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| Zusammenfassung

Eine unzureichende Oxygenierung und Perfusion der gastrointestinalen
Schleimhaut fihrt zu einer gestdrten Barrierefunktion und kann zum Ubertritt
von Darmbakterien ins Blut filhren'. Systemisch wirkendes Carbachol als Struk-
turanalogon des Neurotransmitters Acetylcholin und lokal wirkendes Nitroglyce-
rin als NO-Donator zeigten jeweils bereits positive Auswirkungen auf die muko-
sale Mikrozirkulation im Schock® . Systemische Ansatze sind durch systemi-
sche Nebenwirkungen limitiert. Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, ob der
protektive Effekt von lokaler Nitroglycerinapplikation auf die Mikrozirkulation
durch zusatzliche lokale Carbacholapplikation moduliert wird. Die Experimente
wurden an funf anasthesierten, beatmeten, weiblichen Foxhounds in wiederhol-
ter, randomisierter Reihenfolge verblindet durchgefuhrt. Die Hunde erhielten
unter hamorrhagischen Bedingungen (Entzug von 20 % des Blutvolumens) in
vier Gruppen lokal appliziert (1)Nitroglycerin+Carbachol(NC),
(2)Carbachol+NaCl(CK), (3)Nitroglycerin+NaCI(NK) oder (4)NaCl+NaCl(KK).
Systemische hamodynamische Parameter, mikrozirkulatorischer Fluss (uflow)
und Hamoglobinsattigung (uHbO,) wurden kontinuierlich aufgezeichnet. Die
orale Mukosa wurde intermittierend mittels incident dark field illumination (Cy-
toCam) untersucht. Statistik: Daten sind angegeben als MW + SEM, ANOVA fur
wiederholte Messungen und Bonferroni post-hoc-Test, p < 0,05. Die lokale
gastrale Nitroglycerinapplikation fihrte zu einer signifikant erhéhten mikrozirku-
latorischen Oxygenierung verglichen mit der Kontrollgruppe im Schock (KK = 38
+ 8 % vs NK= 55 £ 6 %). Die Zugabe von Carbachol konnte diesen Wert nicht
weiter modulieren. Die alleinige lokale Carbacholapplikation veranderte die
gastrale mukosale Oxygenierung im Schock nicht signifikant (CK= 53 £ 7 %, p=
0,0577). Die lokale Carbacholapplikation erhdohte an der oralen Mukosa die
totale kapillare Gefalddichte (KK=13,1 + 1,2 vs CK= 16,6 + 1,1 mm/mmz), die
funktionelle kapillare GefalRdichte (KK= 5,0 + 1,4 vs CK= 8,9 £ 1,0 mm/mmz),
und die kapillare Flussqualitat (KK= 1,8 £ 0,2 vs CK= 2,3 + 0,2 ) ohne jedoch
die mikrozirkulatorische Perfusion (uflow, uvelocity) zu verbessern. Nach ge-
meinsamer Applikation von Carbachol und Nitroglycerin konnte keine Verande-
rung der kapillaren funktionellen oder totalen Gefaldichte, der kapillaren Fluss-
qualitat, oder der Perfusion (uflow, uvelocity) beobachtet werden. Systemische
Kreislaufparameter blieben durch die lokale Wirkstoffapplikation unbeeinflusst.
Die Zugabe von Carbachol in der gewahlten Dosierung zur lokalen Nitroglycer-
intherapie kann die Wirkung dieser auf die Mikrozirkulation also nicht mal3geb-
lich beeinflussen.



I Summary

An insufficient oxygenation and perfusion of the gastrointestinal mucosa leads
to a compromised barrier function and can permit enteral bacteria and toxins to
trespass into the blood system. Systemically acting Carbachol, as a structural
analogon to Acetylcholin and locally acting Nitroglycerin, as a NO-donor have
shown a positive impact on mucosal microcirculation during shock. Systemic
approaches are limited by their systemic side effects. The goal of this study was
to investigate whether the protective effect of locally applied Nitroglycerin on
mucosal microcirculation can be modulated through the additional topical appli-
cation of Carbachol. The experiments were performed blinded, on five anaes-
thetised, ventilated, female foxhounds in randomized order. After induction of a
mild hemorrhagic shock (removal of 20% of the total blood volume), the dogs
received in four groups: (1)Nitroglycerin+Carbachol (NC) (2) Carbachol+NaCl
(CK) (3) NitroglycerintNaCl (NK) (4)NaCl+NaCl (KK), each locally applied.
Systemic parameters, microvascular hemoglobinsaturation (WHbO;) and flow
(uflow) were recorded continuously. The oral mucosa was intermittently exam-
ined using incident dark field illumination (CytoCam). Statistics: Data presented
as Means + SEM, Bonferroni for multiple comparisons, p < 0,05. The local gas-
tric application of Nitroglycerin led to a significantly higher microcirculatory oxy-
genation compared to the control group during shock (KK= 38 £ 8 vs NK= 55 +6
%). Adding Carbachol to the locally administered Nitroglycerin did not alter
these parameters. The single, local administration of Carbachol improved the
microcirculatory oxygenation only slightly compared to the control group during
shock (CK= 53 £ 7 %, p= 0,0577). The local application of Carbachol led to a
significant elevation of total vessel density during shock (KK=13,2 + 1,2 vs CK=
16,2 £ 1,0; HV60: KK=13,1 + 1,2 vs CK= 16,6 + 1,1 mm/mmz), as well as per-
fused vessel density during shock (KK= 5,0 + 1,4 vs CK= 8,9 + 1,0 mm/mm?)
and micro flow index during shock (KK= 1,8 + 0,2 vs CK= 2,3  0,2), without
effecting the overall perfusion (uflow, pvelocity). The simultaneous application
of Carbachol and Nitroglycerin did not alter the total and functional vessel densi-
ty, microvascular flow index or perfusion (pflow, pvelocity). Systemic hemody-
namic parameters were unaffected by the local application of agents. The addi-
tion of Carbachol in the chosen dosage to locally applied Nitroglycerin does
thus not change its impact on microcirculation.
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1 Einleitung

Die intestinale Schleimhaut hat neben vielen Absorptions- und Sekretionsfunk-
tionen noch eine weitere wichtige Funktion. Sie fungiert als Barriere zwischen
den im Darmlumen enthaltenen Bakterien und Toxinen und dem aseptischen
Blut und Lymphsystem. Fir die Aufrechterhaltung dieser Barriere scheint eine
ausreichende Perfusion und Oxygenierung, vor allem der Mukosa, zentral zu
sein.* ° Der Anteil, der von den Mesenterialarterien versorgten Strukturen be-
tragt unter physiologischen Kreislaufbedingungen in Ruhe etwa 20-30% des
Herzzeitvolumens. Von diesem Anteil veranschlagen Mukosa und Submukosa
etwa 70%, wobei circa die Halfte auf die oberflachlichsten Villusspitzen entflit.°
Insgesamt zeigt die Mukosa des Gastrointestinaltrakts (GIT) mit ihrem hohen
O,-Bedarf durch verschiedene anatomische und physiologische Gegebenheiten

eine ausgepragte Vulnerabilitat fir hypoxische Zustande®.

Die unter physiologischem Stress im Allgemeinen, sowie unter hypovolami-
schen Bedingungen im Besonderen stattfindende Sympathikusaktivierung
sorgt, entsprechend des von Canon beschriebenen | fight-or-flight*-
Mechanismus, fur eine Umverteilung des Blutes zugunsten der Uberlebenswich-
tigen Organe (Herz, Gehirn, Niere, Lunge) und zuungunsten anderer Organe
wie dem Magen-Darm-Trakt und der Haut”. Hierzu findet eine systemische a-
adrenerg-vermittelte Vasokonstriktion der Widerstandsgefalle statt, die jedoch
die Gefalle der Uberlebenswichtigen Organe nicht einschlie3t. Stattdessen
findet in diesen Gefallen durch das ausgeschuttete Adrenalin Rz-adrenerg-
vermittelt eine Vasodilatation statt. Hinzu kommt unter hypovolamischen Bedin-
gungen eine, durch Angiotensin Il vermittelte, disproportional erhohte Vasokon-
striktion der Widerstandsgefalle im Mesenterialgebiet, verglichen mit der Vaso-
konstriktion im restlichen Korper. Diese ausgepragte Vasokonstriktion im
Mesenterialgebiet ist fur mehr als 40% der Steigerung des totalen peripheren
Widerstandes des gesamten Kérpers verantwortlich.® °

Kommt es durch die oben genannten Umstande in einer hypovolamischen
Kreislaufsituation (hervorgerufen zum Beispiel durch Hamorrhagie oder einen
septischen Schock mit relativer Hypovolamie) zu einer Ischamie im Mesenteri-
algebiet, so kann dies weitreichende lokale, sowie systemische Folgen haben.



Insbesondere der Perfusion der Mukosa scheint eine zentrale Rolle fur den
Erhalt der =zelluldren Integritdt zuzukommen. Eine Minderperfusion des
Splanchnikusgebietes, wie sie regelhaft durch genannte Umverteilungsphano-
mene im Schock auftritt, gilt als eine der Hauptursachen fur die Entstehung von

0.1 Beij kritisch Kranken Patienten

lokalen Schleimhautschaden des Magens
finden sich regelhaft erosive Veranderungen der Magenmukosa. Bereits 24
Stunden nach Aufnahme auf eine Intensivstation finden sich bei 75 — 100% der
Patienten Erosionen der Magenschleimhaut'®.

Durch eine ischamiebedingte Hyperpermeabilitat der epithelialen Mukosa kann
es zu einer Translokation von Bakterien und Endotoxinen aus dem Darmlumen
in die mesenterialen Lymphknoten und weitere extraintestinale Gewebe kom-

men1, 4,5, 12.

Auch unter physiologischen Kreislaufbedingungen sind geringe Mengen an
Endotoxinen im Pfortaderblut zu finden'. Normalerweise werden diese gerin-
gen Anteile vom Retikulo-Endothelialen-System (RES) wahrend der Leberpas-
sage herausgefiltert und gelangen so nicht in den systemischen Kreislauf'®.
Bei einem verschobenen Verhaltnis zwischen Endotoxinlast und Retikulo-
Endothelialer-Filterkapazitat zugunsten der Endotoxamie (zum Beispiel durch
Translokation) kann dies nicht mehr vollstandig gewéhrleistet werden'” '8, In
Studien fand sich u.a. nach Trauma und Hamorrhagie eine Minderung der Reti-

kuIo—EndotheIiaIen-FiIterkapazitét16' 19,20

Daruber hinaus konnte bereits belegt werden, dass die Mukosa selbst Produkti-

21, 22

onsort sowohl verschiedener Akute-Phase-Proteine als auch proinflamma-

torischer Cytokine ist?> *_ Dabei ist insbesondere die Cytokinproduktion unter

2426 sowie unter hamorrhagischen Bedingungen erhoht?”. So ist der

septischen
Darm nicht nur ein entscheidender Wirkungsort hinsichtlich der immunologi-
schen und metabolischen Antwort auf einen kritischen Krankheitszustand, son-

dern selbst zu einem Teil als ursachlich zu sehen.

Zusammengenommen kann eine Ischamie im Splanchnikusgebiet mit den auf-
gefuhrten moglichen pathophysiologischen Folgen (bakterielle Translokation,
gesteigerte proinflammatorische Aktivierung) eine systemische Inflammation
verursachen und das Entstehen eines Muli-Organ-Versagens (MOV) begunsti-

2



gen.?® Daher ist die Erhaltung der adaquaten Oxygenierung und Perfusion im
Mesenterialgebiet und die damit verbundene Aufrechterhaltung der mukosalen

Barrierefunktion schon seit langerer Zeit Gegenstand intensiver Forschung.

Systemische Therapieansatze waren hierbei oft durch systemische Nebenwir-
kungen limitiert. So erhdht beispielsweise eine systemische Therapie mit Vaso-
konstriktoren wie Noradrenalin den mittleren arteriellen Druck (MAP), senkt
gleichzeitig aber die Splanchnikusperfusion und ist hierdurch in der klinischen
Anwendung limitiert?®. Bei anderen Krankheitsbildern sind lokale Therapiean-
satze bereits erprobt, wie beispielsweise die inhalative Applikation von
Prostanoiden zur Therapie der plumonalarteriellen Hypertonie®. Somit scheint
die topische Therapie ein potentieller vielversprechender Versuchsansatz zur
Verbesserung der regionalen Mikrozirkulation und Barrierefunktion. Allerdings
gibt es bislang wenig Daten zum Einfluss der toptischen Therapie im Gastroin-

testinaltrakt.

In einer Versuchsreihe, bei der der Effekt einer lokalen Applikation des NO-
Donors Nitroglycerin an der Mund- und Magenschleimhaut von Hunden unter
hamorrhagischen Bedingungen untersucht wurde, konnte eine Verbesserung
der Oxygenierung der Magenschleimhaut im Vergleich zur Kontrollgruppe ge-
zeigt werden, ohne eine Veranderung systemischer Kreislaufparameter hervor-

zurufen®.

