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1. Einleitung

1.1 Mikrosphéren

1.1.1 Grundlagen der Mikrospharenmethode und Berechnung des regionalen

Blutflusses

Durch die kirzlich eingefuhrten radioaktiven, farbig oder fluoreszenzmarkierten
Mikrospharen ist die sequentielle Injektion zur Messung des Blutflusses in einzelnen
Organen erst moglich geworden. Mit dieser Methode kann der kapillare Blutfluss
innerhalb eines Gewebes oder Organs durch die arterielle Injektion von
Latexpartikeln verschiedener GrélRen, von 7 pm bis 50 pm Durchmesser
(sogenannte Mikrosphéaren), zu verschiedenen Zeitpunkten quantitativ erfasst
werden. Sie stellt somit eine Mdglichkeit dar, die kapillare Durchblutung aufgrund der
Eigenschaft der Partikel, im Kapillarbett in Abh&angigkeit von der Durchblutung
hangen zu bleiben, zu messen (103). Dieser Vorgang wird als trapping bezeichnet.
Das trapping basiert auf dem Prinzip, dass sich die Mikrospharen in
Ubereinstimmung mit der regionalen Durchblutung verteilen, nachdem sie in das
linke Atrium oder den linken Ventrikel injiziert werden. Durch die in Atrium und
Ventrikel vorherrschende turbulente Stromung ist gewdhrleistet, dass sich die
injizierten Mikrosphéren gleichmafig im Blut verteilen. Der Anteil der Mikrosphéaren,
die in dem Kapillarbett des jeweiligen Organs gefangen bleiben, korreliert direkt mit
dem Anteil an der Auswurfleistung des Herzens und ist damit proportional zum
regionalen Blutfluss (142). Sollten Mikrosphéren durch arterio-ventése Anastomosen
den arteriellen Kreislauf bereits vor dem Kapillarbett verlassen, so werden sie im
Kapillarbett der Lunge vollstandig abgefangen und so wird verhindert, dass sie ein
zweites Mal in den grof3en Kreislauf gelangen (114).

Damit diese Methode zuverlassig den Blutfluss in den unterschiedlichen Organen
messen kann, missen mehrere Voraussetzungen erfillt sein. Zum einen missen die
Mikrospharen vor der Injektion gut vermischt werden, um eine gleichmalige

Verteilung zu gewahrleisten. Zudem sollten sie sich weiterhin nach der Injektion
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proportional zum regionalen Blutfluss in den einzelnen Organen verteilen und schon
wahrend der ersten Kreislaufzeit in den Kapillargefa3en gefangen bleiben. Die
Mikrosphareninjektion sollte die Durchblutung nicht beeinflussen. Wenn diese
Kriterien erfullt sind, kann der Blutfluss in jedem Organ gemessen werden (25).

Die Messung der absoluten Werte der regionalen Blutflisse kann prinzipiell auf zwei
Arten durchgefuhrt werden. Zum einen kann das Herzminutenvolumen zu den
Injektionszeitpunkten via Thermodilutionsmessung mit Hilfe eines
Pulmonaliskatheters bestimmt werden und aus den durch die Mikrosphéarenmethode
gewonnenen Werten prozentuale Anteile errechnet werden, welche dann mit dem
Herzzeitvolumen zu absoluten Werten umgerechnet werden. Zum anderen kann der
Blutfluss in einem bestimmten Organ gemessen werden und die radioaktive,
Fluoreszenz- bzw. Farbintensitdt dieses Organs in einen absoluten Wert
umgewandelt werden. Mit Hilfe dieses Wertes kdnnen dann auch die absoluten
Blutflusswerte in den anderen Zielorganen bestimmt werden. Durch die Entnahme
von Blut aus einer Arterie mit einem bekannten, konstanten Fluss wahrend einer
Mikrosphareninjektion kann dieses Organ ,simuliert werden und so eine
Referenzprobe gewonnen werden, in der die Intensitdt der vorhandenen
Mikrospharen bestimmt wird. Dadurch kann dann mit Hilfe des bekannten
Flusswertes der Blutfluss in allen anderen interessierenden Regionen zu diesem
Zeitpunkt berechnet werden. Unerlasslich ist die Beachtung bestimmter
Grundvoraussetzungen zur Gewinnung einer giltigen Referenzprobe: Diese muss
uber eine bestimmte Zeitdauer mit einer Mindestflussrate gewonnen werden und
muss eine bestimmte Minimalmenge an Mikrospharen enthalten. Nur bei Erflllung
dieser Kriterien ist die Referenzprobenentnahme eine einfache und gut

reproduzierbare Methode, um absolute Organflisse zu erhalten (25).



1.1.2 Entwicklung der Mikrospharenmethode

1.1.2.1 Messung des Blutflusses mit radioaktiven Mikrospharen

1.1.2.1.1 Historie und Grundlagen der Mikrosphéarentechnik

1967 wurde erstmals eine Durchblutungsmessung mit Hilfe von Mikrospharen an
einem Schaffotus durchgefuhrt (114).Hierzu wurden karbonisierte Mikrospharen von
50 um Grole (3M, Minnesota, U.S.A.) verwendet. Diese Mikrosphéren bestanden
aus Karbon und Sauerstoff und hatten Radionuklide inkorporiert, so dass die
Aktivitat, die nach Injektion in einem Gewebestlick vorhanden war, mit Hilfe eines y-
Counters bestimmt werden konnte. Durch die Inkorporation der Radionuklide in die
Mikrospharen wurde die Ablésung verhindert, wie es bei reiner Anlagerung der Fall
gewesen ware. Die mdgliche Ablésung von Radionukliden wurde von Rudolph und
Heyman uberpruft, indem die Radioaktivitat im Uberstand einer Suspension bestimmt
wurde, in der die Mikrospharen tUber Monate gelagert waren. Es fand sich hierbei
keinerlei Radioaktivitat im Uberstand. Diese Mikrospharen wurden in einer 20%igen
Dextranlésung  suspendiert, der zur  Verhinderung der  Aggregation
Polyoxyethylen(20)-sorbitan-mono-oleat (Tween80) zugesetzt wurde (34, 114).
Mit Hilfe von Mikrosphéaren, die verschiedene Radionuklide beinhalteten, konnten
Anderungen des Blutflusses Uber die Zeit gemessen werden, indem fur die
Injektionen zu verschiedenen Zeitpunkten Mikrospharen verwendet wurden, die mit
unterschiedlichen Radionukliden markiert waren.
Mit Hilfe der Gammaspektrometrie kbnnen die Spektren der jeweiligen Nuklide in der
Gewebeprobe durch Trennung einzeln ausgewertet werden.
Zur Zeit sind Uber die Firma NEN-Tracl] Research Products, Ma, U.S.A. elf
verschiedene Mikrospharen, die mit den folgenden Isotopen markiert sind, erhéltlich:

- Cadmium-109 (Cd'®°, Halbwertszeit 462,6 Tage)

- Cerium-141 (Ce'*, 32,5 Tage)

- Chrom-51 (Cr*, 27,7 Tage)

- Cobalt-57 (Co®’, 271,7 Tage)

- Gadolinium-153 (Gd™3, 242,0 Tage)
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- Indium-114 (1d***, 49,5 Tage)

- Niobium-95 (Nb%, 34,9 Tage)

- Ruthenium-103 (Ru’®, 39,3 Tage)

- Scandium-46 (Sc*®, 83,8 Tage)

- Strontium-85 (Sr*°, 64,8 Tage)

- Zink-113 (Cn**3, 115,1 Tage)
Diese Nuklide besitzen jeweils ein spezifisches Energiespektrum und kdnnen so
auch in Anwesenheit anderer Isotope mit Hilfe der Gammaspektrometrie zweifelsfrei
voneinander differenziert werden (114). Die heute verwendeten Mikrospharen
bestehen nicht mehr aus Karbon, sondern aus Polystyren, auch hier sind die
Radionuklide in das Material inkorporiert. lhre mittlere Dichte betragt 1,3 g/ml, sie
konnen mit unterschiedlichen Durchmessern geliefert werden.
Fur die Messung der Perfusion werden heutzutage Ulblicherweise Mikrospharen mit
den Durchmessern 10 pm (11,3 pm £ 0,1 pm) und 15 pm (16,5 = 0,1um) eingesetzt
(49), da diese am zuverlassigsten in den Prakapillaren gefangen werden. Zur
Bestimmung der Quantitdt des Blutflusses bestimmten Rudolph und Heyman die
Radioaktivitat der zu injizierenden Mikrospharen vor der Injektion und ermittelten am
Ende des Experimentes den Anteil der injizierten Radioaktivitat fur jede Organregion,
um so die relative Blutflussrate in Prozent zu erhalten (114).
Diese Methode erlaubt daher nur die Ermittlung eines prozentualen, nicht aber eines
absoluten Wertes. Da aber nur der absolute Wert der Perfusionsrate wirkliche
Vergleiche ermdglicht, musste eine Mdglichkeit gefunden werden, den Blutfluss
guantitativ zu bestimmen. Ein erster Ansatz wurde 1969 von Wagner et al.
prasentiert. Er nahm an, dass der Anteil an Mikrospharen, welcher in der jeweiligen
Organregion gefunden wurden, direkt proportional zu dem Anteil am

Herzzeitvolumen war. Daraus ergab sich folgende Formel:
BFreg = HZV * Creg / Cinj

wobei BFy der regionale Blutfluss, HZV das Herzzeitvolumen, C,y die Anzahl der
Mikrospharen im Organ und Ciy; die Gesamtzahl an injizierten Mikrospharen ist.
Bei bekanntem Herzzeitvolumen lasst sich der absolute Blutflusswert fur jede

Organregion bestimmen (145).



Eine weitere Moglichkeit zeigten Domenech et al 1968 auf. Es wurde der absolute
Blutflusswert mit Hilfe einer arteriellen Referenzprobe ermittelt, welche mit einem
konstanten Abzugvolumen von 20 ml/min von Beginn der Injektion an und bis zu 15 —
30 Sekunden nach Beendigung der Injektion mit Hilfe eines in einer peripheren
Arterie liegenden Katheters gewonnen wurde. Grundlage dieser Methode war die
Tatsache, dass bei bekanntem Blutfluss fiir ein Organ dieser fur alle anderen Organe
und Organregionen mit Hilfe der folgenden Gleichung berechnet werden kann:

BFreg = Creg * Fref | Cret

wobei BFeq der regionale Blutfluss, Ceq die Radioaktivitat und damit die Anzahl der
Mikrospharen in der Gewebeprobe, F. die Abzugsgeschwindigkeit der arteriellen
Referenzprobe und C die Radioaktivitdt und damit die Anzahl der Mikrospharen in
der arteriellen Referenzprobe bedeutet. Somit stellt die arterielle Referenzprobe eine
Art  kunstliches Organ“ dar, dessen Blutfluss bekannt ist, und somit als
Berechnungsgrundlage fir alle anderen reellen Organregionen dient (34).

Am wichtigsten ist fur den Erhalt von prazisen und vergleichbaren
Perfusionsmessungen allerdings vor allem die gesamte Zahl an injizierten
Mikrospharen sowie die Anzahl an Mikrospharen, die in den zu untersuchenden
Gewebeproben enthalten sind. Eine Arbeitsgruppe um Buckberg errechnete auf der
Grundlage einer binominalen Verteilung der Mikrosphdren und der daraus
resultierenden Annahme, dass die Anzahl an Mikrospharen, die in einer Probe
enthalten sind, proportional zum Volumen sein muss, eine Mindestanzahl von 384
Mikrospharen pro Gewebeprobe, ab der die aus einer Probe ermittelten Werte
verlasslich sind (25). Diese Zahl wurde aus praktischen Griinden auf 400 erhéht. In
einer Reihe von Experimenten wurde diese theoretische Annahme in vivo
nachvollzogen. Der renale und koronare Blutfluss wurde bei Hunden und Schafen mit
in die GefaRe eingebrachten Flussmessern ermittelt und gleichzeitig mit Hilfe der
Mikrospharenmethode bestimmt. Es ergab sich fur Gewebeproben mit weniger als
400 Mikrospharen eine mittlere Abweichung von mehr als 15%, bei Gewebeproben
mit mehr als 400 Mikrospharen lag die mittlere Abweichung der renalen Durchblutung
bei 6%, die der koronaren Durchblutung bei 10%. Dieses Ergebnis bestatigte also die
Festlegung der Mindestanzahl an Mikrosphéaren in einer Gewebeprobe zur sicheren

und wiederholbaren Perfusionsmessung (25).
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Naherungsweise kann fur die verschiedenen Spezies fur die einzelnen Organe der
Prozentsatz des Herzzeitvolumens aus der Literatur entnommen werden (91), so
dass die Menge an Mikrosphéaren, die zur Untersuchung der Perfusion der in Frage
kommenden Organregionen injiziert werden muss, mit der folgenden Gleichung

berechnet werden kann:

Nmin =400 * n * (Qorg / Qges)

wobei Nnmin die Mindestmenge an Mikrosphéren, n die Anzahl an Proben, in die das
betreffende Organ unterteilt wird, und (Qorg / Qges) der Anteil am Herzzeitvolumen ist,
der das Organ durchstromt (25).

In einem weiteren Experiment wurde die mittels Mikrosphéaren des Durchmessers 15
um errechnete Flussrate mit der Uber die Para-Aminohippurat (PAH) -Clearance
bestimmten Flussrate in der Niere von Hunden verglichen. Sowohl die Messungen
mit PAH als auch mit den Mikrospharen wurden repetitiv durchgefihrt und die so
erhaltenen Mittelwerte miteinander verglichen. Es zeigte sich eine beinahe ideale
Ubereinstimmung beider Werte (PAH-Clearance: 129,7 + 6,8 ml/min, Mikrospharen:
128,7 £ 7,8 ml/min) (7).

Die Frage, inwieweit die Ergebnisse von dem Durchmesser der Mikrospharen
abhéangen, wurde in einem Versuch beantwortet, welcher den Blutfluss des Myokards
von Hunden nach linksatrialer Injektion von Mikrospharen der Durchmesser 1 — 10
pum (wobei 40 — 80% kleiner als 7um waren), 7 um, 9 um, 15 pm und 25 pm, jeweils
mit einem anderen Radionuklid markiert, untersuchte. Es wurde sowohl eine
arterielle wie auch eine ventdse Referenzprobe entnommen, um die Shuntrate
ermitteln zu kdnnen, mit der die errechneten Blutflusswerte korrigiert wurden, um
vergleichbar Daten zu erhalten. In jedem Fall wurde 0 — 40 Sekunden nach den
Mikrosphareninjektionen Antipyrin zur Vasodilatation injiziert. Bei einem Teil der Tiere
wurde zusatzlich eine Vasodilatation mittels ATP-Injektion durchgefiihrt, bei einer
anderen Gruppe mittels Schrittmachern eine Herzfrequenzsteigerung erreicht, einer
Gruppe wurde Methoxamin verabreicht, um eine Hypertonie herbeizufiihren und bei
einer weiteren Gruppe wurde mit Hilfe einer Aortenligatur eine subendokardiale
beziehungsweise mit Hilfe einer Koronararterienligatur eine regionale Ischamie des
Myokards herbeigefuhrt. Der Vergleich der uUber die Mikrospharenmethode

errechneten Werte untereinander wie auch mit den Uber die Antipyrininjektion
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erhaltenen Werten ergab keine signifikanten Unterschiede, daher konnte ein
signifikanter Einfluss der Vasodilatation auf die Shuntrate ausgeschlossen werden
(136). Bei Vergleichen der Durchblutung der subepi-, myo- sowie subendokardialen
Regionen fand sich bei gréReren Mikrospharendurchmessern eine geringe
Unterschatzung im subepikardialen sowie eine geringe Uberschatzung im
subendokardialen Gewebe. Aus diesen Experimenten folgte, dass sich Mikrosphéren
des Durchmessers 9 um am besten flr Perfusionsmessungen am Herzen eignen, da
sie sich am ahnlichsten zu den Erythrozyten verhalten und die Shuntrate fur kleinere
Mikrospharen zu hoch ist. Die Hamodynamik zeigte keine Einflussnahme auf die
Ermittlung der Blutflussraten, weder bei der Antipyrin- noch bei der
Mikrospharenmethode, wichtig ist allein die Wahl des geeigneten Durchmessers der
Mikrosphéaren (136).

Andere Studien von Fan et al, Bond et al. sowie Gelman et al. zeigten ebenfalls,
dass der Shuntflul? sich mit sinkendem Durchmesser der Mikrospharen deutlich
erhoht, was zu falsch-hohen Blutflusswerten fuhrt. Besonders auffallig ist dies in der
Niere, wo die Mikrospharen mit einem Durchmesser unter 15 um durch die Kapillaren
der Glomerula shunten und anschlieend in den Kapillaren der Medulla gefangen
bleiben, was zu einer Uberschatzung der medullaren Perfusion fiihrt (38). Ebenfalls
zu einer zu hohen Einschéatzung des Blutflusses flihrt der Einsatz von Kkleinen
Mikrospharen (9 um Durchmesser) bei der Untersuchung der Leber, hier ist der zu
hoch ermittelte Wert Folge eines Shuntings von bis zu 24% im Intestinum (20, 46).
Man kann daher feststellen, dass der Durchmesser der Mikrospharen einen
entscheidenden Einfluss darauf hat, ob die ermittelte Perfusion mit der zum Zeitpunkt
der Injektion auch tatsachlich vorherrschenden Perfusion tUbereinstimmt, da nur die in
den Kapillaren hangen bleibenden Mikrospharen in die Berechnung mit eingehen. Ist
der Durchmesser zu grof3, besteht die Gefahr, dass sie bereits in den prakapillaren
Gefallen oder sogar in den Arteriolen bleiben, bei einem zu klein gewdahlten
Durchmesser werden sie womadglich durch die Kapillaren hindurch in das venése
Gefaldsystem transportiert. Ein Experiment von Warren et al untersuchte die Nieren
von Kaninchen mikroskopisch, nachdem diesen Mikrospharen der Durchmesser 15
und 25 pm injiziert worden waren (150). Hier fanden sich 95% der 15 pm
Mikrospharen in den Kapillaren, der grof3te Anteil der 25 um Mikrospharen befand
sich jedoch in den Interlobulararterien, das heil3t also vor dem Kapillarsystem.

Aullerdem hatte die Verstopfung dieser Interlobulararterien durch 25 pm-
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Mikrospharen eine Akkumulation weiterer 25 pm-Spharen proximal im Gefal3system
zur Folge, was ebenfalls zu falschen Messergebnissen fuhrte. Darliber hinaus waren
Hamorrhagien aufgrund des lokal erhdhten Druckes in den Gefal3en zu beobachten
(150).

Zur Gewinnung der Referenzprobe liegen verschiedene Untersuchungen vor: Zum
einen wurde die Dauer der Blutentnahme nach der Mikrosphareninjektion bestimmit,
welche gewahrleistet, dass alle noch zirkulierenden Mikrosphéaren erfasst werden. In
einer Studie wurde nach linksatrialer Injektion die arterielle Referenzprobe fraktioniert
in drei jeweils 30 Sekunden andauernden Intervallen aus der Arteria femoralis
gewonnen. In der letzten Fraktion konnte zu keinem Zeitpunkt Radioaktivitat
nachgewiesen werden. Daher kann angenommen werden, dass sich 1 Minute nach
der Injektion keine Mikrospharen mehr in der Zirkulation befinden, so dass dieser
Zeitraum far die Gewinnung der Referenzprobe ausreichend ware (5). Eine weitere
Studie kam zu dem gleichen Ergebnis, jedoch wird hier aus Sicherheitsgrinden ein
Zeitraum von 3 Minuten nach Beginn der Injektion fur die Gewinnung der
Referenzprobe empfohlen (26).

Daruber hinaus wurde der Einfluss des Entnahmeortes der Referenzprobe auf die
Variabilitatt der Anzahl der Mikrospharen und damit auf die Berechung des
Blutflusses untersucht. Ein Vergleich von arteriellen Referenzproben, welche mit Hilfe
einer Harvard-Pumpe paarweise und gleichzeitig peripher arteriell aus der rechten
und linken Arteria carotis, der Arteria carotis und der Arteria femoralis, der rechten
und linken Arteria femoralis sowie zentral aus der Aorta abdominalis bei Schafen und
Hunden entnommen wurden, konnte in keinem Fall systematische Unterschiede
zwischen den einzelnen Entnahmeorten nachweisen (25).

Zur weiteren Validierung der Methode konnte mikroskopisch nachgewiesen werden,
dass sich die Mikrospharen sowohl homogen im Blutstrom verteilen als auch
aufgrund ihrer den Blutzellen &hnlichen Dichte vor allem im axialen Strombereich,
ahnlich der Erythrozyten transportiert werden (103). Auf3erdem wurden in einer
anderen Arbeit verschiedene Injektionsorte miteinander verglichen (71). Die nach
linksatrialer sowie linksventrikularer Injektion berechneten Flusswerte ergaben keinen
signifikanten Unterschied fur die unterschiedlichen Organe. Einzige Ausnahme
bildete das Herz, wo nur die atriale Injektion vergleichbare Werte lieferte. Fur
Berechnungen von Werten fur die anderen Organe ergibt sich somit eine freie Wabhl

des Injektionortes (71).
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Ferner musste ausgeschlossen werden, dass die Mikrospharen aufgrund arterio-
vendser Anastomosen rezirkulieren und so zu falsch-hohen Werten und damit zu
einer Uberschatzung der aktuellen regionalen Perfusion filhren. In einer
Untersuchung von Rudolph et al. konnte sowohl eine Shuntrate und damit eine
Rezirkulation durch die Lunge als auch eine signifikante Shuntrate durch das
Kapillarbett der Organe ausgeschlossen werden (114).

Eine weitere Studie von Neutze et al. belegte mittels ahnlicher Untersuchungen, dass
die Shuntrate durch arterio-vendése Anastomosen deutlich unter 1% liegt und damit
die Rezirkulation einen zu vernachlassigenden Faktor darstellt (99).

Allerdings vergrofert sich die Shuntrate mit geringer werdendem Durchmesser der
Mikrospharen, da der Vorgang des trappings allein von den mechanischen
Eigenschaften der Mikrosphdren und nicht von etwaigen biologischen oder
chemischen Faktoren beeinflusst wird. In einer Studie wurden Hunden Mikrosphéaren
mit finf unterschiedlichen Durchmessern (25 um, 15 um, 9 um, 7 pm und 1 — 10 pm
(davon 40 — 80% < 7 um)), die mit finf verschiedenen Radionukliden markiert waren,
linksatrial simultan injiziert, was bedeutet, dass die Mikrospharen mit den
unterschiedlichen Durchmessern vor der Injektion in dem Injektionsgefald vermischt
wurden. Es wurde eine arterielle Referenzprobe aus der Arteria femoralis und eine
vendse Referenzprobe aus dem Sinus coronarius entnommen. Hierbei ergab sich far
die 1 — 10 um-Sphéaren eine Shuntrate von 27,6%, die fur alle weiteren Mikrosphéaren
deutlich sank und ab den 9um-Spharen unter 1,1% lag. Aufgrund dieser Ergebnisse
und bei nicht gemessener Shuntrate wird dazu geraten, Mikrospharen mit einem
Durchmesser von mehr als 7 um zu verwenden (136).

Marshall et al. untersuchten die Veranderung der Shuntrate durch Vasodilatation, die
durch ATP am isolierten Hundeherzen induziert wurde. Hierbei wurde eine
Simultaninjektion von Mikrospharen mit den Durchmessern 9 um und 15 pm vor und
nach Vasodilatation durchgefuhrt (87).Eine ventse Referenzprobe wurde aus dem
Sinus coronarius zur Bestimmung der Shuntrate entnommen. Es ergab sich unter
Normalbedingungen bei 15 um Durchmesser eine Shuntrate von 5%, welche nach
Vasodilatation einen relativen Anstieg um 2,5 % erfuhr. Bei 9 um Durchmesser ergab
sich schon unter Normalbedingungen ein Shunt von 5 — 10%, der nach
Vasodilatation auf bis zu 13,5% anstieg (87). Dartber hinaus untersuchte man die
Shuntrate bei Mikrospharen ebenfalls dieser zwei Durchmesser an der Hundeniere

mit und ohne Vasodilatation. Hier wurde linksatrial injiziert und die venotse
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Referenzprobe aus der Vena renalis entnommen. Auch hier stieg die Shuntrate der
Mikrospharen mit 9 um Durchmesser nach Vasodilatation gegentber der der
Mikrospharen mit 15 um Durchmesser signifikant an (137). Eine umfassendere
Studie (38), bei der die Vasodilatation durch Erhéhung des arteriellen pcoz auf 57,8
mmHg (x 2,72 mmHg) mittels Inhalation von CO, erreicht wurde, untersuchte die
Shuntrate von 9 um und 15 pum Mikrospharen in den folgenden Organen: Gehirn,
Myokard, Jejunum, Niere, Leber, Milz und Lunge. Die Injektion erfolgte
linksventrikular, die arterielle Referenzproben wurden aus der Arteria thoracica und
abdominalis und die vendsen Referenzproben aus der Vena renalis, Vena porta,
dem Sinus sagittalis sowie dem Sinus coronarius entnommen. Ahnlich der anderen
Untersuchungen wurden die Mikrospharen vor Injektion gemischt und jeweils vor und
nach Vasodilatation injiziert. Beide Mikrospharendurchmesser zeigten keinen
signifikanten Anstieg in der Shuntrate im Gehirn nach Vasodilatation. Im Herzen
allerdings stieg der Shunt nach Vasodilatation fir die 9 um grofRen Mikrosphéaren
signifikant an (von 3,3% auf 8,1%). Dies wurde jedoch fir die 15 pum grof3en
Mikrospharen nicht festgestellt, hier blieb die Shuntrate nahezu gleich. Auch in der
Niere, der Milz, der Leber und dem Jejunum erhdhte sich die Shuntrate fur die 15 pm
Mikrospharen nicht, sowohl fir Normal- wie auch fir vasodilatatorische Bedingungen
fanden sich unter 1% der injizierte Mikrosphéaren in den vendsen Referenzproben.
Fur die 9 um Mikrospharen fand sich hingegen in den erw&hnten Organen ein
signifikant hoherer Shuntflu3 sowohl unter physiologischen wie vor allem auch unter
vasodilatatorischen Bedingungen. In der Lunge fand sich ein nur gering erhohter
Prozentsatz an geshunteten Mikrospharen mit 9 pm Durchmesser nach
Vasodilatation, die Menge an geshunteten Mikrosphéaren mit 15 um Durchmesser lag
gleichbleibend unter 1%, unabh&ngig vom Gefal3durchmesser (38).

Daraus ergibt sich, dass unter Versuchsbedingungen, welche die Mdglichkeit einer
Vasodilatation beinhalten, Mikrospharen mit einem Durchmesser von 15 pm
verwendet werden sollten.

Eine weitere Arbeitsgruppe beschrieb das Verhalten der Mikrosphdaren im
Hundemyokard bei Erhéhung des Blutdruckes (29). Hier wurden zunachst
Mikrospharen mit einem Durchmesser von 9 um verwendet. Mit Hilfe einer arteriellen
Referenzprobe aus einer Koronararterie sowie eine vendse Referenzprobe aus dem
Sinus coronarius, genauer Blutdruckeinstellung in der Arteria coronaria communis
sinistra konnte festgestellt werden, dass sowohl eine alleinige Erh6hung des

15



Blutdruckes als auch eine Erhéhung des Blutdruckes und der inspiratorischen
Sauerstoffkonzentration sowie eine isolierte Erh6hung des arteriellen Druckes in der
Arteria coronaria communis sinistra ohne Druckerhéhung in der Aorta einen
signifikanter Anstieg des Shunts der Mikrosphdren erzeugte. Bei einer
Vergleichsgruppe wurden Mikrosphéaren der Durchmesser 9 und 25 pm gleichzeitig
injiziert und die Shuntrate bei normalen und hypertensiven Driicken (198 mmHg)
verglichen. Die Shuntrate der 9 um grol3en Mikrospharen stieg bei den hohen
Dricken wie auch schon bei den vorangegangenen Experimenten deutlich an (von
4,3 auf 9,1%), wohingegen bei den 25 pum gro3en Mikrospharen zu keinem Zeitpunkt
ein Shunt nachgewiesen werden konnte. Bei einer weiteren Versuchsgruppe wurde
nach der Mikrosphéreninjektion der Blutdruck in einem Zeitraum von 30 Minuten
intervallartig auf 200 mmHg erhéht und wieder auf 100 mmHg abgesenkt, um zu
tberprufen, ob durch Blutdruckschwankungen die bereits im Gewebe gefangenen
Mikrosphéaren disloziert werden. Hierbei konnten in den vendsen Referenzproben bis
zu 9,3% der zuvor im Gewebe befindlichen Mikrospharen nachgewiesen werden
(29).

Eine andere Studie untersuchte den Einfluss von Narkotika sowie von
Gewebeuntergang wie zum Beispiel bei Myokardinfarkten auf den Verlust von
Mikrospharen, ebenfalls mit 9 um Durchmesser (28). Hier wurde unterschieden
zwischen ,early loss®, welcher der Shuntrate direkt wahrend der Injektion entspricht,
dem ,later loss”, dieser entspricht dem Verlust von Mikrosphéren in einem Zeitraum
von bis zu 15 — 30 Minuten nach der Injektion, und dem ,total loss“, dem Verlust von
Mikrospharen Uber den gesamten Versuchszeitraum, welcher mehreren Wochen
entsprach. Zur Erfassung des early loss wurden ventse Referenzproben aus dem
Sinus coronarius gewonnen, fir den later und total loss wurde das Lungengewebe
auf Radioaktivitdt untersucht. Die Eigenschaft der Lunge, alle ankommenden
Mikrospharen abzufangen und an einem Wiedereintritt in den groRen Kreislauf zu
hindern, wurde in einem Vorexperiment bestatigt, bei dem der maximale ,total loss”
der Lunge, unabhéngig von den verwendeten Narkotika, bei 2% lag. In dem
eigentlichen Versuch wurde, unter Verwendung verschiedener volatiler Anasthetika,
sowie unter kunstlich herbeigefuhrter Koronarvasodilatation und Senkung des
koronaren Blutdruckes, Mikrospharen zu verschiedenen Zeitpunkten (122, 92, 62
und 2 Minuten vor Versuchsende) in die Arteria coronaria sinistra injiziert. Hier fand

sich ein fur Halothan deutlich gegentiber Lachgas erhohter Verlust, insbesondere der
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total loss betrug etwa das Doppelte gegeniiber dem der Lachgasgruppe. Bei allen
anderen Parametern ergab sich kein signifikanter Unterschied (28).

