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Zusammenfassung

Eine intakte Mikrozirkulation ist Voraussetzung flir die Sauerstoff- und Nahrstoff-
versorgung eines Gewebes. Im hamorrhagischen Schock herrscht ein Missverhaltnis
zwischen Sauerstoffangebot und -bedarf. Im Gastrointestinaltrakt fuhrt dieses
Sauerstoffdefizit zu einer Stérung der Schleimhautbarriere und damit zum Ubertritt von
Bakterien aus dem Lumen ins Gefal3- und Lymphsystem. Eine systemische Infektion
kann lebensbedrohliche Folge sein. Die Steigerung der inspiratorischen
Sauerstofffraktion (FiO2) kann die Gewebeoxygenierung nicht regelhaft verbessern.
Durch Bildung reaktiver Sauerstoffspezies kann eine Hyperoxie zur Vasokonstriktion
und so paradoxerweise zu einer verminderten Sauerstoffversorgung fuhren. Topische
Therapien sind an anderen Organen bereits etabliert und kénnen die regionale
Mikrozirkulation ohne systemische Nebenwirkungen modulieren. Ziel dieser Studie
war daher die Untersuchung, ob sich die mikrovaskulare Oxygenierung oder Perfusion
der gastralen und oralen Schleimhaut im hamorrhagischen Schock oder unter
physiologischen Kreislaufbedingungen durch die topische Applikation von Sauerstoff
ohne systemische Effekte verbessern lasst. Die Studie wurde an sechs anasthesierten
Hunden randomisiert im cross-over-Design durchgefuhrt. Die orale und gastrale
Mukosa wurde mit Sauerstoff bzw. als Kontrolle mit Stickstoff mit einem Fluss von 15
ml/min behandelt und unter physiologischen Bedingungen sowie nach Induktion eines
milden hamorrhagischen Schocks mit anschlieRender Retransfusion untersucht. Zur
Beurteilung der Mikrozirkulation wurden u.a. orale und gastrale mikrovaskulare
Sauerstoffsattigung (uHbO:2), Blutfluss (uflow) und Flussgeschwindigkeit (uvelocity)
mittels Weilllichtspektrometrie bzw. Laser-Doppler-Spektroskopie untersucht.
Erganzend erfolgte die Videomikroskopie der mikrovaskularen Schleimhautgefale.
Systemische = hamodynamische Parameter wurden durch transpulmonale
Thermodilution erhoben. Die Angabe der Daten erfolgt als MW + SEM, statistische
Auswertung mit 2-way ANOVA und Bonferroni-Korrektur fir multiple Vergleiche,
p < 0,05. Weder unter physiologischen Kreislaufbedingungen noch wahrend eines
milden  hamorrhagischen = Schocks hat die kontinuierliche  topische
Sauerstoffapplikation an der oralen oder gastralen Schleimhaut einen Effekt auf die
Schleimhautoxygenierung oder auf die mikrovaskulare Perfusion. Ebenso bleiben die
systemischen hamodynamischen Parameter unbeeinflusst. Topisch applizierter
Sauerstoff ist folglich nicht geeignet, um die gastrointestinale Mikrozirkulation positiv

zu beeinflussen.



Summary

A sufficient microcirculation is essential for the supply of oxygen and nutrients to a
tissue. In hemorrhagic shock, there is a mismatch between oxygen supply and
demand. In the gastrointestinal tract, this oxygen deficiency leads to a dysfunction of
the mucosal barrier and, as a result, to the translocation of bacteria from the intestinal
lumen into the vascular and lymphatic system. Systemic infection can be a life-
threatening complication. Increasing the fraction of inspired oxygen (FiO2) may not
regularly improve tissue oxygenation. Due to the formation of reactive oxygen species,
hyperoxia can lead to vasoconstriction and thus paradoxically to a reduced oxygen
supply. Topical therapies are already established in other organs and can modulate
regional microcirculation without systemic side effects. Therefore, the aim of this study
was to examine whether microvascular oxygenation or perfusion of the gastric and oral
mucosa in hemorrhagic shock or under physiologic circulatory conditions can be

improved by topical application of oxygen without systemic effects.

The study was performed in six anesthetized dogs in a randomized cross-over design.
Oral and gastric mucosa were treated locally with oxygen or, as a control, nitrogen at
a flow rate of 15 ml/min and assessed under physiological circulatory conditions and
after induction of mild hemorrhagic shock followed by retransfusion. To evaluate the
microcirculation, oral and gastric microvascular oxygen saturation (uHbO2) and
microvascular perfusion (uflow) were analyzed using white light spectrometry and laser
Doppler spectroscopy. In addition, video microscopy of the microvascular mucosal
vessels was performed. Systemic hemodynamic parameters were measured by
transpulmonary thermodilution. Data are reported as mean + SEM, statistical analysis

with 2-way ANOVA and Bonferroni correction for multiple comparisons, p < 0.05.

Neither under physiological circulatory conditions nor during mild hemorrhagic shock
does the continuous topical application of oxygen to the oral or gastric mucosa affect
the mucosal oxygenation or microvascular perfusion. The systemic hemodynamic
parameters also remain unaffected. Consequently, topically applied oxygen is not

suitable for positively affecting the gastrointestinal microcirculation.
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1 Einleitung

1.1 Veranderungen der Mikrozirkulation im Schock

Mikrozirkulation bezeichnet die Blutversorgung eines Gewebes Uber die kleinsten
Blutgefal’e mit einem Durchmesser von unter 100 ym in den periphersten Abschnitten
des kardiovaskularen Systems [1]. Die Mikrozirkulation stellt die Verbindung zwischen
dem arteriellen und dem venosen GefalRsystem dar. Uber Arteriolen gelangt
sauerstoffreiches Blut in die Kapillaren, im Kapillarbett erfolgt per Diffusion der Ubertritt
von Sauerstoff in die Zellen, Uber die postkapillaren Venolen wird das sauerstoffarme
Blut dem vendsen System zugeflhrt. Eine intakte Mikrozirkulation ist fur die
Versorgung der Zielzellen mit Sauerstoff zum Erhalt samtlicher Zellfunktionen

unerlasslich.

Verschiedene Krankheitsbilder, insbesondere der haufige hamorrhagische Schock,
verursachen neben systemischen zirkulatorischen Effekten auch eine pathologische

Reduktion der Mikrozirkulation.

Unabhangig von der Ursache ist das klinische Bild des Schocks definiert durch eine
Beeintrachtigung der Kreislaufsituation mit einer Hypoxie peripherer Organe infolge
eines Missverhaltnisses zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot [2]. Beim
hier untersuchten hamorrhagischen Schock handelt es sich um die haufigste
Unterform des hypovolamen Schocks [3]. Er ist gekennzeichnet durch einen
Volumenverlust infolge einer Blutung. Der plotzliche Blutverlust und die resultierende
Verminderung des Herzzeitvolumens (HZV) verursachen eine Reduktion des
systemischen Sauerstoffangebots (DO2) [4]. Im Rahmen der physiologischen
Gegenregulation wird reflektorisch u.a. durch die Aktivierung des sympathischen
Nervensystems und die Ausschittung von Katecholaminen eine Steigerung der
Herzfrequenz, eine Beschleunigung der Atemfrequenz und eine periphere
Vasokonstriktion ausgeldst. Um insbesondere die kardiale und zerebrale Perfusion
aufrechtzuerhalten, erfolgt eine Kreislaufzentralisation mit Umverteilung des
zirkulierenden Blutvolumens. Der Gastrointestinaltrakt erfahrt in dieser Situation
ebenso wie die Nieren und die Extremitaten eine Reduktion der Blutzufuhr zugunsten
der kardialen und zerebralen Versorgung [5]. Im Schock bewirkt eine Abnahme des
renalen Perfusionsdrucks die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS). Durch die Freisetzung von Aldosteron und antidiuretischem Hormon (ADH)
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wird die Natrium- und Wasserretention der Niere gesteigert, um Uber eine Zunahme
des intravasalen Volumens einen ausreichenden Blutdruck aufrechtzuerhalten [6, 7].
Angiotensin Il hat zudem eine unmittelbare vasokonstriktorische Wirkung, die
einerseits ebenfalls der Blutdruckstabilisierung dient, andererseits aber eine

schockbedingte Minderperfusion des Gewebes aggravieren kann.

Neben diesen systemischen Kreislaufveranderungen, die im Rahmen eines Schocks
auftreten, ergeben sich Beeintrachtigungen der Mikrozirkulation. Die schockbedingte
Dysregulation der neurogen und humoral vermittelten mikrovaskularen Vasomotorik
fuhrt durch verschiedene Mechanismen zu einem mikrozirkulatorischen
Perfusionsdefizit. Die prakapillaren Arteriolen reagieren auf die sympathische
Stimulation mit einer Vasokonstriktion. Durch den verminderten Bluteinstrom in das
Kapillarbett reduziert sich der stromungswirksame Druckgradient und der kapillare
Blutfluss wird verlangsamt. Infolge der reduzierten FlieRgeschwindigkeit kommt es zur
Obstruktion des Lumens kapillarer GefaRe durch zellulare Blutbestandteile und
Mikrothromben. Das Endothel reagiert zudem mit einer vermehrten Freisetzung von
vasokonstriktorisch wirkenden Gewebshormonen (u.a. Endothelin und Thromboxan
A2) bei verminderter Synthese endogener Vasodilatatoren (u.a. Stickstoffmonoxid und
Prostazykline) [1, 5]. Ausdruck dieser beeintrachtigten Mikrozirkulation ist ein
inhomogenes Perfusionsmuster mit Ausbildung pathologischer Shuntverbindungen.
Eine durch Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren ausgeloste lokale
Entziindungsreaktion mit gesteigerter Kapillarpermeabilitdst und Odembildung

erschwert den Gas- und Nahrstoffaustausch durch Diffusion zusatzlich [8, 9].

Auf diese Weise kann eine dysregulierte Mikrozirkulation trotz noch suffizienter
systemischer Kreislaufsituation und prinzipiell ausreichendem systemischem
Sauerstoffangebot mit einer Minderperfusion und Hypoxie peripherer Gewebe
einhergehen [10, 11]. Durch die mangelnde Sauerstoffversorgung eines Gewebes
zeigen sich zunachst auf =zellularer Ebene Stérungen in samtlichen
sauerstoffabhangigen Stoffwechselvorgangen und schlieBlich Einschrankungen in
den Organfunktionen. Eine gefurchtete Komplikation im klinischen Management des
Schocks ist das Multiorganversagen mit gleichzeitiger Beeintrachtigung mehrerer
Organsysteme [12, 13]. In diesem Zusammenhang konnte eine Korrelation zwischen
der Schwere der mikrovaskularen Dysfunktion und der Mortalitat durch

Multiorganversagen mehrfach nachgewiesen werden [14, 15].



1.2 Auswirkungen schockbedingter Einschrankungen der Mikrozirkulation

auf den Gastrointestinaltrakt

Eine besondere Bedeutung kommt hierbei der Mikrozirkulation des
Gastrointestinaltraktes zu. Grundsatzlich ist der Magen-Darm-Trakt als Ort der
Nahrungsaufnahme und des -transportes, der Aufspaltung und Aufnahme von
Nahrstoffen, Wasser und Elektrolyten und der Ausscheidung unverdaulicher
Nahrungsbestandteile von zentraler Bedeutung flr den Organismus. Im Rahmen der
Verdauungsvorgange erfullt die gastrointestinale Schleimhaut vielfaltige Resorptions-
und Sekretionsaufgaben. Daruber hinaus spielt der Darm auch eine wichtige Rolle in

der Immunabwehr.

Unter physiologischen Bedingungen besteht eine symbiotische Verbindung zwischen
den die Darmflora bildenden Mikroorganismen und dem Wirtsorganismus. Die intakte
Schleimhaut bildet dabei eine suffiziente Barriere gegen den Ubertritt von den
naturlicherweise im Darmlumen vorkommenden Bakterien, Bakterienbestandteilen
und Toxinen ins Blutgefall- und Lymphsystem [16-18]. Diese intestinale
Schleimhautbarriere besteht aus mehreren Komponenten, die eine funktionelle Einheit
bilden: Die Darmepithelzellen sind durch tight junctions verbunden und von einer
praepithelialen Schleimschicht bedeckt. Eingelagerte Paneth-Kornerzellen setzen
antimikrobiell wirksame Defensine frei und Plasmazellen sezernieren IgA [19, 20].
Zudem sind die sich in der Darmwand befindlichen Zellen des Immunsystems
(Makrophagen, dendritische Zellen, B- und T-Lymphozyten) weiterer Bestandteil

dieser Barriere [21].

Wie fur samtliche Zellfunktionen ist auch flr die Integritat dieser Schleimhautbarriere
eine intakte Mikrozirkulation mit suffizienter Gewebeperfusion und -oxygenierung
erforderlich [22].

Die gastrointestinale Mukosa weist in ihrer GefaRarchitektur insbesondere im Bereich
des Dinndarms jedoch Besonderheiten auf, die ihre Anfalligkeit fur eine
Sauerstoffminderversorgung erhohen. Die Dunndarmschleimhaut verfugt zur
Vergroflerung der Resorptionsflache Uber fingerformige Ausstilpungen, die Villi
intestinales. An der Villusbasis zweigt die Villusarteriole rechtwinkelig aus der
versorgenden Arterie ab und fuhrt sauerstoffreiches Blut zur Villusspitze. Dort
verzweigt sie sich zu einem Kapillargeflecht, das der Versorgung der apikalen Zellen

mit  Sauerstoff und Nahrstoffen dient und den Abtransport von



Stoffwechselendprodukten gewahrleistet. Aus den Kapillaren geht wiederum eine
Venole hervor, die das sauerstoffarme Blut zurlck zur Villusbasis transportiert.
Basisnah bestehen arteriovendse Shuntverbindungen, sodass in den apikalen
Schleimhautarealen eine relative Hypoxie besteht. Aufgrund der Kkurzen
Austauschstrecke und des Sauerstoffkonzentrationsgradienten zwischen parallel
verlaufender Arteriole und Venole kann Sauerstoff zudem basisnah direkt diffundieren
und die Sauerstoffversorgung der apikalen Schleimhaut dadurch zusatzlich reduzieren
[23].

Kommt es im Rahmen einer schockbedingten Kreislaufdysregulation zu den eingangs
beschriebenen Veranderungen mit einer Umverteilung des Blutvolumens, ist der
Gastrointestinaltrakt besonders von einer Minderdurchblutung und Einschrankungen
auf mikrovaskularer Ebene betroffen [22, 24]. In tierexperimentellen Studien gelang
der Nachweis, dass das verfugbare Sauerstoffangebot im Splanchnikusgebiet sowohl
wahrend eines septischen als auch eines hamorrhagischen Schocks signifikant
reduziert ist [25].

Folge der verschlechterten Sauerstoffversorgung der gastrointestinalen Schleimhaut
sind Einschrankungen in der mitochondrialen Zellfunktion und u.a. eine Schadigung
der Schleimhautbarriere [26]. Durch diese Barriereinsuffizienz ist der Ubertritt von im
Darmlumen befindlichen Bakterien und Endotoxinen ins aseptische Gefal- und
Lymphsystem moglich [16, 27]. Die unmittelbare Bakterientranslokation scheint fur die
Entstehung einer systemischen Inflammation allerdings von nachrangiger Bedeutung
zu sein. Vielmehr scheint der Nachweis intestinal gebildeter proinflammatorischer
Mediatoren in der mediastinalen Lymphe mit schwerwiegenden systemischen
Komplikationen wie der akuten Lungenschadigung, dem Multiorganversagen und der
Sepsis zu korrelieren [28, 29]. Auch wenn der genaue Pathomechanismus bislang
ungeklart ist, stellt diese gut-lymph hypothesis einen Erklarungsansatz fur den
Zusammenhang zwischen einer primar nicht infektidsen Schocksymptomatik oder
einem Trauma und der nachfolgenden Entstehung einer endogenen systemischen
hyperinflammatorischen Reaktion bis hin zur Sepsis dar [30-32]. Der Darm wird vor

diesem Hintergrund auch als ,Motor des Multiorganversagens” bezeichnet [33].



1.3 Bewertung der therapeutischen Anwendung von Sauerstoff

Bei akut vital erkrankten Patienten kann es sinnvoll sein, die inspiratorische
Sauerstofffraktion (FiO2) passager zu steigern mit dem Ziel, die respiratorische
Situation zu stabilisieren und ein ausreichendes Sauerstoffangebot zur Verfigung zu
stellen, um Organfunktionen zu erhalten und die Entstehung von weiteren
Komplikationen zu verhindern [34]. Obgleich es bislang nur wenige prospektive
randomisierte klinische Studien zum Einsatz einer hohen FiO2 gibt, wird der Einsatz
hoher Konzentrationen reinen Sauerstoffs zur Beatmung in der Intensivmedizin und
der perioperativen Versorgung allerdings zunehmend hinterfragt [35, 36]. Die
Therapieleitlinie zum akuten Myokardinfarkt sieht in ihrer aktuellen Fassung aus dem
Jahr 2017 die routinemalige Verabreichung von Sauerstoff aufgrund mdglicher
negativer Effekte auf das geschadigte Myokard nicht mehr vor [37, 38]. Die
Sauerstofftherapie soll Patienten mit nachgewiesener Hypoxamie vorbehalten bleiben
[39]. Eine Erhéhung der FiOz2 fihrt mit Ausnahme der Lungenstrombahn in samtlichen
Kapillarbetten zu einer sauerstoffvermittelten Vasokonstriktion und dadurch zu einer
Abnahme der Perfusion [40]. Daruber hinaus werden bei erhdhter Sauerstoffzufuhr
gewebeschadigende Einflisse durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

und hyperoxiebedingte Lungenschadigungen beflrchtet [41].

Zur Anwendung einer gesteigerten Sauerstoffzufuhr speziell in der Situation eines
hamorrhagischen Schocks existieren in der Literatur ebenfalls gegensatzliche Daten.
Wahrend in einigen Studien eine Hyperoxie ein verbessertes Outcome aufgrund
positiver Einflisse auf Inflammation und Organfunktionen oder einer verbesserten
mitochondrialen Funktion erzielte [42-44], konnten andere Studien keine positiven
Effekte nachweisen [45, 46].

Aus den mdglichen unerwinschten Wirkungen einer Steigerung des systemischen
Sauerstoffangebots ergibt sich die Frage nach der Wirksamkeit einer topischen

Sauerstofftherapie auf die Gewebeoxygenierung oder -perfusion.

1.4 Vorteile topischer Therapieansatze

Bei einigen Krankheitsbildern ist die topische Applikation bestimmter Pharmaka bereits
klinisch etabliert. Beispiele sind die Therapie der pulmonalen Hypertension mit
inhalativen Prostaglandinen [47] oder die abschwellende Therapie mit topisch

applizierten a-Sympathomimetika an der nasalen Schleimhaut. Weiterhin erfolgt der

5



klinische Einsatz nicht-selektiver B-Blocker in Form von Augentropfen in der
Glaukomtherapie [48] oder topisch appliziert in der Behandlung kutaner Hamangiome
[49].

In vorangegangenen Versuchsreihen konnte durch die hiesige Arbeitsgruppe bereits
gezeigt werden, dass lokal an der gastralen oder oralen Schleimhaut applizierte
Wirkstoffe in der Lage sind, die mikrovaskulare Durchblutung zu beeinflussen. So
zeigten topisch appliziertes Nitroglycerin und lloprost positive Effekte auf die
mikrovaskulare Oxygenierung und im Fall von Nitroglycerin konnte die schockbedingte
Schadigung der gastrointestinalen Schleimhautbarriere reduziert werden [50].
Weiterhin Iasst sich durch die topische Applikation von Melatonin die mikrovaskulare
Oxygenierung wahrend eines hamorrhagischen Schocks positiv beeinflussen [51]. Die
topische Therapie erzielte dabei die beschriebenen Effekte, ohne systemische

Nebenwirkungen wie einen Blutdruckabfall hervorzurufen.

1.5 Ziele der Arbeit

Im Rahmen dieser Studie sollte daher untersucht werden, welche Einflisse die
topische Applikation von reinem Sauerstoff unmittelbar an der oralen und gastralen
Schleimhaut auf die lokale Gewebeoxygenierung, die mikrovaskulare Perfusion und
die  Barrierefunktion des  Gastrointestinaltraktes  unter  physiologischen
Kreislaufbedingungen und wahrend eines milden hamorrhagischen Schocks hat. Ziel
ist hierbei eine unmittelbare, lokale Wirksamkeit zu erreichen und systemische

Nebenwirkungen zu minimieren.
Ziel dieser Studie war daher die Klarung der folgenden Fragestellungen:

1. Hat die lokale Sauerstoffapplikation einen Einfluss auf die orale und gastrale

Mikrozirkulation unter physiologischen Kreislaufbedingungen?

