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Zusammenfassung

Die Aufrechterhaltung einer adaquaten Oxygenierung und Perfusion der Mikrozirkulation
gewinnt zur Vermeidung kritischer Sekundarerkrankungen einer akuten Hamorrhagie
zunehmend an Bedeutung. Eine vorangehende Behandlung mittels kurzer Zyklen aus
Ischamie und Reperfusion zeigt sowohl auf das primar behandelte Organ, als auch auf
entfernte  Organsysteme  protektive  Effekte. Letzteres wird als ischamische
Fernprakonditionierung (RIPC) bezeichnet und wird u.a. Uber vasoaktive Mediatoren und eine
Reduktion des oxidativen Stresses vermittelt. Diese Studie untersucht die Auswirkungen einer
RIPC auf die intestinale Oxygenierung und Perfusion der Mikrozirkulation wahrend eines
hamorrhagischen Schocks. Nach Genehmigung durch die zustandige Behdrde wurden die
Versuche an mannlichen Wistar Ratten (3 Monate alt, ca. 350 £ 50 gKG) in 4 Versuchsgruppen
mit je 12 Tieren durchgefihrt (randomisiert, verblindet). Nach Induktion einer
Allgemeinanasthesie, Instrumentierung der Versuchstiere und Erfassen der Baseline-Werte
erfolgte eine Behandlung mittels RIPC (4 - 5 min Ischamie + 5 min Reperfusion) durch
atraumatische Kompression beider Hinterldufe mittels pneumatischer Blutdruckmanschetten.
Anschlielend erfolgte die Induktion eines fixed-pressure Schocks (Ziel MAD 35-45 mmHg, 1
h) oder eine Fortfihrung des Versuchs unter normovoldmen Bedingungen. Kontrolltiere
erhielten keine RIPC. Es erfolgte die Bestimmung der postkapillaren Sauerstoffsattigung
(uHbO2) am  colocaecalen Ubergang und dem terminalen lleum  mittels
Weillichtgewebespektrometrie. Dartber hinaus wurde die strukturelle (total vessel density;
TVD) wund funktionelle (microvascular flow index; MFI) Mikrozirkulation mittels
Videomikroskopie evaluiert. Zuletzt erfolgte die Testung auf Normalverteilung und
anschlielende Auswertung mittels two-way ANOVA und Bonferroni post-hoc Korrektur. Die
Darstellung erfolgt als Mittelwert + Standardabweichung. Das Signifikanzniveau liegt bei
p < 0,05. Der hdamorrhagische Schock flihrte zu einer signifikanten Abnahme der uHbO2 von
7118 % auf 38 £ 12 % im Colon und im lleum von 71 £ 14 % auf 26 + 14 %. Auch nach einer
RIPC fiel die ygHbO2 im Schock signifikant ab (Colon von 72 + 7 % auf 36 + 10 %; lleum von
68 £ 8,5 % auf 25 + 13 %). Bei konstanter TVD fuhrte die Hdmorrhagie zu einer signifikanten
Abnahme des MFI von 2,9 +0,2 auf 0,9 +0,6 in RIPC-negativen Versuchstieren (RIPC:
2,9+0,2 auf 0,7 £0,6). Eine akute Hamorrhagie fuhrt somit durch Reduktion der lokalen
Perfusion zu einer verminderten Gewebeoxygenierung in Ratten. Es wurden keine RIPC-
assoziierten, signifikanten Unterschiede zwischen den vorbehandelten Tieren und den
Kontrolltieren registriert. Vorbeschriebene gewebeprotektive Effekte der RIPC scheinen somit
im Kontext der akuten Hamorrhagie ohne Retransfusion nicht aus einer Veranderung dieser
mikrozirkulatorischen Variablen zu resultieren. Demnach scheint nicht die akute Schadigung
durch Ischamie oder Hypoperfusion durch RIPC modulierbar zu sein, sondern vor allem ein

Reperfusionsschaden, bzw. die Sequenz aus Ischamie und folgender Reperfusion.



Summary

Maintaining adequate oxygenation and perfusion of the microcirculation is becoming
increasingly important in preventing critical secondary complications of acute hemorrhage.
Pretreatment with short cycles of ischemia and reperfusion has shown protective effects on
both the primarily treated organ and distant organ systems. This is referred to as remote
ischemic preconditioning (RIPC) and is mediated, among other things, by vasoactive
mediators and a reduction in oxidative stress. This study investigates the effects of RIPC on
intestinal oxygenation and perfusion of the microcirculation during hemorrhagic shock. After
approval by the responsible authority, the experiments were conducted on male Wistar rats (3
months old, approx. 350 + 50 g body weight) in 4 experimental groups of 12 animals each
(randomized, blinded). After induction of general anesthesia, instrumentation of the
experimental animals and recording of baseline values, RIPC (4 - 5 min ischemia + 5 min
reperfusion) was performed by atraumatic compression of both hind legs using pneumatic
blood pressure cuffs. This was followed by the induction of a fixed-pressure shock (target MAD
35-45 mmHg, 1 h) or continuation of the experiment under normovolemic conditions. Control
animals did not receive RIPC-treatment. Postcapillary oxygen saturation (uHbO2) was
determined at the colocecal junction and the terminal ileum using white light tissue
spectrometry. Further structural (total vessel density; TVD) and functional (microvascular flow
index; MFI) microcirculation was evaluated using video microscopy. Finally, testing for normal
distribution was performed, followed by evaluation using two-way ANOVA and Bonferroni post-
hoc correction. The results are presented as mean + standard deviation. The significance level
is p < 0.05. The induction of hemorrhagic shock led to a significant decrease in yHbO2 from
71+ 8 % to 38 £ 12 % in the colon and from 71 £ 14 % to 26 £ 14 % in the ileum. Even after
pretreatment with RIPC, pHbO2 decreased significantly in shock (colon from 72 +7 % to
36 + 10 %; ileum from 68 +8,5% to 25+ 13 %). While TVD remained constant, acute
hemorrhage led to a significant decrease in MFI from 2,9 + 0,2 to 0,9 £ 0,6 in RIPC-negative
animals (RIPC: 2,9 + 0,210 0,7 + 0,6). In conclusion acute hemorrhage leads to reduced tissue
oxygenation in rats due to a reduction in local perfusion. No RIPC-associated significant
differences were recorded between the pretreated animals and the control animals. The
previously described tissue-protective effects of RIPC do not appear to result from a change
in these microcirculatory variables in the context of acute hemorrhage without resuscitation.
Based on the current data, it appears that RIPC does not modulate acute damage induced by

ischemia, but rather reperfusion injury, or the sequence of ischemia followed by reperfusion.
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1 Einleitung

In der vorliegenden Dissertation wird zur besseren Lesbarkeit das generische Maskulinum
verwendet. Die hier verwendeten Personenbezeichnungen beziehen sich, falls nicht explizit

anders kenntlich gemacht, auf alle Geschlechter.

1.1 Pathophysiologie der Hamorrhagie

Sowohl in der perioperativen Patientenversorgung als auch in der klinischen Notfall- und
Intensivmedizin stellt der hamorrhagische Schock nach wie vor ein bedeutendes klinisches
Problem dar. Weltweit versterben jahrlich geschatzt 1,9 Millionen Menschen infolge eines
schweren Blutverlustes, davon etwa 1,5 Millionen traumatisch bedingt[1]. Hierbei treten etwa
die Halfte der verletzungsbedingten Todesfalle innerhalb der ersten 30 Tage nach dem Ereignis
auf[2]. Trotz der Etablierung multipler Therapiekonzepte wie der permissiven Hypotonie und
der Anwendung standardisierter Trauma-Algorithmen, bleibt die Therapie von
Traumapatienten mit hamorrhagischem Schock eine enorme medizinische, strukturelle und
auch finanzielle Herausforderung fir medizinisches Personal mit einer anhaltend hohen
Letalitat[1]. In der initialen Schockphase fuhrt der kritische Volumenmangel Uber eine
Stimulation neuroendokriner Signalwege zu einer reflektorischen, vermehrten Aktivitat des
adrenergen Systems mit endogener Ausschittung von Katecholaminen aus dem
Nebennierenmark in die systemische Zirkulation[3]. Ebenfalls wird die sympathikotone
Innervation der Endorgane und der die Endorgane versorgenden Gefale gesteigert[3]. Diese
Kompensationsmechanismen resultieren in einer Steigerung des Herzzeitvolumens, des
totalen peripheren Wiederstandes und des Atemminutenvolumens, mit dem Ziel das globale
Sauerstoffangebot zu steigern und die terminale Sauerstoffversorgung zu verbessern[3].

Der Anstieg des totalen peripheren Wiederstandes ist dabei im Wesentlichem auf eine as-
adrenerge Gefalinnervation des Gastrointestinaltraktes, der Muskulatur und der Haut
zurtckzufihren. Im Gegensatz dazu flhrt eine primar Bz-adrenerge GefalRinnervation kardialer
und zerebraler Gefalle zu einer lokalen Vasodilatation[4]. Durch diese ungleiche und
organspezifische Gefalinnervation fuhrt eine uniforme sympathikotone Aktivierung zu einer
konsekutiven Umverteilung des zirkulierenden Blutvolumens zu Gunsten lebenswichtiger
Organe wie dem Gehirn und dem Herzen[4]. Die Auswirkungen einer Hamorrhagie
insbesondere auf die Blutversorgung im Splanchnikusgebiet konnten bereits 1974 von Vatner
et al. in einer tierexperimentellen Studie an Hunden und Pavianen gezeigt werden[5]. Hierbei
wurde durch eine aortale Druckmessung und ultraschallgestitzte Dopplerflussmessungen ein
deutlicher Abfall des Blutflusses unter anderem in den Aa. mesentericae registriert, wahrend

der GefalRwiderstand deutlich angestiegen ist[5].



Die durch schwere Blutverluste eingeschrankte systemische Zirkulation manifestiert sich auf
Endorganebene in Form einer verminderten mikrovaskuldren Perfusion. Hierdurch folgt
letztlich eine Einschrankung der sogenannten Mikrozirkulation[6, 7]. Diese stellt die
funktionelle Endstrecke des kardiovaskularen Systems dar und ist sowohl fir die Versorgung
des von ihr abhangigen Gewebes mit Sauerstoff und Energietragern als auch fir den
Abtransport von Stoffwechselprodukten des Zellmetabolismus verantwortlich[8]. Sie ist somit
unmittelbar mit dem Erhalt der regionalen Homdostase verknlpft. Strukturell werden
prakapillare Arteriolen, Kapillaren und postkapillare Venolen mit einem GefalRdurchmesser

unter 100 um zu dem vaskularem Kompartiment der Mikrozirkulation gezahlt[9].

1.2 Bedeutung der Mikrozirkulation beim kritisch kranken

Patienten

Durch Ince et al. und Cooper et al. wurden bereits in Reviews beschrieben, welche
Auswirkungen Einschrankungen der systemischen Zirkulation auf die Mikrozirkulation
haben[10, 11]. Hierbei kommt es im Fall der Hdmorrhagie durch Aktivierung des Sympathikus
und resultierender arterieller Vasokonstriktion zu einer Umverteilung des Blutes zu Lasten der
kapillaren Perfusion und zuséatzlich zu einem stagnierenden mikrovaskularen Blutfluss[10].
Ebenfalls haben Cooper et al. aufgezeigt, dass sich Veranderungen der Mikrozirkulation durch
einen septischen oder hamorrhagischen Schock bereits vor messbaren Anderungen der
Makrozirkulation nachweisen lassen[10]. Kommt es im Rahmen dieser mikrozirkulatorischen
Veranderungen zu einer kritischen Minderversorgung der entsprechenden Organe, flhrt dies
zu einer anaeroben Stoffwechsellage der Zellen[4]. Infolgedessen kommt es zu einer
vermehrten Ansammlung toxischer Stoffwechselmetabolite wie z.B. Laktat oder
Kohlenstoffdioxid, was lokal zu einer metabolischen Azidose[12] flhrt und wiederum
vasodilatativ auf die prakapillaren Arteriolen wirkt. Da die konstringierten postkapillaren
Blutgefale gering von diesem Mechanismus beeinflusst werden, kommt es zu einem erhdhten
hydrostatischen Druck innerhalb der Mikrozirkulation und anschlieBend zu einem
Flissigkeitsverlust in das Interstitium mit Bildung eines interstitiellen Odems[13]. Dies fiihrt zu
einem circulus vitiosus aus einer sich gegenseitig verstarkenden makro- und
mikrozirkulatorischen Dysfunktion[14]. Dartber hinaus verlangert sich durch ein interstitielles
Odem die Sauerstoffdiffusionsstrecke und fihrt somit zu einer Verschlechterung der
Gewebeoxygenierung[14]. Durch videomikroskopische mikrozirkulatorische Messungen der
mikrovaskularen Gefalldichte konnte in experimentellen Untersuchungsaufbauten diese
Pathologie quantifiziert und tGberwacht werden. Schlussendlich kann es durch das stockende
und heterogene Flussbild zu einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) kommen,

welche durch Thrombenbildung ebenfalls die Defizite der Gewebeversorgung verstarkt[4].
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Auch dies konnte Uber eine optische Graduierung der Perfusion der mikrovaskularen Gefalle

und des Blutflusses quantifiziert werden.

Darlber hinaus zeigten Sakr et al. in einer prospektiven Observationsstudie an septischen
Patienten durch videomikroskopische sublinguale Mikrozirkulationsmessungen, dass diese
Veranderungen nach erfolgreicher Therapie teilweise langer persistieren als in der Klinik
ubliche makrohamodynamische Messungen suggerieren und gleichzeitig mit einem
schlechteren klinischen Outcome assoziiert sind[11, 15]. Ebenfalls konnte gezeigt werden,
dass videomikroskopisch messbare Veranderungen der Mikrozirkulation als friher und
sensitiver Indikator fir positive oder negative Veranderungen des klinischen Zustands der
Patienten in den nachsten 24 Stunden dienen kénnen[16]. So beschrieben beispielsweise
Trzeciak et al. eine Verbesserung des SOFA-Scores (sequential organ failure assessment) in
den folgenden 24 Stunden nach einer Schocktherapie, wenn in zwei aufeinander folgenden
Messungen eine Steigerung des mikrovaskularen Blutflusses ersichtlich war[17]. Letztlich
wurde durch De Backer et al. in einer Analyse einer prospektiven Observationsstudie
beschrieben, dass videomikroskopisch erhobene Parameter der Mikrozirkulation eng mit der
Mortalitat korrelieren und ebenso wie der SOFA-Score als unabhangiger Pradiktor fir das
Outcome genutzt werden kénnen[18]. Jedoch gilt es zu erwahnen, dass eine Implementierung
dieser Messungen in eine Therapiesteuerung bisher nicht erfolgreich war. So zeigten Bruno et
al. in einer prospektiven, randomisierten, klinischen, multizentrischen Studie, dass eine
Therapiesteuerung anhand der Mikrozirkulation in Form von  sublingualen,
videomikroskopischen Aufnahmen bei Intensivpatienten im Schock nicht zu einer

Verbesserung der 30-Tages Uberlebensrate fiihrte[19].

Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass die Mikrozirkulation ein von der Makrozirkulation zu
unterscheidendes, funktionelles Kompartiment des kardiovaskularen Systems darstellt.
Gerade bei kritisch kranken Patienten kénnen sowohl Veranderungen der Mikrozirkulation
durch die Erkrankung selbst, als auch iatrogene Interventionen mit dem Ziel die systemische
Hamodynamik zu optimieren eine Entkopplung der Mikrozirkulation von makrozirkulatorischen
Variablen hervorrufen[11]. Dieses Phanomen beschreibt das Konzept der hamodynamischen
Inkoharenz[11]. Diesbeziglich haben Fang et al. in einer experimentellen Studie an Sprague-
Dawley Ratten die videomikroskopisch erhobenen Veranderungen der bukkalen
Mikrozirkulation im septischen Schock mit einem hamorrhagischen Schock verglichen[20].
Hierbei fanden sie heraus, dass die Veranderungen vergleichbar, wenn auch im septischen
Schock meist ausgepragter sind[20]. Darlber hinaus zeigte sich die hdmodynamische
Inkoharenz im hamorrhagischen Schock weniger ausgepragt als im septischen Schock[20].
Dies unterstreicht die Notwendigkeit einer zukilinftigen Implementierung mikrozirkulatorischer

Messungen in die Schockdiagnostik und -therapie in der klinischen Routine.



1.3 Bedeutung des Gastrointestinaltraktes im Schock

Die oben beschriebenen Veranderungen sind die vermutliche Ursache fur die unmittelbare
Organdysfunktion und initial hohe Mortalitdt im hamorrhagischen Schock[21]. Aber auch nach
suffizienter Rekonstitution der Hdmodynamik kann es nach Tagen bis Wochen zu relevanten
Komplikationen, wie der sekundaren Entwicklung einer Sepsis kommen[22]. Schwerwiegende
Veranderungen auf der Ebene der Mikrozirkulation und des Zellstoffwechsels fihren letztlich
zu einer Schadigung der Enterozyten und einer ausgepragten Stérung der intestinalen
Barrierefunktion[23]. Dieser verzogerten Mortalitat liegt vermutlich unter anderem eine
Translokation der physiologisch vorkommenden Enterobakterien in die systemische
Zirkulation zugrunde, welche bereits 1979 durch Berg und Garlington beschrieben wurde[24].
Die gastrointestinale Darmschleimhaut stellt eine Grenzflache zu fakultativ pathogenen
Erregern dar und ist damit eine potentielle Eintrittspforte flr bakterielle Erreger und Pathogen
assoziierte Proteine[24]. Somit scheint eine transepitheliale Passage dieser Pathogene, ihrer
Stoffwechselprodukte und sonstiger Zellbestandteile in die systemische Zirkulation einen
wesentlichen  Beitrag zur  Aufrechterhaltung oder  Verschlechterung  kritischer
Krankheitszustande beitragen zu konnen[23, 24]. Hieraus kann eine systemische
Inflammation mit konsekutiver Entwicklung oder Verschlechterung einer Sepsis, damit
einhergehender hoher Wahrscheinlichkeit eines Multiorganversagens und erhéhter Mortalitat
resultieren[23]. Im weiteren Verlauf kamen diesbeziiglich auf Grund widersprichlicher Daten
aus experimentellen Studien Zweifel an der intestinalen bakteriellen Translokation als alleinige
Ursache fur eine sekundare Verschlechterung des Patientenzustandes auf[25]. Moore et al.
untersuchten im Jahr 1991 in einer klinischen Studie an verletzten Patienten portalvendses
Blut auf Bakterien, Endotoxine und inflammatorische Zytokine[26]. Hierbei fand sich
insbesondere kein signifikanter Unterschied von Patienten mit komplikationslosen Verlaufen
zu denen mit folgender Entwicklung eines Multiorganversagens[26]. Infolgedessen entstand
mit der gut-lymph hypothesis eine weitere zentrale Theorie zur Erklarung dieses
Phanomens[25]. Entsprechend dieser Hypothese zeigten Senthil et al. in einer
tierexperimentellen Studie an mannlichen Schweinen in einem modifizierten fixed-pressure
Hamorrhagiemodell mit Retransfusion die Zytotoxizitat der wahrend des Schocks gewonnenen

intestinalen Lymphe auf Endothelzellen[27].

Unabhangig von dem exakten, zugrunde liegenden Pathomechanismus unterstreichen diese
Ergebnisse die zentrale Rolle des Gastrointestinums bei sekundaren Komplikationen nach
einem hamorrhagischen Schock. Piton et al. zeigten in einer prospektiven Observationsstudie,
dass eine intestinale Zellschadigung bereits bei nahezu 50% der kritisch kranken Patienten
bei Aufnahme auf die Intensivstation vorliegt und diese mit einer erhéhten 28-Tage Mortalitat
korreliert[28]. Reintam et al. zeigten ebenfalls, dass eine kompromittierte gastrointestinale

Funktion, quantifiziert durch einen gastrointestinal failure score, ebenfalls direkt mit einer
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erhdhten Mortalitat korreliert[29]. Schlussendlich flhrte dies zum Konzept der ,gut-origin®
Sepsis im kritisch kranken Intensivpatienten[23]. In Anbetracht der genannten Tatsachen
kommen potenziell organpraventiven Strategien zum Erhalt der intestinalen Integritat eine
wichtige Rolle in der Vermeidung sekundarer Krankheitszustdnde und einer Reduktion der

spaten Mortalitat in kritisch kranken Patienten zu.

1.4 Die ischamische (Fern-)Prakonditionierung

Die zuvor beschriebenen Veranderungen ricken Mechanismen der Organprotektion
zunehmend in den Fokus. Eine dieser organprotektiven Mechanismen ist die sogenannte
ischamische Prakonditionierung (IPC). In experimentellen Studien hat sich seit der
Erstbeschreibung 1986 in einem tierexperimentellen Modell durch Murry et al. die IPC als
vielversprechender Ansatz erwiesen[30]. Hierbei wirken sich vorangehende, nicht letale
Ischamie- und Reperfusionszyklen protektiv auf den Gewebeschaden des nachgeschalteten
Myokards bei einer nachfolgenden, schwerwiegenden Indexischamie aus[30]. In
nachfolgenden Studien konnte aufgezeigt werden, dass der protektive Effekt einer vorherigen
IPC auf den Gewebeschaden nicht alleinig auf das unmittelbar konditionierte, myokardiale
Gewebe beschrankt ist[31]. So konnte ebenfalls eine organprotektive Wirksamkeit der IPC in
der Lunge[32], der Leber[33] und dem Gehirn[34] nachgewiesen werden. Cinel et al. konnten
letztendlich in  einem tierexperimentellen Modell des intestinalen Ischamie-
Reperfusionsschadens an mannlichen Wistar Ratten durch Prakonditionierung einen
protektiven Effekt der ischamischen Prakonditionierung auf die Mukosa des Illeums
nachweisen[35]. Sie registrierten in 24 Stunden spater genommenen Gewebeproben eine
signifikante Reduktion der apoptotischen Zellen, was ebenfalls durch DNA-
Gelelektrophoresen bestatigt wurde[35]. Darlber hinaus zeigten Aksdyek et al. in einer
experimentellen Studie an mannlichen Wistar Ratten mit demselben Prakonditionierungs- und
Ischamieprotokoll eine Verminderung des Gewebeschadens und der bakteriellen
Translokation nach intestinaler Ischamie durch die Vorbehandlung mittels IPC[36]. Es zeigte
sich in der mikrobiologischen Aufarbeitung von Serumproben, mesenterialen
Lymphknotenproben und Proben der Leber und der Milz ein signifikant erhdhtes Vorkommen
von translozierten Bakterien in der Ischamiegruppe bei ebenfalls signifikant reduziertem

Vorkommen in der prakonditionierten Gruppe[36].

Im Jahr 1993 wurde durch Przyklenk et al. erstmals das Konzept der ischamischen
Fernprakonditionierung (RIPC) beschrieben, indem sie durch vorangehende ischamische
Stimuli an einem umschriebenen myokardialen Gefalbett protektive Effekte auf hiervon
getrennte Perfusionsareale des Myokards bei einer nachfolgenden Ischamie erzielen

konnten[37]. Anschlieliend konnten Hummitzsch et al. in einer tierexperimentellen Studien
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einen mit der IPC vergleichbaren protektiven Effekt der RIPC auf intestinale Gewebe in einem
Ischamie-Reperfusionsmodell nachweisen[38]. Es zeigte sich eine Reduktion histologischer
Zeichen intestinaler Gewebeschaden, eine erhdhte HIF-1a Proteinexpression und eine
verminderte Serumaktivitat einer 130 kDa Gelatinase[38]. Saeki et al. wiesen ebenfalls in einer
experimentellen Studie an Lewis Ratten protektive Effekte der IPC und RIPC auf intestinale
Gewebe in Form von einer histopathologischen Verbesserung und verminderter LDH und
Transaminasen im Serum drei Stunden nach Dinndarmtransplantation mit inbegriffener kalter

drei-stliindiger Ischamie nach[39].

Die im Vergleich zu einer IPC deutlich vereinfachten Durchflhrbarkeit der RIPC beispielsweise
durch eine Kompression der Extremitaten mithilfe pneumatischer Blutdruckmanschetten
ermoglicht eine vereinfachte Anwendbarkeit in klinischen Studien. Diese Studien wiesen
teilweise vielversprechende Effekte der RIPC nach bei insgesamt jedoch inhomogener
Datenlage[40-44]. So konnten Meybohm et al. in einer multizentrischen, prospektiven
klinischen Studie an Patienten, die sich einer elektiven herzchirurgischen Operation
unterzogen keine relevanten Vorteile einer Behandlung mittels RIPC feststellen[40]. Im
Gegensatz dazu fanden Jia et al. in einer kleineren, prospektiven, randomisierten Studie
heraus, dass eine Behandlung mittels RIPC die Inzidenz einer postoperativen
Nierenschadigung bei herzchirurgischen Patienten nach einem elektiven operativen Eingriff
positiv beeinflusste[43]. Bezogen auf den Gastrointestinaltrakt zeigt sich eine eher sparliche
Datenlage. So ergaben tierexperimentelle Daten bspw. eine RIPC-induzierte
histopathologische Verbesserung, eine niedrigere LDH und Transaminasen im Serum drei
Stunden nach Dinndarmtransplantation[39]. Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen RIPC und IPC. Darlber hinaus zeigten Yi et al. in einer kleinen klinischen Studie an
Patienten mit Resektion eines kolorektalen Karzinoms einen positiven Einfluss der RIPC auf
die postoperative gastrointestinale  Funktion und verminderte Konzentrationen

inflammatorischer Zytokine und Proteine[44].

Die exakten Mediatoren dieser protektiven Effekte sind nur teilweise beschrieben und noch
Gegenstand aktueller Forschung. Die bisher vermuteten Signalwege teilen jedoch die
Gemeinsamkeit vasoaktiver Substanzen (beispielsweise Adenosin und NO), welche ebenfalls
als Mediatoren der Mikrozirkulation der Endorgane fungieren[45]. So konnten Kraemer et al.
in einer prospektiven Kohortenstudie durch Bestimmung mikrozirkulatorischer Parameter
nachweisen, dass eine RIPC die Perfusion der Haut gesunder Probanden verbesserte[46].
Ebenfalls konnten Tapuria et al. in einem tierexperimentellen Modell an mannlichen Sprague-
Dawley Ratten durch eine Videofluoreszenz-Mikroskopie zeigen, dass eine RIPC die Perfusion
der hepatischen Mikrozirkulation in einem Ischamie-Reperfusionsmodell positiv
beeinflusste[47].



1.5 Ziele der Arbeit

Der Effekt der RIPC auf die Gewebeoxygenierung und das funktionelle System
Mikrozirkulation ist jedoch weiterhin unzureichend untersucht, gerade im Kontext der
Hamorrhagie ohne anschlieliende Retransfusion. Daher sollte in der vorliegenden Studie der
Einfluss der RIPC auf die Gewebeoxygenierung und mikrovaskulare Perfusion des Intestinums
als bereits fruh kompromittiertes und Outcome relevantes Organsystem untersucht werden.
Vor diesem Hintergrund wurde die vorliegende Studie konzipiert mit besonderem Augenmerk

auf folgende Kernfragestellungen:

1. Sind die mittels Weillichtspektroskopie bestimmte Gewebeoxygenierung und die
Evaluation mikrovaskularer Perfusionsmarker durch Einsatz der Laser Doppler
Flussmessung und der Videomikroskopie geeignet, um eine regionale Hypoxie und
Hypoperfusion in dem hier verwendeten Schockmodell abzubilden[48]7?

2. Verbessert eine ischamische Fernprakonditionierung die intestinale
Gewebeoxygenierung und Mikrozirkulation in dem hier verwendeten Modell im Schock

ohne folgende Retransfusion[48]?



2 Material und Methoden

Fur die Durchfihrung der Versuche lag eine Genehmigung nach § 8 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes durch das Landesamt fir Natur, Umwelt und Klima (LANUK Az. 81-
02.04.2018.A308) vor. Alle Untersucher konnten eine Bescheinigung Uber die Fachkunde

gemal § 9 des aktuell geltenden Tierschutzgesetzes nachweisen.

2.1 Versuchstiere

Fir die Versuche wurden 48 mannliche Wistar Ratten mit einem Alter von circa 3 Monaten und
einem Koérpergewicht von 350 £+ 50 g durch die Zentrale Einrichtung fur Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
bereitgestellt. Die Tiere wurden in kleinen Gruppen von zwei bis drei Versuchstieren je Kafig
gehalten und morgens in die Rdumlichkeiten der Experimentellen Anasthesiologie Uberfuhrt.
Sie erhielten bis zum Versuchsbeginn freien Zugang zu Standardrattennahrung und
Trinkwasser. Die weitere Unterbringung bis zum Versuchsbeginn fand in einem abgedunkelten
Kafig in den Laborradumen statt. Nach den durchgefuhrten Versuchen wurden die

Versuchstiere in tiefer Narkose durch Exsanguination euthanasiert[48].

