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1. Zusammenfassung

1.1 Experimentelle Untersuchungen zum mesenteriale  n
Ischamie-/Reperfusionsschaden: Der Einfluss von Ath erosklerose und
Erythropoietin

Diese Studie untersucht den Einfluss einer pravalenten Atherosklerose auf
einen mesenterialen Ischamie-/Reperfusionsschaden (I/R-Schaden) sowie auf den
assoziierten Folgeschaden in Leber und Lunge.

Eine Mesenterialischamie wurde durch ein 30-minitiges Abklemmen der
Arteria  mesenterica cranialis (seu superior) induziert, und zwar in
atherosklerotischen Apolipoprotein E-defizienten Mausen (ApoE”) und in
Kontrollmausen (C57BI/6). Mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie (IVM)
wurden im terminalen Illeum die Dysfunktion der mesenterialen Mikrozirkulation
und die Leukozytenantwort studiert. Die histologischen Analysen beinhalteten die
guantitative Beurteilung des mukosalen Schadens des terminalen lleums und des
Parenchymschadens in der Leber und der Lunge.

Am Darm zeigte die IVM des terminalen Ileums eine gesteigerte,
postischamische Dysfunktion der intestinalen Mikrozirkulation und es fehlte die
durch eine reaktive Hyperamie induzierte Vasodilatation in den
atherosklerotischen ApoE”-Mausen verglichen mit den Kontrollen. Zusétzlich
waren die Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen, d.h. das ,Rolling” und die feste
Leukozytenadhésion, in den atherosklerotischen ApoE™-Tieren signifikant erhoht.
Dies ging einher mit einem deutlich gesteigerten, mukosalen Gewebeschaden im
Darm der Knockoutmause. Des Weiteren war bei den atherosklerotischen ApoE™-
Tieren der durch die mesenteriale Ischamie und Reperfusion provozierte,
assoziierte Folgeschaden im Leberparenchym signifikant erhdéht und im
Lungengewebe zeigte sich eine gesteigerte Infiltration mit neutrophilen
Granulozyten.

Eine pravalente generalisierte Atherosklerose steigert also im Zuge einer
mesenterialen Ischamie und Reperfusion nicht nur die Dysfunktion der intestinalen
Mikrozirkulation, sondern verschlimmert auch den mukosalen Gewebeschaden im

Darm und den assoziierten Folgeschaden in der Leber und der Lunge.
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In einer zweiten Versuchsreihe sollte ein potenziell protektiver Effekt des
Hormons Erythropoietin  (Epo) beim mesenterialen 1/R-Schaden untersucht
werden.

Die IVM zeigte keine relevanten Effekte einer Epo-Behandlung auf die
postischamische intestinale Mikrozirkulation. Die postischamische
Leukozytenreaktion wurde sowohl von der hohen als auch von der niedrigen Epo-
Dosierung gehemmt, die Unterschiede zu den Kontrollen waren aber nicht
signifikant. Ebenso fand sich kein Effekt einer Epo-Behandlung auf den
histologisch zu detektierenden Mukosaschaden.

Obwohl sich Akutbehandlungen mit nicht-hamatopoetischen Epo-
Dosierungen in verschiedenen Modellen akut und chronisch ischamischer
Zustande als potent gewebeprotektiv zeigten, scheint dies beim mesenterialen I/R-

Schaden keine zufrieden stellende Behandlungsoption zu sein.

1.2 Experimental analysis of mesenteric ischemia/re  perfusion injury:

Influence of atherosclerosis and of human recombina nt erythropoietin

This study investigates whether mesenteric ischemia/reperfusion (I/R)-
associated gut injury and remote liver and lung damage are affected by prevalent
atherosclerosis.

Mesenteric ischemia was induced in atherosclerotic ApoE-deficient (ApoE)
and control C57BI/6 mice by clamping the superior mesenteric artery for 30 min.
Mesenteric microcirculatory dysfunction and leukocytic inflammation were studied
in the terminal ileum by intravital fluorescence microscopy (IVM). Histological
analyses included quantitative assessment of parenchymal injury in the terminal
ileum, liver and lung.

In the gut, IVM of the terminal ileum revealed aggravated postischemic
microcirculatory  dysfunction and abolished reactive hyperemia-induced
vasodilation in atherosclerotic mice compared to controls. In addition, leukocyte-
endothelial cell adhesive interactions, i.e. rolling and firm adhesion, were
significantly increased in atherosclerotic animals. This was associated with
enhanced mucosal tissue damage in ApoE” mice. Moreover, mesenteric I/R-

provoked remote parenchymal injury in the liver was found significantly aggravated
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in atherosclerotic mice. This was accompanied by enhanced neutrophilic lung
inflammation in ApoE™ mice.

In conclusion, prevalent generalized atherosclerosis not only aggravates
splanchnic microcirculatory dysfunction and leukocytic inflammation in response to
mesenteric I/R, but also exacerbates mucosal tissue damage and remote injury in
the liver and the lung.

A second set of experiments was meant to study the potentially protective

effects of erythropoietin (Epo) in mesenteric I/R injury.
IVM showed no relevant effects of Epo treament on the postischemic intestinal
microcirculatory perfusion. The postischemic leukocyte response was inhibited by
low- and high-dose pretreatment with Epo, however, differences to controls were
not significant. In line with these data, there was also no effect of Epo treatment on
the postischemic mucosal damage detected by histology.

Thus, although acute treatment with non-hematopoietic doses of Epo has
been demonstrated to exert potent tissue protection in various models of acute
and chronic ischemia, it appears to be no beneficial treatment option in mesenteric

I/R injury.
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2. Einleitung

2.1  Anatomische Grundlagen

Beim Menschen entspringen der Bauchaorta (Pars abdominalis aortae) drei

kraftige, unpaare Aste zur Versorgung der Eingeweide:

a) der Truncus coeliacus

b) die Arteria mesenterica superior (AMS)

c) die Arteria mesenterica inferior (AMI)
Der Truncus coeliacus versorgt die Organe des Oberbauchs, den Magen, die
Leber, die Gallenblase, das Pankreas, das orale Duodenum und die Milz.
Die Arteria mesenterica superior versorgt ebenfalls Teile des Pankreas, den
distalen Abschnitt des Duodenums, das gesamte Jejunum und lleum sowie den
Dickdarm bis etwa zum zweiten Drittel des Colon transversum.
Die Arteria mesenterica inferior versorgt die tUbrigen Abschnitte des Dickdarms
und den grol3ten Teil des Rectums [SCHIEBLER und ScHwMIDT, 2002].

In der Veterindrmedizin werden die beiden Mesenterialarterien
entsprechend dem quadripeden Gang der meisten Saugerspezies als Arteria
mesenterica cranialis et caudalis bezeichnet. lhre Versorgungsgebiete
entsprechen, tierartlich aber etwas unterschiedlich, in etwa denen des Menschen.
Bei der Maus im Speziellen versorgt die Arteria mesenterica cranialis analog der
AMS beim Menschen den gesamten Dinndarm und den groéf3ten Teil des
Dickdarmes. Das Abklemmen der Arteria mesenterica cranialis reduziert die
mikrovaskulére Perfusion des Mauscolons zu mehr als 85 % [RIAz et al., 2002].

Die Blutversorgung der Darmzotten erfolgt Gber Endarterien, die durch die
Tunica serosa und durch die Tunica muscularis ziehen und in der Tela submukosa
einen Plexus bilden. Von hier aus treten die Aste durch die Lamina muscularis
mucosae in die Lamina propria mucosae und weiter in die Zotten (Villi). Je nach
GroRe des einzelnen Villus enthélt er eine oder mehrere Arteriolen, die bis zur
Zottenspitze reichen und sich dort in Blutkapillaren mit fenestriertem Endothel
aufzweigen. Diese Kapillaren verbinden sich subepithelial netzartig, verlaufen
entlang der Zottenseitenflache zur Zottenbasis und sammeln sich Uber

postkapillare Venolen in einer oder mehreren grol3eren Venolen. Diese vereinigen
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sich in den Venen des submukosalen Gefal3plexus. Arteriovendse Anastomosen
regulieren den Blutflul3 [JUNQUERA UND CARNEIRO, 1996; LIEBICH, 1999].

Im Mikroperfusionsgebiet der Darmmukosa sind vor allem drei anatomische
Gegebenheiten von besonderem Interesse beziglich einer gesteigerten
Vulnerabilitat: Zum Einen verlaufen Arteriolen und Venolen in den Villi rdumlich
eng beieinander, so dass ein vorzeitiger Sauerstoffaustausch im
Gegenstromprinzip moglich ist. Dieser Vorgang wird als ,Counter-Current-
Exchange* bezeichnet [LUNDGREN und HAGLUND, 1978]. Das bedeutet im
Gegenzug, je langsamer die Durchflusszeit des Blutes, desto mehr Zeit verbleibt
fur die vorzeitige Sauerstoffdiffusion in die Venole. Folglich kommt es zum O,-
Shunting an der Villusspitze vorbei und damit dort zu einer extrem ausgepragten
Hypoxie oder gar Anoxie [LUNDGREN und HAGLUND, 1978; SHEPHERD und KIEL,
1992]. Zum Zweiten fiihrt der rechtwinklige Abgang der Zottenarteriole aus dem
vorgeschalteten Gefal3 zu einer physiologischen Hamodilution aufgrund der
Massentragheit der korpuskularen Blutbestandteile, die dem rechtwinkligen
Abgang nur eingeschrankt folgen kbnnen [DRYJA, 2007]. Drittens besteht aufgrund
der hohen Resorptions- und Regenerationsrate der Darmschleimhaut an der
Zottenspitze (hohe metabolische Aktivitat), per se ein erhéhter Sauerstoffbedarf.

2.2 Mesenteriale Ischamie

Bei der mesenterialen Ischamie unterscheidet man klinisch eine akute und
eine chronische Verlaufsform. Dem anatomischen Aufbau folgend, teilt man in der
Human- und ebenso in der Veterinarpathologie das Darmrohr in zwei strukturell
und funktionell unterschiedliche Anteile auf — in das Dinndarmsegment (Enteron)
und das Dickdarmsegment (Colon). Ebenso unterscheidet man das Mesenterium
vom Mesocolon. In klinischen Publikationen hingegen wird diese stringente
pathologisch-morphologische Einteilung oft aufgeweicht. So hat auch die akute
mesenteriale Ischamie in der Kklinischen Literatur viele verschiedene, aus der Sicht
der Pathologie auch oft ungenaue, Synonyme, wie akuter mesenterialer Infarkt,
acute ischemic bowel disease, mesenteriale Infarzierung oder akute mesenteriale
vaskulare Okklusion.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit den akuten Folgen ischamischer Zustande

im Versorgungsgebiet der Arteria mesenterica superior (AMS) seu cranialis (AMC)
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und madglicher praventiver Strategien zur Minderung des konsekutiven
Reperfusionsschadens nach Beendigung der Ischamie. Auf die chronische
mesenteriale Ischamie wird nur am Rande eingegangen. Im Folgenden werden
die Begriffe AMS und AMC synonym verwendet, je nachdem, ob vom Menschen
oder von Tieren die Rede ist. Auch richtet sich der Focus auf Insulte im
Versorgungsgebiet der AMS, wohl wissend, dass sich ischdmische Ereignisse

auch im Colonsegment des Darmrohres abspielen kénnen.

2.2.1 Akute mesenteriale Ischamie (AMI)

2.2.1.1 Wesen der Erkrankung und pradisponierende F  aktoren

Eine akute mesenteriale Ischamie ist in der humanen chirurgischen und
internistischen Intensivmedizin ein wichtiges, aber dennoch haufig unterschatztes
Krankheitsbild [ScHwWARTzKOPFF und HENNERSDORF, 2005]. Sie tritt als
Erstsymptom bei Krankenhauseinweisung auf, ist aber ebenso eine dramatische
und folgenschwere Komplikation nach chirurgischen Eingriffen. Auch in der
Veterinarmedizin steigt die Erkenntnis tUber ihre Bedeutung zunehmend [MOORE et
al., 1995; VAN HOOGMOED et al., 2002; LITTLE et al., 2005; LITTLE et al., 2007].

Die akute mesenteriale Ischamie tritt mit einer Inzidenz von 1/100 000
Einwohner und Jahr auf [KORTMANN und KLAR, 2005]. Bei 0,4 — 1 % aller Patienten
mit akutem Bauchschmerz ist sie die Ursache der Beschwerden [ANTES, 2005;
KORTMANN und KLAR, 2005], in der Altersklasse Uber 80 Jahre steigt der Anteil auf
ca. 3,8 % [van GELOVEN et al., 2000]. Dies wiederum legt den Schluss nahe, dass
in Zukunft, in Anbetracht der momentanen demographischen Entwicklung, mit
einem vermehrten Auftreten zu rechnen ist [WoLF und HENNE-BRUNS, 2003].

Trompeter [Trompeter et al., 2002] und Ghosh [Ghosh et al., 2002]
sprechen von Mortalitatsraten von weit Gber 50 % bei postoperativ auftretender
AMI, andere Quellen ermittelten eine durchschnittliche Mortalitatsrate der AMI von
70 % (50 — 93%) aus retrospektiven Studien [KORTMANN und KLAR, 2005]. Bei der
Aufteilung des Krankheitsbildes der AMI in vier Gruppen, welche auf die
maoglichen Ursachen der akuten Mesenterialischamie abzielen, zeigt sich, dass fur
die Mesenterialarterienembolie eine durchschnittliche Mortalitdtsrate (dMR) von

59 %, fir die Mesenterialarterienthrombose eine dMR von 66 %, fur die
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Mesenterialvenenthrombose 25% und for die nicht  okklusive
Mesenterialischamie (NOMI) eine dMR von 72 % besteht [ECKSTEIN, 2003;
KORTMANN und KLAR, 2005]. Die Haufigkeit des Auftretens arterieller Verschlisse,
also Mesenterialarterienembolie und -thrombose zusammen, betragt 60%, die
NOMI hat einen Anteil von 25 % und eine Stérung der vendsen Perfusion spielt
mit 15% eher eine untergeordnete Rolle [Trompeter et al., 2002; KORTMANN und
KLAR, 2005]. Diese kausale Aufsplittung der AMI tragt der Komplexitdt des
Krankheitsbildes Rechnung [BOTTGER et al.,, 1990; ScHwWARTzZKOPFF und
HENNERSDORF, 2005]. Die Bezeichnung ,nicht okklusiv* impliziert bereits, dass es
sich hierbei atiologisch um einen ischamischen Zustand des Darmes in Folge
einer Malperfusion handelt, der nicht auf einer partiellen oder totalen Verlegung
von Gefalen beruht (definitio per exclusionem). Hierbei spielt die Einengung der
Gefalllumina z.B. durch reversible, sympathikusvermittelte Vasokonstriktion eine
entscheidende Rolle (relative Hypoxie). Diese durch das vegetative Nervensystem
vermittelte Vasokonstriktion ist konsekutiver Natur und als Konsequenz einer
vorangegangenen erheblichen Minderperfusion der Mesenterialgefal3e zu sehen
[Lock, 2002 a]. Eine kritische mesenteriale Vasokonstriktion kann aber auch durch
exzessiven Gebrauch von Vasokonstriktoren (z.B. Katecholamine mit primarer
Wirkung auf alpha-Rezeptoren wie Adrenalin und Noradrenalin) bedingt sein.

Als pradisponierende Faktoren fur das Auftreten einer AMI gelten alle
Umstande, die zu einer initialen, oft lAngere Zeit andauernden Minderperfusion der
Mesenterialgefalie fihren konnen. Es sind dies vor allem die Linksherzinsuffizienz
unterschiedlicher Genese, Aortenklappeninsuffizienz, Leber- und
Nierenerkrankungen. Insbesondere kardiochirurgische Patienten tragen ein
erhohtes Risiko fur das postoperative Auftreten einer NOMI [Trompeter et al.,
2002]. Auch Hypotonie und die dadurch verminderte Darmperfusion sowie
septischer Schock kdnnen eine Rolle spielen [KORTMANN und KLAR, 2005]. Als
Hormone wirken Vasopressin, Angiotensin II, Prostaglandin F und Endothelin
vasokonstriktorisch. Eine fur eine NOMI ursachliche Hypotonie kann auch
medikamentds bedingt sein. So wirken z.B. Ca-Antagonisten, Nitrate und Diuretika
Blutdruck senkend [SCHWARTzKOPFF und HENNERSDORF, 2005]. Digitalisglykoside
fuhren zu einer vermehrten myogenen Antwort der GefaRe des
Splanchnikusgebietes und so zur Vasokonstriktion und konsekutiver

Minderperfusion [Ende, 1958]. Ischdmische Zustande des Darmkonvolutes
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kobnnen aber auch iatrogen auftreten, z.B. bei allen Formen der
Darmtransplantation respektive Darmresektion.

