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Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Hintergrund: Die Non-okklusive Mesenterialischamie (NOMI) ist eine seltene Kom-
plikation mit hoher Letalitat bei Operationen am Herzen unter Herz-Lungen-Maschine
(HLM). Die Pathophysiologie dieses Krankheitsbildes ist jedoch noch nicht vollstan-
dig geklart. Unter HLM tritt h&ufig eine Minderperfusion des Mesenterialgebietes auf,
die bis hin zur Ausbildung des SIRS (systemic inflammatory response syndrome)
fuhren kann. Bei verschiedenen Schockformen mit Einschrankung der Darmdurch-
blutung wurde ein Vasopressinmangel festgestellt.

Fragestellung: Im Tierexperiment wurde untersucht, ob ein Vasopressin(AVP)-
Mangel unter HLM zur Beeintrachtigung der mesenterialen Durchblutung fuhrt.
Methodik: Es wurden vier Interventionsgruppen mit jeweils sechs Schweinen er-
forscht: 1.Kontrollgruppe ohne Intervention; 2.Gruppe Darmischamie: 60 min Okklu-
sion der Arteria mesenterica superior (AMS); 3.Gruppe HLM: 60 min Herz-Lungen-
Maschine; 4.Gruppe HLM/Vasopressin: s.0., Vasopressingabe zusatzlich zur HLM
zur Aufrechterhaltung des mittleren arteriellen Drucks wie unter Ausgangsbedingun-
gen. Nach den Interventionen folgte eine 90 minlutige Reperfusionsphase.

Wahrend des Experimentes wurden die Hamodynamik, der Blutfluss der AMS, Kali-
um, Laktat, intestinal fatty acid binding protein (iFABP) und Vasopressin-(AVP)-
spiegel kontinuierlich bestimmt. Ebenso wurden kontinuierlich im Magen, Jejunum
und Rektum Sauerstoffsattigung und mukosaler Blutfluss durch Laser Doppler er-
fasst. Zusatzlich wurde die jejunale Kapillardichte mittels Intravitalmikroskopie zu be-
stimmten Zeitpunkten untersucht. Nach dem Experiment wurden Proben aus Magen,
Jejunum, Rektum und Oberschenkel entnommen und nach spezifischer RNA-
Isolation, Umschreibung in cDNA und Analyse mittels Polymerase-Ketten-Reaktion

auf die Expression der Vasopressinrezeptoren AVPR1A und AVPR2 untersucht.

Ergebnis: Durch die Okklusion der AMS kam es zum Sistieren des Blutflusses der
AMS, jedoch trat auch unter HLM mit zuséatzlicher AVP-Gabe eine Blutflussminde-
rung auf. Im Jejunum kam es unter Ischamie zum starksten Absinken des mukosalen

Blutflusses, ahnlich bei alleiniger HLM. Unter zusatzlicher Vasopressingabe blieb die
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Mirozirkulation konstant. Entsprechend war die perfundierte Gefal3dichte im Jejunum
unter Ischamie am niedrigsten (0+0 cm/cm? vs. 197,7+4,3 cm/cm2, p<0,05), wahrend
unter HLM mit AVP (179+4,7 cm/cm2) eine Verbesserung zur HLM-Gruppe
(153,7+4,2 cm/cm2, p<0,05) erzielt wurde. Der Vasopressinspiegel blieb in der
Gruppe Ischamie konstant, wahrend in der Gruppe HLM ein stetiger Abfall zu ver-
zeichnen war (Minimum bei 39,7+8,3 pg/ml vs. 128,1+14,6). Auf dieses Niveau fiel
AVP auch in der Gruppe HLM/Vasopressin nach Beendigung der Vasopressingabe,
parallel dazu glichen sich die Mikrozirkulationswerte der Gruppe HLM/Vasopressin im
Jejunum immer mehr an die der zuvor schlechter gestellten HLM-Gruppe an. Wah-
rend es zu keiner Veranderung in den anderen Gruppen kam, trat in der Gruppe

HLM eine signifikante Erh6hung der Vasopressin-Rezeptor Genexpression auf.

Schlussfolgerung: Die HLM hatte im Jejunum eine Beeintrachtigung der Mikrozirku-
lation zu Folge. Diese ging mit einem Vasopressinmangel einher, welcher in einer
gesteigerten AVP Rezeptor Genexpression bei vermindertem AVP Spiegel deutlich
wurde. Dieser Mangel an Vasopressin konnte durch zusatzliche AVP-Gabe ausgegli-
chen werden und flihrte so zu einer verbesserten jejunalen Perfusion unter Anwen-
dung der HLM.
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1.2 Summary

Background: Non-occlusive mesenteric ischemia (NOMI) is a rare complication after
cardiac surgery with cardiopulmonary bypass (CPB) and associated with high mor-
tality. The pathophysiology of this disease is not yet completely understood. During
CPB mesenteric hypoperfusion often occurs which may contribute to systemic in-
flammatory response syndrome (SIRS). Different types of shock with impaired intes-

tinal perfusion have been found to be associated with a lack of vasopressin (AVP).

Objective: In an animal model was examined whether a lack of AVP during CPB im-

pairs mesenteric blood flow and microcirculation.

Method: Four groups of six pigs were examined: 1. Sham without intervention, 2.
Ischemia: one hour occlusion of the superior mesenteric artery (SMA), 3. CPB: CPB
for one hour, 4. CPB/vasopressin: added AVP application to keep MAP accordingly
to initial conditions. The interventions were followed by 90 min of reperfusion.

During the experiment hemodynamics, blood flow of SMA, potassium, lactate, intes-
tinal fatty acid binding protein (iIFABP) and vasopressin levels were determined con-
tinuously. Oxygen saturation and mucosal blood flow were measured continuously in
stomach, jejunum and rectum using laser Doppler. The capillary density of the jeju-
num was recorded by intravital microscopy at predetermined points of time. After the
experiment samples of stomach, jejunum, rectum and tight were taken. Specific RNA
isolation, transcription into cDNA and analysis with polymerase chain reaction were
performed to examine the expression of the AVP receptors AVPR1A and AVPR2.

Results: The blood flow of the SMA was absent during the occlusion and was re-
duced in group CPB/vasopressin. Jejunal blood flow was drastically reduced in the
ischemia group. It was less impaired but still significantly reduced during CPB. With
additional AVP application microcirculation remained stable. Jejunal capillary vessel
density was at its minimum during ischemia (0+0 cm/cm? vs. 197,7+4,3 cm/cm2,
p<0,05). During CPB with AVP application (179+4,7 cm/cm2) the capillary density
improved compared to CPB (153,7+4,2 cm/cm2, p<0,05). The AVP level was con-
stant in the group ischemia, while there was a steady decrease in group CPB (mini-
mum at 39,7+8,3 pg/ml vs. 128,1+14,6). After the termination of AVP application in
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the group CPB/vasopressin AVP dropped to the same level as in group CPB. Simul-
taneously, the jejunal microcirculation in group CPB vasopressin adapted to the
group CPB. While there was no change in other groups AVP receptor expression

was significantly elevated in group CPB.

Conclusion: CPB affected the microcirculation in the jejunum negatively. This im-
pairment coincided with a reduction in AVP which was indicated by increased AVP
receptor gene expression and decreased AVP level. This lack of AVP was compen-
sated by additional AVP application and improved the perfusion of the jejunum during
CPB.
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2 Einfuhrung

2.1 Mesenterialischdmie unter HLM

Chirurgische Eingriffe am offenen Herzen unter Verwendung der Herz-Lungen-
Maschine (HLM) haben sich zu relativ sicheren Routineprozeduren entwickelt. Durch
Fortschritte der operativen Techniken und des postoperativen Managements hat sich
das Patientenkollektiv stetig vergréRert. Das héhere Alter, die Schwere der Herzer-
krankungen und die hohere Gesamtmortalitat dieser Patienten spiegeln sich jedoch
in einem Anstieg von postoperativen extrakardialen Komplikationen wieder (Geissler,
Fischer et al. 2006). Zu den dennoch insgesamt wenigen Komplikationen, die zu
schwerwiegenden Folgeschaden fuhren konnen, gehéren gastrointestinale (GIT)
Komplikationen. Sie treten bei 0,6 bis 2% der herz-chirurgischen Operationen auf
und sind in einem Viertel der Falle durch akute mesenteriale Ischamien bedingt
(Klotz, Vestring et al. 2001). Diese Ischamien sind mit au3ergewdhnlich hohen Mor-
talitdtsraten verbunden, da sich eine intestinale Gangran ausbilden kann und sie da-
durch in der Endstrecke zum Multiorganversagen fuhren kénnen. Unter dem Sam-
melbegriff Mesenterialischamie werden Mesenterialarterienembolie, -
arterienthrombose, Mesenterialvenenthrombose und die non-okklusive mesenteriale

Ischamie (NOMI) zusammengefasst (Schwartzkopff and Hennersdorf 2005).

211 NOMI

Die non-okklusive Mesenterialischamie (NOMI) gilt als Vasospasmus im
Splanchnikusgebiet ohne Verschluss der grol3en intestinalen Gefale (Klotz, Vestring
et al. 2001), die nicht auf Arteriosklerose oder Vaskulitiden zurtickzufihren ist (Lock
and Scholmerich 1995; Acosta, Ogren et al. 2006). Uberwiegend sind der distale
Dunndarm mit Ubergang zum Dickdarm von der NOMI betroffen (Izbicki, Schneider
et al. 2003). Die akute NOMI gilt als eine der gravierendsten Komplikationen nach

Herzoperationen mit Mortalitatsraten von 30-93% (Boley, Sprayregan et al. 1977;
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Allen, Salam et al. 1992; Kaleya and Boley 1992; Kaleya, Sammartano et al. 1992;
Wilcox, Howard et al. 1995; Klempnauer, Grothues et al. 1997; Schutz, Eichinger et
al. 1998; Kramer, Gorich et al. 2003). Bei etwa 0,2%-0,5% der unter HLM operierten
Patienten zeigt sich eine mesenterialen Ischamie klinisch (Braun, Schroeder et al.
2006), hingegen sind subklinische, transiente Hypoxien wesentlich haufiger (Fiddian
Green 1993). Dennoch ist das derzeitige Wissen uber die Epidemiologie der NOMI
aufgrund der geringen Fallzahlen begrenzt und stammt Uberwiegend aus klinischen
Studien von Patienten mit den unterschiedlichsten Formen der akuten
Mesenterialischdmie. Laut deren Angaben variiert die Inzidenz der NOMI darunter
zwischen 4% (Sitges Serra, Mas et al. 1988) und 60% (Clavien, Muller et al. 1987,
Sitges Serra, Mas et al. 1988; Park, Haglund et al. 1990; Kaleya, Sammartano et al.
1992; Mamode, Pickford et al. 1999; Endean, Barnes et al. 2001; Greenwald, Brandt
et al. 2001; Trompeter, Brazda et al. 2002; Edwards, Cherr et al. 2003). Zudem steigt
die Inzidenz der NOMI mit fortschreitendem Lebensalter (Durchschnittsalter 82 Jah-
re) bis auf das zwanzig fache an (Trompeter, Brazda et al. 2002; Acosta, Ogren et al.
2006).

2.1.2  Atiologie und Pathophysiologie der NOMI

Bei der funktionellen angiospastischen Ischamie der NOMI handel es sich um eine
gestorte Autoregulation der MesenterialgefalRe (Ernst, Luther et al. 2003). Als zu-
grunde liegende Ursachen gelten vermindertes Herzzeitvolumen (low output syn-
drome), hyoptone Zustdnde, oder die Applikation von vasokonstriktiven Medikamen-
ten. Weitere sind vorbestehende kardiale und/oder periphere vaskulare Krankheit,
sowie eine Toxineinschwemmung in Folge der Reperfusion einer peripheren Ischa-
mie (Ende 1958; Lock and Scholmerich 1995; Wilcox, Howard et al. 1995;
Stockmann, Roblick et al. 2000). Laut einer Studie von D"Ancona (D'Ancona, Baillot
et al. 2003) gilt die langzeitige Anwendung der Herz-Lungen—Maschine als entschei-

dender Faktor fur gastrointestinale Komplikationen.
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Aufgrund mehrerer Eigenschaften des splanchnischen Gefal3bettes wie dem Unver-
maogen, durch Autoregulation starke Hypotonien auszugleichen, sind die gastrointes-
tinalen Organe besonders vor Ischamie gefahrdet (Mutlu, Mutlu et al. 2001;
D'Ancona, Baillot et al. 2003). Des Weiteren kann der Vasospasmus im
Splanchnikusgebiet auch nach Korrektur der hdmodynamischen Stabilitat persistie-
ren. Zudem ermdoglicht die anatomische Anordnung der Darmzottengefaf3e im
Gegenstromprinzip das Ausbilden von basisnahen Sauerstoffshunts und begunstigt
dadurch eine distale Hypoxie der Zottenspitzen. Daraus resultieren Epithelnekrosen
und eine Storung der Darmintegritdt (Christenson, Schmuziger et al. 1994,
Christenson, Schmuziger et al. 1994; Halm 1996; D'Ancona, Baillot et al. 2003). Eine
Reduktion des arteriellen Blutdrucks auf 40-45mmHg fir 30 min ist bereits ausrei-
chend, um eine Mesenterialischamie zu provozieren (Haglund and Bergqvist 1999).
Die intestinale Ischamietoleranz ist auf 3 bis 6 Stunden limitiert (Ritz, Runkel et al.
1997).

Im Verlauf der Mesenterialischamie entwickelt sich zundchst ein schwerstes
Schmerzsyndrom, das eine reflektorische schockartige Hypotonie bedingen kann
(Eckstein 2003) In Folge der reaktiven Sympatikusaktivierung und zur Aufrechterhal-
tung des HZV werden verschiedene vasoaktive Substanzen wie Renin-Angiotensin,
Endothelin, Vasopressin und Katecholamine freigesetzt (Ernst, Luther et al. 2003).
Dies fuhrt zu massiver Vasokonstriktion im Splanchnikusgebiet und spastischer Hy-

perperistaltik.

Bedingt durch den Sauerstoffmangel werden O,-abhangige Prozesse unterbunden.
Dies zeigt sich in gesteigerter anaeroben Glykolyse und dem Anstieg von ADP, AMP
und Hypoxanthin. Die anfanglich intrazellulare metabolische Azidose mundet in
Zellolyse mit darauf folgender Transsudation von Blut und Plasma in das Darmlumen
und der Entwicklung einer Darmdistension und —paralyse (Eckstein 2003). In Folge
der Flussigkeitsverlust-bedingten Hypovolamie und HZV Abfall kommt es zu einer
weiteren Beeintrachtigung der mesenterialen Durchblutung. Durch das Fortschreiten
der anaerobe Glykolyse und Zellolyse entstehen toxische Reaktionsprodukte, welche
eine Insuffizienz in verschiedenen Organsystemen verursachen (Eckstein 2003).

Desweiteren kénnen aufgrund von hypoxisch bedingten Nekrosen und dadurch er-
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moglichter Translokation enteraler Bakterien und deren Endotoxine ein septisch-
toxischer sowie hypovolamischer Schock entstehen und meist letal enden (Ritz,
Runkel et al. 1997).

2.1.3 Klinik und Differentialdiagnose

Als erstes und sensibelstes Zeichen einer GIT-Komplikation gelten Schmerzen im
Bereich des Abdomens (Mangi, Christison-Lagay et al. 2005). Jedoch unterscheiden
sich die klinischen Zeichen je nach Patient und dessen bestehender Grunderkran-
kung. So kénnen frihe Anzeichen z.B. bei beatmeten oder sedierten Patienten feh-
len, welche aufgrund ihrer Morbiditat allerdings zu den haufigsten Risikopatienten
einer NOMI z&hlen. Besonders bei Patienten mit NOMI fehlen abdominale Schmer-
zen haufig, was generell bei 15-25% der Patienten mit akuter Mesenterialischamie
der Fall ist (Brandt and Boley 1991). Ein gespanntes Abdomen und gastrointestinale
Blutungen bei fehlendem Schmerz kénnen dann erste Hinweise einer Ischamie mit
drohendem Intestinalinfarkt sein (Archodovassilis, Lagoudiannakis et al. 2007). Fie-
ber, lleus und Diarrhte sind haufige, wenn auch unspezifische Zeichen. Zusammen
mit erhdhter Leukozytose weisen sie jedoch stark auf eine intestinale Ischamie hin
(Ori, Chagnac et al. 2005). Steigende Serumlaktatspiegel oder andere Abweichun-
gen wie Hyperphosphatamie, erhohte Amylasespiegel in Serum oder
Peritonealflussigkeit sollten Verdacht erregen. Ein Anstieg im Serumlevel von
Aspartat-Aminotransferase (AST), Laktatdehydrogenase oder
Kreatininphosphokinase entsteht erst spat und zeigt einen bereits non-reversiblen

Infarkt an (Archodovassilis, Lagoudiannakis et al. 2007).

Allgemein lasst sich sagen, dass die Diagnose der NOMI besonders im Endstadium
der Ischamie immer schwieriger zu stellen ist, da sich dhnliche Symptome zeigen,
wie z.B. bei allen anderen Formen der Mesenterialischamie, der Sepsis, im septi-
schen Schock oder durch SIRS (systemic inflammatory response syndrome). Dabei
ist SIRS als systemische Aktivierung der angeborenen Immunantwort jeglicher Ursa-
che definiert (Levy, Fink et al. 2003). Zur Diagnostik des SIRS muissen mindestens

zwei der folgenden klinischen Zeichen vorhanden sein:
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1. Korpertemperatur > 38 C oder <36 C

2. Herzfrequenz > 90/min

3. Tachypnoe bewiesen durch Atemfrequenz > 20/min oder PaCO,< 32 mmHg
4. Leukozytose (>12000/ul) oder Leukopenie (<4000/ul) (Levy, Fink et al. 2003).

Die unspezifischen klinischen Symptome fuihren dazu, dass man die NOMI nur fin-
det, wenn man gezielt nach ihr sucht. Andernfalls kbnnen Syndrome wie das Post
Hypotensionssyndrom, SIRS, Sepsis oder Multiorganversagen festgestellt werden,
ohne den Ursprung in der non-okklusiven Mesenterialischamie gefunden zu haben
(Fiddian-Green 1990; Biffl and Moore 1996; Argenziano, Chen et al. 1998;
Trompeter, Brazda et al. 2002). Die Uberlebenschance der NOMI ist jedoch essenzi-
ell von ihrem frihzeitigen Erkennen abhangig (Clavien, Muller et al. 1987). Das Mul-
tiorganversagen stellt die bedeutendste Ursache der Mortalitat nach Herzoperationen
dar (Huber, Harward et al. 1995; Cremer, Martin et al. 1996; Yankah, Weng et al.
1996; Nielsen, Sellgren et al. 1997; Mortasawi, Arnrich et al. 2003; Bernstein, Naftel
et al. 2006; Aalberts, Boonstra et al. 2009) und ist das Resultat vieler Entziindungs-
prozesse wie der Sepsis, SIRS, anaphylaktischem Schock, usw. (Cremer, Martin et
al. 1996; Nielsen, Sellgren et al. 1997). Dabei haben Sepsis (= SIRS + Infektions-
nachweis) und das Multiorganversagen ihren Ursprung meist in gastrointestinalen
Komplikationen, weshalb man den Darm auch als ,Motor“ der Multiorgandysfunktion
bezeichnet (Taylor 1998). Daher ist es unbedingt notwendig GIT, Komplikationen wie

auch die NOMI moglichst schnell zu diagnostizieren und zu therapieren.
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2.2 Mirkozirkulatorische Auswirkungen der Herz-Lungen-Maschine

Fur die Entstehung kardiochirurgischer Komplikationen durch die Verwendung der
Herz-Lungen-Maschine (HLM) werden im Wesentlichen zwei Hauptursachen disku-
tiert: Zum einen die systemische Entzindungsreaktion aufgrund der
Mediatorenfreisetzung durch die Kontaktaktivierung des Blutes mit den
unphysiologischen Oberflachen der HLM. Zum anderen die non-okklusive
Mesenterialischamie durch die HLM-bedingte Minderperfusion des
Gastrointestinaltraktes (Levy and Tanaka 2003; Ohri and Velissaris 2006).

Durch den Aufbau der Herz-Lungen-Maschine (Oxygenator, vendses Reservoir,
Pumpen, Schlauchsysteme und Filter) zirkuliert das Blut mit nicht pulsatilem Blutfluss
durch nicht endothelialisierte Oberflachen und wird dabei unphysiologischen Scher-
kraften ausgesetzt (Kirklin, Blackstone et al. 1987; Le Deist, Menasche et al. 1996;
Nygren, Thoren et al. 2006). In der dadurch provozierten Entziindungsreaktion wer-
den Mediatoren wie C5a, Thromboxane (A, undB,) und Leukotriene freigesetzt, de-
ren potente vasokonstriktive Wirkung auf das Mesenterialgebiet in Tierstudien nach-
gewiesen wurde (Watkins, Peterson et al. 1982; Cohn, Fink et al. 1990). Die Kom-
plementaktivierung bewirkt eine erhdhte Freisetzung der Anaphylaxotoxine C3a und
Cbha, wodurch die Gefal3permeabilitat und —kontraktion gesteigert wird. Zudem
triggert das Komplementsystem die Aktivierung von Neutrophilen als auch die Ex-
pression der Zytokine TNFa, Interleukin IL-1, IL-6 und IL-8. TNF und IL-1 induzieren
wiederum die Expression von Adhasionsmolekilen zur Bindung von neutrophilen
Leukozyten an Endothelzellen, was durch deren Eindringen ins Gewebe zu dessen
Schadigung fuhrt (Asimakopoulos and Taylor 1998). All diese Faktoren fuhren zur
Steigerung von Entzindungsprozessen und zu einer Verschlechterung der Mikrozir-
kulation (Goldstein, Brai et al. 1973; Hugli 1978; Kirklin, Westaby et al. 1983).

Die Stimulation der Faktor Xll/Kallikrein- Bradykinin-Kaskade aktiviert sowohl die in-
trinsische Gerinnungskaskade als auch die Fibrinolyse. Wahrend Bradykinin Gber die
Erhbhung der GefalRpermeabilitait und Kontraktion glatter Muskelzellen die
Odembildung fordert, verstarkt Kallikrein tiber den Faktor Xl die Kaskade. Als Resul-
tat der Hyperkoagulopathie kann sich eine disseminierte intravasale Gerinnung (DIC)
des GIT mit weiterer Storung der Mikrozirkulation ausbilden (Rudy, Heymann et al.



Dissertation Isabell Wagner 11

1973; Chenoweth, Cooper et al. 1981; Cremer, Martin et al. 1996; Taylor, Houston et
al. 1996; Wan, LeClerc et al. 1997; Zahler, Massoudy et al. 1999; Dietrich 2000; Ng,
Wan et al. 2002).

Die extrakorporale Zirkulation bewirkt eine deutliche Minderdurchblutung des
Gastrointestinaltraktes und der Darmschleimhaut, welche durch die Stérung zentral-
nervoser und peripherer Regulationsmechanismen auftritt. Der fehlende pulsatile
Blutstrom in den renalen Arterien und der reduzierte mittlere arterielle Blutdruck
(MAP) durch die HLM fihren zu vermehrter Reninausschittung und Angiotensin IlI-
Bildung (Taylor, Bain et al. 1980). Letzteres ist ein potenter Vasokonstriktor im
splanchnischen Gefal3system. Insgesamt sinkt der SVR jedoch unter HLM trotz der
Ausschittung vasokonstriktorischer Substanzen. Sowohl korpereigene als auch zu-
satzlich gegebene Katecholamine erhéhen den MAP auf Kosten der Perfusion des
mesenterialen Versorgungsgebietes. Daraus resultierende intestinaler Mikrozirkulati-
onsstorung (Krejci, Hiltebrand et al. 2006) und Ischdmie im Endstromgebiet der A.
mesenterica sup. (Wan and Yim 2001; D'Ancona, Baillot et al. 2003) triggern tber
endotheliale Dysfunktionen die angiospastische Genese der NOMI. Die durch den
kinstlichen Blutfluss der HLM auftretende funktionelle Minderperfusion der viszera-
len Organe schadigt diese und tragt dadurch zur Entstehung des haufig letal enden-
den SIRS (systemic inflammatory response) bei (Hanssen, Derikx et al. 2008). Dabei
bedingt vor allem eine lang andauernde Verwendung der Herz-Lungen-Maschine das
erhohte Auftreten postoperativer Mesenterialischamien (Larmi and Karkola 1974,
Baca, Bieger et al. 1979; D'Ancona, Baillot et al. 2003; Kumle, Boldt et al. 2003;
Musleh, Patel et al. 2003).