Weiterhin musste untersucht werden, inwiefern sich die injizierten Mikrospharen auf
die Hamodynamik auswirken. Da das Prinzip der Perfusionsmessung mit Hilfe von
Mikrospharen darauf grindet, dass diese aufgrund ihres relativ zum
Kapillardurchmesser grof3eren Durchmessers prakapillar gefangen werden, kommt
es somit zu einer Verlegung der jeweiligen Kapillare. Daher musste ausgeschlossen
werden, dass durch die Ublicherweise injizierten Mengen an Mikrosphéren die
Hamodynamik beeinflusst wird.

Hierzu wurden bereits in den ersten Versuchsgruppen die makrohdmodynamischen
Parameter wie Blutdruck, pH, pco. und po. Uberwacht. Obwohl hier sehr grolie
Mikrospharen mit einem Durchmesser von 50 um verwendet wurden, konnte trotz
mehrfacher Injektionen keine Veranderung der genannten Werte gefunden werden
(114). Eine weitere Versuchsgruppe diente der Untersuchung der Frage, ab welcher
Menge an Mikrospharen eine Veranderung der Hamodynamik eintritt. Trotz
wiederholter Versuche konnte keine Obergrenze gefunden werden, ab der eine
Veranderung messbar gewesen wére (71). Es kann daher davon ausgegangen
werden, dass die Mengen an Mikrosphéren, die normalerweise bei Experimenten zur
Perfusionsmessung eingesetzt werden, keinen Einfluss auf makrozirkulatorische
Parameter (Blutdruck, Herzfrequenz, HZV) haben (145). Selbst nach mehrfachem
Einsatz (bis zu sechs Injektionen mit je 1* 10° Mikrospharen des Durchmessers 50
pm) der Mikrospharen veradnderten sich weder Herzfrequenz noch Herzrhythmus,
systolischer oder diastolischer Blutdruck, was eine Vielzahl von Studien bewies (25,
28, 34, 38, 72, 99, 136).

In einer Arbeitsgruppe wurde nach der Injektion von 5 — 8 * 10° Mikrosphéren mit 10
um Durchmesser beziehungsweise von 5* 10° 10 pm und 1 * 10° 35 pm
Mikrospharen am isolierten, spontan schlagenden Hundeherzen ein kurzfristiger,
etwa 15 Sekunden anhaltender und spontan sistierender Blutdruckanstieg von
maximal 3 mmHg beobachtet. Dies wurde jedoch am ehesten auf die den
Mikrospharen zugesetzte Losung, das Tween80, zurlckgefuhrt (156), und kann
aufgrund des sehr geringen, reversiblen Anstiegs vernachlassigt werden.

Eine weitere Studie betrachtete den Einfluss injizierter Mikrospharen des
Durchmessers 15 um am Kaninchenohr mit Hilfe eines Intravitalmikroskopes (55). Es

zeigte sich, dass spatestens 30 Sekunden nach der Injektion der Mikrosphéren und
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der damit erfolgten Verstopfung der Kapillaren sich Kollateralgefal3e offneten und so
die ungehinderte weitere Zirkulation garantierten. Es erscheint daher
unwahrscheinlich, dass die Embolisierung der GefaRe auch bei hoher
Mikrospharenzahl einen Einfluss auf die Himodynamik hat (55).

Es kdnnen bei Versuchen geringfligige Abweichungen von 3,3% (114) bis zu 10% (6)
der mit Hilfe von Mikrospharen ermittelten Perfusionswerte von den mit
Durchflussmessern ermittelten Werte festgestellt werden, welche sich nicht alleine
durch die Shuntrate der verwendeten Mikrosphéaren erklaren lassen, da bei allen
aufgefuhrten Untersuchungen Mikrospharen mit Durchmessern von 15 und 50pum
verwendet werden, die eine Shuntrate von kleiner als 1% besitzen. Bei gleichzeitiger
Injektion von Mikrosphéren, die mit unterschiedlichen Radionukliden markiert waren,
ergaben sich ebenfalls unterschiedliche Werte mit Abweichungen von 4,3 (72) bis
6,4% (14). Der Grund hierfur kann daher nicht ausschlief3lich in der Shuntrate liegen.
Eine Mdglichkeit, dieses Phanomen zu erklaren, liegt in der Tatsache, dass sich
Mikrospharen in der Zirkulation erythrozytendhnlich verhalten. Auch Mikrospharen
werden im axialen Blutstrom durch die Arterien transportiert, wie in histologischen
Untersuchungen an Abschnitten der Arteria femoralis nachgewiesen werden konnte
(103). In einigen Studien wurde gezeigt, dass sich die Erythrozyten im kapillaren
Stromgebiet nicht uniform verteilen, was dazu fuhrt, dass einige Kapillaren zwar vom
Blutplasma durchstromt werden, jedoch vdllig frei von festen Blutbestandteilen sind
(11, 116, 117). Mittels eines mathematischen Modells berechnet und in vivo mittels
Intravital-Mikroskopie wurde an Ohrkapillaren von Kaninchen das Verhalten der
Erythrozyten an Gefallaufzweigungen untersucht. An den Aufzweigungen der
Kapillaren fand sich eine Abh&ngigkeit der Erythrozytenverteilung vom lokal
vorherrschenden Blutdruck und der Flussrate. Erythrozyten und wohl auch
Mikrospharen bevorzugen den Eintritt in Kapillaren mit hoher Flussrate und
niedrigem Druck (116, 117). Die sich daher in den Kapillaren ergebenden
unterschiedlichen H&amatokritwerte gleichen sich im vendsen Gebiet der
Postkapillaren wieder an. Unter der oben genannten Voraussetzung, dass sich die
Mikrospharen ahnlich den Erythrozyten verhalten, ist offensichtlich, dass die mit
dieser Methode ermittelten Blutflusswerte diese Heterogenitat der regionalen
Durchblutung aufzeigen (14). In einer Untersuchung am Kaninchen mit Mikrosphéren
und einem Indikator zur Durchblutungsmessung (IMDI) wurde festgestellt, dass

aufgrund der Verteilungseigenschaften der Mikrospharen es bei der Messung mit
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Mikrospharen zu einer geringfiigigen Uberschatzung der Flusswerte in gut
durchbluteten Regionen zu Ungunsten von Regionen mit geringen Flussraten
kommen kann (14, 15, 156).

1.1.2.1.2 Nachteile der radioaktiven Mikrosphéaren

Radioaktiv markierte Mikrospharen kénnen nur bedingt flr chronische Versuche
verwendet werden. Dies ist zum einen begrindet durch die Halbwertszeit der
Radionuklide, die von 27,7 bis zu 462,6 Tagen reichen (52), innerhalb derer die
Auswertung erfolgen muss, und zum anderen dadurch, dass sich die Nuklide mit der
Zeit aus den Mikrosphéren l6sen kénnen und so zu falsch-niedrigen Flusswerten
fuhren (32, 142). Bei einem Beobachtungszeitraum von 14 Tagen nach der Injektion
konnten mit radioaktiv markierten Mikrosphéren durch externe Detektoren kein
Verlust an Radioaktivitat nachgewiesen werden. Dennoch war sowohl im Urin wie
auch im Fezes der Tiere bis zu funf Tage nach der Injektion Radioaktivitat
detektierbar (71). Wird der Zeitraum allerdings auf zwei Monate ausgedehnt, kann
ein Verlust von 40 — 50% der Ausgangsaktivitdt beobachtet werden, wobei schon
einen Tag nach der Injektion der Mikrospharen die Radioaktivitdt in den
Korperausscheidungen festgestellt werden kann (142). Das Problem liegt in der
unterschiedlichen Verlustrate der einzelnen Isotope, so dass auch eine
»,Hochrechnung“ nicht erfolgen kann, da die Verlustraten fur die unterschiedlichen
Isotope wie auch Uber die Zeit starken Schwankungen unterliegen. Man kann daher
davon ausgehen, dass radioaktiv markierte Mikrosphéaren fir Versuche, die einen
Zeitraum von 24 Stunden Uberschreiten, nicht geeignet sind (47, 105, 142).

Ein weiteres Problem ergibt sich aus der Tatsache, dass die radioaktiv markierten
Mikrospharen den Bestimmungen des Atomgesetzes (ATG) wund der
Strahlenschutzverordnung (StrlSchV) unterliegen. Daher muss erstens fur Versuche

mit diesen Mikrospharen eine Genehmigung eingeholt werden (ATG, § 11, Abs.1),

und zweitens mussen bestimmte rdumliche, technische und personelle
Voraussetzungen erfillt sein, um Versuche mit radioaktiv markierten Mikrospharen
durchzufihren. Diese sind nicht in allen Laboratorien gegeben, was bedeutet, dass

nicht alle Laboratorien Messungen mit radioaktiven Mikrospharen durchfihren
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konnen. AuRerdem gilt die jeweilige Genehmigung nicht flr die gesamte Methode mit
allen zur Verfugung stehenden Radionukliden, sondern wird fur jedes Radionuklid
einzeln erteilt. In den meisten Fallen wird nur die Verwendung einzelner Radionuklide
genehmigt, in den allerwenigsten Fallen fir alle. Radionuklide flr zehn verschiedene
Messzeitpunkte stehen in der Praxis daher meist nicht zur Verfiigung (134), was die
Mdoglichkeiten der repetitiven Messung deutlich einschrankt.

Ein weiterer Nachteil radioaktiv markierter Mikrospharen sind die sehr hohen Kosten,
die bei Verwendung von radioaktivem Material entstehen. Eigene Raumlichkeiten, in
denen nur Versuche mit radioaktiven Mikrospharen und durch diese kontaminiertem
Material durchgefiihrt werden durfen, missen zur Verfigung stehen. Dazu gehéren
Operationssale, Lagerungs- und Verarbeitungsrdume. Auch die Entsorgung des bei
diesen Versuchen entstehenden Abfalls sowie der kontaminierten Tierkorper
verursachen hohe Kosten, welche fur die Entsorgung eines Kilogramms von als
radioaktiv kontaminierter Sondermdull deklarierten organischen Materials zum Beispiel
im Jahr 1994 in den USA etwa US-$ 12,50 (105, 142), allerdings in Deutschland
1998 etwa 147 DM betrugen (134).

Des weiteren ist zu berilcksichtigen, dass durch die Radioaktivitat alle an den
Versuchen mitarbeitenden Personen betroffen werden, sowie bei Unféllen mit
Freisetzung von Mikrospharen die Umwelt kontaminiert werden kann sowie Strahlung
durch den Verursacher inkorporiert werden kann, wie zum Beispiel bei einer

versehentlichen Injektion in die Hand (134).

1.1.2.2 Zusammenfassung

Die Madglichkeit, mit Hilfe radioaktiv markierter Mikrosphéaren die globale und
regionale Perfusion zu bestimmen, ist schon seit Uber dreil3ig Jahren mit Erfolg
eingesetzt worden. Viele Studien haben dazu beigetragen, dass diese Methode
wegen ihrer guten Reproduzierbarkeit zum Goldstandard wurde, vor allem bei
chronischen Messungen (18). Vergleiche, die eine sehr gute Ubereinstimmung der
mit  Hilfe der Mikrospharenmethode gewonnenen Flusswerte zu mit
Durchflussmessern gemessenen Werten (8, 99) beziehungsweise mit Rollerpumpen
kontrollierten Flussraten (5) zeigten, haben erreicht, dass die Mikrosphéarenmethode
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als verlasslich und reproduzierbar anerkannt wurde. Allerdings kann dies nur unter
bestimmten Voraussetzungen gelten:

In jeder zu untersuchenden Einzelregion, sei es die Gewebeprobe selbst oder auch
die Referenzblutprobe, muss eine Mindestanzahl von 400 Mikrospharen vorhanden
sein, um eine zuverlassige Messung zu gewabhrleisten (25). Des weiteren muss die
Mikrospharenlésung mit Polyoxyethylen(20)-sorbitan-mono-oleat versetzt sein, um zu
verhindern, dass die Mikrospharen aggregieren. Die Losung muss unmittelbar vor
der Injektion im Ultraschallbad weitestgehend von Clustern befreit werden und
wahrend der Injektion muss eine gute Durchmischung der Mikrospharen durch
Schitteln des InjektionsgefaRes gewahrleistet sein (114). Die verwendeten
Mikrospharen sollten einen Mindestdurchmesser von 12 um besitzen, der
Durchmesser sollte im Idealfall 12 - 15 um betragen, da fur Mikrospharen, die kleiner
als 12 ym im Durchmesser sind, die Shuntrate und die Dislokation bereits im
Gewebe gefangener Mikrospharen vor allem bei Blutdruckschwankungen
Uberproportional und signifikant ansteigt (38, 53, 87, 112, 137). Mehr als 15 pm
messende Mikrospharen unterliegen der Gefahr, prakapillar, das heil3t in den
Arteriolen, hadngen zu bleiben und so zum einen die Mikrozirkulation des jeweiligen
Organs zu storen wie auch das Messergebnis falsch zu beeinflussen (149). Bei
Mikrospharen mit 15 um Durchmesser ist die Shuntrate am geringsten (28, 90) und
der Anteil an tatséchlich im Kapillarbett gefangenen Mikrospharen am gréf3ten (149),
auch bei Blutdruckschwankungen werden keine bereits im Gewebe eingelagerten
Mikrospharen mehr disloziert (87).

Als Injektionsort sollte bevorzugt das linke Atrium gewahlt werden, da aufgrund der
turbulenten Strémung eine homogene Verteilung der Mikrosphéren gesichert ist (25).
Die linksventrikulare Injektion ist ebenfalls jederzeit mdglich, sofern nicht unmittelbar
die myokardiale Durchblutung gemessen werden soll (71). Die Hamodynamik wird
durch die Injektion der Mikrosphéren kaum beeinflusst (25), es sollte aber dennoch
darauf geachtet werden, dass die Injektion langsam Uber einen gewissen Zeitraum
durchgefuhrt wird, da ansonsten die Gefahr besteht, dass trotz stabil bleibender
makrohamodynamischer Werte signifikante Anderungen in der Mikrozirkulation
einzelner Organe vorkommen (93, 149). Das Verhalten der Mikrosphéaren in der
Blutstromung, insbesondere an Gefal3bifurkationen, ist dem der Erythrozyten sehr
ahnlich und ermdglicht so eine Beurteilung der Heterogenitéat der Mikrozirkulation in

den einzelnen Organen (14). Um absolute Werte berechnen zu kénnen, kann man
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eine Referenzblutprobe gewinnen, welche aus einer zentralen oder peripheren
Arterie mit einer konstanten und bekannten Abzuggeschwindigkeit und
Abzugvolumen (99, 114) von Beginn der Injektion an wahrend mindestens 60
Sekunden (6) bis zu 3 Minuten (26) entnommen wird.

Die radioaktiv markierten Mikrosphéren sind aus unterschiedlichen Materialen
hergestellt, wie zum Beispiel bei den ersten Versuchen aus Karbon und Sauerstoff
(114), aus humanem Serumalbumin (71) mit dem Vorteil der Metabolisierbarkeit,
diese kdonnen daher auch beim Menschen eingesetzt werden (122, 145), und, vor
allem in der heutigen Zeit, aus Polystyren (55). In allen diesen Materialien sind
Radionuklide inkorporiert, die y-Strahlen emittieren und daher leicht auszuwerten
sind (35), vor allem, weil die Zerfalle pro Minute durch das Gewebe hindurch
gemessen werden kénnen und so eine Verarbeitung der Probe vor der Erfassung
nicht notwendig ist (114). Diese Tatsache ist von besonderer Bedeutung, da zum
einen durch eine weitere Aufarbeitung der Gewebeproben weitere Kosten anfallen
wirden, zum anderen, da jegliche Art von Manipulationen und Weiterverarbeitungen
der Proben potentiell zu einem Mikrosphérenverlust und damit zu falschen
Messungen fuhren kdonnte (134).

Werden Referenzblutproben entnommen, so kodnnen diese ohne weitere
Verarbeitung direkt im y-Counter gemessen werden, wohingegen Organproben
zunachst von Binde- und Fettgewebe und groReren GefalRen befreit werden sollten,
da ansonsten diese sehr schlecht durchbluteten Gewebe mit in die Messung
eingehen und zu falsch-niedrigen Werten fuhren wiirden (149). Wichtig ist au3erdem,
dass die Unterteilung der Organe nach einem zuvor individuell festgelegten Schema
durchgefuhrt und fir jeden Versuchsteil genauestens befolgt wird, um vergleichbare
Werte zu erhalten. Nach Dissektion und Gewichtsmessung werden dann auch diese
Proben im y-Counter gemessen (134).

Ein besonderer Vorteil der Mikrospharen liegt darin, dass zur Messung valider und
reproduzierbarer Werte nicht das Gewicht der einzelnen Proben entscheidend ist,
sondern die Anzahl der in der einzelnen Probe vorhandenen Mikrosphéaren (25). Dies
ermdglicht eine Variation der Probengewichte von 0,03 bis zu 5 g, je nach erwarteten
Flussraten in den jeweiligen Regionen. Wird die Anzahl der injizierten Mikrospharen
erhoht, kann das Einzelgewicht noch weiter reduziert werden, so dass die Messung

von Perfusionsraten in kleinen Organabschnitten wie zum Beispiel dem Endo- oder
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Epikard (156) oder der Unterscheidung der Durchblutung von Nierenrinde und —mark
(77) moglich wird.

Seit 1979 ist auch die automatische Auswertung der einzelnen Gewebeproben mit
Hilfe eines Computerprogramms eingefuhrt, durch die die Messung schneller und
verlasslicher geworden ist. Zur Auswertung einer Probe werden etwa drei Minuten
bendtigt, bei Messung aller Radionuklide und Ermittlung folgender Werte:
Zerfalle/Minute, Zerfalle/Minute/g Gewebe und der Blutflusswert pro Minute und
Gramm sowie die Anzahl von Mikrosphéaren in der Probe (118). Wird dieses
Programm nun mit einer Computermatrix kombiniert, wird die genauere Trennung der
einzelnen Radioisotopenspektren moglich, um so die Trennschérfe zu erhéhen und
den Einsatz von bis zu zehn Radioiosotopen gleichzeitig in einem Versuch zu
ermdglichen (119, 158).

In der Praxis stehen diesen Messungen allerdings einige Nachteile gegenuber, allen
voran die Tatsache, dass mit radioaktivem Material umgegangen wird, welches
sowohl in der Handhabung als auch in der Entsorgung mit einigem Aufwand und vor
allem auch zum Teil erheblichen Kosten (105, 134, 142) verbunden ist. Des weiteren
entsteht das Problem der unterschiedlichen Halbwertszeiten, welche den Einsatz

uber einen unbegrenzten Zeitraum hinweg limitieren (47, 105, 142).
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1.1.3 Nichtradioaktive Mikrosphéren

1.1.3.1 Farbige Mikrosphéaren

Da die Verwendung von radioaktiv markierten Mikrospharen wie oben ausgefihrt
erhebliche Nachteile mit sich bringt, wurde in den weiteren Jahren versucht,
alternative Methoden zur Markierung von Mikrospharen zu entwickeln. Zunachst
wurden Mikrospharen eingefihrt, die mit verschiedenen Farbstoffen versehen waren,
welche jeweils bei einer bestimmten, fur die jeweilige Farbe spezifische, Wellenlange
Licht mit einem Maximum absorbierten (76). Diese Farbstoff-markierten
Mikrospharen wurden in verschiedenen Versuchen validiert. Die Messungen ergaben
jedoch zum Teil, vor allem bei Erhéhung der Blutflussrate, deutliche Abweichungen
von bis zu 39 = 4% von der Referenzmethode (54). Dies wurde zum einen auf die
niedrigere Dichte der farbstoffhaltigen im Vergleich zu radioaktiven Mikrospharen,
zum anderen auf die wenig standardisierte Technik der Aufarbeitung der
Gewebeproben zur Messung der Farbintensitdt zurickgefuhrt (54). Bei der
Uberprifung der farbstoffmarkierten Mikrospharen in vitro ergab sich eine hohe
Stabilitat (76). Dies stellt gegenuber den radioaktiven Mikrospharen einen
wesentlichen Vorteil dar, da keine Halbwertszeiten bericksichtigt werden missen.
Weniger als 0,1% der Farbstoffe gingen bei Lagerung in isotonischer Kochsalzldsung
wahrend zwei Monaten verloren. Auch bei in vivo Untersuchungen zeigten sich Uber
einen Zeitraum von acht Stunden keine signifikanten Farbstoffverluste. Eine weitere
Validierung der farbstoffhaltigen Mikrosphéren im Vergleich zu radioaktiven
Mikrospharen ergab unabhangig von hamodynamischen Parametern eine deutlich
bessere Ubereinstimmung (Korrelationskoeffizienten 0,97 — 0,98). Es kam allerdings
zum Teil zu einer geringgradigen Unterschatzung des Blutflusses bei Messung mit
farbstoffhaltigen Mikrospharen. Da bei diesen weiteren Versuchen eine verbesserte
und deutlich verkirzte Methode zur Rickgewinnung der Mikrosphdren aus den
Gewebeproben angewandt wurde, kann der Hauptfehler bei friheren Bestimmungen
auf die Verarbeitung zuriickgefuhrt werden (76).

Der Einfluss der Mikrospharen auf die Hamodynamik wurde ebenfalls untersucht

(75). Hier ergab sich eine gute Ubereinstimmung der hamodynamischen Parameter
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(Herzzeitvolumen, Blutdruck, Herzfrequenz), sofern ein Maximum von 6 * 10°
Spharen/kg KG pro Injektion nicht iberschritten wurde. Ab 6 * 10° Mikrospharen/kg
Korpergewicht ergab sich ein reversibler Abfall der Herzfrequenz sowie ein
signifikanter und irreversibler Abfall des Herzzeitvolumens. Der systemische
Blutdruck wurde allerdings nicht beeinflusst. Bei wiederholten Injektionen wurde die
maximale Anzahl an Mikrospharen, die insgesamt injiziert werden durfen, ohne
Veranderungen der Hamodynamik herbeizufithren, auf 2,5 * 10° Spharen festgelegt.
Ab dieser Anzahl trat isoliert ein signifikanter Abfall des Herzzeitvolumens auf, die
tbrigen Werte blieben unbeeinflusst. Messungen, die bei Injektionen unterhalb der
Hochstmenge erzielt wurden, ergaben dagegen verlassliche und reproduzierbare
Werte (75).

Es ergeben sich auch einige Nachteile aus der Perfusionsmessung mit
farbstoffmarkierten Mikrospharen. Zum einen ist die Aufarbeitung der Proben mit
nicht-automatisierten Methoden friherer Experimente zeit- und arbeitsintensiv (76).
Da nur Teile der aus den Gewebeproben gewonnenen Lésung ausgezahlt werden,
konnen Berechnungsfehler entstehen (105). Bei einer anderen, zeitlich verkirzten
Verarbeitungsmethode wird der Aufwand verringert und der Berechnungsfehler
verkleinert. Es konnen jedoch pro Versuch maximal drei Farben eingesetzt werden,
da sich die Absorptionsspektren bis zu 70% Uberschneiden (105). Des weiteren ist in
der verkirzten Methode verwendete Losungsmittel Toluen-Dimethylformamid TDMF
hochgiftig und relativiert so die durch den Wegfall der Radioaktivitdt gewonnenen
Vorteile (134).

1.1.3.2 Fluoreszenzmarkierte Mikrosphéren

Aufgrund der Messproblematik mit farbigen Mikrospharen wurde nach Alternativen
der Mikrospharenmarkierung gesucht. Daher wurde in den letzten Jahren eine neue
Methode etabliert, die Untersuchungen mit fluoreszenzmarkierten Mikrospharen
durchfihrt. Es werden Polystyrenmikrospharen mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert,
die je ein spezifisches, sehr enges und charakteristisches Exzitations- und

Emissionsmaximum besitzen und daher gut voneinander unterschieden werden
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konnen (47, 105). Derzeit sind als fluoreszenzmarkierte Mikrosphéren so genannte

Fluospheres® kommerziell in elf verschiedenen Farben erhaltlich:

- Blue, Exzitationswellenlange 365 nm, Emissionswellenlange 415 nm

- Blue-green, Exzitationswellenlange 430 nm, Emissionswellenldnge 465 nm

- Green, Exzitationswellenlange 450 nm, Emissionswellenldnge 480 nm

- Yellow-green, Exzitationswellenlange 505 nm, Emissionswellenldnge 515 nm
- Yellow, Exzitationswellenlange 515 nm, Emissionswellenlange 534 nm

- Orange, Exzitationswellenlange 540 nm, Emissionswellenlange 560 nm

- Red-orange, Exzitationswellenlange 565 nm, Emissionswellenlange 580 nm
- Red, Exzitationswellenlange 580 nm, Emissionswellenlange 605 nm

- Carmine, Exzitationswellenlange 580 nm, Emissionswellenldnge 620 nm

- Crimson, Exzitationswellenlange 625 nm, Emissionswellenlange 645 nm

- Scarlet, Exzitationswellenlange 645 nm, Emissionswellenlange 680 nm

Das Prinzip der Fluoreszenzfarben beruht auf ihrer Eigenschaft, bei Anregung durch
Licht einer bestimmten Wellenldnge, der so genannten Exzitationswellenlange,
Elektronen auf ein hoheres Energieniveau springen zu lassen. Begeben sich diese
Elektronen dann wieder in ihre Ruhelage zuriick, geben sie die Energie in Form von
Licht einer bestimmten, etwas langeren Wellenldange, der so genannten
Emissionswellenlange, wieder ab. Meist betragt der Unterschied etwa 10 — 60 nm.
Man bezeichnet dies auch als ,Stokes-Shift*, welcher sicherstellt, dass bei der
Auswertung nur das emittierte und nicht auch das fur die Exzitation benétigte Licht zu
messen und so falsch hohe Werte zu bekommen (95). Dieses Licht wird dann im
Fluoreszenzspektrometer gemessen und quantitativ analysiert (47). Die Intensitat
des Fluoreszenzsignals korreliert herbei mit der Anzahl der Mikrosphéren, die sich
urspriinglich in der Probe befunden haben. Allerdings muss berucksichtigt werden,
dass bei sehr hoher Fluoreszenzintensitat ein Dampfungseffekt auftritt. Das bedeutet,
dass ab einer bestimmten Menge, welche in ,Arbitrary Units (AU)" angegeben wird,
der lineare Kurvenverlauf abflacht und es im weiteren Verlauf zu einer
Unterschatzung der Perfusionswerte kommt. Der lineare Kurvenverlauf ist bei den
meisten Fluoreszenzfarben bis 400 AU gesichert, bei ,Blue* dagegen nur bis 200 AU.
Dies muss also bei der Einstellung der Exzitations- und Emissionsschlitzweiten des

Spektrometers bedacht werden (48).
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Da alle Farben ein fir sie spezifisches Exzitations- und Emissionsmaximum
aufweisen, ist eine hohe Trennscharfe (Spezifitdt) gegeben. Diese erlaubt den
Einsatz mehrerer Fluoreszenzfarben nebeneinander. Lediglich bei Exzitation der
Farbe ,Green” tritt ein ,Spillover* der Farbe ,Yellow-green“ von 8,8% auf, bei
Exzitation der Farbe ,Blue-green“ ein ,Spillover* der Farbe ,,Green von 18,1%. Es
wird daher auch herstellerseitig geraten, die Farbe ,Green“ durch ,Scarlet* zu
ersetzen, wenn die beiden anderen Farben gleichzeitig eingesetzt werden (47, 48).
Bei den beiden Farben “Red” und “Crimson” tritt ein “Spillover” von maximal 3,3%
auf, der aber in Kauf genommen werden kann (48). Bei den restlichen Farben betragt
der ,Spillover* maximal 1%. Somit kdnnen bisher bis zu sieben Farben gleichzeitig

verwendet werden. Es sind dies:

- Blue

- Blue-green

- Yellow-green
- Orange

- Red

- Crimson

- Scarlet (48)

Die Dichte der fluoreszenzmarkierten Mikrosphéaren liegt bei 1,05 g/ml und entspricht
damit in etwa der der Erythrozyten (47). Dies ist, wie zuvor schon erwahnt, wichtig
zur reliablen Bestimmung der Blutflussmessung, da sich so die Mikrosphéren in ihrer
Flusseigenschaft annédhernd wie Erythrozyten verhalten (11, 14, 15, 103, 116, 117,
156).

Die Stabilitat dieser Fluoreszenzfarbstoffe ist, solange sie in den Mikrospharen
eingeschlossen sind, sehr gut, bei in vitro Untersuchungen konnte Uber einen
Zeitraum von sechs Monaten bei Lagerung im Dunkeln in der herstellerseitig
vorgegebenen Losung ein Fluoreszenzfarbstoffverlust von unter 1% festgestellt
werden (48). Dies ist ein entscheidender Vorteil gegeniber den radioaktiv markierten
Mikrosphéaren, da kein Verlust der Fluoreszenzintensitat und damit eine verfalschte
Perfusionsmessung auftritt. Bei Lagerung im Hellen betragt der Verlust durch
Ausbleichung weniger als 10%. Auch ein Einfluss von Chemikalien und

Temperaturanderungen ist nicht nachweisbar (48). Nach der Trennung der Farbstoffe
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aus den Mikrospharen erhoht sich die Sensibilitdt gegentber den genannten
Einflissen jedoch erheblich. Dies ist bei der Verarbeitung der Gewebeproben zu
beachten. Bei Verwendung von Laugen wie zum Beispiel KOH zur Verdauung der
Gewebeproben fur die Isolierung der Mikrospharen (47, 107, 133, 141) missen
deshalb die resultierenden Probenreste sehr gut mit Pufferlésungen gesplilt werden,
um eine Zerstorung der Farbstoffe bei der spateren Auslésung zu verhindern (133).
Die LOsung, in welcher die Mikrospharen vom Hersteller geliefert werden, ist eine aus
0,15 M NaCl hergestellte Injektionslosung, der zur Verhinderung der Aggregation der
Mikrospharen 0,02% Tween20 und 0,05% Thimerosal als Bakteriostatikum zugesetzt
sind. Sie werden in Konzentrationen von 1 * 10° 15pum-Mikrosphéren pro Milliliter und
3,6 * 10° 10um-Mikrospharen pro Milliliter kommerziell vertrieben.

