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Zusammenfassung

Einleitung: Der hdmorrhagische Schock stellt auch in Folge seiner Kompli-
kationen, wie der Sepsis oder des Multiorganversagens, eine haufige und
schwerwiegende Erkrankung dar. Bei der Entstehung dieser Komplikationen
kommt es Uber eine kompromittierte Mikrozirkulation zu einer gestorten
Barrierefunktion der intestinalen Mukosa. Durch seine vasokonstriktive Wirkung
scheint das im Schock vermehrt sezernierte Angiotensin (AT) Il entscheidend
daran beteiligt zu sein. Durch Applikation eines Antagonisten am AT1-Rezeptor
(Losartan) im hé&morrhagischen Schock kbénnte demnach die intestinale
Mikrozirkulation aufrechterhalten werden und auf diese Weise das Auftreten der
0.9. Komplikationen verhindert werden. Zur Vermeidung systemischer
Nebenwirkungen sollte die Applikation des Losartans topisch erfolgen.
Methoden: Nach Genehmigung durch die zustandige Behdrde wurden die
Experimente an sechs anéasthesierten Foxhounds in wiederholter, randomisierter
Reihenfolge verblindet durchgefuhrt. Dabei wurden jeweils 30mg Losartan bzw.
NaCl-Lésung unter physiologischen oder héamorrhagischen (20% des
Blutvolumens) Kreislaufbedingungen und anschlieBender Retransfusion
appliziert. Die orale wund gastrale Mikrozirkulation wurde mittels
Reflektionsspektrofotometrie und Laser-Doppler-Technik kontinuierlich beurteilt.
Parallel wurde intermittierend die orale Mukosa mittels incident dark field
illumination untersucht. Systemische Kreislaufparameter wurden kontinuierlich
aufgezeichnet. Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer 2-way ANOVA
und eines Bonferroni post-hoc Test. Dargestellt sind MW + SEM, p<0,05.
Ergebnisse: Lokal appliziertes Losartan verbesserte unter physiologischen
Kreislaufbedingungen den gastralen pflow im Vergleich zur Kontrollgruppe (147
+ 17 vs. 106 + 9 aU), wéahrend dieser Effekt unter hypovoldmischen
Kreislaufbedingungen nur tendenziell (p=0.09) nachweisbar war (125 + 9 vs. 95
+ 16 aU). Die yHbO2 der gastralen Mukosa wurde durch die lokale Losartan-
Applikation nicht beeinflusst. Die Messungen an der oralen Mukosa, sowie die
systemischen Kreislaufparameter zeigten keine Beeinflussung durch Losartan.
Diskussion: Unterschiede in der Expression von AT-1l-Rezeptoren in der oralen
und gastralen Mukosa sowie histologische Unterschiede zwischen den beiden
Messorten kdnnten den unterschiedlichen Messergebnissen zugrunde liegen.
Verstarkte Ausschuttung von AT Il im ha&morrhagischen Schock konnte bei
kompetitiver Antagonisierung durch Losartan zu einem verminderten Effekt im
Schock gefuhrt haben. Unter Hamorrhagie vermehrt ausgeschittetes
Vasopressin konnte Uber eine vorgeschaltete Vasokonstriktion ebenfalls einen
verminderten Effekt durch Losartan im Schock erklaren.
Diese Studie legt also folgende Schllisse nahe:
1. Die lokale Applikation von Losartan erhéht den Blutfluss der gastralen
Mikrozirkulation unter physiologischen Kreislaufbedingungen.
2. Die lokale Applikation von Losartan erhéht tendenziell den Blutfluss der
gastralen Mukosa unter hypovolamischen Kreislaufbedingungen.
3. Die lokale Applikation von Losartan an oraler und gastraler Mukosa hat
keinen Einfluss auf systemische Kreislaufparameter.



Abstract

Background: In clinical practice haemorrhage is often followed by serve
complications such as sepsis or multi-organ-failure. Their development is mainly
influenced by an impaired barrier-function of the intestinal mucosa, which is
caused by the compromised intestinal microcirculation during haemorrhage. In
this process, increased secretion of Angiotensin (AT) Il — a strong
vasoconstrictive agent — seems to play a key role.
While counteracting this mechanism at the AT1-receptor, application of Losartan,
may reduce or avoid intestinal vasoconstriction during haemorrhage and thereby
help to maintain mucosal barrier-function, which reduces the number of life-
threatening complications as named before. To prohibit systemic responses, e.g.
lowered blood-pressure, Losartan should be applied locally.
Methods: To investigate the effects of locally admitted Losartan on oral and
gastric microcirculation and intestinal barrier-function under physiological and
haemorrhagic conditions, six anaesthetised dogs were tested repetitively.
Experiments were performed rater-blinded and randomized. In four groups dogs
received 30mg Losartan or sodium chloride solution (via oral and gastric tube)
under physiological and haemorrhagic conditions (-20% blood volume, followed
by retransfusion). Oral and gastric microcirculation was measured via tissue
reflectance spectrophotometry and laser Doppler flowmetry continuously.
Additionally, investigations with incident dark field illumination (IDF) were
performed to evaluate the oral microcirculation in detail. Systemic haemodynamic
variables were computed during the experiments. Statistics were performed
using a 2-way-ANOVA followed by a Bonferroni post-hoc test. Results are
presented as mean + standard error, p < 0,05.
Results: Locally admitted Losartan improved gastric blood-flow (uflow) under
physiological conditions (147 £17 vs. 106 + 9 aU in control group), whereas under
haemorrhagic conditions gastric blood-flow was only improved by trend (p=0.09)
(125 £ 9 vs. 95 + 16 aU). Oxygen saturation at the gastric mucosa (uHbO2) was
effected neither under physiological nor under haemorrhagic conditions by
topically applied Losartan. No changes were measured after admitting Losartan
to the oral mucosa (uflow, pyHbOz2, IDF). Systemic haemodynamic variables did
not alter due to Losartan application.
Discussion: Differences between the detected changes in oral and gastric
mucosal microcirculation could either be caused by a diverging expression of AT
lI-receptors at the measuring sites or by their different mucosal histology.
Increased AT Il secretion under haemorrhagic conditions may have led to a less
improved microcirculation after Losartan application due to competitive effects at
the AT ll-receptor. Furthermore, an intensified release of vasopressin could have
caused upstream vasoconstriction in haemorrhage.
Summarizing, this study leads to the following conclusions:
1. Local application of Losartan increases gastric blood-flow under
physiological conditions.
2. Local application of Losartan increases gastric blood-flow under
haemorrhagic condition only by trend.
3. Systemic haemodynamic parameters are not effected by locally applied
Losartan.
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1 Einleitung

Schwere Traumata und ihre Folgen stellen die haufigsten Todesursachen im
jungen und mittleren Erwachsenenalter (<44 Jahre) dar [1]. Unter den durch
Unfélle verursachten Todesfallen sind der hdmorrhagische Schock sowie die
daraus resultierenden Komplikationen wie Sepsis oder Multiorganversagen
(MOV) entscheidende Faktoren. Daraus lasst sich die immense Bedeutung, die
der Behandlung und Vermeidung solcher Félle zukommt, erkennen. Um auf
ihre pathophysiologischen Vorgénge und eine mdgliche Therapie derer naher
eingehen zu kénnen erscheint zunéchst eine Definition des hdmorrhagischen
Schocks notwendig. [1-5]

Als Schock wird eine kreislaufbedingte Minderperfusion mit konsekutiver
Gewebshypoxie verschiedener Organe bezeichnet [6]. Im hdmorrhagischen
Schock, als Unterform des hypovolamischen Schocks, flhrt ein starker
Blutverlust zu einer arteriellen Hypotonie, welche zur Aufrechterhaltung der
Organperfusion von einer kompensatorischen Tachykardie begleitet wird. Die
bei unzureichender Kompensation entstehende Minderperfusion mindet in
einer durch Tachypnoe und Hyperventilation (teil-) kompensierten azidotischen
Stoffwechsellage.

Mit Blick auf die verschiedenen Organsysteme ergeben sich folglich
verschiedene Auswirkungen.

Durch eine zerebrale Hypoxie kann es zu Bewusstseinsminderungen kommen,
wahrend auf Grund einer renalen Minderperfusion im Verlauf eine Oligourie,
ggf. einhergehend mit einem akuten Nierenversagen, zu beflrchten ist. [7]

Um lebensnotwendige Organe wie Herz und Gehirn vor dieser Hypoxie durch
Hypoperfusion zu schitzen, kommt es zu einer Umverteilung des
Blutvolumens. Betroffen ist insbesondere das Splanchnikusgebiet. Die durch
den Schock bereits bestehende Hypoxie des Splanchnikusgebiets nimmt also
weiter zu [8].

Dazu trégt insbesondere auch das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

(RAAS) bei, welches im Schock verstéarkt aktiviert wird [9, 10], um Uber eine
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gesteigerte Ruckresorption von Flussigkeit in der Niere dem (akuten)
Volumenmangel entgegenzuwirken.

Allerdings wird auf diesem Weg auch die Kreislaufzentralisation und
insbesondere die intestinale Vasokonstriktion verstarkt [11], so dass auch durch
diesen Mechanismus die intestinale Hypoxie zunimmt.

Neben der Umverteilung des Blutvolumens spielt die besondere
GefaBarchitektur der Villi des Dinndarms eine wichtige Rolle bei der
entstehenden mukosalen Hypoxie wahrend des hdmorrhagischen Schocks. Die
Nahe zwischen aufsteigenden arteriellen und absteigenden ventsen GefaBen
in den Villi sorgt basisnah fur eine schnelle Diffusion der gelésten Gase
zwischen den GefaBabschnitten [12] und flhrt damit zu einem arteriovenésem
Shunt. Folglich herrscht apikal eine relative Hypoxie in den Villi. Neben einer
Abnahme der funktionellen kapillaren Dichte (FCD) werden bei
hamorrhagischen Ereignissen Odeme der Endothelzellen beobachtet [4]. Durch
die daher vergréBerte Diffusionsstrecke wird der Ausgleich einer entstehenden
Hypoxie erschwert und durch die Schwellung der Endothelzellen der Fluss im
Blutgefal limitiert [13].

Die als Folge dessen lokal gestdrte Perfusion und die anschlieBenden
Reperfusionsreaktionen in der intestinalen Mukosa bewirken eine
Beeintrachtigung der mukosalen Funktion [14]. Zu diesen z&hlt neben der
aktiven bzw. passiven Resorption von Nahrungsbestandteilen und der
Sekretion verschiedener Substanzen auch die Barrierebildung zwischen luminal
gelegenem Nahrungsbrei und dem Blut- bzw. Lymphsystem [14-16]. An der
Bildung dieser Barriere sind sowohl die Zellmembranen der mukosalen
Epithelzellen als auch die tight-junctions zwischen diesen Zellen, sowie
sezernierte Substanzen beteiligt [17]. Insbesondere wird der Ubertritt von
Bakterien, die sich in einer Vielzahl im Gastrointestinaltrakt befinden, und ihrer
Toxine ins Blut, sowie die Bildung endogener proinflammatorischer Substanzen
[14] limitiert. Diese Mechanismen tragen effektiv zur Verhinderung der Sepsis
und des MOV bei [14, 18-20].

Therapeutisch standen als zu beeinflussende GréB8en im Schock lange Zeit die

Parameter der Makrozirkulation allein im Vordergrund. In den letzten Jahren
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zeigte sich aber, dass insbesondere bei der Entstehung der Sepsis als
Komplikation einer gestdrten intestinalen Barrierefunktion im Rahmen
h&morrhagischer Ereignisse die intestinale Mikrozirkulation eine entscheidende
Rolle spielt [4, 21-23]

Dabei kann die Mikrozirkulation schon beeintrachtigt sein, wahrend
systemische hdmodynamische Parameter noch unverandert sind. Systemische
h&modynamische Parameter allein lassen daher nur eingeschréankt
Ruckschlisse auf die Funktion der intestinalen Mikrozirkulation zu. Ihre
Stabilisierung kann dementsprechend auch nicht als alleiniges Therapieziel
dienen. [24]

Um eine Schéadigung der intestinalen Barriere minimieren zu kénnen, erscheint
es demnach sinnvoll, die intestinale Mikrozirkulation zusatzlich direkt zu
uberwachen. Dazu werden verschiedene Parameter zur qualitativen und
quantitativen Beurteilung der Mikrozirkulation in vivo herangezogen.
Insbesondere die Sauerstoffsattigung des Gewebes, der lokal vorhandene
Blutfluss sowie die Dichte der (durchbluteten) Kapillaren missen beurteilt
werden. Ein hdmorrhagisches Ereignis wirkt sich durch verschiedene
Mechanismen auf diese Parameter aus. So werden der Blutfluss und der Anteil
der durchbluteten Kapillaren durch die zunehmende intestinale Vasokonstriktion
limitiert. Die Aufrechterhaltung bzw. Wiederherstellung der Mikrozirkulation hat
dementsprechend — unabhéngig von systemischen Kreislaufparametern — eine
entscheidende Bedeutung.

Dabei schien die orale Mikrozirkulation ein unabhangiger Prognosefaktor im
héamorrhagischen oder septischen Schock zu sein [24-27].

Allerdings gilt es zu beachten, dass die alleinige Bewertung der oralen
Mikrozirkulation nicht ausreicht, um Rulckschlisse auf die intestinale
Mikrozirkulation und demnach auch auf die Barrierefunktion der Mukosa ziehen
zu konnen.

So konnten Vellinga et al. und Salgado et al. die Beobachtungen der o.g.
Studien nach Messungen an der oralen Mukosa nicht bestatigen [28, 29].

