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Zusammenfassung

Einleitung: Eine akute Himorrhagie kommt sowohl perioperativ als auch im traumatologischen
Kontext vor und geht mit einer hohen Letalitdt einher. Dabei ist die Aufrechterhaltung der
gastrointestinalen Mikrozirkulation notwendig, um eine intakte Barrierefunktion gegeniiber
pathogenen Darmbakterien zu gewdhrleisten und die Etablierung letaler Sekundérerkrankungen
zu verhindern. Unter diesen Kreislaufbedingungen ist eine systemische Hyperkapnie in der
Lage, die mikrovaskuldre Sauerstoffsittigung (WHbO,) zu verbessern. Dies resultiert allerdings
in einem erhohten Gehalt an CO, im Blut was wiederum zu systemischen Nebenwirkungen
fithrt. Mit dem Ziel dies zu vermindern, untersuchten wir den Einfluss einer lokalen
Hyperkapnie auf die orale und gastrale Mikrozirkulation, Oxygenierung und Barrierefunktion in
einem hamorrhagischen Schockmodell.

Methoden: Nach Genehmigung durch die zustindige Behorde, durchliefen sechs weibliche
Foxhounds in randomisierter Reihenfolge vier Versuchsprotokolle. Nach Narkoseeinleitung
erfolgte die lokale Applikation von CO, oder N, an der oralen und gastralen Schleimhaut.
AuBerdem wurde ein hidmorrhagischer Schock durch Entzug von 20% des geschitzten
Blutvolumens induziert und das entnommene Blut nach einstiindigem Schock retransfundiert. In
Kontrollversuchen wurden die Narkose sowie die Gasapplikation fiir gleiche Zeitintervalle ohne
Héamorrhagie fortgefithrt. Die orale und gastrale Mikrozirkulation wurde mittels
Reflexspektrophotoskopie  und  Laser-Doppler  evaluiert und die  mikrovaskulére
Flusscharakteristik intermittierend durch kapillire Videomikroskopie (incident dark field
imaging) visualisiert. Parallel erfolgte die Aufzeichnung systemischer Kreislaufparameter. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels 2-Wege ANOVA und eines Bonferroni post-hoc Tests.
Die Ergebnisse werden als Mittelwert + Standardfehler aufgefiihrt mit p<0,05.

Ergebnisse: Wiahrend die gastrale utHbO, im hdmorrhagischen Schock von 76 + 3% auf 38 +
4% verringert wurde, zeigte sich unter lokaler Hyperkapnie ein signifikant verringerter Abfall
von 78 = 4% auf 51 + 8%. An der oralen Schleimhaut fiel die uHbO, im Schock von 81 + 1%
auf 36 = 4%. Der Abfall wurde durch CO, von 84 + 25% auf 54 + 4% abgemildert. Es zeigte
sich hierunter keine signifikante Verdnderung des mikrovaskuldren Blutflusses (pflow) oder des
mikrovaskuldren Sauerstoffangebots. Videomikroskopisch zeigte sich jedoch unter lokaler
Hyperkapnie eine signifikant verbesserte Flussqualitit der oralen Mukosa im Schock.
Systemische Kreislaufparameter und arterielle Blutgasparameter wurden nicht durch die
Kohlenstoffdioxidapplikation beeinflusst. Unter physiologischen Bedingungen hatte CO, keinen
Einfluss auf die untersuchten Parameter.

Diskussion und Schlussfolgerung: Nicht nur eine systemische, sondern auch die lokale
Hyperkapnie fithrt zu einem verminderten Abfall der uHbO, im hdamorrhagischen Schock. Da
pHbO, einen indirekten Parameter der zelluldren Sauerstoffreserve darstellt, ist von einer
verbesserten Zellfunktion durch Kohlenstoffdioxid im hdmorrhagischen Schock auszugehen.
Diese ist weder auf eine Verdnderung systemischer Kreislaufparameter noch auf eine
Verdanderung des pflow oder des mikrovaskuldren Sauerstoffangebots zuriickzufiihren.
Ursdchlich ist stattdessen eine Verbesserung der mikrovaskuldren Flusscharakteristik durch
lokale Kohlenstoffdioxidapplikation. Dariiber hinaus konnten wir zeigen, dass eine lokale
Hyperkapnie nicht zu Verdnderungen systemischer Kreislaufparameter fiihrt und somit sicher
anzuwenden ist.



Abstract

Background: Acute hemorrhage exists in a perioperative and traumatological context and is
related to a high mortality. The maintenance of intestinal microcirculation is necessary to
preserve an intact barrier function against intestinal bacteria to avoid secondary, life threatening
diseases. Systemic hypercapnia improves the microvascular oxygen saturation (LHbO,) under
physiological and hemorrhagic conditions. In parallel, an increase in systemic carbon dioxid
(CO,) levels causes systemic side effects, too. Therefore we analysed the impact of
microcirculatory alterations on microvascular oxygenation and the intestinal barrier function
caused by the local application of CO..

Methods: In accordance to the german guidelines for animal care six female foxhounds were
anaesthetized, randomized into four different groups and tested repetitively. The dogs received
either a local CO,- or Ny-administration to their oral and gastral mucosa. Hemorrhagic shock
was induced through a total blood withdrawal of 20% of estimated blood volume followed by
retransfusion after one hour of ongoing shock. In controls no shock was induced. Oral and
gastral microcirculation was measured by reflectance spectrophotometry and laser doppler
flowmetry. Besides, oral microcirculation was visualized through incident dark field imaging.
Systemic hemodynamic parameters were recorded continuously. Statistics were performed
using a two-way-ANOVA. Post-hoc analysis was conducted by Bonferroni testing.

Results: The gastral uHbO, decreased from 76 + 3% to 38 + 4% in hemorrhagic shock. A local
hypercapnia ameliorated the decrease of pHbO, from 78 + 4% to 51 + 8%. Similarly the oral
pHbO, decreased from 81 + 1% to 36 + 4% and was preserved by local hypercapnia.
Microvascular flow (uflow) and microvascular oxygen delivery were not alterated by local
COs-application. In parallel, the oral microvascular flow quality, represented by microvascular
flow index, was significantly improved by local hypercapnia. CO, had no effect on systemic
hemodynamic parameters in our hemorrhagic shock model.

Discussion: Besides protective effects of systemic CO, on intestinal oxygenation, a local
hypercapnia enhances microvascular oxygen saturation in a hemorrhagic shock model in dogs.
uHbO, represents the cellular oxygen reserve, so we assume an improved intestinal cell
function through CO;-application. Those beneficial effects are neither caused by an
amelioration of systemic hemodynamics nor by an increase in microvascular oxygen delivery or
microvascular flow. Therefore we hypothesize microcirculatory alterations to be responsible for
the enhancement of pHbO, in hemorrhagic shock.

We could show that local CO, application had no effect on macrocirculatory parameters. Thus,
the therapeutic application of CO; is safe without systemic side effects as mentioned before. Of
note, the protective effect of CO, depends on the surrounding circulatory conditions especially
the predominant blood flow profile. CO, was not able to improve pHbO, under physiological
conditions.
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1 Einleitung

1.1 Definition und Pathophysiologie des Schocks

In einem Schock kommt es zur akuten, kritischen Minderperfusion vitaler Organe. Das
Missverhiltnis aus Sauerstoffangebot und —bedarf fithrt zu einer Gewebehypoxie mit anaerober
Zellstoffwechselaktivitit und der Akkumulation toxischer Zellmetabolite. Ursédchlich fiir die

Persistenz der defizitiren Stoffwechsellage sind schwere Storungen der Mikrozirkulation.

Als Mikrozirkulation bezeichnet man die funktionelle Einheit aus prékapilliren Arteriolen,
Kapillaren und postkapilliren Venolen mit einem GefaB3durchmesser von unter 100 um. Sie
stellt das histologisch-strukturelle Korrelat des Stoffaustauschs und die kleinste mikrovaskulare
Versorgungseinheit' dar. Eine intakte Organfunktion ist grundlegend von der Integritit der
Mikrozirkulation —abhingig®. Diese jedoch wird im Rahmen der physiologischen
Kompensationsmechanismen im anhaltenden Schock zunehmend kompromittiert. Ein Schock,
ungeachtet der zu Grunde liegenden Atiologie, fiihrt zu einer neuroendokrinen Aktivierung des
adrenergen Systems. Hierdurch werden endogene Katecholamine aus dem Nebennierenmark in
die systemische Zirkulation freigesetzt. Aulerdem wird die sympathikotone Organinnervation
gesteigert’. Es resultiert eine Steigerung des Herzzeitvolumens (HZV) sowie des

Atemminutenvolumens (AMV) zur Optimierung der systemischen Sauerstoffversorgung.

Gleichzeitig kommt es in den Gefdflen des Gastrointestinaltraktes und der Skelettmuskulatur zu
einer o,-rezeptorvermittelten, peripheren Vasokonstriktion und somit zu einer Steigerung des
Totalen Peripheren Widerstandes (SVR)*. Davon ausgenommen sind zerebrale und kardiale
GefiaBle, welche einer B,-Adrenozeptor vermittelten Vasodilatation unterliegen. Hierdurch
kommt es zu einer Steigerung des resultierenden Perfusionsdrucks und zu einer Umverteilung
des effektiv zirkulierenden Blutvolumens auf die essentiellen Kreislauforgane und das zentrale
Nervensystem. Dieser Kompensationsmechanismus im Rahmen kritischer
Perfusionsverhiltnisse wird auch als Zentralisierung bezeichnet™®. Auch wenn diese Reaktion
kurzfristig systemische Kreislaufparameter und die Perfusion von Herz und Zentralem
Nervensystem aufrechterhalten kann, geht sie mit Verdnderungen der Mikrozirkulation einher

und resultiert in einer funktionellen Einschrinkung der iibrigen Organsysteme.

Verdnderungen der Mikrozirkulation lassen sich bereits vor einer Einschrdnkung der

Makrozirkulation nachweisen®”® und persistieren auch nach addquater Volumentherapie langer

als hamodynamische Parameter vermuten lassen’. Gerade anhaltende Verinderungen der

Mikrozirkulation sind jedoch mit einem schlechten outcome kritisch kranker Patienten

assoziiert'’. So konnte den Uil et al. zeigen, dass eine Reduktion der sublingualen, perfundierten

Kapillardichte (PCD) septischer Patienten einen Pridiktor fiir die Verschlechterung des
1



sequential organ failure score (SOFA-Score) innerhalb der folgenden 24 Stunden darstellt. Ein
erhohter SOFA-Score korreliert dabei mit einer erhohten Morbiditit''. Patienten mit einer PCD
groBer als der beobachtete Median hingegen erholten sich innerhalb 24 Stunden &fters vom
Organversagen als Patienten mit einer geringeren PCD (52% vs. 29%). AuBerdem wurde eine
Reduktion der 30-Tage-Mortalitét in Patienten mit hoherer PCD beobachtet'>. Auch Trzeciak et
al. berichtet iiber eine Verbesserung des SOFA-Scores nach 24 Stunden, wenn initial in zwei
aufeinander folgenden Messungen ein Anstieg des microvascular flow index (MFI) zu
verzeichnen war". In einer prospektiven Observationsstudie konnte insbesondere eine frithe
Erholung mikrozirkulatorischer Messgrolen mit einer reduzierten Mortalitdt in Verbindung
gebracht werden'*. De Baker et al. beschrieben die proportion of perfused vessels (PPV)
mitunter als starksten unabhingigen Pradiktor der mikrozirkulatorischen Perfusionsmessung fiir

das outcome septischer Patienten'.

Unterschreitet die Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung peripherer Gewebe im Rahmen der
mikrozirkulatorischen Verdnderungen eine Kkritische Grenze, ectabliert sich eine vermehrt
anacrobe Stoffwechsellage der Zellen. Der Anfall toxischer Metabolite wie Laktat,
Kohlenstoffdioxid (CO,), Hydroniumionen (H;O") und Adenosin fiihrt zu einer metabolischen
Azidose'® und induziert eine prikapillire Vasodilatation. Die konstringierten Venen werden
unterdessen nur wenig von der lokalen Autoregulation beeinflusst, sodass der hydrostatische
Druck innerhalb der Mikrozirkulation steigt und einen transendothelialen Fliissigkeitsverlust mit
intestitiellem Odem begiinstigt’. Hypoxie und proinflammatorische Entziindungsmediatoren
fiihren dariiber hinaus zu einer endothelialen Dysfunktion und verstidrken den transepthelialen
Volumenverlust’. Mit Zunahme der intravasalen Hypovoldmie kommt es nun auch zu einer
Dekompensation systemische Kreislaufparameter. Es erfolgt der Eintritt in einen Circulus
vitiosus aus sich einander bedingender mikro- und makrozirkulatorischer Fehlfunktion, die so
genannte ,,Schockspirale®'’. Dariiber hinaus kommt es durch den partiell stagnierenden Fluss
inmitten der Mikrozirkulation zu einer ungerichteten, ubiquitiren Gerinnungsaktivierung,
welche auch als disseminierte intravasale Gerinnung oder Verbrauchskoagulopathie (DIC)
bezeichnet wird’. Disseminierte Thromben kénnen die mikrovaskulidre Sauerstoffversorgung
zusitzlich einschranken und durch den Verbrauch von Gerinnungsfaktoren zu einer generalisiert

erhohten Blutungsneigung fiithren.