2.3 Vasopressoren in der Herzchirurgie

Herzchirurgische Eingriffe kdénnen wesentlich durch Komplikationen wie z.B.
vasodliatativem Schock erschwert werden, wie er nach systemischen
Entziindungsreaktionen unter extrakorporaler Zirkulation auftreten kann (Mills 1993).
Zur Erhéhung des Herzzeitvolumens bzw. des vaskularen Wiederstandes werden in
der Regel Inotropika sowie Vasopressoren verabreicht. Unter diesen gelten die Kat-

echolamine Dobutamin und Norepinephrin als Mittel der Wahl zur Behandlung von
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vasodilatativem oder kardiogenem Schock (Overgaard and Dzavik 2008). Die Effek-
tivitat vasopressorischer Katecholamine ist jedoch eingeschrankt durch toxische Ne-
benwirkungen unter hohen Dosen (Powers, Pifarre et al. 1994), sowie zusatzlicher
Storung der Hamodynamik (Ertmer, Sielenkamper et al. 2005) und intestinalen Mik-
rozirkulation (Krejci, Hiltebrand et al 2006). Desweiteren  sind
Katecholaminresistenzen haufig (Chernow and Roth 1986).

Vasopressin-Analoga haben sich bei katecholaminrefraktarer arterieller Hypotonie
als potenziell nutzliche Reservetherapeutika erwiesen. Ein Zusammenhang zwischen
Hypotension und Vasopressinmangel ist sowohl fir Sepsis (Landry, Levin et al.
1997), hamorrhagischen (Morales, Madigan et al. 1999) und kardiogenen Schock
(Landry, Levin et al. 1997), sowie dem Post Hypotensions Syndrom nach HLM
(Argenziano, Chen et al. 1998) beschrieben worden. Problematisch fur die Mikrozir-
kulation des Darmes ist hierbei, dass der Vasopressinmangel wahrend und nach der
HLM mit hochdosiertem Norepinephrin ausgeglichen wird. Denn die HLM vermindert
den jejunalen und ilealen Blutfluss zur Mukosa nicht nur direkt, sondern verstéarkt zu-
satzlich die vasokontriktive Wirkung von Norepinephephrin auf beide Darmabschnitte
intra- und postoperativ (Tofukuji, Stahl et al. 2000). Jejunum und lleum sind die von
der NOMI betroffenen Darmabschnitte (Siegelman, Sprayregen et al. 1974;
Trompeter, Brazda et al. 2002). Es bleibt zu untersuchen, ob durch Vasopressingabe

Verbesserungen erzielt werden kdnnen.

2.3.1 Vasopressin

Arginin- Vasopressin (AVP, auch antidiuretisches Hormon ADH) ist ein Stresshormon
mit potenter vasokonstriktiver als auch antidiuretischer Eigenschaft. Es wird haupt-
sachlich in supraoptischen und paraventrikularen Kernen des Hypothalamus synthe-
tisiert und zur hinteren Hypophyse transportiert, wo es vor der Sekretion in den Kreis-
lauf gespeichert wird (Simon and Kasson 1995). Stimuliert wird die Freisetzung durch
Hyperosmolaritat und Hypotension oder Hypovolamie, sowie Azidose, Schmerz,
Hypoxie, Hyperkapnie und Erbrechen.(den Ouden and Meinders 2005) Weiterhin

konnte die Synthese sowohl in vaskularen glatten Muskelzellen nachgewiesen wer-
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den (Simon and Kasson 1995) als auch in der Nebenniere als Antwort auf gesteiger-
te Katecholaminsekretion (Guillon, Grazzini et al. 1998).

Die Wirkung von Vasopressin wird Uber Stimulation G-Protein gekoppelter Rezepto-
ren vermittelt: Arginin-Vasopressin-Rezeptor 1A (AVPR1A) vaskular, AVPR1B zent-
ral (Hypophyse) und AVPR2 renal (Treschan and Peters 2006). Trotz dieser bevor-
zugten Lokalisation wurden alle drei Vasopressinrezeptoren AVPR1A/B und AVPR2
im menschlichen Gastrointestinaltrakt nachgewiesen (Monstein, Truedsson et al.
2008). AVPR1A auf vaskularen glatten Muskelzellen bewirkt eine Vasokonstriktion
durch intrazellularen Calciumanstieg via Phosphatidy-Inositol-Bisphosphonat-
Kaskade (Barberis, Mouillac et al. 1998) und fihrt dadurch zur Steigerung des tota-
len peripheren Widerstandes. In GefaRen der Haut, Muskel und am starksten ausge-
pragt im Magen-Darm-Trakt (Ericsson 1971; Granger, Richardson et al. 1980; Reilly
and Bulkley 1993) kommt es dadurch zur Blutumverteilung zu lebenswichtigen Orga-
nen. AVPR2 vermittelt Gber Adenylatcyclase/cAMP die Wasserreabsorbtion durch
Erhéhung der Permeabilitat in den Sammelrohren der Niere. Endothelial wird diesem
Rezeptor eine vasodilatative Funktion zugeschrieben, die vermutlich tber cAMP und
NO gesteuert wird (Phillips, Abrahams et al. 1990). Die genaue zellulare Expression
dieser Rezeptoren und ihre physiologische Bedeutung im GIT muss noch geklart

werden (Monstein, Truedsson et al. 2008).

2.3.2 Physiologische und therapeutische Aspekte

Pysiologisch liegt der Vasopressinspiegel im Plasma bei < 4 pg/ml (Czaczkes,
Kleeman et al. 1964). Ab dem Schwellenwert von etwa 16 pg/ml ist au3er dem anti-
diuretischen Effekt auch eine Wirkung in der Kreislaufregulierung zu beobachten
(Montani, Liard et al. 1980). Daher ist Vasopressin fur die Kreislaufstabilisierung vor
allem dann von Bedeutung, wenn der Blutdruck wie z.B. bei Hypovolamie durch
Schock jeglicher Genese in kritische Bereiche abgefallen ist und dadurch erhdhte

Vasopressinmengen ausgeschuttet werden.
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Es wurde nachgewiesen, dass Plasmaspiegel von Vasopressin bei vasodilatativem
Schock nach Kardiotomie (Argenziano, Choudhri et al. 1997; Argenziano, Chen et al.
1998) sowie bei septischem Schock (Landry, Levin et al. 1997) im Gegensatz zu
hyopvolamischem oder kardiogenem Schock stark vermindert sind. Dieser
Vasopressinmangel scheint daher zum vasodilatativem Schock nach herzchirurgi-
schen Eingriffen und Sepsis beizutragen (Landry, Levin et al. 1997). Der nach initial
gestiegenen AVP Konzentrationen beobachtete relative Vasopressinmangel scheint
sowohl durch die Leerung hypophythalamischer AVP-Speicher, als auch durch
Zytokin-vermittelte Rezeptor Downregulation wahrend Endotoxamie verursacht zu
sein (Bucher, Hobbhahn et al. 2002). Ein weiterer mdglicher Faktoren ist die
inhibitorische Wirkung gesteigerter Norepinephrin- oder Stickstoffmonooxidspiegel

auf die Vasopressinfreisetzung (Holmes, Patel et al. 2001).

In den vergangenen Jahren wurden mehrere Studien und Fallberichte uber
Vasopressineffekte sowohl unter kardiopulmonaler Reanimation, als auch bei septi-
schem und vasodilatorischem Schock publiziert (Treschan and Peters 2006). Expe-
rimentell hat die Vasopressingabe unter Reanimationsbedingungen einen gunstige-
ren Effekt als Epinephrin auf den zerebralen und myokardialen Blutfluss gezeigt
(Morris, Dereczyk et al. 1997), resultierend in einer anhaltenderen Steigerung des
MAP (Wenzel, Lindner et al. 1999). Klinisch ist die Verwendung von AVP mit einer
hoheren Kurzzeit-Uberlebensrate bei Patienten mit Kammerflimmern auRRerhalb des

Krankenhauses assoziiert worden (Lindner, Dirks et al. 1997).

Vasopressin-Analoga haben das Potenzial, hyperdyname aber hypotensive
Zikulationszustande ,umzukehren®, da sie den mittleren arteriellen Druck und den
GefalRwiderstand erhdhen, die Herzfrequenz, den Herzindex und das systemischen
Sauerstoffangebot jedoch absenken konnen (Landry, Levin et al. 1997; Ertmer,
Sielenkamper et al. 2005). Sie unterscheiden sich von anderen adrenergen
Vasopressoren, die Uber a-Rezeptoren wirken, durch den Angriffspunkt der
Rezeptorbindung. Uber die Aktivierung von AVPR1A in der glatten GefaRmuskulatur
kommt es zu einer Erhéhung des peripheren Widerstandes (SVR). Daraufhin steigt
der arterielle Druck bei unverandertem rechtsatrialem Druck an. Durch den folgenden

Anstieg des koronaren Perfusionsdrucks wird eine Verbesserung des myokardialen
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und zerebralen Blutflusses erzielt. Zudem werden vasodilatorische Effekte geringer
Vasopressinkonzentrationen in bestimmten Gefal3en, darunter koronare, pulmonale
und zerebrale Arterien, Uber AVPR1A vermittelte Produktion von Stickstoffmonooxid
(NO) beschrieben (Abboud, Floras et al. 1990; Wenzel, Lindner et al. 1998).

Uber die Steigerung der vaskularen Sensitivitat auf Norepinephrin und der Umkehr
adrenerger Rezeptordownregulierung wird der eigene blutdrucksteigernde Effekt von
AVP erweitert (Overgaard and Dzavik 2008). Weiterhin besteht eine verstéarkte Sensi-
tivitat gegenuber Vasopressin bei septischem Schock (Landry, Levin et al. 1997),
welche in Verbindung mit Kalium-sensitiven Adenosintriphosphat-Kanalen (K-ATP)
gesehen wird (Argenziano, Chen et al. 1998). Konzentrationsabhangig blockiert
Vasopressin K-ATP Kanéle. Zudem hemmt es die induzierbare NO (Stickstoffmono-
oxid)-Syntethase und damit den NO-vermittelten Anstieg des zyklischen
Guanosinmonophosphats (cGMP). Uber diese Funktionen antagonisiert AVP die Re-
laxation der glatten Muskulatur (Wakatsuki, Nakaya et al. 1992; Umino, Kusano et al.
1999). Sie werden als Hauptmechanismen der unter AVP-Therapie beobachteten
Wiederherstellung der Katecholaminwirkung diskutiert (Landry and Oliver 1992). Da-
her ist Vasopressin als zuséatzliche oder alternative Therapie bei Katecholamin-
abhangigem vasodilatorischem Schock vorgeschlagen worden (Dunser, Mayr et al.
2001; Holmes, Patel et al. 2001; Patel, Chittock et al. 2002).

Ein Anstieg des AVP Levels bewirkt eine Steigerung des SVR und eine Blutumvertei-
lung insbesondere zu Herz, Gehirn und Nieren (Voelckel, Convertino et al. 2010).
Urinproduktion und Kreatininclearence verbessern sich signifikant (Patel, Chittock et
al. 2002), wahrscheinlich durch Steigerung des Blutdrucks und der glomerularen Filt-
rationsrate (GFR) durch die Konstriktion der efferenten Arteriolen. Im Gegensatz da-
zu bewirkt Adrenalin eine Konstriktion der afferenten Arteriolen und in Folge dessen
einen Abfall der GFR (Landry, Levin et al. 1997).
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2.3.3 Auswirkung auf das viszerale Gefal3system

Durch die Verwendung hochdosierter Vasokonstriktoren besteht jedoch wegen der
Kreislaufzentralisierung die Gefahr von verstarkter Ischamie im Splanchnikusgebiet.
Dies konnte die mukosale Integritat schadigen und zu Multi-Organ-Versagen fuhren
(Krejci, Hiltebrand et al. 2006). Ein Vergleich zahlreicher Studien zeigt uneinheitliche
Ergebnisse hinsichtlich der Auswirkung von Vasopressin auf die mesenteriale Mikro-
zirkulation. In einem Vergleich zahlreicher Studien zum Einsatz von Vasopressin und
Terlipressin bei Sepsis von Ertmer et.al. 2005 (Ertmer, Sielenkamper et al. 2005)
werden sowohl bei AVP als auch Terlipressin komplexe Effekte auf die
Splanchnikusperfusion dargestellt. Beide haben das Potenzial, die Organdurchblu-
tung und —oxygenierung in Abhangigkeit vom HZV zu reduzieren. Durch selektive
Vasokonstriktion der mesenterialen Strombahn konnte der regionale Blutfluss zum
Dunndarm zusatzlich beeintrachtigt werden. Es wird daher geschlussfolgert, dass zur
Aufrechterhaltung des Herz-Zeit-Volumens und zur Vermeidung einer exzessiven
Vasokonstriktion unter Terlipressin eine aggressive Volumengabe notwendig ist und
die Dosis niedrig angesetzt werden sollte (z.B. 6 ug/kg). Diese Aussage deckt sich
mit dem Studienvergleich zu Vasopressin bei Sepsis von Asfar at.al (Asfar,
Radermacher et al. 2006). Bemerkenswert ist jedoch, dass die meisten dieser Studi-
en von einer Verbesserung der Organfunktion und/oder der Energiebilanz des Ge-
webes unter niedrig dosierter AVP Infusion berichten, verglichen mit der klinischen

Standarttherapie durch Norepinephrin (Bracht, Asfar et al. 2007).

In einer Studie zur Anwendung von Vasopressin an endotoxischen Tieren wurden
Sauerstoffpartialdruck und —versorgung im Jejunum bestimmt. Es konnte gezeigt
werden, dass AVP nicht zu einer zusatzlichen Beeintrachtigung beider Parameter in
der Akutphase der Endotoxamie in Relation zur Kontrollgruppe fuhrt (Knotzer, Maier
et al. 2006). Eine andere Studie an endotoxischen Tieren kam zum Schluss, dass
Vasopressin in therapeutischen Dosen den mesenterialen Blutflusses, als auch die
Mikrozirkulation von Darm und Leber aufrecht erhalt (Kopel, Losser et al. 2008).
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Insgesamt sind die Studien hinsichtlich ihrer Ergebnisse und der bestimmten Para-
meter uneinheitlich. Es sind daher weitere Untersuchungen zu Vasopressin notwen-
dig. Um klare Aussagen treffen zu kénnen, sollten hierbei mdglichst Makro- und Mik-
rozirkulation, als auch die Energiebilanz des Gewebes und die Organfunktion kombi-
niert erforscht werden. Der Schwerpunkt der folgenden Untersuchung liegt auf der
Auswirkung der  Herz-Lungen-Maschine auf die  Mikrozirkulation des
Mesenterialgebietes mit und ohne zuséatzliche Vasopressingabe sowie unter Ischa-
mie. In diesem Kontext wird zudem die Expression der Vasopressinrezeptoren

AVPR1A und AVPR2 in Magen, Jejunum und Rektum genauer analysiert.
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2.4 Fragestellung

1. Wie wirkt sich die direkt induzierte Darmischamie im Vergleich zur Operation
unter HLM mit und ohne Vasopressingabe auf die hAmodynamischen Para-
meter wie das Hezzeitvolumen, den systemisch vaskularen Widerstand und
den mittleren arteriellen Druck aus?

2. Welche Veranderungen treten im Blutfluss der Arteria mesenterica superior
unter den verschiedenen Interventionen auf?

3. Welche Auswirkungen haben die drei Interventionen auf die jejunale
perfundierte Gefal3dichte, den jejunalen mukosalen Blutfluss und die jejunale
post kapillare Sauerstoffsattigung, sowie die Vasopressin Rezeptor Genex-
pression?

4. Wie entwickelt sich der Vasopressinspiegel im Verlauf des Experimentes in al-

len Gruppen?
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3 Material Methoden
3.1 Studienaufbau

Als Versuchstiere wurden in dieser Studie weibliche und méannliche Hausschweine
der Deutschen Landrasse (Sus scrofa / Sus domestica) aus dem Ferkelzuchtbetrieb
Helmut Kliver, Rosenhof/Homburg verwendet. Die Genehmigung des
Tierversuchvorhabens nach 8 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes in der Fassung
vom 10.08.1986 (Bundesgesetzblatt I, Seite 1319) wurde von der Bezirksregierung
des Saarlandes eingeholt. Die eingeschlossenen Tiere hatten ein Gewicht von 30-34
kg.

Nach der Verabreichung der intramuskularen Pramedikation wurden die Schweine
noch im Zuchtbetrieb auf das Vorliegen einer Erkrankung untersucht. Die Genehmi-
gung zum Einsatz von Piritramid bei Experimentalnarkosen am Schwein durch das
Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte lag vor. Die Genehmigung fur
Tatigkeiten am Tier unter Aufsicht wurde ebenfalls von der Bezirksregierung des
Saarlandes fur den Autor erteilt. Die Studie beinhaltet vier Versuchsgruppen: 1. Kont-
roligruppe, 2. Darmischamie, 3. Herzlungen-Maschinen-Gruppe (HLM) und 4. Herz-
lungen-Maschinen-Gruppe mit Vasopressingabe (HLM/Vasopressin) (siehe Tabelle
1). Die Tiere wurden den Gruppen vor Versuchsbeginn randomisiert zugeteilt.

Tabelle 1 Ubersicht der Versuchsgruppen

Gruppennummer Versuchgruppe Anzahl
1 Kontrollgruppe 6
2 Darmischamie 6
3 HLM 6
4 HLM/Vasopressin 6
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3.1.1 Préaoperative Phase

Eine 7-tagige Diat der Tiere war notwendig, da intraluminale Laser Dopplersonden in
Rektum und Gastrum eingebracht wurden. Die Diat wurde nach folgendem Schema

verabreicht:

1. — 4. Tag: 3x1Portion, Tagesmenge:( 1kg Reis, 400g Trockenpflaumen, 6 Apfel, 1l
Apfelmus, 1l Wasser und 6 EL Laktulose).

5. — 6. Tag: 3x1 Portion (1l Apfelsaft mit 100g Klean-Prep, 1 Tablette Kalinor).

7. Tag: nichtern, da am Morgen des 8. Tages die Pramedikation erfolgte.

Dies ermdglichte weitestgehendes Ausbleiben von Stuhlverunreinigungen im Kolon
und Rektum. Somit waren Interferenzen der Sonden durch Stuhlverunreinigung auf
ein Minimum reduziert. Es war gewahrleistet, dass die Versuchstiere standig Zugang
zu Wasser hatten. Weiterhin musste die Bucht frei von Stroh sein, welches sonst als

Nahrungsersatz gedient hatte.

3.1.2 Pramedikation

Die Pramedikation der Tiere erfolgte vor Transport vom Zuchtbetrieb zum Tier OP
mittels intramuskularer Injektion in die Nackenmuskulatur. Es wurden 15 mg/kg KG
Ketamin (Pharmacia GmbH, Karlsruhe), 15 mg Midazolam (DeltaSelect GmbH,
Dreieich), 0,5 mg Atropinsulfat (Fa. B.Braun, Melsungen), sowie 3 mg/kg KG
Azaperon (Fa. Janssen-Cilag GmbH, Neuss) zur Sedierung appliziert. Daraufhin
wurden die Versuchstiere gewogen und flr den Transport ins Labor in einer Plastik-

Transportwanne seitlich gelagert.
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3.1.3 Anéasthesie und Beatmung

Im Versuchslabor erfolgte die Anlage einer Venenverweilkanile 20G in eine ober-
flachliche dorsal gelegene Ohrvene. Hieruber wurde zur Narkoseeinleitung 1,3-
6,0mg/kg KG Thiopental und 7,5mg Piritramid intravenés injiziert. Danach erfolgten
die endotracheale Intubation (7,0 — 7,5 Trachealtubus) unter direkter Laryngoskopie
mit Hilfe eines Miller-Spatels und die maschinelle Beatmung des Tieres. Die korrekte
Lage der Tubusspitze wurde durch Auskultation beider Hemithoraces unter Beat-
mung geprtft, sowie durch das angeschlossene Kapnometer (Capnomag Ultima)

bestatigt. Es folgte die pharyngeale Einlage der Temperatursonde.

Eine suffiziente Ventilation wurde mit einem Atemzugvolumen von 10-15ml/kg KG,
einer Atemfrequenz von 11-15 Zigen pro Minute und einem Sauerstoff-Raumluft-
Gemisch mit einem FiO2 von 0,25-0,3 erreicht. Uber eine im Beatmungsgerat inte-
grierte Druckmesseinheit mit einstellbaren Alarmgrenzen wurde darauf geachtet,
dass ein inspiratorischer Spitzendruck von 25cm H,O nicht tberschritten wurde. Der
positive endexspiratorische Druck wurde zwischen 4 und 6cm H,0 eingestellt. Konti-
nuierlich wurde der endtidale Kohlendioxidpartialdruck mittels Kapnometer
(Capnomag Ultima, Fa. Datex Engstrom Division, Helsinki, Finnland) gemessen, digi-
tal wiedergegeben und durch die eingestellten Beatmungsparameter in einem Be-
reich von 35-40mmHg gehalten. Zuséatzlich wurden regelmalig arterielle Blutgasana-
lysen mit einem Blutgasanalysesystem durchgefuhrt.

Zur Aufrechterhaltung der totalen intravendésen Narkose wurde Thiopental 0,4-0,45
mg/kg KG/h, sowie Piritramid 0,25-0,5 mg/kgKG/h als kontinuierliche Infusion mittels
Perfusor (Gram2, Fa. Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) einge-
setzt. Auf eine Muskelrelaxierung wurde wegen des Einflusses auf die Mikrozirkulati-
on verzichtet. Uber einen weiteren intravendsen Verweilkatheter in gleicher Lokalisa-
tion am anderen Ohr wurde eine Vollelektrolyt-Losung (Sterofundin®, Fa. B. Braun
Melsungen AG, Melsungen) mit einmalig zusatzlichen 30 mmol Kaliumionen und 20
mmol Kalziumionen dber einen Infusomat (Lifecare® Pumpe Modell 4 Abbott/Shaw,
Fa. Abbott Laboratories North Chicago, USA) mit 10 ml/kg KG/h und bei Bedarf



Dissertation Isabell Wagner 22

Hydroxyethylstarke 6% 1500-2000 ml (Gelafundin ®, Fa. Braun Melsungen AG,

Melsungen) substituiert.

Die Tiere wurden in Vorbereitung auf die chirurgische Intervention rasiert und mit
korperwarmem Wasser abgewaschen. Danach wurden sie in Rickenlage auf dem
Operationstisch fixiert, unter dem sich eine Heizmatte befand. Zeitgleich wurden Kle-
beelektroden an den beiden Vorderlaufen und am linken Rippenbogen fixiert und
kontinuierlich ein EKG abgeleitet. Parallel wurde ein Hebe- und Senkeinlauf mit war-
mem Wasser durchgefuhrt, um den Messort der Rektumsonde mdglichst komplett
von Stuhlresten zu befreien. Hierbei wurde versucht, das eingelaufene Wasser an-
nahernd wieder vollstandig aus dem Kolon zu entfernen, um die spatere Operation

durch wassergeflllite Darmschlingen nicht zu erschweren.

314 Interventionen

Die operative Phase setzte sich aus zwei Schritten zusammen. Die im ersten Schritt
durchgefiihrten Eingriffe dienten der Instrumentierung zur Erfassung der Vitalpara-
meter und zur Kathetereinlage, um Blutproben zu gewinnen. Der operative Ablauf
des ersten Schrittes war in allen Versuchsgruppen identisch. Die Vorgehensweise

des zweiten Schrittes definierte die jeweilige Versuchsgruppe.

Operiert wurde unter semisterilen Bedingungen, wobei steriles Abwaschen vorge-
nommen, sowie steriles Abdeckmaterial und sterile Instrumente verwendet wurden.
Die implantierten Katheter wurden vor Gebrauch mit 70%iger Alkohollsung gespult
und abgespruht, und danach mit steriler NaCl 0,9% durchgesplilt.

Schritt 1: Durchtrennung der Haut 45 Grad zur Leistenbeuge und Auseinandersprei-
zen der oberflachlichen Flexorengruppe fuhrt zum Freilegen der Femoralgefal3e. Die
Arteria femoralis wurde mit zwei Ligaturen Starke 0 angeziigelt und das distale Ende
ligiert. Dann erfolgte die Arteriotomie in Querrichtung und das Einfihren der zuvor
mit 0,9% Kochsalzlésung gespulten femoralen arteriellen Kantle. Durch Verknoten
der zweiten Ligatur um Arterie und Kanule wurde der Zugang abgedichtet. Selbiges
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erfolgte auch auf der kontralateralen Seite. Die Katheterisierung der Vena femoralis
mit einer 8 French Schleuse (Terumo Radiofocus Introducer Il 8F Lange 100mm, Fa.
Terumo Corporation, Tokyo, Japan) erfolgte in Seldinger-Technik. Dichtigkeit wurde
auch hier mittels Ligaturen hergestellt. Die Katheter wurden durch eine kutane Halte-

naht gesichert.

Uber die venose Schleuse wurde im Anschluss ein Swan-Ganz-Katheter (CCOmbo,
Fa. Edwards Lifescience Germany GmbH, Unterschleissheim, Deutschland) bis in

die Pulmonalarterie eingeschwemmit.

