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Zusammenfassung

Therapeutische Hypothermie wird bereits klinisch bei kardiopulmonaler Bypassoperation und
nach kardialem Arrest eingesetzt. In vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass eine milde
Hypothermie die mikrovaskuldre Oxygenierung der gastralen Mukosa im h@morrhagischen
Schock, unabhingig vom systemischen Sauerstoffverbrauch, durch Erhohung der mikrovaskula-
ren Perfusion verbessert. Dieser Effekt konnte sowohl durch Blockade des Sympathikus als
auch durch Blockade des Vasopressinrezeptors aufgehoben werden. Jedoch ist der genaue Me-
chanismus, tiber den dieser Effekt vermittelt wird, bislang unklar. Denkbar wire eine Aktivie-
rung der Na'-K'-ATPase iiber Vasopressin oder des K,-Kanals iiber den Sympathikus. Beide
sind im Splanchnikusgebiet exprimiert und vermitteln eine Vasodilatation. Ziel dieser Studie
war es daher zu untersuchen, ob die Na™-K'-ATPase oder der K,-Kanal an den Effekten betei-
ligt sind. Zur Kldrung dieser Frage wurden fiinf Hunde mit Genehmigung durch das zustidndige
Landesamt wiederholt anisthesiert und durchliefen in randomisierter Reihenfolge jedes der
sechs Versuchsprotokolle (n = 30). Dabei erhielten die Tiere entweder unter Normothermie oder
Hypothermie G-Strophanthin zur Blockade der Na'-K'-ATPase oder 4-Aminopyridine zur
Blockade des K,-Kanals oder als Kontrolle das reine Losungsmittel (NaCl). Darauthin wurde
den Versuchstieren 20 % ihres Blutvolumens entzogen und nach einer Stunde retransfundiert.
Die mikrovaskuldre Himoglobinoxygenierung (@HbO,) wurde dabei kontinuierlich mittels Re-
flexionsspektrometrie an der oralen und gastralen Mukosa gemessen. Systemische hdmodyna-
mische Parameter wurden kontinuierlich gemessen und das Herzzeitvolumen sowie Blutgasana-
lysen intermittierend bestimmt. Der arterielle Sauerstoffgehalt sowie die systemische Sauer-
stofftransportkapazitit wurden daraus berechnet.
Unter Normothermie verschlechterte sich die orale pHbO, im hamorrhagischen Schock um -32
+ 5 A %. Dieser Abfall war unter Hypothermie auf -17 + 4 A % abgemildert. Im hi-
morrhagischen Schock konnte eine Blockade der Na'-K'-ATPase den positiven Effekt der Hy-
pothermie auf die orale Hamoglobinoxygenierung autheben. Die Blockade des K,-Kanals hatte
dagegen keinen Einfluss auf den Effekt der Hypothermie. Ahnliche Effekte auf die gastrale
uHbO, unter Hypothermie wie auf die orale ptHbO, wurden auch durch die Blockade der Na'-
K'-ATPase und des K,-Kanals gezeigt. Jedoch erreichten diese keine statistische Signifikanz.
Die Effekte auf die pHbO, waren unabhingig von systemischen Kreislaufparametern, die sich
gleichartig in allen Gruppen &nderten. Daraus resultieren folgende Ergebnisse:

1. Milde Hypothermie verbessert die Hdmoglobinoxygenierung der oralen Mukosa im

hamorrhagischen Schock.
2. Dieser Effekt wird durch Blockade der Na'-K'-ATPase aufgehoben.
3. Der Effekt ist unabhéngig von systemischen Kreislaufverdnderungen und wird damit
lokal vermittelt.

Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass die Effekte der Hypothermie durch die Na'-K'-ATPase
vermittelt werden. Diese Ergebnisse und die der vorangegangenen Studien deuten darauthin,
dass Hypothermie das sympathische Nervensystem aktivieren konnte und dariiber zu einer er-
hohten Freisetzung von Vasopressin fiihrt. Vasopressin stimuliert die Na'-K'-ATPase und ver-
bessert moglicherweise so die lokale Himoglobinoxygenierung. Durch Blockade jedes einzel-
nen Schritts in der Kette konnte der positive Effekt der Hypothermie wieder aufgehoben wer-
den. Dies ist ein moglicher Weg, iiber den der positive Effekt der Hypothermie auf die orale
uHbO; im hdmorrhagischen Schock bei Hunden vermittelt werden konnte.



Summary

Hypothermia is an established therapy to improve tissue function during cardiopulmonary by-
pass and after resuscitation. Previous studies have shown that mild hypothermia protects region-
al mucosal oxygenation during hemorrhagic shock via improvement of microvascular flow and
that these effects are independent of oxygen consumption. This effect of hypothermia was abol-
ished either during blockade of the sympathetic nervous system and during blockade of the vas-
opressin receptor. However, the exact mechanisms are unclear. Since the sympathetic nervous
system stimulates K, channels and vasopressin stimulates the N*,K'-ATPase we hypothesized
that this increase in regional mucosal oxygenation is mediated either via K, channels or the
N',K'-ATPase. Both channels are expressed in the splanchnic region and their stimulation leads
to vasodilation. The aim of our study was to identify if the effects of hypothermia on regional
mucosal oxygenation during hemorrhagic shock are mediated via N", K'-ATPase and K, chan-
nel. In order to clarify this question, five dogs were anesthetized repetitively and underwent
each of the six protocols (n = 30) in a randomized order in accordance with NIH guidelines for
animal care. Experiments were performed with approval of the local animal care and use com-
mittee. The animals received either under normothermia or hypothermia G-Strophanthin to
blockade of the N",K"-ATPase or 4-Aminopyridine to blockade of the Ky channel or as control
the pure solvent (NaCl). Thereafter, 20 % of the dog’s blood volume was withdrawn and re-
transfused after one hour. Systemic hemodynamic variables and oral and gastric mucosal mi-
crovascular oxygenation (LHbO,, reflectance spectrophotometry) were recorded continuously.
Cardiac output and blood gas analysis were determined intermittently. Arterial oxygen content
and systemic oxygen delivery were calculated.
During normothermia, hemorrhagic shock decreased oral uHbO, by -32 = 5 A %. This decrease
was attenuated under hypothermia to -17 = 4 A %. During hemorrhagic shock, the positive ef-
fect of hypothermia on the oral mucosal oxygenation was abolished in the presence of N',K'-
ATPase blockade. The blockade of the K, channel had no influence on the effect of hypother-
mia. Comparable effects of the N", K'-ATPase blockade and K, blockade on the effect of hypo-
thermia in the gastric region might be indicated by similar changes of the gastric pHbO,, how-
ever, the differences failed to reach significance.
The observed differences in mucosal oxygenation are independent of systemic hemodynamic
variables which changed equally in all groups. The results lead to the following conclusions:

1. Mild hypothermia protects oral mucosal oxygenation during hemorrhage.

2. The protection of oral mucosal oxygenation is mediated via the N*,K"-ATPase.

3. This effect is independant of effects on systemic hemodynamic variables and thus me-

diated regionally.

In summary, these results indicate that the effects of hypothermia are mediated via N',K'-
ATPase. Our previous results indicate that hypothermia activates the sympathetic nervous sys-
tem leading to enhanced Vasopressin release. Taken together, the results of both studies suggest
that vasopressin activates the N",K'-ATPase which mediates vasodilation and thus improves
oral oxygenation. We have shown that inhibition of each step in this chain can abolish the effect
of hypothermia. Thus, we have demonstrated the possible pathway that mediates the effects of
hypothermia on oral pHbO, during hemorrhagic shock in dogs.
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1 Einleitung

