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1. Zusammenfassung

Die Leber spielt eine zentrale Rolle in der Entwicklung des Multiorganversagens nach Ischa-
mie, Schock und Trauma. Hierbei nehmen die Verianderungen der Makrophagenaktivitdt, der
Hepatozytenfunktion und der Mikrozirkulation eine besondere Stellung ein.

Bisherige Untersuchungen zu dieser Thematik erfolgten meist mit Hilfe von in-vitro Methoden
oder mittels der Intravitalmikroskopie.

Ziel der vorliegenden Studie war, frithe Leberverdnderungen nach hdmorrhagischem Schock
mit Hilfe der kontrastmittelverstarkten Magnetresonanztomographie zu erfassen. Im Klein-
tierexperiment wurde dazu die Makrophagenaktivitit und die Gallesekretion der Leber 3 bzw.
24 Stunden nach hdamorrhagischem Schock untersucht und mit den Ergebnissen der Intravital-

mikroskopie bzw. der Gallesekretionmessung iiber den D. Choledochus verglichen.

Zur Versuchsdurchfithrung wurden weibliche Sprague-Dawley Ratten mit 50 mg/kg Kg Pento-
barbital narkotisiert. Zur kontinuierlichen Messung von Herzfrequenz, mittlerem arteriellen
Blutdruck und zur Blutentnahme wurde den Tieren ein arterieller Katheter in die A. femoralis
eingebracht. Uber diesen erfolgte die Schockinduktion durch fraktionierte Blutentnahmen bis
auf Werte von 40 £5 mmHg. Diese hypotone Kreislaufsituation wurde iiber einen Zeitraum von
90 Minuten durch intermittierende Blutentnahmen konstant gehalten. Im Anschluf3 folgte eine
dreistiindige Reperfusionsphase mit Reinfusion von 60% des Shed-Blutes und Ringer-Laktat—

Losung nach einem standardisierten Schema.

Die randomisierte Aufteilung der Tiere erfolgte in 8 Gruppen:

Zum einen wurden an zwei Sham und Schockgruppen kernspintomographische Untersuchun-
gen im Anschlu3 an die Reperfusionsphase nach 3 bzw. 24 Stunden durchgefiihrt. Die Unter-
suchung erfolgte an einem Kleintierkernspintomographen mit einer 2,4T Magnetfeldspule
(Bruker, Biospec, Germany). Mit Hilfe von ENDOREM (15umol/kg KG i.v.) als Kontrastmit-
tel wurde die Makrophagenaktivitit der Leber untersucht, wobei Verdnderungen der Signalin-
tensitdt und Relaxationszeit in T2-gewichtetem Gewebe gemessen wurden. Gd-EOB-DTPA

(200umol/kg KG i.v.) diente zur kernspintomographischen Darstellung der Gallesekretion



durch Signalintensititsmessung in T1-gewichtetem Gewebe. Die Untersuchungssequenzen
folgten dabei einem festgelegten Zeitablauf.

Im Anschluf8 an die MRT wurden die Tiere laparotomiert und der linke Leberlappen auf einem
speziellen Plexiglastisch zur intravitalmikroskopischen Untersuchung horizontal ausgelagert.
Nach i.v. Gabe des Leukozytenfluoreszenzfarbstoffes Acridine Orange (1 pmol’kg KG) begann
die Epifluoreszenzmikroskopie. Pro Versuchstier wurden fiinf Lobuli fiir jeweils 30 Sekunden
und fiinf Zentralvenen als Standbilder aufgezeichnet. Diese Untersuchung diente der Auswer-
tung der Leukozyten-Endothel-Interaktion und der Beurteilung der Mikrozirkulationsverénde-
rungen nach hamorrhagischem Schock.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde an zwei Sham und Schockgruppen die Makrophagen-
aktivitdt mit Hilfe der Intravitalmikroskopie und die Gallesekretion durch quantitative Messung
bestimmt. Hierzu wurden die Tiere 3 bzw. 24 Stunden postischdmisch laparotomiert und ein
spezieller Kunststoffkatheter in den D. Choledochus eingebracht. Uber diesen wurde die Galle
fiir eine Stunde abgeleitet und das Volumen bestimmt. AnschlieBend wurde wie in den vorheri-
gen Gruppen, der linke Leberlappen zur Intravitalmikroskopie ausgelagert. Zur Darstellung der
Makrophagenaktivitit wurden Latexpartikel (3x10® Beads/kg KG) iiber einen Schwanzvenen-

zugang injiziert und fiinf Lobuli nach 12 Minuten als Standbilder aufgezeichnet.

Die Auswertung der makrohdmodynamischen und klinisch—chemischen Parametern zeigte kei-
ne signifikanten Unterschiede, so dal von vergleichbaren Versuchsbedingungen ausgegangen
werden kann.

Hingegen zeigte die postischdmische intravitalmikroskopische Auswertung nach dreistiindiger
Reperfusion eine signifikante Erhdhung der Makrophagenaktivitit im periportalen und peri-
zentralen Bereich gegeniiber der Schockgruppe, wobei die Kernspintomographie im Gegensatz
dazu nach Applikation von ENDOREM keine signifikanten Unterschiede beziiglich Signalin-
tensitdt und T2-Relaxationszeit aufzeigte. 24 Stunden postischdmisch konnten weder mittels
Kernspintomographie noch mittels der Intravitalmikroskopie Verdnderungen der Makropha-
genaktivitit nachgewiesen werden.

Demgegeniiber zeigte sich in der Schockgruppe mit Hilfe der MRT nach 24 Stunden eine signi-
fikant verminderte Ausscheidung von Gd-EOB-DTPA, die mit Hilfe der quantitativen Gallese-

kretionsmessung tiber den D. Choledochus ebenfalls dargestellt werden konnte.



Die Untersuchung der Mikrohdmodynamik zeigte postischdmisch eine signifikante Zunahme
der tempordren sowie der dauerhaft adhdrenten Leukozyten im Reperfusionsverlauf. Ebenso
wurde 24 Stunden nach Reperfusionsbeginn eine signifikante Verengung der Sinusoiddurch-
messer, eine Abnahme des volumetrischen Blutflusses und eine Verminderung der Leuko-

zytengeschwindigkeit gemessen.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, daf3 mit Hilfe der kontrastmittelverstiarkten, nichtinvasiven
Magnetresonanztomographie Funktionsstorungen der Hepatozyten nach hdmorrhagischem
Schock dargestellt werden konnen. Demgegeniiber zeigte die Makrophagenaktivitit kernspin-
tomographisch keine Verdnderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Obschon sublobulére
Verianderungen nicht erfallit werden konnen, ermoglicht die non-invasive Magnetresonanzto-
mographie klinisch anwendbare Verlaufsuntersuchungen. Mit der weiteren Entwicklung spezi-
fischer Kontrastmittel und Verbesserung der technischen Ausstattung kann diese klinisch eta-

blierte Untersuchungstechnik weiter ausgedehnt werden.



2. Summary

Contrast-enhanced magnetic resonance imaging (MRI) for the non invasive
analysis of intrahepatic disturbances after hemorrhagic shock

-An intravital microscopic study in the rat-

The liver plays an important role to the development of multiple-organ failure syndrome after
ischemia, shock and trauma. Therefore, changes to the macrophage activity, hepatocyte func-
tion and microcirculation are very important.

Early studies to investigate these problems were mostly made with in—vitro models and intra-
vital microscopy.

In this study we examined in an animal model if it is possible to show early liver disturbances
after hemorrhagic shock with the magnetic resonance imaging. Therefore, we investigated the
changes of the macrophage activity and hepatobiliary excretion and compared them with the

results of the intravital microscopy and the quantitative measurement of the bile flow.

Female Spraque-Dawley rats were anesthesized by intraperitoneal injection of 50mg/kg body
weight pentobarbital. For invasive haemodynamic monitoring (heart rate (HR), mean arterial
blood pressure), a polyethylene catheter was inserted into the left femoral artery. The animals
were bled within five minutes to a mean arterial pressure of 405 mmHg. This hypotension
was maintained for 90 minutes by intermittent blood withdraws. Following the shock period,
a resuscitation with 60% shed blood volume and four times of shed volume as lactated

Ringer's was performed to restore the systemic circulation.

Eight groups were compared after randomisation:

Two shock and sham groups were examined after three hours and 24 hours of resuscitation by
magnetic resonance imaging (MRI). Therefore, we used a small animal magnetic resonance
tomograph, operating with a field strange of 2,4 T (BRUKER, Biospec, Germany).

A superparamagnetic contrast agent (ENDOREM) was applied to examine changes in macro-
phage activity after hemorrhagic shock by reducing the signal intensity and T2 relaxation

time. MR-imaging was undertaken with 15umol/kg body weight ENDOREM.



Gd-EOB-DTPA (200pumol/kg body weight) as a hepatocellular contrast agent was used to
examine the hepatobiliar excretion after shock.

At the end of the MR-imaging, the abdomen of the rats was opened, the liver was mobilized
and the left liver lobe was positioned horizontally on a plexiglas stage for the ensuing intra-
vital fluorescence microscopy.

We used Acridine orange (1pumol/kg body weight) to stain the leukocytes. Five liver lobules
were recorded to assess the leukocyte-endothelial interaction and the microcirculatory distur-
bances after shock.

In an further experiment with two sham and two shock groups we’ve examined changes in
macrophage activation by using the intravital microscopy. Hepatocellular function was esti-
mated by the rate of bile production.

Therefore, the common bile duct of the rats was cannulated after midline laparotomy. The bile
production was measured for one hour.

Following the cannulation, the left liver lobe was mobilized to accomplish the intravital mi-
croscopy. Fluorescence - labeled latex beads (3x10%kg body weight) were injected intrave-
nously and five randomly chosen liver lobules were recorded 12 minutes after injection for

five seconds each.

The study did not show significant differences in respect to hemodynamic (mean arterial
blood pressure, heart rate), respiratory (pCO2) or metabolic (base excess, pH) parameters

between the shock groups.

The evaluation of the macrophage activity with fluorescence-labeled latex beads however
showed three hours after reperfusion a significant increase of the macrophage activity in peri-
portal and pericentral areas in the shock group. On the contrary, the magnetic resonance im-
aging with Endorem did not show significant changes in macrophage activation with regard to
signal intensity and T2 weighted pictures. 24 hours after reperfusion, neither the intravital
microscopy nor the MR-imaging could have shown changes in macrophage activation.
However, the analysis of the hepatobiliary excretion with MR-imaging showed 24 hours after
reperfusion a significant decrease of Gd-EOB-DTPA in the shock group. These results corre-

lated with the quantitative measurement of the bile production.
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The microhemodynamic parameters showed a significant increase for the temporary adherent
leukocytes ( <20 sec.) and the permanent adherent leukocytes (defined as 20 sec. or more) in
the shock groups. In addition, a significant constriction of the sinusoids was shown 24 hours

after shock.

The results of this study indicate that the contrast-enhanced magnetic resonance can demon-
strate disturbances of the hepatocytes after hemorrhagic shock. However, changes in macro-
phage activity after hemorrhagic shock were not detectable in the model used.

Even if the MR-imaging could not show sublobulary changes, it could be used for clinical
important follow-ups. With the improvement of the contrast agents and the equipment the

clinical MR-imaging to follow changes of the hepatic in microcirculation may be applicable.
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3. Einleitung

Schwere Mehrfachverletzungen (Polytrauma) und penetrierende Verletzungen groBBer Gefilie
flihren durch  prolongierte  Hypovolidmie hédufig zum  generalisierten  Ischi-
mie/Reperfusionsschaden. Diese Situationen sind mit dem Begriff des hémorrha-
gisch/traumatischen Schocks verbunden (Buhren, 1996). Der dabei entstehende Volumen-
mangel flihrt u.a. zu Gewebshypoxie durch Mangel an Sauerstofftragern, Makro- und Mikro-
zirkulationsstorungen sowie Verdnderungen im Gewebsstoffwechsel und Immunsystem
(Jiang et al., 1997; Sturm et al., 1979). Im Zuge einer iliberschieBenden Ausschiittung ver-
schiedener humoraler und zelluldrer Mediatoren wie z.B. Komplement, Zytokine, Eicosanoi-
de und der Aktivierung von Leukozyten und Makrophagen, kann es dann zu einer generali-
sierten, systemischen Entziindungsreaktion, dem sogenannten ,,Systemic Inflammatory Re-
sponse Syndrom* (SIRS) (Rose and Marzi, 1996a; Rose and Marzi, 1996b) kommen. Es liegt
hierbei per Definitionem ein sepsisdhnliches Bild ohne Bakteridmie oder Sepsisherde vor
(Benoit et al., 1998; Goris et al., 1985). Im Verlauf dieser Entziindungsreaktion kann bei an-
haltenden Mikrozirkulationsstorungen eine Schiadigung verschiedener Organe bis hin zum
Multiorganversagen resultieren (Goris 1996 ). 1975 definierte BAUE das Multiorganversagen
als Funktionsverlust von mindestens zwei Organen bei gleichzeitigen septiformen Sympto-
men (Vollmar et al., 1996a; Baue, 1975).

Als Motor bei der Ausbildung des Multiorganversagens stehen dabei der Gastrointestinaltrakt
(Deitch et al., 1994; Regel et al., 1996) und die Leber im Vordergrund. Nachfolgend werden
die verschiedenen Pathomechanismen welche im Verlauf eines hdmorrhagischen Schockge-
schehens von Bedeutung sein konnen beschrieben. Besonderes Augenmerk wird dabei auf die

Bedeutung der Leber im Rahmen eines Schockgeschehen gelegt.
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3.1 Pathophysiologie des himorrhagischen Schocks

3.1.1 Bedeutung der Leber im Schock

In der Pathogenese des Multiorganversagens stehen Mikrozirkulationsstorungen mit fokaler
Minderperfusion und Hypoxie durch Volumenverlust im Vordergrund. Die Lage der Leber im
Abstromgebiet des Gastrointestinaltraktes spielt dabei eine bedeutende Rolle. Im Rahmen der
Ischdmie/Reperfusion kommt es im Diinndarmgebiet zur ausgepréigten Zerstorung der intesti-
nalen Mukosabarriere und nachfolgend zu einer Translokation von Bakterien und Endo-
toxinen aus dem Darmlumen in die MesenterialgefidBe (Hawker, 1991; Berg, 1992). Uber die
geschidigte Mukosa gelangen diese iiber den Portalkreislauf in die Leber und sind dort mafi-
geblich iiber eine Aktivierung lokaler Entziindungsmediatoren an der Entstehung von Leber-
schiden beteiligt (Chiu et al., 1970; Swank and Deitch, 1996).

Bei der Erklarung der ablaufenden Pathomechanismen in der Leber spielt die morphologische
und funktionelle Differenzierung der Leberzellen in parenchymale und nichtparenchymale
Zellen eine wichtige Rolle.

Mit ca. 94% besitzen die Hepatozyten als parenchymale Zellen den groBten Anteil am Zell-
volumen. Sie sind entlang der Lebersinusoide vom portalen zum zentralen Feld angeordnet
und erfiillen viele Stoffwechselabldufe wie Proteinbiosynthese, Glukoneogenese, Liponeoge-
nese, die Konjugation von Gallensdure und verschiedene Detoxifikationsprozesse
(Jungermann and Katz, 1982; Rappaport, 1963). Man findet hier eine zonentypische Funkti-
onsaufteilung vor, die u.a. mit dem Verlauf des Sauerstoffgradienten zusammenhangt.

Die nichtparenchymatdsen Zellen umfassen etwa 4% des Zellvolumens und werden in En-
dothelzellen (ca. 60%), Makrophagen (v. Kupffersche Sternzellen, ca. 30%) und ITO-Zellen
(ca. 10%) eingeteilt (Wake et al., 1989). Die Kupfferschen Sternzellen bilden mit 80-90% den
groBten Anteil aller ortsstaindigen Makrophagen im Korper (Clemens et al., 1994) und somit
den grofiten Teil des retikulo-endothelialen Systems. Thre Aufgabe besteht in der Phagozytose
von Zellbestandteilen, Bakterien, Endotoxine oder anderen Partikeln. Uber diese Detoxifika-
tionsprozesse kommt es zur Makrophagenaktivierung mit einer verstirkten Sezernierung ver-
schiedener hochpotenter Mediatoren. Hier sind vor allem die Zytokine wie z.B. Tumor Ne-

krose Faktor (TNFa), Interleukin 1 (Dzik et al., 1988) und Interleukin 6 (Pardy and Dudley,
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1977) zu erwiahnen. Die Ausschiittung dieser Mediatoren hat direkten Einful3 auf die hepato-
zytire Proteinbiosynthese im Rahmen der Akutphasenreaktion (Heinrich et al., 1990; Pizanis
et al., 1999; Svoboda et al., 1994). Diese fiihrt zum einen zu einer verstirkten Aktivierung
korpereigener Abwehrmechanismen, zum anderen konnen proinflammatorische Mediatoren
zu einer vom Korper nicht mehr kontrollierbaren, iiberschieBenden Reaktion bis hin zur Au-
toaggression iibergehen (Kishimoto, 1989; Baue et al., 1996; Wang et al., 1998) und zur
Schidigung anderer Organsysteme insbesondere der Lunge fithren und im irreversiblen Mul-

tiorganversagen enden.