Uber eine Druckleitung erfolgte der Anschluss an einen Druckabnehmer (Fa. Medex,
Klein-Winternheim), nach dem Nullabgleich die kontinuierliche Darstellung tber ei-
nen Monitor (Sirecust 1261, Fa. Siemens, Minchen). Folgende Blutdrucke konnten

mit diesen beiden Kathetern invasiv gemessen werden:

- Atrterieller Blutdruck (AP)

- Zentralvenoser Blutdruck (ZVD)

- Pulmonalarterieller Blutdruck (PAP)

- Pulmonalkapillarer Verschlussdruck (Wedge-Pressure)

Des Weiteren konnten durch Blutentnahme aus den gelegten Kathetern weitere Pa-

rameter bestimmt werden, insbhesondere:

- Atrterielle Blutgase

Mit Hilfe des Swan-Ganz-Katheter und einer Monitoreinheit (Vigilance Monitor Model

VGS2, Fa. Baxter, UnterschleiRheim) konnten folgende Werte gemessen werden:

- Gemischtventse Sattigung

- Herzminutenvolumen (HZV) als kontinuierlich gemessener Parameter
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Laparotomie:

Im néchsten Schritt wurde die Bauchhdhle Uber eine mediane Laparotomie eroffnet.
Das Peritoneum wurde langs inzidiert. Nach Darstellung der Blase wurde eine Ta-
baksbeutelnaht angebracht. Die Blase wurde innerhalb der Naht inzidiert, das Loch
mittels Schere aufgespreizt und so der Blasenkatheter (14 Ch) mit angeschlossenem
System zur Urinvolumenmessung eingebracht und der Ballon an der Katheterspitze
mit NaCl geblockt. Der Blasenkatheter selbst wurde durch eine Stichinzision der Haut

lateral des Laparotomieschnittes getunnelt.

Um die A. mesenterica superior zu praparieren wurden zwei Wundsperrer eingesetzt.
Feuchte Bauchtlcher hielten die Darmschlingen vorsichtig beiseite. Der Einstieg in
das Retroperitoneum erfolgte medial der linken Niere cranial der NierengefafRe. So-
bald der retroperitoneale Raum im beschriebenen Gebiet freigelegt war, erfolgte die
Palpation der Aorta abdominalis samt Abgang der Arteria mesenterica superior. In
der Mehrzahl der Félle lag direkt ventral Gber dem Abgang des Gefal3es aus der Aor-
ta ein paraaortaler Lymphknoten. Dieser musste mittig doppelt ligiert und mittels Dia-
thermie gespalten werden. AnschlieRend erfolgte die Darstellung des Arterienab-
gangs und die Trennung und Mobilisation von umliegenden Bindegewebsschichten

und Nervenplexus.

Es folgte das Anschlingen des Gefal3es durch eine Ligatur (Vicryl 0), an deren Ende
eine Rochester Pean Klemme gesetzt wurde. Hierbei war es wichtig, die Ligatur di-
rekt am Abgang aus der Aorta zu legen, um mogliche vorherige Seitenaste auszu-
schliel3en, die eine spatere komplette Ischamie verhindert hatten. Direkt distal der
Ligatur wurde der 4 mm Dopplerflussmesskopf (Medistim 3mm Fa. Medistim ASA,
Oslo Norway) gesetzt. Es wurde eine Jejunumschlinge aus dem mittleren
Jejunalabschnitt ausgewéahlt. Der Abschnitt wurde durch Ablangen vom Duodenum
beginnend bis zum Ubergang am lleum abgeschatzt. AnschlieBend erfolgte eine 5
seklindige Okklusion durch die Ligatur, die den totalen Verschluss der Arteria
mesenterica. sup. und die korrekte Lage der Laserdopplersonde zeigte. Hierzu wur-
de die Sonde mit der Hand durch leichten Druck auf die Schlinge gehalten. Zeigte

der Ultraschallflussmesskopf keinen Fluss an und sah man in den Laserdopplerwer-
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ten deutlich erniedrigte Sattigungs- und Flusswerte, so wurde dies als erfolgreiches
Okklusionsmanover gewertet. Die Sonde wurde nun mit sechs Stichen locker auf die
Schlinge genaht. Zuvor war diese kutan durch eine Stichinzision paramedian rechts
auf Hohe der vorletzten Mamille getunnelt worden. AnschlieRend wurde die Vena
mesenterica sup. dargestellt, die intraperitoneal medial der V. cava. verlauft. Es er-
folgte die Anlage einer Tabaksbeutelnaht ca. 2 cm cranial der Mindung der Vena
mesenterica inferior in die Vena porta. Innerhalb des Tabakbeutels wurde durch eine
Stichinzision der Katheter kaudal ca. 10 cm vorgeschoben und die Naht angezogen.
War der Katheter im richtigen Gefal3 palpierbar und aspirabel, wurde die Naht gekno-
tet. Zuvor war dieser auf Hohe der zweiten bis dritten Mamille paramedian getunnelt

worden. Hier erfolgte auch die Fixierung des Katheterendes durch direkte Annaht.

Da die Sonden im Rektum und Magen intraluminal, die Referenzsonde am Jejunum
jedoch extraluminal gemessen haben, musste Uberprift werden, ob alle Sonden mit
moglichst dhnlicher Sensitivitat und Spezifitat Anderungen der Perfusion detektierten.
Hierzu wurden 6 Tiere laparotomiert. Den Tieren wurde durch oben beschriebenes
Auslangen die Jejunumsonde extraluminal am gleichen Ort aufgené&ht wie den Inter-
ventionstieren. Zusatzlich erhielten diese Schweine ca. 10cm distal dieser Sonde
noch eine intraluminale Sonde. Das Jejunum wurde gegentber dem Meso langs 2cm
inzidiert. Die Sonde wurde platziert und der Schnitt konnte mit einer doppellaufigen
Naht (4-0 PDS) verschlossen werden. Es folgte nun die Interventionsphase mit Aus-
gangsbedingungen, Ischamie und Reperfusion (siehe Schema). Die Dauer der Zeit-
punkte betrug jeweils 5 min. Gemessen wurde 2 Minuten nach Beginn des Zeitpunk-

tes. Die Messdauer betrug jeweils 3 Minuten.

Thorakotomie:

Die Thoraxeroffnung erfolgte durch mediane Sternotomie. Hierzu wurde ein Schnitt
vom Angulus sterni bis ca. 2cm kaudal des Xiphoids gefuhrt. Blutstillung und weitere
Praparation bis zum knochernen Sternum wurde mittels Elektrokoagulation (Erbotom
F2, Fa. Erbe Elektromedizin, Tubingen) erzielt. Der untere Sternumpol wurde stumpf

digital unterminiert und vom Perikard abgehoben. Das Sternum wurde durch eine
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Sternum- und Listerschere eroffnet. Es folgte das Einbringen eines Thoraxsperrers
(Modell Mercedes, Fa. Aesculab, Tuttlingen). Blutstilung am Sternum wurde durch
Elektrokoagulation und durch die Verwendung von Knochenwachs (Fa. Ethicon, Bel-
gien) erreicht. Der Thymus wurde mobilisiert und schlie3lich extirpiert. Es folgte die
T-formige Perikardiotomie und die Lagerung des Herzens in einer Perikardwiege
durch Herzbeutelhochnaht und anschlieRend die Anlage eines linksatrialen Katheters
Uber eine Tabaksbeutelnaht in den Vorhof. Der Katheter wurde mit 0,9% NacCl luftfrei
durchgespdlt und auf seine Dichtigkeit hin Uberprtft. AnschlieRend erfolgte die Einla-
ge einer Tabaksbeutelnaht (4-0 Prolene SH 1) im linken Herzohr. Nach Stichinzision
mit dem Skalpell (Klinge Nr. 11) erfolgten das Einbringen des Katheters und das
Verknoten der Naht zur Abdichtung. Nach Anschluss an einen Druckdom sowie Null-
abgleich konnte nun der linksatriale Blutdruck (LAP) kontinuierlich gemessen wer-

den. Uber diesen Katheter erfolgte spater die Applikation der Mikrospharen.

Stabilisierungsphase:

Nach Abschluss der Préparation folgte eine Pause um eine Stabilisierung der Aus-
gangsbedingungen zu erreichen. Hierzu wurden eine stabile Hamodynamik, ausge-
glichene Saure-Basen-Verhaltnisse, physiologische arterielle Blutgase, sowie
Laktatkonzentrationen im arteriellen Blut von unter 2 mmol/l erzielt. Jetzt erfolgte
randomisiert die Einteilung in die Interventionsgruppen. Alle Versuchsgruppen unter-
lagen dem gleichen Zeitschema (siehe Tabelle 2 und Tabelle 3), welches eine zeit-
gleiche Probengewinnung und die Vergleichbarkeit der Daten zwischen den Gruppen
sicherte. Wie oben beschrieben wurden Hamodynamik- und Beatmungsparameter
(HD/BT) Uberwacht und von Hand protokolliert (siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2 Hamodynamik und Beatmungsparameter

Hamodynamik(HD)

Beatmung (BT)

Herzfrequenz (HF)

Arterieller Blutdruck:

-systolisch (AP sys)

-mittel (AP mit)

-diastolisch (AP dia)
Pulmonalarterieller Blutdruck:

-systolisch (PAP sys)

-mittel (PAP mit)

-diastolisch (PAP dia)

linksatrialer Blutdruck (LAP)

Herzminutenvolumen (HZV)

Zentralvenoser Blutdruck (ZVD)

Gemischtvendse Sattigung (SvO2)

Bluttemperatur (Temp. ven.)

pharyngeale

Temperatur (Temp.

pha.)

Atemfrequenz (AF)
Atemminutenvolumen (AMV)
endexpiratorische
Kohlendioxidkonzentration (ETCO2)
inspiratorische Sauerstoffkonzentra-
tion (FiO2)

positiver Endexpiratorische Druck
(PEEP)

Beatmungsspitzendruck
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Des Weiteren erfolgten zu bestimmten Zeitpunkten (siehe Tabelle 3):

e -systemische Blutentnahme (BE)

o -arterielle/ventse Blutgasanalyse (BGA)

e -Dokumentation des Urinvolumens und Urinprobenentnahme (Udoc)

Tabelle 3 Zeitpunkte und Probengewinnung

Zeitpunkt (t) Probengewinnung und
Dokumentation

Start Ausgangsbedingungen HD/BT | BGA | BL | BE

Ende Ausgangsbedingungen HD/BT | BGA | BL | BE | Udoc

Ischamie 2 min HD/BT

I 5Smin HD/BT | BGA | BL | BE

[ 10 min HD/BT

[ 20 min HD/BT

| 30 min HD/BT | BGA | BL | BE

| 40 min HD/BT

I 50 min HD/BT

| 60 min HD/BT | BGA |BL | BE | Udoc

Reperfusion 2 min HD/BT | BGA | BL | BE

R 5 min HD/BT

R 10 min HD/BT | BGA | BL | BE

R 20 min HD/BT

R 30 min HD/BT | BGA | BL | BE | Udoc

R 35 min HD/BT

R 40 min HD/BT

R 50 min HD/BT

R 60 min HD/BT | BGA | BL | BE | Udoc

R 65 min HD/BT

R 70 min HD/BT

R 80 min HD/BT

R 90 min HD/BT | BGA | BL | BE | Udoc
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3.2 Interventionsphase

Die vier Versuchsgruppen unterschieden sich im operativen Vorgehen in dieser Pha-

Se.

Kontrollgruppe-Gruppe:

Die Kontrollgruppe diente als Vergleichsgruppe zu den anderen Versuchsgruppen.
Es wurde keine weitere chirurgische Intervention vorgenommen (keine Isché&mie
durch Zuziehen der Ligatur um die Arteria mesenterica superior und kein Fahren ei-
ner HLM). Das oben geschilderte Messschema wurde aber auch hier strikt beibehal-

ten. Auch wurden keine weiteren Medikamente verabreicht.

Darmischamie-Gruppe:

Die Tiere dieser Gruppe erhielten eine einstiindige Mesenterialischamie. Diese er-
folgte durch eine 1 stindige Okklusion der AMS unmittelbar am Abgang von der Aor-

ta.

Herz-Lungen-Maschinen-Gruppe (HLM):

Die Tiere dieser Gruppe wurden eine Stunde mit einer HLM gefahren. Die HLM (Fa.
Stockert Instrumente GmbH, Minchen) wies zwei separat steuerbare Rollerpumpen
auf. Das Pumpenset setzte sich aus den folgenden Einheiten zusammen: einem
Schlauchset (Fa. Edwards, Irvine USA) mit Kardiotomie Saugerlinie % Zoll, arterieller
Linie 3/8 Zoll, vendser Linie ¥z Zoll, einem Oxygenator (Quadrox Heparin coated, Fa.
Jostra, Hirlingen), einer arteriellen Kantle 21F (Fa. Jostra Hirlingen), einer drahtver-
starkten vendsen Zwei-Stufen-Kanile 34/39F (Fa. Jostra, Hirlingen), einem
Kardiotomie-Reservoir (HSR-4000, Fa. Bentley) und einem arteriellen Filter Poren-
dichte 4027um (Fa. Dideco, Mirandola, Italy). Das Priming der HLM bestand aus
500ml Hydroxyethylstarke 6% (Gelafundin ®, Fa. Braun Melsungen AG, Melsungen)
und 500ml Vollelektrolyt-Loésung (Sterofundin®, Fa. B. Braun Melsungen AG,
Melsungen). Es wurden die Kanulierungsnahte mit 4-0 Prolene (Fa. Ethicon, Nor-
derstedt) in die Aorta ascendens und das rechte Herzohr eingebracht. Es wurde erst
arteriell, danach vends kandliert. Wéahrend der Intervention mit der HLM wurde ein
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konstanter Fluss gefahren, der identisch mit dem Herz-Zeit-Volumen vor der Inter-
vention war. Nach Abschluss der Perfusion mittels HLM (sechzig Minuten) wurde der
Pumpenfluss reduziert. Darauf vends und nach Ruckfihrung des Restvolumens aus
der HLM schlieR3lich auch arteriell dekandliert. Das verbliebene Restvolumen aus

dem vendsen Reservoir und Schlauchen wurde langsam frei reinfundiert.

Herz-Lungen-Maschinen-Gruppe mit Vasopressingabe:

Die Tiere dieser Gruppe wurden identisch behandelt wie die Tiere in der HLM-
Gruppe. Einzige Ausnahme war die Vasopressingabe wahrend der Herz-Lungen-
Maschinen. Die Dosis von Vasopressin richtete sich nach dem MAP, der konstant
zum MAP wéahrend unter Ausgangsbedigungen gehalten wurde. Appliziert wurde das

Vasopressin kontinuierlich tber die Vena femoralis.
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3.3 Intravitalmikroskopie

Nach Kalibrierung der Optik wurde eine "MicroScan" Linse auf die Optik
(Intravitalmikroskop Imagin Unit (10x) mit LED Fa. Micro Vision Medical, Amsterdam)
gesetzt. AnschlieRend erfolgte am laparotomierten Bauch das Aufsuchen einer
Jejunumschlinge cirka 30cm distal der Jejunumsonde, welche mittels 3-0 Vicrylnaht
markiert wurde, um stets am gleichen Ort zu mikroskopieren. Dies garantierte eine
bessere Vergleichbarkeit der Mikrozirkulationsdaten. Die Schlinge wurde vorsichtig
auf ein mit NaCl befeuchtetes Bauchtuch platziert. Um aussagekraftige Werte zu be-
kommen, durfte die Optik moglichst keinen Druck auf die Schlinge ausiiben, was zu
falschen Flusswerten gefuhrt hatte. Nach Scharfenoptimierung des Bildes wurde je
Zeitpunkt eine Sequenz von ca. 60 Sekunden aufgenommen und als separates Kapi-

tel auf eine DVD gebrannt.

Die Beurteilung der mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie aufgenommenen
Filmsequenzen wurde zu einem spéateren Zeitpunkt durchgefihrt. Nach Beendigung
der Mikroskopie erfolgte die Auswertung der mikrozirkulatorischen Parameter mit
dem computerassistierten Bildverarbeitungssystem Caplmage (Version 8,5; Dr.
Zeintel Ingenieurbiro, Heidelberg, Deutschland) durch Wiedergabe der jeweiligen
DVD mittels eines DVD Video Recorders (LQ-MD 800; Panasonic, Osaka, Japan).
Bei der Auswertung der funktionellen Kapillardichte mittels Caplmage wurden nur
ausgewahlte Gefalle erfasst. Diese mussten zum Aufnahmezeitpunkt Erythrozyten
enthalten, die sich antegrad fortbewegten. Die funktionelle Kapillardichte wurde an-
hand der Gesamtlange der markierten Gefal3e pro Flache des Beobachtungsfeldes

in cm/cm? berechnet.

3.4 Klinische Chemie

Die Parameter IFABP und Vasopressin wurden mittels Human I-FABP ELISA Test
Kit ist von der Firma Hycult biotechnology und dem Vasopressinkit der Firma Assay
Desings, Inc [arg-Vasopressin Enzyme Immunoassay (Kit Cat.No.: 900-017)] Uber
ELISA bestimmt.
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3.5 RNA-Isolierung

Beim Arbeiten mit RNA wurde auf die Benutzung von RNase-freien Lésungen und
ReaktionsgefaRen geachtet. Wahrend der RNA-Isolierung und —Praparation wurden
zum Schutz vor Kontamination durch auf der Haut befindlichen RNasen Handschuhe
getragen. Um weitere Kontaminationen moglichst gering zu halten wurden die Hand-
schuhe regelmaRig gewechselt. Die RNA-enthaltenden Reaktiosgefal3e wurden

wann immer moglich geschlossen gehalten
3.5.1 Isolierung aus Magen und Jejunum

Zur RNA-Isolierung der Magen- und Jejunumproben wurde das RNeasy Mini Kit der
Firma Qiagen (#74104) verwendet. Um die Kontamination durch DNA moglichst ge-
ring zu halten, wurde wahrend der RNA-Isolierung ein DNase-Verdau auf der S&u-
lenmembran mit dem RNase-Free DNase Set (#79254) der Firma Qiagen durchge-
fuhrt. Die hier enthaltende DNase | wurde in den anschlieBenden Waschschritten wie
andere Kontaminationen ausgewaschen. Die Isolierung der Gesamt-RNA wurde ge-

mal3 Herstellerangaben durchgefinhrt.

VVon den gefrorenen Probegeweben wurde in einer Petrischale mit einem Skalpell ein
Stuck abgeschnitten und abgewogen (Prazisionswaage BP 310 S, Sartorius AG),
sodass ca. 60 mg Gewebe vorlagen. Das Gewebe wurde in ein steriles Réhrchen
Uberfuhrt und mit 1200 pl RLT-Lysepuffer, versetzt mit 3-Mercaptoethanol (10 pl 3-
ME zu je 1 ml RLT-Puffer), gemischt. Dieses Gemisch wurde anschlieRend homoge-
nisiert (Ultra Turrax T8, IKA) und auf zwei ReaktionsgefalRe (1,7 ml) verteilt. Beide
GefalRe mit jeweils ca. 600 ul Homogenisat wurden im weiteren Verlauf gleich be-
handelt. Das Homogenisat wurde fir 3 Minuten bei Raumtemperatur auf gmax zentri-
fugiert (Eppendorf Centrifuge 5415 R, Eppendorf AG) und der klare Uberstand
(Lysat) in ein neues Reaktionsgefald Gberfuhrt. Zum Lysat wurde die gleiche Menge
(ca. 600 ul) 70%iger Ethanol zugegeben, unter Pipettieren gemischt (Prazipitat kann
entstehen) und zlgig maximal 700 pl auf die ,RNeasy spin column® (Saule mit
Silikamembran) gegeben. Nach 15 Sekunden Zentrifugation bei 8000 x g wurde der
Durchfluss verworfen und die Schritte wiederholt, bis das gesamte Lysat Uber die

Saulenmembran gelaufen war. Die Saulen wurden auf eine neue ,Collection Tube®
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(2ml) gesetzt, 350 pl RW1-Puffer auf die Membran pipettiert und fur 15 Sekunden bei
8000 x g zentrifugiert.

Anschlie3end wurde die DNA auf der Saulenmembran mit DNase | verdaut (RNase-
Free DNase Set # 79254, QIAGEN). Dazu wurden 10 pl DNase I-Losung mit 70 pl
RDD-Puffer gemischt, direkt auf die Membran pipettiert und fir 15-20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Saulen wieder mit 350 pl RW1-Puffer
gewaschen (Zentrifugation 15 sec bei 8000 x g) und auf eine neue Collection Tube
gesetzt. Es folgten zwei Waschschritte mit je 500 ul RPE-Puffer (1 Teil RPE-Puffer-
Konzentrat versetzt mit 4 Teilen 96% Ethanol). Im ersten Waschschritt wurde 15 Se-
kunden bei 8000 x g zentrifugiert (Durchfluss verworfen), im zweiten Waschschritt 2
Minuten bei 8000 x g. AnschlielRend wurden die Saulen auf eine neue Collection Tu-
be gesetzt und zum Trocknen 1 Minute bei gmax zentrifugiert. Um die RNA zu
eluieren wurden die Saulen auf neue beschriftete Reaktionsgefal3e (1,7 ml) tber-
fahrt, 35 pl RNase freies Wasser auf die Membranen pipettiert und fir 1 Minute bei
gmax zentrifugiert. 4 pl der gewonnenen RNA wurden fir die photometrische Kon-
zentrationsbestimmung benutzt. Die restlichen ca. 30 pl wurden in zwei Fraktionen
zu je 15 pl aufgeteilt und bis zur weiteren Verwendung zur cDNA-Synthese bei -20°C

aufbewabhrt.

3.5.2 Isolierung aus Rektum und Oberschenkel

Hierfir wurde das RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (#74704) der Firma Qiagen ver-
wendet, da die Gewebe Rektum und Oberschenkel eine Fulle von kontraktilen Prote-
inen, Bindegewebe und Kollagen enthalten und daher speziell behandelt werden
missen. Dabei ist das Prinzip der RNA-Isolierung das gleiche wie bei dem RNeasy
Mini Kit und unterscheidet sich nur zu Beginn in wenigen Schritten. Die Isolierung der

Gesamt-RNA wurde gemal Herstellerangaben durchgefuhrt.

Ca. 60 mg Gewebe wurden von den tiefgefrorenen Proben entnommen, mit 600 pl
RLT-Puffer gemischt und homogenisiert. Das Homogenisat wurde auf zwei Reakti-
onsgefalle (1,7 ml) aufgeteilt, sodass jedes Gefald ca. 300 pl enthielt. Die Gefal3e
wurden jeweils mit 590 ul RNase-freiem Wasser und 10 pl Proteinase K-Ldsung ver-

setzt und das Gemisch durch vorsichtiges Pipettieren gut vermischt. Anschlieend
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wurden die Gefalie in den vorgeheizten Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf
AG) gestellt, in dem sie fiur 10-15 Minuten bei 55°C inkubiert wurden. Wahrend der
Inkubation kann die Proteinase K ihre Wirkung entfalten. Sie spaltet Proteine und
andere fibrose Gewebe, sodass spater die RNA-Ausbeute gréRer ausfallt. Nach der
Inkubation wurden die Gefale fir 3 Minuten mit 10000 x g bei Raumtemperatur zent-
rifugiert.

Der klare Uberstand (ca. 900 pl) wurde in ein neues Reaktionsgefal (1,7 ml) iber-
fuhrt und mit dem halben Volumen (ca. 450 pl) 96% Ethanol versetzt (durch
Pipettieren gut mischen). Ab hier stimmt das Protokoll dieses Kits mit dem des
RNeasy Mini Kits tberein. Das Lysat wurde komplett Gber die Saulenmembran lau-
fen gelassen und mit 350 pul RW1-Puffer gewaschen. Danach schloss sich der
DNase-Verdau an, wie oben beschrieben und es folgten die weiteren Waschschritte
mit 350 ul RW1-Puffer und 2 x mit 500 p RPE-Puffer. Anschliel3end wurde die Mem-
bran getrocknet und die RNA konnte mit 35 pl RNase-freiem Wasser eluiert werden.
Wie oben schon beschrieben wurden 4 ul der RNA-LOsung zur photometrischen
Konzentrationsbestimmung verwendet und die restlichen 30 pl in 2 Fraktionen zur

weiteren Verwendung zur cDNA-Synthese bei -20°C aufbewahrt.