Therapeutische Hypothermie wird bereits klinisch zur Gewebeprotektion bei zerebrovaskulédren
und kardiovaskuldren Interventionen wie neonataler, hypoxisch-ischdamischer Enzephalopathie
[1], kardiopulmonaler Bypassoperation und nach kardialem Arrest [2, 3] angewandt. Zudem ist
in Tiermodellen der positive Effekt der Hypothermie auch bei hepatischer [4], renaler [5] und
intestinaler [6] Ischimie nachweisbar. So verlingert Hypothermie die Uberlebenszeit wihrend
langandauernder intestinaler Ischdmie-Reperfusion [7] und im hdmorrhagischen Schock [8, 9].
In diesem Zusammenhang konnte die eigene Arbeitsgruppe bereits zeigen, dass eine milde,
systemische Hypothermie die mikrovaskuldre Oxygenierung der oralen und gastralen Mukosa
im hdmorrhagischen Schock unabhéngig vom systemischen Sauerstoffverbrauch durch Erhoh-
ung der mikrovaskuldren Perfusion verbessert [10]. In einer anschlieBenden Studie konnte die-
ser positive Effekt der Hypothermie sowohl durch Blockade des sympathischen Nervensystems
als auch durch Blockade des Vasopressinrezeptors aufgehoben werden [11]. Da Hypothermie
das sympathische Nervensystem aktiviert [12] und an einer Vasopressinfreisetzung beteiligt ist
[13], konnten dies Mediatoren sein, iiber die der Effekt der Hypothermie vermittelt wird. Jedoch
ist der genaue Mechanismus bislang unklar. Deswegen soll bei dieser Studie untersucht werden,
iiber welchen Mechanismus der Effekt der Hypothermie im hdmorrhagischen Schock vermittelt
wird. Denkbar wire eine Aktivierung der Natrium-Kalium-Adenosintriphosphatase (Na'-K'-
ATPase) tiber Vasopressin oder des spannungsgesteuerten Kaliumkanals (K,-Kanals) durch den
Sympathikus. Die Aktivierung der Na'-K'-ATPase erfolgt G-Protein-gekoppelt iiber den zykli-
schen Andenosinmonophosphat-(cAMP)-Signalweg. Dieser fithrt zu Translokation und Einbau
der Pumpe aus einem intrazelluliren Poo/ in die Plasmamembran [14]. Obwohl der cAMP-
Signalweg normalerweise iiber V2-Rezeptoren vermittelt wird, kann dieser ebenfalls iiber V1-
Rezeptoren aktiviert werden [15].

Die Na'-K'-ATPase ist ein ubiquitir vorhandenes Transmembranprotein [16] bestehend aus
einer o—und einer P—Untereinheit sowie einer gewebespezifischen akzessorischen FXYD-

Untereinheit (FXYD = pronounced fixed-id) [17]. Die akzessorische FXYD 1-Untereinheit
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Phospholemman ist unter anderem an der Regulation der Na'-K'-ATPase-aktivitit beteiligt [18-
20]. Unter Hydrolyse von ATP werden drei Natriumionen nach extrazelluldr und zwei Kali-
umionen nach intrazelluldr transportiert [21]. So tragt sie zur Regulierung des Gefdlltonus bei.
Stimulierung der Na'-K -ATPase fiihrt {iber Hyperpolarisation zu Relaxation der GefiBmuskel-
zellen und damit zur Vasodilatation [22]. Diese Wirkung wird zum einen iiber glatte GefdBmus-
kelzellen und zum anderen iiber Endothelzellen vermittelt. In glatten GefidBmuskelzellen indu-
ziert die Hyperpolarisation eine verminderte Offnungswahrscheinlichkeit spannungsabhéngiger
Kalziumkanéle, eine verminderte intrazelluldre Kalziumkonzentration und damit eine Vasodila-
tation. In Endothelzellen bewirkt die Hyperpolarisation einen Einstrom von Kalziumionen durch
spannungsunabhédngige Kanile. Dies fiihrt iber Stimulation der endothelialen Synthese und
Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) ebenfalls zur Vasodilatation [23]

Einige Studien berichten, dass Hypothermie die Na'-K -ATPase—aktivitit vermindert [24, 25].
Allerdings ist diese Wirkung bei milder Hypothermie nur leicht ausgeprégt [25] und die stimu-
lierende Wirkung von Vasopressin iiberwiegt.

Ein weiterer moglicher Mechanismus ist eine sympathikusvermittelte Erhohung der K-
Kanalaktivitit unter Hypothermie. Das sympathische Nervensystem stimuliert {iber G-Protein-
gekoppelte, B-adrenerge Rezeptoren K,-Kanéle. Daraus resultiert eine erhohte Adenylatcyclase-
aktivitdt mit vermehrter Bildung von cAMP und damit einer erh6hten Aktivitét der Proteinkina-
se A. Diese bedingt eine vermehrte Phosphorylierung und damit eine héhere Offnungswahr-
scheinlichkeit von K,-Kanédlen [26-28]. Nach extrazelluldr stromende Kaliumionen fithren zu
Hyperpolarisation. Dies bedingt eine verminderte Aktivitdt spannungsabhéngiger L-Typ Kalzi-
umkanéle und eine verminderte intrazelluldre Kalziumkonzentration und induziert dariiber eine
Vasodilatation [29, 30]. Der Effekt der Tonusregulation glatter GefdBmuskelzellen durch K-
Kanile konnte bereits am zerebralen [31, 32], koronaren [33, 34], pulmonalen [35-38], renalen
[39], portalvendsen [35], mesenterialen [40] und am ilealen [41] GeféBbett nachgewiesen wer-
den.

Da K,-Kanile auch im Splanchnikusgebiet vorkommen [40, 41], konnte eine sympathikusver-

mittelte Steigerung der K,-Kanalaktivitdt im hdmorrhagischen Schock unter Hypothermie zur
2



Verbesserung der oralen und gastralen mikrovaskuldren Hadmoglobinoxygenierung vermutet
werden.

In diesem Zusammenhang ist die gastrointestinale Mukosa von besonderer Bedeutung, da sie
unter physiologischen Bedingungen als selektive Barriere gegen eine Translokation von Darm-
bakterien und deren Toxine fungiert. Hierfiir muss speziell die Mukosa ausreichend perfundiert
und oxygeniert sein [42, 43], was eine suffiziente Mikrozirkulation voraussetzt. Die Mikrozir-
kulation ist somit entscheidend, um die Integritdt des Mukosaepithels zu gewéhrleisten und so
eine Translokation zu verhindern [44].

Ein erhohter Sauerstoffbedarf oder ein vermindertes Sauerstoffangebot kénnen zu einer Min-
derversorgung der Mukosa fithren [45]. Im hdmorrhagischen Schock wird das Blutvolumen aus
den MesenterialgefdBBen zur Versorgung lebenswichtiger Organe wie Herz und Gehirn umver-
teilt, sodass fiir den Darm ein vermindertes Sauerstoffangebot besteht. Dies kann zu einer Dar-
mischdmie fiihren [45, 46], wobei der Darm empfindlicher als andere Organe gegeniiber Ischa-
mie ist [47]. Folge dieser Ischdmie kann durch Minderdurchblutung der Mukosa die Dissemina-
tion von Bakterien und deren Toxine aus dem Splanchnikusgebiet in extraintestinale Gewebe
sein [48, 49]. Uber ein systemisch inflammatorisches Response-Syndrom (SIRS) kann sich ein
Multiorganversagen (MOV) entwickeln [45, 50]. Eine Hypoperfusion des Gastrointestinaltrakts
kann somit fiir die Entstehung eines MOV ausreichen [51]. Mitauslosend sind die Produktion
von Akut-Phase-Proteinen [52, 53] und inflammatorischen Zytokinen [54] in der Mukosa des
Gastrointestinaltrakts sowie die Freisetzung von Wasserstoffperoxiden und Superoxiden [45,
48]. Durch die freigesetzten Sauerstoffradikale wird die Kontraktionsfdhigkeit des Herzens be-
eintriachtigt [55-57] und die intestinale Perfusion weiter vermindert. So wird ein circulus vitio-
sus mit einer erh6hten Morbiditidt und Mortalitit etabliert [58]. Der Darm wird daher auch als
,,Motor des MOV* [59] bezeichnet.

Demnach ist eine ausreichende gastrointestinale Oxygenierung der Mukosa im hdamorrhagischen
Schock anzustreben. Systemische Blutgaswerte [60, 61] und Kreislaufparameter [62] sind zur
Diagnostik allein nicht ausreichend [63], da die regionale Mikrozirkulation bereits beeintréch-

tigt sein kann, wenn diese Parameter noch normwertig sind. Insbesondere ist eine verminderte
3



Oxygenierung der oralen Mukosa ein Pradiktor fiir Endorganschiden [64, 65] und konnte somit
mit einer erhohten Mortalitdt assoziiert sein.

Zusammenfassend verbessert eine milde Hypothermie die gastrointestinale Mukosaoxygenie-
rung im hdmorrhagischen Schock. Hieran sind das sympathische Nervensystem und Vasopres-
sin beteiligt. Hierdurch konnte es zu einer Aktivierung der vasoaktiven Na'-K'-ATPase durch
Vasopressin oder des K,-Kanals durch den Sympathikus kommen.