Bei der Fluoreszenzmessung von Gewebeproben muss bertcksichtigt werden, dass
die Fluoreszenzintensitat nicht direkt in den Proben gemessen werden kann, wie bei
der Verwendung radioaktiver Mikrospharen, sondern dass die Mikrospharen erst aus
den Gewebeproben rickgewonnen werden missen. AnschlieBend muissen die
Farbstoffe aus den Poren der Mikrospharen ausgelost werden. Hierbei gibt es zwei
Eluatlosungen: 2,2-Ethoxy-Ethoxyethylenacetat (Ethoxy®, Aldrich Chemical Co., MI,
U.S.A)) oder 2-Ethoxyethylenacetat (Cellosolve®, Aldrich Chemical Co., MI, U.S.A.).
Bei Behandlung der Gewebeproben mit den genannten Losungen bleiben die
Mikrospharen selbst intakt (57, 105). Beide Substanzen beeinflussen die
Fluoreszenzintensitat nicht. Bei Lagerung der Fluoreszenzfarbe nach Elution aus den
Mikrospharen in Cellosolve ® konnte zumindest Uber einen Zeitraum von sieben
Tagen kein Nachlassen der Fluoreszenzintensitat nachgewiesen werden (47).

Die Gewebeproben missen also aufgelost werden, um die darin befindlichen
Mikrospharen zu erhalten. Hierzu stehen verschiedene Mdglichkeiten zur Verfiigung:
Zum einen kann die Gewebeprobe in 30%iger KOH-L6sung verdaut werden, um
dann den Ruckstand zu trocknen und anschlieRend mit Ethoxy® die
Fluoreszenzfarbstoffe auszulésen und die Fluoreszenzintensitat im Uberstand zu
messen (1). Diese Methode st allerdings nicht in Gebrauch, da die
Fluoreszenzfarbstoffe durch das zugesetzte KOH zerstort werden und somit keine
verlasslichen Werte liefern (133).

Eine weitere Mdglichkeit, welche allerdings relativ aufwendig ist und aufgrund der
Membraneigenschaften nicht geeignet fir die Verarbeitung lipophiler Gewebeproben

wie Hirn oder Leber, ist die Verdauung mit 4M KOH Uuber 24 Stunden und die
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anschlieRende  Filtration  der  entstehenden  Suspension durch  eine
Polykarbonatmembran mit Hilfe von Unterdruck (47, 107, 108, 141). Das Gefal, in
dem die Verdauung stattgefunden hat, wird mehrfach mit Tween-L6sung gespult, um
im Gefald hangengebliebene Mikrosphéaren mit auszulésen. Die Spullésung wird
ebenfalls durch den Filter gegossen. Daraufhin wird die Filtermembran in ein anderes
Behaltnis verbracht und mit Cellosolve® bedeckt, um die Fluoreszenzfarbstoffe aus
den Mikrospharen auszulésen (47). Auch die arterielle Blutprobe wird in gleicher
Weise, allerdings mit 2M KOH, behandelt. Hier liegt der entscheidende Nachteil in
der Tatsache, dass sehr viele Gefal3e bendtigt werden und so Mikrospharen verloren
gehen, die dann bei der Auswertung zu falsch niedrigen Werten fihren. Dies kann
insbesondere bei Unterschatzung der Menge an Mikrosphéren in der arteriellen
Referenzblutprobe zu weitreichenden Fehleinschatzungen fuhren (47, 107, 108,
141). In einem Versuch wurde die Hohe des Verlustes an Mikrospharen mit dieser
Methode gemessen. Gewebeproben wurden nach dieser Methode behandelt und mit
in ein Messgefald pipettierten, getrockneten und mit Cellosolve® ausgelosten
Mikrospharen derselben Menge, bei der ein Verlust somit nicht méglich war,
verglichen. Hierbei fand sich ein Unterschied zu den mit den Gewebeproben
erhaltenen Werten von 5,5 +1,3% (27).

Fur die Verarbeitung von Geweben mit geringer Dichte wie zum Beispiel die Lunge
steht die so genannte Extraktionsmethode® zur Verfigung. Die Auswertung erfolgt
nach Trocknen der Proben, Einbettung in Polyurethanschaum und Aufteilung des
resultierenden Blockes in kleine Wiirfel von ca. 1,9 m®. Aus diesen Wiirfeln wird mit
Hilfe von Cellosolve® der Fluoreszenzfarbstoff ausgelost und die Intensitat
gemessen (47).

Die Sedimentationsmethode stellt eine etwas weniger aufwendige Variante zur
Verarbeitung aller Gewebeproben dar (107, 133). Hier werden die Gewebeproben in
2N ethanolischer KOH verdaut. Die Dichte der 2N ethanolischen KOH ist mit 0,893
g/l geringer als die der Mikrospharen, was ein Absinken der Mikrospharen in der
entstehenden LOsung zur Folge hat. Nach Zentrifugation bilden die Mikrospharen ein
Pellet am Boden des ReaktionsgefaRRes, welches nach Entfernen des Uberstandes
mit demineralisiertem Wasser und Tween80 aufgeschwemmt wird, um KOH und
Gewebereste zu entfernen. Nach einer erneuten Zentrifugation wird der Farbstoff mit
Cellosolve® ausgelost und die Intensitdt gemessen. Bei dieser Methode besteht

jedoch erstens die Moglichkeit, dass bei dem Entfernen des Uberstandes
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Mikrospharen mitentfernt werden, was die Ergebnisse verfalschen wirde, zweitens
ist nicht gewahrleistet, dass das KOH ruckstandslos entfernt wurde, was wiederum
zur Zerstorung des Farbstoffes fuhrt (107, 133).

Die Saccharosemethode ist eine zeit- und arbeitsintensive Methode, bei der durch
aufgrund der Verarbeitung der Gewebeproben eine relativ groRe Fehlerquote
entsteht. Die Organe werden in 10%igem Formalin fixiert und in einzelne
Gewebeproben unterteilt. Diese werden mechanisch zerkleinert und mit Tris-Cl
vermischt. Diese Mischung wird mit Hilfe von Protease K und Collagenase verdaut,
anschlieRend mit 40%iger Saccharose Uberschichtet und zentrifugiert. Aufgrund ihrer
physikalischen Eigenschaften sammeln sich die Mikrospharen in einer Schicht
oberhalb der Saccharose an und kdnnen so abpipetiert werden. Diese Flissigkeit
wird reduziert und die Menge an enthaltenen Mikrospharen mit einem
DurchfluRzytometer oder einem Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Hierbei entsteht
allerdings beim Vergleich mit durch radioaktive Mikrospharen gewonnenen Werten
ein Verlust von 27,9%, welcher am ehesten durch Zerstérung von Mikrosphéaren bei
der mechanischen Zerkleinerung entsteht (12).

Seit 1998 ist eine Methode etabliert, welche sich als am geeignetsten fur die
Aufbereitung der Proben und die Messung der Fluoreszenzintensitat erwiesen hat.
Es handelt sich um ein Robotersystem, mit dem eine vollautomatische Bearbeitung
der Gewebeproben mdglich ist. Die Gewebeproben werden in einem Gefal3, der
,Sample Processing Unit (SPU)“ verdaut und filtriert, was eine Uberfiihrung der
Probe in ein anderes GefalR beziehungsweise ein Abpipettieren des Uberstandes
uberflissig macht und somit sicherstellt, dass keine Mikrospharen aufgrund der
Verarbeitungsmethode verloren gehen. Die Dauer der Verdauung der Probe ist bei
dieser Methode wesentlich verkirzt, so dass sich auch der Zeitaufwand minimiert.
Dartber hinaus ist der in den SPUs enthaltene Filter auch in der Lage, lipophile
Flussigkeiten zu verarbeiten. Der gesamte Verarbeitungprozel3 wurde automatisiert
und kann von einem Roboter durchgefihrt werden, was zum einen den
Arbeitsaufwand, zum anderen auch die Kosten deutlich reduziert (107, 108, 133). Die
genaue Beschreibung der Methode, die auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet
wurde, findet sich unter 2.2.12.

Auch mit fluoreszenzmarkierten Mikrospharen wurden Versuche zur Validierung der
Blutflussmessung durchgefihrt. Im wesentlichen wurden vergleichende Messungen

durchgefihrt, bei denen mit radioaktiv markierten Mikrospharen erhaltene Werte als
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Referenz dienten. Es wurden jeweils gleichzeitig radioaktiv und fluoreszenzmarkierte
Mikrospharen injiziert und die Blutflusswerte der Gewebeproben und der arteriellen
Referenzproben ermittelt. Die Ubereinstimmung war in allen Fallen sehr gut, r’= 0,98
— 0,99, die Steigung der Regressionsgeraden betrug 0,95 — 1,02. Auch der Vergleich
verschiedener fluoreszenzmarkierter Mikrospharen untereinander ergab gute Werte
(r* = 0,99) (47). Auch (ber langere Zeitraume, wie sie bei chronischen Experimenten
erforderlich sind, zeigen die fluoreszenzmarkierten Mikrospharen eine hohe
Verlasslichkeit. Mit Ausnahme von Blue-green und Crimson (10,5%) bei 37°C und
Red (12,1%) bei —20°C konnte bei in vitro Testung durch Lagerung Uber zwei Monate
bei 37°C beziehungsweise —20°C sowie bei in vivo Testung durch Injektion zwei
Monate, einen Monat und finf Minuten vor der Euthanasierung der Versuchstiere
kein signifikanter Verlust an Fluoreszenzintensitat nachgewiesen werden. Des
weiteren ergab sich bei Vergleich fluoreszenzmarkierter mit radioaktiv markierten
Mikrospharen zum einen, dass die fluoreszenzmarkierten im kurzzeitigen
Versuchsverlauf grundsatzlich valide und zu radioaktiv markierten Mikrospharen
vergleichbare Werte erbringen, zum anderen, dass die fluoreszenzmarkierten
Mikrospharen im Langzeitversuch eine sehr viel hohere Verlasslichkeit und
Reproduzierbarkeit aufweisen als radioaktive Mikrospharen, die Uuber langere
Zeitraume einen deutlichen Verlust von Radioaktivitat und damit falsch-niedrige
Werte aufweisen (47, 105).

1.1.3.3 Zusammenfassung

Fluoreszenzmarkierte Mikrosphéren werden seit etwa zehn Jahren in der Messung
der regionalen Perfusion sowohl in kurzzeitigen wie auch in chronischen
Experimenten mit groem Erfolg eingesetzt. Zur Zeit sind elf verschiedene Farben
kommerziell erhdltlich, von denen mindestens sieben in einem Versuchstier zur
Anwendung kommen koénnen. Bei Lagerung der Proben beziehungsweise bei
Einsatz der Mikrospharen im Langzeitexperiment konnte Uber einen Zeitraum von
sechs Monaten ein Verlust an Fluoreszenzfarbstoffen von unter 10% nachgewiesen
werden (47, 48). Die Verarbeitung der Gewebe- wie auch der Blutproben zerstort die
Mikrospharen nicht, sondern I6st lediglich den Farbstoff aus ihnen heraus. Dennoch
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ist, da die Menge an Farbstoff direkt proportional zu der Anzahl an Mikrospharen ist,
eine physikalische Z&hlung der Mikrosphéaren nicht notwendig, da diese Uber die
Messung der Fluoreszenzintensitat ermittelt werden kann (47).

Der Validitatsgrad der Messung mit fluoreszenzmarkierten Mikrosphéren ist mit dem
der radioaktiven Mikrosphéren vergleichbar (12, 27, 47, 142), und bei chronischen
Exprimenten aufgrund der niedrigeren Verlustrate und der héheren Stabilitdt der
Fluoreszenzfarbstoffe im Vergleich zu den Radionukliden sogar tberlegen (47, 105).
Ein weiterer Vorteil ergibt sich aus der geringeren Gesundheitsgefahrdung durch den
Wegfall der Notwendigkeit des Umgangs mit Radioaktivitat. Im Vergleich zu
farbstoffmarkierten Mikrospharen mussen keine giftigen Chemikalien zur
Probenaufarbeitung, wie sie bei Verwendung farbstoffhaltiger Mikrosphéren bendotigt
werden, verwendet werden. Dadurch werden zum einen die Kosten gesenkt, zum
anderen das Personal wie auch die Umwelt wesentlich weniger belastet (105).

Durch die Entwicklung einer automatisierten Methode zur Rickgewinnung der
Mikrospharen unter Verwendung der Robotertechnik aus den Gewebeproben ist die
Aufarbeitungsprozedur sehr viel schneller und hochstandardisiert geworden und
somit auch der anfangliche Nachteil der kosten- arbeits- und zeitintensiven
Probenaufarbeitung (12, 47, 133) ausgeglichen worden. Daher kann derzeit die
Bestimmung regionaler Blutflusswerte mit Hilfe fluoreszenzmarkierter Mikrosphéaren

als Goldstandard angesehen werden (108).
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1.2 Sepsis

SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome), Sepsis sowie das septische
Mehrorganversagen (MOV) sind lebensbedrohliche Erkrankungen, welche die
haufigste Todesursache weltweit bei chirurgischen Intensivpatienten darstellen (24,
86, 89, 123, 132, 151). In den USA sterben daran mehr als 200 000 Patienten pro
Jahr (86). Die Mortalitat der Sepsis ist somit vergleichbar mit der Mortalitdt des
Myokardinfarktes (123). Durch die Behandlung von Patienten mit SIRS, Sepsis und
MOV entstehen darliber hinaus enorme Kosten, welche in den USA mehr als 16
Milliarden Dollar betragen (86). Auch in Deutschland sind die Kosten, die durch
septische Patienten entstehen, gewaltig. Allein die intensivmedizinische Behandlung
der Patienten verursacht jahrlich Gber 2 Milliarden Euro Kosten. Es sollte
beriicksichtigt werden, dass dies nur einen Teil der tatsachlichen Gesamtkosten
darstellt, zu denen auch Produktivitdtsverlust durch Tod der Patienten oder
prolongierte Arbeitsunfahigkeit sowie Rehabilitationsmal3hahmen und weitere
Folgekosten z&hlen. Insgesamt liegt der finanzielle Aufwand fir die Behandlung der
Sepsis inklusive der Folgekosten pro Jahr zwischen 3,7 und 7,9 Milliarden Euro
(151). Es liegen vielfaltige Behandlungsansatze wie der Einsatz von systemischen
Antibiotika, aggressiver chirurgischer Intervention und ausgedehntem, sorgfaltigem
Monitoring von Patienten mit einem septischen Krankheitsbild (147) vor. Des
weiteren werden verschiedene neue Therapieansatze entwickelt, die zum einen
versuchen, die auslosende Infektion zu bekdmpfen, zum anderen spezifisch darauf
abzielen, die Reaktion des Organismus auf die Infektion, wie zum Beispiel die
Freisetzung von Mediatoren des Mehrorganversagens bei Sepsis, zu verhindern oder
zu antagonisieren (123), und des weiteren die klinischen Folgen dieses Prozesses zu
bekampfen (86), Trotzdem konnte bisher noch keine definitive Therapie gefunden
werden, welche SIRS; Sepsis, MOV und den septischen Schock und alle damit
verbundenen Komplikationen effektiv bekampfen kann (132). Die hohe Sterblichkeit
aufgrund des septischen Mehrorganversagens ist daher in den letzten zwei
Jahrzehnten nicht wesentlich gesenkt worden (10, 123, 152, 155). Demzufolge muss
bei Patienten mit schwerer Sepsis immer noch mit einer Mortalitat von 30 — 50%
gerechnet werden (37, 86, 151), bei Patienten mit septischem Schock oder
Komplikationen der Sepsis wie zum Beispiel beim akuten Nierenversagen sogar mit

33



einer Todesrate von bis zu 90 % (58, 86). Diese Zahlen belegen, dass die Sepsis
weiterhin eine sehr grol3e Herausforderung in der intensivmedizinischen Betreuung
darstellt (151). Die pathophysiologischen Mechanismen bei der Sepsis und dem
septischen Schock sind in ihren Wechselwirkungen auch heute noch nicht komplett
aufgeklart (126) , und man ist von einer effektiven Therapie der Sepsis noch weit
entfernt. Es gelingt zwar, beim Patienten mit septischem Mehrorganversagen einige
der betroffenen Organfunktionen temporar zu substituieren, zum Beispiel durch
Hamofiltration, Beatmung und andere Mal3hahmen (129), bis heute erscheint es
allerdings nicht mdglich, die Mediatordysregulation und die daraus resultierende
Organdysfunktion kausal zu beeinflussen (152).

Die gemeinsame Hypothese zur Erklarung der vaskularen Veranderungen, welche
bei SIRS und Sepsis aufgrund der Freisetzung inflammatorischer Mediatoren
stattfinden, ist die, dass es durch diese Mediatoren zu einer ausgedehnten
Aktivierung des Endothels mit nachfolgender Dysfunktion und Zerstérung und in der
Folge schlie3lich zu Multiorganversagen kommt (138). Die meisten therapeutischen
Strategien bei der Sepsis zielen aus diesem Grund bisher darauf ab, das komplexe
Geschehen der septischen Mediatorentgleisung punktuell zu hemmen oder zu
verringern (24, 59, 101, 152). Diese spezifische Inhibition von einzelnen
Entziindungsfaktoren hatte allerdings bislang keinen Einfluss auf die persistierend
hohe Mortalitat dieses Krankheitsbildes.

Dies mag zum einen dadurch begriindet sein, dass die Aktivierungskaskaden der
verschiedenen Mediatorensysteme von der Natur redundant angelegt sind und die
meisten bisherigen klinisch erprobten Anti-Sepsis-Strategien lediglich punktuell in
das Geschehen eingegriffen haben (59, 101). Zum anderen kdnnte es auch sein,
dass es beim klinisch manifesten Endotoxinschock schon zu spat ist, um die fatalen
Auswirkungen der generalisierten Mediatoraktivierung nur auf der Ebene der
Endotoxin- oder Zytokinfreisetzung zu blockieren (152). Vielmehr missten in dieser
Situation MalRnahmen zur Verringerung der Leukozyten-Endothelzellinteraktion bzw.
zur Verbesserung der kapillaren Perfusion getroffen werden.

Tatsache ist, dass es bei einer schweren Infektion mit septischem
Multiorganversagen zu einer uberschie3enden systemischen Immunantwort des
Gesamtorganismus kommt und in der Folge Entzindungsmediatoren exzessiv in die
Zirkulation ausgeschittet werden. Es kommt daher zu einer generalisierten

Entztndungsreaktion des Organismus, infolgedessen es durch

34



Zellfunktionsstérungen und konsekutivem Organversagen zu einer hohen
Mortalitdtsrate kommt (24, 39, 155). Die Pathophysiologie besteht in einer
ubermafRigen Aktivierung humoraler und zellularer Kaskadensystemen, welche durch
Toxine der Mikroorganismen aktiviert werden konnen (83). Einerseits fuhrt dies zu
einer generalisierten Freisetzung inflammatorischer Zytokine (Tumor Nekrose Faktor
alpha (TNFa), Interleukin (IL)-1, IL-6, IL-8) (10), von Plattchenaktivierungsfaktor,
Arachidonséduremetaboliten, vasoaktiven Peptiden, Komplementfaktoren,
Sauerstoffradikalen, die mikrovaskulare Gerinnung und neutrophile Granulozyten
werden aktiviert (154), andererseits werden parallel dazu die im Organismus
vorhandenen natirlichen Inhibitoren der Immunantwort verbraucht und
niederreguliert (78). Dadurch wird unter anderem das Endothel aktiviert und Uber
bisher unbekannte pathophysiologische Mechanismen eine generalisierte
Gerinnungsaktivierung in der Mikrozirkulation in Gang gesetzt, die zu einer
disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) fihren kann.

Bisher ist das Bindeglied zwischen Mediatoraktivierung, Gerinnungsaktivierung und
Organversagen unklar. Man weil3 noch nicht, auf welchem Weg inflammatorische
Mediatoren und Gerinnungsfaktoren zum Mikrozirkulations- und Mehrorganversagen
fuhren, wobei der verstarkten Leukozyten-Endothelzellinteraktion eine besondere
Rolle zuzukommen scheint. Die Kenntnis dieser Zusammenhénge ware allerdings
Voraussetzung fur eine effektivere Therapie.

Es kommt vor allem in der Anfangsphase der polymikrobiellen Sepsis zu einer
hyperdynamen Kreislaufsituation (in den ersten 2 — 10 Stunden nach dem
ausléosenden  Ereignis), die gekennzeichnet ist durch ein erhdhtes
Herzminutenvolumen, erhdhte Gewebedurchblutung und verminderten peripheren
Gesamtwiderstand (154), gleichzeitig aber auch durch Ausbildung von arterio-
vendsen Shunts sowie einem High-Output-Failure des linken Herzens, welches vor
allem zu einer Unterversorgung der Gewebe mit Nahrstoffen sowie Sauerstoff trotz
des erhdhten Angebotes fuhrt (154, 155). Auch hier scheint eine Mediatoraktivierung
ursachlich beteiligt zu sein, die genauen pathogenetischen Vorgadnge sind nicht
bekannt. Trotzdem ist die Sterblichkeit in der sich anschlieBenden spaten,
hypodynamen Phase (ab ca. 20 Stunden nach dem auslésenden Ereignis) deutlich
héher als in der Fruhphase. In der spaten Phase ist die verminderte
Gewebedurchblutung nicht mehr in der Lage, dem Energie- und Sauerstoffbedarf

des ohnehin vorgeschadigten Gewebes adaquat gerecht zu werden. Das Gewebe

35



scheint auRerdem nicht mehr in der Lage zu sein, Sauerstoff aus dem Blut
aufzunehmen und zu verwerten, was zusatzlich zur Ausbildung einer azidotischen
Stoffwechsellage durch den erhdhten Anfall von Laktat fuhrt (154), welcher fiir sich
genommen die Gewebehypoxie durch Linksverschiebung der
Sauerstoffbindungskurve des Hamoglobins noch weiter begunstigt. Diese
mikrozirkulatorische Funktionsstérung wird als der fundamentale Mechanismus in der
Entwicklung der Organdysfunktion und des Multiorganversagens wahrend der Sepsis
angesehen. Es ist daher eines der Hauptziele der Sepsistherapie, vor allem den
Ubergang der hyperdynamen in die hypodyname Phase durch Stabilisierung der
hamodynamischen und kardiovaskularen Parameter zu verhindern, um so die
Gewebeperfusion zu erhalten und damit moglicherweise die Sterblichkeit senken zu
kdnnen (155). Zuvor muss allerdings die Perfusionsstérung quantifiziert werden.
Nach Expertenmeinung ist eine wesentliche Ursache fur die enttduschenden
Ergebnisse neuer Therapieansatze bei der Sepsis das Fehlen von Kklinisch-
relevanten experimentellen Modellen der Sepsis und des septischen
Mehrorganversagens (42, 109). So beziehen sich die meisten der inzwischen
publizierten Modelle auf Zeitrdume von weniger als 24 Stunden und geben in keiner
Weise den komplexen Ablauf des in der Klinik beobachteten septischen
Krankheitsbildes wieder (42). Vielmehr entwickelt sich beim Patienten mit Sepsis das
posttraumatische oder postoperative Organversagen in einem Zeitraum von Tagen
und nicht von Stunden (44). Aus diesem Grund koénnen insbesondere
Untersuchungen der pathophysiologischen Ablaufe und der Organperfusion bei
Endotoxindmie und Sepsis Uber mehrere Tage helfen, die Pathogenese des
Mehrorganversagens besser zu verstehen. Dies gilt auch fur die modellhafte
Entwicklung von Strategien fir die Pravention und fir die Behandlung des
Mehrorganversagens (16). Daher ist es ein wesentliches Anliegen dieser Arbeit, die
Messung der Organperfusion Uber einen Zeitraum von mehreren Tagen zu
ermdglichen, um auch die spate Phase des septischen Geschehens untersuchen zu
konnen. Insbesondere die hier vorgestellten sequentiellen Untersuchungen zur
Organperfusion bei Endotoxindmie und Peritonitis koénnten helfen, die
pathophysiologischen Ablaufe bei der generalisierten Entzindung und der
Entwicklung des Mehrorganversagens besser zu verstehen.
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1.3 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein experimentelles Modell zu etablieren,
das bei einfacher Handhabung die minimal invasive Messung der Organdurchblutung
tber mehrere Tage erlaubt. Durch fiir diesen Zweck eigens entwickelte Portkatheter
sollte es erméglicht werden, multiple Mikrosphareninjektionen in den linken Ventrikel
uber einen langeren Zeitraum (bis zu mehreren Wochen) mittels einfacher
transkutaner Punktion beim nur leicht sedierten Tier durchzufiihren. Des weiteren
wurde die Messung der 0O-Referenz mit fluoreszierenden Mikrosphéaren etabliert
sowie ein Pilotprojekt der Perfusionsmessung bei Tieren mit CLP durchgefuhrt. Zur
Testung der Durchfuhrbarkeit der Methode wurde diese in einer Kontrollgruppe und
bei Tieren mit experimenteller Peritonitis (,cecal ligation and puncture") erstmalig

eingesetzt.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Perfusoren:

Perfusor IV

Becton Dickinson Program 1

Harvard Pump
Sauerstoffinhalation:
Servo Ventilator 900C

B. Braun AG, Melsungen, Deutschland

Vial Medical, St.-Martin-le-Vinoux, Grenoble,
Frankreich

Harvard Apparatus, South Nattick, USA

Siemens-Elema, Solna, Schweden

Blutdruck- und Herzfrequenzmessunq:

Sirecust 404

Blutgasanalysegerat:

Radiometer
Zentrifuge:

Labofuge 1
Vortex:

L24

Fluoreszenzspektrometer:

LS50B

Pipetten:
Eppendorfpipetten
Portkatheter:
Polyethylenkatheter

Siemens, USA

Radiometer Medical A/S, Brgnshgj, Danemark

Heraeus Christ GmbH, Osterode, Deutschland

Gesellschaft fur Laborbedarf mbH, Wiirzburg,
Deutschland

Perkin Elmer, Uberlingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Institut fir Chirurgische Forschung, Klinikum

GroRRhadern, Ludwig-Maximilians-Universitat

Miinchen

Portgefald mit Durchstichmembran:
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VersuchsgefaRe:

Sample Processing Units

Waage:

multina plus

Ultraschallbad:
Sonorex RK 31 H

2.1.2 Sonstige Materialien

Mikrosphéaren:

FluoSpheres® polystyrene
microspheres
Chargennummern:

F-8837

F-8838

F-8839

Technische Werkstatt des Institutes fur
Chirurgische Forschung, Klinikum Grof3hadern,

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Institut fur Chirurgische Forschung, Klinikum
GroRhadern, Ludwig-Maximilians-Universitat

Miinchen

Soehnle-Waagen GmbH & Co. KG, 71540
Murrhardt, Deutschland

Heinz Hinkel Elektronik, 66954 Pirmasens-Winzeln,

Deutschland

Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregon,
USA

FluoSpheres® polystyrene microspheres, 15 pm,
blue fluorescent (365/415) *for blood flow
determination* *1.0x10° beads/ml

FluoSpheres® polystyrene microspheres, 15 um,
blue-green fluorescent (430/465) *for blood flow
determination* *1.0x10° beads/ml

FluoSpheres® polystyrene microspheres, 15 pum,
crimson fluorescent (625/645) *for blood flow

determination* *1.0x10° beads/ml
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F-8841 FluoSpheres® polystyrene microspheres, 15 um,
orange fluorescent (540/560) *for blood flow
determination* *1.0x10° beads/ml

F-8842 FluoSpheres® polystyrene microspheres, 15 pm,
red fluorescent (580/605) *for blood flow
determination* *1.0x10° beads/ml

F-8843 FluoSpheres® polystyrene microspheres, 15 pm,
scarlet fluorescent (645/680) *for blood flow
determination* *1.0x10° beads/ml

F-8844 FluoSpheres® polystyrene microspheres, 15 pm,
yellow-green fluorescent (505/515) *for blood flow

determination* *1.0x10° beads/ml

S-100b- Bestimmung:
LIA-mat® Sangtec® 100 AB Sangtec Medical, Bromma, Schweden

(Immunluminometrischer Assay)

Plastik- und Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen bezogen: Becton
Dickinson, Fraga, Spanien; Becton Dickinson, Drogheda, Irland; BOC Ohmeda AB,
Helsingborg, Schweden; Ohmeda GmbH & Co. KG, Erlangen, Deutschland; Ohmeda
MC., Medical Devices Division, Murray Hill, NJ, USA; Beiersdorf AG Hamburg,
Deutschland; Eppendorf, Hamburg, Deutschland; Ethicon, Norderstedt, Deutschland;
Feather Safety Razor Co., LTD., Medical Division, Japan; Johnson & Johnson
Medical Limited, Gargrave, Skipton, Grof3britannien; Rauscher, Pattensen,
Deutschland; B. Braun, Melsungen, Deutschland; SAFESKIN GmbH, Neufahrn,
Deutschland; Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland; Baxter Deutschland
GmbH, Unterschleissheim, Deutschland; Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland.
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2.1.3 Medikamente

- Tutofusin® Vollelektrolytldbsung 500ml Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen,
Deutschland

- Antisedan® (Atimepazolhydrochlorid) Pfizer, Karlsruhe, Deutschland

Iml=5mg

- Domitor® (Medetomidinhydrochlorid) Pfizer, Karlsruhe, Deutschland
1ml=1mg

- Ketavet® (Ketaminhydrochlorid) Pharmacia & Upjohn Gmbh, Erlangen,
1 ml =100 mg Deutschland

- Augmentan® (Amoxicillin-Natrium +  SmithKline Beecham Pharma GmbH,
Clavulansaure) Munchen, Deutschland
- Tazobac® (Piperacillin + Tazobactam)Lederle GmbH, Deutschland

- Narcoren® (Pentobarbital-Natrium)  Rhone Merieux GmbH, Laupheim,

1 ml =160 mg Deutschland
- Scandicain® 1% Astra Gmbh, Wedel, Deutschland
- Atropinsulfat Braun 0,5 mgQ B.Braun AG, Melsungen, Deutschland

- Antikoagulation fir Referenzblutproben:

Compoflex] BIOTRANS GmbH, Dreieich, Deutschland
(CPDA-Stabilisator: 26.3 g Natriumcitrat-Dihydrat, 3.27 g Zitronensauremonohydrat,
31.9 g Glukosemonohydrat, 2.51 g Natriumdihydrogenphosphatdihydrat, 0.275 g
Adenin, 1000 ml Aqua dest.