2. Hat die lokale Sauerstoffapplikation einen Einfluss auf die orale und gastrale

Mikrozirkulation wahrend eines milden hamorrhagischen Schocks?

3. Hat die lokale Sauerstoffapplikation an der Magenschleimhaut Auswirkungen

auf die Integritat der gastralen Schleimhautbarriere?

4. Bleibt die lokale Sauerstoffapplikation in der gewahlten Dosierung und
Durchfuhrung ohne Nebenwirkungen auf systemische Kreislaufparameter und

den systemischen Sauerstoffstatus?



2 Material und Methoden

2.1 Versuchsgenehmigung

Die Durchfihrung der Versuchsreihe erfolgte mit Genehmigung durch das Landesamt
fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) des Landes Nordrhein-Westfalen
(AZ 84-02.04.2012.A152). Alle an den Experimenten beteiligten Personen waren auf
dem Gebiet der Versuchstierkunde geschult und im Besitz des Fachkundenachweises

gemal § 9 des geltenden Tierschutzgesetzes.

2.2 \Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden sechs weibliche gesunde Foxhounds mit einem
Korpergewicht von 28-36 kg eingesetzt. Durch regelmallige Gewichtskontrollen und
eine kontinuierliche Anpassung der Futtermenge wurde das Korpergewicht konstant
gehalten. Um hormonelle Einflisse durch den Sexualzyklus auf Stoffwechsel und

Kreislauf auszuschlieRen, wurden ausschliel3lich kastrierte Hindinnen verwendet.

Die Hunde wurden in der Zentralen Einrichtung fur Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf entsprechend der geltenden Tierschutzbestimmungen gehalten und mit
Trockenfutter (Hundemahlzeit Krokett, Deutsche Tiernahrung Cremer GmbH & Co.
KG, Disseldorf, Deutschland und Dog High Energy-Extrudate, ssniff Spezialdiédten
GmbH, Soest, Deutschland) ernahrt. Trinkwasser wurde zu jeder Zeit ad libitum

angeboten.

Um in den Versuchen eine problemlose, repetitive Punktion der A. carotis zu
ermdglichen, wurden die Hunde in Allgemeinnarkose unter Verwendung der
inhalativen Anasthetika Isofluran und Lachgas sowie Piritramid als Opiat unter sterilen
Kautelen an den Halsschlagadern operiert. Hierbei wurden die Aa. carotides wie von
van Leersum detailliert beschrieben beidseits freiprapariert und in oberflachliche
Hautschlingen verlegt [52]. Durch dieses Verfahren wurde nach ausreichendem
postoperativem Wundheilungsprozess die Punktion der Arterie zur invasiven
Blutdruckmessung und Abnahme arterieller Blutgasanalysen erleichtert und eine
ausreichende Kompression der Punktionsstelle nach Entfernung des arteriellen

Katheters ermdglicht.



Um Messfehler durch Mageninhalt, Peristaltik oder Veranderungen in der Perfusion
aufgrund von Verdauungsvorgangen zu vermeiden und das Aspirationsrisiko wahrend
der Narkose zu reduzieren, wurde vor jedem Versuch eine zwdlfstindige

Nahrungskarenz eingehalten.

Zwischen zwei Versuchen wurde bei jedem der Hunde stets ein zeitlicher Abstand von
mindestens drei Wochen eingehalten, um Uberhangeffekte auszuschlieRen und eine
ausreichende Regeneration im Hinblick auf die durchgefihrte Hypovolamie, die

verabreichten Pharmaka und die lokale Intervention zu gewahrleisten.

2.3 Versuchsvorbereitung, Narkose und Instrumentierung

Zur Reduktion ungewollter zirkadianer oder temperaturbedingter Effekte auf die
erhobenen Parameter begannen alle Versuche zur gleichen Tageszeit am Morgen
zwischen 8:00 und 9:00 Uhr bei einer Raumtemperatur von 24 °C im leicht
abgedunkelten Versuchsraum, in den der Hund zuvor unter weitgehender Vermeidung

moglicher Stressoren verbracht wurde.

Die Durchfuhrung der Versuche erfolgte in Allgemeinanasthesie. Zur
Narkoseeinleitung wurden 4 mg/kgKG Propofol (Propofol 1 %, 10 mg/ml, MCT-
Fresenius, Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg v.d.H., Deutschland) Uber eine
Venenverweilkantle (18 G; Vasofix® Safety, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) am linken Hinterlauf intravends verabreicht. Nach Lagerung in
Rechtsseitenlage erfolgte unter laryngoskopischer Sichtkontrolle die orotracheale
Intubation (Murphy-Tubus Grofte 9,0 mit Cuff: Lo Contour™ Murphy 9.0, Mallinckrodt
Medical, Athlone, Irland; Mclntosh-Spatel GroRe 5: Medicon eG, Tuttlingen,
Deutschland). Durch Applikation einer Augensalbe (Bepanthen Augen- und
Nasensalbe, Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland) und Schluss der Augenlider

wurden die Augen vor Austrocknung wahrend der Narkose geschutzt.

Zur automatischen, volumenkontrollierten Beatmung wurde ein halbgeschlossenes
System (Aestiva 5, Verdampfer Tec 7, Datex Ohmeda, heute GE Healthcare, Chalfont
St. Giles, Gro3britannien) verwendet. Die Beatmung erfolgte mit einem Druckluft-
Sauerstoff-Gemisch mit einer konstanten FiO2 von 0,3 + 0,01 ohne PEEP. Das
Tidalvolumen wurde mit 12,5 ml/kgkG dem Korpergewicht angepasst, einem fur
Hunde physiologischen Atemzugvolumen [53]. Die Aufrechterhaltung der Narkose
erfolgte volatil mit Sevoflurane (Sevorane, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden,
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Deutschland) mit einer endexspiratorischen Konzentration von 2,9 - 3,1 %,
entsprechend einem MAC-Wert fir Hunde von 1,5 [54].

Durch Anpassung der Atemfrequenz wurde eine Normokapnie mit einem
endexspiratorischen Kohlenstoffdioxidpartialdruck (etCO2) von 35+1 mmHg
eingehalten, um bereits gezeigte Einflisse einer Hyperkapnie auf die Mikrozirkulation
der Magenschleimhaut auszuschlie3en [55]. FiO2, etCO2 sowie die endexspiratorische
Sevofluranekonzentration wurden kontinuierlich im Nebenstromprinzip gemessen

(Capnomac Ultima, Datex Instrumentarium, Helsinki, Finnland).

Um die kontrollierte Beatmung zu erméglichen und Stérungen der Messungen durch
Bewegungsartefakte zu vermeiden, wurden die narkotisierten Hunde vor
Versuchsbeginn durch die intravendse Injektion von 0,6 mg/kgkG Rocuroniumbromid
(Esmeron® 10 mg/ml, N. V. Organon, Oss, Niederlande) relaxiert. Mittels
kontinuierlicher Infusion von 0,1 mg/kgKG/h Rocuroniumbromid wurde die
Relaxierung wahrend der Versuchsdauer aufrechterhalten. Die Uberwachung der
neuromuskularen Relaxierung erfolgte mit einem Relaxometer im train-of-four-(TOF)-
Stimulationsmuster (TOF Guard® INMT, Organon Teknika BV, Boxtel, Niederlande)
am Nervus ischiadicus des linken Hinterlaufes. Uber zwei Elektroden wurde der Nerv
mit einer Frequenz von 2 Hz und einer Stromstarke von 15 mA stimuliert. Ein distal an
der Extremitat fixiertes Akzelerometer registrierte dabei das Ausmald der Bewegung
als Reaktion auf die Stimulation. Der Quotient aus der vierten und ersten Stimulation
entspricht der TOF-Ratio (TOFR). Eine TOFR von 0 entspricht einer vollstandigen
neuromuskularen Blockade, bei einer TOFR > 0,9 kann eine ausreichende
Regeneration angenommen werden [56]. Mithilfe dieses Verfahrens konnte eine
vollstandige Relaxierung wahrend des Versuches mit Sicherheit gewahrleistet sowie
ein Relaxantienuberhang vor Extubation am Versuchsende vermieden werden [57,
58].

Zur invasiven Blutdruckmessung wurde in die linke A. carotis communis in
Seldingertechnik ein druckfester mit heparinisierter Kochsalzlésung geflllter arterieller
Katheter (PULSIOCATH arterieller Thermodilutionskatheter PV2015L20, Pulsion
Medical Systems AG, Miinchen, Deutschland; Heparin-Na 5000 |.E./ml, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland; Verdunnung 1 |.E. Heparin-Na/ml NacCl
0,9 %) eingebracht und in die Aorta ascendens vorgeschoben. Durch Ausschluss

katheterinduzierter EKG-Veranderungen und die Ableitung einer artefaktfreien



arteriellen Blutdruckkurve wurde die korrekte Lage des Katheters ermittelt. Uber einen
druckfesten Verlangerungskatheter wurde der arterielle Thermodilutionskatheter mit
einem auf Herzhéhe des Hundes (orientiert am Processus spinosus des siebten
Halswirbelkorpers des liegenden Hundes) montierten Druckwandler (Modell P23 ID,
Gould-Statham® pressure transducer, Elk Grove, lllionois, USA) verbunden. Vor jedem
Versuch wurde der Druckwandler mit Hilfe eines Druckeichgerates nach Gauer (HSE

Druckeichgerét Typ 367, Hugo Sachs Elektronik, March, GroBbritannien) kalibriert.

Um die Mikrozirkulation der Magenschleimhaut untersuchen und die lokale
Intervention durchfihren zu konnen, wurde dem Hund unter Sichtkontrolle eine
speziell angefertigte dreilumige orogastrale Sonde gelegt und nach auskultatorischer
Lagekontrolle entsprechend fixiert. Uber einen Schenkel dieser Magensonde wurden
die Weildlichtspektrometrie und Laser-Doppler-Spektroskopie durchgeflhrt, ein
weiterer Schenkel diente der lokalen Applikation von Sauerstoff bzw. Stickstoff am
Messort, Uber den dritten Schenkel wurde eine Mischung verschiedener Saccharide
zur Beurteilung der Barrierefunktion (s. 2.6) verabreicht. Dieser Schenkel wurde
unverschlossen Uber der Magenebene des Hundes angebracht und diente somit als
Ablaufsonde fiir das eingeleitete Gas, um eine Uberbldhung des Magens zu
vermeiden. Durch diese Praparation der Magensonde erfolgte die kontinuierliche
Insufflation des jeweiligen Gases in unmittelbarer Nahe zum untersuchten

Schleimhautareal.

Zur Messung der Mikrozirkulation an der oralen Schleimhaut wurde der enoralen
Lefzenschleimhaut ein eigens angefertigtes Silikonpad zur Fixierung der Flachsonde
angelegt. Zirkular um die Messsonde des Weillichtspektrometers und des Laser-
Doppler-Spektroskops befanden sich punktformige Offnungen, durch die das

eingeleitete Gas unmittelbar an der Schleimhaut austrat.

2.4 Versuchsablauf und Interventionen
Die Versuchsdurchfuhrung folgte dem in Abb. 1 dargestellten Ablauf.

Im Anschluss an die Narkoseeinleitung und Instrumentierung wurde die
Datenaufzeichnung gestartet, sobald sich die hamodynamischen Parameter sowie die
Beatmungsparameter auf einem konstanten Niveau zeigten und eine regelrechte
Ableitung samtlicher Messinstrumente etabliert war. Uber die Dauer von 30 Minuten

wurden samtliche Parameter unter Ausgangsbedingungen registriert.
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Im Rahmen dieser Studie wurden vier Versuchsgruppen untersucht. Die Durchfihrung
der Versuche erfolgte im cross-over-Design. Dabei durchlauft jedes der sechs
Versuchstiere in randomisierter Reihenfolge jede der vier Versuchsgruppen, sodass

sich in Summe 24 Versuche ergeben.

Es wurde der Einfluss der lokalen Sauerstoffapplikation an der oralen und gastralen
Schleimhaut unter physiologischen normovolamen Kreislaufbedingungen und
wahrend eines milden hamorrhagischen Schocks untersucht. Als Kontrolle wurde
Stickstoff ~ verwendet und ebenfalls sowohl unter physiologischen
Kreislaufbedingungen als auch unter hamorrhagischen Kreislaufbedingungen

appliziert.

Ubersicht der vier Versuchsgruppen:

O2HV Einfluss von Sauerstoff unter hamorrhagischen (hypovolamen)

Kreislaufbedingungen

N2HV Einfluss von  Stickstoff unter hamorrhagischen (hypovoladmen)

Kreislaufbedingungen
O2NV Einfluss von Sauerstoff unter normovolamen Kreislaufbedingungen

N2NV Einfluss von Stickstoff unter normovolamen Kreislaufbedingungen

Im Anschluss an die 30-minltige Baseline-Phase wurde den Hunden die u.g.
Zuckermischung (s. 2.6) uber die einliegende Magensonde verabreicht. Nach weiteren
30 Minuten wurde simultan sowohl an der gastralen als auch an der oralen
Schleimhaut mit der topischen Gasapplikation begonnen. Das jeweilige Gas,
Sauerstoff bzw. Stickstoff, wurde kontinuierlich mit einer Flussgeschwindigkeit von 15
ml/min, reguliert Uber einen Durchflussmessgerat fur Gase (Schwebekérper-
Durchflussmesser fiir Gase, DK800, KROHNE Messtechnik GmbH, Duisburg,
Deutschland) Uber die eingangs platzierten Sonden (s. 2.3) jeweils unmittelbar an der
oralen und gastralen Schleimhaut appliziert. Diese Flussrate erwies sich als geeignet,
nicht zu einer Distension des Hundemagens oder Stérungen der spektroskopischen
Messungen an der Schleimhaut zu fUhren. Zu Versuchsbeginn und zu jedem
Messzeitpunkt erfolgte die Messung des Rumpfumfangs des Hundes, um eine
Uberblahung bei mechanischer Verlegung der Ablaufsonde rechtzeitig zu erkennen.
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Zur Induktion eines milden hamorrhagischen Schocks wurde den Hunden 30 Minuten
nach Beginn der Gasapplikation 20 % des angenommenen Blutvolumens enthommen.
Hierbei wurde von einem Blutvolumen von 80 ml/kgKG ausgegangen [59], sodass die
entnommene Menge bei 16 ml/kgKG lag. Das Blut wurde innerhalb von 5 Minuten
zeitgleich Uber den am Vorderlauf einliegenden grol3lumigen peripheren
Venenverweilkatheter und den arteriellen Zugang entnommen. Die Entnahme erfolgte
in mit Heparin vorgefillte Einmalspritzen (10 I.E Heparin/ml Blut; Heparin-Na 5000
I.LE./ml, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland). Nach der Entnahme
wurde das Blut bei 37 °C im Wasserbad gelagert. Die Hypovolamie wurde fur 60
Minuten aufrechterhalten. Ein Blutverlust von 20 % entspricht einem Schock der
Klasse Il gemal Advanced Trauma Life Support (ATLS) [60]. Es handelt sich dabei
um ein reversibles, fur die Tiere nicht lebensbedrohliches Modell des hamorrhagischen
Schocks, das die Untersuchung von Effekten auf die sensiblen Parameter der
Mikrozirkulation erlaubt. Von Folgeschaden fir die Tiere ist bei Entnahme dieses

Volumenanteils nicht auszugehen [61, 62].

Nach Retransfusion des entnommenen Blutvolumens wurde das verwendete Heparin
mit einer entsprechenden Dosis Protamin (1 I.E. Protamin/2 |.E. Heparin; Protamin ME
1000 |.E/ml, MEDA Pharma GmbH&Co. KG, Bad Homburg, Deutschland)

antagonisiert, um das Risiko flr Blutungskomplikationen zu reduzieren.

12



[hh:mm]

o |o o
— _ — 2 |e| |o||d]|e
2 |r =llall2
o >
c C
o Ke] —
] (7]
% 3 g 18] lollglIB
c = w |E I—gg
© ®© o |x =
= =
Q Q I [ S S —
he o
o
~| |~ - | o |© <O|—
SIS IEl (s 4 2 (2] [lIB]&]]2
S € = = S IS NI
| |v T
Z = 21 |2 -
vt I s | B N
sl |elel || |E|e o
n tl)O"‘&)' -;750') o
o o S 4 x| & o |® ol
S s|€ [2) ol £ e 121 allS|la|l5
[ slsl |1 1&B15] 1 & |2] |Flgllell=
ol |2 e £ ° |2 QS| @
Hol (0 IS [ S S S —
I I
o
3 2] |olls!|B
- S — 0] alla
- |< a2
e |o >
x
o |w <,:O
1 L 1 L — 2 Ix| |o]|&]||w
s (8] [F||=]|2
N >
£ HEREN
= o | £ -
®© M—IQ<L|J:)
ey f— ] f— ] — w (O]
- o = all=
§ O‘é’ m>m
) [0) ) [0)
% £l | £l |< el LI
o] |o o| |o
(2] (2] (2] (2]
| © ® ®© ®© -
m|] |o m| |xm
= (@]
1 o
ped =2 I e gl 0318
5% = = > > S |5 SIS
S g Z I = I
» S o N N N L L 1L |
s = O o z z
> 0o <
S
g =
X ©
S t
3 o
o >
w  »
=0 n
o 9 9
N = =

Abb. 1: Versuchsprotokoll mit Darstellung der Versuchsgruppen, Interventionen und
durchgefiihrten Messverfahren im zeitlichen Verlauf

Gegenuberstellung der mit Sauerstoff (O2) und Stickstoff (N2) behandelten Versuchsgruppen jeweils
unter physiologischen (NV) und hamorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen sowie wahrend der
anschliefenden Retransfusion (RT). Zeitangaben in Stunden und Minuten seit Versuchsbeginn.
Bezeichnung der Messpunkte entsprechend der jeweils durchgeflhrten Intervention (START,
BASELINE, ZUCKER, GAS30, HV/NV30, HV/NV60, RT30 und RT60) mit Angabe der vergangenen Zeit
seit Interventionsbeginn in Minuten (30/60). Angabe der Messverfahren zu den jeweiligen Messpunkten
(TD = Thermodilution, BGA = Blutgasanalyse, VIDEO = Videomikroskopie der enoralen Lefzenschleim-
haut, BLUT = Blutenthahme zur Messung der Zuckermetabolite). Abbildung modifiziert nach [63].
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2.5 Messungen der Mikrozirkulation

2.5.1 Weilllichtspektrometrie und Laser-Doppler-Spektroskopie

Zur kontinuierlichen Messung der Mikrozirkulation der oralen und gastralen
Schleimhaut wurde das Gerat O2C (O2C Typ LW2222 Version 2, LEA Medizintechnik
GmbH, GielBen, Deutschland) eingesetzt, das die Laser-Doppler-Spektroskopie mit
der Weillichtspektrometrie kombiniert und eine orts- und zeitgleiche Messung
mehrerer Parameter zur Beurteilung der Mikrozirkulation erlaubt. Mittels Laser-
Doppler-Spektroskopie lasst sich der mikrovaskulare Blutfluss (pflow) und die
mikrovaskulare Blutflussgeschwindigkeit (pvelocitiy) ermitteln. Die Messung der
postkapillaren mikrovaskularen Sauerstoffsattigung (uHbO2) und der lokalen

Hamoglobinmenge (rHb) erfolgt mittels Weillichtspektrometrie.

Die Sonden emittieren und registrieren simultan sowohl Weildlicht, erzeugt durch eine
20-Watt-Xenon-Glihbirne, als auch Licht, das durch einen Dioden-Laser mit einer
Leistung von 30 mW im CW-Modus (continuous wave) erzeugt wird. In dieser
Versuchsreihe wurde Weilllicht mit einer Wellenlange von 500-630 nm und Laserlicht

mit einer Wellenlange von 830 nm verwendet.

Bei beiden Methoden wird das eingestrahlte Licht in Abhangigkeit der
Gewebeeigenschaften modifiziert und reflektiert. Das spezifisch veranderte Licht wird
an der Gewebeoberflache Uber eine integrierte Glasfasersonde detektiert. Der
Abstand zwischen der Stelle, an der das Licht in das Gewebe eingestrahlt wird und
der Stelle, an der das Licht an der Oberflache wieder detektiert wird, ist entscheidend
fur die Detektionstiefe [64].

