilung eine gefiirchtete Komplikation des operierten Magenkarzinoms dar. Hier konnte
nachgewiesen werden, dass die frithe postoperative Nahrungsergéinzung unter anderem mit
Arginin nach Gastrektomie die Hydroxyprolinsynthese in der Operationswunde steigert und
somit eine Verbesserung der Wundheilung erzielt wird[50].

Ein in der klinischen Praxis immer héufiger angewendetes Verfahren stellt die lokale
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Applikation von Aminosduren dar. So stellte sich heraus, dass L-Arginin als lokale
Anwendung bei chronischen Wunden zu einer Verbesserung des outcomes fiihrt[61]. Auch
konnte klinisch ein positiver Effekt von L-Arginin auf das chronische diabetische FuBulkus
gezeigt werden[14]. Hier erfolgte die Verabreichung der Aminoséure subkutan am Wundrand
des Ulcus. Die verbesserte Wundheilung konnte durch Wundbiopsien lichtmikroskopisch,
histo- und immunhistochemisch nachgewiesen werden.

Die aufgefiihrten klinischen Studien lassen in ihrer Gesamtheit auf zahlreichen positive
Effekte und Anwendungsmoglichkeiten der Aminosdure L-Arginin schlieBen. Dieser Bereich
der medizinischen Forschung steht derzeit im Mittelpunkt zahlreicher Studien. Allerdings
bedarf es noch weit reichender Forschungsaktivititen, sowohl im experimentellen wie auch
im klinischen Bereich, um die potentiellen Effekte dieser einfachen Aminosdure auf den
Organismus in ihrer Komplexitit zu verstehen und daraus Konsequenzen fiir die klinische
Therapie von Traumen und Krankheiten zu ziehen.

Zusammenfassend zeigt die gegenwirtige Studie, dass die Aminosdure L-Arginin wahrend
der frithen Phase der Fliissigkeitstherapie nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock den
verschlechterten Wundheilungsprozess zu verbessern scheint indem es moglicherweise die
unterdriickte Kollagensynthese in der Wunde verbessert. Da bereits seit langem bekannt ist,
dass eine verzogerte und verschlechterte Wundheilung mit einer erhohten Rate an
Wundkomplikationen einhergeht, lassen die Ergebnisse dieser Studie annehmen, dass die
Gabe der Aminosdure L-Arginin die Zahl der Wundinfektionen nach schwerem Blutverlust
verringern konnte.

Deshalb konnte der Ansatz, die Wundheilung durch die Verabreichung der physiologischen
Aminosdure L-Arginin zu verbessern, einen hilfreichen und niitzlichen Weg darstellen, die
Haufigkeit von post operativen Wundkomplikationen chirurgischer Patienten und

Traumapatienten nach schwerem Blutverlust zu verringern.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Eine Reihe von klinischen und experimentellen Studien deutet auf eine verschlechterte
Wundheilung nach Trauma und Schock hin. Dafiir scheint die verminderte Funktion der
Wundimmunzellen verantwortlich zu sein. Wie bereits in klinischen und experimentellen
Studien gezeigt werden konnte, fiithrt eine Verabreichung der Aminosdure L-Arginin zu einer
Normalisierung der Wundimmunzellfunktion unter diesen Bedingungen. Es blieb jedoch
unbekannt, ob die Aminosdure auch die Wundheilung nach traumatisch hdmorrhagischem
Schock verbessert. Um dies zu untersuchen wurde an ménnliche C3H/HeN Miuse einer
Mittellinienlaparotomie  durchgefiihrt, um so ein Weichteiltrauma zu induzieren.
Anschlielend wurden Polyvinyl-Schwammchen subkutan an der Wunde implantiert und die
Tiere wurden einem blutdruckkontrollierten hdmorrhagischen Schock unterzogen. Dabei
wurde der mittlere arterielle Blutdruck von urspriinglich 90£5 mmHg fir 90 Minuten auf
35+5 mmHg gesenkt. Die Kontrollgruppe erhielt lediglich eine Laparotomie. Wiahrend der
anschlieenden Phase der Fliissigkeitstherapie erhielten die Tiere die vierfache Menge des
abgenommenen Blutvolumens entweder in Form von reiner Ringer Lacktat Losung oder

zusétzlich mit 300 mg / kg Korpergewicht L-Arginin.

Sieben Tage spiter wurde in der Wundfliissigkeit die Menge an Hydroxyprolin, einem
Metabolit der Kollagensynthese, mittels Gaschromatographie gemessen. Ebenso wurde
Kollagen I und III sowie TGF-f in der Wunde mittels Western Blot Analyse bestimmt.
Zusitzlich wurde an separaten Tieren, zehn Tage nach hdmorrhagischem Schock die
Reiffestigkeit der Wunde mittels eines Tensiometers festgestellt.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass Hydroxyprolin nach hdmorrhagischem Schock
signifikant erniedrigt war. L-Arginin hingegen vermochte dieses Defizit an Hydroxyprolin
auszugleichen. Ebenfalls zeigte sich durch L-Arginin eine Normalisierung des unterdriickten
Kollagen I und III Gehalts in der Wunde nach Schock. TGF-f war sieben Tage nach Schock
nicht signifikant verdndert. Ferner konnte nachgewiesen werden, dass die Verminderung der
Reififestigkeit der Wunde nach Trauma und Schock durch L-Arginin verbessert werden kann.
Zusammenfassend konnte deutet diese Arbeit darauf hin, dass die Verabreichung der
Aminosdure L-Arginin nach hdmorrhagischem Schock zu einer Verbesserung der
Wundheilung flihrt. L-Arginin kénnte somit eine neue und effektive Methode zur Ergdnzung
der Flussigkeitssubstitution nach Trauma und Blutverlust darstellen, um die Rate an

Wundkomplikationen zu reduzieren.
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