2.2 Instrumentierung

Fur den Versuch wurde zunachst das aktuelle Korpergewicht der Tiere bestimmt.
AnschlieBend erfolgte die Narkoseinduktion durch eine intraperitoneale Injektion von
100 mg - kgkG™" Pentobarbital (Narcoren®, Pentobarbital-Injektionslosung fiir Tiere, Merial
GmbH, Halbergmoos, Deutschland) und die Platzierung der Tiere in Rickenlage auf einer
Warmematte (Julabo 6, Julabo Labortechnik GmbH, Seel-bach, Deutschland). Die
Kérpertemperatur der Tiere wurde durch eine rektale Messung Uberprtft. Nach Sicherstellung
einer adaquaten Narkosetiefe durch Testung der unwillkirlichen Abwehrreaktionen auf einen
standardisierten Schmerzreiz erfolgte eine standardisierte Instrumentierung der
Versuchstiere. Diese umfasste eine chirurgische Atemwegssicherung mittels Tracheotomie
uber einen offen chirurgischen Zugangsweg. Hierfur wurde die Trachea freiprapariert, durch
eine Querinzision ventral erdffnet und eine chirurgische Atemwegssicherung mittels einer 16
G Kanlile etabliert (FEP Vasofix®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland, ohne
Stahlmandrin). Die Beatmung (Inspira asv, Harvard apparatus, Holliston, Massachusetts,
USA) erfolgte in einem volumenkontrollierten Beatmungsmodus (initial Atemfrequenz 75 - min
', Tidalvolumen 2 ml, inspiratorische Drucklimitierung < 17 cmH,O, FiO, = 0,3) und wurde im

Verlauf des Versuchs mit dem Ziel einer normokapnischen Ventilation (paCO2 45 + 5 mmHg)
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angepasst. Weiterhin erfolgte die Kandlierung der rechten V. jugularis interna mittels einer
24 G Kandile (Introcan Safety®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) zur
intravendsen Aufrechterhaltung der Narkose mittels Applikation von 10 mg - kg’ - h”'
Pentobarbital i.v. und 4 ml - h™" einer Vollelektrolytldsung als Tragerldsung (Kochsalzlésung,
Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland). Zusatzlich erfolgte eine
Muskelrelaxierung durch Applikation von 3 mg - kg™ - h™' Pancuronium (Pancuronium Inresa,
Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, Deutschland). Zuletzt wurde eine invasive arterielle
Blutdruckmessung Uber einen in der linken Arteria carotis einliegenden Katheter etabliert zur
kontinuierlichen Aufzeichnung Uber eine Software (Chart v5 flir Windows, AD Instruments
GmbH, Spechbach, Deutschland). Hierzu wurde der Nervus vagus dargestellt, von der
benachbarten Arteria carotis isoliert und diese mit einer 24 G Kanlle (Introcan Safety®, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) instrumentiert. Diese ermoglichte die
kontinuierliche Registrierung des arteriellen Blutdrucks. Daruber hinaus wurde der arterielle
Katheter genutzt, um rezidivierende Blutgasanalysen durchzufihren und den
hamorrhagischen Schock zu induzieren.

Allen Tieren wurden Blutdruckmanschetten tber die Hinterlaufe gestreift, um eine ischamische
Fernprakonditionierung oder die korrespondierende Kontrollbehandlung durchzufiihren. Das
Abdomen der Tiere wurde rasiert und eine mediane Laparotomie durchgefihrt. Fir die
Messung der intestinalen Mikrozirkulation wurde das Caecum aufgesucht, der ileocaecale
Ubergang externalisiert und Messsonden (s. Kapitel 2.5.6) fiir die WeiRlichtspektrophotometrie
sowie die Laser-Doppler Flussmessung auf den Darm aufgelegt. Die Platzierung der
Messsonden erfolgte atraumatisch auf der Tunica Serosa des terminalen lleums (circa 1-2 cm
proximal der lleozbkalklappe) und des proximalen Colon ascendens. Die Signale beider
Messorte wurden kontinuierlich aufgezeichnet. Der Darm und die Sonden wurden mit Gaze
(ES-Kompressen, Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland) abgedeckt und regelmaRig
mit Ringerlésung (B. Braun Melsungen AG, Melsungen Deutschland) befeuchtet, um einer
Austrocknung vorzubeugen. Daruber hinaus wurden videomikroskopische Aufnahmen der

zokalen Mikrozirkulation mittels incident dark-field imaging (s. Kapitel 2.5.7) angefertigt[48].

2.3 Versuchsprotokoll

Nach vollendeter Instrumentierung erfolgte zunachst die Registrierung der individuellen und
uber die Zeit konstanten Ausgangswerte. Hiervon wurde ausgegangen, wenn in der
kontinuierlichen Aufzeichnung mittels WeiRllichtspektrophotometrie und Laser-Doppler
Flussmessung sowie der systemischen Hamodynamik Uber 15 Minuten stabile Messwerte
registriert werden konnten. AnschlieRend wurden die Versuchstiere randomisiert einem von

vier Versuchsprotokollen zugeordnet (s. Abb. 1)[48].



2.3.1 Ischamische Fernprakonditionierung (RIPC)

Fir die Induktion einer ischamischen Fernprakonditionierung (RIPC) wurden
Blutdruckmanschetten um die proximalen Hinterldufe gelegt und diese bei Versuchstieren mit
RIPC-Intervention auf einen Druck von 200-250 mmHg insuffliert[38]. Da der mittlere Blutdruck
von Ratten in dieser Versuchsreihe durchschnittlich bei ca. 130 mmHg lag, ist von einer
vollstandigen Unterbrechung der arteriellen Blutversorgung auszugehen. Nach einer funf-
minUtigen Kompression der Hinterlaufe mit Unterbrechung der regionalen Perfusion wurden
die Blutdruckmanschetten deflationiert, um eine Reperfusion der Extremitaten zu ermdglichen.
Die Dauer einer fiunf-minitigen Hinterlaufskompression mit anschliefender funf-minutiger
Reperfusionsphase wird als RIPC-Zyklus bezeichnet. In der durchgefihrten Versuchsreihe
wurden vier RIPC-Zyklen fir die Induktion einer RIPC durchgefiihrt[49, 50].

Bei Versuchstieren, die keine RIPC-Intervention erhielten, wurden Blutdruckmanschetten Gber
beide Hinterlaufe gestreift, diese jedoch nicht inflationiert. Entsprechend erfolgte eine

Beobachtung der Versuchstiere flir aquivalente Zeitintervalle[48].

2.3.2 Hamorrhagischer Schock

Die Induktion einer akuten Hamorrhagie erfolgte Uber rezidivierende Blutentnahmen aus dem
arteriell einliegenden Katheter, bis ein mittlerer arterieller Blutdruck von 40 + 5 mmHg erreicht
wurde. Dieses Vorgehen zur Induktion einer akuten Hamorrhagie wird als ,fixed-pressure
hemorrhage“[51] bezeichnet. Um eine am Blutdruck gemessene konstante Schocktiefe zu
gewahrleisten erfolgten im Falle einer Rekompensation weitere Blutentnahmen, sowie im Fall
einer zunehmenden hamodynamischen Instabilitdt Bolusgaben einer kristalloiden
Vollelektrolytldsung. Versuchstiere ohne Induktion einer Hamorrhagie wurden fur aquivalente

Zeitintervalle observiert[48].
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2.3.3 Versuchsablauf

BGA BGA, CC BGA, CC cc BGA, CC
Kontrolle 15 min Baseline“ 40 min “ 60 min

BGA BGA, CC BGA, CC cc BGA, CC
RIPC 15 min Baselinei[ RIPC 4x5+5 min ﬁ 60 min

BGA BGA, CC BGA, CC cc BGA, CC
Schock 15 min BE!SE‘”FIEiI 40 min ﬁ 60 min Schock

ElfA BGA, CC BGA, CC cc BGA, CC
RIPC + Schnck|1 5 min Baseline“ RIPC 4x5+5 min Ik 60 min Schock

Beginn Baseline RIPC HWV30 HVE0

Abb. 1: Versuchsablauf

Schematische Darstellung der einzelnen Phasen des Versuchsablaufes aller Versuchsgruppen tber die
Zeit. Kennzeichnung der Zeitpunkte der Datenerhebung mittels IDF-Aufnahmen (,CC*) und
Blutgasanalysen (,BGA®). Dazu Benennung der Messzeitpunkte im unteren Teil, Beginn (0:00 h),
Baseline (0:15 h), RIPC (0:55 h), HV30 (1:25 h) und HV60 (1:55 h). Modifiziert nach[48].

2.4 Versuchsgruppen

Die randomisierte Zuordnung der Tiere zu den einzelnen Versuchsgruppen erfolgte unmittelbar
vor Versuchsbeginn per Losverfahren. Insgesamt wurden 48 Tiere vier unterschiedlichen
Gruppen zugeteilt (n=12). Es folgt eine

chronologische Beschreibung der

Versuchsgruppen[48].

2.4.1 Kontrolle

Nach Registrierung der Ausgangswerte wurde der Versuch in der Kontrollgruppe fur eine
Dauer von 100 min ohne Induktion einer RIPC-Intervention und ohne Induktion eines akuten
hamorrhagischen Schocks fortgefihrt. Wahrend der gesamten Zeit wurde die intestinale
Mikrozirkulation kontinuierlich mittels Weillichtspektrophotometrie und Laser-Doppler
Flussmessung evaluiert und der arterielle Blutdruck sowie die Atemwegsdriicke
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aufgezeichnet. Darlber hinaus erfolgte eine intermittierende Visualisierung der
Mikrozirkulation des Kolons mittels incident dark-field imaging sowie die Durchflihrung
arterieller Blutgasanalysen zu den Zeitpunkten 00:15 h (Baseline), 00:55 h (RIPC), 1:25 h
(HV30) und 1:55 h (HV60). Nach insgesamt 115 min wurden die Versuche beendet und die

Tiere in tiefer Narkose durch Exsanguination euthanasiert.

2.4.2 RIPC

Nach Registrierung der Ausgangswerte wurde in der RIPC-Gruppe eine ischamische
Fernprakonditionierung durchgefiihrt. Anschlieliend folgte der weitere Versuchsablauf ohne
Induktion eines hamorrhagischen Schocks. Wahrend der gesamten Zeit wurde die intestinale
Mikrozirkulation kontinuierlich mittels Weillichtspektrophotometrie und Laser-Doppler
Flussmessung evaluiert und der arterielle Blutdruck sowie die Atemwegsdricke
aufgezeichnet. Dariber hinaus erfolgte eine intermittierende Visualisierung der
Mikrozirkulation des Kolons mittels incident dark-field imaging sowie die Durchflhrung
arterieller Blutgasanalysen zu den Zeitpunkten 00:15 h, 00:55 h, 1:25 h und 1:55 h. Nach
insgesamt 115 min wurden die Versuche beendet und die Tiere in tiefer Narkose durch

Exsanguination euthanasiert.

2.4.3 Schock

Nach Registrierung der Ausgangswerte und weiteren 40 Minuten Versuchsdauer ohne die
Induktion einer RIPC wurde ein hamorrhagischer Schock fir die Dauer von einer Stunde
induziert. Wahrend der gesamten Zeit wurde die intestinale Mikrozirkulation kontinuierlich
mittels Weilllichtspektrophotometrie und Laser-Doppler Flussmessung evaluiert und der
arterielle Blutdruck sowie die Atemwegsdriicke aufgezeichnet. Darliber hinaus erfolgte eine
intermittierende Visualisierung der Mikrozirkulation des Kolons mittels incident dark-field
imaging sowie die Durchfuhrung arterieller Blutgasanalysen zu den Zeitpunkten 00:15 h,
00:55 h, 1:25 h und 1:55 h. Nach insgesamt 115 min wurden die Versuche beendet und die

Tiere in tiefer Narkose durch Exsanguination euthanasiert.

2.4.4 RIPC + Schock

Nach Registrierung der Ausgangswerte wurde in der Interventionsgruppe mit
hamorrhagischem Schock eine ischamische Fernprakonditionierung durchgefuhrt.
AnschlieRend erfolgte die Induktion eines hamorrhagischen Schocks. Wahrend der gesamten

Zeit wurde die intestinale Mikrozirkulation kontinuierlich mittels WeiRllichtspektrophotometrie
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und Laser-Doppler Flussmessung evaluiert und der arterielle Blutdruck sowie die
Atemwegsdrlicke aufgezeichnet. Darliber hinaus erfolgte eine intermittierende Visualisierung
der Mikrozirkulation des Kolons mittels incident dark-field imaging sowie die Durchfiihrung
arterieller Blutgasanalysen zu den Zeitpunkten 00:15 h, 00:55 h, 1:25 h und 1:55 h. Nach
insgesamt 115 min wurden die Versuche beendet und die Tiere in tiefer Narkose durch

Exsanguination euthanasiert.

2.5 Messungen

2.5.1 Registrierung der Vitalparameter

Wahrend der Versuche wurden kontinuierlich der Blutdruck, die Herzfrequenz und der
Atemwegsdruck der Versuchstiere aufgezeichnet. Hierfir wurden Signale durch einen
Universalverstarker amplifiziert und digitalisiert registriert (Powerlab®, ADInstruments, Castle
Hill, Australien). Die Visualisierung sowie die spatere Auswertung der erhobenen Daten
erfolgten auf einem externen Computer (Windows® XP, Microsoft Corp., Redmond, WA, USA)
mit entsprechender Software (Chart v5 fur Windows, AD Instruments GmbH, Spechbach,
Deutschland)[48].

2.5.2 Herzfrequenz

Die Erfassung der Herzfrequenz [1 - min™'] der Versuchstiere erfolgte anhand der invasiv
gemessenen arteriellen Blutdruckkurve. Nach Voreinstellung eines Frequenzfilters und
Testung auf Artefakte erfasste die Software die Herzfrequenz anhand der maximalen

Oszillationen dieser Kurve.

2.5.3 Mittlerer arterieller Druck (MAD)

Die in die Arteria carotis eingebrachte Kanlle wurde mit einem entlUfteten
Druckaufnehmersystem verbunden (Gould Statham-Druckwandler, P23ID, GOULD, ElIk
Grove, USA). Dieser wandelt Druckschwankungen innerhalb des arteriellen Systems mit Hilfe
des piezoelektrischen Effektes in ein elektrisches Signal um. Der Druckwandler wurde vor
Versuchsbeginn mit einem Quecksilbermanometer Uber drei Kalibrierungspunkte geeicht und
auf die Herzhdhe der Versuchstiere eingestellt. Der mittlere arterielle Blutdruck (MAD, [mmHg])

wurde auf dem Endgeréat als Integral der Blutdruckkurve Uber die Zeit errechnet.
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2.5.4 Temperatur

Die Korperkerntemperatur [°C] wurde Uber eine rektale Messsonde gemessen (Digital VET-
Thermometer VT 1831, Microlife AG, Widnau, Schweiz) und die Kérperkerntemperatur durch
eine beheizbare Warmematte (Julabo 6, Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Deutschland),
auf der die Tiere platziert wurden, in einem fir Ratten normothermen Bereich
(altersentsprechend ca. 36-37 °C)[52] gehalten.

2.5.5 Blutgasanalysen

Nach vorheriger Aspiration der Spulflissigkeit wurde intermittierend 150 pl Blut in eine 1 ml-
Spritze (Omnifix®-F Luer Solo, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) asserviert
und automatisiert analysiert (Radiometer ABL800 FLEX).

Neben den arteriellen Blutgaspartialdriicken (paO2 und paCO2; [mmHg]) und der arteriellen
Sauerstoffsattigung (S.02; [%]), wurden der Base-Excess (BE; [mmol - I'"]), der pH-Wert, das
Laktat und der Bikarbonatgehalt (HCO3; [mmol - I'']) des entnommenen Blutes bestimmt.
Dariiber hinaus wurden die Elektrolyte (Na*, Ca?*, K*, CI; [mmol - I'']) und der Glucose-

([mg - dI'"]) und Hamoglobingehalt (Hb; [g - dI'']) der Probe gemessen.