Trifft das Laserlicht auf einen sich bewegenden Erythrozyten, so flihrt dies zu einer
Frequenzverschiebung, die als Doppler-Shift bezeichnet wird. Aus dieser
Frequenzverschiebung lasst sich die mikrovaskulare Flussgeschwindigkeit (pvelocity)
der Erythrozyten berechnen. Das Verhaltnis des frequenzverschobenen Laserlichtes
zum nicht-frequenzverschobenen Laserlicht lasst auRerdem Rulckschlisse auf die
Anzahl der im Gewebe befindlichen Erythrozyten zu. Aus der Kombination dieser
beiden MessgroRen lasst sich der mikrovaskulare Blutfluss (uflow) ermitteln. Die
Bestimmung von pflow und pvelocity erfolgt als Relativmessung mit Angabe der

Ergebnisse in der dimensionslosen Grolde aU (arbitrary units).

Bei der Weillichtspektrometrie wird Weillicht eines kontinuierlichen Spektrums in das

Gewebe emittiert. Dort wird es von den Hamoglobinmolekulen der zirkulierenden
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Erythrozyten in Abhangigkeit von deren Sauerstoffsattigung absorbiert und spezifisch
in seiner Farbe verandert. Durch Abgleich des reflektierten Lichts mit
Referenzspektren ermittelt das Gerat die mikrovaskulare Sauerstoffsattigung (UHbO2)
in Prozent [65]. Anhand der Starke der Weillichtabsorption Iasst sich zudem die lokale

Hamoglobinmenge (rHb) in aU bestimmen.

Da grol3kalibrige Gefalle das emittierte Licht vollstandig absorbieren, werden mit der
Messmethode des O2C nur die Gefalde der Mikrozirkulation mit einem Durchmesser
unter 100 uym erfasst [66]. Etwa 75 % des im mikrovaskularen Gefallsystems
befindlichen Blutvolumens befinden sich im vendsen Schenkel, wahrend sich ca. 14 %
im Kapillarbett und ca. 11% im arteriellen Schenkel befinden, sodass die erhobenen

Messwerte in erster Linie den postkapillaren vendsen Status abbilden [64].

Zur Durchfuhrung der lokalen Messungen an der Magenschleimhaut wurde eine
flexible punktférmige Mikrosonde (LM-10, LEA Medizintechnik GmbH, Giel3en,
Deutschland) durch die zu Versuchsbeginn platzierte Magensonde in den Magen
vorgeschoben und der gastralen Schleimhaut ohne Druck angelegt. Eine zweite
Flachsonde (LF-2, LEA Medizintechnik GmbH, Giel3en, Deutschland) wurde mit Hilfe
der speziell angefertigten Mundsonde aus Silikon an der Wangenschleimhaut des
Hundes platziert. Die atraumatische, lockere Platzierung der Sonden an der jeweiligen
Schleimhaut ermdglicht die Messung der Mikrozirkulation unter physiologischen
Bedingungen ohne druckbedingte Ischamien oder Artefakte. Durch kontinuierliche
Aufzeichnung und graphische Darstellung der Signalspektren auf dem integrierten
Monitor des O2C-Gerats konnten wahrend des Versuchs die korrekte Lage der

Sonden und eine adaquate Signalqualitat sichergestellt werden.

Die Aufzeichnung erfolgte in Sequenzen mit einer Dauer von 2 Sekunden. Fir jede
Sequenz wurden die vorangehend beschriebenen Parameter ermittelt. In der
statistischen Auswertung wurden die Mittelwerte der letzten 150 Sequenzen
entsprechend einer Messdauer von funf Minuten einer jeden Interventionsphase

berucksichtigt.

2.5.2 Videomikroskopie der oralen Schleimhaut

Zu festgelegten Zeitpunkten wurde die Mikrozirkulation der oralen Schleimhaut
zusatzlich mittels Videomikroskopie untersucht. Dazu wurde eine Kamera (CytoCam,

Braedius Medical, Huizen, Niederlande) verwendet, die nach dem Prinzip der ,incident
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dark field illumination® (IDF) funktioniert [67]. Aus zirkular um das Kameraobjektiv
angebrachten Dioden wird Licht mit einer Wellenlange von 530 nm emittiert und das
zu untersuchende Gewebe dadurch tangential beleuchtet. Die Belichtung erfolgte
stroboskopisch synchron zu den Einzelaufnahmen (Frames). Durch diese Technik
werden Artefakte durch die sich bewegenden Erythrozyten reduziert und eine
genauere automatisierte Flussanalyse ermoglicht [68]. Bei 530 nm liegt der
isosbestische Punkt von Hamoglobin. Licht dieser Wellenlange wird unabhangig vom
Oxygenierungsgrad des Hamoglobins absorbiert, sodass sich die Erythrozyten dunkel

auf dem hellen Hintergrund darstellen [65, 69].

Eine Aufnahme setzt sich tber eine Aufnahmedauer von 4 Sekunden aus 101 Frames
zusammen. Das analysierte Areal misst 1,55 x 1,15 mm. Durch die integrierte Software

wurde eine automatische Stabilisierung der Aufnahmen vorgenommen (vgl. Abb. 2).

Zu jedem Messzeitpunkt wurden funf Videoaufnahmen der enoralen
Lefzenschleimhaut in dem Bereich, an dem Sauerstoff bzw. Stickstoff lokal appliziert
wurde, angefertigt. Zu zwei Messzeitpunkten wurden zusatzliche Aufnahmen der
Zungenschleimhaut angefertigt. In der Literatur und in der klinischen Anwendung am
Menschen wird haufig die sublinguale Schleimhaut aufgrund der einfachen
Zuganglichkeit zur Evaluation der Mikrozirkulation herangezogen [70]. In der
Auswertung dieser Versuchsreihe zeigte sich jedoch, dass der sublinguale Messort
beim Hund keine zuverlassig verwertbaren, reprasentativen Aufnahmen liefert. In die
Auswertung einbezogen wurden daher nur die Aufnahmen der enoralen

Lefzenschleimhaut.

Bei den Aufnahmen wurden die von De Backer et al. veroffentlichten Richtlinien zur
Evaluation der Mikrozirkulation bertcksichtigt [71]. Um der physiologischen Variabilitat
der Mikrozirkulation innerhalb eines Gewebes Rechnung zu tragen, wurden zu jedem
Untersuchungszeitpunkt finf Aufnahmen angefertigt. Durch lockeres Anlegen der
Kamera an die Schleimhaut wurden Kompressionsartefakte weitestgehend
vermieden. Zu starker mechanischer Druck auf die Schleimhaut dul3ert sich in einem
diskontinuierlichen Blutfluss in den kaliberstarkeren vendsen Gefallen. Aufnahmen mit
Kompressionsartefakten wurden nicht in die Auswertung einbezogen. Videos
mangelhafter Qualitat hinsichtlich Fokussierung, Helligkeit und Kontrastierung wurden
ebenso verworfen. Zur Auswertung wurde die Hersteller-Software (CytoCam
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Tools 1.7.8, Braedius Medical, Huizen, Niederlande) verwendet. Die verwendete

Software wurde bereits in mehreren Studien evaluiert [72-75].

In der softwarebasierten Analyse werden Gefalle mit einem Durchmesser von weniger

als 20 ym extrahiert und in der Auswertung bertcksichtigt [71] (vgl. Abb. 3).

Abb. 2: Exemplarische Aufnahme der Videomikroskopie an der enoralen
Lefzenschleimhaut nach automatischer Stabilisierung
Field of view 1,55 mm x 1,156 mm. Quelle: Eigene Aufnahme
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Abb. 3: Exemplarische Aufnahme der Videomikroskopie an der enoralen Lefzenschleimhaut
nach Extraktion der kapilldaren Gefalle
Field of view 1,565 mm x 1,15 mm. Quelle: Eigene Aufnahme

Zur videomikroskopischen Beurteilung der Mikrozirkulation werden vier Parameter
ermittelt: die absolute Dichte aller mikrovaskularen GefalRe (total vessel density
[mm/mm?] = TVD), die Dichte der durchbluteten GefaRe (perfused vessel density
[mm/mm?]) = PVD), der sich aus den beiden erst genannten MessgroRen ergebende
relative Anteil der durchbluteten Gefalden (proportion of perfused vessels [%] = PPV)
sowie ein dimensionsloser Marker fur die Perfusionsgeschwindigkeit (average

perfused speed indicator = APSI).

Zusatzlich zu der softwaregestitzten Auswertung wurden die Videoaufnahmen am
bewegten Bild manuell ausgewertet und der microcirculatory flow index (MFI)
bestimmt. Die Auswertung erfolgte anhand definierter Kriterien zur Bestimmung des
MFI [71]. Uber die Aufnahmen wurde dazu ein Raster gelegt, das diese in vier gleich
groflie Quadranten gliedert. Die Flussqualitat wurde in jedem Quadranten anhand einer
Skala von 0 bis 3 evaluiert: 0 = kein Blutfluss, 1 = intermittierender Blutfluss, 2 = trager
Blutfluss (,sluggish®), 3 = normaler, unbeeintrachtigter Blutfluss. Aus den pro Quadrant
erhobenen Werten wurde fur jede Videoaufnahme der Mittelwert gebildet [76]. Die

Auswertung erfolgte verblindet durch den immer gleichen Untersucher.
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Um der Heterogenitat als Zeichen einer beeintrachtigen Mikrozirkulation Rechnung zu
tragen, wurde von Trzeciak et al. ein Heterogenitatsindex (HGI) vorgeschlagen, der
hier Anwendung fand [77]. Dazu werden zu jedem Messzeitpunkt Aufnahmen an drei
bis funf Lokalisationen an der enoralen Lefzenschleimhaut angefertigt und fir jede
Aufnahme der MFI pro Quadrant bestimmt. AnschlieRend wird die Differenz zwischen
dem hochsten und dem niedrigsten MFI gebildet und durch den Mittelwert der zu
diesem Messzeitpunkt erhobenen Werte dividiert. Dieser Heterogenitatsindex hat den
Vorteil, dass deutliche Abweichungen vom Mittelwert starker berucksichtigt werden.
Die Zunahme der Heterogenitat der Mikrozirkulation ist ein entscheidender Hinweis fur
ein relevantes Shuntvolumen, das insbesondere im septischen oder distributiven
Schock auftritt [71].

2.6 Messung der Barrierefunktion durch Translokation von Sacchariden

Zur Beurteilung der Transport- und Barrierefunktion der gastrointestinalen Mukosa
wurde den Hunden zum definierten Zeitpunkt (s. Abb. 1) Uber die Magensonde eine
Mischung verschiedener Mono- und Disaccharide gastral appliziert. Das Gemisch
enthielt 1,7 mg/kgKG Saccharose (D(+)-Saccharose, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland), 16,7 mg/kgKG Lactulose (Bifiteral ®, Abbott Arzneimittel
GmbH, Hannover, Deutschland), 6,7 mg/kgkG Rhamnose (Rhamnose, Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland), 6,7 mg/kgkG Mannitol (Mannit-L6sung
15%, Serag-Wiessner GmbH & Co. KG, Naila, Deutschland) sowie 66,7 mg/kgKG
Xylose (D(+)-Xylose, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland). Geldst
wurden die Zucker in 0,78 ml/kgkG Wasser.

Die unterschiedlichen Saccharide werden in Abhangigkeit ihrer molekularen
Eigenschaften und der enzymatischen Ausstattung des Dinndarms in
unterschiedlichen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes gespalten oder resorbiert.
Der Nachweis der einzelnen Saccharide im Blut erlaubt daher Rickschlisse auf die
Lokalisation einer moglichen Barriereschadigung innerhalb des
Gastrointestinaltraktes. Alle verwendeten Zucker werden nach Ubertritt ins Blut nicht
metabolisiert und unverandert ausgeschieden und sind somit als spezifische Marker
geeignet [78, 79].

Saccharose ist ein Disaccharid bestehend aus je einem Molekull a-D-Glucose und 3-

D-Fructose, die uber eine glycosidische Bindung aneinander gebunden sind.
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Disaccharide konnen die intakte Magenschleimhaut nicht Uberwinden und werden im
Magen nicht gespalten oder verandert [80]. Erst nach Ubertritt in den proximalen
Dinndarm wird Saccharose von der spezifischen Disaccharidase in die
Monosaccharide Glukose und Fruktose gespalten und die Spaltprodukte resorbiert
[81, 82]. Unter physiologischen Bedingungen konnen nach der oralen Aufnahme keine
relevanten Mengen Saccharose im Blutplasma nachgewiesen werden. Bei einer
Schadigung der gastralen Schleimhautbarriere hingegen gelangt Saccharose direkt
ins Blut. Im Blut befindliche Saccharose unterliegt keiner weiteren Metabolisierung, die
Ausscheidung erfolgt Gber den Urin [83, 84]. Der Nachweis von oral aufgenommener
Saccharose in Blut oder Urin kann demnach hinweisgebend sein auf einen Defekt des
oberen Gastrointestinaltraktes wie gastroduodenale Ulzera oder frihe Formen des
Magenkarzinoms [85-87]. Durch die gastrale Saccharoseapplikation und -bestimmung
im Blutplasma sollte in dieser Studie eine durch Hamorrhagie bedingte Schadigung

der Barrierefunktion im Bereich des Magens detektiert werden.

Die Substanzen Lactulose, Mannitol, Rhamnose und Xylose kdnnen nach oraler
Applikation aufgrund ihres jeweiligen Resorptionsverhaltens ebenfalls zur Beurteilung
der Barrierefunktion insbesondere der Dunndarmschleimhaut genutzt werden [78, 79,
88-92]. Da in dieser Studie die gastrale Barrierefunktion betrachtet wurde, erfolgte
keine Messung der letztgenannten Substanzen bzw. ihrer Metabolite. Da bei den
intestinalen  Absorptionsvorgdngen der Zucker wu.a. die Osmolaritat der
Zuckermischung von Bedeutung ist, sind die verabreichten Zucker vollstandig
aufzufihren, wenngleich sie in dieser Versuchsreihe nicht Gegenstand von

Messungen waren.

Zur Beurteilung der Zuckertranslokation wurden unter Baseline-Bedingungen sowie 30
und 60 Minuten nach Induktion des hamorrhagischen Schocks (Zeitpunkte HV30 und
HV60) Blutproben in EDTA-Vacutainer entnommen (BD Vacutainer Trace Element K2
EDTA (K2E) Plus Blood Collection Tubes 10,8 mg, BD, Plymouth, Gro3britannien) und
umgehend bei 0 °C zentrifugiert (15 min, RCF = 3000 G; Rotina 420 R, Hettich
Zentrifugen, Miuhlheim a. d. Ruhr, Deutschland). Der Plasmauberstand wurde

gewonnen, Proben zu 30 ul erstellt und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.

Zur Extraktion wurde den Plasmaproben 400 pl eines gekuhlten Extraktionsmediums
hinzugefligt. Dieses Extraktionsmedium wurde fur jeden Versuch mit Aceton (Aceton,
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) und Isopropanol (2-Propanolol,
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Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) sowie einer Ribitol-Stocklosung
(20 mM; 30 mg Ribitol/10 ml H20) im Verhaltnis 2000 : 1000 : 3 frisch hergestellt und
bis zum Gebrauch desoxygeniert bei -20 °C gelagert.

Die mit Extraktionsmedium versetzten Plasmaproben wurden homogenisiert (10
Sekunden mit Vortex-Genie 1 Touch Mixer, Scientific Industries INC, Bohemia, USA)
und bei 4 °C flr 5 Minuten geschuttelt. Anschlielend wurden sie bei 0 °C fur zwei
Minuten zentrifugiert (20800 rcf;, Centrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland). Der flissige Uberstand jeder Probe wurde gesammelt, unter
Verwendung von Stickstoff desoxygeniert und in Dunkelheit bei -80 °C bis zur weiteren

Aufbereitung und Messung gelagert [93].

Die Analyse wurde in einem externen Labor des Instituts flr Biochemie der Pflanzen
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf durchgefuhrt. Die Messung erfolgte

enzymatisch unter Verwendung eines modifizierten Protokolls nach Stitt [94].

Die Ergebnisse werden als relative Mengen pro Mikroliter Blutplasma angegeben.

2.7 Messung systemischer hamodynamischer Parameter

Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurde zur Beurteilung der Kreislaufsituation
kontinuierlich ein Elektrokardiogramm (EKG) aufgezeichnet sowie der mittlere
arterielle Blutdruck (MAD) invasiv gemessen. Zur Uberwachung der Beatmung wurden
FiO2, etCO2 und die endexspiratorische Narkosegaskonzentration sowie der
Atemwegsdruck gemessen. Die erhobenen Daten wurden durch einen
Mehrkanaloszillographen (7171-G4145-01, Gould Inc., Cleveland, Ohio, USA)
aufgenommen und verstarkt. Nach Umwandlung von einem analogen in ein digitales
Signal (Powerlab/800%®, ADInstruments, Pty Ltd., Castle Hill, Australien; Abtastrate 400
Hz) wurden die Messdaten mit Hilfe des Programmes Chart aufgezeichnet und
graphisch abgebildet (Chart v. 4.2, ADInstruments, Pty Ltd., Castle Hill, Australien).
Zur Auswertung und Datenanalyse wurde das gleiche Programm in der Version
Chart v. 5.5.6 genutzt.
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2.7.1 Herzfrequenz

Nach Einleitung der Inhalationsnarkose erfolgte die kontinuierliche Ableitung eines 1-
Kanal-Oberflachen-EKG. Die Bestimmung der Herzfrequenz erfolgte R-Zacken-

getriggert mit Hilfe des Programmes Chart v. 5.5.6.

2.7.2 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAD)

Die Messung des MAD erfolgte invasiv uber den in der A. carotis communis
einliegenden arteriellen Katheter. Der Blutdruckverlauf wurde kontinuierlich registriert
und der MAD durch Integration der Originalsignale durch das Programm Chartv. 5.5.6

ermittelt.

2.7.3 Herzzeitvolumen (HZV)

Die Bestimmung des HZV als Mal} der kardialen Pumpleistung erfolgte mittels
transpulmonaler Thermodilution (PiCCO Monitoring Kit PV8215, Pulsion Medical
Systems AG, Minchen, Deutschland; PiCCO 4.2, PULSION Medical Systems AG,
Minchen, Deutschland), die zu Versuchsbeginn und dann regelmaRig im

dreiligmindtigen Intervall durchgefuhrt wurde.

Hierzu wurden im Bolus jeweils 10 ml eisgekuhlter isotoner Natriumchloridldsung
(NaCl 0,9 %, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) Uber eine
Venenverweilkanule (Vasofix® Safety, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland; 16 G) am Vorderlauf des Hundes peripher vends injiziert. Uber einen am
Injektionsort angebrachten Thermistor wurde zunachst die Temperatur des Injektats
gemessen. Eine weitere Thermistorsonde befand sich im arteriellen
Thermodilutionskatheter in der Aorta ascendens. Die Datenaufzeichnung
und -sicherung erfolgte mit der Software PICCO VoLEF Data Acquisition for Win32,
Version 4.0 (PULSION Medical Systems AG, Miinchen, Deutschland).

Die Verteilung des geklhlten Injektats Uber vendses System, rechtes Herz,
Lungenstrombahn und linkes Herz bis zum Auswurf in die Aorta ascendens ist
abhangig von der Blutflussgeschwindigkeit und dem transportierten Blutvolumen. Aus
der Uber den Katheter registrierten Temperaturanderung tber die Zeit ergibt sich die

Thermodilutionskurve [95].
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Das HZV lasst sich anhand der Stewart-Hamilton-Methode berechnen [96]:

(Tg =T V- K

HZV =

mit

Ts= Temperatur des Bluts vor Injektion in °C
Ti=Temperatur des Injektats in °C

Vi= Volumen des Injektats in ml

K = Injektatkonstante
| ATg - dt = Flache unter der Thermodilutionskurve.

Die Methode der transpulmonalen Thermodilution unterliegt im Vergleich zur
Erfassung der Thermodilutionskurve in der A. pulmonalis geringeren atemabhangigen
Schwankungen, da durch die langere Messdauer Uber den Zeitraum von 120
Sekunden eine Mittelung Uber den Atemzyklus erreicht wird [97]. AuRerdem ist die
Methode — nach der vorbereitenden Operation der Carotiden — weniger invasiv als die
Anlage eines Pulmonaliskatheters. Die Messergebnisse beider Verfahren weisen eine

hohe Ubereinstimmung und eine vergleichbare Reproduzierbarkeit auf [95, 97, 98].