- Heparin Natrium(I (5000 IE/ml) B. Braun AG, Melsungen, Deutschland

2.1.4 Versuchstiere

Fur die Experimente wurden weibliche weil3e Neuseelandkaninchen (SPF (special
pathogen free) Kaninchen) der Zucht Harlan Winkelmann GmbH, Borchen

verwendet.
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2.2 Methoden

Alle Versuche wurden im Rahmen eines von der Regierung von Oberbayern
genehmigten Antrags auf Genehmigung eines Tierversuchsvorhabens nach § 8 Abs.
1 des Tierschutzgesetzes und unter der Aufsicht des Tierschutzbeautragten des
Klinikums Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen Herrn Dr. med.

vet. H. Scheuber durchgefhrt.

2.2.1 Tierhaltung

Fur diese Arbeit wurden weibliche weil3e Neuseelandkaninchen mit einem Gewicht
von 3,8 £ 0.3 kg der Zucht Harlan Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland, unter
speziellen pathogenfreien Bedingungen (SPF) in Einzelkafigen des Kafigtyps nach
Staufacher gehalten. Sie erhielten Wasser und Standardpelletfutter ad libitum. Im
Versuchszeitraum wurden die Kaninchen taglich auf Krankheitszeichen kontrolliert,
gewogen und der Allgemeinzustand bestimmt. Beurteilungskriterien waren
gestraubtes Fell, verklebte Augen sowie eingeschréanktes Trink-, Fress- sowie
Spielverhalten.  Traten beeintrachtigende schwere  Nebenwirkungen der
Portimplantation und der Operation auf, die zu einer nicht mehr vertretbaren
Beeintrachtigung des Allgemeinzustandes fuhrten (z.B. Lahmungen, Zeichen
starkster Schmerzen), so wurden die Tiere mit einer Uberdosis Pentobarbital-Natrium

(Narcoren®) euthanasiert.

2.2.2 Design des implantierten Portkatheters

Der verwendete Portkatheter wurde unter Leitung von PD Dr. med. Dirk Nolte,
ehemals Leiter der ,Arbeitsgruppe Mikrozirkulation* am Institut fur Chirurgische
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Forschung am Klinikum GrofRhadern der Ludwig-Maximilians-Universitéat in Minchen
entwickelt und gefertigt. Er besteht aus einem Polyethylenkatheter mit einer Lange
von 12 cm (beliebig kirzbar), einem Innendurchmesser von 0,58 mm sowie einem
AulRendurchmesser von 0,96 mm. Dieser wird tber eine Silikonschweil3stelle mit
einem Standardreservoir mit einer Durchstechmembran verbunden (Abb. 2.2.1). Um
eine versehentliche Diskonnektion des Katheters vom Reservoir zu verhindern,
wurde der Katheter mit einer Silikonplombe eingeschweildt. Vor der Verwendung

wurden die Portkatheter gassterilisiert.

(b)

(d) (c)

Abb. 2.2.1 fuar die s.c.-Implantation beim Kaninchen: a) Portreservoir, b)

Durchstechmembran, c) Polyethylenschlauch, d) Silikonplombe
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2.2.3 Portimplantation

Die Kaninchen wurden an einem Ohr und im rechten vorderen Halsdreieck sowie am
oberen Thorax rasiert und die Operationsgebiete mit einem alkoholischen
Desinfektionsmittel desinfiziert. Nach Injektion von Ketaminhydrochlorid (Ketavet®)
(20 mg/kg Koérpergewicht i.m.) wurde in der Regel die rechte Ohrvene und die rechte
Ohrarterie mit einem Vasculon® plus 22G Venenkatheter kanuliert. An beiden
Kathetern wurde je ein Dreiwegehahn mit Verlangerung befestigt. Danach wurde zur
Blutgasanalyse bei Raumluft heparinisiertes Blut (10 I.E./ml Blut, Heparin Natrium®,
Fa. Braun) sowie fur weitere Untersuchungen Serum und mit Citrat antikoaguliertes
arterielles Blut gewonnen (Messzeitpunkt B1) und die Narkose mit Medetomidin
(Domitor®) (250 pg/kg Korpergewicht) eingeleitet. Medetomidin ist ein selektiver,
spezifischer und stark wirksamer a-2-Rezeptor-Agonist mit dem Vorteil einer guten
Steuerbarkeit und der Méglichkeit der Antagonisierung mittels eines Antagonisten in
der verwendeten Medetomidin-Dosis (Antisedan®). Die Versuchstiere wurden in
Ruckenlage auf eine OP-Buhne verbracht und dort mit Hilfe von an der Bihne
angebrachten Gurten fixiert. Der Hals wurde leicht Uberstreckt und weich gelagert.
Uber den venosen Zugang wurden Kkontinuierlich mit Hilfe von Perfusoren
Vollelektrolytlosung (Tutofusin®) (10ml/kg Korpergewicht/h) zum Ausgleich des
durch Verdunstung verlorenen Volumens und zur Kreislaufunterstitzung und —
stabilisierung sowie Medetomidin (30pg/kg Korpergewicht/h) zur Aufrechterhaltung
der Narkose infundiert. Der arterielle Zugang diente der kontinuierlichen
intraarteriellen Blutdruckiberwachung. Die korrespondierende Herzfrequenz wurde
mittels EKG-Monitor aufgezeichnet. Zusatzlich war tUber den arteriellen Zugang die
Abnahme von Serum- und Plasmaproben zur spateren Analyse moglich. Ein
Endotrachealtubus (Innendurchmesser 5 mm) wurde bis zum Zungengrund
eingefihrt, um eine assistierte Oxygenierung mit 100% O, 0.5 I/min bei
Spontanantmung zu gewahrleisten. Die Anordnung des Versuchsaufbaus wird in
Abbildung 2.2.2 dargestelit.
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(3

Abb. 2.2.2: Experimenteller Aufbau und Monitoring wahrend der Portimplantation: a)
Ohrarterienkatheter zur kontinuierlichen Blutdruckmessung sowie zur Gewinnung der
Referenzprobe und Blutentnahmen, b) Ohrvenenkatheter zur Applikation von
Anéasthetika und Volumen, c) endotrachealer Tubus, welcher zur Oxygenierung ohne
Intubation bis zum Zungengrund vorgeschoben wird, d) Monitor mit EKG und

Blutdruckmessung, e) Nackenrolle, f) Fixierung

Zur Herabsetzung der Narkotikadosis wurden vor Beginn der Praparation die Haut
und das Platysma sowie die gerade Halsmuskulatur mit einem Lokalanasthetikum (5
ml Scandicain 1% s.c.) infiltriert. Als perioperative Antibiotikaprophylaxe wurde
einmalig Amoxicillin (Augmentan®) (30 mg/kg Korpergewicht) gegeben.

Die Haut wurde am Hals in der Medianlinie vom Larynx bis zum Sternum inzidiert.
Die Lange des Schnittes betrug etwa 5 cm. Das Platysma wurde freiprapariert und
ebenfalls langs gespalten. Nach vorsichtiger seitlicher Verdrangung der
oberflachlichen longitudinalen Halsmuskulatur wurde ein Wundretraktor eingebracht.
Unter Schonung des Nervus vagus erfolgte die Freilegung der rechten Arteria carotis
Uber einer Lange von 3 cm. Diese wurde isoliert, von anhangendem Bindegewebe
befreit und danach angeschlungen. Nach Positionierung zweier Ligaturen (Vicryl 4-0)
proximal und distal der geplanten Arteriotomie, die zur Sicherheit im Falle
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unerwarteter Blutungen unverknotet liegengelassen wurden, wurde nach
Abklemmung mit mikrochirurgischen GefaRklemmen in Gefal3mitte auf einer Lange
von 0.5 mm in der Vorderwand des Gefal3es quer arteriotomiert. Zu diesem Zeitpunkt
wurde eine intraoperative Blutentnahme aus der Ohrarterie zur Bestimmung der
Blutgase durchgefuhrt. Eine Tabaksbeutelnaht wurde mit 6 Stichen (Prolene 8-0)
rund um die Arteriotomie vorgelegt (Abb. 2.2.3).

Abb. 2.2.3: Tabaksbeutelnaht zum Einknoten des Katheters (Prolene 8-0) in die

Vorderwand der A. carotis communis zur Erhaltung der arteriellen Perfusion

Der Portkatheter wurde mit heparinisierter (100 IE Heparin/ml Tutofusin ®)
Vollelektrolytlosung gespult und dber die Arteriotomie vorgeschoben. Die
Katheterspitze wurde vorsichtig bis zur proximalen Gefallklemme eingebracht und
mit der proximalen Ligatur gesichert. Dabei wurde eine komplette Okklusion des
Gefalies sorgfaltig vermieden, um eine weitergehende regelrechte Perfusion tber die
rechte Arteria carotis zu sichern. Die Arteriotomie wurde dann durch Verknoten der
Tabaksbeutelnaht verschlossen und die distale Klemme gedffnet, um einen

retrograden Fluss vom Gehirn zu erméglichen. Wahrend dieses Vorganges war es
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jederzeit moglich, eine eventuell aus der Einfihrungsstelle des Katheters auftretende
Blutung mit einer zuséatzlichen Naht (Prolene 8-0) zu stillen. Wenn keine Blutung
auftrat, wurde auch die proximale Klemme get6ffnet und der Katheter unter
kontinuierlicher Uberwachung des Blutdrucks und der Herzfrequenz vorgeschoben,
bis ein elastischer Widerstand, der von der Wand des linken Ventrikels verursacht
wurde, zu spuren war. Dies war Ublicherweise nach ca. 8 — 9 cm Kathetervorschub
der Fall und resultierte in einem typischen Pulsieren des Katheters. Meist war
gleichzeitig eine linksventrikulare Blutdruckkurve ableitbar. Falls dieses Pulsieren
nicht beobachtet werden konnte, wurde der Katheter wieder zuriickgezogen, bis die
Spitze ca. 1 cm vor der Offnung der Arterie lag und dann erneut vorgeschoben. Bei
Auftreten der korrekten Lageanzeichen wurde der extravasale Teil des Katheters mit
mindestens zwei Ligaturen (Vicryl 4-0) an den Halsmuskeln befestigt, wobei eine
Einengung des Gefal3- wie auch des Katheterlumens sorgfaltig vermieden wurde.
Um die anterograde und retrograde Perfusion zu Uberprifen, wurde das Gefal3
erneut mit zwei Gefal3klemmen verschlossen und die proximale und distale
Wiederauffillung beobachtet.

Dann wurde der Katheter durch die longitudinalen Halsmuskeln ausgeleitet und das
Platysma mit drei Einzelknopfnahten (Vicryl 4-0) verschlossen. Das Portreservoir
wurde subkutan verlagert und mit zwei Nahten am darunterliegenden Platysma
befestigt. Diese Art der Portfixation erlaubte die in der Regel problemlose und daher
auch einfache und wiederholte Punktion des Reservoirs ohne Risiko einer
versehentlichen Punktion der Katheterschleife. Intraoperativ wurde eine transkutane
Probepunktion vorgenommen, um die korrekte Lage des Portreservoirs zu
uberprifen und eventuelle Lecks des Portsystems auszuschlieen. Die
Durchgangigkeit des Katheters wurde durch Aspiration von Blut getestet. Durch
Einbringung von 1 ml Elektrolytldsung mit 100 IE Heparin in das Katheterreservoir
wurde einer Thrombosierung der praparierten Geféalle und des Portsystems
vorgebeugt. Die Hautwunde wurde sodann durch eine fortlaufende Naht (Prolene 4-
0) verschlossen. Nach Gabe von 5 mg Atimepazol (Antisedan®) zur vollstandigen
Antagonisierung des Medetomidins und einer letzten postoperativen Blutentnahme
zur Blutgasanalyse und fir Citratblut und Serum (Messzeitpunkt B2) wurden die
Katheter aus Ohrvene und —arterie entfernt und das vollstandig erwachte Tier nach
eine Beobachtungszeit von 15 min wieder in den Kafig verbracht.
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2.2.4 Injektion der Mikrospharen

Die Injektion der Mikrospharen wurde wie folgt durchgefthrt: Bei dem sich in Narkose
oder Sedierung befindlichen Tier wurde der Port transkutan mit einer 1ml-Spritze mit
24G-Kanile punktiert (siehe Abb.2.2.4) und mit kdérperwarmer Vollelektrolytlésung
(Tutofusin ®) die Durchgangigkeit gepruft. Die Injektionsflaschchen mit den
Mikrospharen wurden fir zwei Minuten im Ultraschallbad gelagert, was zu einer
Auflésung der  durch die Lagerung maoglicherweise entstandenen
Mikrospharencluster beitragen sollte. Dann wurden sie mit Hilfe eines Vortexgerates
gut aufgeschittelt und nochmals durchmischt und auf Kérpertemperatur gebracht.
Sodann wurden mittels einer 1ml-Insulinspritze moglichst genau 1 ml, das entspricht
1 x 10° Mikrospharen, aufgezogen und uber einen Zeitraum von genau einer Minute
gleichmallig in den Port injiziert. Danach wurde mehrfach mit warmer
Vollelektrolytldsung nachgespluilt und nach der letzten Mikrosphareninjektion, um die
weitere Durchgangigkeit zu sichern, 1 ml heparinisierter Vollelektrolytlosung (enthalt

100 IE Heparin) in das Katheterlumen injiziert und die Kantle wieder entfernt.
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Abb. 2.2.4: Punktion bei subkutan implantiertem Portkatheter mit einer 1ml-Spritze.
Zu sehen auch die subkutane Fixierung des Reservoirs zur Verhinderung einer

Dislokation

2.2.5 Gewinnung der Referenzprobe

Bei jeder Mikrosphéareninjektion wurde eine Referenzblutprobe mit Hilfe einer
rickwartslaufenden Perfusorpumpe mit definierter Geschwindigkeit (1,665 ml/min)
abgezogen, um die gewonnenen Informationen Uber die Menge an Mikrosphéaren der
einzelnen Proben standardisieren zu kdnnen und absolute Werte zu erhalten.. Zuerst
wurde wahrend einer Minute Vorlaufzeit sichergestellt, dass sich das
Schlauchsystem bis zur Spritze kontinuierlich und gleichmafig mit Blut gefillt hatte.
Dann wurde mit der Injektion der Mikrospharen begonnen und nach Beendigung der
Injektion wurde noch drei Minuten lang weiter Referenzblut gewonnen, so dass sich
eine gesamte Abzugszeit von 5 Minuten ergab. Zu dem so gewonnenen Blut wurde
im Verhaltnis 1:5 mit Vollelektrolytldsung (Tutofusin®) verdinnter CPDA-Stabilisator
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(26.3 g Natriumcitrat-Dihydrat, 3.27 g Zitronensauremonohydrat, 31.9 ¢
Glukosemonohydrat, 2.51 g Natriumdihydrogenphosphatdihydrat, 0.275 g Adenin,
1000 ml Aqua dest., hier als Fertiglosung Compoflex[1) zugesetzt.

2.2.6 Kontrollgruppe

Nach einer Erholungsphase von 7 Tagen bis drei Wochen nach der Portimplantation
wurde Uber 96 Stunden eine experimentelle Peritonitis induziert. Eine Gruppe
gesunder Tiere diente als Kontrollgruppe.

Die Tiere der Kontrollgruppe wurden am Tag O einer Allgemeinanasthesie, wie in
2.2.3 beschrieben, unterzogen und fur eine Zeit von 30 + 5 min in Narkose belassen,
ohne Manipulationen an dem Tier vorzunehmen. Hierdurch sollte der Einfluss der
Anasthesie auf die Organperfusion untersucht werden. Zu Beginn und am Ende der
Narkose wurde je eine Mikrosphareninjektion mit je 1 x 10° Mikrosphéaren
vorgenommen (Messzeitpunkte t; und t; mit je einer Injektion) und die dazugehérigen
Referenzblutproben gewonnen (Referenz ,1* und ,2%). Danach wurde die Narkose
mit Hilfe von Atimepazol (Antisedan®), wie in 2.2.3 beschrieben, beendet und es
wurden die vollstandig erwachten Tiere wieder in den Kafig verbracht. Am
postoperativen Tag 1 wurde das gleiche wieder durchgefuhrt, ebenfalls mit zwel
Mikrosphareninjektionen, einer am Anfang und einer am Ende der Narkose
(Messzeitpunkte t3 und t;) und wiederum zwei Referenzblutproben abgenommen
(Referenz ,3" und ,4“). Die Tiere erhielten eine perioperative Antibiotikaprophylaxe
(Tazobac®, 112,5 mg/kg KG). Am Tag 2, nach 48 Stunden, wurde in leichter
Sedierung mit Medetomidin (Domitor®) eine Mikrosphareninjektion durchgefuhrt
(Messzeitpunkt ts) mit begleitender Referenzblutprobe ,5%, ebenfalls am Tag 3, nach
72 Stunden (Messzeitpunkt tg, Referenz ,6“), und am Tag 4, nach 96 Stunden
(Messzeitpunkt t;, Referenz ,7). Im Anschluss an diese siebte Injektion von
Mikrospharen wurden die sich in Narkose befindenden Tiere mit der Injektion einer
Uberdosis Pentobarbital-Natrium (Narcoren®) euthanasiert. Die verwendeten
Mikrospharenfarben waren:

Tag 0, Zeitpunkt t; = Oh, orange
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Tag 0, Zeitpunkt t, = 2h, yellow-green
Tag 1, Zeitpunkt t3 = 24h, red

Tag 1, Zeitpunkt t; = 26h, crimson
Tag 2, Zeitpunkt ts = 48h, blue-green
Tag 3, Zeitpunkt tg = 72h, scarlet

Tag 4, Zeitpunkt t; = 96h, blue

2.2.7 Peritonitismodell

Die Tiere der Peritonitisgruppe wurden am Tag O mit der unter 2.2.3 beschriebenen
Vorgehensweise in Narkose versetzt. Nach Injektion von Mikrospharen zum
Zeitpunkt t; (ebenfalls 1 x 10° Mikrospharen, verwendete Farben siehe 2.2.5, wie
auch in der Kontrollgruppe wurde zu jeder Injektion eine Referenzblutprobe
gewonnen, Referenz , 1) wurden die Tiere median laparotomiert (Inzisionslange 4 *
0,5 cm). Nach Durchtrennung der Linea alba wurde die Bauchhohle erdffnet und die
Appendix am Ubergang des Illeums zum Colon im Bereich der Cacums aufgesucht.
Unter Sicherung der Durchgéngigkeit des Darmes wurde bei ungestorter Peristaltik
distal der lleocacalklappe abgebunden. Mit Hilfe einer 13G-Verweilkanile wurde das
Coecum mehrere Male punktiert und der Austritt von Darminhalt in die
Peritonealhdhle durch leichtes Auspressen gesichert. Danach wurde die Bauchhdhle
in den einzelnen Schichten wieder verschlossen. Vor Beendigung der Narkose wurde
die zweite Mikrosphareninjektion (Zeitpunkt t; und Referenz ,2“) vorgenommen und
das Tier sodann aus der Narkose erweckt und in den Kéfig verbracht. Die Tiere
wurden im Versuchszeitraum téglich gewogen und beobachtet. Bei Anzeichen von
Schmerzen wurden Metamizol-Tropfen (Novalgin®) verabreicht.

An Tag 1, also nach 24 Stunden, wurden die Tiere erneut in Allgemeinanasthesie,
wie unter 2.2.3 beschrieben, versetzt. Nach Lagerung in Rickenlage, Messung der
makrozirkulatorischen Parameter und Verabreichung einer Antibiose (Tazobac®),
wurde eine Mikrosphareninjektion durchgefiihrt (Zeitpunkt t; und Referenz ,3%).
Danach erfolgte die Relaparotomie. Die Region der Darmperforation wurde inspiziert,
wobei das Ausmal} der Peritonitis anhand des Kotaustritts in die Bauchhdhle beurteilt
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werden konnte. Sodann wurde der gesamte Bauchraum mit vorgewarmter
Vollelektrolytlosung lavagiert. Es wurde die tags zuvor abgebundene Appendix
entfernt, um ein weiteres Austreten von Darminhalt zu verhindern und die Sanierung
der Peritonitis zu erreichen. Danach wurde die Abdominalhdhle wieder schichtweise
verschlossen und die Tiere bekamen an den Folgetagen (nach 48, 72 und 96
Stunden) eine antibiotische Therapie mit Tazobac® (60 mg/kg Kérpergewicht). Damit
war die klinisch relevante Situation einer chirurgisch sanierten sowie zusatzlich
antibiotisch behandelten schweren kotigen Peritonitis modellhaft gegeben. Eine
weitere Injektion von Mikrospharen wurde durchgefiihrt (Zeitpunkt t; und Referenz
»4") und die Narkose beendet.

An den Tagen 2, 3 und 4 (nach 48, 72 und 96 Stunden) wurde wahrend einer
leichten Sedierung mit Hilfe von Medetomidin (Domitor®) jeweils eine
Mikrosphareninjektion vorgenommen (Zeitpunkte ts, ts, t; sowie Referenzen ,5% ,6"
und , 7). Im Anschluss an die letzte Injektion und Probenentnahme wurden die Tiere

mit einer Injektion einer Uberdosis Pentobarbital-Natrium (Narcoren®) euthanasiert.

2.2.8 Detailliertes Vorgehen bei den einzelnen Versuchsschritten

Portimplantation:

- Allgemeinanasthesie: Ketamin s.c., Gabe von Medetomidin i.v. Uber
Ohrvenenkatheter

- Hamodynamikmessung (Blutdruck, Herzfrequenz)

- Blutentnahme: 3ml (B1)

- Operation: Portimplantation

- Hamodynamik

- Blutentnahme: 3 ml (B2)

- Antagonisierung von Medetomidin

52



Studiendesign:

Tag 0 der Endotoxinamie bzw.
Operationstag = Baseline (7 Tage
nach der Portimplantation)

Allgemeinanasthesie bei beiden
Versuchsgruppen (s.0.)
Ohrarterienkatheter

Hamodynamik ,t;"

1. Mikrosphéreninjektion und
Blutentnahme: Referenzprobe ,1"
Beginn Intervention: Scheinoperation:
Kontrollgruppe/ Darmperforation und
Stuhlableitung nach intraabdominal:
Peritonitisgruppe
Hamodynamikmessung nach 2
Stunden, ,t;"

2. Mikrosphéareninjektion (vor
Beendigung der Narkose bei der
Kontrollgruppe/ nach Ende der
abdominellen Operation bei der
Peritonitisgruppe) und Blutentnahme:

Referenzprobe ,2"

Tag 1 (24 Stunden)

Allgemeinanéasthesie bei beiden
Versuchsgruppen (s.0.)
Ohrarterienkatheter
Hamodynamik ,t3"

3. Mikrosphéareninjektion und
Blutentnahme: Referenzprobe ,3"
Intervention: Peritonitisgruppe:
Peritonitisbehandlung mit
Relaparotomie und Spulung des
Abdomens, Kontrollgruppe: nur
Narkosedurchfiihrung
Hamodynamik nach 2 Stunden

Hamodynamik ,t;"
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4. Mikrosphareninjektion (postoperativ,
Aufwachphase) und Blutentnahme:

Referenzprobe ,4"

Tag 2 (48 Std.) - Sedierung uber Ohrvenenkatheter
- Obhrarterienkatheter

- Hamodynamik ,ts"

- 5. Mikrosphareninjektion und

Blutentnahme: Referenzprobe ,5“

Tag 3 (72 Std.) - Sedierung uber Ohrvenenkatheter
- Obhrarterienkatheter

- Hamodynamik ,tg"

- 6. Mikrosphareninjektion und

Blutenthnahme: Referenzprobe 6"

Tag 4 (96 Std.) - Sedierung uber Ohrvenenkatheter

- Obhrarterienkatheter

- Hamodynamik ,t7"

- 7. Mikrosphareninjektion und
Blutentnahme: Referenzprobe ,7¢

- Sektion der Tiere nach Euthanasierung

Tab. 2.2.1: Studiendesign zum Versuchsablauf

2.2.9 Messzeitpunkte in der Zusammenfassung

- Messzeitpunkt B1: nach Induktion der Allgemeinanésthesie vor Beginn der
Portimplantation
- Messzeitpunkt B2: nach Durchfihrung der Portimplantation vor dem Erwachen

des Tieres aus der Narkose
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- Messzeitpunkt t;:  Durchblutungsmessung vor operativer Induktion einer
Peritonitis/ nach Einleitung der Narkose bei der Kontrollgruppe

- Messzeitpunkt t;: Durchblutungsmessung nach der operativen Induktion einer
Peritonitis/ vor Beendigung der Narkose bei der Kontrollgruppe

- Messzeitpunkt t3: Durchblutungsmessung 24 Stunden nach Beginn der Peritonitis
(vor Beginn der Revisionsoperation)/ des Versuches bei der Kontrollgruppe (bei
Narkosebeginn)

- Messzeitpunkt t;: Durchblutungsmessung 26 Stunden nach Beginn der Peritonitis
(nach Beendigung der Revisionsoperation)/ des Versuches bei der Kontrollgruppe
(vor Narkoseende)

- Messzeitpunkt ts: Durchblutungsmessung 48 Stunden nach Peritonitisinduktion/
Versuchsbeginn

- Messzeitpunkt ts: Durchblutungsmessung 72 Stunden nach Peritonitisinduktion/
Versuchsbeginn

- Messzeitpunkt t;: Durchblutungsmessung 96 Stunden nach Peritonitisinduktion/

Versuchsbeginn

Messwerte, die im Ergebnisteil zur Analyse verwendet werden, sind alle gewonnenen
hamodynamischen Parameter sowie die nach der Probenaufarbeitung erhaltenen

Perfusionswerte.

2.2.10 Sektion

Vor der Euthanasierung der Tiere nach der letzten Messung (t;) wurde bei
ausgewahlten Tieren zunachst noch einmal das Halsdreieck, wie in 2.2.3
beschrieben, erdffnet und die Portlage am Hals und die Durchgangigkeit der Arteria
carotis sowohl nach distal wie auch nach proximal Uberprift. Zusatzlich wurde die
korrekte Portlage sichergestellt und auf Lecks tberpruft.

Im direkten Anschluss daran wurden die Tiere euthanasiert und die Sektion
vorgenommen. Gemald dem Sektionsprotokoll wurde danach wurde die Brusthdhle
median thorakotomiert, das Herz vorsichtig freiprapariert und der linke Ventrikel
eroffnet, um die korrekte Lage der Katheterspitze im Ventrikel zu verifizieren. Nach
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Entfernung des Herzens wurden beide Lungenfligel entnommen, wobei der rechte
mit einem Faden markiert wurde, um ihn spéter sicher unterscheiden zu koénnen.
Nach Laparotomie wurde der Magen, ein Teil des Dunndarms, ein Teil des
Dickdarms, der linke Leberlappen, beide Nieren (auch hier wurde zur sicheren
Unterscheidung die rechte mit einem Faden markiert), ein Teil des rechten Musculus
psoas, nach Craniotomie mit einer oszillierenden Sage bei n = 7 Tieren auch das
Gehirn entnommen. Die Organe wurden gewogen und bis zu ihrer weiteren

Verarbeitung in Formalin lichtgeschitzt und gekihlt aufbewabhrt.

2.2.11 Probenaufarbeitung

Die gewonnenen Blutproben wurden direkt im Anschluss mit Hilfe einer
Wasserstrahlpumpe in die Reaktionsgefale filtriert und bis zur weiteren Messung
kuhl und lichtgeschtitzt aufbewahrt.

Die in Formalin gelagerten Organe wurden mehrfach mit klarem Wasser
ausgewaschen, um das Formalin zu entfernen, und dann pro Tier n=72 Organproben
nach einem spezifischen, im folgenden angefihrten Dissektionsschema
standardisiert aufbereitet, geschnitten, gewogen und in die Reaktionsgefal3e
verbracht. Dieses standardisierte Vorgehen diente der besseren Reproduzierbarkeit
und Vergleichbarkeit zwischen einzelnen Messungen und Tieren.

Zuerst wurden die linke Niere dekapsuliert und genau in der Mitte geteilt, so dass
eine vordere und eine hintere Halfte entstand. Der obere und untere Pol wurden
abgetrennt und der verbleibende Mittelteil noch einmal horizontal geteilt, um einen
oberen und einen unteren Teil zu erhalten. Sodann wurden der auf3ere und innere
Cortex sowie die Medulla voneinander getrennt. Dasselbe Verfahren wurde bei
beiden Nieren angewandt, so dass 32 Teile entstanden. Der Musculus psoas wurde
in zwei je circa 2,59 schwere Stiicke geteilt. Das Herz wurde primér in Hohe der
Klappenebene in Vorhdofe und Kammern getrennt und die Klappen und die
Ausflussbahnen entfernt. Die beiden Vorhéfe wurden getrennt voneinander gewogen
und in Probengefal3e verbracht. Die Kammern sowie das Septum wurden jeweils
halbiert, somit entstanden acht Teile. Der linke Leberlappen wurde in acht nahezu
gleich schwere Stlcke geschnitten. Der Magen wurde von Bindegewebe geséaubert,
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die Cardia und der Pylorus abgetrennt und der verbliebene Corpus in sechs Stiicke
geteilt. Der Dunndarm wurde in drei etwa gleich lange Teile geschnitten, der
Dickdarm in vier. Bei den Lungenfligeln wurde jeweils der Oberlappen in zwei Teile
getrennt, der Mittellappen und die Unterlappen wurden in einem verarbeitet.

