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3. Materialien und Methoden

a) isolierte Organperfusion

3.1 Versuchsorgane:

Die fur die Versuche bendtigten Rinderextremitaten stammten von dem Schlachthof Kasel-
Golzig in Brandenburg. Sie wurden, mit Genehmigung des verantwortlichen Tierarztes, aus
dem regularen Schlachtprozess gewonnen, d.h. die Tiere wurden vor der Schlachtung einer
Schlachttieruntersuchung, geregelt in der Fleischhygieneverordnung Anlage 1, Kapitel I, Ab-
satz 2, unterzogen, um Stérungen des Allgemeinbefindens und auf Mensch und Tier Uber-
tragbare Krankheiten auszuschlief3en. Abbildung 3.1 beinhaltet die dartiber hinaus gehenden
Anforderungen:

Abbildung 3.1: Anforderungen an die Schlachttiere

'Nutzungsart des Tieres  Milchrind |

Alter > 24 Monate |

‘Geschlecht ' weiblich |

Klauen frei von pathologischen Verande-
rungen

Zusatzlich wurde festgelegt, dass nur Vordergliedmalien verwendet werden. In erster Linie
deshalb, weil die haufigsten pathologischen Veranderungen, die eben nicht immer makro-
skopisch und auferlich sichtbar sind, eher an der Hintergliedmalie auftreten, aber auch, weil
die VordergliedmaRen im Schlachtablauf wesentlich friiher abgetrennt werden (etwa 3 Minu-
ten nach der Tétung, Hintergliedmalen nach etwa 10 Minuten), so dass der Zeitraum der
warmen Ischamie moglichst kurz gewahlt wurde. Aus morphologischer und biologischer
Sicht bestehen keine fir die Untersuchung relevanten Unterschiede zwischen den Klauen
der Vorder — und HintergliedmalRen, die fir das Modell und die damit geplanten Untersu-
chungen relevant sein kénnten.

Diese Gliedmalien waren sonst als ,nicht tauglich“ nach FIHV Anlage 1, Kapitel IV, Absatz
11 verworfen worden. Der Tierkérper wurde der normalen Zerlegung zugefuhrt.

3.2 Messgerite zur Perfusion

Hemoximeter OSM

Mit diesem Gerat der Firma Radiometer Copenhagen wurden in 0,5 stiindlichen Abstanden
Hamoglobinwert, Hamatokrit und die Sauerstoffsattigung des arteriellen und vendsen Perfu-
sats gemessen.

Blutgasanalysegerat (BGA) ABL 555

Mit Hilfe dieses Gerates (Radiometer Copenhagen) wurden in 0,5 stlindlichen Abstanden so-
wohl die Blutgase, als auch die Elektrolyte und der pH-Wert im Perfusat und Dialysat gemes-
sen.

3.3. Versuchsaufbau

Bei dem verwendeten Aufbau handelte es sich um eine Perfusionsapparatur der Firma Vitro-
tec Entwicklungs GmbH, Berlin, die urspriinglich fir die Perfusion von isolierten Schweine-
gliedmalfien entwickelt wurde und fur die Perfusion der isolierten Rindergliedmalle entspre-
chend modifiziert wurde. Der verwendete Aufbau bestand aus drei Kreislaufen, einem Perfu-
sat-, einem Dialysat- und einem Warmekreislauf (siehe Abbildung 3.3).

Warmekreislauf:

Uber den Heizstab (aus Metall) im Dialysatreservoir (aus Plexiglas), der von warmem Was-
ser Uber einen Zu- und einen Ablauf durchstrémt wurde, fand die Erwarmung des Dialysates
auf den gewunschten Temperaturbereich (39°C) statt.
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Dialysatkreislauf:

Dem Kreislauf konnten Uber das Dialysat neben Sauerstoff und Glucose auch Calcium und -
je nach Fragestellung - verschiedene wasserlosliche Substanzen zugeflihrt werden. Das Dia-
lysat stand mit dem Dialysemodul F7 low flux (Fresenius medical care, Bad Homburg,
Hemoflow F-Series low flux Polysulfon capillary), ebenfalls Uber einen zu- und einen abflie-
Renden Schlauch, in Verbindung. Dort fand Uber die Membran (Oberflache 1,6 m?, Porengro-
Re 5000 Dalton) ein Gas- (Sauerstoff, Kohlendioxid) bzw. Stoffaustausch (Elektrolyte, Gluco-
se, Pyruvat und Laktat) statt. Zu diesem Zweck stromte auf der einen Seite der Membran
das vendse Perfusat, auf der anderen Seite das Dialysat. Dieser Gas- bzw. Stoffaustausch
entlang des Konzentrationsgefélles erfolgte bis zum Konzentrationsausgleich (Hamodialyse),
wobei die Filtration des Perfusates druckabhangig (transmembran pressure: TMP, u.a. vom
Perfusionsfluss abhangig) war, das heif3t, je héher der Druck, desto héher der Molekuldurch-
tritt.