Die initial durchgefiihrte Thermodilution diente neben der Bestimmung des
Ausgangswertes des HZV auch zur Kalibrierung der arteriellen Pulskonturanalyse.
Das kardiale Schlagvolumen (SV) und der systemische vaskulare Widerstand (SVR)
als dynamische Parameter des intravasalen Volumenstatus und der kardialen Vorlast
wurden im Verlauf kontinuierlich durch eine Pulskonturanalyse ermittelt. In der
Versuchsauswertung wurden aufgrund einer hoheren Messgenauigkeit wahrend
hamodynamischer Instabilitat jedoch nur die Ergebnisse der im 30-minutigen Abstand

durchgefiuhrten Thermodilution bertcksichtigt [99].

Der SVR lasst sich durch den Quotienten aus arteriovenoser Druckdifferenz und HZV

berechnen:

MAD — ZVD

SVR = HZV

In diesem Versuchsaufbau wurde kein zentralvenoéser Katheter platziert und der

zentrale Venendruck (ZVD) nicht direkt gemessen. Unter der Annahme eines konstant
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niedrigen ZVD ergibt sich zur Bestimmung des SVR naherungsweise die folgende

Formel:

2.7.4 Kbrpertemperatur

Vorangegangenen Studien haben gezeigt, dass eine milde Hypothermie positive
Einflusse auf den mikrozirkulatorischen Blutfluss und die Schleimhautoxygenierung
hat [100, 101]. Um in der aktuellen Versuchsreihe unbeabsichtigte Einfliisse durch die
Koérpertemperatur auf die gemessenen Parameter auszuschlieRen, wurde auf die
Durchflhrung der Versuche unter Normothermie geachtet. Der Versuchsraum wurden
dazu auf 24 °C temperiert. Diese Temperatur entspricht dem Indifferenzbereich des
Hundes [102]. Uber die Thermistorsonde des arteriellen Katheters (vgl. 2.7.3) wurde
die Koérpertemperatur kontinuierlich gemessen und bei Bedarf durch Abdecken der
Hunde mit einer warmeisolierenden Folie oder unter Einsatz eines
Erwarmungsgerates (500E BAIR HUGGER, Augustine Medical Inc., Eden Prairie,
Minnesota, USA) konstant gehalten.

Die gemessene Korpertemperatur der Hunde lag wahrend der Versuche stets im

physiologischen Bereich bei 38 + 1 °C.

2.7.5 Blutgasanalyse (BGA), Elektrolyt- und Hamatokritbestimmung

Intermittierend wurden in 30-minttigem Abstand mit heparinisierten Spritzen (PICO50,
Radiometer Medical, Brganshgj, Dénemark) Uber den arteriellen Katheter Blutproben
zur Blutgasanalyse (BGA) und Elektrolytbestimmung entnommen. Die Messungen
erfolgten mit Hilfe eines BGA-Gerates (ABL700, Radiometer GmbH, Willich,
Deutschland).

Bestimmt wurden der arterielle Sauerstoff- (paO2) und Kohlenstoffdioxidpartialdruck
(paCO2), die Hdmoglobin (Hb)-, Laktat- und Glucosekonzentration, der Hamatokritwert,
der pH-Wert sowie die Bikarbonatkonzentration (HCOs"), der Base-Excess (BE) und
die Konzentrationen der Elektrolyte Natrium (Na*), Kalium (K*), Chlorid (CI") und
Calcium (Ca?*).
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Zur manuellen Verifizierung des maschinell bestimmten Hamatokritwertes wurde
arterielles Blut in heparinisierten Kapillaren (Brand GmbH, Wertheim, Deutschland,
Lange 75 mm, Durchmesser 1,15 mm) vier Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert
(Hettich Hématokrit Zentrifuge Typ 2010, Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland) und

der Hamatokritwert anhand einer Skala anschlieliend abgelesen.

2.7.6 Berechnung des Sauerstoffstatus

Mit Hilfe einer fir Hunde angepassten Form der Hill-Formel lasst sich aus dem paOz2,
dem pH-Wert und der Temperatur die Sauerstoffsattigung des arteriellen Blutes (Sa02)

in Prozent wie folgt berechnen [103]:

102/519810g pa0,+1,1804-(pH-7)~0,047234-T~2,3621
5,0,[%] = 100 -

1 + 102-5198-log p,02+1,1804-(pH-7)—0,047234-T-2,3621

mit
p.0,= Sauerstoffpartialdruck des arteriellen Blutes im mmHg
pH = pH-Wert des arteriellen Blutes

T = Temperatur des arteriellen Blutes in °C.

Der Sauerstoffgehalt des arteriellen Blutes (CaO2) setzt sich zusammen aus dem an

Hamoglobin gebundenen Sauerstoff und dem physikalisch im Blut gelésten Sauerstoff.

Der Anteil des oxygenierten Hamoglobins ergibt sich aus dem Produkt der
Hamoglobinkonzentration (Hb), der Hufner-Zahl von 1,34 ml/g als maximaler
Sauerstoffbindungskapazitat von 1 g Hamoglobin und der SaO2. Den Anteil des
physikalisch geldsten Sauerstoffs erhalt man durch Multiplikation des paO2 mit dem
Bunsen-Loslichkeitskoeffizienten fur Sauerstoff, der bei einer Temperatur von 37 °C
bei 0,0031 im arteriellen Blut liegt [104].

Fir den arteriellen Sauerstoffgehalt (Ca02) gilt demnach:

Sa02

Ca0; = Hb 134 -2

+ p,0, -0,0031

Das systemische Sauerstoffangebot (DO2) lasst sich daraus wie folgt berechnen:

DO, = C,0,-HZV

25



2.8 Statistische Auswertung

Zur Auswertung wurden die Daten der letzten funf Minuten einer jeden
Interventionsphase herangezogen. Als Ausgangswerte dienten die zum Zeitpunkt

Baseline erhobenen Werte.

Die Angabe der Ergebnisse erfolgt als Mittelwerte + Standardfehler (MW + SEM). Um
Effekte zwischen den Gruppen, aber auch im Zeitverlauf innerhalb einer Gruppe
sichtbar zu machen, wurde eine Varianzanalyse fir wiederholte Messungen (ANOVA
— analysis of variance) durchgefuhrt, an die ein Bonferroni post-hoc-Test fur multiple
Vergleiche angeschlossen wurde. Bei einem p-Wert < 0,05 wurde jeweils eine
statistische Signifikanz angenommen. Eine a-priori-Teststarkenanalyse erbrachte eine

erforderliche Stichprobengrélie von n=6.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism (GraphPad
Prism Version 9.3.0, GraphPad Software, La Jolla California, USA).
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3 Ergebnisse

Wahrend der Baselinephase vor Beginn der lokalen Gasapplikation zeigte sich in
samtlichen relevanten Parametern kein signifikanter Unterschied zwischen den vier
Gruppen, sodass vergleichbare Ausgangsbedingungen angenommen werden

konnen.

3.1 Mikrozirkulation

3.1.1 Weilllichtspektrometrie und Laser-Doppler-Spektroskopie

Der hamorrhagische Schock fuhrte sowohl in der mit Sauerstoff behandelten
Interventionsgruppe O2HV als auch in der mit Stickstoff behandelten Kontrollgruppe
N2HV zu einem signifikanten Abfall der gastralen und oralen mikrovaskularen
Sauerstoffsattigung (uHbO2) gegenuber der Baseline und im Vergleich zur
Normovolamie (s. Abb. 4 und Abb. 5). In der Interventionsgruppe O2HV zeigte sich
gastral ein Abfall von 78 £ 1 % auf45 £ 6 % und oral von 80 £1 % auf 43 £5 %. In
der Kontrollgruppe N2HYV fiel die uHbO2 gastral von 77 + 2 % auf 45 + 8 %, oral von
86 £ 1 % auf 46 £ 4 %. Die Retransfusion des enthommenen Blutvolumens fuhrte zu

einer Erholung der Werte etwa auf das Ausgangsniveau.

Weder unter hamorrhagischen noch unter physiologischen Kreislaufbedingungen
konnte an der gastralen oder an der oralen Schleimhaut eine signifikante Differenz der

MHbO2-Werte zwischen Interventions- und Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
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Abb. 4: Mikrovaskuldare Sauerstoffsittigung (UHbO2) der gastralen Schleimhaut zu den
definierten Messzeitpunkten

Gegenuberstellung der mit Sauerstoff (02) und Stickstoff (N2) behandelten Versuchsgruppen jeweils
unter physiologischen (NV) und hamorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen sowie wahrend der
anschlieBenden Retransfusion (RT). Angabe der pHbO: in Prozent (%) unter Ausgangsbedingungen
(Baseline), nach Applikation der Saccharidmischung (Zucker), 30 Minuten nach Beginn der
Gasapplikation, 30 bzw. 60 Minuten nach Induktion des Schocks bzw. unter beibehaltener
Normovoldmie (HV/NV30, HV/NV60) und 30 bzw. 60 Minuten nach Retransfusion (RT30, RT60).
Dargestellt als MW + SEM fir n = 6. # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte Kontrollgruppe.
Abbildung modifiziert nach [63].
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Abb. 5: Mikrovaskuldre Sauerstoffsattigung (UHbO2) der oralen Schleimhaut zu den definierten
Messzeitpunkten

Gegenuberstellung der mit Sauerstoff (O2) und Stickstoff (N2) behandelten Versuchsgruppen jeweils
unter physiologischen (NV) und hamorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen sowie wahrend der
anschlieBenden Retransfusion (RT). Angabe der pHbO: in Prozent (%) unter Ausgangsbedingungen
(Baseline), nach Applikation der Saccharidmischung (Zucker), 30 Minuten nach Beginn der
Gasapplikation, 30 bzw. 60 Minuten nach Induktion des Schocks bzw. unter beibehaltener
Normovoldmie (HV/NV30, HV/NV60) und 30 bzw. 60 Minuten nach Retransfusion (RT30, RT60).
Dargestellt als MW + SEM fir n = 6. # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte Kontrollgruppe.
Abbildung modifiziert nach [63].

An der oralen Schleimhaut bewirkte der hamorrhagische Schock zum Zeitpunkt HV30
sowohl in der Interventionsgruppe O2HV als auch in der Kontrollgruppe N2HV eine
signifikante Reduktion des mikrovaskularen Blutflusses (uflow) im Vergleich zur
Baseline (O2HV von 93 + 13 aU auf 23 + 6 aU und N2HV von 135 + 24 aU auf
54 + 8 aU). Zum Zeitpunkt HV60 zeigt sich in O2HV und N2HV eine signifikante

Abweichung zur Normovolamie (vgl. Tabelle 1).

In der mit Stickstoff behandelten Kontrollgruppe N2HV lag das Ausgangsniveau des
oralen uflow bereits vor Start der Gasapplikation héher als in der mit Sauerstoff
behandelten Interventionsgruppe O2HV. Diese Diskrepanz zeigte sich wahrend der
gesamten Versuchsdauer sowohl wahrend der Hypovolamie als auch wahrend der
Retransfusion fortbestehend. Zu den Messzeitpunkten RT30 und RT60 ergab sich eine
statistisch signifikante Abweichung (s. Abb. 6).
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Unter physiologischen Kreislaufbedingungen nahm der orale pflow mit Andauern der
Gasapplikation in der Interventionsgruppe (O2NV) ab, wohingegen er in der

Kontrollgruppe (N2NV) zunahm. Eine statistische Signifikanz zeigte sich hier nicht.

pflow oral
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Abb. 6: Mikrovaskuldrer Blutfluss (pflow) der oralen Schleimhaut zu den definierten
Messzeitpunkten

Gegenuberstellung der mit Sauerstoff (O2) und Stickstoff (N2) behandelten Versuchsgruppen jeweils
unter physiologischen (NV) und hamorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen sowie wahrend der
anschlielenden Retransfusion (RT). Angabe des pflow in arbitrary units (aU) unter
Ausgangsbedingungen (Baseline), nach Applikation der Saccharidmischung (Zucker), 30 Minuten nach
Beginn der Gasapplikation, 30 bzw. 60 Minuten nach Induktion des Schocks bzw. unter beibehaltener
Normovolamie (HV/NV30, HV/NV60) und 30 bzw. 60 Minuten nach Retransfusion (RT30, RT60).
Dargestellt als MW + SEM fir n = 6. # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte Kontrollgruppe.

Auch an der gastralen Schleimhaut bewirkte der hamorrhagische Schock eine
Reduktion des pflow. Aufgrund einer groReren Streuung der erhobenen Messwerte
ergab sich hier keine statistische Signifikanz im Vergleich zur Baseline. Ein Effekt der
lokalen Sauerstoffapplikation war an der gastralen Schleimhaut nicht zu erkennen (vgl.
Tabelle 1).

An der oralen Schleimhaut zeigte sich die mikrovaskulare Flussgeschwindigkeit
(uvelocity) durch den hamorrhagischen Schock in der mit Sauerstoff behandelten
Interventionsgruppe O2HV zum Zeitpunkt HV30 signifikant reduziert im Vergleich zur
mit Stickstoff behandelten Kontrollgruppe N2HV. In geringerem Ausmal lag diese
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Diskrepanz bereits zu Versuchsbeginn vor (s. Abb. 7). Unter normovolamen
Kreislaufbedingungen unterschritt die orale uvelocity in der mit Sauerstoff behandelten
Interventionsgruppe O2NV mit anhaltender Gasinsufflation ebenfalls die yvelocity der

Kontrollgruppe N2NV. Eine statistische Signifikanz ergab sich nicht.
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Abb. 7: Mikrovaskulare Flussgeschwindigkeit (pvelocity) der oralen Schleimhaut zu den
definierten Messzeitpunkten

Gegenuberstellung der mit Sauerstoff (O2) und Stickstoff (N2) behandelten Versuchsgruppen jeweils
unter physiologischen (NV) und hamorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen sowie wahrend der
anschliefenden Retransfusion (RT). Angabe der pvelocity in arbitrary units (aU) unter
Ausgangsbedingungen (Baseline), nach Applikation der Saccharidmischung (Zucker), 30 Minuten nach
Beginn der Gasapplikation, 30 bzw. 60 Minuten nach Induktion des Schocks bzw. unter beibehaltener
Normovoldmie (HV/NV30, HV/NV60) und 30 bzw. 60 Minuten nach Retransfusion (RT30, RT60).
Dargestellt als MW + SEM fir n = 6. # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte Kontrollgruppe.

An der gastralen Schleimhaut konnten die an der oralen Schleimhaut beobachteten

Veranderungen der pvelocity nicht reproduziert werden (vgl. Tabelle 1).

Die lokale Hamoglobinmenge (rHb) zeigte sich an der oralen Schleimhaut wahrend
des hamorrhagischen Schocks in beiden Gruppen (O2HV und N2HV) signifikant
reduziert im Vergleich zur Baseline und zur Normovolamie. Ein Effekt der lokalen
Sauerstoffapplikation zwischen den Gruppen zeigte sich nicht. An der gastralen

Schleimhaut zeigte sich der Abfall des rHb wahrend des hamorrhagischen Schocks in
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beiden Gruppen (O2HV und N2HV) weniger ausgepragt. Auch hier zeigte sich keine
Wirksamkeit der lokalen Sauerstoffapplikation (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1: Statistische Auswertung der Ergebnisse der Weillichtspektrometrie und Laser-
Doppler-Spektroskopie zur Beurteilung der oralen und gastralen Mikrozirkulation

Parameter| Gruppe Baseline Zucker Gas30 HV30 HV60 RT30 RT60
N2NV |78 + 3 82 + 1 81 + 3 81 + 3 78 + 3 78 + 2 76 + 2
HHPO; | oaNV |77 + 2 78 + 2 77 & 2 80 + 1 79 1 78 1 79 = 2
ga[f}:]ra' N2HV |77 + 2 80 + 2 82 + 1 45 + 8 *§|48 £ 7 *§|75 + 2 79 = 2
O2HV |78 + 1 78 + 2 77 & 2 45 + 6 *§|48 £ 7 *§|77 + 4 79 = 3
N2NV |86 + 2 81 + 3 83 + 2 82 + 1 83 + 3 80 + 4 81 = 3
PHPO; | oaNV |82 + 1 81 + 2 82 + 2 83 + 2 82 + 1 82 + 1 84 + 2
C[’;ZI N2HV |86 + 1 82 + 2 86 + 1 46 + 4 *§|44 £ 6 *§|85 + 4 9 + 2 *§
O2HV |80 + 1 79 = 2 81 = 3 43 + 5 *§|49 £ 4 *§|8 = 2 88 + 2
N2NV 148 + 15 176 + 16 184 + 17 178 + 14 158 + 17 159 + 20 133 + 16
gl’af's:‘rﬂa'“ 02NV |154 + 15 194 + 14 193 + 19 190 + 17 194 + 27 167 + 21 160 + 27
[au] |N2HV|[141 £ 16 153 + 23 175 + 14 149 + 34 158 + 24 170 + 20 [207 + 29 §
O2HV |134 + 11 203 + 26 * [164 + 16 151 + 16 141 + 17 196 + 44 170 + 29
N2NV |97 + 15 % * 16 922 + 9 97 + 16 102 + 18 131 + 23 127 + 11
l’;';‘?’ O2NV |129 + 27 98 = 17 110 £ 20 115 + 18 9% * 16 103 + 25 106 + 8
[au] |N2HV 135 + 24 147 + 26 §|122 + 17 54 + 8 * |41 + 9 *§(149 + 34  [214 + 28 *§
O2HV |93 + 13 114 + 23 82 + 11 23 + 6 *§[31 & 8 *§|91 17 #[145 £ 15 *#
N2NV |20 + 2 20 + 1 21 1 23 + 3 19 + 1 19 + 1 17 + 1
P;g's‘if;tly 02NV |20 * 1 23+ 1 22 + 2 21 = 2 23+ 2 20 + 2 20 + 2
[au] [N2HV 19 £ 1 19 + 2 21 1 18 + 2 §[20 % 1 2 + 2 2 + 2
O2HV |18 + 1 23 + 2 19 + 1 18 + 1 18 + 1 20 + 2 20 + 2
N2NV |20 + 2 21 = 2 20 + 1 22+ 1 21 = 2 27 + 2 * |24 % 1
I‘V‘:,':’a‘:"y O2NV |24 = 3 21 = 2 21 = 2 23+ 2 21 = 2 23 + 3 21 % 2
[au] [N2Hv|25 £ 4 26 + 3 22 + 1 21 = 2 16 + 2 *|29 = 4 32 = 3 *§
O2HV |21 + 2 23 + 3 20 + 1 14 + 2 *§#{ 14 + 2 *§|23 + 3 28 + 3 *§
N2NV |58 + 2 58 + 2 55 + 3 59 + 3 52 + 3 52 & 2 55 & 4
tHb [ oaNv |57 + 2 67 + 4 61 = 3 60 + 2 57 + 2 53 % 2 56 + 2
gastral
[au] |[N2HV |57 £ 2 59 + 1 58 + 3 48 + 6 §|49 £ 5 53 + 4 54 + 3
O2HV |55 + 3 59 + 3 59 + 3 53 + 8 52 + 5 54 + 4 56 + 4
N2NV |98 + 4 94 + 4 93 + 3 93 & 2 9 £ 3 *|93 + 3 0 + 5 *
;T; 02NV |9 =+ 3 92 + 4 91 + 3 91 + 1 90 + 3 91 + 2 9 + 2
[au] |[N2Hv |98 & 2 922 + 3 95 + 3 62 + 2 *§|65 + 4 *§(92 + 3 97 + 3
O2HV |94 + 2 92 + 2 93 + 2 62 + 3 *§|68 + 4 *§(87 = 4 9 =+ 3

02 = Sauerstoffapplikation, N2 = Stickstoffapplikation, HV = hdmorrhagische (hypovolame) Kreislauf-
bedingungen, NV = physiologische (normovolame) Kreislaufbedingungen, RT = Retransfusion, Gas =
topische Sauerstoff- bzw. Stickstoffapplikation, Zucker = Verabreichung der Zuckermischung, 30/60 =
Zeitangabe in Minuten seit Beginn der jeweiligen Intervention.

Angaben als MW = SEM fiir n = 6, * = p < 0,05 vs. Baseline, # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte
Kontrollgruppe, § = p < 0,05 vs. Normovolamie.

Tabelle modifiziert nach [63].
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3.1.2 Videomikroskopie

In der Videomikroskopie zeigte sich die absolute Gefalidichte (total vessel density,
TVD) an der enoralen Lefzenschleimhaut wahrend des hamorrhagischen Schocks im

Vergleich zur Baseline und zur Normovolamie signifikant reduziert (s. Abb. 8).