Daher soll in dieser Arbeit die Frage beantwortet werden, ob der positive Effekt der Hypother-
mie auf die gastrointestinale Hamoglobinoxygenierung im hdmorrhagischen Schock iiber die

Na'-K'-ATPase oder den K,-Kanal vermittelt wird.



2 Material und Methoden

Nach Genehmigung durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW am
16.11.2011 wurden die Versuche (n = 30) durchgefiihrt. Die Referenznummer lautet: 84-
02.04.2011.A288. Ein Fachkundenachweis gemiBl § 9 des geltenden Tierschutzgesetzes liegt

Vor.

2.1 Versuchstiere

Die fiinf Versuchstiere waren weibliche Hunde (Foxhounds, 28 - 36 kg KG). Sie lebten in der
Tierversuchsanlage der Universitdt und wurden mit Standardnahrung (Hd Ereich extrudiert
V3286, ssniff” Spezialdiiten GmbH, Soest) verpflegt. Vor den Versuchen hielten sie eine 24-
stindige Nahrungskarenz mit Wasser ad /libitum ein, um eine vollstindige Magenentleerung
sicherzustellen und um so eine Verdnderung der Perfusion und Oxygenierung durch vermehrte
gastrointestinale Peristaltik zu verhindern. Die Tiere nahmen nur im gesunden und normalge-
wichtigen Zustand an den Versuchen teil. Zusétzlich wurden Hiindinnen von den Versuchen
ausgeschlossen, die sich im Oestrus befanden. Jeder Hund nahm an allen Versuchsgruppen in
randomisierter Reihenfolge teil und diente hiermit als seine eigene Kontrolle. Dadurch wurden
interindividuelle Unterschiede reduziert. Zwischen den Versuchen an demselben Tier wurde ein

Mindestabstand von drei Wochen eingehalten.

2.2 Operationen

Die Hunde wurden vor den eigentlichen Interventionen in Allgemeinanésthesie (Isofluran, Piri-
tramid) unter aseptischen Bedingungen operiert. Nach Freipréparation der Aa. carotides wurden
diese nach auBlen in Hautschlingen verlagert [66]. Dies vereinfachte die Punktion der Aa. caro-
tides zur Abnahme arterieller Blutproben und zur kontinuierlichen Blutdruckmessung wihrend

der Versuche und ermdglichte einen problemloseren Wundverschluss nach den Versuchen.



2.3  Messungen

2.3.1 Registrierung der Daten

Wihrend der Experimente wurden die erfassten Daten (Blutdruckkurve, EKG, inspiratorische
Sauerstoffkonzentration und exspiratorische CO,-und Sevoflurankonzentration) kontinuierlich
auf einem Acht-Kanal-Polygraphen (RS 3800, Gould Inc., Cleveland, OH) aufgezeichnet und
nach analog/digitaler Konvertierung der Signale (Powerlab®™ ADInstruments, Castle Hill, Aus-
tralien; 400 Hz Abtastrate) auf einem herkémmlichen PC mittels der Software Chart 4.2 (ADIn-

struments) gespeichert.

2.3.2  Herzfrequenz (HF)

Ein Drei-Kanal-EKG wurde mit Hilfe von Oberflichenelektroden abgeleitet. Die Herzfrequenz

wurde R-Zacken-getriggert ermittelt (Chart 5.5.6).

2.3.3  Mittlerer arterieller Blutdruck (MAD)

In der Aorta ascendens wurde der arterielle Blutdruck fortlaufend tiber einen in die 4. carotis
eingefithrten flissigkeitsgefiillten Katheter gemessen (MAD, Gould-Statham Druckwandler
P23ID, Elk Grove, IL). Verifiziert wurde die Katheterlage durch die korrekte Darstellung der
arteriellen Druckkurve. Der Druckwandler wurde auf Herzhohe des liegenden Hundes ange-
bracht, wobei der Processus spinosus des siebten Halswirbels als Orientierungspunkt fungierte.
Vor jedem Experiment wurde der Druckwandler geeicht (Eichwaage nach Gauer).

Mit heparinisierter Kochsalzlosung (1000 I.E. Heparin-Natrium in 500 ml NaCl 0,9 %) wurde
der Katheter gespiilt.

Aus den Originalsignalen wurden Integrale gebildet und so der MAD berechnet (Chart 5.5.6).

2.3.4  Herzzeitvolumen (HZYV)

Das HZV wurde durch transpulmonale Thermodilution (PiCCO 4.2 non US, PULSION Medical
Systems, Miinchen, Deutschland) bestimmt.
Zur transpulmonalen Thermodilution wurden 10 ml auf Eis gekiihlte isotonische Kochsalzl-

sung benutzt. Mit gleichbleibender Geschwindigkeit wurde diese am Vorderlauf des Hundes



iber eine 16 G-Venenverweilkaniile appliziert. Die Temperaturmessung erfolgte am Injekti-
onsort. Nach Passage der Lungenstrombahn wurde die Temperaturdnderung in der Aorta ascen-
dens ermittelt.

Mit Hilfe der Stewart-Hamilton-Gleichung wurde das HZV berechnet:

HZV = [(Tg - Trnac)) * Vaa1 * K]/ [JATB * dt]

Tg: Bluttemperatur vor Applikation

Tacr: Temperatur der applizierten NaCl-Losung
VNact: Volumen der applizierten Losung (hier 10 ml)
JATB * dt: Fliache unter der Thermodilutionskurve

K: Korrekturkonstante, welche die spezifischen

Wirmen und Gewichte von applizierter Lo-

sung und Blut erfasst

Im Gegensatz zur HZV-Messung in der A. pulmonalis ist die Messung des Herzzeitvolumens
iber das Thermodilutionsverfahren praktisch unabhidngig von der Atemphase. Grund dafiir ist
die grofle Zeitdauer der Thermodilutionskurve (in der Regel 120 Sekunden), die daher einen
Mittelwert tiber den gesamten Atemzyklus bildet [67-71].

Um die Reproduzierbarkeit zu gewihrleisten, erfolgten zu Beginn zwei Messungen, danach alle

30 Minuten.

2.3.5  Systemic vascular resistance (SVR)

Der systemisch vaskuldre Widerstand (SVR) wird als arteriovendse Druckdifferenz (MAD -
ZVD) pro Flussmenge berechnet, daraus ergibt sich: (MAD — ZVD) / HZV. Der zentrale Ve-
nendruck (ZVD) wurde nicht direkt gemessen, war jedoch in eigenen vorangegangenen Expe-
rimenten vernachlidssigbar klein und konstant, sodass er keine Beriicksichtigung fand. Der SVR

wurde somit anndhernd bestimmt als: SVR =~ MAD / HZV.



2.3.6 Relaxometrie

Die Train-of-Four-Stimulation (TOF-GUARD®, Organon Teknika B. V., Niederlande) wurde
zur Relaxometrie eingesetzt. Am Hinterlauf wurde tiber Nervenstimulation mit 15 mA die Mus-
kelantwort der Pfote gemessen. Nach Narkoseeinleitung vor Gabe des Muskelrelaxanz wurden
die Elektroden so platziert, dass eine TOF-Ratio von 1,0 erreicht wurde. Wihrend des gesamten
Versuches wurde eine ausreichende Relaxierung verifiziert durch eine Ratio von 0. Die Narkose
wurde erst dann beendet, wenn ein Relaxantientiberhang aufgrund eines zweifelsfreien Ergeb-
nisses beim neuromuskuldren Monitoring (TOF-Ratio von 1,0) und der Riickkehr einer suffi-

zienten Spontanatmung ausgeschlossen war.

2.3.7 Blutgase

Wiéhrend des gesamten Experiments wurden alle 30 Minuten arterielle Blutproben mit heparini-
sierten Spritzen (PICO50, Radiometer, Kopenhagen) entnommen. Daraus wurden Blutgase
(P,0,, P,CO,), die Konzentrationen von Hamoglobin, Laktat, Elektrolyten sowie der Siure-
Basen-Haushalt (pH, HCO3") bestimmt (Rapidlab 860, Bayer Vital GmbH, Fernwald).

Nach Zentrifugation (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland; 4 min. bei 13.000 Umdre-
hungen/min nach DIN 58933-1) in Mikro-Hamatokrit-Kapillaren (Lange 75 mm, Durchmesser
1,15 mm, Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland) wurde der Hamatokrit ermittelt.
Die arterielle Sauerstoffsittigung wurde mittels pO, temperatur-und pH-adaptiert fiir Hunde
berechnet [72]. Der arterielle Sauerstoffgehalt (C,0, = (Hb * 1,34 * S,0,/ 100) + (P,0;, *
0,0031)) sowie die systemische Sauerstofftransportkapazitit (DO, = HZV * C,0,) wurden aus
diesen Parametern bestimmt.