Der NOMI gilt spezielle Aufmerksamkeit, weil sie die hdchste
durchschnittliche Mortalitatsrate besitzt und jeder vierte Patient der an einer
akuten mesenterialen Ischamie leidet davon betroffen ist. Ghosh et al. [GHOSH et
al., 2002] geben das Risiko fur das Auftreten einer AMI nach Herzoperationen mit
< 1% an. Luther et al. [LUTHER et al., 2004] fanden in einer retrospektiven Studie
an Uber 7000 Patienten mit einer Kkardiochirurgischen Operation mit
extrakorporaler Unterstiitzung, dass 0,34 % eine postoperative Darmischamie
entwickelten. Dabei handelte es sich in 56 % um eine NOMI. Es wurden aber nicht
alle Patienten ad vitam bzw. post mortem komplett ausdiagnostiziert. Der Anteil
der Patienten mit einer NOMI an den vaskulér definierten Patienten war deutlich
hoher und betrug 73,7 %. Die Gesamtletalitat aller postoperativ Erkrankten belief
sich auf 92 %. Die Autoren folgern daraus, dass ischamisch gastroenterologische
Komplikationen nach Herzoperationen zwar selten auftreten, sie aber wegen ihrer
aul3erst schlechten Prognose eine besondere Relevanz haben. Hier sei nochmals
erwahnt, dass nicht zuletzt auch aufgrund des demographischen Wandels das
durchschnittliche Alter der Patienten, die einer herzchirurgischen Operation
zugefihrt werden, ansteigt und somit auch das Risiko flr eine postoperative NOMI
aufgrund vermehrter Co-Morbiditdt zunimmt. Katz et al. [KATz et al., 2006]
untersuchten das Auftreten von non-okklusiver mesenterialer Ischamie bei
Herzoperationen ohne extrakorporale Zirkulation. Sie stellen die Behauptung auf,
dass eine “Off-pump* Bypassoperation, also eine Bypassoperation ohne Einsatz
der Herz-Lungen-Maschine, das postoperative Auftreten einer NOMI bei
retrospektiv pradisponierten Patienten begunstigt. Der Grund dafur liegt wohl an
den intraoperativ.  moglichen  hamodynamischen  Schwankungen, die
gegebenenfalls “On-pump”“ geringer sind. Im Gegensatz dazu halten wiederum
andere Autoren es fur mdglich, dass der kontinuierliche, nicht pulsatile Blutfluf3
wahrend extrakorporaler Zirkulation bei kardiochirurgischen Eingriffen einen
Vasospasmus der Mesenterialstrombahn in der postoperativen Phase
verursachen konnte [ALLEN et al., 1992; TsIOTOS et al., 1994].



Einleitung 9

2.2.1.2 Symptomatik

Bei der akuten Mesenterialischamie finden wir bei atiologisch arteriellem
Verschluss eine Krankheitssymptomatik, die klassisch in drei aufeinander folgende
Phasen [BRAUN, 1985; HAGLUND und BERGQVIST, 1999; WoOLF und HENNE-BRUNS,
2003] unterteilt wird:

1. In der ersten Phase (Initialphase) treten symptomatisch starke bis
kolikartige Schmerzen in der Regel periumbilical auf, begleitet von Ubelkeit,
Erbrechen, Schwindelgeftihl, Meteorismus und Verstopfung. Aber auch schleimig-
blutige Diarrh6e ist moglich [Lock, 2002 a]. Die Zeitdauer dieser Phase betragt 1-6
Stunden [DIRKsS, 2004].

2. Wahrend der zweiten Phase (Intermediar- oder Latenzstadium) klingen
die Schmerzsymptome typischerweise deutlich ab, der Allgemeinzustand des
Patienten verschlechtert sich aber weiter. Deshalb wird diese Phase auch als
.Schmerzfreies Intervall* oder .fauler Friede“ bezeichnet [DIRkS, 2004] und dauert
ca. 2 bis 12 Stunden.

3. In der dritten Phase (Endstadium) erfolgt eine erneute Zunahme der
Beschwerdesymptomatik verbunden mit Schmerzhaftigkeit, Zeichen des
paralytischen lleus sowie anschlieender Durchwanderungsperitonitis, die im
Schock endet.

2.2.1.3 Diagnostik

Ubereinstimmend kommen alle Autoren zu der Schlussfolgerung, dass die
Hauptdeterminante des Uberlebens bei mesenterialer Ischamie das Zeitintervall
bis zur Diagnosestellung und damit die Krankheitsprogredienz zum Zeitpunkt des
Therapiebeginns ist. Der erste Zeitverlust findet immer préklinisch durch den
Patienten selbst oder durch verzdgerte Klinikeinweisung bei unklarer und/oder
zwischenzeitlich gebesserter Symptomatik (Latenzstadium!) statt. Die Zeitspannen
von der Erstsymptomatik bis zum Kontaktieren eines Arztes bzw. stationarer
Aufnahme, variieren von 6 bis 40,6 Stunden [BOTTGER et al., 1990; CzERNY et al.,
1997; LUTHER et al., 2002].
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Bei der Anamneseerhebung ist besonderes Augenmerk auf das Alter des
Patienten, frihere Embolien, Atherosklerose und Medikamenteneinnahme zu
legen.

Bei der klinischen Untersuchung zeigt sich in der Regel eine unspezifische
Symptomatik. Es imponiert oftmals ein druckempfindliches und zuweilen
aufgetriebenes Abdomen. Die Darmgerausche sind meist deutlich vermindert und
die Patienten oftmals dehydriert. Klinische Anzeichen einer Peritonitis sprechen fir
ein bereits eingetretenes intestinales Gangran [Lock, 2002 a]. Gerade bei
Patienten nach kardiochirurgischen Eingriffen, die zunehmenden abdominellen
Schmerz/Druckschmerz beklagen und pradisponierende Co-Morbiditatsfaktoren
aufweisen, muss zwingend an eine NOMI gedacht werden. Luther et al. [LUTHER et
al., 2004] fordern, jedem Verdacht notfallmaRig wie bei einem Herzinfarkt oder bei
einem Apoplex nachzugehen.

Bei unklaren Abdominalbeschwerden folgt dann in der Regel ein
konsekutiver Algorithmus von klinischer Untersuchung, Laboruntersuchung,
Rontgenuntersuchung und gegebenenfalls Sonographie des Abdomens. In zweiter
Linie werden dann bei weiterhin unklarer Diagnose aufwendigere
Untersuchungen, wie die Computertomographie (CT), die
Magnetresonanztomographie (MRT) oder eine Angiographie durchgefihrt
[KORTMANN und KLAR, 2005]. Endoskopische Verfahren sind bei der Diagnostik der
mesenterialen Ischamie nur von eingeschréankter Hilfe, da das betroffene Segment
im Allgemeinen jenseits der Reichweite des Endoskops im Dinndarm liegt. In
Einzellfallen kann jedoch in den distalen (aboralen) Dinndarmsegmenten und
eventuell im Colon eine Ischamie diagnostiziert werden. Die Gastroskopie kann
differentialdiagnostisch  hilfreich sein, um Magen- und Duodenalulzera
auszuschlie3en [Lock, 2004 a].

Bei der Labordiagnostik des Blutes werden bei der AMI eine Leukozytose,
hohes C-reaktives Protein (CRP) eine Erhohung des Serumlaktatspiegels,
Hyperkaliamie und eine metabolische Azidose beschrieben. Alle diese Parameter
besitzen jedoch weder eine hohe Sensitivitdt noch Spezifitat [BOTTGER et al.,
1990]. Zudem kann eine AMI auch ohne jegliches labor-chemische Korrelat
vorliegen. KLEIN et al. [1995] fanden keinen signifikanten Unterschied in der Hohe
der Serumlaktatwerte zwischen den Uberlebenden (23) und den an einer AMI

Verstorbenen (35) in einem Kollektiv von 58 Patienten. In jingster Zeit wird der
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Bestimmung der alpha-Glutathion S-Transferase (alpha-GST) bei der friihzeitigen
Detektion einer AMI immer mehr Beachtung geschenkt. In Kombination mit einer
Erhbhung des Serumlaktatspiegels und/oder einer Leukozytose steigt die
Sensitivitat auf Gber 97 % und somit der positive pradiktive Wert der alpha-GST
Bestimmung [GEARHART et al., 2003]. Ein weiterer Ansatz mittels Laboranalyse
maoglichst schnell einen moglichst potenten Marker fir das Vorliegen einer AMI zu
bekommen, kdnnte womdglich auch die Bestimmung der Alkoholdehydrogenase
(ADH) sein [GUMASTE et al., 2005].

Wenn die Laboruntersuchungen unspezifische Ergebnisse erbracht haben,
werden als weiterfihrende Untersuchung mittels konventioneller Rontgentechnik
Abdomenubersichtsaufnahmen in zwei Ebenen (Riickenlage und Linksseitenlage)
und Thoraxaufnahmen in zwei Ebenen im Stehen angefertigt. Zusatzlich kann eine
sonographische Untersuchung des Abdomens durchgefihrt werden [ANTES,
2005]. Diese MalRnahmen zeigen allerdings erst in der Spéatphase einer AMI
spezifische Ergebnisse [PROBST et al., 1980] und speziell die Sonographie dient
eher dem Ausschluss anderer Ursachen fur die Abdominalbeschwerden.

Bei der Frage, ob als weiterfihrende Untersuchung eine
Computertomographie (CT) oder eine Angiographie eher zu einer schnellen
Diagnosefindung beitragt, differieren die Meinungen verschiedener Autoren.
Hauptstreitpunkt ist die Invasivitat der Angiographie.

Bei der CT zur Detektion pathologischer Befunde im Digestionsapparat,
wird dem Patienten ein Rontgenkontrastmittel entweder oral (z.B. Gastrografin)
oder intravends (z.B. Meglumin loxitalamat) verabreicht. Beim Verdacht des
Vorliegens einer AMI empfiehlt sich die intravendése Anwendung, da nur so die
GefalRe der Darmwand und eventuell bestehende murale Schadigungen mit
GefalRarrosion (Einblutungen in die Darmwand) erkannt werden kénnen [KLEIN et
al., 1995]. Die CT hat eine maximale Sensitivitdt von 80 bis 82 % in Bezug auf die
AMI insgesamt [KLEIN et al., 1995; TAOUREL et al., 1996; CzERNY et al., 1997].
Angaben zur Sensitivitat und Spezifitdit der Computertomographie bei den
jeweiligen vier unterschiedlichen Formen der AMI sind in der Literatur nicht
differenziert [ANTES, 2005]. Bei der Diagnostik der Mesenterialvenenthrombose gilt
die kontrastverstarkte CT aber als sehr zuverlassig und als diagnostische Methode
der Wahl [BRANDT und BoLEY, 2000], die NOMI ist computertomographisch
hingegen nur schlecht erfassbar [KORTMANN und KLAR, 2005].
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Die selektive und superselektive Darstellung der mesenterialen Arterien
mittels Angiographie wird Mesenterikographie genannt. Diese wird seit vielen
Jahren schon in Form der digitalen Subtraktions-Angiographie (DAS) durchgefiihrt
[ANTES, 2005]. Je nach Untersuchungsmethode wird ein geeignetes Kontrastmittel
gewahlt und, im Unterschied zur Kontrastmittel-CT, direkt mittels eines Katheters
in dem zu untersuchenden GefaRsystem (Arterien, Venen, Lymphgefal3e) in das
bzw. vor den Abgang des interessierenden Blutgefal3es injiziert. In schneller
Abfolge werden dann Aufnahmen angefertigt, von denen, sofern eine digitale
Technik benutzt wird, bei der DSA die vor der Kontrastmittelinjektion geschossene
Leeraufnahme subtrahiert wird. So kommt eine detaillierte GeféalRdarstellung zu
Stande.

Abbildungl: a) Angiographisches Bild einer okklusiven mesenterialen Ischamie beim Mensch.

Abrupter Kontrastmittelabbruch in einem Ast der Arteria mesenterica superior (AMS) (kleiner Pfeil);
b) Non-okklusive Mesenterialischamie. Nur wenig Kontrastmittel gelangt ins rechte
Versorgungsgebiet der AMS. Aste der AMS diffus verengt (kleiner Pfeil). a) +b)
Kontrastmittelriickstau in der AMS auf Grund des erhéhten GefalRwiderstandes (grof3e Pfeile).
Freundlichst Uberlassen von Herrn PD Dr. med. R. Schramm, Herzchirurgische Klinik und
Poliklinik, LMU Minchen.

Der arterielle Zugang fur eine Mesenterikographie ist, wie fir fast alle
Arteriographien, die Arteria femoralis. Erwahnt werden muss das Risiko des
Auftretens von schwer zu stillenden Nachblutungen, Hamatomen, Aneurysmata
und Fisteln etc. Die hohe Sensitivitdt der Angiographie mit 87,5 % bei der
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Auffindung einer AMI und die eventuell unmittelbare therapeutische
Interventionsmaoglichkeit durch direkte intraarterielle Infusion von vasoaktiven
Substanzen sehen viele Autoren aber als absolute Uberlegenheit der
Angiographie gegentber der Computertomographie an, und fordern ihren
schnelleren und aggressiveren Einsatz im Untersuchungsalgorithmus der AMI
[KLEIN et al., 1995; LUTHER et al., 2002; KORTMANN und KLAR, 2005]. Speziell zur
Detektion einer NOMI stellt die selektive Angiographie des gesamten
mesenterialen Stromgebietes das Verfahren der Wahl dar und wird als
“Goldstandard“ gesehen [Lock, 2002 a; TROMPETER et al., 2002; ERNST et al.,
2003].

Die Diagnosemethode mit der hdchsten Invasivitat stellt naturgemaf die
explorative Laparotomie dar. Im Hinblick auf die weiter oben beschriebene
Notwendigkeit mdglichst wenig Zeit fur die Diagnosefindung bei einer AMI zu
verlieren, wird teilweise gefordert, dass, wenn die Maoglichkeit einer
angiographischen Untersuchung innerhalb einer Stunde nicht verflugbar ist, zur
Vermeidung irreversibeler Schaden die explorative Laparotomie umgehend
indiziert sei [KORTMANN und KLAR, 2005]. Sollte bei einer vorangegangenen
computertomographischen oder angiographischen Untersuchung der Verdacht
einer relevanten Mesenterialischdmie bestehen, so ist ebenfalls die Indikation fur
eine umgehende explorative Laparotomie gegeben [ECKSTEIN, 2003]. Infarzierte

respektive avitale Darmsegmente kénnen hierbei direkt reseziert werden.

2.2.1.4 Therapie

Die Therapie bei einer AMI zielt auf die Wiederherstellung der arteriellen
Perfusion ischamischer, aber potentiell lebensfahiger Darmteile, auf die Resektion
infarzierter Darmabschnitte und auf die Vermeidung weiterer Ischdmien bzw.
Infarzierungen ab [EcksTEIN, 2003]. Das Mukosagewebe reagiert extrem
empfindlich auf Sauerstoffmangel. Die Erhaltung und Optimierung der intestinalen
Perfusion und Sauerstoffversorgung durch Volumentherapie,
Kreislaufunterstitzung und kinstlicher Beatmung auch in Hinblick auf eine
Verbesserung der intestinalen Barrierefunktion ist daher intensivmedizinisch von

hdchster Bedeutung [GENNARI und ALEXANDER, 1996]. Dabei unterscheidet sich
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das therapeutische Vorgehen bei einer okklusiven und einer non-okklusiven
Mesenterialischamie auf Grund ihrer unterschiedlichen Atiologie erheblich.

Der initiale therapeutische Schritt bei allen Patienten mit AMI ist die
Kreislaufstabilisation. Durch Volumentherapie koénnen dabei gleichzeitig
Flussigkeitsdefizite und eventuelle Imballancen des Elektrolyt— und/oder Saure-
Basen-Haushaltes ausgeglichen werden. Befindet sich die AMI bereits in einem
fortgeschrittenen Stadium, so ist auch eine fachgerechte Breitspektrum-Antibiose
umgehend indiziert [Lock, 2002 a und b]. Dies liegt darin begrtindet, dass eine
inadaquate Perfusion des Splanchnikusgebiets und die damit verbundene Hypoxie
oder Ischdmie des Darmes zur Nekrose fuhrt, da die Toleranzdauer fur eine
Darmischamie nur 120 bis 180 Minuten betragt [LANGE, 1989]. Die Folgen sind die
Translokation von Darmbakterien in Bauchhdhle und Blutbahn, sowie konsekutiv
Peritonitis, Sepsis und Multiorganversagen.