3.1.2 Bedeutung und Entstehung freier Sauerstoffradikale

Die im Rahmen eines hypovoldmischen Schockgeschehens herbeigefiihrte Gewebsischédmie
kann in Abhéngigkeit von der Zeitdauer des Geschehens zu einer hypoxischen Zellschédi-
gung fiihren. Mit Behandlung des Schocks und somit folgender Reperfusion des Gewebes
kann es jedoch zusitzlich zu Organverdnderungen kommen. Die als Ischimie/Reperfusions-
Syndrom bezeichnete Gewebsschidigung wird maBgeblich durch Sauerstoffradikale nach
Wiederherstellung der Gewebsdurchblutung hervorgerufen. Hierbei spielt deren membran-
schidigende Wirkung eine entscheidende Rolle (McCord, 1985; Barroso et al., 1995; Redl et
al., 1993).

Einer der Hauptfaktoren bei der Entstehung von Sauerstoffradikalen ist das Hypoxanthin-
Xanthinoxidase-System in Endothelzellen (Charpentier et al., 1997; Granger et al., 1986a).
Im Verlauf der hypoxischen Phase kommt es intrazellulir durch Substratmangel zu einer
vermehrten Katabolisierung von ATP liber AMP, Adenosin und Inosin zu Hypoxanthin (Jiang
et al., 1997; Menger et al., 1991a). Dieses wird bei regulirer Zellaktivitét iiber das Enzym
Xanthindehydrogenase NAD-abhingig zu Harnsdure umgewandelt (Brown et al., 1988). In
der hypoxischen Zelle kommt es jedoch durch einen erhéhten intrazelluldren Ca®" Spiegel zur

Aktivierung zelluldrer Proteasen. Diese fithren zu einer Konversion der Xanthindehydrogena-
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se zur sauerstoffabhéngigen Xanthinoxidase (Charpentier et al., 1997; Granger et al., 1986b).
Wihrend der Reperfusionsphase des ischdmischen Gewebes mit erneuter Zufuhr von Sauer-
stoff reagiert Hypoxanthin dann mit dem Enzym Xanthinoxidase zu Harnséure. Bei diesem
Umwandlungsprozess entsteht zudem eine groBe Anzahl von Superoxidanionen (O;’). Diese
werden durch die anschlieBende Haber-Weiss-Reaktion unter Fe;" Katalyse zu Wasserstoff-
peroxid (H,0O;) und dem extrem giftigen Hydroxylradikal (OH") umgewandelt (FLOHE,
1987; FLAHERTY, 1988).

AP Mikrozirkulationsstorung
Mikrovaskularer Schaden
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Abb. 3.1: Entstehung reaktiver Sauerstoffradikale wdihrend der Ischdmie/Reperfusionsphase
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Desweiteren konnen durch Aktivierung von Leukozyten und Makrophagen schlagartig grof3e
Mengen an Sauerstoffradikalen freigesetzt werden. Dieser Vorgang wird auch als ,,respiratory
burst* bezeichnet (Babior, 1984; Bellavite, 1988; Silomon et al., 1999).

Am empfindlichsten reagieren mehrfach ungesittigte Fettsduren auf die entstandenen Hydro-
xilradikale. Durch Peroxidation mit Phospholipidmembranen kommt es somit zu einer Schi-
digung der Endothelzellen und nachfolgenden Permeabilitidtsverdnderungen.

Zudem induzieren Sauerstoffradikale Leukozyten-Endothel-Interaktionen durch Expression
verschiedener Adhdsionsmolekiile auf Endothelien und Leukozyten.

Im betroffenen Gewebe kann die Summation dieser Wirkungen somit zu Mikrozirkulations-
storungen bis hin zu einem VerschluB3 der kleinsten Gefal3e, dem sog. ,,no-reflow* Phinomen

fihren.

3.1.3 Lipidperoxidation

Die freigesetzten Sauerstoffradikale fiihren zu einer starken Schidigung von Zellstrukturen.
Diese erfolgt durch Angriff an mehrfach ungesittigten Fettsduren innerhalb der Phospholi-
pidschicht von Zellmembranen. In einer lipidperoxidativen Kettenreaktion interagieren die
Phospholipide mit den reaktiven Sauerstoffradikalen zu Lipidradikalen, Lipidhyperperoxide
und Lipidperhydroxylradikale (Barroso et al., 1995; Dart et al., 1993). Die entstandenen Me-
taboliten verursachen nun eine Gewebszerstorung durch Erhoéhung der Zellpermeabilitit,
Aufldsung der interstitiellen Matrix, Ausbildung intestinaler Odeme und Freisetzung lysoso-

maler Enzyme und Arachidonsédure (Lefer, 1989; Wang et al., 1998).
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3.1.4 Arachidonsdiurestoffwechsel

Ein wesentlicher Bestandteil der Endothelmembranen sind Arachidonséure-Produkte. Das
Interesse dieser Stoffwechselmetaboliten der Arachidonsdure hat in den letzten 30 Jahren hin-
sichtlich ihrer physiologischen, pharmakologischen und pathophysiologischen Bedeutung
stark zugenommen (Flohe and Giertz, 1987; Sun et al., 1997). Die Arachidonsdure ist hierbei
Substrat vieler, auch fiir den Verlauf eines Schockgeschehens, wichtiger Substanzen. Sie be-
steht aus vierfach ungesittigten C-20 Fettsduren und liegt in veresterter Form in den Mem-
branphospholipiden von Zellen vor. Da nur freie Arachidonsdure als Ausgangssubstanz die-
nen kann, mul} sie zuerst mit Hilfe einer membrangebundenen Phospholipase A, aus dem
Phospholipidverband freigesetzt werden. Diese wird durch eine erhohte intrazelluldr Kalzi-
umkonzentration, wie sie auch in der hypoxisch geschidigten Zelle vorkommt, aktiviert. Es
folgt nun ein zweigeteilter Stoffwechselweg an dessen Ende hochpotente Entziindungsme-
diatoren (Prostaglandine (PG), Thrombaxane (TX) und Leukotriene (LT)), sogenannte Eico-
sanoide, stehen.

Uber den Cyclooxygenase-Stoffwechsel entstehen die PG-Endoperoxide Prostaglandin H,
(PGH;) und Prostaglandin G, (PGG;). Diese werden weiter zu PGE,, PGF,,PGI, und TXA;
metabolisiert.

Auf einem zweiten Stoffwechselweg entstehen {iber das Enzym 5-Lipooxygenase die Leu-

kotriene A-F.

3.1.4.1 Wirkung der Arachidonsiurederivate

Die Metaboliten des Arachidonsdurestoffwechsels sind wichtige Mediatoren im Hinblick auf
die Entwicklung eines Ischamie/Reperfusionsschadens (Post ef al., 1993).

TXA; wird durch das Enzym TX-Synthase metabolisiert. Es entsteht v.a. in Thrombozyten
und wirkt vasokonstriktorisch und thrombozytenaggregationsférdernd. Zudem fiihrt es zu

einer Erhohung der Gefdpermeabilitit. Als funktioneller Antagonist zu TXA, wird beson-
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ders in Endothelzellen Prostazyklin (Besse et al., 1989) gebildet. Es wirkt vasodilatierend und
hat hemmenden Einfluf3 auf die Aggregation der Blutplittchen (Bitterman et al., 1988a). Dar-
iiber hinaus hat es zytoprotektive Eigenschaften (Lefer, 1989; Moncada et al., 1986).

LTB4 wirkt auf Leukozyten chemotaktisch, proaggregatorisch und degranulierend. Die aus-
geloste Leukozytenaktivierung fiihrt zur Sekretion von Enzymen und Sauerstoffradikalen.
Desweiteren fiihrt eine LTB, induzierte Leukozytenadhision zu Odembildung und einer Er-
hohung der GefaBBpermeabilitdt an Endothelien. In der Lunge kommt es neben einer starken
Bronchokonstriktion zur Steigerung der Mucosasekretion und zur Hemmung des trachealen
Schleimtransports. Die Leukotriene sind somit maBgeblich an der Entstehung des ARDS be-
teiligt.

Uber eine direkte, relaxierende Wirkung von PGE; und PGF,, auf die Gefalmuskulatur
kommt es ebenfalls zu einer Vasodilatation (Bitterman et al., 1988b). Die Prostaglandine der
E-Serie haben hemmenden Einfluf3 auf die Aktivierung von Makrophagen und die Freiset-
zung von Sauerstoffradikalen und LTB4 aus aktivierten Leukozyten. Sie haben zudem eine
schmerzerregende und fiebersteigernde Wirkung. Daneben sind sie wichtige Immunmodula-
toren.

Untersuchungen von MARZI et al. zur Leukozyten-Endothel-Interaktion geben Grund zur
Annahme, daf3 es durch Cyclooxygenasemetaboliten die Kurzzeitige und durch Lipooxygena-
semetabolien die dauerhafte Adhédrenz der Leukozyten am Endothel gesteigert wird (Marzi et

al., 1993).
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3.1.5 Zytokine

Bei der Aktivierung des Immunsystems wie es im Rahmen des SIRS beobachtet wird, spielen
Zytokine als Botenstoffe eine wichtige Rolle. So wurde beobachtet, daB TNF-o. nahezu alle
Symptome eines potentiellen SIRS hervorrufen kann (Schmid-Schonbein, Skalak, et al.
1991).

Bei dem Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF-a) handelt es sich um einen hochpotenten Ent-
ziindungsmediator der v.a. in Monozyten und Makrophagen produziert wird. Nach Stimulati-
on dieser Zellen durch Endotoxine, Sauerstoffradikale, Leukotriene, PAF, C5a u.a. erfolgt die
TNF-a Freisetzung innerhalb 15 Minuten (Strieter ef al., 1993;Tracey et al., 1986). Wie ver-
schiedene Arbeitsgruppen zeigen konnten, hat TNF-a in Abhéngigkeit von der Konzentration
eine protektive oder schidigende Wirkung auf den Organismus (Tracey and Cerami, 1993).
TNF-a hat einerseits einen direkten zytotoxischen Effekt der an Endothelzellen zu Verédnde-
rung der Zellstrukturen und erhéhter Permeabilitdt fiihrt und so letztendlich an der Ausbil-
dung des ARDS beteiligt ist (Sato et al., 1986). Desweiteren fiihrt es zu einer Aktivierung von
Makrophagen, Monozyten und neutrophilen Granulozyten was mit einer Sezernierung von
Sauerstoffradikalen, Degranulation und Chemotaxis verbunden ist. Im spéteren Verlauf
kommt es durch TNF-a zur Ausschiittung weiterer Zytokine wie z.B. Interleukin 1 (Dzik et
al., 1988), Interleukin 6 (Pardy and Dudley, 1977), Interleukin 8 (Thurman et al., 1988), PAF
und TNF-a selbst. Zudem moduliert TNF-o Stoffwechselvorgidnge: Erhdhung des Proteinab-
bau, des Glycogenstoffwechsel und der Lactatproduktion sind die Folgen (Starnes-HF et al.,
1988). Uber die Expression endothelialer Adhisionsmolekiile kommt es zu einer vermehrten
Leukozytenadhidsion (Pober and Cotran, 1990a) mit anschlieBender Transmigration und Ak-

kumulation der Leukozyten im Gewebe. Dies geht mit einem vermehrten Zellschaden einher

(Bauer et al., 1995a).

Ein dhnliches Wirkspektrum wie TNF-a besitzt auch Interleukin-1 (IL-1) (Pober and Cotran,
1990b). In Studien nach hdmorrhagischem Schock konnten signifikante IL-1 Erhéhungen
gezeigt werden (Schwartz et al., 1995). Hauptquellen von IL-1 sind dabei Monozyten und
Makrophagen, wobei aber auch neutrophile Granulozyten, Endothelzellen und Lymphozyten
IL-1 bilden konnen. Die Sekretion erfolgt nach Aktivierung durch Endotoxine (LPS), intakte
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Mikroorganismen, TNF-a,, C5a oder durch IL-1 selbst. Freigesetztes Interleukin-1 wirkt dabei
vor allem auf Granulozyten, Fibroblasten, Endothelzellen, Lymphozyten und Makrophagen.
Hierdurch kommt es zu einer weiteren Aktivierung der Entziindungskaskade durch Freiset-
zung von akute Phase Proteinen, IL-6, IL-8, und PAF (Pober and Cotran, 1990a) sowie zu
einer Expression von Adhirenzmolekiilen wie E-Selektine (ELAM-1) und ICAM-1 Rezepto-
ren (Bauer et al., 1994a). Lokale Sekretion von IL-1 fiihrt somit zu einer verstarkten Leuko-
zyten-Endothel-Interaktion (Bauer et al., 1995a) mit anschlieBender transendothelialer Mi-
gration neutrophiler Granulozyten ins Lebergewebe. IL-1 und TNF-a bewirken ihre eigene
sowie gegenseitige Ausschiittung und potenzieren sich in ihrer Wirkung (Waage and Espevik,

1988).

Interleukin-6 spielt ebenfalls bei der Entstehung des Ischdmie/Reperfusion-Schadens eine
entscheidende Rolle (Hierholzer et al., 1998). Es ist der Hauptregulator der Akut-Phase Re-
aktion in Hepatozyten. Ahnlich wie TNF-o. und IL-1 wird es v.a. von Monozyten, Makropha-
gen, Endothelzellen und Fibroblasten gebildet. Hierbei verstirken TNF-o und IL-1 die IL-6
Produktion synergistisch (Xu et al., 1998). Nach Aktivierung dieser Zellen durch Endotoxine,
TNF-a, IL-1 u.a. fiihrte es zusammen mit anderen Zytokinen zur vermehrten Sekretion von
Akut-Phase Proteinen in der Leber. Hierzu zdhlen vor allem das C-Reaktive Protein, Hapto-
globin, Coeruloplasmin, o, —Makroglobulin und Fibrinogen. Eine weitere Reaktion ist die
Ausschiittung von Immunglobulinen der Klassen M, G, und A aus B-Zell Tumoren nach de-

ren Stimulation durch IL-6.
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3.1.6 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Lebermikrozirkulationsstorungen und eine erhdhte Leukozytenadhdsion am Leberendothel
sind frithe Zeichen des Ischdmie/Reperfusionsschadens nach himorrhagischen Schock. Insbe-
sondere die gesteigerte Leukozyten-Endothel-Interaktion mit anschlieBender Migration und
Akkumulation der Leukozyten im geschadigten Gewebe scheint eine wichtige Rolle in der
Genese des Ischimie/Reperfusionsschadens zu spielen (Athlin et al., 1991; Bauer and Marzi,
1994). Hierbei entscheidend ist die durch inflammatorische Mediatoren wie z.B. TNF-o oder
IL-1 generierte Expression verschiedener Adhisionsmolekiile. Diese werden zum einen an der
Oberfliche von Endothelzellen und zum anderen an der Oberfliche von Leukozyten expri-
miert. Man unterscheidet hier die Gruppe der Selektine, Integrine und der Immunglobuline

voneinander.

Die Familie der Selektine ist durch eine N-terminale Lecithinanlagerung charakterisiert
(Picker ef al., 1991). Sie konnen auf Endothelzellen sowie auf Leukozyten ausgebildet wer-
den. L-Selektine, die auch als ,,leucocyte-endothelial cell adhesion molecule 1 (LECAM-1)
bezeichnet werden, befinden sich auf Leukozyten und korrespondieren dabei z.B. mit Sial-
Lewis-X Liganden am Endothel. Dies verursacht das typische ,,slow rolling® der Leukozyten
nach Ischdmie (von Andrian ef al., 1991).

Auf Endothelzellen werden desweiteren P- und E-Selektine ausgebildet. P-Selektin (CD62 P,
GMP-140, ,,granule membrane protein“) wird dabei nach Stimulation durch Sauerstoffradi-
kale oder Histamin innerhalb weniger Minuten auf der Zellmembran exprimiert und bindet
u.a. Sial Lewis-X (sL”), Sial Lewis-a (sL*) oder Lewis-X (L*) Liganden der Granulozyten
(Carlos and Harlan, 1994). E-Selektin (Polley et al., 1991) wird hingegen erst nach mehreren
Stunden auf den Leukozyten ausgebildet und kann dann u. a an L-Selektin oder ebenfalls am

Sial Lewis-X Liganden der Leukozyten binden (Bevilacqua ef al., 1991).