Zum Zeitpunkt HV30 ist die TVD in der mit Sauerstoff behandelten Interventionsgruppe
O2HV signifikant héher als in der mit Stickstoff behandelten Kontrollgruppe N2HV.
Diese Differenz hat sich wahrend der Versuchsdauer trotz anhaltender topischer
Gasinsufflation zunehmend nivelliert und war zum Versuchsende nahezu

ausgeglichen.
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Abb. 8: Total vessel density (TVD) an der enoralen Lefzenschleimhaut zu den definierten
Messzeitpunkten

Gegenuberstellung der mit Sauerstoff (O2) und Stickstoff (N2) behandelten Versuchsgruppen jeweils
unter physiologischen (NV) und hamorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen sowie wahrend der
anschlieBenden Retransfusion (RT). Angabe der TVD in mm/mm?2 unter Ausgangsbedingungen
(Baseline), nach Applikation der Saccharidmischung (Zucker), 30 Minuten nach Beginn der
Gasapplikation, 30 bzw. 60 Minuten nach Induktion des Schocks bzw. unter beibehaltener
Normovolamie (HV/NV30, HV/NV60) und 30 bzw. 60 Minuten nach Retransfusion (RT30, RT60).
Dargestellt als MW + SEM flr n = 6. # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte Kontrollgruppe.

Die Dichte der perfundierten Gefalke (perfused vessel density, PVD) war im
hamorrhagischen Schock zum Zeitpunkt HV30 sowohl in der mit Sauerstoff

behandelten Interventionsgruppe O2HV als auch in der mit Stickstoff behandelten
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Kontrollgruppe N2HV signifikant niedriger als in den normovolamen Gruppen: 1,6
0,5 mm/mm?in N2HV vs. 4,5 £ 1,2 mm/mm? in N2NV bzw. 2,9 + 0,6 mm/mm? in O2HV
vs. 5,8 £ 1,0 mm/mm? in O2NV (vgl. Tabelle 2).

Ab dem Zeitpunkt HV60 lag die PVD in der Interventionsgruppe O2HV geringflgig
unter der PVD in der Kontrollgruppe N2HV, zum Zeitpunkt RT30 lag hier eine

statistisch signifikante Differenz vor (s. Abb. 9).

Unter normovolamen Kreislaufbedingungen zeigte sich ein gegenlaufiger Trend ohne

statistische Signifikanz.
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Abb. 9: Perfused vessel density (PVD) an der enoralen Lefzenschleimhaut zu den definierten
Messzeitpunkten

Gegenuberstellung der mit Sauerstoff (O2) und Stickstoff (N2) behandelten Versuchsgruppen jeweils
unter physiologischen (NV) und hamorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen sowie wahrend der
anschlieBenden Retransfusion (RT). Angabe der PVD mm/mm?2 unter Ausgangsbedingungen
(Baseline), nach Applikation der Saccharidmischung (Zucker), 30 Minuten nach Beginn der
Gasapplikation, 30 bzw. 60 Minuten nach Induktion des Schocks bzw. unter beibehaltener
Normovoldmie (HV/NV30, HV/NV60) und 30 bzw. 60 Minuten nach Retransfusion (RT30, RT60).
Dargestellt als MW + SEM fiir n = 6. # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte Kontrollgruppe.

Der relative Anteil der perfundierten Gefalde (proportion of perfused vessels, PPV) lag
mit Andauern der Gasapplikation in der mit Sauerstoff behandelten
Interventionsgruppe O2HV ab dem Zeitpunkt HV60 unter der mit Stickstoff
behandelten Kontrollgruppe (N2HV), zum Zeitpunkt RT30 lag auch hier eine
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statistische Signifikanz vor. Unter normovolamen Kreislaufbedingungen war dieser
Effekt nicht zu reproduzieren (s. Abb. 10).
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Abb. 10: Proportion of perfused vessels (PPV) an der enoralen Lefzenschleimhaut zu den
definierten Messzeitpunkten

Gegenuberstellung der mit Sauerstoff (O2) und Stickstoff (N2) behandelten Versuchsgruppen jeweils
unter physiologischen (NV) und hamorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen sowie wahrend der
anschlieBenden Retransfusion (RT). Angabe der PPV in Prozent (%) unter Ausgangsbedingungen
(Baseline), nach Applikation der Saccharidmischung (Zucker), 30 Minuten nach Beginn der
Gasapplikation, 30 bzw. 60 Minuten nach Induktion des Schocks bzw. unter beibehaltener
Normovolamie (HV/NV30, HV/NV60) und 30 bzw. 60 Minuten nach Retransfusion (RT30, RT60).
Dargestellt als MW + SEM fir n = 6. # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte Kontrollgruppe.

Der anhand standardisierter Beurteilungskriterien durch den Untersucher bewertete
mikrovaskulare Flussindex (MFI) und der sich hieraus ergebende Heterogenitatsindex
(HGI) zeigten wahrend des hamorrhagischen Schocks eine signifikante Abnahme der
Flussqualitat gegenlber der Baseline und im Vergleich zur Normovolamie (vgl.
Tabelle 2). Zum Zeitpunkt HV30 lag der MFI in der mit Sauerstoff behandelten
Interventionsgruppe O2HV signifikant hdher als in der mit Stickstoff behandelten
Kontrollgruppe N2HV, zum Zeitpunkt HV60 ist der Effekt nicht mehr nachweisbar
(s. Abb. 11).
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Abb. 11: Mikrovaskularer Flussindex (MFI) an der enoralen Lefzenschleimhaut zu den definierten
Messzeitpunkten

Gegenuberstellung der mit Sauerstoff (O2) und Stickstoff (N2) behandelten Versuchsgruppen jeweils
unter physiologischen (NV) und hamorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen sowie wahrend der
anschlieBenden Retransfusion (RT). Angabe des MFI als dimensionslose Groéfe unter
Ausgangsbedingungen (Baseline), nach Applikation der Saccharidmischung (Zucker), 30 Minuten nach
Beginn der Gasapplikation, 30 bzw. 60 Minuten nach Induktion des Schocks bzw. unter beibehaltener
Normovolamie (HV/NV30, HV/NV60) und 30 bzw. 60 Minuten nach Retransfusion (RT30, RT60).
Dargestellt als MW + SEM fir n = 6. # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte Kontrollgruppe.
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Tabelle 2: Statistische Auswertung der Ergebnisse der Videomikroskopie zur Beurteilung der
Mikrozirkulation an der oralen Schleimhaut

Parameter | Gruppe| Baseline Zucker Gas30 HV30 HV60 RT30 RT60
N2NV |17,2 + 0,8 17,2 £ 09 16,5 + 0,8 166 = 09 16,7 £ 0,7 170 £ 05 16,8 + 0,8

™D o | O2NV (18,0 + 0,8 183 = 0,8 182 = 0,9 179 + 08 17,8 + 0,8 186 = 1,2 183 = 1.3
[mm/mm?]
N2HV |[16,2 + 0,5 170 = 0,7 164 = 09 130 £ 13 *§|131 + 13 *§(180 + 06 176 = 1,0
O2HV |175 + 14 16,7 + 1,0 170 = 13 154 + 09 *§#|141 = 09 *§(174 + 09 175 = 1.2
N2NV |57 + 14 58 + 1,0 52 + 08 45 + 12 52 = 07 52 + 09 56 + 1.2
PVD O2NV |62 = 0,7 6,1 + 09 60 = 11 58 = 1,0 49 + 12 64 £ 18 73 £ 19
[mm/mm?’] N2HV |36 + 09 40 = 07 50 = 1,1 16 £ 05 §|29 + 10 89 + 11 *§|77 £ 11 ~*

O2HV |56 + 14 55 + 09 46 £ 10 20 + 06 §[27 + 06 *|58 + 09 #|67 + 12
N2NV [315+ 64 (334 £+ 56 |305 + 36 |[253 + 54 (302 + 33 (299 + 46 (324 t 65
ppv | 02NV ([335+ 32 328 + 36 (312 + 51 (321 + 45 (262 + 59 [321 & 80 [373 £ 72
[%] N2HV [220 + 51 [227 + 38 (286 + 44 [109 + 22 [206 + 54 [482 + 46 *§|444 + 63 *
O2HV (306 + 59 (327 + 45 256 + 42 [175 + 29 |180 + 27 |318 + 47 #(366 + 46

N2NV |27 £ 02 |26 02 |27 % 01 25 + 02 |27 % 01 27 £ 0,1 27 £ 02
aps) | 02NV |27 = 0 27 + 0,1 27 + 01 25 + 01 24 + 02 |25 + 02 |28 + 02
N2HV |24 02 [29 £ 05 |26 % 01 21 £ 02 |24 % 01 35 + 02 *§(31 + 03 *
O2HV |26 + 02 |27 = 02 |25 & 01 23 £ 0/ 24 £ 0,1 28 + 01 #(29 * 01
N2NV |26 + 0,1 27 + 01 25 £ 0/ 27 £ 04 26 £ 0,1 27 + 01 26 + 01
MFI | 02NV (|27 £ 01 26 t 01 26 £ 01 25 £ 02 |25 02 [26 % 01 28 + 00
(manuell) (N> HY | 26 + 0,1 27 + 0/ 25 + 01 14 + 02 *§|18 + 02 *§[28 * 01 27 + 0,1
O2HV |27 + 01 26 + 0,1 25 + 01 17 £ 02 *§# 16 = 01 *§|27 + 01 27 £ 0,1
N2NV [ 05 + 0,1 05 + 0,1 04 * 00 04 + 0/ 05 + 0,1 04 + 00 |05 % 0,1
ha | 02NV|04 £ 01 05 * 01 05 £ 041 05 % 01 05 % 0,1 05 % 0,1 04 + 00
N2HV |04 £ 00 |04 £ 00 05 £ 01 13 + 01 *§(12 + 01 *§|04 + 00 |04 % 00
O2HV |04 + 00 |04 % 0,1 05 % 0/ 11 + 01 *§{11 = 03 *§|04 + 00 |04 % 00

02 = Sauerstoffapplikation, N2 = Stickstoffapplikation, HV = hdmorrhagische (hypovolame) Kreislauf-
bedingungen, NV = physiologische (normovolame) Kreislaufbedingungen, RT = Retransfusion, Gas =
topische Sauerstoff- bzw. Stickstoffapplikation, Zucker = Verabreichung der Zuckermischung, 30/60 =
Zeitangabe in Minuten seit Beginn der jeweiligen Intervention.

Angaben als MW + SEM furn = 6, * = p < 0,05 vs. Baseline, # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte
Kontrollgruppe, § = p < 0,05 vs. Normovolamie.

Tabelle modifiziert nach [63].

3.2 Systemische hamodynamische Parameter

Der induzierte hamorrhagische Schock flhrte erwartungsgemal zu systemischen

Kreislaufveranderungen.

Es zeigte sich zum Zeitpunkt HV30 sowohl in der Interventionsgruppe O2HV als auch
in der Kontrollgruppe N2HV ein signifikanter Abfall des mittleren arteriellen Blutdrucks
(MAD) im Vergleich zur Baseline (O2HV von 65 + 3 mmHg auf 50 + 2 mmHg, N2HV
von 61 + 1 mmHg auf 50 £ 2 mmHg) und im Vergleich zur Normovolamie (O2HV 50
+ 2 mmHg vs. O2NV 66 + 2 mmHg und N2HV 50 + 2 mmHg vs. N2NV 65 + 3 mmHg,

vgl. Tabelle 3). Die Retransfusion des entnommenen Blutvolumens fiuhrte zum
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Zeitpunkt RT30 zu einem Anstieg des MAD Uber das Ausgangsniveau und im

Vergleich zur Normovolamie (s. Abb. 12).
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Abb.12: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAD) zu den definierten Messzeitpunkten
Gegenuberstellung der mit Sauerstoff (O2) und Stickstoff (N2) behandelten Versuchsgruppen jeweils
unter physiologischen (NV) und hamorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen sowie wahrend der
anschliefenden Retransfusion (RT). Angabe des MAD in mmHg unter Ausgangsbedingungen
(Baseline), nach Applikation der Saccharidmischung (Zucker), 30 Minuten nach Beginn der
Gasapplikation, 30 bzw. 60 Minuten nach Induktion des Schocks bzw. unter beibehaltener
Normovolamie (HV/NV30, HV/NV60) und 30 bzw. 60 Minuten nach Retransfusion (RT30, RT60).
Dargestellt als MW + SEM flr n = 6. # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte Kontrollgruppe.

Das kardiale Schlagvolumen (SV) zeigte sich durch den hamorrhagischen Schock zum
Zeitpunkt HV30 ebenfalls signifikant reduziert im Vergleich zur Baseline und im
Vergleich zur Normovoldmie (O2HV von 23 £ 1 ml auf 14 £ 1 ml und N2HV von 24
+ 2 ml auf 13 £ 1 ml sowie O2HV 14 £ 1 ml vs. O2NV 22 + 2 ml und N2HV 13 + 1 m|
vs. N2NV 22 + 2 ml, vgl. Tabelle 3). Die Retransfusion des entnommenen

Blutvolumens flhrte zu einer Zunahme des SV Uber das Ausgangsniveau.

Die Herzfrequenz (HF) zeigte wahrend des hamorrhagischen Schocks zum Zeitpunkt
HV30 keinen Unterschied zur Baseline oder zu den normovolamen Gruppen. Die

Retransfusion bewirkte zum Zeitpunkt RT30 eine signifikante Reduktion des
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Herzfrequenzniveaus im Vergleich zum Ausgangsniveau und im Vergleich zur

Normovolamie (vgl. Tabelle 3).

Aus dem wahrend des hamorrhagischen Schocks verminderten SV und der
konstanten HF ergab sich konsekutiv eine Reduktion des Herzzeitvolumens (HZV) (s.
Abb. 13).
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Abb. 13: Herzzeitvolumen (HZV) zu den definierten Messzeitpunkten

Gegenuberstellung der mit Sauerstoff (O2) und Stickstoff (N2) behandelten Versuchsgruppen jeweils
unter physiologischen (NV) und hamorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen sowie wahrend der
anschlieBenden Retransfusion (RT). Angabe des HZV in ml-kg-1-min-! unter Ausgangsbedingungen
(Baseline), nach Applikation der Saccharidmischung (Zucker), 30 Minuten nach Beginn der
Gasapplikation, 30 bzw. 60 Minuten nach Induktion des Schocks bzw. unter beibehaltener
Normovolamie (HV/NV30, HV/NV60) und 30 bzw. 60 Minuten nach Retransfusion (RT30, RT60).
Dargestellt als MW + SEM fir n = 6. # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte Kontrollgruppe.

Der totale periphere Widerstand (SVR) zeigte sich wahrend des hamorrhagischen
Schocks zum Zeitpunkt HV30 infolge einer kompensatorischen systemischen
Vasokonstriktion erhéht (O2HV von 26 + 2 mmHg:-I-'-min auf 34 + 3 mmHg-I""-min und
N2HV von 26 + 2 mmHg-I'"-min auf 37 £ 3 mmHg:I"-min, vgl. Tabelle 3). Die lokale

Sauerstoffapplikation hat hierbei keinen Einfluss auf den SVR.

In keinem der untersuchten systemischen hamodynamischen Parameter ergab sich
wahrend des milden hamorrhagischen Schocks oder unter physiologischen
Kreislaufbedingungen eine signifikante Abweichung zwischen den mit Sauerstoff
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behandelten Interventionsgruppen und den mit Stickstoff behandelten

Kontrollgruppen.

Tabelle 3: Statistische Auswertung der systemischen hamodynamischen Parameter

Parameter| Gruppe Baseline Zucker Gas30 HV30 HV60 RT30 RT60
N2NV |61 £ 2 64 & 2 65 + 2 65 + 3 67 + 2 *|68 + 3 *|69 + 3 *
MAD |O2NV |61 & 1 64 + 1 66 + 2 *|66 + 2 *|66 + 2 *|67 £ 2 *|68 & 2 *
[mmHg] | N2HV | 61 + 1 64 + 1 65 £ 2 *|50 + 2 *§|59 £ 1 §|77 £ 1 *§/69 £ 1 *
O2HV |65 + 3 66 + 2 71 + 3 *§#/50 + 2 *§|58 + 2 *§(80 + 2 *§|72 + 2 *

N2NV (|83 + 7 81 ¢ 7 82 + 7 78 £ 7 79 + 6 7+ 7 79 £ 6

[n::i‘;_1 O2NV |82 + 6 79+ 5 |79+ 6 |78+ 6 |78+ 6 |79t 6 |78 t 6

min?] |N2HV|82 £ 5 79 & 4 78 + 3 43 + 3 *§|51 + 2 *§|78 + 3 84 + 4
O2HV| 83 + 5 83 + 6 83 + 5 48 + 3 *§|53 + 2 *§|87 + 4 §#| 91 = 5 *§#

N2NV 111 £ 3 13 £ 3 11 + 3 11 + 3 1M1 ¢ 3 109 + 3 108 + 3

HE |o2Nv[114 + 2 116 + 2 15 + 2 14 £ 2 14 £ 2 12 & 2 1M1+ 2
[imin] | N2Hv [110 £ 2 110 + 2 110 + 2 109 + 2 115 £+ 4 * |98 + 3 *§/103 £+ 2 *§
O2HV|115 + 2 #|117 + 2 #|117 £ 2 #|111 = 2 15 + 3 104 + 2 *§#[108 + 2 *#

N2NV |24 + 2 23 & 2 23 + 2 2 + 2 23 + 2 23 + 2 23 & 2

sv |o2Nv|23 & 2 2 + 2 2 + 2 2 &+ 2 2 + 2 2 + 2 23 &+ 2
Ml | N2HV |24 & 2 23 &£ 2 23 + 1 13 + 1 *§|14 + 1 *§|26 + 2 §|26 £ 1 *§
O2HV |23 + 1 23 &+ 2 23 + 2 14 £ 1 *§|15 £ 1 *§|27 £ 2 *§|27 £ 2 *§

N2NV |24 + 2 26 + 3 2% + 3 21 + 3 27 + 2 29 + 2 * |28 & 2
SVR loznv |24 = 2 2% + 3 27 + 3 28 + 3 27 + 3 27 + 3 28 + 2 -

[m.r:'n?,?]'l N2HV |24 + 2 26 + 2 27 + 2 37 £ 3 *§(37 + 2 *§[32 £ 2 *|26 & 2

O2HV| 25 + 2 26 + 2 27 + 2 34 £ 3 *§(35 + 2 *§|290 £ 2 *|25 £ 2

02 = Sauerstoffapplikation, N2 = Stickstoffapplikation, HV = hdmorrhagische (hypovolame) Kreislauf-
bedingungen, NV = physiologische (normovolame) Kreislaufbedingungen, RT = Retransfusion, Gas =
topische Sauerstoff- bzw. Stickstoffapplikation, Zucker = Verabreichung der Zuckermischung, 30/60 =
Zeitangabe in Minuten seit Beginn der jeweiligen Intervention.

Angaben als MW + SEM furn = 6, * = p < 0,05 vs. Baseline, # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte
Kontrollgruppe, § = p < 0,05 vs. Normovolamie.

Tabelle modifiziert nach [63].

3.3 Systemischer Sauerstoffstatus und Blutgasanalyse

Parallel zum HZV sank auch das systemische Sauerstoffangebot (DO2) im
hamorrhagischen Schock zum Zeitpunkt HV30 in der Interventionsgruppe O2HV
signifikant von 13,1 + 1,0 ml-kg™"-min-' auf 7,7 + 0,6 ml-kg--min-', in der Kontrollgruppe
N2HV ebenfalls signifikant von 13,3 £ 1,2 ml-kg-min~' auf 7,1 £ 0,5 ml-kg-"-min-" (vgl.
Tabelle 4). Zwischen den mit Sauerstoff behandelten Interventionsgruppen und den
mit Stickstoff behandelten Kontrollgruppen zeigte sich weder unter hamorrhagischen

noch unter normovolamen Kreislaufbedingungen ein Unterschied (s. Abb. 14).
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Abb.14: Systemisches Sauerstoffangebot (DO2) zu den definierten Messzeitpunkten
Gegenuberstellung der mit Sauerstoff (O2) und Stickstoff (N2) behandelten Versuchsgruppen jeweils
unter physiologischen (NV) und hamorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen sowie wahrend der
anschlieBenden Retransfusion (RT). Angabe des DOz in ml-kg-1-min-! unter Ausgangsbedingungen
(Baseline), nach Applikation der Saccharidmischung (Zucker), 30 Minuten nach Beginn der
Gasapplikation, 30 bzw. 60 Minuten nach Induktion des Schocks bzw. unter beibehaltener
Normovoldmie (HV/NV30, HV/NV60) und 30 bzw. 60 Minuten nach Retransfusion (RT30, RT60).
Dargestellt als MW + SEM fir n = 6. # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte Kontrollgruppe.