Der Zusammenhang zwischen oraler und intestinaler Mikrozirkulation ist also

nicht abschlieBend gekléart, da je nach Studie eine Korrelation [30] oder aber



-12-

Unabhéngigkeit [31] der gemessenen Parameter der Mikrozirkulation an diesen
beiden Kapillarbetten postuliert wird.

Zur Evaluation moglicher Therapieanséatze zur Verbesserung der intestinalen
Mikrozirkulation erscheint ein separates Monitoring dieser Kapillarbetten
demnach — gerade mit Blick auf die unterschiedlichen Aussagen zur oralen
Mikrozirkulation als Prognosefaktor — von besonderem Interesse zu sein.
Einen méglichen Ansatzpunkt zur Therapie intestinaler
Mikrozirkulationsstérungen stellt das RAAS dar, da ihm eine wesentliche Rolle
bei der Regulation der Splanchnikusperfusion zukommt [11, 32]. Dabei ist
Angiotensin (AT) Il in relevantem MaBe an der durch Hypovoldmie bedingten
Vasokonstriktion wahrend des hadmorrhagischen Schocks im
Splanchnikusgebiet beteiligt [10, 33-36]. So ist in diesem Gebiet eine
besonders hohe Dichte an AT1-Rezeptoren nachgewiesen worden [37, 38]. An
diesen bindet das im Schock vermehrt vorhandene AT Il. Eine weitere
Zunahme des Blutflusses im Intestinum kdnnte durch eine verminderte
Odembildung der Endothelzellen, wie sie unter hypovolamischen Bedingungen
beobachtet wird, erreicht werden [39]. Im intestinalen Gewebe konnte gezeigt
werden, dass einer zelluldren Odembildung im hamorrhagischen Schock die
Aktivierung von Natrium-Protonen-Austauschern zu Grunde liegt [39]. Die
Aktivierung von Natrium-Protonen-Austauschern konnte in anderen Geweben
durch eine Blockade am ATi-Rezeptor vermindert werden [40, 41]. Auf diese
Weise kdnnte auch am Endothel der intestinalen Mukosa eine Odembildung
verringert und die Mikrozirkulation sowie Barrierefunktion des
Gastrointestinaltraktes verbessert werden.

Die Aktivierung des RAAS im Rahmen eines hdmorrhagischen Schocks
verstarkt auBerdem die Ischamie-Reperfusions-Reaktionen (IRR), welche die
Barrierefunktion zusatzlich schadigen. Diese IRR werden u.a. durch vermehrte
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und eine vermehrte
Leukozytenadhasion am intestinalen Endothel gesteigert [37]. Durch eine
verstarkte Ausschuttung proinflammatorischer (CXC-)Chemokine und die

Aktivierung verschiedener Adhéasionsfaktoren (wie P-Selektin, lymphocyte
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function antigen-1) sowohl am Endothel als auch an den Leukozyten selbst wird
dieser Effekt gesteigert [37, 42, 43].

Da AT Il Gber die Bindung am AT1-Rezeptor sowohl an der verstarkten ROS-
Bildung [44, 45], als auch an der Expression und Ausschuttung der Chemokine
bzw. Adhasionsfaktoren, beteiligt ist, kdnnte eine Inhibition von AT Il zu einer
abgeschwéchten IRR fuhren und somit die Barrierefunktion der intestinalen
Mukosa geschutzt werden [14, 37].

Die Blockade des RAAS kdnnte dementsprechend durch o.g. Effekte die
intestinale Mikrozirkulation verbessern.

Eine solche Blockade kann auf systemischer oder auf topischer Ebene
angestrebt werden.

Systemische Interventionen, wie z. B. die Blockade des RAAS, die Applikation
von Vasodilatoren oder die Induktion einer Hypothermie, haben allerdings auch
systemische Nebenwirkungen. So kénnte im Speziellen durch eine systemische
Antagonisierung des RAAS die Durchblutung des Splanchnikusgebiets zwar
verbessert werden, allerdings bestiinde die Gefahr einer starken
Kreislaufdepression [46].

Zur Vermeidung dieser systemischen Nebenwirkungen ist demnach eine lokale
Blockade der AT-Rezeptoren durch die topische Applikation von Medikamenten
denkbar.

An einigen anderen Organen ist eine topische Therapie zur Vermeidung von
Nebenwirkungen bereits etabliert. So wird inhalativ verabreichtes lloprost
erfolgreich zur Therapie der pulmonalen Hypertension eingesetzt [47].

Bezogen auf die intestinale Mikrozirkulation ist die topische Applikation von
Medikamenten zur Verbesserung der Mikrozirkulation ohne systemische
Nebenwirkungen ebenfalls denkbar. Allerdings ist dies — im Gegensatz zu
vielen anderen Organen — bislang kaum untersucht. Im klinischen Setting
kdnnte z.B. enterale Erndhrung auf der Intensivstation mit vasodilatierenden
Substanzen versetzt werden. So wéare es moglich, Nebenwirkungen, wie einen
systemischen Blutdruckabfall, durch diese Substanzen, zu verhindern und

gleichzeitig lokal die Mikrozirkulation zu verbessern. Kirzlich konnte erstmals
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ein positiver Effekt durch lokale Nitroglycerin-Applikation auf die intestinale
Oxygenierung gezeigt werden [48].

Eine topische Therapie im Gastrointestinaltrakt ist demzufolge grundsétzlich
moglich, ohne systemische Nebenwirkungen auszuldsen.

Es ist somit denkbar, dass eine lokale Blockade der AT-II-Rezeptoren die
Mikrozirkulation der Mukosa moduliert, ohne systemische Nebenwirkungen
auszulosen.

Lokal appliziertes Losartan konnte als kompetitiver Antagonist am AT1-Rezeptor
demnach auf verschiedenen Ebenen die Mechanismen unterbinden, die an der
Entstehung von Sepsis und MOV nach hamorrhagischen Ereignissen beteiligt

sind.

Mit dieser Studie sollen daher folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Beeinflusst die lokale Losartan-Applikation die orale und/oder gastrale
Mikrozirkulation unter physiologischen Kreislaufbedingungen?

2. Beeinflusst die lokale Losartan-Applikation die orale und/oder gastrale
Mikrozirkulation unter hdmorrhagischen Kreislaufbedingungen?

3. Beeinflusst die lokale Losartan-Applikation in der gewahlten Dosierung auf
systemischer Ebene Kreislaufparameter?

4. Hat die lokale gastrale Losartan-Applikation einen Effekt auf die intestinale

Barrierefunktion?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsgenehmigung

Die Versuche (n = 24) wurden im Vorfeld durch das Landesamt fur Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen genehmigt (Aktenzeichen
84-02.04.2012.A152). Alle an den Experimenten beteiligten Personen sind im
Besitz des Fachkundenachweises und soweit erforderlich der

Ausnahmegenehmigung geméanB §9 des Tierschutzgesetzes.

2.2 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden sechs weibliche Foxhounds mit einem Kérpergewicht
(KG) zwischen 28 und 36 kg eingesetzt. Das Gewicht der jeweiligen Hunde
wurde durch reglementierte Nahrungszufuhr konstant gehalten. Alle Hunde
waren kastriert, somit war der Einfluss des Oestrus auf die Ergebnisse
ausgeschlossen. Die wiederholt eingesetzten Hunde hatten zwischen den
einzelnen Versuchen eine Mindestpause von drei Wochen, um die Erholung
von der Narkose sowie ggf. der Hypovolamie und die vollstandige Elimination
des verwendeten Pharmakons [49] zu ermdglichen. Vor Versuchsbeginn wurde
eine 12 stiindige Nahrungskarenz eingehalten, um Artefakte wahrend der
gastralen Messung zu minimieren. Trinkwasser stand durchgehend in
ausreichender Menge zur freien Verfugung. Gehalten wurden die Tiere in der
Versuchstieranlage der Universitat, wo die Futterung mit Trockennahrung
erfolgte (Hd-H extrudiert V3236, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest).
RegelméaBiger Auslauf auBerhalb des Geb&udes wurde sichergestellt. Die
Experimente begannen alle zur selben Uhrzeit, um den Einfluss der circadianen
Rhythmik des RAAS auf die Versuchsergebnisse auszuschlieBen [50].
Einflisse pathologischer Prozesse wurden durch den Ausschluss kranker Tiere
aus dem Versuch minimiert. Es zeigten sich keine Verhaltensauffalligkeiten

unter den Versuchstieren. Um den Einfluss von situationsbedingtem Stress auf
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das RAAS [51] und die Kreislaufparameter zu verhindern, wurden die Hunde im

Vorfeld der Versuche an das Labor sowie an den Versuchstisch gewéhnt.

2.3 Operation

Einige Zeit vor den Versuchen wurden durch die Arbeitsgruppe die
Halsschlagadern (Aa. Carotides) der Hunde operativ in Hautschlingen
vorverlagert [52]. Die Operation fand unter Allgemeinanésthesie mit Piritramid
und Isofluran statt.

In den folgenden Versuchen wurde auf diese Weise die Punktion der Aa.
Carotides, sowie das Abbinden der Punktionsstelle nach Versuchsende

ermdglicht.

2.4 Messungen

Die kontinuierlich gemessenen Daten (Elektrokardiogramm, arterieller
Blutdruck, Atemwegsdruck, exspiratorische Kohlenstoffdioxid- bzw.
Sevofluranekonzentration und inspiratorische Sauerstoffkonzentration) wurden
uber einen Mehr-Kanal-Oszillographen (11-G4145-01, Gould Inc., Cleveland,
OH, USA) aufgenommen, vom analogen in ein digitales Signal gewandelt
(Powerlab®/800, ADInstruments, Castle Hill, AUS; 400 Hz) und schlieBlich auf
einem handelsiiblichen Computer (Betriebssystem: Microsoft Windows XP®,
Microsoft Corporation, Redmond, USA) durch das Programm Chart 4.2 (Chart
v. 4.2, ADInstruments, Pty Ltd., Castle Hill, AUS) dargestellt und anschlieBend
gespeichert. Die Auswertung erfolgte auf einem separaten Computer
(Betriebssystem: Microsoft Windows 7®, Microsoft Corporation, Redmond, USA)
mittels Chart 5.5.6.
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2.4.1 Herzfrequenz

Waéhrend der Versuche wurde mittels Nadelelektroden ein Oberflachen-1-
Kanal-Elektrokardiogramm (EKG) abgeleitet. Die Herzfrequenz wurde durch die

Software Chart 5.5.6 R-Zacken getriggert bestimmt.

2.4.2 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Ein druckfester mit heparinisierter (Heparin-Na 5000 |.E./ml, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, GER), isotonischer Kochsalzlésung (1 I.E. Heparin/
ml NaCl) gefillter Katheter (PULSIOCATH arterieller Thermodilutionskatheter
PV2015L20, Pulsion Medical Systems AG, Minchen, GER), der Uber die A.
carotis communis in die Aorta ascendens eingefiihrt wurde, diente zur
arteriellen Blutdruckmessung. Eine Lagekontrolle erfolgte tGber die korrekte
Darstellung der Blutdruckkurve sowie das EKG-Signal. Die kontinuierliche
Druckmessung erfolgte durch einen auf Herzhéhe (als Orientierungspunkt
diente der Processus spinosus des 7. Halswirbelkérper am liegenden Tier)
angebrachten Drucksensor (Modell P23 ID, Gould Statham®, Elk Grove, IL,
USA), welcher im Vorfeld des jeweiligen Experimentes mit einer
Dreipunkteichung durch eine Eichwaage nach Gauer (HSE Druckeichgerat Typ
367, Hugo Sachs Elektronik, March, Gb) eingestellt wurde. Die Berechnung des
MAP erfolgte anschlieBend durch eine Integralbestimmung als Funktion von
Chart 5.5.6.

2.4.3 Herzzeitvolumen (HZV)

Das HZV wurde nach der Stewart-Hamilton-Methode wie folgt berechnet:

(Tg—Tp)*Vi*K

HzZV = [ ATg*dt
TB= Bluttemperatur vor Injektion K = Injektatkonstante
Ti= Temperatur des Injektats Vi= Volumen des Injektats

J ATy * dt= Flache unter der Thermodilutionskurve
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Gemessen wurden die Werte durch transpulmonale Thermodilution (PiCCO
4.2, PULSION Medical Systems AG, Munchen, GER). Dabei wurde jeweils ein
10ml Bolus (Vi) eisgekuhlter isotonischer NaCl-Losung tber eine am Vorderlauf
des Hundes platzierte Venenverweilkanile der GréBe 16 Gauge (Vasofix®
Safety, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, GER) appliziert. Die Temperatur
wurde dabei sowohl im Injektat (Ti) vor Injektion (PiCCO Monitoring Kit PV8215,
Pulsion Medical Systems AG, Munchen, GER) als auch im Blut in der Aorta
ascendens (Ts) Uber einen geeigneten Katheter (PULSIOCATH arterieller
Thermodilutionskatheter PV2015L20, Pulsion Medical Systems AG, Minchen,
GER) gemessen. Aus der Uber diesen Katheter registrierten
Temperaturdnderung Uber die Zeit ergab sich die Thermodilutionskurve.
Zeitgleich erfolgte jeweils die Sicherung der Daten auf einem handelstblichen
Computer mit der Software PiCCO VoLEF Data Acquisition for Win32, Version
4.0 (PULSION Medical Systems AG, Mianchen, GER). Um eine moglichst hohe
Reliabilitdt der Messungen zu erzielen, wurden vor Beginn der Versuche jeweils
zwei aufeinanderfolgende Thermodilutionen durchgeflihrt und auf
Abweichungen gepruft.

Uber eine parallel laufende kontinuierliche Pulskonturanalyse konnten des
weiteren Daten zum aktuellen Schlagvolumen (SV) und dem systemischen
vaskularen Widerstand (SVR) erhoben werden. Weiterhin war es so méglich
das HZV zu den Zeitpunkten NV40 bzw. NV45 (vgl. 2.5) ohne erneute
Thermodilution zu bestimmen. Wahrend des hdmorrhagischen Schocks war
dies nicht mdglich.