3.5.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA

Fur die photometrische Konzentrationsbestimmung wurde das Photometer Gene
Quantpro RNA/DNA Calculator der Firma Amersham Pharmacia verwendet. Vor der
Konzentrationsmessung der Proben wurde das Photometer mit einer Leerwertprobe
von 80 pl Tris/HCI pH 7,5 geeicht. AnschlieRend wurden 4 ul der RNA-Probe mit 76
pl Tris/HCI pH 7,5 versetzt, was einer Verdinnung von 1:20 entspricht. Die verdinnte
RNA wurde in eine Einmal-UV-Klvette (UV-Kivetten mikro 70 pl # 759220, FA
Brand) Uberfuhrt und die Konzentration mit dem Photometer gemessen. Bei den Re-
sultaten wurde darauf geachtet, dass die Sollwerte fur den Extinktions-Quotienten
(1,8-2,1) eingehalten wurden und dass die RNA-Konzentration grof3er 100 ng/ul war,
damit in den folgenden Experimenten geniigend RNA zur Verfiigung stand.
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3.6 CcDNA-Synthese der Gewebeproben

Fur die cDNA-Synthese wurde das TagMan® Reverse Transcription Reagents Kit (#
N808-0234) der Firma Applied Biosystems verwendet. Da die Gesamt-RNA umge-
schrieben werden sollte, wurden als Primer die Random Hexamere verwendet. Pro
RNA-Probe wurde ein 15 pl Ansatz verwendet, der insgesamt 800 ng reine RNA ent-
hielt. Die folgende Tabelle 4 Pipettierschema MasterMix zeigt das Pipettierschema
fur den Mastermix, der fur einen 1-fachen Ansatz (15 pl) bendtigt wurde. Dieser Mas-

termix wurde nach Herstellerangaben angefertigt:

Tabelle 4 Pipettierschema MasterMix

Reagenz 15ul-Ansatz
10X TagMan RT Buffer 1,5 ul
25 mM MgCl, 3,3 ul
dNTPs Mixture 3,0 ul
Random Hexamers 0,75 ul

v

vortexen

%
RNase Inhibitor (20 U/ul) 0,3 ul
MultiScribe Reverse Transcri- 0,375 ul
pase (U/ul)

N

durch Pipettieren vorsichtig mischen

Total 9,225 ul

Die restlichen 5,775 pl verteilen sich auf die RNA-Probeldsung mit 800 ng RNA und
RNase-freiem Wasser. Konzentrationsentsprechend muss also das Volumen der
RNA-L6sung mit 800 ng berechnet werden, aus dem dann das Volumen des RNase-
freien Wassers berechnet werden kann (5,775 pl — Volumen RNA-L&sung). Die
9,225 ul Mastermix und die 5,775 ul verdiinnte RNA wurden in ein PCR-Tube (0,2 ml
# 712028 Biozym Scientific GmbH) tberfihrt und durch Auf- und Abpipettieren vor-
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sichtig gemischt. Der gesamte 15 pl-Ansatz wurde anschliel3end fur folgendes Pro-
gramm in den Thermocycler (GeneAmp® PCR-System 9700, Applied Biosystems)

gestellt:
Tabelle 5 Thermalschema Thermocycler
Step Incubation RT Reverse
Transcriptase
Inactivation

HOLD HOLD HOLD
Temperature 25°C 48°C 95°C
Time 10 min 30 min 5 min

Wahrend der 10 Minuten Inkubation erfolgt das Annealing der Primer an die RNA-
Matrize. Danach erfolgt fur 30 Minuten die cDNA-Synthese durch die Reverse Tran-
skriptase, die bei 48°C ihr Aktivitatsmaximum besitzt. Durch das Erhitzen auf 95°C
far 5 Minuten wird schlie3lich das Enzym denaturiert und somit inaktiviert, damit die-
se spater bei der Real-time PCR keinen stdérenden Einfluss hat. Zum Schutz der

cDNA kuhlt der Thermocycler nach dem Programm auf 4°C ab.

Da hier letztendlich bei der Real-time PCR die vier Gewebe (Magen, Jejunum, Rek-
tum, Oberschenkelmuskel) eines Schweines gleichzeitig untersucht werden sollten,
wurde auch die Reverse Transkription von allen vier Geweben gleichzeitig durchge-
fuhrt. Das bedeutet, es wurde direkt ein 5,5-facher Ansatz des Mastermixes in einem
Reaktionsgefal’ (1,7 ml) angefertigt und je 9,225 ul davon in 5 PCR-Tubes Uberfihrt.
Vier PCR-Tubes entsprachen den vier Geweben und es wurde je nach Konzentration
der entsprechenden RNA-LOosung die RNA und das RNase-freie Wasser dazu
pipettiert. Das funfte PCR-Tube diente der Negativ-Kontrolle (RTnegKontrolle). Hier
wurden nur 5,775 pl RNase-freies Wasser hinzugefiigt. Es enthielt also keine RNA
und war deshalb spater bei der Real-time PCR ein Mal} flr das saubere Arbeiten, da

hier nichts amplifiziert werden konnte

Die PCR-Tubes mit der gewonnenen cDNA wurden schliel3lich bis zur weiteren Ver-

wendung fir die Real-time PCR bei -20°C gelagert.
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3.7 Real-time PCR

Zur Durchfihrung der Real-time PCR wurde der TagMan® Gene Expression Master
Mix (# 4369016) der Firma Applied Biosystems verwendet. Primer und Sonden wur-
den durch die jeweiligen Custom TagMan® Gene Expression Assay der Firma App-

lied Biosystem zugefigt.

Tabelle 6 Reagenzienansatz

Reagenzienansatz Endvolumen 20 pl
Master Mix 10 pl

Assay Mix 1 ul

H20 7 ul

Sample 2 ul

Die PCR wurde in 3-fach Bestimmung mit je einem 20ul Reaktionsvolumen, davon
10ul TagMan Gene Expression Master Mix (2x), 1 pl Custom TagMan Gene Expres-
sion Assay(20x) und 2ul Sample mit je 25ng/ pl cDNA durchgefuhrt. Als endogene
Kontrolle diente das Haushaltsgen HPRT1 (TagMan® Gene Expression Assay (#
FAM Ss03388274 _m1) von Applied Biosystems), fur das ebenfalls Tripletts mit 25ng/
pul cDNA angefertigt wurden. Insgesamt wurde fur HPRT1 ein 32facher
Reagenzienansatz (da hier nur 2fache Negativkontrollen) und fur die Vasopressin
Rezeptorgene AVPR1A und AVPR2 ein 35facher Reagenzienansatz pipettiert.

Als Gewebe wurden jeweils pro Schwein Magen, Jejunum, Rektum, sowie das Refe-
renzgewebe Oberschenkelmuskel untersucht. Auf einer Platte (MicroAmp® Fast 96-
Well Reaction Plate 0,1 ml (# 4346907) der Firma Applied Biosystems) konnten je-
weils 2 Schweine bestimmt werden. Die Platte wurde durch Optical Adhesive Covers
(# 4360954) unter Zuhilfenahme des MicroAmp®Adhesive Film Applicator (# 433
3183) abgedeckt. Anschliel3end wurde zentrifugiert, um samtliche Flissigkeit am Bo-
den der Platte abzusetzen. In Abbildung 1 ist ein typisches Pipettierschemata fur

Vasopressin dargestellt:
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Abbildung 1 Pipettierschema fur Vasopressin
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Die PCR erfolgte nach folgendem Thermalschema (siehe Tabelle 7):

Tabelle 7 Thermalschema der PCR

Schritt

Uracil-DNA
Glykosylase
Inkubation

AmpliTaq Gold®
DNA Polyme-
rase, UP
Enzymaktivierung

PCR

45 Zyklen

Denaturierung

Annealing/Extension

Zeit

2 min

10 min

15s

1 min

Temperatur

50 °C

95 °C

95 °C

60 °C

3.8 Statistische Analyse

Alle Daten werden als Mittelwert + SEM (’standard error of the mean’) angegeben.

Die Analyse der verbundenen Stichproben, welche gleich der Zeitpunkte innerhalb

einer Gruppe sind, wurde mittels einer One Way Repeated Measures ANOVA unter-

sucht. Zuvor wurden die Daten mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf eine Gauly’'sche

Verteilung Uberprift. Im Falle einer nicht-Gaul3’'schen Verteilung wurde eine One

Way Repeated Measures ANOVA on ranks durchgefihrt. Als post-hoc-Test kam ein

Dunnett-Test zur Anwendung, der die Messpunkte Ausgangsbedingungen, Ischéa-
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mie/HLM 20min, Reperfusion 2min, Reperfusion 30min, Reperfusion 60min und
Reperfusion 90min miteinander verglich. Ein p < 0.05 wurde als signifikant betrach-
tet. Die unverbundenen Stichproben, welche gleich der Kontrollgruppe und der
Gruppen Darmischamie und HLM sind, wurden untereinander mit Compare many
groups One Way Analysis of Variance (ANOVA) untersucht. Bei nicht
Gausscherverteilung wurde mit Compare many groups ANOVA on ranks untersucht.
Als post-hoc-Test kam ein Student-Newman-Keuls-Test zur Anwendung. Samtliche
statistische  Analysen wurden mittels eines Statistik-Software-Programmes
(Sigmastat, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefihrt.
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4  Ergebnisse
Es wurden 4 Gruppen von Schweinen mit jeweils 6 Tieren untersucht:

die Kontrollgruppe ohne Intervention
die Gruppe der Darmischamie mit Okklusion der A. mesenterica sup.
die Gruppe der Herz-Lungen-Maschine (HLM)

P 0w NP

die Gruppe HLM/Vasopressin mit Vasopressingabe zur Aufrechterhaltung des
mittleren arteriellen Druckes (MAP) wie unter Ausgansbedingungen wahrend

des gesamten Experimentes

Sowohl die Ischamie als auch die Anwendung der HLM dauerte insgesamt eine
Stunde (siehe 3.2 Interventionsphase). In den Daten lag kein signifikanter Unter-

schied zwischen den Gruppen im Zeitpunkt Ausgangsbedingungen vor.

4.1 Hamodynamik (HZV, MAP, SVR)

In der Kontrollgruppe waren die hamodynamischen Parameter im Laufe der Ver-

suchszeit konstant.

Das Herzzeitvolumen zeigte signifikante Anstiege in den Gruppen Darmischamie und
HLM gegenuber der Kontrollgruppe und den Ausgangsbedingungen in den spaten
Reperfusionszeitpunkten (30, 60 und 90min). Der Anstieg in der Gruppe

HLM/Vasopressin verlief weniger deutlich (siehe Tabelle 21 im Anhang).

Der mittlere arterielle Druck war unter Ischamie in der Darmischamiegruppe signifi-
kant und maximal erhoht, gefolgt von einem signifikanten Abfall zum Zeitpunkt
Reperfusion 2 min und spaterem Verlauf tber der Gruppe HLM. Wahrend der HLM
war hier zu allen Messzeitpunkten ein signifikanter Abfall unter das Niveau der Kont-
roligruppe und der Ausgangsbedingungen zu verzeichnen, mit einem voriubergehen-
den Maximum zum Zeitpunkt Reperfusion 30 min. Der Verlauf der Gruppe
HLM/Vasopressin sank ab dem Zeitpunkt Ischamie/ HLM 20 min stetig (siehe Tabelle
22 im Anhang).
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Der systemische vaskulare Widerstand (SVR) war in der Gruppe Darmischamie zum
Zeitpunkt Ischamie/HLM 20 min leicht erhdht. Im Gegensatz dazu fiel er nach der
Ischamie stark ab und blieb in allen Reperfusionszeitpunkten signifikant gegeniber
den Ausgangsbedingungen und der Kontrollgruppe vermindert. Ahnlich verlief die
Gruppe HLM/Vasopressin, bei jedoch weniger starkem Abfall zum Zeitpunkt
Reperfusion/2 min. Hingegen fiel die Gruppe HLM bis zur Reperfusion/2 min stetig

ab und bleib anschliel3end konstant vermindert (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8 systemischer vaskularer Widerstand (SVR)

1867+114

1849+74 1780+51

1878+94 1868+91 1856+69

2063100 2242+103 1427+97*# 1593+79*# 1469+73*# 1581+97*#+
2069+120 1662+64*# 1280+£60*# 1378+43*# 1175+81*# 1188+61*#
1962+28 2112433+ 1832497+ 1467+77*# 1379+63*# 1306+44*#

+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM



Dissertation Isabell Wagner 42

4.2 Laborparameter (Laktat, vendses Kalium, iFABP, Vasopressin)

Die Laktatkonzentration stieg in der Gruppe Darmischamie unter Ischamie maximal
an und blieb bis 30 min nach der Reperfusion signifikant gegentiber allen anderen
Gruppen erhoht, bei denen keine Veranderungen auftraten (siehe Tabelle 23 im An-
hang). Auch das ventse Kalium stieg unter Ischamie ausschlielich in der
Darmischamiegruppe signifikant an (siehe Tabelle 24 im Anhang).

Das vends gemessene iFABP stieg in der Gruppe Darmischamie signifikant Gber al-
len anderen Gruppen an und blieb auch in der Reperfusion auf diesem Level. In der
Gruppe HLM gab es den geringsten Anstieg, steiler verlief die Gruppe
HLM/Vasopressin mit einer Spitze unter Reperfusion 2 min bei Angleichung auf das
Kontrollniveau in der spéateren Reperfusion beider HLM-Gruppen (siehe Tabelle 9)

Tabelle 9 iIFABP (ml/pg)

66,1+4,2 47,3+18,6 57,3+9,4 37,846,2 48,4+10,5 58,7+7,3

64,6+8,8 253,2+40,0%#+ 288,2+34,7*#+  266,9+28,3*#+ 280,7+26,0%#+ 278,9+25,4*#+
55,5+7,2 81,7+10,1%# 118,7+£15,2*# 127,716, 7*#  78,3+10,1 82,4+10,8

55,5+5,5 97,1£12,2%# 230,5+25,3*#+ 178,3+30,2*#  87,2+12,4 65,6+7,1

+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM
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Der arteriell gemessene Vasopressinspiegel (siehe Tabelle 10 und Abbildung 2) war
in der Gruppe Darmischamie signifikant hoher als in der erniedrigten Gruppe HLM.
Diese AVP-Verminderung pendelte sich in der Gruppe HLM auf ein konstant niedri-
ges Niveau signifikant unterhalb der Ausgangs- und Kontrollbedingungen ein. In der
Gruppe HLM/Vasopressin wurde unter HLM mit Vasopressingabe ein Maximum im
Vasopressinspiegel erreicht, welcher anschliel3end abfiel. Nach unterschreiten des
Niveaus der Kontrollgruppe bei Reperfusion 60 min erlangte er wie die Gruppe HLM

einen zu Ausgangsbedingungen und Kontrollgruppe verminderten Level.

Tabelle 10 Vasopressinspiegel (pg/ml)

142,4+7,1

137,9+16,9 136,0+17,1 125,1+11,5 123,7+14,1 128,1+14,6
149,1+9,8 144,2+8,3+ 160,9+21,2+ 142,9+20,8+ 109,0+21,1+ 113,0+12,2+
136,6+16,4 101,4+13,2*# 75,2+9,5%# 47,046, 7*# 43,3+6,5*# 42,2+7 5%
132,7+14,5 339,3+16,9%#+ 297,7+20,6%#+ 198,9+17,6#+ 85,7+10,8+ 39,748,3*#

+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM
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Abbildung 2 Vasopressinspiegel arteriell (pg/ml)
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4.3 Blutfluss der Arteria mesenterica superior (AMS)

Der Blutfluss der AMS war unter Ischdmie in der Darmischamie-Gruppe signifikant

gegen Null gesunken, normalisierte sich im Folgenden und war anschlieRend zu al-

len Vergleichsgruppen signifikant erhéht. Der Verlauf der Gruppe HLM blieb unter

HLM konstant, wahrend der Blutfluss in der Gruppe HLM/Vasopressin zeitgleich sig-

nifikant unter Ausgangsbedingungen und Kontrollgruppe fiel. Anschliel3end lagen die

Werte in beiden Gruppen mit HLM in den Zeitpunkten Reperfusion 30 und 60 min

signifikant GUber den Ausgangsbedingungen. (siehe Tabelle 11 und Abbildung 3).

Tabelle 11 Blutfluss der AMS (ml/min)

Blufluss der AVS | beGinglng  bawHLM | amn o somn o comn o somn
Kontrollgruppe 528148 528+44 555453 541450 550+55 568+54
Ischamie 442+37 0,0000%#+ 593+30 1017+61*#+ 1018+42*#+ 906+33*#+
HLM 463134 456+36 460127 642+30* 636+38* 612+29*
HLM/Vasopressin 460+26 337+25%# 40220 548+22* 597+42* 556+33

+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM
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Abbildung 3 Blutfluss der AMS (ml/min)
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4.4 Mukosaler Blutfluss

Magen: Der mukosale Blutfluss im Magen war in der Gruppe Darmischamie zum

Zeitpunkt Ischamie/ HLM 20 min gegenuber allen Gruppen signifikant erhéht und fiel

in der Reperfusion 2 min leicht unter die Kontrollgruppe. Anschliel3end stiegen die

Blutflusswerte wieder signifikant an und waren ab dem Maximalwert bei Reperfusion

60 min gegeniber allen Vergleichsgruppen signifikant erhoht. Hingegen fielen die

Werte der mukosalen Blutflussmessung unter Herz-Lungen-Maschine in der Gruppe

HLM und starker noch in der Gruppe HLM/Vasopressin ab. Anschliel3end stiegen

beide wieder und pendelten sich leicht tber den Werten der Kontrollgruppe ein (sie-
he Tabelle 12 und Abbildung 4).

Tabelle 12 mukosaler Blutfluss Magen (AU)

Gastraler mukosaler | Ausgangs- Ischamie 20min  Reperfusion Reperfusion Reperfusion Reperfusion
Blutfluss [AU] bedingungen  bzw. HLM 2min 30min 60min 90min
Kontrollgruppe 86,5+6,6 83,3+4,2 84,914 .4 79,0+3,3 85,4+4,3 84,616,2

Ischamie

HLM

HLM/Vasopressin

90,6+7,6 117,4+3,8*#+ 75,0%6,1 103,3+6,7*#  147,2+11,6%#+ 124,2+9,9%#+
88,0+3,6 57,6+9,3*# 71,6%7,4 95,3+9,7 92,548,1 88,1+10,9

86,0+4,9 25,8+5,0%#+  69,5+4,9 95,6+1,2*# 89,2+3,5 89,7+3,6

+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM
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Jejunum: In der jejunalen mukosalen Blutflussmessung kam es unter Ischamie zum
drastischsten und signifikanten Abfall in der Darmisch&miegruppe unter alle anderen
Gruppen. Im weiteren Verlauf erholte sich die Blutflussminderung in Bezug auf die
Ausgangsbedingungen und stieg bis zum Zeitpunkt Reperfusion 90 min auf ein ge-
genuber allen Gruppen und den Ausgangsbedingungen signifikantes Maximum an.
Unter Anwendung der HLM kam es in der Gruppe HLM zu einem signifikanten Abfall,
nicht jedoch in der Gruppe HLM/Vasopressin, in der es erst zum Zeitpunkt
Reperfusion 2 min zu einer Blutflussminderung kam. Ab Reperfusion 2 min verliefen
beide Gruppen etwa gleich und erreichten die Werte der Kontrollgruppe und der
Ausgangsbedingungen nicht wieder (siehe Tabelle 13 und Abbildung 5).

Tabelle 13 mukosaler Blutfluss Jejunum (AU)

Jejunaler muko- | Ausgangs- Ischamie 20min  Reperfusion Reperfusion Reperfusion Reperfusion
saler Blutfluss [AU] | bedingung bzw. HLM 2min 30min 60min 90min

Kontrollgruppe 491,0+31,0 492,3+36,1 490,9+33,2 482,0+25,5 486,6+30,2 474,1+23,4
Ischamie 482,6+22,3 18,5+3,1*#+  306,7+11,5*%# 453,4+19,6 486,8+24,5 613,6+£18,5*#+

HLM 514,6+35,4 338,9+£19,2*# 377,2424,5*% 433,9+26,1 423,2+9,5 404,6+14,6*

HLM/Vasopressin 492,7+27,3 485,0+31,1+ 363,7+11,2*# 399,3x25,9 400,8+30.0 366,1+24,6*

+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM
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Abbildung 5 mukosaler Blutfluss Jejunum (AU)
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Rektum: Der mukosale rektale Blutfluss zeigte in der Gruppe Darmischamie zum

Zeitpunkt Reperfusion 2 min einen signifikanten Abfall zu allen Vergleichsgruppen.

Anschlie3end folgte ein signifikanter Anstieg auf einen Maximalwert. Die Gruppe

HLM/Vasopressin erreichte zum Zeitpunkt Ischamie / HLM 20min einen signifikanten

Tiefpunkt und war bei Reperfussion 2 min zur Kontrollgruppe signifikant vermindert
(siehe Tabelle 14 und Abbildung 6).

Tabelle 14 mukosaler Blutfluss Rektum (AU)

Rektaler mukosaler | Ausgangs- Ischdémie 20min  Reperfusion Reperfusion Reperfusion Reperfusion
Blutfluss [AU] bedingungen bzw. HLM 2min 30min 60min 90min
Kontrollgruppe 77,8+7,3 76,3+6,4 77,0+8,0 76,7+7,0 76,2+7,7 74,6%7,4
Ischamie 78,5+6,8 77,7£7,5 41,2+6,4%#+ 100,1+6,0*#+ 67,7+4,4 79,3+4,3
HLM 79,4+4 .4 68,1+4,0 65,1+3,8 66,0+4,7 66,0+4,5 65,6+3,0
HLM/Vasopressin 70,9+2,5 26,2+3,4*#+  55,7+7,0# 62,6+4,5 63,2+4,4 63,8+5,2

+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM
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45 Perfundierte GefaRdichte Jejunum

Durch die Intravitalmikroskopie liel3 sich die perfundierte Gefal3dichte des Jejunums

bestimmen. Zum Zeitpunkt

Ischamie/

HLM 20 min ergab sich

far

die

Darmischamiegruppe ein um 0 liegender signifikanter Minimalwert. Der Verlauf die-

ser Gruppe blieb trotz anschlieiendem Anstieg in der Reperfusion zu allen weiteren

Messzeitpunkten signifikant unter den Ausgangsbedingungen und der Kontrollgruppe

zuriick mit einem Maximum bei Reperfusion 30 min. Die perfundierte Gefalidichte

der Gruppe HLM war ab dem Zeitpunkt Ischamie /HLM 20 min signifikant zur Kont-

roligruppe und den Ausgangsbedingungen vermindert und stieg im Verlauf nur

schwach an. Ahnlich stellte sich die HLM/Vasopressin-Gruppe dar, wobei diese zu-

nachst im Vergleich zur HLM-Gruppe weniger stark abfallt (siehe Tabelle 1Tabelle 15

und Abbildung 7).

Tabelle 15 perfundierte GefaRdichte Jejunum (cm/cm?)

Gefaldichte Ausgangs- Ischamie 20min Reperfusion Reperfusion Reperfusion Reperfusion
cm/cm2 bedingung bzw. HLM 2min 30min 60min 90min
Kontrollgruppe 199,7+5,1 197,7+4,3 202,251 194,3+3,7 196,2+5,3 193,0+6,4
Ischamie 191,5+3,0 0+0*#+ 143,6+2,2*%#  168,1+2,7*#  132,9+3,5*#+ 121,3+3,2*#+
HLM 190,7+5,1 153,7+4,2*# 160,3+3,2*#  156,7+54*#  166,6+7,8*%#  168,5+8,5*#
HLM/Vasopressin 190,6+2,7 179,0+4,7+ 173,7+3,3*%#  153,6+7,8*#  172,8+4,9*%  167,4+3,4*#

+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM
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4.6 Mukosale Sauerstoffsattigung
Magen:

Die mukosale Sauerstoffsattigung des Magens stieg zunachst unter Ischamie und ab
Reperfusion 30 min in der Darmischamiegruppe leicht an. Jedoch sanken die Werte
zum Zeitpunkt Reperfusion 2 min stark auf einen zu allen Vergleichsgruppen signifi-
kanten Minimalwert. In der Gruppe HLM fiel die Sattigung bei HLM 20 min auf ihren
Tiefpunkt und blieb bis Reperfusion 30 signifikant unter der Kontrollgruppe und den
Ausgangsbedingungen. Im Vergleich dazu sank sie in der HLM/Vasopressin-Gruppe
unter HLM wesentlich starker und signifikant zu allen Gruppen, um anschliel3end

langsam wieder anzusteigen (siehe Tabelle 25 im Anhang).

Jejunum:

In der Darmischamiegruppe wies die jejunale mukosale Sauerstoffsattigung unter
Ischdmie ein signifikantes Minimum auf, das gegen O tendierte. Zu den
Reperfusionszeitpunkten 30, 60 und 90min war die Sauerstoffséttigung jedoch signi-
fikant erhoht. Die Sattigung war in der Gruppe HLM zum Zeitpunkt Ischamie/HLM
20min signifikant vermindert. Zeitgleich war die Gruppe HLM/Vasopressin signifikant
zur Gruppe HLM erhoht und lag bei Reperfuison 30 und 60min signifikant tber den
Ausgangsbedingungen (siehe Tabelle 26 im Anhang).