Insgesamt ergaben sich also 72 Stiicke:

1 Niere links ventral oberer Pol

2 Niere links ventral obere Halfte, aul3erer Cortex
3 Niere links ventral obere Halfte, innerer Cortex
4 Niere links ventral obere Halfte, Medulla

5 Niere links ventral untere Halfte, &ulRerer Cortex
6 Niere links ventral untere Halfte. innerer Cortex
7 Niere links ventral untere Halfte, Medulla

8 Niere links ventral unterer Pol

9 Niere links dorsal oberer Pol

10 | Niere links dorsal obere Halfte, aul3erer Cortex
11 | Niere links dorsal obere Halfte, innerer Cortex
12 | Niere links dorsal obere Halfte, Medulla

13 | Niere links dorsal untere Halfte, &uRerer Cortex
14 | Niere links dorsal untere Halfte. innerer Cortex
15 | Niere links dorsal untere Halfte, Medulla

16 | Niere links dorsal unterer Pol

17 | Niere rechts ventral oberer Pol

18 | Niere rechts ventral obere Halfte, aul3erer Cortex
19 | Niere rechts ventral obere Halfte, innerer Cortex
20 | Niere rechts ventral obere Halfte, Medulla

21 | Niere rechts ventral untere Halfte, &uRerer Cortex
22 | Niere rechts ventral untere Halfte. innerer Cortex
23 | Niere rechts ventral untere Halfte, Medulla

24 | Niere rechts ventral unterer Pol

25 | Niere rechts dorsal oberer Pol

26 | Niere rechts dorsal obere Halfte, aul3erer Cortex
27 | Niere rechts dorsal obere Halfte, innerer Cortex
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28 | Niere rechts dorsal obere Halfte, Medulla
29 | Niere rechts dorsal untere Halfte, aul3erer Cortex
30 | Niere rechts dorsal untere Halfte. innerer Cortex
31 | Niere rechts dorsal untere Halfte, Medulla
32 | Niere rechts dorsal unterer Pol

33 | Muskel 1

34 | Muskel 2

35 | Herz Vorhof links

36 | Herz rechts

37 | Herz linke Kammer 1

38 | Herz linke Kammer 2

39 | Herz Septum 1

40 | Herz Septum 2

41 | Herz rechte Kammer |1

42 | Herz rechte Kammer |2

43 | Leber 1

44 | Leber 2

45 | Leber 3

46 | Leber 4

47 | Leber 5

48 | Leber 6

49 | Leber 7

50 | Leber 8

51 | Magen Cardia 1

52 | Magen 2

53 | Magen 3

54 | Magen 4

55 | Magen 5

56 | Magen 6

57 | Magen 7

58 | Magen Pylorus 8

59 | Darm Dunndarm 1

60 | Darm Dinndarm 2
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61 | Darm Dunndarm 3

62 | Darm Dickdarm 1

63 | Darm Dickdarm 2

64 | Darm Dickdarm 3

65 | Darm Dickdarm 4

66 | Lunge links Oberlappen
67 | Lunge links

68 | Lunge links Unterlappen
69 | Lunge rechts Oberlappen
70 | Lunge rechts Oberlappen
71 | Lunge rechts Mittellappen
72 | Lunge rechts Unterlappen

Tab. 2.2.2: Dissektionsschema

Alle Gewebestiicke wurden gewogen und

Verarbeitung (Messung der Fluoreszenzintensitat) verbracht.

2.2.12 Probenmessung

Fur die Messung der Fluoreszenzintensitat wurde eine am Institut fur Chirurgische
Forschung Klinikum Grol3hadern entwickelte Probenaufbereitungseinheit (Sample

Processing Unit [SPU]) verwendet.

Filterhalter, Filter und Probengefald (Abb. 3):
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Abb. 2.2.5 Zur Messung der fluoreszenzmarkierten Blut- und Gewebeproben
benotigte GefalRe: 1) SPU, bestehend aus 2) Filterhalter, 3) Filter und 4)
Probengefal, sowie 5) Edelstahlkocher und 6) Delrindeckel, die wahrend der

Verdauung gebraucht werden.

Der essentielle Bestandteil der SPU ist der Filter, der mit einem Polyamid-
Filtergewebe (Maschenéffnung 7um) ausgestattet ist. Die Gewebestlicke wurden in
je einen Filter gelegt. Der Filter wurde dann in ein Edelstahlkochgefald gestellt, zur
Verdauung des Gewebes wurden 15 ml Digestionsflissigkeit (4N KOH mit 0,02%
Tween) und 1,5 ml Isopropanol 100% hinzugegeben. Nach 6 Stunden Inkubation bei
60°C war das organische Material vollstandig aufgelost und die
fluoreszenzmarkierten Mikrospharen (FMS) schwammen in der Zwischenschicht
zwischen KOH und Isopropanol. Mit Hilfe von Unterdruck wurde die Flissigkeit durch
das Filtergewebe filtriert, die Mikrospharen kamen auf der Membran zu liegen.

Der spater von den fluoreszenzmarkierten  Mikrosphdren  ausgeloste
Fluoreszenzfarbstoff bendtigt ein neutrales Umgebungsmilieu. Hierzu mussten alle
KOH-Ruckstande aus dem Filter entfernt werden. Dies geschah mittels eines
Phosphatpuffers (29,9g K;HPO,4 in 800ml Aqua dest. vermischt mit 5,88g KH,POy4 in
200ml Aqua dest.), der auf einen neutralen pH-Wert eingestellt ist. Mit 15 ml dieses
Puffers wurde die gesamte Innenflache des Filters abgespult. Durch kurzes
Eintauchen des Filters in den Puffer wurde auch die AufRenflache von den KOH-
Resten befreit.

Nach Trocknung des Filters durch Zentrifugation (4000 U/min fir 4 min) wurde der

Farbstoff mit 2 ml eines organischen Losungsmittels (2-Ethoxyethyl-acetat-
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Cellosolve) aus den FMS ausgeldst. Durch erneute Zentrifugation (4000 U/min fir 4
min) wurde der Farbstoff im Sammelgefall aufgefangen und die
Fluoreszenzintensitat in einem Fluoreszenzspektrometer bestimmt. Die Intensitat
lasst auf die Anzahl der Mikrosphéaren ruckschlieRen, welche wiederum direkt
proportional zum Blutfluss im untersuchten Gewebestuck ist.

Der Proportionalitatsfaktor wurde durch eine Blutreferenzprobe bestimmt, die
wahrend der Injektion der Mikrosphéren aus der Ohrarterie unter konstanter
Pumpenzuggeschwindigkeit mit einer ruckwarts laufenden Perfusorpumpe
entnommen wurde. Diese Blutprobe konnte ohne vorherige Verdauung unter
Koagulationsschutz (CPDA mit dem Hauptbestandteil Citrat) direkt filtriert werden.
Auch hier wurde wiederum der Farbstoff mittels Cellosolve gewonnen und die

Fluoreszenzintensitat bestimmt (108).

2.2.13 Bestimmung der S-100b-Werte

Zur Bestimmung der S-100b-Werte im Serum wurde ein immunluminometrischer
Assay verwendet. Diese basiert auf dem ,Sandwich“-Prinzip, fir die Beschichtung
der Festphase und fur den Tracer wurde ein hochspezifischer monoklonaler
Antikdrper verwendet.

Der Antikorper ist an der R6hrchenwand immobilisiert, das in der Probe vorhandene
S-100b wird wahrend der ersten Inkubation an diesem gebunden. Das
Uberschissige Material wird durch Waschen entfernt. Bei der zweiten Inkubation
reagiert der Tracerantikbrper mit dem bereits gebundenen S-100b, der Uberstand
wird ebenfalls durch Waschen entfernt. Der Tracerantikorper besteht aus einem S-
100b-Antikorper und einem kovalent gebundenen Isoluminolderivat. Dieser Komplex
wird mittels Lichtreaktion sichtbar gemacht. Durch automatisch injizierte alkalische
Peroxidlosung und Katalysatorlosung startet die Oxidation von Isoluminol. Dies
geschieht aufgrund der sofort einsetzenden Emission der Photonen, welche nach
weniger als 20 Sekunden wieder beendet ist, direkt im Luminometer. Das
entstehende Licht der Wellenlange 425 nm wird mit Hilfe eines Photomultipliers des
Luminometers in RLUs (relative light units) gemessen. Das Ergebnis ist direkt
proportional zu der in der Probe vorhandenen Menge des S-100b-Proteins.
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2.3 Berechnung der Blutflusswerte

Die Berechnung der absoluten Blutflusswerte in den jeweiligen Organen begriindet
sich in der Annahme, dass die Anzahl der in der jeweils interessierenden
Organregion vorhandenen Mikrospharen direkt proportional zu der dazugehdrenden
Organperfusion ist. Daraus lasst sich folgende Gleichung erstellen: (diese und alle
folgenden Berechnungen stammen, zum Teil in leicht abgewandelter Form, aus:
Thein E: Bestimmung der regionalen Organdurchblutung mit Hilfe fluoreszierender
Mikrospharen. Modifikation, Verbesserung und vollstdndige Automatisierung der
bestehenden Methode. Dissertation am Institut fir Chirurgische Forschung der
medizinischen Fakultat der LMU Munchen, 1999) (134):

BFreg= X * Creg

mit: BFy: regionaler Blutfluss, C,eg: Anzahl der Mikrospharen in der Region, X:

Proportionalitatsfaktor. Fir die arterielle Referenzprobe gilt die selbe Gleichung:

BFret = X * Cret

Hier ist sowohl der Blutfluss als auch die Menge an Mikrospharen bekannt, so dass

sich mit Hilfe dieser Gleichung der Proportionalitatsfaktor X berechnen lasst.

X = BFef / Cres

Wenn diese Gleichung in die Gleichung zur Berechnung der regionalen Perfusion
eingesetzt wird, ergibt sich folgende Gleichung, mit der nun der absolute Blutfluss in

jeder interessierenden Region bestimmt werden kann:

BFeg = C:reg * (BFrer / Crer)

Werden nun die regionalen Blutflusswerte untereinander verglichen, muss der so
errechnete Wert auf das Gewicht der Probe bezogen werden. Dies geschieht mit

folgender Gleichung:
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BFreg = [Creg * (BFref / Cl’Ef)] / g

Es ergeben sich hiermit absolute Blutflusswerte mit der Einheit [ml/min/g] (134).

2.4 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit SPSS, Version 11.5 durchgefihrt. Es wurde
eine explorative Datenanalyse durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau war festgelegt
auf p < 0,05. Die in den Versuchen erhaltenen Werte, die auf3erhalb des Bereiches
des Mittelwertes + zwei Standardfehlern lagen, wurden in Zusammenschau mit den
Rohdaten sowie den Versuchsprotokollen bei fehlender Plausibilitdt nicht
bericksichtigt. Werte, die aus versuchstechnischen Griinden (Pumpe zog nicht
gleichmaliig ab, Kreislaufprobleme des Versuchstieres, Erwachen bzw. Bewegungen
des Versuchstieres wahrend der Injektion) nicht reliabel erschienen, wurden
ebenfalls nicht bericksichtigt.

Die Mittelwerte wurden mit Hilfe eines allgemeinen linearen Modells fur
Messwiederholungen analysiert. Der statistische post-hoc Vergleich zwischen den
beiden Versuchsgruppen erfolgte durch T-Tests flr unabhéngige Stichproben, bei
signifikanten p-Werten fir den Gesamtzeitraum mit Hilfe der MANOVA. Wo die
Durchfuihrung eines T-Testes nicht erlaubt war (bei signifikanten Unterschieden der
Varianzen der Versuchsgruppen mit signifikanten Levene’s Test), wurden
nichtparametrische Tests durchgefihrt. Bei verbundenen Werten wurde der T-Test
fur verbundene Stichproben bzw. der nicht-parametrische Wilcoxon-Test angewandt.
Bei den Punktdiagrammen wurde die Berechnung der Regressionsgeraden und des
Bestimmtheitsmal3es mit Hilfe des Programms EXCEL 2000 durchgefihrt, die P-
Werte wurden mit Hilfe einer nicht-linearen Korrelation (Spearman) mit SPSS 11.5
berechnet (MANOVA).

Die Abbildungen sind Fehlerbalkendiagramme, welche den Mittelwert sowie 2
Standardfehler des Mittelwertes angeben, bzw. Punktdiagramme, welche Fluss-
Einzelwerte zu verschiedenen Zeitpunkten angeben (siehe Beschriftungen der
jeweiligen Diagramme).
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3. Ergebnisse

3.1 Implantation des Portkatheters

Die Implantation des Portkatheters wurde bei 29/30 Tieren (das entspricht 97%) ohne
groRere Komplikationen bei einer durchschnittlichen Operationsdauer von 71 = 9
Minuten durchgefihrt. Ein Kaninchen verstarb wahrend der Operation nach unklaren
Krampfanféallen. Bei den erfolgreich durchgefiihrten Implantationen konnten keine
katheterassoziierten Arrhythmien oder bedeutsame Schwankungen des arteriellen
Blutdrucks beobachten werden (siehe Tab. 3.1.2). Aufgrund der Sauerstoffgabe stieg
die arterielle Sauerstoffsattigung intra- und postoperativ signifikant im Vergleich zu
den  praoperativen, bei Raumluft gewonnenen Werten. Auch die
Hamoglobinkonzentration im Blut verdnderte sich nicht signifikant Gber die Zeit (siehe
Tab. 3.1.2), trotz der Gabe von Volumen durch Vollelektrolytiésung sowie Blutverlust
durch intraoperativen Blutungen, welche jedoch in keinem Fall 5 ml Uberschritten.
Gemessen wurde dies durch Aspiration des Blutes mittels einer 5 ml Spritze und
entspricht einem Verlust von weniger als 3% des gesamten Blutvolumens. Die in

allen Tabellen angegebenen Werte haben folgende Einheiten:

Blutdruck (RR syst., diast., Mitteldruck) mmHg
Herzfrequenz min™
Arterielle Sauerstoffsattigung (Sa0,) %
Hamoglobingehalt im Blut (Hb) g/dl

Tab. 3.1.1: Einheiten der in der Arbeit angegebenen Werte
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_ . Standardfehler des |
Werte Zeitpunkt  [Mittelwert ' Signifikanz
Mittelwertes
praop. 84 2
IRR syst. 0,834
postop. 84 2
) praop. 67 2
[RR diast. 0,852
postop. 71 2
raop. 73 2
[IMAP praoe 0,992
postop. 76 2
raop. 171 3
HF praoe 0,014
postop. 162 2
praop. 84,3 2,2
Sa02 0,022
postop. 96,7 1,6
raop. 12,2 0,4
[Hb Praoe 0,337
postop. 10,71 0,3

Tab. 3.1.2: hAmodynamische Parameter wahrend der Portimplantation

Der Mitteldruck wurde mit der Naherungsformel:
diast. Druck + [(syst. Druck — diast. Druck):3]

bestimmt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die hamodynamischen Parameter wie systolischer,
diastolischer und mittlerer Blutdruck keinen signifikanten Unterschied zwischen der
pra- und der postoperativen Bestimmung aufweisen. Die Herzfrequenz sinkt
signifikant ab, was zum einen der Volumengabe, zum anderen der am Ende des
Versuches noch vorhandenen leichten Sedierung der Tiere zugeschrieben werden
kann. Trotz einer Tendenz zu niedrigeren postoperativen Hamoglobinwerten war der
Hamoglobin-Wert nicht signifikant abgesunken. Die Sauerstoffséattigung stieg
signifikant an, da die prdoperative Abnahme bei dem bereits leicht sedierten und
daher gering atemdepressiven Tier bei Raumluft vorgenommen wurde, wohingegen
die postoperative Abnahme noch im Operationssaal unter Sauerstoffinsufflation

stattfand.
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Die Tiere zeigten schon Stunden nach der Operation wieder normales Fress- und
soziales Verhalten, sie gewannen wenige Tage spater ihr Ausgangsgewicht wieder
(siehe Abb. 3.1.1).

Gewichtsverlauf nach Portimplantation
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Abb. 3.1.1: Gewichtsverlauf nach Portimplantation (Mittelwerte £ 2 SEM [g]): Das

Ausgangsgewicht von 3.8 = 0.3 kg wurde nach 3 — 7 Tagen wieder erreicht

Unter Verwendung der vorher beschriebenen speziell —~modifizierten
mikrochirurgischen Technik einer Tabaksbeutelnaht zum sicheren Einfihren des
Katheterschlauches in die Arteria carotis konnte der Verschluss der Arteria carotis
mit nachfolgender zerebraler Ischamie erfolgreich verhindert werden. Dies konnte
durch funf Katheterrevisionen, die vor der postmortalen Untersuchung durchgefuhrt
wurden, bewiesen werden. In allen Tieren fand sich eine regelrechte ortho- wie auch
retrograde Perfusion der rechten Arteria carotis. Es gab keinerlei Hinweis auf einen
Verschluss der Arteria carotis, weder proximal noch distal der Insertionsstelle des
Katheters. Gleichzeitig zeigte auch keines der Tiere postoperativ klinische Anzeichen

einer zerebralen Ischamie wie zum Beispiel LAhmungen, Veranderungen der
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Pupillenreaktion oder verlangerte postoperative Bewusstseinstrilbungen. Das Fehlen
eines zerebralen ischamischen Insults wahrend oder nach der Katheterimplantation
wird auch durch die Ergebnisse der S-100b-Messungen unterstttzt. S-100b ist ein
Enzym, welches indikativ fir zerebralen Ischamieschaden ist. Die Messungen dieses
Parameters wurden am Tag 5 nach der Operation durchgefihrt und zeigten keinerlei
Anstieg postoperativ, wie er bei schwerer zerebraler Ischdmie zu erwarten gewesen
ware (siehe Tab. 3.1.3).

Préaoperativ Postoperativ

S100-b [ng/dl] 16+04 1,8+0,4

Tab. 3.1.3: Serumkonzentration des Neuroproteins S100-b vor und nach der

Portimplantation, p>0,05

Die korrekte Katheterlage im linken Ventrikel wurde bei 26/29 Tieren (das entspricht
90%) verifiziert. Bei einem Tier lag die Katheterspitze in der Aorta ascendens direkt
hinter der Aortenklappe.

Bei zwei Tieren hatte sich das Portreservoir vom Katheterschlauch diskonnektiert, so
dass die Injektionen subkutan verblieben und nicht durch den Katheter
intraventrikular gelangen konnten. Die Reservoire wurde allerdings nach wie vor von
den Fixierungsndhten an Ort und Stelle gehalten, konnten also nicht durch
Verlagerung dem Tier Schaden zuftigen.

3.2 Gewichtsverlauf und Hamodynamik der Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe zur Mikrosphareninjektion wurde mit 16 Tieren begonnen. Bei
zwei Tieren stellte sich nach der ersten Injektion heraus, dass das Portreservoir
diskonnektiert war, so dass sie aus dem Versuch genommen wurden und somit die
eigentliche Gruppe nur aus 14 Tieren mit korrekter Portlage und —funktion bestand.
Ein Tier verstarb aus unklarer Ursache nach Tag 0, ein weiteres wahrend der zweiten
Mikrosphareninjektion an einem Herzstillstand. Vermutlich wurde das
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Reizleitungssystem des Herzens durch die Injektion irritiert. Am Tag 1 waren folglich
noch zwolf Tiere im Versuch, wovon am Tag 2 weitere drei herausgenommen
werden mussten, eines, weil sich der Gesundheitszustand dramatisch verschlechtert
hatte, so dass die Ergebnisse nicht mehr als Normwerte auszuwerten gewesen
waren, eines, weil die Ohrarterie zur Gewinnung der Referenzprobe nicht mehr zu
punktieren war und ein Tier verstarb in der Nacht nach einem apoplexadhnlichen
Krankheitsbild. Auch am Tag 3 verkleinerte sich die nun 9 Tiere umfassende Gruppe
um zwei Tiere, wobei das eine aufgrund unklarer Krampfe, vermutlich ausgelost
durch eine versehentliche intravasale Injektion von Xylocain, starb, und bei dem
zweiten wiederum keine Arterie mehr zu punktieren war. Der Versuch wurde am Tag
4 mit diesen sieben Tieren beendet.

Diese Tiere zeigten wahrend des Versuchsverlaufes ein normales Fressverhalten,
was auch anhand des Gewichtsverlaufes deutlich wird (siehe Abb. 3.2.1). Die Tiere
kamen mit einem durchschnittlichen Gewicht von 3,7 + 0,4kg in den Versuch und
hatten bei Versuchsende ein mittleres Gewicht von 3,6 + 0,5kg.
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Gewichtsverlauf der Kontrollgruppe
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Abb. 3.2.1: Gewichtsverlauf (Mittelwerte + 2 SEM [g]) der Kontrollgruppe wahrend

der Versuchstage 0-4

Es traten auch keine Probleme wéahrend der Narkosen an den ersten beiden Tagen
oder den Sedierungen an den Folgetagen auf. Der Hamoglobinwert betrug zum
Zeitpunkt t; 11,4 + 0,31 g/dl und zum Zeitpunkt tg 7,2 = 0,39 g/dl und weist somit
einen signifikanten Abfall auf. Der Wert war aber auch am Versuchsende noch im

Toleranzbereich.
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Hb-Verlauf der Kontrollgruppe
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Abb. 3.2.2: Hamoglobin (Mittelwert £ 2 SEM [g/dl]) der Kontrollgruppe wahrend der
Versuchstage 0-4 (Zeit in Stunden)

Die hamodynamischen Parameter wie Herzfrequenz, Blutdruck und auch die
arterielle Sauerstoffsattigung blieben wahrend des gesamten Versuchszeitraumes
stabil und im Normbereich (siehe Tabelle 3.2.1 sowie Abb. 3.2.3 — 3.2.5).

Zeitpunkt Mittelwert Standardfehler | Signifikanz
t 89,2 2,4
Sa0; 0,733
ts 86,4 5,5
ty 84 6
RR syst. 0,213
ts 73 2
ty 61 5
RR diast. 0,985
ts 53 6
t 69 6
MAP 0,587
ts 60 4
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ty 168 11
HF 0,030

ts 171 6

Tab. 3.2.1: Mittelwerte, Standardfehler und Signifikanz fir die Werte systolischer,
diastolischer und mittlerer arterieller Blutdruck der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt t;

und te, Einheiten: Sa0O,: %, RR: mmHg, HF; min™

Sa02-Verlauf der Kontrollgruppe
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Abb. 3.2.3: Verlauf der arteriellen Sauerstoffsattigung (MW + 2 SEM [%]) wahrend

des Versuchs bei der Kontrollgruppe (Zeit in Stunden)
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RR-Verlauf der Kontrollgruppe
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Abb. 3.2.4: Verlauf des systolischen, diastolischen und des mittleren arteriellen
Blutdrucks (MW + 2 SEM [mmHg]) wahrend des Versuchs bei der Kontrollgruppe
(Zeit in Stunden)
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HF-Verlauf der Kontrollgruppe
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Abb. 3.2.5: Verlauf der Herzfrequenz (HF, MW + 2 SEM [min™]) wéhrend des

Versuchs bei der Kontrollgruppe (Zeit in Stunden)

Bei der anschlieRenden Sektion waren die Organe bei makroskopischer Inspektion
unauffallig und in Form und Gro63e normal. Auch die Gewichte bewegten sich stets
im Normbereich, wie am Beispiel des Herzgewichtes (exemplarisch bei 9 Tieren
gemessen) gezeigt werden kann. Das Normgewicht eines Kaninchenherzens betragt
0.29 % des Korpergewichtes (127), was bei einem Durchschnittsgewicht unserer
Tiere zu Versuchsbeginn von 3.6 + 0.4 kg einem Wert von 10.3 g entspricht. Das
errechnete durchschnittliche Herzgewicht der Tiere lag bei 9.4 £+ 2.9 g, also im
Normalbereich oder eher leicht darunter. Es fanden sich des weiteren auch keine
Zeichen von systemischen Entzindungen, insbesondere zum Beispiel keine
Perikard- oder Pleuraergtisse, Zeichen von Einblutungen in Niere, Leber oder Lunge
oder Zeichen von Herzinsuffizienz oder Herzinfarkten. Besonderes Augenmerk
wurde auch auf die Herzklappen, hier vor allem auf die vom Katheterschlauch

passierte Aortenklappe gelegt, wobei auch hier alle Klappensegel zart und regelrecht
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waren und Kkeinerlei Vegetationen oder sonstige Hinweise auf Infektionen,
Insuffizienzen oder Stenosen boten. Auch bei den untersuchten Gehirnen fand sich
makroskopisch kein Hinweis auf Einblutungen oder Infarktgebiete.

3.3 Hamodynamik der Peritonitisgruppe

Die Peritonitisgruppe bestand aus vier Tieren. Von diesen verstarb ein Tier am Tag 2
vor den Mikrosphéareninjektionen an einem Atemstillstand, nachdem schon am
Vortag ein kurzzeitiger Herz-Kreislauf-Stillstand durch mechanische und
medikamentbse Reanimation beendet werden konnte. Am Tag 3 konnte bei einem
weiteren Tier keine Mikrosphareninjektion mehr durchgefuhrt werden, da aufgrund
des Zustandes des Tieres die sofortige Totung nicht zu umgehen war.

Bei zwei Tieren konnte somit Gber den gesamten Zeitraum von 72 Stunden injiziert
werden, bei einem Uber 48 Stunden und bei einem weiteren Gber 24 Stunden.

Die Tiere hatten schon an Tag 1 ein schwerkrankes Erscheinungsbild, auch das
soziale Verhalten war deutlich gestort, sie salRen mehr oder weniger teilnahmslos
und schlafrig in der Kafigecke. Auch die Futteraufnahme war reduziert, dies wurde
anhand des Gewichtsverlauf kontrolliert. Waren die Tiere mit 3,5 £ 0,4kg in den
Versuch gekommen, hatten sie bereits innerhalb der ersten 24 Stunden auf 3,3
0,4kg abgenommen (siehe Abb. 3.3.1). Bei der Revision an Tag 1 zeigten sich lokal
an den Perforationsstellen des Darmes Entziindungszeichen wie Schwellungen und
Hyperamie, die Darmschlingen waren zum Teil miteinander verbacken und in allen
Fallen waren die am Vortag erzeugten Perforationen noch durchgéngig. Nach der
Revision stabilisierte sich der Zustand wie auch das Gewicht wieder, eine deutliche

Apathie und ein krankes Erscheinungsbild waren aber nach wie vor zu beobachten.
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Gewichtsverlauf der Peritonitisgruppe
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Abb. 3.3.1: Gewichtsverlauf (Mittelwerte £ 2 SEM [g]) der Peritonitisgruppe wahrend

der Versuchstage 0-3

Man sieht bei der Betrachtung der hamodynamischen Parameter praktisch keine
Anderung der Herzfrequenz wie auch der arteriellen Sauerstoffsattigung wahrend der
gesamten Versuchsdauer. Beide Werte bewegen sich im gesamten Zeitraum im
Normbereich (siehe Abb. 3.3.2 und 3.3.3).
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Sa02-Verlauf der Peritonitisgruppe
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Abb. 3.3.2: Verlauf der arteriellen Sauerstoffsattigung (MW £ 2 SEM [%]) wahrend

des Versuchs bei der Peritonitisgruppe (Zeit in Stunden)
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HF-Verlauf der Peritonitisgruppe
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Abb. 3.3.3: Herzfrequenz (Mittelwerte + 2 SEM [min™']) der Peritonitisgruppe wéhrend
der Versuchstage 0-3 (Zeit in Stunden)

In der nachfolgenden Tabelle sind noch einmal die Werte der hamodynamischen

Parameter mit den p-Werten dargestellt.

Zeitpunkt Mittelwert Standardfehler | Signifikanz
ty 93,9 51

Sa0; 0,078
ts 107,4 0
ty 76 5

RR syst. 0,956
te 64 8
_ ty 64 5

RR diast. 0,555
te 53 9
ty 68 5

MAP 0,705
te 57 9

HF ty 162 2 0,460
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HF ts 173 5

Tab. 3.2.1: Mittelwerte, Standardfehler und Signifikanz fur die Werte systolischer,
diastolischer und mittlerer arterieller Blutdruck der Peritonitisgruppe zum Zeitpunkt t;
und te, Einheiten: Sa0,: %, RR: mmHg, HF; min™

Der Hamoglobinwert der Tiere zeigt gegen Ende des Versuches einen deutlichen
Abfall (siehe Abb. 3.3.4), der zum einen auf die auch bei der Kontrollgruppe
erwdhnten Grinde der Blutverdinnung durch Vollelektrolytibsung und
Blutabnahmen, hier jedoch des weiteren noch auf eine infektbedingte Andmie durch

die Sepsis zurickzufuhren ist.

Hb-Verlauf der Peritonitisgruppe
12 A

10 { ——— Il

(o}
1

MW +- 2 SEM [g/d]]

Zeitpunkt [h]

Abb. 3.3.4: Hamoglobin (Mittelwerte £ 2 SEM [g/dl]) der Peritonitisgruppe wahrend

der Versuchstage 0-3

Bei der Betrachtung des Blutdruckverlaufes féllt ein tendenzielles Absinken der
Werte auf, welches jedoch nicht signifikant ist (siehe Abb. 3.3.5).

78



RR-Verlauf der Peritonitisgruppe
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Abb. 3.3.5: Blutdruckverlauf (Mittelwerte £ 2 SEM [mmHg]) der Peritonitisgruppe

wahrend der Versuchstage 0-3

Bei der Sektion zeigten sich bei allen Tieren im Bauchraum deutliche
Peritonitiszeichen, das Peritoneum wie auch die den Darm Uberziehende Serosa
waren hyperamisiert und geschwollen, der Darm war an den Perforationsstellen mit
der Umgebung verbacken und wies ebenfalls Entziindungszeichen auf. Die Nieren
waren blass, vergroRert und wiesen somit Anzeichen von Schocknieren auf, bei zwei
Tieren waren makroskopisch Niereninfarkte zu sehen. Die Lebern waren
geschwollen, gelblich-teigig verdndert, wiesen Stauungszeichen auf und waren bei
einem Tier ebenfalls mit Infarktarealen versehen. Bei diesem Tier liel3 sich auch ein
Perikarderguss nachweisen, bei zwei Tieren waren auch die Lungen im Sinne einer
Entzindung verédndert und das Gewebe mit petechialen Einblutungen versehen. Bei

zwei Tieren fand sich ein Pleuraerguss.
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3.4 Perfusionswerte

3.4.1 Vergleich Rechts — Links bei der Kontrollgruppe

Bei der Kontrollgruppe wurden zur Untersuchung der Reliabilitat der Messungen die
paarigen Organe einem Rechts-Links-Vergleich unterzogen: Lunge, Niere, und
Gehirn. Im folgenden werden die Blutflusswerte als Fehlerbalkendiagramme

dargestellt:

Blutfluss in der Lunge - Kontrollgruppe
rechts vs. links
2,5 -
20 A 1
<
£
> _ 4
E L5 1 - . 4
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i
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= "
= 1 I
5 A EE m links
e ][ { I
0,0 . . . : : : . A rechts
t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7
Zeitpunkt

Abb. 3.4.1: Vergleich des Blutflusses in der Lunge der Kontrollgruppe, Vergleich

rechter versus linker Lungenfligel
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Man kann hier Gber den gesamten Versuchszeitraum erkennen, dass die Werte, die
fur die rechte beziehungsweise die linke Lunge bestimmt wurden, nicht wesentlich
voneinander abweichen.