Integrine kommen auf Oberfldchen von Leukozyten vor und spielen bei den Adhésionspro-

zessen eine wichtige Rolle.
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Man unterscheidet drei Untergruppen:
e LFA-I (,,Lymphocyte function associated antigen* oder CD11a/CD18),
e MAC-1 (Macrophage antigen-1, oder CD11b/18)
e p159/95(CDI11c/18)

Bei den korrespondierenden Rezeptoren handelt es sich um Immunglobuline, zu denen
ICAM-1 (,,intercellular adhesion molecule-1%, CD54), ICAM-2 (CD102), VCAM-1 (,,vascu-
lar cell adhesion molecule-1, CD106) und PECAM-1 (CD31) zédhlen. Hierbei ist ICAM-1 fiir
die Adhidsion von PNM’s, Monozyten und Lymphozyten verantwortlich (Adams et al., 1993).
VCAM-1 bindet neben Mono- und Lymphozyten zudem noch basophile und eosinophile

Granulozyten.

Die Beobachtung der Leukozyten mit Hilfe der Intravitalmikroskopie ermdglicht eine in vivo
Darstellung der pathophysiologischen Vorginge. Der Ubergang von frei flieBenden Leuko-
zyten bis hin zur Emigration und Akkumulation im Gewebe wird dabei in einem zwei Phasen
Modell beschrieben. Hierbei wird initial von einem lockeren Kontakt zwischen Leukozyten
und Endothel ausgegangen. Dieser zeigt sich in einem langsamen Rollen oder Gleiten der
Leukozyten entlang postkapillirem Gefdl3endothel (von Andrian et al., 1991). Vermittelt wird
diese temporiare Adhdrenz in Kapillaren durch L-Selektine an Leukozyten und besonders
durch P-Selektine am aktivierten Endothel. Uber eine Aktivierung durch Sauerstoffradikale,
PAF, Thrombin u.a. kommt es dann zu einem AbstoBen der L-Selektine an Leukozyten und
einer nachfolgenden Expression von Integrinen, v.a. MAC-1 (CD11b/18) (Jutila, 1992). Es
folgt eine AbstoBung der P-Selektine und Ausbildung von E-Selektinen und ICAM-1 Rezep-
toren am Endothel.

In der zweiten Phase kommt es nun zur einer festen Bindung zwischen MAC-1 und ICAM-1
die zum sogenannten ,,sticking®, der festen Adhirenz der Leukozyten am Endothel fiihrt
(Steinhoff et al., 1993a). Sie bildet die Voraussetzung fiir die Transmigration ins Gewebe.
Gleichzeitig kommt es unter Einflul verschiedener Mediatoren wie z.B. Endotoxinen, PAF,
IL-8 und Komplement zum AbstoBen der Rezeptoren auf beiden Oberfldchen. Dieser Prozef3
wird als ,,Rezeptorshedding® bezeichnet und ist als Autoregulationsmechanismus des Orga-

nismus zu verstehen (Jutila, 1992).
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3.1.7 Einfluf des Ischiimie/Reperfusionsschadens auf die Makrophagen

Die Kupfferschen Sternzellen der Leber stellen die grote Population ortsstindiger Makro-
phagen im retikuloendothelialen Systems des Organismus dar (Wake et al., 1989). Sie spielen
eine entscheidende Rolle bei der Abwehr bzw. der Entfernung einer groBBer Anzahl von kor-
pereigenen und korperfremden Substanzen (Bakterien, Viren, Toxine, LPS, u.a.) durch Pha-
gozytose. Bei der Entwicklung des MOV nach hdmorrhagischem Schock wird ihnen durch
Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren eine besondere Bedeutung zugeschrieben.

Die im Rahmen des Ischimie/Reperfusionsschadens herbeigefiihrte Zerstérung der intestina-
len Mukosabarriere fiihrt zu einer Einschwemmung von Bakterien und Endotoxine iiber die
Mesenterialgefdfle. Dies fiihrt in der Leber zu einer gesteigerten frithen Aktivierung der Ma-
krophagenaktivitit einige Stunden nach Schock was sich aus dem Anstieg verschiedener, v.a.
in Makrophagen produzierter Mediatoren (TNF-a, IL, Phospholipase A, PAF, Sauerstoffradi-
kale u.a.) ableiten 146t (Wanner et al., 1996). Diese Annahme wird von vielen fritheren Unter-
suchungen anderer Arbeitsgruppen untermauert (Waydhas et al., 1992). Im Gegensatz dazu
kommt es im spdteren Verlauf (nach Tagen) zu einer deutlichen Depression der Makropha-
genaktivitdt (Chaudry et al., 1990; Athlin et al., 1991).

Die Auswirkung der Makrophagenaktivierung sind multipel. Die ausgeschiitteten Mediatoren
fiihren u.a. zu direkten Zellschddigungen, Verdnderungen der Mikrozirkulation und Erh6hung
der Leukozyten-Endothel Interaktion. Eine weitere wichtige Folge ist die Modulation der He-
patozytenfunktion durch die Kupffer Sternzellen.

Intravitalmikroskopisch kann die Makrophagenaktivitit durch i.v. Gabe von fluoreszierenden
Latexpartikel mit einer Partikelgrofe von 0,8-1 um erfalit werden (McCuskey et al., 1993).
Da die Kupffer Zellen nahezu 85% des Makrophagen-Pool im Kdorper ausmachen, fiihrt ihre
Aktivierung zu einer starken inflammatorischen Antwort (Wanner et al., 1996; Colletti et al.,
1990). Desweiteren zeigten Untersuchungen, da3 Kupffer Zellen eine vorherrschende Quelle
von Sauerstoffradikalen und weiteren Metaboliten wihrend der initialen Reperfusionsphase
darstellen. Letztlich wird damit den Kupffer Zellen eine wichtige Rolle bei der Entstehung
des Ischdmie/Reperfusionsschaden zugeschrieben, wihrend die Leukozytenadhédsion fiir Spét-

schiden verantwortlich gemacht werden (Jaeschke et al., 1990).
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3.1.8 Einfluf; des Ischiimie/Reperfusionsschaden auf die Hepatozyten

Die schockinduzierte Minderperfusion der Leber fiihrt zu unzureichendem Sauerstofftrans-
port, anaerobem Stoffwechsel, Verlust energiereicher Phosphate und gleichzeitigem Anstieg
saurer Metaboliten (Mori 1987; Blum, 1989). Als schockbedingte Leberschidigung ist die
perizentrale Hepatozytennekrose bekannt, die man beim protrahierten Schock als histologi-
sches Bild erkennen kann (Dinges, 1993). Diese wird aufgrund des abfallenden Sauerstoff-
gradienten von portal nach zentral als direkte Hypoxiefolge gedeutet. Bei einem primér er-
folgreich behandelten Schock mit Ischdmie/Reperfusion-Situation mufl mit einer frithen
midzonalen Schidigung durch den massiven Anfall freier Sauerstoffradikale in dieser Region
gerechnet werden. Ursache ist hierbei eine Zunahme der Substratkonzentration zur Radikal-
generierung (v.a. Xanthinoxidase, Hypoxanthin und Xanthin) und eine Abnahme des Sauer-
stoffgradienten von portal nach zentral (Marotto ef al., 1988). Somit weist die midzonale Re-
gion im Leberldppchen in der Reperfusionsphase eine optimale Konstellation zur Generierung
freier Sauerstoffradikale auf. Da diese zu einer verstirkten Leukozytengenerierung fiihren
konnen, tragen aktive Granulozyten ebenfalls zu einer weiteren Hepatozytenschddigung bei
(Marzi et al., 1992). Untersuchungen von WANG et al. zeigten mittels Indozyaningriin
(ICG)-Clearace eine Reduktion der Leberfunktion von 50% nach hdmorrhagischem Schock
als Zeichen der hepatozytiren Schidigung bei einer Ischdmie/Reperfusion-Situation (Wang et
al., 1992). Weitere Studien mittels chemisch induzierter Hypotension zeigten eine @hnliche
Reduktion der ICG-Clearance. Als Ursache wird hierbei eine verstiarkte Ausschiittung der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a aus Kupffer Zellen in Rahmen der Hypoten-
sion diskutiert (Wang et al., 1998).

Weiterhin konnte eine Untersuchung von VOLLMAR et al. eine signifikant Abnahme des
Galleflu3 iiber den Ductus choledochus als Exkretionsfunktion der Hepatozyten darstellen
(Vollmar et al., 1993). Sie zeigte zudem eine signifikante Korrelation von Galleflufl mit sinu-
soidaler Perfusionsrate bzw. Leukozytenadhdrenz als kausaler Zusammenhang zwischen Mi-

krozirkulationsstdrung und hepatozytéirer Dysfunktion.
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3.2 Kernspintomographie der Leber

3.2.1 Klinische Bedeutung der MRT

In der Leberdiagnostik mufl die Bedeutung bildgebender Verfahren vor allem vor dem Hin-
tergrund der verbesserten Diagnostik und der verbesserten Entscheidungshilfe zwischen ope-
rativer und konservativer Therapie betrachtet werden. Eine der fortschrittlichsten Methode zur
Detektion sowohl generalisierter wie auch fokaler Leberpathologien ist die Magnetresonanz-
tomographie (MRT) die sich aus der 1946 von Felix Bloch und Edward Purcell entdeckten
Kernspinresonanz entwickelte. Die MRT ist wie die Computertomographie und der Ultra-
schall ein Schnittbildverfahren. Aufgrund des vollig andern physikalischen Prinzip gegeniiber
Ultraschall und CT eroffnet sie der medizinischen Diagnostik neue Moglichkeiten. Sie ver-
wendet zur Bildgebung statt Rontgenstrahlen Magnetfelder. Hierbei werden Dichte und Rela-
xationsverhalten der Protonen im Korper als Funktion von Zeit und Ort gemessen und in un-
terschiedlichen Graustufen im Tomogramm abgebildet.

Die klinischen Indikationen der MRT kommen vor allem aus dem Bereich der Neuroradiolo-
gie (Verdnderungen der Gehirnstrukturen, des Riickenmarks), Untersuchungen des Herzens,
des Muskelsystems, der Nieren und Leber und zunehmend auch der Gelenke und Knochen
(Vogl et al., 1997; Mack et al., 1999).

Die MRT des Abdomens war zu Beginn ihrer Entwicklung durch Bewegungsartefakte stark
eingeschrinkt. Erst die Entwicklung verschiedener Bewegungskompensationsverfahren (z.B.
FluBrephasierung, atemexkursiongesteuerte Phasenkodierung), schnelle Bildgebung und Ver-
besserungen der Sequenzparameter fithrten zu einer deutlichen Steigerung der Bildqualitit.
Trotzdem spielt die MRT zur Zeit im Bereich des Abdomens noch eine eher untergeordnete
Rolle. Die Griinde hierfiir liegen wahrscheinlich in den hoheren Kosten, die Beschrinkung
auf begrenzte anatomische Gebiete, die langere Untersuchungsdauer und die hohe Anforde-
rung an die technische Ausstattung. Sie gilt jedoch, als der Computertomographie in der Dia-

gnostik fokaler Lasionen klar tiberlegen.

Gegeniiber der Computertomographie bietet die MRT jedoch auch viele Vorteile:

e Keine ionisierende Strahlung
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e Deutlich hoheren Kontrastauflosung

e Durch die variable Schnittfiihrung in koronaren, axialen und sagitalen Schichten ist eine
deutlich bessere rdumliche Zuordnung verdnderter Prozesse moglich

e Aufgrund von FluBphdnomenen kann die Darstellung des Gefdllsystems ohne Kontrast-
mittelanwendung erfolgen

e Storungsfreie Darstellung der Grenzflachen zwischen Knochen- und Weichteilgewebe

e Bessere Vertriglichkeit und fehlende Nephrotoxizitéit der verwendeten Kontrastmittel

Bei den Differentialdiagnose fokaler Leberldsionen ist die hohere Spezifitit der MRT gegen-
iiber der Computertomographie unbestritten, mehrere wissenschaftliche Untersuchungen be-
richten sogar von einer hoheren Sensitivitit der MRT (Helmberger et a/.,1999). Im klinischen
Alltag stellt sich der Einsatz der MRT im Bereich fokaler Leberldsionen besonders zur Diffe-
rentialdiagnose von Leberzellkarzinomen, Lebermetastasen, fokal noduldrer Hyperplasie

(FNH) oder Angiomen (Vogl et al., 1995).

3.2.2 Verbesserung der Darstellung durch Kontrastmittel

Bei der nativen MRT werden Kontraste durch unterschiedliche Relaxationszeiten (T1-

Relaxation, T2-Relaxation) und Protonendichte erzeugt. Um die Sensitivitdt der Magnetreso-

nanztomographie weiter zu steigern kommen verschiedene Kontrastmittel zum Einsatz die

auch bei der MR-Diagnostik fokaler Leberldsionen zunehmend an Bedeutung gewinnen. Die-
se entfalten ihre Wirkung indem sie die Relaxationszeiten lokal verdndern.

Grundsitzlich stehen fiir die MRT der Leber 3 verschiedene Kontrastmittelgruppen zur Ver-

fligung:

1. T1-gewichtete, signalanhebende, niedermolekulare Substanzen, die sich nach der i.v. In-
jektion rasch im Extrazelluldrraum verteilen (sog. unspezifische Kontrastmittel, z.B. Gd-
DTPA)

2. Tl-gewichtete, signalanhebende, niedermolekulare Substanzen, die hepatobilidr ausge-

schieden werden (z.B. Gd-EOB-DTPA/Gd-BOPTA)
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3. Partikulédre,T2-gewichtete signalvermindernde Eisenoxidpartikel die von den Zellen des

RES aufgenommen werden (Eisenoxid, FeO, ENDOREM).

Von diesen Kontrastmitteln reichern sich die Gruppen 2.) und 3.) im normalen Lebergewebe

an und werden deshalb als organspezifische Kontrastmittel bezeichnet.

Die allgemeinen Anforderungen die zur Leberdiagnostik herangezogenen Kontrastmittel sind:

1.

Verbesserung des Bildkontrastes und damit verbesserte Diagnostik pathologischer Prozes-
se

Verbesserte Differenzierbarkeit zwischen benignen und malignen Prozessen
Durchfiihrbarkeit von Funktionsstudien der Hepatozyten und der hepatobilidren Exkretion

Verkiirzung der Untersuchungsdauer

3.2.3 Ansatz der Leberdiagnostik mittels MRI im Tierexperiment

In der vorliegenden Studie wurde mittels der magnetresonanztomographischen Untersuchung

ein besonderes Augenmerk auf hepatozytire Funktionsverdnderungen sowie Verdnderungen

der Makrophagenaktivitit gelegt. Hierzu wurden zwei organspezifische Kontrastmittel einge-

setzt:

Zum einen diente ENDOREM (Eisenoxid, FeO) als signalabschwichendes Kontrastmittel
zur Untersuchung des retikuloendothelialen Systems (RES). Dieses KM kann aufgrund
seiner Grofle (150+£30 nm) von den Kupffer-Sternzellen der Leber aufgenommen werden.
Im Tomogramm zeigt sich dann eine Signalminderung durch die Beeinflussung der T2-
Relaxationszeit. Hiermit sollten schockbedingte Verdanderungen der Makrophagenaktivitét
nach Ischdmie/Reperfusion im Vergleich zu den Kontrollgruppen dargestellt werden.

Als zweites Kontrastmittel wurde Gd-EOB-DTPA eingesetzt. Dieses wird zum Teil von
den Hepatozyten aufgenommen und bilidr ausgeschieden. In der MRT-Auswertung 1403t
sich so eine Hyperintensitit im Bereich der Gallengénge darstellen. Somit kann man iiber
die Auswertung der KM-Exkretion indirekt eine Aussage iiber die exkretorische Hepato-
zytenfunktion treffen. Auch hier wurden die Ergebnisse von Schock- und Kontrollgruppe

miteinander verglichen um Veridnderungen nach hdmorrhagischem Schock darzustellen.
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3.3 Intravitalmikroskopie der Leber

Seit vielen Jahren stellt die von McCuskey et al. mitbegriindete Form der intravitalen Fluores-
zenzmikroskopie eine zuverldssige und etablierte Methode zur Untersuchung der Mikrozir-
kulation verschiedener Gewebe dar (McCuskey, Reilly, et al. 1978 ). Da es im Verlauf eines
ischdmischen Ereignisses in der Ischdmie/Reperfusionsphase zur Minderdurchblutung des
Lebergewebes kommt, konnte das Verfahren der Durchlichtmikroskopie in dieser Studie nicht
angewandt werden. Ausgeprigte und nichtreprasentative Durchblutungsstorungen der hierbei
untersuchten marginalen Leberrandregionen wiirden zu Ergebnisverfédlschungen fiihren. Statt
dessen wurde die von Marzi et. al. beschriebene Epifluoreszenztechnik verwendet die eine
Untersuchung aller Leberbezirke ermoglicht. Bei diesem Auflichtverfahren wird mittels fluo-
reszenzmarkierter Partikel die Untersuchung durchgefiihrt. Es handelt sich hierbei um spezi-
elle Fluoreszenzmarker, die nach Anregung mit einer definierten Wellenldnge Lichterschei-

nungen abgeben. In der vorliegenden Studie kamen zwei Marker zum Einsatz:

1. Latex Beads: Hierbei wird die Phagozytosefahigkeit der Kupffer-Sternzellen genutzt um
in vivo Aussagen liber den Aktivierungszustand der Lebermakrophagen zu
treffen. Dabei eignen sich fluoreszierende Latex Partikel mit einer Grof3e
von 0,8-1um am besten. Diese werden nach i.v. Injektion durch Leberma-
krophagen phagozytiert und kénnen dann im Auflichtverfahren erfafit und

ausgewertet werden.