Wiéhrend der Experimente wurde keine zusétzliche Fliissigkeit injiziert, um Volumeneffekte zu
vermeiden, die die mikrovaskuldre Perfusion und Oxygenierung beeinflussen kénnten. Jedoch
wurde nach jeder Blutgasanalyse die dreifache Menge an isotonischer Kochsalzlosung infun-

diert, um das Blutvolumen aufrechtzuerhalten.



2.3.8 Atem-und Narkosegaskonzentration

Es wurde kontinuierlich eine inspiratorische Sauerstofffraktion von F;0, = 0,30, eine exspirato-
rische Kohlenstoffdioxidkonzentration von 35 mmHg sowie eine exspiratorische Sevofluran-
konzentration von 3,0 Vol. % aufrechterhalten. Dies wurde fortlaufend gemessen (Capnomac

Ultima, Datex Instrumentarium Corp., Helsinki, Finnland) und gespeichert (Chart 4.2).

2.3.9  Regionale Oxygenierung der oralen und gastralen Mukosa

An der gastralen und oralen Mukosa wurde die mikrozirkulatorische Oxygenierung (LHbO,)
mittels Reflexionsspektrometrie (O2C, LEA, Medizintechnik, Gieen) analysiert. Hierzu wurde
die postkapilldre Sauerstoffsittigung (WHbO,) der Mikrozirkulation gemessen [73].

Uber eine Magensonde wurde die flexible Messsonde atraumatisch bis in den Magen vorge-
schoben. Eine weitere Messsonde wurde auf der Maulschleimhaut der linken Lefze platziert.
Weilllicht (500-800 nm) wird in das Gewebe gestrahlt, an Mitochondrien diffus gestreut und
mittels Detektoren an der Gewebeoberfliche wieder gemessen. Durch die Streuung wird die
Intensitédt des Lichtes abgeschwécht. Das Farbspektrum bleibt aber unveréndert. Erst wenn das
WeiBlicht vom Hdmoglobin der Erythrozyten absorbiert wird, dndert es in Abhédngigkeit von der
Sauerstoffsittigung die Farbe. Glasfasersonden detektieren das zuriickgestreute Licht. Das O2C-
Gerit wertet dieses liber ein Miniaturspektrometer aus, wobei die Spektren wéhrend des Ver-
suchs kontinuierlich dargestellt und so die korrekte Lage der Sonden verifiziert werden. Dies
ermoglicht die kontinuierliche Beurteilung der Signalqualitit. Anhand der detektierten Farbe
kann auf die relative Sauerstoffsittigung geschlossen werden. Die Farbe gibt Aufschluss tiber
die relative Himoglobinmenge im Gewebe.

Zudem wird sichtbares Licht in groen Gefdllen (> 100 pm) vollig absorbiert. Folglich wird nur
die mikrovaskuldre Oxygenierung untersucht. Die Reflexionsspektrometrie kann sogar eine
klinisch asymptomatische Verminderung der Mukosaoxygenierung [74] nachweisen und korre-
liert stark mit der Schwere und dem Ausmal} der gastralen Mukosaschddigung [75]. Das atrau-
matische Einfithren und insbesondere der atraumatische Zugang zur gastralen Mukosa erlauben

die Untersuchung der Mikrozirkulation ohne operatives Trauma. Dies ist vor allem wiinschens-



wert, da das Trauma und operativer Stress zu einer Verdnderung der Mikrozirkulation [76] fiih-

ren kénnen.

2.4 Blockade der Na'-K'-ATPase

Zur Blockade der Na'-K'-ATPase wurde G-Strophanthin (Reinheit > 95 %, Ouabain octahydra-
te, 03125, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) in 50 ml Aqua ad injectabi-
lia gelost (5 mg/ml). Die Losung wurde in 0,9 % NaCl-Losung weiter verdiinnt (40 pg/ml).
Dem Hund wurden 20 pg G-Strophanthin pro Kilogramm Korpergewicht infundiert (entspre-

chend 0,5 ml/kg KG).

2.5 Blockade des K,-Kanals

Zur Hemmung des K,-Kanals wurde 4-Aminopyridine (Reinheit > 99 %, 4-Aminopyridine,
A78403, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) in Aqua ad injectabilia gelost
(0,5 g/ml) und in 0,9 % NaCl-Lésung verdiinnt (2 mg/ml). Dem Hund wurde 1 mg 4-

Aminopyrdine pro Kilogramm Korpergewicht appliziert (entsprechend 0,5 ml/kg KG).

2.6 Kontrollgruppe

Zur Kontrolle wurde dem Hund das reine Losungsmittel, 0,9 % NaCl-Losung, entsprechend 0,5

ml/kg KG infundiert.

2.7  Intervention mit Himorrhagie

Um einen hdmorrhagischen Schock zu induzieren, wurden dem Hund 16 ml/kg KG (entspre-
chend 20 % seines geschitzten Blutvolumens) parallel tiber zwei Zuginge (arterieller Katheter
in der A. carotis und Venenverweilkaniile am Vorderlauf) mit heparinisierten Spritzen entnom-
men (20 LE. Heparin/ml Blut, Heparin-Natrium, Rotexmedica GmbH Arzneimittelwerk,
Trittau, Deutschland). Wéhrend des Experiments wurde das Blut bei 37 °C auftbewahrt.

Das Gewicht der Hunde wurde innerhalb der Versuchsreihe konstant gehalten und damit war
die entnommene Blutmenge beim selben Tier absolut und relativ gleich. Nach einer Stunde

wurde das entnommene Blut retransfundiert.
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2.8 Intervention mit Hypothermie

Um eine milde, systemische Hypothermie von 34 °C (Bluttemperatur) zu erreichen, wurden
Eisbeutel auf den Thorax des Hundes platziert und um die Pfoten in Tiicher gewickelte Kiihl-
kompressen (Gello GmbH, Ahaus, Deutschland) gelegt. Bei 34,5 °C wurden die in Tiicher ge-
wickelten Plastiktiiten vom Thorax entfernt, die Kithlkompressen an den Pfoten jedoch belas-
sen. Stattdessen wurde eine auf den Thorax platzierte Decke an ein Umluftwiarmesystem ange-
schlossen und mit einer Temperatur von 38 °C beheizt (Bair Hugger”, Modell 500E, Serien-
nummer 500D20046D, Augustine Medical Inc., Minneapolis, Minnesota, USA). Bei Erreichen
von 34 °C wurden das Umluftwidrmesystem sowie die Kithlkompressen von den Pfoten entfernt.

Wihrend der Hypothermiephase wurde die Bluttemperatur bei 34 °C konstant gehalten.
2.9  Versuchsprotokoll

2.9.1 Allgemein

Die Experimente begannen stets um 8 Uhr morgens bei einer fiir Hunde thermoneutralen Raum-
temperatur von 24 °C [77]. Die Hunde wurden einige Wochen vor Beginn der Experimente
trainiert und an die Rdumlichkeiten sowie an die beteiligten Experimentatoren gewohnt, damit
sie sich ungezwungen und ohne Stress auf dem gepolsterten Versuchstisch auf die rechte Seite
niederlegten. Eine Venenverweilkaniile wurde den Hunden vor Narkoseeinleitung in den Hin-
terlauf (Vasoﬁx® Safety, 18 G, B. Braun, Melsungen) und eine weitere im narkotisierten Zu-
stand in den Vorderlauf (16 G) gelegt. Die Narkose wurde mit 6 - 8 mg/kg KG Propofol (Prop-
fol 1% MCT Fresenius, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg) eingeleitet. Unter
Laryngoskopie wurde die Trachea danach intubiert (Mallinckrodt™ Hi-Contour Oral/Nasal
Tracheal Tube Cuffed Murphy Eye 9.0 mm I.D., Covidien, Tullamore, Ireland). Ein Cuff-Druck
von 25 cmH,0O wurde nicht iiberschritten, um das Auftreten von Drucknekrosen zu vermeiden.
Die Tiere wurden mit einem Atemhubvolumen von 12,5 ml/kg KG, entsprechend dem normalen
Tidalvolumen bei Hunden [78], beatmet (AestivaTM/S, Datex-Ohmeda, Inc., Madison, USA).
Die Narkose wurde mit dem Inhalationsnarkotikum Sevofluran (Sevorane, Abbott GmbH & Co.