Perfusatkreislauf:

In der Extremitatenhalterung aus Plexiglas wurde das aus der Extremitat frei abflielende ve-
nose bzw. kapillare Perfusat aufgefangen und Uber einen Schlauch in das Perfusatreservoir
geleitet. Von dort aus befdrderte die Rollenpumpe 1 das Perfusat Gber einen Filter in das
Dialysemodul. Dort wurde es durch Stoffaustausch und Erwarmung aufbereitet. Mit Hilfe der
Rollenpumpe 2 gelangte das ,arterialisierte Perfusat® Uber die Luftfalle in die Arteria metacar-
pea dorsales lll und Arteria digitales palmares communes Ill des isolierten Beines.

Zur online- Uberpriifung (also real time Uberwachung auf einem Monitor) bestimmter Para-
meter wurden verschiedene Messfuhler in das System eingebracht. Auf diesem Wege konn-
ten neben Perfusionsdruck und — fluss auch Perfusat- und Dialysattemperatur gemessen
werden. AulRerdem fand wahrend des gesamten Versuchsverlaufes ein Monitoring von pH-
Wert und Perfusatgewicht statt. Zur Optimierung der Hdmoglobinkonzentration konnten die
Rollenpumpen auf unterschiedliche Flussgeschwindigkeiten eingestellt werden. Durch eine
erhdhte Geschwindigkeit der Rollenpumpe 1 im Verhaltnis zur Rollenpumpe 2 kam es zu ei-
nem Druckanstieg im Dialysemodul. Dadurch wurde Flissigkeit aus dem Perfusat abge-
presst, was wiederum zur Eindickung des Perfusates flhrte. Die daraus resultierende Erhé-
hung der Hamoglobinkonzentration konnte anhand einer Gewichtsreduzierung des Perfusa-
treservoirs kontrolliert werden.
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Abbildung 3.2: Versuchsaufbau — isoliert perfundierte distale Rinderextremitat

Abbildung 3.3: Versuchsaufbau schematisch
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3.4 Versuchsablauf

3.4.1 Ablauf auf dem Schlachthof

Die Tiere wurden nach den gesetzlichen Richtlinien geschlachtet, das heil}t, per Bolzen-
schuss betaubt und durch Blutentzug getotet. Es wurden etwa 500 ml Blut in einer Plastikfla-
sche aufgefangen und mit 50 ml Citratpuffer (66 mmol/ | Tri - Natrium Zitrat und 44 mmol/ |
Zitronensaure) vermischt. Natriumcitrat verhindert die Blutgerinnung; es inaktiviert Calcium
durch Komplexbildung, wodurch eine Aktivierung der Gerinnungskaskade unterbleibt. Das
Blut wurde bei Raumtemperatur in das Labor transportiert.

Nach dem Entbluten wurden die GliedmalRe am Karpalgelenk vom Tierkorper abgetrennt.
Die Hauptarterie, A. digitalis palmaris communis lll, wurde zuerst mittels einer 30 cm langen
und stumpf angeschnittenen Heidelberger Verlangerung (MPL Medical — Produkte, Lichten-
berg GmbH, Durchmesser 0,3 cm) als Katheter kantliert und gespdult. Darauf erfolgte die
gleiche Prozedur mit dem kleineren dorsalen Gefal}, der A. metacarpea dorsalis Il mit einer
Spritzenpumpenleitung (Clinico, Bad Hersfeld, Durchmesser 0,2 cm), einer Ernahrungsson-
de (Braun Melsungen AG, Durchmesser 0,15 cm) oder einem Venenkatheter (Braun Melsun-
gen AG, Durchmesser 0,08 cm) je nach Kaliber. Die Spllldsung setzte sich aus folgenden
Bestandteilen zusammen:

- 11 Thomaejonin - Losung Na 140 K4 (Delta Select GmbH, Dreieich)

- 40 ml 5 % Glukose (Serva, Heidelberg)