2. Acridine Orange: Es handelt sie um einen basischen Farbstoff, der selektiv an Nuklein-
sduren bindet und sich zur Darstellung weiller Blutkorperchen eignet.
Der Einsatz von Acridine Orange dient somit besonders der Darstel-

lung von Leukozyten-Endothel-Interaktionen.
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3.4 Fragestellung

Wie Eingangs beschrieben kommt der Leber in der Pathogenese des hdmorrhagischen
Schocks eine besondere Bedeutung zu. Durch Verdnderungen der Mukosabarriere in der
Ischdmie/Reperfusionsphase kommt es zur Einschwemmung von Bakterien und Endotoxinen
iiber die Pfortader. Dies fiihrt in der Leber zu weitreichenden Verinderungen. Uber eine Akti-
vierung der Makrophagen und eine damit verbundene Ausschiittung hochpotenter proinflam-
matorischer Mediatorstoffe kommt es zu Makro- und Mikrozirkulationsstérungen mit Leuko-
zyten-Endothel-Interaktion und Verdnderungen der hepatozytidren Stoffwechselleistungen.
Durch eine Uberschreitung der Detoxifikationskapazitit der Leber konnen zudem Bakterien,
Endotoxine und weiter Mediatorstoffe in den systemischen Kreislauf gelangen. Dies kann zu
einer Schiadigung weiterer Organe fiihren, wobei hier besonders die Lunge als sehr schock-
sensibeles Organ hervorzuheben ist. Die Leber steht somit im Mittelpunkt bei der Ausbildung

eines Multiorganversagens nach himorrhagischem Schock.

Bisher wurden pathophysiologische Verdnderungen der Leber hauptsdchlich mit Hilfe der
Intravitalmikroskopie oder mit in-vitro Methoden (Perfusionsmodelle) untersucht. Ver-
laufsuntersuchungen sind mit diesen Methoden jedoch kaum durchzufiihren, unter Beriick-

sichtigung der mehrtigigen klinische Verlaufe jedoch unerliBlich.

Als nicht invasives, bildgebendes Verfahren ermoglicht die Magnetresonanztomographie
(MRT) ein mehrzeitiges Vorgehen. Aufgrund ihrer hervorragenden Auflésung insbesondere
in der Weichteildiagnostik fand sie in den letzten Jahren zunehmend Verbreitung bei klini-
schen Fragestellungen. Durch zusitzliche Applikation von Kontrastmitteln konnte die Dar-

stellung zudem verbessert und funktionelle Verdnderungen erfalit werden.

Ziel der vorgelegten Studie war es Verdnderungen der Makrophagenaktivitit und Gallesekre-
tion nach hamorrhagischem Schock mit Hilfe der kontrastmittelverstiarkten Kernspintomogra-
phie zu analysieren. Es wurden hierbei Untersuchungen in der frithen (3 Stunden Reperfusi-
on) und der spdten Reperfusionsphase (24 Stunden Reperfusion) durchgefiihrt. Das gleiche

Schockmodell wurde zudem zur intravitalmikroskopischen Untersuchung der Makrophagen-
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aktivitdt und zur quantitativen Messung der Gallesekretion iiber den D. Choledochus an wei-
teren Gruppen durchgefiihrt.
Die so erhaltenen Ergebnisse wurden anschlieBend miteinander verglichen um die Untersu-

chungsverfahren zu validieren.

Zur genauen Verifizierung der Schockauswirkung wurde weiterhin pathophysiologische Ver-
dnderungen der Lebermikrozirkulation untersucht. Hierbei standen intravitalmikroskopische
Beobachtungen der Leukozyten-Endothel-Interaktion, Anderungen der Sinusoidweiten und

FluBgeschwindigkeiten im Vordergrund.

Letztlich wurden zur Beurteilung der Leberschddigung nach hdmorrhagischem Schock die

oben genannten Untersuchungsmethoden unter folgenden Aspekten miteinander verglichen:

e LaBt sich eine Verdnderung der Makrophagenaktivitdt nach himorrhagischem Schock mit
Hilfe der MRT darstellen?
e Sind diese Ergebnisse mit der etablierten intravitalmikroskopischen Untersuchungsme-

thode vergleichbar?

e Zeigt sich im Kernspintomogramm nach hdmorrhagischem Schock eine hepatozytire
Funktionsbeeintridchtigung?
e Gibt es eine Ubereinstimmung dieser Ergebnisse mit der invasiv iiber den D. choledochus

gemessenen Gallesekretionsmessung?

e Zeigen sich Unterschiede im Vergleich zwischen frither und spiter Reperfusionsphase
mittels kernspintomographischer Untersuchung?
e Lassen sich hierbei vergleichbare Ergebnisse beziiglich der intravitalmikroskopischen

Untersuchung erzielen?

e Kann man die auf lobuldrer Ebene mittels Intravitalmikroskopie gewonnenen Daten auf
die makroskopische Auswertung mittels MRI {ibertragen und bietet die Kernspintomogra-

phie eine Alternative zur invasiven Intravitalmikroskopie?
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4. Material und Methode

4.1 Versuchsvorbereitung

4.1.1 Versuchstiere und Versuchsdesign

Die Studie wurden an weiblichen Sprague-Dawley Ratten mit einem Gewicht von 200-250g
durchgefiihrt. Sie wurden nach Genehmigung der lokalen Ethikkommission und unter Auf-
sicht der Tierschutzbeauftragten von der Tierzuchtanstalt Hannover zur Verfiigung gestellt.

Die Narkose erfolgte durch intraperitoneale Gabe von Pentobarbital (50 mg/kg Kg).

Die Tiere wurden in 8 Gruppen randomisiert aufgeteilt. Bei den Schocktieren wurde ein hi-
morrhagischer Schock iiber 90 Minuten durchgefiihrt, die Shamgruppe durchlief die gleichen
Versuchsbedingungen jedoch ohne hamorrhagischen Schock. Thnen wurde statt dessen 2 ml/h

Ringer-Laktat-Losung i.v. verabreicht.

In den ersten beiden Gruppen wurden 7 Schock und 7 Sham-Tiere nach 3 bzw. 24 Stunden im
Kleintierkernspintomographen untersucht. Hierbei wurde mit Hilfe des ersten Kontrastmittels
ENDOREM die Makrophagenaktivitit und mittels des zweiten Kontrastmittels Gd-EOB-
DTPA die Hepatozytenfunktion gemessen. Im Anschlu3 an die MRI Untersuchung erfolgte
die Intravitalmikroskopie, wobei hier das Verhalten der Leukozyten bzw. der Sinusoidweiten

aufgezeichnet wurde.
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Gruppe 1/2:
nach weiteren
0 min. 90 min. 3h/ 180 min.

Labor: Blutbild Blutbild Blutbild

Blutgase Blutgase Blutgase

GOT/GPT GOT/GPT GOT/GPT

BASELINE |J [SCHOCK U IREPERFUSION |j |MRI \j Mikroskopie
-Kantlierung I Blutabnahme - 60 % d. Shedvolumens + - Laparotomie
der A. femoralis bis 40 mmHg 4- faches Volumen als - Auslagerung des linken
- Ruhepause Ringer Laktat Leberlappens
- Mikroskopie

*:In der 24 h Gruppe erwachten die Versuchstiere nachdem der OP-Schnitt mit fortlaufender Naht verschlossen wurde. 24 Stunden spéter
wurden sie wieder mittels intraperitonealer Gabe von Pentobarbital (50 mg/kg KG) narkotisiert und erneut ein vendser Zugang iiber eine
Schwanzvene gelegt. Es folgte die MRI und die IVM nach dem gleichen Zeitschema wie in der 3h Gruppe.

In der 3. und 4.-ten Gruppe wurden Schock/Sham-Tiere (n=6) nach 3 bzw. 24 Stunden intra-
vitalmikroskopisch beziiglich der Aufnahme von Latexpartikel in Makrophagen und nach

Kantilierung d. D. Choledochus zur quantitativen Messung der Gallesekretion untersucht.

Gruppe 3/4:
nach weiteren
0 min. 90 min. 3h/ 180 min.
Labor: Blutbild Blutbild Blutbild
Blutgase Blutgase Blutgase
GOT/GPT GOT/GPT GOT/GPT

VM U |GALLEMESSUNGU

BASELINE ﬂ ISCHOCK U IREPERFUSION U

-Kaniilierung der -Blutabnahme - 60 % d. Shedvolumens + Laparotomie - Kaniilierung d.
A.femoralis bis 40 mmHg 4- faches Volumen als- Auslagerung des D. Choledochus
- Ruhepause Ringer Laktat linken Leberlappen | - Quantitative Galle-
- Mikroskopie messung iiber 1 h

*:In der 24 h Gruppe erwachten die Versuchstiere nachdem der OP-Schnitt mit fortlaufender Naht verschlossen wurde. 24 Stunden spéter
wurden sie wieder mittels intraperitonealer Gabe von Pentobarbital (50 mg/kg KG) narkotisiert und erneut ein vendser Zugang iiber eine
Schwanzvene gelegt. Es folgte die IVM und die Gallesekretionsmessung nach dem gleichen Zeitschema wie in der 3h Gruppe.
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4.1.2 Operative Vorbereitung

Nach Narkotisierung erfolgte die Entfernung des Haarkleides in der Abdominal- und Leisten-
region und die Fixation des Tieres in Riickenlage. Zur Gewihrleistung der Reperfusion und
Kontrastmittelgabe wurde nach Desinfektion eine Schwanzvene punktiert (Venflon 2, 0,8/25
mm, 22G,BOC-OHMEDA-AB, Schweden). Danach wurde die Haut der Abdominal- und
Leistenregion desinfiziert und das Tier bis auf die linke Inguinalregion steril abgedeckt.
Durch das sterile Arbeiten sollte eine iatrogene Kontamination mit Endotoxinen vermieden
werden.

Durch eine ca. 1 cm lange Léngsinzision, parallel zum femoralen Gefafnervenbiindel, wurde
die Haut erdffnet und anschlieBend das femorale Gefdlnervenbiindel zur Darstellung ge-
bracht. Die Freilegung der Arterie erfolgte nach vorsichtigem Abtrennen von Bindegewebe,
Vene und Nerv. Die Arteria femoralis wurde distal unterbunden und vorsichtig aufgespannt.
Proximal wurden ein Knoten und eine Gefalklemme vorgelegt und das Gefal} inzidiert. Hier
wurde ein mit physiologischer Kochsalzlosung gefiillter Polyethylenkatheter (Portex-
Polyethylene Tubing 0,4*0,8 mm) eingelegt und mit dem vorgelegten Knoten befestigt. Zur
kontinuierlichen Herzfrequenz- und Blutdruckmessung wurde ein Druckwandler (Statham,
P32Db, Gould, Oxford, California) angeschlossen. Die arterielle Kaniilierung ermdglichte die
kontinuierliche Messung der erwidhnten Parameter sowie eine fraktionierte Blutentnahme.

Die Zeitgrenzen fiir die OP wurden auf 20-30 min. festgelegt. Es folgte eine 15 miniitige Ru-
hephase zur Kreislaufstabilisierung, an deren Anschlufl die Ausgangsparameter (BB, B-Gase,

GOT, GPT, LDH,) bestimmt wurden.
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4.1.3 Himorrhagisches Schockmodell

Zur Schockinduktion am Ende der Ruhephase wurde innerhalb von 5 Minuten der mittlere
arterielle Blutdruck durch fraktionierte Blutentnahmen iiber den Femoraliskatheter auf 40+5
mmHg gesenkt. Durch weitere Blutentnahmen wurde dieser hypotensive Kreislaufzustand
tiber 90 Minuten konstant gehalten. Um das entnommene Blut zur Re-Transfusion ungerinn-
bar zu machen wurde es in 5 ml Spritzen entnommen, in welche 0,8 ml Zitratpuffer (CPDA)
aufgezogen waren. Die Reperfusionsphase begann 90 Minuten nach Schockbeginn wobei
60% des entnommenen Blutes innerhalb von 5 Minuten iiber den Schwanzvenenzugang
retransfundiert wurden. AnschlieBend wurde in der 1. Stunde das Doppelte und in der 2. und
3. Stunde das Einfache der entzogenen Blutmenge als Ringer-Laktat-Losung verabreicht. Als
Erhaltungsdosis dienten ab der 3. Stunde 2 ml/h der RL-L6sung. Blutdruck und Herzfrequenz
wurden in den ersten beiden Stunden 15 miniitig, anschlieBend halbstiindig dokumentiert. Am
Ende von Schock- und Reperfusionsphase wurden weitere Blutproben zur Bestimmung von

Blutbild (BB), Blutgasen, GOT, GPT, LDH iiber den arteriellen Katheter gewonnen.
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4.2 Magnetresonanztomographie (MRT)

Als leistungsfdhiges Schnittbildverfahren hat die Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT,
MRI Kernspintomographie, NMR ) in den letzten Jahren eine rasche Entwicklung erfahren.
Die MRT beruht auf dem Zusammenwirken statischer Magnetfelder, zeitlich verdnderlicher
Magnetfelder sowie elektromagnetischer Felder. Der Vorteil gegeniiber anderen Schnittbild-
verfahren wie z.B. der Computertomographie darin, da3 hier eine variable Schnittfithrungen
in axialer, saggitaler oder koronarer Ebene ohne Lageverdnderung des Patienten moglich sind.
Desweiteren besteht im Gegensatz zur Computertomographie eine bessere Weichteildiskrimi-
nierung und keine Strahlenbelastung.

Bei der Untersuchung wird das Versuchstier in ein von Feldspulen erzeugtes statisches, mog-
lichst homogenes Magnetfeld gebracht. Hier ordnen sich seine Protonen in Léngsrichtung
zum angelegten Magnetfeld parallel bzw. antiparallel an, es entsteht die sogenannte Longitu-
dinalmagnetisierung. Uber Gradientenspulen werden zeitlich verinderliche Magnetfelder er-
zeugt mit denen eine rdumliche Zuordnung der Bilddaten realisiert wird. Anschlieend wer-
den iiber eine Hochfrequenzspule Serien von sehr kurzen Radiowellen (HF-Impulse) einge-
strahlt. Durch diese elektromagnetischen Wellen gelangen die Kerne auf ein héheres Energie-
niveau (Anregung). Die Frequenzwahl des HF-Pulses entscheidet welche Kerne angeregt
werden (in dieser Arbeit handelt es sich um die Wasserstoffkerne). Unter Abnahme der Lon-
gitudinalmagnetisierung entsteht so eine Transversalmagnetisierung. Durch Wechselwirkung
mit ithrer Umgebung (Spin-Gitter-Wechselwirkung) und unter Abstrahlung der aufgenomme-
nen Energie kehren die Protonen nach Abschaltung des HF-Pulses wieder in ihren Ausgangs-
zustand zuriick. Dieser Relaxationsprozess (Zunahme der longitudinalen Magnetisierung)
wird als Zeitkonstante T1 bezeichnet. Die Abnahme der transversalen Magnetisierung durch
Wechselwirkung der Protonen untereinander (Spin-Spin-Wechselwirkung) bezeichnet man
als T2 Relaxationszeit. Jeder eingestrahlte Impuls fiihrt so zu einer Impulsantwort die von
einer HF-Antenne empfangen werden kann. Aus der Analyse dieser Signale kdnnen nun mit
Hilfe eines Computers die Wasserstoffionenkonzentration sowie die Relaxationszeiten T1 und
T2 bestimmt und ein zweidimensionales Schnittbild errechnet werden. Mit Hilfe von Kon-
trastmittelapplikationen konnen die Darstellungen zusitzlich verbessert und funktionelle Ver-

dnderungen erfaf3t werden.
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4.2.1 Kontrastmittel

Bei der nativen Kernspintomographie erzeugen unterschiedliche Relaxationszeiten (T1 und
T2) und unterschiedliche Protonendichte die Kontraste. Um die Signalintensitdten von unter-
suchten Geweben zu verdndern setzt man verschiedene MR Kontrastmittel ein (DUROUX,
1995). In dieser Versuchsreiche kamen zwei verschiedene Substanzklassen zur Anwendung.
Zum einen wurde Gd-EOB-DTPA (Schering AG, Berlin) als sog. hepatobilidres Kontrast-
mittel (Cavagna ef al., 1991) und zum anderen ENDOREM (Geuerbet GmbH, Paris) als RES-
spezifisches KM verwendet (Clement ef al., 1992a; Daldrup ef al., 1995).