1.2 Der Gastrointestinaltrakt als ,,Motor der Sepsis*

Das Risiko polytraumatisierter Patienten, bereits prdhospital oder innerhalb der ersten 24
Stunden im hdmorrhagischen Schock zu versterben, begriindet sich auf fulminanten Blutungen
und Koagulopathienlg. Diese werden meist durch die Hémorrhagie selbst, eine exzessive
Volumentherapie und konsekutive Hé@modilution, eine Hypothermie oder eine Azidose

2



19,20,21
verursacht

. Lange Zeit war jedoch unklar, weshalb ein GroBteil der Patienten nach
Uberleben des initialen Traumas durch die Folgen eines Multiorganversagens oder einer Sepsis
verstarben, obwohl eine addquate Therapie durchgefiihrt wurde und eine Riickfiihrung
systemischer Kreislaufparameter auf physiologische Werte gegliickt war™. Selbst im Rahmen
pathologischer Untersuchungen konnte bei Patienten ohne klinischen Infektionsfokus nicht
immer eine Ursache gefunden werden®. Zugrunde liegt vermutlich eine Translokation von
Bakterien aus dem Darmlumen in die systemische Zirkulation, wodurch eine Sepsis entstehen
kann. Diese bakterielle Translokation vitaler Darmbakterien wurde bereits 1979 durch die
Autoren Berg und Garlington beschrieben®’. Die Steigerung der Translokationsrate {iber einen
physiologischen Wert von ca. 5-10% hinaus ist bereits bei vielen Krankheitsentitiaten
beschrieben worden”. Eine Beteiligung der transepithelialen Passage von Darmpathogenen,
derer Produkte und avitaler Protein- und Zuckerverbindungen - sogenannter pathogen-
associated molecular patterns (PAMPSs) - scheint somit wesentlich an der Aufrechterhaltung
und Verschlechterung kritischer Krankheitszustdnde beteiligt zu sein. Die gastrointestinale
Mukosa stellt eine Grenzflache mit relevanter Grofle zwischen der systemischen Zirkulation und
der commensalen Bakterienflora dar und zdhlt somit zu den wichtigsten Invasionspforten des
Organismus fiir bakterielle Erreger. Begiinstigt wird die bakterielle Translokation durch eine
Kompromittierung der enteralen, mikrovaskuldren Sauerstoffsittigung (uHbO,) im frithen
Schockverlauf”®. Es kommt zu einer Einschrinkung der physiologischen Zellfunktion, sodass
Enterozyten neben der Resorption von Nahrungsbestandteilen nicht mehr in der Lage sind, ihre
Barrierefunktion  auszuiiben®. Zusitzlich geht die Entwicklung eines septischen
Krankheitsverlaufs wiederum mit charakteristischen Alterationen der Mikrozirkulation einher?’,
welche mit einem verschlechterten outcome der Patienten assoziiert sind'>'’. Dariiber hinaus
kann das mitunter mit der Sepsis einhergehende Auftreten eines acute respiratory disstress
syndrom (ARDS) die pulmonale Oxygenierung und das intestinale Sauerstoffangebot zusdtzlich

28,29

einschrinken”. Eine Dekompensation der mechanischen und immunologischen

30,31

Barrierefunktion des Magens verstirkt sich somit selbst. Daher wird der

Gastrointestninaltrakt auch als ,,Motor der Sepsis* bezeichnet?>*33*33,

1.3 Kohlenstoffdioxid als therapeutischer Ansatz

Auf den dargelegten Zusammenhéngen begriindet sich das Bestreben, neue Therapieoptionen zu
entwickeln, welche die enterale Mikrozirkulation verbessern und den Circulus vitiosus aus
Héamorrhagie, Barrierefunktionsstorung und Sepsis durchbrechen. Kohlenstoffdioxid stellt
hierbei ein vielversprechendes Molekiil dar, welches an der physiologischen Regulation der
Mikrozirkulation des Gehirns® aber auch des Verdauungstraktes™ beteiligt ist. Kommt es im

Gewebe zu einer Akkumulation von CO,, weist dies auf ein Missverhéltnis von Perfusion und



metabolischer Zellleistung hin®’. Wie in den frithen Stadien der Himorrhagie (s.0.) resultiert
eine prékapilldre Vasodilatation. Dieser Effekt konnte auch therapeutisch genutzt werden.
Neben Kohlenstoffdioxid sind allerdings auch weitere Metabolite des anaeroben Stoffwechsels,
perivaskulére Nerven®™ und die direkte Zellinteraktion® der Endothelzellen an der
mikrovaskuldren Autoregulation beteiligt. Neben der Vermutung, dass Kohlenstoffdioxid die
lokale Mikrozirkulation durch eine Modulation der Autoregulation beeinflusst, gibt es auch
Hinweise, dass CO, die unmittelbare zellulare Stoffwechselbilanz verbessert'’. Am Herzen fiihrt
eine milde Hyperkapnie durch die Zunahme von Vorlast, Herzfrequenz und kardialer
Kontraktilitit sowie einer Senkung der Nachlast"' zu einer Steigerung des Herzzeitvolumens*.
In experimentellen Studien konnte hierdurch eine Gewebeoxygenierung nachgewiesen werden,
welche der Oxygenierung unter inotroper Therapie mit Dobutamin iiberlegen war®. In der
Lunge fithrt Kohlenstoffdioxid durch eine Vasokonstriktion der pulmonalen Arteriolen** und
eine Bronchodilatation®” zu einer Verschiebung des Ventilations-Perfusionsverhiltnisses™® mit

einem verbesserten Gasaustausch. Auerdem steigt die compliance des Lungengewebes”'.

In Vorgingerstudien konnten wir bereits zeigen, dass eine systemische Hyperkapnie durch
moderate Hypoventilation die gastrale Oxygenierung verbessert™. Dieser Zusammenhang war
konzentrationsabhéngig und trat sowohl bei einer kontinuierlichen Steigerung des endtidalen
Kohlenstoffdioxidgehalts (etCO,) als auch bei akuter Hyperkapnie mit 120-miniitigem Plateau
auf. AuBerdem wurde der Effekt einer systemischen Hyperkapnie auf die gastrale
Sauerstoffsittigung im hi@morrhagischen Schock untersucht”. Sowohl die prophylaktische als
auch eine interventionelle Hyperkapnie verbesserte die gastrale Sauerstoffsittigung. Auch an
der Schleimhaut des Kolons konnte in einem septischen Rattenmodell die Verbesserung der
mikrovaskuliren Oxygenierung durch Hyperkapnie gezeigt werden. An Hasen konnte

aulerdem eine CO,-vermittelte Reduktion der endotoxinvermittelten Barrieredysfunktion

. . . . 1
nachgewiesen werden, welche unabhingig von der zelluldren Immunantwort war’'.

Je nach Komorbiditdt kann eine Erhohung des systemischen Kohlenstoffdioxidpartialdrucks
jedoch mit teils betrdchtlichen Nebenwirkungen assoziiert sein. So fiihrt CO, an zerebralen
GefiBen zu einer Vasodilatation™ und iiber eine Steigerung des intrakraniellen Blutflusses zu

5336 Insbesondere bei Patienten mit Schidelhirntrauma kann dies

einer Erhohung des Hirndrucks
zu einer Hernierung von Hirngewebe und zu einer Insuffizienz des Atem- und
Kreislaufzentrums der medulla oblongata fiihren®. AuBerdem kann es durch die Imbalance des
Siure- und Basehaushaltes zu einer Reduktion der kardialen Kontraktilitdt'® und einer
verdnderten Tertidrstruktur von Enzymen und Strukturproteinen kommen. Dies fiihrt zu einer

verinderten, ggf. sogar zu einer fehlerhaften Funktion von Proteinen'®. Vor dem klinischen

Kontext sind insbesondere Proteine der Gerinnungskaskade von besonderer Bedeutung. Eine



Azidose zdhlt zusammen mit der Hypothermie zu den Hauptursachen fiir eine insuffiziente
Blutgerinnung trotz adidquater Volumen- und Blutproduktsubstitution'®. Dies koénnte den
klinischen Einsatz von CO, im hdmorrhagischen Schock limitieren. Dariiber hinaus supprimiert
Kohlenstoffdioxid durch ein verdndertes Migrations- und Phagozytosemuster sowohl die

55,56,57

angeborene als auch die erworbene Immunantwort . Zellkulturversuche lassen sogar ein

moderat gesteigertes Wachstum bestimmter Bakterienspezies - insbesondere E. Coli - durch

58,59 .
7. Da eine

eine moderate Hyperkapnie und die vergesellschaftete Azidose vermuten
Hyperkapnie somit den Ubergang in einen septischen Krankheitsverlauf begiinstigen konnte,
wire die Steigerung des systemischen CO,-Aufkommens unter entsprechenden Umstdnden

fatal.

Zur Vermeidung systemischer Nebenwirkungen ist in vielen Organen die Anwendung
regionaler  Therapickonzepte  etabliert. So ist zum  Beispiel die inhalative
Medikamentenapplikation fester Bestandteil der Therapie des allergischen Asthmas® oder der
pulmonal arteriellen Hypertonie®'. Derzeit ist jedoch ungeklirt, ob eine regionale Hyperkapnie
positive Effekte auf die Mikrozirkulation ohne systemische Nebenwirkungen ausiibt und ob
dieser Effekt vergleichbar mit einer systemischen Hyperkapnie ist. In unseren Vorgéngerstudien
wurde vermutet, dass die Verbesserung der mikrovaskuldren Sauerstoffsdttigung im Rahmen
einer systemischen Hyperkapnie auf ein erhéhtes Herzzeitvolumen mit Verbesserung des
systemischen Sauerstoffangebots (DO,) zuriickzufiihren sei***. In diesem Fall wiirde sich kein

protektiver Effekt der lokalen Kohlenstoffdioxidapplikation einstellen.

1.4 Ziele der Arbeit

Zusammenfassend spiegeln systemische Kreislaufparameter nur unzureichend eine intakte
Mikrozirkulation wider. Diese ist jedoch fiir die Organfunktion und das oufcome kritisch
kranker Patienten entscheidend, sodass eine Therapie stets die Rekonstitution der
Mikrozirkulation beabsichtigen sollte. Es konnte gezeigt werden, dass hierdurch auch das

Risiko fiir ein Multiorganversagen signifikant reduziert wird.

Eine systemische Hyperkapnie ist in der Lage, die mikrovaskuldre Oxygenierung des
Gastrointestinaltraktes sowohl unter physiologischen als auch wunter pathologischen
Kreislaufbedingungen zu verbessern, geht jedoch mit moglicherweise unerwiinschten
Nebenwirkungen  einher.  Unklar ist jedoch, ob auch durch die lokale
Kohlenstoffdioxidapplikation eine Modulation der Mikrozirkulation erreicht werden kann und

ob diese systemische Nebenwirkungen aufweist.

Es ergeben sich somit folgende Fragen, die in dieser Studie beantwortet werden sollen:



(1)

(i)

(iii)

Welchen Einfluss hat eine lokale Hyperkapnie unter physiologischen
Kreislaufbedingungen auf die Oxygenierung und Perfusion des
Gastrointetinaltraktes?

Welchen Effekt hat eine lokale CO,-Applikation auf die Mikrozirkulation von
Mund und Magen im hdmorrhagischen Schock?

Kommt es durch eine lokale Hyperkapnie zu einer Beeinflussung der

systemischen Himodynamik oder der systemischen Blutgase?



2 Material und Methoden

Fiir die gesamte Versuchsreihe lag eine Genehmigung durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt
und Verbraucherschutz (AZ 84-02.04.2012.A152) sowie eine Bescheinigung iiber den
Fachkundenachweis gemdll §9 des geltenden Tierschutzgesetzes aller beteiligter

Experimentatoren vor.

2.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden an sechs weiblichen Foxhounds mit einem Kd&rpergewicht zwischen 28
und 36 kg durchgefiihrt, welche in der Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf
untergebracht waren. Nach einer Ruhephase von mindestens drei Wochen zur Vermeidung einer
Interferenz einzelner Versuche®’, wurden die Hunde nach mindestens 12-stiindiger
Nahrungskarenz bei erhaltenem Wasserzugang morgens in die Laborrdume gebracht Im
Anschluss an die Narkoseausleitung verblieben die Hunde in den Laborrdaumlichkeiten bis die
freiwillige und komplikationslose Nahrungsaufnahme (Rinti 800g, Finner GmbH &. Co. KG,
Verden) unter physiologischen Vitalfunktionen beobachtet werden konnte. Nach Kontrolle der

Punktionsstellen erfolgte eine Ubergabe der Versuchstiere an das Personal des ZETT.

2.1.1 Voroperation der zufiihrenden Hirngefife

Eine einmalige operative Einbettung der Carotiden in subcutane Hautschlingen® vor Aufnahme
eines Hundes in die Versuchsreihe erleichterte die arterielle Punktion fiir die Installation des
PiCCO®-Katheters. So konnte der Blutdruck kontinuierlich bestimmt und die HZV-Bestimmung
mittels transpulmonaler Thermodilution durchgefiihrt werden. AuBBerdem erfolgten wiederholte
Abnahmen arterieller Blutgasanalysen und Serumproben iiber den arteriellen Katheter. Eine
Externalisierung der A. Carotis ermoglichte dariiber hinaus eine effektive Kompression der
Punktionsstelle im Anschluss an den Versuch und gewéhrleistete so eine addquate Hamostase
und Abheilung der Wunde. Der Eingriff wurde unter sterilen Bedingungen und in
Allgemeinandsthesie durchgefiihrt. Postinterventionell erfolgte eine addquate Schmerztherapie.
In einer mindestens sechswochigen Rekonvaleszenzzeit zur Abheilung der Operationswunden
wurden die Hunde an die Experimentatoren und die Laborrdumlichkeiten gewdhnt. Fiir die
aktuelle Versuchsreihe waren bereits ausreichend Hunde aus vorherigen Versuchsreihen
vorhanden (n=6), sodass lediglich eine Ubernahme des aktuellen Bestandes, nach Zustimmung

durch den Tieschutzbeauftragten, in die Versuchsreihe erfolgte.



2.2 Messung

2.2.1 Datenregistrierung

Wihrend des Versuchs wurden die Parameter der Beatmung (P,,, etCO,, FiO, und etSevo)
sowie des Kreislaufs (EKG und Blutdruck) kontinuierlich auf einem externen Computer
(WindowsR XP, Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) aufgezeichnet und in Echtzeit
visualisiert. Die Signale des Atemwegdrucks (P,y), des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP)
und des Elektrokardiogramms (EKG) wurden hierzu iiber einen Universalverstarker (11-G4145-
01, Gould Inc., Cleveland, OH, USA) angehoben und mit einer Abtastrate von 400Hz von
analog zu digital umgewandelt (PowerLab/800%, ADInstruments, Pty Ltd., Castle Hill,
Australia). AuBlerdem erfolgte eine kontinuierliche Kapnometrie (Capnomac Ultima, Datex
Division of Instrumentarium Corp., Helsinki, Finnland). Die Auswertung erfolgte nach
Beendigung des Versuchs iiber ecine entsprechende Software (Chart Version 5.5.6.,

Analysemodus).

2.2.2 Herzfrequenz (HR)
Die Herzfrequenz wurde iiber ein Standard-Oberflichen-EKG mit drei Nadelelektroden R-
Zacken-getriggert bestimmt (Chart Version 5.5.6., Analysemodus). Fiir die Dauer des Versuchs

erfolgte die simultane Visualisierung liber einen externen Monitor zur Rhythmuskontrolle.

2.2.3 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Der mittlere arterielle Druck wurde durch Integration der aufgezeichneten Blutdruckkurve iiber
die Zeit bestimmt. Der hierfiir verwendete Druckaufnehmer (P23 ID Gould Statham®, Elk
Grove, IL, USA) wurde vor jedem Versuchstag mittels Quecksilbermanometer (HSE
Druckeichgerdt Typ 367, Hugo Sachs Elektronik, March) iiber zwei Kalibrierungspunkte
geeicht, an den Thermodilutionskatheter angeschlossen und auf Herzhohe des Hundes
ausgerichtet. Als anatomische Orientierung fiir die Ausrichtung des Druckaufnehmers diente der

proc. spinosus des siebten Halswirbels.

2.2.4 Herzzeitvolumen (HZYV)

Das Herzzeitvolumen wurde intermittierend {iber die transpulmonale Thermodilution®*®
(Pulsion Medical Systems SE, Feldkirchen: S5F Thermodilutionskatheter, 20cm und
Druckaufnehmer Set + Injektattemp. Sensorgehduse PV4046) und anschlieender Berechnung
mittels Stewart-Hamilton-Methode®® bestimmt. Die Darstellung und Datensicherung erfolgte
mithilfe des Programms PiCCO VoLEF Data Acquisition for Win32, Version 4.0 (Pulsion

Medical Systems AG). Die Messung erfolgte nach initial zwei aufeinanderfolgenden



Thermodilutionen zur Uberpriifung der Reliabilitit in einem halbstiindigen Rhythmus

konkordant zu den Mess- und Interventionspunkten des Versuchs.

Fiir die Messung wurden 10ml einer ca. 8°C kalten NaCl-Losung als Bolus in eine peripher
liegende Venenverweilkaniile (17G, Vasofix" Safety, B.Braun Melsungen AG, Melsungen bei
Normovoldmieversuchen, 16G, Vasofix® Safety, B.Braun Melsungen AG, Melsungen bei
Hypovoldmieversuchen) am Vorderlauf des Hundes injiziert und sowohl die Temperatur am
Injektionsort als auch die Temperatur am aortal platzierten Thermodilutionskatheter registriert.
Die Steilheit des Temperaturabfalls in der Aorta gegen die Zeit aufgetragen ist von der
Flussgeschwindigkeit und dem durchflossenen Blutvolumen abhingig®”’. Aus der
Temperaturdifferenz zwischen Injektat (Tnaci) und Aorta (Tg), dem injizierten Volumen (Vyac),
der Injektatkonstante (K) und der Fliche unter der Thermodilutionskurve (JATg-dt) kann durch

die nachfolgende Formel auf das Herzzeitvolumen geschlossen werden.