2.5.6 WeiRlicht-Gewebespektrometrie und Laser-Doppler Flussmessung

Fir die Messung mittels Weillicht-Gewebespektrometrie und Laser-Doppler-Flussmessung
(O2C (oxygen to see), LEA Medizintechnik GmbH, Giellen, Deutschland) wurden zwei
Messsonden (Flachsonde Typ LFX-2, LEA Medizintechnik GmbH, GieRen, Deutschland)
atraumatisch und ohne Anpressdruck auf das distale /lleum und das proximale Colon
ascendens platziert. Die Sonden emittieren sowohl Laserlicht fir die Laser-Doppler
Flussmessung als auch Weillicht fur die Gewebespektrometrie[53]. Das in das Gewebe
eingestrahlte Licht wird dann entweder an Grenzoberflachen gestreut und kann zumindest in
Teilen an der Gewebeoberflache detektiert werden oder wird durch Chromophore der Zellen
wie Hamoglobin absorbiert[53]. Der raumliche Abstand zwischen Emission und Detektion wird
als Separation bezeichnet und bestimmt die Eindringtiefe der durchgefuhrten Messung[53].
Durch eine Anderung des Wellenldngenbereichs und der Separation lassen sich somit

Messtiefen von etwa 100 ym bis 15 mm festlegen[53].

Die Messung mittels Weilllicht-Gewebespektrometrie ermdglicht die Bestimmung der
mikrovaskularen Oxygenierung (MHbO2; [%]) und des relativen Hdmoglobingehalts (rHb; [aU])
in der jeweils untersuchten Gewebeeinheit[53]. Da es nicht mdglich ist, ideales Weillicht mit
gleichen Anteilen aller inkludierten Wellenlangenbereiche zu erzeugen, erfolgte unmittelbar
vor jedem Versuch ein Weilllichtabgleich des Gerates. Das verwendete Licht mit einem
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Wellenlangenbereich von circa 450 bis 1000 nm wird hierzu von einer 20-W-Xenon Gluhbirne
erzeugt[53] und bei der Passage durch das Gewebe wellenldngenspezifisch von Hamoglobin
absorbiert[54]. Das an der Oberflache detektierte Licht unterscheidet sich somit hinsichtlich
Intensitat und Farbspektrum von dem emittierten Licht[53]. Oxy- und Desoxyhamoglobin
weisen unterschiedliche optische Eigenschaften im sichtbaren Bereich des Lichts auf und
absorbieren damit unterschiedliche Wellenlangenbereiche des Lichtes[54, 55]. Somit kann aus
dem reflektierten Komplementarfarbspektrum die durchschnittliche Gewebeoxygenierung
berechnet werden[53]. Da die postkapillaren Venolen Kapazitatsgefalte darstellen und somit
circa 75 % des mikrovaskularen Blutvolumens beinhalten[56], ist das reflektierte Farbspektrum
zum vendsen Anteil der Mikrozirkulation hin verschoben. Der gemessene uHbO- gibt somit vor
allem die vendse Sauerstoffsattigung der Mikrozirkulation wieder. Nach dem Prinzip der letzten
Wiese entspricht dies einem Mal fir die regionale Sauerstoffreserve des untersuchten
Gewebes[53]. Hierdurch eignet sich die beschriecbene Methode besonders zur
Hypoxiediagnostik[57]. Da das Mal} der Absorption des emittierten Lichtes ebenfalls von der
Menge des vorhandenen Hamoglobins abhangt, 1asst sich durch eine spektrale Auswertung

hieraus auch ein Rickschluss auf die vorhandene Hamoglobinmenge (rHb) ziehen[53].

Mit Hilfe der Laser-Doppler-Untersuchung kann der mikrovaskulare Blutfluss (uflow) und die
mikrovaskulare Blutflussgeschwindigkeit (pvelocity) bestimmt werden[58]. Hierflir generiert ein
in die Sonden integrierter Diodenlaser im CW-Modus mit einer Leistung von 30 mW Laserlicht
mit einer Wellenlange von 820 nm[53]. Aufgrund der Streuung des Laserlichtes an zellularen
und interstitiellen Komponenten entstehen im untersuchten Gewebe Lichtvektoren in
samtlichen Raumebenen und somit auch retrograd auf die Messsonde gerichtete
Vektoren[53]. Abhangig von der Flussgeschwindigkeit der Erythrozyten und der rdumlichen
Ausrichtung der mikrovaskularen Gefalle entsteht in einem Anteil des emittierten Laserlichts
ein sogenannter Doppler-Shift, also eine Veranderung der Wellenldnge durch Auftreffen auf
einen sich bewegenden Korper[59]. Da diese Frequenzverschiebung proportional zur
Geschwindigkeit des Korpers ist, kann hierdurch die mikrovaskulare Blutflussgeschwindigkeit
(Mvelo; [aU]), der sich bewegenden Erythrozyten quantifiziert werden[53]. Darlber hinaus lasst

sich der mikrovaskulare Fluss (uflow; [aU]) im untersuchten Bereich bestimmen[53].

Gefalle mit einem Diameter von gréRer als 100 um flhren zu einer Totalabsorption des
verwendeten Weil3- und Laserlichts, sodass die Messungen spezifisch flir mikrovaskulare
Gefale sind[48, 60].
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2.5.7 Videomikroskopie

Eine Visualisierung der regionalen Mikrozirkulation des Kolons erfolgte mittels optischer
Handkamera (CytoCam®, Braedius Medical, Huizen, The Netherlands). Hierdurch besteht die
Méoglichkeit Variablen der mikrovaskularen Blutkonvektion und Sauerstoffdiffusion zu

quantifizieren und zu analysieren[61].

Grundlage dieser Methode ist die incident dark-field (IDF) illumination, welche erstmals von
Sherman et al. beschrieben wurde[62]. 12 Hochleistungsdioden sind zirkular um ein
komplexes Linsensystem angeordnet. Diese emittieren gepulstes grines Licht mit einer
Wellenlange von 548 nm und einer Repetitionsfrequenz von 250 Hz in das zu untersuchende
Gewebe[63]. Grunes Licht mit einer Wellenlange von 548 nm wird sowohl von oxygeniertem
als auch von desoxygeniertem Hamoglobin absorbiert[54]. Das Ubrige Licht wird an zellularen
und interstitiellen Grenzstrukturen gebrochen und erneut an die Gewebeoberflache
reflektiert[61]. Hier kdnnen die reflektierten Anteile des initial entsendeten Lichts nun von einer
Kamera registriert werden. Bei der genannten Repetitionsfrequenz von 250 Hz und einer
Lichtemissionsdauer von 2 ms werden die Signale im Verhaltnis 1:1 von der Grunlichtquelle
ausgesendet und vom Sensor detektiert. Eine Synchronisierung der Emission und Detektion
erfolgt gerateintern. Die gepulste Lichtemission dient hierbei einer héheren Auflésung der sich
bewegenden Erythrozyten. Durch diese optischen Phanomene werden Erythrozyten als
Lichtaussparung sichtbar und stellen damit indirekt die GefaRverlaufe der Mikrozirkulation dar
(s. Abbildung 2). Da durch diese Technik eine direkte Visualisierung der Gefalie unterbleibt,

kdénnen blutleere, kollabierte Gefalde nicht durch dieses Verfahren abgebildet werden[64].

Videoaufnahmen der intestinalen Mikrozirkulation fanden am Ende der Baseline (Baseline) am
Ende der Interventionsphase (RIPC), 30 Minuten nach Schockinduktion oder der
Narkosefortfhrung unter normovolamen Bedingungen (HV30) und zum Versuchsende
(HV60) statt. Die regionale Mikrozirkulation wurden entsprechend internationalen
Empfehlungen standardisiert evaluiert. GemaR diesen Empfehlungen wurden zu jedem
Aufnahmezeitpunkt finf Videosequenzen mit je 101 frames und ca. 4s Laufzeit
aufgenommen([65, 66]. Anschliefend wurden die Videos mit einer validierten Software
(Cytocam Tools 1.7.8., Braedius Medical, Huizen, NL) stabilisiert und die absolute GefaRdichte
(total vessel density (TVD); [mm - mm™]), die perfundierte GefaRdichte (perfused vessel
density (PVD); [mm - mm?]) und der Anteil an perfundierten GefaRen and der absoluten
GefaRdichte (proportion of perfused vessels (PPV); [mm - mm?]) bestimmt. Fir die
Bestimmung der TVD wurde ein Raster aus jeweils drei horizontalen- und vertikalen Linien auf
die Aufnahme projiziert. Die Anzahl der Schnittpunkte der abgebildeten Gefalle mit den
Gitterlinien ist dann proportional zu der absoluten Gefalidichte. Die perfundierte GefalRdichte
und der Anteil an perfundierten Gefal3en als sekundare Grélken werden nachfolgend in einem

zweiten Schritt durch die Software berechnet.
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Der mikrovaskulare Fluss Index (microvascular flow index (MFI)) und der Heterogenitatsindex
(Heterogeneity index (HGI)) wurde durch einen gegenuber dem Versuchsprotokoll
verblindeten Untersucher berechnet. Hierzu wurde der Bildschirm in vier Quadranten unterteilt
und jedem Quadranten ein Zahlenwert entsprechend der abgebildeten Flusscharakteristik
zugeordnet[64]. Dabei entsprach der Wert ,0“ einem abwesenden, ,1“ einem intermittierenden,
,2° einem stockenden und ,3“ einem normalen Blutfluss[65]. Der Heterogenitatsindex (HGI)
wurde als Differenz der in einer Aufnahme bestimmten maximalen und minimalen Flusswertes
dividiert durch den durchschnittlichen Flusswert gebildet. Es wurden ausschlieRlich Gefalie

mit einem Diameter von kleiner 20 ym ausgewertet[65].

Abb. 2: Beispiel einer CytoCam-Aufnahme
Exemplarisches frame einer CytoCam-Aufnahme der caecalen Mikrozirkulation eines Versuchstiers.
Schwarz dargestellt sind die aufgenommenen Erythrozyten und damit indirekt die GefaRe der

Mikrozirkulation. Aufnahmebereich: 1,783 mm?; unkorrigierte VergréRerung: 4

Um die Mikrozirkulation eines Gewebes zu beurteilen ist die Interpretation aller genannten
Parameter notwendig. An Hamoglobin gebundener Sauerstoff wird von den Erythrozyten zum
Zielgewebe transportiert und freigesetzt. Hierfir wird ein ausreichender Blutfluss und
Perfusionszeit ben6tigt[61]. In einem zweiten Schritt folgt die Diffusion des Sauerstoffs zu den

Zielzellen des Gewebes[67], welche entsprechend des Fickschen Gesetzes maligeblich von
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der mittleren Diffusionsstrecke abhangig ist[56]. Die mikrovaskulare Perfusion wird durch die
PPV als qualitatives Mal} beschrieben, welches jedoch nur perfundierte oder nicht perfundierte
Gefalle und somit lediglich Extremwerte abbildet. Der MFI erfasst eine Graduierung der
Flusscharakteristik ber die Zeit und kann kleinere Veranderungen der mikrovaskularen
Perfusion erfassen[65]. Folglich werden PPV, MFI und HGI als funktionelle Parameter der
Mikrozirkulation verstanden. Die TVD und die PVD spiegeln die Struktur der Mikrozirkulation

und damit die zurtickzulegende, mittlere Diffusionsstrecke wider[48].

2.6 Statistik

Vor Studienbeginn wurde eine Gruppengrofle von n =12 in einer Poweranalyse (G*Power
Version 3.1.9.2) bestimmt um signifikante Ergebnisse zwischen den Versuchsgruppen mit
einer Power > 0,8 und einem alpha-Fehler von < 0,05 fir den primaren Endpunkt (uHbO?) zu

bestimmen.

Kontinuierlich erhobene Daten wurden Uber die jeweils letzten fiunf Minuten des
Untersuchungszeitraums gemittelt. Die Testung auf Normalverteilung der Daten erfolgte
mittels Q-Q-plots (IBM SPSS Statistics, International Business Machine Corp., United States).
Fur den Vergleich zwischen den Versuchsgruppen und den Vergleich mit der individuellen
Baseline wurde eine multifaktorielle Varianzanalyse mittels two—way ANOVA (analysis of
variance) und Bonferroni post-hoc Korrektur durchgefihrt (GraphPad Prism v6.05 flr
Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA). Statistisch signifikante Ergebnisse
wurden fur ein Signifikanzniveau von p < 0,05 angenommen. Die Ergebnisse werden als
Mittelwert £ Standardabweichung (MW * SD) dargestellt[48].
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3 Ergebnisse

3.1 Makrozirkulation

Alle Versuchsgruppen wiesen vergleichbare MAD-Ausgangswerte am Ende der Baseline auf
(durchschnittlich 133 £ 20 mmHg). Die Induktion einer akuten Hamorrhagie fiihrte zu einem
signifikanten Abfall des MAD von Schockgaseine: 136 £ 16 mmHg auf Schocknveo: 39 £ 7 mmHg
bzw. von RIPC + Schockgaseine: 133,3 £ 17 mmHg auf RIPC + Schockuyvso: 38 £ 5 mmHg.
Versuchstiere ohne Induktion einer akuten Hamorrhagie hingegen zeigten einen konstanten
Blutdruckverlauf, ohne signifikante Veranderungen tber die Versuchsdauer. Eine vorherige
RIPC hatte weder unter physiologischen noch unter hdmorrhagischen Kreislaufbedingungen
einen Einfluss auf den MAD (Kontrollenveo: 125 £ 15 mmHg vs. RIPChveo: 123 £ 31 mmHg
bzw. Schockuveo: 39 £ 7 mmHg vs. RIPC + Schockhveo: 38 £ 5 mmHg (Abb. 3)[48]. Die

detaillierte Darstellung der erhobenen Vitalparameter findet sich nachfolgend in Tab. 1.
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Abb. 3: Verlauf des mittleren arteriellen Blutdruckes liber die Versuchszeit

Darstellung des mittleren arteriellen Blutdruckes (MAD) in [mmHg] Uber die Versuchszeit. Die
Datenerhebungen erfolgten 15 Minuten nach Versuchsbeginn unter stabilen Konditionen (,Baseline®),
nach Beendigung der ischdmischen Prakonditionierung beziehungsweise des vergleichbaren
Zeitfensters fir -naive Tiere (55 min, ,RIPC*), 30- (HV30) und 60 Minuten (HV60) nach Schockinduktion
oder Fortfihrung unter normovolamen Bedingungen. Die Daten werden als MW £ SD fir n=12
Versuchstiere angegeben. Statistisch signifikante Ergebnisse wurden fir p < 0,05 in der two-way
ANOVA angenommen. Signifikante Unterschiede der Versuchsgruppen zur jeweiligen RIPC-negativen
Gruppe werden mit ,,*“, zur jeweiligen normovoladmen Gruppe mit ,#“ und zur individuellen Baseline mit

,+* gekennzeichnet. Modifiziert nach[48].
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Parameter Gruppe Baseline RIPC HV30 HV60
MAD Kontrolle 132417 136113 133113 125+15
[mmHg] RIPC 131+£30 130433 126429 123431
Schock 136116 14021 4015 #+ 39+7 #+
RIPC + Schock 133+17 137+12 4014 #+ 385 #+
HF Kontrolle 433157 429454 432458 414457
[min""] RIPC 438166 459438 454142 443+39
Schock 419+43 443+47 38575 378151
RIPC + Schock 402+37 433+39 38361 364+51
PawMean Kontrolle 60,9 6,5+1,3 6,6+1,2 6,7+1,2
[cmH20] RIPC 5,9£0,9 6,3+0,8 6,4+0,8 6,7+0,9
Schock 5,9+0,8 6,2+0,9 6,5+0,8 6,7+0,8
RIPC + Schock 60,6 6,4+0,7 6,7+0,8 6,8+0,8
PawMax Kontrolle 12,241,3 13,4+1,9 13,8+1,9 14,2417
[cmH20] RIPC 12,241,2 13,5¢1,5 14+1,6 14,8+1,7
Schock 11,9+1,3 12,9+1,4 14+1,7 14,5¢1,5
RIPC + Schock 11,941,2 13,117 14+1,9 14,6+£1,9
PawMin Kontrolle 1,1£0,9 1,241,1 1,2+1,1 1,241
[cmH20] RIPC 0,9+0,9 0,9+0,8 0,8+0,7 0,8+0,7
Schock 1,240,8 1,2+0,9 1,1+0,9 1,1£0,8
RIPC + Schock 1,2+0,7 1,240,6 1,1+0,6 110,5
Temperatur  Kontrolle 37+0,5 37,1+£0,5 n.v. £ n.v. 37,1+£0,5
[°C] RIPC 37,241 37,541 n.v. £ n.v. 37,110,6
Schock 37%0,3 37,2+0,5 n.v. £ n.v. 37+0,6
RIPC + Schock 3710,3 37,3+0,5 n.v. £ n.v. 36,7+0,5

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Vitalparameter

Tabellarische Ubersicht der erhobenen Vitalparameter. Dargestellt werden der mittlere arterielle Druck

(MAD) in [mmHg], die Herzfrequenz (HF) in [min-'], der durchschnittliche, obere und untere

Atemwegsdruck (PawMean, PawMax, PawMin) in [cmH20] und die Temperatur in [°C]. Die

Datenerhebungszeitpunkte werden in der Kopfzeile benannt (Baseline =0:15h, RIPC =0:55 h,
HV30 = 1:25 h, HV60 = 1:55 h). Die Daten werden als MW + SD fir n = 12 Versuchstiere angegeben.