- 2 ml Heparin ( = 10.000 I.E.) Liquemin N25000 (Ratiopharm GmbH, Deutschland)
Diese Bestandteile wurden gemischt, im Anschluss 8 Minuten mit 20 I/ h medizinischem Sau-
erstoff begast und darauf bis zur Nutzung auf 4°C gekuihlt. Im Schlachthof wurde 1 ml Insu-
lin-Lésung (= 0,8 I.E.) zugesetzt. Die Insulin-Lésung bestand aus physiologischer Kochsalz-
I6sung und Insuman — Insulin (Aventis Pharma, Frankfurt a.M.). Die Spulung erfolgte zur
Vermeidung von Koagulationen im Gefal3system. Es wurde solange gespiilt, bis statt Blut
klare Flussigkeit austrat (ca. 500 ml). Fur den Transport ins Labor wurde die Gliedmalde in
ein OP-Tuch eingeschlagen und mittels Kihlakkus kalt gelagert. Die Zeit vom Entbluten bis
zur Spulung betrug ca. 10 — 15 Minuten.

3.4.2 Vorbereitung im Labor

Die Dialysatlésung wurde zu jedem Versuch frisch angesetzt. Es wurden 3,7 | bendtigt. Das
Gemisch setzte sich wie folgt zusammen:

Saurer Bestandteil: Bedarf 106 ml

NaCl = 210,7 g (Merck, Darmstadt)

KCI = 5,22 g (Calbiochem., Darmstadt)

MgCl.x 6 H,O = 3,56 g (Merck, Darmstadt)

CaCl; x 2 H,O = 9,0 g (Merck, Darmstadt)

CH3;COOH =6,31 g (Merck, Darmstadt)

Auf 1000 ml mit Millipore oder destilliertem Wasser aufgefullt

Basischer Bestandteil:

10,836 g NaHCOs

Die einzelnen Bestandteile werden jeweils mit der Analysenwaage abgewogen. 106 ml des
sauren Bestandteils, 10,836 g NaHCO; und 30 ml Calcium (Braun Melsungen AG, Melsun-
gen) werden zu 3552 g Millipore oder destilliertem Wasser gegeben.

Abbildung 3.4: lonenkonzentrationen des Dialysates
Na* K* Ca* HCOs PH
mmol/ | mmol/ | mmol/ | mmol/ |

105-140 1,5-25 2-35 25-35 7,0-7,3
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Die bendtigte Blutmenge war von der Ausgangshamoglobinkonzentration abhangig, da das
Vollblut zur Verbesserung der FlieBeigenschaften auf eine Hdmoglobinkonzentration von 7,5
bis 8 mg/ dl verdiinnt wurde. Zur Berechnung der Blutmenge wurde folgende Formel verwen-
det:

8 (gewlnschte Hamoglobinkonzentration) in g/ dl
x 700 (gewlnschte Flissigkeitsmenge)/ Ausgangshamoglobinkonzen-
tration in g/ di

Eine zweite Gruppe wurde mit gewaschenem Blut perfundiert. Dazu wurde ein Gemisch aus
630 ml Dialysat, 10 % heterologen Erythrozyten und 4 % Rinderserumalbumin (Serva, Hei-
delberg) verwendet. Der Waschvorgang bestand aus 4 x Zentrifugieren, wonach jeweils der
Uberstand verworfen wurde. Zu den Erythrozyten wurde PBS-Puffer zugegeben und erneut
zentrifugiert.

Nachdem das Vollblut/ gewaschene Blut in ausreichender Menge in das Reservoir gefullt
wurde, wurde der pH Wert kontrolliert und erforderlichenfalls nachgeregelt (Kohlendioxidkon-
zentration wird erhdht bei pH > 7,45 bzw. gesenkt bei einem pH < 7,35). AulRerdem wurde
die Begasung so eingestellt, dass die Sauerstoffsattigung im arteriellen Perfusat 99 - 100 %
betrug, um somit eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff sicherzustellen (KLOVEN-
KORN, 1990).

3.4.3 Perfusionsversuch

Phase | (Adaptation und Aquilibrierung)