[(Tg = Tnact) * VNaci * K]

HZV =

2.3 Systemischer GefiBlwiderstand (SVR)

Der Systemische Vaskuldre Widerstand (SVR) entspricht dem Totalen Peripheren Widerstand
(TPR). Der Widerstand (R) ldsst sich den Grundsitzen der Stromungslehre entsprechend aus
dem Druckabfall (AP) iiber einem definierten GefdBabschnitt und dem durchstromenden
Blutvolumen (V) berechnen®. Auf den SVR bezogen, entspricht AP der Differenz aus dem
mittleren arteriellen Blutdruck und dem zentralvenésen Druck (ZVD). Der Blutstrom V

entspricht dem Herzzeitvolumen. Der SVR lésst sich somit wie folgt berechnen:

R_AP d it SVR_MAP—ZVD
=7 und somi = 07V

Da die Messung des Zentralen Venendrucks mit einer weiteren, invasiven Instrumentierung
verbunden wire und der zentrale Venendruck im Verhiltnis zum mittleren, arteriellen Blutdruck
vernachlissigbar klein ist®®) haben wir einen entsprechenden Berechnungsfehler in der
Versuchsreihe zugunsten einer fiir das Versuchstier atraumatischen Instrumentierung akzeptiert.
Unter Vernachldssigung des Zentralen Venendrucks (ZVD) und der Variabilitit des arteriellen

Mitteldrucks kann die Berechnung entsprechend vereinfacht werden:

MAP
SVR =~ ——
HZV



2.3.1 Temperatur

69,70
7, wurde

Da eine milde Hypothermie die orale, mikrozirkuldre Sauerstoffsittigung beeinflusst
die Raumtemperatur entsprechend der thermoneutralen Indifferenztemperatur fiir Hunde'' iiber
die Dauer des Versuchs auf konstant 24 + 1°C eingestellt und sowohl kontinuierlich tiber den
Thermosensor des Thermodilutionskatheters als auch intermittierend iiber arterielle
Blutgasanalysen kontrolliert. Im Falle einer Abkiihlung wurde die K&rperkerntemperatur des

Hundes mit Decken aufrecht gehalten.

2.3.2 Blutgasanalyse (BGA)

Nach einer initial vendsen Blutgasanalyse iiber die Hinterlaufbraniile wurde zu jedem
Messpunkt eine Blutprobe aus dem Thermodilutionskatheter in eine heparinisierte 2ml-Spritze
(PICO 50 Arterial Blood Sampler, Radiometer Medical APS, Denmark) abgenommen und eine
arterielle Blutgasanalyse durchgefiihrt (ABL 715, Radiometer Medial ApS, Bronshoj, DK).
Bestimmt wurden neben den Blutgasen (pO, und pCO,) Paramenter des Sdure-Base-Status (pH,
HCOy, BE), Elektrolyte (Na", K', Ca*", CI") sowie Laktat, Glucose und der Himoglobingehalt
(Hb). In die Berechnung zur Bestimmung des arteriellen Sauerstoffgehalts (CaO,) flossen fiir
den hidmoglobingebundenen Sauerstoffanteil der Hémoglobingehalt, die Hiifnerzahl als
maximales Sauerstoffvolumen, welches unter Normalbedingung (273,15 K und 101,325 Pa) von

lg Himoglobin gebunden werden kann®

und die arterielle Sauerstoffsattigung (SatO,) ein.
AuBerdem wurden der arterielle Sauerstoffpartialdruck (pO,;) wund der Bunsen-
Loslichkeitskoeffizient fiir die physikalisch geldste Sauerstofffraktion in die Rechnung mit

einbezogen.

Hb - 1,34 - Sat0,
100 + p0, - 0,0031

CaOZ =

Die arterielle Sauerstoffsittigung (SatO,) kann entsprechend der Hill-Formel in Abhangigkeit
vom Sauerstoffpartialdruck (pO,), dem pH-Wert sowie der Temperatur (T) berechnet werden

und wurde fiir Hunde modifiziert’.

1025198108 pOy +1,1804(pH ~7)-0,0472347-2,3621)

0 —_ .
SatOZ [ 0] =100 1 4 1025198100, +LIS04(pH =7)-0,04724.T-2,3621)

Aus Herzzeitvolumen und Sauerstoffgehalt des Blutes kann nun das systemische

Sauerstoffangebot (DO,) bestimmt werden.

Ca0,

DO, = —=—
27100 -HzV
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2.3.3 Regionale Mikrozirkulationsmessung

Die Evaluation der Mikrozirkulation erfolgte mittels Laser-Doppler-Spektroskopie und
Weillichtspektrometrie (O2C oxygen to see, Typ LW 2222, Version 2, LEA Medizintechnik
GmbH, Giellen). Eine Zweikanalmessung ermoglicht den direkten Vergleich von oraler und
gastraler Mikrozirkulation. Hierfiir wurde eine Flachsonde (LF-2, LEA Medizintechnik GmbH,
GieBen) an der Innenseite der Leftze des Hundes platziert und eine Mikrosonde (LM-10, LEA
Medizintechnik GmbH, Giellen) transdsophageal in den Magenfundus vorgeschoben (s. Abb.
1). Die Platzierung erfolgte jeweils atraumatisch und ohne nennenswerten Anpressdruck um ein
interstitielles Odem und Kompressionsartefakte zu vermeiden. Im Magen kam die Messsonde
nahe der grofien Kurvatur zum Liegen”. Die kontinuierliche Darstellung des Messsignals auf
einem integrierten Monitor sowie der Vergleich der oralen und gastralen Messkurve diente der
Qualitdtssicherung und der Verifizierung des Messsignals. Um eine rdumliche Nédhe von
Messort und Gasapplikation zu gewéhrleisten, wurde das Gas iiber den benachbarten Schenkel

der Magensonde sowie iiber eine eigens fiir die Versuchsreihe erstellte Haltevorrichtung zu der

Mukosa geleitet.

Abb. 1: 0O2C-Sonden: Haltevorrichtungen fiir orale (rechts) wund gastrale (links)
Mikrozirkulationsmessung

Eine Tiefenselektion der Messung wird durch die sogenannte Separation erzielt, welche den
horizontalen Abstand zwischen Beleuchtungs- und Detektionsstelle an der Gewebeoberfldche
darstellt. VergroBert sich diese Distanz, kommt es zu komplexeren Brechungs- und
Reflexionsphdnomenen mit einer tieferen Messtiefe™. Der mikrovaskulire Blutfluss (uflow)
und die Blutflussgeschwindigkeit (uvelocity) wurden nach dem Prinzip der Laser-Doppler-

Spektroskopie registriert”. Hierfiir wird ein Laserstrahl mit einer Wellenlinge von 820nm iiber
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eine Gasfasersonde in das Gewebe geleitet. Licht der selben Wellenldnge trifft immer wieder
auf zelluldre Grenzflichen und wird entweder gestreut, reflektiert oder passiert die
Grenzfliche’®. Wihrend bei einer Reflektion an ortsstindigen Zellen die Wellenlinge und somit
die an der Oberfliche registrierte Frequenz des Lasers gleich bleibt, kommt es bei einer
Streuung an sich bewegenden Zellen wie Erythrozyten iiber den Dopplereffekt zu einer
Frequenzverschiebung, dem Dopplershifi’’. Dieser ist zum einen vom Beschallungswinkel und
der Flussrichtung vor allem jedoch von der Geschwindigkeit (uvelocity) der Teilchen abhéngig,
sodass auch ein dreidimensionales Gefdllbett wie die terminale Endstrombahn mit dieser
Methode erfasst werden kann”. Der mikrovaskulire Fluss (uflow) wird unterdessen durch die

Anderung der eingestrahlten Laserintensitit berechnet’®.

Die WeiBlichtspektrometrie erlaubt die Bestimmung der mikrovaskuldren Sauerstoffsittigung
(uHbO,) und des relativen Hadmoglobins (rHb). Befinden sich in dem beleuchteten
GefaBabschnitt viele Himoglobinmolekiile, wird Licht von deren Farbstoff absorbiert, sodass
weniger Licht reflektiert und vom Sensor der Sonde detektiert werden kann. Der
Himoglobingehalt ist dementsprechend antiproportional zur detektierten Lichtintensitit’.
Hinzu kommt, dass Himoglobin abhédngig von der Sauerstoffsittigung unterschiedliche Anteile
des weiBen Lichts absorbiert’”’. Durch eine Analyse des reflektierten WeiBlichts und den
Vergleich mit bekannten Farbspektren, kann somit eine Aussage iiber den Sattigungsgrad der
Hamoglobinmolekiile getroffen werden. Da es technisch schwierig ist, ideales WeiBllicht mit je
gleichen Anteilen aller Wellenldngen herzustellen, erfolgte vor Beginn der Untersuchung ein
WeiBlichtabgleich, um die prozentuale Verteilung der verschiedenen Wellenldngen vor Eintritt

in das Gewebe zu bestimmen.

Trifft also die reflektierte Lichtintensitit eine Aussage iiber die Anzahl der
Héamoglobinmolekiile, kann iiber das verdnderte Farbspektrum auf die prozentuale
Sauerstoffséttigung des Hédmoglobins geschlossen werden. Da GefiaBle groBer 100um das
gesamte Licht absorbieren®’, werden nur nutritive GefiBe der Mikrozirkulation durch die O2C-
Messung abgebildet. AuBlerdem befinden sich geschitzt 75% des Blutes in den postkapilldren
Venen, wihrend in den Kapillaren und Arteriolen nur ca. je 12 % des Blutes zirkulieren®'. Das
O2C registriert somit vor allem vendse Messwerte. Dem Prinzip der letzten Wiese nach, zeigt
der pHbO, eine Sauerstoffreserve an und eignet sich dadurch insbesondere fiir eine
Hypoxiediagnostik®. Von einer kritischen Hypoxie mit irreversibler Gewebeschidigung und
Zelltod ist erst ab einem pHbO,-Wert von unter 10% auszugehen™. Verminderte pHbO,-Werte
korrelieren mit dem Grad der morphologischen Gewebeschidigung®. Das 02C stellt somit eine

sensitive Messmethode fiir die frithe Hypoxiediagnostik dar.
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Arterielle Blutgasanalysen beschreiben lediglich die Fahigkeit der Lunge, das Blut mit
Sauerstoff anzureichern. Nur die gemeinsame Betrachtung von p,O, und pHbO, ermdglicht ein
tieferes Verstindnis der zelluldren Sauerstoffbilanz und die Bestimmung der
gewebespezifischen Sauerstoffausschopfung (uVO,). Ebenso kann iiber den puflow und den

arteriellen Sauerstoffgehalt das mikrovaskuldre Sauerstoffangebot (WDO,) bestimmt werden.

2.3.4 Incident dark field imaging (IDF)

Zusitzlich zur mikrovaskuldren Flussbestimmung der O2C-Messung erfolgte eine
Visualisierung der mikrovaskuldren GefdBarchitektur mittels incident dark field imaging
(CytoCam® Braedius Medical, Huizen, The Netherlands)® zur quantitativen und qualitativen
Perfusionsanalyse. Sie basiert auf der erstmals von Sherman beschriebenen Methode der
incident dark field illumination (IDF) microscopy™. Zwolf Hochleistungsdioden sind
konzentrisch um ein Linsensystem angeordnet. Griinlicht mit einer Wellenldnge von 548nm
wird mit einer Pulsrepetitionsfrequenz von 4ms in das Gewebe gesendet®’ und mehrfach an
zelluldren Grenzstrukturen gebrochen. An der Gewebeoberfliche erfolgt die Registrierung des
reflektierten Lichts von einem in die Kamera integrierten Sensor. Da Griinlicht sowohl von
oxygeniertem als auch von desoxygeniertem Hamoglobin absorbiert wird, werden Erythrozyten
als Lichtaussparung in den Videos sichtbar und formen lineare Anordnungen entsprechend der
GefalBverldufe (s. Abb. 2). Eine direkte Visualisation der Gefdlie erfolgt jedoch nicht, wodurch
ginzlich komprimierte, blutleere Gefifie nicht durch die CytoCam dargestellt werden kénnen®®.
Um eine hohere Auflosung der sich bewegenden Erythrozyten zu erzielen, werden die
Lichtsignale gepulst ausgesendet®. Bei einer Pulsrepititionsfrequenz von 4ms und einer
Emissionsdauer von 2ms wird das Licht im Verhiltnis 1:1 von der Kamera ausgesendet und
durch den Sensor registriert. Emission und Registrierung der Lichtsignale werden intern
synchronisiert. Ein optisches Linsensystem vergroflert unterdessen die Bilder und ermdglicht
eine Auflosung von mehr als 300/ines/mm. Die CytoCam verfiigt aullerdem iiber die
Moglichkeit einer Diinnschichtfokussierung, sodass unterschiedliche Tiefen des Gewebes
abgebildet werden konnen. Entsprechend der Empfehlung einer Expertenrunde zur Evaluation
der Mikrozirkulation® wurden pro Messzeitpunkt je fiinf Videos der Leftze mit 101 frames und
ca. 4 Sekunden Laufzeit aufgezeichnet. AuBlerdem erfolgte initial und nach dreiigminiitigem

Schock die Aquirierung fiinf weiterer sublingualer Videos.
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Abb. 2: Exemplarische Darstellung der oralen Mikrozirkulation mittels IDF-Messung

Im Anschluss an die Versuche wurden die Aufzeichnungen durch eine vom Hersteller
vertriebene Geratesoftware (Cytocam Tools 1.7.8., Braedius Medical, Huizen, NL) stabilisiert.
Die Auswertung erfolgte in Anlehnung an die von De Backer beschriebene Vorgehensweise®’
durch Bildung der fotal vascular density (TVD), der perfused small vessel density (PVD) und
der proportion of perfused small vessels (PPV) als quantitative Perfusionsmessung. Fiir die
Bestimmung der genannten Parameter wird ein Gitter aus jeweils drei horizontalen und drei
vertikalen Linien {iber das Bild projiziert. Die Anzahl der Gefde ist proportional zu den
Schnittpunkten der Gefdfle mit den Gitterlinien. Dariiber hinaus wurde der microvascular flow
index (MFI) als MaB fiir die dominierende Flusscharakteristik bestimmt’®. Das Bild wurde
hierzu in vier gleiche Quadranten unterteilt und der Fluss manuell durch einen verblindeten
Untersucher als abwesend, intermittierend, stockend oder normal klassifiziert*™. Dieses
Verfahren hat trotz der subjektiven Einschdtzung eine hohe intra- und interobserver

oL AuBerdem wurde die Differenz aus maximalem und minimalem

Ubereinstimmung
Flusswert der einzelnen Quadranten durch den durchschnittlich erreichten Flusswert dividiert
und somit der Heterogenititsindex (HGI) gebildet. Er ist ein Mal fiir die rdumliche

Flussheterogenitét.