In derselben Versuchsreihe wurde die Barrierefunktion der gastralen Mukosa
durch Messung der Sucrosepermeabilitat evaluiert. Hier zeigte sich, dass die
lokale Nitroglycerinapplikation, die in der Kontrollgruppe beobachtete Erhdhung
der Plasmasucrosewerte abmildern konnte®. Dies ist ein Hinweis, dass Nitrogly-
cerin protektive Auswirkungen auf die mukosale Barrierefunktion wahrend eines
milden hamorrhagischen Schocks beim Hund hat. Uberraschenderweise fiihrte
Nitroglycerin als potenter Vasodilatator unter hamorrhagischen Bedingungen zu
keiner Verbesserung der mikrozirkulatorischen Perfusion der Magenschleim-
haut. Denkbar ware, dass im hamorrhagischen Schock durch die Sympathikus-
bedingte Vasokonstriktion keine Vasodilatation durch Nitroglycerin moglich ist.
In dieser Situation konnte eine Stimulation des Parasympathikus eine zusatzli-
che Vasodilatation ermdglichen. Da eine systemische Sympathikusblockade im

3



hamorrhagischen Schock haufig die Kreislaufinsuffizienz verstarkt, ware die
lokale Stimulation von muskarinergen Acetylcholin-Rezeptoren ein potentieller

Therapieansatz.

Carbachol ist ein Acetylcholin-Analogon und wirkt agonistisch am muskariner-
gen Acetylcholin-Rezeptor (mMAChR). Vor allem Uber die Bindung am muskari-
nergen M1 und M3 Rezeptor wird die vasodilatatorische Wirkung von Carbachol

vermittelt.3-3°

Hu et al. konnten in einer tierexperimentellen Studie an Hunden zeigen, dass
Carbachol als Parasympathomimetikum als Zusatz zur oralen Volumensubstitu-
tion im Schock nach Verbrennungstrauma die intestinale mukosale Perfusion

erhoht?.

Lesko et al. konnten in einer Versuchsreihe zeigen, dass die cholinerge Stimu-
lation am mAChR auf einer Monolayer aus Ferkelkolonzellen durch Carbachol
sich positiv auf den transepithelialen Widerstand der Monolayer auswirkt®.
Carbachol scheint also in-vitro neben seiner vasodilatativen Wirkung auch eine
positive Wirkung auf die Integritat von Epithelien zu haben. Der Einfluss auf die

Integritat von Epithelien in-vivo ist bislang nicht bekannt.

Im Gegensatz zu Acetylcholin ist im Carbacholmolekul die Acetylgruppe durch
die Carbamylgruppe ersetzt, weshalb es verlangsamt durch die Acetylcholines-
terase abgebaut wird und in Folge dessen eine langere Halbwertszeit von 1h

aufweist®’.

Carbachol konnte also erganzend zu Nitroglycerin die Sympathikus-bedingte
Vasokonstriktion aufheben und somit die Perfusion steigern. Zusatzlich konnte
es erganzend durch seinen direkten Effekt auf die Integritat von Epithelien die
Barrierefunktion in-vivo — neben der Verbesserung durch die gesteigerte

Oxygenierung unter Nitroglycerin — steigern.

Vor diesem Hintergrund sollte in dieser Arbeit untersucht werden, inwiefern eine
zusatzliche Carbacholapplikation zu Nitroglycerin die regionale Mikrozirkulation

und Barrierefunktion modulieren kann.

Die zentralen Fragestellungen dieser Arbeit lauten somit:



1. Wird der protektive Effekt von Nitroglycerin auf die mikrozirkulatorische
Oxygenierung unter hamorrhagischen Kreislaufbedingungen durch zusatzliche

lokale Carbacholapplikation moduliert?

2. Welchen Effekt hat die additive Gabe von Carbachol auf die Barrierefunktion

in-vivo?

3. Hat die Kombination beider Vasodilatatoren Carbachol und Nitroglycerin

systemische Nebenwirkungen?



2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Versuche (n = 20) wurden nach Genehmigung des Landesamts fur Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz NRW (AZ 84-02.04.2012.A152) durchgefuhrt
und alle beteiligten Experimentatoren erhielten vor Versuchsbeginn eine ver-
suchstierkundliche EinfUhrung fur wissenschaftliche Mitarbeiter, Doktoranden
und Studenten zum Erwerb des Fachkundenachweises bzw. ggf. eine Ausnah-

megenehmigung gemal §9 des geltenden Tierschutzgesetzes.

Als Versuchstiere dienten funf gesunde, weibliche Foxhounds aul3erhalb des
Oestrus mit einem Gewicht von 28-36 kg, welches durch standardisierte Futte-

rung konstant gehalten wurde.

Die Hunde wurden in der Zentralen Einrichtung fir Tierforschung und wissen-
schaftliche Tierschutzaufgaben der Universitat Dusseldorf gehalten und mit
Standardnahrung (Hd-H extrudiert V3236, ssniff Spezialdiat GmbH, Soest)
geflttert. Vor den Versuchen unterlag der jeweilige Hund einer 12 h Nahrungs-

karenz mit Wasser ad libitum.

Zwischen den Versuchen lag fur die Hunde jeweils eine dreiwdchige Pause zur
adaquaten Erholung in Hinblick auf verwendete Pharmaka, Narkotika und die

Storung des Tag-Nacht-Rhythmus durch die lange Narkosedauer.

Die Hunde wurden im Vorfeld der Versuche schrittweise an die Experimentato-
ren, sowie die, fur die Experimente zur Verfugung stehenden Raumlichkeiten

gewohnt.

2.2 Vorbereitende Operationen

Alle Hunde wurden im Vorfeld der Versuche operiert um die wiederholten arte-
riellen Katheterisierungen und arteriellen Blutentnahme zu erleichtern und um
eine komplikationslose Heilung der entsprechenden Punktionsstellen nach den

einzelnen Versuchen zu gewahrleisten.



Dazu wurden beide Arteriae carotides unter aseptischen Bedingungen in All-
gemeinanasthesie (Propofol, Isofluran, Lachgas, Piritramid) frei prapariert und

in oberflachliche Hautschlingen eingebettet*®.

2.3 Messungen

2.3.1 Kreislaufparameter

Herzfrequenz und EKG

Wahrend der Versuche wurde ein Drei-Kanal-EKG mittels Nadelelektroden
kontinuierlich abgeleitet, woraus R-Zacken getriggert die Herzfrequenz be-
stimmt wurde (Chart 5.5.6.)

Blutdruck

Der arterielle Blutdruck wurde kontinuierlich in der Aorta ascendens Uber einen,
Uber die A. carotis eingefuhrten, flussigkeitsgefullten druckfesten Katheter
(Durchmesser:  5F; PULSIOCATH  arterieller  Thermodilutionskatheter
PV2015L20, Pulsion Medical Systems AG, Munchen, GER) gemessen. Die
prazise Lage des Katheters wurde Uber die korrekte Darstellung der arteriellen

Druckkurve gesichert.

Der verwendete Druckwandler (Druckwandler Modell P23 ID, Gould StathamR,
Elk Grove, USA) wurde auf Herzhohe, orientierend am Processus spinosus des
7. HWK beim liegenden Hund ausgerichtet und unmittelbar vor jedem Versuch
mittels Gauerwaage (HSE Druckeichgerat Typ 367, Hugo Sachs Elektronik,
March,UK) kalibriert.

Der mittlere arterielle Druck (MAP) wurde durch Integration der Originalsignale
berechnet (Chart 5.5.6).

Die Spulung des Katheters wurde mit heparinisierter Kochsalzlosung durchge-
fuhrt (1000 I.E. Heparin in 500ml NaCl 0,9%).

Die kontinuierlich gemessenen Daten von Elektrokardiogramm (EKG) und arte-
rieller Blutdruckkurve wurden mittels eines Universalverstarkers (11-G4145-01,
7



Gould Inc., Cleveland, OH, USA) verstarkt und nach analog/digital Umwandlung
(Powerlab/800®, 400 Hz, ADInstruments, Pty Ltd., Castle Hill, AUS) auf einem
PC mit geeigneter Software (Chart v. 4.2., ADInstruments, Pty Ltd., Castle Hill,
AUS) gespeichert.

Zur weiteren Auswertung der Daten diente das Programm Chart 5.5.6 (ADIn-

struments, Castle Hill, AUS) im Analysis Modus.

Thermodilution und Pulskonturanalyse

Die Messung des Herzzeitvolumens und Berechnung der peripheren Wider-
stande erfolgte mittels transpulmonaler Thermodilution. Die transpulmonale
Thermodilution (PiCCO 4.2, PULSION Medical System AG, Feldkirchen,GER)
wurde zu Beginn und im Verlauf des Experiments nach jeder Interventions-

oder Kontrollphase durchgefuhrt.

Hierfir wurden dem Hund 10 ml einer eisgekuhlten Kochsalzlésung als Indika-
tor im Bolus Uber eine Venenverweilkanule im Vorderlauf (16G, Vasofix® Sa-
fety, B.Braun Melsungen AG, Melsungen,GER) verabreicht. Nachdem die Injek-
tattemperatur am Injektionsort gemessen wurde (PiCCO Monitoring Kit
PV8215-2, Pulsion Medical System AG, Feldkrichen, GER), wurde die Tempe-
raturentwicklung in der Aorta ascendens Uber eine Thermistorsonde im Ther-
modilutionskatheter (ULSIOCATH arterieller Thermodilutionskatheter
PV2015L20, Pulsion Medical System AG, Feldkirchen, GER) registriert und

hierzu in Relation gesetzt.

Da der Abfall der Bluttemperatur und dessen zeitlicher Verlauf von der Menge
des durchflossenen Blutvolumens und der Blutflussgeschwindigkeit abhangig
ist, lasst sich nach der Steward-Hamilton-Gleichung das Herzzeitvolumen
(HZV) berechnen:

(TB_TI)'VI‘K

HZV =
[ ATy - dt

Tg: Bluttemperatur vor Injektion
T:: Injektattemperatur
V: Injektatvolumen

K: K)orrekturkonstante (setzt sich aus spez. Gewicht und Wéarme von Blut und Injektat zusam-
men

[ ATy, - dt: Fldche unter der Thermodilutionskurve



Die initiale Thermodilution diente zusatzlich als Kalibrierung fur die Pulskontur-
analyse, welche eine kontinuierliche Aufzeichnung weiterer Kreislaufparameter
ermdglicht. Dazu gehéren neben dem HZV und dem Schlagvolumen (SV) auch
die Schlagvolumen-Variation (SVV) als Parameter der Volumenreagibilitat des
Herzen. AulRerdem liefert die Pulskonturanalyse den Wert der maximalen Steil-
heit des arteriellen Druckanstiegs (dPmax) als Index der linksventrikularen
Kontraktilitat.

FUr die Darstellung der Ergebnisse wurden die intermittierend, mittels transpul-
monaler Thermodilutionstechnik gemessenen Daten verwendet, da diese ge-

nauer sind.

Des Weiteren ist die Berechnung des systemischen GefalRwiderstandes (SVR)
aus der arteriovenosen Druckdifferenz pro Flussmenge mdoglich. Da der zent-
ralvendse Druck (ZVD) nicht direkt gemessen wurde, wurde der SVR hier ap-

proximativ wie folgt bestimmt:

2.3.2 Blutgase

Am Ende jeder Interventions- oder Kontrollphase wurde eine arterielle Blutpro-
be mit heparinisierten Spritzen (PICO 50, Radiometer Medical ApS, Brgnshgij,
DEN) entnommen. Daraus wurden mittels eines Blutgasanalysegerates (ABL
700, Radiometer GmbH, Willich, GER) die Blutgase P,O, und P,COg, die Sau-
re-Base-Haushaltsparameter pH, HCOs', sowie die Elektrolyte Ca®*, K*, Na*
und CI" bestimmt. Aul3erdem ermittelte das Gerat Hamoglobin, Oxyhamoglobin,

Carboxyhamoglobin, Laktat und Glukose.

Der vom Gerat bestimmte Hamatokrit wurde durch Zentrifugation des arteriellen
Blutes (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, GER) fur 4 Min bei 13000 rpm in hepari-
nisierten Mikro-Hamatokrit-Kapillaren (Lange 75 mm, Durchmesser 1,15 mm,
Brand GmbH, Wertheim, GER) verifiziert.

Aus den gemessen Werten wurde die arterielle Sauerstoffsattigung (SaO2) mit-

tels einer fiir Hunde modifizierten Form der Hill-Formel berechnet®:



0(2,5198-log p02+1,1804-(pH—-7)—0,047234-T—2,3621)

$a0,[%] = 100 - 1 + 10(25198-log p0,+1,1804-(pH-7)—0,047234-T-2,3621)

Aullerdem wurde aus den gemessenen Werten der arterielle O,-Gehalt (CaOy)
berechnet*:

Hb - 1,34 - S0,

Ca0, = 100

+ (p0, - 0,0031)

Das systemische Sauerstoffangebot DO, wurde wie folgt berechnet:

Ca0,
100

DO, = HZV *

2.3.3 Korpertemperatur

Entsprechend der thermoneutralen Indifferenztemperatur fur Hunde wurde die
Raumtemperatur im Labor auf 24+1 °C gehalten*'. Wahrend der Versuche
wurde die Bluttemperatur der Hunde in der Aorta ascendens Uber den Thermo-
sensor des Thermodilutionskatheters (vgl. 2.3.1) gemessen und wenn ndotig

durch Zudecken der Hunde konstant bei 38°C gehalten.

2.3.4 Narkoseparameter

Atem- und Narkosegase

Die in- und exspiratorische Konzentration von O, CO, und Sevofluran wurde
kontinuierlich mittels eines konventionellen Atemgasmonitors (Capnomac Ulti-
ma, Datex Division of Instrumentarium Corp., Helsinki, FIN) im Nebenstrom
gemessen. Alle drei Parameter, sowie der Atemwegsdruck, wurden mittels
eines Universalverstarkers (11-G4145-01, Gould Inc., Cleveland, OH, USA)
verstarkt und nach analog/digital Umwandlung (Powerlab/800®, 400 Hz, ADIn-
struments, Pty Ltd., Castle Hill, Australia) auf einem PC mit geeigneter Software
(Chart v. 4.2., ADInstruments, Pty Ltd., Castle Hill, AUS) gespeichert.