KG, Wiesbaden, Deutschland) mit einer endtidalen Konzentration von 3,0 Vol. % entsprechend
11



1,5 MAC bei Hunden [79] aufrechterhalten. Da Schwankungen des Kohlendioxidpartialdrucks
die Oxygenierung der Magenschleimhaut bei Hunden beeinflussen [80], wurde der endtidale
Kohlendioxidpartialdruck durch Kontrolle der Atemfrequenz kontinuierlich bei 35 mmHg ge-
halten.

Um Schéiden an der Kornea durch Austrocknung zu vermeiden, wurden die Augen mit Augen-
salbe (Dexpanthenol, Bepanthen” Augen-und Nasensalbe, Bayer Vital, Leverkusen) versehen.
Ein Katheter (PiCCO Catheter 5F Thermodilutions-Katheter 20 cm, PULSION Medical Sy-
stems, Miinchen) wurde nach Punktion einer Arteria carotis in den Aortenbogen eingefiihrt.
Uber einen druckfesten Katheter (Polyethylen Verlingerungskatheter, Laboratoires Pharmaceu-
tiques VYGON, Frankreich) wurde dieser mit dem Druckwandler (vgl. Kapitel 2.3.3) und {iber
ein passendes Kit (PiCCO Monitoring Kit, PULSION Medical Systems, Miinchen) mit dem
Thermodilutions-Katheter konnektiert (vgl. Kapitel 2.3.4).

Die neuromuskulédre Blockade wurde mit einer Initialdosis von 0,6 mg/kg KG Rocuroniumbro-
mid (Rocuronium Inresa, Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, Deutschland) und einer Erhal-
tungsdosis von 1 mg/kg KG/h tiber die Venenverweilkaniile am Hinterlauf durchgefiihrt.

Sobald stabile Messsignale vorhanden waren, wurden diese fiir 30 Minuten aufrechterhalten
(,,Baseline*, Abbildung 1). Die Zuordnung in die jeweiligen Versuchsgruppen (Abbildung 1)
erfolgte randomisiert. Dabei waren die Untersucher beziiglich der applizierten Substanz (G-

Strophanthin, 4-Aminopyridine, reines Losungsmittel) verblindet.
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Abb. 1: Versuchsprotokoll: Himorrhagischer Schock unter Normothermie (NT) und Hypothermie (HT), wéhrend
Blockade der Na'-K'-ATPase unter Normothermie (NTNKA) und Hypothermie (HTNKA) und unter Blockade des
K,-Kanals unter Normothermie (NTKv) und Hypothermie (HTKv), gefolgt von Retransfusion und Aufwédrmphase

2.9.2  Experiment mit G-Strophanthin (,,HTNKA%, n = 5), 4-Aminopyridine (,HTKv*, n = 5)
und 0,9 % NaCl-Lésung (, HT*, n = 5) unter Hypothermie + Hiimorrhagie

In diesen Gruppen wurde untersucht, welchen Einfluss Hypothermie im hdmorrhagischen
Schock auf die Mikrozirkulation wihrend Blockade der Na'™-K'-ATPase, des K,-Kanals oder in
der Kontrollgruppe hat.

Nach Erreichen von stabilen Kreislaufbedingungen und konstanten Signalen der Messsonden in
der linken Lefze und im Magen (,,Baseline*) wurde der Hund langsam bis auf 34 °C gekiihlt
(vgl. Kapitel 2.7). Nach Erreichen der Zieltemperatur wurde diese zunéchst fiir 30 min aufrecht-
erhalten, bevor (unter fortgesetzter Hypothermie) die entsprechende Substanz (0,5 ml/kg KG)
appliziert wurde. Eine halbe Stunde danach wurde ein hdmorrhagischer Schock hergestellt. Das
Blut wurde eine Stunde spéter retransfundiert. Zeitgleich begann die Aufwédrmphase mit Hilfe
des Umluftwiarmesystems (vgl. Kapitel 2.7) mit einer Temperatur von 43 °C. Das im zuriickge-
fithrten Blut enthaltene Heparin wurde eine halbe Stunde nach Retransfusion mit 0,5 L.E. Pro-

taminhydrochlorid (Protamin ME, MEDA Pharma GmbH & Co. KG, Bad Homburg, Deutsch-

land) pro L.E. Heparin antagonisiert.
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2.9.3 Experiment mit G-Strophanthin (,NTNKA*, n = 5), 4-Aminopyridine (,NTKv“, n = 5)
und 0,9 % NaCl-Losung (,NT*, n = 5) unter Normothermie + Himorrhagie

Dieser Kontrollversuch bestimmte die Auswirkungen einer Blockade der Na'-K'-ATPase (G-
Strophanthin-Infusion), des K,-Kanals (4-Aminopyridine-Infusion) oder des reinen Losungsmit-
tels auf die orale und gastrale Mukosaoxygenierung im hidmorrhagischen Schock unter
Normothermie.

Nach der Baseline wurden die normothermen Bedingungen zwei Stunden lang - entsprechend
der Dauer der Abkiihlphase bei den Versuchen unter Hypothermie - aufrechterhalten. Dieser
Zeitraum wurde eingehalten, um etwaige Einfliisse durch eine verldngerte Narkosedauer auszu-
schlieBen. Zum gleichen Zeitpunkt wie in den hypothermen Gruppen wurden 0,5 ml/kg KG der
entsprechenden Substanz infundiert. Eine halbe Stunde spéter wurde ein hédmorrhagischer
Schock induziert (vgl. Kapitel 2.6). Eine Stunde danach wurde das Blut retransfundiert. Das
darin enthaltene Heparin wurde eine halbe Stunde nach Retransfusion wie oben beschrieben

antagonisiert.

2.9.4  Statistische Auswertung

Es wurde eine Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen (ANOVA — analysis of variance for
repeated measurements) sowie daran anschlieend ein Fisher’s Protected Least Square Diffe-
rence (PLSD) post-hoc-Test (GraphPad Prism Version 6.03 fiir Windows, GraphPad Software,
La Jolla, Kalifornien, USA) fiir Vergleiche innerhalb und zwischen den Gruppen durchgefiihrt.
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) fiir n = 5 dargestellt.

Ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistische Signifikanz gewertet.
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3 Ergebnisse

Unter Normothermie (NT) fiel die gastrale uHbO, im hdmorrhagischen Schock um -28 £7 A %
(Abb. 2), die orale pHbO,um -32+ 5 A % (Abb. 3) und die DO, um -5 + 23 A ml/kg/min (Abb.
4). Dieser Abfall war unter Hypothermie (HT) geringer ausgeprégt: Die gastrale pHbO, fiel um
-15+7 A% (p=0.12 vs. NT) und die orale uHbO, um -17 £ 4 A % (p = 0.0029 vs. NT). Im
Gegensatz dazu wurde die DO, dhnlich wie unter Normothermie um -4 + 1 A ml/kg/min abge-

schwiicht.

Dieser positive Effekt der Hypothermie auf die orale uHbO, wurde durch die Injektion von G-
Strophanthin aufgehoben (Abb. 3). Im himorrhagischen Schock unter Hypothermie fiel nach G-
Strophanthin-Infusion die orale Himoglobinoxygenierung um -29 + 2 A % und damit signifi-
kant tiefer als unter Hypothermie (HT) alleine, wobei sich die DO, dhnlich um -4 + 1 A
ml/kg/min verminderte. Unter Normothermie hatte die Blockade der Na'-K'-ATPase
(NT/NKA) keinen zusétzlichen Einfluss auf die orale uHbO, (-38 £ 3 A %) oder die DO, (-4 £

1 A ml/kg/min) (Abb. 4).

Im Gegensatz dazu fiihrte eine zusitzliche Blockade des K,-Kanals unter Hypothermie (HT/Kv)
im hdamorrhagischen Schock zu einem Abfall der oralen pHbO, um -25 + 4 A % vergleichbar
zur Hypothermie (HT) allein. Ebenso verhielt sich die DO, mit einem Abfall um -4 + 1 A

ml/kg/min.

Ahnliche Effekte auf die gastrale pHbO, unter Hypothermie wie auf die orale pHbO, wurden
auch durch die Blockade der Na'-K'-ATPase und des K,-Kanals angedeutet (Abb. 3). Jedoch

erreichten diese keine statistische Signifikanz.