Der hamorrhagische Schock bewirkte in O2HV und N2HV einen statistisch
signifikanten Abfall der arteriellen Sauerstoffsattigung (Sa02) gegentiber der Baseline
und im Vergleich zur Normovolamie (vgl. Tabelle 4). Zwischen den mit Sauerstoff und
Stickstoff behandelten Gruppen zeigte sich weder unter hamorrhagischen noch unter

normovolamen Kreislaufbedingungen ein signifikanter Unterschied in der SaO..

Hinsichtlich des arteriellen Sauerstoffgehalts (CaO2) fuhrte der hamorrhagische
Schock nicht zu relevanten Abweichungen im Vergleich zu den Ausgangswerten. Zu
den Messzeitpunkten Gas30, HV60, RT30 und RT60 zeigte sich eine statistisch
signifikante Differenz zwischen den Gruppen O2HV und N2HV (vgl. Tabelle 4).

Im akuten hamorrhagischen Schock zeigten sich nur geringe Abweichungen der Hb-
und Hamatokritwerte zwischen den hypovolamen und normovoldmen Gruppen. Nurin
der Gruppe O2HV bewirkt der hamorrhagische Schock zum Zeitpunkt HV30 einen
signifikanten Hb-Abfall im Vergleich zur Baseline (vgl. Tabelle 4).
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Tabelle 4: Statistische Auswertung der Parameter des systemischen Sauerstoffstatus

Parameter | Gruppe Baseline Zucker Gas30 HV30 HV60 RT30 RT60
N2NV |98,5 + 0,2 985 = 0,1 986 = 0,1 986 + 0,1 98,5 + 0,2 98,5 + 0,1 986 + 0,1
S,0, O2 NV [985 + 0,1 98,5 + 0,1 986 + 0,1 986 + 0,1 98,6 + 0,1 98,5 + 0,1 986 + 0,1
[%] N2 HV |984 + 0,2 98,5 + 0,1 985 + 0,1 976 + 0,2 *§(979 = 0,1 *§(986 = 0,1 98,5 + 0,1
O2HV [983 + 0,2 984 = 0,1 984 = 0,1 975 + 0,2 *§(979 + 0,2 *§(985 + 0,1 986 + 0,1 *
N2 NV |16,0 + 0,6 159 + 0,6 16,0 + 0,7 16,1 £+ 07 16,0 = 0,7 159 + 0,7 159 + 07
C.0, O2NV [159 £ 0,5 159 + 0,6 16,0 £+ 0,6 16,0 + 0,6 16,0 + 0,6 16,0 + 0,6 159 + 0,6
[mi/dl] N2 HV |16,1 + 0,7 16,0 £ 0,7 16,2 £ 0,7 16,2 + 0,7 16,0 = 0,6 159 + 0,7 159 = 0,7
O2HV [158 + 05 15,7 £ 0,5 158 + 05 # (160 + 03 155 + 04 §#|(155 + 05 §#(155 + 05 §#
N2NV |134 + 1,5 131 = 15 132 + 15 12,7 £+ 15 126 + 1.3 124 + 14 128 + 14

D021 O2NV [13,2 + 1,2 126 = 11 12,7 = 1.2 126 £ 13 12,7 + 13 127 + 14 126 =+ 13
ml-kg”
[-min'g1] N2HV |133 = 1,2 128 = 11 12,7 £ 1,0 71 £ 05 *§/81 £ 05 *§|124 + 0,8 135 = 1,0

O2HV (131 + 10  [132 + 12  [132 £ 10 77 + 06 *§[83 + 05 *§[136 + 10 [143 + 12 *§
N2NV [118 + 04 [117 + 04 |118 £ 05 |118 £ 05 [117 £ 05 [117 + 05 |117 + 06
Hb 02NV [117 £+ 04 [11,7 £ 04 [118 + 04 [118 + 04 |118 + 04 |17 + 04 |117 + 05
[9/dl | N2HV [119 + 05 118 + 05 119 + 05 121 £ 05 118 + 05 11,7 £ 05 117 + 05
O2HV (116 + 04 [116 + 04 [116 + 04 #[119 + 02 * 115 + 03 #|114 + 04 §|114 + 04 #
N2NV[358 + 12 [350 + 14 |354 + 15 |360 + 14 (354 + 14 [355 + 16 |356 + 18
Hamatokrit | 02NV [357 + 1,1 351 + 12 354 + 13 354 + 14 [352 + 1,3 (351 + 14 (352 + 15
[%] N2HV (359 + 16 [354 + 16 (364 + 17 §(367 + 15 (363 + 1,3 (356 + 16 [355 + 16
O2HV 35,1 + 1,1 351 £ 12 (352 £ 12 #1363 + 07 * (348 + 10 #1346 + 1,1 #[349 + 1.1

02 = Sauerstoffapplikation, N2 = Stickstoffapplikation, HV = hdmorrhagische (hypovoldme) Kreislauf-
bedingungen, NV = physiologische (normovolame) Kreislaufbedingungen, RT = Retransfusion, Gas =
topische Sauerstoff- bzw. Stickstoffapplikation, Zucker = Verabreichung der Zuckermischung, 30/60 =
Zeitangabe in Minuten seit Beginn der jeweiligen Intervention.

Angaben als MW + SEM furn = 6, * = p < 0,05 vs. Baseline, # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte
Kontrollgruppe, § = p < 0,05 vs. Normovolamie.

Tabelle modifiziert nach [63].

Der arterielle Sauerstoffpartialdruck (paO2) fiel wahrend der Hamorrhagie sowohl in der
Interventionsgruppe O2HV als auch in der Kontrollgruppe N2HV signifikant im
Vergleich zur Baseline und im Vergleich zur Normovolamie. Ein Unterschied zwischen
den mit Sauerstoff und Stickstoff behandelten Gruppen zeigte sich auch hier weder
unter physiologischen noch unter hamorrhagischen Kreislaufbedingungen (vgl.
Tabelle 5).

Der arterielle Kohlenstoffdioxidpartialdruck (paCO2) zeigte wahrend des
hamorrhagischen Schocks sowohl in O2HV als auch in N2HV einen Anstieg auf
maximal 41,4 + 1,4 mmHg in O2HV bzw. 41,8 £ 1,1 mmHg in N2HV (vgl. Tabelle 5).

In allen vier Versuchsgruppen zeigte sich wahrend der Versuchsdauer ein signifikanter
Abfall des pH-Wertes im Vergleich zur Baseline. Wahrend des hamorrhagischen
Schocks lag der pH-Wert in den Gruppen O2HV und N2HV signifikant unter dem der
normovolamen Gruppen O2NV und N2NV (Zeitpunkt HV30: O2HV 7,31 £0,02 vs.
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O2NV 7,38 + 0,01 und N2HV 7,30 0,02 vs. N2NV 7,38 £ 0,01). Die entsprechenden
Werte des Base Excesses (BE) und des Bikarbonats (HCOgs) sind Tabelle 5 zu

entnehmen.

Wahrend der Versuchsdauer zeigte sich aul’erdem in allen vier Gruppen ein im
Vergleich zur Baseline signifikanter Anstieg des Laktats. Der hamorrhagische Schock
bewirkte keinen Unterschied zwischen den Gruppen. Auch die lokale

Sauerstoffapplikation zeigte keinen Effekt (vgl. Tabelle 5).

Tabelle 5: Statistische Auswertung der Blutgasanalysen

Parameter | Gruppe Baseline Zucker Gas30 HV30 HV60 RT30 RT60
N2 NV |7,40 + 0,02 7,39 + 0,02 7,39 + 0,01 738 + 001 *|7,37 £ 0,02 * (7,36 £ 002 * (736 + 0,02 *
O2NV |7,39 + 0,01 7,39 + 0,01 7,39 £ 0,01 738 + 001 *|7,38 £ 0,01 * (7,37 £ 002 * (737 + 0,02 *

PH N2 HV |7,39 = 0,01 7,38 + 0,01 7,38 = 0,01 730 + 0,02 *§|7,31 + 0,02 *§|7,35 + 0,02 * (7,35 + 0,01 *
O2 HV |7,39 + 0,01 7,39 £ 0,01 7,38 = 0,01 7,31 £ 0,02 *§(7,32 = 0,01 *§#|7,37 = 0,01 *#(7,38 + 0,01 *#

N2NV | 147 = 4 151 + 3 154 £+ 5 153 + 3 151 £+ 5 155 + 4 *|157 = 4 *

paCO, O2NV |148 + 4 148 + 3 152 £+ 3 154 = 4 156 + 4 *|154 = 4 155 + 3 *
[mmHg] | N2HV [146 + 4 149 + 4 152 =+ 4 137 + 3 *§|143 £+ 3 §|157 £+ 2 *|1657 = 3 *
O2HV |143 + 4 145 + 3 147 £ 3 133 + 2 *§|139 + 3 §|152 + 2 *|154 + 3 ~*

N2NV |364 £ 1,0 36,5 = 09 359 £ 04 364 = 09 368 = 09 373 £ 10 379 £ 10 ~
paCO, O2NV |36,3 £ 0,8 368 + 09 36,5 + 09 369 + 12 36,7 + 09 372 + 09 374 = 10
[mmHg] | N2HV |36,8 + 0,8 36,9 £+ 09 36,7 + 0,7 418 = 11 *§|414 £+ 09 *§(374 + 09 377 + 07
O2HV 36,2 £ 0,8 365 = 08 366 £ 09 414 = 14 *§|394 £ 13 *§#(365 £ 07 366 = 07

N2NV [22 + 06 25 + 05 31 + 07 *|-32 + 05 *[-36+ 06 *|37 + 08 *|-38 + 08 *
BE 02NV |25 + 02 26 + 02 29 % 02 32 + 04 33 + 04 * |34 + 05 *|34 & 06 *
[mmoll] [ N2V (25 + 03 30 + 04 33 £ 05 *|53 + 07 *§|-53 £ 07 *§|45 + 05 *§|-41 + 06 *
O2HV |25 + 04 27 + 03 32 % 03 50 + 05 *§|-52 + 08 *§|-39 + 03 * |34 + 03 *
N2NV [216 + 04 [214 + 03 |209 + 05 *[208 + 03 *|206 + 04 *|205 + 05 *|206 + 05 *

Hcoy |O2NV[214: 02  [214 01 211 £+ 041 209 + 03 |208 + 02 |208 + 03 [209 + 03

[mmolll] | N2HV [215 + 0,2 211 = 03 208 £+ 03 *|199 £+ 04 *§(199 = 05 *§|199 + 03 *|203 + 05 ~
O2HV 213 £ 03 212 + 03 20,8 + 02 201 + 04 *§|197 £ 0,7 *§(203 + 02 * (20,7 £+ 02 *

N2NV |10 + 02 12 + 02 15 + 01 19 + 02 *|21 + 03 *|22 + 04 *|23 &+ 04 *
Laktat | 02NV |10 % 02 11 £ 02 14 %+ 02 16 £ 02 *|17 + 02 *[18 + 03 *|19 + 02 *
[mmoll] N2 HV (0,8 + 0,1 12 + 02 14 + 02 *[20 + 03 *|20 + 03 *[18 + 03 *|18 + 03 *
O2HV |11 % 01 13 £ 0,1 16 + 02 *[19 + 02 *|18 £ 02 * |16 % 02 *|16 % 02
N2NV |99 + 2 98 + 2 % + 3 95 & 2 92 + 2 *|93 £ 2 *|95 & 2
Glukose | 02NV |102 + 3  #[103 = 2 101 £ 2 99 + 1 97 + 1 *|o97 + 1 *|97 £ 2 =
[mg/dll | N2HV |99 + 2 97 + 2 9% + 2 104 + 2 *§/99 + 3 §|91 £ 2 *|95 & 1
O2HV [102 + 2 102 £ 2 100 + 2 104 £ 2 102 + 3 §|9 + 2 *|99 & 2

02 = Sauerstoffapplikation, N2 = Stickstoffapplikation, HV = hdmorrhagische (hypovolame) Kreislauf-
bedingungen, NV = physiologische (normovolame) Kreislaufbedingungen, RT = Retransfusion, Gas =
topische Sauerstoff- bzw. Stickstoffapplikation, Zucker = Verabreichung der Zuckermischung, 30/60 =
Zeitangabe in Minuten seit Beginn der jeweiligen Intervention.

Angaben als MW + SEM furn = 6, * = p < 0,05 vs. Baseline, # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte
Kontrollgruppe, § = p < 0,05 vs. Normovolamie.

Tabelle modifiziert nach [63].
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3.4 Gastrale Barrierefunktion

Die Saccharosekonzentration im Blutplasma nahm im Laufe des Versuchs in allen vier
Gruppen stetig zu (s. Abb. 15). Ein signifikanter Unterschied zwischen
hamorrhagischen und normovolamen Kreislaufbedingungen oder zwischen den mit

Sauerstoff oder Stickstoff behandelten Gruppen zeigte sich nicht.

Saccharose
[pmol/pl]  12-
10+
3..
6..
s 1 -~ O2HV
N2HV
o4 -~ 02NV
N2NV
0 T T

1 I 1 1 1
Baseline Zucker Gas30 HV/NV30 HVINV60 RT30 RT60

Abb. 15: Konzentration von Saccharose im Blutplasma zu den definierten Messzeitpunkten
Gegenuberstellung der mit Sauerstoff (O2) und Stickstoff (N2) behandelten Versuchsgruppen jeweils
unter physiologischen (NV) und hamorrhagischen (HV) Kreislaufbedingungen sowie wahrend der
anschliefenden Retransfusion (RT). Angabe der Saccharosekonzentration in pmol/ul unter
Ausgangsbedingungen (Baseline), nach Applikation der Saccharidmischung (Zucker), 30 Minuten nach
Beginn der Gasapplikation, 30 bzw. 60 Minuten nach Induktion des Schocks bzw. unter beibehaltener
Normovolamie (HV/NV30, HV/NV60) und 30 bzw. 60 Minuten nach Retransfusion (RT30, RT60).
Dargestellt als MW + SEM fir n = 6. # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte Kontrollgruppe.
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Statistische Auswertung der Zuckerkonzentrationen im Blutplasma

Tabelle 6:
Parameter |Gruppe Baseline HV30 HV60
lukosess. | V2NV [ 15 = 08 30 £ 07 |40 + 18
phosphat | 02NV |28 + 08 37 + 13 32 + 10
[pmolil] | N2HV |61 + 32 20 £+ 03 |48 15
O2HV |36 + 1,0 |40 + 19 68 + 2,9
N2NV [219 + 33 237 + 23 266 + 26
Glukose | 02NV [230 + 17 247 + 28 253 + 28
[pmolipl] | N2 HY |225 + 28 224 + 27 221 + 47
O2HV [232 + 27 276 + 39 215 + 30
N2NV (08 + 04 38 £ 15 54 & 27
Fruktose | 02NV |10 + 05 31 £ 19 |44 + 21
[pmolil] | N2HV |29 + 09 |40 + 12 |43 + 14
O2HV |13 + 04 |48 £ 31 44 + 11
N2NV |10 + 06 33 + 14 77 + 35
Saccharose| 02NV [07 + 04 26 + 10 31 % 09
[pmolil] | N2HV |15 + 04 48 + 29 74 + 29
O2HV 15 + 04 |45 + 22 55 + 24

02 = Sauerstoffapplikation, N2 = Stickstoffapplikation, HV = hamorrhagische (hypovolame) Kreislauf-
bedingungen, NV = physiologische (normovolame) Kreislaufbedingungen, RT = Retransfusion, Gas =
topische Sauerstoff- bzw. Stickstoffapplikation, Zucker = Verabreichung der Zuckermischung, 30/60 =

Zeitangabe in Minuten seit Beginn der jeweiligen Intervention.

Angaben als MW + SEM firn = 6, * = p < 0,05 vs. Baseline, # = p < 0,05 vs. mit Stickstoff behandelte
Kontrollgruppe, § = p < 0,05 vs. Normovolamie.

Tabelle modifiziert nach [63].
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4 Diskussion

4.1 Zentrale Ergebnisse

Mit dieser Versuchsreihe soll die Frage beantwortet werden, ob topisch applizierter
Sauerstoff in der Lage ist, die lokale Mikrozirkulation der oralen oder gastralen
Schleimhaut wahrend eines milden hamorrhagischen Schocks zu beeinflussen. Die

zentralen Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Unter physiologischen Kreislaufbedingungen hat die lokale
Sauerstoffapplikation keinen Einfluss auf die orale oder gastrale

Mikrozirkulation.

2. Wahrend eines milden hamorrhagischen Schocks hat die lokale
Sauerstoffapplikation keinen Einfluss auf die orale oder gastrale

Mikrozirkulation.

3. Die lokale Sauerstoffapplikation hat keinen mit der angewendeten Methodik

messbaren Einfluss auf die gastrointestinale Barrierefunktion.

4. In der gewahlten Dosierung und Durchfihrung bleibt die lokale
Sauerstoffapplikation ohne Nebenwirkungen auf systemische

Kreislaufparameter und den systemischen Sauerstoffstatus.

4.2 Methodenkritik

4.2.1 Experimentelle Rahmenbedingungen

Um verlassliche Schlussfolgerungen aus den durchgefuhrten Experimenten und deren
Auswertung zu ziehen und die formulierten Fragestellungen zu beantworten, muss
gewahrleistet sein, dass die Datenerhebung nicht durch &aulRlere oder vom
Untersuchungsziel abweichende innere Faktoren beeinflusst wird.

Durch die Auswahl der Versuchstiere (weibliche, kastrierte Foxhounds ohne relevante
gesundheitliche Vorschadigungen), die Konstanthaltung ihres Gewichts durch
angepasste Futterung und die gleiche Haltungsform wurde eine méglichst homogene
Kohorte erstellt. Durch die strikt eingehaltene Nahrungskarenz von zwolf Stunden vor

jedem Versuch bei einem Wasserangebot ad libitum wurden Artefakte durch
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Verdauungsvorgange reduziert und die Ausgangsbedingungen vereinheitlicht. Durch
Sicherstellung einheitlicher Umgebungsfaktoren (u.a. Tageszeit, Temperatur) sowie
die Standardisierung der Versuchsvorbereitung, der Instrumentierung und des
Versuchsablaufs wurde eine hohe Vergleichbarkeit gewahrleistet. Zu Versuchsbeginn
(Baseline) zeigten sich entsprechend einheitliche, stabile Ausgangsbedingungen ohne
signifikante Abweichungen zwischen den Gruppen in den Mittelwerten der relevanten
Parameter, sodass im Versuchsverlauf ermittelte Differenzen auf die jeweils

durchgefuhrte Intervention zurickgefuhrt werden kdnnen.

4.2.2 Studiendesign und Auswahl des Tiermodells

Fur die Durchfuhrung der Studie wurde das cross-over-Design gewahlt. Dabei
durchlauft jedes der sechs Versuchstiere jede der vier Gruppen mit den jeweiligen
Interventionen (O2HV, N2HV, O2NV und N2NV). Das Studiendesign ermdglicht
sowohl den Vergleich innerhalb einer Gruppe (Abweichungen zur Baseline) als auch
den Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen bzw. Interventionen (Hypovolamie vs.
Normovolamie und Sauerstoff vs. Stickstoff). Indem jedes Versuchstier seine eigenen
Kontrollwerte liefert, wird der Einfluss interindividueller Unterschiede und
konfundierender Variablen reduziert. Die Hunde durchliefen die einzelnen Gruppen in
randomisierter Reihenfolge. Zwischen den einzelnen Versuchen wurde eine
ausreichende Regenerationszeit eingehalten, um Uberhang- oder
Uberlappungseffekte durch verabreichte Therapeutika oder durchgefiihrte
Interventionen auszuschliefen. Durch den wiederholten Einsatz eines jeden
Versuchstieres in jeder Versuchsgruppe wird in diesem Studiendesign eine

vergleichsweise geringe Anzahl an Versuchstieren benotigt.

Als Versuchstier wurde in dieser Studie der Hund gewahlt. Das Hundemodell ist in der
Erforschung des hamorrhagischen Schocks bereits vielfach verwendet worden [61,
105, 106]. Fur den Hund existieren etablierte Methoden fiur die Messung
hamodynamischer Parameter [52]. Nur bei einem ausreichend grof3en Tier gelingt die
Instrumentierung (u.a. Platzierung des Thermodilutionskatheters) zuverlassig und
komplikationsarm. Zur Induktion des hamorrhagischen Schocks wurden den Hunden
20 % ihres geschatzten Blutvolumens entnommen. Die naherungsweise Abschatzung
dieses zu entnehmenden Blutvolumens anhand des Korpergewichtes sowie die

risikoarme Entnahme mit anschlielender Retransfusion gestaltet sich bei einem Tier
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mit entsprechend groRem Blutvolumen deutlich praktikabler als bei einem kleineren
Organismus. Ebenfalls werden die zusatzlichen wiederholten Blutentnahmen zur
Bestimmung der Blutgase sowie zur Messung der Zuckermetabolite nur von
ausreichend groRRen Tieren mit entsprechend grof3en physiologischen Blutvolumen

ohne storende Auswirkungen auf die hamodynamischen Parameter toleriert.