Fir die Evaluation der Mikrozirkulation ist stets eine Zusammenschau aller genannten
Parameter sinnvoll, da sie unterschiedliche Aspekte der Mikrozirkulation widerspiegeln. Die in
der Mikrozirkulation stattfindenden und fiir die Sauerstoffversorgung essentiellen Vorginge
lassen sich fiir ein besseres Verstindnis der Messparameter in zwei Schritte unterteilen.
Zunéchst muss an Hamoglobin gebundener Sauerstoff von den Erythrozyten freigesetzt werden.
Hierzu benétigt es einen ausreichenden Blutfluss und geniligend Zeit. Man bezeichnet dies auch

«85

als ,,Konvektion“™. Den zweiten Teil stellt die Diffusion zu den Parenchymzellen dar’®. Dies ist
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insbesondere von der mittleren Diffusionsdistanz und somit von der GefdBdichte abhingig.
Wihrend der TVD und der PVD die Diffusionsstrecke widerspiegeln, ist der PPV ein Mal} der
Perfusion, der Informationen iiber die Moglichkeit der Sauerstoffliberalisation enthélt. Der PPV
unterscheidet jedoch lediglich zwischen perfundierten und nicht perfundierten GefdBen und
stellt somit Extreme einer Perfusionsheterogenitit dar. Der MFI erginzt diese extremen
Perfusionszustinde um eine Graduierung des Flussmusters®®. AuBerdem beriicksichtigt der
MFTI durch die Betrachtung kurzfristiger Flussschwankungen auch eine zeitliche Komponente
der inhomogenen Perfusion und dient somit der qualitativen Perfusionsanalyse. Wéhrend die
Flussqualitéit jedoch keine Aussage iiber die Sauerstoffversorgung trifft, ermoglicht dies die

zeitgleiche Messung der uHbO,.

2.3.5 Permeabilititsmessung

Um die epitheliale Permeabilitit des Magens und somit die gastrale Barrierefunktion zu
untersuchen, wurde gewichtsadaptiert (1,66g/kg) ein Zuckerbolus aus D-Sucrose iiber den
dritten Schenkel der Magensonde appliziert. D-Sucrose ist ein Dissacharid, das die gastrale
Mukosa nicht iiberwinden kann. Erst im Duodenum erfolgt durch das Enzym Sucrose-
Isomaltase die Spaltung in Monosacharide und damit der Abbau’ des Zuckers. Kommt es durch
einen hamorrhagischen Schock zu einer Kompromittierung der gastralen Durchblutung, konnen
die Zellen der Magenschleimhaut nicht mehr ihre physiologische Funktion ausfiithren. Die
transepitheliale Permeabilitidt nimmt zu®* und Sucrose tritt ins Plasma iiber. Dort kann Sucrose
iiber einen enzymatischen assay nachgewiesen werden. Da Sucrose im Blut nicht enzymatisch
gespalten, jedoch direkt nach Verlassen des Magens abgebaut wird, ist Sie ein selektiver Marker
fiir die gastrale Barriere . Fiir die Messung erfolgten in halbstiindigen Intervallen arterielle
Blutentnahmen von 6ml-EDTA-Blutproben (Vacutainer K2E EDTA 18.0 mg, Plymouth, United
Kingdom). Die weitere Bearbeitung der Proben erfolgte nach einer von Fiehn und Kind
beschriebenen Vorgehensweise”. Dazu wurden die Blutproben 15 Minuten lang bei 0°C und
3000 G=rcf zentrifugiert (Rotina 420R, Hettich Zentrifugen, Miihlheim a.d.R., Germany) und
das Plasma separiert. Das Plasma wurde durchmischt und als 30pl-Portion fiir die Dauer des
Versuchs in Fliissigstickstoff zwischengelagert. Nach dem Versuch wurden die Proben mit je
0,4ml eines Extraktionsmediums bestehend aus 4ml Aceton, 2ml Isopropanol und 3ul Ribitol-
Stocklosung (10uM) versetzt (Carl Roth, Karlsruhe, Germany), fiir 20 Sekunden
hochenergetisch durchmischt und in einem 4°C kiihlen Raum geschiittelt. Anschlieend wurden
die Proben erneut bei 0°C und 20.800 G=rcf zentrifugiert. 350ul des fliissigen Uberstandes
wurden separiert, bis zur weiteren Verarbeitung mit Stickstoff desoxygeniert (Nitrogen, Linde
AG, Pullach, Germany) und bei minus 80°C zwischengelagert. Nach Abschluss der

Versuchsreihe wurden die gesammelten Proben in einem externen Labor mittels speed vacuum
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concentrator getrocknet und die Sucrosemenge der Proben anhand der gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) Methode bestimmt. Die Auswertung erfolgte durch die

MassHunter software (Agilent Technologies)’.

2.3.6 Relaxometrie

Die Relaxierung der Hunde wurde iiber ein Relaxometer (TOF Guard® INMT, Organon Teknika
BV, Boxtel, Niederland) kontrolliert, welches nach dem train of four (TOF) Stimulationsmuster
arbeitet”’. Dazu wurde der Hinterlauf iiber zwei Elektroden vier Mal hintereinander mit einer
Stromstdrke von je 15 mA stimuliert. Die resultierenden Kontraktionen wurden distal von einem
Sensor aufgenommen und der Quotient aus der Reizantwort der letzten und der ersten
Stimulation gebildet. Die Ausgabe erfolgte als Prozentwert. Vor der Relaxierung wurde ein
Wert von 100% als Nachweis der korrekten Sondenplatzierung angestrebt. Erst nach dem
Anstieg des TOFs auf erneut 100% in der Ausleitungsphase wurde die Narkose reduziert und

die Aufwachphase fiir den Hund initiiert.

2.4 Versuchsprotokoll

Die Hunde waren so trainiert, dass sie sich freiwillig auf den Versuchstisch und mit Hilfe der
Experimentatoren in eine Rechtsseitenlage begaben. Nach Punktion der Hinterlaufvene wurde
eine Allgemeinandsthesie durch Injektion von 4 mg/kgKG Propofol (Propofol 1% MCT-
Fresenius, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg) eingeleitet. Nach endotrachealer
Intubation (Mallinckrodt™ 9.0mm I.D. Covidien Ireland limited, IDA Business & Technology
Park, Tullamore) unter laryngoskopischer Sicht (Mclntosh-Spatel Gr.5, Medicon eG,
Tuttlingen) wurde die Narkose mit Sevofluran (Sevoflurane® 100% AbbVie Deutschland GmbH
& Co.KG, Ludwingshafen) und einer endtidalen Sevoflurankonzentration von 3 Vol.%
fortgefiihrt. Dies entspricht bei Hunden einer minimalen alveoldren Sevoflurankonzentration
von 1,5” MAC. AnschlieBend wurde eine maschinelle, volumenkontrollierte Beatmung mit
einem Tidalvoumen von 12,5 ml/kg” iiber ein halbgeschlossenes Narkosesystem (Aestiva 5,
Verdampfer Tec 7, Datex Ohmeda, St.Giles, England) gestartet um eine physiologische
Lungenventilation zu gewihrleisten. Die Atemfrequenz wurde angepasst, um ein etCO, von
35mmHg zu erreichen. Die Beatmung mit einem Gasgemisch aus 30% Sauerstoff (O,) und 70%

Stickstoff (N,) wurde im Verlauf auf einen Minimalflow reduziert.

Die Instrumentierung der Hunde erfolgte stets in einer standardisierten Reihenfolge. Nach
Anlage der oberflichlichen EKG-Elektroden und Installation des Relaxometers erfolgte die
palpatorische  Punktion der Carotisschlinge und der Vorschub des arteriellen
Thermodilutionskatheter EKG-kontrolliert und in Seldinger-Technik. Nach Platzierung im

Aortenbogen wurde dieser mit dem PiCCOAdapter und iiber ein Verldngerungsstiick mit einem
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Druckwandler verbunden. Das gesamte System wurde mit einer heparinisierten Kochsalzlosung
(0,1ml Heparin-Natrium 25.000L.E./5ml, Rotexmedica GmbH, Trittau auf 500 ml NaCl
Infusionslosung) gespiilt. AnschlieBend wurde ein groBlumiger Zugang in die Vorderlaufvene
gelegt. Die Messsonden der Weillichtspektroskopie wurden atraumatisch unmittelbar an der
gastralen und oralen Mukosa platziert. Die Relaxierung erfolgte liber den vendsen Zugang am
Hinterlauf mit einer Initialdosis Rocuroniumbromid von 0,6mg/kgKG (10mg/ml Inresa
Arzneimittel GmbH, Freiburg) und einer anschlieBenden Dauerinfusion von 1mg/kgKG/h

Rocuroniumbromid (PILOT Anéstesie, Fresenius Vial S.A., Brezins, FR).

Nachdem stabile Ausgangsbedingungen erreicht wurden, erfolgte nach einer dreiigminiitigen
Kontrollphase (Baseline) die erste Messung, die im weiteren Versuchsablauf alle 30 Minuten
durchgefiihrt wurde (s. Abb. 3). Zu jedem Messzeitpunkt erfolgten eine HZV-Messung mittels
Thermodilution, fiinf buccale Videoaufzeichnungen mittels dark field imaging, eine arterielle
Blutgasanalyse und eine Sucrosebestimmung. Zunédchst wurde in allen Versuchsgruppen ein
Zuckerbolus (Suc) zur gastralen Permeabilititsmessung appliziert. AnschlieBend erfolgte die
Randomisierung in eine der vier Versuchsgruppen. Nach der Versuchsbeendigung wurde die
Narkose beendet und die Hunde bei ausreichender Spontanatmung und Schutzreflexen

extubiert.
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2.5 Versuchsgruppen

Jedes Versuchstier durchlief vier unterschiedliche Versuchsprotokolle in randomisierter

Reihenfolge, welche im weiteren Verlauf wie folgt gekennzeichnet werden.
NK NV = Normokapnie + Normovoldmie
NK HV = Normokapnie + Hypovoldmie
HK NV = Hyperkapnie + Normovoldmie

HK HV = Hyperkapnie + Hypovolédmie

2.5.1 Normokapnie Normovolimie (NK NV)

Nach der Gabe des Zuckerbolus zur gastrointestinalen Permeabilititsmessung erfolgte eine
kontinuierliche Stickstoffapplikation an der oralen und gastralen Schleimhaut. In
dreiBigminiitigen Intervallen wurden Messungen entsprechend der vorhergegangenen
Messzeitpunkte  durchgefithrt.  Nach  150-miniitiger  Gasintervention  wurde  die

Stickstoffapplikation gestoppt und damit der Versuch beendet.

2.5.2 Normokapnie Hypovolimie (NK HYV)

Um den Einfluss des hdmorrhagischen Schocks auf die gastrointestinale Mikrozirkulation zu
untersuchen wurde dreiflig Minuten nach Beginn der Stickstoffapplikation ein hdmorrhagischer
Schock induziert. 30 bzw. 60 Minuten nach Schockbeginn wurden die Messungen HV30 und
HV60 durchgefiihrt. Danach erfolgte die Retransfusion des entnommenen Blutes mit den

Messpunkten RT30 und RT60 nach jeweils 30 Minuten. Hiernach wurde der Versuch beendet.

2.5.3 Hyperkapnie Normovolimie (HK NV)

Der Effekt einer lokalen Hyperkapnie auf die gastrointestinale Mikrozirkulation unter
physiologischen Kreislaufbedingungen wurde durch eine Gasapplikation mit Kohlenstoffdioxid
untersucht. CO, wurde hierfiir in gleicher Menge wie Stickstoff in den bereits genannten
Versuchsgruppen iiber die Haltevorrichtung sowie die Magensonde der Schleimhaut zugefiihrt.
30-miniitige Messungen wurden entsprechend der normokapnischen Kontrollgruppe

durchgefiihrt und der Versuch danach beendet.

2.5.4 Hyperkapnie Hypovolimie

Zusitzlich zur kontinuierlichen Kohlenstoffdioxidapplikation wurde nach 30 Minuten ein
hdmorrhagischer Schock induziert um den Einfluss einer lokalen Hyperkapnie auf die
gastrointestinale Mikrozirkulation im hdmorrhagischen Schock zu untersuchen. Nach 60-

miniitigem Schock wurde das asservierte Blut den Tieren retransfundiert. Messungen der
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Mikrozirkulation sowie systemischer Parameter wurden entsprechend der normokapnischen

Schockgruppe durchgefiihrt und der Versuch im Anschluss beendet.

2.6 Interventionen

2.6.1 Lokale Gasapplikation

Um den Effekt einer lokalen Gastherapie auf die Oxygenierung der gastrointestinalen Mukosa
zu untersuchen, wurde die Gasapplikation und die O2C-Messung in oOrtlicher Ndhe zueinander
durchgefiihrt. Dazu wurde das Gas iiber den benachbarten Schenkel der Magensonde sowie die
speziell angefertigte Haltevorrichtung in die unmittelbare Umgebung der O2C-Sonde geleitet.
Da Stickstoff mit ca. 78% den grofiten Anteil der Luft unserer Erdatmosphére darstellt und
Sauerstoff direkte Effekte auf die Oxygenierung der Magenschleimhaut haben konnte, erfolgte
in Kontrollgruppen eine Applikation von Stickstoff. Die Begasung mit reinem CO, bzw. N,

erfolgte mit einer Flussrate von 15ml/min.

2.6.2 Hypovolimie

Um den Zustand eines milden hdmorrhagischen Schocks herbeizufithren, wurden 20% des
errechneten Blutvolumens iiber den arteriellen Katheter sowie den vendsen Zugang der
Vorderlaufvene in 50ml Perfusorspritzen abgenommen. Diese wurden zuvor mit 0,1ml Heparin
(Heparin-Natrium 25.001.E./5ml, Rotexmedica GmbH, Trittau) versetzt. Fiir die einstiindige

Schockdauer wurde das heparinisierte Blut in einem warmen Wasserbad zwischengelagert.

2.6.3 Retransfusion

Die Retransfusion des entnommenen Blutes erfolgte iiber den vendsen Zugang des Vorderlaufs
mit maximaler Flussrate iiber ein handelsiibliches Transfusionsbesteck (Aldrotec GmbH,
Hochst). Die Heparinisierung des Blutes wurde eine halbe Stunde vor Versuchsende mit

Protamin im Verhéltnis 1 I.E. Protamin pro 2 L.E. benétigten Heparins antagonisiert.

2.7 Statistik
Die Werte kontinuierlicher Messparameter werden als gemittelter Wert der letzten fiinf Minuten
des halbstiindigen Interventionszeitraum beschrieben. Zu diesem Zeitpunkt war von stabilen

Werten ohne groBere Schwankungen auszugehen.

Um die Voraussetzung einer Normalverteilung der Messwerte fiir eine multifaktorielle
Varianzanalyse zu priifen, erfolgte eine Testung mittels Kolmogorov-Smirnov-Test sowie eine
graphische Darstellung der Daten als Q-0O-Plots (IBM SPSS Statistics Version 23.0). Die

Gruppen wurden mittels ANOVA verglichen. AnschlieBend wurde eine Bonferroni-Korrektur
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durchgefiihrt (GraphPad Prism® Version 6.0c). Die nachfolgenden Ergebnisse werden als
arithmetische Mittel +/- Standardfehler (SE) dargestellt.

Von einer Signifikanz wurde ausgegangen, wenn p<0,05 berechnet wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss einer lokalen Hyperkapnie auf die Mikrozirkulation

3.1.1 Mikrovaskulire Himoglobinoxygenierung (uHbQO,)

Unter physiologischen Kreislaufbedingungen blieb die gastrale pHbO, sowohl unter lokaler
Hyperkapnie als auch unter lokaler Normokapnie unverdndert. Im hdmorrhagischen Schock
kam es unter Normokapnie zu einem Abfall von 77 = 2 % auf 38 + 4 %. Unter Hyperkapnie
wurde dieser Abfall deutlich von 83 + 3 % auf 52 + 8 % abgeschwicht, die uHbO, war somit
signifikant hoher (s. Abb. 4).