Der systemische Sauerstofftransport war in allen Hypothermiegruppen unabhéngig von einer

Blockade der Na'-K'-ATPase oder des K,-Kanals gleichartig reduziert. Dieser Abfall der DO,
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beruht auf einer Reduktion des Herzzeitvolumens von 90 + 7 ml/kg/min auf 50 + 3 ml/kg/min
unter hypothermen Bedingungen im hdmorrhagischen Schock, von 80 + 6 ml/kg/min auf 51+ 2
ml/kg/min bei zusitzlicher Blockade der Na'-K'-ATPase und von 85 + 7 ml/kg/min auf 51 + 3
ml/kg/min wéhrend zusédtzlicher Blockade des K,-Kanals. Dies basiert auf einer vergleichbaren
Reduktion des Schlagvolumens von 24 + 3 ml auf 16 = 2 ml (HT), von 22 £ 2 ml auf 16 + 1 ml
(HTNKA) und 23 + 3 ml auf 16 + 1 ml (HTKv), genauso wie auf einer vergleichbaren Redukti-
on der Herzfrequenz von 115 £ 4/min auf 95 + 6/min (HT), von 115 £+ 4/min auf 94 £ 4/min
(HTNKA) und von 116 + 6/min auf 99 £ 6/min (HTKv).

Weitere hamodynamische und respiratorische Parameter sind in Tabelle 1 und 2 dargestellt.

Kontrolle NKA-Blockade Kv-Blockade
0
z s Z an) z s
A pHbO2 =5 | = SRS 3|2
gastral % % 5 Z‘:
[%] > > l

20 |

40 -

Abb. 2: Effekte auf die gastrale pHbO, im himorrhagischen Schock — Effekte eines hdmorrhagischen Schocks
auf die gastrale Himoglobinoxygenierung (A pHbO, gastral) unter Normothermie (NT) und unter Hypothermie (HT),
unter zusitzlicher Blockade der Na'-K'-ATPase unter Normothermie (NT/NKA) und Hypothermie (HT/NKA) sowie
unter zusitzlicher Blockade des K,-Kanals unter Normothermie (NT/Kv) und Hypothermie (HT/Kv). Differenz der
Zeitpunkte wihrend des hdamorrhagischen Schocks (3:30 h) versus vor dem Schock (2:30 h) fiir n = 5 Hunde darge-
stellt als Mittelwert = SEM (* = p < 0,05).
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Abb. 3: Effekte auf die orale ptHbO, im himorrhagischen Schock - Effekte eines himorrhagischen Schocks auf
die orale Hamoglobinoxygenierung (A pHbO, oral) unter Normothermie (NT) und unter Hypothermie (HT), unter
zusitzlicher Blockade der Na'-K'-ATPase unter Normothermie (NT/NKA) und Hypothermie (HT/NKA) sowie unter
zusitzlicher Blockade des K,-Kanals unter Normothermie (NT/Kv) und Hypothermie (HT/Kv). Differenz der Zeit-
punkte wihrend des hdmorrhagischen Schocks (3:30 h) versus vor dem Schock (2:30 h) fiir n = 5 Hunde dargestellt
als Mittelwerte £ SEM (* = p <0,05), (n.s. =p > 0,05).
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Z Z ~ ~
= = o <
> >

1
T T 1 T

-10 -

Abb. 4: Effekte auf die DO, im himorrhagischen Schock - Effekte eines himorrhagischen Schock auf die systemi-
sche Sauerstofftransportkapazitit (A DO,) unter Normothermie (NT) und unter Hypothermie (HT), unter zusétzlicher
Blockade der Na'-K'-ATPase unter Normothermie (NT/NKA) und Hypothermie (HT/NKA) sowie unter zusitzlicher
Blockade des K,-Kanals unter Normothermie (NT/Kv) und Hypothermie (HT/Kv). Differenz der Zeitpunkte wéihrend
des hamorrhagischen Schocks (3:30 h) versus vor dem Schock (2:30 h) fiir n = 5 Hunde dargestellt als Mittelwerte +
SEM (* =p < 0,05).
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Tabelle 1: Himodynamische und mikrozirkulatorische Variablen

Baseline Hypothermie Substanzgabe Hamorrhagie
Variable | Gruppe
(00:30) (02:30) (03:00) (03:30)
NT 84| + |2 86| + |3 88| + |2 58|+(8 *
HT 83| + |2 83| £ |2 84| + |3 67 |£[6 *
prOz
NTKv 80|+ |3 84|+ |3 81|+ |4 59|£|7 *
gastral
HTKv 80| + |4 83|+ |3 85| £ |2 71|£(7 #
[%]
NTNKA 82|+ |3 81|+ |4 82| + |3 54(+(8 *
HTNKA 83| + |2 88| + |2 83| + |2 63|10 *
NT 80| + |2 80| + |1 80| + |1 48|+|4 *
HT 84| £ |2 87| + |1 # 87| + |1 # 70|£|4 *#
prOz
NTKv 83| £ |1 82| + |2 83| + |2 51(+|4 *
oral
HTKv 80| + |2 87| + |2 * 82| + |2 § 62|+|4 *#§
[%]
NTNKA 82| + |2 83| £ |1 80| + |1 46|£|3 *
HTNKA 81| + |2 83| £ |2 78| £ |3 § 54|+(3 *#§
NT 13| £ |1 12| £ |1 13| £ |1 7|%|0 *
HT 14| £ |1 # 12| £ |1 * 12| £ |1 * 8|£(0 *
DO,
NTKv 13| £ |1 13| £ |1 15| £ |1 * 9|+(1 *
[ml-kg
HTKv 13| £ |1 12| £ |1 *# 14| £ |1 #§ 8|£[1 *§
1'min'l]
NTNKA 14|+ 2 14|+ |1 15|+ |1 * 9|+|1 *H
HTNKA 13|+ |1 #8§ 12| £ |1 # 13| £ |1 #8§ 8|£(0 *
NT 26| £ |2 28| £ |2 27|+ |2 36(+|2 *
HT 23| £ |2 # 27| + |2 * 27| + |2 * 312 *H
SVR
NTKv 27|+ |3 28| + |2 30|+ |2 * 40(£|3 *
[mmHg 1"
HTKv 25| £ |2 28| £ |2 * 29| £ |2 *§ 37|£(3 *§
! min]
NTNKA 24| £+ |2 25|+ |2 28| + |2 * 34|+|2 *
HTNKA 26| + |2 § 28| + |2 # 31 £ |1 *#§ 36|£2 *§
NT 81| £ |6 82| + |4 84| + |5 50|+(3 *
HZV |HT 90| = |7 # 77| £ |3 * 771 £ |3 *# 50|+(3 *
[ml'kg” |NTKv 84| £ |5 86| £ |5 97| + |5 * 55|+(3 *
"min"'] [HTKv 85| + |7 § 73| + |5 * 83 + |5 #§ 51143 *
NTNKA 88| + |7 # 88| + |6 95| £ |5 * 60|+(3 *H
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HTNKA 80| + |6 #§ 74| £ |3 o 79| + |4 # 512 *
NT 2+ 2[+ |2 2+ |2 131 *
HT 24/ 3 # 27[ = 3 *H 28]+ 3 *H 16[+2 *H
SV [NTKv 2+ 3 23+ 2 26| = 2 * 1542 *
[ml] [HTKv 23] 3 27+ 3 o 28]+ 3 *H 16[=1 *
NTNKA 24 = 3 250+ 2 29+ 3 * 17]2[1 *
HTNKA 2+ 2 #S 270 = 2 *H 31|+ |2 4§ 16[=/0 *
NT 63+ |2 68 = |3 * 69 = |3 * 5441 *
HT 61+ |2 62+ |1 # 60| = |1 # 463 *H
MAD [NTKv 66| = |3 71+ 3 89+ |3 * 652
[mmHg] [HTKv 63+ 1 61|« |2 # 74|« |4 4§ 572 #S
NTNKA 63+ 2 67 £ |2 * 80| = [1 * 6141
HTNKA 63[+ 1 64| £ |1 76| = |3 *§ 5543 #S
NT 116] + [4 117+ |6 117+ [5 116[+[8
HT 115] = [4 86|+ |5 *H 83 + [4 *H 95|16 *H
HR |[NTKv 119] = |7 116] = |6 117 |7 117[x]7
[min] [HTKv 116] = |6 83+ |2 o 92+ 3 #S 996 *H
NTNKA 113] = 2 110] = |3 104 = |6 * 11225
HTNKA 115] + [4 86/ + |3 *H T ENE o 944 *H

Tabelle 1: Himodynamische und mikrozirkulatorische Variablen der Versuchsgruppen: gastrale und orale

mukosale Himoglobinoxygenierung (WHbO,, %), systemische Sauerstofftransportkapazitit (DO,, ml * kg™ * min™"),

systemisch vaskulirer Widerstand (SVR, mmHg * I''-min), Herzzeitvolumen (HZV, ml * kg™ * min™), Schlagvolu-

men (SV, ml), mittlerer arterieller Blutdruck (MAD, mmHg) und Herzfrequenz (HR, min‘l). Die Ergebnisse werden
als absolute Werte dargestellt, Mittelwerte £ SEM ANOVA + FPLSD, n = 5, * = p < 0,05 versus baseline innerhalb

einer Versuchsgruppe, # = p < 0,05 versus respektiver Kontrollgruppe unter Normothermie (versus NT fiir HT, ver-

sus NTNKA fiir HTNKA und versus NTKv fiir HTKv), § = p < 0,05 versus HT fiir HTNKA und HTKv.