Aufgrund der héheren Genauigkeit der Ergebnisse wurde zur Auswertung
ansonsten primar das Ergebnis der halbstindlich durchgefihrten
Thermodilution herangezogen [53].

Der Vorteil dieser Messmethode, verglichen mit dem Einsatz eines
Pulmonaliskatheters, liegt zum einen in der - nach der einmaligen Operation -
geringeren Invasivitat der Untersuchung und zum anderen in der durch die
Dauer der Messung von etwa zwei Minuten bedingten fast ganzlichen

Unabhéngigkeit vom Atemzyklus des Tieres [54-56].
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2.4.4 Korpertemperatur

Um den Einfluss der Kérpertemperatur auf das Messergebnis so gering wie
moglich zu halten, wurde diese mdéglichst konstant gehalten. Dazu wurde das
Versuchslabor klimatisiert und eine Raumtemperatur von 24°C eingestellt.
Diese Temperatur liegt bei Hunden im Indifferenzbereich [57]. Zuséatzlich wurde
Uber den Picco-Katheter (vgl. 2.4.3) kontinuierlich die zentrale Bluttemperatur
gemessen. Ggf. wurde die Kérpertemperatur des Versuchtieres durch
Zudecken oder Gebrauch eines medizinischen Warmluftgeblases (500E BAIR
HUGGER, AUGUSTINE MEDICAL, INC., Minnesota, USA) konstant gehalten.
Die gemessene Koérpertemperatur der Hunde lag somit wahrend der Versuche
bei 38 + 1°C.

2.4.5 Atem- und Narkosegaskonzentrationen

Es erfolgte die kontinuierliche Messung der Sauerstoff-, Kohlendioxid- und
Sevofluranekonzentration im in- sowie exspriatorischen Gasgemisch im
Nebenstromprinzip (Capnomac Ultima, Datex Division of Instrumentarium

Corp., Helsinki, FIN). Die Aufzeichnung erfolgte durch die Software Chart 4.2.

2.4.6 Neuromuskulares Monitoring

Um Stérungen der kontrollierten Beatmung und Artefakte wéahrend der
Messungen reduzieren zu kénnen, wurde die Muskelrelaxierung des Tieres
(vgl. 2.5) durch die train of four (TOF) Methode gepriift (TOF Guard® INMT,
Organon Teknika BV, Boxtel, NLD). Dazu wurde mit zwei Elektroden im Bereich
des linken Hinterlaufes der N. ischiadicus vierfach mit einer Stromstérke von 15
mA bei einer Frequenz von 2 Hz stimuliert. Ein distal an der Pfote angebrachtes
Akzelerometer registrierte den Effekt dieser Stimulation. Als Quotient aus der
vierten Stimulation und der ersten Stimulation ergibt sich die so genannte TOF-
ratio (TOFR). Bei einer TOFR = 0.0 kann von einer vollstandigen Relaxierung
ausgegangen werden, wahrend bei einem TOFR > 0.9 von einer ausreichenden

neuromuskularen Erholung gesprochen werden kann [58]. Vor Beginn der
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Relaxantiengabe wurde zur Kontrolle jeweils ein TOFR von 1.0 erreicht, danach
jeweils ein TOFR von 0.0. Des Weiteren konnte durch diese Methode das
Risiko eines Relaxantieniberhanges am Versuchsende verhindert werden [59,
60]. Von einer vollstandigen Erholung wurde bei einem TOFR = 1.0

ausgegangen.

2.4.7 Blutgasanalyse, Elektrolyt- und Hamatokritwertbestimmung

Die 30-minutig mit einer heparinisierten Spritze (PICO 50, Radiometer,
Kopenhagen) gewonnenen arteriellen Blutproben wurden nach Entnahme in
Kapillaren (heparinisiert, LAnge 75 mm, Durchmesser 1,15 mm, Brand GmbH,
Wertheim, GER) 4 min zentrifugiert (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, GER; 4 min
bei 13.000 Umdrehungen/min nach DIN 58933-1) und der Hamatokritwert
bestimmt.

Die Elektrolytkonzentrationen (Kalium, Natrium, Calcium, Chlorid), die
Hamoglobin-, Glucose- und Laktatkonzentrationen, die Oxyhdmoglobinfraktion
(FHbO2), der Sauerstoff- (pO2) und Kohlenstoffdioxidpartialdruck (pCOz2), der
pH-Wert und der base excess wurden mittels eines Blutgasanalysegerétes
(ABL 715, Radiometer Medial ApS, Bronshoj, DK) jeweils direkt nach Abnahme
der jeweiligen Probe bestimmt.

Nach der an Hunde angepassten Hill-Formel wurde die arterielle
Sauerstoffsattigung in Prozent bestimmt (SartOz2) [61].

Durch Addition des am Hamoglobin gebundenen Sauerstoff mit dem
physikalisch im Blut gelésten Sauerstoff lasst sich der arterielle
Sauerstoffgehalt (CaO2) berechnen [62]. Durch Einbeziehen des HZV in die

Berechnung kann auf das systemische Sauerstoffangebot (DO2) geschlossen

_ CaOz
100

werden (DO, x HZV).
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2.4.8 Monitoring der Mikrozirkulation

2.4.8.1 Reflektionsspektrofotometrie (O2C) der gastralen und oralen
Mukosa

Zur kontinuierlichen Messung der regionalen Mikrozirkulation wurden
Messsonden an der gastralen und oralen Mukosa platziert und die Signale mit
einem Reflektionsspektrofotometer (O2C Typ LW2222 Version 2, LEA
Medizintechnik GmbH, GieBen, GER) registriert. Wahrend der Messungen
erfolgte eine durchgehende Darstellung der Signale auf dem integrierten
Monitor des Gerates zur Lagekontrolle der Sonden. Da GeféaBe mit einem
Durchmesser gréBer 100pum, welche nicht mehr zur Mikrozirkulation gezéhlt
werden [4], das emittierte Licht komplett absorbieren, werden diese nicht in der
Messung erfasst [63]. Jede Sonde emittiert und registriert jeweils WeiBlicht (450
—1000nm aus einer 20-W-Xenon Gluhbirne) sowie Licht eines Dioden-Lasers
(CW-Modus, 820nm, 30mW) [64]. Die Messtiefe hdngt dabei entscheidend vom
Abstand zwischen emittierendem und detektierendem Teil der Sonde ab [65].
Durch die sich je nach O2-Séttigungsgrad verandernden speziellen
Absorptionseigenschaften von Hamoglobin I&asst sich mit Hilfe der bekannten
Spektren [66] und des registrierten aus dem Gewebe reflektierten
WeiBlichtanteils auf die Sattigung des Hamoglobins (#HbO2, angegeben in
Prozent) im untersuchten Gewebe schlieBen. Hierbei handelt es sich
vorranging um Blut im gemischt-vendsen-System [64]. Durch die Bestimmung
des Anteils des WeiBlichts, welcher der Absorption durch roten Blutfarbstoff
unterlag, lasst sich auf die im Messbereich vorhandene Hamoglobinmenge
(rHb) schlieBen [64]. Die vom Gerat ausgegebene Einheit sind arbitrary units
(al), diese GroBe ist dimensionslos.

Die Geschwindigkeit (velocity) der sich im Gewebe befindlichen Erythrozyten
und damit des Blutes wird Uber die Frequenzverschiebung (Doppler-Shift) des
ausgestrahlten und nach Reflektion detektierten Laserlichts ermittelt [67]. Aus
dem Verhéltnis des frequenzverschobenen Laserlichts zum Anteil des nicht
verschobenen und detektierten Laserlichts Iasst sich auf die Anzahl der
bewegten Teilchen schlieBen. Daraus wiederum lasst sich der Blutfluss (uflow)

als Summe aller auftretenden Geschwindigkeiten multipliziert mit der jeweiligen
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Teilchenanzahl errechnen [64]. Die Einheit sind arbitrary units (aU). Alle
Messungen fanden aufgrund der geringen Invasivitat unter nahezu

physiologischen Bedingungen statt.

2.4.8.2 Videomikroskopie der oralen Mukosa

Die orale Mikrozirkulation wurde zusétzlich intermittierend mittels
Videomikroskopie untersucht. Die Kamera (CytoCam, Braedius Medical,
Huizen, NLD) arbeitet nach dem Prinzip der ,jincident dark filed illumination*
(IDF) [68]. Dabei wird aus zirkular um das Objektiv angebrachten Dioden Licht
der Wellenlange 530nm emittiert, diese Wellenlange entspricht einem
isosbestischen Punkt von (Oxy-/Desoxy-) Hdmoglobin und wird somit
unabhangig vom Séttigungsgrad des Hamoglobins resorbiert [66, 69]. Daraus
ergibt sich eine dunkle Darstellung der Erythrozyten auf hellem Grund (Abb. 1).
Artefakten in den Aufzeichnungen durch die Bewegung des Blutes wird durch
ein zur Einzelbildaufnahme synchrones Ein- und Ausschalten der Dioden
vorgebeugt [69]. Es wurden zu jedem Zeitpunkt drei Videos mit je 101 Frames
uber 4 Sekunden aufgezeichnet. Beim Aufsetzen der Kamera auf die
Schleimhaut wurden durch leichtes Zurlckziehen und erneutes Aufsetzen auf
die Schleimhaut Kompressionsartefakte minimiert [69]. Als Indikator flr
Kompressionsartefakte wurde ein diskontinuierlicher Fluss in gréBeren vendsen
GefaBen (> 30ym) gewertet [70], so dass nur Aufnahmen ohne
Kompressionsartefakte angefertigt bzw. ausgewertet wurden. Die Auswertung
(Abb. 2) erfolgte mittels geeigneter Software (CytoCam Tools 1.7.8, Braedius
Medical, Huizen, NLD) auf einem Handelstblichen PC (Betriebssystem:
Microsoft Windows 7©, Microsoft Corporation, Redmond, USA). Diese Software
wurde in verschiedenen Studien evaluiert [71, 72]. Videos minderer Qualitat
(betreffend Fokussierung, Helligkeitseinstellung und Stabilisierung der
Aufnahme) wurden nicht verwendet [70]. Die Auswertung der Videos erfolgte
verblindet. Die Software bestimmt die absolute GeféaBdichte (total vessel
density TVD [mm/mm?]) als MaB fir die kapillare Dichte, den Anteil der
durchbluteten GeféBe (proportion of perfused vessels (PPV [%)]), die
funktionelle kapillare Dichte (FCD) (perfused vessel density (PVD [mm/mm?2]),
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sowie die Flussqualitat (microcirculatory flow index (MFI)) [24, 70, 73]. In die
Auswertung wurden nur GefaBe mit einem Querschnitt kleiner als 20um
einbezogen.

Neben der automatisierten Auswertung durch die Software wurde der MFI auch
manuell bestimmt. Dazu wurden die Aufnahmen zuné&chst wie in der Literatur
[70, 73] beschrieben in 4 Quadranten eingeteilt (Abb. 1). AnschlieBend wurde
fir jeden Quadranten die Flussqualitat bestimmt und mit Hilfe einer
Ordinalskala von 0 bis 3 bewertet. Dabei galt: 0 = kein Fluss, 1 =
intermittierender Fluss, 2 = trdger Fluss sowie 3 = normaler Fluss.
AnschlieBend wurde fiur jede Aufnahme der Mittelwert aus den vier Quadranten
gebildet. Diese Analyse folgt den Empfehlungen der internationalen
Konsensuskonferenz zur Analyse der Mikrozirkulation mittels intravitaler
Videomikroskopie [70].Trotz der primar subjektiven Einschatzung der
Flussqualitat konnte in Studien eine hohe Replizierbarkeit der Ergebnisse
gezeigt werden [73]. Diese Replizierbarkeit stellte sich sowohl zwischen

verschiedenen Untersuchern, als auch bei wiederholter Beurteilung durch den

gleichen Untersucher dar.

Abb. 1: CytoCam-Aufnahme der oralen Mukosa mit Einteilung in vier Quadranten, aufgenommen ist ein
Sichtfeld von 1,55 x 1,16 mm mit einer 4-fachen optischen VergréBerung
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Abb. 2: CytoCam-Aufnahme der oralen Mukosa nach Analyse durch die Analyse-Software (CytoCam
Tools 1.7.8, Braedius Medical) mit Einteilung in vier Quadranten, aufgenommen ist ein Sichtfeld von 1,55 x
1,16 mm mit einer 4-fachen optischen VergréBerung

2.4.9 Messung der Barrierefunktion

Um die Transport- und Barrierefunktion der intestinalen Mukosa zu beurteilen,
wurde den Tieren aller Versuchsgruppen uber eine Magensonde eine L6sung
(in 1ml/kg KG isotonischer Kochsalzlésung) verschiedener Mono- und
Disaccharide verabreicht [74-76]. Das Gemisch enthielt Xylose (66,7 mg/kg KG;
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, GER), Laktulose (16,7 mg/kg KG;
Bifiteral®, Abbott Arzneimittel GmbH, Hannover, GER), Mannitol (6,7 mg/kg
KG; 15% Loésung; SERAG-WIESSNER GmbH & Co. KG, Naila, GER) und
Rhamnose (6,7 mg/kg KG; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, GER). Da bei
gestorter Barriere der Ubertritt von Xylose mit dem Ubertritt von Endotoxinen
aus dem GI-Trakt ins Blut korreliert [74, 77], |&sst sich durch eine Bestimmung
des Xylosegehaltes im Blutplasma auf die Barrierefunktion der intestinalen
Mukosa schlieBen.