Bei zu diesem Zeitpunkt nicht verfigbaren Daten erfolgte der Eintrag ,n.v.“. Statistisch signifikante

Ergebnisse fur den MAD wurden fir p < 0,05 in der two-way ANOVA angenommen. Signifikante

Unterschiede der Versuchsgruppen zur jeweiligen RIPC-negativen Gruppe werden mit ,*, zur jeweiligen

normovolamen Gruppe mit ,#“ und zur individuellen Baseline mit ,+“ gekennzeichnet. Es erfolgte keine

statistische Aufarbeitung der Parameter HF, PawMean, PawMax, PawMin und der Kérpertemperatur.
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3.2 MessgrofBen der Mikrozirkulation

3.21 pHbO:

Die zu Versuchsbeginn erhobenen Werte des pHbO; unterschieden sich nicht zwischen den
Versuchsgruppen. In den normovolamen Versuchstieren hatte die Dauer des Versuchs keinen
Einfluss auf die pHbO: (lleum Kontrollegaseine: 77 £ 10 % vs. RIPCgaseiine: 68 £ 19 % und
Kontrollenveo: 68 + 18 % vs. RIPChveo: 66 + 16 %). In beiden Schockgruppen flhrte die
Induktion einer akuten Hamorrhagie zu einer signifikanten Reduktion des uHbO> sowohl im
lleum von SchocKgaseline: 78 £ 12 % auf Schockrveo: 26 + 16 % bzw. von RIPC + Schockaaseline:
75 + 8 % auf RIPC + Schocknveo: 25 + 13 %, als auch im Colon von SchocKsaseine: 77 + 9 %
auf Schocknveo: 39 £ 15 % bzw. von RIPC + Schockgaseiine: 75 £ 9 % auf RIPC + Schockhveo:
36 £ 10 %. Somit bestanden ab dem Zeitpunkt der Schockinduktion signifikante Unterschiede
zwischen den normovolamen mit den hypovoldmen Gruppen hinsichtlich des pHbO- (Beispiel:
lleum Kontrollenveo: 68 £ 18 % vs. Schocknveo: 26 + 16 %). Eine RIPC-Intervention zeigte bei
beiden Gruppen keinen signifikanten Einfluss auf den pHbO: in Betrachtung mit ihren
Vergleichsgruppen (Beispiel: lleum RIPChveo: 66 + 16 % vs. RIPC + Schockuveo: 25 + 13 %)
(Abb. 4)[48].
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Abb. 4: Verlauf der mikrovaskuldren Sauerstoffsittigung iiber die Versuchszeit

Darstellung der pHbOz2 des lleums (oben) und Colons (unten) in Prozent [%] Gber die Versuchszeit.
Die Datenerhebungen erfolgten 15 min nach Versuchsbeginn (Baseline), nach Beendigung des 40-
mindtigen Interventionszeitfensters (RIPC), 30- (HV30) und 60 Minuten (HV60) nach Schockinduktion
oder Fortfihrung unter normovoldmen Bedingungen. Die Daten werden als MW + SD fir n = 12
Versuchstiere angegeben. Statistisch signifikante Ergebnisse wurden fiir p < 0,05 in der two-way
ANOVA angenommen. Signifikante Unterschiede der Versuchsgruppen zur jeweiligen RIPC-negativen
Gruppe werden mit ,*“, zur jeweiligen normovolamen Gruppe mit ,#“ und zur individuellen Baseline mit

,t* gekennzeichnet. Modifiziert nach [48].
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3.2.2 rHb

Die Baselinewerte der regional gemessenen Blutmenge (rHb) zeigten keine Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen. Die Induktion einer akuten Hamorrhagie fihrte sowohl im
lleum (Schockgaseine: 81 £ 8 aU auf Schocknveo: 60 £9 aU bzw. von RIPC + Schockgaseiine:
84 + 7 aU auf RIPC + Schocknveo: 56 + 13 aU) als auch im Colon (Schockgaseine: 90 + 6 aU auf
Schocknveo: 61 £ 11 aU bzw. von RIPC + Schockgaseine: 87 + 8 aU auf RIPC + Schockhveo:
57 +12aU) zu einem signifikanten Abfall des rHb. In den Versuchstieren ohne
Schockinduktion hingegen blieb der rHb in beiden Organen konstant, ohne signifikante
Veranderungen Uber die Versuchsdauer (lleum Kontrollegaseine: 82 £ 9 aU vs. RIPCgaseiine:
80 + 10 aU und Kontrollenveo: 76 £ 11 aU vs. RIPChveo: 81 £ 9 aU). Somit bestehen ab dem
Zeitpunkt der Schockinduktion signifikante Unterschiede zwischen den normovolamen und
den Schockgruppen hinsichtlich des rHb (/leum Kontrollegaseine: 82 £ 9 aU vs. Schockgaseiine:
81 + 8 aU und Kontrollenveo: 76 £ 11 aU vs. Schocknveo: 60 = 9 aU). Eine RIPC-Intervention
zeigte sowohl unter normovoldmen als auch unter hdmorrhagischen Bedingungen keinen
signifikanten Einfluss auf den rHb (Abb. 5)[48].
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Abb. 5: Verlauf des relativen Himoglobingehaltes liber die Versuchszeit

Darstellung des rHb des lleums (oben) und Colons (unten) in arbitrary units [aU] Uber die Versuchszeit.
Die Datenerhebungen erfolgten 15 min nach Versuchsbeginn (Baseline), nach Beendigung des 40-
mindtigen Interventionszeitfensters (RIPC), 30- (HV30) und 60 Minuten (HV60) nach Schockinduktion
oder Fortfihrung unter normovolamen Bedingungen. Die Daten werden als MW £ SD fir n=12
Versuchstiere angegeben. Statistisch signifikante Ergebnisse wurden fiur p < 0,05 in der two-way
ANOVA angenommen. Signifikante Unterschiede der Versuchsgruppen zur jeweiligen RIPC-negativen

Gruppe werden mit ,*“, zur jeweiligen normovoldmen Gruppe mit ,#‘ und zur individuellen Baseline mit

.+t gekennzeichnet.
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3.2.3 pflow, pvelo

An beiden Messorten zeigte sich weder unter Normovolamie noch unter Hypovolamie ein
durch die RIPC induzierter, signifikanter Unterschied bezlglich des registrierten
mikrovaskularen Flusses. Die Induktion eines hamorrhagischen Schocks verminderte den
mikrovaskularen Blutfluss in beiden Schockgruppen signifikant, verglichen mit den vorherigen
Baseline-Messungen (lleum pflow Schockgaseine: 181 £ 81 aU auf Schocknveo: 71 £ 72 aU;
RIPC + Schockgaseine: 159 + 98 aU auf RIPC + Schockhveo: 61 = 54 aU) und normovolamen
Gruppen. Eine Darstellung des pflow im lleum der verschiedenen Versuchsgruppen findet sich
in Abbildung 6. Eine Ubersicht aller mittels WeiRlichtgewebespektrometrie und Laser-Doppler
Flussmessungen erhobenen Parameter der Mikrozirkulation findet sich nachfolgend in Tabelle
2[48].
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Abb. 6: Verlauf des mikrovaskuldren Flusses liber die Versuchszeit

Darstellung des pflow des lleums (oben) und des Colons (unten) in arbitrary units [aU] Gber die
Versuchszeit. Die Datenerhebungen erfolgten 15 min nach Versuchsbeginn (Baseline), nach
Beendigung des 40-minitigen Interventionszeitfensters (RIPC), 30- (HV30) und 60 Minuten (HV60)
nach Schockinduktion oder Fortfiihrung unter normovoldmen Bedingungen. Die Daten werden als MW
+ SD fir n = 12 Versuchstiere angegeben. Statistisch signifikante Ergebnisse wurden fir p < 0,05 in
der two-way ANOVA angenommen. Signifikante Unterschiede der Versuchsgruppen zur jeweiligen
RIPC-negativen Gruppe werden mit ,**, zur jeweiligen normovolamen Gruppe mit ,#* und zur

individuellen Baseline mit ,+“ gekennzeichnet.
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Parameter Gruppe Baseline RIPC HV30 HV60

pMHDbO2 Kontrolle 77+9,7 69+11,7 67+11 + 68+17,9

lleum RIPC 68+19 5716,6 61+£16 66+16

[%] Schock 78112 73+14,3 29412 #+ 26116 #+
RIPC + Schock 7548 6818,5 27114 #+ 25+13 #+

pMHbO2 Kontrolle 75+9,3 74413 74+11 74+12

Colon RIPC 74110 69+11 66+8,4 70+6,9

[%] Schock 77+9,3 70£9,5 44117 #+ 39+15 #+
RIPC + Schock 7549,1 7247,4 41497 #+ 36+9,6 #+

rHb Kontrolle 8218,8 7449,5 + 79110 76111

lleum RIPC 80+10 75+11 7949,8 8118,5

[aU] Schock 8118,1 78113 6248,7 #+ 60+8,9 #+
RIPC + Schock 84+17,0 80+11 56+5,7 #+ 56+13 #+

rHb Kontrolle 8819,2 7713 + 81118 78113 +

Colon RIPC 85+11 7715 76116 7714

[aU] Schock 9015,9 82+6,5 6416,4 #+ 61+11 #+
RIPC + Schock 8718 8419,9 64+7,6 #+ 5712 #+

pflow Kontrolle 197498 162196 166+113 200+140

lleum RIPC 133173 146189 170113 1851103

[aU] Schock 181181 1481126 53135 #+ 7172 #+
RIPC + Schock 159+98 163+126 60+50 #+ 61+54 #+

pflow Kontrolle 239+129 153158 230+122 228+198

Colon RIPC 215243 195+122 187+120 209+85

[aU] Schock 215+136 160161 107+127  #+ 97479 #+
RIPC + Schock 2414154 2641154 104478 #+ 79+58 #+

pvelo Kontrolle 3012 29+13 28+11 31+14

lleum RIPC 26110 2649,7 28+12 30+11

[aU] Schock 31+10 24+11 15+3,9 #+ 15+7,9 #+
RIPC + Schock 28+11 29+12 1648 #+ 1718,4 #+

pvelo Kontrolle 2949,9 23+2,9 31491 28111

Colon RIPC 26+13 27+9,8 27111 29+10

[aU] Schock 26+10 23+5,7 16+8,2 #+ 17+7,1 #+
RIPC + Schock 28+13 30+13 18+6 #+ 1545 #+

Tabelle 2: WeiBlichtgewebespektrometrie und Laser-Doppler Flussmessungen

Tabellarische Ubersicht der mittels Laser-Doppler-Untersuchung und WeiRlicht-Gewebespektroskopie
erhobenen Daten (uHbO2, rHb, flow) des lleums und Colons. Darstellung in ihrer jeweiligen Einheit (s.
1. Spalte). Die Datenerhebungszeitpunkte werden in der Kopfzeile benannt (Baseline = 0:15 h, RIPC =
0:55 h, HV30 = 1:25 h, HV60 = 1:55 h). Die Daten werden als MW + SD fur n = 12 Versuchstiere
angegeben. Statistisch signifikante Ergebnisse wurden fur p < 0,05 in der two-way ANOVA
angenommen. Signifikante Unterschiede der Versuchsgruppen zur jeweiligen RIPC-negativen Gruppe
werden mit ,*, zur jeweiligen normovolamen Gruppe mit ,#“ und zur individuellen Baseline mit ,+*

gekennzeichnet. Modifiziert nach [48].
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3.3 Videomikroskopie

Sowohl die TVD, PVD und PPV wiesen zu Versuchsbeginn keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen auf. Die TVD zeigte weder zu Beginn der Messung noch im
zeitlichen Verlauf des Versuchs relevante signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen[48]. Hinsichtlich des PVDs (Abbildung 7) lieRen sich nach Induktion eines
hamorrhagischen Schocks signifikante Unterschiede der Schockgruppen zu den
normovoldmen Tieren feststellen (RIPChveo: 7,1 £ 3,8 mm - mm2 vs. RIPC + Schocknvso: 3,2 £
1,9 mm - mm™). Analog dazu zeigte die PPV ebenfalls lediglich schockbedingte Signifikanzen
(beispielsweise RIPChveo: 47 £ 18 % vs. RIPC + Schocknveo: 31 £ 11 %). Es bestanden keine

signifikanten, RIPC-induzierten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.
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Abb. 7: Verlauf der perfused vessel density iiber die Versuchszeit

Darstellung des PVD in [mm - mm2] Giber die Versuchszeit. Die Datenerhebungen erfolgten 15 min nach
Versuchsbeginn (Baseline), nach Beendigung des 40-minitigen Interventionszeitfensters (RIPC), 30-
(HV30) und 60 Minuten (HV60) nach Schockinduktion oder Fortfihrung unter normovolamen
Bedingungen. Die Daten werden als MW+ SD fir n =12 Versuchstiere angegeben. Statistisch
signifikante Ergebnisse wurden fiur p <0,05 in der two-way ANOVA angenommen. Signifikante
Unterschiede der Versuchsgruppen zur jeweiligen RIPC-negativen Gruppe werden mit ,,*“, zur jeweiligen

normovolamen Gruppe mit ,#‘ und zur individuellen Baseline mit ,+“ gekennzeichnet.