MHbO, Magen

100+
- HKHV
—+— HKNV
807 - NKHV
. - NKNV
°\° -
40+
*
2c | | | | | | |
9&\*‘0 (}090 O,bfo ngQ stQ é.-bQ ébQ
F &

Abb. 4: Gastrale mikrovaskuliire Sauerstoffsittigung (WHbO;): utHbO, des Magens im Zeitverlauf.
Gegeniiberstellung normokapnischer (NK) und hyperkapnischer (HK) Versuchsgruppen unter
physiologischen (NV) und hdmorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen. Die pHbO,-Angaben erfolgen
in Prozent (%) zu den Messpunkten unter Ausgangsbedingungen (Baseline), nach Sucrosegabe (Sucrose),
nach Beginn der Gasintervention (Gas), sowie nach 30- bzw. 60-miniitigen Schock (HV30, HV60) und
Retransfusion (RT30, RT60). Darstellung als MW +/- SEM fiir n = 6 Hunde, * = p<0,05 zur jeweiligen
normokapnischen Kontrollgruppe.

Vergleichbare Ergebnisse stellten sich auch fiir die mikrovaskuldre Sauerstoffséttigung der
oralen Schleimhaut dar (s. Abb. 5). Wéhrend sich die pHbO, der normovoldmen
Kontrollgruppen im zeitlichen Verlauf auch hier konstant zeigte, erfolgte durch den Schock eine
Reduktion des pHbO; von 82 + 2 % auf 36 + 4 % unter Normokapnie, welche durch CO,-
Applikation von 83 + 2 % auf 54 + 4 % abgemildert wurde. Anders jedoch als an der gastralen
Mukosa zeigte sich der protektive Effekt einer CO,-Applikation nicht nur zum Messpunkt
HV30, sondern persistierte im Schock auch nach 60 Minuten (HV60).
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Abb. 5: Orale mikrovaskulire Sauerstoffsittigung (WHbO;): uHbO, der oralen Mundschleimhaut im
Zeitverlauf. Gegeniiberstellung normokapnischer (NK) und hyperkapnischer (HK) Versuchsgruppen
unter physiologischen (NV) und hdmorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen. Die pHbO,-Angaben
erfolgen in Prozent (%) zu den Messpunkten unter Ausgangsbedingungen (Baseline), nach Sucrosegabe
(Sucrose), nach Beginn der Gasintervention (Gas), sowie nach 30- bzw. 60-miniitigen Schock (HV30,
HV60) und Retransfusion (RT30, RT60). Darstellung als MW +/- SEM fiir n = 6 Hunde, * = p<0,05 zur
jeweiligen normokapnischen Kontrollgruppe.

3.1.2 Mikrovaskulirer Fluss (uflow)

Sowohl an der gastralen als auch an der oralen Schleimhaut zeigte sich weder unter
physiologischen noch unter hidmorrhagischen Kreislaufbedingungen ein Effekt der CO,-

Applikation auf den mikrovaskuldren Fluss.

3.1.3 Relativer Himoglobingehalt (rHb)

An der gastralen Mukosa zeigte sich unter Normovoldmie kein Unterschied zwischen den
Gruppen. der Schock fiihrte zu einer Reduktion des relativen Hdmoglobingehaltes von 62 + 4
aU auf 50 + 8 aU unter Normokapnie und von 68 + 3 aU auf 46 + 1 aU unter Hyperkapnie ohne
Unterschied zwischen beiden Gruppen. Im Gegensatz dazu konnte der rHb-Abfall im Schock an
der oralen Mukosa durch Hyperkapnie reduziert werden. Dieser fiel unter Normokapnie von 94
+ 3 aU auf 64 + 4 aU und unter lokaler Hyperkapnie von 97 + 3 aU auf 72 + 7 aU und lag

damit signifikant hoher als unter Normokapnie.
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3.1.4 Quantitative Perfusionsmessung

Im h@morrhagischen Schock verminderte sich unter Normokapnie der TVD an der bukkalen
Mukosa von 18 £ 0 mm/mm” auf 14 + 2 mm/mm” und der PVD von 10 + I mm/mm?® auf 3 + 1
mm/mm®. Auch der PPV fiel unter Himorrhagie von 55 + 4 % auf 23 + 3 %. Eine
Normalisierung der Parameter auf das Ausgangsniveau stellte sich erst wieder nach
Retransfusion ein. Die Gabe von lokalem CO, hatte jedoch keinen Einfluss auf den Abfall der
Werte. Unter Hyperkapnie fiel der TVD von 19 + 0 mm/mm” auf 14 + 1 mm/mm?, der PVD von

12 £ 1 mm/mm? auf 5 = 1 mm/mm? und der PPV von 59 + 6 % auf 32 + 3 %.

Entgegen der bukkalen Mukosa konnte in den sublingualen Messungen weder eine eindeutige
Verdnderung durch den Schock, noch ein Effekt von Kohlenstoffdioxid auf den TVD, den PVD

und den PPV nachgewiesen werden.

3.1.5 Qualitative Perfusionsmessung

Entsprechend den Empfehlungen zur Auswertung akquirierter IDF-Messungen® waren einzelne
Aufnahmen eines Tieres nicht auswertbar, sodass dieses Tier verblindet von der Auswertung
ausgeschlossen wurde. Die Auswertung wurde somit fiir n=5 Tiere durchgefiihrt. Unter
Normovoldmie hatte eine lokale Hyperkapnie keinen Einfluss auf den MFI. Unter Hamorrhagie
fiel dieser unter Normokapnie von 2,8 + 0,1 auf 0,8 + 0,2. Durch die CO,-Applikation war der
MFTI signifikant besser (Abfall von 2,9 £ 0,1 auf 1,3 £ 0) (s. Abb. 6). Analog zu den Daten der
oralen pHbO,-Messung persistierte der protektive Effekt einer CO,-Applikation iiber die

gesamte Dauer des Schocks.
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Abb. 6: Microvascular flow index (MFI) der oralen Schleimhaut: Gegeniiberstellung normokapnischer
(NK) und hyperkapnischer (HK) Versuchsgruppen unter physiologischen (NV) und hédmorrhagischen
(HV) Kreislaufbedingungen. Der MFI wird zu den Messpunkten unter Ausgangsbedingungen (Baseline),
nach Sucrosegabe (Sucrose), nach Beginn der Gasintervention (Gas), sowie nach 30- bzw. 60-miniitigen
Schock (HV30, HV60) und Retransfusion (RT30, RT60) als dimensionslose Grofle aufgefiihrt.
Darstellung als MW +/- SEM fiir n = 5 Hunde, * = p<0,05 zur jeweiligen normokapnischen
Kontrollgruppe.

Unterdessen kam es im Schock ebenfalls zu einer signifikanten VergroBerung des
Heterogenititsindex (HGI). Dieser stieg unter Normokapnie von 1,5 £ 0,1 auf 16,7 £ 0,5 und
unter Hyperkapnie von 1,1 £ 0,1 auf 14,1 + 0,3 an, ohne einen signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen im frithen Schock aufzuweisen. Allerdings fiel der HGI am Ende des
Schocks durch eine lokale Hyperkapnie schneller wieder ab als dies unter Normokapnie der Fall
war. Zum Zeitpunkt HV60 war der HGI unter Hyperkapnie signifikant niedriger als unter
Normokapnie (6,7 = 0,2 vs. 11,6 = 0,3). Nach Retransfusion des entnommenen Blutvolumens
fiel der HGI auf urspriingliche Werte ab, ohne einen signifikanten Unterschied in Abhdngigkeit
von den vorherrschenden Kreislaufparametern oder dem applizierten Gas aufzuweisen (s. Abb.

7).
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Abb. 7: Heterogenititsindex (HGI) der oralen Schleimhaut: Gegeniiberstellung normokapnischer
(NK) und hyperkapnischer (HK) Versuchsgruppen unter physiologischen (NV) und hdmorrhagischen
(HV) Kreislaufbedingungen. Die Angabe erfolgt zu den Messpunkten unter Ausgangsbedingungen
(Baseline), nach Sucrosegabe (Sucrose), nach Beginn der Gasintervention (Gas), sowie nach 30- bzw. 60-
miniitigen Schock (HV30, HV60) und Retransfusion (RT30, RT60) als dimensionslose Grofle.
Darstellung als MW +/- SEM fiir n = 5 Hunde, * = p<0,05 zur jeweiligen normokapnischen
Kontrollgruppe.
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3.2 Einfluss einer lokalen Hyperkapnie auf systemische Messparameter

3.2.1 Himodynamik

Die lokale CO,-Applikation hatte keinen Einfluss auf systemische, himodynamische Parameter.
Im hamorrhagischen Schock fiel das Herzzeitvolumen unter Normokapnie von 87 + 4 ml-kg
"min" auf 45 + 3 ml-kg"-min” und das kardiale Schlagvolumen von 24 + 1 ml auf 13 £ 1 ml
ab. Erst nach Retransfusion stellten sich sowohl fiir das Schlagvolumen als auch fiir das

Herzzeitvolumen erneut Werte auf dem urspriinglichen Niveau ein (s. Abb. 8).
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Abb. 8: Herzzeitvolumen (HZV): Gegeniiberstellung normokapnischer (NK) und hyperkapnischer (HK)
Versuchsgruppen unter physiologischen (NV) und hdmorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen. Das
HZV wird zu den Messpunkten unter Ausgangsbedingungen (Baseline), nach Sucrosegabe (Sucrose),
nach Beginn der Gasintervention (Gas), sowie nach 30- bzw. 60-miniitigen Schock (HV30, HV60) und
Retransfusion (RT30, RT60) in ml/kg/min angegeben. Darstellung als MW +/- SEM fiir n = 6 Hunde, * =
p<0,05 zur jeweiligen normokapnischen Kontrollgruppe.

Es zeigte sich ein Abfall des mittleren, arteriellen Blutdrucks von 65 = 2 mmHg auf 50 + 3
mmHg (s. Abb. 9). Parallel dazu erhohte sich der periphere arterielle Widerstand von 23 = 1

mmHg- 1" min™ auf 34 £ 3 mmHg-1"-min™".
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Abb. 9: Mittlere arterieller Blutdruck (MAP): Gegeniiberstellung normokapnischer (NK) und
hyperkapnischer (HK) Versuchsgruppen unter physiologischen (NV) und h@morrhagischen (HV)
Kreislaufbedingungen. Der MAP wird zu den Messpunkten unter Ausgangsbedingungen (Baseline), nach
Sucrosegabe (Sucrose), nach Beginn der Gasintervention (Gas), sowie nach 30- bzw. 60-miniitigen
Schock (HV30, HV60) und Retransfusion (RT30, RT60) in mmHg angegeben. Darstellung als MW +/-
SEM fiir n = 6 Hunde, * = p<0,05 zur jeweiligen normokapnischen Kontrollgruppe.

Die lokale CO,-Applikation hatte weder unter physiologischen noch unter hdmorrhagischen
Bedingungen einen Effekt auf das Herzzeitvolumen. Der Unterschied des Herzzeitvolumens
zwischen den normokapnischen und hyperkapnischen Kontrollgruppen kann auf das erhdhte
Herzzeitvolumen eines Versuchstieres zuriickgefithrt werden. Dieser Unterschied bestand
bereits zu Beginn des Versuchs und persistierte {iber die gesamte Dauer des Versuchs. Die
Darstellung der Ergebnisse als Anderung bezogen auf den Ausgangswert zeigt keinen Effekt der

CO,-Applikation auf die systemische Himodynamik (s. Abb.10).
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Abb. 10: Herzzeitvolumen bezogen auf den Ausgangswert (AHZV): Gegeniiberstellung
normokapnischer (NK) und hyperkapnischer (HK) Versuchsgruppen unter physiologischen (NV) und
hdmorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen. Das AHZV wird zu den Messpunkten unter
Ausgangsbedingungen (Baseline), nach Sucrosegabe (Sucrose), nach Beginn der Gasintervention (Gas),
sowie nach 30- bzw. 60-miniitigen Schock (HV30, HV60) und Retransfusion (RT30, RT60) in ml/kg/min
angegeben. Darstellung als MW +/- SEM fiir n = 6 Hunde, * = p<0,05 zur jeweiligen normokapnischen
Kontrollgruppe.
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3.2.2 Arterielle Blutgase
Unter physiologischen Kreislaufbedingungen kam es zu nur geringfiigigen Schwankungen des
pH-Werts, welcher durchgehend im physiologischen Bereich lag. Unter Hamorrhagie zeigte

sich kein Effekt der lokalen Kohlenstoffdioxidapplikation auf den systemischen pH-Wert.

Der p,O; blieb stets innerhalb physiologischer Grenzen und schwankte nur minimal. Der p,CO,
zeigte trotz etCO,-gesteuerter, manueller Adjustierung der Atemfrequenz in beiden
Schockgruppen einen Anstieg von 35 + 1 mmHg auf 40 + 1 mmHg. Eine lokale Hyperkapnie
hatte keinen Effekt auf den Anstieg des p,CO; (s. Abb. 11).
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Abb. 11: Arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck (p,CO,): Gegeniiberstellung normokapnischer
(NK) und hyperkapnischer (HK) Versuchsgruppen unter physiologischen (NV) und hidmorrhagischen
(HV) Kreislaufbedingungen. Der p,CO, wird zu den Messpunkten unter Ausgangsbedingungen
(Baseline), nach Sucrosegabe (Sucrose), nach Beginn der Gasintervention (Gas), sowie nach 30- bzw. 60-
miniitigen Schock (HV30, HV60) und Retransfusion (RT30, RT60) in mmHg angegeben. Darstellung als
MW +/- SEM fiir n = 6 Hunde, * = p<0,05 zur jeweiligen normokapnischen Kontrollgruppe.

Die arterielle Sauerstoffséttigung erreichte nie Werte unter 98% und verblieb somit unabhéngig

der Versuchsbedingungen innerhalb physiologischer Grenzen.
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3.2.3 Systemisches Sauerstoffangebot

Im hédmorrhagischen Schock kam es zu einer Reduktion des systemischen Sauerstoffangebots
von 14,4 + 0,83 ml-kg'l-min'1 auf 7.4 + 0,51 ml-kg'1~min'l. Kohlenstoffdioxid hatte keinen
Einfluss auf den DO,-Abfall. Das DO, unter Hyperkapnie fiel von 14,7 = 0,38 ml-kg'l-min'1 auf
7,3 + 0,64 ml-kg”-min™ (s. Abb. 12).
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Abb. 12: Systemisches Sauerstoffangebot (DO,): Gegeniiberstellung normokapnischer (NK) und
hyperkapnischer (HK) Versuchsgruppen unter physiologischen (NV) und hidmorrhagischen (HV)
Kreislaufbedingungen. Das DO, wird zu den Messpunkten unter Ausgangsbedingungen (Baseline), nach
Sucrosegabe (Sucrose), nach Beginn der Gasintervention (Gas), sowie nach 30- bzw. 60-miniitigen
Schock (HV30, HV60) und Retransfusion (RT30, RT60) in ml/kg/min angegeben. Darstellung als MW
+/- SEM fiir n = 6 Hunde, * = p<0,05 zur jeweiligen normokapnischen Kontrollgruppe.