Die Extremitat wurde langsam Uber den Zeitraum von einer Stunde an das System adaptiert.
Der Perfusionsfluss wurde innerhalb der ersten 10 Minuten nur so hoch eingestellt, dass ein
Druck von 60 mmHg nicht Gberschritten wurde. Erst innerhalb einer Adaptationsphase von
einer Stunde sollte der Endfluss erreicht werden. Dadurch kann eine Odematisierung des
Gewebes in der noch kalten Gliedmafe vermieden werden (MULLER, 1989). Bei den ersten
sechs Perfusionen wurde der Fluss so lange erhoéht, bis sich ein Druck von 100 mmHg ein-
gestellt hatte. Da die Gliedmalien zum Teil jedoch sehr unterschiedliche GefalRkaliber auf-
wiesen, variierten die Flussraten extrem. Die histologische Untersuchung zeigte, dass Fluss-
raten Uber 200 ml/ min zu starken GefaRdilatationen und GefalRwandschaden fihrten. Da-
nach wurden sechs Perfusionen bei einem Endfluss von 200 ml/ min durchgefiihrt und zum
Vergleich vier Perfusionen mit einem Fluss von 190 ml/ min, wobei der resultierende Druck
notiert wurde. Nach Auswertung der Kontrollparameter ergab sich, dass der Druck 150
mmHg nicht Uberschreiten darf. Messungen von ROBINSON (1974) und SCOTT (1978) er-
gaben flir das Pferd ebenfalls diesen Richtwert. Auch histologische Untersuchungen zweier
Perfusionen, die 150 mmHg Uberschritten, zeigten artifizielle Veranderungen, so dass dieser
Wert als Hochstwert festgelegt wurde.

Die Gliedmalien, die mit Vollblut perfundiert wurden (4), wurden 2 x bei 120 ml/ min und 2 x
bei 100 ml/ min perfundiert, da sich sonst kein Druck unter 150 mmHg einstellen liel3.

Phase |l (Versuch)

Zu Perfusionsbeginn (Stunde 0) und dann in 0,5 stliindlichen Abstanden wurden Perfusat-
(vends) und Dialysatproben entnommen. Je nach Abweichung von dem gewilinschten Be-
reich wurde die Hdmoglobinkonzentration mit Hilfe der Rollpumpen nachgeregelt. Durch die
Kohlendioxidkonzentration konnte der pH Wert reguliert werden.

Zur Bestimmung der Laktat-, Pyruvat- und Glucosekonzentration wurden in stiindlichen Ab-
standen, ab Perfusion 22 nach 0, 5 h und 2 h sowie 3, 5 h und 5 h, Proben (2 ml Perfusat in
ein Na - Fluoridréhrchen) aus dem vendsen Kreislauf entnommen.

Nach einer Stunde wurde in der Experimentalphase (ab Perfusion 21) die Versuchssubstanz
zugegeben bzw. der zu testende Parameter verandert.

Glukosesubstitution:

In den ersten Perfusionen wurde die Glukoseapplikation vom Modell der Schweinegliedmalie
Ubernommen. Es wurden jede Stunde 20 ml 5 %ige Glukoselésung (1 g Glukose) hinzuge-
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fugt und nach 0,5 Stunden und nach 4 Stunden 0,8 I.E. Insulin. Die Analysen der Perfusat-
proben zeigten eine starke Hyperglykdmie. Aufgrund der geringen Muskelmasse hat die Rin-
dergliedmalie offensichtlich keinen grofien Nahrstoffbedarf. Der Bedarf nach dem Transport
vom Schlachthof in das Labor war sehr hoch. Es wurden vier Perfusionen mit einer einmali-
gen Gabe von 40 ml 5 %iger Glukoseldsung (2 g Glukose) zur Stunde 0 durchgeflhrt. Nach
Verlangerung der Perfusionszeit auf 5 Stunden wurden in Perfusion 10 zusatzlich 20 ml 5
%ige Glukoselésung (1 g Glukose) nach 2,5 Stunden verabreicht.

Die optimale Substitution erfolgte zur Stunde 0 mit 40 ml Glukose 5 %ig (2 g) ebenso nach 2
h, 3 h,3,5hund4h5ml (0,25 g). Insulin wurde nach 0,5 Stunden und nach 3,5 Stunden
zugegeben. Diese Substitution erfolgte in allen weiteren Perfusionen, aul3er den Vollblutper-
fusionen P13, 14, 15, 16, diese erhielten lediglich 36 ml 5 %ige Glukoseldésung zur Stunde O.

3.5 Perfusion unter nicht physiologischen Bedingungen

3.5.1 Perfusion unter Sauerstoffdefizit

Fir die Perfusion 21 wurde die Sauerstoffversorgung um die Halfte reduziert, d.h. es wurde
mit 175 ml/ min begast. Da die Sauerstoffsattigung weiterhin 100 % betrug, wurde diese Ver-
suchsanordnung nicht wiederholt.

Wahrend der Perfusionen 22 und 23 wurde die Sauerstoffoegasung abgeschaltet. Die Sau-
erstoffsattigung war nach 5 Stunden immer noch 67,5 (Perfusion 22) und 67,9 % (Perfusion
23).