Rektum:

In der Messung der mukosalen Sauerstoffsattigung des Rektums fielen sowohl die
Darmischamiegruppe als auch die HLM Vasopressingruppe zum Zeitpunkt Ischamie /
HLM 20min signifikant ab und lagen erst in spateren Reperfusionszeitpunkten wieder
leicht unter der Kontrollgruppe. In der Gruppe HLM/Vasopressin war dieser Abfall
jedoch wesentlich starker. Hingegen zeigte sich in der HLM-Gruppe im Verlauf kein

Unterschied zu den Ausgangsbedingungen (siehe Tabelle 27 im Anhang).
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4.7 Vasopressin Rezeptor Genexpression

Magen: Die Vasopressin Genexpression im Magen wies in der Kontrollgruppe das
niedrigste Niveau auf mit leicht hdheren AVPR2 Werten. Die Gruppe Darmischamie
war in beiden Rezeptortypen etwa gleich stark vertreten und ebenso wie AVPR2 der
HLM/VasopressinGruppe nicht signifikant zur Kontrollgruppe erhoht. Hingegen war in
der Gruppe HLM besonders der Rezeptor AVPR1A, wie aber auch AVPR2 signifikant
starker gegenuber der Kontrollgruppe vertreten. Der AVPR1A Rezeptor der Gruppe
HLM/Vasopressin war signifikant gré3er als die HLM- und die Kontrollgruppe, der
AVPR2 Rezeptor war nicht signifikant verandert. Beide Rezeptoren der
Darmischamiegruppe waren im Niveau gegentuber der HLM-Gruppe signifikant ver-
mindert (siehe Tabelle 16 und Abbildung 8).

Tabelle 16 Relative Vasopressin Genexpression des Magens (RQ)

Magen
. AVPR1A AVPR2
Vasopressin Rezeptor
Genexpression (RQ)
Kontrollgruppe 0,7+0,6 0,8+0,7
Ischamie 1,5+0,6 1,5+0,6
HLM 4,5+0,9 3,3+1,0
HLM Vasopressin 2,1+0,4 1,3+0,3
6
@ MVagen AVPR1A n=6 # # #+
5 | C— Magen AVPR2 n=6
# p<0.05 versus Kontrollgruppe.
+ p<0.05 versus HLM.
| |

+
+

i I I

Kontrollgruppe Darmischamie HLM HLM Vasopressin

Abbildung 8 Relative Vasopressin Genexpression im Magen
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Jejunum: Die relative Quantifizierung (RQ) der Vasopressin Genexpression im Jeju-
num zeigte einen deutlichen Anstieg in der Gruppe HLM signifikant zur Kontrollgrup-
pe, der im AVPR1A Rezeptor etwas starker ausgepragt ist. Die Gruppen Darm-
ischamie und HLM/Vasopressin waren auf dhnlichem Niveau wie die Kontrollgruppe
und daher zur HLM-Gruppe signifikant vermindert. In der Kontrollgruppe war der
AVPR2 Rezeptor starker vertreten (siehe Tabelle 17 und Abbildung 9).

Tabelle 17 Relative Vasopressin Genexpression des Jejunums (RQ)

S jcjunum AVPR1A n=6 4 #
1 jejunum AVPR2 n=6

# p<0.05 versus Kontrollgruppe.
6 4 +p<0.05 versus HLM. l

RQ

+ o+ + o+
2-
0 il ilﬁ T ilﬂ

Kontrollgruppe Darmischamie HLM HLM Vasopressin

Abbildung 9 relative Vasopressin Genexpression des Jejunums
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Rektum: Die relative Quantifizierung (RQ) der Vasopressin Genexpression im Rek-
tum verdeutlichte einen signifikanten Anstieg beider Vasopressinrezeptortypen in der
Gruppe Darmischamie in Relation zur Gruppe HLM. Die Gruppe HLM sank unter das
Niveau der Kontrollgruppe. Hingegen war in der Gruppe HLM/Vasopressin der groi3-
te Anstieg zu verzeichnen signifikant zur Kontrollgruppe und der Gruppe HLM. Gene-
rell war AVPR1A in allen Interventionsgruppen etwas starker vertreten, am deutlichs-

ten in der Gruppe HLM/Vasopressin (siehe Tabelle 18 und Abbildung 10).

Tabelle 18 Relative Vasopressin Genexpression des Rektums (RQ)

Rektum
. AVPR1A AVPR2
Vasopressin Rezeptor
Genexpression (RQ)
Kontrollgruppe 1,9+0,8 1,9+0,9
Ischamie 2,7+0,7 2,510,7
HLM 1,4+0,5 1,1+0,3
HLM Vasopressin 7,60,6 6,7+0,3
10
Em Rektum AVPRI1A n=6 H+ H#H+
1 Rektum AVPR2 n=6
8 1 # p<0.05 versus Kontrollgruppe.
+ p<0.05 versus HLM.
T

RQ

0 T T i.ﬁ|
HLM

Kontrollgruppe Darmischamie HLM Vasopressin

Abbildung 10 relative Vasopressin Genexpresion des Rektums
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5 Diskussion

5.1 Hintergrund

511 Physiologie und Pathophysiologie der Mesenterialgefalle

Das viszerale Gefal3bett wird beim ruhenden Menschen von ca. 25 % des Herzzeit-
volumens versorgt, der Grol3teil davon gelangt zum Darm (Eckstein 2003). Die Blut-
zufuhr kann wéahrend der Verdauung auf 35% des HZV steigen (Geelkerken, Lamers
et al. 1998) und in Stresssituationen hingegen auf 10% des HZV sinken.

Zum Verstandnis der Reaktion des Darmes auf Ischdmie sind folgende Eigenschaf-
ten von Bedeutung: Die Leber wird Uber die Portalvene durch Blut aus dem
Intestinalgebiet perfundiert, welches das Lebergewebe mit Sauerstoff und Nahrstof-
fen versorgt. Aufgrund dieser Funktion sind der ventse Blutdruck und der mittlere
Kapillardruck im Darm hoher als in anderen GeféalRbetten. Dies kann jedoch bei
Uberschreitung des regularen Kapillardruckes zu massivem Fliissigkeitsverlust fiih-
ren, was bei krankheitsbedingtem Verlust der Homoéostase schnell geschehen kann
(Haglund and Bergqvist 1999).

In der Submukosa verlaufen Widerstandsgefalde, prakapillare Sphinkter, Kapillaren,
postkapillare Sphinkter und Venolen hintereinander, wobei diese parallel verlaufende
Schlingen mit zentral gelegenen LymphgefaRen bilden (Folkow 1967). Uber die in-
testinalen WiderstandsgefalRe wird der Druck des arteriellen Blutzustroms und damit
die Menge des Blutvolumens zu dieser Region reguliert. Durch das Gleichgewicht
zwischen pré- und postkapillarem Sphinkter wird der mittlere hydrostatische Druck
eingestellt. Dieser ist fur die Flussrichtung und Menge der verschobenen Flissigkeit

durch das Kapillarbett essenziell.

Die vasokontriktive Wirkung auf das GefalR3bett im Darm entfalten hauptséchlich
Endothelin-1 (ET-1), das Renin-Angiotensin- System, sowie Katecholamine (Kolkman
and Mensink 2003). Hingegen wirken Stickstoffmonooxid (NO) und Prostaglandine

vasodilatativ.
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Autorequlation:

Das intestinale GefaRbett kann seinen vaskularen Widerstand bei vermindertem Per-
fusionsdruck reduzieren und dadurch sogar zur Blutumverteilung fihren (Redfors,
Hallback et al. 1984). So wird die metabolisch aktive sowie vulnerable oberflachli-
chen Mukosa auf Kosten der Serosa geschitzt (van Bommel, Trouwborst et al.
2002). Vermutlich geschieht dies durch mukosale Produktion von vasodilatativen NO,
Prostaglandinen (Gosche and Garrison 1991) und Dopamin-1-Rezeptor-Stimulation
(Germann, Hasibeder et al. 1995). Diese lokale Autoregulation der intestinalen Per-
fusion wird hauptsachlich Uber direkte myogene Reaktion auf den reduzierten Perfu-

sionsdruck vermittelt.

Trotz dem dadurch erhaltenen Blutstrom sind die Villi der Mukosa der fur Minderper-
fusion gefahrdetste Bereich (Marik 2001). Bedingt durch den mikrovaskuléaren Aufbau
mit Uber der gesamten Zotte erfolgendem Sauerstoffaustausch kann eine Ischamie

der Villispitze bei adaquater Perfusion der Krypten resultieren.

Zusatzlich zur lokalen Autoregulation spielen verschiedene neuronale und humorale
Stoffe wie Vasopressin und Angiotensin Il in der Physiologie der mesenterialen
Vasokonstriktion eine wichtige Rolle (Wiesner, Khurana et al. 2003). Dennoch wirken
lokale Faktoren starker als die zentrale Regulation Uber vasokonstriktive sympathi-
sche Nervenfasern (Haglund and Bergqvist 1999). Unter normalen Bedingungen si-
chert die Autoregulation der intestinalen Perfusion ein Uberleben des Gewebes auch
unterhalb eines systemischen Blutdrucks von 70mmHg. Wenn dieser jedoch unter
40mmHg sinkt, wird die lokale myogene Autoregulation durch die systemische Uber-
rannt und es kommt zum Versagen der lokalen Schutzmechanismen. In Folge des-
sen werden weite Teile des Darms ischamisch, &hnlich wie bei mesenterieller Min-

derperfusion aufgrund von vaskularer Okklusion (Matthews and Parks 1976).
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Sauerstoffextraktion:

Ein weiterer Reaktionsmechanismus des Intestinaltraktes auf Ischamie besteht in der
Steigerungsfahigkeit der Sauerstoffausschopfung. So muss der intestinale Blutfluss
auf unter 50 % des normalen Ruhelevels abfallen, um die Sauerstoffversorgung ein-
zuschranken (Bulkley, Kvietys et al. 1985). Dieser Schutzmechanismus versagt ab
einem Blutdruck unter 40 mmHg mit der Ischamie des Darmes als Konsequenz
(Bradbury, Brittenden et al. 1995). Unter experimenteller Himorrhagie wurden selbst
bei um 30 % vermindertem Blutvolumen noch ein normaler Sauerstoffverbrauch er-
mittelt (Arvidsson, Rasmussen et al. 1991). Hingegen kann unter septischen Bedin-
gungen die O,-Ausbeute weniger stark gesteigert werden wie unter hAmorrhagischen
Bedingungen bei gleichem Blutfluss. Desweitern ist die vermehrte O,-Extraktion bei
Sepsis weniger effektiv aufgrund des zusatzlich gesteigerten O,-Bedarfs und der
eingeschrankten O,-Verwertung durch den gestorten Metabolismus (Arvidsson,
Rasmussen et al. 1991; Antonsson and Haglund 1995).

Reperfusionsschaden:

Aufgrund der gestorten Sauerstoffversorgung wird der Metabolismus auf anaerobe
Glykolyse umgestellt. Es kommt zu einem Anstieg des Latztatspiegels im peripheren
Blut und es wird weniger ATP gebildet, weswegen ATP-abhangige Enzyme in der
Zellmembran gehemmt werden. Die dadurch gestérte zellulare Homoostase ermog-
licht den Einstrom von Wasser und Elektrolyten, was zur Nekrose fuhren kann
(Kolkman and Mensink 2003). Wegen der Schwachung der Tight Junctions wird die
Barrierefunktion des Epithels reduziert, wodurch es frihzeitig zur Translokation von
Bakterien kommen kann (Wattanasirichaigoon, Menconi et al. 1999). Nekrotische
Zellen triggern die Entzindungsreaktion Uber die Freisetzung von verschiedenen
Zytokinen. Uber intrazellulare Calciumakkumulation wird die Hydrolyse der
Xanthindehydrogenase zur Xanthinoxigenase (Banda and Granger 1996) vermittelt,

die Hypoxanthin in Harnsaure umwandelt.
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Besonders wenn durch Reperfusion wieder vermehrt Sauerstoff in das ischamische
Gewebe gelangt, wird durch diesen Prozess uber die Produktion von O , . und H,0;
verstarkt das aggressive freien Radikal (*OH) gebildet (Bradbury, Brittenden et al.
1995; Trompeter, Brazda et al. 2002). Freie Sauerstoffradikale haben die Fahigkeit,
DNA, Enzyme, Rezeptoren und membrangebundene Phospholipide zu oxigenieren
(Nielsen, Tan et al. 1996). Dies greift die vorgeschadigte Darmmukosa weiter an und
fuhrt zum so genannten Reperfusionsschaden, bei dem zuerst die Membranintegritat
zerstort, die Zelle zugrunde geht und es letztendlich zu einem interstitiellen Odem
kommt. Somit kann der Schaden an der Darmmukosa nach drei Stunden Ischamie
und einer Stunde wiederhergestellter Perfusion gravierender sein, als nach vier
Stunden alleiniger und kontinuierlicher Ischamie (Parks and Granger 1986;
MacDonald 2002).

Durch Diffusion von Sauerstoffradikalen greift der Reperfusionsschaden zusatzlich
auf gesundes Gewebe in der Umgebung tUber. Der Beginn der Reperfusion resultiert
demnach nicht nur in einem Einstrom von Sauerstoff, sondern auch in einem
Ausstrom von reaktiven Sauerstoffspezies, Stickoxiden, Entziindungsmediatoren,
Zytokinen und aktivierten Neutrophilen in den Kreislauf (Syk, Brunkwall et al. 1998;
Kolkman and Mensink 2003). Durch die Kreislaufeinschwemmung dieser toxischen
Substanzen sowie aktivierten Leukozyten und Blutplattchen kann es zur Ausbildung
eines so genannten splanchnischen Schocks kommen Dieser kann durch Kreislauf-
versagen und Multiorganversagen letal enden (Bradbury, Brittenden et al. 1995). In
Tierstudien konnten Schadigungen der Leber und der Lunge aktivierten Neutrophilen
aus reperfundierten ischamischen Darmbereichen zugeschrieben werden (Nielsen,
Tan et al. 1996). Daher wird die Minderperfusion der Darmmukosa auch als Motor
des Multiplen Organversagens bezeichnet (Chieveley-Williams and Hamilton-Davies
1999).
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5.1.2 Risikofaktoren der NOMI

Gastrointestinale Komplikationen (GIT) nach Herzoperationen enden trotz ihrer Sel-
tenheit und selbst bei friher Diagnose und adaquater Therapie haufig todlich. Daher
ist es essenziell, so frih wie moglich Risikofaktoren zu identifizieren und den Ver-
dacht auf eine GIT zu schéarfen (Mangi, Christison-Lagay et al. 2005).

In der Literatur findet man zu den Risikofaktoren fur die Entstehung einer nichtokklu-
siven Mesenterialischamie verschiedene, teils unterschiedliche Angaben, die selten
spezifisch fur eine NOMI sind (Khan, Lambert et al. 2006). Haufig werden hierbei
unselektiv alle Formen der gastrointestinalen (GIT) Komplikationen und
Mesenterialischamien diskutiert. Dies verdeutlicht, dass diese Erkrankung in Bezug

auf pradisponierende Faktoren noch nicht endgultig erforscht ist.

Ausgelost wird die NOMI durch eine funktionelle Engstellung (Spasmus) der kleinka-
librigen Mesenterialarterien bei erhaltener Durchblutung der Stammabschnitte. Die-
ser Zustand wird durch sdmtliche hypotone Schocksituationen hervorgerufen und
zeichnet sich durch viszerale Minderperfusion aus (Trompeter, Brazda et al. 2002).
Demnach verursachen auch samtliche Risikofaktoren der NOMI eine Einschrankung
der intestinalen Perfusion. Man kann sie in préa-, intra- und postoperative Risikofakto-
ren einteilen, wobei z.B. ein vermindertes HZV aufgrund von vorhergehendem Herz-
infarkt, Herzinsuffizienz (NYHA:3-4) oder Arrhythmien in allen drei Kategorien zu fin-
den sind. Ebenso wie die Gabe von Medikamenten wie: Furosemid, Ergotamin, ACE-
Hemmer, Calciumantagonisten, Katecholamine, Noradrenalin oder Digitalis, da diese
den Blutfluss im Splanchnikusgebiet reduzieren.

Praoperative Risikofaktoren beinhalten gastrointestinale Vorerkrankungen, erhdhtes
Lebensalter (>70Jahre) und Atherosklerose. Weitere sind Erkrankungen wie Nieren-
insuffizienz, Hypertonie, Diabetes mellitus, als auch die chronisch-obstruktive Lun-
generkrankung. Chronischer Alkohol- oder Nikotinabusus sowie ein schlechter All-

gemeinzustand sind ebenso praoperative Risiken.
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Zu den intraoperativen Faktoren gehdren Herzklappenoperationen, Reoperationen
sowie Notoperationen. Perioperative Myokardischamie und die Notwendigkeit der
intraarteriellen Ballonpumpe wirken sich negativ aus, ebenso wie intraoperativ auftre-

tende Arrhythmien oder Blutungen.

Komplikationen wie z.B. Schlaganfall oder Ischamie der unteren Extremitat oder aku-
tes Nierenversagen werden zu postoperativen Risikofaktoren gezahlt. Ebenso wie
Blutungen oder Arrhythmien, die nach der Operation auftreten (Moneta, Misbach et
al. 1985; Albes, Schistek et al. 1991; Allen, Salam et al. 1992; Tsiotos, Mullany et al.
1994; Yilmaz, Arslan et al. 1996; Perugini, Orr et al. 1997; Sakorafas and Tsiotos
1999; Stockmann, Roblick et al. 2000; Byhahn, Strouhal et al. 2001; Lock 2002;
Trompeter, Brazda et al. 2002; Chaudhuri, James et al. 2006).

Als entscheidender Faktor fir gastrointestinale Komplikationen gilt die langzeitige
Anwendung der Herz-Lungen—Maschine (HLM) (D'Ancona, Baillot et al. 2003). Sie
steht im Verdacht, zu mesenterialen Minderperfusion in Verbindung mit lokalen Ver-
anderungen der neurohumoralen Gefal3regulation zu fuhren (Khan, Bianchi et al.
2007). Es ist jedoch noch unklar, ob die NOMI das Resultat von mikrozirkulatorischen
Veranderungen in Folge der HLM oder aber die Manifestation einer separaten Er-
krankung in Verbindung mit kardialen Eingriffen und verminderter Herzauswurfleis-
tung darstellt. Alternativn. mag auch die haufig unter HLM notwendige
Vasopressorgabe zu Veranderungen der Mikrozirkulation fuhren (Tofukuji, Stahl et
al. 2000).
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5.1.3 Probleme der Herz-Lungen-Maschine

Trotz Weiterentwicklungen und Verbesserungen ist der Einsatz der Herz-Lungen-
Maschine (HLM) noch immer mit Nebenwirkungen verbunden, deren Pathophysiolo-

gie und klinische Relevanz im Folgenden genauer betrachtet werden sollen:

SIRS (engl. Systemic inflammatory response syndrome):

Die Verwendung der HLM bewirkt regelhaft eine akute Entziindungsreaktion, die je-
doch nur selten in einer hamodynamischen Stérung mit einem manifesten SIRS
mindet (Taylor, Houston et al. 1996). So beobachteten Cremer et al. bei 10% der
Patienten nach Herzoperation mit HLM einen behandlungsbedurftigen,
hyperdynamen Kreislaufzustand mit gesteigertem Herzzeitvolumen und reduziertem

systemischen GefalRwiderstand (Cremer, Martin et al. 1996).

Auslosende Faktoren

eKontaktaktivierung an Fremdoberflachen
eEndotoxinamie

¢OP-Trauma

elschamie/Reperfusion

Aktivierung des Immunsystems

eKomplementsystem
eZytokine
eGerinnung/Fibrinolyse

eEndothel

Abbildung 11 Entziindungskaskade unter Herz-Lungen-Maschine
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Uber die Kontaktaktivierung des Blutes durch die Fremdoberflache der Herz-
Lungen-Maschine (Dietrich 2000) kommt es hauptsachlich zur alternativen Aktivie-
rung des Komplementsystems ohne Antikdrperkontakt. Da dem Schlauchsystem der
HLM die vom Endothel produzierten Hemmfaktoren des Kofaktors C3 fehlen, ver-
starkt dieser zusammen mit vom Gerinnungssystem aktiviertem Kallikrein die Bildung
der Anaphylatoxine C3a und C5a. Diese bewirken wiederum eine Erhdhung der Ge-
fallpermeabilitat, eine Adhasion von Leukozyten und aktivieren Makrophagen sowie

Granulozyten im Gewebe (Chenoweth, Cooper et al. 1981).

Von den Granulozyten freigesetzte Endotoxine, die regelmaf3ig bei Patienten nach
einer Operationen mit HLM im Blut auftreten (Westaby 1987; Riddington, Venkatesh
et al. 1996), werden an die im Blut vorkommenden Lipopolysaccharide (LPS)-
bindenden-Proteine gebunden. Dieser Komplex sowie zusatzliche Faktoren stimulie-
ren die Synthese entziindungsférdernder Zytokine wie Tumornekrosefaktor- a (TNF-
a), Interleukin-6 (IL-6) oder IL-8. (Jirik, Podor et al. 1989; Jansen, van Oeveren et al.
1992). Diese Zytokine, als auch die Endotoxine selbst kdnnen uber die induzierbare
NO-Synthetase (INOS) eine Freisetzung von Stickoxid (NO) aus den Endothelzellen
bewirken. Daraus resultiert unter anderem eine Vasodilatation und Steigerung der
GefalRpermeabilitat (Paparella, Yau et al. 2002), sowie eine myokardiale Dysfunktion

(Oyama, Shimokawa et al. 1998).

Das Herz und auch die Lunge sind die Organe, bei denen unter HLM eine vollstandi-
gen Ischdmie und anschlielRender Reperfusion auftritt und die dadurch bedingten
Schaden zum Anstieg proinflammatorischer Zytokine fuhren (Ng, Wan et al. 2002; de
Perrot, Liu et al. 2003). Hierbei entstehende Sauerstoffradikale, Lipidperoxide und
Stickstoffintermediate fuhren sowohl Uber eine direkte Reaktion mit den Proteinen
und Lipiden der Zellmembranen als auch indirekt Uber Induktion inflammatorischer
Kaskaden zur Gewebsschadigung [88]. Das Ischamie und Reperfusion ausgesetzte
Myokard gilt als Hauptquelle fur die IL-6 und TNF-a -Freisetzung (Deng, Dasch et al.
1996; Wan, DeSmet et al. 1996; Dreyer, Phillips et al. 2000), wobei auch die Schwe-
re des Operationstraumas auf das Gewebe nach Herzoperationen mit dem Anstieg
von Interleukin 6 (IL-6) korreliert (Franke, Lante et al. 2005).
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Durch das Zusammenspiel dieser komplexen Faktoren kommt es auf mehrere Arten
zur Stoérung der Mikrozirkulation. Sowohl die verstarkte Histaminfreisetzung als auch
die durch Zytokine induzierte NO-Synthetase bewirken eine Vasodilatation mit ver-
mindertem systemischen Gefal3widerstand und Shuntbildung (Menasche, Haydar et
al. 1994). Anderseits fuhren Endothelschadigungen durch verminderte NO-
Freisetzung zu einer Gefal3einengung und durch (freigelegte) Adhasionsfaktoren der
sub- endothelialen Matrix zur Thrombozytenaggregation. Die von Endothelzellen,
Leukozyten und Thrombozyten ausgeschitteten Faktoren (PAF, Adhasionsmolek-
le, Liganden, Integrine und Selektine) fihren zur Mikrothrombenbildung mit nachfol-
gender Storung der Mikrozirkulation (Zahler, Massoudy et al. 1999). Zusatzliche St6-
rungen entstehen durch die Zunahme der Gefal3permeabilitat (Jordan, Zhao et al.
1999) sowie der Leukozytenaktivierung, die den Entziindungsprozess aufrechterhal-
ten. So sind sich zahlreiche Studien einig, dass Operationen mit HLM zu einem signi-
fikanten Anstieg der gastrointestinale Permeabilitat und der Zytokine fihren
(Kawamura, Wakusawa et al. 1993; Ohri, Bjarnason et al. 1993; Hennein, Ebba et al.
1994; Holzheimer, Molloy et al. 1994; Oudemans van Straaten, Jansen et al. 1996;
Seghaye, Duchateau et al. 1996; Wan, Marchant et al. 1996; Braun, Schroeder et al.
2004). Auch dass in diesem Rahmen die Darmintegritat und die Zytokinfreisetzung
eine entscheidende Rolle fur die postoperative Entwicklung und die Entstehung von
Organschaden spielen, gilt als gesichert (Fiddian Green 1993; Mythen and Webb
1994; Mythen and Webb 1994; Ertel, Keel et al. 1995; Johnston, Harvey et al. 1996;
Doig, Sutherland et al. 1998; Sablotzki, Friedrich et al. 2002).