Bei einer Embolie der Arteria mesenterica  superior richten sich die
Therapieempfehlungen nach dem Vorhandensein bzw. dem Fehlen peritonitischer
Zeichen beim Patienten. Generell gelten in beiden Féllen eine rasche explorative
Laparotomie mit chirurgischer Embolektomie und Resektion infarzierter Areale als
Standardtherapieverfahren [Lock, 2002 a]. Wenn der Patient aber noch keine
Anzeichen einer Peritonitis hat, so ist laut den Empfehlungen der American
Gastroenterological Association (AGA) in dieser Situation auch die Thrombolyse
als Alternativverfahren maoglich [AGA MEDICAL POSITION STATEMENT: GUIDELINES ON
INTESTINAL ISCHEMIA, 2000]. Eine Resektion infarzierter Darmanteile mit sofortiger
Gefalirekonstruktion oder Bypassanlage zieht Eckstein der alleinigen
Darmresektion vor, sofern noch keine irreversible Ischamie oder Sepsis vorliegt
[ECKSTEIN, 2003]. Da bei einer Gefal3embolie reflektorisch immer eine
Vasokonstriktion auftritt, die auch nach Embolektomie weiter bestehen kann
[Lock, 2002 a], empfiehlt die AGA bei groReren Mesenterialarterienembolien
generell eine Papaverininfusion vor und nach der Embolektomie zur konsekutiven
Vasodilatation.  Auch ist bei einigen ausgesuchten Fallen  mit
Mesenterialarterienembolie eine alleinige Vasodilatation mittels Papaverin
durchgefuhrt worden, auch wenn die Erfahrungen damit noch ausgesprochen
gering sind [BRANDT und BoLEy, 2000]. Papaverin ist ein potenter
Phosphodiesteraseinhibitor und fuhrt Gber eine Erhéhung der cAMP-Konzentration

zu einer Vasodilatation [Lock, 2002 a]. Vorzugsweise wird das Papaverin direkt
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Uber den bereits liegenden Angiographiekatheter infundiert. Wahrend der
Papaverininfusion muss eine kontinuierliche Uberwachung von Blutdruck,
Herzfrequenz und Herzrhythmus gewahrleistet sein. Bei korrekter Lage des
Infusionskatheters in der Arteria mesenterica superior kommt es allerdings nur
selten zu systemischen Blutdruckabfallen, da das Papaverin wahrend der ersten
Leberpassage abgebaut wird. Hier sei zusatzlich erwahnt, dass auch andere
Vasodilatantien zum Einsatz kommen kdnnen, wie z.B. Prostaglandinanaloga.

Auch bei einer Thrombose der Arteria mesenterica  superior wird von der
AGA eine praoperative Papaverininfusion empfohlen. Festsitzende Thromben
missen chirurgisch excidiert werden [Lock, 2002 a]. Kohler et al. [KOHLER et al.,
1985] beschreiben den erfolgreichen Einsatz von Urokinase als Thrombolytikum
bei einem Patienten mit partieller thrombotischer Okklusion der Arteria
mesenterica superior. Pietura et al. [PIETURA et al., 2003] berichten Uber den
Einsatz eines Stents bei einem Patienten, bei dem eine vorher durchgefihrte
percutane transluminale Angioplastie nicht den erwiinschten Erfolg brachte. In
allen Fallen ist eine anschlielRende orale Antikoagulations-Therapie geboten.

Die Mesenterialvenenthrombose  stellt wie oben beschrieben die seltenste
Form der AMI dar. Auch das klinische Bild kann sehr unterschiedlich ausfallen.
Nach Diagnosestellung wird in der Regel sofort mit einer Antikoagulation
begonnen, es sei denn, eine Indikation fur eine Laparotomie, z.B. Anzeichen einer
Peritonitis, mit Excision thrombosierter Venen und Kollateralenbildung und
gegebenenfalls Resektion infarzierten Darmes ist bereits gegeben. Postoperativ
werden Heparin und Papaverin empfohlen [Lock, 2002 a]. Bei fehlenden
peritonitischen Anzeichen kann eine unmittelbar per infusionem beginnende, aber
bis zu 6 Monaten oral prolongierte [BRANDT und BOLEY, 2000] oder evtl.
lebenslange orale Antikoagulation [RHEE und GLoviczkl, 1997] mit engmaschiger
Uberwachung ausreichen. Als alternative, aber mit hohem Risiko behaftete
Therapiemoglichkeit wird die medikamentbése Thrombolyse (Uber die Arteria
mesenterica superior, retrograd Uber die Vena jugularis interna oder
transhepatisch Uber die Vena portae) vorgeschlagen [Lock, 2002 a].

Als wesentliche protektive Mallinahme zur Verhinderung einer NOMI bei
kardial insuffizienten Patienten wird von vielen Autoren der Einsatz von
herzwirksamen Medikamenten, die den Kreislauf nicht negativ beeintrachtigen,

postuliert [MONETA et al., 1985; HALM, 1996; HEINO et al., 2000]. Es gilt, vereinfacht
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dargestellt, das Kausalitdtsprinzip ,kardiale Insuffizienz — Hypotonie -
mesenteriale Minderdurchblutung — NOMI“ [LUTHER et al., 2004].

Als primare therapeutische MalRnahme hat sich die intraarterielle
Infusionstherapie mit lokaler Applikation von Vasodilatatoren und gegebenenfalls
Antioxidantien in die Arteria mesenterica superior bewahrt [KRAMER et al., 2003;
LUTHER et al., 2004]. Hierfur kann der fir die Mesenterikographie bendétigte
arterielle Zugang genutzt werden. Der Mesenterialkatheter verbleibt im
Hauptstamm der AMS. Bei Patienten ohne Anzeichen fir eine beginnende
Peritonitis kdnnen sich die Therapiemalinahmen auf die intraarterielle Infusion
beschranken. Brandt und Boley [BRANDT und BoLEY, 1991] beschreiben eine
Infusion mit heparinisierter Ringer-Losung und Vasodilatantien Uber mehrere
Tage.

Zur Pharmakologischen Behandlung stellen Prostaglandin E1 (PGE1) und
Papaverin die am haufigsten verwendeten Vasodilatoren dar [LUTHER et al., 1996;
TROMPETER et al., 2002]. Sie werden in der Regel erst dann abgesetzt, wenn bei
einer Kontrollangiographie, nach in der Regel 24 - 48 Stunden, keine Zeichen der
mesenterialen Vasokonstriktion mehr ersichtlich sind [Lock, 2002 a]. Die
Infusionstherapie kann aber ohne Probleme bis zu 72 Stunden durchgefihrt
werden [TROMPETER et al., 2002; ERNST et al., 2003].

Kramer et al. [KRAMER et al, 2000] beschreiben (berdies den
postangiographischen Einsatz von Stickstoffmonoxid (NO) als Vasodilator mittels
intraarterieller Infusion. Muss chirurgisch interveniert werden, wird die Infusion von
Vasodilatantien vor, wahrend und nach der Operation empfohlen [Lock, 2002 a].

Auch der weiter oben bereits erwdhnte Einsatz von Antioxidantien wie z.B.
Oxypurinol, Superoxiddismutase, Prostaglandine, Tokopherole oder Ascorvit ist
direkt Uber den Zugang fir die Mesenterikographie madglich. Sie gelangen somit
direkt an den Ort der Minderperfusion, wo sie schadliche Sauerstoffradikale
neutralisieren sollen [LUTHER et al., 1996; LUTHER et al., 2004].

Abhangig vom intraoperativen Befund und/oder bei fraglich ausreichender
Reperfusion kann bei allen Formen der AMI die Indikation zu einer ,Second-Look"-
Operation oder alternativ zur ,Second-Look"-Laparoskopie gestellt werden
[DENECKE und STIEGLER, 1990; ToLA et al., 1997; ECKSTEIN, 2003]. Nach 12-24
Stunden sind durch die Wiederherstellung der ,normalen® Perfusion und

gleichzeitig eingeleiteter allgemein stabilisierender Malinahmen, avitale
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Darmsegmente demarkiert und besser von vitalem Darm zu differenzieren [LOCK,
2002 a].

2.2.2 Chronische mesenteriale Ischamie

Wenn wir den oben beschriebenen Krankheitskomplex der akuten
mesenterialen Ischamie in die Kardiologie Ubertriigen, so kame sie einem akuten
Myokardinfarkt gleich. Analog entspricht etwa die chronische mesenteriale
Ischamie der koronaren Herzkrankheit [Lock, 2002 a] und wird auch als Angina
abdominalis bezeichnet [BURGER und LUTHER, 1990]. Bei etwa 1% der Patienten,
die mit abdominaler Schmerzsymptomatik medizinische Zentren aufsuchen, ist sie
atiologisch verantwortlich [Vibim und Tosovsky, 2006].

Leitsymptome der chronischen Angina abdominalis sind postprandial
auftretende, krampfartige, abdominelle Schmerzen, Malabsorptionsymptome und
Gewichtsverlust [BETzLER, 1998]. Zuweilen ist nur eine progrediente
Gewichtsabnahme zu verzeichnen [Lock, 2002 a]. Bei symptomatischen Patienten
kommt der Gewichtsverlust hauptsachlich dadurch zustande, dass die Patienten
Angst vor der Nahrungsaufnahme wegen nachfolgender Schmerzsymptomatik
entwickeln, wohingegen der Appetit in der Regel, in Abgrenzung zu
Tumorpatienten, nicht reduziert ist [HAGLUND und BERGQVIST, 1999].

Das langsame Fortschreiten chronischer Verschlussprozesse ermoglicht
die Entwicklung ausgepragter Anastomosen, sodass der Verschluss nur eines
Gefalles asymptomatisch bleiben kann [SANDMANN et al.,, 1994]. Im Gegenzug
kann eine ausgiebige Kollateralisierung der distalen Aste der Arteria mesenterica
superior, gut ersichtlich in einer DSA-Aufnahme, fir einen chronischen Verschluss
sprechen. Diese Kollateralen sind der Grund fir eine haufig eher subakute
Symptomatik. Auch bestehen die Beschwerden meist schon langere Zeit, zum Tell
Uber Jahre [SANDMANN et al., 1994].

Bei der Therapie der chronischen mesenterialen Ischamie wird prinzipiell, je
nach Schweregrad der bereits eingetretenen Schadigungen am Darm und der
eventuell bestehenden Komorbiditat, ahnlich verfahren wie bei der AMI. Das
Spektrum reicht von einer einfachen Lysetherapie Uber die medikamentelle
Vasodilatation hin zur aorto-mesenterialen-Bypass-Operation und wenn nétig

Darmresektion [THORWARTH, 2006].
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Die Prognose quo ad vitam wird Ubereinstimmend als durchaus positiv
bewertet. Die chirurgische Intervention mit vaskuldrer Rekonstruktion resultiert in
einer hohen Anzahl symptomfreier Patienten. Sogar wenn nach mehreren Jahren
der Symptomfreiheit durch eine wiederkehrende Obstruktion ein erneuter
chirurgischer Eingriff von Noten ist, wird die Prognose als gut angesehen
[SANDMANN et al., 1994; BETzLER, 1998]. Die Uberlebensrate von Patienten mit
chronischer Mesenterialvenenthrombose (MVT) ist sogar hoher als die der

Patienten mit akuter MVT [RHEE und GLoviczKI, 1997].

2.3 Ischédmie — Reperfusionsschaden (I/R-Schaden)

2.3.1 Allgemeines

Als Ischamie (gr. ischein = zurtickhalten) sind alle Zustande verminderter
Durchblutung der Kreislaufperipherie definiert. Es wird dabei zwischen der
relativen und der absoluten Ischamie unterschieden. Bei der absoluten Ischamie
ist die Blutzufuhr vollig unterbunden. Bei der relativen Ischamie reicht die noch
vorhandene Blutmenge aus, um ein Zielorgan oder ein Zielgewebe im
Ruhezustand noch zu versorgen, kommt es aber zu besonderen Anforderungen,
so ist die Blutzufuhr unzureichend und es kénnen Ausfallserscheinungen
auftreten. Das Anfangsstadium der Ischamie wird als hypoxische respektive
anoxische Phase bezeichnet, das Spatstadium, bei dem Gewebealterationen nach
erneutem  Blutzufluss resultieren, als postischdmische Phase oder
Reperfusionsphase [POHLENZ und VON SANDERSLEBEN, 1990]. In der hypoxischen
Phase ist die auftretende Schadigung der betroffenen Zellen zunachst reversibel,
wird spater jedoch bei andauernder Ischamie irreversibel und fihrt schlussendlich
zu deren Zelltod. Eine ischamische Schadigung ist somit primar als ein
uberwiegend intrazellular ablaufendes Geschehen zu verstehen [DE GRoOT, 2005].

Das Wort Reperfusionsschaden impliziert bereits, dass es sich um eine
Schéadigung handelt, die im Zuge der Wiederdurchblutung eines zuvor von der
Blutversorgung ganz oder teilweise abgeschnittenen Gewebes oder Organs,
entsteht. Eltzschig und Collard definieren den I/R-Schaden als ,zellulare
Schadigung von vormals noch lebensfahigem, ischamischem Gewebe im Zuge

von dessen Reperfusion” [ELTzZSCHIG und COLLARD, 2004].
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Obwohl die Wiederherstellung der Blutversorgung eines ischamischen
Organs respektive Gewebes essentiell ist, um einen irreversiblen Schaden
abzuwenden, vermag die Reperfusion eine lokale und/oder systemische,
inflammatorische Reaktion auszulésen, welche einen heftigeren Gewebeschaden
zu produzieren im Stande ist, als es die Ischamie alleine kdnnte. Daran beteiligt
sind die Bildung von  Sauerstoffradikalen, die  Aktivierung des
Komplementsystems,  Leukozyten-Endothelzellinteraktionen, = Thrombozyten-
Leukozyten-Agglomerate, eine gesteigerte mikrovaskulare Permeabilitat und eine
verminderte Fahigkeit des Kapillarendothels, sich zu relaxieren. Im schlimmsten
Fall kann ein I/R-Schaden zum Multiorganversagen und zum Tod des Patienten
fuhren [CARDEN und GRANGER, 2000; ;ELTZSCHIG und COLLARD, 2004; MANGI et al.,
2005]. Im Gegensatz zur intrazellular ablaufenden, rein ischamischen
(Zell)Schadigung bei Ischamie kommt also bei Reperfusion noch erschwerend ein
Prozess, der als inflammatorische, extrazellulare Gewebereaktion bezeichnet wird,
hinzu [DE GRooOT, 2005]. Eine Reperfusionsschadigung ist also kein bloRRes
Offenlegen der in der Ischamie bereits abgelaufenen, schadigenden Prozesse,
sondern ein in weiten Teilen eigenstandiges Geschehen, wenngleich sie um so
starker ausgepragt ist, je langer die ischamische Phase zuvor gedauert hat. Sie
verliert erst dann ihre Bedeutung, wenn der Zelluntergang im betroffenen Organ
wahrend der Ischamie bereits sehr weit fortgeschritten ist und eine
Funktionsaufnahme  dieses  Organs bei Reperfusion auch ohne
Reperfusionsschadigung nicht mehr erreicht werden kann [DE GRoOT, 2005].

Die in Verbindung mit Sauerstoffmangel und Reperfusion einhergehenden
Veréanderungen sind von der Empfindlichkeit (Vulnerabilitdt) und dem Zustand des
betroffenen Gewebes, von Dauer und Grad der ischdmischen Schadigung und der
GefalRarchitektur des betroffenen Gebietes abhangig [POHLENZ und VON
SANDERSLEBEN, 1990]. Im Darm sind die vulnerabelsten Zellen die Enterozyten,
die glatten Muskelzellen und die Zellen des enteralen und des vegetativen

Nervensystems [DE GRoOT, 2005].
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2.3.2 |I/R-Schaden am Darm

Im Folgenden soll genauer auf die Pathophysiologie des I/R-Schadens am
Darm eingegangen werden, wobei die Ausdriicke Reperfusion und
Reoxygenierung als Synonyma zur Anwendung kommen.