Wahrend der Perfusionen 24, 25 und 36 wurde, um eine Sauerstoffanreicherung des Perfu-
sates und/ oder des Dialysates durch die Umgebungsluft zu verhindern, die Kontaktflache
auf ein Minimum reduziert. Nach ca. 2 Stunden sank die Sattigung gegen 0. Die Sauerstoff-
begasung wurde dann manuell nach Bedarf der Klaue bei einer Sattigung von 15 — 30 % ge-
halten.

Abbildung 3.5: Sauerstoffsattigung wahrend der Perfusion

120%
100% ﬁ — Perf. 21
80% \ Perf. 22
60% . Perf. 23
\ Perf. 24

40%

——Perf. 25
20% Perf. 36

0% T T T T T T T T T T
Oh 05h 1h 1,5h 2h 25h 3h 35h 4h 45h 5h

3.5.2 Perfusion mit reduzierter Flussrate

Die Perfusionen 26, 27 und 45 wurden mit einem Fluss von 50 % perfundiert. Das entspricht
einer Flussgeschwindigkeit von 95 ml/ min. Die Perfusionen 28, 29 und 47 wurden mit einem
Fluss von 25 % perfundiert. Das entspricht einer Flussgeschwindigkeit von 47/48 ml/ min.

3.5.3 Perfusion unter Noradrenalinzugabe

In Perfusion 32 wurde nach dem Vorbild von NOGUEIRA et al. (1999) die GefaRreaktivitat
des Beines getestet. Es wurde nach einer Stunde 0,02 ug Noradrenalin (Fa. Sigma - Albrich,
Schnelldorf) zugegeben, nach 1 h und 40 min wurden 0,06 ug, nach 1 h 45 min 2 pg, nach 2
h 15 min 0,2 pg und nach 2 h 35 0,1 ug i. a. zugegeben.
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Abbildung 3.6: Noradrenalinzugabe

|1 h 40 min \ 0,06 ug \
|1 h 45 min Hz ug \
|2 h 15 min \ 0,2 ug \
|2 h 35 min \ 0,1 ug \

3.5.4 Perfusion unter Histaminzugabe

Auf der Grundlage der von NILSSON (1963) gemessenen Histaminwerte bei akut Rehe
kranken Milchkihen wurden in Perfusion 33 einmalig 2 mg Histamin 96 %ig (Fa. Sigma — Al-
brich, Schnelldorf) in den Perfusatkreislauf (i.v.) appliziert. Aufgrund des extrem starken
Druckanstiegs Uber die Kapazitat der Apparatur hinausgehend konnte die Perfusion nicht zu
Ende gefuhrt werden. Da aus NILSSONSs (1963) Arbeiten hervorgeht, dass es sich um einen
langsamen Anstieg der Histaminkonzentration im Blut handelt, wurde in den weiteren Perfu-
sionen mit Histaminzugabe dieser Zustand imitiert. In Perfusion 34 wurden nach einer Stun-
de 25 pg i.v. appliziert, nach 1,5 Stunden 50 pg, nach 2 Stunden 50 pg, nach 2,25 Stunden
75 ug, nach 2,5 Stunden 200 pg, nach 3 Stunden 200 ug, nach 3,5 Stunden 400 pg und
nach 4,5 Stunden 1 mg. In Perfusion 38 wurden nach 1 Stunde 200 ug Histamin, nach 1,5
Stunden 250 pg, nach 2 Stunden 300 ug, nach 2,5 Stunden 350 ug, nach 3 Stunden 400 ug,
nach 3,5 Stunden 450 ug, nach 4 Stunden 500 ug und nach 4,5 Stunden 550 ug (siehe Abb.
3.7) zugegeben.

Abbildung 3.7: Histaminzugabe

IPerfusion 34 Perfusion 38

I1h 25pg  1h 1200pg |
I15h 50pg  1,5h 1250 ug |
12h 50ug  2h 1300 g |
12,25 h 75pg | 2,5h 1350 ug |
I12,5h 1200 g |3 h 1400 pg |
13h 1200 g 3,5h 1450 ug |
I3,5h 1400 g |4 h 1500 pg |
l45h 1mg 45h 1550 ug |

3.5.5 Perfusion unter Endotoxinzugabe

Unter Bericksichtigung der Literaturangaben von WALDRON et al. (2003), OLSON et al.
(1995) und SINGH et al. (1994) wurde wahrend der Perfusionen 35, 41 und 48 Endotoxin
055: B5 (Fa. Sigma — Albrich, Schnelldorf) zugegeben. 1 mg Endotoxin wurde in 40 ml Dia-
lysatflussigkeit verdunnt. Nach einer Stunde wurden alle 5 Minuten 3 ml Endotoxin - Dialysat-
I6sung appliziert (das entspricht 75 pg).