Hamoldilution und Perfusion des GIT:

Durch die perioperative Volumensubstitution unter kardiochirurgischer Eingriffe sinkt
der Hamatokrit (Hk) der Patienten regelhaft ab. Vor allem auch das Priming-
Volumen, mit dem die Komponenten der HLM entliftet werden, fihrt zur
Hamoldilution. Vorteile dieser induzierten Hamodilutions-Anamie liegen in der verrin-
gerten Viskositat und dadurch veranderten rheologischen Eigenschaften des Blutes.
Dadurch kann unter Hypothermie ein adaquater Blutfluss ohne Steigerung des Per-
fusionsdrucks aufrecht erhalten werden (Guyton and Richardson 1961). So konnte in

einer Studie an Schweinen eine Verbesserung der Mikrozirkulation in der
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Darmmukosa durch Einbeziehung zuvor nicht perfundierter Kapillaren gezeigt wer-
den (Schwarte, Fournell et al. 2005). Am Menschen wurde unter HLM mit milder
Hypothermie eine erhthte splanchnische und systemisch Sauerstoffextraktion durch
verminderte Hamoglobinspiegel und erhdhtem Sauerstoffverbrauch dargestellt
(Thoren, Elam et al. 2001). Uberaschenderweise wurde eine Steigerung des
jejunalen Perfusionsdrucks gezeigt. Jedoch konnte dies nicht den Abfall der Sauer-
stofftransportkapazitat durch die Hamoldilution und den gesteigerten metablolischen
Bedarf des Splanchnikusgebietes kompensieren. In anderen Studien wurde die
mukosale Minderperfusion des Jejunums unter HLM an Tieren trotz gut erhaltenen
intestinalen Blutflusses beschrieben (Ohri, Becket et al. 1994). Desweiteren wurde
mehrfach von Hypoperfusion der gastrischen und rektalen Mukosa bei Patienten un-
ter Verwendung der HLM berichtet (Ohri, Bjarnason et al. 1993; Obhri,
Somasundaram et al. 1994; Ohri, Bowles et al. 1997; Sicsic, Duranteau et al. 1998).
So wird eine durch die HLM ausgeldste hypoxische Schadigung der Mukosa mit da-
rauf folgender gesteigerten Darmpermeabilitdt als Ursache der Hypoperfusion des
GIT vermutet (Ohri, Somasundaram et al. 1994; Ohri, Bowles et al. 1997). Die Ver-
wendung der HLM fihrt zur Zunahme des Wassergehaltes im Interstitium besonders
von Lunge, Skelettmuskel und Gastrointestinaltrakt (Olthof, Jansen et al. 1995;
Heltne, Koller et al. 2000). Diese interstitielle Flissigkeitsansammlung kann die Ge-
webeperfusion und —oxygenierung und somit auch die Organfunktion schwer beein-

trachtigen und zur Entwicklung postoperativer Komplikationen beitragen.

Generell lasst sich zusammenfassen, dass durch mehrere Untersuchungen eine Be-
eintrachtigung der intestinalen Organfunktion unter Zuhilfenahme der Herz-Lungen-
Maschine gezeigt wurde (Kumle, Boldt et al. 2003). Die splanchnische Sauerstoffver-
sorgung sinkt unter hypothermer HLM durch hamodilutionsinduziertem Abfall des
Sauerstoffgehaltes bei vermindertem (Hampton, Townsend et al. 1989; Mathie, Ohri
et al. 1997) oder unverandertem (Haisjackl, Birnbaum et al. 1998; Gardeback,
Settergren et al. 2002) intestinalen Blutfluss. Durch mehrere Autoren wurde eine ver-
langerte Anwendung der HLM als signifikanter Risikofaktor fir die Entwicklung pos-
toperativer gastrointestinaler Komplikationen berichtet (Moneta, Misbach et al. 1985;

Krasna, Flancbhaum et al. 1988). Die splanchnische Ischdmie unter HLM wird als
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kausaler Faktor in der Entstehung des SIRS unter Multiorganversagens nach Herz-
operationen gesehen (Nygren, Thoren et al. 2006).

5.1.4 Vasopressin

Vasopressin (auch antidiuretisches Hormon ADH, oder Arginin-Vasopressin AVP), ist
ein bedeutendes Stresshormon mit sowohl vasoaktiven, antidiuretischen als auch
Kortikotropin-freisetzende  Eigenschaften. Durch seine Funktion in der
Osmoregulation, kardiovaskularen Regulation und Homeostase spielt es in der Anas-

thesie und Intensivtherapie eine grof3e Rolle (Treschan and Peters 2006).

Struktur:

1954 wurde die Struktur von Vasopressin durch Vigneaud et.al. (Lawler and Du
Vigneaud 1953) zuerst beschrieben. Es besteht aus 9 Aminosauren (Cystein, Tyro-
sin, Phenylalanin, Glutamin, Asparagin, Cystein, Prolin, Arginin und Glycin), mit einer
intramolekulare Disulfidbriicke zwischen den Cysteinresten und einem aminierten C-
Terminus (Thibonnier, Coles et al. 2000). Bei Menschen und Nagetieren kommt
Vasopressin als Arginin-Vasopressin, beim Schwein als Lysin-Vasopressin vor (un-
terschiedliche AS in Position 8).

Synthese und Freisetzung:

Das Nonapeptid Vasopressin (AVP) wird als Prohormon (Preprovasopressin) im
Hypothalamus synthetisiert. Dieses Vorlauferprotein enthalt aul3er AVP des Trans-
portprotein Neurophysin 2 und das Glykoprotein Co-Peptin (Gainer 1998;
Birnbaumer 2000).
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Auf Transkriptionsebene findet die Kontrolle der Hormonsynthese statt. Die Bildung
und Freisetzung wird hauptsachlich durch Hyperosmolaritdt und Hypotension oder
Hypovolamie stimuliert, wie auch durch Azidose, Schmerz, Hypoxie, Hyperkapnie
und Erbrechen.(den Ouden and Meinders 2005) Fur die Detektion dieser Stimulati-
onsfaktoren der Vasopressin-Ausschittung sind Osmorezeptoren im Hypothalamus
und in der Leber, Barorezeptoren im Karotissinus, sowie Volumenrezeptoren in den

Herzvorhofen und den Venae pulmonales verantwortlich.

AVP wird hauptsachlich vom magnozellularen System freigesetzt, dessen Neurone
sich v.a. im supraoptischen (SON) und paraventrikularen (PVN) Nukleus des Hypo-
thalamus befinden (Scott and Dinan 1998). Dieses System wird durch osmotische
Stimuli aktiviert. AVP wird daraufhin mit Hilfe von Neurophysin entlang des Traktus
supraoptikus paraventrikularis zu Nervenendigungen in der hinteren Hypophyse
transportiert. Da die Kapillaren der Hypophyse keine Blutschranke besitzen, kann
AVP einfach ins Blutsystem ubertreten (Leng, Brown et al. 1999). Ahnlich wird AVP
von parvozellularen Neuronen des PVN gebildet und in das hypophysare Portalve-
nensystem abgegeben. Dadurch aktiviert es die Adenohypophyse und spielt eine
Rolle als Kortikotropin Releasing Faktor (Scott and Dinan 1998) (siehe Abbildung
12). Zur Regulation der phasischen Aktivitdt der Neurone wird AVP zudem
somatodentritisch innerhalb seines Ursprungskerns freigesetzt (Scott and Dinan
1998).
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Hypothalamus

parvozellularen Neuronen des PVN
geben AVP in das hypophysare
Portalvenensystem ab

magnozelluldren Neurone
des PVN und SON senden
Axone zum Hypophysen-

hinterlappen

Neurosekretorische Endigungen
entlassen AVP ins hypophysare
Portalvenensystem

Hypophysen-
hinterlappen

Hypophysen-
vorderlappen

AVP bewirkt ACTH-Freisetzung
in den Blutkreislauf

Neurosekretorische Endigungen
entlassen AVP in den Blutkreislauf

l

AVP

Abbildung 12 Vasopressinfreisetzung. Abb. modifiziert nach (Treschan and Peters
2006).

Vasopressin wird im Hypothalamus in magnozellularen und parvozellularen Neuronen synthetisiert.
Magnozellulare Neurone befinden sich hauptsachlich im supraoptischen (SON) und parvozellularen
(PVN) Nukleus. Ihre Axone entlassen Vasopressin (AVP) in der hinteren Hypophyse in den Blutkreis-
lauf. Axone der parvozellularen Neurone im PVN entlassen AVP in das hypophyséare Portalvenensys-

tem. ACTH=Kaortikotropin.
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Rezeptoren und Signaltransduktion:

Vasopressinrezeptoren sind heptahelikale Membranproteine, die an spezifische G-
Proteine zur intrazellularen Signaltransduktion gekoppelt sind (Thibonnier, Berti-
Mattera et al. 1998). Es sind drei verschiedene Subtypen von
Vasopressinrezeptoren, AVPR1A, AVPR1B und AVPR2, identifiziert worden (Tabelle
19). AVPRI1A befinden sich auf verschiedensten Zellen und vermittelt eine
vasokonstriktive Wirkung auf Zellen glatter Gefal3muskulatur. AVPR1B wurden
hauptsachlich auf Zellen des zentralen Nervensystems gefunden, insbesondere in
der Adenohypophyse. Durch ihre Aktivierung wird die Kortikotropin-Freisetzung mo-
duliert. Zellen der Sammelrohre in der Niere exprimieren AVPR2, die die Wasserre-

tention vermitteln.(Treschan and Peters 2006)

Tabelle 19 Lokalisation der Vasopressinrezeptortypen und vermittelte Wirkung

Rezeptortyp Second messenger System Gewebe Hauptfunktion

AVPR1A Phosphatidylinositol/Calcium Leber, glatte Muskulatur der | Vasokonstriktion
GefalRzellen, Thrombozyten,
die meisten peripheren Ge-
webe, zentrales Nervensys-

tem

AVPR1B Phosphatidyinositol/Calcium Zentrales Nervensystem, | Kortikotropin Freiset-
Adenohypophyse zung

AVPR2 Adenylatcyclase/cAMP Sammelrohre der Niere Osmoregulation,

Wasserretention

Die Aktivierung von AVPR1A und AVPR1B stimuliert tlber Phospholipase C die Hyd-
rolyse von Inositol4,5-bisphosphat (PIP,) in die second messenger Inositol1,4,5-
trisphosphat (IP3) und Diaglycerol (DAG). IP; und DAG aktivieren Enzyme wie die
Proteinkinase C und mobilisieren intrazellulares Calcium aus dem endoplasmati-
schen Retikulum (Treschan and Peters 2006). Das Leeren der Calciumspeicher akti-
viert trp-Kationenkanale (trp=Transient Receptor Potential), durch die extrazellulares
Calcium in die Zelle stromt. Bei AVPR1A bewirkt dies eine Kontraktion glatter Mus-

kelzellen, bei AVPR1B wird daraufhin die Freisetzung von Kortikotropin erhoht.
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AVPR?2 interagiert Uber Gs-Proteine mit Adenylatzyklasen und bildet zyklisches
Adenosinmonophosphat (cCAMP) als Second messenger (Barberis, Mouillac et al.
1998; Birnbaumer 2000). Dies stimuliert Proteinkinasen und bewirkt einen luminalen
Einbau von Aquaporin-2-Kanélen in Zellen der Sammelrohre. (siehe Abbildung 13) Es
wird davon ausgegangen, dass AVPR2 auch auf Endothelzellen exprimiert wird, da
der potente AVPR2 Agonist Desmopressin (DDAVP, 1-Deamino-8-Darginine
Vasopressin) sowohl die Freisetzung des von Willebrand Faktors als auch
Vasodilatation bewirkt (Bichet, Razi et al. 1988). Wahrend durch Desmopressin indu-
zierte Vasodilatation Gber Aktivierung endothelialer No Synthetasen (eNOS) bedingt
zu sein scheint, ist der genaue Vasopressin vermittelte Vasodilatationsmechanismus

noch unklar (Kaufmann, lezzi et al. 2003).

Trotz der erwéhnten vasodilatativen Wirkung des AVPR2, die allerdings lediglich un-
ter hohen Vasopressindosen verzeichnet wurde (Bichet, Razi et al. 1988; Kaufmann,
lezzi et al. 2003), ist bei der Bewertung der Vasopressin Rezeptor Genexpression
nicht weiter zwischen AVPR1A und AVPR2 unterschieden worden. Grinde hierfur
sind die noch ungenltigende Erforschung von AVPR2 hinsichtlich seiner direkten
Endothelfunktion. Zudem lassen die Ergebnisse dieses Experimentes durch die ahn-
liche Expression wie AVPR1A im Gegensatz zu diesen Studien auf eine

vasokonsriktive Funktion schliel3en.

Desweitern ist Vasopressin von intrinsischer Aktivitdit am Oxytozin-(OXT)-Rezeptor
und dem purigenen P,-Rezeptor. Oxytozinrezeptoren sind in Brustdrisen und Ute-
rus, sowie auf Endothelzellen lokalisiert. Sie vermitteln Gber G4-Proteine eine Steige-
rung von intrazellularem Calcium und konsekutiv einer vermehrten Bildung von Cal-
cium-Calmodulin-Komplexen in den Endothelzellen. Diese Komplexe aktivieren wie-
derum neurale und endotheliale No-Synthetasen, welche eine endothelabhéngige
Vasodilatation induzieren (Holmes, Landry et al. 2004). An P2-purinergen Rezepto-
ren des kardialen Endothels bewirkt ATP lber G4-Proteine eine gesteigerte Inotropie
und eine Prostazyklin- und NO-abhéngige koronare Dilatation, wahrend die Ergeb-
nisse uber die AVP-vermittelte Wirkung an diesen Rezeptor widersprichlich sind
(Zenteno-Savin, Sada-Ovalle et al. 2000).
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Abbildung 13 Vasopressin Signaltransduktion. Abb. modifiziert nach (Birnbaumer 2000).
Links: Signalweg des AVPR2 (V2R) Rezeptors in Sammelrohrzellen der Niere; rechts: Signaltransduktion des

AVPR1 (V1) Rezeptors. Erlauterung siehe Text.

Abkirzungen: AC, Adenylylzyklase; AQP-2, Aquaporin-2-Kanal; AVP, Arginine-Vasopressin; DAG, Diacylglycerol;
ER, Endoplasmatisches Retikulum; IP3R, Inositol (1,4,5)-trisphosphat- Rezeptor; PIP,, Phosphatidylinositol (4,5)-
bisphosphate; PKA, Proteinkinase A; PLCb, Phospholipase Cb, trp=Transient Receptor Potential.

Vasopressinspiegel und Metabolismus:

Bei nuchternen, hydrierten Menschen liegt der Plasma-Vasopressinspiegel physiolo-
gisch bei < 4 pg/ml (Czaczkes, Kleeman et al. 1964)'. Die an den Versuchsschwei-
nen ermittelten Werte lagen unter Ausgangsbedigungen sowie in der Kontrollgruppe
um 120 pg/ml (50-240 pg/ml).

Die Vasopressinmetabolisierung durch Vasopressinasen in Leber und Niere fihrt zu
einer Halbwertszeit von 10 bis 35 min. Wegen der Hydrolyse durch Trypsin muss
Vasopressin parenteral gegeben werden (Baumann and Dingman 1976) und wirkt
innerhalb von Minuten. Die Plasmahalbwertszeit von therapeutischem Vasopressin
betragt 4-20 min, so dass kontinuierliche Infusionen nétig sind, um den Effekt zu er-

halten. (Czaczkes, Kleeman et al. 1964)
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5.2 Diskussion der Methodik

Der Antrieb dieser Arbeit entstand aus dem Krankheitsbild der nicht-okklusiven
Mesenterialischamie (NOMI), jedoch war die Darmischamie in unserem Tiermodell

eine durch Okklusion der AMS bewirkte okklusive Mesenterialischamie.

Bei der Etablierung des Tiermodells wurde versucht, der klinischen Situation m6g-
lichst nahe zu kommen. Gleichzeitig war ein standardisiertes Versuchsprotokoll es-
senziell, um die Vergleichbarkeit zwischen den Versuchsgruppen zu gewahrleisten.
Fur die Untersuchung wurden deutsche Hausschweine verwendet. Um eine klinisch
relevante Aussage zu treffen, ist eine menschenahnliche Anatomie und Physiologie
wichtig, wie sie bei den Tieren zutrifft. So sind das Herz, wie auch die viszeralen Or-
gane in ihrer makroskopischen und mikroskopischen Morphologie dem Menschen
sehr ahnlich. Dies trifft auch auf den Aufbau des Gefal3systems zu. Eine Reihe von
vorausgegangenen Untersuchungen hat die Ubertragbarkeit der Ergebnisse von
Versuchen an Schweinen auf den Menschen belegt, somit ist diese Form des Tier-
modells in der experimentellen Kardiologie und Herz-Thorax-Chirurgie anerkannt.
Wesentlicher Nachteil des in dieser Untersuchung etablierten Modells ist die Ver-
wendung gesunder Schweine. Phanomene, welche im Zusammenhang mit den sys-
temischen Gefaldverdnderungen im Rahmen der Atherosklerose stehen, werden hier
nicht erfasst und schranken die klinische Relevanz der Aussage ein. Jedoch kénnen
so unter standardisierten Bedingungen die Einflisse der Operationstechniken auf die
viszerale Perfusion und Funktion gesichert werden. Zudem hatten die Schweine we-
sentlich héhere Vasopressinspiegel als dies durchschnittlich bei Menschen ublich ist.
Daher konnen die Ergebnisse dieser tierexperimentellen Studie auf den Menschen
nicht uneingeschrénkt tbertragen werden.

Bei der Durchfihrung der Narkose wurde wegen der Gefahr der maligenen Hyper-
thermie auf inhalative Narkotika und Muskelrelaxantien verzichtet. Die durchgefuihrte
totale intravendse Anasthesie mit Thiopental, Piritramid brachte eine ausreichend
tiefe, kontinuierliche Narkose. Sie wurde bis Versuchende aufrechterhalten, so dass

sich eine Narkosedauer von zirka 8 bis 10 Stunden ergab.
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Operiert wurde unter normothermen Bedingungen. Als Operationsmaterial wurden
klinisch ubliche Instrumente, Gerate, Abdeckmaterialien und andere Accessoires un-
ter semisterilen Bedingungen verwendet. Die Anatomie des Schweins erforderte eine
offene Praparation der FemoralgefalRe, sowie auch eine Katheterisierung der Harn-
blase in offener Weise. Zur intensiven Untersuchung der Hamodynamik und Ermégli-
chung der Mikrosphéarenuntersuchung wurden mehr Katheter als klinisch tblich im-
plantiert. Der Zeitrahmen der Interventionsphase wurde in allen Gruppen auf 60 Mi-
nuten festgesetzt. Der Thorax wurden nach der Operation nicht wieder verschlossen,
sondern blieb Gber den gesamten Versuchszeitraum eréffnet, um freien Zugang zum

Herzen und den implantierten Kathetern zu gewahrleisten.

5.2.1 Laborwerte

Hamatologische und serologische Laboranomalien wie Leukozytose, Neutrophilie
oder metabolische Azidose treten haufig im Rahmen von akuter
Mesenterialinsuffizienz auf, sie sind jedoch unspezifisch (Lock 2002; Archodovassilis,
Lagoudiannakis et al. 2007). Als Determinanten einer suffizienten Gewebsperfusion
dienen zahlreiche Parameter wie gemischtventse Sattigung, arterieller pH, Laktat-
oder Kaliumspiegel (Knichwitz and Brussel 1997). Im Folgenden werden die von uns

bestimmten Messwerte fur Kalium, Laktat, und iFABP kurz erlautert:

Steigende Kaliumspiegel als Zeichen der Zellschadigung treten haufig unter
Mesenterialischamie auf (Zanoni, Benabou et al. 2009) und gelten als praoperativer
Risikofaktor der akuten Mesenterialischamie (Acosta-Merida, Marchena-Gomez et al.
2006). Postoperativ wird eine Laktatazidose mit Serumlaktatwerten > 1,5 mmol/L
haufig bei Patienten nach Anwendung der Herz-Lunge—Maschinen beobachtet und
tritt in Folge der ischamisch bedingten anaeroben Stoffwechsellage bei inadaquater
Gewebsperfusion auf (Landow 1993). Klinisch bedeutende Laktatmengen werden
hierbei vor allem vom Gastrointestinaltrakt gebildet, vorwiegend im Zeitraum des kar-
diopulmonalen Bypasses. Daher wird die Bestimmung des Serumlaktats zur Abkla-

rung der mesenterialen Ischamie eingesetzt, wobei dieser Parameter aufgrund unzu-



Dissertation Isabell Wagner 71

reichender Sensitivitit und Spezifitat nicht als Ausschlusskriterium gelten kann
(Lange and Jackel 1994; Czerny, Trubel et al. 1997; Lock 2002).

Als sensitiver biochemischer Marker der frihen intestinalen Ischamie gilt das
zytosolische intestinale fettsdurebindende Protein (iFABP). Es ist einzig in den
Enterozyten des Magens, Dinndarms und des Kolons (Niewold, Meinen et al. 2004)
und dient dort dem Schutz der Zellen durch die Bindung und den Transport von Fett-
sauren. Da es besonders in den apikalen Mukosazellen der Villi exprimiert wird, an
welchen sich eine Ischamie zuerst auswirkt (Gollin, Marks et al. 1993), gelangt es bei
ischamischer Gewebsschadigung in den Kreislauf (Holmes, Lieberman et al. 2001).
In einer Studie von Kanda et al. zeigte dieses Protein im Falle einer
Mesenterialischamie eine Sensitivitat von 100% (Kanda, Fujii et al. 1996). Durch wei-
tere Autoren wurde ein signifikanter Anstieg von iIFABP unter Mesenterialischamie
bewiesen (Lieberman, Marks et al. 1998; Rahman, Ammori et al. 2003). Experimen-
tell wurde an Ratten und Schweinen nach 30minitiger Okklusion der AMS ein An-
stieg von iIFABP korrelierend zum Zellschaden gezeigt (Kanda, Nakatomi et al. 1992;
Gollin, Marks et al. 1993; Niewold, Meinen et al. 2004). Auch am Menschen stiegt
IFABP unter HLM und ist dabei positiv mit Messwerten der Entztindungsparamater
IL-6 und IL-8 korreliert. Dies unterstitzt die Hypothese, dass die Schadigung intesti-
nalen Gewebes in die Entwicklung und das Ausmald der systemischen Entziindungs-

reaktion, bzw. dem SIRS involviert ist (Hanssen, Derikx et al. 2008).

5.2.2 Intravitalmikroskopie (IVM)

Eine der wichtigsten Untersuchungsmethoden zur Beobachtung physiologischer und
pathophysiologischer Vorgange in der Endstrombahn stellt die Intravitalmikroskopie
dar (Menger and Lehr 1993). Die Einfihrung von computergestitzten Offline-
Bildanalysesystemen ermdéglichte die quantitative Analyse einzelner Parameter. Die-
se sind z. B. die funktionellen Kapillardichte, die Flussgeschwindigkeit der Erythrozy-
ten oder die Gefal3permeabilitatserhdhung fur Makromolekile. Solche Parameter

kénnen dann durch Videoauswertung im Anschluss an das Experiment untersucht
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werden (Klyscz, Junger et al. 1997). In unserer Studie wurde das Intravitalmikroskop
zur Bestimmung der funktionellen Kapillardichte (=Gefal3dichte) verwendet.

Die Intravitalmikroskopie bietet eine sehr gute Maoglichkeit zur Beobachtung der
mikrohamodynamischen Situation in vivo (Warner, Bencosme et al. 1995) und gilt als
Goldstandard der Mikrozirkulationsanalyse (Klar and Werner 2000). Ein wichtiger
Punkt der Intravitalmikroskopie sowie des Laser Dopplers ist die Mdglichkeit der
Messung von Ausgangsbedingungen. Das ermoglichte den Vergleich mit Messungen
in der Ischdmie und Reperfusion. Hierbei konnte der individuelle Ischamie-/

Reperfusionsschaden eines einzelnen Tieres bestimmt werden.

Das Intravitalmikroskop wurde freihand auf das Gewebe gelegt. Die Stelle wurde
immer gleich gewahlt. Im Messverlauf wurde das Jejununumgewebe bei den meisten
Gruppen immer 6dematdser, so dass die Bildqualitat stetig schlechter wurde.
Freihand ist der Druck auf das Gewebe nie vollkommen gleich, so dass es auch hier
zu Messungenauigkeiten kam. Der einzige Parameter, den wir deswegen fur aus-

wertbar hielten, war die Kapillardichte des Gewebes pro Flache.

5.2.3 Laser Doppler

Mit Hilfe des Laser Dopplers kénnen Blutfluss und Sauerstoffséttigung im Zielgewebe
kontinuierlich gemessen werden. Dabei werden mit einer Sonde zeitgleich Weil3licht
(Wellenlange 500 bis 800 nm und 20 W) und Laserlicht (Wellenlange 839 nm und 30
mW) in das Gewebe appliziert ohne sich aufgrund der unterschiedlichen Wellenlan-
gen gegenseitig zu beeinflussen (Bludau, Vallbohmer et al. 2008). Im Gewebe wer-
den die Photonen an den Mitochondrien gestreut, anschlieRend von der Sonde wie-
der erfasst und ausgewertet. Die Erythrozyten absorbieren einen Teil des Weillicht-
spektrums und reflektieren daraufhin Licht in der Wellenlange des Hamoglobins, wel-
ches als Mal3 fur die Sauerstoffsattigung der Erythrozyten gilt. Befindet sich eine
groRe Blutmenge im Gewebe, ist die Anderung des Lichtspektrums intensiver. Uber
diesen Effekt kann die Blutmenge im Gewebe bestimmt werden. Das Laserlicht wird
in gleicher Weise an den Mitochondrien gestreut und erfahrt auf bewegten Erythrozy-

ten eine Frequenzverschiebung (sog. Doppler Shift oder Dopplerverschiebung), Gber
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welche die Geschwindigkeit der Erythrozyten, bzw. des Blutflusses bestimmt werden

kann.