Eine signifikante Steigerung des systemischen Sauerstoffangebots in der NK NV-Gruppe
bereits unter Ausgangsbedingungen und iiber die gesamte Versuchsdauer ist auf das erhohte
Herzzeitvolumen eines einzelnen Tieres zuriickzufiihren. Die Darstellung als Anderung bezogen
auf den jeweiligen Baselinewert zeigt keinen signifikanten Unterschied des DO, durch

Kohlenstoffdioxidapplikation unter physiologischen Kreislaufbedingungen (s. Abb. 13).
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Abb. 13: Systemisches Sauerstoffangebot bezogen auf den Ausgangswert (ADQO,): Gegeniiberstellung
normokapnischer (NK) und hyperkapnischer (HK) Versuchsgruppen unter physiologischen (NV) und
hdmorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen. Das ADO, wird zu den Messpunkten unter
Ausgangsbedingungen (Baseline), nach Sucrosegabe (Sucrose), nach Beginn der Gasintervention (Gas),
sowie nach 30- bzw. 60-miniitigen Schock (HV30, HV60) und Retransfusion (RT30, RT60) in ml/kg/min
angegeben. Darstellung als MW +/- SEM fiir n = 6 Hunde, * = p<0,05 zur jeweiligen normokapnischen
Kontrollgruppe.

3.3 Indirekte Parameter des Zellmetabolismus

3.3.1 Mikrozirkulatorisches Sauerstoffangebot

Wihrend das mikrovaskuldre Sauerstoffangebot des Magens in allen vier Versuchsgruppen
konstant war, kam es im Mund zu einer Reduktion des uDO; von 1555 + 310 aU auf 843 + 303
aU durch die Induktion des Schocks. Die lokale CO,-Gabe hatte jedoch keinen Effekt auf das

mikrovaskulédre Sauerstoffangebot im Schock.

3.3.2 Mikrozirkulatorischer Sauerstoffverbrauch

Entgegengesetzt dem mikrovaskuldren Sauerstoffangebot, fiihrte der Schock nicht an der oralen,
sondern an der gastralen Mukosa zu einem gesteigerten Sauerstoffverbrauch. Dieser stieg von
519 + 63 aU auf 1734 + 243 aU an. Eine lokale Hyperkapnie hatte ungeachtet der begleitenden
Kreislaufbedingungen weder am Magen noch im Mund einen Effekt auf den mikrovaskuldren

Sauerstoffverbrauch.

3.4 Sucrosekonzentration im Serum als Marker fiir Barrierestorungen

Die Messung der Sucrosekonzentration im Serum zur Bestimmung einer intestinalen

Permeabilitdtsstoung konnte weder einen Effekt von Kohlenstoffdioxid auf die mukosale
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Barriere nachweisen, noch gelang es, eine gesteigerte Permeabilitdt im hdmorrhagischen Schock
abzubilden.  Die plasmatische Sucrosekonzentration unterlag deutlichen Schwankungen

zwischen den Versuchen. Dies wird durch eine gro3e Streuung abgebildet.
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4 Diskussion

4.1 Methodenkritik

Ein streng standardisiertes Vorgehen war ndtig, um mit einer geringen Anzahl an
Versuchstieren valide Aussagen formulieren zu konnen. Die Versuche wurden immer zur
gleichen Tageszeit in einem abgedunkelten Raum durchgefiihrt, um einen Einfluss der

zirkadianen Rhythmik zu unterbinden'®”

. Um das Geschlecht als moglichen confounder zu
eliminieren, nahmen ausschlieflich weibliche Hunde an den Versuchen teil. Hunde im Oestrus
wurden von den Versuchen ausgeschlossen um hormonelle Schwankungen zu minimieren'®.
Die Versuche wurden in einem Crossover-Studiendesign durchgefiihrt, in dem jeder Hund in
zufilliger Reihenfolge alle vier Studienprotokolle durchlief und sich selbst als Kontrollgruppe
diente®. Interindividuelle Schwankungen der Messwerte wurden somit minimiert. Einen
weiteren Vorteil stellt die leichte Trainierbarkeit der Hunde fiir eine komplikationslose und fiir
die Versuchstiere stressfreie Durchfiihrung der Versuche dar. Psychischer Stress durch eine
ungewohnte Versuchsumgebung kann zu einer Ausschiittung endogener Katecholamine fiithren
und somit die Messergebnisse verfilschen. Messungen an einem Kleintiermodell wiren
aufgrund der aufwendigen Instrumentierung nicht moglich gewesen. Sowohl die O2C-Sonden
als auch der Thermodilutionskatheter des Picco-Systems benétigen fiir den atraumatischen
Vorschub einen groBeren 6sophagealen und arteriellen Durchmesser als er bei Kleintieren
vorliegt. Wiederholte Blutabnahmen von mindestens Iml Volumen fiir arterielle
Blutgasanalysen und die Bestimmung der Sucrosewerte im Plasma wiren — beispielsweise in
einem Mausmodell - nicht ohne Beeinflussung himodynamischer Parameter moglich gewesen.
Groftiermodelle sind hinsichtlich der Himodynamik eher mit dem Menschen vergleichbar als
Kleintiermodelle und ermdglichen eine nicht-invasive, intraabdominellen Messung ohne ein
chirurgisches Trauma zu verursachen. Chirurgische Interventionen im Rahmen eines dariiber
hinaus erweiterten Monitorings wiirden zusdtzlichen Stress fiir die Versuchstiere und eine
weitere Eintrittspforte fiir bakterielle Erreger darstellen, welche potentiell Einfluss auf die

Ergebnisse unserer Messung nehmen konnten.

Nach Instrumentierung der Hunde schloss sich eine Observationsphase zur Verifizierung einer
korrekten Installation an. Erst bei einem stabilen Signal der Weilllichtspektrometrie, einer
gleichbleibenden arteriellen Blutdruckkurve und stabilen Beatmungsparametern konnte davon
ausgegangen werden, dass die nachfolgenden Effekte nicht auf die durchgefiihrte Anésthesie
oder eine Manipulation im Rahmen der Instrumentierung zurilickzufithren waren. Die mit der
Aufzeichnung beginnende ,Baseline“-Phase diente der Festlegung eines individuellen

Grundniveaus.
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4.1.1 Messung der Mikrozirkulation

Durch die Darstellung der oralen und gastralen Spektroskopiekurven auf einem externen
Monitor konnte die korrekte Lage der Sonden auch wéhrend des Versuchs verifiziert werden.
Beurteilt wurde hierzu die Oszillationscharakteristik der Messspektren. Da Nahrung im
gastralen Lumen zu einer Fehlmessung und Dislokation der Messsonde fiihren kann, wurden die

Hunde vor dem Versuchstag niichtern belassen®.

Die Methode der Gewebsspektroskopie wurde bereits erfolgreich in Versuchsreihen zu den

102,103

Themen Transplantatabstoﬁungml, kutane Lappenplastiken und Wundheilungs‘[é')rungen104

verwendet. AuBlerdem erfolgten mehrere Versuchsreihen zur Evaluation der gastrointestinalen

. . . 105,106
Mikrozirkulation

. Im Unterschied zu der gemischtvendsen Sauerstoffsittigung (SvO,)
spiegelt die uHbO, ein kleineres Gefallbett wider und erlaubt dadurch eine differenzierte

Betrachtung der Sauerstoffreserve des untersuchten Gewebes.

Es wird vermutet, dass die Reduktion der mikrovaskuldren Oxygenierung und damit auch der
Gewebeintegritdt im Schock auf eine Perfusionsheterogenitit des Gewebes zuriickzufiihren

- 107,108
st

. Da mehrere Gefalle durch die Weilllichtspektroskopie erfasst werden, geben unsere
Messungen einen Uberblick iiber die Gesamtversorgung des Zielgewebes und werden nicht von

einer punktuellen Heterogenitit beeinflusst.

Das Kolon weist die dichteste bakterielle Besiedlung des Magendarmtrakts auf, sodass eine
bakterielle Translokation insbesondere hier wahrscheinlich erscheint. Fiir eine Evaluation der
Mikrozirkulation am Kolon wire jedoch eine zusitzliche Instrumentierung notig gewesen. Da
ein chirurgisches Trauma die Mikrozirkulation negativ beeinflussen kann und durch die
invasiven Messungen keine wiederholten Versuche moglich gewesen wiren, wurde auf eine
zusatzliche Instrumentierung verzichtet. Die Représentativitit der oralen und gastralen
Mikrozirkulationsmessung fiir den gesamten Magendarmtrakt konnte mehrfach in
experimentellen Studien nachgewiesen werden'®'"".

4.1.2 Cytocam-IDF

Neben der Beurteilung der Oxygenierung wurde in der vorliegenden Studie ergdnzend die
Flussqualitdt untersucht, da es zunehmende Hinweise auf einen Zusammenhang von
gastrointestinaler Barrierefunktion und mikrovaskuldrem Perfusionsmuster'"" gibt. Der genaue
Zusammenhang zwischen Barrierefunktion, Perfusionsmuster und Oxygenierung ist hierbei
nicht abschliefend gekldrt. In der vorliegenden Studie konnte die Mikrozirkulation in Echtzeit
visualisiert und eine direkte Beurteilung von GeféBarchitektur und Flussqualitit durchgefiihrt
werden®. Sowohl fiir den De Backer Score®’ als auch fiir die Berechnung des MFI®' ist eine

niedrige Variabilitdit und damit eine gute Reproduzierbarkeit beschrieben. Die Auswertung
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unserer Daten erfolgte standardisiert und Software-unterstiitzt in Anlehnung an eine
internationale Expertenempfehlung®. Da der MFI als GroBe manuell bestimmt wird, erfolgte

die Auswertung durch verblindete Untersucher.

In unseren Versuchen ging eine Verbesserung der oralen uHbO, mit einer signifikanten
Steigerung des MFI einher, widhrend die iibrigen Parameter der erfassten Flussqualitit keine
Alteration durch die Gasapplikation zeigten. Es wird vermutet, dass die Heterogenitit der
Gewebeperfusion bei kritisch kranken Patienten zunimmt und unter anderem fiir eine reduzierte

. . . . 112,113,114,111
Barrierefunktion verantwortlich ist = 7" .

In diesem Fall wire es moglich, dass
unzureichend perfundierte GefdBle und solche mit kompensatorisch gesteigertem Fluss in
direkter Nachbarschaft zu einander vorliegen. Da der MFI eine durchschnittliche Flussqualitat
darstellt, wire ein unverdnderter MFI trotz mikrozirkulatorischer Alteration filschlicherweise
moglich. Voraussetzung fiir die Bestimmung des MFI ist daher eine verhdltnismafig homogene
Gewebeperfusion, wie sie in gesunden Organismen oder bei milden Krankheitszustinden
auftritt®. Der Gebrauch des MFI ermdglicht in diesem Fall eine differenziertere Betrachtung der
Flusscharakteristik®. Bei einer zunehmenden Kompromittierung der Mikrozirkulation hingegen
muss der PPV als MabB fiir die Blutkonvektion genutzt werden. Eine differenziertere Darstellung
der Perfusionsmuster, wie sie der MFI vornimmt, wire in diesem Fall jedoch nicht mehr
moglich™. Da es sich in unserem Schockmodell um die Induktion eines milden Schocks mit nur
leichten Alterationen der Mikrozirkulation handelt, konnen die Ergebnisse des MFI in unsere
pathophysiologischen Uberlegungen einflieBen. Durch die parallele Bestimmung des MFI sowie
des PPV konnten wir die Blutkonvektion unabhéngig von der hdamodynamischen
Kompromittierung im Schock abbilden. Entsprechend dem Ziel die Mikrozirkulation in milden
und initialen Schockzustinden zu charakterisieren, konnten wir einen Einfluss der lokalen
Hyperkapnie auf den MFI, nicht jedoch auf den PPV nachweisen. Um eine Verdnderung des
PPV durch Kohlenstoffdioxid im Schock darstellen zu konnen, wire vermutlich die Induktion
einer zunehmend schweren Himorrhagie notwendig gewesen. Zusétzlich erfolgte die Messung
des MFI an mehreren Orten, um den Einfluss einer heterogenen Gewebeperfusion auf unsere

Messung zu minimieren.

Die Messung im hdamorrhagischen Schock ist besonders anspruchsvoll, da es zu druckbedingten
Messartefakten kommen kann. Insbesondere durch die verminderte Blutfiille der Gefa3e kann
es selbst bei geringem Anpressdruck vermehrt zu einem Kollaps der Kapillaren kommen, der
falschlicherweise als Minderperfusion fehlinterpretiert werden konnte. Andererseits fiihrt ein zu
geringer Anpressdruck zu einer reduzierten Bildqualitét, sodass die Bildschérfe nicht fiir die
automatische Auswertungssoftware ausreicht. Daher wurden einzelne Aufnahmen mit

druckbedingten = Messartefakten, welche verblindet gemdB den Kriterien der
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Konsensuskonferenz identifiziert wurden, ausgeschlossen®. Aufgrund einer nicht ausreichenden
Aufnahmequalitit erfolgte die Exklusion eines Versuchstieres, sodass die statistische

Auswertung des MFI mit einem Stichprobenumfang von n=5 Hunden durchgefiihrt wurde.

4.1.3 Sucrosemessung
In der Bestimmung der plasmatischen Sucrosekonzentration zur Evaluation der Barrierefunktion
konnte weder eine Steigerung der intestinalen Permeabilitit im hdmorrhagischen Schock, noch

ein Effekt der Kohlenstoffdioxidapplikation nachgewiesen werden.

Wihrend den Versuchen trat ein inkonstanter, nicht weiter quantifizierbarer Reflux auf, sodass
nicht sicher zu bestimmen war, wie viel Sucrose sich zum Zeitpunkt des Schocks tatsdchlich im
Gastrointestinaltrakt befunden hat. Dies spiegelt sich in der groBlen Streuung der Messwerte
wieder. Ein moglicher Anstieg der plasmatischen Sucrosekonzentration im hadmorrhagischen
Schock sowie ein Effekt der Kohlenstoffdioxidapplikation wird vermutlich durch die variable

Streuung liberdeckt, sodass statistisch kein signifikanter Effekt zu verzeichnen war.

4.1.4 Interventionen

Ziel der Blutentnahme war die Induktion eines milden hadmorrhagischen Schocks. Die
Entnahme von 20% des geschitzten Blutvolumens stellt laut Advanced Trauma Life Support
(ATLS) einen Schock der Stufe II dar, welcher mit der Ausschiittung endogener Katecholamine
und somit einer peripheren Vasokonstriktion im Rahmen der physiologischen Zentralisation
einhergeht'"”. Insgesamt handelt es sich bei dem Schock der Stufe II jedoch um ein potentiell
reversibles Krankheitsbild. Wir konnten eine signifikante Verringerung des HZV und des DO,,
sowie eine deutliche Reduktion der pHbO,, der TVD, der PPV und des MFI als Korrelat eines
ausreichenden Schocks verzeichnen. Die pHbO, als Hypoxieindikator fiel jedoch in keinem der
Versuche unter 17,3% und befand sich damit stets oberhalb der kritischen Hypoxiegrenze fiir
irreversible Schidigungen von 10%*’. Sowohl bei Messungen der Mikrozirkulation als auch bei
der Evaluation der Makrozirkulation, zeigte sich nach Retransfusion ohne Ausnahme eine
Rekonstitution der Messwerte auf das urspriingliche Niveau. Wir konnen somit von einem
milden Schock ohne bleibende Organschiddigung ausgehen. Ein fehlender Anstieg der
Herzfrequenz konnte als ausbleibende Kreislaufkompensation gewertet werden und somit fiir
einen zu milden hdmorrhagischen Schock sprechen. Da jedoch Sevofluran zu einer Blockade
des Baroreflexes fiihrt, ist die Herzfrequenz kein geeigneter Parameter, um eine stattfindende
Kompensation der Hypovoldmie unter Sevoflurannarkose zu erfassen''®. Somit waren unsere
Interventionen ausreichend, um einen milden, reversiblen Schock zu induzieren, in dem eine

therapeutische Intervention noch zu einem vermehrten Funktionserhalt fithren kann.
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4.2 Ergebnisdiskussion

Beziiglich der anfangs gestellten Fragen lassen sich folgende Ergebnisse aus den erhobenen

Daten ableiten:

(1) Eine lokale Hyperkapnie hat keinen Effekt auf die gastrale und orale Oxygenierung
und Perfusion unter physiologischen Kreislaufbedingungen.