Tabelle 2: Metabolische und respiratorische Variablen

Baseline Hypothermie Substanzgabe Héamorrhagie
Variable | Gruppe
(00:30) (02:30) (03:00) (03:30)
NT 9840 9|+ |0 * 9(£]0 98 |40 *
Sao2
HT 99140 9|+ |0 *# 9| +|0 *H 98|40 *H
[%]
NTKv 9840 9|+ |0 9(£]0 * 98 |40 *
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HTKv 98 (H0 99 0 *# 99 0 *# 9840 #
NTNKA 98|40 98 0 98 0 98|40 *
HTNKA 99140 99 0 *# 99 0 *# 9840 *#
NT 39 (41 40 1 41 1 * 45|41 *
HT 39 (41 40 1 40 0 4541 *
P,CO, |NTKv 40 (H 1 40 0 39 1 42 (H1 *
[mmHg] | HTKv 39 (41 41 1 * 40 1 # 44 141 *#
NTNKA 40 (H 1 40 1 39 1 43 |H 1 *
HTNKA 39 (41 40 0 40 1 44 | H 1 *
NT 150 |43 158 2 * 156 3 * 147 |43
HT 156 | H 4 # 153 7 152 6 135146 *#
P,0, |NTKv 151 |H4 157 3 * 160 2 *# 149 |42
[mmHg] | HTKv 150 | H 4 § 146 4 #§ 149 4 134143 *#§
NTNKA 150 |H3 153 2 155 6 * 141 | H 4 *
HTNKA 157 |44 # 157 5 156 4 132146 *#
NT 7,40 | 4 0,01 7,39 0,01 7,40 0,01 7,33 (40,01 |*
HT 7,39 |4 0,01 7,37 0,01 | *# 7,37 0,01 | *# 7,31 | 40,01 |*#
NTKv 7,39 |4 0,01 7,39 0,01 7,39 0,01 7,35 (40,01 |*
Pt HTKv 7,38 |H0,01 |§ 7,37 0,01 | *# 7,37 0,00 | *# 7,32 | 40,01 |*#
NTNKA 7,39 |4 0,01 7,39 0,01 7,38 0,01 |* 7,33 (40,01 |*
HTNKA 7,38 | 40,01 7,37 0,01 | *# 7,36 0,01 | *# 7,30 | 40,01 |*#
NT 23|40 24 0 24 1 23 (40
HT 23|40 24 0 24 0 23 (40
HCO5
NTKv 23|41 23 0 23 0 22 (#H0
[mmol-I
1 HTKv 23|40 24 0 * 23 0 23 (40
] NTNKA 23|40 23 0 22 1 * 22 (#H0 *
HTNKA 23 (41 23 0 23 0 # 22140
NT 11 1 11 1 11 0 * 1140 *
HT 11(HO # 11 0 * 11 1 *# 11[{H0
Hb
NTKv 11 1 11 1 12 1 * 12 (41
[g*100ml
-1 HTKv 12|40 #§ 12 1 *# 12 1 *#§ 12 ({#H1 *#§
] NTNKA 11 1 11 1 11 1 11 1
HTNKA 1241 § 12 1 *# 12 1 *#§ 12 (#H1 *#§
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NT 1,1[{40,2 1,5 £]03 * 1,51 £(0,3 * 1,7140,3 *

HT 1,04 0,1 0,7| £(0,1 *# 0,6 £/0,1 *# 0,7 |4 0,1 *#
Laktat

NTKv 1,0 (40,2 1,3 £1]0,1 * 1,41 £(0,2 * 1,3140,2 *
[mmol *

HTKv 0,8|40,1 0,7 £(0,0 # 0,7| £10,0 # 0,7 40,0 #

1M
NTNKA 0,840,1 1,1 £{0,2 * 1,1| £(0,1 * 1,2 40,1 *
HTNKA 0,74 0,1 0,8 £(0,2 0,6 +]0,2 0,840,2

Tabelle 2: Metabolische und respiratorische Variablen der Versuchsgruppen: arterielle Sauerstoffsittigung

(S40,, %), arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck (P,CO,, mmHg), arterieller Sauerstoffpartialdruck (P,0,, mmHg),
pH, Bikarbonat (HCO;", mmol * I'), Hamoglobin (Hb, g * 100 ml™") und Laktat (mmol * 1"). Die Ergebnisse werden
als absolute Werte dargestellt, Mittelwerte £ SEM ANOVA + FPLSD, n =5, * = p < 0,05 versus baseline innerhalb

einer Versuchsgruppe, # = p < 0,05 versus respektiver Kontrollgruppe unter Normothermie (versus NT fiir HT, ver-

sus NTNKA fiir HTNKA und versus NTKv fiir HTKv), § = p < 0,05 versus HT fiir HTNKA und HTKv.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse dieser Versuche ergeben folgende Hauptaussagen:

1. Milde, systemische Hypothermie verbessert die Himoglobinoxygenierung der oralen
Mukosa im hdmorrhagischen Schock.

2. Dieser Effekt wird durch Blockade der Na'-K-ATPase aufgehoben.

3. Dieser Effekt ist unabhéngig von systemischen Kreislaufverdnderungen und wird damit

lokal vermittelt.

Hypothermie verbessert die Hadmoglobinoxygenierung der gastralen Mukosa im hi-
morrhagischen Schock. Dieser Effekt kann durch Blockade des sympathischen Nervensystems
sowie durch Vasopressin-Blockade aufgehoben werden. Jedoch bleiben die genauen Mecha-
nismen unklar. Der K,-Kanal sowie die Na'-K'-ATPase werden durch das sympathische Ner-
vensystem stimuliert und die Na'-K'-ATPase zusitzlich durch Vasopressin, sodass dieser Effekt
vermutlich entweder durch den K,-Kanal [27] oder die Na'-K'-ATPase [14] vermittelt werden

konnte.

Wie bereits in Voruntersuchungen gezeigt werden konnte, war unter Hypothermie der Abfall
der Hdmoglobinoxygenierung der gastralen Mukosa im hdmorrhagischen Schock geringer aus-
geprégt als unter normothermen Bedingungen. Dieser geringere Abfall erlangte in dieser Studie
jedoch keine statistische Signifikanz. Dies konnte auf die stirkere Verminderung der mikro-
vaskuldren Hdamoglobinoxygenierung unter Hypothermie als unter Normothermie bei einem
einzelnen Hund zurtickgefiihrt werden. Dagegen war der Unterschied an der oralen Mukosa im

hamorrhagischen Schock unter Hypothermie in dieser Studie erneut signifikant.
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Dieser Effekt konnte durch Blockade der Na'-K'-ATPase wiederaufgehoben werden. Die Blok-
kade des K,-Kanals hatte nicht diesen Effekt. Daher scheinen die positiven Effekte der Hypo-

thermie auf die orale pHbO, iiber die Na'-K'-ATPase vermittelt zu werden.

Diese Ergebnisse und die der vorangegangenen Versuche [10, 81] deuten folgenden Signalweg
an: Hypothermie aktiviert das sympathische Nervensystem [12] und fiihrt dariiber zu einer er-
hohten Freisetzung von Vasopressin [13]. Vasopressin stimuliert die Na'-K -ATPase [14] und
verbessert so die lokale Himoglobinoxygenierung. Auch wenn diese Kette hierdurch nicht kau-
sal belegt werden kann, konnte durch Blockade jedes einzelnen Schritts in der Kette der positive
Effekt der Hypothermie wieder aufgehoben werden. Somit haben wir den Weg dargestellt, wie
der positive Effekt der Hypothermie auf die orale pHbO, im hdmorrhagischen Schock bei Hun-

den vermittelt werden konnte.