Der MFI und der HGI zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen
zu Versuchsbeginn. Nach Schockinduktion kam es zu einem signifikanten Abfall des MFI
(Schockgaseline: 2,9 £ 0,4 vs. Schocknveo: 0,9 = 0,6; Darstellung in Abbildung 8) und Anstieg des
HGI (Schockgaseine: 0,4 + 0,4 vs. Schocknveo: 2,3 = 1,7). Weder unter physiologischen noch
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unter hamorrhagischen Bedingungen lieR sich ein signifikanter Unterschied durch RIPC
zwischen den Versuchsgruppen nachweisen. Die detaillierte Darstellung der
videomikroskopisch erhobenen Parameter und signifikanter Abweichungen dieser findet sich
in Tabelle 3[48].

4
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+
T

= 2
1

#+
0

Baseline RIPC HV30 HV60

=@ Kontrolle e=@==R|PC e=fem=Schock e=A==R|PC + Schock

Abb. 8: Verlauf des microvascular flow index liber die Versuchszeit

Darstellung des MFI als dimensionslose GrofRe Uiber die Versuchszeit. Die Datenerhebungen erfolgten
15 min nach Versuchsbeginn (Baseline), nach Beendigung des 40-minutigen Interventionszeitfensters
(RIPC), 30- (HV30) und 60 Minuten (HV60) nach Schockinduktion oder Fortfihrung unter
normovolamen Bedingungen. Die Daten werden als MW + SD fiir n = 12 Versuchstiere angegeben.
Statistisch signifikante Ergebnisse wurden fir p <0,05 in der two-way ANOVA angenommen.
Signifikante Unterschiede der Versuchsgruppen zur jeweiligen RIPC-negativen Gruppe werden mit ,*“,
zur jeweiligen normovoldmen Gruppe mit ,#‘ und zur individuellen Baseline mit ,+“ gekennzeichnet.
Modifiziert nach[48].
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Parameter Gruppe Baseline RIPC HV30 HV60

TVD Kontrolle 11+2,4 13,55,5 13,6+3,4 12,4+3,5

[mm - mm?] RIPC 12,8+2,3 11,913,9 12,63,5 14,3144
Schock 13,4+3,8 12,614 10,116,2  #+ 10,6+4,5
RIPC + Schock 11,3+2,1 10,71 9,4+2,6 10,8+4,6

PVD Kontrolle 3,7+2,7 5,7+2,8 5,6+1,7 6,2+1,9

[mm - mm?] RIPC 52,1 4,312 62,2 7,1£3,8 +
Schock 4,8+3,4 5,742,6 3,442,2 4,3+1,6
RIPC + Schock 4,4+1,4 4,5+1,2 3,8+2,2 3,2+1,9

PPV Kontrolle 35,1£12,7 43%+12,6 44,1491 52,1%£10,2

[%] RIPC 42,4£13,7 3918,8 50,4+15,5 46,8+18,2
Schock 35,4+16,6 45,2+15,1 35,2+15,1 44,5+11,9
RIPC + Schock 38,949,5 42,8+11,9 44,2+15,8 31,1£11,4

MFI Kontrolle 30,3 2,9+0,4 2,6+0,7 + 2,3+0,5 +
RIPC 2,910,4 2,6+0,5 2,4+0,8 + 2,5+0,6
Schock 2,9+0,2 2,8+0,2 0,9+0,4 #+ 0,9+0,6 #+
RIPC + Schock 2,9+0,2 2,9+0,2 0,9+0,7 #+ 0,7+0,6 #+

HGI Kontrolle 0,3+0,4 0,3+0,5 0,7+1,1 1£0,7
RIPC 0,2+0,6 0,7+0,7 0,8+0,7 0,8+0,8
Schock 0,4+0,4 0,3+0,4 0,61 #+ 2,3+1,7 #+
RIPC + Schock 0,2+0,3 0,2+0,3 2,9+1,2 #+ 3,727 #+

Tabelle 3: Videomikroskopische Parameter

Tabellarische Ubersicht der videomikroskopisch erhobenen Daten (TVD, PVD, PPV, MFI, HGI) des
Coecums in ihrer jeweiligen Einheit (s. 1. Spalte). Darstellung als MW £ SD fur n = 12 Versuchstiere zu
den jeweiligen Datenerhebungszeitpunkten. Erhebungszeitpunkte werden in der Kopfzeile benannt
(Baseline = 0:15 h, RIPC = 0:55 h, HV30 = 1:25 h, HV60 = 1:55 h). Statistisch signifikante Ergebnisse

wurden fir p<0,05 in der two-way ANOVA angenommen. Signifikante Unterschiede der

i

Versuchsgruppen zur jeweiligen RIPC-negativen Gruppe werden mit ,*, zur jeweiligen normovolamen
Gruppe mit ,#* und zur individuellen Baseline mit ,+“ gekennzeichnet. Tabellarische Darstellung fir TVD
und PVD modifiziert nach[48].

3.4 Blutgasanalysen

Die wahrend der Versuche erhobenen Blutgasanalysen der Versuchstiere dienten zur
Uberwachung und Anpassung der Ventilation wéahrend des Versuchsablaufs. Hierbei zeigten
sich zu allen Zeitpunkten gemittelt Uber alle Versuchsgruppen pCO.-Werte um die
37,5 £ 6 mmHg bei einem pH-Wert von 7,40 + 0,08 und eine ausreichende Oxygenierung der
Tiere. Die Blutgasanalysen wurden nicht weitergehend statistisch ausgewertet und auf
Signifikanzen getestet. Inre Darstellung erfolgt der Ubersicht halber in den Tabellen 4 und 5
als MW = SD.
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Parameter Gruppe Baseline RIPC HV60
Hb Kontrolle 13,411 13,241 12,7¢1,4
[g - dI"] RIPC 13,5¢1,4 12,9+1,6 12,6+1,8
Schock 13,441 13,2417 7,2+1,6
RIPC + Schock 13,8+0,6 13,410,4 7,2+0,9
K* Kontrolle 3,5+0,6 3,7+0,7 3,5+0,8
[mmol - I'] RIPC 3,6+0,4 3,9+0,5 3,5+0,3
Schock 3,4+0,5 3,7+0,6 4,6+0,8
RIPC + Schock 3,5+0,3 3,7+0,4 4,5+0,7
Na* Kontrolle 14542 14612 146+3
[mmol - '] RIPC 14614 14542 14543
Schock 14543 14542 14313
RIPC + Schock 14542 14542 14313
Ca?* Kontrolle 1,1+£0,2 1,1+£0,3 1,2+0,2
[mmol - '] RIPC 1£0,3 110,3 1,240,2
Schock 1+0,3 1£0,3 1,240,3
RIPC + Schock 1,240,1 1,1£0,2 1,340,1
Cr Kontrolle 10943 11043 11215
[mmol - '] RIPC 10745 11114 11143
Schock 11014 1094 1133
RIPC + Schock 10842 11041 11443
Glucose Kontrolle 124£19 13115 125+26
[mg - dI'"] RIPC 123+19 132420 126428
Schock 124122 128122 182478
RIPC + Schock 128112 133+12 183162
Laktat Kontrolle 12,747 8,7+2,6 8,3+2,8
[mmol - 1] RIPC 16,315,1 8,9+2,6 6,9+2,6
Schock 14,614,8 8,7+2,4 45,8+15,4
RIPC + Schock 16,415,6 9,9+2,5 50,2+10,6

Tabelle 4: Ergebnisse der Blutgasanalysen |

Tabellarische Ubersicht der mittels Blutgasanalysen der Versuchstiere erhobenen Daten (Hb, K*, Na*,

Ca?*, CI, Glucose, Laktat). Darstellung in ihrer jeweiligen Einheit (s. 1. Spalte) als MW £ SD der

einzelnen Versuchsgruppen zu den jeweiligen Datenerhebungszeitpunkten. Letztere werden in der
Kopfzeile benannt (Baseline = 0:15 h, RIPC = 0:55 h, HV30 = 1:25 h, HV60 = 1:55 h). Es erfolgte keine

statistische Aufarbeitung der mittels Blutgasanalysen erhobenen Daten.
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Parameter Gruppe Baseline RIPC HV60
pH Kontrolle 7 ,39+0,08 7,40%0,06 7,37+0,06
RIPC 7,41+0,11 7,42+0,03 7,37+0,10
Schock 7,40£0,06 7,40%0,06 7,41£0,18
RIPC + Schock 7,4110,05 7,41£0,03 7,4210,10
Sa02 Kontrolle 96+2 95+3 95+2
[%] RIPC 9545 96+2 95+1
Schock 9542 9413 96+1
RIPC + Schock 9541 95+1 96+2
paO2 Kontrolle 145432 148438 145122
[mmHg] RIPC 147162 132419 146+30
Schock 171+14 n.v.t n.v. 17610
RIPC + Schock 131+30 126431 163142
paCO2 Kontrolle 417 39+5 403
[mmHg] RIPC 3745 3715 3745
Schock 3916 4119 28+10
RIPC + Schock 4015 3943 26+7
HCO* Kontrolle 2412 4 24,242 23+2,4
[mmol - '] RIPC 23,741 24,242 1 22,4446
Schock 23,9+1,3 24423 18,313,5
RIPC + Schock 25,1+1,1 24,6+1,1 18,642,2
BE Kontrolle -0,4+2,6 -0,4+2,2 -1,6+2,9
[mmol - I'] RIPC -1,244,8 -0,64+2,6 -2,7+6
Schock -0,3+1,7 -0,3+2,9 -7,1£4,8
RIPC + Schock 0,71 0,1+1,3 -7,4+2,8

Tabelle 5: Ergebnisse der Blutgasanalysen Il

Tabellarische Ubersicht der mittels Blutgasanalysen der Versuchstiere erhobenen Daten (pH, SaOz,
paOz2, paCO2, HCO?, BE). Darstellung in ihrer jeweiligen Einheit (s. 1. Spalte) als MW + SD der einzelnen
Versuchsgruppen zu den jeweiligen Datenerhebungszeitpunkten. Letztere werden in der Kopfzeile
benannt (Baseline = 0:15 h, RIPC = 0:55 h, HV30 = 1:25 h, HV60 = 1:55 h). Die Eintragung ,n.v.*
bedeutet Werte sind aus technischen Griinden nicht verfigbar. Es erfolgte keine statistische

Aufarbeitung der mittels Blutgasanalysen erhobenen Daten.
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4 Diskussion

4.1 Ergebnisdiskussion

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss einer ischamischen Fernprakonditionierung auf
die intestinale Oxygenierung und Mikrozirkulation in einem hamorrhagischen Schockmodell
der Ratte untersucht. Hinsichtlich der initial formulierten Fragestellungen lassen sich aufgrund

der erhobenen Ergebnisse folgende Schlussfolgerungen formulieren:

1. Die mittels Weilllichtspektroskopie bestimmte Gewebeoxygenierung und die
Evaluation mikrovaskularer Perfusionsmarker durch Einsatz der Laser Doppler
Flussmessung und der Videomikroskopie sind geeignet, um eine regionale Hypoxie
und Hypoperfusion in dem hier verwendeten Schockmodell abzubilden[48].

2. Eine ischamische Fernprakonditionierung verbessert weder die intestinale
Gewebeoxygenierung noch die regionale Mikrozirkulation im hamorrhagischen Schock

in dem hier verwendeten Modell[48].

Es folgt eine Diskussion der Ergebnisse vor dem Hintergrund der bestehenden Fachliteratur,
die Herleitung der aus den Ergebnissen gezogenen Schlussfolgerungen sowie eine kritische

Bewertung der angewandten Messmethoden.

Kritisch kranke Patienten und insbesondere Patienten im hamorrhagischen Schock zeigen
eine hamodynamische Instabilitdt. Umso wichtiger ist es, dass eine solche Instabilitat nicht
durch Interventionen aggraviert wird. Da es in der Klinik tblich ist neben anderen problemlos
zu erhebenden Parametern wie der Herzfrequenz und der Rekapillarisierungszeit die
hamodynamische Stabilitdt anhand des MAD zu beurteilen[3], wurde dieser als Indikator flr
eine Instabilitat genutzt. Somit gilt es an dieser Stelle zu erwdhnen, dass in diesem Modell kein
RIPC-assoziierter signifikanter Unterschied hinsichtlich des MAD als hier zentralem Parameter
der Makrohamodynamik hat. Dies war sowohl unter normovoladmen Bedingungen, als auch im
hamorrhagischen Schock zu beobachten und steht im Einklang mit den Ergebnissen mehrerer
Studien, in denen die RIPC ebenfalls ohne signifikanten Einfluss auf die Makrohamodynamik
durchgefihrt wurde[68, 69].

Der fehlende Einfluss auf den MAD kann jedoch ebenfalls auf die Methodenwahl des fixed-
pressure Schockmodells zuriickzuflhren sein[51]. Dessen Anwendung birgt den Vorteil, dass
ein konstanter mittlerer arterieller Druck erreicht wird[51]. Hierbei werden korpereigene
Kompensationsmechanismen durch repetitive Volumenentnahmen oder -substitution
weitestgehend ausgeschaltet[51]. Dadurch wird eine hohe Reproduzierbarkeit und gute
Vergleichbarkeit zwischen den durchgeflihrten Versuchen ermdglicht[51, 70]. Dies bestatigt

sich durch die geringen Standardabweichungen innerhalb und zwischen den
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Versuchsgruppen. Durch das konstante Beibehalten des MAD auf einem definierten Niveau
ist es jedoch denkbar, dass dieses Modell ebenfalls protektive Effekte durch eine RIPC-

induzierte Veranderung der Makrohamodynamik verschleiern konnte.

Bezuglich der ersten Kernfragestellung dieser Studie gilt es festzustellen, dass die hier
verwendeten Messmethoden geeignet sind, eine regionale Hypoperfusion und
Gewebehypoxie im hier verwendeten Schockmodell zu detektieren. Da der pHbO- der
gemessene Wert der postkapillaren Sauerstoffsattigung ist, spiegelt er als Parameter ein Mal}
fur die Reserve der Gewebeoxygenierung wieder und lasst daraus resultierend Rickschlisse
auf die regionale Balance aus Sauerstoffangebot und dem Sauerstoffverbrauch im
untersuchten Zielgewebe zu[57]. Harrison et al. berichteten, dass pHbO»-Werte von unter 10
% mit einer kritischen Gewebeversorgung und konsekutiver, irreversibler -schadigung
einhergehen[71]. Nach Induktion des hamorrhagischen Schocks kam es zu einer signifikanten
Reduktion des intestinalen pHbO,. Dies war sowohl im /leum als auch im Colon in beiden
Schockgruppen nachzuweisen. Bei den gemessenen pHbO-Werten am Ende des
hamorrhagischen Schocks von durchschnittlich 38 + 12 % im lleum und 26 £ 14 % im Colon
ist somit von einer relevanten Einschrankung der Gewebeoxygenierung und Verminderung der
Gewebesauerstoffreserve auszugehen. Diese Beobachtungen suggerieren unter diesen
Umstanden eine Koharenz zur Makrohdmodynamik. In einem klinischen Setting jedoch kann
es nach erfolgreicher Therapie des Schockzustandes zu einer hdmodynamischen Inkoharenz
kommen, bei der es maglich war systemische Parameter zu normalisieren wahrend weiterhin
mikrozirkulatorische Defizite persistieren[15]. Dies unterstreicht den potenziellen Stellenwert
direkter Messungen von Parametern der Mikrozirkulation wie dem uHbO; verglichen mit den

bisher gangigen globalen zirkulatorischen Parametern[48].