4.2.1.1 Gd EOB-DTPA

Aus der Gruppe der hepatobilidren Kontrastmittel wurde in dieser Versuchsreihe Gd-EOB-
DTPA (Gadolinium-Ethoxybenzyl-Diethylenetriamin-Pentaessigsédure) als Substanz ausge-
wihlt (Weinmann ef al., 1991). Das Préparat wird in Ratten zu 63%-80% hepatozelluldr ver-
stoffwechselt, der verbleibende Teil glomerulér abfiltriert (Clement et al., 1992b, Vogl et al,
2001). Die Aufnahme des Kontrastmittels in die Hepatozyten erfolgt wahrscheinlich ATP
unabhiingig iiber ein Anionentransportersystem der Zellmembran. Uber eine ATP-abhingige
Glutathion-S-Transferase wird die Substanz spiter biliér ausgeschieden (Schuhmann et al.,
1992). Aufgrund dieses Mechanismus wurde das Pridparat zur Untersuchung hepatozytarer
Funktionsstorungen nach hdmorrhagischen Schock herangezogen.

Gd-EOB-DTPA zidhlt zur Klasse der paramagnetischen Kontrastmittel. Diese entfalten ihren
Effekt iberwiegend auf die T1-Relaxationszeit indem diese verlangert und die Signalintensi-
tit der Leber im T1-gewichteten Bild zunimmt (Rummeny and Peters, 1992; Mahfouz et al.,
1997).

Die Gd-EOB-DTPA Gabe erfolgte in einer Konzentration von 200umol/kg KG.
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4.2.1.2 ENDOREM

ENDOREM zihlt zur Gruppe der superparamagnetischen Kontrastmittel (Saini et al., 1987a).
Es handelt sich hierbei um Eisenoxidpartikel die aufgrund ihrer nanopartikuldren Struktur mit
einem mittleren Durchmesser von 150nm (+ 30nm), ihrer stindiger Bewegung (Brown Phi-
nomen) und durch ihren starken magnetischen Moment Inhomogenitéten im Magnetfeld er-
zeugen. Solch kleine Eisenpartikel lassen sich nicht permanent magnetisieren und entfalten
thre Wirkung erst unter Einflu3 eines duBleren Magnetfeldes wobei die Spindephasierung be-
schleunigt wird. Hierdurch kommt es zu einer Abnahme bzw. Verkiirzung der transversalen
Relaxationszeit T2 . Dies fiihrt auf MR Bildern zu einer drastischen Reduktion der Signalin-
tensitdt in Geweben die mit ENDOREM angereichert sind. Sie erscheinen deutlich hypointens
(signalarm) (Vogl et al., 1995).

Der aktive Bestandteil des Kontrastmittels ist eine Kristallsuspension aus Eisenoxid (Fe,O3
und Fe;04). Als Transportmedium dient ein niedermolekulares Dextran, welches den Nano-
partikel Eisenoxid umhiillt. Die Substanz wird selektiv vom retikuloendothelialen System der
Leber (80%) und der Milz (20%) aufgenommen und kann somit zur Untersuchung der Ma-
krophagenaktivitdt herangezogen werden (Saini et al., 1987b; Stark et al., 1988; Urhahn et
al., 1996).

ENDOREM wurde in einer Konzentration von 15umol/kg KG langsam 1i.v. appliziert. Hierzu
wurde die entsprechende Menge (entspricht 0,075ml/kg KG) auf 0,2ml mit Glucose 5% ver-
diinnt (Rummeny et al., 1995) .
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4.2.2 MRT-Untersuchungsablauf

Die Untersuchungen wurden alle an einem 2,4 Tesla MR-Tomographen (BIOSPEC, 2,4 Tes-
la, BRUKER, Karlsruhe, Deutschland) mit Ganzkoérperspule durchgefiihrt.

Abb. 4.4: Magnetresonanztomograph (BIOSPEC 2,4 Tesla, Bruker/Germany)
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Die MRT erfolgte in Gruppe 1 drei Stunden nach Schock/Sham, in Gruppe 2 nach 24 Stun-
den. Hierzu wurden die Narkosen der 3h Gruppe iiber den Schwanzvenenzugang aufrecht
gehalten, die Tiere der 24h Gruppe wurden erneut narkotisiert (50mg Pentobarbital/’kg KG
i.p.) und ein Schwanzvenenzugang gelegt. Zur Verminderung von Atemartefakten wurden die
Versuchstiere auf einem speziell angefertigten Plexiglastisch gelagert und fixiert. Kontrast-
mittel und Pentobarbital wurden den Versuchstieren im Tomographen in konstanter Position

iiber eine eigens angefertigte Verldngerung verabreicht.

Die Aufnahmen erfolgten als coronare Schnitte mit einer Schichtdicke von 3 mm. Um alle
Tiere korrekt positionieren zu kénnen wurde eine schnelle Ubersichtsaufnahme in drei Ebe-
nen gestartet. Es folgten vier verschiedene Nativsequenzen an deren Anschluf3 das erste Kon-
trastmittel, Gd-EOB-DTPA appliziert wurde. Sofort folgten zwei gadoliniumspezifische, T1
gewichtete Sequenzen. Nach Beendigung dieser wurde ENDOREM langsam i.v. verabreicht.
Die postkontrast-MRT-Untersuchungen wurden 45 min. nach Gabe der Partikel gestartet,

wobei zur optimalen Kontrastdarstellung T2-gewichtete Sequenzen verwendet wurden.
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Abb. 4.5: Lagerung der Versuchstiere zur Magnetresonanztomographie
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Im Detail folgte das Untersuchungsprotokoll folgendem Ablauf:

Ablauf der MRI-Sequenzen:

1. Ubersichtsaufnahme in 3 Ebenen zur Lagekontrolle der Versuchstiere
TR: 110 ms; TE: 5 ms; Puls: 30°

2. Multislice-Multiecho-Sequenz
7 Schnitte (MS), 3mm Schichtdicke
Jeder Schnitt hat 4 hintereinanderfolgende Aufnahmen (ME)

(98]

. T1 gewichtete Mehrschicht Sequenz, nativ:
10 Schnitte, 3 mm Schichtdicke
je 1 Bild TR: 1190 ms; TE: 25 ms

AN

. T2 gewichtete Mehrschicht Sequenz, nativ:
10 Schnitte, 3 mm Schichtdicke
je 1 Bild, TR: 2000 ms; TE: 40 ms

5. T2 gewichtete Relaxationszeit:
1 Schnitt; 16 Aufnahmen hintereinander
TR: 1190 ms; TE: 25 ms

— Gabe von GD — EOB - DTPA

[o)

. Sofort nach Gabe T1-Sequenz wie in (3.) beschrieben.

RN

. Nach (6.) Sofort gleiche Sequenz wieder starten

— Gabe von ENDOREM
— 45 min. warten

oo

. Sequenz starten wie in (5.) beschrieben

(Ne)

. T2 Sequenz starten wie in (4.) beschrieben
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4.3 Intravitalmikroskopie

4.3.1 Mikroskop

Zur Untersuchung wurde ein Fluoreszenzmikroskop vom Typ MM-11 (Nikon, Diisseldorf)
mit 100 Watt Quecksilberlampe als Auflicht-Beleuchtungsquelle verwendet. Ein in den
Strahlengang der Lampe eingebrachter Anregungsfilter (546 nm, EX546/10) diente der Anre-
gung des Fluoreszenzfarbstoffs Acridine Orange und der Latex Partikel. Das optische System
bestand aus einem 10x Okular, einem Zoom Objektiv (0,7-2,25x) und einem Wasserimmer-
sionsobjektiv (10x/0,30). Diese Anordnung ermdglichte eine 330-fache Vergroferung des zu
untersuchenden Gewebes. Eine auf 37°C erwiarmte Ringer-Laktat-Losung welche am Immer-
sionsobjektiv entlang herangepumpt wurde diente zum einen der Wasserimmersion und zum
anderen als Schutz vor Austrocknung des Lebergewebes. Die Versuche wurden iiber eine
hochauflosende CCD (charge coupled device) Video Kamera (FK6990, Pieper, Schwerte) auf
einen Monitor iibertragen und auf einem S-VHS Videorecorder (Panasonic FS 1) aufgezeich-
net. Ein zwischengeschalteter Echtzeitgenerator (VTG 33 FOR A Company, Tokyo, Japan)
mit 1/100 Sekundenaufldsung diente der synchronen Zeiteinblendung zur spateren Auswer-

tung auf dem S-VHS Band.
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Abb. 4.10: Technische Ausstattung zur Intravitalmikroskopie: Mikroskop, Kamera, Echtzeit-
generator, Monitor und Videorecorder
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4.3.2 Fluoreszenzfarbstoffe

Die intravitalmikroskopische Untersuchung der Leukozyten in Gruppe 1 und 2 erfolgte durch
fraktionierte i.v. Gabe von Acridine Orange. Wie von JAHNMEHR beschrieben kommt es
hierdurch zu einer direkten Aufnahme in die Leukozyten, welche nun per Fluoreszenzmikro-
skopie beobachtet werden konnen. Um eine Uberstrahlung der Bilder durch Acridine Orange
zu vermeiden wurde der Farbstoff nur in kleinsten Mengen (0,1 ml/Leberldppchen) i.v. verab-
reicht. Insgesamt wurden 5 Leberldppchen fiir einen Zeitraum von jeweils 30 Sekunden auf-

gezeichnet.

In Gruppe 3 und 4 wurde durch Gabe von fluoreszenzmarkierten Latexpartikeln die phago-
zytire Aktivitit der Lebermakrophagen bestimmt. Hierfiir wurde eine standardisierte Kon-
zentration von 3x10° Latexpartikeln mit eine GroBe von 0,88um iiber die Schwanzvene ver-
abreicht. Es wurden insgesamt 12 Minuten eines Lobulus aufgenommen und dabei alle 4 Mi-
nuten eine Fraktion Latex-Beads verabreicht. Anschlieend wurden Standbilder von insge-

samt 5 Lobuli aufgezeichnet.

4.3.3 Untersuchungsablauf

4.3.3.1 Laparotomie

Die Versuchstiere wurden auf einer Korkplatte gelagert und das rasierte Abdomen mit Ko-
danspray desinfiziert. Durch einen medianen Léngsschnitt von supravesical bis zum Xiphoid
wurde das Abdomen erdffnet. Nach Durchtrennung des Lig. falciforme und des Lig. hepati-
cum konnte der linke Leberlappen mobilisiert werden. Um ein Hervorquellen des Intestinums

in Seitenlage zu verhindern wurde eine U-férmige, in Kochsalzlosung getrinkte Kompresse
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tiber das Intestinum gelegt. AnschlieBend wurde das Tier auf einer speziell angefertigten Ple-
xiglasbiihne in Linksseitenlage gelagert. Der linke Leberlappen wurde mit zwei Wattetragern
mobilisiert und mit der planen Seite nach oben in eine vorgefertigte Knetmulde auf einem
separaten Bithnenarm ausgelagert. Dieser mit einem Kugelgelenk verbundene Seitenarm
konnte frei bewegt und die Leber damit optimal positioniert werden. Das Auslagern erfolgte
ohne die zu mikroskopierende Seite zu beriihren und ohne Zug auf das Organ auszuiiben.
Atemartefakte bei der Aufzeichnung sollten durch diese Lagerung gréBtenteils reduziert wer-
den. Eine kontinuierliche Befeuchtung mit physiologischer Kochsalzlosung war von nun an

gewdhrleistet.

Abb. 4.11: Intravitalmikroskopische Leberuntersuchung eines Versuchtieres
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4.3.3.2 Mikroskopie

4.3.3.2.1 Intravitalmikroskopische Leukozytenbeobachtung

Nach Fokussierung eines Leberldppchens wurde in den Gruppen 1 und 2 nach Gabe von 0.1
ml Acridine Orange 5 Lobuli iiber jeweils 35 Sekunden aufgezeichnet. Hierbei wurde das
Bild so eingestellt, daB3 ein zentraler Azinus einem portalen Azinus gegeniiber lag.

Zur spateren Messung der Sinusoidweiten wurden anschlieend fiinf quergetroffene Zentral-

venen mit den einmiindenden Sinusoiden fiir jeweils fiinf Sekunden aufgezeichnet.

-F

ey

Abb: 4.12: Ubersicht eines Leberlippchen
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4.3.3.2.2 Aufzeichnung der Makrophagenaktivitit nach Gabe von Latex Partikeln

Auch in Gruppe 3 und 4 wurde zuerst ein entsprechendes Leberldppchen fokussiert. Dann
wurde in vierminiitigem Abstand jeweils ein Bolus Latex Beads i.v. injiziert. Das Lappchen
wurde iiber den gesamten Zeitrahmen von 12 Minuten aufgezeichnet.

AnschlieBend wurden noch 4 weitere Leberldppchen fiir jeweils 5 Sekunden aufgenommen.

4.4 Bestimmung der Gallesekretion

4.4.1 Operatives Vorgehen

In Gruppe 3 und 4 wurde nach medianer Laparotomie das Intestinum nach links aus dem Ab-
domen ausgelagert und der D. choledochus darstellt. Nachdem dieser von umgebenden Gefa-
Ben und Bindegewebe freiprépariert war, wurde er kaudal unterbunden und kranial ein Knoten
vorgelegt. Ein speziell gefertigter, steriler Katheter wurde in den D. choledochus eingefiihrt
und fest verknotet. Der Katheter hatte eine fest definierte Linge. An seinem Ende war ein
Eppendorfhiitchen zur Gallesammlung angebracht. Das Intestinum wurde nun wieder reposi-
tioniert und das Tier zur intravitalmikroskopischen Untersuchung vorbereitet. Insgesamt wur-
de die Galle iiber einen Zeitraum von einer Stunde gesammelt und die gewonnene Gallemen-

ge gemessen.
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S. Auswertung

5.1 Quantitative Analyse der kernspintomographischen Daten

Bei der Analyse der nativen vs. kontrastverstikten Bildgebung wurden die Aufnahmen der

beiden Kontrastmittel nach verschiedenen Verfahren ausgewertet.

5.1.1 Auswertung nach ENDOREM Gabe

Die Auswertung der MR-Bilder erfolgte durch Signalintensitidtsmessung in vom Untersucher
abhéngigen, frei ausgewéhlten Leberregion (ROI- ,,region of interest*) unter Aussparung von
GefialBbereichen wie z.B. V. cava inferior, Pfortaderidste und ascendierenden Lebervenen. Die
Grofle der ROI variierte im Bereich von ca. 10 mm, wurden aber in der nativen und in der

postkontrastverstiarkten Aufnahmen identisch konfiguriert.

Der prozentuale Intensitétsverlust wurde bei den Sham bzw. Schock-Tieren wie folgt berech-

net:

Prozentualer Intensitatsverlust = ((SIpost-Slpre) / SIpre) x (-100)
(SI pre =Signalintensitdt vor Kontrastmittelgabe
SI post =Signalintensitdit nach Kontrastmittelgabe)

Desweiteren wurde die prozentuale Zunahme der T2 Relaxationszeit in Normalem- bzw.
Postschockgewebe untersucht.
Prozentuale Zunahme derT2 Relaxationszeit = ((T2post-T2pre) / T2pre) x (-100)

(T2 pre = T2 Relaxationszeit vor Kontrastmittelgabe

T2 post = T2 Relaxationszeit nach Kontrastmittelgabe)
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Abb. 4.6: T2 Nativaufnahme vor ENDOREM Gabe

Abb. 4.7: T2 Aufnahme nach ENDOREM Gabe
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5.1.2 Auswertung nach Gd-EOB-DTPA Gabe

Zur Bewertung der hepatobilidren Gd-EOB-DTPA-Exkretion wurden in allen MR-Bildern
digital mehrere Gallengdnge umfahren. In den entstandenen Volumina wurden nun T1 Si-
gnalintensitdtsmessungen durchgefiihrt und aus den entstandenen Ergebnissen die prozentua-

len Signalintensitatsdnderungen errechnet:

Prozentuale Signalintensititsdnderung = ((SIpost-Slpre) / Slpre) x (-100)
(S pre = Signalintensitdt vor Kontrastmittelgabe
S1I post = Signalintensitdit nach Kontrastmittelgabe)
bedeutet.