Die fortfuhrende Auswertung erfolgte mit dem Programm Chart v5.5.6 (ADIn-
struments, Castle Hill, AUS) im Analysis Modus (vgl. Kapitel 2.3.1.).

10



Relaxometrie

Das Monitoring der Relaxierung wurde mittels train-of-four (TOF-WATCH®,
Organon Technika B.V., NED) durchgefuhrt. Dabei wurde beim narkotisierten
Hund der N. ischiadicus mit 15 mA stimuliert. Der an der entsprechenden Pfote
madglichst weit distal befestigte Beschleunigungssensor mafd den, auf die Stimu-
lation durch Muskelkontraktur folgenden Ausschlag der Pfote. Die Elektroden
waren Korrekt platziert, wenn sich vor Beginn der Relaxierung eine TOF-Ratio
von 1,0 erzielen lie®. Wahrend der Versuche wurde eine TOF-Ratio von 0O er-
reicht und aufrechterhalten. Die Narkose wurde nach Beendigung des Mess-
zeitraums solange fortgesetzt bis klinisch und relaxometrisch ein Relaxantien-

Uberhang ausgeschlossen werden konnte.

2.3.5 Mikrozirkulation

Laser-Doppler und WeiBlichtspektrometrie

Zur Evaluation der Mikrozirkulation der Mund- und Magenschleimhaut wurde in
den Versuchen ein Gewebefotospektrometrie-System verwendet, welches die
postkapillare O,-Sattigung (uHbO,) und die lokale Hamoglobinmenge (rHb)
uber Weillichtspektrometrie sowie die mikrovaskulare Flussgeschwindigkeit
(uvelocity) und den mikrovaskularen Fluss (uflow) Uber Laser-Doppler kontinu-
ierlich erfasst (O2C Typ LW2222 Version 2, LEA Medizintechnik GmbH Gielen,
GER).

Bei dem Verfahren der Weillichtspektrometrie wird weiles Licht mit einem
Wellenlangenspektrum von 500-800 nm von der llluminationssonde ins Gewebe
eingestrahlt. Hier wird das Licht von ubiquitar vorhandenen Mitochondrien ge-
streut. Nach Durchlaufen des Gewebes kann ein kleiner Teil des Lichtes an der
Oberflache von der Detektionssonde wieder erfasst werden. Das Licht wird
dabei auf seinem Pfad im Gewebe durch das Auftreffen auf dort zirkulierende
Erythrozyten in bestimmten Wellenlangenbereichen - abhangig vom Blutfarb-
stoff (v.a. Hamoglobin) und dessen O,.Sattigung - absorbiert und somit in seiner

Farbe verandert. Es werden die von der Detektionssonde gemessenen Spek-
11



tren erfasst und diese mit Referenzspektren des Hamoglobins verglichen. Dar-
Uber kann die genaue Sauerstoffsattigung [%] angegeben werden. Zudem
kann durch die Messung der Lichtabschwachung (Absorption), die durch das
Hamoglobin hervorgerufen wird, auf die lokale Hamoglobinmenge (rHb) ge-

schlossen werden. Die Angabe des rHb erfolgt in arbitary units [aU]. *2

Beim Laserdoppler generiert ein Diodenlaser im CW-Modus Licht bei 820 nm
mit einer Leistung von 3 mW. Das Licht dringt wie oben beschrieben ins Gewe-
be ein, wird hier von den Mitochondrien gestreut und an der Oberflache detek-
tiert. Da das Licht durch die Mitochondrien in alle Raumrichtungen gestreut
wird, entstehen, selbst bei einem komplexen, dreidimensionalen Kapillarnetz,
immer auch Vektoren, die parallel zur Blutflussrichtung der Erythrozyten laufen.
Trifft das Laserlicht auf einen bewegten Erythrozyten, so werden die Lichtwellen
in ihrer Frequenz, entsprechend des Doppler-Shifts, abhangig v.a. von der
Geschwindigkeit der Erythrozyten verschoben. Anhand der frequenzverschobe-
nen Anteile des Laserlichts im Verhaltnis zu dem weitaus grof3eren Anteil an
nicht frequenzverschobenem Laserlicht kann die Anzahl der bewegten Erythro-
zyten errechnet werden. Aus dem Produkt der Geschwindigkeit v; und der An-
zahl der Erythrozyten mit dieser Geschwindigkeit N; lasst sich summiert Uber
alle auftretenden Geschwindigkeiten }; der mikrovaskulare Blutfluss berech-
nen. Die hierbei verwendete Einheit [aU] = arbitrary units ist eine dimensionslo-
se Einheit, die in diesem Fall dem gemessenen Partikelvolumenstrom (Anzahl

der Teilchen x Hz-Dopplershift) entspricht:
Blutfluss = Z ‘v; - N;
i
Da das emittierte Licht in Gefallen >100 ym komplett absorbiert wird, erfasst

das O2C nur nutritive GefaRe.*?

Das O2C misst uberwiegend postkapillar, da aufgrund der Volumenverteilung
des Blutes im mikrovaskularen Gefalisystem (vends 75%, kapillar 14%, arteriell
11%) von einer Dominanz der Messsignale kapillar-vendsen Ursprungs ausge-

gangen werden kann*?.
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Die Detektion erfolgt Uber Glasfasersonden, wobei sich die Detektionstiefe des
Sensors durch den Abstand von Sensor und Lichtquelle ergibt. So kann der

erfasste Bereich auf die Mukosa beschrankt werden.

Zur Durchfuhrung wurde eine Mikrosonde (LM-10, LEA Medizintechnik GmbH,
Gielken, GER) uber eine zuvor gelegte Magensonde atraumatisch in den Ma-
gen vorgeschoben und hier locker an die Schleimhaut angelegt. AuRerdem
wurde eine Flachsonde (LF-2, LEA Medizintechnik GmbH, Giel3en, GER) an
der Wangenschleimhaut des Hundes platziert. Die korrekte Lage beider Sonden
wurde durch die kontinuierliche Darstellung und Beurteilung der Signalspektren

auf dem angeschlossenen O2C-Monitor sichergestellt.

Als Grundlage fur die statistische Auswertung wurden die Mittelwerte der letzten
funf Minuten (150 Spektren von jeweils 2 Sekunden Dauer) vor der nachsten

Intervention verwendet.

Videomikroskopie der oralen Mukosa

Die orale Mikrozirkulation wurde zusatzlich zum Ende jeder Kontroll- bzw. Inter-
ventionsphase mittels Videomikroskopie beurteilt. Die verwendete Kamera
(CytoCam, Braedius Medical, Huizen, NLD) arbeitet nach dem Prinzip der ,inci-
dent dark field illumination“ (IDF)*. Die Auflichtbeleuchtung wird hier aus kon-
zentrisch um das Objektiv angebrachten Dioden emittiert. Das emittierte Licht
korrespondiert dabei in seiner Wellenlange von 530 nm mit dem isobestischen
Punkt der Absorptionsspektra von Oxy-/Desoxyhamoglobin. So wird eine opti-
male optische Absorption, unabhangig vom Oxygenierungsgrad des Hamoglob-
ins, gesichert. Es entsteht ein Bild von dunkel dargestellten Erythrozyten vor
einem weil3-graulichen Hintergrund. Die Belichtung der Dioden erfolgt gepulst
synchron zu den Einzelbildaufnahmen. Diese Form des stroboskopischen Ab-

bildens beugt Artefakten, hervorgerufen durch Bewegungen des Blutes, vor.**

Es wurden zu jedem Messzeitpunkt funf Videos mit je 101 Frames aufgezeich-

net.

Die Auswertung erfolgte mittels geeigneter und in verschiedenen Studien evalu-
ierter Software (CytoCam Tools 1.7.8, Braedius Medical, Huizen, NLD) auf

einem handelsiiblichen PC 4548
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Die hierbei ermittelten Werte waren die kapillare Dichte ,total vessel density*
(TVD) [mm/mm?], die funktionelle kapilldre Dichte ,perfused vessel density"
PVD [mm/mm?] und der sich aus den beiden Werten ergebende relative Anteil
an durchbluteten Kapillaren ,proportion of perfused vessels* (PPV) [%]. In die

Auswertung wurden nur GefaRe mit einem Durchmesser <20 ym einbezogen.*

Des Weiteren wurde durch eine manuelle, verblindete Auswertung der
»microcirculatory flow index“ (MFI) als Mal fur die Flussqualitat, wie von de
Backer et al. beschrieben, bestimmt*. Zusammengefasst wurden die Aufnah-
men zunachst in vier Quadranten geteilt. Im Anschluss wurde fur jeden Quad-
ranten einzeln die Flussqualitat mit Hilfe einer Ordinalskala von 0 bis 3 bewer-
tet. Hierbei galt: 0= kein Fluss; 1= intermittierender Fluss; 2= trager Fluss und
3= normaler Fluss. Zuletzt wurde fur jede Aufnahme der Mittelwert aus den vier

Quadranten gebildet.

2. Quadran

Abb. 1: Beispielhafte Darstellung der Erfassung des microcirculatory flow index (MFI). Aus den,
den einzelnen Quadranten zugeordneten Flussqualitaten (hier beispielhaft: 3;2;2;1) wird der

Mittelwert bestimmt.
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2.3.6 Gastrale Barrierefunktion

Zur Bestimmung der gastrointestinalen Transport- und Barrierefunktion wurde
allen Versuchsgruppen vor der Schockinduktion Uber eine Magensonde das
Disaccharid Sucrose (D-Sucrose, Carl Roth GmbH und CoKG, Karlsruhe, GER)
geldst in Wasser (1,7 mg/kg KG) im Bolus verabreicht (2,45ml/kgKG).

Unter physiologischen Bedingungen kann Sucrose weder die gastrale Mukosa
Uberwinden, noch im Magen enzymatisch abgebaut werden. Direkt nach dem
Verlassen der gastralen Region wird das Disaccharid rapide durch das im
Dinndarm vorhandene Enzym Sucrose-lsomaltase gespalten. Daher findet
man unter physiologischen Bedingungen nur eine minimale Menge Sucrose im
Blutplasma. Unter kompromittierten Bedingungen wie z.B. im hamorrhagischen
Schock, kann die Barrierefunktion beeintrachtigt sein und Sucrose die gastrale
Mukosa Uberwinden. Im Blutplasma wird die Surcrose nicht weiter gespalten.
Daher kann Uber das Sucrose-Plasma-Level gezielt die Barrierefunktion der

gastralen Mukosa beurteilt werden.*

Im Versuch wurden hierzu halbstundlich Blutproben entnommen (vgl 2.5.1.).
Die Proben wurden wie von Fiehn und Kind beschrieben aufbereitet®’: Dazu
wurde das in 6 ml EDTA Roéhrchen (Vacutainer K2ZEDTA 10,8 mg, Plymouth,
UK) entnommene Blut umgehend bei 0 °C und 3000 g fur 15 Min zentrifugiert
(Rotina 420®, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, GER). 30 pl Plasma wurden mit
400 pl Extraktionslosung versetzt. Die Extraktionslosung bestand aus Aceton,
Isopropanol und einer Stockldsung (20 mM L6sung aus Ribitol und H>O) im
Verhaltnis 2000:1000:3. Das Ribitol diente als interner Standard. Anschlie3end
wurde das Gemisch homogenisiert (Vortex-Genie 1 Touch Mixer, Scientific
Industries, INC, Bohemia. USA) und fur funf Minuten im 4 °C kalten Raum ge-
schattelt. Nach weiterer Zentrifugation bei 0 °C und 20800 rpm fur 2 Min (Cent-
rifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg, GER) wurde der fliissige Uberstand in
neue Reaktionsgefalle geflllt. Diese wurden jeweils mit einem sanften Stick-
stoff Strom begast und anschlieRend bei -80 °C in Dunkelheit bis zur weiteren
Verarbeitung gelagert. Wahrend der gesamten Prozedur wurden die Proben auf
Eis gelagert.
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Die Derivatisierung, sowie die Auswertung mittels Gaschromatographie und
Massenspektrometrie, erfolgte in einem externen Labor wie von Fiehn und Kind
beschrieben®'. Die Spitzenwerte der Plasmakonzentration wurden auf die kor-
respondierenden Ribitolwerte normiert und als relative Werte pro ml Probenvo-

lumen angegeben.