Xylose lasst dabei weiterhin als kleines, passiv tber die Membran resorbiertes
Molekul Ruckschlisse auf die Absorptionsflache des Dinndarms zu [76, 78-

80]. Im hamorrhagischen Schock Uberwiegt der permeabilitatsbedingte
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Ubertritt, somit stellt unter diesen Bedingungen Xylose einen Indikator der
gestorten Barrierefunktion dar [81].

Durch die Bestimmung dieser Mono- und Disaccharide im Blut sollten die
Auswirkungen der Hypovolédmie und der Losartangabe unter hypovolamischen
Kreislaufbedingungen auf die (Barriere-)Funktion der intestinalen Mukosa
untersucht werden. Die Applikation bei den anderen Gruppen erfolgte zur
Kontrolle. Zur spéteren Analyse wurden deshalb zu definierten Zeitpunkten (vgl.
2.5) Blutproben in EDTA-Rohrchen (BD Vacutainer® Trace Element K2 EDTA
(K2E) Plus Blood Collection Tubes 10.8mg, BD, Plymouth, UK) entnommen
und dann umgehend zentrifugiert (15 min., 3000 rcf, 0° C.; Rotina 420R, Hettich
Zentrifugen, Mihlheim a. d. Ruhr, GER). Die Proben wurden wahrend der

kompletten Verarbeitung auf Eis gelagert.

2.4.9.1 Extraktion

Um die Translokation der Zucker von endoluminal ins Blut zu bestimmen,
wurde deren Konzentration im Blutplasma bestimmt. Hierflr wurden 30yl
Blutplasma zunachst mit 400ul einer Extraktionslésung versetzt. Dabei bestand
die Extraktionslésung aus Aceton, Isopropanol und einer 20 mM Ribitolldsung
im Verhaltnis von 2000:1000:3. AnschlieBend wurde die L6sung homogenisiert
(10s mit Vortex-Genie 1 Touch Mixer; Scientific Industries, INC; Bohemia, USA)
und fur 5 min bei 4° Celsius geschuttelt. Nach Zentrifugation (2 min, 20800 rcf,
0° Celsius, Centrifuge 5417R; Eppendorf; Hamburg, GER) wurde der flissige
Uberstand in neue ReaktionsgefaBe verbracht, welche jeweils eine Minute mit
einem sanftem Strom Stickstoff begast und anschlieBend bei -80° Celsius in

Dunkelheit gelagert wurden. [82]

2.4.9.2 Derivatisierung, Gaschromatographie und Massenspektrometrie
Die Derivatisierung sowie die Auswertung mittels Gaschromatographie und
Massenspektrometrie erfolgte in einem externen Labor wie von Fiehn und Kind
[82] beschrieben.
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2.4.10 Natriumchlorid- und Losartanapplikation

Wahrend der Versuche wurde verblindet und in randomisierter Reihenfolge
jeweils oral und gastral entweder 30 mg Losartan (Losartan Potassium, Santa
Cruz Biotechnology®, inc., Dallas, USA) geldst in NaCl-Lésung (Isotonische
Kochsalzlésung, FRESENIUS KABI Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H.,
GER) oder reine NaCl-Lésung als Kontrolle appliziert. Um keinen differenten
Einfluss mechanischer Reize auf die Mikrozirkulation zu erzeugen, wurde je Ort
und Versuch eine Substanzmenge von einem Milliliter gewahlt. Oral erfolgte die
Darreichung durch einen Schlauch (Silastic®, Dow Corning Corporation
Medical Products, Michigan, USA; 0,058 inch Innendurchmesser, 0,077 inch
AuBendurchmesser). Dieser wurde zirkuldr um die oral platzierte Sonde (vgl.
2.4.8.1) befestigt. Gastral erfolgte die Darreichung hingegen durch einen an
dem Magenschlauch, welcher die Mikrosonde fuhrte (vgl. 2.4.8.1), befestigten
Katheter (Durchmesser 1,3mm, Lange 80cm, Perifix®-Katheter, B.Braun
Melsungen AG, Melsungen, GER.). Hierdurch erfolgte die Applikation am
Messort der O2C-Sonde.

2.4.11 Hypovolamie

Zur Induktion der Hypovolamie wurde durch einen Aderlass von 20 % des
angenommenen Blutvolumens des Tieres eine Hypovolamie fur 60 Minuten
induziert. Bei diesem Volumen ist davon auszugehen, dass die Tiere keinen
Folgeschaden erleiden [83]. Das Blutvolumen der Tiere wurde zwischen den
Versuchen durch gleichbleibendes KG (vgl. 2.2) konstant gehalten. Nach
Literaturangaben ist mit einem Blutvolumen von bis zu 80ml/kg KG zu
kalkulieren [84], demnach wurden jeweils 16 ml/kg KG entzogen. Die
Hypovolédmie wurde Uber einen Zeitraum von maximal 10 min Gber die
Venenverweilkanule im linken Vorderlauf sowie Uber den arteriellen Katheter
(vgl. 2.4.2) induziert. Das Blut wurde bis zur Retransfusion in mit Heparin (10
I.E. Heparin/ml Blut) vorgefullten Spritzen (Original Perfusor® Syringe 50ml, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen, GER) bei 37 °C gelagert. Nach 60 min

erfolgte die Retransfusion des Blutes. Das verwendete Heparin wurde
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anschlieBend mit Protamin (Protamin ME 1000 I.E./ml; MEDA Pharma GmbH &
Co. KG, Bad Homburg, GER) in entsprechender Dosis antagonisiert.

2.5 Versuchsprotokoll

Wie in Kapitel 2.2 beschrieben, begannen die Versuche jeweils zur gleichen
Tageszeit. Zur zuséatzlichen Stressreduktion war das Labor larmgedammt und
die Beleuchtung gedimmt. Nachdem der Hund auf dem Versuchstisch in
Rechtsseitenlage gebracht worden war, folgte die Anlage einer
Venenverweilkanlle (Vasofix® Safety, B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
GER, 18 Gauge) in die linke Vena saphena lateralis. AnschlieBend wurde die
Narkose mittels intravendéser Injektion von Propofol (4 mg/kg KG, Propofol 1%
MCT Fresenius, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, GER)
eingeleitet. Nach endotrachealer Intubation (Lo Contourt™ Murphy 9.0,
Mallinckrodt Medical, Athlone, IRL) unter laryngoskopischer Kontrolle erfolgte
die Aufrechterhaltung der Narkose mittels volatilem Ané&sthetikum (Sevorane,
Abbott GmbH + Co. KG, Wiesbaden, GER). Der Augenschutz wurde durch
Auftragen einer Augensalbe (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Bayer Vital,
Leverkusen, GER) und SchlieBen der Augen gewahrleistet. Die kontrollierte
maschinelle Beatmung (Aevista/5, Datex Ohmeda GmbH, Duisburg, GER)
erfolgte mit einem fir Hunde Ublichem [85], jeweils festgelegtem
Atemzugvolumen (AZV) (12,5 ml/kg KG). Der inspiratorische Sauerstoffgehalt
(30 Volumenprozent) sowie die endexspiratorische Narkosegaskonzentration
(3,0 Volumenprozent; 1,5 MAC bei Hunden [86]) wurde wahrend des
Versuches konstant gehalten. Der endtidale Kohlenstoffdioxidpartialdruck
wurde atemfrequenzgesteuert bei 35 mmHg konstant gehalten. Zusatzlich
wurden EKG-Elektroden (vgl. 2.4.1), Relaxometer (vgl. 2.4.6) sowie eine
weitere Venenverweilkanule fur die spateren Thermodilutionen (vgl. 2.4.3)
angelegt. Der in der Aorta ascendens zu platzierende Katheter (vgl. 2.4.2)
wurde nach Punktion der A. carotis (vgl. 2.3) mittels Seldinger-Technik unter
EKG-Kontrolle eingebracht und zum Blutdruckmonitoring an einen

Druckaufnehmer (vgl. 2.4.2) angeschlossen (Polyethylen
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Verlangerungskatheter, Laboratoires Pharmaceutiques VYGON, FR). Es
erfolgte die vollstdndige Relaxierung durch intravenése Injektion von 0,6 mg/kg
KG Rocuroniumbromid (Esmeron®, N. V. Organon, NLD). Die Erhaltungsdosis
von 1mg/kg KG/h wurde wéahrend des Versuchs durch eine automatische
Spritzenpumpe (PILOT Anésthesie, Fresenius Vial S.A., Brezins, FR) appliziert.
Unter laryngoskopischer Kontrolle wurden der Magenschlauch (Stomach tube,
CH 18, Lange 80cm, P.J. Dahlhausen & Co. GmbH, Kéln, GER) fir die
Mikrosonde (vgl. 2.4.8.1) sowie eine weitere Magensonde (Stomach tube, CH
14, Lange 80cm, P.J. Dahlhausen & Co. GmbH, Kéln, GER) zur Injektion der
geldsten Saccharide wahrend der Versuche eingefluhrt. AnschlieBend wurde
eine Flachsonde unter die linke Lefze des Hundes gelegt und dabei eine
Gewebskompression weitgehend vermieden. Nach Stabilisierung aller
aufgezeichneten Werte (insbesondere des Atemgasgemischs, des Blutdrucks,
der Herzfrequenz und des O2C-Signals) folgten die zwei initialen
Thermodilutionen (Abb. 3: ,,TD), eine arterielle Blutgasanalyse (BGA) sowie
Messungen mittels Videomikroskopie (vgl. 2.4.8.2; Abb. 3: ,V“). Diese
Messungen und eine Entnahme von 4 mI-EDTA-Blut (Abb. 3: ,BE“) wurden alle
30 Minuten, also vor jeder Intervention, wiederholt. Nach 30-mindtiger
wbaseline“-Aufzeichnung (Abb. 3: CO bis C30) ohne jegliche Manipulationen
erfolgte die Applikation der Zuckerl6sung (entsprechend ,,Saccharidgabe® von
C30 bis C60 in Abb. 3, vgl. 2.4.9) Uber die Magensonde, gefolgt von der
Aufteilung in die vier randomisierten Gruppen, wobei jedes Tier jede Gruppe
einmal durchlief und so spéater als eigene Kontrolle dienen konnte. Zusétzliche
Messungen mittels Videomikroskopie wurden jeweils 10 min nach
Substanzapplikation angefertigt (Abb. 3: V13-15).
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Abb. 3: Versuchsprotokoll im Zeitverlauf, Interventionen und Einteilung in die Versuchsgruppen;

Retransfusion

= Kontrollzeitpunkte, NV= Normovolédmie, HV= Hypovolamie, RT=

Messzeitpunkte: C
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2.6 Versuchsgruppen

2.6.1 Losartan-Applikation unter physiologischen

Kreislaufbedingungen

Um die Effekte von Losartan unter physiologischen Kreislaufbedingungen zu
untersuchen, erhielten die Tiere zum Zeitpunkt NV30 oral und gastral jeweils 30
mg Losartan. Die Untersucher waren bezuglich der applizierten Substanz
verblindet. Im Vordergrund stand in dieser Gruppe die Beobachtung der
Wirkungen einer lokalen Losartan-Gabe auf die Mikrozirkulation und die

intestinale Barrierefunktion unter physiologischen Kreislaufbedingungen.

2.6.2 NaCl-Applikation unter physiologischen Kreislaufbedingungen

Als Kontrollgruppe erhielten die Tiere analog zum Zeitpunkt der

Losartanapplikation das reine Vehikel (isotonische NaCl-Lésung).

2.6.3 Losartan-Applikation unter hypovolamischen

Kreislaufbedingungen

Um den Effekt von Losartan unter hypovolamischen Kreislaufbedingungen zu
untersuchen, wurde zunéchst ein hamorrhagischer Schock induziert (s.o.).
AnschlieBend erhielten die Tiere zum Zeitpunkt HV30 oral und gastral jeweils
30 mg Losartan. Die Untersucher waren beztglich der applizierten Substanz
verblindet. Nach 60 min Hypovolédmie erfolgte die Retransfusion des Blutes. Im
Vordergrund stand in dieser Gruppe die Beobachtung der Wirkungen einer
lokalen Losartan-Gabe auf die Mikrozirkulation und die intestinale

Barrierefunktion unter hypovolamischen Kreislaufbedingungen.

2.6.4 NaCl-Applikation unter hypovolamischen

Kreislaufbedingungen

Als Kontrollgruppe erhielten die Tiere analog zum Zeitpunkt der
Losartanapplikation, nach Induktion der Hypovoléamie, das reine Vehikel

(isotonische NaCl-Lésung). AnschlieBend erfolgte die Retransfusion des Blutes.
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2.7 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben. Sie
wurden verglichen mittels Varianzanalyse fur wiederholte Messungen (ANOVA
— analysis of variance for repeated measurements) gefolgt von einem
Bonferroni post-hoc Test fur multiple Vergleiche (GraphPad Prism 6.0f for
Windows, GraphPad Software, La Jolla California, USA). Das Signifikanzniveau
wurde auf 95% (entsprechend p<0,05) festgelegt.