Abb. 4.8: Tl Nativaufnahme vor Gd-EOB-DTPA- Gabe
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Abb.4.9: T Aufnahmel5 min nach Gd-EOB-DTPA-Gabe
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5.2 Intravitalmikroskopische Auswertung

Mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie kdnnen Mikrozirkulationsstorungen der
Leber beurteilt werden. In dieser Versuchsreihe wurden verschiedene Untersuchungstechni-
ken zur differenzierten Auswertung angewandt.

Zum einen diente eine computergestiitzte Auswerteinheit der Bestimmung der Sinusoidwei-
ten, der Leukozytengeschwindigkeit und des sinusoidalen Blutflusses.

Zum anderen konnten Leukozyten und Makrophagen mit Hilfe zweier Kontrastmitteln darge-
stellt werden.

Acridine Orange wurde hierbei zur Bestimmung der Leukozyten-Endothel-Interaktion ange-

wendet, fluoreszierende Latexpartikel dienten der Beurteilung der Makrophagenaktivitit.

Die intravitalmikroskopisch gewonnenen Bilder wurden mit Hilfe eines S-VHS Videorecor-
ders mit exakter Zeitlupenfunktion (Panasonic AG-7355-E, 0,2 sec. Einzelbildschaltung) aus-
gewertet. Das Bild wurde auf einen 51 cm Monitor (JCV Color Monitor TM-210 PS) {ibertra-
gen. Die aufgenommenen Lippchenunterfelder wurden durch Auflegen eines ellipsoiden
Overlays in drei Regionen unterteilt: periportale (PP), midzonale (MZ) und perizentrale (PZ)
Region. Die Spitzen der ovalen Schablone lagen dabei jeweils auf dem Mittelpunkt der Zen-
tralvene bzw. auf dem Mittelpunkt des Portalfeldes.

Diese Technik wurde sowohl zur Auswertung der Leukozyten-Endothel-Interaktion wie zur

Auswertung der phagozytierten Latexpartikel angewandt.
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5.2.1 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Bei der Auswertung wurden folgende Parameter nach MARZI et al.(1993) fiir jedes sublobu-

lare Feld fiir einen Zeitraum von 30 Sekunden getrennt untersucht:

1. Frei passierende Leukozyten (FPL) - Hierbei wurde die Anzahl der von periportal nach

perizentral flieBenden Leukozyten ausgezahlt.

2. Temporir adhdrente Leukozyten (TAL) — Haften Leukozyten in einem Zeitraum von 0,2-

20 Sekunden am Endothel, so werden sie als TAL definiert.

3. Dauerhaft adhdrente Leukozyten (DAL) — Zellen die ldnger als 20 Sekunden am Endothel
haften wurden als DAL ausgezihlt.

4. Das Verhiltnis der TAL zum absoluten Leukozytendurchflufl wird als Adhdsionsquotient
errechnet:

TAL * 100

TAL (%):
FPL

5. Mit Hilfe der Mittelwerte der tempordaren Adhédrenzzeiten wird die mittlere Adhdrenzzeit

(MAT) der Leukozyten pro Lappchenunterfeld errechnet

traLy) T traL) T ...tTALn)

MAT (s):
n

6. Eine Auskunft iiber die prozentuale Kontaktzeit der Leukozyten mit dem Endothel erhalt
man, indem der Adhédsionsquotient (%) mit der mittleren Adhirenzzeit MAT(s) multipli-

ziert wird:

Adhisionsindex (s/100L.): TAL(%) * MAT(s)
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7. Der prozentuale Anteil dauerhaft adhdrenter Leukozyten am Gesamtdurchsatz wird wie

folgt berechnet:

DAL * 100
DAL (%):

(DAL + FPL)

5.2.2 Digitale Bildanalyse

Mit Hilfe eines computerunterstiitzten Bildverarbeitungssystems (Lobulus, Medical Vision
Systems, Saarlouis) konnten aus den intravitalmikroskopisch gewonnenen Bildern sinusoidale
Durchmesser sowie FluBgeschwindigkeiten der Leukozyten errechnet werden. Hierzu muf3ten
die analog aufgezeichnete Bilder mittels eines Personal Computer in digitale Daten umge-

wandelt werden.

5.2.2.1. Bestimmung der Leukozytengeschwindigkeit:

Die Messung erfolgte indem fiir eine zuriickgelegte Strecke im Sinusoid das benétigte
Zeitintervall gemessen wurde. Gewertet wurden nur frei flieBende Leukozyten auf ge-
raden Sinusoidabschnitten. Der Auswertbereich erstreckte sich hierfiir in einem Be-
reich von 90um-190pum um die Zentralvene. Insgesamt wurden pro Lobulus 20 Leu-
kozyten gemessen.

Berechnet wurde wie folgt.

pl-p2

<
Il

dt
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5.2.2.2. Bestimmung der Sinusoidweiten
In einem definierten Radius von 90 um um die Zentralvene wurde von insgesamt 20
Sinusoiden der Lumendurchmesser ermittelt. Aus der Summe der Einzelwerte wurde

dann der Mittelwert errechnet.

5.2.2.3. Naherungsweise Bestimmung des volumetrischen Blutflusses
Dieser Parameter wurde aus der FluBgeschwindigkeit und den Sinusoidweiten errech-

net:

SFL= v* — *¢

5.2.2.4. Berechnung der Makrophagenaktivitit

Fiir einen Zeitraum von fiinf Minuten nach Gabe der Latexpartikel wurde die Zeit er-
mittelt bis keine Partikel mehr durch die Sinusoide flossen

Ahnlich der Bestimmung der Leukozytenadhirenzen erfolgte die Auswertung der re-
sorbierten Latexpartikel fiinf Minuten nach Gabe der letzten Latexfraktion. Uber den
aufgezeichneten Sinusoiden wurden die gleichen ovalen Schablonen angebracht und
die als helle Punkte zu erkennenden Latex Beads fiir jedes Feld (PP, MZ, PZ) ausge-

zahlt. Insgesamt wurden fiinf Azini pro Tier ausgewertet.
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Abb. 4.15: Intravitalmikroskopische Aufnahme nach Gabe von Latex Beads
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6. ERGEBNISSE

6.1 Makrohamodynamische Parameter und Labordaten

Die Auswertung der verschiedenen systemischen Parameter wie Puls, MABD, Séure-Basen-
Haushalt, Hb und Hkt in Schock- bzw. Shamgruppe verdeutlichen die schon von mehreren

Arbeitsgruppen beschriebenen unterschiedlichen Phasensverldufe.

Das Schockmodell 148t sich dabei prinzipiell in drei Phasen einteilen:
1.Steady State
2. Himorrhagischer Schock
3. Reperfusion

Da es bis zur Beendigung der Reperfusionsphase innerhalb der vier verschiedenen Untersu-
chungsgruppen (3h bzw., 24h MRI- und Latexgruppe) nicht zu signifikanten Parameterveran-
derungen kam, kann hier von vergleichbaren Ausgangssituationen fiir die folgenden Untersu-

chungen ausgegangen werden.
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6.1.1 Mittlerer arterieller Blutdruck (MABD) und Herzfrequenz (HF)

Der MABD wurde in der Schockgruppe durch fraktionierte Blutentnahmen fiir einen Zeit-
raum von 90 Minuten auf Werte von 40 + 5 mmHg gesenkt.

In der Reperfusionsphase kam es in allen Gruppen zu einer Blutdruckerh6hung auf fast 100%
der Ausgangswerte. Die Shamgruppen zeigten im Versuchsverlauf keine signifikanten Blut-
druckschwankungen auf.

Die Herzfrequenz zeigte wihrend der Schockphase eine deutlichen Frequenzabfall, welcher
sich jedoch in der Reperfusionsphase wieder erholte. In den Vergleichsgruppen zeigten die

Frequenzwerte wéhrend des Versuches eine Konstanz im Niveau der Ausgangswerte.

Mittlerer arterieller Blutdruck

120 +

100

80

MABD [mmHg]

40

A
N
—&- - 24h LK
—-- 24h LS

0 T T T T T T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zeit | min |

Abb. 6.1: MK: Mikroskopie Kontrollgruppe (Acridine Orange), MS: Mikroskopie Schockgruppe (Acridine Orange),

LK: Mikroskopie Kontrollgruppe (Latex Beads), LS: Mikroskopie Schockgruppe (Latex Beads)
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6.1.2 Siure-Basen-Haushalt

Im Verlauf der Ischdmiephase kam es in der Schockgruppe zu einem deutlichen Abfall des
Base Excess. Aufgrund einer ausgeprigten Hyperventilation der Tiere fielen die pCO,-Werte
stark ab, wihrend es zu einem Anstieg der pO,- Werte kam. Der pH- Wert blieb wihrend des
hypoxischen Zustandes relativ konstant.

Bei fast allen Schock-Tieren wurde diese azidotische Stoffwechsellage in der Reperfusi-
onsphase wieder ausgeglichen.

In der Sham-Gruppe zeigte die Blutgasanalyse einen konstanten Verlauf im physiologischen

Bereich.

26

24

22 A

—@— 3h MK
—O— 3hMS
—M— 24h MK
—{+ 24h MS
—A— 3h LK
—/\— 3hLS

—4— 24h LK
—O— 24h LS

20

18

HCO3 [mM/L]

16

14 T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zeit [min]

Abb. 6.2: MK: Mikroskopie Kontrollgruppe (Acridine Orange), MS: Mikroskopie Schockgruppe (Acridine Orange),

LK: Mikroskopie Kontrollgruppe (Latex Beads), LS: Mikroskopie Schockgruppe (Latex Beads)
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Base Excess
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Abb. 6.3: MK: Mikroskopie Kontrollgruppe (Acridine Orange), MS: Mikroskopie Schockgruppe (Acridine Orange),

LK: Mikroskopie Kontrollgruppe (Latex Beads), LS: Mikroskopie Schockgruppe (Latex Beads)
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6.1.3 Hiimoglobin und Himatokrit

Die Ausgangswerte aller Gruppen befanden sich vor Schockbeginn im Normalbereich. Durch
die fraktionierten Blutentnahmen wurde nach Schockbeendigung ein Hidmoglobin-, und Ha-
matokritabfall verzeichnet. Dieser betrug circa 5g/dl im Hb-Bereich und durchschnittlich 10%
im Hkt-Bereich. Im Verlauf der Reperfusion stiegen beide Werte wieder auf ca. 75% der
Ausgangswerte an.

Entsprechend kam es zu Verdnderungen der systemischen Leuko-, und Thrombozytenkon-
zentrationen wihrend der verschiedenen Versuchsphasen. Auch hier kam es nicht zu signifi-

kanten Unterschieden innerhalb der Gruppen.

16 - Hamoglobingehalt
14
= 121 @ 3h MK
) —O— 3h Ms
— —— 24h MK
= [ 24h MS
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—@— 24h LK
81 ~O— 24h LS

6 T T T T T T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zeit [min]

Abb. 6.4: MK: Mikroskopie Kontrollgruppe (Acridine Orange), MS: Mikroskopie Schockgruppe (Acridine Orange),
LK: Mikroskopie Kontrollgruppe (Latex Beads), LS: Mikroskopie Schockgruppe (Latex Beads)
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HamatoKkrit
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Abb. 6.5: MK: Mikroskopie Kontrollgruppe (Acridine Orange), MS: Mikroskopie Schockgruppe (Acridine Orange),

LK: Mikroskopie Kontrollgruppe (Latex Beads), LS: Mikroskopie Schockgruppe (Latex Beads)
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6.2 Kernspintomographische Auswertung

6.2.1 Magnetresonanztomographische Bestimmung der Makrophagenaktivitiit

Nach Applikation des superparamagnetischen Kontrastmittels ENDOREM konnte kernspin-
tomographisch keine signifikante Abnahme der Signalintensitét drei Stunden nach Schock
gemessen werden. Ebenso zeigte sich keine Verminderung in der 24 Stunden Gruppe.

Auch die Messung der T2- Relaxationszeit konnte in keiner der beiden Gruppen eine signifi-
kante Verdnderung gegeniiber den Shamgruppen aufweisen. Jedoch zeigte der Vergleich bei-
der Schockgruppen gegeneinander eine signifikant vermehrte Abnahme der Signalintensitét

drei Stunden nach Schock gegeniiber der 24 Stunden Reperfusionsgruppe.

SI nach ENDOREM Gabe

/1 SHAM
Emm SCHOCK

-100 -
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S
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&
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1
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3 h Gruppe 24 h Gruppe

—

X

Abb. 6.6: Abnahme der SI in T2 gewichtetem Lebergewebe nach Gabe von Eisenoxid-
partikeln ( +: p<0,05 3h Gruppe vs. 24h Gruppe))
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Relaxationszeit nach ENDOREM Gabe
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Abb. 6.7: Zunahme der Relaxationszeit nach Gabe von Eisenoxidpartikeln
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6.2.2 Magnetresonanztomographische Bestimmung der Hepatozytenfunktion

Die Gallesekretion wurde mittels Gd-EOB-DTPA analysiert. Dieses Kontrastmittel wird wie
oben beschrieben von den Hepatozyten aufgenommen und von dort iiber die Galle ausge-

schieden. Diese Sekretion konnte kernspintomographisch als Verdnderung der T1-Signalin-

tensitdt (SI) nachgewiesen werden.

Das untersuchte Lebergewebe zeigte hierbei drei Stunden postischdmisch gegeniiber der
Sham-Gruppe keine wesentlichen Unterschiede. Die Untersuchung der 24 Stunden Gruppe

ergab jedoch eine signifikant geringere Signalintensitdtserh6hung der Schockgruppe im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe.
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Abb.6.8: Anstieg der Signalintensitdt in T1 gewichtetem Lebergewebe nach Gabe von Gd-
EOB-DTPA zur indirekten Messung der Gallesekretion
(+: p<0.05 3h vs. 24h; *:p<0.05 Schock vs. Sham)
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6.3 Intravitalmikroskopische Parameter

6.3.1 Leukozytengeschwindigkeit, Sinusoidbreiten, volumetrischer Blutflufi

Die morphometrische Messung der Leukozytengeschwindigkeit zeigte 24 Stunden nach
Schock keine signifikante Geschwindigkeitsabnahme in der Schock- Gruppe gegeniiber der
Sham-Gruppe. Hingegen waren die Sinusoidbreiten im Vergleich zur Sham-Gruppe signifi-
kant verengt. Die Berechnung des volumetrischen Blutflusses aus diesen beiden Parametern

fiihrte zu einer signifikanten FluBabnahme in der Schock- Gruppe.

FluBlgeschwindigkeit
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Abb. 6.9: (*: p<0,05 Schock vs. Sham)
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6.3.2 Leukozyten- Endothel- Interaktion

Die sequentielle intravitalmikroskopische Auswertung erlaubte die Differenzierung zwischen
frei flieBenden, tempordr adhdrenten (TAL, 0,2-2 Sekunden Haftung am Endothel) und dau-
erhaft adhdrenten (DAL, >2 Sekunden Haftung am Endothel) Leukozyten. Es ergaben sich
signifikante Unterschiede zwischen Sham und Schock-Tieren, sowie Unterschiede aufgrund

der verschiedenen Auswertzeitpunkte nach induziertem nach Schock.

6.3.2.1 Temporir adhirente Leukozyten (TAL)

Es zeigte sich eine signifikante Erh6hung der temporér adhdrenten Leukozyten in der Ischa-
miegruppe gegeniiber der Kontrollgruppe.

In den Schockgruppen selbst konnte man 24 Stunden nach Einleitung der Reperfusion deut-
lich mehr TAL verzeichnen als 3 Stunden nach Schock. Die groBte Fraktion tempordr adhi-

renter Leukozyten fand man dabei in allen Gruppen im Midzonalfeld.
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Abb. 6.12: (*: p<0,05 Schock vs. Sham)
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6.3.2.2 Dauerhaft adhirente Leukozyten (DAL)
Die Auswertung der dauerhaft adhdrenten Leukozyten ergab eine deutliche postischdmische

Erhohung gegeniiber der Kontrollgruppe. Die sublobuldre Adhésionsverteilung der dauerhaft

adhirenten Leukozyten stellte sich wie folgt dar:

e Kontrollgruppe: 1,0:1,3:0,9 (PP : MZ : PZ)

e 3h Schockgruppe: 1,0: 1,4: 0,8 (PP : MZ : PZ)

e 24h Schockgruppe: 1,0:1,4:0,9 (PP : MZ : PZ)

Somit liegt auch hier eine typische graduelle Abstufung zwischen der portalen, midzonalen

und perizentralen Region vor.