Die Kreislaufsituation des Hundes ist der des Menschen zudem deutlich ahnlicher als
etwa die eines Nagetieres. Einschrankend ist hierbei allerdings zu berucksichtigen,
dass die Milz des Hundes in besonderem Malde die Eigenschaft eines Blutreservoirs
besitzt. Im Falle eines raschen Blutverlustes kann kompensatorisch Blut aus der Milz
mobilisiert werden, um den Kreislauf kurzfristig zu stabilisieren [107, 108]. Dieser
Einflussfaktor lieRe sich nur durch eine fir den Hund &ufRerst risiko- und
komplikationsreiche Splenektomie ausschliefen [50]. Die Bedeutung der
Splenektomie im Tiermodell des hamorrhagischen Schocks ist nicht eindeutig
beschrieben. Bei splenektomierten Tieren konnte die induzierte Hamorrhagie eine
verstarkte Inflammationsreaktion auslésen, die ihrerseits Einfluss auf die
Messparameter hatte und die Ergebnisse modifizieren konnte [109]. Weiterhin macht
die operative Entfernung der Milz die Tiere anfalliger fur Infektionskrankheiten [110].
Da das cross-over-Design dieser Studie die wiederholte Teilnahme eines Tieres an
den Versuchen voraussetzt, ist die langfristige Gesunderhaltung der Tiere auch flr die
Qualitat der Versuche von besonderer Bedeutung und es wurde auf eine Splenektomie

verzichtet.

Fur die Instrumentierung zur Untersuchung der lokalen Mikrozirkulation ist ebenfalls
ein Versuchstier ausreichender GrofRe von Vorteil. Je kleiner das Versuchstier ist,
desto weniger gut zuganglich ist die gastrale Schleimhaut fur die Durchfihrungen der
Messungen, ohne ein relevantes Perforations- oder Verletzungsrisiko der zu
passierenden Strukturen und Hohlorgane einzugehen. Eine streng atraumatische und
zuverlassig reproduzierbare Platzierung der Messsonden insbesondere an der
gastralen Schleimhaut des vitalen Organismus, die nicht ihrerseits Einflisse auf die
mikrovaskulare Blutversorgung hat, ist Voraussetzung fur die Durchfuhrung der
Messungen. Samtliche operative oder invasive Instrumentierung konnte ihrerseits

bereits Veranderungen in der Mikrozirkulation verursachen [111].

Zwar bestehen grundsatzliche Unterschiede zwischen der Spezies des Menschen und

der des Hundes, insgesamt ist der Verdauungstrakt des Hundes aber hinsichtlich
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seiner Physiologie, seines histologischen Aufbaus sowie seiner Durchblutung mit der
des Menschen vergleichbar [112]. Somit ist die Ubertragbarkeit der in dieser Studie
erhobenen Messergebnisse auf den Menschen zumindest in begrenztem Male

gerechtfertigt.

4.2.3 Modell des hdmorrhagischen Schocks

In dieser Studie wurden den Hunden zur Induktion eines hamorrhagischen Schocks
20 % ihres geschatzten Blutvolumens enthommen, dies entspricht 16 ml/kgKG bei
einem angenommenen Blutvolumen von ca. 80 ml/kgKG [59]. Nach der Klassifikation
des ATLS (Advanced Trauma Life Support) von 2018 entspricht dies einem Schock
,Class 2 (mild)“, der durch einen Blutverlust von 15-30 % definiert ist [113]. In die
ATLS-Klassifikation flieRen neben dem relativen Blutverlust auch die Reaktionen des
Organismus zur Gegenregulation ein. Bei einem derartigen Schock sei eine Zunahme
der Herzfrequenz mdglich, der Blutdruck sei bei reduziertem Pulsdruck noch stabil.
AuRerdem sei die Atemfrequenz erhoht und das Bewusstsein beginnend
eingeschrankt. Laborchemisch zeige sich ein negativer Base Excess als Zeichen einer

beginnenden metabolische Azidose.

Es wurde in dieser Studie bewusst ein Modell eines milden, nicht letalen,
hamorrhagischen Schocks gewanhlt, das durch die moderaten Auswirkungen auf die
Tiere eine repetitive Versuchsdurchfihrung im cross-over-Studiendesign ermdglicht
und so zu einer erheblichen Reduktion der bendtigten Versuchstiere fuhrt. Der milde
hamorrhagische Schock flhrt zu einer moderaten und reversiblen Beeintrachtigung
der Mikrozirkulation, sodass eine Verbesserung durch die durchgeflhrte
Intervention —anders als bei einer schwerwiegenden Schadigung der

Mikrozirkulation — grundsatzlich zu erreichen ist.

Aufgrund der Durchfihrung des Versuchs am narkotisierten und beatmeten Hund
lassen sich Atemfrequenz und Bewusstseinsstatus in diesem Modell nicht beurteilen.
Ein signifikanter Anstieg der Herzfrequenz im Sinne einer reflektorischen Tachykardie
als Reaktion auf die Hypovolamie konnte in dieser Studie nicht registriert werden.
Nachweisbar war hingegen ein rascher und signifikanter Abfall des MAD nach
Entnahme des definierten Blutvolumens. Eine Abnahme des pH-Wertes bei
negativerem Base Excess zeigte die metabolische Reaktion auf den induzierten

hamorrhagischen Schock.
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In der klinischen Anwendung sind die von der ATLS-Klassifikation genannten Kriterien
zur Beurteilung der Schwere eines hamorrhagischen Schocks teilweise kritisch
beurteilt worden [114, 115]. Guly et al. stellen fest, dass die Herzfrequenz von
zahlreichen Storfaktoren beeinflusst wird und die Reaktion der Herzfrequenz auf einen
hypovolamischen Schock geringer ausfallen kann als in den ATLS-Kriterien

vorgegeben wird [116].

Ein vereinfachtes Instrumentarium zur Diagnosestellung des Schocks ist der Schock-
Index nach Allgower. Hierbei wird der Quotient aus Herzfrequenz und systolischem
Blutdruck gebildet und als dimensionsloser Wert angegeben. Liegt dieser Uber eins,
kann von einem drohenden bzw. manifestem Schock ausgegangen werden [117].
Exemplarisch ergibt sich zum Zeitpunkt HV30 ein Wert von 1,67 in der Gruppe O2HV
bzw. 1,64 in der Gruppe N2HV.

Auch in den Parametern der Mikrozirkulation lassen sich Folgen der induzierten
Hamorrhagie feststellen. Es hat sich eine Beeintrachtigung des Blutflusses mit
heterogener Perfusion und intermittierendem Flussprofil sowie eine verminderte
postkapillare Sauerstoffsattigung gezeigt. Diese Veranderungen sind kennzeichnend
fur die Mikrozirkulation im Schock [118]. Das verwendete Schockmodell scheint in der
Lage zu sein, signifikante messbare Auswirkungen auf die Mikrozirkulation zu
produzieren und demnach geeignet zu sein, um madgliche Effekte verschiedener

Interventionen abzubilden.

4.2.4 Durchfiihrung der lokalen Gasapplikation

Die Sauerstoff- und Stickstoffapplikation an der gastralen und oralen Schleimhaut
erfolgte mit einer gleichmaRigen, definierten Flussrate von 15 ml/min. Durch die
Anlage einer gedffneten Magensonde, Uber die das Gasgemisch ungehindert aus dem
Magen entweichen konnte, wurde einer Ubermafligen Distension des Magens
vorgebeugt. In regelmaligen Messungen konnte keine Zunahme des Rumpfumfangs

verzeichnet werden.

Zur Kontrolle der Wirkung der Sauerstoffapplikation wurde die Applikation des

Inertgases Stickstoff in gleicher Flussgeschwindigkeit gewahlt.

Durch die kontinuierliche Insufflation von Sauerstoff bzw. Stickstoff an der Schleimhaut
in unmittelbarer Nahe zur Messsonde an der oralen und gastralen Schleimhaut kann

50



von einer erhohten lokalen Konzentration des jeweiligen Gases am Messort
ausgegangen werden. Eine Messung des O2-Gehaltes des intragastralen
Gasgemisches erfolgte allerdings nicht. Folglich ist unklar, ob am Messort eine
wirksame bzw. ausreichende Gaskonzentration erreicht werden konnte und ob eine

Aufsattigung des jeweiligen Gases im Magenlumen stattgefunden hat.

Unklar ist auch, ob topisch an der Schleimhautoberflache applizierter Sauerstoff in der
Lage ist, die mukosalen mikrovaskularen Blutgefalle zu erreichen und dort

vasomotorisch oder die Oxygenierung modulierend wirksam zu werden.

Die gastrale Mukosa des Hundes besteht aus einschichtigem, hochprismatischem
Plattenepithel, in das die unterschiedlichen, fir digestive und immunologische
Vorgange notwendigen Driisenzellen eingebettet sind. Uberzogen ist die gastrale
Schleimhaut von einer von den Nebenzellen sezernierten Schleimschicht [119]. Die
kapillaren BlutgefalRe der gastralen Schleimhaut sind in der darunter liegenden
Submukosa lokalisiert. Die orale Schleimhaut des Hundes besteht im Bereich der
enoralen Lefzen aus mehrschichtig unverhorntem Plattenepithel mit eingelagerten
Speichelzellen und aufgelagerter Speichelschicht [120]. Auch hier liegt das kapillare
Gefallnetz in der Submukosa. Voraussetzung fur eine Wirksamkeit des topisch
applizierten Sauerstoffs auf die Mikrozirkulation ware, dass das Gas die Schleim- bzw.
Speichelschicht und das jeweilige avaskulare Epithel per diffusionem passieren kann.
An der Oberflache der gastrointestinalen Schleimhaut herrscht physiologischerweise
eine relative Hypoxie mit niedrigen Sauerstoffpartialdricken von unter 10 mmHg [121].
Albenberg et al. haben gezeigt, dass bei einer systemischen Hyperoxie durch die
Inhalation von reinem Sauerstoff auch der intraluminale Sauerstoffpartialdruck
innerhalb des Darmlumens ansteigt und postulieren die Diffusion von Sauerstoff
entlang des herrschenden Sauerstoffgradienten [122]. Dieser Annahme folgend
erscheint auch die Diffusion von Sauerstoff in entgegengesetzter Richtung denkbar,
wenn der intraluminale  Sauerstoffpartialdruck  Uber den intravasalen

Sauerstoffpartialdruck gesteigert und der Gradient so umgekehrt wird.

In einem analogen Versuchsaufbau konnte durch die hiesige Arbeitsgruppe gezeigt
werden, dass die topische Applikation von Kohlenstoffdioxid (CO2) an der gastralen
und oralen Schleimhaut in der Lage ist, die lokale mikrovaskuldare Oxygenierung
wahrend eines milden hamorrhagischen Schocks zu verbessern. Dieser Effekt konnte

durch ein verandertes mikrovaskulares Flussprofil mit Steigerung der lokalen
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Sauerstoffreserve bedingt sein [63]. Wenngleich der Wirkungsmechanismus der
lokalen Hyperkapnie auf die mukosale Mikrozirkulation noch nicht abschlief3end
geklart ist, konnte dennoch gezeigt werden, dass eine topische Gasapplikation eine

Wirksamkeit auf die mukosale Mikrozirkulation erlangt.

4.2.5 Messmethoden zur Beurteilung der Mikrozirkulation

Dieser Arbeit liegt die Annahme zugrunde, dass Veranderungen in der Mikrozirkulation
der gastrointestinalen Schleimhaut Auswirkungen auf die Organfunktion dieser Einheit
haben. Dementsprechend sind die Messungen der Mikrozirkulation der zentrale
Gegenstand dieser Versuchsreihe. Um ein moglichst umfassendes Bild der
Mikrozirkulation zu erhalten, ist neben der Messung mittels der in einem Gerat
kombinierten Methoden der Weilllichtspektrometrie und der Laser-Doppler-
Spektroskopie an der oralen und gastralen Schleimhaut, zusatzlich die

Videomikroskopie an der oralen Mukosa zur Anwendung gekommen.

Das verwendete Messinstrument O2C, das die Weilllichtspektrometrie und die Laser-
Doppler-Spektroskopie kombiniert, leitet die Signale mit einer hohen Frequenz ab und
stellt die abgeleiteten Daten auf dem integrierten Monitor nahezu in Echtzeit dar.
Dadurch kann anhand des angezeigten Reflexionsspektrums eine dauerhaft hohe
Signalqualitat sichergestellt werden. Die hochfrequente Ableitung der Signale ist
notwendig, um auch kurzfristige Veranderungen der Mikrozirkulation sensibel zu
erfassen [101, 123, 124]. Aufgrund der Uber die Magensonde nur indirekten
Zuganglichkeit der gastralen Schleimhaut zeigte sich die Ableitung einer
ausreichenden Signalqualitat insgesamt erschwert im Vergleich zum oralen Messort,
daher kdnnten methodische Aspekte zu den unterschiedlichen Ergebnissen zwischen

oraler und gastraler Mikrozirkulation beigetragen haben.

Durch die geringe GrofRe der verwendeten punktférmigen gastralen Messsonde kann
eine Beeinflussung der gastralen Mikrozirkulation durch die Sonde selbst, etwa durch
Druckartefakte, weitestgehend vermieden werden. Durch die Applikation des Gases in
unmittelbarer raumlicher Nahe zu der Messsonde soll sichergestellt werden, dass die
Messungen exakt in dem topisch behandelten Schleimhautareal durchgefuhrt werden.
Ein mdglicher Nachteil des geringen Durchmessers der punktférmigen Messsonde ist,
dass die Heterogenitat der mikrovaskularen Perfusion, die kennzeichnend ist fur

Schockzustande, nicht umfassend erfasst werden kann [70]. In vorangegangenen
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Studien dieser Arbeitsgruppe konnte jedoch belegt werden, dass auch die
punktférmige Messsonde in der Lage ist, schockbedingte Veranderungen in der
Mikrozirkulation zu detektieren [50, 51, 125].

Zur umfassenden Beurteilung der gastrointestinalen Mikrozirkulation ware sicherlich
eine Untersuchung im Bereich der Dunn- und Dickdarmschleimhaut von besonderem
Interesse. Eine intraintestinale Positionierung der Messsonden ist jedoch aus
methodischen Grinden am vitalen Organismus ebenso schwierig wie die topische

Applikation der lokalen Therapie.

Einige Autoren postulieren, dass bei kritisch kranken Patienten der Zustand der oralen
bzw. speziell der sublingualen Mikrozirkulation mit der Mikrozirkulation des
Splanchnikusgebietes und der Niere korreliere und ein sensitiver Indikator flr den
Kreislaufzustand des Parienten sei [126-128]. Andere Autoren zeigen eine Diskrepanz
zwischen der sublingualen Mikrozirkulation und der des Darmes mit unterschiedlichem
Reaktionsverhalten der jeweiligen Kapillarbetten auf Interventionen, sodass
Ruckschlusse nicht oder nur eingeschrankt zulassig seien [129, 130]. Auch in dieser
und vorangegangen Studie dieser Arbeitsgruppe =zeigte sich ein differentes
Perfusionsmuster der oralen und der gastralen Schleimhaut [51, 125, 131]. Inwiefern
sich also Messdaten Uber den Zustand der Mikrozirkulation von einem Organsystem

auf andere Organsysteme Ubertragen lassen, bleibt Gegenstand weiterer Forschung.

Ein auch in der klinischen Forschung etabliertes Instrumentarium zur qualitativen
Beurteilung des mikrovaskularen Blutflusses und der Kapillardichte stellt die
Videomikroskopie dar. Aus methodischen Grinden ist eine Messung mit dem
portablen Videomikroskop nur an der oralen Schleimhaut zu realisieren. Um
reprasentative Videoaufnahmen zu erhalten, wurden diese exakt in dem
Schleimhautareal angefertigt, in dem auch die lokale Gasapplikation stattgefunden hat
und auch die  spektrometrischen Messungen  erfolgt  sind. Den
Konsensusempfehlungen folgend, wurden pro Messzeitpunkt jeweils finf Aufnahmen
angefertigt [71]. Aufnahmen, die den beschriebenen Qualitatskriterien nicht genugten,
wurden nicht in die Auswertung eingeschlossen. Neben der softwaregestutzten
Auswertung, erfolgte die manuelle Bestimmung des microcirculatory flow index (MFI)
verblindet durch den Untersucher. Es konnte belegt werden, dass die Ergebnisse
dieser Auswertung trotz der subjektiven Beurteilung der Flusseigenschaften durch den
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Untersucher sowohl eine hohe Intrarater- als auch eine hohe Interrater-Reliabilitat
aufweisen [76].

Die manuelle Auswertung berlcksichtigt dabei starker als die softwaregestitzte
Auswertung den Aspekt der Heterogenitat der mikrovaskularen Durchblutung wahrend
Schockzustanden. Wahrend die softwaregestutzte Auswertung samtliche Gefalle
erfasst, jeweils die Flussparameter bestimmt und daraus die Mittelwerte ermittelt, ist
es dem Untersucher den von Boerma et al. veroffentlichten Kriterien folgend moglich,
die Perfusion in dem zu beurteilenden Quadranten in ihrer Gesamtheit zu beurteilen

und somit der Heterogenitat als Diagnosekriterium Rechnung zu tragen [76].

4.2.6 Messmethoden zur Beurteilung der gastrointestinalen Barrierefunktion

Zur Untersuchung der gastrointestinalen Schleimhautbarriere ist den Versuchstieren
eine Zuckermischung aus Mono- und Disacchariden gastral verabreicht worden, die
sich hinsichtlich ihres Resorptionsverhaltens unterscheiden und daher Ruckschlisse

auf die Integritat der Barriere zulassen.

Die Verabreichung erfolgte eine Stunde vor Induktion des hamorrhagischen Schocks
und vor Beginn der lokalen Gasapplikation. Aufgrund der Gasinsufflation in den Magen
kam es zu einem variablen Reflux der Zuckermischung Uber den gedffneten Schenkel
der einliegenden Magensonde, der das Volumen der Zuckerldsung in den einzelnen
Versuchen in unterschiedlichem Ausmal} beeinflusst haben kdnnte. Unwahrscheinlich
ist, dass der Zucker nach einer Stunde den Magen des sedierten und relaxierten
Hundes in relevanter Menge passiert hat und in den DUnndarm ubergetreten ist.
Aussagen Uber die gemessenen Plasmakonzentrationen der einzelnen Zucker sind
demnach stets vor dem Hintergrund einer unsicheren Applikationsform und Resorption
zu bewerten. Durch diese methodischen Schwierigkeiten lasst sich die hohe
Streubreite der erhobenen Messwerte bereits teilweise erklaren, die die Aussagekraft

der Ergebnisse deutlich schmalert.

In der Literatur ist eine Modulation der intestinalen Schleimhautbarriere durch
hochosmolare Losungen beschrieben [132]. Auch wenn dieser Effekt bislang nur fur
die Darmschleimhaut beschrieben worden ist, kbnnte er zu einer vom induzierten

Schock unabhangigen Saccharoseresorption beigetragen haben.

54



Wenngleich das gewahlte Schockmodell des milden hamorrhagischen Schocks die
unter 4.2.3 Dbeschriebenen systemischen Veranderungen bewirkt und
makrozirkulatorische Kriterien eines Schocks erflllt, ist nicht zu belegen, dass die
Hamorrhagie in ihrer Auspragung und Dauer ausreichend ist, um einen effektiven
Schaden der gastrointestinalen Schleimhautbarriere zu verursachen. Bei fehlendem
Nachweis eines schockbedingten Ubertritts von Saccharose ins Gefalsystem kann
kein relevanter schadigender Effekt des induzierten Schocks auf die gastrointestinale

Schleimhautbarriere identifiziert werden.

Weiterhin ist zu diskutieren, ob die Messzeitpunkte zum Nachweis einer
Saccharosetranslokation, die samtlich wahrend der einstliindigen Hypovolamie
stattfanden, zeitlich zu nah am schadigenden Ereignis liegen. Erwartungsgemal tritt
die Insuffizienz der Schleimhautbarriere mit zeitlicher Latenz zum Schock auf, wenn
die zellulare Hypoxie zu Zellschadigungen und funktionellen Beeintrachtigung fuhrt
[133]. Weitere Messungen mit zeitlichem Abstand zum schadigenden Ereignis waren

ZU erwagen gewesen.