(i1) Im h@morrhagischen Schock reduziert eine lokale CO,-Applikation den Abfall der
mikrovaskuldren Oxygenierung an der gastralen und oralen Schleimhaut und
steigert den Mikrovaskuldren Fluss Index.

(iii) Eine lokale Hyperkapnie hat keinen Effekt auf die systemische Himodynamik und
Blutgase.

Wie eingangs dargelegt, basiert der Gedanke, den Einfluss einer lokalen Hyperkapnie auf die
gastrointestinale Mukosa zu untersuchen, auf tierexperimentellen Studien, welche einen
protektiven Effekt von Kohlenstoffdioxid auf unterschiedliche Organsysteme vermuten lassen
(s.0.). Ein erhohter arterieller Kohlenstoffdioxidgehalt konnte jedoch auch mit nachteiligen
Effekten - beispielsweise einer Azidose oder einem erhdhten intrazerebralen Druck - assoziiert

sein®.

Unsere Ergebnisse zeigen zunichst, dass unter physiologischen Kreislaufbedingungen eine
lokale Therapie mit Kohlenstoffdioxid ohne systemische Nebenwirkungen mdglich und somit
sicher anzuwenden ist. Allerdings ist diese unter physiologischen Bedingungen nicht in der
Lage, die Mikrozirkulation analog zur systemischen Hyperkapnie zu verbessern®. Da in
Vorgédngerstudien eine konzentrationsabhingige Steigerung der pHbO, auch unter
physiologischen Kreislaufbedingungen nachgewiesen werden konnte™, zeigt eine ausbleibende
Steigerung des pHbO, in unseren Versuchen, dass es sich bei der durchgefiihrten
Gasintervention um eine moderate Beeinflussung der lokalen Homoostase handelt. Eine
vergleichbare Kohlenstoffdioxidapplikation fiihrte unter hamorrhagischen
Kreislaufbedingungen jedoch zu einem verminderten Abfall der mikrovaskuldren
Sauerstoffséttigung im Schock. Die Autoregulation der Mikrozirkulation scheint somit unter
pathologischen Kreislauftbedingungen sensibler fiir die kohlenstoffdioxidvermittelten Effekte zu
sein als unter physiologischen Kreislaufbedingungen. Die Verdnderungen waren dabei

unabhdngig von systemischen Kreislaufparametern.

Der protektive Effekt einer systemischen Kohlenstoffdioxidintervention auf die mikrovaskulédre
Sauerstoffsittigung wurde in vorherigen Studien auf eine Verbesserung hdmodynamischer
Parameter zuriickgefiihrt***

Reduktion des HZV sowie des MAP und des SV durch Induktion des hdmorrhagischen Schocks

. In der aktuellen Versuchsreihe konnte zwar eine signifikante
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nachgewiesen werden, es zeigte sich jedoch keine Modulation durch die lokale
Kohlenstoffdioxidapplikation. Auch der absolute Sauerstoffgehalt des Blutes unterschied sich
nicht, da sowohl die Hamoglobinkonzentration, als auch die Sauerstoffsittigung und der
arterielle Sauerstoffpartialdruck konstant blieben. Folglich lag in beiden Versuchsgruppen ein
vergleichbares, systemisches Sauerstoffangebot vor. Die Ursache fiir eine Verbesserung der
uHbO; liegt somit wahrscheinlich in regionalen Verdnderungen der Mikrozirkulation selbst und
ist unabhdngig von systemischen Kreislaufverdnderungen. Denkbar wiren folgende
Mechanismen, die allesamt zu einer Steigerung des ptHbO, im hdmorrhagische Schock fiihren

konnten:

1) Eine verdnderte Balance aus arteriellem Zu- und venésem Abfluss
2) Eine gesteigerte Sauerstoffliberalisation im Zielgewebe und Verkiirzung der
Diffusionsstrecke durch Wiedereroffnung kollabierter Kapillaren

3) Verdnderungen des Zellmetabolismus

Nachfolgend sollen die verschiedenen Mechanismen genauer beleuchtet und vor dem

Hintergrund unserer Ergebnisse diskutiert werden.

4.2.1 Balance aus arteriellem Zu- und venoésem Abfluss

Die Balance aus arterieller Blutzufuhr und venésem Blutabfluss hat, unter der Voraussetzung
eines konstanten Zellmetabolismus, einen direkten Einfluss auf die mikrovaskulire
Sauerstoffsattigung. Reduziert sich die arterielle Sauerstoffzufuhr, wird initial die gleiche
Menge an Sauerstoff aus einem geringeren Blutvolumen extrahiert. Folglich verbleibt weniger
Sauerstoff an Hdmoglobin gebunden und als Gas gelost im Blut und die pHbO, sinkt.
Umgekehrt fithrt die Erh6hung der arteriellen Blutzufuhr, beispielsweise durch eine prakapillire
Vasodilatation, wie sie aus der zerebralen Blutdruckregulation bekannt ist, zu einem
Sauerstoffiiberangebot und somit zu einer Steigerung der postkapilldren Sauerstoffsittigung.
Eine hyperkapnieinduzierte Aktivierung von Kaliumkanilen kann beispielsweise am Herzen im
Rahmen einer akuten Myokardischdmie eine Vasodilatation der Koronararterien induzieren und
so die arterielle Blutzufuhr steigern''’. Im Kolon konnte jedoch gezeigt werden, dass die
protektiven Effekte einer Hyperkapnie auf die mikrozirkulatorische Oxygenierung unabhingig
von der K'xpp-Kanalaktivitit sind''®. AuBerdem kam es in unseren Versuchen weder an der
gastralen noch an der buccalen Mukosa zu einer signifikanten Steigerung des mikrovaskuldren
Blutflusses, wie es fiir eine prékapilldre Vasodilatation typisch gewesen wire. Dariiber hinaus
vermindert eine lokale Hyperkapnie sowohl am Magen als auch an der Mundschleimhaut den
rHb. Lokales Kohlenstoffdioxid verminderte den rHb-Abfall nur an der Mundschleimhaut, nicht
jedoch am Magen, wohingegen eine lokale Hyperkapnie sowohl am Mund als auch am Magen

den Abfall des pHbO, verminderte. Eine prikapilldre Vasodilatation mit einer Steigerung des
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mikrovaskuldren Flusses und des relativen Hamoglobingehalts ist somit nicht fiir die

kohlenstoffdioxidvermittelte Steigerung der uHbO, im Schock verantwortlich.

Neben einer arteriellen Reduktion der Sauerstoffzufuhr kann jedoch auch eine vendse
Abflussstorung zu einer reduzierten pHbO, fiihren. Eine verlédngerte Transitzeit fiihrt in diesem
Fall zu einer gesteigerten Sauerstoffausschopfung. Der pflow wire hierbei &dhnlich der
arteriellen Zuflussstérung reduziert, der rHb jedoch durch die Blutfiille gesteigert. Bei
konstantem pflow und einem reduzierten statt gesteigerten rHb im normovoldmen Schock ist
jedoch nicht von einer vendsen Abflussstorung als Ursache fiir den Abfall der mikrovaskuldren

Sauerstoffsittigung auszugehen.

4.2.2 Sauerstoffliberalisation im Zielgebewebe und Diffusionsstrecke zur Zelle

Da Sauerstoff ein membrangingiges Gas ist und biologische Lipidmembranen daher keine
relevante Barriere darstellen, kommt der Liberalisation durch das Hamoglobin und der
Diffusion zu den Parenchymzellen eine entscheidende Rolle fiir die periphere
Sauerstoffversorgung zu. Eine Linksverschiebung der Sauerstoffbindungskurve wiirde zu einer
verstirkten Bindung der Sauerstoffmolekiile innerhalb des Hdmoglobinmolekiils fithren. Die
Sauerstoffliberalisation wire erschwert'”’, sodass Sauerstoff an Hiamoglobin gebunden bleiben
und eine Erhohung der postkapilliren Sauerstoffsittigung resultieren wiirde. Entsprechend
unserem Versuchsprotokoll wére eine Hyperkapnie oder eine lokale metabolische Azidose
moglich  gewesen. Diese wiirden jedoch zu einer Rechtsverschiebung der
Sauerstoffbindungskurve mit erleichterter Sauerstofffreisetzung an das Gewebe fiihren'®. Die
mikrovaskuldre Sauerstoffséttigung wiirde somit im Rahmen der Hyperkapnie weiter reduziert

werden, anstatt durch lokale CO,-Applikation anzusteigen.

Anhand der Visualisierung der Mikrozirkulation mittels CytoCam war es uns moglich, die
mikrozirkuldre GeféBarchitektur direkt zu evaluieren. Eine Vergroferung der Diffusionsstrecke
wiirde hierbei durch eine Abnahme der TVD und der PVD aufgezeigt werden®. Tatsichlich
konnten wir eine Reduktion von TVD und PVD und damit eine Zunahme der Diffusionsstrecke
im Schock nachweisen. Die lokale CO,-Applikation fiihrte jedoch nicht zu einem Anstieg der
TVD und der PVD im Schock. Der Anstieg der mikrovaskuldren Sauerstoffsdttigung in unseren
Versuchen ist somit nicht das Resultat einer Wiedererdffnung kollabierter GefdBe mit

konsekutiver Verkiirzung der Diffusionsstrecke.

4.2.3 Verinderung des Zellmetabolismus
Bisher wurde davon ausgegangen, dass der zelluldre Sauerstoffverbrauch im hdmorrhagischen
Schock konstant bleibt und sich die Reduktion der mikrovaskuldren Sauerstoffsittigung auf

hdmodynamische Phidnomene zuriickfithren ldsst. Tatséchlich ist jedoch der Zellstoffwechsel
45



und somit auch der Sauerstoffbedarf der einzelnen Zelle eine alternierende Variable'''*. Drei
Mechanismen eines verdnderten Zellstoffwechsels wéren denkbar, die zu einer Steigerung der

pHbO, fiihren.

Zunichst konnte Kohlenstoffdioxid eine Utilisationsstorung der Zellen gegeniiber Sauerstoff
induzieren. Eine Utilisationsstorung beschreibt den unzureichenden Gebrauch des verfiigbaren
Sauerstoffs trotz adiquatem Sauerstoffangebot. Hierdurch wiirde Sauerstoff im Zytoplasma
akkumulieren und zuriick in das Interstitium bzw. nach intravasal diffundieren. Der Sauerstoff
wiirde wieder von Hidmoglobin aufgenommen werden, wodurch es zu einer postkapilldren
Steigerung der Sauerstoffsittigung kommen wiirde. Der zellulire Metabolismus wiirde
hierdurch jedoch von einer aeroben auf eine anaerobe Stoffwechsellage wechseln, sodass Laktat
akkumulieren und in die systemische Zirkulation ausgeschwammt werden wiirde. Weder durch
die Induktion des Schocks noch durch die Gasapplikation an Mund und Magen konnten wir eine
Modulation des systemischen Laktatlevels feststellen. Eine zelluldre Utilisationsstérung ist

daher unwahrscheinlich.

Als zweites wire eine Reduktion des basalen Zellstoffwechsels denkbar, wie sie bereits fiir
andere Organsysteme beschriecben wurde. Kardiomyozyten beispielsweise besitzen die
Féahigkeit, im Rahmen einer koronaren Herzkrankheit bei kritischer Perfusion, ihren
Energiestoffwechsel auf ein Minimum zu beschrinken, um hypoxische Episoden besser

1yt . 121
bewaltigen zu kdnnen

. Entgegen einem Myokardinfarkt sind diese Zellen jedoch vital, weisen
keinen strukturellen Zellschaden auf und befinden sich lediglich in einem funktionellen
,Winterschlaf**. Uber eine Myokardszintigrafie kann der basale Stoffwechsel visualisiert und

der prognostische Wert einer Revaskularisierung abgeschitzt werden'”.

Vergleichbare
Messmethoden sind fiir den Magendarmtrakt derzeit nicht etabliert. Es wére jedoch auch am
Magendarmtrakt denkbar, dass eine lokale Hyperkapnie den basalen Zellstoffwechsel reduziert
und die Zellen so vor hypoxischen Schiaden bewahrt. Die mikrovaskuldre Sauerstoffsittigung
wiirde dann im hdmorrhagischen Schock auch ohne eine Zunahme des mikrovaskuldren Flusses

ansteigen.

Einen dritten Erkldrungsansatz fiir die gesteigerte pHbO, stellt eine Effektivitétssteigerung der

mitochondrialen Funktion dar'?

. Man geht davon aus, dass die ATPase-Funktion der ATP-
Synthetase eine variable Energiebilanz pro Molekiil Sauerstoff aufweist'**'*’. Die Zellen
brauchen somit unterschiedlich viele Sauerstoffmolekiile, um eine gleichbleibende Anzahl an
ATP Molekiilen zu generieren und den basalen Stoffwechsel aufrechtzuhalten. Ein
vergleichbarer Mechanismus wére auch als Adaptationsmechanismus im Rahmen kritischer

Erkrankungen denkbar. Entgegen einer Utilisationsstorung wiirde es sich in diesem Fall jedoch

nicht um einen defizitdren Stoffwechsel handeln. Das Laktat wire somit normwertig, der
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mikrovaskulédre Sauerstoffverbrauch pVO, wie in unseren Versuchen konstant und der pHbO,-

Abfall vermindert.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass der Zellmetabolismus und insbesondere die
mitochondriale Funktion entscheidende Variablen in der Beurteilung der mikrozirkulatorischen
Sauerstoffbilanz sind. Wéhrend eine =zelluldre Sauerstoffutilisationsstorung vor dem
Hintergrund unserer Messung unwahrscheinlich erscheint, ist ein reduzierter, zelluldrer
Sauerstoffverbrauch und eine Verbesserung der mitochondrialen Zellatmung mit unseren
Ergebnissen vereinbar. Beide Mechanismen stellen einen mdglichen Erklarungsansatz fiir den

verminderten Abfall der mikrovaskuldren Sauerstoffsittigung im hdmorrhagischen Schock dar.

Sofern ein verdnderter Zellmetabolismus ursdchlich fiir eine Steigerung der pHbO, im
hdamorrhagischen Schock ist, bleibt jedoch ungekldrt, auf welchen Reiz es zu diesen
Veranderungen kommt, da sowohl die Balance aus Blutzufuhr und Blutabfluss als auch die

GefaBarchitektur keinen Hinweis auf den ursdchlichen Mechanismus geben.

Moglich wire zum einen direkter Effekt des CO, auf zellulare Signalkaskaden und die
mitochondriale Funktion. In einem Ischdmie-Reperfusionsmodell an Rattengehirnen fiihrte die
Applikation von Kohlenstoffdioxid zu einer Steigerung antiapoptotischer Proteine wie Bcl-2
und Bax im Zytoplasma. Aulerdem wurde die Expression proapoptotischer Proteine wie dem
zytosolischen Cytochrome C und der Caspase-3 inhibiert'’’. Die Autoren Chi und Wang
konnten an Kardiomyozyten nachweisen, dass Kohlenstoffdioxid das mitochondriale
Membranpotential und die Membranpermeabilitit aufrechterhdlt und eine morphologische

7

. . . . 12 . .
Verdanderung der Mitochondrien verhindern kann “'. Zuletzt ist anzumerken, dass eine

oxydative Phosphorylierung unter aeroben Stoffwechselbedingungen zwar mit einer

auBerordentlich hohen ATP-Ausbeute von 30 ATP je Glucosemolekiil einhergeht'*®

, der
zelluldre Strukturstoffwechsel jedoch hinsichtlich der energetischen Effizienz besser unter
anaeroben Bedingungen zu bewiltigen ist'”. Kohlestoffdioxid iibt somit unmittelbar eine

Vielzahl von protektiven Effekten auf die zelluldre Funktion aus.