Signifikante Adhérenzunterschiede zwischen 3 Stunden Schock Gruppe und 24 Stunden
Schock-Gruppe lagen nicht vor.
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Abb. 6.13: (*: p<0,05 Schock vs. Sham)
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6.3.2.3 Mittlere Adhérenzzeit (MAT), Adhisionsindex (ADI)

Die Adhédsionsdauer der TAL dient der Berechnung der mittleren Adhérenzzeit (MAT). Diese
verdnderte sich in der 3 Stunden Schockgruppe nur geringfiigig, in der 24 Stunden Schock-
gruppe hingegen kam es zu signifikanten MAT Erhdhungen gegeniiber der Kontrollgruppe.
Ein typisches sublobuldres Verteilungsmuster konnte nicht festgestellt werden.

Der aus MAT und TAL berechnete Adhésionsindex (ADI) zeigt eine Erh6hung in den
Schockgruppen wobei ein signifikanter Unterschied nur in der 24 Stunden Gruppe zu erken-

neén war.
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Abb. 6.14: (*: p<0,05 Schock vs. Sham)
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6.3.3 Makrophagenaktivitat

Die intravitalmikroskopische Auswertung der Makrophagenaktivitit wurde mit Hilfe von
fluoreszierenden Latexpartikeln dargestellt.

Die phagozytire Aufnahme der Latexpartikel stieg drei Stunden nach Beendigung des héa-
morrhagischen Schocks signifikant an. Die sublobuldre Differenzierung zeigte hierbei die
grofBte Differenz perizentral (Schockgruppe: 12,07 £ 0,73; Shamgruppe: 7,6 = 0,63) und peri-
portal (Schockgruppe: 3,3 + 0,94; Shamgruppe: 1,8 + 0,0,24) gelegen. Im midzonalen Bereich
waren keine signifikanten Unterschiede feststellbar.

Bei der Auswertung der 24 Stunden Gruppe konnte keine erhohte Makrophagenaktivitdt in

der Schockgruppe gemessen werden.
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Abb. 6.16: (*: p<0,05 Schock vs. Sham)
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6.2.4 Gallesekretion

Die kontinuierliche Messung der Gallesekretion iiber den Ductus Choledochus fiir einen Zeit-
raum von einer Stunde zeigte drei Stunden nach Schockbeendigung keine signifikanten Ver-
dnderungen auf. Hingegen konnte in der 24 Stunden Gruppe eine deutliche Verminderung der
Gallesekretion verzeichnet werden (Schockgruppe: 428ul + 64; Shamgruppe: 555ul + 23; p=
0,09).

Ein Vergleich beider Kontrollgruppen zeigt eine signifikant vermehrte Gallesekretion in der

24 Stunden Reperfusionsgruppe.
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Abb. 6.17: (+: p= 0,09 Schock vs. Sham; * p<0,05 3h Gruppe vs. 24h Gruppe)

74



7. Diskussion

Ziel der vorgelegten Arbeit war es, die Anwendbarkeit der kontrastmittelgestiitzten Magnetre-
sonanztomographie (MRT) zur nichtinvasiven Diagnostik schockinduzierter Verdnderungen
in der Leber zu untersuchen. Hierzu wurde die Kernspintomographie zum einen mit der be-
reits etablierten Methode der Intravitalmikroskopie verglichen wobei es galt, postischdmische
Verianderungen der Makrophagenaktivitit darzustellen. Desweiteren wurden hepatobilidre
Sekretionverdnderungen untersucht und mit der quantitativen Gallesekretionmessung iiber

den D. Choledochus verglichen.

Um die Auswirkungen des Ischimie/Reperfusionsschadens zu verdeutlichen wurden zudem
die hepatischen Mikrozirkulationsstorungen mit Hilfe der Intravitalmikroskopie untersucht.
Hier stand die Bewertung der Leukozyten-Endothel-Interaktion, die Berechnung der Sinu-

soidweiten und des volumetrischen Blutflusses in Vordergrund.

Die Versuche wurden mit Hilfe eines tierexperimentellen, himorrhagischen Schockmodells
durchgefiihrt. Dazu wurde ein 90 miniitiger hamorrhagischer Schock mit Blutdruckwerten
von 40+5 mmHg und anschlieBender Reperfusion in Anlehnung an das von BUHREN modi-
fizierte klassische WIGGERSCHE Modell induziert (Wiggers and Ingraham, 1946). Die Un-
tersuchungen erfolgten zu frithen (3 Stunden Reperfusion) bzw. zu spéten Untersuchungszeit-

punkten (24 Stunden Reperfusion).
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7.1 Himodynamische Parameter und Laborwerte

Die fortlaufende Erfassung der Herzfrequenz (HF), des mittleren arteriellen Blutdrucks
(MABD) sowie klinisch chemischer Parameter dienten als Referenzwerte zur Beurteilung der
Gesamtschiddigung des Organismus in Relation zu den intravitalmikroskopisch und kern-
spintomographisch gewonnenen Daten. Erst die Gewihrleistung einer vergleichbaren Kreis-
laufsituation 148t Riickschliisse und Interpretationen auf schockinduzierte Verdnderungen zu

(Marzi, Bauer, et al. 1993).

Das hier angewandte Schockmodell weist prinzipiell drei verschiedene Phasen auf: Steady
State, hdmorrhagischer Schock und Reperfusionsphase, in denen jeweils schocktypische Pa-

rameter beobachtet werden konnten.

Die Blutdruck- und Herzfrequenzwerte zeigten typische Verdnderungen wie sie schon von
anderen Studien gezeigt wurden. Der wihrend der Schockphase auf 40+5 mmHg abgesenkte
MABD nahm in der Reperfusionsphase wieder Werte nahe dem Ausgangswert an. Auch bei
der Herzfrequenz kam es wihrend der Schockphase zu einem deutlichen Frequenzabfall der
sich ebenfalls im Verlauf der Reperfusion wieder erholte. Untersuchungen mit Herzzeitvolu-
menmessungen (HZV) zeigten zudem, dall es kurzzeitig zu einer hyperdynamen Kreislaufsi-
tuation wihrend der Reperfusionsphase kommt (Bauer et al., 1995b). Als Ursache werden

hier Abnahmen des Gefiafiwiderstandes beschrieben.

Typische Verdanderungen konnten desweiteren im Sdure-Basen-Haushalt beobachtet werden.
So zeigte der Base Excess Werte bis auf —13 mmol/l in den Schockgruppen. Die Abnahme der
Basenkonzentration kann hierbei durch die im hypoxischen Stoffwechselgeschehen entstan-
denen sauren Valenzen erkldrt werden. Diese werden durch Basen abgepuffert und fiihren
somit zu einem negativen BE. Die Kompensation dieser azidotischen Stoffwechsellage erfolgt
durch Hyperventilation der Schocktiere die sich in einem Abfall des pCO2 widerspiegelt. Ei-
ne Wiederherstellung der Ausgangssituation konnte in der Reperfusionsphase schon nach 90

Minuten gezeigt werden.
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Die Auswertung der Laborwerte lieBen die fiir Blutverluste typischen Abnahmen beziiglich
Héamoglobin und Hamatokrit wihrend des Schockes erkennen. So zeigten sich Hb-, sowie
Hkt-Verringerungen um ca. 35% gegeniiber den Ausgangswerten. Im Anschlu3 an die Reper-
fusion mit 60% des entnommenen Blutes und RL-Lésung kam es zu einem leichten Anstieg

beider Parameter.
Insgesamt kam es innerhalb der Schock- bzw. Sham-Gruppen zu keinen signifikanten Abwei-

chungen der Himodynamischen- und Laborparameter, so da3 in der vorliegenden Studie von

vergleichbaren Bedingungen ausgegangen werden kann (Marzi, Bauer, et al. 1993).
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7.2. Kontrastmittelgestiitzte MRT

In dieser Studie wurden spezifische Leberverdnderungen nach hamorrhagischen Schock unter
Zuhilfenahme der kontrastmittelgestiitzten Magnetresonanztomographie (MRI) analysiert.
Zur Differenzierung fokaler Leberldsionen wie z.B. hepatozelluldrem Karzinom (HCC), fokal
noduldrer Hyperplasie (FNH) oder Himangiomen wurde die MRI schon frither herangezogen.
(Vogl, Hammerstingl, et al. 1995; Stark, Weissleder, et al. 1988, Clement, Muhler, et al.
1992). Sie spielt vor allem in der Diagnose benigner und maligner Verdnderungen eine grof3e
klinische Bedeutung (Taupitz and Hamm, 1995). Ein grofer Vorteil gegeniiber anderen bild-
gebenden Verfahren ist dabei die gute Weichteildarstellung, der eine herausragende Bedeu-
tung zukommt. Allerdings stoft die MRT-Untersuchung im alleinigen Einsatz bei der Erken-
nung kleiner Lésionen schnell an ihre Grenzen, so daf} diese dem Nachweis entgehen konnen.
Durch Verwendung leberspezifischer Kontrastmittel kann hier eine Verbesserung der Detek-
tion kleiner Leberldsionen durch eine Steigerung des Kontrastes erzielt werden.

In der vorliegenden Studie wurden die Auswirkungen des Ischdmie/Reperfusionsschadens auf
Hepatozyten und Makrophagen untersucht. Besonderes Augenmerk galt hierbei der hepatobi-
lidren Sekretion und der Verdnderung der Makrophagenaktivitit nach hadmorrhagischem
Schock.

Aufgrund dessen kamen zwei verschiedene Kontrastmittel zum Einsatz:

Zum einen wurde das fiir das retikuloendotheliale System spezifische ENDOREM ange-
wandt. ENDOREM zéhlt zu den superparamagnetischen Substanzen und bewirkt eine Verin-
derung bevorzugt der T2-Relaxationszeit. Die PartikelgroB3e von 150nm (+ 30nm) Durchmes-
ser ermdglicht hierbei die selektive Aufnahme in Zellen des retikuloendothelialen Systems.
Dies 148t eine spezifische Visualisierung der Makrophagenaktivitéit der Leber vermuten (Saini
et al., 1987¢c). Aufgrund dieser Tatsache wurde ENDOREM fiir diese Versuchsreihe ausge-
wihlt. Die Kontrastmittelgabe erfolgte in der von mehreren Autoren verwendeten Dosierung
von 0,075 ml’kg KG (entspricht 15 pumol/kg KG) (DURUX, 1995; Vogl et al., 1995;
LANIADO, 1995).

Die Analyse der hepatobilidren Sekretion wurde mit Hilfe von Gd-EOB-DTPA als Kontrast-
mittel durchgefiihrt. Studien von SCHUHMANN et al. und BREMER et al. zeigten, dall nach
1.v. Gabe 63-80% des KM durch das Anionen-Transportersystem der Hepatozyten aufge-
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nommen und lber die Galle mittels der Glutathion-S-Transferase wieder ausgeschieden
(Schuhmann et al., 1992; Bremer et al., 1995). Der restliche Anteil wir glomerulér abfiltriert
(Muhler et al., 1992). Dies 1a8t Grund zur Vermutung, postischdmische Hepatozytenveridnde-
rungen bzgl. der Gallesekretion mittels MRI erfassen zu konnen. Gd-EOB-DTPA wurde da-
bei in einer Konzentration von 200 pmol/kg KG i.v. verabreicht. Vorklinische Dosierungen
wurden in fritheren Studien in Dosen zwischen 50-250umol/kgKG verabreicht, wobei die
mittlere letale Dosis fiir Ratten bei 10mmol/kgKG liegt (Bremer, Spiegel, et al. 1995;
Schuhmann, Schmitt, et al. 1992) . Um optimale Ergebnisse zu erzielen wurde vor Versuchs-

beginn eine Dosistestung durchgefiihrt.

7.2.1 Hepatobiliire Sekretion

Die Auswertung der drei Stunden Gruppe zeigte nach Gd-EOB-DTPA Gabe keine signifi-
kanten postischdmische Verdanderungen der Gallesekretion im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Im Gegensatz dazu wurde in der 24 Stunden Gruppe postischdmisch eine signifikant vermin-
derte Zunahme der Signalintensitit gegeniiber der Shamgruppe festgestellt. Dies 146t Grund
zu der Annahme, daf3 eine Beeinflussung der hepatozytiren Funktion erst nach einer Latenz-
zeit entsteht. Gestarkt wird diese Annahme dadurch, da3 auch die quantitative Messung der
Galleausscheidung tiber den D. Choledochus erst in der 24 Stunden Gruppe eine Verminde-
rung (p=0,09) der Sekretion in der Schockgruppe zeigte. Hierbei kann eine spéte Schiadigung
hepatozytérer Zellstrukturen mit Nekrosen und damit eine Funktionsverminderung als Erkla-

rung in Erwégung gezogen werden.

Eine von BREMER et al. durchgefiihrte kernspintomographische Studie mit Gd-EOB-DTPA,
45- miniitigem cross-clamped Schock (Okklusion der A. hepatica, V. portae und D. hepaticus)
und 90- mintitiger Reperfusionsphase zeigte postischdmisch eine signifikante Reduktion der

Signalintensitit. Es wurde hierbei angenommen, da3 es durch eine Verringerung der intra-
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zellularen ATP Konzentration wihrend der Ischdmiephase zu einer frithzeitigen Funktionsbe-
eintrdchtigung der ATP-abhingigen Glutathion-S-Transferase kommt. Da diese fiir die Se-
kretion von u.a. Gd-EOB-DTPA wahrscheinlich zusténdig ist, hitte der ATP Mangel eine
Verminderung der hepatobilidren Sekretion zur Folge (Bremer ef al., 1995).

Zudem kann es im Rahmen eines hamorrhagischen Schocks durch Zellodeme, hepatozellulére
Nekrose und durch die Infiltration neutrophiler Granulozyten zu einer starken Beeintrachti-
gung der Lebermikrozirkulation kommen und dies zu einer insgesamt verminderten Gd-EOB-
DTPA-Aufnahme fithren. Auch hier wire eine verminderte Darstellbarkeit des Kontrastmit-

tels in den Gallengidngen die Folge.

Diese frithen Auswirkungen auf die Gd-EOB-DTPA Aufnahme bzw. Ausscheidung durch die
Hepatozyten sind in der vorliegenden Studie drei Stunden nach Reperfusionsbeginn noch
nicht festzustellen, allerdings zeigte sich eine signifikante Abnahme der Gd-EOB-DTPA Se-
kretion nach 24-stiindiger Reperfusionsphase in der Schockgruppe gegeniiber der Kontroll-
gruppe.

Desweiteren konnte insgesamt eine signifikant verminderte Gd-EOB-DTPA Ausscheidung in
der 3 Stunden Gruppe gegeniiber der 24 Stunden Gruppe gezeigt werden.

Eine mogliche Erklarung der unterschiedlichen Ergebnisse gegeniiber BREMER et al. besteht
darin, daB3 eine warme Ischdmie mittels Cross-Clamp-Technik zu einer stirker Ausprigung
der Hypoxie als bei dem hier durchgefiihrten Schockmodell fiihrt. Dadurch konnte die Aus-

wirkungen auf die Glutathion-S-Transferase wesentlich ausgeprégter sein.

Wie schon in fritheren Studien dargelegt wurde, fiihrt eine Freisetzung multipler proinflam-
matorischer Mediatoren (Sauerstoffradikale, Zytokine, Arachidonséurederivate) aus Makro-
phagen zu einer Funktionsverdnderung der Hepatozyten. Dies kann ebenfalls die Ursache

einer spateren Verminderung der Gallesekretion sein.

Insgesamt 148t sich eine Ubereinstimmung in den Untersuchungsergebnissen der hepatobilii-
ren Sekretion zwischen indirekter Kernspintomographie und direkter, quantitativer Gallemes-
sung iiber den D. Choledochus feststellen. Die kontrastmittelunterstiitzte MRI scheint hierbei

iberlegen zu sein.
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Vorteile bietet die kernspintomographische Untersuchung der Hepatozytenfunktion gegen-

tiber der invasiven Methode der quantitativen Gallemessung durch:

e Geringere Invasivitét

e Reproduzierbarkeit

e Verlaufskontrollen durchfiihrbar

e Geringere Fehlerbehaftung (z.B.: Katheterperforation durch den D. Choledochus)

e Optimierung der Kontrastmittel und der Tomographen und damit einer noch exakteren

Darstellung der Gallengéinge.
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7.2.2 Makrophagenaktivitit nach Ischimie/Reperfusion

Die kernspintomographische Untersuchung der Makrophagenaktivitit mittels ENDOREM
zeigte weder drei, noch 24 Stunden nach Reperfusionsbeginn signifikante Unterschiede be-
zliglich einer Veridnderung der Signalintensitit bzw. der T2-Relaxationszeit.