3.5.6 Perfusion unter Laktatzugabe

Die Perfusionen 37 und 40 wurden unter Applikation von 2 g L- Lactic Acid Free Acid (Fa.
Sigma — Albrich, Schnelldorf) durchgefuhrt. Die Applikation (i.v.) erfolgte nach einer Stunde
Adaptationszeit. Die Dosierung erfolgte unter Berlcksichtigung der Literaturangaben von
MORI et al. (1997) und TRABOLD et al. (2003).
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3.5.7 Perfusion unter Laktat — und Noradrenalinzugabe

Laut Literaturangaben (MORI et al., 1997; TRABOLD et al., 2003) handelt es sich bei Laktat
um einen Vasodilatator. Da wahrend der Spilung des Gefallsystems im Schlachthof eine Er-
schlaffung der groRen Gefalde sichtbar wird, soll eine Dauertropfinfusion mit Noradrenalin
einen Basistonus/ Prakontraktion der GefalRe sicherstellen (DETTMANN et al., 2003). In Per-
fusion 46 und 51 wurde nach einer Stunde Adaptationszeit 1 yg/ min Noradrenalin (Fa. Sig-
ma — Albrich, Schnelldorf) als Dauertropfinfusion i.a. fur die gesamte Perfusionsdauer ange-
schlossen. Nach 1,5 Stunden wurden 2 g L-Lactic Acid Free Acid (Fa. Sigma — Albrich,
Schnelldorf) i.v. eingegeben.

b) Morphologische Untersuchung

3.6 Probengewinnung

Proben fiir die histologische und zytologische Untersuchung:

Unmittelbar nach Beendigung der Perfusion wurde mit einer Bandsage aus jeder Klaue eine
Sagittalscheibe herausgesagt. Aus jedem Segment wurden ein bis zwei Bléckchen (0,5 x 0,5
x 0,5 cm) fir die lichtmikroskopische Untersuchung in 4 % neutral gepuffertem Formalin und
fur die Elektronenmikroskopie (BléckchengréfRe 2 x 2 x 5 mm) in Karnovski’s Losung fixiert.

Abbildung 3.8: Probeentnahmestellen

Kronsegment - Kr

Wandsegment prox - Wp

Wandsegment dist - Wd

Sohlensegment - So Ballen distal - Bd Ballen proximal - Bd

3.7 Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchung

Lichtmikroskopische Untersuchung:

Nach 24 Stunden Fixation wurden die Proben 30 Minuten gewassert, anschlielend in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und in Xylol Gberfuhrt, Gber Nacht im Warmeschrank
bei 60°C im Paraffinbad gelagert und dann in Paraffin eingebettet. Von den Paraffinbldck-
chen wurden mit einem Schlittenmikrotom (Fa. Reichert - Jung, Heidelberg) 5 um dicke
Schnitte angefertigt, im Wasserbad gestreckt und auf mit Silane beschichtete Objekttrager
aufgezogen. Nach einer Trocknungszeit von 2 — 4 Stunden wurden die Schnitte Hamatoxylin
- Eosin nach Meyer gefarbt.

Elektronenmikroskopische Untersuchung:

Nach 24 Stunden Fixation in Karnovsky's Medium wurden die Proben mit 0,1 molarem Ca-
codylatpuffer gespult und in 1 %iger Osmiumtetroxidlésung (Fa. Roth, Karlsruhe) Gber Nacht
durch Immersion nachfixiert. Darauf folgte auch hier eine Entwasserung durch eine aufstei-
gende Alkoholreihe. Als Intermedium wurde Propylenoxid (Fa. Merck, Darmstadt) verwendet.
Die Einbettung in den Kunststoff erfolgte allmahlich durch ein Propylenoxid/ Agargemisch im
Verhaltnis 1:1 und am nachsten Tag in ein reines Agargemisch (Agar Scientific, Stansted,
UK). Die Polymerisation des Kunststoffes fand im Brutschrank bei 50°C statt. An einem Ul-
tramikrotom (Fa. Reichert-dung, Heidelberg) wurden mit Glasmessern 1 ym dicke Semidinn-
schnitte von den Bloéckchen abgenommen und mit der Farbelésung nach Richardson (1 %
Methylenblau - Azur - Il - L6sung) angefarbt, um lichtmikroskopisch den optimalen Bezirk fir
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die Ultradlinnschnitte auswahlen zu kénnen. Diese wurden dann mit einem Ultramikrotom
mit Diamantmesser (Fa. Reichert-Jung, Heidelberg) in einer Dicke von 50 bis 60 nm herge-
stellt, auf befilmten Kupferringblenden aufgefangen und nach VENABLE und COGGESHALL
(1965) mit Bleizitrat schnittkontrastiert.