2.4 Interventionen

2.4.1 Wirkstoff-/ Placeboapplikation

Wahrend der Versuche wurde den Hunden nach 30 Min verblindet und in rand-

omisierter Reihenfolge in vier Gruppen jeweils
(1) NC: Nitroglycerin + Carbachol

(2) CK: Carbachol + NaCl

(3) NK: Nitroglycerin + NaCl

(4) KK: NaCl+ NaCl

verabreicht. Die orale Applikation erfolgte kontinuierlich wahrend des weiteren
Versuchs Uber Spritzenpumpen. Auch die gastrale Applikation erfolgte analog
zur oralen Applikation kontinuierlich, jedoch wurde hier vor Beginn der kontinu-
ierlichen Gabe ein Bolus zur Aufsattigung des Wirkstoffspiegels im Magenlu-
men verabreicht. Genauere Informationen zu Dosierung und Applikationsge-
schwindigkeit sind in Kapitel 2.5.2. aufgefuhrt. Die orale Applikation erfolgte
dabei Uber einen speziell angefertigten Applikationsschlauch (0,058 inch Innen-
durchmesser, 0,077 inch AuRendurchmesser), welcher die Flachsonde umfas-
send (Vgl. 2.3.5.) befestigt wurde. Die gastrale Applikation erfolgte Uber eine
Magensonde, welche auch gleichzeitig die Mikrosonde (Vgl. 2.3.5.) fuhrte, so-
dass die Applikation direkt am Messort der Sonde erfolgte. Die Wirkstoffe wur-
den jeweils im Verhaltnis 1:1 in NaCl 0,9 % gelost.
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2.4.2 Hypovolamie

Nach 30-minudtiger Wirkstoff-/Placeboapplikation wurde ein milder hamorrhagi-
scher Schock durch Entnahme von 20 % des angenommenen Blutvolumens
(angenommenes Gesamtblutvolumen: 80 ml/kg KG) induziert. Das Blut wurde
Uber eine Venenverweilkanile am linken Vorderlauf sowie Uber den arteriellen
Katheter (vgl. 2.3.1.) entnommen, heparinisiert (10 I.E. Heparin/ml Blut) und
gewarmt gelagert. Die Hypovolamie wurde fur 60 Min aufrechterhalten. Bei
dieser milden Hamorrhagie ist von keinerlei Folgeschaden fur die Tiere auszu-
gehen 2. Das verwendete Heparin wurde nach der Retransfusion mittels Pro-
tamin (MEDA Pharma GmbH& Co. KG, Bad Homburg, GER) in entsprechender

Menge (1 |.E. Protamin pro 2 |.E. Heparin) antagonisiert.

2.5 Versuchsprotokoll

2.5.1 Allgemeines

Um die Einflisse von Temperatur und zirkadianer Rhythmik auf die Stoffwech-
selvariablen zu minimieren begannen alle Versuche um 8 Uhr morgens bei
einer Raumtemperatur von 24 (1) °C (vgl. 2.3.3.) in einem leicht abgedunkel-
ten Raum. Die Platzierung des Hundes auf dem gepolsterten Versuchstisch
erfolgte stressfrei in Rechtsseitenlage. Dem Hund wurde eine Venenverweilka-
nule (18G Vasofix® Safety, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, GER) in den
Hinterlauf gelegt, uber die eine Propofolinjektion von 4 mg/kg KG (Propofol 1%
MCT-Fresenius, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H.,
GER) verabreicht wurde. Nach Wirkeintritt wurde der Hund unter direkter laryn-
goskopischer Sicht orotracheal intubiert (McIntosh-Spatel Gr.5: Medicon eG,
Tuttlingen, GER; Tubus:Lo Contour TM Murphy 9.0, Mallinckrodt Medical, Ath-
lone, IRE) und die automatische, volumenkontrollierte Beatmung wurde mit
einem Tidalvolumen von 12,5 mi/kg KG* und einer FiO, von 0,3 gestartet. Es
wurde ein halbgeschlossenes Narkosesystem (Aestiva 5, Verdampfer Tec 7,
Datex Ohmeda, heute GE Healthcare, Chalfont St.Giles, UK) verwendet. Die

Narkose wurde mit Sevofluran (Sevorane, Abbvie Deutschland GmbH & Co.KG,
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Ludwigshafen, GER) in einer endtidalen Konzentration von 3 Vol %, entspre-
chend einem MAC von 1,5 bei Hunden®* aufrechterhalten. Da Abweichungen im
Kohlendioxidpartialdruck sich auf die Mikrozirkulation in der Magenschleimhaut
auswirken kénnen®® wurde der exspiratorische Kohlendioxidpartialdruck stetig,
Uber eine Anpassung der Atemfrequenz, bei 35 mmHg gehalten. Die Augen der
Hunde wurden mittels Augensalbe (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Bay-
er Vital GmbH, Leverkusen, GER) wahrend der Versuchszeit vor Austrocknung
geschutzt. Fur die Thermodilution und den Aderlass wurde am Vorderlauf eine
zweite Venenverweilkanule (16G, Vasofix® Safety, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, GER) gelegt. AuRerdem wurden EKG-Elektroden (Vgl. 2.3.1.)
sowie das Relaxometer (vgl. 2.3.4.) angelegt. Nach Punktion der linken A. caro-
tis communis in Seldinger-Technik wurde der Thermodilutionskatheter in der
Aorta platziert und uber einen druckfesten Verlangerungskatheter (PE Verlan-
gerungkatheter, Laboratoires Pharmaceutiques VYGON, Ecouen, FR) mit dem
Druckwandler zur Blutdruckmessung (vgl. 2.3.1.) und mit dem PICCO-System
(vgl 2.3.1.) verbunden. Danach wurde eine Magensonde gelegt durch die die
Mikrosonde zur Messung der gastralen Mikrozirkulation vorgeschoben wurde,
sowie die Flachsonde unter der linken Lefze platziert (vgl. 2.3.5.). SchlieRlich
erfolgte die Muskelrelaxation mittels eines initialen Rocuroniumbolus (Rocuro-
nium Inresa, Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, GER) von 0,6 mg/kg KG
gefolgt von einer kontinuierlichen Erhaltungsinfusion von 1 mg/kg/h Uber eine
elektrische, druckgesteuerte Infusionspumpe in die Venenverweilkanile am
Hinterlauf. Nach Stabilisierung aller Messwerte wurden initial zwei Thermodilu-
tionen (Abb.1:TD) zur Testung der Ergebnisse auf Replizierbarkeit, sowie funf
videomikroskopische Aufnahmen der Lefze durchgefuhrt (Vgl.2.3.5., Abb.1:V)
und eine arterielle BGA (Abb.1: BGA) entnommen. Diese Messungen wurden
wie in Abb.1 aufgezeigt alle 30 Min - vor jeder Interventionsphase — zusatzlich
zu einer Entnahme von 4 ml-EDTA Blut (Abb.1: BA) wiederholt. Die Hunde
durchliefen dabei in randomisierter Reihenfolge die vier Versuchsgruppen und
dienten somit als ihre eigene Kontrolle. Alle Untersucher waren hinsichtlich der

Pharmakagabe verblindet.
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Abb. 2: Versuchsprotokoll im Zeitverlauf ; Messzeitpunkte: VB= Versuchsbeginn, BL= Baseline,
Drug=Wirkstoff-/Placeboapplikation, HV= Hypovoladmie, RT= Retransfusion; Wirkstoffe: C=
Carbachol, N= Nitroglycerin, K= NaCl, TD = Thermodilution, V=Videomikroskopie, BGA= Blut-

gasanalyse, BA= Blutabnahme
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2.5.2 Versuchsgruppen

(1) NC: Nitroglycerin + Carbachol

Um die Effekte von Carbachol in der Kombination mit Nitroglycerin auf die orale
und gastrale Mikrozirkulation zu untersuchen, erhielten die Tiere zum Zeitpunkt
“‘Baseline” einen gastralen Bolus Sucroselosung (vgl. 2.3.6) versetzt mit 20
pug/kg KG Carbachol (Carbamylcholine chloride von Sigma, C4382 ) und 25
Mag/kg KG Nitroglycerin (Nitrolingual infus., G. Pohl-Boskamp & Co KG), mit
einem Gesamtvolumen von 2ml /kg KG. Es folgte die kontinuierliche Applikation
einer NaCl-Losung (NaCl 0,9% Fresenius Infusionsldsung, Fresenius Kabi DL-
GmbH, Bad Homburg, GER) versetzt mit Carbachol (5 pg/ml) und Nitroglycerin
(250 pg/ml) mit einer Rate von 0,66 ml/kg KG/h an der Mund- und 2 ml/kg KG/h

an der Magenschleimhaut.

(2) CK: Carbachol + NaCl

Um zu evaluieren welche der Effekte in der Kombinationsgruppe (1) NC auf
Carbachol als Verum zurtick zu fuhren sind, erhielten die Tiere zum Zeitpunkt
“‘Baseline” - analog zur Gruppe (1) - einen gastralen Bolus Sucroseldsung
versetzt mit 20 ug/kg KG Carbachol, in einem Gesamtvolumen von 2ml /kg KG.
Es folgte die kontinuierliche Applikation einer NaCl-Losung mit Carbachol (5
pg/ml) mit einer Rate von 0,66 ml/kg KG/h an der Mund- und 2 ml/kg KG/h an

der Magenschleimhaut.

(3) NK: Nitroglycerin + NaCl

Um zu evaluieren welche der Effekte in der Kombinationsgruppe (1) NC auf
Nitroglycerin als Verum zuruck zu fuhren sind, erhielten die Tiere zum Zeitpunkt
“‘Baseline” - analog zur Gruppe (1) - einen gastralen Bolus Sucroseldsung
versetzt mit 25 pg/kg KG Nitroglycerin, in einem Gesamtvolumen von 2ml /kg
KG. Es folgte die kontinuierliche Applikation einer NaCl-Losung mit Nitroglycerin
(250 pg/ml) mit einer Rate von 0,66 ml/kg Kg/h an der Mund- und 2 mil/kg KG/h

an der Magenschleimhaut.
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(4) KK: NaCl+ NaCl

Als Kontrollgruppe zur Evaluation welche der moglichen Zeit-Effekte in Gruppe
(1)-(3) auf Storfaktoren wie Narkose oder Placebowirkung zurtck zu fuhren
sind, erhielten die Tiere in dieser Gruppe analog zu Gruppe (1)-(3) zum Zeit-
punkt “Baseline” einen gastralen Bolus Sucroseldsung. Aquivalent zu den o.g.
Gruppen wurde NaCl-Lésung hinzugefugt, um die Bolusmenge von 2ml/kg KG
zu erreichen. Es folgte die kontinuierliche Applikation einer NaCl-Losung mit
einer Rate von 0,66 ml/kg KG/h an der Mund- und 2 ml’kg KG/h an der Magen-

schleimhaut.

2.6 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte +/- Standardfehler (SEM) angegeben. Es
wurde eine Varianzanalyse fur multiple Messungen (2-Wege ANOVA) durchge-
fuhrt gefolgt von einem Bonferroni posthoc Test (GraphPad Prism 6.0f for
Windows, Graph Pad Software, La Jolla California, USA). Bei nicht-
normalverteilten Datensatzen wurden die Ergebnisse als Median +/- Standard-
fehler des Medians angegeben. Es wurde der H-test nach Kruskal-Wallis fur
unabhangige Stichproben durchgefuhrt und der Friedmann-Test fur verbundene
Stichproben (GraphPad Prism 6.0f for Windows, Graph Pad Software, La Jolla
California, USA). Das Signifikanzniveau wurde auf 95 % (entspricht p<0,05)
festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Gastrale Mikrozirkulation

Bezuglich der gastralen Oxygenierung (uHbO2) wurde durch die lokale Applika-
tion der Substanzen in keiner der Gruppen unter physiologischen Kreislaufbe-
dingungen eine Veranderung hervorgerufen (Tbl. 1). Die gastrale Oxygenierung
sank in der Kontrollgruppe (KK) unter hamorrhagischen Kreislaufbedingungen
von 77 £ 3 % auf 38 + 8 % (HV30) ab. Dieser Effekt wurde durch die lokale
Applikation von Nitroglycerin allein (NK) (BL: 81 + 3 zu HV30: 55 + 6 %) abge-
schwacht. Die zusatzliche Gabe von Carbachol hatte keinen additiven Effekt
(NC) (BL: 83 £ 3 zu HV30: 57 £ 4 %). Carbachol allein (CK) milderte den Abfall
in der gastralen uHbO, zwar ab, jedoch nicht signifikant (BL: 75 + 4 zu HV30:
53 £ 7 %, p=0,0577). In der Retransfusionsphase war kein Unterschied zwi-

schen den Gruppen mehr zu verzeichnen (Tbl. 1). (Abb. 3)

Auch die gastrale mikrozirkulatorische Flussrate (uflow) wurde durch die lokale
Substanz-Applikation bei physiologischer Kreislauflage nicht verandert (Tbl. 1).
Nach Induktion der milden Hamorrhagie zeigte sich in allen Versuchsgruppen
ein leichter nicht signifikanter Abfall des uflow ohne Unterschied zur Kontroll-
gruppe (KK) (HV30: KK =128 £ 10 vs. NK =145 £ 21 vs. CK =121 £ 19 vs, NC
=101 £ 13 aU) (Tbl. 1).

Auch in der gastralen mikrozirkulatorischen Flussgeschwindigkeit (uvelocity)
(HV30: KK= 15,7 £ 0,8 vs. NK=17 + 1,3 vs. CK= 16,2 + 1,7 vs. NC=14,4 £ 0,8
aU) und in der lokalen Hamoglobinmenge (rHb) zeigte sich entsprechend der
Ergebnisse der Flussrate ein leichter, nicht signifikanter Abfall der Werte unter
Hamorrhagie. Weder nach Substanzapplikation noch nach Induktion der Ha-
morrhagie zeigten sich Unterschiede zur Kontrollgruppe (KK). (Tbl. 1)
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Abb. 3: Die gastrale Oxygenierung unter hamorrhagischen Kreislaufbedingungen (HV) mit
anschlieBender Retransfusion (RT) mit Zeitangabe (15,20,30,60) in Minuten, nach Induktion der
Hypovolamie ist im Zeitverlauf aufgetragen. Dargestellt mit MW+SEM fiir n=5 Hunde; * = p <

0,05 zur Kontrollgruppe (KK)

3.2 Orale Mikrozirkulation

Bezuglich des oralen yHbO, gab es unter physiologischen Kreislaufbedingun-
gen keine Veranderungen durch die Substanzapplikation. Unter hypovolami-
schen Kreislaufbedingungen gab es in keiner der Gruppen signifikante Unter-

schiede verglichen mit der Kontrollgruppe (KK). (Tbl. 1)

Unmittelbar nach der lokalen Substanzapplikation war in allen drei Verumgrup-
pen unter physiologischer Kreislauflage der uflow hoher als in der Kontrollgrup-
pe (KK) (Drug: KK= 71,8 + 4,7 vs NK= 179,1 + 36,2 vs CK= 144,7 £ 25,6 vs
NC= 175,5 £ 43,3 aU). Wahrend des Schocks gab es jedoch keine Unterschie-
de zwischen den Versuchsgruppen. In der frihen Retransfusion war der uflow
in der Carbacholgruppe (CK) hoher als in der Kontrollgruppe (KK) (RT30: KK=
82,9 + 6,8 vs CK= 159,8 £+ 34,9 aU) (Tbl. 1). (Abb. 4)
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Die uvelocity verhielt sich wahrend der milden Hamorrhagie analog zum uflow

und zeigte keinen Unterschied zwischen den Versuchsgruppen (Tbl. 1).