Bei hypoxischen bzw. anoxischen Zustdanden kommt es durch das Fehlen
von ausreichend Sauerstoff zum Ausfall der O,-abhéngigen mitochondrialen
Atmungskette und damit der mitochondrialen ATP-Synthese. Der zellulare ATP-
Gehalt sinkt. Konnen betroffene Zellen in Phasen des O,-Mangels tberdies ihren
Energiebedarf nur sehr eingeschréankt tUber die anaerobe Glykolyse decken, wie
es z.B. bei Enterozyten der Fall ist, so gehen sie innerhalb kurzer Zeit zugrunde.
Nahezu alle weiteren intrazellularen Veranderungen, die bei O,-Mangel auftreten
und letztendlich den Untergang dieser O,-abhangigen Zellen mit bedingen, sind
Folge des gestorten Energiestoffwechsels. Im Vordergrund stehen hierbei
Veranderungen des zytosolischen lonenhaushalts (Anstieg der Na'-, K'- und
Ca?*-Konzentration) und des zytosolischen pH-Wertes sowie die Bildung groRer
Poren in den Mitochondrienmembranen (sog. mitochondrialer
Permeabilitatsiibergang) [DE GRooOT, 2005]. Der intrazellulare Anstieg der K*- und
Ca’*-Konzentration im Enterozyten hat einen Wasserinflux zu Folge, der zur
Schwellung betroffener Zellen und zur intravaskularen Hamokonzentration fihrt
[MENGER et al., 1988]. Eine Erhdhung der intrazellularen Ca**-lonenkonzentration
fuhrt zu einer vermehrten Kontraktion vaskularer glatter Muskelzellen, was die
Ischamie noch verstarkt. Durch das Fehlen des Energietragers ATP werden u.a.
auch die Funktionen von Enzymen gestort. Beispielhaft sei hier die H'/ATPase
genannt. lhr Ausfall bewirkt einen intrazellularen Anstieg der H'-
lonenkonzentration was eine intrazellulare Azidose zur Folge hat. Ein saurerer pH-
Wert bedingt wiederum eine verminderte Visco-Elastizitat von Erythrozyten und
Leukozyten was ihre Fliel3eigenschaften negativ beeintrachtigt [Riaz, 2002].

Der hypoxische Zelltod wird von der Uberwiegenden Mehrheit der Autoren
den nekrotischen Formen des Zelluntergangs zugeordnet [DE GROOT, 2005]. Beim
Zelluntergang in der Phase der Reoxygenierung hingegen ist sich die Fachwelt
uneins, wenngleich sich bei Studien, die Leber, Darm und Pankreas betreffen, der
Trend zur Deklaration als Apoptose abzeichnet [FuiaimoTo et al.,1997; CuURsIO et

al., 1999; Wu et al., 2002]. Die Autoren fihren morphologische Befunde an, wie
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beispielsweise Kern- und Chromatinkondensation, der Nachweis der Zytochrom-
C-Freisetzung aus den Mitochondrien, die Aktivierung von Caspasen und die
Fragmentierung der DNA. Gegen diese Annahme, dass die bevorzugte Form des
Zelluntergangs in der Phase der Reperfusion die Apoptose ist, sprechen z. B.
Ergebnisse von Jaeschke und Mitarbeitern. In ihrem Modell zeigten mehr als 98%
der Hepatozyten und Endothelzellen einen Zelluntergang, der morphologisch
eindeutig eine Nekrose war, und Uberdies hatte z.B. der Einsatz eines Caspase-
Inhibitors keinen signifikanten Effekt auf den entstandenen I/R-Schaden [GUJRAL
et al., 2001].

Den Loéwenanteil an den intrazellularen Veranderungen in der Phase der
Reperfusion hat die vermehrte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und es werden
pathogenetische Netzwerke wesentlich von der Anwesenheit dieser reaktiven
Sauerstoffspezies beeinflusst [GRISHAM et al., 1986; bE GRoOOT, 2005]. Dies konnte
eindeutig nachgewiesen, sowie der protektive Einsatz von Antioxidantien zur
Minderung von Reperfusionsschaden gezeigt werden [Wu et al., 1991; COLANTONI
et al., 1998; GUNEL et al., 1998; DimMAKAKOS et al., 2002]. Dabei kdnnen die
reaktiven Sauerstoffspezies intrazellular von den reperfundierten Zellen selbst
gebildet werden oder aus dem Extrazellularraum stammen. In der Hauptsache
handelt es sich um das Superoxidanion-Radikal (O2), um das Hydroxyl-Radikal
(OH) und um das gasformige Stickstoffmonoxid (NO). Das Hydroxyl-Radikal ist
extrem reaktiv und entsteht durch die Umsetzung des weniger reaktiven
Wasserstoffperoxyd-Molekuls (H,O,) durch Aktivatoren, wie z.B. dem redoxaktiven
Fe?" [PETRAT et al., 2002; b GROOT, 2005]. Es folgt dabei der Gleichung:

H,0, + Fe?* > ‘OH + Fe® + OH

Wesentlicher intrazellularer Bildungsort von reaktiven Sauerstoffspezies ist
die geschadigte mitochondriale Atmungskette. Hier werden bereits in der Phase
der Ischdmie Enzyme aktiviert, die die O,-Radikal Bildung begulnstigen, wie z.B.
die Xanthin-Oxidase [JAESCHKE und MITCHELL, 1989; LITTAUER und DE GROOT,
1992]. Dieses Enzym ist in den Enterozyten an den Villusspitzen besonders stark
exprimiert [DRYJA, 2007]. Des Weiteren entstehen reaktive Sauerstoffspezies bei
der chemischen Oxidation reduzierter Zellbestandteile, ferner werden sie durch

Enzyme aktivierter Makrophagen und Granulozyten (NADPH-Oxidase,
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Myeloperoxidase) gebildet [JAESCHKE und SMITH, 1997; DE GROOT, 2005]. Auch ist
davon auszugehen, dass die Aktivierung von Makrophagen und die damit
verbundene vermehrte Zytokinproduktion in einem engen Zusammenhang mit der
Induktion eines Enzymes steht, welches erst bei fortgeschrittener Reperfusion
auftritt (im Pankreas nach 6 Stunden [AyuB et al.,, 2001]) und dann fur die
gesteigerte Synthese von NO verantwortlich ist. Es handelt sich hierbei um die
INOS (induzierbare NO-Synthase). Eine selektive Hemmung der iINOS war im
Darm protektiv bezuglich eines IR-Schadens [Wu et al., 2002]. Hier bestehen klare
Zusammenhange mit der inflammatorischen Gewebereaktion in der
Reperfusionsphase. Dabei tbt das Stickstoffmonoxid (NO) sowohl protektive als
auch destruktive Funktionen bei der Reperfusion der viszeralen Organe aus. Eine
basale Freisetzung von NO ist fur den Erhalt der Vitalitdt bei Reperfusion
essentiell. Diese wird in der Regel Uber die endotheliale NO-Synthase (eNOS)
gesteuert [DE GRoOT, 2005] und durch die Gabe eines NO-Donors kann sogar
eine Verminderung der Reperfusionsschadigung im Darm erreicht werden [KALIA
et al., 2001; KAawATA et al., 2001]. Eine UberschieRende NO-Bildung hingegen
kann die Schadigungen in der Phase der Reperfusion verstarken. Als Ursache fur
solch eine Uberproduktion von NO wird auch eine Uberstimulation sog.
konstitutiver NO-Synthasen durch erhohte zytosolische Ca**-
lonenkonzentrationen, wie sie bei der hypoxischen Zellschadigung auftreten,
diskutiert [DE GrRooOT, 2005]. Grund dafir ist, dass auch schon zu Beginn der
Reperfusionsphase eine verstarkte NO-Bildung auftritt (s.0. INOS erst spater!),
deren Erniedrigung durch einen NO-Synthase-Hemmstoff auf basale Werte
protektiv beziglich eines mukosalen Schadens nach Ischamie-Reperfusion ist
[TAKADA et al., 1998]. Dies ist gleichzeitig ein Beispiel fur die Kausalitdt von
Reperfusionsschaden  (ausgelést durch  NO) und  vorangegangener
Veranderungen wahrend der Ischamie (Erhéhung der zytosolischen Ca*'-
lonenkonzentrationen).

Die an der Zellschadigung bei Reperfusion beteiligten und extrazellular
gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies wirken wie Toxine auf die Zellen. Sie
entstehen beispielsweise durch die von geschadigten Zellen in den
Extrazellularraum freigesetzte Xanthin-Oxidase [DE GROOT und LITTAUER, 1988].

In der Endstrecke der Bildung der O,—Spezies kommt es durch

Zellschadigung bedingt zum Verlust der Barrierefunktion der Mukosa, wodurch die
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Translokation von Bakterien und Bakterienbestandteilen aus dem Darmlumen
begulnstigt wird [DRYJA, 2007].

Alle Ereignisse der inflammatorischen Gewebereaktion sind netzartig
miteinander verbunden. Zu ihren zentralen Ereignissen gehdren die Aktivierung
von Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten, Endothelzellen und
des Komplementsystems, die Bildung von Thrombozytenaggregationen,
proinflammatorischer Zytokine und anderer Mediatoren und die oben
beschriebene vermehrte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies sowie von
Stikstoffmonoxid (NO) [DE GRoOT, 2005].

Generell gilt, dass die Ischamie von Geweben mit einem Perfusionsausfall
und der Gewebeinfiltration von Leukozyten wahrend der Reperfusionsphase
einhergeht. Die Leukozyten treten dabei Adhasionsmolekul-vermittelt (s.u.) mit
dem aktivierten Endothel postkapillarer Venolen in Kontakt und transmigrieren in
die extravaskulare Gewebematrix, wo sie u.a. durch Ausschitten von Proteasen
eine zusatzliche Gewebeschéadigung bewirken [CARLOS und HARLAN, 1994].

Zu den proinflammatorischen Mediatoren die an der
Reperfusionsschadigung des Darmes beteiligt sind gehoéren u.a. Zytokine,
Eikosanoide und Wachstumsfaktoren sowie die Signalmolekile NO und
Endothelin-1. Dass das Oligopeptid Endothelin-1 (ET-1) als proinflammatorischer
Mediator an der Ausbildung eines IR-Schadens beteiligt ist, konnte indirekt tber
die Gabe eines ETa-Rezeptorantagonisten (BQ123) und eines Endothelin-
Converting-Enzym-Inhibitors (Phosphoramidon) vor der Reperfusion gezeigt
werden. Hierbei verminderte sich das Ausmald des Reperfusionsschadens in
beiden Fallen signifikant [ANADOL et al., 1998]. Aus der Gruppe der Eikosanoide
sind vor allem die Leukotriene von Bedeutung (s.u.). Besonders hervorzuheben
sind aus der Gruppe der Zytokine der Tumornekrosefaktor-a (TNF- a) und das
Interleukin-6 (IL-6). Es konnte gezeigt werden, dass TNF- a und IL-6 nach
Ischamie-Reperfusion vom Darm selbst gebildet werden, und dass diese Zytokin-
Produktion positiv mit der Schwere des IR-Schadens korreliert. Als Quellen dieser
Zytokin-Produktion werden intestinale Lymphozyten und Makrophagen sowie
Epithelzellen diskutiert [GROTZ et al., 1999]. Zudem scheint der TNF- a und weitere
Zytokine als Induktoren fiur die vermehrte Expression von Adh&asionsmolekilen
(v.a. ICAM-1 und E-Selektin) zu fungieren [DE GRoOT, 2005]. Auch vermdgen

reaktive Sauerstoffspezies wohl Endothelzellen endogen zu aktivieren und damit
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deren Adh&sionsmolekilexpression zu steigern, gleichzeitig schadigen sie den
Zellverband auch im Gefal3endothel, was einen unmittelbaren Zugang der
Blutelemente in das umliegende Gewebe zu Folge hat [NATARAJAN et al., 2002; DE
GROOT, 2005]. Auf die damit in Zusammenhang stehende vermehrte
Leukozytenextravasation wird spater noch genauer eingegangen.

Von den korpuskuldaren Anteilen des Blutes sind an der
Reperfusionsschadigung vor allem neutrophile Granulozyten und Lymphozyten
beteiligt. Dabei ist es nicht ausschlie3lich so, dass durch die Minderperfusion in
der Phase der IschAmie Leukozyten oder kleine Thromben in den Kapillaren
festsitzen und dadurch keine Wiederherstellung normaler Flussverhaltnisse
maoglich ist, es kommt vielmehr zum sog. “capillary no-reflow” durch eine
Verengung des  Kapillarlumens und  konsekutiver  Erhdhung  des
GefaRwiderstandes von Seiten des geschwollenen extravasalen Gewebes
[MENGER et al., 1997]. Dadurch ist eine adaquate Reperfusion von vormals
ischamischen Arealen nur eingeschrankt oder gar nicht mehr maéglich, obwohl es
bei einer Inflammation nach einer voriibergehenden Vasokonstriktion, vornehmlich
von Arteriolen, nach einer kurzen Zeit schon zu einer reflektorischen
Vasodilatation kommt. Dabei werden auch prakapillare Sphinkter getffnet, es stellt
sich eine aktive Hyperamie ein [WEISs, 1990]. Der Pathomechanismus des
“capillary no-reflow” stellt sich komplex dar:

Zu der Verengung von Kapillarlumina kommt es in erster Linie durch einen
erhohten interstitiellen Druck. Er ist die Folge eines sich formierenden
interstitiellen Odems, welches durch die bereits weiter oben beschriebene
Gefallendothelschadigung begunstigt wird [MENGER et al., 1997].

Ebenfalls kommt es in der Reoxygenierungsphase zu einem vermehrten
Ubertritt von Leukozyten, hier aber vornehmlich aus dem postkapillar vendsen
System, in das umliegende Gewebe. Der erste Schritt in der Extravasations-
Kaskade ist das Annéhern eines frei flieRenden Leukozyten an das GeféalRendothel
[TEDDER et al.,, 1995]. Kontakte mit dem GeféalRendothel bedingen eine
Reduzierung seiner Flussgeschwindigkeit, was wiederum zu immer langeren
Phasen des Zellkontaktes und der Zellinteraktion mit dem Gefal3endothel fuhrt —
der Leukozyt beginnt auf der Endothelzelloberflache der GefalBwand zu rollen
(Abb. 2B). Das ,Rolling“ wird in erster Linie von Adhasionsmolekilen aus der

Selektin-Familie (P-, E- und L-Selektin) reguliert, wobei dem P-Selektin hierbei
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wohl in der Zirkulation nicht-lymphatischer Gewebe die grof3te Bedeutung
zukommt [MANSSON et al.,, 2000; WAN et al., 2002]. Die Selektine bedingen
reversible Interaktionen des Leukozyten mit dem Gefal3endothel, die, kommt es zu
keiner Aktivierung des Leukozyten, jederzeit wieder I6sbar sind. Durch diese
kurzen Verweildauern am Endothel vermindert sich aber die FluRgeschwindigkeit
des Leukozyten drastisch (ca. 50-fach) [RiAz, 2002], was ihn Uberhaupt erst
befahigt Signale, die vom GefalRendothel und vom extravasalen Gewebe
exprimiert werden, wahrzunehmen [LAWRENCE und SPRINGER, 1991; EBNET und
VESTWEBER, 1999]. Bei diesen chemoattraktiven Signalen handelt es sich z.B. um
Chemokine (chemotaktische Zytokine), Leukotriene, den Thrombozyten
aktivierenden Faktor (platelet activating factor (PAF)) und um reaktive
Sauerstoffspezies [TESSIER et al., 1997].

Diese Signale aktivieren (Abb. 2C) die Leukozyten, wodurch es zu einem
Umstellen der spezifischen Expression von Adhasionsmolekilen (vornehmlich 3,-
Integrine aus der Familie der Integrine) an der Oberflache der Leukozyten kommt.
Entsprechende rezeptive Adhasionsmolekile, die von den Gefaliendothelzellen
exprimiert werden, sind z.B. ICAM-1 und VCAM-1 [LAWRENCE und SPRINGER,
1991; CARLOS und HARLAN, 1994; RiAz, 2002]. Zusammen vermitteln sie eine feste
Adhasion der Leukozyten mit der Gefaldwand (“sticking“) (Abb. 2D).