Damit die Sonden immer unter gleichen Bedingungen messen konnten, wurde die
Sonde auf das Jejunum an eine vorher abgemessene Stelle genaht. Die
intraluminale Magen- und Rektumsonde wurde jeweils bis zur markierten Kabelstelle
vorgeschoben und so ohne invasives Verfahren angebracht, da das Vergehen dem

klinischen Einsatz entsprechen sollte.

524 RNA-Isolierung

Die RNeasy Methode der Firma QIAGEN ist eine gut etablierte Technologie zur
RNA-Isolierung. Sie beruht auf der Verbindung zweier Techniken, der selektiven Bin-
dungsfahigkeit einer Silicamembran mit der Microspintechnologie. Ein spezielles
»High-salt“-Puffersystem erlaubt es, bis zu 100 ug RNA-Molekile mit einer Lange ab
200 Basen an der Silicamembran zu binden. Dieses Verfahren stellt eine Bereiche-
rung fur die mRNA-Isolierung dar, weil die meisten RNAs < 200 Nukleotiden (diese
machen 15-20 % der Gesamt-RNA aus, z.B. rRNA, tRNAS) selektiv ausgeschlossen

werden.

Biologische Proben werden zunachst lysiert und homogenisiert. Der dafir verwende-
te Lysepuffer enthalt stark denaturierendes Guanidinthiocyanat. Dies ist ein
chaotropes Salz, das zur unmittelbaren Inaktivierung von RNasen fuhrt, um die Iso-
lierung von intakter RNA zu gewahrleisten. Durch die Zugabe von Ethanol werden
optimale Bedingungen flr die anschlieRende Bindung der RNA an die Silicamembran
geschaffen, die sich in der ,RNeasy Mini spin column® befindet. In mehreren Wasch-
schritten werden dann Kontaminationen entfernt und die RNA mit 30-100 pl RNase-

freiem Wasser von der Membran eluiert.
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525 Photometrische Bestimmung der RNA

Die RNA ist die Grundlage fur alle Untersuchungen zur Genexpression. Es ist daher
wichtig, die Konzentration und die Reinheit der RNA-LOsungen zu kennen, damit in
den folgenden Experimenten von jeder Probe die moglichst gleiche Menge RNA ein-
gesetzt werden kann. Die photometrische Konzentrationsbestimmung ist also nicht
nur eine Erfolgskontrolle der RNA-Isolierung, sondern kann auch eine Aussage uber
die Reinheit der Probe treffen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgt mittels UV-
Spektralphotometrie durch Messung der Extinktion bei einer Wellenlange von 260
nm und 280 nm. Bei 260 nm liegt das Absorptionsmaximum von Nukleinsauren
(RNA, DNA) und bei 280 nm das von Proteinen und anderen aromatischen Verbin-
dungen (z.B Phenol). Die Extinktion von 1 bei 260 nm entspricht dabei 44 ug RNA
pro ml (Eze0=1 — 44 pg/ml) bzw. 50 pg DNA pro ml.

Die Konzentration der RNA-L&sung kann wie folgt berechnet werden (unter Berlck-

sichtigung einer eventuellen Verdinnung):
Konzentration der RNA-Probe = 44 pg/ml X Ezeo X Verdinnungsfaktor

Die Reinheit der RNA-Probe lasst sich Uber den Quotienten der Extinktionen bei 260
nm und 280 nm bestimmen. Der Quotient Ezgonm/E2s0nm iSt also ein Mal? fur die Kon-
tamination mit Proteinen bzw DNA. Der Quotient wird aber auch erheblich vom pH-
Wert beeinflusst. Da Wasser nicht gepuffert ist, kbnnen der pH-Wert und der damit
resultierende Quotient stark variieren. Niedriger pH resultiert in niedrigeren Quotien-
ten und reduziert damit die Sensitivitat fur Proteinkontaminationen. Fir genaue Wer-
te sollte die Extinktion der RNA daher in 10 mM Tris/HCI-Puffer, pH 7,5, gemessen
werden. Reine RNA hat darin einen Quotient Ezeonm/E2s0nm VONn 1,9-2,1. Niedrigere
Werte lassen auf Verunreinigungen durch Proteine schliel3en. Bei hoheren Werten

befinden sich dagegen DNA-Kontaminationen in der RNA-L6sung.
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52.6 cDNA-Synthese durch Reverse Transkription

Zur Analyse der Genexpression mittels RT-PCR muss die isolierte RNA der Gewe-
beproben in cDNA umgeschrieben werden. Prinzipiell wird durch die Polymersase
Kettenreaktion DNA amplifiziert, wozu spezifische DNA-abhangige DNA-
Polymerasen verwendet werden. Aus diesem Grund muss die mRNA zuerst in ihre
komplementare DNA-Sequenz (cDNA) umgeschrieben werden. Dies erfolgt mit Hilfe
einer Reversen Transkriptase, eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, die aus un-
terschiedlichen rekombinanten Retroviren gewonnen werden. Die Reverse Transkrip-
tase benotigt einen sogenannten Primer, ein kurzes DNA-Stick, um sich an die
MRNA anzulagern und die DNA-Synthese zu starten. Hierfir wird entweder ein
Oligo-d(T)-Primer (besteht aus mehreren Thymin-Basen)verwendet, der sich an den
Poly(A)-Schwanz am 3‘-Ende der mRNA anlagert, oder es wird ein Random
Hexamer-Primer verwendet, der aus sechs zufallig zusammengesetzten Nukleotiden
besteht. Nachdem der Primer an die mRNA angelagert ist, kann die Reverse Tran-
skriptase unter Verwendung der vier Nukleotide (ANTPs) die einzelstrangige cDNA
herstellen, sodass ein RNA-DNA-Hybrid vorliegt. Der mRNA-Strang wird schlief3lich

von der intrinsischen RNase H-Aktivitat abgebaut.

5.2.7 Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) dient der enzymatischen in vitro-
Amplifikation von DNA zum diagnostischen Nachweis und der Analyse in der mole-
kularbiologischen Forschung (Saiki, Gelfand et al. 1988). Hierfir werden DNA-
Polymerasen bendtigt, die in Anwesenheit von Nucleotiden (ANTP’s) die spezifisch
an der zu amplifizierenden DNA bindenden Primer vom 3"-OH-Ende her verlangern.

Dadurch wird der zu untersuchende DNA-Abschnitt vervielfaltigt.

Dieser Prozess besteht aus mehreren Zyklen, die jeweils aus folgenden Schritten

bestehen: Denaturierung (1), Annealing (2) und Amplifikation (3).
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Durch das Erhitzen des DNA-Doppelstranges auf ca. 95 °C brechen die verbinden-
den Wasserstoffbricken auf und die DNA wird in Einzelstrange getrennt (denatu-
riert). Die Anlagerung der Primer an die komplementare Basenpaar-Sequenz der zu
untersuchenden DNA erfolgt bei ca. 60°C. Durch die Temperaturerhbhung auf 72°C
verlangert die DNA-Polymerase diese Primer und synthetisiert einen neuen DNA-
Strang.

Mit jedem Zyklus wird das PCR-Produkt dabei exponentiell vermehrt.

5.2.8 Quantitative Real-Time PCR

Prinzip der Real-time-PCR

Zusatzlich zur Amplifizierung bietet die Real-time PCR die Mdglichkeit der Quantifi-
zierung produzierter DNA. Dies geschieht durch Fluoreszenzmessung wahrend jedes
Zyklus (daher die Bezeichnung "Real-time”) und nicht erst nach Ablauf der gesamten
PCR. In der exponentiellen Phase der PCR, in der optimale Bedingungen herrschen,
wird die Quantifizierung durch Messung der Fluoreszenzsignale spezifisch bindender
Sonden durchgefuhrt. Die Starke der Fluoreszenz verhélt sich dabei proportional zur

Menge der vermehrten DNA.

Prinzip der TagMan-PCR

Die Real-time PCR nutzt die 5°-3"-Exonuklease Aktivitat der AmpliTag DNA
Polymerase um eine fluorogene TagMan®-Sonde wahrend der Extensionsphase
einer PCR zu spalten. Die Sonde besteht aus einem Oligonukleotid mit einem
fluoreszenten Reporter-Farbstoff (Fluoreszein-Derivat, FAM) am 5 -Ende und einem
Quencher-Farbstoff (Rhodamin-Derivat, NFQ-MGB) am 3°- Ende. Der Quencher ist
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mit einem Phosphatrest blockiert, um eine Verlangerung des Sondenstrangs wéah-
rend der Extensionsphase zu verhindern (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Hybridisierung von TagMan Sonde und Primer am Matritzenstrang.

Bei der spezifischen Wellenlage von 488 nm wird die intakte Sonde zur Fluoreszenz
angeregt. Jedoch wird dieses Fluoreszenzsignal des Reporter-Farbstoffes durch die
raumliche Nahe zum Quencher durch den sog. Fluoreszenz-Energietransfer (FET)
unterdriickt. Hierbei gibt der Reporter einen Teil seiner Energie an den Quencher ab.
Nimmt der Abstand zwischen beiden hingegen zu, nehmen FET und das Fluores-
zenzsignal des Akzeptors ab, das Signal des Reporters steigt.

Wahrend der Amplifikation trifft die TagMan-Polymerase auf die Sonde und verdrangt
diese. Die hierbei entstehende V-formige Struktur fuhrt zur Aktivierung der 5°-3"-
Exonuklease Aktivitdt der Polymerase, woraufhin hybridisierte — nicht aber freie-

Sonden gespalten werden (Abbildung 15).

R

Abbildung 15: Exonukleaseaktivitat TagMan-Polymerase und Sondenhydrolyse
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Durch die Sondenhydrolyse wird die rédumliche Nahe zwischen Reporter und
Quencher unterbrochen und das Fluoreszenzsignal des Reporters steigt mit jedem
PCR-Zyklus entsprechend der Akkumulation des PCR-Produktes. (Abbildung 16)
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Abbildung 16: Amplifizierung und Reportersignalsverstarkung

Dieses Sondensignal kann nur detektiert werden, wenn die Sequenz der untersuch-
ten DNA genau komplementar zu der der Sonde ist und diese wahrend der PCR
auch amplifiziert wird. Nicht 100% bindende Sondenmolekiile werden verdréangt, be-

vor die Exonukleaseaktivitat der TagMan-Polymerase aktiviert wird.

52.9 Reverse Transkription

Der zur Durchfihrung der Real-time PCR verwendete TagMan® Gene Expression
Master Mix (# 4369016) der Firma Applied Biosystems ist ein optimierter Puffer, der
bis auf die zu amplifizierende cDNA, den Primern und der Sonde alle notwendigen
Reagenzien beinhaltet: Statt dTTP wird bei den Desoxyribonukleotidtriphosphaten
dUTP verwendet. Die AmpliTag Gold® DNA Polymerase, UP (Ultra Pure) dient der
Amplifizierung, wahrend die Uracil-DNA Glykosylase (UDG) durch Entfernung von
Uracil-Resten aus doppelstrangiger DNA verhindert, dass Kontaminationen vorher-
gehender PCR’s reamplifiziert werden. ROX™ dient als Referenzfarbstoff bei der
Normalisierung des ,Reporter-Signals wéhrend der Detektion, um dadurch Schwan-
kungen im Fluoreszenzsignal, die auf Konzentrations- oder Volumenunterschieden

basieren, korrigieren zu kbénnen.
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Da Annealing und Extension zu einem Schritt zusammengefasst werden konnen,
weil die AmpliTaq Gold Polymerase bei Temperaturen von >55°C bereits aktiv ist,
kann auf eine isolierte Extension bei 72°C verzichtet werden. Geringere Extensions-
temperaturen resultieren in einer besseren Bindung der Sonde und dadurch in einer
effizienteren Hydrolyse durch die 5°-3"-Exonuklease-Aktivit.t der AmpliTag® DNA

Polymerase. Dadurch wird das sequenzspezifische Fluoreszenzsignal verbessert.

5.2.10 Auswertung

Die Normalisierung zum Ausgleich von Konzentrations- oder Volumenschwankungen
wie z.B. durch Pipettierfehler erfolgt automatisch mit Hilfe des passiven Referenz-
farbstoffes ROX. Dazu wird der Quotient der Emissionsintensitaten von Reporter-
farbstoff zu Referenzfarbstoffs ROX gebildet (Rn; Ratio normalized reporter). In der
frihen Phase der PCR erfolgt noch kaum eine Anderung im Fluoreszenzsignal, hier
wird das Hintergrundsignal bestimmt. Letztendlich dient der ARn-Wert als Mal3 fur die
Fluoreszenz. Dieser entspricht der Differenz des normalisierten ,Reporter-Signals

(Rn) vom Hintergrundsignal zu Anfang der PCR.
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Abbildung 17 TagMan Amplifikationsplot
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Zur Quantifizierung der Genexpression wird der Cr-Wert (threshold cycle) bestimmit.
Dieser Wert entspricht der Zyklenzahl, in der das Fluoreszenzsignal des Reporters
beginnt, einen bestimmten Schwellenwert Uber der Grundlinie zu Gberschreiten. Um
die Standardabweichung der Replikatgruppe gering zu halten, muss dieser Schwel-
lenwert in der exponentiellen Phase der Amplifikationskurve liegen. Liegt der Wert zu
tief, ist die Standardabweichung signifikant hoher und umgekehrt. Je friher ein
Schwellenwert erreicht wird und je niedriger der zugehoérende Ct-Wert ist, desto ho-
her ist die Ausgangskonzentration der Zielsequenz des Gens im zu untersuchenden
Gewebe. Bei 100 %-iger Effizienz entspricht eine Verdoppelung der Startkopienzahl
der Verringerung des Cr-Wertes um einen Zyklus.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurde jedem Gen ein bestimmter Schwellenwert zu-

geordnet, der gruppenibergeordnet beibehalten wurde.

Tabelle 20 Schwellenwerte der Gene

Vasopressin Schwellenwert AR,
AVPRI1A 0,15
AVPR2 0,02

Haushaltsgen

HPRT1 0,08

Als Haushaltsgen diente die Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
(HPRTL1, ein Enzym im Purin-Stoffwechsel der Eukaryonten). Dieses muss als Refe-
renzgen ubiquitar vorkommen und konstant in allen Zelltypen in jedem Stadium des
Zellzyklus und der Zelldifferenzierung umgeschrieben werden. Die Transkription ei-
nes Haushaltsgens sollte hierbei nicht von internen oder externen Einflissen regu-
liert werden. HPRTL1 gilt als gutes Referenzgen fur Expressionsstudien verschiede-
ner Gewebe des Schweins, besonders mit in geringer Konzentration vorhandener
Transkripte des Gens (Nygard, Jorgensen et al. 2007). Studien zu HPRT1 unter
Ischamie sind selten. Wahrend Gubern et.al. (Gubern, Hurtado et al. 2009) durch
eine in-vitro Studie an Zerebralarterien der Ratten HPRT1 als Referenzgen unter
Ischamie ausschlossen, konnten sie HPRT1 als passendes Haushaltsgen fur

Ischdmiemodelle in-vivo bestatigen.
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Relative Quantifizierung:

Zur relativen Quantifizierung wurde die vergleichende 222°T (Delta-Delta-Ct) Metho-
de nach Livak et. al. (Livak and Schmittgen 2001) verwendet. Hierbei wird das PCR-
Signal des Zielgens im zu untersuchenden Gewebe in Relation zu einem Referenz-
gewebe gesetzt und auf eine endogene Kontrolle - das Haushaltsgen — normalisiert.
Der Ct-Wert der Zyklenanzahl, bei der das Fluoreszenzsignal das Hintergrundsignal

Uberschreitet.

A C+ entspricht der Differenz des Ct Wertes des Zielgens von dem der endogenen

Kontrolle.

Formel 1: ACT = CT Zielgen — CT endogene Kontrolle

Dieser A Cy —Wert wird sowohl fir das zu untersuchende Gewebe Magen, Jejunum
oder Rektum (die eigentliche Probe), wie auch fur das Referenzgewebe Oberschen-
kel (die Kontrolle) berechnet. Das bedeutet fir die Probe: Wird A Ct negativ, dann
war in der Probe mehr Gen vorhanden, als in der Kontrolle (je geringer der Ct-Wert,
desto hoher die Ausgangskonzentration des Gens). Der A Cy —Wert des Referenz-
gewebes gibt Auskunft Uber individuelle Schwankungen in der Genexpression der
einzelnen Versuchstiere. Es wird vorausgesetzt, dass sich die A Cr—Werte des Refe-

renzgewebes nicht durch die verschiedenen Interventionen verandert haben.

Der AA C+-Wert ergibt sich aus der Abweichung der Ct —Werte der beiden Gene in

der Probe zu der Abweichung beider Gene im Referenzgewebe.

Formel 2: AACT = ACT Probe — ACT Referenzgewebe

Um nun endgultig die relative Quantifizierung bzw. den RQ-Wert bestimmen zu kon-

nen, muss folgende Formel verwendet werden:

Formel 3: RQ = 278ACT

Hiermit erhalt man die relative Genkopienzahl, die die x-fache Amplifikation (DNA)
eines Zielgens gegenuber einem Referenzgewebes darstellt. Dabei wird fur alle un-
tersuchten Proben eine Verdopplung der DNA-Menge (E=2) in jedem Zyklus ange-

nommen.
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Aussagekraft der Vasopressinbestimmung mittels Real-time PCR:

Durch die Vasopressinbestimmung mittels RT-PCR konnte die relative Expression
dieses Gens in den untersuchten Gewebsstiicken von Magen, Jejunum und Rektum
untersucht werden. Hierbei konnte jedoch nicht unterschieden werden, welche Zellen
genau dieses Gen exprimieren und ob es daher zu Schwankungen der Genexpressi-
on durch eventuell unterschiedliche Anteile bestimmter Zelltypen in den Proben kam.
Zudem konnen Uber die mRNA-Bestimmung eines Gens durch die RT-PCR noch
keine endgultigen Rickschlisse auf die im Endeffekt tatséachlich stattfindende Trans-
lation in den zugehdrigen Rezeptor innerhalb der jeweiligen Zelle gezogen werden.
Dies konnte durch in-situ-Hybridisierung oder histochemische Untersuchungen Uber
spezifische komplementare Sonden oder Antikdrper geschehen. In Ermangelung
solcher Studien kann Uber die physiologische Bedeutung der mRNA Expression der
Vasopressinrezeptoren im Gastrointestinaltrakt lediglich spekuliert werden (Monstein,
Truedsson et al. 2008).
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5.3 Diskussion der Ergebnisse

53.1 Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe waren die aufgenommenen Messwerte im Laufe des Experi-

mentes konstant.

53.2 Gruppe der Darmischamie

Durch die experimentell vorgenommene vollstandige Okklusion der Arteria
mesenterica superior (AMS) kam es zur Ischamie, welche durch absolutes Sistieren
des Blutflusses bewiesen wurde (siehe Tabelle 11 und Abbildung 3). Die dadurch
entstehende deutliche Gewebsschadigung zeigte sich im Anstieg der venés gemes-
senen Laktat-, Kalium-, sowie iFABP-Konzentrationen (siehe Tabelle 23, Tabelle 24
und Tabelle 9).

Unter Ischamie kam es zur MAP- und SVR-Erhdhung (siehe Tabelle 22 und Tabelle
8), welche in der Reperfusionsphase jedoch signifikant absanken und so zu einer

reaktiven Steigerung des HZV fuhrten (siehe Tabelle 21).

Hinsichtlich der Vasopressin Rezeptor Genexpression konnten sowohl im Magen,
Jejunum als auch Rektum unter Ischamie keine signifikanten Verdnderungen im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden (siehe Abbildung 8, Abbildung 10 und
Abbildung 9). Auch im Verlauf des Vasopressinspiegels zeigte sich keine signifikante
Auswirkung der Darmischéamie, lediglich ein leichtes Absinken zum Zeitpunkt der
Isch&mie und in der spateren Reperfusion war zu bemerken (siehe Tabelle 1 und
Tabelle 10).
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Jejunum:

Von den drei untersuchten Organen Magen, Jejunum und Rektum wird das Jejunum
als einziges von der AMS versorgt und war daher von der einstindigen Okklusion
der AMS direkt betroffen. Dies wirkte sich in Ischamie-bedingten zellularen Schaden
aus, welche durch die Parameter Blutfluss der AMS, mukosaler Blutfluss des Jeju-
nums, mukosale Sauerstoffsattigung des Jejunums, perfundierte Gefal3dichte des
Jejunums, sowie Kalium, Laktat, und iIFABP aus der VMS nachgewiesen wurden
(Rius, Escalante et al. 1979; Parks and Granger 1986; Schwilden 1990; Bottger,
Jonas et al. 1991; Kanda, Fujii et al. 1996; Czerny, Trubel et al. 1997; Lieberman,
Marks et al. 1998; Rahman, Ammori et al. 2003; Niewold, Meinen et al. 2004).

Aufgrund der vollstdndigen Okklusion der AMS wurde der mukosale Blutfluss signifi-
kant reduziert (18,5 AU siehe Abbildung 5und Abbildung 5). Diese geringen Restwer-
te lassen sich durch Pendelbewegungen von noch in den Kapillaren vorhandenem
Blut erklaren. Dennoch wurde in der Mukosa des Jejunums ein akuter Sauerstoff-

mangel gemessen (siehe Tabelle 26).

Zwei Minuten nach der Reperfusion erlangte der Blutfluss der AMS Werte der Kon-
trollgruppe und schoss dann anschlie3end nach 30 min bedingt durch das zeitgleich
gesteigerte HZV signifikant dariber hinaus (siehe Tabelle 11 und Tabelle 21). Diese
reaktive Hyperamie nach vortibergehender Reduktion des Blutflusses im GIT stimmt
mit zahlreichen Studien Uberein und wurde sowohl unter Stimulation von
vasokonstriktiven Fasern mesenterialer Gefal3e als auch unter mechanischer Okklu-
sion der AMS beobachtet (Fiore, Brienza et al. 2006). Der mukosale Blutfluss des
Jejunums stieg jedoch wesentlich langsamer an, als dies durch die Perfusion der
AMS maoglich gewesen wére und erreichte erst nach 30 min in etwa wieder Werte der
Kontrollgruppe (siehe Tabelle 13 und Abbildung 5). Grund hierfir kénnte die Aus-
schittung kérpereigener vasokonstriktiver Substanzen als Reaktion auf die Ischamie
sein, welche durch die Verengung von Kapillaren zur Erhaltung des Perfusionsdru-
ckes beitragen (Boerma and Ince 2010). Diese kdonnten zu einem persistierenden
Vasospasmus auch nach Wiederherstellen der Durchblutung gefihrt haben (Mutlu,
Mutlu et al. 2001). Daflr spricht auch die unter den Ausgangsbedingungen zurick

bleibende perfundierte Gefal3dichte des Jejunums in der Reperfusion (siehe Tabelle



Dissertation Isabell Wagner 85

15 und Abbildung 7). Im Gegensatz dazu stieg die mukosale Sauerstoffsattigung des
Jejunums jedoch ab 30 min nach Reperfusion signifikant tber die Vergleichsgruppen
an. Dies kénnte am Zusammenspiel der Faktoren reaktiv erhéhter Blutfluss der AMS
und normalisiertem bzw. spater vermehrtem mukosalen Blutfluss liegen bei noch
verminderter perfundierter Gefal3dichte liegen. Dadurch kdnnten einzelne Gefal3be-
reiche moglicherweise noch immer minderversorgt sein, es jedoch zu einer geringe-
ren Vermischung mit sauerstoffarmerem Blut der hypoxischen Areale kommen und

so in einer scheinbar hdoheren Sauerstoffsattigung resultieren.