3 Ergebnisse

3.1 Einfluss lokaler Losartan-Applikation auf die
Mikrozirkulation an der oralen und gastralen Mukosa unter

physiologischen Kreislaufbedingungen

Unter physiologischen Kreislaufbedingungen erhéht Losartan den Blutfluss
(uflow) in der gastralen Mukosa vortbergehend von 108 aU + 3 auf 147 +17
aU nach 10 min und auf 134 +10 aU nach 15 min, wahrend er nach NaCl-
Applikation unveréndert bleibt (97 +7 vs. 98 + 9 aU nach 15 min) (Abb. 4).
Nach 30 min ist dieser Effekt nicht mehr nachweisbar (128 + 14 aU nach
Losartangabe vs. 99 + 10 aU in der Kontrollgruppe) und unterscheidet sich im
weiteren Verlauf nicht zwischen den Gruppen. (Tabelle 1, Abb. 4)
Gleichzeitig ist die gastral gemessene Geschwindigkeit der Blutteilchen
(velocity) nach Losartangabe im Vergleich zur NaCl-Gabe erhdht. Dies betrifft
die Zeitpunkte 10 min (19 =1 vs. 15+ 0 aU), 15 min (18 £ 1 vs. 15 + 0 aU),
sowie 60 min (18 =0 vs. 15 + 1 aU) nach der Applikation. AnschlieBend sind

keine Unterschiede zwischen den Gruppen zu erkennen (Tabelle 1, Abb. 5).
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Abb. 4: Der gastrale Blutfluss unter physiologischen Kreislaufbedingungen (NV) mit anschlieBend zur
Retransfusion (RT) dquivalentem Beobachtungszeitraum ist im Zeitverlauf aufgetragen. Die
Messzeitpunkte sind vor (NV30) bzw. 10 (NV40), 15 (NV45) und 30 min (NV60) nach Losartan- oder NaCl-
Applikation, jeweils als MW + SEM fiir n = 6 Hunde dargestellt; * = p < 0,05 zur Kontrollgruppe
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Abb. 5: Die velocity unter physiologischen Kreislaufbedingungen (NV) mit anschlieBend zur Retransfusion
(RT) aquivalentem Beobachtungszeitraum ist im Zeitverlauf aufgetragen. Die Messzeitpunkte sind vor
(NV30) bzw. 10 (NV40), 15 (NV45) und 30 min (NV60) nach Losartan- oder NaCl-Applikation, jeweils als
MW + SEM flr n = 6 Hunde dargestellt; * = p < 0,05 zur Kontrollgruppe
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Die Steigerung des gastralen pflow und der velocity hatten keinen Einfluss auf
die gastrale Sauerstoffsattigung (vHbO2), die weder im Vergleich zum
Ausgangswert (81 £ 2 vs. 83 + 2 % 10 min nach Losartangabe), noch im
Vergleich zur Kontrollgruppe (83 +£2 vs. 81 +3 % nach 10 min in der
Kontrollgruppe) wesentliche Differenzen aufwies. Auch im weiteren Verlauf der
Experimente zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.
(Tabelle 1)

An der oralen Mukosa zeigt sich nach Losartanapplikation kein Effekt auf den
Blutfluss (von 162 + 27 auf 164 + 24 aU), die Geschwindigkeit (von 28 + 5 auf
29 + 5 aU) oder yHbO2 (von 85 + 1 auf 82 + 1%) der Blutteilchen (Tabelle 1).
Auch im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigen die genannten Parameter keine
Unterschiede.

Die Messung des rHb ergab (oral und gastral) keine relevanten Differenzen

zwischen den Versuchsgruppen.
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Tabelle 1: Ergebnisse der 02C-Messungen in der Ubersicht iiber die Gruppen und Messzeitpunkte
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Legende: NaCl bzw. Losartan = Gruppe in der die jeweilige Substanz lokal unter physiologischen
Kreislaufbedingungen appliziert wurde; NaCl-H bzw. Losartan-H = Gruppe in der die jeweilige Substanz
lokal unter hdmorrhagischen Kreislaufbedingungen appliziert wurde; HV / NV = Hypo- bzw. Normovolamie
je nach Gruppe mit Zeitangabe (30,40,60) in Minuten nach Aufteilung der Gruppen in Hypo- bzw.
Normovoléamie; MW + SEM flr n = 6 Hunde, * = signifikant zur jeweiligen Kontrollgruppe; # = signifikant
zum jeweiligen Baseline-Wert
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In den videomikroskopischen Messungen der oralen Mikrozirkulation konnten

keine signifikanten Unterschiede zwischen Losartan- und NaCl-Applikation

festgestellt werden. Weder auf die GeféaBdichte (TVD) (13 £ 1 nach

Losartanapplikation vs. 14 £+ 1 mm/mm? in der Kontrollgruppe), noch auf die

Dichte durchbluteter GefaBe (PVD) (10 =1 vs. 10 £ 1 mm/mm?) oder die

Flussqualitat (MFI(Software)) (2,0 £ 0,2 vs. 1,8 + 0,2) hatte die Losartan-

Applikation einen Einfluss (jeweils nach 10 min). Auch die manuelle

Auswertung des MFI (MFI (manuell)) (2,8 = 0,1 vs. 2,9 + 0) zeigte keine

Unterschiede zwischen den Gruppen (Tabelle 2).

Tabelle 2: Ergebnisse der CytoCam-Messungen in der Ubersicht iiber die Gruppen und

Messzeitpunkte

Parameter Gruppe Baseline | Saccharid.] HV/ NV 30 | HV/ NV 40] HV/ NV 60 RT 30 RT 60
[hh:mm)] 00:30 1:00 01:30 01:40 02:00 02:30 03:00

NaCl 13 + 1§13 + 2113 + 1114 + 1|15 + 1|14 £+ 1113 + 1

TVD Losartan 15 + 2|15 + 1114 + 1113 + 1}]13 + 1}]13 £+ 013 =+ 1
[mm/mm2] |NaCl-H 13 + 1|13 + 1)J10# £+ 1110 + 112 + 1}]14 £+ 1115 = 1
Losartan-H] 15 + 1|14 + 0O |J11# + 1 ]10# + 1 |10# + 1|15 + 1]14 + 1

NaCl 10 + 2|11 + 211 + 1110 + 1}13 + 111 £+ 1]10 = 1

PVD Losartan 12 + 29112 £+ 1110 + 1}]10 £ 110 £ 1} 9 + 1|11 + 1
[mm/mm2] |NaCl-H 10 £+ 1|9 + 1})6# £ 116 = 1|18 + 011 £+ 1112 + 1
losartan-H] 11 + 1|11 + O 7# + 2| 7# + 1|7# + 1|12 £+ 1]110 = 1

NaCl 70 + 11176 £+ 98 + 4169 + 8|8 + 2179 + 5|72 £+ 9

PPV Losartan 77 + 7179 £ 474 + 6|76 £ 7|70 £ 7172 + 5|78 t 7
[%] NaCl-H 73 + 4167 £ 7|57 £ 6|61 £+ 9|69 £ 4179 + 4|85 + 4
Losartan-H] 77 + 5|78 + 3|59 + 13165 + 7|64 + 7|80 + 3173 + 7

NaCl 1,9 £+03)21 +03124 + 01118 +0,2}23 £0,1121 +£0,2/19 +0,3

MFI Losartan 21 +£0,2122 £01120 = 02|20 +0,2118 £0,2]119 +0,2]21 £0,2
(Software) |NaCl-H 19 +0,1§18 +0,2114 + 02]16 +0,2]18 +£0,2122 +0,1{24 +0,2
Losartan-H] 2,1 + 0,221 +0,1]15 + 04)17 +0,2})16 £03]21 +£0,1]19 +0,2

NaCl 29 +00)28 £00128 +* 00|29 +0,0}28 01129 +0,1]29 £0,1

MFI Losartan 29 +01128 +£0,1129 + 00|28 +0,1}28 +0,1]29 +0,1]29 0,0
(manuell) |NaCl-H 29 £00]29 £01]2# = 02|2# +02]2# £ 01129 +£0,1]29 £0,1
Losartan-H]| 2,9 + 0,028 + 00} 2# + 00]2# +00]2# +0,1]29 +0,1]29 + 0,0

Legende: NaCl bzw. Losartan = Gruppe in der die jeweilige Substanz lokal unter physiologischen
Kreislaufbedingungen appliziert wurde; NaCl-H bzw. Losartan-H = Gruppe in der die jeweilige Substanz
lokal unter hdmorrhagischen Kreislaufbedingungen appliziert wurde; HV / NV = Hypo- bzw. Normovolamie
je nach Gruppe mit Zeitangabe (30,40,60) in Minuten nach Aufteilung der Gruppen in Hypo- bzw.
Normovoléamie; MW + SEM flr n = 6 Hunde, * = signifikant zur jeweiligen Kontrollgruppe; # = signifikant
zum jeweiligen Baseline-Wert

Die lokale Losartanapplikation hatte keinen Einfluss auf systemische

h&modynamische Parameter. So zeigten sich bezogen auf den MAP weder

nach 10 min (62 + 2 nach Losartanapplikation vs. 64 + 3 mmHg in der

Kontrollgruppe) noch im weiteren Verlauf Differenzen zwischen den Gruppen
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der Losartan- bzw. NaCl-Applikation (Tabelle 3, Abb. 7). Auch mit Blick auf das
HZV (77 + 4 vs. 78 + 4 ml/kg/min nach 30 min (HV60)) zeigten sich keine

Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (Tabelle 3, Abb. 8).

Tabelle 3: Kreislaufparameter in der Ubersicht iiber die Gruppen und Messzeitpunkte

Parameter Gruppe Baseline| Saccharid.|HV/ NV 30JHV/ NV 60 RT 30 RT 60
[hh:mm] 00:30 1:00 01:30 02:00 02:30 03:00
NaCl 12 + 1112 + 112 + 1112 £ 1112 + 1112 =+ 1
DO2 Losartan 12 + 1112 + 112 + 1112 + 1112 + 1112 = 1
[ml/kg/min] |NaCl - H 13 + 1112 + 1| 7# + 118 + 1112 + 1113 = 1
Losartan-H| 12 + 1] 12 + 1| 6# + 1| 7# + 1|12 + 1]13 * 2
NaCl 26 + 2|27 + 2|27 £ 2127 + 2|28 + 2|28 + 2
SVR Losartan 25 + 3|27 + 2|27 £ 2|27 £ 2|27 + 3|27 + 2
[mmHg-min/I] NaCl - H 24 + 2|26 + 2|34# £ 4|37# + 2|33# + 3|25 + 2
Losartan-H| 24 + 2126 + 2|37# + 2|37# + 3|31# + 2|26 + 3
NaCl 22 + 2|21 £ 2|21 £ 2|21 £ 2|22 + 2|22 + 2
SV Losartan 22 + 2|21 £ 2|21 £ 2|21 £ 2|22 + 2|22 + 2
[ml] NaCl-H 22 + 2|22 + 2|13# £ 1|13# + 1|23 + 3|26# + 2
Losartan-H| 22 + 2] 21 + 2|12# + 1|13# + 1|24 + 2]25# = 2
Parameter Gruppe Baseline| Saccharid.|HV/ NV 30| HV/ NV 40| HV/ NV 45| HV/ NV 60 RT 30 RT 60
[hh:mm] 00:30 1:00 01:30 01:40 01:45 02:00 02:30 03:00
NaCl 62 + 2|64 + 2|64 + 3164 £ 3|65 £ 3|64 + 2165 + 2]|65# + 3
MAP Losartan 60 + 1]62 + 2|62 £ 1|62 + 2|63 + 1|63 + 2163 + 2163 £+ 3
[mmHg] NaCl-H 59 + 1|63# + 2|48# + 2|53# + 2|53# + 2|56# + 2|74# £ 3]|66# t 2
Losartan-H] 57 + 2160 * 2|48# + 2|52# + 2|54# + 2|54 + 2|73# + 3|64# + 1
NaCl 117 + 31115 + 3114 + 3114 + 3114 + 3113 + 3112 + 3112 + 4
Hf Losartan 113 + 31115 + 3113 + 3112 + 3113 + 3112 + 3112 + 4111 + 4
[1/min] NaCl-H 114 + 31116 + 3|114 + 4]116 + 4117 + 4117 + 4]103# + 5|105# + 5
Losartan-H] 113 + 41113 + 3]113 + 4116 + 4117 + 41117 + 4]103# + 4|104# + 4
NaCl 80 + 5|79 + 5|78 £ 5179 + 5|78 + 4|78 + 4178 + 4179 £ 5
HzVv Losartan 79 + 4|77 + 4|76 £ 477 £ 4|77 + 4|77 + 4)77 £ 5]78 t 4
[ml/kg/min] |NaCl - H 81 + 5|80 + 4|49 + 5 50# + 2|76 + 6|87 + 4
Losartan-H] 79 + 6] 78 * 5|43# + 3 49# + 3179 + 6185 * 7

Legende: NaCl bzw. Losartan = Gruppe in der die jeweilige Substanz lokal unter physiologischen

Kreislaufbedingungen appliziert wurde; NaCl-H bzw. Losartan-H = Gruppe in der die jeweilige Substanz

lokal unter hdmorrhagischen Kreislaufbedingungen appliziert wurde; HV / NV = Hypo- bzw. Normovolamie

je nach Gruppe mit Zeitangabe (30,40,60) in Minuten nach Aufteilung der Gruppen in Hypo- bzw.
Normovoléamie; MW + SEM flr n = 6 Hunde, * = signifikant zur jeweiligen Kontrollgruppe; # = signifikant

zum jeweiligen Baseline-Wert

Die lokale Applikation von Losartan hatte unter physiologischen

Kreislaufbedingungen keinen Effekt auf die gemessenen Blutgase (pO2, pCo2,

SAT in Tabelle 4), den pH-Wert, die Bikarbonat- und Laktatkonzentration, den

Héamatokritwert oder die Hdmoglobinkonzentration im Blut der Tiere (Tabelle 4).
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3.2 Einfluss lokaler Losartan-Applikation auf die
Mikrozirkulation an der oralen und gastralen Mukosa unter

hypovolamischen Kreislaufbedingungen

Unter hypovoldmischen Kreislaufbedingungen zeigte sich eine leichte
Reduktion des gastralen pflow (p=0.12), welche tendenziell durch Losartan
aufgehoben wurde (125 + 9 vs. 95 + 16 aU in der Kontrollgruppe, p=0.09). Die
gastrale velocity fiel unter Hypovolamie signifikant im Vergleich zur baseline ab
(29 =4 vs. 20 + 4 aU in der Kontrollgruppe), dieser Effekt wurde durch
Losartanapplikation aufgehoben.