In den Messungen des oralen rHb ergab sich nach Applikation der Substanz
unter physiologischen Kreislaufbedingungen keine Veranderung. Auch nach
Induktion der Hypovolamie (HV15, HV20) zeigte sich vorerst keine Veranderung
zwischen den Gruppen. Im Verlauf des Schocks zeigte sich zum Zeitpunkt
HV30 eine signifikante Erhdhung des rHb in der Nitroglycerin Gruppe (NK)
(HV30: KK= 59,8 + 4,8 vs NK= 69,5 + 3,4 aU) und zum Zeitpunkt HV60 ein
signifikanter Unterschied zwischen der Nitroglycerin-/ Carbachol- (NK/CK) und
der Kontrollgruppe (KK) (HV60: KK= 61,9 £ 3 vs NK= 76,1 £ 3,5 aU vs CK=
72,8 £5,9 aU). (Tbl. 1)

* Flow Mund

— NC: Nitroglycerin +

200+ Carbachol
— NK: Nitroglycerin +
150- NaCl
% — CK: Carbachol + NaCl
= 100~
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50+
0
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Abb. 4: Der orale Fluss unter hamorrhagischen Kreislaufbedingungen (HV) mit anschlieRender
Re-transfusion (RT) mit Zeitangabe (15,20,30,60) in Minuten, nach Induktion der Hypovolamie
ist im Zeitverlauf aufgetragen. Dargestellt mit MW+SEM fur n=5 Hunde; * = p < 0,05 zur Kon-
troligruppe (KK)
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Tabelle 1:Ergebnisse der O2C-Messungen in der Ubersicht (iber die Gruppen und Messzeit-

punkte
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Legende 1: HV = Hypovolamie; RT = Retransfusion mit Zeitangabe (15,20,30,60) in Minuten,

nach Induktion der Hypovolamie; MW + SEM fir n = 5 Hunde, * = p < 0,05 zur jeweils angege-
benen Gruppe (KK=NaCl-NaCl; CK=Carbachol-NaCl; NK=Nitroglycerin-NaCl; NC=Nitroglycerin-

Carbachol) ; # = p < 0.05 zum jeweiligen Baseline-Wert
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3.3 Videomikroskopische Untersuchung der oralen Schleim-
haut

In der videomikroskopischen Untersuchung an der oralen Mukosa sah man in
allen vier Versuchsgruppen einen Abfall der funktionellen GefalRdichte (PVD)
nach Induktion der Hypovolamie. Im spateren Schock (HV60) zeigte sich allein
in der Carbacholgruppe (CK) ein deutlicher Anstieg der funktionellen Gefal3-
dichte auf den Ausgangswert. Allerdings hatte die Kombination mit Nitroglycerin
keinen Einfluss (HV60: KK= 50 + 1,4 vs CK= 8,9 £+ 1,0 vs NC= 49 + 1,1
mm/mm?). Die schnellere Erholung der Carbachol-Gruppe (CK) beziiglich der
PVD zeigte sich auch in der fruihen Retransfusionsphase noch, verglichen mit
der Kontrollgruppe (KK). (RT30: KK= 8,5 + 2,0 vs. CK= 13,5 + 1,3 mm/mm?)
(Abb. 6) (Tbl. 2)

PVD Lefze
20~
— NC: Nitroglycerin +
_ 15+ Carbachol
NE — NK: Nitroglycerin +
NaCl
£ 40-
g — CK: Carbachol + NaCl
= 5 KK: NaCl + NaCl
0 | | | | | | | | | | | |
< O Q Q
o DO > © ) ©
S & & & & &
Q;b
Zeitpunkt

Abb. 5: Die perfundierte GefalRdichte gemessen an der Lefze unter hamorrhagischen Kreis-
laufbedingungen (HV) mit anschlieBender Retransfusion (RT) mit Zeitangabe (30,60) in Minu-
ten, nach Induktion der Hypovolamie ist im Zeitverlauf aufgetragen. Dargestellt mit MW+SEM

fur n=5 Hunde; * = p < 0,05 zur Kontrollgruppe (KK)
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Bezuglich der totalen Gefalddichte (TVD) an der oralen Mukosa sah man in
allen vier Versuchsgruppen unter hypovolamischen Kreislaufbedingungen einen
signifikanten Abfall verglichen mit dem jeweiligen Baseline-Wert. (KK: BL= 18,8
+ 0,4 zu HV30= 13,2 + 1,2; CK: BL= 18,9 = 0,7 zu HV30= 16,2 £ 1,0; NK:
BL=18,6 + 0,7 zu HV30= 13,8 + 1,5; NC: BL= 18,8 + 0,7 zu HV30= 15,3 + 0,9
mm/mm?). In der Carbacholgruppe (CK) war die totale GefaRdichte iiber den
kompletten Zeitraum der Hypovolamie, trotz des beschriebenen Abfalls signifi-
kant hoher als in der Kontrollgruppe (KK) (HV30: KK= 13,2 + 1,2; CK= 16,2 *
1,0 mm/mm?). Die gemeinsame Applikation von Carbachol und Nitroglycerin
konnte zu keiner Erhdhung der totalen GefalRdichte fuhren. (Abb. 5) (Tbl. 2)

Der Anteil der perfundierten Gefalke (PPV) zeigte unter Hamorrhagie keine
Unterschiede zwischen den Gruppen. Entsprechend den Werten von TVD und
PVD zeigte jedoch die Carbachol-Gruppe (CK) als einzige keinen Abfall im
Schock (BL: 59,8 + 4,6 zu HV30: 46,2 + 5,5 zu HV60: 48,4 £ 3,8 %). In der
frihen Retransfusionsphase zeigte die Carbacholgruppe (CK) einen signifikant
hoheren Anteil perfundierter Gefalle im Vergleich zur Kontrollgruppe (KK)
(RT30: KK= 46,9 £ 10,2 vs CK= 66,0 + 4,4 %). Auch hier konnte dies nicht
durch die gemeinsame Applikation von Carbachol und Nitroglycerin reproduziert
werden. (Tbl. 2)

Ahnlich der PVD sank der manuell bestimmte Flussindex (MF/) nach Induktion
der Hypovolamie in allen vier Versuchsgruppen ohne Unterschiede zwischen
den Gruppen signifikant zum Ausgangswert ab. Auch hier zeigte die Carbachol-
Gruppe (CK) im spaten Schock eine Erholung, wahrend die zusatzliche Gabe
von Nitroglycerin (CN) keinen Effekt hatte. (KK: HV30= 1,7 + 0,1 zu HV60= 1,8
+ 0,2 vs NK: HV30= 1,5 £ 0,3 zu HV60= 1,7 + 0,2 vs CK: HV30= 1,7 £ 0,3 zu
HV60= 2,3 + 0,2 vs NC: HV30= 1,6 £ 0,3 zu HV60= 1,8 + 0,2). (Abb. 7) (Tbl. 2)
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Abb. 6: Der MFI gemessen an der Lefze unter hamorrhagischen Kreislaufbedingungen (HV)
mit anschlieBender Retransfusion (RT) mit Zeitangabe (30,60) in Minuten, nach Induktion der
Hypovolamie ist im Zeitverlauf aufgetragen. Dargestellt mit MW+SEM fiir n=5 Hunde; * = p <

0,05 zur Kontrollgruppe (KK)

Tabelle 2: Ergebnisse der CytoCam-Messungen in der Ubersicht (iber die Gruppen und Mess-

zeitpunkte

Variable |GRUPPE| BASELINE DRUG HV30 HV60 RT 30 RT 60
KK 188 + 04 186 + 06 132+ 12 #*CK 131 £ 12 #*CK 179+ 0,6 *CK |194 08

TVD Lefze [CK 189 + 07 189 + 08 162 £ 10 #*KKNK 166 + 1,1 #KKNKNC|20,1 +08 *KK |205+ 12
[mm/mm?] [NK 18,6 0,7 18,8 £ 0,8 138 £15 #CK 136 £ 06 #CK 192 + 04 194 + 06
NC 188 0,7 193 £ 05 15309 # 136 + 14 #*CK 188 + 10 196+ 12

KK 119+ 05 11,1 £ 07 53+11 # 50t 14 #CK 85120 #*CK|114 +13

PVD Lefze |CK 11512 134 £ 09 7711 # 89 + 10 *KK.NC 135+13 *KK [139+ 14
[mm/mm?] [NK 120 £+ 03 122 £10 60t 14 # 61+06 # 11409 115+ 11
NC 105+ 10 115 05 5505 # 49 + 1,1 #*CK 101+ 13 119+ 18

KK 618 +23 592 +30 403t 66 # 37771 # 469 102 *CK |58.1 %45

PPV Lefze |CK 598 + 46 66,8 £ 3,5 462 +55 484 +38 660 + 44 *KK |667 +32
%] |NK 640 £ 22 647 £ 34 24155 # 449 +43 # 594 +53 589 50
NC 538 + 43 567 22 404152 357 +47 # 515+ 69 550 ¢ 106

KK 29 +0,1 28 +0,1 17+0,1 # 18 +02 #CK 29 +00 2900

MET Lefse |CK 29 +0,1 29 +0,1 17+03 # 23 +02 #KKNKNC| 29 +01 29 10,1
NK 2810, 29 0,1 1503 # 17 £ 02 #+CK 28 0,1 28 0,1

NC 2910, 30 £ 00 16+03 # 18 +02 #CK 28 +0,1 29 10,1

Legende 2: HV= Hypovolamie; RT=Retransfusion mit Zeitangabe (30,60) in Minuten, nach
Induktion der Hypovolamie; MW + SEM fir n = 5 Hunde, * = p < 0,05 zur jeweils angegebenen
Gruppe (KK=NaCl-NaCl; CK=Carbachol-NaCl; NK=Nitroglycerin-NaCl; NC=Nitroglycerin-

Carbachol) ; # = p < 0.05 zum jeweiligen Baseline-Wert
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Folgende Qualitatskriterien wurden fir die Beurteilbarkeit der videomikroskopi-
schen Untersuchung benannt: Messungen wurden an mindestens drei ver-
schiedene Stellen an der Lefze pro Zeitpunkt erhoben, Druckartefakte wurden
ausgeschlossen, es lag keine Stérung der Beurteilbarkeit durch Sekrete vor,
Focus und Kontrast waren optimal eingestellt, es lagen keine Bewegungsarte-

fakte vor.

3.4 Systemische Hamodynamik

Nach Induktion der Hypovolamie fiel in der Kontrollgruppe die DO, ab (BL= 14 +
1 auf HV30= 8 + 0 ml/kg/min), bedingt durch eine Reduktion des HZV (BL= 81 &
4 auf HV30= 48 £ 1 ml/kg/min). Grund fur diese Reduktion ist eine Abnahme
des SV (BL= 24 + 1 auf HV30= 15 £ 1 ml) bei gleichzeitig abfallender HF (BL=
114 £ 2 auf HV30= 109 = 3 1/min). Als Folge der Reduktion des HZV sank der
MAP (BL= 60 % 2 auf HV30= 48 + 3 mmHg). Kompensatorisch stieg der SVR an
(BL= 22 + 1 auf HV30= 31 £ 2 mmHg*min/l). Die Uber den Zeitverlauf stattfin-
dende Dynamik der Kreislaufparameter fand sich entsprechend der Kontroll-

gruppe (KK) in den drei anderen Versuchsgruppen wieder. (Tbl. 4)

Weder im HZV noch im MAP zeigte sich nach lokaler Applikation der Pharmaka
eine signifikante Veranderung verglichen mit den Baselinebedingungen. Ein
milder Blutdruckabfall in der Nitroglyceringruppe (NK), sowie in der Nitroglyce-
rin+Carbacholgruppe (NC) fuhrte bei einem milden Blutdruckanstieg in der
Carbachol- und der Kontrollgruppe (CK wund KK) nach Verum-
/Placeboapplikation zu einem Unterschied von 8-9 mmHg zwischen den Grup-
pen. Dieser Unterschied zog sich durch den restlichen Versuch. Nach Induktion
der Hypovolamie fiel in allen vier Versuchsgruppen der MAP signifikant zum
jeweiligen Ausgangswert ab. Der MAP erholte sich in allen Versuchsgruppen im
Verlaufe der Hypovolamie leicht und stieg in allen vier Versuchsgruppen nach
Induktion der Reperfusion gleichermal3en Uber den Ausgangswert hinaus an.
(Tbl. 4) (Abb. 8)
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Abb. 7: Der MAP unter hamorrhagischen Kreislaufbedingungen (HV) mit anschlielender Ret-
ransfusion (RT) mit Zeitangabe (15,20,30,60) in Minuten, nach Induktion der Hypovolamie ist im
Zeitverlauf aufgetragen. Dargestellt mit MW+SEM fir n=5 Hunde; * = p < 0,05 zur Kontrollgrup-
pe (KK); °=p <0,05zu CK