Beurteilt werden sollte sowohl in der licht- als auch in der elektronenmikroskopischen Unter-
suchung die Vitalitdt des Gewebes, wobei besonderes Augenmerk auf die bei Hypoxie am
empfindlichsten reagierenden Zellen in diesem Gewebeverband, hier die Zellen des Stratum
basale und die Endothelzellen der Gefale, sowie in der Zelle auf die empfindlichsten Zellor-
ganellen, die Mitochondrien, gelegt wurde. Aulderdem waren druck- und flussbedingte Scha-
digungen aufgrund der Perfusion sichtbar. Das sind Dilatationen der GefalRe, Odeme, Extra-
vasate aber auch Thrombenbildungen. Gerade die frihen regressiven Veranderungen, wie
Kernverklumpung und Mitochondrienschwellung sind nur im elektronenmikroskopischen
Schnitt zu beurteilen. Abbildung 3.9 gibt das Beurteilungsschema wieder. Die postmortalen
Veranderungen sind nach ihrem zeitlichen Ablauf sortiert (COTRAN, KUMAR, COLLINS;
1999).

Abbildung 3.9: Lichtmikroskopische Befunde zur Beurteilung der Perfusionsqualitat
Zeitlicher Ablauf der Ereignisse bei einer Nekrose |
keinerlei Zellschaden |
'Pyknose des Nucleolus |
'Kernwandhyperchromatose, Kernschwellung |

Karyopyknose, -rrhexis oder Koagulation des Zytoplasmas, GefalRmagination
von Leukozyten

Verlust der Zellkonturen, Zellschrumpfung, Spaltenbildung |
'Odem der Matrix, Kollagenolyse ( Eosinophilie bzw. Nekrose) |
'Andere Verinderungen |
Dilatierte GefaRe |
'Erythrozyten in GefaRperipherie aufgrund von zu hohem Perfusionsdruck |
‘mechanische Zerreiungen ( Artefakt ) |
|
|
|
|

‘Thromben

'Lésung der dermoepidermalen Verbindung
Odem

'Entziindung

Abbildung 3.10: Elektronenmikroskopische Befunde zur Beurteilung der Perfusionsqualitat

Zeitlicher Ablauf der Ereignisse einer Nekrose |
keinerlei Zellschaden |
'Kernverklumpung |
'Mitochondrienschwellung |
'Chromatinmargination |
|
|
|

'Lysosomen -& Ribosomenauflésung
Zellddem, Schwund der Organellen, Kernauflésung
‘Strukturaufldsung von Zytoplasma & Kern
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3.8 Thermographie zur Uberwachung der Perfusion

Mit Hilfe der Thermographie wird die Oberflachentemperatur eines Objektes durch Messung
der von ihm emittierten Infrarotstrahlung bildhaft dargestellt. In der Diagnostik eher zur Dar-
stellung von ,Hot spots®, d.h. vermehrt warmer Bezirke (Entziindung) verwendet, wird diese
Technik hier in der Etablierungsphase zur Auffindung von ,Cold spots® (Auffinden ischami-
scher Bezirke) verwendet. Benutzt wurde die Infrarot-Thermographiekamera ,VARIOSCAN
COMPACT LW 3011 von Jenoptik mit einem eingestellten Emissionsfaktor von 0,98 und ei-
nem Kamera-Objekt- Abstand von 1-2 Metern. Direkte Sonneneinstrahlung oder Zugluft wur-
den verhindert und der Bereich hinter der Klaue wurde heruntergekihlt, um den fir eine ge-
naue Messung erforderlichen Temperaturgradienten zu erzeugen. Die Klaue wurde alle 0,5
Stunden photographiert.