Die yHbO2 wurde an der gastralen Mukosa (56 + 7 nach Losartanapplikation
vs. 57 £ 6 % in der Kontrollgruppe) ebenso wenig wie an der oralen Mukosa (46
+ 6 vs. 46 + 3 %) durch die Losartanapplikation beeinflusst.

Es konnten an der oralen Mukosa auBerdem keine Effekte der
Losartanapplikation auf die velocity (19 + 3 vs. 21 + 4 aU) oder den yflow (80 +
21 vs. 99 + 33 aU) beobachtet werden. (Tabelle 1)

Durch die Induktion der Hypovolamie fiel der pflow nach Losartanapplikation an
der oralen Mukosa von 179 + 26 (Baseline) auf 80 + 21 aU (HV 40) und in der
Kontrollgruppe von 167 + 28 auf 99 + 33 aU ab (Tabelle 1).

In den Messungen des rHb (oral bzw. gastral) ergaben sich zwischen den
Versuchsgruppen keine relevanten Unterschiede (Tabelle 1).

Die videomikroskopischen Untersuchungen an der oralen Mukosa konnten
keinen Effekt der Losartan-Applikation zeigen (Tabelle 2). Die Hypovolédmie (HV
30) resultierte (im Vergleich zur Baseline) in beiden Gruppen in einem
gleichartigen Abfall von TVD, PVD und MFI (manuell) ohne Unterschiede

zwischen den Versuchsgruppen. (Tabelle 2)
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Abb. 6: Der gastrale Blutfluss unter hd&morrhagischen Kreislaufbedingungen (HV) mit anschlieBender
Retransfusion (RT) ist im Zeitverlauf aufgetragen. Die Messzeitpunkte sind vor (HV30) bzw. 10 (HV40), 15
(HV45) und 30 min (HV60) nach Losartan- oder NaCl-Applikation, jeweils als MW + SEM fiir n = 6 Hunde
dargestellt * = p < 0,05 zur Kontrollgruppe
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Abb. 7: Mittlerer arterieller Blutdruck im Zeitverlauf unter physiologischen Kreislaufbedingungen (NV) vor
(NV30) bzw. 10 (NV40), 15 (NV45) und 30 min (NV60) nach Losartan- (Losartan) bzw. NaCl-Applikation
(NaCl), sowie unter hypovolamischen Kreislaufbedingungen (HV) ebenfalls vor (HV30) bzw. 10 (HV40), 15
(HV45) und 30 min (HV60 nach Losartan- (Losartan-H) bzw. NaCl-Applikation (NaCl-H), dargestellt mit
MW + SEM flr n = 6 Hunde; * = p < 0,05 zur Kontrollgruppe
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Die lokale Applikation von Losartan im Schock beeinflusste die aufgezeichneten
systemischen Kreislaufparameter (Tabelle 3, Abb. 7 und Abb. 8) ebenfalls nicht.
Durch die Induktion der Hypovolamie fiel in der Kontrollgruppe die DO2 (von 13
+ 1 auf 7 £ 1 ml/kg/min), bedingt war dieser Abfall durch eine Reduktion des
HZV (von 81 + 5 auf 49 + 5 ml/kg/min). Der Grund der Reduktion des HZV ist in
einer Abnahme des SV (von 22 + 2 auf 13 + 1 ml) bei konstant bleibender Hf
(114 £ 3 vs. 114 + 4 1/min) zu sehen. Als Folge der HZV-Reduktion sank der
MAP (von 59 + 1 auf 48 + 2 mmHg) (Abb. 7). Der SVR stieg kompensatorisch
(von 24 + 2 auf 34 + 4 mmHg*min/l) an. (Tabelle 3) Im Vergleich zur
Kontrollgruppe zeigten sich nach Losartanapplikation insbesondere keine
Unterschiede beim MAP (52 + 2 mmHg nach Losartanapplikation vs. 53 + 2
mmHg in der Kontrollgruppe nach 10 min) und im HZV (49 + 3 vs. 50 =2
ml/kg/min nach 30 min). Gleiches gilt fur die spateren Messwerte (Tabelle 3,
Abb. 8).

Herzzeitvolumen
100~ Losartan
NaCl -e- Losartan-H
80+ + & Losartan
= © NaCl-H
£ 60+
ES) £ NaCl
=
= 40
20+
0 | | | | | | | | | | | |
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Q <° S S
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Abb. 8: Herzzeitvolumen im Zeitverlauf unter physiologischen Kreislaufbedingungen (NV) vor (NV30) bzw.
30 min (NV60) nach Losartan- (Losartan) bzw. NaCl-Applikation (NaCl), sowie unter hypovolamischen
Kreislaufbedingungen (HV) ebenfalls vor (HV 30) bzw. 30 min (HV60) nach Losartan- (Losartan-H) bzw.
NaCl-Applikation (NaCl-H), dargestellt mit MW + SEM fiir n = 6 Hunde; * = p < 0,05 zur Kontrollgruppe
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Tabelle 4: Ergebnisse der Blutgasanalyse in der Ubersicht iiber die Gruppen und Messzeitpunkte

Parameter Gruppe Baseline Saccharid. | HV/NV 30| HV/NV 60 RT 30 RT 60

[hh:mm] 00:30 1:00 01:30 02:00 02:30 03:00
NacCl 136 +4,74| 138 +5,63| 140 +4,37] 142# +5,59] 141# + 4,43 141# £ 3,86
p0O2 Losartan 139 +4,94| 141 +5,30| 141 £5,43) 141 +4,77] 143 +4,26] 143# £ 4,97
[mmHg] NaCl - H 139 +4,86] 144 +3,90| 130# +3,85] 136 +4,03]| 151# +5,80] 149# + 5,56
Losartan-H| 134 +4,77]| 139# £5,26] 126# +4,69] 132 +4,24] 145# £ 3,90] 144# + 3,19
NacCl 36 +0,80] 37 £0,97] 38 +0,75| 38# +0,75] 38 +0,74] 38# +0,51
pCO2 Losartan 37 +1,17] 37 +1,21) 37 +0,88] 38 +1,04] 38 +0,93] 38 1,72
[mmHg] NaCl-H 37 +1,22] 37 +1,05] 42# +1,48] 42# +1,29] 37 0,81] 37 0,77
Losartan-H| 38 +1,13] 37 +1,04] 43# +1,46] 42# +1,35) 37 +0,78] 38 0,75
NaCl 98 +0,26] 98 +0,32] 98 +0,23] 98 £0,28] 98 +0,22] 98 0,18
SAT Losartan 98 +0,25|] 98 +0,26] 98 +0,25| 98 £0,25] 98 +0,20] 98 0,26
[%] NaCl-H 98 +0,26] 98 +£0,19] 97# +0,31| 98# +0,28] 98# +0,21] 98# 0,21
Losartan-H| 98 +0,27] 98 +0,27] 97# +0,40] 97# £0,32] 98# +0,18] 98# 0,15
NaCl 35 +£1,63] 35 +1,67] 35 +1,88] 34 +1,78] 34 +1,89] 34 +1,89
Hkt Losartan 34 +£1,70] 34 +1,69] 34 +1,71} 34 +1,88] 34 +1,71] 34 1,73
[%] NaCl-H 35 +1,69] 34 +1,66] 34 +1,46| 34# +1,58] 33# +1,41] 34# +1,45
Losartan-H| 34 +1,41] 34 +1,58] 34 +140] 33# +1,28] 33# +1,58] 34 +1,59
NacCl 11,38 +£0,59]11,33 £0,59]11,27 +0,61}11,32 £0,65]11,28 + 0,65]11,33 + 0,64
Hb Losartan 11,18 +0,57]11,22 +0,58}11,13 +0,60}11,13 +0,62]11,13 +£0,60}11,01 £ 0,61
[g/dl] NaCl-H 11,35+0,61111,30£0,62}11,22 +0,5111,08#+ 0,5110,98#+ 0,5210,89#+ 0,58
Losartan-H|11,27 £ 0,49]11,17 £ 0,52]11,23 + 0,46[10,97#+ 0,40[10,92#+ 0,47]10,95#* 0,50
NaCl 7,39* +£0,01] 7,38 +0,01]|7,38# +0,01}7,37# +0,01]7,37# £ 0,01}7,37# + 0,01
pH Losartan 7,38 +0,01| 7,37 +0,01] 7,37 +0,01] 7,37 +0,01] 7,37 £0,01] 7,37 +0,02
NaCl-H 7,38 £0,01] 7,38 £0,01}7,31# £0,01]7,31# £ 0,01}7,36# +0,01}7,36# £ 0,01
Losartan-H| 7,37 +£0,01] 7,37 £0,01}7,30# £0,01}7,31# £ 0,02]7,36# + 0,01]7,36# + 0,01
NacCl 21 +0,32] 21 *0,41] 21 0,34] 21 +£0,29] 21 +0,38] 21 0,28
HCO3- Losartan 21 +0,26] 21 +0,22] 21 0,26] 21 +0,30] 21 +0,35] 21 0,35
[mmol/I] NaCl - H 21 +0,36] 21 £0,36] 20# +0,29] 20# +0,32] 20# £0,29] 21# 0,25
Losartan-H| 21 +0,15] 21 £0,23] 20# +0,18] 20# +0,20] 20# £0,27] 21 0,18
NacCl 0,73 +£0,09] 0,87 £0,10]0,97# £0,11}0,98# £ 0,12] 1# +0,14] 1# 0,14
Laktat Losartan 0,83 +0,10] 0,97 £0,12]1,03# £0,12]1,05# £0,1111,08# + 0,13]1,05# £ 0,11
[mmol/1] NaCl-H 0,75 +£0,11]0,97# +0,15]1,38# £+ 0,16]1,33# £ 0,18]1,13# +0,14] 1,1# +0,15
Losartan-H] 0,77 +0,10]0,92# +0,12]1,33# +0,15]1,30# £+ 0,15]1,13# £ 0,13] 1,1# +0,11

Legende: NaCl bzw. Losartan = Gruppe in der die jeweilige Substanz lokal unter physiologischen
Kreislaufbedingungen appliziert wurde; NaCl-H bzw. Losartan-H = Gruppe in der die jeweilige Substanz
lokal unter hdmorrhagischen Kreislaufbedingungen appliziert wurde; HV / NV = Hypo- bzw. Normovolamie
je nach Gruppe mit Zeitangabe (30,40,60) in Minuten nach Aufteilung der Gruppen in Hypo- bzw.
Normovoléamie; MW + SEM flr n = 6 Hunde, * = signifikant zur jeweiligen Kontrollgruppe; # = signifikant
zum jeweiligen Baseline-Wert

Die lokale Applikation von Losartan hatte unter hypovolamischen

Kreislaufbedingungen keinen Effekt auf die gemessenen Blutgase (pO2, pCo2,

SAT in Tabelle 4), den pH-Wert, die Bikarbonat- und Laktatkonzentration, den

Hamatokritwert oder die Hdmoglobinkonzentration im Serum. Durch die

hypovolamischen Kreislaufbedingungen stiegen der pCO2 und die

Laktatkonzentration im Blut an. Die Sauerstoffsattigung, der pH-Wert und die
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Bikarbonatkonzentration im arteriellen Blut fielen als Folge der Hypovolamie im
Vergleich zum Baseline-Wert der jeweiligen Gruppe (Tabelle 4). Nach 60
Minuten (HV 60) hatte die Hypovolamie auch einen Abfall des Hb und des Hkt
zur Folge (Tabelle 4). Diese Effekte hielten zum Teil bis in die Retransfusion an
(RT 30/60).

3.3 Einfluss der lokalen Losartan-Applikation auf die

Barrierefunktion der gastralen Mukosa

Die Messungen wahrend der Baseline zeigten in den vier Versuchsgruppen
Ausgangswerte von 16 + 7 Xylose/ul (Kontrollgruppe ohne Hypovolédmie) bis zu
120 + 26 Xylose/ul (Losartanapplikation unter Hypovoléamie). Unter
hypovolamischen Kreislaufbedingungen war nach Losartan- bzw. NaCl-
Applikation nach 30 min (625 + 342 vs. 360 + 131 Xylose/ul) kein Unterschied
in der Aufnahme von Xylose ins Blutplasma nachzuweisen (Tabelle 5).
Gleiches gilt fur die Messwerte unter physiologischen Kreislaufbedingungen
(Tabelle 5). Laktulose, Manntiol und Rhamnose wurden (als Zeichen einer
geringen Stdrung der Barrierefunktion) nur in einem fur die Quantifizierung im

Blutplasma nicht ausreichendem Anteil resorbiert.

Tabelle 5: Ergebnisse der Xylose-Messungen im Blutplasma in der Ubersicht iiber die Gruppen und

Messzeitpunkte

Parameter Gruppe Baseline | Saccharid.|HV / NV 30] HV / NV 60

00:30 1:00 01:30 02:00
NaCl 16+ 7] 125+ 26| 228+ 80] 218+ 90
Xylose |Losartan 48 + 33| 247+ 77| 467+ 171]|476# + 154
[Menge/ul]|NaCl - H 32+ 25] 458 + 328] 382+ 121 360+ 131

Losartan-H| 120+ 26] 264+ 71] 370 * 166]625# + 342

Legende: NaCl bzw. Losartan = Gruppe in der die jeweilige Substanz lokal unter physiologischen
Kreislaufbedingungen appliziert wurde; NaCl-H bzw. Losartan-H = Gruppe in der die jeweilige Substanz
lokal unter hdmorrhagischen Kreislaufbedingungen appliziert wurde; HV / NV = Hypo- bzw. Normovolamie
je nach Gruppe mit Zeitangabe (30,40,60) in Minuten nach Aufteilung der Gruppen in Hypo- bzw.
Normovoléamie; MW + SEM flr n = 6 Hunde, * = signifikant zur jeweiligen Kontrollgruppe; # = signifikant
zum jeweiligen Baseline-Wert
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4 Diskussion

4.1 Zentrale Aussagen

1. Die lokale Applikation von Losartan erhéht den Blutfluss der gastralen
Mikrozirkulation unter physiologischen Kreislaufbedingungen.