&
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Abbildung 2: Schematische Sequenz der Leukozyten-Rekrutierung in einer postkapillaren Venole.
Die Extravasation der zirkulierenden Leukozyten im Zuge einer Entziindung kann wie folgt
eingeteilt werden: A) frei flieBender Leukozyt, B) Rolling, C) Aktivierung, D) Adhasion E)

Transmigration. Blutfluf3 von links nach rechts.
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Der finale Schritt im Rekrutierungsprozess ist die Transmigration der
Leukozyten durch die Gefallwand hindurch ins extravasale Gewebe (Abb. 2E).
Wie in der Abbildung 2 gezeigt, geschieht dies vornehmlich durch ein
“Hindurchquetschen* der Leukozyten durch den Interzellularspalt benachbarter
Endothelzellen. Diese Licken entstehen wahrscheinlich durch das Einwirken von
Entzindungsmediatoren. Dabei kbnnen Endothelzellzwischenraume bis zu 0,4 ym
betragen [WEISs, 1990]. Die Transmigration ist hierbei interessanterweise eine von
Leukozyten aktiv verrichtete Téatigkeit. Sie bohren sich férmlich in die bereits
geweiteten Interzellularrdume des Gefal3endothels ein, erweitern diese dadurch
und verlassen so das Gefal3 unter starken Formveranderungen (Einschniirung des
Zellleibes einschlief3lich des Zellkerns von ca. 10 ym Durchmesser auf unter 1 um)
mittels amoboider Lokomotion. Die Basalmembran, als letzte Barriere zwischen
Intravasal- und Extravasalraum, losen sie durch Iytisch wirkende Enzyme
ebenfalls auf einer Strecke von maximal 1 ym auf, was ihren voélligen Durchtritt
erst ermdglicht. Diese Licke schlie3t sich wieder unmittelbar nach erfolgter
Emigration und die Integritat der Basalmembran ist somit wieder hergestellt. Fur
die Transmigration wurde beim neutrophilen Granulozyten eine Zeitdauer von 2-9
Minuten ermittelt [WEiss, 1990]. Uber die Bedeutung transzellularer Passagewege
von sowohl Plasmabestandteilen als auch Leukozyten im Zuge einer Entziindung,
ist sich die Fachwelt uneins [WEIss, 1990; FENG et al., 1998].

Sind diese aktivierten Leukozyten im perivaskularen Gewebe angelangt, so
bewegen sie sich mit 10-40 ym/Minute direkt auf den Entzindungsherd zu. Dazu
werden sie durch chemotaktisch wirkende Entziindungsmediatoren, wie z.B.
Prostaglandine, Leukotriene, Interleukine, den TNF- a, den PAF u.v.m. angelockt.
Hierbei reagiert jede Leukozytenfraktion (wie z.B. Lymphozyten, neutrophile
Granulozyten, eosinophile Granulozyten etc.) individuell auf Chemotaxine [WEISS,
1990]. Je nach dem welche Leukozytenspezies dominiert, bestimmt diese dann
den Charakter der Entzindung. Es kommt zu einer gesteigerten Produktion von
Entzindungsmediatoren und von fur die Lyse bzw. spatere Phagozytose
potenzieller Antigene notwendiger Reagenzien im inflammatorischen Gewebe
selbst (u.a. Proteasen, reaktive Sauerstoffspezies, NO etc.) [CARLOS und HARLAN,
1994]. Durch die vermehrt einwandernden Leukozyten und den daraus
resultierenden Gewebeschaden kommt es zur entziindlichen Schwellung — eines

der Kardinalsymptome jeder Entziindung. Daraus resultiert wiederum ein erhéhter
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interstitieller Druck, welcher maf3geblich flr das bereits oben erwahnte “capillary
no-reflow” verantwortlich ist.

Dadurch wird die Zeit der Sauerstoffminderversorgung oder gar der Anoxie
weiter verlangert. Obwohl die Regenerationsleistung der Darmmukosa durchaus
enorm ist, ist ab einer Ischamiedauer von mehr als 6 Stunden die daraus
resultierende Mukosadestruktion irreversibel [KNICHWITZ et al., 2005]. Boley et al.
geben 8 Stunden als absolutes Maximum an [BOLEY et al., 1997]. Durch das in der
Folge vermehrte Absterben der Enterozyten steigt die Permeabilitdt der
intestinalen Mukosa rapide, was zum Verlust ihrer eigentlichen Barrierefunktion
fuhrt. Der oben beschriebenen Anatomie des Darmes folgend, kénnen auch
Zottenkapillare direkt arrodiert werden. Es kommt zum Ubertritt von Bakterien und
Endotoxinen in die intestinalen Lymphbahnen, die V. portae sowie in den
systemischen Blutkreislauf. Endotoxine bewirken eine Umverteilung des
Blutflusses mit Stérungen der mikrovaskularen Perfusion und eine Stimulation von
Lebermakrophagen. Diese setzen ihrerseits wiederum Zytokine wie TNF-q,
Interleukin-1 und Interleukin-6 frei, welche dann ebenfalls proinflammatorisch in
den Entziindungsprozess eingreifen [FONG et al., 1990].

Des weiteren fuhrt die relativ hohe Dichte an a-Rezeptoren im
Splanchnikusgebiet [KNiCHWITZ et al.,1998] dazu, dass es unter septischen oder
hamorrhagischen Bedingungen zu einer sympathoadrenergen Gegenregulation
kommt, wodurch die Durchblutung in diesem Gebiet auf kapillarer Ebene verstarkt
gedrosselt wird [MESSMER, 1968]. Diese, zusatzlich zur bereits bestehenden
Darmischamie, erschwerend wirkende Vasokonstriktion der MesenterialgefalRe
kann auch nach Wiederherstellung der Durchblutung das Ausmall der I/R-

Schaden vergrol3ern [MACDONALD, 2002].
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2.4  Atherosklerose
2.4.1 Definition der Atherosklerose
Die Vermehrung kollagener Fasern bzw. des kollagenen Bindegewebes in

Organen und Geweben wird als Induration, Fibrose oder Sklerose bezeichnet.

Pathologisch anatomisch gesehen, entspricht die Arteriosklerose einer (primar)

nicht entzundlichen Fibrose und Sklerose von Arterienwanden, also einer
Stoffwechselstérung des Bindegewebes. Werden bei dieser Fibrosierung und
Sklerosierung Lipide mit abgelagert, so spricht man von Atherosklerose (gr.

athere/athyre = Mehlbrei, Fettbrei) [DAMMRICH und LoppPNOw, 1990]. Laut aktueller
WHO-Definition ist die Atherosklerose eine variable Kombination von
Verdnderungen der Arterienintima. Sie kann mit einer herdférmigen Anhaufung
von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, sowie mit der
Bildung von fibrésem Gewebe und mit Kalkablagerungen einhergehen und mit
Verdanderungen der Arterienmedia verbunden sein [WHO, 2007]. Es kommt zur
Verdickung und zum Elastizitatsverlust der betroffenen GefaRwande. Obwohl
streng genommen nicht korrekt, werden Atherosklerose und Arteriosklerose oft als
Synonyma verwendet.

Die Pathogenese der Atherosklerose, kurz Atherogenese genannt, konnte
bis heute nicht restlos aufgeklart und zu einem zusammenhéngenden Konzept
gefugt werden. Allgemein wird davon ausgegangen, dass die Entstehung
atherosklerotischer Veranderungen multifaktoriell bedingt ist. Hierbei wirken
exogene Faktoren, wie Rauchen, falsche Ernahrung und Bewegungsmangel,
sowie endogene Faktoren, wie Hypertonie, Diabetes und eine eventuelle
genetische Pradisposition, gleichrangig mit- und nebeneinander [BHAKDI, 2006].
Allgemein unbestritten ist die Rolle des im Volksmund auch ,das schlechte

Cholesterin“ genannten LDL (low density lipoprotein).
2.4.2 Bedeutung der Atherosklerose
Die Atherosklerose ist in allen westlichen Industrienationen die

Volkskrankheit Nr. 1 [BHAKDI, 2006]. An ihren Folgeerkrankungen, wie koronarer

Herzkrankheit (KHK) und Apoplexie, sterben mehr Menschen, als an allen
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anderen Krankheiten zusammen, und das trotz bewussterer Lebensweise und der
Anwendung neuer Pharmaka zur Blutfettreduzierung (z.B. Statine) [Ross, 1999;
BHAKDI, 2006].

In der Gesundheitsberichterstattung des Bundes von 2006 dominieren bei
den Sterbeziffern nach Haupttodesursachen die zwei Erkrankungsgruppen Herz-
Kreislauf-Erkrankungen und Krebs mit weitem Abstand. So starben pro 100.000
Einwohner in Deutschland von 525,07 Frauen 236,58 (45,05%) an Herz-Kreislauf-
Krankheiten, und von 841,06 Mannern 348,82 (41,47 %). Im Durchschnitt
betrachtet sind das 42,85 % aller Todesfélle. Zum Vergleich hatte Krebs als zweite
Haupttodesursache einen Anteil von 27,02 % [DESTATIS, 2006]. Im Durchschnitt
der letzten Jahrzehnte verlieren jedoch erfreulicherweise die Herz-Kreislauf-
Krankheiten, wenn auch auf hohem Niveau, an Bedeutung in Bezug auf ihren
Anteil an der Gesamtsterblichkeitsrate. So ging die Sterblichkeitsrate bei Herz-
Kreislauf-Krankheiten von 1990 bis 2004 bei Frauen um 33,1% und bei Mannern
um 38,2% zurick. Die Gesamtsterblichkeit sank hingegen nur um 25,3 %
respektive 29,4%. Dessen ungeachtet verursacht die Gruppe der Herz-Kreislauf-
Erkrankungen aber die hochsten Behandlungskosten, wobei vor allem die KHK
und die Apoplexie zu Buche schlagen [DESTATIS, 2006]. Im Jahr 2006
entstanden in Deutschland nach der Krankheitskostenrechnung des Statistischen
Bundesamtes durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen Kosten von 35,18 Mrd. Euro.
Das entsprach rund 15 % der gesamten Krankheitskosten im Jahr 2006 in Hohe
von 236,02 Mrd. Euro (DESTATIS 2006).

Die Pravalenz der Atherosklerose steigt mit dem Alter der Patienten [WONG
et al., 1995]. Die Lebenserwartung einer heute 60 jahrigen Frau betragt statistisch
gesehen weitere 24,6 Jahre, die eines heute 60 jahrigen Mannes weitere 20,7
Jahre nach der Sterbetafel 2005/2007 [DesSTATIS, 2008]. In Anbetracht des
demographischen Wandels respektive der lAngeren Lebenserwartung eines heute
geborenen Kindes (Méadchen: 82,3 Jahre; Junge: 76,9 Jahre) [DESTATIS, 2008],
der oft sehr langen Progressionsphase der Atherosklerose und der zunehmenden
Bedeutung der Atherosklerose als Co-Morbiditdt bei einer Reihe anderer
Erkrankungen, ist von einer weiter zunehmenden Relevanz auch Atherosklerose-

assoziierter Begleiterkrankungen auszugehen.
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2.4.3 Pathophysiologie der Atherosklerose

Bei der Infiltrations-Hypothese geht man davon aus, dass es auf Grund von
hohen Blutlipid-Spiegeln zur Migration von Blutfetten aus dem luminalen in den
subintimalen Raum kommt. Dort reichern sich die Lipide an und ihre
Oxidationsprodukte schadigen die Endothelzellen dann von basal. Es kommt zu
Lasionen im Gefal3endothel, was wiederum das Einwandern von Lipiden aus der
Blutbahn beginstigt — ein Circulus vitiosus ist entstanden [WOLFRAM, 1990].

Die Response to injury—Hypothese besagt, dass die Atherosklerose als eine
Reaktion auf eine vorausgegangene Noxe verstanden wird. Diese primére Noxe
ist eine initiale GefalRendothelschadigung. Sie kann mechanischer, chemischer
oder viraler Natur sein. Verbunden mit zeitgleich hohen Lipid-Serumspiegeln
kommt es zur Anreicherung von LD-Lipoproteinen in der Intima. Durch oxidative
Prozesse, die z.B. auch durch ‘O,-Radikale initiiert werden, entsteht oxidiertes
LDL, was seinerseits inflammatorische Prozesse auslost [Ross, 1993; Ross,
1999; BHAKDI, 2006]. Auf diesen Entziindungsreiz reagiert das Gewebe mit einer
Fibro- und Myeloblastenproliferation, Proteoglykansekretion und Zubildung
kollagener Fasern. Folge ist eine Verhartung, eine Sklerose. Auf3erdem kann Kalk
eingelagert werden. Die Anreicherung mit Serumlipiden fuhrt zu herdférmigen
Fettablagerungen in der Intima und Media. Die Fette liegen als Lipoproteine und
Cholesterin extrazellular oder in spater wiederum zerfallenden Lipophagen
(Schaumzellen) und Myozyten gespeichert vor. Aus Fettansammlungen und
Nekrosen entstehen die Atherome (gr. athere = Mehlbrei) der Intima, die
gelegentlich auch verkalken (Fettkalk) [DAMMRICH und LoppPNOW, 1990].

Nach dem ,Mainzer Konzept* werden in der Intima gestrandete LDL-
Molekule durch die Einwirkung von Enzymen derart umgebaut, dass die
Lipoproteine Signale an das Immunsystem abgeben kdnnen, um von Fresszellen
aufgenommen werden zu kénnen. Nachfolgend wird das Cholesterin aus den
Fresszellen von HDL-Molekilen abtransportiert. Somit wird die GefaRwand von
unldBlichem Cholesterin befreit. Dieser Vorgang ist primar physiologisch und auch
sinnvoll, denn geringe Mengen an Lipoprotein gelangen auch unter normalen
Bedingungen in arterielle Gefallwande hinein, und so wird das dort abgelagerte
Cholesterin durch Fresszellen entfernt. Erst bei einer Uberlastung dieses

Transportsystems kommt es aufgrund der dauerhaften Aktivierung des
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Immunsystems zu einer chronischen Entzindung und zur GefalRverkalkung. Die
Atherosklerose stellt also nach der Mainzer Hypothese eine neue Art von
immunologischer Erkrankung dar, und kann als Folge einer Uberlastung des
physiologischen Lipid-Abtransportsystems aus den GefaBwanden verstanden
werden [BHAKDI, 2006]. Nach dieser These gibt es also eine greifbare Ursache der
Atherosklerose — das im UbermaR in der GefaRwand abgelagerte (weil nicht
abtransportierte) LDL.

Die in der Literatur zur Zeit am haufigsten zu findende Ansicht zur
Atherogenese ist die Formierung einer Inflammation mit immunologischer
Reaktion [LiBBY, 2000; REINER und TEDESCHI-REINER, 2001; YUONG et al., 2002].
Ein Entzindungsgeschehen steht als Bindeglied zwischen Dyslipidamie und
atherosklerotischer Plaqueformation [LiBBY, 2002]. Irgendwann im Laufe des
Lebens wird die Atherogenese moglicherweise initiiert (Initiation), sie progrediert
Uber einen meist langen Zeitraum, oft tber Jahrzehnte hinweg (Progression), und
eventuell kommt es dann spater zu Komplikationen im Sinne von kompletten
Gefallverschlissen oder Thrombosen. Mdoglicherweise bleiben Patienten mit
atherosklerotischen Plaqueformationen auch lebenslang symptomfrei [LiBBY,
2000].

In der Phase der Initiation laufen &hnliche Prozesse wie bei der
inflammatorischen Gewebereaktion im Rahmen der Reperfusion beschrieben ab,
nur befinden sich die hierbei affektierten Gefal3e im arteriosen Hochdrucksystem.
Die Entwicklung eines atherosklerotischen Plaques ist ein komplexer Prozess, der
mit einer endothelialen Dysfunktion, getriggert durch Faktoren wie
Hypercholesterolamie, Rauchen, Bluthochdruck, Hyperhomocysteindmie oder
gestortem  Glucosestoffwechsel beginnt. Diese Dysfunktion fihrt zu einer
gesteigerten endothelialen Permeabilitdt fir Lipoproteine und andere
Plasmabestandteile. Die Triggerfaktoren tben ihren Einfluss Gber Mediatoren wie
Stickstoffmonoxid (NO), den platelet-derived growth factor (PDGF), Prostacyclin,
Angiotensin 1l und Endothelin aus [REINER und TEDESCHI-REINER, 2001]. Auf der
Endothelzelloberflache arterieller Gefalie werden spezifische Adhasionsmolekiile
exprimiert, die das Einwandern von Leukozyten mediieren, z.B. Selektine, VCAM-
1 und ICAM-1 [LiBBY, 2000; REINER und TEDESCHI-REINER, 2001]. Als
chemoattraktive Stoffe (Chemokine) wirken hierbei z.B. das Makrophagen
chemoattraktive Protein-1 (MCP-1), der PDGF und der Makrophagen Colonie
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stimulierende Faktor (MCSF) [LiBBY, 2000; REINER und TEDESCHI-REINER, 2001].
Auch oxidiertes LDL bewirkt eine Rekrutierung mononuklearer Leukozyten in die
Intima [LiBBY, 2000; REINER und TEDESCHI-REINER, 2001]. Hier wird ersichtlich,
dass eine oben erwahnte Hypercholesterolamie eine endotheliale Dysfunktion
nicht nur triggert, sondern sie auch aufrecht erhalten oder gar verschlimmern
kann. Oxidiertes LDL, der MCSF, TNF-a sowie IL-1 bewirken ebenfalls die
Einlagerung von Lipiden und Lipoproteinen in bereits extravasal befindliche
mononukledre Leukozyten. Aus Makrophagen formieren sich so die Schaumzellen
(s.0.) [DAMMRICH und LoppNnoOw, 1990; LiBBY, 2000]. Zusammen mit einer T-
Zellaktivierung (stimuliert durch den TNF- a und IL-2), Plattchenaggregation
(stimuliert durch Thromboxan A, (TxA)) und dem Einwandern glatter Muskelzellen
(stimuliert durch PDGF und den Gewebe-Wachstumsfaktor-beta (TGF-B)) kommt
es zur Ausbildung eines atherosklerotischen Plaques [LiBBY, 2000; REINER und
TEDESCHI-REINER, 2001]. Myozyten und Fibrozyten bilden hierbei einen fibrésen
Uberzug (,fibrous cap*), der mechanische Stabilitat verleint und das fettreiche und
potentiell hoch thrombogene Material im Plaqueinneren, den sog. Kern (,core®),
vom zirkulierenden Blutstrom des GefalR3lumens trennt [REINER und TEDESCHI-
REINER, 2001]. In diesem Kern befinden sich neben freien, extrazellularen
Lipoproteinen auch eine immense Menge mit Lipiden/Lipoproteinen beladener
Makrophagen — die oben erwdhnten Schaumzellen [LiBBY, 1996]. Diese fettige
Masse im Plaqueinnern ist der sogenannte ,Mehlbrei“ [DAMMRICH und LoPPNOW,
1990]. Die Schaumzellen im Plaquekern bilden gro3e Mengen an
Gewebethromboplastin, ein hoch potentes Koagulans, kommt es mit dem
Blutstrom in Kontakt [WiLcox et al., 1989]. Uberdies induziert oxidiertes LDL in
GefalRendothelzellen die Expression von Gewebethromboplastin und erhéht
gleichzeitig die Konzentration von Plasminogenaktivator-Inhibitoren [BERLINER et
al. 1995].