Bezulglich des SV, der HF und des daraus resultierenden HZV, sowie dem DO,
zeigte sich in den 30 Minuten nach der lokalen Applikation der Pharmaka, sowie
in der darauffolgenden hypovolamischen Kreislaufsituation in keiner der Grup-

pen ein Unterschied zur Kontrollgruppe. (Tbl. 4)

Weitere Unterschiede zwischen den Gruppen bezuglich SAT, pCO,, pO,, pH,
Laktat, HCOs., Hb und Hkt konnen Tabelle 3 entnommen werden.
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Tabelle 3: Ergebnisse der Blutgasanalyse in der Ubersicht ber die Gruppen und Messzeit-

punkte
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Legende 3: HV= Hypovolamie; RT=Retransfusion mit Zeitangabe (30,60) in Minuten, nach
Induktion der Hypovolamie; MW + SEM fir n = 5 Hunde, * = p < 0,05 zur jeweils angegebenen
Gruppe (KK=NaCl-NaCl; CK=Carbachol-NaCl; NK=Nitroglycerin-NaCl; NC=Nitroglycerin-

Carbachol) ; # = p < 0.05 zum jeweiligen Baseline-Wert
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Tabelle 4: Kreislaufparameter in der Ubersicht iber die Gruppen und Messzeitpunkte
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Retransfusion mit Zeitangabe (15,20,30,60) in Minuten,

HV= Hypovolamie; RT=

Legende 4

p < 0,05 zur jeweils angege-

Nitroglycerin-NaCl; NC

nach Induktion der Hypovolamie; MW + SEM fir n = 5 Hunde, *

Nitroglycerin-

Carbachol-NaCl; NK

NaCl-NaCl; CK
p < 0.05 zum jeweiligen Baseline-Wert

benen Gruppe (KK

Carbachol) ; #
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3.5 Gastrale Barrierefunktion

Da sich die ermittelten Werte der Sucrosekonzentrationen im Plasma nicht
normalverteilt darstellten wurde hier fur die Auswertung der Median + Standard-
fehler des Medians verwendet. Fur die statistische Auswertung wurde zum
Vergleich zwischen den Gruppen der Kruskal-Wallis-Test fur unabhangige
Stichproben, sowie zum Vergleich der Werte im Zeitverlauf innerhalb der Grup-

pen der Friedmann-Test fur abhangige Stichproben verwendet.

In den gemessenen Plasmaproben zeigte sich lediglich in der Kontrollgruppe
(KK) ein signifikanter Anstieg der Plasma-Saccharidkonzentration im Schock
verglichen mit dem Ausgangswert (KK: BL = 25,3 + 54,0 vs HV60 = 204,4 +
88,5). Weder nach Nitroglyceringabe, noch nach Carbacholgabe und gemein-
samer Nitroglycerin und Carbacholapplikation kam es zu einem Anstieg der
Plasma-Saccharidkonzentration im Schock verglichen mit dem Ausgangswert
(CK: BL = 22,0 £ 189,0 zu HV60 = 38,2 £ 54,5; NK: BL = 106,5 * 43,8 zu HV60
= 82,4 + 38,7; NC: BL = 130,2 + 148,2 zu HV60 = 22,6 + 76,0). Zwischen den
Gruppen zeigten sich wahrend des gesamten Versuches keine signifikanten
Unterschiede. (Tbl. 5)

Tabelle 5: Plasmasucrosewerte in der Ubersicht (iber die Gruppen und Messzeitpunkte

Variable | GRUPPE BASELINE DRUG HV30 HV60 RT 30
KK 253 + 540 570 + 2454 2013 £ 1478 2043 + 885 # 1857 £+ 1562

Sucrose |CK 220 £ 1890 568 + 478 298 t 338 382 + 544 395 + 545

Median |NK 1065 + 438 1003 + 327 448 + 232 824 + 387 1199 £ 3960
NC 1302 £ 1482 7589 + 168 86,1 + 8229 226 £ 760 1148 + 750

Legende 5: HV= Hypovolamie; RT=Retransfusion mit Zeitangabe (30,60) in Minuten, nach
Induktion der Hypovolamie; Median £ SEM fir n = 5 Hunde, * = p < 0,05 zur jeweils angegebe-
nen Gruppe (KK=NaCl-NaCl; CK=Carbachol-NaCl; NK=Nitroglycerin-NaCl; NC=Nitroglycerin-
Carbachol) ; # = p < 0.05 zum jeweiligen Baseline-Wert
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Abb. 8: Die Plasmasucrose-Konzentration unter hdmorrhagischen Kreislaufbedingungen (HV)
mit anschlieBender Retransfusion (RT) mit Zeitangabe (30,60) in Minuten, nach Induktion der

Hypovolamie ist im Zeitverlauf aufgetragen. Dargestellt mit Median fir n=5 Hunde; * = p < 0,05
zur Kontrollgruppe (KK) ; # = p < 0,05 zum Ausgangswert (BL) innerhalb der Gruppe.
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4 Diskussion

4.1 Zentrale Aussagen

1. Der Protektive Effekt von Nitroglycerin auf die mikrozirkulatorische Oxygenie-
rung unter hamorrhagischen Kreislaufbedingungen wird durch zusatzliche Car-

bacholapplikation in der gewahlten Dosierung nicht maf3geblich moduliert.

2. Die additive Gabe von Carbachol hatte keinen Effekt auf die Barrierefunktion

in-vivo.

3. Die Kombination der beiden Vasodilatatoren Carbachol und Nitroglycerin

lassen systemische Parameter weitestgehend unbeeinflusst.

4.2 Methodenkritik

4.2.1 Experimentelle Rahmenbedingungen

Die experimentellen Rahmenbedingungen mussen gewahrleisten sekundare
Einflusse zu minimieren, sodass weitestgehend sichergestellt werden kann,
dass Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen interventionsbedingt aufge-

treten sind.

Um genau solche aufleren und inneren, aber vom Untersuchungsziel abwei-
chenden Storfaktoren zu minimieren wurden die Versuchsbedingungen mdg-

lichst konstant und einheitlich gehalten.

Das Gewicht der Hunde wurde durch standardisierte Futterung stabil gehalten.
AuRerdem dienten nur weilbliche Hunde aulierhalb des Oestrus als Versuchs-
tiere. (vgl. 2.1.) Um zirkadiane Schwankungen auszuschlieRen, fanden die
Versuche immer zur selben Tageszeit statt. Um den Einfluss interindividueller
Unterschiede zwischen den Hunden zu minimieren, durchlief jeder Hund alle

Versuchsreihen in randomisierter Reihenfolge und diente somit als seine eigene
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Kontrolle. Die Versuche wurden unter stabilen Laborbedingungen durchgeflhrt.
(vgl. 2.5.1.) Interaktionen zwischen den Versuchen wurden durch eine mindes-
tens dreiwdchige Pause zwischen Versuchen am selben Hund gewahrleistet
(val. 2.1.).

Der Hund wurde aus verschiedenen Grunden als Versuchstier ausgewahlt. Zum
einen ermoglicht das Groltiermodell eine Messsonde atraumatisch in den Ma-
gen vorzuschieben, um die gastrale Mikrozirkulation zu untersuchen. Zum an-
deren sind die erforderlichen Blutabnahmen fur die serielle Blutgasanalyse und
Plasmauntersuchungen nur im Groftiermodell moglich, ohne die Hdmodynamik
relevant zu beeinflussen. Des Weiteren kommt die Hamodynamik des Grof3tie-
res der des Menschen naher als die des Kleintieres. Zusatzlich weisen die
gastrointestinale Durchblutung, die Histologie und die Physiologie beider Spe-

zies deutliche Ahnlichkeiten auf.>® °’

Die Standardisierung der experimentellen Rahmenbedingungen zeigte sich in

den nahezu identischen Baseline-Werten zwischen den Gruppen.

4.2.2 Nitroglycerin- und Carbacholapplikation zur lokalen Therapie

Die intragastrale Applikation Uber eine Magensonde stellt eine atraumatische
Form der Applikation dar und erlaubt Messungen unter annahernd physiologi-
schen Bedingungen. Sowohl Nitroglycerin als auch Carbachol riefen gastral
verabreicht in vorigen Versuchsreihen bereits Effekte auf die mukosale Mikro-
zirkulation hervor und scheinen daher fur diese Art der Applikation geeignet zu

sein.®3

Die Menge, Konzentration und Applikationsart des Nitroglycerins wurde ent-
sprechend vorausgehender Versuche gewahlt, in denen unter entsprechenden
Bedingungen keine systemische Kreislaufbeeinflussung vorlag, aber dennoch
die gastralen Mikrozirkulation beeinflusst wurde®. Menge und Konzentration des
verabreichten Carbachols wurden orientierend an der hierzu vorhandenen Lite-

ratur gewahit.>®
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4.2.3 Messung der oralen und gastralen Mikrozirkulation

Die Messungen der mukosalen Mikrozirkulation sind die zentralen Ergebnisse
dieser Arbeit. Daher wurden drei verschiedene Methoden zur Erfassung der
Mikrozirkulation verwendet, um aus den Ergebnissen ein umfassendes, wirk-
lichkeitsgetreues Bild zu erstellen.

Bei der verwendeten Reflexionsspektrofotometrie und dem Laser-Doppler mit-

tels O2C handelt es sich um bereits etablierte Verfahren®®".

Im Gegensatz zum herkdmmlichen Pulsoxymeter misst das O2C hauptsachlich
die kapillar-vendse Sauerstoffsattigung, da aufgrund der Volumenverteilung des
Blutes im mikrovaskularen Gefallsystem (vends 75%, kapillar 14%, arteriell
11%) von einer Dominanz der Messsignale kapillar-vendsen Ursprungs ausge-
gangen werden kann*?. Da es aber im kapillér-vendsen Bereich nach dem Prin-
zip der ,letzten Wiese“ am ehesten zu Hypoxien kommt, besteht dort die grofite
Hypoxie-Sensitivitat®?. Daher ist es von hohem Interesse die Sauerstoffsatti-

gung des Hamoglobins genau dort zu messen.

Das O2C hat den, aufgrund der kurzen Halbwertszeit des Nitroglycerins fur
diese Versuchsreihe besonderen Vorteil, dass es durch eine hohe Aufzeich-
nungsfrequenz eine Darstellung nahezu in Echtzeit ermdglicht. Die Signalquali-

tat kann durchgehen beurteilt und konstant gehalten werden. (vgl. 2.3.5)

Die geringe GroRRe der Messsonden ermdglicht auch gastrale Messungen unter
physiologischen Bedingungen. Die realistische Wiedergabe der Mikrozirkulati-
on, ohne wesentliche Beeinflussung durch die Sonde, spiegelt sich im Vergleich
der erhobenen Baseline-Werte dieser Arbeit mit Baseline-Werten aus vorigen

Arbeiten, die diese Art der Messung verwendeten, wider.> °* %

Die zu untersuchenden Substanzen wurden durch die verwendete Instrumentie-
rung in unmittelbarer Nahe zur Messsonde appliziert. (vgl. 2.3.5) Der Nachteil
dieser punktuellen Messung liegt darin, dass die Heterogenitat des Blutflusses
nicht dargestellt werden kann®" ®°. Trotzdem konnte bereits gezeigt werden,
dass Unterschiede im Fluss durch die punktuelle Messung hinreichend darge-
stellt werden kdnnen und, dass dargestellte Veranderungen im Fluss mit der
Barrierefunktion der Mukosa korrelieren®.
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Zur weiteren Beurteilung der Qualitat des Flusses und der Kapillardichte wurde

die Videomikroskopie an der oralen Schleimhaut eingesetzt.

Der Messort an der oralen Schleimhaut entsprach dabei dem Ort der O2C Mes-
sung und damit dem Ort der Substanzapplikation. Messungen, die der Quali-
tatsempfehlung®” (Vgl. 3.3) nicht entsprachen wurden verworfen. Um die soft-
waregestutzte Auswertung von TVD, PVD und PPV zu erganzen wurde zusatz-
lich verblindet manuell der MFI bestimmt. Die manuell bestimmten MFI-Werte
lagen zum Baselinezeitpunkt sowohl in vorherigen Versuchsreihen unserer
Arbeitsgruppe, als auch in dieser Versuchsreihe innerhalb des in der Literatur
fir gesunde angegeben Bereichs®®. Zusatzlich zeigte der manuell ausgewertete
MFI signifikante Veranderungen wahrend der Hamorrhagie im Vergleich zu den
Ausgangsbedingungen. Aufgrund der definierten Kriterien zur Einstufung der
Flussqualitat konnte trotz der subjektiven Evaluation in Studien eine hohe Inter-

sowie Intraraterreliabilitat fiir den manuell erhobenen MFI gezeigt werden®®.