2. In deutlich geringerem MaBe verbessert Losartan auch den Blutfluss an
der gastralen Mukosa wahrend eines hamorrhagischen Schocks
(p=0.09).

3. Die lokale Applikation von Losartan an oraler und gastraler Mukosa hat

keinen Einfluss auf systemische Kreislaufparameter.

4.2 Methodenkritik

4.2.1 Experimentelle Rahmenbedingungen

Die Ergebnisse der Experimente und deren Auswertung ermdglichen die
Beantwortung hinsichtlich der Fragestellungen (vgl. 1) nur, wenn die
experimentellen Rahmenbedingungen den Schluss zulassen, dass die
dargestellten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen nicht durch duBere
oder vom Untersuchungsziel abweichende innere Faktoren ausgelést wurden.
Um dies zu gewéhrleisten, wurden Nahrungsmenge, Gewicht,
Versuchszeitpunkt, Geschlecht und die Versuchsausfiuhrung standardisiert (vgl.
2). Durch die 12-stiindige Nahrungskarenz im Vorfeld der Versuche wurde
neben einer stabileren Messung ein jeweils &hnlicher pH-Wert im Magen des
Versuchstieres erreicht [87]. Der Einfluss der pH-abhangigen Léslichkeit [88]
von Losartan auf die Experimente wurde so minimiert.

Die Substanz-Applikation erfolgte jeweils langsam und in gleicher Menge, so
dass Artefakte in der Messung bzw. Beeinflussungen der Mikrozirkulation durch
Druck auf das Gewebe minimiert werden konnten.

Eine stabile, standardisierte Versuchsdurchfihrung wurde durch die zwischen
den Gruppen nahezu identischen Messwerten zu Versuchsbeginn (,baseline®)

sichergestellt. Die im Verlauf auftretenden Unterschiede zwischen den
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Versuchsgruppen kénnen also auf die unterschiedlichen Interventionen

zurlickgefuhrt werden.

4.2.2 Losartanapplikation und lokale Therapie

Die Frage nach der Eignung von Applikationsart bzw. -weg sowie der Menge
des verabreichten Losartans sind von entscheidender Bedeutung fur die
Interpretation der Ergebnisse dieser Studie. Gerade im Hinblick auf eine
ausschlieBlich lokal wirkende Therapie (vgl. 1) stehen Faktoren wie Léslichkeit,
Schleimhautpermeabilitat, sowie die (orale) Bioverfligbarkeit des Pharmakons
im Vordergrund.

Losartan ist als wasserldsliches Pharmakon stabil im sauren Milieu und oral
bioverfugbar [49, 89], daher ist von einer Permeabilitat durch die Mukosa
auszugehen. Die Applikation erfolgte wie beschrieben (vgl. 2.4.10) direkt an der
oralen bzw. gastralen Mukosa, so dass auf die lokale Wirkung der verwendeten
Substanzmenge geschlossen werden kann. Gestutzt wird die Annahme der rein
lokalen Wirkung des Losartans durch die fehlenden Effekte auf die
systemischen Kreislaufparameter (vgl. 3). Die Dosis wurde anhand der

aktuellen Literatur gewahlt. [49]

4.2.3 Messungen der oralen und gastralen Mikrozirkulation

Die zentralen Ergebnisse dieser Arbeit betreffen die mukosale Mikrozirkulation.
Um eine valide qualitative sowie quantitative Bestimmung dieser zu erreichen,
wurden drei verschiedene Messmethoden eingesetzt. Neben der in der
Arbeitsgruppe etablierten und in Studien evaluierten [90-92] Messung mittels
Reflexionsspektrofotometrie und Laser-Doppler-Technik wurde als Erganzung
die orale Messung mittels Videomikroskopie (vgl. 2.4.8) etabliert. Die oral und
gastral gewahlten Messorte sind nach aktuellen Erkenntnissen [93, 94]
geeignet, um Ruckschlisse auf die intestinale Mikrozirkulation zu ziehen. Die
Ergebnisse von Vollmer et al. [81] konnten zeigen, dass die Messungen des
gastralen uflow, nicht jedoch des oralen pflow, mit der Barrierefunktion des

Dinndarms korrelieren.
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Um Artefakte soweit wie moglich zu reduzieren, waren die Versuchstiere
nichtern sowie nach Relaxation kontrolliert beatmet (vgl. 2.5). Die
Aufzeichnung der Daten mittels O2C erfolgt in hoher Frequenz und mit
Darstellung nahezu in Echtzeit. So kann die Signalqualitadt durchgehend anhand
des angezeigten Reflexionsspektrums beurteilt und konstant gehalten werden.
Mit Blick auf die kurze (lokale) Wirkdauer des verwendeten Pharmakons [49]
erlangt diese Art der Datenerfassung eine besondere Bedeutung. Durch die
geringe Gr6Be der verwendeten Sonden war auch gastral eine Messung ohne
wesentliche Beeinflussung der lokalen Mukosa mdglich. Es ist also
anzunehmen, dass diese Messungen unter nahezu physiologischen
Bedingungen stattfinden konnten. Durch die verwendete Instrumentierung
wurde die Substanz in unmittelbarer Nahe des Messortes appliziert (vgl. 2.5).
Ein Nachteil der punktuellen O2C-Messung ist, dass die Heterogenitat des
Blutflusses nicht erfasst werden kann [95]. Allerdings konnte bereits gezeigt
werden, dass die punktuelle Messung ausreichend ist, um Unterschiede im
Fluss zu detektieren, die mit einer verbesserten Barrierefunktion der
intestinalen Mukosa einhergehen [81, 96].

Die Messung mittels Reflexionsspektrofotometrie ermdéglicht dabei —im
Gegensatz zu den gangigen anderen Techniken zur Messung der
Mikrozirkulation — die Messung der regionalen Oxygenierung. Somit kann auf
diese Weise auch eine Aussage Uber die Sauerstoffversorgung der Zellen
getroffen werden.

Um auch die Qualitat des Blutflusses und die Kapillardichte beurteilen zu
kénnen, wurden an der oralen Mukosa Aufnahmen mittels Videomikroskopie
angefertigt (vgl. 2.4.8). Fur die Platzierung der Kamera wurde der Ort gewahlt,
an dem auch die lokale Substanzapplikation und die O2C-Messungen erfolgten.
Den Empfehlungen [70] folgend, wurden jeweils drei Aufnahmen pro
Messzeitpunkt angefertigt. Messungen, welche die empfohlenen
Qualitatskriterien, insbesondere bezulglich Druckartefakten, nicht erfullten,
wurde nicht ausgewertet. Neben der softwaregestitzten Auswertung (vgl.
2.4.8), wurde der MFI auch manuell bestimmt, um die Aussagekraft der

erhobenen Daten zu stérken [73, 95]. Diese Bestimmung erfolgte verblindet.
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Durch die Kombination dieser Messmethoden war es mdéglich, ein umfassendes

Bild der mukosalen Mikrozirkulation wahrend der Versuche zu gewinnen.

4.2.4 Bewertung der MFI-Messungen

Nach Betrachtung der unterschiedlichen Messwerte von manueller und
softwaregestutzter Auswertung des MFI (Tabelle 2) stellt sich die Frage nach
der Reliabilitdt und Validitat dieser Messungen. Vergleicht man die Messwerte
der softwaregestutzten Auswertung vor Beginn jeglicher Intervention (Baseline:
1,94 — 2,12, Tabelle 2) mit in der Literatur [97, 98] angegebenen Werten fir
gesunde Patienten (2,7 — 2,9), so féllt eine deutliche Diskrepanz auf. Die
manuell bestimmten Werte (2,85 — 2,92, Tabelle 2) liegen hingegen in einem
ahnlichen Bereich. Mit Blick auf die urspriingliche Beschreibung des MFI von
Boerma et al. [73] soll in den 4 Quadranten jeweils der vorherrschende Fluss
einmalig bewertet werden (Abb. 1). Die verwendete Software hingegen
bewertet die detektierten GefaBe einzeln und bildet anschlieBend einen
Mittelwert (Abb. 2). Dadurch kénnen kleinste Abweichungen vom optimalen
Fluss stéarker ins Gewicht fallen. Dies scheint ein entscheidender Unterschied
zur manuellen Auswertung zu sein. Auch der statistisch nicht signifikante
Unterschied zwischen Messungen in Normo- (Baseline) und Hypovolamie
(HV30 in NaCl-H) in der softwaregestutzten Auswertung kann auf diese Weise
erklart werden. In der manuellen Auswertung ist dieser Unterschied analog zu
den Messungen des O2C (Tabelle 2) vorhanden. Zusammenfassend scheint
also die manuelle Auswertung der softwaregestitzten in dieser Studie

uberlegen zu sein.

4.2.5 Bewertung der intestinalen Barrierefunktion

Eine direkte Bewertung der Barrierefunktion der intestinalen Mukosa sollte
anhand der Resorption von gastral verabreichten Mono- und Disacchariden
etabliert werden.

Die Konzentration der Saccharide Laktulose, Rhamnose und Mannitol lagen
jeweils unterhalb der quantitativen Nachweisgrenze der Messmethode. Dies

kdnnte einerseits Ausdruck einer nur gering gestorten intestinalen
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Barrierefunktion im milden hdmorrhagischen Schock gewesen sein,
andererseits aber auch in einem ausgeprégten Reflux uber die Magensonde
wéahrend der Experimente mit konsekutiv erniedrigter gastraler Saccharid-
konzentration begrindet sein.

Die quantitative Bestimmung der Xylose im Blutplasma zeigte einen Anstieg,
ohne Unterschiede zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen
aufzuweisen (vgl. Tabelle 5).

Eine vorherige Studie [81] zeigte einen erhdhten Xylose-Anstieg nach Induktion
der Hypovoldmie im Vergleich zur Normovolamie. Dieser stellte sich in
Abhangigkeit zur Beeintrachtigung der gastralen Mikrozirkulation dar.
Allerdings wurde in betreffender Studie die Translokation der physiologisch
vorhandenen Xylose untersucht [81]. In der aktuellen Studie wurde hingegen
Xylose zusatzlich oral appliziert, um die physiologisch niedrigen Mengen zu
erganzen und gréBere Unterschiede zu detektieren. H6her osmolare Lésungen
im Darmlumen kdénnen selbst die intestinale Permeabilitéat erhéhen [99]. Dieser
Effekt mag zu den erhdhten Xylosekonzentrationen im Plasma nach exogener
Zufuhr beitragen und kann Effekte des milden Schocks uUberlagern.

AuBerdem kann die erhdhte Osmolaritat der verwendeten L6sung (im
Gegensatz zur physiologisch vorhandenen Xylose) zuséatzlich zu einer Stérung
der intestinalen Barrierefunktion gefihrt [99] und auf diese Weise die
Ergebnisse beeinflusst haben.

Eine abschlieBende Beurteilung der Barrierefunktion scheint daher nicht

maoglich.

4.3 Ergebnisdiskussion

4.3.1 Steigerung des gastralen Blutflusses durch lokale Losartan

Applikation

Unter physiologischen Kreislaufbedingungen ist der Anstieg des Blutflusses
(uflow) an der gastralen Mukosa (vgl. 3.1) als direkte Wirkung von Losartan auf

die Mikrozirkulation zu verstehen.
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Somit scheinen auch regionale ATi-Rezeptoren, unabhangig von solchen in
den vorgeschalteten Mesenterialarterien, an der regionalen Mikrozirkulation
beteiligt zu sein. Ob diese Rezeptoren direkt tber einen Effekt auf die
Vasomotorik wirken oder auch indirekt zum Beispiel Uber Protonenaustauscher
den Flussigkeitshaushalt der Zellen modulieren (vgl. 1) bedarf einer weiteren
Klarung.

Durch einen erhohten Blutfluss ware unter pathologischen Bedingungen eine
verbesserte Versorgung der Mukosa mit Sauerstoff, sowie eine optimierte
Entsorgung von Stoffwechselmetaboliten, méglich. Die Messungen mittels
Videomikroskopie beurteilen primér den Blutfluss, sowie dessen Qualitat, und
nicht die Oxygenierung des Gewebes (vgl. 2.4.8). Studien, die ein verbessertes
outcome bei Patienten mit optimierten Messwerten in der Videomikroskopie
zeigen konnten [24], weisen demnach auf die besondere Bedeutung des
Blutflusses fur die Mikrozirkulation hin.

Unklar ist, warum die gastrale Perfusion unter hypovoldmischen
Kreislaufbedingungen durch Losartan nur tendenziell verbessert wurde. Als
eine mogliche Ursache kommt eine weiter zentral gelegene, vorgeschaltete
Vasokonstriktion, verursacht durch die hypovoldmischen Kreislaufbedingungen,
in Frage. An einer solchen vorgeschalteten Vasokonstriktion kénnte
insbesondere auch Vasopressin beteiligt sein [100], welches im
h&morrhagischen Schock insbesondere die mesenteriale Durchblutung und
damit auch die Mikrozirkulation supprimiert [101]. Dadurch wirde die
Verbesserung der Mikrozirkulation durch eine lokal wirkende Substanz ggf.
gemindert oder aufgehoben.