Die Mittelwerte, Standardfehler und die Signifikanzwerte sind die folgenden:

Zeitpunkt rechts/links Mittelwert Standardfehler | Signifikanz

rechts 0,9681 0,2377

t1 0,754
links 1,0106 0,2566
rechts 0,6022 0,2120

to 0,441
links 0,5690 0,1917
rechts 0,8012 0,1837

t3 0,370
links 0,7824 0,2642
rechts 1,5518 0,2175

ta 0,185
links 1,5235 0,2992
rechts 0,5440 0,1086

ts 0,903
links 0,6058 0,1538
rechts 0,4752 0,0942

ts 0,363
links 0,4888 0,0724
rechts 0,2701 0,1061

t7 0,728
links 0,2564 0,1137

Tab. 3.4.1: Mittelwerte der verschiedenen Zeitpunkte in Stunden fur den Blutfluss in
der Lunge der Kontrollgruppe, die Werte in dieser Tabelle und in allen in diesem
Kapitel folgenden wurden auf vier Stellen hinter dem Komma gekuirzt, die Angaben

sind in ml/g/min

Man kann in keinem der Falle zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied

zwischen den Werten fir die rechte und die linke Lunge feststellen.
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Blutfluss im Gehirn - Kontrollgruppe
rechts vs. links
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Abb. 3.4.2: Vergleich des Blutflusses im Gehirn bei der Kontrollgruppe, Vergleich

rechte versus linke Gehirnhalfte

Trotz der Katheterisierung der rechten Arteria carotis lasst sich bei den
Blutflusswerten des Gehirnes der Kontrollgruppe, mit Ausnahme der Zeitpunkte ts
und ts, bei denen eine Abweichung zu beobachten ist, kein signifikanter Unterschied

zwischen den Werten der rechten und der linken Gehirnhalfte beobachten.

Zeitpunkt rechts/links Mittelwert Standardfehler | Signifikanz
rechts 1,1129 0,3083
t1 0,663
links 1,2444 0,3414
rechts 0,7074 0,2481
to 0,179
links 0,8874 0,3573
rechts 1,0925 0,3073
t3 0,859
links 1,1750 0,3271
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rechts 1,1093 0,2905

ta 0,403
links 1,5212 0,3471
rechts 1,1831 0,5004

ts 0,012
links 2,4494 0,6630
rechts 1,3115 0,1823

ts 0,015
links 1,1252 0,0492
rechts 0,9695 0,4389

t; 0,341
links 1,0407 0,5141

Tab. 3.4.2: Mittelwerte, Standardfehler und Signifikanzwerte des Blutflusses im
Gehirn bei der Kontrollgruppe

Die Signifikanz liegt immer Gber dem festgesetzten Niveau von 0,05, so dass gezeigt
werden kann, dass die Werte fur die Durchblutung des rechten und linken Gehirnes

zu jedem Zeitpunkt vergleichbar ist, auch hier mit der Ausnahme der Zeitpunkte ts

und ts, bei denen wohl Ausreil3er vorliegen.
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Abb. 3.4.3: Vergleich der Blutflusswerte in der Niere der Kontrollgruppe, Vergleich

der rechten versus linken Niere

Hier ist die Ubereinstimmung der ermittelten Werte fur die rechte und die linke Seite

am deutlichsten.

Mittelwerte und Standardfehler wie auch die Signifikanzwerte:

Dies bestatigen die in der folgenden Tabelle dargestellten

Zeitpunkt rechts/links Mittelwert Standardfehler | Signifikanz

rechts 1,3298 0,2087

ta 0,361
links 1,5322 0,2280
rechts 1,1507 0,2398

t, 0,644
links 1,2340 0,2753
rechts 1,7278 0,3152

t3 0,319
links 1,5827 0,3038

ta rechts 1,6666 0,3064 0,983
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ta links 1,8398 0,3183
rechts 0,9978 0,1309

ts 0,224
links 1,0960 0,1604
rechts 3,0177 0,3353

ts 0,850
links 2,6710 0,3496
rechts 1,1056 0,2306

t7 0,895
links 1,0512 0,2217

Tab. 3.4.3: Mittelwerte, Standardfehler und Signifikanz des Blutflusses in der Niere
bei der Kontrollgruppe

Zu keinem Zeitpunkt findet sich ein signifikanter Unterschied zwischen den fur die

rechte und linke Niere ermittelten Flusswerten.

In einer anderen Grafik dargestellt, zeigt sich die Vergleichbarkeit der Blutflusswerte
ebenfalls sehr deutlich. Hier wurden exemplarisch der Vergleich zweier Zeitpunkte, t,
und ts, bei einem Tier dargestellt, da die Vergleiche bei allen Tieren der

Kontrollgruppe zu allen Zeitpunkten ahnlich ausfallen.
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Vergleich des Blutflusses zu den Zeitpunkten t2=2h und
t5=48h
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Abb. 3.4.4: Vergleich der Blutflusswerte in ml/g/min zu den Zeitpunkten t,=2h und
ts=48h. Es wurden alle zu den jeweiligen Zeitpunkten gewonnenen Werte der
Blutflisse miteinander verglichen. Die Gleichung der Regressionsgeraden ist:
y=1,0776x, der p-Wert ist kleiner als 0,01.

Auch der Rechts-Links-Vergleich lasst sich in einer gleichartigen Grafik darstellen.
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Vergleich der Blutflisse der Niere rechts vs. links,
Kontrollgruppe

Blutfluss rechts

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Blutfluss links

Abb. 3.4.5: Vergleich der Blutflisse in ml/g/min der rechten und der linken Niere bei
einem Tier zu verschiedenen Zeitpunkten (t;, t3, ts), die Gleichung der
Regressionsgeraden betragt y= 0,9845x, der p-Wert ist kleiner als 0,01.

3.4.2 Vergleich Rechts — Links bei der Peritonitisgruppe

Bei der Peritonitisgruppe wurden die gleichen Organe einem Rechts-Links-Vergleich
unterzogen wie auch bei der Kontrollgruppe, namlich Lunge und Niere. Einzige
Ausnahme bildet das Gehirn, dessen Blutflusswerte bei der Peritonitisgruppe nicht
ermittelt wurden. Im folgenden werden die Blutflusswerte als Fehlerbalkendiagramme

dargestellt:
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Blutfluss in der Lunge - Peritonitisgruppe
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Abb. 3.4.6: Vergleich des Blutflusses in der Lunge der Peritonitisgruppe, Vergleich

rechter versus linker Lungenfltigel

Man kann auch hier Uber den gesamten Versuchszeitraum erkennen, dass die
Werte, die fur die rechte beziehungsweise die linke Lunge bestimmt wurden, nicht

wesentlich voneinander abweichen.

Zeitpunkt rechts/links Mittelwert Standardfehler | Signifikanz

rechts 1,0506 0,4040

ty 0,510
links 1,7180 0,5783
rechts 0,5868 0,1888

to 0,952
links 0,6573 0,2022
rechts 2,0790 0,8067

ts 0,104
links 1,2747 0,4982

ts rechts 0,5097 0,1380 0,395
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ta links 0,6179 0,1977
rechts 0,2896 0,0305

ts 0,006
links 0,3948 0,0941
rechts 0,0939 0,0494

[ 0,542
links 0,2401 0,0470
rechts 0,8535 0,1057

t; 0,241
links 0,9810 0,1601

Tab. 3.4.4: Mittelwerte, Standardfehler und Signifikanz der Durchblutung in der

Lunge bei der Peritonitisgruppe

Bei der Betrachtung der Signifikanz findet sich nur ein Wertepaar, nadmlich zum

Zeitpunkt ts, bei dem ein signifikanter Unterschied der rechten zu den linken

Flusswerten zu beobachten ist, alle anderen weisen keinen Unterschied auf.
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Abb. 3.4.7: Vergleich der Blutflusswerte in der Niere der Peritonitisgruppe, Vergleich

der rechten versus linken Niere

Hier ist ebenfalls eine deutliche Ubereinstimmung der ermittelten Werte fiir die rechte

und die linke Niere erkennbar. Dies bestétigen auch die folgenden Werte:

Zeitpunkt rechts/links Mittelwert Standardfehler | Signifikanz

rechts 0,810146 0,1666835

€] 0,131
links 1,168117 0,2460686
rechts 0,745191 0,1347254

to 0,158
links 0,915211 0,1473731
rechts 0,709852 0,1294653

t3 0,023
links 1,228061 0,2372210
rechts 1,210319 0,1824422

ty 0,110
links 1,619503 0,2088250
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rechts 0,622930 0,1242823

ts 0,007
links 0,933394 0,2203162
rechts 0,726842 0,6264723

ts 0,088
links 0,248760 0,1258637
rechts 1,782285 0,2253979

t; 0,024
links 2,485874 0,3995823

Tab. 3.4.5: Mittelwerte, Standardfehler und Signifikanz bei der Durchblutung der

Niere bei der Peritonitisgruppe

Hier finden sich zu drei Zeitpunkten signifikante Unterschiede im Rechts-Links-
Vergleich, wobei die Unterschiede absolut betrachtet nicht gravierend sind und

beachtet werden muss, dass die Niere eines der Organe ist, welches am

empfindlichsten auf ein septisches Geschehen reagiert.

Auch hier lasst sich die Korrelation der Werte fur die rechte und linke Niere in einer

anderen Grafik darstellen.
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Vergleich der Blutflisse rechts vs. links, Peritonitisgruppe
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Abb. 3.4.8: Vergleich der Blutflisse in ml/g/min der rechten und der linken Niere bei
einem Tier zu verschiedenen Zeitpunkten (t;, to, t3, t4) der Peritonitisgruppe, die
Gleichung der Regressionsgeraden betragt y = 1,1638x, der p-Wert ist kleiner als
0,01.

Bei der Ansicht dieser Grafik wird deutlich, dass trotz der in Tab. 3.4.5 ermittelten

Unterschiede die Korrelation der Werte dennoch gegeben ist.

3.4.3 Vergleich Perfusionswerte Kontrollgruppe - Peritonitisgruppe

Die folgenden Grafiken zeigen den Vergleich der Perfusionswerte verschiedener

Organe von Kontroll- und Peritonitisgruppe Uber den gesamten Versuchszeitraum.

Zuerst erfolgt die Darstellung der Perfusionswerte im Darm der Tiere.
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Abb. 3.4.9: Vergleich der

Perfusionswerte

im Darm der

Peritonitisgruppe tUber den gesamten Versuchszeitraum

Kontroll- und der

Der Mittelwertvergleich von Kontroll- und Peritonitisgruppe zu den jeweiligen

Zeitpunkten ergibt die folgende Werte:

Zeitpunkt Peritonitis | Mittelwert SEM p-Wert

ja/nein [ml/g/min]

ty nein 0,8331 0,2397 0,819
ja 0,8335 0,1525

to nein 0,6025 0,0959 0,131
ja 0,4068 0,0723

ts nein 0,9368 0,1879 0,006
ja 0,4994 0,0878

ta nein 1,3691 0,1987 0,007
ja 0,6192 0,1007
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ts nein 0,3411 0,1007 0,031
ja 0,1929 0,0527

ts nein 0,5474 0,0651 0,580
ja 0,2208 0,1029

Tab. 3.4.6: p-Werte zum Vergleich der Blutflusswerte im Darm der Kontroll- und

Peritonitisgruppe (in dieser und allen in diesem Kapitel folgenden Tabellen wurden

die Werte auf 4 Stellen hinter dem Komma gekirzt und entsprechend auf- bzw.

aufgerundet)

Man erkennt hier, dass sich die Perfusion, die anfanglich keinen Unterschied

aufweist, am zweiten Versuchstag &ndert, die Werte der Kontrollgruppe sind

gegenuber denen der Peritonitisgruppe deutlich héher, gleichen sich aber an den

darauffolgenden Versuchstagen wieder an. Der p-Wert Gber den gesamten Zeitraum
ist 0,001 (MANOVA), es liegt ein hochsignifikanter Unterschied in der Perfusion

zwischen Kontroll- und Peritonitisgruppe vor.

Der Vergleich der Perfusionswerte im Herzen liegt in der folgenden Abbildung vor:
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Abb. 3.4.10: Vergleich der Perfusionswerte im Herzen der Kontroll- und

Peritonitisgruppe Uber den gesamten Versuchszeitraum

Der Mittelwertvergleich von Kontroll- und Peritonitisgruppe ergab zu den jeweiligen

Zeitpunkten folgende Werte:

Zeitpunkt Peritonitis | Mittelwert SEM p-Wert

ja/nein [ml/g/min]

t1 nein 0,4815 0,1831 0,192
ja 0,9230 0,2633

to nein 0,5154 0,1592 0,184
ja 0,6423 0,2256

t3 nein 0,5735 0,4378 0,218
ja 1,5387 0,4126

ts nein 1,8962 0,5162 0,573
ja 2,3718 0,9554
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ts nein 0,8040 0,2036 0,123
ja 0,3997 0,1156

ts nein 1,2917 0,2925 0,015
ja 0,2158 0,1208

Tab. 3.4.7: p-Werte zum Vergleich der Blutflusswerte im Herzen der Kontroll- und

Peritonitisgruppe

Hier sieht man, dass sich die Perfusionswerte Uber den gesamten Versuchszeitraum
nicht wesentlich verandern und dass auch im Vergleich der Kontroll- mit der
Peritonitisgruppe, mit Ausnahme des Zeitpunktes ts (= 72 h) keine signifikanten
Unterschiede bestehen. Der p-Wert Uber den gesamten Zeitraum ist 0,234
(MANOVA), es liegt kein signifikanter Unterschied in der Perfusion zwischen Kontroll-

und Peritonitisgruppe vor.

Die folgende Abbildung zeigt die Blutflusswerte in der Leber:
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Abb. 3.4.11: Vergleich der Perfusionswerte in der Leber der Kontroll- und

Peritonitisgruppe tUber den gesamten Versuchszeitraum

Der Mittelwertvergleich von Kontroll- und Peritonitisgruppe ergab zu den jeweiligen
Zeitpunkten folgende Werte:

Zeitpunkt Peritonitis | Mittelwert SEM p-Wert

ja/nein [ml/g/min]

ty nein 0,2774 0,0571 0,000
ja 0,1402 0,0367

to nein 0,1351 0,0290 0,000
ja 0,0709 0,0087

ts nein 0,4552 0,0677 0,000
ja 0,2015 0,0312

ty nein 0,9410 0,1450 0,000
ja 0,1587 0,0172
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ts nein 0,5459 0,1095 0,000
ja 0,1865 0,0498

ts nein 0,3727 0,0381 0,001
ja 0,0465 0,0062

Tab. 3.4.8: p-Werte zum Vergleich der Blutflusswerte in der Leber der Kontroll- und

Peritonitisgruppe

Die Tabelle zeigt, dass die Blutflusswerte, die zwar zu Beginn des Versuches bereits

einen signifikanten Unterschied aufweisen, doch ab dem Zeitpunkt t3 sich sehr viel

deutlicher voneinander wegbewegen, wobei der Wert der Kontrollgruppe bei t, als

Ausrei3er angesehen werden muss. Der Unterschied der beiden Gruppen in der

Perfusion ist wahrend des gesamten Zeitraumes hochsignifikant (p-Wert=0,000, bei
ts p=0,001, MANOVA).

Die Perfusionswerte der Lunge der Kontroll- und der Peritonitisgruppe zeigt die

nachfolgende Abbildung:
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Abb. 3.4.12: Vergleich der Perfusionswerte in der Lunge der Kontroll- und

Peritonitisgruppe tUber den gesamten Versuchszeitraum

Der Mittelwertvergleich von Kontroll- und Peritonitisgruppe ergab zu den jeweiligen
Zeitpunkten folgende Werte:

Zeitpunkt Peritonitis | Mittelwert SEM p-Wert

ja/nein [ml/g/min]

t1 nein 0,9871 0,1721 0,185
ja 1,3366 0,3380

to nein 0,5868 0,1417 0,519
ja 0,6170 0,1360

ts nein 0,7924 0,1546 0,001
ja 1,7663 0,5263

ty nein 1,5395 0,1766 0,000
ja 0,5578 0,1147
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ts nein 0,5710 0,0895 0,003
ja 0,3347 0,0442

ts nein 0,4812 0,0605 0,028
ja 0,1471 0,0408

Tab. 3.4.9: p-Werte zum Vergleich der Blutflusswerte in der Lunge der Kontroll- und

Peritonitisgruppe

Hier erkennt man,

dass die anfangs gleichen Perfusionswerte im weiteren

Versuchsablauf (mit Ausnahme von Zeitpunkt t3 (= 24 h)) bei der Peritonitisgruppe

deutlich absinken, um am Ende des Versuchszeitraumes sich wieder an die Werte

der Kontrollgruppe anzugleichen. Der p-Wert Gber den gesamten Zeitraum ist 0,000

(MANOVA), es liegt ein hochsignifikanter Unterschied in der Perfusion zwischen

Kontroll- und Peritonitisgruppe vor.

Die folgende Abbildung zeigt den Verlauf der Perfusionswerte im Magen.
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Abb. 3.4.13: Vergleich der Perfusionswerte im Magen der Kontroll- und

Peritonitisgruppe tUber den gesamten Versuchszeitraum

Der Mittelwertvergleich von Kontroll- und Peritonitisgruppe ergab zu den jeweiligen

Zeitpunkten folgende Werte:

Zeitpunkt Peritonitis | Mittelwert SEM p-Wert

ja/nein [ml/g/min]

t1 nein 1,1246 0,3161 0,050
ja 0,6325 0,1423

to nein 1,0975 0,1972 0,001
ja 0,2579 0,0505

ts nein 1,3660 0,2856 0,021
ja 0,3460 0,1148

ty nein 2,4034 0,3552 0,000
ja 0,5210 0,1033
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ts nein 0,8861 0,1910 0,002
ja 0,4728 0,1183

ts nein 1,6999 0,2966 0,000
ja 0,0600 0,0243

Tab. 3.4.10: p-Werte zum Vergleich der Blutflusswerte im Magen der Kontroll- und

Peritonitisgruppe

Auch hier erkennt man, dass die Werte, die anfanglich nahe beieinander liegen (hier

ist der Wert fur die Peritonitisgruppe bereits signifikant niedriger als der der

Kontrollgruppe), im Verlauf der Zeit noch deutlicher auseinanderweichen und die

Werte der Peritonitisgruppe signifikant niedriger liegen als die der Kontrollgruppe, um

sich auch hier wieder am Ende des Versuchszeitraumes anzugleichen. Der p-Wert

Uber den gesamten Zeitraum ist 0,001 (MANOVA), es liegt ein hochsignifikanter

Unterschied in der Perfusion zwischen Kontroll- und Peritonitisgruppe vor.

In der folgenden Abbildung sind die Blutflusswerte im Skelettmuskel dargestellt:
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Abb. 3.4.14: Vergleich der Perfusionswerte im Skelettmuskel der Kontroll- und

Peritonitisgruppe tUber den gesamten Versuchszeitraum

Der Mittelwertvergleich von Kontroll- und Peritonitisgruppe ergab zu den jeweiligen
Zeitpunkten folgende Werte:

Zeitpunkt Peritonitis | Mittelwert SEM p-Wert

ja/nein [ml/g/min]

t1 nein 0,0297 0,0124 0,305
ja 0,0354 0,0089

to nein 0,0463 0,0341 0,308
ja 0,0565 0,0132

t3 nein 0,0364 0,0174 0,047
ja 0,0301 0,0063

ty nein 0,0451 0,0126 0,469
ja 0,0628 0,0202
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ts nein 0,0585 0,0215 0,001
ja 0,1457 0,0818

ts nein 0,0612 0,0086 0,162
ja 0,0076 0,0025

Tab. 3.4.11: p-Werte zum Vergleich der Blutflusswerte im Skelettmuskel der Kontroll-

und Peritonitisgruppe

Bei der Durchblutung des Skelettmuskels zeigt sich bis auf den Zeitpunkt tg kein

signifikanter Unterschied. Der p- Wert Uber den gesamten Zeitraum ist allerdings mit
0,013 signifikant (MANOVA).

Die Perfusionswerte der Niere liegen in der nachsten Abbildung vor.
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Abb. 3.4.15. Vergleich der Perfusionswerte in

der Niere der Kontroll- und

Peritonitisgruppe Uber den gesamten Versuchszeitraum
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Der Mittelwertvergleich von Kontroll- und Peritonitisgruppe ergab zu den jeweiligen
Zeitpunkten folgende Werte:

Zeitpunkt Peritonitis | Mittelwert SEM p-Wert

ja/nein [ml/g/min]

t1 nein 1,4291 0,1539 0,022
ja 0,9908 0,1495

to nein 1,1924 0,1814 0,008
ja 0,8295 0,0997

ts nein 1,6560 0,2180 0,000
ja 0,9512 0,1329

ts nein 1,7532 0,2198 0,000
ja 1,4169 0,1397

ts nein 1,0477 0,1035 0,292
ja 0,7782 0,1270

te nein 2,8505 0,2413 0,000
ja 0,4684 0,2937

Tab. 3.4.12: p-Werte zum Vergleich der Blutflusswerte in der Niere der Kontroll- und
Peritonitisgruppe

Die Blutflusswerte der Niere weichen (mit Ausnahme von Zeitpunkt tg, hier liegt ein
Ausreil3er vor) im Laufe des Versuches immer weiter voneinander ab, die Nieren der
Peritonitisgruppe werden signifikant weniger durchblutet als die der Kontrollgruppe.
Am Ende des Versuchszeitraumes kehrt sich das Bild um und zum Zeitpunkt t; sind
die Nieren der Peritonitisgruppe sogar besser durchblutet als die der Kontrollgruppe.
Der p-Wert Uber den gesamten Zeitraum ist 0,000 (MANOVA), es liegt also
insgesamt ein hochsignifikanter Unterschied in der Perfusion zwischen Kontroll- und

Peritonitisgruppe vor.
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4. Diskussion

Regionale Perfusion Uber einen langeren Zeitraum messen zu kdnnen ist eine der
wesentlichen Voraussetzungen, um bestimmte Fragestellungen wie zum Beispiel die
Knochenheilung oder die Entwicklung der Organperfusion bei der Sepsis verstehen
und untersuchen zu konnen. Daher ist es zum einen notwendig, mit Hilfe der
eingesetzten Materialien wie hier den Mikrospharen Messungen tber mehrere Tage
oder sogar Wochen verlasslich durchzufihren, zum anderen muss die
Traumatisierung der Versuchstiere durch die Injektion der Mikrosphéaren so gering
wie moglich gehalten werden, um den Einfluss auf die tatsachlichen Veranderungen,
die gemessen werden sollen, so gering wie mdglich zu halten. Daher war das Ziel
dieser Arbeit, eine neue, minimal invasive Methode zu entwickeln, die Messungen
der Organperfusion Uber einen langeren Zeitraum erlaubt. Hierfiir musste ein neues
Katheterportsystem und eine neue Technik zur Einfihrung desselben entwickelt
werden, um einerseits das chirurgische Trauma so weit wie mdglich reduzieren und
andererseits modellhafte experimentelle Konditionen zu ermdglichen, ohne
zusatzlichen Stress durch experimentelle Instrumentierung mit langandauernder
postoperativer Krankheit auf das Tier auszutben. Die Moglichkeit, Mikrospharen
atraumatisch zu injizieren, ist eine wesentliche Vorraussetzung fur eine korrekte

Blutflussbestimmung.

4.1 Auswahl der Mikrosphéaren —radioaktiv versus fluoreszenzmarkiert

Zunachst musste eine Auswahl der zu injizierenden Mikrospharen getroffen werden.
Prinzipiell stehen, wie in der Einleitung ausfuhrlich vorgestellt, drei Arten zur
Verfugung: radioaktiv markierte, farbig markierte und fluoreszenzmarkierte
Mikrospharen. Farbig markierte Mikrospharen schieden von vornhinein aus. Trotz
ihrer hohen Stabilitat in vitro und in vivo (76) ist zum einen die Verarbeitung dieser
Mikrospharen wenig standardisiert (54, 76), was zu ungenauen und wenig

reproduzierbaren Ergebnissen fuhren kénnte (105). Zum anderen ist der Zeit- und
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Arbeitsaufwand fur die Verarbeitung sehr hoch (76). Bei der verbesserten Methode
mussen hochgiftige Substanzen verwendet werden missen (134) und es kdnnen nur
maximal drei verschiedene Farben verwendet werden (105), so dass ihr Einsatz sehr
limitiert wéare.

Radioaktive Mikrosphéaren sind schon sehr lange im Einsatz, da die Ergebnisse sehr
verlasslich und reproduzierbar sind. Nichtsdestoweniger haben auch sie Nachteile,
die sie speziell fur chronische Messungen nur eingeschrankt einsetzbar machen. Sie
verlieren Uber einen langeren Zeitraum aufgrund der Halbwertszeit der Radionuklide,
die sie inkorporiert haben, naturgemafl an Radioaktivitdt. Dies fuhrt zu einer
Unterschatzung der Werte, die am Anfang des Experimentes gemessen wurden. (47,
105) Der Umgang mit radioaktiven Stoffen stellt ein Gesundheitsrisiko dar, belastet
die Umwelt und verursacht aufgrund der besonderen Voraussetzungen, die fur die
Handhabung dieser Stoffe gegeben sein missen, und auch wegen der besonderen
Entsorgung des Abfalls und der organischen Reste enorm hohe Kosten (105).

Es erscheint daher sinnvoll, bei chronischen Experimenten fluoreszenzmarkierte
Mikrospharen einzusetzen. Diese haben im Vergleich mit radioaktiv markierten
Mikrospharen ihre Validitat und Reproduzierbarkeit bewiesen. Es zeigte sich bei
Experimenten eine hervorragende Ubereinstimmung der mit Hilfe der
fluoreszenzmarkierten Mikrospharen gewonnenen Werte mit denen der radioaktiven
Mikrospharen (47). Die Stabilitat der fluoreszenzmarkierten Mikrospharen in vitro und
in vivo konnte ohne signifikanten Intensitatsverlust (ber mehrere Monate
nachgewiesen werden (12, 27, 47, 105, 142). Dies stellt den wesentlichen Vorteil
gegenuber den radioaktiv markierten Mikrospharen dar, welche nach einem langeren
Zeitraum aufgrund des Nachlassens der Radioaktivitét ihre Reliabilitat einbtfRen (47,
105). Daruber hinaus entfallt bei dem Einsatz und der Verarbeitung der
fluoreszenzmarkierten ~ Mikrospharen das Problem der Umwelt- und
Gesundheitsbelastung aufgrund von Radioaktivitdt oder giftiger Chemikalien, was
auch zu einer wesentlichen Reduktion der Kosten fihrt (105). Nachdem 1999 eine
neue, automatisierte Methode der Gewebeprobenverarbeitung far
fluoreszenzmarkierte Mikrosphéaren entwickelt wurde (108), ist dieser Vorgang

schneller, billiger und vor allem weitgehend standardisiert worden (12, 47, 133).
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4.2 Voraussetzungen fur die Perfusionsmessung mit Mikrospharen

Mit Hilfe der fluoreszenzmarkierten Mikrosphéren wird die chronische Evaluation der
regionalen  Organdurchblutung bei  Wundheilung, = Knochenheilung  und
Anastomosenheilung sowie auch bei akutem Atemnotsyndrom (ARDS) Uber Wochen
und Monate moglich (142). Allerdings erfordert die valide Perfusionsmessung einige
Voraussetzungen, die speziell bei chronischen Experimenten beachtet werden
missen. Die injizierten Mikrospharen mussen sich analog des Herzzeitvolumens
verteilen, am Ort des trappings verbleiben und ihre Messbarkeit behalten.

Ein erster wichtiger Aspekt ist daher die Wahl der richtigen Menge an zu
injizierenden Mikrospharen. Studien haben gezeigt, dass eine Mindestmenge von
400 Mikrospharen pro Gewebeprobe eingehalten werden muss, um verlassliche
Ergebnisse zu erhalten (25). In einer neueren Studie von Polissar et al konnte jedoch
bewiesen werden, dass, je nachdem, welche Fragestellung der Versuchsreihe zu
Grunde liegt, auch eine wesentlich geringere Menge an Mikrospharen flr reliabe
Messungen ausreicht, solange eine gesamte Mindestmenge von 15000
Mikrospharen pro Injektion nicht unterschritten wird (104).

Auch eine Hoéchstmenge an zu verwendenden Mikrosphéaren wurde festgelegt.
Obwohl eine — zumeist reversible — Beeinflussung der Hamodynamik erst ab einer
Injektionsmenge von 6 * 10° Spharen/kg KG pro Injektion zu beobachten war, wurde
aus Sicherheitsgriinden eine Obergrenze von 2,5 * 10° Spharen pro Injektion
festgelegt (75). Eine Hochstmenge der gesamten injizierten Mikrospharen im
Rahmen von chronischen Experimenten konnte nicht gefunden werden, da aufgrund
der Ausbildung von KapillargeféaRen bereits Sekunden nach der Injektion keine
langerfristige Beeintrachtigung der Mikrozirkulation nachgewiesen werden konnte
(55, 145). Im Rahmen unserer Studie wurden pro Injektion 1 * 10° Sphéren
verwendet, so dass die Hochstgrenze beachtet wurde, und auch die Mindestmenge
wurde bei der Gewebeaufbereitung bertcksichtigt und eingehalten.