Naturlich gibt es physiologischer Weise bei inflammatorischen Reaktionen
immer eine Balance zwischen wachstumsfordernden (proinflammatorischen) und
wachstumshemmenden (antiinflammatorischen) Faktoren. In der
Progressionsphase der Atherogenese uberwiegen definitionsgemald die
wachstumsfordernden Faktoren [LiBBY, 2000]. Wachsende atherosklerotische

Plagues haben die Tendenz Calcium einzulagern, was die mechanisch-
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elastischen Eigenschaften der Arterienwand negativ beeinflusst [DAMMRICH und
LorppNOW, 1990; BERLINER et al. 1995; LiBBY, 2000].

Eine Stoérung der Blutzirkulation nachgeschalteter Organe oder gar des
Herzens selbst geht dabei primar nicht von einer kritischen Verengung von
Arterien aus [LIBBY, 2009]. In angiographischen Untersuchungen wurde entdeckt,
dass die Mehrheit akuter myokardialer Infarkte von Atheromen verursacht wurde,
die ihrerseits weniger als 50 % des arteriellen Gefal3lumens verschlossen [SMITH,
1996; LiBBY, 2009]. Zu Komplikationen kommt es, wenn solche
atherosklerotischen Plagues instabil werden. Ob ein Plague stabil oder instabil ist
hangt dabei nicht von seiner Grél3e, sondern von der Dicke und der Konsistenz
seines fibrésen Uberzuges ab [REINER und TEDESCHI-REINER, 2001]. Man spricht
auch vom Ubergang von der chronischen in die akute Phase der Atherosklerose
[LiBBY, 1995]. Angelockt von Entziindungszellen wandern vermehrt Makrophagen
in den ,fibrous cap“ ein. Nach spezifischer Aktivierung produzieren diese
proteolytisch wirkende Enzyme, die wiederum das kollagene Bindegewebe und
die vaskularen Myozyten des ,fibrous cap“ angreifen [LiBBY, 2000; REINER und
TEDESCHI-REINER, 2001]. Es kommt zur Erosion oder gar zur Ruptur des ,fibrous
cap” und somit zum direkten Kontakt des Blutstroms mit dem hoch thrombogenen
Zellmaterial des Plaquekerns (s.0.). Die daraus resultierende Thrombose oder der
gegebenenfalls sich einstellende Infarkt in dem nunmehr minderversorgten Gebiet
der betroffenen Arterie bestimmen die klinische Symptomatik des Patienten
[BERLINER et al. 1995; LiBBY, 1995; VIRMANI et al., 2006].

Eine andere Hypothese der Entstehung der Atherosklerose besagt
folgendes: In der Adventitia der Coronararterien des Menschen und unserer
Haussaugetiere existiert ein feines Netzwerk mikrovaskularer Gefal3e, das der
nutritiven Versorgung der aulR3eren Gefal3schichten dient. Diese Gefal3e werden
Vasa vasorum (VV) genannt [WoOLINSKY und GLAGoOvV, 1967]. Experimentelle und
humanpathologische Studien haben ein vermehrtes Vorkommen adventitieller
Vasa vasorum bei bestehender coronarer Atherosklerose gezeigt [BAGER et al.,
1984; WiLLiaMs et al., 1988]. Es wird vermutet, dass die oben erwahnte
Leukozytenextravasation mit all ihren Folgen fur die Entstehung von Atheromen
gar nicht in den groRen arteriellen GefalRen selbst, sondern in den vendsen Vasa
vasorum der Adventitia stattfindet [LENTSCH und WARD, 2000; Moos et al., 2005;

LANGHEINRICH et al., 2007]. Man vermutet, dass Leukozyten also nicht aus dem
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arteriellen Lumen in die GefaRwand, sondern sozusagen ,von auf3en* aus den VV

in die Media und Intima Ubertreten.

2.5  Erythropoietin (Epo)

Erythropoietin ist ein monomeres Glykoprotein mit einem Molekulargewicht
von ~34-37 kDa. Es ist im Allgemeinen ein Vertreter der Grol3en Gruppe der
Hormone, und hierunter im Speziellen in der funktionellen Gruppe der Zytokine
angesiedelt. Es ist nicht artspezifisch und wird zu 90 % in der Niere (v.a.
peritubuléare Nierenzellen) gebildet. Seine vornehmliche Funktion ist die
Stimulation  der  Differenzierung  hamatopoetischer ~ Stammzellen  des
Knochenmarks zu Erythrozyten (Erythropoese) [PETRIDES, 1998]. Daraus
resultierten die letzten zwanzig Jahre viele Publikationen, die sich mit den
positiven Effekten der Substitution von humanem rekombinantem Erythropoietin
(hrEpo) bei Patienten mit Andmie unterschiedlicher Genese befassen. Beispielhaft
seien hier Hamodialyse-Patienten auf Grund chronischer Niereninsuffizienz
genannt [DiMKoVvIC, 2001; LAZAREVIC et al., 2007]. Dennoch kénnen auch hierbei
potentielle, teils immunvermittelte Nebenwirkungen auftreten, und auch die
Applikationsart (s.c. vs. i.v.) scheint eine Rolle zu spielen [PLIESA , 2004].

Juul und Mitarbeiter fanden heraus, dass die Behandlung von Epithelzellen des
Dunndarms von Ratten mit humanem rekombinantem Erythropoietin das Auftreten
von Cytokin-induzierter Apoptose abschwachte, und gleichzeitig sich die
Zellmigrationsrate steigerte. Dabei war es egal, ob das hrEpo vor oder zeitgleich
zur Noxe verabreicht wurde. Sie fanden weiter, dass Epo-Rezeptoren bereits im
postnatalen Ratten- und humanen Dinndarm exprimiert wurden. Daraus leiten sie
die Vermutung ab, dass auch das in humaner Muttermilch vorhandene Epo
positive Auswirkungen auf die intestinale Funktion von Sauglingen hat [JuuL et al.,
1999; SEmBA und JuuL, 2002]. In einer weiteren Arbeit wurde gezeigt, dass Epo
bei der Entwicklung des Diunndarmes von neonatalen Ratten trophische
Funktionen besitzt. Bei taglicher Verabreichung von hrEpo tGber mindestens eine
Woche wiesen die Versuchstiere gegeniber einer Kontrollgruppe einen langeren
Dunndarm (bezogen auf das Korpergewicht) auf und die absorptive Oberflache
des Mikrovillisaumes vergro3erte sich ebenfalls; Letzteres vornehmlich begrindet

durch eine Zunahme der Villuslange. Dabei machte es keinen Unterschied, ob das
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Erythropoietin enteral oder parenteral verabreicht wurde [JuuL et al., 2001]. Bei
enteraler Applikation wurde aber kein erythropoetischer Effekt festgestellt, was auf
eine fehlende Absorption oder evtl. auf eine Absorption von einer funktionell
inaktiven hrEPO-Form schlieBen lasst. Auch andere Forschungsergebnisse
weisen auf mogliche weitere positive Eigenschaften des Erythropoietins hin. Im
Tierversuch zeigte sich, dass bei tber zwei Wochen mit rEpo intra peritoneal (i.p.)
vorbehandelten Rattenbabys nach Hypoxie und Reoxigenierung ein signifikant
geringerer hypoxischer Zellschaden im Darm im Vergleich zu einer mit Kochsalz
I.p. vorbehandelten Kontrollgruppe zu finden war. Auch waren die intestinalen
NO-Konzentrationen bei den mit hrEpo vorbehandelten Tieren gegenuber der
Kochsalz-Kontrollgruppe und einer unbehandelten Kontrollgruppe signifikant
reduziert [KUMRAL et al., 2003].

Ferner konnte im Tierversuch an Ratten gezeigt werden, dass einmalig
exogen zugeflhrtes Erythropoietin eine Endotoxin-induzierte Apoptose in den
lymphatischen Geweben Thymus und Milz abschwacht [KoroGLU et al., 2006].
Auch reduziert Epo das Ausmald eines akuten myokardialen Infarktes durch
herabsetzen der Apoptoserate [CALVILLO et al., 2003]. Dieser Effekt konnte auch
mit einem nicht-hdmatopoetisch aktiven Derivat des Erythropoietins erreicht
werden [FIORDALISO et al., 2005]. Der zu Grunde liegende Mechanismus scheint
eine antiinflammatorische Wirkung des Epos via Reduzierung postischamischer
Leukozytenadhasion, u.a. durch verminderte ICAM-1 Expression, eine
verminderte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. IL-6, TNF-a , und
eine gleichzeitig vermehrte Expression des antiinflammatorisch wirkenden IL-10
zu sein [Liu et al., 2006].

Dariber hinaus scheint der Epo-Rezeptor generell von vielen
unterschiedlichen Geweben exprimiert zu werden, und auch die Epo-Produktion
findet in den verschiedensten Geweben als Antwort auf physikalischen oder
metabolischen Stress statt [BRINES und CERAMI, 2006; SCHOFFEL et al., 2008].
Dazu gehdren neben der Niere, dem Darm und dem Herzmuskel auch das
Nervengewebe, wo das Epo im Zuge der Regeneration auch fir das Einwandern
von Stammzellen in geschadigte Areale zustandig zu sein scheint [CALVILLO et al.,
2003]. Epo wirkt also nicht nur als potenter Stimulator der Erythropoese, sondern
fungiert auch cardioprotektiv, neuroprotektiv und vermindert die Leukozyten-

Endothelzell-Interaktion. Dabei gibt es in experimentellen Modellen Anzeichen fiur
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ein breites therapeutisches Zeitfenster fur die Gewebeprotektion, v.a. wenn
singular eine hohe Dosis (5000 IE/kg KGW) verabreicht wird [CONTALDO et al.,
2007]. Der Einsatz von Epo vor, wahrend oder nach einem Insult war effektiv
[BRINES und CERAMI, 2006].

Der antiinflammatorische respektive antiapoptotische Effekt des
Erythropoietins scheint hingegen schon bei Behandlungsdosen aufzutreten, bei
denen noch keine erythropoetische Stimulation zu detektieren ist. Harder et al.
konnten zeigen, dass in ihrer Versuchsanordnung eine Dosis von 500 IE/kg KGW
I.p. Uber vier Tage (24 Stunden ante operationem und drei konsekutive Tage)
einen verminderten apoptotischen Zelltod, eine herabgesetzte
Leukozytenrekrutierung und die Aufrechterhaltung des mikrovaskularen
Blutflusses in chronisch ischamischem Gewebe zu Folge hatte. Eine chronisch
applizierte Dosis von 5000 IE/kg KGW i.p Uber denselben Zeitraum bewirkte
zusatzlich einen signifikanten Anstieg des Hamatokrits gegeniber der
Kontrollgruppe und der Epo500-Gruppe [HARDER et al., 2009]. Es liegen zur Zeit
noch zu wenig Informationen vor, bis 2zu welcher Dosis, welcher
Behandlungsfrequenz und bis zu welchem Behandlungszeitraum gerade noch
nicht mit h&matopoetischen Effekten zu rechnen ist. Ein zu hoher Hamatokrit birgt
immer auch die Gefahr einer konsekutiven Thrombose [CONTALDO et al., 2007].
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2.6  Fragestellungen

Die akute mesenteriale Ischdmie ist eine seltene aber lebensbedrohende
Erkrankung, und tritt auch als Komplikation nach Operationen auf
[VENKATESWARAN et al., 2002; HASAN et al., 2004; MANGI et al., 2005]. Hypoxie und
Ischamie provozieren eine Dysfunktion der intestinalen Zirkulation, eine
Entzindung, Gewebenekrose und die Translokation von Bakterien aus dem
Darmlumen ins umliegende Gewebe. In der Folge kann es zu systemischen,
inflammatorischen Reaktionen und zum septischen Schock kommen. Werden
nachgeschaltete Organe wie Leber und Lunge mit involviert, fuhrt dies nicht selten
zu einem kompletten Zusammenbruch der Hamodynamik, Multiorganversagen
und anschlieBendem Tod des Patienten [VENKATESWARAN et al., 2002]. Es
existieren sehr viele experimentelle und auch klinische Daten uber die
Entzindungseigenschaften einer sich formierenden Atherosklerose [LiBBY, 2002],
und es wurde bereits beobachtet, dass eine Atherosklerose fir sich genommen
durch transienten oder permanenten arteriellen Verschluss einen I/R-Schaden von
nachgeschalteten Gewebekompartimenten verursacht [LiBBY, 2002]. Im
Gegensatz dazu existiert bis jetzt nur wenig Datenmaterial zur Frage, ob eine
pravalente, generalisierte und bis dato klinisch noch asymptomatische
Atherosklerose einen akuten I/R-Schaden verschlimmert. Am Rattenintestinum
konnte gezeigt werden, dass eine Hypercholesterolamie die durch einen I/R-
Schaden induzierte Leukozytenantwort und die Albuminleakage vergroR3ert
[KUROSE et al., 1997]. Neben diesen Ergebnissen auf dem Mikrozirkulationslevel
bleibt die Frage nach einem mdglichen verstarkten intestinalen Gewebeschaden
auf zellularer Ebene offen. Des weiteren ist nicht bekannt, ob im Zuge eines
mesenterialen I/R-Schadens die parenchymale Gewebehomdostase in
nachgeschalteten Organen wie Leber und Lunge ebenfalls durch
Hypercholesterinamie und Atherosklerose in Mitleidenschaft gezogen wird.

In der vorliegenden Arbeit sollen daher in einem in vivo Modell folgende
Fragen geklart werden:

* Verstarkt eine praexistente atherosklerotische Grunderkrankung die
Auspragung eines Ischamie-/Reperfusionsschadens im Bereich der
Mikrozirkulation des Dinndarms?

* Bedingt eine préexistente atherosklerotische Grunderkrankung eine

verstarkte Auspragung eines ‘remote injury”” in Leber und Lunge?
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Die Therapie von Ischamie/Reperfusions—assoziierten Gewebeschaden
und korrespondierenden Organdysfunktionen stellt immer noch eine grof3e
Herausforderung dar. Dabei ist das gezielte Angehen einzelner
Entzindungsmediatoren oft nicht praxistauglich und hat sich deshalb auch nicht
etabliert. Auf der Suche nach pharmakologischen Substanzen, die singular
verabreicht vielschichtig in die Gewebeprotektion nach einem I/R-Schaden
eingreifen, so genannte pleiotrope Substanzen, kodnnte Erythropoietin ein

aussichtsreicher, weil potenter Kandidat sein [MENGER und VOLLMAR, 2007].