Die Blockade der Na'-K'-ATPase ist nicht auf den Gastrointestinaltrakt begrenzt, sondern kann
auch systemische Effekte aufweisen, z.B. auf die Kontraktilitdt des Herzens. Daraus resultieren-
de Veridnderungen, z.B. des systemischen Sauerstofftransports, konnen die lokale Oxygenierung
beeinflussen. Jedoch war der systemische Sauerstofftransport in allen Hypothermiegruppen
gleichermaflen vermindert. Zudem zeigte sich kein Unterschied zwischen anderen systemischen
Kreislaufparametern wie Herzzeitvolumen, Schlagvolumen und Herzfrequenz wéhrend zusétz-
licher Blockade der Na'-K'-ATPase. Dies ldsst sich moglicherweise dadurch erkliren, dass die
Blockade der Na'-K'-ATPase Effekte insbesondere bei Herzinsuffizienz ausiibt und nicht bei
gesunden Herzen wie in dieser Studie. Dies deutet darauf hin, dass die Effekte lokal und unab-

hingig von systemischen Effekten vermittelt werden.

Diese Studie erweitert die Ergebnisse der vorangegangenen Studie, der zufolge die Effekte der
Hypothermie durch das sympathische Nervensystem und Vasopressin vermittelt werden [10,
81]. Auf den ersten Blick ist es tiberraschend, dass das sympathische Nervensystem und Vaso-

pressin die mikrovaskuldre Oxygenierung der Mukosa verbessern, da sie als Vasokonstriktoren
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im Gastrointestinaltrakt gelten. Zudem fithrt Hypothermie ebenfalls zu einer Vasokonstriktion.
Trotzdem wurde kiirzlich gezeigt, dass Vasopressin auch gegenteilige Effekte wie eine Verbes-
serung der mikrovaskuldren Himoglobinoxygenierung im Rahmen einer Hyperkapnie bewirken
kann [82], moglicherweise liber eine Umverteilung des Blutes innerhalb des Gastrointestinal-
traktes zugunsten der Mukosa. Unter Hyperkapnie wurde ebenso ein Zusammenhang zwischen
dem sympathischen Nervensystem und Vasopressin beobachtet. Eine Verbesserung der mikro-
vaskuldren Hamoglobinoxygenierung durch Hyperkapnie konnte sowohl durch Blockade des
sympathischen Nervensystems [83] als auch durch Blockade des Vasopressin-Rezeptors wie-
deraufgehoben werden [82]. Aus den Ergebnissen lassen sich somit folgende Schlussfolgerun-
gen ableiten: Erstens scheinen das Sauerstoffangebot und die Mikrozirkulation der Mukosa sich
von anderen Gewebsschichten des Magendarmtrakts zu unterscheiden und miissen daher separat
beurteilt werden. Zweitens steht zu vermuten, dass das sympathische Nervensystem und Vaso-
pressin bei der Verbesserung der mikrovaskuldren Hamoglobinoxygenierung unter verschiede-
nen pathologischen Bedingungen beteiligt sein konnten. Obwohl der Effekt des sympathischen
Nervensystems und von Vasopressin auf die Mukosa erst kiirzlich beobachtet wurde, war der
Mechanismus noch unklar. Somit haben wir einen Weg aufgezeigt, der die beobachteten Effekte
auf die Oxygenierung sowie die Verbindung zwischen dem sympathischen Nervensystem und
Vasopressin erkldren kann. In zukiinftigen Studien muss nun untersucht werden, ob auch der
Effekt einer Hyperkapnie durch Blockade der Na'-K'-ATPase aufgehoben werden kann. Dar-
iiber hinaus soll untersucht werden, ob eine selektive Aktivierung der Na'-K'-ATPase im hi-

morrhagischen Schock die selben Effekte hervorruft wie eine Hypothermie.

Der Test, ob der protektive Effekt der Hypothermie im h@morrhagischen Schock iiber die Na'-
K'-ATPase oder den K,-Kanal vermittelt wird, erfolgte mittels spezifischer Hemmung durch G-
Strophanthin (Ouabain) [84] beziehungsweise 4-Aminopyridine [85]. Die Dosierung von G-
Strophanthin wurde bereits zuvor bei gesunden Hunden benutzt und iibte einen suffizienten
Effekt auf die Na'-K'-ATPase aus. Nichtsdestotrotz konnen wir keine vollstindige Blockade

der Na'-K'-ATPase verifizieren. Dariiber hinaus koénnen andere Mechanismen wihrend der
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Blockade der Na'-K'-ATPase die Oxygenierung beeinflussen. Dies konnte nicht in der Ver-
suchsgruppe beobachtet werden, die G-Strophanthin unter Normothermie erhielten. Aufgrund
einer Halbwertszeit von einundzwanzig Stunden beim gesunden Erwachsenen [86] fiir G-
Strophanthin und ein bis zwei Stunden beim gesunden Hund und ldnger beim gesunden Er-
wachsenen fiir 4-Aminopyridine [87], konnte angenommen werden, dass der Effekt der Sub-
stanzen wihrend des gesamten Beobachtungszeitraums vorhanden war. Daher ist von einer
selektiven und ausreichenden Blockade der Na'-K'-ATPase und der K,-Kanals auszugehen.
Auch wenn der Unterschied zwischen Gruppe HT und HTKv nicht signifikant ist, gibt es nur
eine geringe Differenz zwischen der Gruppe HTKv und HTNKA. Dies konnte bedeuten, dass
der K,-Kanal zumindest partiell an den Effekten beteiligt ist. Dies ldsst sich anhand der Daten

nicht abschlieflend kliren.

Die Versuchsgruppen waren untereinander vergleichbar, da vor Beginn der Interventionen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Kreislaufparametern der einzelnen Gruppen vorlagen.
Zwischen zwei Interventionen an demselben Tier wurde ein Mindestabstand von drei Wochen
eingehalten, um etwaige Auswirkungen des hdmorrhagischen Schocks und der Blutretransfusi-
on auszuschlieBen und eine suffiziente Elimination der applizierten Substanzen zu gewihrlei-
sten. Die Anzahl der Versuchstiere von n = 5 (n = 30 Versuche) scheint gering zu sein. Jedoch
nahm jeder Hund an allen Versuchsgruppen in randomisierter Reihenfolge teil und diente hier-
mit als seine eigene Kontrolle. Basierend auf der Annahme, dass eine Reaktion auf einen gege-
benen Reiz auf das selbe Versuchstier in wiederholten Versuchen gleich ist, werden interindivi-
duelle Unterschiede reduziert und erlauben eine geringere Anzahl an Versuchstieren.

Die Ergebnisse dieser Studie sind fiir die klinische Praxis von besonderer Bedeutung, da der
Einsatz der therapeutischen Hypothermie auch Nebenwirkungen wie Gerinnungs- und Wund-
heilungsstorungen [88] aufweisen kann und daher der Einsatz besonders im hdmorrhagischen
Schock eingeschrédnkt ist. Da nun der Mechanismus bekannt ist, wie der protektive Effekt der
Hypothermie vermittelt wird, konnte dieser gezielt eingesetzt werden. Jedoch sind weitere Stu-

dien hierfiir notwendig, weil die Ergebnisse bislang nur an gesunden Hunden beobachtet wur-
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den und insbesondere Patienten mit koronarer Herzerkrankung und metabolischen Erkrankun-
gen wie Diabetes mellitus, bei denen eine endotheliale Dysfunktion mit einer reduzierten Na'-
K'-ATPase—aktivitit [89] vorliegt, abweichende Effekte aufweisen kénnten.

Zusammengefasst implizieren diese Ergebnisse, dass die positiven Effekte der Hypothermie
tiber die Na'-K'-ATPase vermittelt werden. Unsere fritheren Ergebnisse deuten daraufhin, dass
Hypothermie das sympathische Nervensystem aktiviert und dariiber zu einer vermehrten Frei-
setzung von Vasopressin fithrt. Zusammengenommen mit dieser Studie scheint also Vasopres-
sin die Na"-K'-ATPase zu stimulieren, welche eine Vasodilatation induziert und damit die orale

Hamoglobinoxygenierung verbessert.
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S Schlussfolgerung

Eine milde Hypothermie verbessert die orale Oxygenierung im hamorrhagischen Schock. Dieser
Effekt wird durch Blockade der Na'-K'-ATPase aufgehoben. Der Effekt der Hypothermie wird

somit iiber die Na'-K'-ATPase vermittelt.
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