Weiterhin sollte diese Studie untersuchen, ob die intestinale Gewebeoxygenierung und
Mikrozirkulation wahrend eines hamorrhagischen Schocks in dem hier verwendeten Modell
ohne Retransfusion durch eine vorangehende RIPC verbessert werden konnte. Diesbezuglich
konnte kein Effekt der RIPC auf die erhobenen Parameter der intestinalen
Gewebeoxygenierung und Mikrozirkulation, weder unter physiologischen noch unter
hamorrhagischen Kreislaufbedingungen, festgestellt werden. Somit scheint eine RIPC anhand
dieser Parameter keine protektiven Effekte auf das Intestinum in diesem Modell zu erzielen.
Dafur sind mehrere Erklarungen denkbar. Zunachst ist ein Einfluss durch eine potenzielle
Zeitabhangigkeit der RIPC-Effekte bei unmittelbarer Schockinduktion nach der Behandlung
moglich[72]. Daruber hinaus kann hierbei ein Zusammenhang zum gewahlten Ischamiemodell
im Sinne einer schockbedingten Hypoperfusion anstelle der bereits vielfach untersuchten
vollstandigen Ischamie bestehen[38, 48, 73]. In Anbetracht der Ergebnisse gilt es ebenfalls die

Bedeutung der in dieser Studie nicht untersuchten Reperfusionsphase auf etwaige protektive
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Effekte einer RIPC zu diskutieren[74, 75]. Es folgt nun eine differenzierte Erdrterung der

genannten Hypothesen.

Eine mdgliche Erklarung fir ausbleibende Effekte der RIPC in diesem Modell kénnte sein,
dass protektive Effekte der ischamischen Fernprakonditionierung, etwa die Ausschuttung von
vasoaktiven Mediatoren oder eine Aktivierung zellularer Schutzmechanismen[45, 76], in der
frihen Phase des hamorrhagischen Schocks nicht ausreichend wirksam sind, um die bereits
etablierten hdmodynamischen Veranderungen auszugleichen. Darlber hinaus sind bereits
durch Bolli et al. langfristige Effekte in der sogenannten ,spaten Phase” der RIPC beschrieben,
welche jedoch erst nach einer Latenz von mehreren Stunden zum Tragen kommen, wie
Veranderungen der Genexpression und Enzyminduktion[72]. Diese spaten Effekte der RIPC
kénnen durch die verhaltnismalig kurze Versuchszeit und zeitlich direkter Folge der
Schockinduktion auf die Vorbehandlung mittels RIPC keine Auswirkungen auf unsere

Versuchsergebnisse haben.

Anschlie3end ist zu postulieren, dass der Charakter der Ischamie selbst einen Einfluss auf die
etwaigen Effekte einer RIPC haben kann. Ein organprotektiver Effekt der RIPC auf den
Gastrointestinaltrakt konnte vielfach nachgewiesen werden, jedoch in Modellen der
vollstandigen Unterbrechung der Blutzufuhr im Sinne einer no-flow Ischamie[38, 39]. Neu im
Vergleich zur aktuellen Datenlage ist die Untersuchung der Effekte einer RIPC ohne no-flow
Ischamie und Reperfusion, sondern ausschliellich wahrend einer Ischamie durch eine
ausgepragte Hypoperfusion des Intestinums im hamorrhagischen Schock ohne
Retransfusion[48]. Hierbei ist eine unterschiedlich ausgepragte Akkumulation von Metaboliten
und inflammatorischen Mediatoren und gleichzeitig, durch die erhaltene Restperfusion, eine
mogliche systemischen Wirkung dieser Substanzen bereits wahrend der Ischamie selbst
denkbar. So beobachteten bspw. Dengler et al. in einer tierexperimentellen Studie an Pferden
signifikant erhdhte Werte reaktiver Sauerstoffspezies unmittelbar nach Einsetzen einer low-
flow Ischamie durch 80-prozentigen Verschluss der Aa. mesentericae verglichen mit einer no-
flow Ischamie durch vollstandigen Verschluss dieser Gefalie[73]. Diese Befunde sind insofern
relevant, als dass der protektive Effekt von RIPC zumindest teilweise auf einer Modulation des
oxidativen Stresses basiert[77]. Entsprechend kann die unterschiedliche Akkumulation von
Metaboliten und reaktiven Sauerstoffspezies in minderperfundierten Stromgebieten im
Vergleich zu einer totalen Ischamie[73] einen Einfluss auf die Protektion durch ischamische
Prakonditionierung ausuben. Eine abschlieBende Beurteilung dieser Hypothese ist jedoch

anhand der aktuellen Studienlage noch nicht mdglich.

Darlber hinaus gilt es zu bedenken, dass protektive Effekte einer RIPC bisher lediglich in
Modellen mit inkludierter Reperfusion nach stattgehabter Ischamie beschrieben wurden.
Ebenfalls im Kontext einer Hamorrhagie wurden diese Effekte nur unter Inklusion einer

Retransfusion im Sinne eines Aquivalentes zu einer Reperfusionsphase beschrieben[76]. Im
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vorliegenden Modell handelt es sich jedoch um eine ausschliel8liche Untersuchung etwaiger
Effekte wahrend einer Hypoperfusion ohne anschlieRende Retransfusion. Es ist bereits
bekannt, dass es wahrend einer Ischamie durch eine ATP-Depletion und einem sinkenden pH
durch anaeroben Metabolismus letztendlich zu Zellschadigung und -untergang kommt[75].
Davon abzugrenzen ist jedoch der sekundare Reperfusionsschaden, bei dem nach
Wiederherstellung der Durchblutung eine verstarkte lokale inflammatorische Reaktion und
oxidativer Stress durch reaktive Sauerstoffspezies zu einer sekundaren Zellschadigung
fuhren[74]. Die Konzeption dieser Studie erfolgte, um exakt die Fragestellung zu adressieren,
ob die organprotektiven Effekte einer RIPC nur im Kontext einer Reperfusion oder bereits
wahrend der Ischéamie zur Geltung kommen und sie klar von einer Abhangigkeit zum
Reperfusionsschaden zu trennen. Somit liegt es nach diesen Ergebnissen nahe, dass eine
RIPC sich nicht auf die Schadigung wahrend der Ischamie bzw. Hypoperfusion auswirkt,
sondern  vornehmlich  spezifisch  protektive  Effekte = beim  Auftreten  eines

Reperfusionsschadens austbt.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine Vorbehandlung mittels RIPC die intestinale
MHbO2 wahrend einer Hamorrhagie nicht messbar verandert. Infolgedessen ist eine begrenzte
Wirksamkeit der RIPC im Kontext der Hamorrhagie ohne anschlielienden Volumenersatz zu
postulieren. Dies unterstreicht die Notwendigkeit weiterer Studien mit unterschiedlichen
Schweregraden des Schockmodells, Zeitpunkten der Schockinduktion in Relation zur
Vorbehandlung mittels RIPC und vor allem die Kombination mit einer Reperfusionsphase

durch Volumenersatz.

Insbesondere der prospektive Charakter der RIPC-Vorbehandlung ist ein limitierender Faktor
fur die klinische Umsetzbarkeit der Intervention. Die Behandlung mittels RIPC muss vor dem
Ischamie-Ereignis geschehen, sodass eine Umsetzung im Falle unerwarteter Ereignisse, wie
es bspw. bei einem Trauma der Fall ware, nicht moglich ist. Diesbezuglich gilt es zu erwahnen,
dass in der Fachliteratur bereits positive Effekte einer ischamischen Postkonditionierung, also
einer RIPC-vergleichbaren Behandlung nach einer stattgehabten Ischamie mit anschlieender
Reperfusion, beschrieben sind[78, 79]. Diese Behandlung mit retrospektivem Charakter ware
somit in vielen Fallen deutlich realistischer in den klinischen Alltag implementierbar. Somit

handelt es sich bei der vorliegenden Studie um eine proof-of-principle Studie.

Abgesehen von dem pHbO: als direktem Parameter der Gewebeoxygenierung wurden in
dieser Studie auch strukturelle und funktionelle Parameter der Mikrozirkulation entsprechend
den durch de Backer et al. festgelegten, standardisierten Kriterien[65] erfasst. Die Ergebnisse
dieser Studie legen nahe, dass die Induktion eines hamorrhagischen Schocks primar zu einer
ausgepragten funktionellen Beeintrachtigung der mikrovaskularen Perfusion fiihrt. Dies ergibt
sich aus der signifikanten Reduktion des MFI durch Induktion einer akuten Hamorrhagie als

Ausdruck einer verminderten Perfusionsqualitéat. Ebenfalls stieg der HGI signifikant an, was
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auf eine zunehmende Heterogenitadt des mikrovaskularen Flussbildes schlieRen lasst.
Aquivalent hierzu lieB sich ein schockinduzierter, signifikanter Abfall des pflow und der pvelo
registrieren. Dieser wurde ebenfalls nicht durch eine RIPC beeinflusst[48].

Strukturelle Parameter wie TVD und PVD blieben hingegen gréfltenteils unverandert. Dies
bedeutet, dass die mikrovaskulare Gefaltarchitektur in der Frihphase des hamorrhagischen
Schocks weitestgehend erhalten blieb wohingegen es zu einer deutlichen Beeintrachtigung
der mikrovaskularen Perfusion durch eine akute Hamorrhagie kommt. Diese Beobachtung ist
teilweise kontrar zu den Ergebnissen einer ahnlichen Studie in einem Hundemodell von Hof et
al., bei der in einem milderen Schockmodell auch strukturelle Veranderungen der
Mikrozirkulation in den bukkalen Aufnahmen registriert wurden[80]. Gleichzeitig kam es zu
keinen strukturellen Veranderungen der sublingualen Mikrozirkulation[80]. Folglich ist davon
auszugehen, dass dieses kontrare Ergebnis eine Gewebeabhangigkeit der Auswirkungen
eines hamorrhagischen Schocks auf die Struktur der Mikrozirkulation widerspiegelt, da die
bukkale Schleimhaut einem strukturell unterschiedlichen Gewebeverband angehort als die
intestinale Mukosa. Anhand dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass eine
Ubertragbarkeit der Studienergebnisse aus unterschiedlichen Organen desselben
funktionellen Verbandes — in diesem Fall des Gastrointestinaltraktes — nicht immer gegeben
ist[48].

Es zeigte sich unter diesen Versuchsbedingungen keinerlei signifikante Veranderung der
genannten Parameter durch eine Vorbehandlung mittels RIPC. Dementsprechend lasst sich
ableiten, dass weder die strukturelle Integritdt noch der funktionelle Zustand der
Mikrozirkulation in der Friihphase dieses hamorrhagischen Schocks durch eine ischamische
Prakonditionierung beeinflusst wird[48]. Dies ist teilweise kontrar zu den Ergebnissen einiger
praklinischer Studien, die in Modellen zum Ischamie- und Reperfusionsschaden Uber eine
Verbesserung mikrozirkulatorischer Parameter berichteten[81]. Wie bereits zuvor beschrieben
ist hierbei die unterschiedliche Modellkonzeption mit dem Verzicht auf eine Retransfusion in
der vorliegenden Studie als Ursache der kontraren Ergebnisse am naheliegendsten. Somit ist
auch betreffend dieser Parameter von einer Spezifitdt der protektiven Effekte flr einen
Reperfusionsschaden auszugehen. Zuletzt ist hier ebenfalls auf die zuvor beschriebene
Zeitabhangigkeit gewisser Wirkmechanismen der RIPC als Ursache fiir den ausbleibenden
Effekt auf die videomikroskopisch evaluierten Parameter zu verweisen. Da es sich hierbei um
eine veranderte Genexpression und Enzyminduktion mit letztendlich vasoaktiven Effekten,
antiinflammatorische und endothel-protektive Mechanismen handelt, ist eine Verbesserung
der funktionellen Parameter der Mikrozirkulation in der spaten Phase der Prakonditionierung
denkbar[72, 82, 83].

Insgesamt wird gezeigt, dass die Induktion eines hamorrhagischen Schocks zu einer

funktionellen Stérung der Mikrozirkulation fihrt, ohne die strukturelle Integritat der
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Mikrozirkulation zu beeinflussen. Dies konnte durch eine Vorbehandlung mittels RIPC unter

diesen Versuchsbedingungen nicht verhindert oder abgeschwéacht werden[48].

4.2 Methodenkritik

Da fir die Versuche Ratten genutzt wurden, ist die Auseinandersetzung mit der Frage der
Ubertragbarkeit auf den Menschen unabdingbar. Unter anderem weisen Ratten trotz
biologischer Ahnlichkeit teilweise eine zum Menschen unterschiedliche Physiologie auf[84,
85]. So bestehen beispielweise insbesondere im Hinblick auf die Traumaforschung Differenzen
hinsichtlich der Blutgerinnung und die kreislaufphysiologische Kompensation im Schock[84].
Solche Differenzen kénnen zur Folge haben, dass eine Ubertragung von erfolgreichen
Tierversuchen im nachsten Schritt am Menschen scheitern. Hierbei gilt es jedoch zu
bedenken, dass solche translationalen Schwierigkeiten ebenso in multiplen Confoundern, die
Menschen als komplexe Individuen mit sich bringen, begriindet sein kénnen. Aus diesem
Grund bieten sich Tierversuche an Tiermodellen mit méglichst wenig genetischer Variabilitat
an, da es eine gute Mdglichkeit ist, Confounder in der Grundlagenforschung zu eliminieren[84].
Ebenfalls hat man in der tierexperimentellen Traumaforschung feststellen missen, dass
Nagetiermodelle durch ihre ahnliche Physiologie und ihre unkomplizierte Handhabung bei
einer ausreichenden Grofe fur eine problemlose Instrumentierung sehr praktikabel sind[84].
Dennoch gibt es bspw. bei der physiologischen Trauma-Antwort des Korpers, angefangen bei
der kaum vorhandenen Herzfrequenzvariabilitat der Ratte, erhebliche Unterschiede zum
Menschen, die eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse erschweren und somit bei der
Interpretation bedacht werden sollten[84]. Aus diesem Grund hat sich ein standardisiertes
Vorgehen, wie bereits von mehreren Autoren in der Vergangenheit gefordert[85], etabliert und

es erfolgen systematische Reviews der tierexperimentellen Untersuchungsmodelle.