3.9 Spezielle Untersuchungstechniken in der Experimentalphase

Hypoxyprobe™- 1 Kit zur Detektion von Gewebehypoxie (Pimonidazol von Chemicon, USA
und Kanada)

Der Marker besitzt eine heterozyklische Nitroverbindung (Nitroimidazol). Es handelt sich da-
bei um eine Substanz, die durch intrazellulare Nitroreduktasen zu einem Nitroradikal- Anion
reduziert wird (BEGG et al., 1983), das anschlieRend an ein Makromolekil (in erster Linie
RNA) der Zelle bindet. Hierbei ist das reduzierte Anion fur diesen Bindungsvorgang nur in
Abwesenheit von Sauerstoff ausreichend stabil, so dass die Bindung dieser aromatischen Ni-
troverbindung nur in hypoxischen bzw. anoxischen Zellen méglich ist (MILLER et al., 1982).
In den Perfusionen 19 und 21 sollte ein physiologisches Zellbild als Referenz dargestellt wer-
den. Perfusion 24 fand unter Sauerstoffdefizit statt. Mit Hilfe des Hypoxiemarkers sollte fest-
gestellt werden, ob spezielle Regionen der Klaue eine starkere Hypoxie zeigen als andere.
Hypoxyprobe™ — 1 (333 mg Pimonidazol) wurde bei allen drei Perfusionen nach einer Stun-
de ins Perfusat eingegeben. Fir die Immunfarbung wurden ebenfalls 5 um dicke Mirkotom-
schnitte von den Paraffinbléckchen verwendet. Das Gewebe wurde entparaffiniert und in den
Dako Cytomation Autostainer (Dako Cytomation, Hamburg) eingegeben.
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Abbildung 3.11: Inmunhistochemische Technik (bei Raumtemperatur) zum Nachweis
von Gewebehypoxie

Arbeitsverfahren Zeit in Reagenz Bemerkung

| min

|Waschen 2 | destilliertes Wasser I

|Waschen 2 ' PBS Ik

Zerstérung der Gewebe — peroxi- |5 3% H20: in destilliertem 2

dase Wasser (750 pl/ Objekt -
trager)

|Antigenrijckgewinnung 40 0,01% Pronase (300 pl/ Ob- 3
jekttrager)

|Waschen 2 PBS |

|nicht spezifische Bindung blocken |5 DAKO blocking solution (300 | 4
pl/ Objekttrager)

|1° Mab 40 Hydroxyprobe- 1 Mab (1/50) 5
(300ul/ Objekttrager)

|Waschen 2 'PBS I

2° Antikorper 10 Biotin - konjugiertes F(ab™), 6
(1/200) (300 pl/ Objekt - tra-
ger)

|Waschen 2 ' PBS |

Peroxidase 10 Streptavidin peroxidase (500 7
ul/ Objekttrager)

|Waschen 2 PBS |

|Peroxidase Chromagen 10 | DAB (500 pl/ Objekttrager) 8

|Waschen 2 PBS |

| Gegenfarbung 0,5 ' Aqua Hematoxylin 9

|Waschen 2 | destilliertes Wasser I

AnschlieRend wurden die Schnitte einer aufsteigenden Alkoholreihe unterzogen und mit Eu-
kitt eingedeckt.
Erlauterung der Bemerkungen aus Abb. 3.11:

1.

2.

3.
4.
5

o N

PBS = phosphat buffered saline, 10 mM (Dako Cytomation Wash Buffer, Fa. Dako
Cytomation, Hamburg)

3 % H20, als Verdinnung von Analytical Reagent 31,3 % H.O, (Fa. Dako Cytomati-
on, Hamburg)

Biomeda Pronase (Fa. Fisher Scientific, Schwerte)

Serum freier Proteinblocker (Fa. Dako Cytomation, Hamburg)

1°Mab (Monoklonaler Antikorper IgG,, der an Hypoxyprobe™ — 1 gebundenen Protei-
nen bindet, Fa. Chemicon, USA und Kanada) 1/ 50 verdinnt in 10 mM PBS und ei-
nem Tropfen Dako Proteinblockerlésung/ ml (5292 ul ChemMate™ Antibody Diluent,
Dako Cytomation, Hamburg + 108 pl Ak1)

Biotin - SP- Konjugiertes F(ab’), Fragment von einem rabbit anti - mouse IgG (Fa.
Dako Cytomation, Hamburg) verdinnt 1/ 200 in 10 mM PBS und einem Tropfen
Proteinblockerlosung/ ml (5671,5 yl ChemMate™ Antibody Diluent + 28,5 ul Ak2)
Streptavidin konjugierte Peroxidase (Fa. Dako Cytomation, Hamburg)

Liquid 3,3"- diaminobenzidin Reagenz (ChemMate™ DAB und Chromagen, Fa. Dako
Cytomation, Hamburg)

. Aqua Hematoxylin (Fa. Dako Cytomation, Hamburg)
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