4.2.4 Messung der gastralen Barrierefunktion

Die gastrale Barrierefunktion unter hamorrhagischen Kreislaufbedingungen
sollte Gber die Quantifizierung des Ubertritts von Sucrose (iber die Magenmu-
kosa evaluiert werden. Bedingt durch die kontinuierliche Flussigkeitsgabe wah-
rend des Versuchs kam es bei einzelnen Versuchen zu einem Reflux der Zu-
ckerldsung entlang der gelegten Magensonde. Dies fuhrte zu einzelnen sehr
variablen Saccharidwerten im Plasma, sodass sich teilweise eine erhebliche
Streuung der resorbierten Sucrosemenge zwischen den Gruppen und auch den
einzelnen Versuchstieren zeigt. Die durch den Reflux bedingten Ausreil3er in
den erhobenen Plasmasucrosewerten fuhrten dazu, dass sich die Gesamtheit
der Plasmasucrosewerte als nicht-normalverteilt darstellten. Um einzelnen
Ausreil3ern in den Plasmasucrosewerten die Gewichtung zu nehmen wurden
die jeweiligen Mediane + des Standardfehlers des Medians verglichen. Es
ergaben sich durch die variablen Werte, teils sehr gro3e Standardabweichun-

gen, die das Erreichen einer Signifikanz nur eingeschrankt moglich machten.
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Dennoch zeigen sich deutliche Trends die auch ohne vorliegende Signifikanz

eine aussagekraftige Auswertung der Daten moglich machen.

4.3 Ergebnisdiskussion

4.3.1 Ergebnisdiskussion der mukosalen Mikrozirkulation

Bezlglich des mikrozirkulatorischen Flusses konnte weder aus den videomikro-
skopisch erhobenen Daten noch aus den mittels Gewebefotospektrometrie
erhobenen Daten ein additiver Effekt durch die zusatzliche Applikation von
Carbachol zur lokalen Nitroglycerinapplikation gezeigt werden. Carbachol ent-
wickelt einen Groldteil seiner vasodilatatorischen Wirkung Endothel-abhangig
Uber seine agonistische Wirkung an den, auf dem Endothel vorhandenen mus-
karinergen M1 und M3 Acetylcholinrezeptoren. Dies fuhrt Gg-gekoppelt Uber
eine Cay+-Freisetzung zu einer Aktivierung der NO-Synthase und somit Uber
eine erhohte NO-Produktion zur Relaxation der glatten Muskulatur der
GefaRe.3" 3334 69 Es stellt sich die Frage, warum weder Carbachol noch Nitro-
glycerin, die auf verschiedenen Wegen zu einem Anstieg des NO-Spiegels
fuhren nicht zu einer flussrelevanten Vasodilatation fuhren. Hier argumentieren
Truse et al, dass die beiden Substanzen, trotz ihrer Eigenschaft als Vasodilata-
toren den Fluss nicht verbessern konnten, da der Hauptteil der gastralen mikro-
zirkulatorischen Perfusion aus dem mesenterialen GefalRsystem stammt, und
somit die Flussregulation auf Hohe der mesenterialen Arteriolen den bestim-
menden Faktor darstellt. Eine ausgepragte, sympathisch vermittelte Vasokon-
striktion auf Hohe der, der Mikrozirkulation vorgeschalteten mesenterialen Arte-
riolen, konnte also eine nachgeschaltete Nitroglycerin-/Carbachol-vermittelte
Vasodilatation der mikrozirkulatorischen Gefal3e und eine Erhohung des uflows
verhindern. Der zweite Pfad Uber den Carbachol seine vasodilatatorische Wir-
kung entfaltet verlauft Endothel- und eNOS-unabhangig Uber die Aktivierung
prasynaptischer muskarinerger M1 und M3 Rezeptoren auf vaskularen Nerven-
zellen. Die cholinerge Aktivierung der Rezeptoren fuhrt hier zu einer Freiset-
zung des Calcitonin-Gene-related-Peptid (CGRP), welches am CGRP-Rezeptor
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der vaskuldren glatten Muskulatur eine Relaxation bewirkt.>* *> 7 |In Versuchen
mit Acetylcholin konnte jedoch gezeigt werden, dass geringere Mengen von
Acetylcholin (1 nmol) nicht ausreichten, um diesen Pfad zu aktivieren, sondern
erst hohere Mengen von Acetylcholin (10 nmol, 100 nmol) zu einem Effekt
fihrten®* "', Es ist also nicht auszuschlieRen, dass auch die in dieser Versuchs-
reihe verwendeten Konzentrationen von Carbachol zu gering waren, um eine
Aktivierung des Endothel-unabhangigen vasodilatatorischen Pfades zu bewir-

ken.

Dennoch konnten Hu et al. in ihren Versuchen eine Verbesserung der intestina-
len mukosalen Perfusion durch lokale Carbacholapplikation als Zusatz zu einer
oralen Flussigkeitssubstitution im Rahmen eines Verbrennungstraumas nach-
weisen?. Diese divergierenden Ergebnisse lassen sich insofern erklaren, als
dass Hu et al in der gleichen Versuchsreihe zusatzlich zeigen konnten, dass die
lokale Carbacholapplikation die mukosale Absorption von Wasser und Elektroly-
ten unter Schockbedingungen verbessert. Da der Effekt der lokalen Carbachol-
applikation hier durch Zusatz von Carbachol zur oralen Volumensubstitution
getestet wurde, konnte die verbesserte Gewebeperfusion hier auch dem ver-
besserten Volumenstatus zugerechnet werden. Dafur spricht insbesondere
auch eine mit einem gesteigerten HZV einhergehende Plasmavolumenerho-

hung der Versuchstiere nach Carbacholgabe.

Zu der nicht erhohten Flussrate passen auch die aquivalent unveranderten
Werte in der lokalen Hamoglobinmenge (rHb) und der mikrovaskularen Fluss-

geschwindigkeit (uvelocity) aus denen sich der mikrovaskulare Fluss ergibt.

Obwohl die zusatzliche Applikation von Carbachol zur Nitroglycerinapplikation
keinen additiven Effekt auf die mukosale Perfusion hatte konnte in den durch
die Videomikroskopie erhobenen Daten im oralen Bereich eine verbesserte
kapillare Dichte, ein verbesserter funktionelle kapillare Dichte und ein verbes-
serter Flussindex in den abgebildeten Gefallen nach alleiniger Carbacholappli-
kation gezeigt werden. Es bleibt zu diskutieren, wieso sich dieser Effekt nicht
nach gemeinsamer Carbachol und Nitroglycerinapplikation zeigt. Ein moglicher
Erklarungsansatz ware, dass fur NO neben vielen vorteilhaften Effekten in der
Vergangenheit auch negative Effekte gezeigt werden konnten’® . NO wirkt
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sich in hohen Konzentrationen zytotoxisch auf korpereigene Zellen aus und
senkt durch kompetitive Bindung des Cytochrom C-Molekils die ATP-
Konzentration in der Zelle’®. Desweiteren konnten Salzmann et al. in einer in-
vitro Studie an einer CaCo-Monolayer zeigen, dass NO die Durchlassigkeit der
vorhandenen tight-junctions erhéhte’?. Es wére denkbar, dass durch die ge-
meinsame Applikation von Carbachol und Nitroglycerin, lokal sehr hohe NO-
Spiegel entstehen. Diese hohen NO-Spiegel kdnnten durch cytotoxische Effek-
te, sowie zellularen Energiemangel und die damit einhergehende Nekrose, als
auch durch eine erhohte Durchlassigkeit von tight-junctions und die damit ein-
hergehende vermehrte Diffusion zu lokaler Odembildung fiihren und die Mikro-

zirkulation kompromittieren.

Bezuglich der Perfusion der gastralen Mukosa bleiben weitere Fragen zu disku-
tieren. Zum einen sind dies die bereits zum Zeitpunkt Baseline signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen im uflow, und zum anderen der auch in
der Kontrollgruppe fehlende signifikante Abfall des uflow unter hamorrhagi-
schen Kreislaufbedingungen. Bei genauer Betrachtung der einzelnen Werte,
l&sst sich ein Abfall im uflow unter hamorrhagischen Kreislaufbedingungen in
allen Gruppen beobachten, der allerdings keine statistische Signifikanz erreicht.
Dennoch zeigt sich im Bereich der gastralen Mukosa der Abfall im uflow deut-
lich geringer als an der oralen Mukosa. Wahrend der uflow im oralen Bereich in
der Kontrollgruppe durch den Wechsel in eine hamorrhagische Kreislauflage
um etwa 2/3 des Ausgangswertes abfallt, fallt der uflow im gastralen Bereich in
der Kontrollgruppe lediglich um etwa 1/3 des Ausgangswertes ab. Eine mogli-
che Erklarung hier ist die Ausschuttung des parasympathischen Transmitters
Acetylcholin durch einen Dehnungsreiz an der Magenschleimhaut. Die Sekreti-
onsphasen der Magensaftproduktion sind in eine Kephale, Gastrale und Intesti-
nale Phase unterteilt, wobei in der Gastralen Phase durch lokale Wanddehnung
die Ausschuttung von Acetylcholin zur Produktion von Magensaure fuhrt. Die
lokale Ausschittung von Acetylcholin wirkt hier neben der Produktion von Ma-
gensaure zusatzlich den vasokonstriktorischen Reizen des Sympathikus (aus-
gelost durch die Hamorrhagie) entgegen, sodass es auch in der Kontrollgruppe,
allein durch das Volumen des Placebos zu einem geringeren Abfall im uflow
kommen kénnte. ™
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Die Unterschiede der absolut gemessenen Werte des gastralen uflow in aU
zwischen den Gruppen zum Zeitpunkt Baseline scheinen nur von untergeordne-
ter Relevanz, da in aU angegeben Messungen primar als relative Werte zu
verstehen sind und der Fokus der Interpretation dieser insbesondere im Verlauf

innerhalb der Gruppen liegen sollte.

Bezlglich der mukosalen Oxygenierung konnte in dieser Versuchsreihe eben-
falls gezeigt werden, dass durch die zusatzliche Applikation von Carbachol zur
Nitroglycerinapplikation weder an der oralen noch an der gastralen Mukosa ein

additiver Effekt erzielt werden konnte.

Die lokale Gabe von Nitroglycerin vor Induktion der Hypovolamie konnte den,
unter Kontrollbedingungen beobachteten pHbO,-Abfall an der gastralen
Schleimhaut abschwachen. Diese Ergebnisse entsprechen vorherigen Ergeb-
nissen unserer Arbeitsgruppe, die bereits einen positiven Effekt von Nitroglyce-
rin auf den gastralen yHbO, unter hypovolamischen Kreislaufbedingungen

zeigten.’

Die unter Nitroglycerinapplikation beobachtete Verbesserung der gastralen
Oxygenierung, ohne einen erhdhten gastralen uflow wird von Truse et al. der
Eigenschaft von NO, die mitochondriale zellulare Atmung zu modifizieren zuge-

schrieben®.

An dieser Stelle kommt die Frage auf, warum Carbachol mit seiner eNOS-
aktivierenden Wirkung und der damit verbundenen erhohten NO-Produktion

keine, bzw. nur eine geringe Auswirkung auf die gastrale Oxygenierung zeigt.

Wahrend Nitroglycerin selbst, unabhangig von der NO-Synthase zu NO konver-
tiert, wirkt Carbachol sich Uber Aktivierung der NO-Synthase auf die NO-Bildung
aus. Die NO-Synthase bildet aus L-Arginin und O, Citrullin, NO und H2O. Hier-
bei bendtigt die NO-Synthase Tetrahydrobiopterin (BH4) als Kofaktor. BH, ist
jedoch instabil und wird unter oxidativem Stress, wie z. B. wahrend einer Ha-
morrhagie, vermehrt zu dem biologisch inaktiven Dihydrobiopterin (BH2) oxi-
diert. Als Folge dessen behindert BH, die Wirkung des noch vorhandenen BH4
durch kompetitive Hemmung der NO-Synthase.” Zusétzlich kommt es bei nied-
rigem BHs-Angebot zur sogenannten eNOS-Entkopplung, bei dem die eNOS,

aufgrund des fehlenden BH4, Superoxid, statt NO produziert. Das entstandene
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Superoxid reagiert mit NO sehr leicht zu Peroxynitrit, welches wiederrum BH4

abbaut. So entsteht ein circulus vitiosus.

Da in unserer Versuchsreihe weder BHs noch der BH4/BH»-Ratio bestimmt
wurde, ist es im Nachhinein nicht mdglich eine Aussage Uber das BH4-Angebot
zu treffen. Auch in der Literatur befinden sich bezlglich des BHs-Vorkommens
in verschiedenen Spezies und verschiedenen Geweben groRe Unterschiede.
Unabhangig von der absoluten BH4 Konzentration stutzen einige Versuchsrei-
hen an verschiedenen Spezies, in verschiedenen Modellen kompromittierter
hamodynamischer Bedingungen, die Vermutung, dass BH4 als begrenzende

GrofRe nicht vernachlassigt werden darf:

In experimentellen Ischamie-Reperfusions-Modellen konnte die exogene Zuga-
be von BH, die mikrozirkulatorische Perfusion verbessern’” 78, In Patienten mit
koronarer Herzkrankheit konnte eine intracoronare BHs-Infusion die Wirkung
von ACh auf den mikrozirkulatorischen Fluss verbessern’. Im Sepsismodell
konnte BH; zu einer Verbesserung der Mikrozirkulation und des Uberlebens
filhren®®®. An gesunden Probanden konnte eine i.a. BHs;-Gabe eine durch
Lipopolysaccharid geminderte ACh Wirkung auf den Unterarmfluss wiederher-
stellen®. Da in allen genannten Versuchsreihen, durch die Zugabe von BHy4
eine Verbesserung der Mikrozirkulation hervorgerufen werden konnte, liegt der
Gedanke nahe, dass das BH4 Angebot unter Hamorrhagie nicht ausreicht und
somit auch in unserer Versuchsreihe BH4 einen begrenzenden Faktor fur die

optimale Carbacholwirkung dargestellt haben kdnnte.