Entsprechend den hohen ethischen Standards bei der Durchfiihrung von Tierversuchen
wurden auch in der vorliegenden Studie die Grundsatze nach Russel und Burch’s ,3-R
Prinzip“[86] beachtet. Hierbei erwies sich die Ratte als sehr geeigneter Modellorganismus.
Ebenfalls wurden lediglich mannliche Tiere verwendet, um die bendtigte Anzahl der
Versuchstiere aus Tierschutzgrinden zu reduzieren. Diese Beschrankung auf das méannliche
Geschlecht ist im Sinne der Traumaforschung reprasentativ, da der Hauptanteil der
Traumapatienten mannlich ist[87]. Darlber hinaus fanden Heinen et al. in einer
tierexperimentellen Studie heraus, dass ein signifikanter RIPC-Effekt ebenfalls
geschlechtsabhangig ist und vor allem in mannlichen Individuen ausgepragt ist[88]. Jedoch ist
dies ebenfalls eine Limitation dieser Studie, da bereits geschlechtsabhangige Unterschiede

bezlglich des Outcomes von Traumpatienten festgestellt wurden[89].
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Bei Untersuchungen der RIPC ist auf Grund der Komplexitdt des multifaktoriellen
Wirkmechanismus und der Fragestellung im klinischen Kontext der Hamorrhagie ein in vivo
Modell das geeignetste. Insbesondere ware eine Untersuchung im Kontext einer akuten
Hamorrhagie nicht reprasentativ in einem in vitro Studiendesign abzubilden. Fir diese Spezies
existieren bereits viele vergleichbare Daten und standardisierte Vorgehensweisen,
insbesondere hinsichtlich der Untersuchung eines hamorrhagischen Schocks[90] und der
ischamischen Fernprakonditionierung[91]. Insbesondere konnte unsere experimentelle
Forschungsgruppe in der Vergangenheit bereits mehrere erfolgreiche Versuchsreihen mit der
kombinierten Untersuchung der intestinalen Mikrozirkulation und Gewebeoxygenierung in
Ratten durchflhren, sodass der methodische Transfer auf die vorliegende Studie durch bereits
vorhandene Expertise gestltzt wurde. Diese Tatsache erlangt vor allem in Anbetracht der
aktuell noch geringen Datenlage zu unserer Fragestellung an Bedeutung. Daruber hinaus ist
die Ratte der kleinste mogliche Modellorganismus, an dem die notwendigen Kanulierungen

und Messungen gut durchfiihrbar sind.

Um eine Hamorrhagie in einer experimentellen Studie abzubilden wurden bereits
verschiedene standardisierte Vorgehensweisen in der Literatur beschrieben[51, 92], aus
denen sich fir eine fixed-pressure Hamorrhagie[90] entschieden wurde. Nach der
Erstbeschreibung von Penfield et al.[93] und Modifizierung durch Wiggers et al.[94] hat es sich
als ein Modell mit hohem Maf} an Standardisierung und Reproduzierbarkeit erwiesen[51]. Die
fixed-pressure Hamorrhagie legt im Vergleich zu anderen Hamorrhagiemodellen einen Fokus
auf die Anderungen der Makrohdmodynamik und eignet sich hierdurch hervorragend fiir
Untersuchungen von Veranderungen der Mikrozirkulation und Gewebe unter festgelegten
hamodynamischen Bedingungen ohne den Einfluss individueller
Kompensationsmechanismen[92].  Hierdurch  ergibt sich bei Betrachtung der
mikrozirkulatorischen  Veranderungen ein besseres Bild der hamodynamischen
Inkoharenz[92]. Darlber hinaus spiegelt dieses Modell einen klinischen Standpunkt wieder, in
dem der genaue Blutverlust den Behandlern meist nicht bekannt ist und die Hdmorrhagie
anhand makrozirkulatorischer Parameter bemessen wird[92]. Da die fixed-pressure
Hamorrhagie sich an dem mittleren arteriellen Blutdruck orientiert gilt es zu beachten, dass
unterschiedliche Schocktiefen bei zuvor veranderten Ausgangsblutdruckwerten resultieren
kdnnen. Effekte praexistenter hypertoner Blutdruckwerte auf die Einflisse eines folgenden
hamorrhagischen Schocks wurden bereits zuvor beschrieben[95]. So untersuchten Sinert et
al. in einer experimentellen Studie an normotensiven und spontan hypertensiven Ratten in
einem fixed-volume Schockmodell die Reaktion der Versuchstiere auf den Verlust von 25 %
des Blutvolumens[95]. Hierbei registrierten sie bereits zu Versuchsbeginn eine deutlich
starkere Reduktion des MAD in der hypertensiven Versuchsgruppe mit anschlieend
ausbleibender Rekompensation und vermindertem Base Excess, wahrend die normotensiven

Tiere sich nach 15 Minuten erholten[95]. Da die Baseline-Werte des MAD unserer Tiere
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untereinander vergleichbar waren, ist von einer nahezu identischen Schocktiefe der
Versuchstiere auszugehen. Dennoch zeigen unsere Tiere unter Ausgangsbedingungen einen
erhdhten MADI[96]. Auf Grund der regelhaften Testung auf Schutzreflexe vor der
Instrumentierung und ebenfalls regelrechten Atemwegsdriicken verglichen mit anderen
Studien[97] ist nicht von einem relevanten Stresseffekt auszugehen. Zwischen
Ausgangsblutdruck und dem Zielblutdruck des Schockmodells ergibt sich eine Differenz von
im Mittel 96 mmHg. Dies entspricht einem Abfall um im Mittel 71 %. Dieser ausgepragte
Blutdruckabfall im Vergleich zu den Baselinewerten mit konsekutiven Einschrankungen der
Mikrozirkulation kdnnte etwaige diskrete Effekte der RIPC (berlagern[48]. Dies verbleibt

jedoch spekulativ.

Ebenso ist die Durchfuhrung der Intervention kritisch zu hinterfragen. Eine ischamische
Fernprakonditionierung wurde vielfach an unterschiedlichen Individuen in leicht modifizierten
Formen mit kontroversen Ergebnissen durchgefliihrt[41, 98]. Aus der Tatsache, dass in der
Literatur modifizierte Algorithmen der ischamischen Fernprakonditionierung beschrieben sind,
|&sst sich die Frage nach dem Einfluss des verwendeten RIPC-Algorithmus auf den tatsachlich
gemessenen RIPC-Effekt ableiten. Johnsen et al. haben sich dieser Frage der
Dosisabhangigkeit in einem murinen Herzinfarktmodell genahert[99]. Ihre Ergebnisse legen
nahe, dass eine optimale Fernprakonditionierung mittels vier bis sechs Zyklen einer RIPC
erfolgt[99]. DarUber hinaus ist fur den Effekt irrelevant, ob einer oder beide Hinterlaufe genutzt
werden[99]. Ebenfalls fanden sie heraus, dass Ischamiezyklen von zwei Minuten denselben
protektiven Effekt erzeugten wie funf-minttige Zyklen, dieser Effekt jedoch bei einer weiteren
Verlangerung der Zykluslange verschwindet[99]. Die Suffizienz der Interventions-Ischamie
wurde sowohl Uber einen ausreichend Uber dem mittleren arteriellen Blutdruck liegenden
Manschettendruck als auch optisch durch Beobachtung einer lividen Verfarbung der
Hinterlaufe sichergestellt. Somit ist davon auszugehen, dass das verwendete RIPC-Protokoll

und der erzielte RIPC-Stimulus suffizient sind.

Unterschiedliche Ergebnisse zum RIPC-Effekt auf das Myokard[100, 101] in experimentellen
Studien, sowie eine bisher erfolglose Translation des RIPC-Effekts in klinische Studien mit
ausbleibender Verbesserung des Outcomes[41] am Menschen kdnnte darauf hinweisen, dass
der RIPC-Effekt von umgebenden Faktoren abhangig ist. Die Identifikation von potenziellen
Confoundern ist somit essentiell. In der Literatur ist bereits eine Vielzahl an Variablen
beschrieben, die einen signifikanten Einfluss auf den RIPC-Effekt haben[102] und bei der
Konzeption der gezeigten Studie berlcksichtigt wurden. So zeigten Behmenburg et al. in einer
experimentellen Studie an Wistar Ratten, dass eine Anasthesie mittels Propofol den Effekt
einer RIPC am Myokard verhindert[68]. Darliber hinaus zeigen verschiedene Medikamente
kardioprotektive Effekte, darunter beispielsweise volatile Anasthetika und alpha-2-

Adrenozeptor Agonisten[103]. Ein solch protektiver Effekt ist ebenfalls flir Opiatrezeptor
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Agonisten beschrieben[104]. Aus diesen Griinden wurde sowohl fur die Narkoseinduktion, als
auch fir die Aufrechterhaltung der Narkose eine Pentobarbital-Monoanasthesie durchgefiihrt,
um den Einfluss der verwendeten Narkotika auf den RIPC-Effekt als potentiellen Confounder
einzugrenzen. Ebenfalls konnten Behmenburg et al. in einer experimentellen Studie an Wistar
Ratten einen Effekt des Alters auf den Effekt einer RIPC am Myokard beschreiben[105]. So
wurde in zwei bis drei Monate alten Ratten ein kardioprotektiver Effekt durch RIPC erzielt,
wahrend dieser in 22-24 Monate alten Ratten nicht mehr vorhanden war[105]. Darlber hinaus
zeigten Heinen et al. in einer experimentellen Studie an Patienten einen Einfluss des
Geschlechtes auf einen RIPC-Effekt[88]. Hierzu entnahmen sie den Probanden nach RIPC-
Stimulus Plasma und perfundierten Rattenherzen in einem Langendorff-Modell damit[88].
AnschlieRend zeigte sich lediglich durch das Plasma der mannlichen Probanden ein
signifikanter kardioprotektiver Effekt bei nachfolgender Ischamie[88]. Um die Vergleichbarkeit
zu gewahrleisten, wurden deshalb nur mannliche, junge Versuchstiere einer definierten
Altersgruppe genutzt. Die Tiere wurden normokapnisch beatmet, da Schwartges et al. zeigen
konnten, dass die Applikation einer systemischen Hyperkapnie durch Steigerung der
inspiratorischen Kohlenstoffdioxidfraktion die intestinale, mikrovaskulare Sauerstoffsattigung
wahrend eines hamorrhagischen Schocks verbessert[106]. Zuletzt beachteten wir die
Einhaltung einer strikten Normothermie der Versuchstiere, da eine Hypothermie die
mikrovaskulare Oxygenierung des der Gastrointestinaltraktes bei weiblichen Hunden sowohl
unter Hypoxie[107] als auch unter Hamorrhagie[108, 109] signifikant verbessert. Trotz der
intensiven Beachtung aller bekannten Variablen ist nach aktuellem Erkenntnisstand trotzdem
nicht auszuschlieRen, dass unentdeckte Confounder ursachlich flir das Ausbleiben eines

protektiven Effektes der Intervention in dieser Versuchsreihe sind.

Die Messung des pHbO:2 und die videomikroskopischen Aufnahmen sind bereits zuvor
etablierte und mehrfach genutzte Verfahren zur Evaluation der Mikrozirkulation[80, 110, 111].
Dennoch ist zu bedenken, dass bisher keine umfangreiche Validierung der Software-
gestitzten, automatisierten Auswertung der angefertigten videomikroskopischen Aufnahmen
besteht[112]. Die Methode der Weilllicht-Gewebespektrometrie wurde unter anderem bereits
in klinischen Studien zu kutanen Lappenplastiken[111] und Wundheilungsstérungen[113]
genutzt. Es erfolgten ebenfalls bereits tierexperimentelle Studien zur Untersuchung der
gastrointestinalen Mikrozirkulation[110, 114]. Die Qualitat des registrierten Signals des O2C
wahrend der gesamten Versuchsdauer auf einem externen Monitor angezeigt. So bestand die
Maoglichkeit, jederzeit die korrekte Sondenlage und Empfangsqualitat zu Gberprifen. Durch die
geringe Sondengrofe spiegelt der yHbO- die Oxygenierung in einem umschriebenen, kleinen
GefalRbett wider[53] und ermoglicht eine gezielte Handhabung in einem kleinen
Modellorganismus, wie der Ratte. Hierdurch koénnen im Vergleich zu globalen
Oxygenierungsparametern gezielte Aussagen Uber die Sauerstoffreserve eines spezifischen

Gewebes getroffen werden. AuRerdem wird vermutet, dass sich im Rahmen eines Schocks
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eine Perfusionsheterogenitat der Mikrozirkulation einstellt[115, 116]. Da ein Gefalbett mit
mehreren BlutgefalRen erfasst wird, werden die Messergebnisse nicht von punktuellen

Unterschieden der Perfusion beeinflusst, sondern spiegeln einen Mittelwert wider.

Aufgrund dieser heterogenen Perfusion[115] der Mikrozirkulation erganzten wir diese
Ergebnisse um die videomikroskopischen Aufnahmen des Zadkums um ein detaillierteres Bild
Uber den Zustand der Mikrozirkulation zu erhalten. Diese vermutet zunehmende
Heterogenitat[115] der Perfusion der Mikrozirkulation im schweren Schock mit sowohl
minderperfundierten, als auch kompensatorisch gesteigert perfundierten Arealen kann jedoch
durch den MFI durch seine Charakteristik als gebildeter Mittelwert des untersuchten Areals nur
unzureichend abgebildet werden. In diesem Fall spiegelt die PPV die Kompromittierung der
Mikrozirkulation geeigneter wider. Zuletzt gilt es zu erwahnen, dass nicht-invasive, optische
Messungen der Mikrozirkulation mit direktem Kontakt zum Gewebe sehr storanfallig sind. Bei
zu geringen Anpressdruck herrscht eine zu schlechte Bildqualitat, ein zu hoher Anpressdruck
beeinflusst die Ergebnisse negativ durch die Kompression ansonsten perfundierter Gefalie.
Dies gilt insbesondere bei ohnehin kompromittierter mikrovaskularer Perfusion. Infolgedessen
war es notig, einzelne Aufnahmen mit Messartefakten gemals den Kriterien der
Konsensuskonferenz[65] auszuschlieRen und die Ergebnisse somit um solche Artefakte zu

bereinigen.

4.3 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch eine ischamische Fernprakonditionierung in
einem fixed-pressure Hamorrhagiemodell ohne anschlieBende Retransfusion keine
organprotektiven Effekte im Sinne einer Verbesserung der erhobenen Variablen der
Mikrozirkulation und Gewebeoxygenierung feststellbar sind. Sowohl die intestinale
Gewebeoxygenierung als auch Variablen der regionalen Mikrozirkulation zeigen bereits friih
im hamorrhagischen Schock gravierende Anderungen als Zeichen einer regionalen Hypoxie

und Hypoperfusion.

Es hat sich gezeigt, dass eine Ubertragung von Studienergebnissen zur RIPC zwischen
unterschiedlichen experimentellen Modellen nicht ohne weiteres maglich ist, da die protektiven
Effekte stark von den Untersuchungsbedingungen abhangig sind. Hierbei scheint
insbesondere das Vorliegen eines kombinierten Ischamie- und Reperfusionsschadens
relevant fUr einen protektiven Effekt zu sein. Aulierdem kénnen auch diskretere Einfllisse, wie
die genaue Art der ischamischen Schadigung und das Ausmal} eines Schocks oder einer

Minderperfusion ausreichend sein, um etwaige Effekte der RIPC zu tberlagern.
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