Im Gegensatz dazu steht die Auswertung der i.v. verabreichten Latexpartikel. Hier ist drei
Stunden nach Reperfusionsbeginn periportal und perizentral eine signifikant erhohte Auf-
nahme von Latex-Beads in Makrophagen zu erkennen, wéihrend in der 24 Stunden Gruppe die
Auswertung keine signifikanten Unterschiede zwischen Sham- und Schockgruppe vorliegen.
Wie schon von anderen Studien beschrieben (Hower et al., 1990), scheint dies auf eine frithe
Aktivierung der Makrophagen nach einer ischdmischen Periode hinzuweisen, die kernspinto-
mographisch jedoch nicht dargestellt werden konnte.

Hingegen zeigten Studien von BREMER et al. mit 45 miniitigem Cross-Clamped Shock
(Pringle Mandver) eine signifikant geringere Reduktion der Signalintensitdt nach 90 mintiti-
ger Reperfusionsphase in der Schockgruppe nach Gabe von ENDOREM. Als Erkldrung wur-
de hier zum einen, eine durch Mikrozirkulationsstérung verminderte Aufnahmeféhigkeit der
Kupffer Zellen angefiihrt. Diese postischdmischen Verdnderungen der Mikrozirkulation
konnten auch in der vorliegenden Studie durch eine signifikante Reduktion der Sinusoidwei-
ten, sowie eine signifikante Abnahme des volumetrischen Blutflusses mittels Intravitalmikro-
skopie festgestellt werden.

Weiterhin wird die verstirkte postischdmische Freisetzung von toxischen Mediatoren und
Sauerstoffradikalen als Hindernis der FeO-Aufnahme {tiber die Zellmembran angesehen

(Bremer, Spiegel, et al. 1995).

Die intravitalmikroskopische Auswertung der Makrophagenaktivitit zeigte 3 Stunden po-
stischdmisch im Vergleich zur Shamgruppe eine signifikant vermehrte Aufnahme von Latex-
partikeln. Desweiteren konnte ein typisches Verteilungsmuster mit einem Maximum der La-
texpartikel im Periportalbereich gezeigt werden. Hier kommt es zu einer signifikant hoheren
Phagozytose gegeniiber dem Perizentralbereich. Dies beweist jedoch nicht unbedingt eine
hohere Aktivitét in dieser Region. Wie von POST et al. dargestellt kommt es periportal durch

einen sogenannten first-pass Effekt zu einer raschen Phagozytose. Die fiihrt zu einem steil
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abfallenden Gradienten von frei flieBenden Latex Beads entlang der Sinusoide und somit zu

einer Verringerung der aufnehmbaren Teilchen midzonal und perizentral (Post ef al., 1992b).

Insgesamt konnten Verdnderungen der Makrophagenaktivierung sowie sublobuldren Vertei-

lungsmuster mit diesem Modell der Kernspintomographie nicht dargestellt werden.

Optimierungen konnte man hierbei durch die Entwicklung neuer Eisenoxidpartikel erhalten.
Dadurch konnten eine bessere dosisabhiangige SI-Beeinflussung erzielt und in den Darstellun-
gen reproduziert werden. Weiterhin bieten Optimierungen der Untersuchungssequenzen eine

Reduzierung von Bewegungsartefakte und somit eine bessere Darstellungen.

Eine nachteilige Beeintrachtigung der kernspintomographischen Untersuchung lag zudem in
der Untersuchungsdauer. Obschon die Tiere zum Schutz zum Wérmeschutz mit Baumwolltii-
chern bedeckt wurden, liel} sich eine Auskiihlung im Verlauf der Untersuchung nicht vermei-
den. Auch dies konnte zu Ergebnisverfilschungen gegeniiber anderen Untersuchungsmetho-

den fiithren.

Spezielle kernspintomographische Untersuchungen zur Detektion postischdmischer Mikrozir-
kulationstérungen, wurden in dieser Studie nicht durchgefiihrt. Jedoch zeigte sich, da3 nach
Gabe von Endorem alle Bereiche der Leber eine homogene Kontrastmittelanreicherungen
aufwiesen. Kontrastmittelaussparungen die auf makroskopisch erkennbare Zirkulationsveran-
derungen hindeuten hédtten konnen, stellten sich nicht dar. Um Untersuchungen dieser Art
durchzufiihren, miifiten zudem andere Untersuchungssequenzen sowie ggf. weitere Kontrast-
mittel zum Einsatz kommen. Problematisch ist hierbei jedoch die Darstellung von Mikrozir-
kulationsstdrungen wie sie mit der Intravitalmikroskopie beobachtet werden konnen. In der
vorliegenden Studie konnten dabei mit Hilfe der IVM postischdmisch eine signifikante Ab-
nahmen des volumetrischen Blutflusses, sowie eine signifikante Verminderung der Sinusoid-
breite gegeniiber den Kontrolltieren festgestellt werden. Durch das eingeschrinkte Auflo-
sungsvermogen der Kernspintomographie die bei dem verwendeten Tomographen bei theore-

tisch 0,1 mm lag, sind solche Untersuchungen auf sublobuldrer Ebene zur Zeit noch nicht
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durchfiihrbar. Zudem wird das theoretische Auflosungsvermogen durch Bewegungsartefakte

(Atmung, BlutfluBpulsationen) weiter verringert.

In der vorliegenden Studie wurdenkeine speziellen kernspintomographischen Untersuchungen
zur Darstellung von Leberzellnekrosen durchgefiihrt. Da es durch Verdnderungen der Leber-
mikrozirkulation nach hdmorrhagischem Schock wie Perfusionsstorungen, Leukozytenadhéa-
sion und Makrophagenaktivierung zu substanziellen hepatischen Schaden kommt, die je nach
AusmaB das Uberleben limitieren, wire ein solcher Ansatz sicher interessant. Als schockbe-
dingte Leberzellschidigung ist dabei die perizentrale Hepatozytennekrose bekannt, die sich

histologisch nach protrahiertem Schock darstellen 148t (Dinges, 1993).
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7.3 Intravitalmikroskopische Untersuchung

Die Intravitalmikroskopie ist eine seit vielen Jahren etablierte Methode um Leberverédnderun-
gen darzustellen. Besonders gepragt wurde sie durch die Arbeiten von McCUSKEY der die-
ses Untersuchungsmodell schon 1979 beschrieb. Untersuchungen der Lebermikrozirkulation,
Makrophagen- und Hepatozytenaktivitit und weiterer Parameter wurden zudem in modifi-
zierten Studien von CLEMENS et al., MARZI et al. und MENGER et al. in Anlehnung an in-
vitro Studien systematisch durchgefiihrt. Sie lieferten wichtige Ergebnisse fiir die Auswirkun-
gen verschiedener Transplantations- und Schockmodellen in Bezug auf die Leber. Hierbei
konnte besonders die Bedeutung verschiedener Mediatoren wie Interleukine (Bauer ef al.,
1994b), Sauerstoffradikale (Menger et al., 1991a) oder TNF-a (Marzi et al., 1995) am
Schockgeschehen gezeigt werden. Zudem ermdglicht die Intravitalmikroskopie die Untersu-
chung der hepatischen Mikroarchitektur (Marzi et al., 1990a) und des Zusammenspiels der

verschiedenen Zellpopulationen untereinander (Post et al., 1992a).

7.3.1 Mikrozirkulationsverinderungen

7.3.1.1 Leukozyten Endothel Interaktion

Zur Verdeutlichung der postischdmischen Mikrozirkulationsverdnderung wurden in der vor-
liegenden Studie zusétzlich intravitalmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt. Hierbei
wurde besonderes Augenmerk auf Leukozyten-Endothel-Interaktionen und Leberperfusions-
verdnderungen gelegt.

NOLTE et al. zeigten, dal Wechselwirkungen zwischen Leukozyten und Endothelzellen auch
im intakten Organismus vorzufinden sind (Nolte et al., 1992). Im Rahmen eines Ischa-
mie/Reperfusion-Schadens kommt es jedoch im Korper zu einer Verstirkung dieser Interak-

tionen. Intravitalmikroskopische Studien zu diese Thematik wurden insbesondere von
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SCHMID-SCHONBEIN, MARZI et al. und MENGER et al. durchgefiihrt (Menger et al.,
1991b; Schmid-Schonbein ef al., 1991). Sie zeigen, dall es im Zuge einer inflammatorischen
Reaktion zu einer vermehrten Freisetzung verschiedener Mediatoren (IL, TNF a, Leukotrie-
ne) kommt. Dies fiihrt zu einer Aktivierung von Leukozyten- und Endothelzellen mit an-
schlieBender Expression von Adhésionsmolekiilen (Carlos and Harlan, 1994). Es folgt ein
primér ,lockerer Kontakt zwischen Endothel und Leukozyten der spiter in einen festen
Kontakt {ibergeht. Am Ende steht die Migration der Leukozyten ins Gewebe (von Andrian et
al., 1991).

Intravitalmikroskopisch konnen bei der Haftung der Leukozyten am Endothel kénnen grund-
sdtzlich frei flieBende, ,,rollende®, tempordr Adhdrente (<20 sec. Haftung) und dauerhaft ad-
hirenten Leukozyten (>20 sec. Haftung ) voneinander unterscheiden werden (Marzi et al.,
1990b).

In der vorliegenden Studie konnten die schon von anderen Untersuchungsgruppen beschrie-
benen Verdnderungen nach hamorrhagischem Schock festgestellt werden (Marzi et al., 1993).
So kam es im Verlauf der postischdmischen Phase zu einer progredienten Steigerung der
Wechselwirkung zwischen Leukozyten und Endothel. Dabei zeigte die Auswertung der tem-
pordr adhirenten Leukozyten (TAL) drei Stunden postischdmisch eine signifikante Leuko-
zytenanhdufung im midzonalen Bereich, wohingegen nach 24 Stunden eine signifikante Er-
hohung der TAL in allen drei Subregionen erkennbar ist. Zudem konnte gezeigt werden, dal3
in der 24 Stunden Gruppe signifikant mehr TAL nach Schockinduktion vorhanden sind als 3
Stunden nach Schock. Dies 146t Grund zur Annahme, da3 es mit zunehmender Reperfusions-
dauer zu einer verstarkten Expression von Adhdsionsmolekiilen kommt.

Desweiteren kommt es im Rahmen des hdmorrhagischen Schocks durch eingeschwemmte
Stoffe (Bakterien, LPS u.a.) zu einer friihen Aktivierung der Makrophagen die auch in dieser
Studie gezeigt werden konnte. Dies fiihrt zu einer Freisetzung weiterer proinflammatorischer
Mediatoren (v.a. TNF o und IL-1) und einer zeitlich verzdgerten Steigerung der Leuko-
zytenadhédrenz am Endothel. Untersuchungen zur temporiren Adhérenz bzw. zum ,,rolling*
entlang des Endothels zeigen einen besonderen Einflul der Selektine auf diese Phase der
Leukozytenadhédrenz (Carlos and Harlan, 1994). Da P-Selektine noch nicht in Lebersinusoi-
den nachgewiesen werden konnten und die Expression von E-Selektinen ein Maximum nach

6-12 Stunden erreicht, kann so die erst nach 24 Stunden erhohte TAL erkldrt werden. Das
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besonders in postsinusoidalen Venolen beobachtete ,,slow rolling* der Leukozyten konnte in
den Sinusoiden nicht festgestellt werden (Ley et al., 1995).

Die Untersuchung der dauerhaft adhdrenten Leukozyten (DAL) zeigte drei Stunden sowie 24
Stunden postischdmisch einen signifikanten Anstieg gegeniiber den Kontrolltieren, wobei
jedoch keine Unterschiede innerhalb der Schockgruppen selbst beobachtet werden konnten.
DAL stellen die irreversible Form der Leukozytenadhédrenz dar und werden besonders durch
ICAM-1 (an Endothelzellen) und CD11b/CD18 (an Leukozyten) vermittelt. (Menger and
Vollmar, 1996; Steinhoff et al., 1993b). Sie sind der Ausgangspunkt fiir die transendotheliale
Migration der Leukozyten ins Gewebe (Jutila, 1992; Carlos and Harlan, 1994).

Im engen Zusammenhang hierzu stehen die Verdnderungen der mittleren Adhérenzzeit. Diese
zeigt nur in der 24 Stunden Gruppe eine signifikante Erhohung. Betrachtet man sich die
sublobulédre Verteilung, so fillt auf, daB nur im periportalen und midzonalen Bereich Veran-

derungen vorhanden sind.

7.3.1.2 Leberperfusion

Neben der Interaktion zwischen Leukozyten und Endothelzellen fanden sich Verdnderungen
der Sinusoidbreiten und des Leukozytenflusses in den Lebersinusoiden. Die mikrohdmody-
namischen Untersuchungen der 24 Stunden Gruppe zeigten dabei eine signifikante Reduktion
der Sinusoidbreite nach Schock um 30% gegeniiber der Sham Gruppe. Ursédchlich hierfiir
kann zum einen die Ausschiittung vasoaktiver Substanzen mit reaktiver Sinusoidkontraktion
sein (Wake et al., 1993). Als Mediatoren fungieren hierbei z. B. Endothelin-1, cholinerge,
adrenerge oder aminerge Substanzen (McCuskey and Reilly, 1993). Besonders Endothelin-1
fiihrt dabei zu einer Kontraktion von intermedidren Filamente der ITO Zellen. Diese umspan-
nen die Endothelzellen und fithren somit zu einer Sinusoidverengung (Zhang et al., 1994).
Zum anderen wird eine Schwellung von Parenchymzellen oder Endothelzellen fiir die Veren-
gung der Sinusoide verantwortlich gemacht (Leaf, 1973). Die Ursache ist hierbei ein in der
hypoxischen Phase entstehender intrazelluldrer Mangel an ATP, durch den es zu einer Ein-

schrinkung der Na'/K"-Pumpe kommt. Dies fiihrt zu einem verstirkten Eintritt von Wasser in
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die Zellen was letztendlich mit einem Anschwellen verbunden ist (Corso et al., 1998). Zu den
physiologischen Gegenspieler dieser Reaktionen zdhlt u. a. Stickstoffmonooxid (NO, ,,En-
dothelial derived relaxing factor”, EDRF) {iber das es zu einer Vasodilatation bzw. zu einer
Verminderung der Kontraktion und somit auch der Einengung der Sinusoidlumen kommt
(Bauer et al., 1995¢).

Die signifikant verminderte Leukozytengeschwindigkeit 148t sich zum einen durch eine po-
stischdmisch verstdrkte Interaktion mit Endothelzellen wie sie oben gezeigt wurde, erkldren
(Jutila, 1992). Ebenso spielt die ZellgroBe (J: 13um) sowie die schlechte Verformbarkeit der
Leukozyten eine wichtige rheologische Rolle bei der Minimierung der Geschwindigkeit
(Vollmar et al., 1993).

Da beide Parameter, Sinusoidbreite und Leukozytengeschwindigkeit in die Berechnung des
volumetrischen Blutflusses eingehen kommt es somit auch hier zu einer signifikanten Verrin-
gerung nach induziertem Schock. Die erhaltenen Ergebnisse kamen zu einer Ubereinstim-
mung mit Studien von KOO et al. und VOLLMAR et al (Koo and Liang, 1977; Vollmar et
al., 1996b).

Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie kann somit ein direkter Zusammenhang zwischen héa-

morrhagischem Schock und Mikrozirkulationsverdnderungen bestitigt werden.
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7.4 Schluf3folgerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, daf3 eine Beurteilung der funktionellen Leber-
verdnderungen nach hdmorrhagischem Schock mit Hilfe der Kernspintomographie moglich
ist. Die erhaltenen Daten sind dabei mit den durch invasive MeBverfahren wie z.B. der Intra-
vitalmikroskopie oder der quantitativen Gallesekretionmessung iiber den D. Choledochus
erhaltenen Ergebnissen vergleichbar. Durch den Einsatz spezieller Kontrastmittel zur Signal-
verstarkung und spezifischen Funktionsanalysen konnen die Untersuchungen zusitzlich er-
weitert und prézisiert werden.

Ein Vorteil gegeniiber den invasiven Untersuchungsmethoden besteht vor allem in der Mog-
lichkeit mehrtdgige Verlaufskontrollen durchfiihren zu kénnen. Ein Nachteil liegt in der be-
grenzten raumlichen Auflosung der MRT. So konnen im Gegensatz zur Intravitalmikroskopie
keine sublobuldren Verdnderungen dargestellt werden.

Durch weitere Verbesserung der verwendeten Spulen und Untersuchungssequenzen konnte
jedoch eine bessere morphologische Differenzierung moglich werden. Ebenso besteht die

Moglichkeit, kontrastmittelgestiitzte BlutfluBuntersuchungen an der Leber durchzufiihren.
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