Des weiteren muss berucksichtigt werden, dass, wenn absolute Blutflusswerte
bestimmt werden sollen, eine Referenzprobe gewonnen werden muss. (s. auch
1.1.2.1.1) Dies erfordert einen arteriellen Zugang, Uber den kontinuierlich mit einer
definierten Geschwindigkeit Blut abgezogen wird, um so eine Art ,kunstliches Organ*

zu erhalten, dessen Durchblutung bekannt ist, und mit Hilfe dessen die absoluten
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Werte in den zu bestimmenden Regionen errechnet werden kdbnnen. Dazu missen
einige Voraussetzungen beachtet werden. Zum einen muss die Dauer des Abzugs
bestimmt werden, die sicherstellt, dass alle noch zirkulierenden Mikrosphéren
anteilsmafig von der Referenzprobe erfasst werden. In Studien wurde diese Zeit auf
mindestens eine Minute festgelegt (6), aus Sicherheitsgriinden wird jedoch eine
Mindestabzugzeit von 3 Minuten empfohlen (26). In der vorliegenden Studie wurde
eine nach einer Minute Vorlauf, um ein sicheres Ergebnis zu erhalten, eine Abzugzeit
von vier Minuten gewahlt, so dass diese Voraussetzung sicher erfullt wird.

Die Frage des Abnahmeortes wurde auch in der Literatur diskutiert und mit
Versuchen Uberpruft. Es zeigte sich, dass es keine systematischen Unterschiede
zwischen den Abnahmeorten gibt, so lange die Arterie eine Mindestgrol3e aufweist,
die es ermdglicht, die Referenzprobe mit dem gewinschten Fluss kontinuierlich zu
gewinnen (25). Die in unserem Modell aus der Ohrarterie genommene Referenz
erwies sich als reliabel und stabil.

Bei der Etablierung des Modells wurden Fehlermdglichkeiten bei der Messung mit
Mikrospharen erkannt, die hier im Spiegel der Literatur diskutiert werden.

Eine Mdoglichkeit, bei der Perfusionsmessung mittels Mikrospharen falsche Werte zu
erhalten, liegt in ihrer Verlagerung aus dem Prakapillarbett. Dies kann prinzipiell auf
zwei Arten geschehen. Zum einen kdnnen die Mikrosphéren durch arterio-vendse
Anastomosen rezirkulieren, was falsch-hohe Werte ergeben wirde. Jedoch konnte
dieses mogliche Shunting sowohl Gber die Lunge als auch durch das Kapillarbett der
Organe durch Untersuchungen ausgeschlossen bzw. als so geringfligig angesehen
werden, dass es fur die Messungen vernachlassigbar erscheint (99, 114). Wichtig ist
allerdings, dass der Durchmesser der Mikrospharen richtig gewahlt wird. Studien
belegten, dass ein Durchmesser von 7 um auf keinen Fall unterschritten werden darf
(136), und dass bei Versuchen, die die Méglichkeit einer Vasodilatation beinhalten,
ein Durchmesser von 15 pm zu empfehlen ist (38, 87, 137).

Die zweite Fehlermdglichkeit ist das nachtréagliche dislodging der bereits in den
Prakapillaren arretierten Mikrospharen. Hier bewiesen Studien, dass bei einem
Durchmesser von Uber 10 um dieses Phanomen nicht bertcksichtigt werden muss
(28). Auch die Frage, in wie weit die Hamodynamik, also Blutdruckanstiege oder —
abfélle sowie Steigerung oder Senkung der Herzfrequenz Einfluss auf das dislodging

haben, wurde beantwortet und fir vernachlassigbar erachtet (20, 38, 46, 136).
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Des weiteren darf der Durchmesser nicht zu grof3 gewahlt werden, weil dann die
Gefahr besteht, dass die Mikrospharen bereits vor den Prakapillaren, zum Teil sogar
schon in den Arteriolen hangen bleiben und somit die Messergebnisse verfalschen
wirden und teilweise auch die Hamodynamik beeinflussen kénnten. Dies ist bereits
bei einem Durchmesser von 25 um der Fall (149).

Daraus folgt, dass die Reliabiliat der Ergebnisse allein von dem gut gewéhlten
Durchmesser der verwendeten Mikrospharen abhangt, welcher in dieser Studie mit
15 um optimal ausgewahlt wurde, da die vorgenannten und bereits in der Einleitung
genau vorgestellten Studien diesen als empfehlenswertesten erachtet haben.

Dass diese Mikrospharen die Mikro- und Makrozirkulation nicht beeintréachtigen,
wurde in vielfaltigen Studien nachgewiesen. So wurde mit Hilfe der Messung der
hamodynamischen Parameter (71, 114, 145) sowie unter Einsatz der
Intravitalmikroskopie nachgewiesen, dass die Mikrospharen selbst keinen
signifikanten Einfluss auf die Zirkulation haben (25, 28, 34, 38, 71, 72, 99, 136).
Einzig der Zusatz von Tween80 zu der Mikrospharenldsung wurde fur einen kleinen
Blutdruckanstieg unmittelbar nach der Injektion verantwortlich gemacht, dieser war
jedoch spontan sistierend und betrug maximal 3 mmHg, so dass auch dieser als
vernachlassigbar angesehen wurde (156).
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4.3 Grundsatzliches

4.3.1 Voraussetzungen fur die Untersuchung

Entscheidende Voraussetzung fur die Untersuchung verschiedener Einflisse auf die
regionale Perfusion wie zum Beispiel Endotoxindmie und Sepsis ist, dass die
Organperfusion nicht durch die artifizielle Entnahme von Organen und die
Untersuchung ex vivo unterbrochen wird, sondern dass der Organismus als ganzes
unbeeinflusst von Versuchsnebeneffekten bleibt und die gemessenen Anderungen in
der Perfusion alleine auf die zu untersuchenden Einflisse zurtickzufihren sind.

Eine weitere Voraussetzung beruht darauf, dass sowohl Leukozyten als auch das
Endothel in voller Funktionsfahigkeit einschliel3lich uneingeschrankter enzymatischer
Stoffwechselkompetenz erhalten sind und so einzeln und in jeweiliger Interaktion mit
ihren Liganden zur mikrovaskularen Durchblutung beitragen kénnen.
In-vitro-Untersuchungen an endothelialen Monolayern sowie die Isolation von
Leukozyten fuhren Uber Milieuanpassungsvorgange zu einer weitreichenden
Verschiebung von biologischen  Aktivitditsmustern  (Membranfluiditat, pH,
Enzymaktivitat) und erlauben damit keine adaquate Untersuchung der
zugrundeliegenden pathophysiologischen Zusammenhénge. Weiterhin kann davon
ausgegangen werden, dass unter in vivo Bedingungen biochemische Substrate
sowie Stoffwechselprodukte in einem nicht zu den genannten Zellgruppen
gehorenden Kompartiment (Serum, Mastzellen, Erythrozyten etc.) in die in vivo
ablaufenden Reaktionen modulierend eingreifen und sich damit jeder in vitro
Untersuchung entziehen. Insbesondere die Induktion einer Endotoxinamie stellt fur
sich eine komplexe pathophysiologische Situation dar, die in einem isolierten
Zellversuch nicht nachahmbar ist, da eine zentrale Bedingung fur dieses Modell darin
besteht, dass die biologische Funktion der Makrophagen sowie der Blutplattchen nur
in vivo, d.h. ohne die entsprechenden Zellen durch die exogene Manipulation zu
verandern, adaquat zu untersuchen ist. Zur Untersuchung der pathophysiologischen
Zusammenhange unter den genannten experimentellen Bedingungen ist daher

mindestens ein Drei-Kompartiment-System notwendig.
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Eine besondere Schwierigkeit bei einem chronischen Sepsismodell stellt die
Etablierung einer Sepsis mit Organversagen, aber ohne Verursachung des sofortigen
Absterbens der Tiere dar. Des weiteren sollte eine Situation geschaffen werden, die

dem tatsachlichen Geschehen in der Klinik so nahe wie moglich kommt.

4.3.2 Auswahl der Versuchstierspezies

Das Kaninchen als Versuchstier wurde fur dieses Modell aus mehreren Griinden
gewahlt. Zum einen ist fur die arterielle Infusion der Mikrosphéaren ein Versuchstier
notig, das ausreichend grofl3 fur zwei arterielle Zugange ist und bei dem mehrfach
etwa 5 ml Blut fir Bestimmungen abgenommen werden kénnen (42). Zum anderen
sollte eine Tierart gewéhlt werden, die nicht von vornherein eine Endotoxinresistenz
aufweist, sondern die bei den entsprechenden Endotoxinspiegeln auch mit dem
Menschen vergleichbare Krankheitssymptome aufweist. Das Kaninchen eignet sich
hierzu, da schon Endotoxin in einer Dosis von 100ug/kg Korpergewicht eine
vergleichbar schwerwiegende Endotoxinamie induziert, wahrend bei Ratten z.B. 1 -
10mg/kg Korpergewicht Endotoxin zur Induktion einer Endotoxindmie notwendig ist.
Es sollte zudem madglich sein, eine Peritonitis mittels Darmperforation zu induzieren
und am Folgetag den Darm auszuleiten (entsprechend der klinischen
Herdsanierung). DarUber hinaus weist das Kaninchen im Gegensatz zum Schwein
(ca. 25 kg) ein deutlich geringeres Korpergewicht auf, was sich in der Dosierung der
verwendeten Medikamente und der Mikrosphérendosis niederschlagt (etwa 10% der
Dosis beim Schwein). Der Tierpreis fur Kaninchen ist ebenso deutlich geringer. Damit
ist dieses Modell deutlich kostengunstiger. Gleichzeitig sind bereits chronische
Untersuchungen zur Knochenperfusion am Kaninchen durchgefuhrt worden (100).
Der Wechsel der Versuchstierspezies hatte zwingend die Neuentwicklung der
arteriellen Katheterportsysteme zur Folge gehabt sowie die Neuerarbeitung eines
chronischen Modells mit Narkose, Operationen sowie Medikamentenver-
abreichungen.

Ein Nachteil kann sich beim Kaninchen allerdings daraus ergeben, dass es flr

bestimmte Untersuchungen der regionalen Perfusion aufgrund der Gro3e der Organe
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nahezu unmdoglich sein kann, die Proben in die gewiinschten kleinen Teile zu
trennen. Bei Fragestellungen, die zum Beispiel die genauen Untersuchungen des
Myokards mit Unterscheidung der Perfusion von Epi-, Endo- und Mesokard
bericksichtigen, wird die getrennte Aufbereitung dieser einzelnen Gewebeteile sicher
sehr schwierig oder nahezu unmdoglich, selbst bei Verwendung mikroskopischer
Hilfsmittel.

4.3.3 Wahl der Narkose

Die Auswahl der Narkose spielt bei der Perfusionsmessung ebenfalls eine wichtige
Rolle. So kénnen bestimmte Narkotika die Makro- wie auch die Mikrozirkulation
verandern und damit die Ergebnisse verdndern. Es zeigte sich in mehreren
Versuchen, dass vor allem volatile An&sthetika, allen voran das Halothan, einen
deutlichen Einfluss auf die Zirkulation, vor allem auf das dislodging von Mikrosphéaren
haben (28). In der vorliegenden Studie wurde eine intravendse Analgosedierung
durchgefuhrt, um zum einen diesem Effekt vorzubeugen, und zum anderen die bei
einer Narkose mit volatilen An&sthetika notwendige kontrollierte Beatmung zu
umgehen. Des weiteren wurde, um einen dennoch womdglich vorhandenen Effekt
gleichzuhalten, die Narkose stets auf die gleiche Weise durchgefiihrt. So konnte der

systematische Fehler mdglichst gering gehalten werden.

4.3.4 Wahl der MeBmethode fir die Mikrosphéaren

Die Melimethode fir die in dieser Arbeit gewahlten fluoreszierenden Mikrospharen
spielt eine wichtige Rolle, da die Perfusionswerte anhand der in den einzelnen
Gewebeproben vorhandenen Fluoreszenzintensitat bestimmt werden missen.
Hierfur muiussen die Proben aufbereitet und die Fluoreszenzfarbstoffe wieder

ausgelost werden. Wie bereits in der Einleitung (s. 1.1.3.2) ausfihrlich vorgestellt,
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stehen dazu verschiedene Verarbeitungsmethoden zur Verfiigung (47, 57, 105). Bei
der Auswahl mussen verschiedene Faktoren beriicksichtigt werden.

Zum einen durfen die Mikrospharen sowie die Fluoreszenzfarbstoffe von den
verwendeten Verarbeitungsmethoden bzw. Chemikalien nicht beeintrachtigt oder gar
zerstort werden. So kann zum Beispiel die mechanische Zerkleinerung der
Gewebeproben zu einer Zerstérung der Mikrospharen fuhren (12), die Verwendung
von hoherprozentiger KOH-L6sung kann den aus den Mikrosphéren ausgeléstem
Farbstoff zersetzen (1, 107, 133). Daher verbietet sich der Einsatz dieser Methode.
Des weiteren werden bei einigen Verarbeitungsmethoden durch Verwendung vieler
Gefalle und zahlreicher Arbeitsschritte Fehlerquellen erzeugt, die zum Beispiel zu
einem unnotigen Verlust von Mikrospharen bei jedem nétigen Transfer von einem
Gefald zum anderen fuhren wirden (47). Dies fuhrt, insbesondere bei Verwendung
einer Referenzprobe und falsch-niedriger Messung der Intensitat in dieser, zu einer
bedeutsamen Fehleinschéatzung (107, 108, 133, 141).

Wichtig ist aul3erdem, dass sich die eingesetzte Methode fur die Verarbeitung aller
gewlnschten Gewebeproben eignet, so dass nicht wahrend einer Versuchsreihe
verschiedene Verarbeitungsmethoden verwendet werden muissen. Schwierig ist
dabei vor allem die Verarbeitung fettreicher Gewebearten (Hirn, Leber), bei denen
manche Filtermembranen nicht geeignet sind (27, 47, 107, 108, 141) sowie von
Geweben mit geringer Dichte (Lunge), bei denen bestimmte Sondermethoden zum
Einsatz kommen kdénnen (47).

Ein weiterer Aspekt ist der bendtigte Zeit-, Arbeits- und Kostenaufwand, den viele der
existierenden Methoden erfordern. Diesen gilt es ebenfalls zu minimieren (12).

Im vorliegenden Fall haben wir uns fir die seit 1998 etablierte automatisierte
Aufbereitung der Proben mit Hilfe eines Robotersystems entschieden, bei welcher
alle oben erwédhnten Problematiken weitestgehend bertcksichtigt werden. Es wird
nur ein Gefald verwendet, in welchem die Gewebeproben aufbereitet, die Farbstoffe
aus den Mikrospharen ausgel6st und die Intensitat bestimmt werden kann. Durch die
Automatisierung wird der zeitliche, finanzielle wie auch der personelle Aufwand
minimiert. Es kénnen alle Gewebearten sowie die Referenzblutproben verarbeitet
werden, und die verwendeten Verarbeitungsmethoden und Chemikalien fuhren zu
keinem Verlust von Mikrospharen oder Farbstoffen (107, 108, 133). Diese Methode
prasentiert sich somit als die geeignetste, vor allem bei der Verarbeitung vieler

Gewebeproben.
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Ein Nachteil all dieser Verarbeitungsmethoden ist unzweifelhaft die Tatsache, dass
durch die maschinelle Aufarbeitung und vollstandige Auflésung der einzelnen
Gewebeproben im nachhinein keine Mdglichkeit mehr besteht, die Ergebnisse zu
tberprufen bzw. bei unplausiblen Werten Fehleranalyse anhand der Gewebeproben
zu betreiben oder die Messungen zu wiederholen, sollte ein Messfehler oder ein
technischer Defekt wéahrend der Messungen aufgetreten sein. Auch eine
mikroskopische Untersuchung der Gewebeproben ist nur alternativ, nicht zuséatzlich
zu den Perfusionsmessungen moglich, da nach der Prozessierung die Gewebe
vollstdndig aufgeldst sind und somit nicht mehr flr weitere Untersuchungen zur
Verfiigung stehen, wahrend die Aufarbeitung der Proben fur mikroskopische Zwecke
die nachtragliche Prozessierung augrund der verschiedenen notwendigen
Fixierungen unmoéglich macht. So kann die Gewinnung von mikroskopischen
Erkenntnissen nur durch Verzicht auf Proben zur Perfusionsmessung zustande

kommen.
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4.4 Voraussetzungen fiur die repetitive Injektion

4.4.1 Entwicklung eines chronischen Zugangs

Bislang mussten die Mikrospharen zu jeder Messung entweder intrakardial injiziert
werden oder aber fur jede Messung Injektionskatheter in das Herz eingebracht
werden (142). Beide Vorgehensweisen erfordern invasive Malinahmen
(Thorakotomie und tiefe Allgemeinnarkose) (40). Dies stellt zum einen fir die
Versuchstiere eine sehr hohe Belastung dar, zum anderen koénnen dadurch
verfalschte Messergebnisse entstehen, da groRe chirurgische Traumen wie
Thorakotomie oder Kardiotomie zur Einbringung von Messsonden sowie
langandauernde Ané&sthesie massive Verdnderungen mit Freisetzung von
Entzindungsmediatoren sowie Stdrungen in der Mikrozirkulation induzieren (121,
146). Diese Veranderungen der Immunantwort und Stoérungen der
hamodynamischen  Parameter mit darauffolgenden  Veranderungen der
Mikrozirkulation bleiben Uber Tage und Wochen bestehen (125).

.Eine Grundvoraussetzung fur einen chronischen Versuchsansatz ist also eine
Vermeidung von sekundaren Effekten auf die Messung der Perfusion wie eben den
Einfluss tiefer Narkosen und/oder grof3er chirurgischer Traumata (92, 142, 144).

Es wurden schon friher linksventrikulare Katheter beschrieben, welche auf einer
retrograden Einfluihrung des Katheters tiber die Arteria carotis durch die Aortenklappe
in den linken Ventrikel beruhen (142). Ein Hauptproblem dieser Katheter ist die
Tatsache, dass sie wegen ihrer einmaligen Verwendbarkeit zu jedem Messzeitpunkt
neu eingefuhrt und wieder entfernt werden mussten (142). Die punktierte Wand der
Arterie musste daher wiederholt genédht werden, um die weitere Durchgangigkeit zu
sichern, oder sie musste ligiert werden. Diese Nahte wie auch die Reoperationen
sind schwierig und erhdhen so das Gesamtrisiko der Operation. Dartber hinaus stellt
die wiederholte Notwendigkeit tiefer Allgemeinnarkosen mit ihren bekannten
unerwinschten Effekten auf die Makro- wie auch die Mikrozirkulation mogliche
Fehlerquellen speziell bei Kaninchen dar (125). Es besteht die Mdoglichkeit der
Verwendung von Kathetern mit subkutanem Zugang, welche in die

Hauptstammkoronararterie implantiert werden, diese kdnnen allerdings lediglich bei
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grolReren Tieren wie zum Beispiel Hunden angewandt werden, und auch bei diesem
Modell muss eine Thorakotomie durchgefuhrt werden. Aul3erdem kann bei dieser
Technik ausschliel3lich die Perfusion des Herzmuskels untersucht werden (84). Des
weiteren bestand in den Fallen, in denen aufgrund der Insertion des Katheters die
Arteria carotis communis ligiert werden musste, die Gefahr einer cerebralen Ischamie
mit nachfolgender Stérung der Hamodynamik.

Unser neues implantierbares Portsystem hingegen erlaubt wiederholten Zugang zum
linken Ventrikel zur Injektion von Mikrospharen oder zur Gewinnung von arteriellen
Blutproben unter leichter Sedierung durch einfache transkutane Punktion des
arteriellen Portreservoirs auch bei kleineren Versuchstieren wie dem Kaninchen und
vermeidet somit eine Thorakotomie sowie wiederholte Allgemeinnarkosen. Dadurch
reduziert diese Technik den perioperativen Stress der Tiere erheblich. Dadurch
werden wiederholte Blutflussmessungen in Organen Uber Wochen und Monate bei
einem einzigen Tier mdoglich, sodass zudem die Zahl der Versuchstiere, die bei
chronischen Fragestellungen und langfristigen Experimenten bisher erforderlich war,
drastisch reduziert wird.

Die Versuchstiere tolerieren die Implantation des Portsystems sehr gut. Wahrend der
Operation zeigen sich keinerlei schwerwiegende hdmodynamische Abweichungen
wie zum Beispiel ein Anstieg der Herzfrequenz und der Blutdruckes, was im Sinne
einer Stressreaktion gedeutet werden misste (siehe Tab. 3.1.2). Auch der Blutverlust
ist sehr gering, der leichte Abfall des Hamoglobins (siehe Tab. 3.1.2) ist am ehestens
auf die Verdinnung durch die intraoperative Volumengabe zu erklaren. Die
Kaninchen erholen sich innerhalb weniger Tage von der Operation, dies konnte zum
einen aufgrund des normalen Fress- und Spielverhaltens der Tiere wie auch der
raschen Wiedergewinnung des Ausgangsgewichtes (siehe Abb. 3.1.1) verifiziert
werden. Dartber hinaus ist die Technik der Operation verhaltnismafig einfach und
schnell zu erlernen, so dass keine lange Einarbeitungszeit und Vorversuche

notwendig werden.
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4.4.2 Cerebrale Perfusion

Die vorbeschriebene Implantationstechnik beeintrachtigt zudem die Perfusion der
Arteria carotis communis nicht. Die Tatsache, dass rechte und linke Gehirnhélfte
gleichmaliig perfundiert werden (s. Abb. 3.4.2 und Tab. 3.4.2), weist darauf hin, dass
die EinfiUhrung des Portkatheters lber die Arteria carotis und der Verbleib des
Katheters in diesem Gefal3 keine Auswirkungen auf die Gehirndurchblutung hat.
Klinisch lieBen sich keine Hinweise auf das Vorliegen einer cerebralen
Minderperfusion finden, weder intraoperativ durch das Kkurzfristig notwendige
Abklemmen der Arteria carotis, noch postoperativ oder wéahrend der Versuchsreihen.
Diese wirden zum einen von einer Verdnderung der makroh&modynamischen
Parameter begleitet, was bei unseren Kontrolltieren nicht nachzuweisen war (s. Tab.
3.1.2) Zum anderen wuirden die Tiere nach der Operation bei Vorliegen einer
cerebralen Ischamie klinisch auffallig werden. Bei den Perfusionswerten der rechten
und linken Hemisphare waren mit wenigen Ausnahmen Kkeine signifikanten
Unterschiede festzustellen, insbesondere kein signifikanter Abfall der Durchblutung
der rechten Gehirnhélfte (siehe Abb. 3.4.2 und Tab. 3.4.2).

Die Durchgéangigkeit der Arterie an der Stelle der Portinsertion wurde bei selektierten
Tieren nach Beendigung der Versuchsreihe und vor der Euthanasierung Uberpruft.
Es ergab sich stets eine gute Perfusion des GefalR3es, sowohl orthograd wie auch
retrograd. Somit konnte auf eine intakte Durchblutung der nachfolgenden Gewebe
und damit auch des Gehirns geschlossen werden.

Des weiteren wurde die Plasmakonzentration des Neuroproteins S100-b tberpruft.
Das Neuroprotein S100-b ist ein hochspezifischer und sensitiver Marker fur zerebrale
Ischamie bzw. fur Schadigungen des zentralen Nervensystems (2), welches von den
Astrogliazellen bei Schadigung in das Serum abgegeben wird und gut mit dem Grad
der Gehirnschadigung in verschiedenen klinischen und experimentellen Studien
korreliert (9, 13). Das Ausmald der Schadigung wird bereits durch eine frihe
Bestimmung der S-100b-Konzentration erfasst und ist daher bei Erhhung der Werte
ein wichtiger Prognosefaktor (2). Es fand sich bis zum flnften Tag nach der
Implantation kein signifikanter Anstieg der Plasmakonzentration (s. Tab. 3.1.3).
Daher ergab sich kein Hinweis auf eine durch die Arteriotomie und die im Rahmen
der Portinsertion notwendigen kurzzeitigen Abklemmung der Arteria carotis
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entstandene zerebrale Schadigung. Daher erscheint eine relevante zerebrale
Ischamie sehr unwahrscheinlich.

Dies ermdglicht auch Studien, welche die Gehirndurchblutung im einzelnen und in
unterschiedlichen Regionen untersuchen wollen. Ebenso werden Versuche uber
einen langeren Zeitraum, wie in diesem Modell 96 Stunden, aber auch tber Wochen
und Monate (100) mdglich, da sich zu verschiedenen Zeitpunkten, abhéngig von der
Menge an unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Mikrospharen, Perfusionswerte

gewinnen und am Ende des Versuches auswerten lassen.

4.4.3 Wahl des Katheterortes

Die Wahl des Katheterortes ergibt sich aus der Forderung, ein minimal invasives
Modell zu schaffen, welches ohne Thorakotomie oder ahnlich invasive Malinahmen
auskommt. Da man das linke Herz nur retrograd Uber eine Arterie erreicht und auch
nur in den linken Ventrikel, nicht aber in den linken Vorhof vordringen kann, muss der
Katheter also in den linken Ventrikel inseriert werden. In einer Studie von Degens et
al. wurde der Einfluss des Katheterortes auf die gleichmaRige Verteilung der
Mikrospharen nach der Injektion untersucht. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der Verteilung der Mikrospharen nach Injektion in den linken Vorhof
oder den linken Ventrikel (31). In einer weiteren Arbeit (71) wurde Vorhof mit
Ventrikel verglichen, auch hier stellte sich kein signifikanter Unterschied heraus, mit
der Ausnahme der kardialen Perfusionsmessung, bei der eine Platzierung des
Katheters im linken Vorhof vorzuziehen ist (71). Eine Arbeit von Schrock et al zeigte
jedoch, dass fur die Messung der regionalen Perfusion die Injektion in den linken
Ventrikel gleichwertig zu der Injektion in den linken Vorhof ist, und dass auch fur die
koronare Perfusion keine signifikanten Unterschiede zu beobachten sind (120). Fur
die Wahl des Injektionsortes kann also der linke Ventrikel als ausreichend
angesehen werden (31).

Da der Portkatheter bei der Einfihrung die Aortenklappe in den linken Ventrikel
passiert, ergibt sich die Frage, ob dadurch eventuell eine Aorteninsuffizienz und
damit eine hd&modynamische Instabilitat mit Stérung der physiologischen Verteilung
der Mikrospharen entstehen konnte. Eine andere Mdglichkeit, den Katheter mittels
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einer minimal-invasiven Methode in den linken Ventrikel oder den linken Vorhof
einzubringen, steht momentan nicht zur Verfigung und die Platzierung des Katheters
an einer anderen Stelle, etwa der Aorta ascendens, garantiert nicht dieselbe sichere
und gleichmafige Vermischung der Mikrosphéren bei der Injektion.

Die Wabhl eines extrem dinnen Katheters von 0,96 mm Aufl3endurchmesser, welcher
im Vergleich zu dem Durchmesser der Aortenklappe eines Kaninchens von etwa 3
Kilo Korpergewicht vernachlassigbar erscheint, macht eine Aorteninsuffizienz
unwahrscheinlich.

Des weiteren konnte durch die Messung der hamodynamischen Parameter
(arterieller Blutdruck, Herzfrequenz, arterielle Sauerstoffsattigung), welche wahrend
aller Versuchsreihen durchgefihrt wurden, kein Hinweis auf eine signifikante
Aorteninsuffizienz gefunden werden (siehe Tab. 3.1.1, Abb. 3.2.3 — 3.2.5). Es wurden
keine mit der Einfihrung des Portkatheters durch die Aortenklappe in zeitlichem oder
ursadchlichem Zusammenhang stehenden Veranderungen der oben genannten
Parameter beobachtet, wie sie bei der Ausbildung einer Aorteninsuffizienz zu
erwarten gewesen waren, wie zum Beispiel ein Anstieg der Herzfrequenz oder ein
Abfall des diastolischen Blutdruckes aufgrund des insuffizienten Schlusses der
Aortenklappe. Dartber hinaus konnten bei den Versuchstieren keine Kklinischen
Zeichen fur die Entwicklung einer Aorteninsuffizienz gefunden werden. So waren bei
den Kontrolltieren postoperativ keine klinischen Zeihen eines Lungenddems oder
pleuraler Erglisse nachweisbar. Die postmortale Untersuchung der Herzen ergab in
keinem Fall perikardiale oder pleurale Ergisse oder eine Lungenstauung (30). Die
Herzen, die ja im Falle einer Aorteninsuffizienz Gber eine so lange Zeit (mehr als 4
Wochen) eine VergréRerung und Hypertrophie hatten aufweisen missen (30),
zeigten im Vergleich mit der Literatur eine normale Gréf3e und normales Gewicht
(9,34 £ 2,90g, das entspricht 0,26 + 0,08% des Gesamtkérpergewichtes, das
durchschnittliche normale Herzgewicht betragt 0,29% des Gesamtkorpergewichtes
(127). Die Herzklappen, insbesondere die Aortenklappen, waren bei der Sektion zart
und frei von Auflagerungen oder anderen Veranderungen.

Zudem konnte im Vergleich mit anderen Modellen, bei denen Mikrosphéaren direkt in
den linken Vorhof injiziert wurden, kein wesentlicher Unterschied in der Verteilung
der Mikrosphéaren festgestellt werden (31). Somit erscheint ein signifikanter Einfluss
der retrograden Katheterisierung des linken Ventrikels auf die Makro- und

Mikrodynamik sehr unwahrscheinlich.
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4.5 Minimal invasiv versus invasive Messmethode

Eines der Hauptmerkmale des vorliegenden Modells ist die geringe Invasivitat. Diese
stellt, wie oben demonstriert, eine Grundvoraussetzung fur die chronische
Bestimmung von Perfusionswerten ohne Beeinflussung durch gro3ere chirurgische
Eingriffe oder tiefe Vollnarkosen mit der Notwendigkeit der kinstlichen Beatmung
dar.