Es galt daher in einem zweiten Versuchsteil zu klaren:
e Hat eine singulére, praischamische Gabe von humanem rekombinantem
Erythropoietin intraperitoneal einen protektiven Effekt auf den entstehenden

Ischamie-/Reperfusionsschaden bei akuter Mesenterialischamie?
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3. Material und Methoden

3.1 Tiere

Bei der Versuchsdurchfihrung wurden zwei verschiedene Mausespezies
verwendet. Mause vom C57BL/6-Stamm dienten als Kontrollen {Charles River,
Sulzfeld, Deutschland}. Zur Untersuchung der Bedeutung der Atherosklerose beim
Ischamie-/Reperfusionsschaden im Darm wurden Apolipoprotein E—defiziente
Méause (ApoE™) {Taconic Europe A/S, Tornbjerg, Danemark} benutzt. Da der
alleinige Gendefekt fur das Apolipoprotein E nicht zu einer ausgepragten
Atheroskleroseentwicklung fuhrt, wurden letztere Mause ab einem Lebensalter
von 6-8 Wochen auf eine Cholesterin-reiche Di&t (Anlage 2; ssniff® SM R/M-H,
10mm, incl. 20,85% Rohfett, 19,5% Casein und 1,25% Cholesterin (mit Kokosfett),
ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) gesetzt. Die fettreiche Diat fuhrt
innerhalb von ca. 8-10 Wochen zu einer generalisierten Atherosklerose
[WAssMANN et al., 2004]. Die gleichaltrigen C57BL/6 Kontrolltiere erhielten
normales Standardfutter (Anlagel; Altromin 1320 Standarddiat, Altromin, Lage,
Deutschland). Alle Tiere erhielten normales Trinkwasser ad libitum und waren in
den institutseigenen Versuchstierzuchtrdumen {Institut fur Klinische und
Experimentelle Chirurgie, Universitatsklinik Homburg/Saar, Deutschland} in einem
12-Stunden Tag- und 12-Stunden Nacht-Zyklus aufgestallt. Nur Versuchstiere,
welche keine Anzeichen von Erkrankungen sowie normales Fref3- und
Putzverhalten aufwiesen, wurden in den Versuch aufgenommen. C57BL/6-Méause
hatten bei Versuchsdurchfiihrung ein Kérpergewicht von 23,77 + 0,43 Gramm, die
ApoE-Mause waren Diat-bedingt schwerer und wogen 30,08 + 1,14 Gramm.

3.2  Versuchsmodell

In der vorliegenden Studie wurde durch temporares Abklemmen der A.
mesenterica cranialis eine Mesenterialischamie induziert und die Mikrozirkulation
des terminalen lleums vor, wahrend und nach 30 sowie 90 Minuten Reperfusion
mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht [MASSBERG et al., 1998;

SzABO et al., 2006 a]. Danach wurden die Tiere in derselben Vollnarkose getétet
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und Blut- sowie Gewebeproben zur spateren histologischen Aufarbeitung

enthommen.

3.2.1. Narkose

Alle Versuchstiere wurden wahrend der chirurgischen Intervention und der
nachfolgenden Untersuchungen durch eine intraperitoneale (i.p.) Injektion von 7,5
mg Ketamin-Hydrochlorid {Ketavet® 100mg/ml, Pfizer, Karlsruhe, Deutschland}
und 2,5 mg Xylazin {Rompun® 2%, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland}
pro 100 g Korpergewicht narkotisiert. Die Narkose wurde bei Bedarf durch eine
Bolusinjektion (0,1 ml; i.p.) von einer 1:1 Verdinnung der Narkose-Stammlésung
mit physiologischer Kochsalzlésung {NaCl 0,9%, B. Braun, Melsungen,
Deutschland} aufrecht erhalten. Die Tiere wurden auf einer temperierbaren
Heizplatte {thermo 12V/12W, 110 x 77 mm, Conrad Elektronik, Hirschau,
Deutschland} in Riuckenlage gelagert, um die Korperkerntemperatur bei 37 T zu

erhalten. Alternativ wurde eine Rotlichtlampe verwendet.

3.2.2. Zentralventser Zugang

Unter einem Operationsmikroskop {Leica M651, WILD, Heerbrugg,
Schweiz} wurde dann ein zentraler Venenkatheter {Portex® Polythene Tubing,
0,28 mm ID, 0,61 mm OD, Smiths Medical International Ltd., Hythe, UK} unter
Schonung aller umliegenden Strukturen in die linke Vena jugularis externa
eingelegt. Hierzu wurde die Haut vom Kieferwinkel bis zum Sternum inzidiert,
stumpf im Unterhautbindegewebe gel6st und zur Seite ausgelagert. Die Glandula
mandibularis wurde ebenfalls stumpf geldst und nach lateral gelegt. So wurde die
Vena jugularis externa zuganglich. Diese wurde an der oberen Thoraxapertur
durch einen Unterbindungsfaden angestaut und distal durch einen zweiten ligiert
{beide Polypropylene blue, monofilament, nicht resorbierbar, USP 7/0 (0,7 metric),
FSSB GmbH, Jestetten, Deutschland}. Dazwischen wurde die Vene dann langs
inzidiert, der Katheter eingesetzt und vorsichtig bis in zentrale Position
vorgeschoben. Die Fixierung erfolgte durch Einschlingen mit einem der
Unterbindungsfaden (Abb. 3b). Um eine Luftembolie zu vermeiden, war der

Katheter zuvor mit steriler physiologischer Kochsalzldsung befiillt worden. Dazu
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wurde er vorab mit einer Seite luftdicht auf eine Injektionskantle {BD Microlance™
3, 27G, 0,4 x 19 mm, Becton Dickinson S.A., Madrid, Spanien} gesteckt, um eine
Verbindung mit einer 1 ml-Spritze {BD Plastipak™, Becton Dickinson S.A., Madrid,

Spanien} zu erhalten.

Abbildung 3: a) Heizplatte mit Korkboden, U-férmig ausgeschnittene Kompresse, Venenkatheter
auf 1 ml-Spritze, Stieltupfer, physiologische Kochsalzlosung; b)+c) Zentraler Venenkatheter in situ;
b) 6-fache VergrdRerung, c) 40-fache VergréRerung
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3.2.3 Préaparation des terminalen lleums

Die narkotisierten Tiere wurden median laparotomiert. Fur die
intravitalmikroskopische Untersuchung des terminalen Illeums musste dieser
Darmabschnitt so vorsichtig als moglich ausgelagert und auf speziell praparierten,
mit physiologischer Kochsalzldsung getrankten Kompressen {Mullkompressen, 10
x 10 cm, 8-fach, Fink & Walter, Merchweiler, Deutschland} gebettet werden. Ein
Darmabschnitt von ca. 2 cm wurde antimesenterial in Langsrichtung eréffnet und
eventuell enthaltene Faces vorsichtig mit warmer physiologischer Kochsalzlésung
ausgespult. Es war gewahrleistet, dass jeweils mindestens 2 cm geschlossenes
und 2 cm eroffnetes Darmrohr fur die mikroskopische Untersuchung der
subserdsen Darmwand und der Mukosa zur Verfigung standen (Abb. 4). Wahrend
der gesamten Pr&paration wurde mit grof3ter Sorgfalt darauf geachtet, dass der
spater zu mikroskopierende Darmsektor weder mit den in physiologischer
Kochsalzlésung getréankten Stieltupfern {Wattestabchen, 150 mm, Fink & Walter,
Merchweiler, Deutschland} direkt angefasst, noch dass der Blutfluss in den

Mesenterialgefal3en durch zu starke Manipulation gestort wurde.

Abbildung 4: WeilRer Pfeil: Darmsegment intakt, Mikroskopie von peritonealer Seite; gelber Pfeil:
eroffnetes und gesdubertes Darmsegment, Mikroskopie von luminaler Seite. 25-fache

VergroRRerung.
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Direkt nach der Praparation wurde der vorgelagerte Darmabschnitt mit 5 ml
warmer, physiologischer Kochsalzlosung gewassert und dariiber ein Abdeckglas
{Deckglas SUPERIOR, 24 x 50 mm, Merck, Deutschland} so positioniert, dass es
keinen Druck auf das zu mikroskopierende Darmsegment austbte. Dies gelang
mit zwei Ubereinander liegenden, U-férmig ausgeschnittenen und ebenfalls in
physiologischer Kochsalzlosung getrankten Mullkompressen (Abb. 3a). Durch
dieses Aufschwimmenlassen des Deckgldaschens und das wiederholte Auftropfen
warmer physiologischer Kochsalzlosung wurde das Austrocknen des

ausgelagerten Darms wéhrend der Untersuchungen verhindert.

3.3 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die Mikrozirkulation des Duiunndarms wurde mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie nach einem standardisierten Arbeitsplan (Anlage 3)
untersucht. Dabei umfasste jeder Mikroskopie-Zyklus die systematische
Untersuchung von drei bis fiinf zufallig gewahlten Gesichtsfeldern auf der Seite
der subserdésen Darmwand und der Mukosa. Bei der Mikroskopie des gleichen
Tieres zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten wurden nach Moglichkeit die
gleichen Areale, respektive die gleichen Gefal3e gewabhilt.

Zuvor wurde jedem Versuchstier 0,1 ml FITC-Dextran 5% {MW=150.000
kD; SIGMA Chemical Co., St. Louis, USA} und 0,2 ml Rhodamine-6G 0,1%
{MW=479 kD; SIGMA,} in einer Mischspritze Uber den zentralen Venenkatheter
verabreicht. In den Versuchsgruppen, bei denen Fragestellung bedingt eine zweite
intravitale Fluoreszenzmikroskopie notig war, wurde dieselbe Menge des
Farbstoffgemisches erneut appliziert. FITC-Dextran verteilt sich dabei im
Plasmakompartiment des Blutes und verbleibt aufgrund seines hohen
Molekulargewichtes zum grof3ten Teil intravasal. Der Fluoreszenzfarbstoff
Rhodamine-6G farbt nach intravendser Injektion korpuskulare Anteile des Blutes
(Leukozyten, Thrombozyten) an (Abb. 6).

Die Tiere wurden auf der Heizplatte liegend mit dem Korkboden auf der
Mikroskopbuhne positioniert (Abb. 5; Anlage 4A). Es wurde mit einem Orthoplan
Mikroskop {Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland} gearbeitet, welches mit einer 100
W HBO Quecksilber Lichtquelle gekoppelt an einen Ploemo-Pak Illuminator und

einem blauen (Aemy = 510 nm) sowie einem grinen (Aem = 560 Nm) Filterblock {Leitz,
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Wetzlar, Deutschland} ausgestattet war (Anlage 4B). Aufbau und Funktionsweise
eines solchen Fluoreszenz-Auflichtmikroskopes ist in Anlage 4 dargestellt.
Weiterhin wurden 10x, 20x und 50x Lang-Distanz-Objektive {Leitz, Wetzlar,
Deutschland} im 0,5er und 1,0er Zoom verwendet. Um der Dreidimensionalitat
Rechnung zu tragen wurde durch alle Ebenen (Kapillare, Arteriolen, Venolen, z.T.
Lymphgefalie) vaskularer Netzwerke fokussiert. Die Beobachtungen wurden durch
eine Videokamera {Pieper FK-6990-IQ-S, Pieper GmbH, Schwerte, Deutschland}
aufgenommen (Anlage 4C) und mit einem Video Recorder System {Panasonic AG
7350; Matsushita Electric Ind. Co., Ltd., Japan}, an den ein Videotimer {FOR-A.
Company, Modell VTG-33, Japan} gekoppelt war, zur spéateren Auswertung

aufgezeichnet {Fujifim super VHS pro 240; Fuji Magnetics GmbH, Kleve,
Deutschland} (Anlage 4D).

Abbildung 5: Positionierung des Versuchstieres unter dem Intravitalen Fluoreszenzmikroskop. a)
FITC-Dextran Blaulicht-Epi-lllumination (510 nm); b) Rhodamine-6G Grinlicht-Epi-lllumination (560

nm).
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Abbildung 6: Intravitalfluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Gefa3baumes. a) FITC-
Dextran Blaulicht-Epi-lllumination (510 nm), links Venole, rechts Arteriole b) Rhodamine-6G
Grunlicht-Epi-lllumination (560 nm), Leukozyten (Pfeile) in Venole zu sehen. a) und b) jeweils ca.

200fache Vergréf3erung.

3.4 Parameter der Mikrozirkulation

Parameter der Mikrozirkulation wurden offline mit einem Computer-
unterstitzten Bildverarbeitungssystem {Caplmage; Dr. Zeintl Ingenieurburo,
Heidelberg, Deutschland} quantitativ analysiert.

Die Peristaltik [n/min] wurde immer zur gleichen Zeit, namlich 10 Minuten
nach Beginn der Mikroskopie, durch Zahlen der Kontraktionswellen pro Minute
bestimmt.

Leukozyten-Endothel-Interaktionen wurden in Arteriolen und postkapillaren
Venolen quantitativ erfasst. Das Rolling ist dabei definiert als die Anzahl der
Leukozyten, die wahrend 30 Sekunden einen Referenzpunkt in einem arteriolaren
bzw. venolaren Gefal3segment mit deutlich langsamerer Geschwindigkeit als die
frei flieRenden Leukozyten passieren. Rolling ist als n/min/mm Gefal3umfang
gegeben.

Die feste Adharenz bzw. das Sticking ist definiert als die Anzahl der

Leukozyten, die wahrend 30 Sekunden innerhalb eines Geféal3segments fest an
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der endothelialen Gefallwand anhaften. Die feste Adhérenz ist als n/mm?
Endotheloberflache gegeben.

Blutflussgeschwindigkeiten wurden mit der Line-Shift-Methode in
terminalen Arteriolen, nutritiven Kapillaren und postkapillaren Venolen bestimmit.
Ebenso wurde die Geschwindigkeit von rollenden Leukozyten gemessen.
Blutfluss- und Rollgeschwindigkeiten sind in mm/s angegeben.

Die mikrovaskulare Permeabilitat beschreibt die Extravasatie (Leakage) des
Makromolekils FITC-Dextran. Hierzu wurde unter Epi-lllumination mit blauem
Licht die Fluoreszenzintensitat von FITC-Dextran in der plasmatischen Phase des
Blutstroms und im angrenzenden Gewebe gemessen. Das Verhaltnis dieser Werte
gibt in Prozent die mikrovaskulare Permeabilitat an.

Die funktionelle Kapillardichte (FCD) beschreibt die Lange perfundierter
Kapillaren pro Flache [cm/cm?]. Sie wurde wie die Kapillarblutflussgeschwindigkeit
[mm/s] und der Kapillardurchmesser [um] sowohl von mesenterialer als auch von
mukosaler Seite, also den kapillaren Gefal3en der Darmzotten (FCDZ), bestimmt.
Bei der Mikroskopie der mesenterialen Seite wurden die Kapillaren des Stratum
longitudinale der Tunica muscularis, also die GefalRnetzwerke der
Langsmuskelschicht, dargestellt. Bei der mukosalen Mikroskopie wurde als Flache
die Querschnittsflache der betreffenden Darmzotte abzlglich der Flache des
Zottensaumes (= Darmepithelzellen) definiert. Die Zottendichte [n/mm?2] beschreibt

die Anzahl perfundierter Darmzotten pro Flache Darmmukosa.
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Abbildung 7: Intravitalfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen FITC-Dextran ca. 1000fache
VergréRerung a) Zottenkapillare b) Kapillare der Langsmuskelschicht
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Abbildung 8: Intravitalfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mukosal; a) Rhodamine-6G-

Aufnahme ca. 400fache VergroRerung; Differenzierung in Saum und Zentrum bei 2-
Dimensionalitat. b) UV-Filter Aufnahme nach Bisbenzemidfarbung {Bisbenzemid H33342, SIGMA
Chemical Co., St. Louis, USA } zur Verdeutlichung der 3-Dimensionalitat der Darmzotten; ca.
1000fache Vergrof3erung.

3.5 Blutanalyse

Nach Beendigung der intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurde
jedem Tier eine Blutprobe aus der Aorta abdominalis und aus der Vena cava
caudalis (seu inferior) entnommen. Mit der arteriell gewonnenen Blutprobe wurde

unmittelbar im institutseigenen Labor eine Blutgasanalyse (BGA) {Bayer Rapidlab
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855, Leverkusen, Deutschland} angefertigt, die vends gewonnene Blutprobe
wurde auf zwei, mit Ethylendiamintetraacetat (EDTA) beschichtete
Blutprobenrdohrchen {Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland} verteilt. Eine der Proben
diente der sich ebenfalls unmittelbar anschlielenden Analyse im institutseigenen
Labor {Coulter ® ACT, Coulter Electronics, Luton, UK}. Es wurde hierbei ein
Blutbild angefertigt und die absolute Leukozytenzahl (WBC) [x103/ ul], die Zahl der
Erythrozyten (RBC) [x10% pl], die Zahl der Thrombozyten (PLT) [x10% pl] und das
Hamoglobin (Hgb) [g/dl] bestimmt. Aus der zweiten Probe wurden im Zentrallabor
der Universitatskliniken des Saarlandes die Alaninaminotransferase (ALT) und die
Aspartataminotransferase (AST) bestimmt {Modular P800, Hitachi, Japan}.