Ein zweiter Grund kdnnte die vermehrte Ausschittung von AT Il im
h&morrhagischen Schock [34] gewesen sein. Auf diese Weise wurde die
Wirkung der kompetitiven Blockade [102, 103] des AT1-Rezeptors durch
Losartan vermindert. Demnach wére Losartan unter hypovolamischen
Kreislaufbedingungen lokal unterdosiert und somit weniger wirksam gewesen.
Folglich ware der blutflusssteigernde Effekt auf die Mikrozirkulation geringer

ausgefallen.
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Diese Grinde kénnten also die unterschiedlichen Messungen unter
physiologischen bzw. hypovolamischen Kreislaufbedingungen erklaren.

Die erhobenen Messwerte zu velocity und rHb helfen in erster Linie bei der
Interpretation des Blutflusses.

Mit Blick auf den zwischen den Versuchsgruppen stabilen rHb (vgl. 3.1 bzw.
3.2) erscheint eine vendse Stauung unwahrscheinlich [64].
Zusammenfassend kann der pflow an der gastralen Mukosa durch eine lokale
Losartan-Applikation gesteigert werden, die nur tendenzielle Steigerung unter
hypovolamischen Kreislaufbedingungen kénnte durch die o0.g. Griinde bedingt

sein.

4.3.2 Wirkung von Losartan auf die orale Mukosa

Die lokale Applikation von Losartan hat auf die Mikrozirkulation der oralen
Mukosa keinen Effekt gezeigt (vgl. 3.1 bzw. 3.2). Dies steht im Gegensatz zu
anderen Untersuchungen, welche Korrelationen der Mikrozirkulation an oraler
und intestinaler Mukosa gezeigt haben [104]. Folgende Anséatze kdnnten diese
divergent erscheinenden Beobachtungen erklaren.

Denkbar waren zum einen Differenzen in der Verteilung von AT-Rezeptoren in
oraler und intestinaler Mukosa. Dies hétte eine unterschiedliche Wirkung von
Losartan an den verschiedenen Interventionsorten zur Folge. Wahrend Effekte
von AT-Antagonisten bzw. das Vorhandensein von AT-Rezeptoren in der
intestinalen Mukosa héufig beschrieben wurden [9, 37, 38, 105], gibt es in der
Literatur diesbezuglich kaum Aussagen zur oralen Mukosa. Auch die
unterschiedliche Histologie der oralen und gastralen Mukosa [106] kann
Anhaltspunkte in Bezug auf eine unterschiedliche Regulierung des Blutflusses
geben. Die spezielle GefaBarchitektur der Villi des Dinndarms (vgl. 1) liegt in
dieser Form in der oralen Mukosa nicht vor. Zudem gibt es konkrete Hinweise,
dass die Mikrozirkulation der oralen Mukosa unabhé&ngig von der intestinalen
Mukosa auf Therapien reagieren kann. Edul et al. [107] zeigten, dass die
sublinguale Mikrozirkulation durch Interventionen beeinflusst werden kann,

wéahrend gleichzeitig die intestinale Mukosa unbeeinflusst bleibt.
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Auch Studien, in denen durch systemische Therapien des RAAS die orale
Mikrozirkulation beeinflusst wurde [29, 108], stehen nicht im Gegensatz zu
diesen Theorien, da sie durch Prozesse auf systemischer Ebene beeinflusst
worden sein kénnten. Zwar wurden in diesen Studien die hdmodynamischen
Messungen als stabil beschrieben, allerdings kénnten die gezeigten Effekte
trotzdem durch eine lokal gesteigerte Blutzufuhr Gber gréBere Arterien und
Arteriolen zustande gekommen sein.

Es gibt folglich verschiedene Erklarungsanséatze, warum in diesem Fall orale
und gastrale Mukosa unterschiedlich auf die lokale Losartan-Applikation
reagiert haben, diese gilt es ndher zu untersuchen.

Zusammenfassend unterstreicht dieses Ergebnis aber, dass die orale
Mikrozirkulation nicht immer mit der gastralen Mikrozirkulation korreliert. Die
alleinige Messung der oralen Mikrozirkulation, wie in vielen Studien am
Menschen Ublich, scheint demnach nicht ausreichend zu sein um valide
Ruckschlusse auf die Funktion der intestinalen Mikrozirkulation ziehen zu
kdénnen. Dies erklart mdglicherweise auch die Ergebnisse der bisher groBten
klinischen Studie (microSOAP), in der die orale Mukosa allein kein

unabhangiger Prognoseparameter ist [28].

4.3.3 Oxygenierung der gastralen Mukosa

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen keine Beeinflussung des yHbO2 der
gastralen Mukosa. Durch den lokal gesteigerten Blutfluss wére eine gesteigerte
Oxygenierung denkbar. Dem entgegen zu setzen sind Studien, die zeigen, dass
der vermehrte Sauerstoffverbrauch im Gewebe den durch den erhéhten
Blutfluss bereitgestellten Sauerstoff eliminiert [104, 109, 110]. Diese Studien
stitzen sich teils auf Beobachtungen des Partialdrucks von Kohlenstoffdioxid im
Gewebe, welcher eine Aussage Uber die Blutversorgung des Gewebes zulésst
[104, 111]. Dem folgend sinkt die Differenz des Kohlenstoffdioxidpartialdruckes
zwischen Mukosa und arteriellem Blut, wenn der Blutfluss in der Mukosa
zunimmt [104]. Bei gesteigertem pflow (und damit gesteigertem Abtransport von
Stoffwechselprodukten) wére trotz gesteigerter Stoffwechselprozesse demnach

auch ein konstanter Kohlenstoffdioxidpartialdruck denkbar.
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Einen anderen Erklarungsansatz liefert die besondere Anatomie und
GefaBarchitektur der intestinalen Mukosa. Wegen ihres komplexen
Kapillarsystems, das sich durch eine Vielzahl an sowohl seriell als auch parallel
verknUpften GefaBen auszeichnet [12], kann die Mukosa nicht als einfaches
geschlossenes System angesehen werden. Dies zeigt sich auch im
Vorhandensein funktioneller arterio-vendser Shunts im intestinalen Kapillarbett.
Durch eine enge rdumliche Beziehung von Arteriolen zu Venolen ist hier ein
direkter Ubertritt von Sauerstoff méglich [12]. Demzufolge scheint die Annahme,
ein gesteigerter Blutfluss fihre zwingend zu einer besseren Oxygenierung der
Mukosa, nicht vertretbar zu sein.

Ein unveranderter yHbO2-Wert kann also trotz verbessertem pflow auftreten.
Mogliche Ursachen stellen ein erhdhter Sauerstoffverbrauch des Gewebes

sowie die besondere Anatomie der Mukosa dar.

4.4 Klinische Relevanz

Unter hypovolamischen Kreislaufbedingungen wie dem hamorrhagischen
Schock treten im klinischen Setting u.a. durch die gestérte Integritat der
Darmbarriere Komplikationen wie Sepsis und MOV auf. Anteil daran tragt eine
gestdrte Mikrozirkulation in der intestinalen Mukosa (vgl. 1). Diese Studie zeigt,
dass lokal appliziertes Losartan die gastrale Mikrozirkulation beeinflussen kann
(vgl. 3.1). Allerdings kénnte eine Dosisanpassung fur hypovoladmische
Kreislaufbedingungen notwendig sein. Die Ubertragbarkeit der im Tierversuch
gewonnen Daten ist trotz beschriebener Ahnlichkeiten des Magens bzw.
Intestinaltraktes [112] sowie &hnlicher pharmakologischer Eigenschaften [49,
113] von Losartan bei Hund und Mensch weiter zu verifizieren. Durch die in
dieser Studie angestrebte lokale Therapie sind auBerdem seltene
Nebenwirkungen, wie sie bei systemischer Gabe auftreten (z.B. Hepatotoxizitat
[114, 115]), genauso limitiert wie unerwinschte Effekte auf hAmodynamische
Parameter (vgl. 3.2). Klinisch wére der Einsatz z.B. als Bestandteil von
enteraler Erndhrung denkbar. Da bis zu 29% des oral verabreichten Losartans

direkt in den Faeces ausgeschieden werden [49], erscheint auch eine lokale
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Therapie im Intestinaltrakt mdglich. Die Therapie des gesamten
Gastrointestinaltraktes kdnnte jedoch durch die notwendige deutlich hdhere
Losartan-Dosierung mit potentiell systemischen Wirkungen limitiert sein. Ein
alternativer Ansatz wére die langsame, verzdgerte aber niedrig dosierte
Freisetzung.

Es konnte gezeigt werden, dass Losartan in der Lage ist, nach topischer
Applikation die Mikrozirkulation zu beeinflussen. Demnach kann angenommen
werden, dass AT-lI-Rezeptoren auch an der lokalen Regulation des Blutflusses
beteiligt sind.

Der klinische Einsatz von Losartan in der lokalen Therapie an der intestinalen
Mukosa ist in Zukunft also prinzipiell denkbar.

Wahrend hamorrhagischer Ereignisse mussen allerdings noch hdhere lokale
Konzentrationen untersucht werden. Fir einen Therapieeinsatz waren demnach

noch weitere Untersuchungen notwendig.

5 Zusammenfassung

Der hdmorrhagische Schock stellt insbesondere auch infolge seiner
Komplikationen, wie der Sepsis oder des MOV, eine h&aufige und
schwerwiegende Erkrankung dar.

Bei der Entstehung dieser Komplikationen spielt die gestdrte Barrierefunktion
der intestinalen Mukosa eine zentrale Rolle.

Diese Stoérung wird kausal durch eine kompromittierte Mikrozirkulation der
intestinalen Mukosa unter hypovolamischen Kreislaufbedingungen verursacht.
Durch seine vasokonstriktive Wirkung scheint das im Schock vermehrt
sezernierte AT Il entscheidend an dieser Kompromittierung der intestinalen
Mikrozirkulation beteiligt zu sein.

Durch Applikation eines Antagonisten am ATi-Rezeptor (Losartan) im
h&morrhagischen Schock kénnte demnach die intestinale Mikrozirkulation
aufrechterhalten werden, die Barrierefunktion bestehen bleiben und auf diese

Weise das Auftreten der 0.g. Komplikationen verhindert werden.
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Zur Vermeidung systemischer Nebenwirkungen sollte die Applikation des
Losartans topisch erfolgen.

Um die Effekte von lokal appliziertem Losartan auf die orale und gastrale
Mikrozirkulation sowie die intestinale Barrierefunktion unter physiologischen
und hamorrhagischen Kreislaufbedingungen zu untersuchen, wurden sechs
weibliche Foxhounds wiederholt andsthesiert und instrumentiert. Die Hunde
durchliefen dabei jeweils in randomisierter Reihenfolge verblindet vier
Versuchsgruppen. Dabei wurde jeweils 30mg Losartan bzw. NaCl-Ldsung (als
Kontrolle) unter physiologischen Kreislaufbedingungen oder nach Induktion
eines hamorrhagischen Schocks (Entzug von 20% des individuellen
Blutvolumens) und anschlieBender Retransfusion appliziert.

Wahrend der Versuche wurde die orale und gastrale Mikrozirkulation mittels
Reflektionsspektrofotometrie und Laser-Doppler-Technik kontinuierlich beurteilt.
Parallel wurde intermittierend die orale Mukosa mittels incident dark field
illumination (IDF) untersucht. Wahrend der Versuche wurden systemische
Kreislaufparameter (u.a. DO2, HZV und MAP) kontinuierlich aufgezeichnet. Die
statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels einer 2-way ANOVA und
einem anschlieBendem Bonferroni post-hoc Test. Dargestellt sind MW + SEM,
p < 0,05.

Lokal appliziertes Losartan verbesserte unter physiologischen
Kreislaufbedingungen nach 10 min den gastralen pflow im Vergleich zur
Kontrollgruppe (147 + 17 vs. 106 + 9 aU), wahrend dieser Effekt unter
hypovoldmischen Kreislaufbedingungen nur tendenziell (p=0.09) nachweisbar
war (125 £ 9 vs. 95 + 16 aU). Die yHbO2 der gastralen Mukosa wurde durch
die lokale Losartan-Applikation weder unter physiologischen (83 + 2 vs.

81 £ 3 % nach 10 min) noch unter hdmorrhagischen Kreislaufbedingungen
(56 £ 7 vs. 57 + 6% nach 10 min) beeinflusst. Die Messungen an der oralen
Mukosa (uflow, uHbOZ2, IDF) zeigten keine Beeinflussung durch Losartan. Es
zeigte sich auch keine Beeinflussung der systemischen Kreislaufparameter.
Unterschiede in der Expression von AT-1l-Rezeptoren in der oralen und
gastralen Mukosa, sowie histologische Unterschiede zwischen den beiden

Messorten kdnnten den unterschiedlichen Messergebnissen zugrunde liegen.
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Verstérkte Ausschuttung von AT Il im hdmorrhagischen Schock kénnte bei
kompetitiver Antagonisierung durch Losartan zu einem verminderten Effekt
unter hypovolamischen Kreislaufbedingungen gefihrt haben. Auch vermehrt
ausgeschuttetes Vasopressin, welches im hdmorrhagischen Schock zu einer
vorgeschalteten Vasokonstriktion fihren kann, kénnte die verminderte Wirkung
des Losartans unter hypovoldmischen Kreislaufbedingungen erklaren.

Diese Studie legt also folgende Schlisse nahe:

1. Die lokale Applikation von Losartan erhéht den Blutfluss der gastralen
Mikrozirkulation unter physiologischen Kreislaufbedingungen.

2. Die lokale Applikation von Losartan erhdht tendenziell den Blutfluss der
gastralen Mukosa unter hypovoldmischen Kreislaufbedingungen.

3. Die lokale Applikation von Losartan an oraler und gastraler Mukosa hat

keinen Einfluss auf systemische Kreislaufparameter.
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