Festzuhalten ist also, dass die von Truse et al gezeigten, positiven Effekte von
lokal appliziertem Nitroglycerin auf die gastrale Mikrozirkulation reproduziert
werden konnten. Diese konnten jedoch durch Zufugen von Carbachol nicht
moduliert werden. Zukunftige Studien mussen nun zeigen, inwiefern die Zugabe

von BH4 die erhobenen Studienergebnisse modulieren konnte.

Die unterschiedliche Auswirkung von Nitroglycerin auf die mukosale Oxygenie-
rung der Magen- und der Mundschleimhaut ist weiterer Ausdruck, dass die
Regulationsmechanismen der Mikrozirkulation nicht nur von systemisch-
hamodynamischen Faktoren abhangen, sondern innerhalb des Gefallabschnitts
organspezifisch auf lokale Reize (lokale Aktivierung der Koagulation, lokale
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Inflammationsaktivierung) hin reagieren und primar von diesen lokalen Faktoren
gesteuert werden. Zudem zeigt die orale Schleimhaut verglichen mit der gastra-
len Schleimhaut sowohl einen anderen histologischen Aufbau, als auch eine
andere Gefaldversorgung, was auch eine verschiedene Rezeptorendichte nahe-
legt (Dominanz der Angiotensinrezeptoren im Splanchnikusgebiet vgl.1). Hier
zeigt sich, dass es nicht mdglich ist von oral gemessenen Mikrozirkulationspa-
rametern auf die Mikrozirkulation in anderen Organsystemen zu schlief3en.
Diese Erkenntnis steht auch im Einklang mit Studien von Boerma et al sowie

von Edul et al, die dhnliche Erkenntnisse am Menschen bestatigen konnten®>
86

4.3.2 Ergebnisdiskussion der gastralen Barrierefunktion

Unter hamorrhagischen Kreislaufbedingungen zeigte sich ein signifikanter An-
stieg des Plasmasucrosespiegels in der Kontrollgruppe. Dies kann als Hinweis
auf eine verminderte Barrierefunktion gewertet werden. In den Gruppen in de-
nen Nitroglycerin alleine, Carbachol alleine oder Nitroglycerin und Carbachol
simultan verabreicht wurden, konnte ein solcher Anstieg der Plasmasucrosele-
vel nicht verzeichnet werden, sodass von einer verbesserten Barrierefunktion
der gastralen Mukosa durch die lokale Verumapplikation ausgegangen werden
kann. Fur Nitroglycerin konnte eine solche Verbesserung der gastralen Barrie-
refunktion nach lokaler Applikation bereits in vorherigen Versuchen unserer
Arbeitsgruppe nachgewiesen werden.?® Auch die alleinige Carbacholapplikation
konnte den signifikanten Anstieg der Plasmasucrose-Werte unter hamorrhagi-
schen Kreislaufbedingungen verhindert. Nachdem Lesko et al. bereits in vitro
einen positiven Effekt durch cholinerge Stimulation auf die mukosale Integritat
zeigen konnten, konnten auf diesem Wege auch Hinweise auf eine positive
Auswirkung durch lokale cholinerge Stimulation mittels Carbachol in-vivo ge-
sammelt werden®*. Die Plasmasucrose-Werte unter hamorrhagischen Kreis-
laufbedingungen unterscheiden sich in den drei Verumgruppen in dieser Ver-
suchsreihe nicht, sodass keine additiver Effekt der zusatzlichen lokalen Carba-

cholapplikation zur lokalen Nitroglycerinapplikation gezeigt werden konnte. Die
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positiven Auswirkungen auf die Barrierefunktion durch die lokale Nitroglyceri-
napplikation lasst sich am ehesten durch die gleichzeitig verbesserte lokale
Oxygenierung nach Nitroglycerinapplikation erklaren (Vgl. 4.3.1.). Die Verbes-
serung in der Barrierefunktion nach lokaler Carbacholapplikation fihren Lesko
et al. am ehesten auf eine, durch Stimulation muskarinischer ACh-Rezeptoren
hervorgerufene, Verstarkung der Zell-Zell-Kontakte zuriick®. Es bleibt die Frage
offen, warum sich diese beiden positiven Effekte bei simultaner Carbachol und
Nitroglycerinapplikation nicht additiv auf die Barrierefunktion auswirken. Hier ist
ein Erklarungsansatz die Dosisabhangigkeit des vorteilhaften Effekts von NO
auf die Barrierefunktion. Salzmann et al. beschreiben in einer in-vitro Versuchs-
reihe an einer CaCo2BBe-Monolayer einen dosisabhangigen negativen Einfluss
von NO auf die Integritat der tight junctions . Es wére also denkbar, dass bei
den durch Nitroglycerinapplikation  hervorgerufenen niedrigen  NO-
Konzentrationen der positive Effekt der Verbesserung der mukosalen Oxygenie-
rung den negativen Effekt auf den Zell-Zell-Zusammenhalt Uberwiegt, wahrend
bei gleichzeitiger Carbacholapplikation die NO-Freisetzung auf NO-
Konzentrationen steigt, bei denen die negativen Effekte auf die Integritat der

tight junctions Uberwiegen.

4.3.3 Ergebnisdiskussion der systemischen Kreislaufparameter

Im Hinblick auf den lokalen Aspekt des in dieser Arbeit getesteten Therapiean-
satzes ist neben der Eignung von Applikation und Menge der verabreichten

Substanzen die Bewertung der systemischen Kreislaufparameter bedeutend.

In dieser Versuchsreihe unterschieden sich HZV, SV, HF und DO, nach lokaler
Applikation von Nitroglycerin u./o. Carbachol in den entsprechenden Versuchs-
gruppen nicht von der Kontrollgruppe und gaben somit keinen Anhalt fur eine

systemische Auswirkung der lokalen Applikation.

Die im HZV gemessenen Unterschiede zwischen der Carbachol- und Kontroll-
gruppe zum Baseline-Zeitpunkt sind mit einem absoluten Unterschied von 9
ml/kgKG/min auf die geringen Standardabweichungen zurtckzufuhren und nicht

als biologisch relevante Unterschiede zu werten.

45



Der bei Hypovolamie zu erwartende kompensatorische Anstieg der Herzfre-
quenz war in dieser Versuchsreihe nicht zu beobachten. Stattdessen kam es
wahrend der Hamorrhagie zu einem Abfall der HF. Ein moéglicher Erklarungsan-
satz fur diesen Abfall ist der Bezold-Jarisch-Reflex, ein kardioinhibitorischer
Reflex, bei dem es durch mechano- und chemosensitive Rezeptoren in den
kardialen Ventrikeln, vagal vermittelt, durch Stimuli wie Hypovolamie und myo-
kardialer Ischamie zu Bradykardie, Hypotension und peripherer Vasodilatation
kommen kann®’. Ein weiterer Erklarungsansatz fiir die abfallende HF unter
Hamorrhagie ist der umgekehrte Bainbridge-Reflex, bei dem ein geminderter

vendser Riickstrom als Stimulus fiir eine abfallende HF diskutiert wird .88

Nach Applikation der Substanzen zeigte sich im MAP in keiner der vier Ver-
suchsgruppen unter physiologischen Bedingungen eine Veranderung vergli-
chen mit den jeweiligen Ausgangswerten. Jedoch zeigten sich ein leichter, nicht
signifikanter Anstieg des MAP nach Substanzapplikation in der Carbachol- und
Kontrollgruppe mit einem entgegengesetzten leichten, nicht signifikanten Abfall
des MAP in den nitroglycerinhaltigen Gruppen. Dieser Trend im MAP in entge-
gengesetzte Richtung fuhrt in der Summation zwischen den Gruppen zu einer
Signifikanz. Eventuell wurde dieser Effekt im MAP durch die Verabreichung der
entsprechenden Substanzmenge in Bolusform hervorgerufen. Im weiteren Ver-
lauf des Versuchs blieb dieser konstante Unterschied des MAP von etwa
9mmHg zwischen der Nitroglycerin-/Nitroglycerin+Carbacholgruppe (NK/NC)
und der Kontroll- und Carbacholgruppe (KK/CK) erhalten, wobei diesem Unter-
schied im klinischen Alltag keine Relevanz beizumessen ist. Allerdings konnte
es bei groRRerer Dosierung, z. B. bei Therapie des gesamten Gl-Traktes, zu
groReren systemischen Effekten kommen. Insgesamt scheint jedoch die lokale
Kombination von Nitroglycerin und Carbachol sicher und ohne systemische

Nebenwirkungen anwendbar.

Hier stellt sich allerdings noch die Frage, warum Carbachol als Parasympatho-
mimetikum nach alleiniger Applikation einen Anstieg im MAD hervorruft. Dies
scheint am ehesten erklarbar zu sein durch die einhergehende Volumenapplika-
tion, die den MAP-senkenden parasympathomimetischen Effekt des Carbachols
zu Ubersteigen scheint. Dies ist zum Einen insofern wahrscheinlich, als dass

sich auch in der Kontrollgruppe ein quantitativ gleichwertiger Anstieg des MAD
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zeigt. Zum Anderen korrelieren diese Ergebnisse, mit der Tatsache, dass Car-
bachol in der gewahlten Dosierung auch im Hinblick auf die ermittelten mikro-
zirkulatorischen Parameter des Versuchs keine messbare parasympathomime-

tische Wirkung entfalten konnte.

Bezuglich der gemessenen Blutgase (pO2, pCO2, SAT), des pH, des Bikarbo-
nats, sowie des Hamatokritwerts und der Hamoglobinkonzentration im Serum
zeigten sich zwar, durch eine sehr geringe Standardabweichung, einzelne signi-
fikante Unterschiede zwischen den Gruppen, die aber zu keinem Zeitpunkt
biologische Relevanz erreichten. Der erhohte Laktatwert im spaten (HV60)
Schock, sowie in der Retransfusionsphase in der Carbacholgruppe (CK) kann
Hinweis auf einen anaeroben Stoffwechsel geben, und damit auf eine Hypoxie
im Gewebe hinweisen. Dennoch stellt sich auch hier die Frage nach der biolo-
gischen Relevanz eines maximalen Laktatunterschieds von 1 mmol/l zur Kon-
trollgruppe. Der Laktatwert Uberschreitet in der Carbacholgruppe (CK) zu kei-
nem Zeitpunkt im Versuch relevant den oberen Normwert fir Hunde von 2,5
mmol/I¥°.(Tbl. 3)

Ein Anhalt fur die Auswirkung der lokalen Substanzapplikation auf systemische
Kreislaufparameter ist in dieser Versuchsreihe anhand der aufgezeichneten
Kreislaufparameter, sowie der Werte aus der Blutgasanalyse nicht anzuneh-

men.

4.4 Klinische Relevanz

Der hamorrhagische Schock gehort nicht nur zu den haufigen Ursachen der
perioperativen Mortalitat und Morbiditat, sondern stellt auch bei polytraumati-
sierten Patienten eine der groldten Herausforderungen dar. Neben der akuten
lebensbedrohlichen Kreislaufstorung kann ein hamorrhagischer Schock durch
die Storung der Mikrozirkulation und die damit verbundene eingeschrankte
Oxygenierung verschiedener Gewebe noch weitere oft fulminante Krankheits-
bilder nach sich ziehen. So kann eine Hamorrhagie im Splanchnikusgebiet zu
einer eingeschrankten Barrierefunktion der Darmmukosa fuhren und so die

Entstehung von Sepsis und Multiorganversagen begunstigen (Vgl. 1). In dieser
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Studie konnten gezeigt werden, dass das Prinzip der lokalen Applikation vaso-
aktiver Substanzen ein vielversprechender Therapieansatz sein kann. Zum
wiederholten Male konnte gezeigt werden, dass eine lokale Applikation von
Wirkstoffen an die Mukosa von Mund und Magen eine lokale Verbesserung der
Mikrozirkulation hervorrufen kann, ohne dabei systemische Parameter zu beein-
flussen. Dies hat den Vorteil, dass erwiinschte Effekte, lokal auf den Zielbereich
begrenzt sind, ohne durch systemischen Nebenwirkungen beschrankt zu wer-
den. In anderen Bereichen sind solche lokalen Therapieansatze bereits erprobt,
wie beispielsweise die inhalative Applikation von Prostanoiden wie lloprost zur
Therapie der plumonalarteriellen Hypertonie®®. In der Schock-Therapie sind
lokale Therapien jedoch gegenwartig lediglich Gegenstand der Forschung. Eine
Ubertragung des in dieser Studie getesteten lokalen Versuchsaufbaus in die
Klinik ware beispielsweise Uber den Zusatz von Wirkstoffen zu enteraler Ernah-
rung denkbar. Zum zweiten konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass die
von Truse et al beobachteten positiven Effekte von lokal appliziertem Nitrogly-
cerin auf die mukosale Oxygenierung in dieser Form reproduzierbar sind. Damit
ruckt Nitroglycerin als interessanter Wirkstoff flr eine klinische Studie weiter in
den Fokus. Carbachol hingegen, konnte keinen weiteren additiven Effekt auf die
gastrale mukosale Oxygenierung oder die gastrale mukosale mikrozirkulatori-
sche Perfusion hervorrufen. Ein Effekt auf die kleinen Gefalde der oralen Muko-
sa ohne die Gesamtperfusion zu beeinflussen konnte in dieser Studie fur Car-
bachol gezeigt werden und macht Carbachol fur weitere Forschung interessant.
Insbesondere hohere Dosierungen des lokale applizierten Carbachols waren

dahingehend von Interesse (Vgl 4.3.2.).
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