4.3 Ergebnisdiskussion

4.3.1 Einfluss der topischen Sauerstoffapplikation auf die Mikrozirkulation

Die yHbO2 wird von der topischen Sauerstoffapplikation weder an der oralen, noch an
der gastralen Schleimhaut beeinflusst. Die Messung der pHbO2 erfolgt Uberwiegend
postkapillar. In der Literatur wird eine gesteigerte Sauerstoffextraktion im Kapillarbett
im Zusammenhang mit einer gestoérten Mikrozirkulation beschrieben [134]. Insofern ist
nicht auszuschlieBen, dass ein gesteigerter Sauerstoffbedarf im durch den
hamorrhagischen Schock minderperfundierten Gewebe einen mdglichen Einfluss der

topischen Sauerstofftherapie auf die yHbO2 kaschiert.

An der oralen Schleimhaut zeigte sich der pflow in der mit Sauerstoff behandelten
Interventionsgruppe O2HV bereits im Ausgangsniveau geringer als in der mit Stickstoff
behandelten Kontrollgruppe N2HV. Nach der Retransfusion des entnommenen
Blutvolumens ergibt sich hier eine statistisch signifikante Differenz. Diese
Beobachtung koénnte hinweisend sein auf eine durch Sauerstoff induzierte
Vasokonstriktion der kleinsten Blutgefalle. Bei Anwendung einer systemischen
Hyperoxie durch Steigerung der FiO2 wird die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

(ROS) und deren Wirkung auf das Endothel als ursachlich fur die sauerstoffvermittelte

55



Vasokonstriktion angenommen [36]. Durch Reaktion der ROS mit dem endogenen
Vasodilatator Stickstoffmonoxid (NO) wird eine endotheliale Dysfunktion mit
Uberwiegen des vasokonstriktorischen Einflusses und in der Folge Erhéhung des
systemischen GefalRwiderstandes (SVR) bewirkt [36, 135]. Die regionale Durchblutung
verschiedener Organsysteme, darunter Gehirn und Mesenterialgebiet werden durch
eine systemische Hyperoxie nachweislich negativ beeinflusst [136]. Dabei scheint eine
Hyperoxie insbesondere auf die Vasomotorik der kleinsten Blutgefalie

vasokonstriktorisch zu wirken [34].

Bei der Bewertung eines maoglichen vasokonstriktorischen Effekts der topischen
Sauerstoffapplikation auf den oralen pflow muss jedoch einschrankend beachtet
werden, dass bereits zu Versuchsbeginn vor dem Start der topischen Gasapplikation
der pflow in der Interventionsgruppe O2HV im Ausgangsniveau niedriger lag als der
pflow in der Kontrollgruppe N2HV, ohne zu diesem Zeitpunkt jedoch eine statistische
Signifikanz zu erreichen. Nach Beginn der topischen Gasapplikation bestand diese
Diskrepanz wahrend des hamorrhagischen Schocks fort. Vor diesem Hintergrund ist
die statistisch signifikante Abweichung des pflow zwischen den Gruppen O2HV und
N2HV zu den Messzeitpunkten RT30 und RT60 wahrscheinlich nicht auf einen lokalen
vasokonstriktorischen Effekt der topischen Sauerstoffapplikation zurickzuflhren.
Diese Einschatzung wird dadurch verstarkt, dass sich unter normovolamen
Kreislaufbedingungen zu keinem Messzeitpunkt eine statistisch signifikante

Abweichung zwischen den Gruppen O2NV und N2NV ergibt.

Die Messergebnisse der Videomikroskopie an der oralen Schleimhaut als zweite
Untersuchungsmethode der Mikrozirkulation zeigen einen ahnlichen Verlauf und
stutzen diese Annahme. Die an der oralen Schleimhaut gemessenen Werte der PVD
und PPV lagen in der Interventionsgruppe O2HV ebenfalls bereits zu Versuchsbeginn
unter denen der Kontrollgruppe N2HV. Auch hier sind die statistisch signifikanten
Abweichungen im weiteren Versuchsverlauf unter Bericksichtigung dieser initialen

Diskrepanz zu bewerten.

Wurde es sich bei den ermittelten Abweichungen um tatsachliche Einschrankungen in
der mikrovaskularen Durchblutung durch eine sauerstoffvermittelte Vasokonstriktion
handeln, ware eine Zunahme der pvelocity im Sinne einer Flussbeschleunigung infolge
eines verminderten GefalRdurchmessers zu erwarten. Hier jedoch zeigte sich der

Kurvenverlauf der pvelocity ebenfalls weitgehend parallel zum dem von pflow, PVD
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und PPV. Auch die pvelocity lag in der mit Sauerstoff behandelten Interventionsgruppe
O2HV teilweise signifikant niedriger als in der mit Stickstoff behandelten
Kontrollgruppe N2HV. In den normovolamen Gruppen konnte dieser Trend — wenn
auch nicht statistisch signifikant — ebenfalls beobachtet werden. Die parallele
Reduktion von pflow, pvelocity, PVD und PPV scheinen also dem gleichen
Einflussfaktor zu unterliegen. Eine sauerstoffbedingte Vasokonstriktion erscheint in

dieser Konstellation atiologisch unwahrscheinlich.

An der gastralen Schleimhaut konnte anders als an der oralen Schleimhaut durch die
Induktion des hamorrhagischen Schocks keine statistisch signifikante Reduktion des
pflow oder der pvelocity nachgewiesen werden. Die Begrindung konnte in einem
zwischen oraler und gastraler Mikrozirkulation differierenden Perfusions- und
Reaktionsverhalten, insbesondere wahrend kompromittierter Kreislaufbedingungen,
liegen. Diese Beobachtung lasst auch Zweifel an der Ubertragbarkeit der an der oralen
und gastralen Schleimhaut erhobenen Messergebnisse auf distale Abschnitte des

Gastrointestinaltraktes zu [129].

Weildlichtspektrometrisch erfolgte auch die Messung des rHb. Hier zeigte sich an der
oralen Schleimhaut in beiden vom hamorrhagischen Schock betroffenen Gruppen
(O2HV und N2HV) ein signifikanter Abfall. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu
den in der BGA erhobenen systemischen Hb-Werten, in denen sich durch den
induzierten hamorrhagischen Schock kein relevanter Hb-Abfall zeigte. Diese
Ergebnisse belegen die Annahme, dass unter beeintrachtigten Kreislaufbedingungen
die Beeintrachtigung der mikrovaskulare Blutversorgung Uberproportional stark
ausfallt [11].

4.3.2 Einfluss auf systemische hdmodynamische Parameter

Um den lokalen Therapieansatz adaquat bewerten zu koénnen, ist die Analyse der
systemischen Hamodynamik bedeutend. Ziel ist eine Wirksamkeit der topischen
Therapie auf die Mikrozirkulation ohne Beeinflussung systemischer hamodynamischer
Parameter.

In dieser Versuchsreihe zeigte sich wahrend des hamorrhagischen Schocks als
Ausdruck des plotzlichen Volumendefizits erwartungsgemal’ ein Abfall des MAD und
des kardialen SV sowie ein Anstieg des SVR. Resultierend aus dem reduzierten SV
ergab sich ein vermindertes HZV.
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Uber den Barorezeptorreflex wird durch die Hypovolamie eine reflektorische Zunahme
des Sympathikotonus und Schwachung des Parasympathikotonus mit
Vasokonstriktion der Widerstandsgefale und somit Zunahme des SVR bewirkt [137-
139]. Die im Anschluss folgende rasche Retransfusion bewirkt einen gegensatzlichen
Effekt mit peripherer Vasodilatation und Abnahme des SVR.

Der Barorezeptorreflex dient einer kurzfristigen Reaktion auf sich andernde Druck- und
Volumenverhaltnisse mit dem Ziel der Blutdruckstabilisierung. Einschrankend muss
hierbei berucksichtigt werden, dass der Barorezeptorreflex unter Narkose mit dem
Inhalationsanasthetikum Sevofluran abgeschwacht sein kann [138].

Auffallend ist, dass der induzierte hamorrhagische Schock nicht zu einem
gegenregulatorischen Anstieg der Herzfrequenz flihrte. In der Interventionsgruppe
O2HV zeigte sich sogar ein leichter Abfall der Herzfrequenz nach Induktion des
hamorrhagischen Schocks. Neben der kurzfristigen Mobilisation eines zusatzlichen
Blutvolumens aus der Milz als Besonderheit des Hundes (vgl. 4.2.2) kann der Bezhold-
Jarisch-Reflex ein moglicher Erklarungsansatz sein. Hierbei kommt es infolge
myokardschadigender Einflusse, z.B. hypoxischer Zustande, vermittelt durch
verschiedene kardiale sensorische Rezeptoren zu einer reflektorischen
kardiokardialen Reaktion im Sinne einer Bradykardie und einer kardiovaskularen

Reaktion im Sinne einer arteriellen Hypotonie [140].

Weder unter hamorrhagischen noch unter physiologischen Kreislaufbedingungen
zeigen sich relevante Differenzen in den untersuchten systemischen
hamodynamischen Parametern zwischen den mit Sauerstoff behandelten
Versuchsgruppen und den mit Stickstoff behandelten Kontrollgruppen. Insofern wird
das Kriterium erflllt, dass die lokale Sauerstofftherapie keinen Einfluss auf die

Hamodynamik hat.

4.3.3 Einfluss auf den systemischen Sauerstoffstatus und die Blutgasanalyse

Die topische Sauerstoffapplikation blieb sowohl unter hamorrhagischen als auch unter
physiologischen Kreislaufbedingungen ohne Einfluss auf den systemischen

Sauerstoffstatus.

Die einstindige Hamorrhagie fluhrte erwartungsgemafy nicht zu einem relevanten
Abfall der Hamoglobinkonzentration oder des Hamatokrits. Bei einem akuten

Blutverlust bleibt der Hb-Wert zunachst unverandert, erst durch eine
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kompensatorische Flussigkeitsverschiebung ins intravasale Kompartiment tritt eine
Blutungsanamie mit zeitlicher Verzégerung auf. Die Bedeutung der Messung von Hb-
und Hamatokritwerten der akuten Phase einer Blutung ist daher nur eingeschrankt

aussagekraftig [141].

Hamoglobin ist bei einem paO2 von 90 bis 100 mmHg nahezu vollstandig mit Sauerstoff
gesattigt. Durch eine weitere Erhdhung der Sauerstoffzufuhr kann lediglich eine
Steigerung des physikalisch gelésten Sauerstoffs erreicht werden. Die dadurch zu
erzielende Zunahme der Sauerstoffkonzentration des Blutes ist geringfugig und von
fraglicher klinischer Relevanz auf die Sauerstoffversorgung des Gewebes (vgl. 2.7.6)
[35].

Im ha@morrhagischen Schock zeigte sich in O2HV und N2HV trotz unveranderter
Beatmungsparameter erwartungsgemaf eine statistisch signifikante Reduktion des
paO2 und Sa02 sowie ein Anstieg des pCO2. Wenngleich die erhobenen Werte samtlich
innerhalb des physiologischen Referenzbereichs liegen, zeigt sich in diesen
Veranderungen der Effekt des Schocks auf die systemische Oxygenierung und
Stoffwechsellage mit gesteigerter anaerober Glykolyse und vermehrter Produktion von
CO2[142].

Der induzierte hamorrhagische Schock bewirkte keine relevante Veranderung des
CaO2 im Vergleich zu den Ausgangswerten. Zu den Messzeitpunkten Gas30, HV60,
RT30 und RT60 =zeigte sich zwar eine statistisch signifikante, klinisch aber
wahrscheinlich nicht bedeutsame Differenz zwischen den Gruppen O2HV und N2HV
(vgl. Tabelle 4). In die Berechnung des CaO:2 flielRen neben dem Hb-Wert die SaOz2 flr
den an Hadmoglobin gebundenen Sauerstoff und der paO2 flr den physikalisch gelésten
Sauerstoff als unabhangige Parameter ein (vgl. 2.7.6). Der im Vergleich zur
Kontrollgruppe N2HV in der Interventionsgruppe O2HV zeitweise signifikant niedrigere
CaO2 korrelierte mit den zu den jeweiligen Messzeitpunkten geringfligig und ohne
klinische Relevanz ebenfalls verminderten Hb-Werten. Er ist a.e. hierin begriindet und
steht nicht in kausalem Zusammenhang mit der durchgefihrten topischen
Gasapplikation, zeigte sich doch in SaO2 und paO2 keine signifikanten Differenzen

zwischen den Gruppen (vgl. Tabelle 4 und Tabelle 5).

Dass wahrend des hamorrhagischen Schocks keine Reduktion des Ca0O2 detektiert
werden kann, ist durch die wahrend der kurzen Hamorrhagiedauer stabile

Hamoglobinkonzentration zu erklaren.
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Wahrend sich in den Messgrofien Hb, Hamatokrit und CaOz2 kein signifikanter bzw. in
der SaO2 ein lediglich geringer, klinisch a.e. irrelevanter Effekt des induzierten
hamorrhagischen Schocks zeigt, kommt durch den deutlichen Abfall des DO2 wahrend
der Hamorrhagie die absolute Abnahme des systemisch verfugbaren Sauerstoffs zum
Ausdruck. Dieser Abfall der DOz ist bedingt durch das im Schock reduzierte HZV.

Infolge des induzierten hamorrhagischen Schocks sind schocktypische metabolische
Veranderungen im Sinne einer milden metabolischen Azidose mit negativem BE
aufgetreten. Die Entwicklung einer metabolischen Azidose infolge einer Hamorrhagie
kann meist auf einen Laktatanstieg infolge der systemischen Hypoxie zurickgefuhrt
werden. Ein klinisch relevanter Laktatanstieg ist in dieser Versuchsreihe allerdings
ausgeblieben, auch zeigte sich kein Unterschied zwischen den normo- und
hypovolamen Gruppen hinsichtlich der Laktatkonzentration. Bruegger et al. haben
zeigen konnen, dass im Modell eines hamorrhagischen Schocks beim Hund in ihrer
Gesamtheit mehrere, durch die klassische Blutgasanalyse nicht erfasste Anionen zur
metabolischen Azidose beitragen [143]. Insgesamt sind die durch den in dieser
Versuchsreihe induzierten milden hamorrhagischen Schock verursachten
metabolischen Veranderungen nur von moderater Auspragung und zeigen sich bereits

zum Zeitpunkt RT30 deutlich reversibel.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die lokale Sauerstofftherapie keine
systemische  Hyperoxie verursacht und nicht 2zu einer systemischen
sauerstoffbedingten Vasokonstriktion oder sonstigen systemischen

Kreislaufveranderungen fuhrt.

4.3.4 Einfluss auf die Barrierefunktion der gastrointestinalen Schleimhaut

Wie oben dargestellt, unterliegt die Beurteilung der Barrierefunktion der gastralen
Schleimhaut anhand des Resorptionsmusters von Saccharose mehreren
methodischen Limitationen. Zusammenfassend konnte durch diese Methode kein
eindeutiger Effekt des induzierten hamorrhagischen Schocks dargestellt werden. Eine
eindeutige Aussage zum Einfluss der Intervention einer lokalen Sauerstoffapplikation

kann daher nicht erfolgen.
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4.4 Schlussfolgerung, klinische Relevanz und Ausblick

Der hamorrhagische Schock ist ein in der traumatologischen und perioperativen
Patientenversorgung geflirchtetes Krankheitsbild mit einer hohen Letalitat [144]. Der
rasche Blutverlust fuhrt neben einer hamodynamischen Instabilitat zu einer
eingeschrankten Gewebeperfusion und einer Reduktion der Sauerstoffversorgung mit
zellularer Hypoxie und Beeintrachtigungen in den Organfunktionen [145]. Das
Multiorganversagen stellt in diesem Kontext eine Komplikation mit potentiell letalem
Ausgang dar [146]. Im Gastrointestinaltrakt fuhrt eine Storung der Mikrozirkulation zur
Insuffizienz der Schleimhautbarriere mit der Folge einer Bakterientranslokation und

der Entstehung eines septischen Geschehens [147].

Im klinischen Management des hamorrhagischen Schocks steht neben der
Identifikation und Therapie der Blutungsursache die Stabilisierung der
Kreislaufsituation im Vordergrund. Hierbei sind die Volumentherapie mit kristalloiden
und kolloidalen Infusionslésungen sowie Bluttransfusionen und der systemische
Einsatz von Vasopressoren von hochster Relevanz. Durch Anpassung der
Beatmungssituation soll eine ausreichende Oxygenierung gewahrleistet werden [148].
In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass diese Mallnahmen nicht in der
Lage sind, die Mikrozirkulation suffizient zu beeinflussen [70, 149, 150]. Beim Einsatz
vasopressiver Substanzen mit dem Ziel der Kreislaufstabilisierung besteht das Risiko
einer mesenterialen Ischamie oder der Minderperfusion der Extremitaten als
unerwiinschte Nebenwirkung [151]. In den letzten Jahren ist die Uberwachung der
Mikrozirkulation bei kritisch erkrankten Patienten zum Beispiel im Rahmen eines
hypovolamen Schock oder einer Sepsis in den Fokus klinischer Studien geruckt [14,
152, 153]. In der klinischen Routine der Patientenversorgung hat ein entsprechendes

Monitoring jedoch noch keine nennenswerte Bedeutung gewinnen kdnnen [154, 155].

Malnahmen, um die Mikrozirkulation isoliert ohne negative Effekte auf die
Hamodynamik zu beeinflussen, sind derzeit noch Gegenstand der Forschung. Zur
Umgehung systemischer Nebenwirkungen erscheint ein lokaler Therapieansatz

unmittelbar an den kleinsten Gefalden der Mikrozirkulation vielversprechend.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine topische pharmakologische Therapie mit
Nitroglycerin, lloprost oder Melatonin die gastrale Mikrozirkulation im hamorrhagischen
Schock verbessern kann [50, 51]. Auch eine lokale Hypothermie an der gastralen

Schleimhaut scheint die mikrovaskulare Oxygenierung positiv zu beeinflussen [131].

61



Die topischen Therapien versprechen eine sichere und nebenwirkungsarme

Anwendung in der komplexen Betreuung des kritisch erkrankten Patientenkollektivs.

Zur Verbesserung der Gewebeoxygenierung im Gastrointestinaltrakt scheint eine
Steigerung der inspiratorischen Sauerstoffzufuhr (FiOz2) nicht geeignet, fuhrt sie doch
Uber eine sauerstoffvermittelte Vasokonstriktion zu einer Minderperfusion und einer
paradoxerweise reduzierten Sauerstoffversorgung des Gewebes [135]. Darlber
hinaus wurden unmittelbar schadigende Effekte einer Hyperoxie auf die Dinn- und

Dickdarmepithelzellen nachgewiesen [156, 157].

Vor diesem Hintergrund soll in dieser Studie die Frage beantwortet werden, ob sich
eine topische Sauerstoffapplikation unmittelbar an der Schleimhaut positiv auf die
lokale Mikrozirkulation auswirken kann. Es konnte gezeigt werden, dass die topische
Sauerstoffapplikation weder die mikrovaskulare Oxygenierung beeinflusst noch das

mikrovaskulare Perfusionsmuster verandert.

Diese Studie zeigte zudem die methodischen Herausforderungen in der Durchflihrung
der lokalen Applikation gasférmiger Substanzen an der gastrointestinalen Schleimhaut
auf, die die Anwendung in der klinischen Praxis deutlich erschweren durfte und den

regelhaften Einsatz in der Patientenversorgung unwahrscheinlich erscheinen Iasst.

In einer analogen Studie konnte gezeigt werden, dass die topische Applikation von
Kohlenstoffdioxid an der oralen und gastralen Schleimhaut eine Verbesserung der
mikrovaskularen Oxygenierung bewirkt und mit einer hodheren mikrovaskularen
Blutflusskontinuitat wahrend eines milden hamorrhagischen Schocks assoziiert ist
[63]. Denkbar erscheint hier eine durch die Hyperkapnie ausgeldste Vasopressin-
vermittelte V1a-Rezeptoraktivierung, die die mikrovaskularen Flusseigenschaften und
die lokale Sauerstoffversorgung positiv beeinflussen kdnnte [158, 159]. Den genauen
zugrundeliegenden  Wirkmechanismus der Ilokalen Hyperkapnie auf die
Mikrozirkulation zu ermitteln und therapeutisch nutzbar zu machen konnte

Gegenstand weiterer Forschung sein.
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