Zum anderen konnten wir in unserer Versuchsreihe zeigen, dass ein verminderter Abfall des
pHbO, im hdamorrhagischen Schock an der oralen Mundschleimhaut mit einer Steigerung des
MFI einhergeht. Denkbar wire somit, dass die verminderte Reduktion der mikrovaskuldren
Sauerstoffsattigung nicht auf einen direkten Effekt auf die zelluldre Funktion, sondern auf eine
verbesserte Flussqualitdt innerhalb der Mikrozirkulation zurtickzufiihren ist. Diese konnte den
zelluldren Metabolismus auch sekundir beeinflussen. Es fillt auf, dass die Steigerung der oralen
mikrovaskuldren Sauerstoffsittigung durch Kohlenstoffdioxid iiber die gesamte Dauer des

Schocks von einer Steigerung des MFI begleitet wird. Der MFI ist somit der einzige, von uns
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erfasste Parameter, welcher iiber die gesamte Versuchsdauer mit dem Verlauf des pHbO,

korreliert, sofern dieser an der gleichen Stelle bestimmt wird.

Die Steigerung des MFI entspricht einem kontinuierlicheren Fluss innerhalb der
Mikrozirkulation’'. Der MFI gilt, wie auch der PPV, als Parameter der Blutflusskonvektion.
Eine Steigerung des MFI durch lokales Kohlenstoffdioxid fiihrt somit zu einer stabileren
Sauerstoffkonvektion und vermutlich auch zu einem stabileren intrazelluldren
Sauerstoffpartialdruck. Weitere Parameter der mikrovaskuldren Perfusion, wie die TVD, die
PVD oder die PPV, spiegelten zwar den hdmorrhagischen Schock addquat wider, es konnte
jedoch keine Alteration in Abhéngigkeit von der Gasintervention nachgewiesen werden.

Alterationen der Mikrozirkulation konnten bereits vermehrt unter septischen Bedingungen

%13 Eine Verbesserung der Mikrozirkulation im septischen Schock war

nachgewiesen werden
zudem mit einem geringeren Auftreten eines Multiorganversagens und einer verminderten
Mortalitit der Patienten assoziiert'’. Neben dem PPV als stirkster Pradiktor fiir ein schlechtes
outcome septischer Patienten'’, korrelierte auch eine persistierende Verminderung des MFI mit
einem septischen Multiorganversagen'. Da lokales Kohlenstoffdioxid zu einer Steigerung des
MFI im hdmorrhagischen Schock fiihrt, wire eine Senkung der Mortalitdt in kritisch kranken
Patienten durch eine lokale Kohlenstoffdioxidapplikation denkbar.

Unklar ist, ob die CO,-bedingte Steigerung des MFI und des pHbO, durch Vasopressin
vermittelt wird. Bereits 1984 konnte Rose zeigen, dass eine Hyperkapnie zu erhohten

B9 Gleichzeitig steigert eine Hyperkapnie unter

Vasopressinspiegeln im Hund fiihrt
physiologischen Kreislaufbedingungen die mikrovaskulire Oxygenierung®®. Die Blockade des
Vasopressin V1A Rezeptors hob dabei die Wirkung der Hyperkapnie auf'*. Neuere Ergebnisse
unserer Arbeitsgruppe zeigen erginzend einen konzentrationsabhéngigen Effekt von extern
zugefiilhrtem  low-dose-Vasopressin  auf die  gastrointestinale  Oxygenierung unter
physiologischen Kreislaufbedingungen"'. Somit wire es denkbar, dass Vasopressin eine CO,-
bedingte Steigerung der mikrovaskulidren Oxygenierung vermittelt.

Da die Applikation eines V;s-Rezeptorblockers einen pHbO,-Anstieg auch ohne extern
zugefiihrtes Vasopressin unter physiologischen Kreislaufbedingungen verhindert'® liegt die
Vermutung nahe, dass eine Kohlenstoffdioxidapplikation durch endogene
Vasopressinfreisetzung und Stimulation der V;s-Rezeptoren zu einer Steigerung des pHbO,
fiihrt.

Eine nachfolgende Studie sollte kldren, ob es auch unter V;s-Rezeptorblockade zu einem
pHbO,-Anstieg durch lokales Kohlenstoffdioxid kommt. Somit konnte gezeigt werden, dass die
Effekte einer lokalen Kohlenstoffdioxidapplikation durch regionale Vasopressinrezeptoren
vermittelt werden. In einem weiteren Schritt sollte erortert werden, iber welchen Mechanismus

Vasopressin zu einer Steigerung der mikrovaskuldren Sauerstoffsattigung fiihrt. Neben einer
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Vasokonstriktion kann Vasopressin auch vasodilatative Effekte aufweisen'’’. Dies ist auf

133,134 13-
", Eine

unterschiedliche Rezeptoren, deren Verteilung und Bindungskinetik zuriickzufiihren
Vorhersage tiber den Effekt von Vasopressin auf die gastrointestinale Mikrozirkulation ist durch
eben diese gegensitzlichen Effekte duBlerst schwierig. Dariiber hinaus scheint der Effekt von
Vasopressin auf die Mikrozirkulation von den begleitenden Kreislaufbedingungen abhingig zu
sein. So konnte eine intestinale Vasokonstriktion, eine Reduktion des Herzzeitvolumens und ein
Abfall des systemischen Sauerstoffangebots im Tierexperiment zwar unter physiologischen
Kreislaufbedingungen'*® nicht jedoch unter septischen Bedingungen nachgewiesen werden'*’.
Auch die Applikation des extern zugefiihrten Vasopressinanalogons Terlipressin fiihrt je nach
Flussbedingung zu einer Reduktion oder zu einer Steigerung des mikrovaskuldren
Flusses 37138139
Neben einer Beeinflussung der Vasomotorik sind jedoch auch direkte Effekte von Vasopressin

0 . 141 R
und Hirn'™ bekannt. Zusammenfassend wire

auf die mitochondriale Funktion von Niere'
denkbar, dass Kohlenstoffdioxid iiber eine Vasopressinfreisetzung zu einer Verdnderung der
mikrovaskuldren Perfusionscharakteristik, der mitochondrialen Funktion oder zu einer
Veranderung beider Komponenten fiihrt. Dies konnte den in unseren Versuchen verminderten
Abfall der uHbO, im hdmorrhagischen Schock unter lokaler Hyperkapnie erklaren.

Wir konnten zeigen, dass eine lokale Kohlenstoffdioxidgabe die mikrovaskulare
Sauerstoffsattigung im Schock steigert und das Flussprofil zu einem kontinuierlichen
Flussprofil hin verschiebt, ohne die GefidBarchitektur grundlegend zu verdndern. Uber einen
kausalen Zusammenhang dieser Beobachtungen, eine Beteiligung von Vasopressin an
molekularen Signalkaskaden und der zelluliren Energiebilanz kann derzeit jedoch nur
spekuliert werden, sodass weitere Untersuchungen nétig sind, um den genauen Mechanismus
der protektiven Effekte von Kohlenstoffdioxid zu entschliisseln. Die Vermutung, dass eine

lokale Kohlenstoffdioxidgabe das outcome kritisch kranker Patienten verbessert, ist im Weiteren

durch klinische Studien zu priifen.

4.2.4 Orale und Gastrale pHbO; im Vergleich

Als Ort unserer O2C-Messung wihlten wir die orale und gastrale Mukosa, um eine
atraumatische Instrumentierung der Versuchstiere zu gewdhrleisten. Bei dem Vergleich der
gastralen und oralen pHbO,-Messkurven lisst sich sowohl an Mund als auch an Magen ein
protektiver Effekt der CO,-Applikation feststellen, auch wenn dieser an der oralen Mukosa
langer anhdlt als im Magen. Mund und Magen scheinen daher vergleichbaren
Regulationsmechanismen zu unterliegen, welche lediglich geringfligige Nuancen aufweisen.
Ursdchlich fiir die unterschiedliche Ausprdgung im Verlauf des Schocks konnte eine

unterschiedliche Ausstattung der Gewebe mit adrenergen Rezeptoren sein. Wahrscheinlich ist
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dabei nicht das Vorkommen einzelner Rezeptortypen, sondern vielmehr eine unterschiedliche
Dichte der Rezeptoren fiir die beobachteten Unterschiede entscheidend. Demzufolge wire eine
schnellere Erholung zentraler Kompartimente wie dem Magen nach Einsetzen korpereigener
Kompensationsmechanismen denkbar. An peripheren Messstellen wiirde die Kompromittierung
langer anhalten, sodass therapeutische Interventionen vor allem dort einen gréferen und ldnger

anhaltenden Effekt aufweisen wiirden.

4.2.5 Systemisches CO,

Neben der Untersuchung, ob eine lokale Gasintervention mit Kohlenstoffdioxid derjenigen mit
Stickstoff iiberlegen ist, war ein zentraler Bestandteil unserer Arbeit der Nachweis, dass die
lokale Gasapplikation keinerlei Auswirkung auf systemische Parameter hat. Um einen
systemischen Effekt von Kohlenstoffdioxid zu unterbinden, erfolgte eine konsequente, manuelle
Anpassung der Beatmung. Hierzu wurde die Atemfrequenz kontinuierlich variiert, um einen
etCO, von 35mmHg zu erreichen. Es zeigte sich jedoch ein signifikanter Anstieg des p.CO,
durch Induktion der Hadmorrhagie in beiden Schockgruppen. Wahrend der etCO, nur einen
indirekter Messwert flir den arteriellen Kohlenstoffdioxid darstellt, handelt es sich bei dem
p.CO, um die biologisch entscheidende Messgrofe. Vor dem Hintergrund unserer Ergebnisse ist
es jedoch unwahrscheinlich, dass der giinstige Effekt einer lokalen CO,-Applikation auf ein
erhohten p,CO, zuriickzufiihren ist, auch wenn dieser im Schock erhoht war. Der p,CO, beider
Schockgruppen unterschied sich nicht signifikant, wahrend in der pHbO,-Messung ein
verminderter Abfall nach Kohlenstoffdioxidapplikation zu verzeichnen war, sodass der

protektive Effekt nicht auf einen systemisch gesteigerten p,CO, zuriickzufiihren ist.
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4.3 Schlussfolgerung

Lokales Kohlenstoffdioxid ist als Metabolit des reguldren Zellstoffwechsels wesentlich an der
Autoregulation der Mikrozirkulation beteiligt. Wir konnten zeigen, dass eine lokale CO,-
Applikation unter physiologischen Bedingungen nicht zu einer Verdnderung der
Mikrozirkulation fiihrt, wohingegen der Abfall der mikrovaskuldren Sauerstoffsittigung im
hdmorrhagischen Schock abgemildert werden konnte. Diese Effekte zeigten sich unabhédngig
von systemischen Kreislaufparametern und sind somit nicht auf eine Erhohung des
systemischen Sauerstoffangebots zuriickzufiihren. Ein therapeutischer Einsatz wire somit ohne
nachteilige Effekte einer systemischen Hyperkapnie, welche den Einsatz von CO, limitieren
konnten, denkbar. Da anhand unserer Daten kein Hinweis auf einen defizitidren Zellstoffwechsel
vorliegt, scheint insbesondere eine Verbesserung der zelluldren Energiebilanz oder
Veranderungen innerhalb der Mikrozirkulation selbst fiir den verminderten uHbO,-Abfall
verantwortlich zu sein. Wihrend der Einfluss von Kohlenstoffdioxid auf die gastrointestinale
Sauerstoffutilisation noch in externen Studien evaluiert werden muss, zeigt sich in unseren
Messungen bereits eine Verbesserung der mikrovaskuldaren Flussqualitit als Erkldarungsansatz
fiir den protektiven Effekt von Kohlenstoffdioxid. Wahrend der gemittelte, mikrovaskuldre
Fluss selbst nicht durch die lokale Kohlenstoffdioxidapplikation beeinflusst wird, fiihrt diese zu
einer Erhohung des mikrovaskuldren Flowindex. Eine Steigerung des mikrovaskuldren
Flowindex steht fiir einen kontinuierlicheren Kapillarfluss und somit fiir eine verbesserte
Sauerstoffkonvektion innerhalb der Mikrozirkulation. Hieraus konnte eine verbesserte
Zellfunktion auf subzelluldrer Ebene resultieren. Ob ein reduzierter Abfall der mikrovaskuldren
Sauerstoffséttigung auch zu einer Verbesserung der gastrointestinalen Barrierefunktion oder
sogar einer Reduktion der Mortalitdt kritisch kranker Patienten fiihrt, muss in zukiinftigen

Studien geklart werden.
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4.4 Ausblick

Es werden verbesserte Therapiekonzepte fiir die Behandlung kritisch kranker Patienten benotigt.
Lokales Kohlenstoffdioxid scheint auf der Basis dieser Studie eine Schliisselrolle in der
Aufrechterhaltung einer addquaten Oxygenierung innerhalb der Mikrozirkulation zu spielen.
Hieraus kann ein vielversprechender Therapieansatz zur Reduktion eines posttraumatischen
Multiorganversagens abgeleitet werden. Ob eine lokale Hyperkapnie auch im klinischen Alltag
in der Lage ist, das outcome der Patienten zu verbessern und das Auftreten von Sepsis und
Multiorganversagen zu reduzieren, muss in klinischen Studien evaluiert werden. Auch wenn
bisher vielversprechende Ergebnisse zu CO,-Interventionen am Magendarmtrakt und weiteren
Organsystemen vorliegen, ist der genaue Mechanismus, iiber den CO, wirkt, noch
weitestgehend ungeklart. In Zukunft waren daher weiterfiihrende Untersuchungen der zugrunde
liegenden pathophysiologischen Mechanismen wiinschenswert. Hervorzuheben ist insbesondere
der Einfluss von Kohlenstoffdioxid auf die mitochondriale Zellatmung. Neben der Erforschung
zelluldarer Regulationsmechanismen sollte auch den vorherrschenden Flussprofilen der
Mikrozirkulation ein steigendes Interesse zukommen, da diesen eine entscheidende Rolle als

Bindeglied zwischen GefaBarchitektur und zelluldrer Funktion zukommen koénnte.

Es ist moglich, dass ein tieferes Verstindnis der zelluliren und mikrozirkulatorischen
Regulationsmechanismen zudem einen Fortschritt in der Therapie weiterer Krankheitsbilder mit
hoher Mortalitit bewirkt. Unsere Experimente beziechen sich ausschlieBlich auf den
hdmorrhagischen Schock. Da ein dhnlicher Pathomechanismus jedoch auch fiir weitere
Schockformen, wie beispielsweise den septischen Schock, angenommen wird, wire eine
Ubertragung neuer Therapiekonzepte denkbar. FEine Stérung der gastrointestinalen
Barrierefunktion ist jedoch auch bei einer portalen Hypertonie, einem Rechtsherzversagen oder
einem Ileus von entscheidender Bedeutung fiir die  Aufrechterhaltung des
Krankheitsgeschehens. Aufgrund einer &hnlichen Pathogenese wire es somit wiinschenswert,
auch fiir diese Krankheitsbilder lokales Kohlenstoffdioxid als therapeutische Option zu

untersuchen.
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