Einige Werte kdonnten auch mit Hilfe anderer Mdglichkeiten gewonnen werden. Der
absolute Blutflusses kann zum Beispiel auch statt mittels der Gewinnung einer
Referenzprobe auch durch die Messung des jeweiligen Herzminutenvolumen zum
Zeitpunkt der Injektion errechnet werden. Da diese Bestimmung aber zur Zeit noch
invasive Methoden wie zum Beispiel die Einfuhrung eines Pulmonaliskatheters
erfordert, widerspricht dies dem minimal-invasiven Ansatz dieses Modells. Obwohl
der Pulmonaliskatheter unzweifelhaft einige wertvolle weitere hamodynamische
Informationen liefern wirde, die auch fur die Untersuchungen im Rahmen der
Sepsisstudien zusatzliche Aussagen zur Verfigung stellen wirden, kann unter der
Vorraussetzung, minimal-invasiv arbeiten zu wollen, diese sehr invasive MalRnahme
nicht durchgefuhrt werden. Zur Einfiuhrung eines Pulmonaliskatheters beim
Kaninchen muss eine Venae sectio durchgefihrt werden, welche zum einen ein
chirurgisches Trauma darstellt, zum anderen eine Vertiefung der Narkose erfordert.
(85). Dartber hinaus misste diese zu mehreren Zeitpunkten repetitiv durchgefuhrt
werden. Dies wirde zu einem unerwiinschten zuséatzlichen Einfluss auf die regionale
Perfusion fuhren, wie es sie fur die objektive Messwertgewinnung zu vermeiden gilt.
Bei der Kontrollgruppe, die vor allem der Verifizierung der Qualitdt und der
Reproduzierbarkeit der Messwerte in einem chronischen Versuchsaufbau sowie
zusatzlich dem Vergleich mit der Peritonitisgruppe diente, zeigte sich, dass das
Modell reliabel und reproduzierbar ist. Im Vergleich der Durchblutungsdaten Uber die
Zeit wie auch im Vergleich von paarig angelegten Organen zu den einzelnen
Zeitpunkten sind die Flusse vergleichbar und weichen nicht signifikant voneinander
ab (siehe Abb. 3.4.1 — 3.4.5). Dies beweist, dass die aufReren Einflisse wie die
vorher erfolgte Portanlage sowie der dann liegenden Port an sich keinen
signifikanten Einfluss auf die Mikrozirkulation haben. Auch die fur die einzelnen
Injektionen notwendigen repetitiven Sedierungen, die in dem vorliegenden Modell in
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einem sehr engen Zeitraum stattfinden (sieben Injektionen innerhalb von 96
Stunden) zeigen keine signifikante Anderung der Werte. Dadurch wird erst die
Beurteilbarkeit von zu untersuchenden Einfliissen, wie in diesem Projekt eine durch
.cecal ligation and puncture” induzierten Peritonitis mit Sepsis, mdglich. Auch die
Hamodynamik bleibt unbeeinflusst, wie anhand der gleichbleibenden
Durchblutungswerte fur das Herz (siehe Abb. 3.4 10) sowie der sich nicht andernden
makrohdmodynamischen Parameter wie Herzfrequenz und Blutdruck der
Kontrollgruppe deutlich wird (siehe Abb. 3.2.3 — 3.2.5), ist dieses Modell in hohem
Malfle fur Studien geeignet, welche die Einflisse verschiedenster Parameter auf die
Mikrozirkulation in vivo Uber einen langeren Zeitraum mit repetitiven Messungen

untersuchen wollen.
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4.6 Validitat der chronischen Messungen

4.6.1 Portimplantation

Die vorgestellten Ergebnisse belegen die Validitat des Modells fir chronische
Versuche unter minimal invasiven Bedingungen. Die vor den Versuchen notwendige
Portimplantation wurde von den Tieren gut toleriert und hatte nach einer
Erholungsphase von ca. 7 Tagen keinen Einfluss auf die wahrend der Versuche
gemessenen Werte. Auch die cerebrale Perfusion konnte, wie bereits in 4.4.2
vorgestellt, unbeeintrachtigt gemessen werden.

Wahrend der Portimplantation zeigten sich  keinerlei schwerwiegende
hamodynamische Abweichungen wie zum Beispiel ein Anstieg der Herzfrequenz und
der Blutdruckes, was im Sinne einer Stressreaktion hatte gedeutet werden mussen
(siehe Tab. 3.1.1). Auch der Blutverlust war sehr gering (siehe Tab. 3.1.1), der leichte
Abfall des Hamoglobins war am ehestens auf die Verdinnung durch die
intraoperative Volumengabe zu erklaren. Die Kaninchen erholten sich innerhalb
weniger Tage von der Operation (siehe Abb. 3.1.1). Auch klinisch zeigten die Tiere
nach dem ersten postoperativen Tag keine wesentliche Beeintrachtigung mehr (s.
3.2). Aul3erdem ist die Technik der Operation verhaltnismaRig einfach und schnell zu

erlernen, so dass keine lange Einarbeitungszeit und Vorversuche notwendig sind.

4.6.2 Kontrollgruppe

4.6.2.1 Hamodynamik

Bei den Kontrollgruppenversuchen zeigte sich, dass das Modell fur chronische
Versuche zur Perfusionsmessung hervorragend geeignet ist, da die Injektionen und

die dafir bendtigten leichten Sedierungen des Versuchstieres keinen signifikanten
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Einfluss auf die Makro- und Mikrozirkulation hatten und von den Tieren klinisch gut
vertragen wurden (s. 3.2). Dies wurde insbesondere durch die gleichbleibenden
hamodynamischen Parameter verdeutlicht, die wahrend der Versuche gemessen
wurden (siehe Tab. 3.2.1, Abb. 3.2.3 — 3.2.5). Einzig der Hamoglobinwert zeigte
einen signifikanten Abfall Gber die Zeit, was durch die wiederholten Blutabnahmen
und die Verdiinnung durch die perioperative bzw. periinjektionelle Infusionstherapie
zu erklaren ist und keinerlei Einfluss auf die Hamodynamik zeigte (s. Abb. 3.2.2).

4.6.2.2 Perfusion uber die Zeit

In diesem Modell wurde die Perfusion einzelner Organe Uber einen Zeitraum von 96
Stunden gemessen. Es zeigte sich, dass sich die Perfusion Uber die Zeit zwar
anderte, diese Veranderungen allerdings nicht signifikant und im Rahmen
biologischer Vorgange erklarbar waren (s. Abb. 3.4.9 — 3.4.15, Tab. 3.4.6 — 3.4.12).
Bei der Betrachtung der Blutflisse im Gehirn (s. Abb. 3.4.2 und Tab. 3.4.2), in der
Lunge (Abb. 3.4.12 und Tab. 3.4.9), im Skelettmuskel (Abb. 3.4.14 und Tab. 3.4.11)
und in der Niere (Abb. 3.4.15 und Tab. 3.4.12) waren, bis auf drei aus der Reihe
fallende Werte (Lunge bei t4, Gehirn bei t5, Niere bei tg) Uber den gesamten
Versuchszeitraum keine signifikanten Unterschiede zu beobachten. Es gibt Organe,
die im Gegensatz zu den vorgenannten mehr einer tageszeitlichen und ,Ereignis-
abhangigen“ Durchblutungsschwankung unterliegen, wie zum Beispiel Magen (Abb.
3.4.13 und Tab. 3.4.10), Darm (Abb. 3.4.9 und Tab. 3.4.6) und Leber (Abb. 3.4.11
und Tab. 3.4.8). Hier zeigte sich auch in der Kontrollgruppe der eine oder andere
Unterschied, im Gesamten waren die Flisse aber durchaus vergleichbar und die
Schwankungen im Rahmen biologischer Vorgange erklarbar (Nahrungsaufnahme
kurz vor dem Versuch, Abbauvorgange in der Leber(Medikamentengabe!) etc.).

Man kann anhand dieser Kontrollgruppenstudie also zeigen, dass die Injektionen
unter leichter Sedierung keinen signifikanten Einfluss auf die Organperfusion
ausiuben. Die nachfolgend in der Peritonitisgruppe gemessenen Veranderungen und
auch in weiteren Versuchen zu messende Werte und Einflisse konnen also
storungsfrei beurteilt werden. Die Ausreil3er bei den Verlaufen kdnnen einerseits
durch vielféltige, nicht berechenbare Einfliisse bei biologischen Modellen durchaus
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einmal vorkommen. Andererseits sind auch Fehler bei der Gewinnung der
Referenzprobe, ungenaue Sektion, fehlerhafte Gewichtsangaben oder sonstige
Unwégbarkeiten im Rahmen der Versuchdurchfihrung oder der Probenaufbereitung
nicht ausgeschlossen, wobei bei der Erh6hung aller Werte zu einem bestimmten
Zeitpunkt zuallererst von einer fehlerhaften Referenzprobe ausgegangen werden

muss.

4.6.2.3 Perfusion im Seitenvergleich

Bei der Betrachtung der Perfusionswerte der paarigen Organe Lunge, Niere und
Gehirn zeigte sich eine sehr gute Korrelation der beiden Seiten bei allen paarigen
Organen (siehe Abb. 3.4.1 — 3.4.5, Tab. 3.4.1 — 3.4.3). Dies ist, wiederum unter der
Bericksichtigung der Tatsache, dass es sich um ein biologisches Modell handelt, ein
hervorragendes Ergebnis und unterstitzt die Validitat. Bei der Durchblutung der
Lunge (Abb. 3.4.1 und Tab. 3.4.1) liegt bei t, wohl eine falsch-hohe Messung vor, die
allerdings fir beide Seiten gleich ist, so dass von einer fehlerhaften Gewinnung der
Referenzprobe ausgegangen werden muss. Dies scheint im vorliegenden Fall
unwahrscheinlich, da dann auch die Werte der anderen Organe der Kontrollgruppe
zu diesem Zeitpunkt falsch-hoch gewesen sein mussten. Es kann durchaus auch
einmal zu einem Zeitpunkt die Durchblutung in den einzelnen Organen aus
verschiedensten Ursachen erhoht sein, ohne dass diese im einzelnen im Nachhinein
noch nachvollziehbar waren. Die Perfusion des Gehirns (Abb. 3.4.2 und Tab. 3.4.2)
ist, bis auf den Zeitpunkt ts, ohne signifikanten Unterschied der beiden Seiten, was
auch wesentlich zur Untermauerung der minimalen Invasivitdt des Modells beitragt,
zeigt dies doch, wie bereits oben naher ausgefuhrt, die erhaltene Durchgangigkeit
der Arteria carotis, in welche der Port implantiert wurde. In der Niere (Abb. 3.4.3 -5
und Tab. 3.4.3) ist die Korrelation der beiden Seiten wohl am deutlichsten sichtbar.
Bis auf den Zeitpunkt ts sind die Werte nahezu identisch, selbst die Standardfehler

unterscheiden sich kaum.
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4.6.2.4 Perfusionswerte im Literaturvergleich

Der Vergleich der hier vorgestellten Werte mit der Literatur ergibt unterschiedliche
Aussagen. Der Blutfluss in der Niere liegt bei den hier vorgestellten Werten im Mittel
bei 1,34 + 0,22 ml*(min*g) * (s. Tab. 3.4.3 und 3.4.12), in der Literatur finden sich
Angaben von 0, 88 — 0,92 + 0, 15 — 0,17 ml*(min*g)™ (31), in einer anderen Studie
allerdings hohere Werte von 2,47 — 4,06 + 0,18 — 0,20ml*(min*g)™ (110). In einer
weiteren Studie findet sich ein noch weitaus héherer Wert, hier wird der Blutfluss in
der Niere mit 5,54 — 10,27 + 0,83 — 1,87 mlI*(min*g)™* angegeben (150). Der Blutfluss
im Skelettmuskel betrug im Schnitt 0,047 + 0,017 ml*(min*g)™ (s. Tab. 3.4.11),
Degens et al mal3en in verschiedenen Skelettmuskeln Werte von 0,014 — 0,055 +
0,007 — 0,016 ml*(min*g) ~* (31). Im Darm wurde in dieser Arbeit bei der
Kontrollgruppe eine mittlere Durchblutung von 0,74 + 0,14 ml*(min*g)™* gemessen,
der vergleichbare Wert in der Literatur liegt zwischen 0,62 — 0,70 + 0,03 — 0,05
ml*(min*g)™* (110). Die Perfusion der Leber, in diesem Modell mit 0,41 + 0,07
ml*(min*g)™* gemessen, wird in der Literatur héher angegeben, in einer Studie mit
1,71 — 1,87 + 0,08 — 0,11 ml*(min*g)* (110). Der Magen hatte einen
durchschnittlichen Blutfluss von 1,33 + 0,27 ml*(min*g)™, der Literaturvergleichswert
betragt 1,05 — 1,09 + 0,05 — 0,12 ml*(min*g)™ (110).

Man sieht an diesen beispielhaften Vergleichen, dass in den meisten Fallen die hier
vorgestellten Werte gut mit den in der Literatur vorhandenen Werten korrelieren.
Allerdings schwanken die Flusswertangaben auch in der Literatur zum Teil erheblich.
Dies ist bei biologischen Modellen zu erwarten, da die gemessenen Werte wesentlich
von &aulReren Faktoren abhéngen, die vor allem zwischen den einzelnen
Arbeitsgruppen erhebliche Unterschiede aufweisen (z.B. Tierhaltung, ortliche
Gegebenheiten, Tageszeiten, zu denen die Werte gemessen wurden, verwendete
Techniken und Medikamente/Narkotika etc.). So wurde vor allem bei dem hier
vorgestellten Modell im Gegensatz zu den meisten in der Literatur beschriebenen
Modellen zur Gewinnung der Flusswerte keine Allgemeinnarkose und Beatmung
notwendig. Wichtig ist daher bei allen Messungen vor allem, dass bei den
verglichenen Gruppen die Bedingungen stets die selben sind, um eine gute

intraexperimentelle Korrelation und Vergleichsmdglichkeit zu erreichen. So kdnnen
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auch dann signifikante Aussagen Uber Veranderungen in dem Versuch getroffen

werden, wenn sich die Absolutwerte von den Literaturangaben unterscheiden.

4.6.3 Peritonitisgruppe

4.6.3.1 CLP-Modell

Wir haben uns in dieser Sepsisstudie fir ein durch ,cecal ligation and puncture®
hervorgerufenes Peritonitismodell entschieden, um die Versuchsbedingungen an der
tatsachlichen klinischen Situation zu orientieren. Es handelte sich um eine durch eine
(in diesem Fall kunstlich hervorgerufene) Darmperforation entstandene kotige
Peritonitis (45, 153), wie sie im Klinischen Alltag zu beobachten ist. Diese wurde —
analog der Vorgehensweise bei erkrankten Menschen — durch Entfernung des
perforierten Darmstlckes sowie Lavage der Peritonealh6hle chirurgisch saniert und
durch perioperative Volumen- und Antibiotikagabe therapiert.

Eine septische Reaktion kann auch durch intravendse oder intraperitoneale Injektion
von Endotoxinen (42), welche zu einem Hauptprozentsatz aus dem Glykolipid
Lipopolysaccharid (LPS), welches in der Wand von gramnegativen Bakterien zu
finden ist, sowie des weiteren aus Teilen der Zellwande (Proteine, Fette und
Lipoproteine) besteht (42), induziert werden. Dies wurde in vielen vorangegangenen
Studien durchgefihrt (21). Hier kann vor allem eine genaue Aussage Uber die Menge
an injizierten LPS getroffen werden. Bei der Verwendung von Bakterien oder dem
CLP-Verfahren kann dies erst im Nachhinein n&dherungsweise bestimmt werden. Dies
kann einen potentiellen Nachteil darstellen, da es relativ schwierig ist, das Ausmal}
der mit Hilfe des CLP-Verfahren induzierten Sepsis genau zu kontrollieren.

Es bestehen jedoch trotzdem erhebliche Zweifel an der klinischen Relevanz von
Endotoxinmodellen, da eine Sepsis sich wesentlich von einem Endotoxinschock
unterscheidet (42, 153). Deshalb muss der Nutzen der aus solchen Modellen
gewonnenen Einsichten fir den klinischen Alltag in Frage gestellt werden (42, 153).

Des weiteren ist eine einmalige ,Bolus-Gabe“ von Sepsis-verursachenden
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Substanzen klinisch in den seltensten Fallen zu beobachten. Meist entsteht ein
septischer Herd, welcher Uber eine gewisse Zeit kontinuierlich Bakterien und
septische Substanzen an den Organismus abgibt (42, 153). Dies kann, neben dem
oben beschriebenen Modell, auch durch eine kontinuierliche Infusion von Bakterien
intravends oder intraperitoneal Gber eine gewisse Zeit erreicht werden. Dabei handelt
es sich allerdings auch um einen Ansatz, der der klinischen Realitat auch nicht
gerecht wird, zumal es sich bei klinischen Peritonitiden meist um eine Mischflora
handelt, welche im experimentellen Ansatz nur schwer nachzuahmen ist (42).
Dariiber hinaus ist das CLP-Modell sehr viel einfacher durchzufuhren, da es sich um
eine simple chirurgische Vorgehensweise handelt (42), bei der die Notwendigkeit der
Aufbewahrung und Anzucht der Bakterien entfallt (42).

Es zeigte sich bei den Versuchen, dass die fir die Injektionen wie auch die
chirurgische Sanierung notwendige Sedierung trotz des zum Teil schwer kranken
Zustandes von den Tieren relativ gut toleriert wurden. Die Tiere zeigten nach der
Herdsanierung eine deutliche Verbesserung des klinischen Zustandes, so dass zum
einen dieses Vorgehen als ausreichend angesehen werden muss, zum anderen
damit ein Uberleben langer als 24 Stunden, gewahrleistet wird. Dies ist fir
chronische Versuche eine Grundvoraussetzung und steht im Gegensatz zu den
bisher in der Literatur vorgestellten Sepsismodellen, in denen die Versuche meist
nach weniger als 24 Stunden (73, 74, 79, 88, 94, 96), selten nach langer als 48
Stunden (21, 45, 115) beendet wurden.

4.6.3.2 Perfusionswerte allgemein

Bei der Betrachtung der Perfusionswerte war zum einen zunachst festzustellen, dass
trotz der veranderten Versuchsbedingungen eine noch zufriedenstellende Rechts-
Links-Korrelation gegeben war, sodass die Versuche verwertbar sind, da die
Mikrosphareninjektionen gleichmé&fRig waren und sich auch gleichmalig im
Organismus verteilten (siehe Abb. 3.4.6 — 3.4.8 und Tab. 3.4.4 und 3.4.5).

Es stellen sich verschiedene Veranderungen bei den unterschiedlichen Organen
heraus. Zunéchst fiel auf, dass sich die Durchblutung des Herzens uber den
gesamten Versuchszeitraum nicht signifikant von der bei der Kontrollgruppe

128



unterschied (siehe Abb. 3.4.10, Tab. 3.4.7), was zum einen ein Hinweis darauf war,
dass das Herz selber nicht unmittelbar von der Sepsis betroffen war, und dass damit
auch alle anderen bei diesem Versuch gewonnenen Werte verwertbar waren, da
sich, ware das Herz wahrend des septischen Versuches ischamisch gewesen, durch
die veranderte Herzarbeit Abweichungen in der Makro- und Mikrozirkulation ergeben
hatten. Diese hatten zu einer falschen Einschatzung der Perfusionswerte gefihrt und
somit keine objektive Messung des Einflusses der Sepsis mehr zugelassen.

4.6.3.3 Perfusion im Vergleich mit der Kontrollgruppe

Bei der Betrachtung der Darmdurchblutung fiel auf, dass nach Durchfiihrung der
Perforation am ersten Versuchstag bei den darauffolgenden beiden Messungen die
Perfusionswerte signifikant unter denen der Kontrollgruppe lagen, sich aber nach der
Revision, wie zu erwarten gewesen, wieder zu erholen begannen und keinen
signifikanten Unterschied mehr aufwiesen (siehe Abb. 3.4.9, Tab. 3.4.6). Bei der
Durchblutung der Leber stellte sich ein ahnliches Bild dar, auch hier sank die
Durchblutung zum Zeitpunkt ts signifikant ab, brauchte aber langer als der Darm, um
sich nach der Herdsanierung wieder anzugleichen, dies fand erst am vierten
Versuchstag statt (siehe Abb. 3.4.11, Tab. 3.4.8). Bei der Lungenperfusion fiel auf,
dass die Durchblutung zunachst bei t3 ansteigt, um dann aber auch wie bei den
anderen Organen signifikant abzufallen (siehe Abb. 3.4.12, Tab. 3.4.9). Der Magen
zeigte Uberraschenderweise bereits nach der Perforationsoperation an Tag 1 zum
Zeitpunkt t, einen signifikanten Abfall in der Durchblutung gegenuber der
Kontrollgruppe, so dass davon ausgegangen werden musste, dass die Operation per
se schon einen Einfluss auf die Magenperfusion haben muss. Dies ist am ehesten im
Rahmen einer Stressreaktion der Tiere zu deuten. Hier zeigten sich Uber den
gesamten Versuchszeitraum signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe (siehe
Abb. 3.4.13, Tab. 3.4.10). Im Skelettmuskel fand sich kein signifikanter Unterschied
zwischen Kontroll- und Peritonitisgruppe, was die Stabilitdt des Modells unterstitzt
und dartber hinaus beweist, das etwaige Schwankungen in der Makrohdmodynamik
nicht fur die Minderperfusion der einzelnen Organe verantwortlich sind. Die Niere als
klassisches von der Sepsis betroffenes Organ zeigte wahrend des gesamten
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Versuchszeitraumes einen signifikanten Abfall der Durchblutung gegeniber der
Kontrollgruppe. Bei Betrachtung der Absolutwerte fallt auf, dass sich der am Anfang
geringe Unterschied Uber die Zeit deutlich vergroRRert (siehe Abb. 3.4.15, Tab.
3.4.12).

4.6.3.4 Einschrankung der Ergebnisse

Insgesamt zeigte sich also, dass sich bei der Sepsis die Durchblutung von
lebenswichtigen Organen deutlich verandert, die Herdsanierung jedoch flr einige der
genannten Organe eine deutliche Besserung der mikrozirkulatorischen Situation
ergibt, dass aber die Erholungszeit der einzelnen Organe unterschiedlich war und
dass zum Beispiel die Niere sich in dem vorliegenden Zeitraum von 96 Stunden noch
nicht vollstandig erholt hatte.

Dieser Versuch wurde allerdings als Pilotstudie mit vier Tieren durchgefihrt und
diente dazu, die Umsetzbarkeit eines minimal-invasiven Modells bei septischen
Tieren zu zeigen und erste Anhaltspunkte fur Verdnderungen der Parameter zu
erhalten.

Sicherlich ist eine Versuchsgruppe von 4 Tieren zu klein, um definitive Aussagen
bezuglich der Mikrozirkulation bei Sepsis machen zu konnen. Die vorliegenden
Ergebnisse missen daher durch weitere Untersuchungen bestétigt werden. Aufgrund
der geringen Zahl der Tiere erscheint auch die statistische Auswertung
problematisch.

Dennoch ergeben die Daten bereits erste Anhaltspunkte dafir, wie eine Peritonitis
die Perfusion bestimmter Organe veréandert. Die Pilotstudie zeigt aul3erdem, dass die

Perfusionsmessung auch bei kranken Tieren durchfuhrbar ist.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein chronisches Modell zur minimal-invasiven
Organperfusionsmessung am Kaninchen vorzustellen. Hierzu musste als
Voraussetzung fur die chronischen Messungen die Implantation eines
Portkathetersystems in den linken Ventrikel etabliert werden. Mit Hilfe der
Portkatheter wurde der regionale Blutfluss zu verschiedenen Zeitpunkten bei
gesunden Kontrolltieren und in einer Pilotstudie bei Tieren mit experimentell
induzierter Peritonitis bestimmt. Die Messung der Perfusion erfolgte mit
fluoreszenzmarkierten Mikrospharen (Latexkugeln mit 15 pm Durchmesser). Aus der
Anzahl der im prakapillaren Stromgebiet arretierten Mikrospharen kann der regionale
Blutfluss in verschiedenen Organen qualitativ und, bei gleichzeitiger Gewinnung
einer Referenzprobe, quantitativ in ml pro g Organgewebe pro Minute erfasst
werden.

Die Implantation des Portsystems wurde unter perioperativer Antibiotikaprophylaxe
bei weiblichen weil3en Neuseeland-Kaninchen (n = 30, 3,8 = 0,3 kg KG) in
Medetomidin/Ketamin-Anasthesie durchgefuhrt. Speziell entwickelte Portkatheter
wurden Uber die Arteria carotis communis mit der Katheterspitze in den linken
Ventrikel eingefuhrt. Perioperativ erfolgte die kontinuierliche intraarterielle
Blutdruckmessung sowie eine Bestimmung der Herzfrequenz und der
Sauerstoffsattigung. Pra- und postoperativ wurden Blutproben zur Bestimmung der
S100-b-Serumkonzentration als Marker einer cerebralen Ischamie entnommen.

Nach einem Erholungszeitraum von 2 bis 4 Wochen wurden zwei Versuchsgruppen
untersucht. Zunachst wurde bei einer Versuchsgruppe (n = 16, 3,7 + 0,4kg) zu
sieben Zeitpunkten (0, 2, 24, 26, 48, 72 und 96 Stunden nach Versuchsbeginn, t; —
t7) je eine Mikrosphéareninjektion durchgefihrt. Bei einer zweiten Versuchsgruppe,
der Peritonitisgruppe (n = 4, 3,5 £ 0,4kg) wurde zu den gleichen Zeitpunkten unter
den gleichen Narkosen bzw. Sedierungen je eine Mikrosphéreninjektion
durchgefuhrt, dartiber hinaus wurde zwischen den Zeitpunkten t; und t; eine ,cecal
ligation and puncture® zur Auslosung einer kotigen Peritonitis mit nachfolgender

septischer Allgemeinerkrankung durchgefiihrt, welche dann zwischen den
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Zeitpunkten tz und t4 revidiert, die Bauchhohle gespiilt und der Peritonitisherd saniert
wurde.

Die Anlage der linksintraventrikular inserierten Portkatheter war bei 29/30 (97%)
Tieren innerhalb von 71 + 9 Minuten problemlos mdglich. Weder intra- noch
postoperativ kam es zu signifikanten, katheterassoziierten Rhythmusstérungen,
Blutdruckabfallen (MAP praop. 73 = 2 mmHg vs. postop. 71 + 2) oder
Hypoxieereignissen (SaO; praop. 84 + 2% vs. postop. 95 + 2). Durch eine speziell
modifizierte mikrochirurgische Technik war das Einbringen des Katheters im Bereich
der Vorderwand der Arteria carotis communis unter Aufrechterhaltung der
Durchgangigkeit des Gefalles und somit unter Erhalt der zerebralen Perfusion
maoglich. So war klinisch bei keinem der Tiere eine postoperative zerebrale Ischamie
nachweisbar. Die S100-b-Serumkonzentration zeigte postoperativ keinen
signifikanten Anstieg (praop. 1,6 + 0,4 ng/dl vs. postop. 1,8 = 0,4). Das
Ausgangsgewicht der Tiere wurde innerhalb weniger Tage wieder erreicht. Durch
Sektion wurde die korrekte Katheterlage bei 26/29 Tieren (90%).

In der Kontrollgruppe konnte gezeigt werden, dass minimal-invasive Messungen der
Perfusion gut toleriert werden. Es war keine Beeinflussung des Blutflusses durch die
Mikrosphareninjektionen und die damit verbundenen notwendigen Narkosen bzw.
Sedierungen zu beobachten. Die Perfusion der paarigen Organe Lunge, Gehirn und
Niere war im Rechts-Links-Vergleich nicht unterschiedlich. Auch die Analyse der
Werte Uber den gesamten Zeitraum zeigte eine gleichméafige und nicht signifikant
unterschiedliche Perfusion. So betrug die Durchblutung beispielsweise im Gehirn
zum Zeitpunkt t; rechts 1,11 £ 0,31 ml/g/min, links 1,25 £+ 0,34, zum Zeitpunkt t;
rechts 0,97 = 0,44 ml/g/min, links 1,04 £+ 0,52, in der Niere bei t; 1,33 = 0,21 ml/g/min
(rechts) vs. 1,53 + 0,23 (links), bei t; 1,11 £ 0,23 ml/g/min (rechts) vs. 1,05 + 0,22
ml/g/min (links). Bei der Peritonitisgruppe lie3 sich zunachst im Rechts-Links-
Vergleich zu den einzelnen Zeitpunkten eine gute Korrelation der Perfusion
nachweisen, so dass die vorliegenden Werte reliabel erschienen. In der Lunge war
die Durchblutung bei t; rechts 0,59 £ 0,19 ml/g/min, links 0,66 + 0,20. Im Vergleich
mit der Kontrollgruppe zeigte sich bei stabiler Himodynamik ein signifikanter Abfall
der Durchblutung der von dem septischen Geschehen betroffenen Organe (Niere,
Leber, Magen, Lunge), welche sich zum Versuchsende nur langsam wieder erholte.

Die Perfusion des Magens fiel zum Beispiel von anfanglich (t;) 0,63 £ 0,14 ml/g/min
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auf 0,35 + 0,12 (t3) ab. Die Muskeldurchblutung war jedoch Uber den gesamten
Zeitraum vergleichbar (z.B. t; 0.04 + 0,01 ml/g/min vs. t4 0,06 £ 0,02).

Die hier beschriebene Technik erlaubt somit erstmals die minimal-invasive Messung
der Organperfusion beim leicht sedierten Versuchstier tlber mehrere Tage. Dadurch
wird zum einen das bisher erforderliche erhebliche operative Trauma einer
intrakardialen Injektion bzw. einer Thorakotomie vermieden und zum anderen die
Notwendigkeit einer repetitiven Allgemeinanasthesie. Somit wird die Belastung fur die
Tiere sowie die unerwiinschte Beeinflussung der Untersuchungsergebnisse durch die
erwahnten Prozeduren vermindert. Die Insertion des Portkatheters unter der
Aufrechterhaltung der zerebralen Perfusion tragt zur Verminderung des Risikos
zerebraler Ischamien und kardiozirkulatorischer Dysregulationen bei. Die in diesem
Modell notwendige Applikation von Sedativa hatte in der Kontrollgruppe per se
keinen Einfluss auf die Organdurchblutung. Bei der experimentell induzierten
Peritonitis fand sich eine Umverteilung der Perfusion zu Ungunsten der von der
Sepsis betroffenen Organe bei stabiler Makrohamodynamik.

Die repetitive Messung des regionalen Blutflusses kann in Zukunft flr chronische
Untersuchungen zur Perfusionsdnderung, z.B. bei der Wundheilung oder in
Sepsismodellen, eingesetzt werden.
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