Magen:

Zum Zeitpunkt der Ischamie stieg der mukosale Blutfluss signifikant an, was vermut-
lich auf eine Umverteilung in Folge der Okklusion der AMS zurickzufuhren ist (siehe
Tabelle 12 und Abbildung 4). Hingegen sank die mukosale Sauerstoffsattigung unter
Reperfusion signifikant und damit weitaus deutlicher, als durch den zu diesem Zeit-
punkt bestehenden mukosalen Blutfluss leicht unter dem Ausgangsniveau zu erwar-
ten gewesen ware (siehe Tabelle 12 und Abbildung 4). Scheinbar wurde bei der nun
wieder stattfindenden Perfusion des von der Okklusion der AMS direkt betroffenen
Bereiches vermehrt Sauerstoff verbraucht. Darauf folgend war eine Hyperamie zu
beobachten, wie sie in der Literatur haufig nach Ischamie beschrieben wird und hier

vermutlich die verminderte mukosale Sauerstoffsattigung des Magens kompensierte.
Rektum:

Der mukosale Blutfluss im Rektum sank unter Reperfusion signifikant in Folge der
GefalRwiedererdffnung ab, um dann kurzzeitig deutlich anzusteigen (siehe Tabelle 14
und Abbildung 6). Die Okklusion an sich zeigte keine Auswirkungen auf den Blutfluss
im Rektum. Jedoch kam es zum Zeitpunkt der Ischamie zu einem signifikanten Abfall
der Sauerstoffsattigung trotz separater Gefal3versorgung des Rektums (siehe Tabel-
le 27), was auf GefaRRkollateralen zurlickzuflihren sein kénnte oder ebenfalls auf ei-
nen erhohten systemischen Sauerstoffverbrauch aufgrund der GefalRwiedereroff-

nung.
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5.3.3 Gruppe der Herz-Lungen-Maschine

Besonders die langandauernde Anwendung der HLM gilt als Risikofaktor flr gast-
rointestinale Komplikationen (Spotnitz, Sanders et al. 1995; Perugini, Orr et al. 1997;
Zacharias, Schwann et al. 2000; D'Ancona, Baillot et al. 2003). Zahlreiche Studien
haben unter normothermer HLM eine mukosale Ischdmie des Darms trotz adaquater
globaler Perfusion festgestellt (Fiddian-Green and Baker 1987; Niinikoski and Kuttila
1993; Ohri, Bjarnason et al. 1993; Tao, Zwischenberger et al. 1994; Tao,
Zwischenberger et al. 1995). Diese Ischamie ist laut Tao et.al (Tao, Zwischenberger
et al. 1995) zum einen durch eine mukosale Minderperfusion aufgrund von
Vasokonstriktion und Blutumverteilung weg von der Mukosa bedingt. Zum anderen
wird sie durch einen vermehrten Sauerstoffverbrauch hervorgerufen, welcher auf
dem Boden der durch die HLM induzierten Entziindungsreaktion entsteht. So korre-
lieren die Veranderungen des SVR mit erhdhten Spiegeln von Zytokinen und Kom-
plementfaktoren C3a und Cb5a (Ascione, Lloyd et al. 2000; Wan, Arifi et al. 2004),
wobei der proinflammatorische Status nach herzchirurgischen Eingriffen auch we-

sentlich vom chirurgischen Trauma abhangt (Tatoulis, Rice et al. 2006).

Bei einigen unter HLM operierten Patienten wurde eine durch erhéhtes Herzzeitvo-
lumen (HZV) und erniedrigten mittleren arteriellen Druck (MAP) charakterisierte
hamodynamische Instabilitat festgestellt (Cremer, Martin et al. 1996; Kristof and
Magder 1999). Auch in unserem Versuch zeigte sich in der Reperfusion nach 30 min
ein signifikanter Anstieg des Herzzeitvolumens, der bis zum Ende der Messungen
bestehen blieb (siehe Tabelle 21). Umgekehrt traten im SVR und MAP wahrend des
gesamten Experimentes andauernde Absenkungen auf (siehe Tabelle 8 und Tabelle
22), weshalb die HZV-Erh6hung als Kompensationsmechanismus gesehen werden
kann (Kristof and Magder 1999; Tatoulis, Rice et al. 2006; Matsuura, Imamaki et al.
2008).

Unter der HLM sank der Blutfluss der AMS leicht, aber nicht signifikant ab, was zum
verminderten SVR und MAP bei noch unverandertem HZV passte. Unter

Reperfusion 30, 60 und 90 min lag er jedoch trotz zu diesem Zeitpunkt starker ge-
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sunkenem SVR uber den Ausgangsbedingungen. Diese Beobachtung kdnnte durch
den reaktiven Anstieg des HZV bedingt sein.

Jejunum:

In unserem Versuch fuhrte die einstiindige Anwendung der Herz-Lungen—Maschine
im Jejunum zu einem signifikanten Abfall des mukosalen Blutflusses, der mukosalen
Sauerstoffsattigung sowie der perfundierten Gefal3dichte. Die Laborparameter wie-
sen jedoch erwartungsgemal weniger stark auf eine Ischamie hin als unter vollstan-
diger Okklusion der AMS, der signifikante Anstieg von iFABP zeigte dennoch deutlich
Zellschadigungen an (Rius, Escalante et al. 1979; Parks and Granger 1986;
Schwilden 1990; Bottger, Jonas et al. 1991; Kanda, Fuijii et al. 1996; Czerny, Trubel
et al. 1997; Lieberman, Marks et al. 1998; Rahman, Ammori et al. 2003; Niewold,
Meinen et al. 2004).

Mittels Intravitalmikroskopie wurde ein signifikanter Abfall der perfundierten jejunalen
GefalRdichte detektiert, der trotz leichtem Anstieg nach 60 min Reperfusion nicht
wieder seinen normalen Level erreichte (siehe Tabelle 15 und Abbildung 7). Da der
Blutfluss der AMS ursprunglich unter HLM nur leicht gefallen war um danach tber
den Ausgangsbedingungen zu liegen (siehe Tabelle 11 und Abbildung 3), muss es
fur die verminderte GefalR3perfusion eine Erklarung auf mikrozirkulatorischer Ebene
geben. Diese konnte in der Offnung von arterio-vendser ShuntgefaBen liegen (Weil
and Shubin 1971; Bond and Levitt 1979; Boerma and Ince 2010), welche zur Hypo-
xie nachgeschalteter Bereiche der Mikrozirkulation in den Kapillaren fuhrt (Ince,
Ashruf et al. 1993). Shunt-Phanomene im GIT sind unter Sepsis beobachtet worden
und dienen mdoglicherweise mit als Schutz vor der Einschwemmung von Bakterien
und Endotoxinen aus dem Darmlumen. Daher ist es naheliegend, dass diese
Shuntgefale auch unter anderen systemischen Entzundungsreaktionen gedffnet
werden konnen, wie sie z.B. unter HLM vielfach beschrieben wurden. Normalerweise
wird die sympathische Vasokonstriktion bei Hypoxie reduziert, was durch eine fluss-
abwarts in den Vili detektierte Verminderung der Sauerstoffsattigung (SO,) im Be-
reich der Venolen vermittelt wird (Boerma and Ince 2010). Das Shunting kénnte die-

sen Regulierungsprozess durch falsch hohe SO,-Werte stéren und so uber die Ver-
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hinderung einer Vasodilatation zum Persistieren der Hypoxie fuhren (Asfar, Pierrot et
al. 2003). Zu dieser Theorie passen der unter HLM auftretende signifikante Abfall der
mukosalen Sauerstoffsattigung und des mukosalen jejunalen Blutflusses, da bei letz-
terem eigentlich ein gesteigerter Blutfluss entsprechend dem der AMS zu erwarten

gewesen ware.

Besonders auffallig war die enorme Vermehrung der Vasopressin Rezeptor Genex-
pression im Jejunum (siehe Abbildung 9). Parallel dazu kam es zu einem signifikan-
ten Abfall des arteriell gemessenen Vasopressinspiegels wahrend und nach der HLM
(siehe Tabelle 10 und Abbildung 1). Niedrige Vasopressin (AVP) Spiegel flihren zu
einer Hochregulierung und Sensibilisierung der AVP Rezeptoren, welche auch als
Ursache der Hypersensibilitat gegeniiber exogenem AVP unter septischen Schock
diskutiert wird (Landry, Levin et al. 1997; Ertmer, Sielenkamper et al. 2005). Die da-
bei haufig auftretende Vasoplegie wurde der Verminderung von korpereigenem zirku-
lierendem AVP zugeschrieben (Fischer and Levin 2010). Zudem wurde in Studien
beobachtet, dass erfolgreich reanimierte Patienten einen signifikant hdheren
Vasopressinspiegel gegentber erfolglos reanimierten Patienten aufwiesen (Lindner,
Strohmenger et al. 1992; Lindner, Haak et al. 1996). Wieso genau es zu einer Ver-
minderung des AVP Spiegels gekommen ist und wie sich dieser letztendlich auf die
Mikrozirkulation ausgewirkt hat, bleibt spekulativ. Man hat festgestellt, dass
Vasopressin im Unterschied zu Katecholaminen die vasodilatativ wirkenden K*ATP-
Kanale auf vaskularen glatten Muskelzellen hemmt und auch gegen weitere patholo-
gisch aktivierte Vasodilationsmechanismen wirkt (Argenziano, Chen et al. 1998). Wir
vermuten, dass unter Vasopressinmangel ein Offnen der oben beschriebenen

Shuntgefalie erfolgt.
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Magen:

Durch zahlreiche Studien sind die negativen Auswirkungen der HLM auf die Perfusi-
on der Magenmukosa bereits bekannt (Ohri, Bowles et al. 1997; Sicsic, Duranteau et
al. 1998) .Unter hypothermer nichtpulsatiler HLM wurde sogar eine 49%ige Redukti-
on der Perfusion beobachtet (Ohri, Bjarnason et al. 1993). Auch in unserem Versuch
sank der mukosale Blutfluss unter HLM signifikant und pendelte sich im Laufe der
Reperfusionszeit auf Werte leicht Giber den Ausgangsbedingungen ein (siehe Tabelle
12 und Abbildung 4). Wahrenddessen erreichte die mukosale Sauerstoffséattigung
nach einem signifikanten Minimum unter HLM das urspringliche Niveau in den
Reperfusionsmessungen nicht wieder. Vermutlich ist diese Beobachtung ebenfalls
durch Shuntéffnungen zu erklaren. Die AVP Rezeptorexpression wurde auch hier
unter dem systemischen Vasopressinabfall hochreguliert (AVPR1A > AVPR2, siehe
Abbildung 8 und Abbildung 1).

Rektum:

Die Perfusionswerte des Rektums blieben wéhrend der HLM und der folgenden
Reperfusionszeit fur die Parameter mukosale Sauerstoffsattigung und mukosaler
Blutfluss unter dem Niveau der Ausgangsbedingungen. Dieser Unterschied erwies
sich jedoch als nicht signifikant (siehe Tabelle 27 und Tabelle 14). Die AVP
Rezeptorexpression lag sogar leicht unter den Werten der Kontrollgruppe (siehe Ta-
belle 18). Im Rektum hatte die Anwendung der Herz-Lungen—Maschine somit kaum

Auswirkungen.
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534 Gruppe HLM/Vasopressin

Als einziger Unterschied zur HLM-Gruppe wurde diesen Tieren unter HLM eine
Vasopressindosis verabreicht, die den MAP konstant auf dem Niveau unter Aus-
gangsbedingungen halten sollte. Wie zu erwarten stieg der Vasopressinspiegel nach
der Verabreichung sigifikant an. Anschlie3end sank er wieder ab und erreichte zum
Zeitpunkt Reperfusion 90 min wie auch die Gruppe HLM ein Niveau signifikant unter
den Ausgangsbedingungen und der Kontrollgruppe (siehe Tabelle 10 und Abbildung
1). Nach HLM und Vasopressingabe stieg das HZV leicht, wenn auch signifikant,
Uber die Ausgangsbedingungen, wahrend der MAP stetig gefallen ist - was nach
leichter Erhéhung bei HLM 20 min anschlielend auch fir den SVR gilt. Der Verlauf
dieser Parameter ahnelte dem der Gruppe HLM, war jedoch weniger stark ausge-
pragt, was fur eine hAmodynamische Stabilisierung durch Vasopressin spricht. Auch
der Blutfluss der AMS entsprach dem Verlauf der HLM-Gruppe, jedoch waren die
Flusswerte generell etwas niedriger ausgepragt (siehe Tabelle 11 und). Zudem wa-
ren die iIFABP-Werte in der Gruppe HLM/Vasopressin hoher als in der Gruppe HLM,
was auf einen starkeren Zellschaden hindeutet (siehe Tabelle 9), der durch die ge-

falRverengende Wirkung von AVP zu Stande gekommen sein koénnte.

Jejunum:

Im Gegensatz zu den Werten der AMS und des iIFABP’s, die fur eine schlechte Ver-
sorgung der Mikrozirkulation sprechen, kam es unter HLM zu keinem Absinken des
mukosalen Blutflusses. Erst nach Beendigung der Vasopressingabe fiel dieser auf
ein der HLM-Gruppe entsprechenden Level (siehe Tabelle 13 und Abbildung 5).
Trotz Abfall in der GefalRdichtemessung war die Perfusion unter HLM mit
Vasopressingabe besser als unter alleiniger HLM (siehe Tabelle 15 und Abbildung
7). Die Sauerstoffsattigung lag unter der HLM Anwendung signifikant Gber den ver-
minderten Werten der Gruppe HLM und stieg anschlieBend auf Werte Uber dem
Ausgangsniveau (siehe Tabelle 26). All dies spricht fiir eine Verbesserung der Mikro-
zirkulation im Jejunum unter Vasopressingabe. Zudem konnten keine wesentlichen
Veranderungen in der Vasopressin Rezeptor Genexpression festgestellt werden

(siehe Abbildung 9). Unsere Forschergruppe geht davon aus, dass die Verbesserung
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der Mikrozirkulation im Jejunum unter Vasopressingabe durch das Schlie3en bzw.
dem Verhindern der Offnung von ShuntgefaBen zu Stande kam.

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen wurde in anderen Studien jedoch auch einen
Abfall der splanchnischen Perfusion durch Vasopressin belegt (Russell 2007). Haufig
wird zur Begrindung der pH- oder CO,-Wert des Magens (van Haren, Rozendaal et
al. 2003; Hiltebrand, Krejci et al. 2007) oder der Blutfluss der AMS herangezogen,
um Ruckschlisse auf die Mukosa des Jejunums bzw. des gesamten GIT zu ziehen
(Malay, Ashton et al. 2004; Hiltebrand, Krejci et al. 2007). Ein direkter Zusammen-
hang zwischen dem Blutfluss der AMS und dem der jejunalen Mukosa wurde jedoch
lediglich durch eine Studie an Katzen nachgewiesen (Lote, Folling et al. 1981). Im
Gegensatz dazu zeigte sowohl unsere Untersuchung als auch die Mehrheit anderer
Studien keine Verbindung dieser Parameter (Wilson, Fisher et al. 1976; Tofukuiji,
Stahl et al. 2000; Malay, Ashton et al. 2004; Hiltebrand, Krejci et al. 2007). Obwohl
mehrfach von negativen Auswirkungen von AVP auf die Mukosa des Jejunums be-
richtet wurde, bei denen es meistens auch zu einem Abfall des HZV kam (Hiltebrand,
Krejci et al. 2007; Holt, Delaney et al. 2009; Nygren, Thoren et al. 2009), haben viele
Studien keine Beeintrachtigung des jejunalen Blutflusses unter AVP Gabe festgestellt
(Wilson, Fisher et al. 1976, Liard, Deriaz et al. 1982; Lauzier, Levy et al. 2006). In
einem Rattenmodell wurde durch Vasopressin sogar eine signifikant hohere Uberle-
bensrate nach mechanischer Okklusion der AMS ermittelt (Altura 1976). Zudem spie-
len in den meisten Studien weitere Zusatzfaktoren wie Vasopleglie oder Sepsis eine
Rolle und haufig wird AVP in Erganzung zu anderen Pressoren untersucht (Klinzing,
Simon et al. 2003; van Haren, Rozendaal et al. 2003; Hiltebrand, Krejci et al. 2007,
Nygren, Thoren et al. 2009). Daher kdnnen Interaktionen zwischen diesen Faktoren
meist nicht ausgeschlossen werden, da Vasopressin in der Lage ist, den
vasokonstriktiven Effekt von Katecholaminen zu potenzieren (van Haren, Rozendaal
et al. 2003).
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Magen:

Wahrend im Jejunum eine Verbesserung der Mikrozirkulationswerte im Vergleich zur
Gruppe HLM gemessen wurde, zeigte sich im Magen eine Verschlechterung. Unter
HLM und Vasopressingabe sanken der mukosale Blutfluss und die mukosale Sauer-
stoffsattigung signifikant unter sdmtliche Vergleichsgruppen ab (siehe Tabelle 12 und
Tabelle 25). Zusatzlich kam es zu einer signifikanten Vermehrung der Vasopressin
Rezeptor Genexpression (siehe Abbildung 8). Hinsichtlich unserer Theorie der Off-
nung von ShuntgefalRen auch im Magen unter HLM zeigen diese Messwerte, dass im

Magen durch Vasopressingabe keine positive Veranderung zu erreichen ist.

Laut Nygren et. al (Nygren, Thoren et al. 2009) fiihrte AVP bei Patienten unter
vasodilativem Schock zu einer dosisabhdngigen Steigerung des arteriellen pCO,-
Gradienten des Magens um bis zu 80% und damit zu einer deutlichen Beeintrachti-
gung der mukosalen Perfusion. Hingegen wurde in einer klinischen Studie von
Morelli et. al (Morelli, Rocco et al. 2004) unter Bolousgabe von Terlipressin sowohl
eine Erhéhung des MAP als auch eine Verbesserung der mukosalen Perfusion des
Magens beobachtet. Die Mehrzahl der Studien am Menschen zeigte jedoch eine
Verschlechterung der Mikrozirkulation des Magens unter Vasopressingabe (Klinzing,
Simon et al. 2003; van Haren, Rozendaal et al. 2003; Nygren, Thoren et al. 2009),
ebenso zeigten Tierstudien zumeist negative Auswirkungen (Westphal, Freise et al.
2004; Hiltebrand, Krejci et al. 2007) und entsprechen damit unseren Ergebnissen.

Rektum:

Obwonhl es unter alleiniger HLM kaum zu Veranderungen im Rektum gekommen war,
zeigten sich unter zusatzlicher Vasopressingabe deutlich negative Auswirkungen.
Sowohl der mukosale Blutfluss und Sauerstoffsattigung sanken signifikant, wahrend
die Vasopressin Genexpression im Rektum hingegen signifikant anstieg (siehe Ta-
belle 14 und Tabelle 27). Scheinbar verbessert sich die Mikrozirkulation unter HLM

und Vasopressingabe lediglich im Jejunum und nicht in Magen oder Rektum.
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5.1 Beantwortung der Fragestellungen

Unter Ischamie bzw. HLM kam es bei gleichbleibendem HZV in der
Darmischamiegruppe zu einer SVR- und MAP-Erhéhung sowie auch in der
HLM/Vasopressingruppe zu einer SVR Steigerung. Hingegen waren beide Parame-
ter in der HLM-Gruppe vermindert. In allen Gruppen trat in der Reperfusion eine
HZV-Erhohung bei verminderten SVR-Werten auf, wobei das HZV in der
HLM/Vasopressin-Gruppe geringer als in den gleich verlaufenden Gruppen Darm-
ischamie und HLM anstieg. Insgesamt waren die hdmodynamischen Parameter in

der Gruppe HLM/Vasopressin am stabilsten.

Nach fast vollstandigem Sistieren des Blutflusses unter Okklusion kam es unter
Reperfusion in der Ischamiegruppe zur Hyperamie. Die Flusswerte in der A.
mesentarica superior der Gruppe HLM/Vasopressin waren geringer als die der Grup-
pe HLM.

Die starkste Minderversorgung in Bezug auf Mikrozirkulation des Jejunums trat unter
Isch&mie auf, gefolgt von alleiniger Anwendung der HLM. Am besten war die jejunale
Perfusion unter HLM mit zusatzlicher Vasopressingabe. In der Reperfusion kam es
durch Hyperamie in der Darmischamiegruppe zu den hochsten O,-Sattigungswerten.
Nach Beendigung der Vasopressingabe glichen sich die Werte der Gruppe

HLM/Vasopressin an die der HLM-Gruppe an.

In der Darmischamiegruppe blieben die Vasopressinspiegel auf Ausgangsniveau und
sanken in der Gruppe HLM hingegen kontinuierlich ab. Nach der Vasopressingabe
mit zu erwartendem Maximum sank der Spiegel in der Gruppe HLM/Vasopressin
letztendlich auf einen gleich verminderten Stand wie in der HLM-Gruppe. Wéhrend
es zu keiner Veranderung in den anderen Gruppen kam, stieg die Vasopressin Re-

zeptor Genexpression in der Gruppe HLM deutlich an.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es unter HLM zu einer Stérung der Perfu-
sion und Mikrozirkulation im Jejunum kam. Diese Beeintrachtigung auf mikrovaskula-
rer Ebene kann als pathogenetischer Faktor der NOMI gesehen werden, bei der das
Jejunum mit am starksten betroffen ist (Trompeter, Brazda et al. 2002). Durch die
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zusatzlich zur HLM erfolgte Vasopressingabe konnte im Jejunum die Mikrozirkulation
verglichen mit der HLM deutlich verbessert werden. Daher scheint die therapeutische
Vasopressingabe trotz ihrer vasokonstriktorischen Wirkung einen AVP-Mangel im
Jejunum unter Herz-Lungen—Maschine auszugleichen und so zu einer Verbesserung

der Mikrozirkulation beizutragen.
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6 ANHANG

Tabelle 21 Herzzeitvolumen (I/min)

4,0+0,1

3,9+0,2 3,8+0,2 3,840,1 3,8+0,2 3,840,1
3,840,2 3,9+0,2 3,6+0,2 4,4+0,2%# 4,6+0,3*# 4,3+0,2*#
3,7+0,1 3,7+0,1 3,8+0,1 4,4+0,2*# 4,6£0,1%# 4,5+0,1%#

3,7+0,1 3,7+0,1 3,4+0,1 4,040,1* 4,1+0,2* 3,8+0,2+

+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM

Tabelle 22 mittlerer arterieller Druck MAP (mmHg)

98,6+2,0 97,242,2 95,2+1,2 95,9+1,4 94,4+2,1 93,717

102,6+3,4 112,8+3,8*#+ 68,6+3,5# 92,8+3,4 91,1+3,6+ 89,4+£3,2+
101,0+3,8 75,742,9*# 68,5+3,2*# 84,4+3,3*#  75,7£3,3*#  74,3+3,3*#

96,6+1,5 96,6+1,5+ 85,945,2 80,6+3,6*#  77,8+2,1*# 70,4125

t+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM
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Tabelle 23 Laktatkonzentration (mmol/l)

-0,2+0,1 -0,4+0,2 -0,2+0,1 -0,3+0,1

-0,3+0,1 -3,5+0,7*#+ -2,2+0,3%#+ -1,1+0,2%#+ -0,9%0,2 -0,4+0,1
-0,1+0,1 -0,3+0,1 -0,6x0,1 0,1+0,1 -0,3+0,1 -0,4+0,1
-0,3+0,1 -0,9+0,1 -0,3+0,1 -0,2+0,1 -0,60,1 -0,6+0,1

+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM

+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM

Tabelle 24 venoses Kalium (mmol/l)

4,3+0,1

4,2+0,1
4,2+0,1 7,0+0,6*# 3,9+0,1 4,2+0,1 4,4+0,1 4,4+0,1
4,0+0,1 4,0+0,1 3,6+0,1 3,840,1 4,0+0,1 4,2+0,1

4,2+0,1 4,5+0,1 3,8+0,1 3,6+0,1 4,0+0,1 4,1+0,1
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Tabelle 25 Mukosale Sauerstoffsattigung Magen (%)

40,3+2,3 42,0+2,5 42,4+2,2

40,5+2,1 38,8+2,6 40,4+2,0

41,3+1,2 45,9429+ 19,6+2,6%# 41,1+0,9+ 44,0£3,2+ 45,6+3,0+

. 40,5+1,7 28,72, 7*# 33,0£2,4*# 35,7+1,1*# 35,0+£2,5*# 34,611, 7*#
+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM

+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM

39,9+1,1 8,6+1,0%#+ 21,742 2%#+ 29,612, 2%#+ 38,7+1,8 37,7£2,0

Tabelle 26 mukosale Sauerstoffsattigung des Jejunums (%)

60,3+1,4 59,5+1,2

62,5+1,8 63,3+1,6

62,4+2,1 62,9+2,0

61,2+1,6 9,8+1,4%#+ 57,9+3,9 73,6+1,6%# 72,5+1,4%# 69,2+1,6%#
64,1+2,7 48,7+3,2%# 64,5+3,2 62,7£2,5 59,6+3,4 57,9+£3,3
59,5+1,8 60,1+1,8+ 68,9+1,6 68,5+0,9* 67,1+1,4* 63,8+1,0
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Tabelle 27 mukosale Sauerstoffsattigung des Rektums (%)

38,2+2,2 37,2+1,1 37,3%+1,9

36,8+1,2 36,7£1,9 36,0+1,7

38,8+2,1 27,1+2,3*#+  30,0£1,7*#+  32,9+23 33,3£1,5 33,7£1,4
35,4+2.9 35,8+2,2 36,0+2,0 36,2+1,1 35,8+1,7 33,7+2,4
38,6+1,8 12,6+1,9%#+  22,9%1,6%#+  27,6+2,3*#+  35,6%2,2 35,2+1,7

+Standardabweichung,*p<0,05 vs. Ausgangsbedingung,# p<0,05 vs. Kontrollgruppe,+p<0,05 vs. HLM
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