3.6  Histologie

Jedem Tier wurden noch in tiefer Narkose Gewebeproben aus Duodenum,
noch geschlossenem, cranialem lleum nahe des zuvor intravital mikroskopisch
untersuchten Sektors, Colon ascendens, Leber, Lunge und Herz inclusive Aorta
entnommen, und in 4 %iger Formaldehydlésung {Roti © - Histofix 4%, Carl Roth
GmbH und Co. KG., Karlsruhe, Deutschland} fixiert. Bei drei C57BI/6- und allen
ApoE-Tieren wurden zusatzlich noch je eine Gewebeprobe von Leber, Lunge und
Aorta ascendens in einer Formol-Calcium-Lésung nach Baker [Bock, 1989] fixiert.
Nach 48 Stunden wurden alle Proben dann nach histologischem Standardprotokoll
in Paraffin eingeblockt.

Des Weiteren wurden von jeweils einer Gewebeprobe aus Leber, Lunge
und Jejunum das Feuchtgewicht unmittelbar nach Entnahme bestimmt {OHAUS
AP110S, Florham Park, Schweitz}, die Proben dann fur 72 Stunden in einen
Trockenschrank {Heraeus T6, Kendro, Langenselbold} bei 60T gestellt und
danach erneut gewogen. Daraus wurde dann der Feucht/Trocken-
Gewichtsquotient errechnet. Seine Einheit ist dimensionslos [aU].

Von jedem Tier wurden drei Schnitte der Jejunum-Probe mit Hamatoxylin-
Eosin (HE) gefarbt und mit einem Lichtmikroskop {BX60F; Olympus Optical Co.,
Tokyo, Japan} analysiert, welches Uber eine aufgesetzte Kamera {AxioCam HRc,
Carl Zeiss, Jena, Deutschland} die Einstellungen an ein Computerprogramm
{AxioVision ® 3.1, Carl Zeiss, Jena, Deutschland} Ubermittelte. Von zwei

unabhangigen Untersuchern wurde verblindet die Klassifizierung der HE—-Proben
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nach dem Grad der Schadigung der Darmschleimhaut, respektive dem Grad der
funktionellen Schadigung des Darmrohres vorgenommen [PARK et. al., 1990]. Der
Park—Score ist untenstehender Tabelle zu entnehmen. Jeder histologische Schnitt
wurden also, je nach Schwere der Veranderung, in eine der neun Grade eingeteilt,
wobei bei nicht eindeutiger Zuordenbarkeit auch eine Dezimalstelle hinter dem

Komma, als Modifikation zu Park, veranschlagt wurde (3 — 4 = 3,5).

Mikroskopische Kriterien bei der Gradeinteilung nac h Park

Grade Beschreibung
0 Normale Mukosa
1 Grinhagen Space an der Villusspitze sichtbar
2 Grunhagen Space Uber die gesamte Breite des Villus
3 Epithelablésung auch an den Seiten der Villi erkennbar
4 Epithelzellen an den Villusspitzen zerstort
5 Verlust von Villusgewebe (Einkirzen der Villi)
6 Kryptenschicht bereits mit betroffen
7 Transmukosale Infarzierung
8 Transmurale Infarzierung (i.e. Mukosa und Lamina
muscularis propria mucosae nekrotisch)

Bei dieser Graduierung wird ersichtlich, dass den Stufen 1 bis 4 eine wesentlich
exaktere Beschreibung der Veranderungen zu Grunde liegt als den Stufen 5 bis 8.
Somit kann mit diesem Schema eine beginnende Darmwandnekrose sehr

detailliert quantifiziert werden.
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Abbildung 9: Beispielbilder fir die Quantifizierung des Mukosaschadens (modifiziert nach Park et
al.,1990; HE-Farbung) a) Grad 0, b) Grad 1, c) Grad 2, d) Grad 3, e) Grad 4, f) Grad 5, der

MaRstab entspricht 50 um fiir a) bis f); g) Grad 6, Ubersichtsaufnahme, der MaRstab entspricht 100
um.
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An den HE-Schnitten wurde zusétzlich die mittlere Villuslange (VL) [um], die
mittlere Kryptenlange (KL) respektive Kryptentiefe [um] und die mittlere
Muskularisdicke (MU) [um] vermessen. Aus Villus- und Kryptenlange wurde die
Mukosadicke (MD) [um] errechnet. Die Villusepithelintegritat beschreibt das
Verhdaltnis der Anzahl von Darmzotten mit intaktem Epithelgewebe pro 20
eindeutig beurteilbarer (also gerade angeschnittener) Zotten im HE-Schnitt.
Hierbei wurde sorgféltig auf die Unterscheidung von ,echtem Gewebeverlust* und
Schnittartefakt geachtet. Die Villusepithelintegritat ist in % gegeben. Bei der
relativen Villuslange wurden drei Quotienten gebildet: Die Villuslange im Verhaltnis
zur Gesamtmukosadicke (VL/MD) ist ein ,echter* Quotient [%]; Villuslange zu
Kryptenlange (VL/KL) ergibt einen dimensionslosen Faktor, ebenso das Verhaltnis
von Villuslange zu Muskularisdicke (VL/MU).

Der relative Alveolarraum ist ein indirekter Parameter zur Bestimmung des
Lungenschadens. Er beschreibt das Verhaltnis in Prozent von im HE-Schnitt weif3
erscheinendem Alveolarraum zum umliegenden, dunkleren Lungenparenchym
anhand eines Grauwertes. Die Grauwertbestimmung erfolgte mit dem oben
beschriebenen Computer-unterstitzten Bildverarbeitungssystem {Caplmage; Dr.

Zeintl Ingenieurbtiro, Heidelberg, Deutschland}.

3.7  Myeloperoxidase

Als zusatzlicher Parameter fur die Detektion eines nachgeschalteten
Organschadens nach Ischdmie und Reperfusion wurde die Myeloperoxidase
(MPO) im Lungengewebe bestimmt. Sie ist ein indirekter Parameter fir die
entzuindliche Infiltration des Lungengewebes durch neutrophile Granulozyten
[TURNAGE et al., 1994]. Die MPO ist in Units [U] gegeben. Dazu wurden 100 ug
schwere Lungengewebesticke in 1 ml 0,05-molarem Kaliumphosphat-Puffer und
Hexadecyltrimethylammoniumbromid (HTAB) homogenisiert, und das Homogenat
anschlielend bei 13.000 U/min und 4 T zentrifugiert {Universal 30S, Hettich
GmbH, Tuttlingen, Deutschland}. Von jeder Probe wurden 25 pl des Uberstandes
mit 25 ul Tetramethylbenzidinperoxidase-Substrat und 200 ul Phosphatpuffer bei
Raumtemperatur fir 3 Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5

Ml Schwefelsaure gestoppt. Danach wurde die optische Dichte bei 450 nm durch
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einen Enzyme-linked immunoabsorbent assay—Reader (ELISA-Reader) {Asys
HitechGmbH, Eugebdof, Osterreich} bestimmt.

3.8 Epo-Behandlung

Zur Beurteilung der Rolle von Epo {humanes rekombinantes Erythropoietin,
NeoRecormon®; Roche; Basel, Schweitz} respektive eines mdglichen protektiven
Effektes dieser Substanz auf das inflammatorische Geschehen wahrend Ischamie-
und vor allem Reperfusionsphase, wurden je 6 C57BL/6-Tiere 2 Stunden vor
Narkose und Gefal3klippapplikation mit 500 IE Epo/kg Kdrpergewicht (entspricht
12,5 IE Epo/25 g Maus) oder 5000 IE Epo/kg Korpergewicht (entspricht 125 IE

Epo/25 g Maus) intraperitoneal pramediziert.

3.9 Experimentelle Gruppen

Zur Untersuchung der Auswirkungen einer generalisierten Atherosklerose

wurden folgende Gruppen gebildet:

1. C57BL/6-Kontrollgruppe (n=9): Es wurde eine intravitale
Fluoreszenzmikroskopie  durchgefihrt und anschlieBend Blut- und

Gewebeproben entnommen (,C57BL/6 —Baseline®).

2. ApoE-Kontrollgruppe  (n=6): Versuchsdurchfiihrung analog zu Gruppe 1
(LApoE-Baseline")

3. C57BL/6-Ischamiegruppe (C57BL/6-1-Gruppe ) (n=7): Nach der Applikation
des Fluoreszenzfarbstoffgemisches wurde den Tieren dieser Versuchsgruppe
ein Gefal3klipp auf die Arteria mesenterica cranialis (seu superior) gesetzt.
Anschlieend wurde der Versuch analog zur C57BL/6-Kontroligruppe
durchgefuhrt.

4. ApoE-Ischamiegruppe (ApOE-I-Gruppe ) (n=6): Gleiche Versuchs-

durchfiihrung wie in der 3. Versuchsgruppe.
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5. C57BL/6-Ischamie-Reperfusionsgruppe  (C57BL/6-IR) (n=7): Es wurde fur
die Dauer von 30 Minuten ein ischdmischer Zustand im Darmkonvolut in
gleicher Weise wie bei den Ischamiegruppen herbeigefihrt. Eine intravitale
Fluoreszenzmikroskopie folgte jeweils nach 30 Minuten Reperfusion, die

zweite nach 90 Minuten Reperfusion.

6. ApoE-Ischamie-Reperfusionsgruppe  (ApoE-IR) (n=13): Gleiche Versuchs-

durchfiihrung wie in der 5. Versuchsgruppe.

Im Weiteren werden die erhobenen Daten der 4 experimentellen Gruppen
zusammengefasst besprochen. Es wird die Mikrozirkulation des Dunndarms und
der I/R-Schaden im Vergleich zwischen Kontrolltieren und atherosklerotischen
ApoE™-Mausen analysiert, unabhangig von der Zugehérigkeit individueller
Versuchstiere zu den aus logischen Grinden gebildeten experimentellen

Versuchsgruppen.

Die Effekte einer Epo Behandlung auf die Mikrozirkulation des Dinndarms
und den mesenterialen I/R-Schaden wurden in zwei weiteren experimentellen

Gruppen analysiert:

7. C57BL/6-Ischamie-Reperfusionsgruppe-Epo500 (C57BL/6-IREp0500 ) (n=6)
Pramedikation mit Epo (siehe Punkt 3.8). Die Versuchsdurchfihrung war
danach identisch zu Gruppe finf, lediglich auf die Enthahme der arteriellen

Blutprobe wurde verzichtet.

8. C57BL/6-Ischamie-Reperfusionsgruppe-Epo5000 (C57BL/6-IREp05000)
(n=6): Gleiche Versuchsdurchfihrung wie in der 7. Gruppe, jedoch hohere
Epo—-Dosis (siehe Punkt 3.8).
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3.10 Statistische Auswertung

Die  statistische  Auswertung  erfolgte  unterstitzt —mit  dem
Computerprogramm Sigma Stat® Version 3.02 {Jandel Scientific, USA}. Alle
Parameter wurden in den einzelnen Experimenten erhoben und innerhalb einer
Gruppe als Mittelwert + Standardfehler angegeben. ,n* ist dabei die Anzahl der in
die definitive Auswertung eingegangenen Experimente pro Gruppe. Eine
Differenzierung der normalen bzw. nicht normalen Verteilung der erhobenen
Daten wurde fur die einzelnen Gruppenvergleiche automatisiert durch das
Computerprogramm SigmaStat® berechnet. Entsprechend der Datenverteilung
wurden die Gruppenvergleiche mit dem t-Test oder mit dem Mann-Whitney Rank
Sum Test analysiert. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden bei einem

Wahrscheinlichkeitswert P < 0.05 als signifikant gewertet.
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4. Ergebnisse

4.1 Die Bedeutung generalisierter Atherosklerose be  im mesenterialen I/R-
Schaden

Die atherosklerotischen ApoE”-Mause hatten ein signifikant hoheres
Korpergewicht bei Versuchsdurchflihrung als die C57BIl/6-Kontrolltiere (30.1 = 1.1
vs. 23.8 £ 0.4 g, P<0.001). Als Ausdruck einer generalisierten Atherosklerose
wiesen die ApoE”-Mause makroskopisch sichtbare Fettablagerungen im Bereich
der pars abdominalis Aortae und ihrer Abgénge, so auch der Arteria mesenterica
cranialis auf (Abb.10). Histologisch fanden sich typische Plaques in den grof3en
arteriellen GefalRen und massive Fetteinlagerungen in Koronararterien, Leber und
Lunge (Abb. 11). Diese fehlten bei den C57BI/6-Tieren.

Abb. 10: Atherosklerotische Plaqueformationen bei einem ApoE"'—Tier um die Arteria mesenterica
cranialis (gelber Pfeil) als diffuses Fettgewebe (langer weier Pfeil) und als solitare "Fettplaques*

(kurzer weil3er Pfeil). 25-fache VergrofRerung.
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Abb. 11: Generalisierte Atherosklerose bei einer ApoE"'-Maus. a) Atherosklerotischer Plaque in

der Aorta. b) Endotheliale Fettablagerungen in einer Koronararterie. ¢) Verfettung der Leber. d)
Diskrete Fetteinlagerungen in der Lunge. Farbung der Schnitte mit Olrot. MaRstab entspricht 100
pm in a) und ¢) und 50 pm in b) und d).

4.1.1 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie des termin  alen lleums
4.1.1.1 Mikrovaskulare Perfusion

Arteriolen:

Die mesenteriale Ischamie verursachte eine mikrovaskuléare Dysfunktion im
terminalen lleum sowohl in atherosklerotischen ApoE "-Mausen als auch bei den
Kontrolltieren. Die IVM zeigte, dass der Blutfluss in Arteriolen der
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Langsmuskelschicht wahrend der Phase der Ischamie fast komplett zum Stillstand
kam. Die mikrovaskulare Perfusion erholte sich bei den Kontrolltieren nach 90
Minuten Reperfusion wieder. Die arteriolare Blutflussgeschwindigkeit war zu
diesem Zeitpunkt bei ca. 80 % des Baseline-Wertes. In atherosklerotischen ApoE™
-Mausen blieb die Blutflussgeschwindigkeit wahrend der Reperfusion signifikant
erniedrigt verglichen zur Baseline. Die Durchmesser der Arteriolen zeigten eine
signifikante Dilatation nach 30 Minuten Reperfusion in der Kontrollgruppe. Nach
90 Minuten Reperfusion verringerte sich der mittlere Arteriolen-Durchmesser
anndhernd auf Baseline-Werte (Tabelle 1). Diese transiente GefalR3dilatation
konnte bei den ApoE "-Tieren nicht beobachtet werden.

Kapillare:

Die kapillare Perfusion der Langsmuskelschicht des terminalen lleums
verschlechterte sich im Laufe der Reperfusion sowohl bei den atherosklerotischen
ApoE”-Mausen, als auch bei den Kontrolltieren. Die kapillaren
Blutflussgeschwindigkeiten und die funktionellen Kapillardichten sanken im
Vergleich zu den jeweiligen Baseline-Werten ab (Tabelle 1). Bei den
Kontrolltieren war die kapillare Blutflussgeschwindigkeit nach 30 Minuten
Reperfusion zunéchst wieder auf Baseline-Niveau, sank aber nach 90 Minuten
Reperfusion signifikant ab. Bei den atherosklerotischen ApoE "-Mausen war diese
temporére Normalisierung der kapillaren Blutflussgeschwindigkeit nicht zu
beobachten. Hier war die mittlere kapillare Blutflussgeschwindigkeit wahrend der
gesamten Reperfusionsphase  signifikant  erniedrigt. Die kapillaren
Gefalldurchmesser waren bei allen Tieren im gesamten Beobachtungszeitraum
konstant, sowohl fiir die Kontrolle als auch bei den atherosklerotischen ApoE -

Mausen (Tabelle 1).

Venolen:

Die postkapillaren Venolen zeigten stabile Diameter in beiden Gruppen und
zu allen Zeitpunkten. Die postischamischen venolaren Blutflussgeschwindigkeiten
waren in beiden Gruppen, den Kontrolltieren und den atherosklerotischen ApoE .
Mausen, gegeniber den Baseline-Werten signifikant reduziert. Nach 30 Minuten

Reperfusion zeigte sich bei den atherosklerotischen ApoE”-Mause eine signifikant
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niedrigere venolare Blutflussgeschwindigkeit als bei den Kontrolltieren (Tabelle 1).

Tabelle 1: Mikrovaskulare Perfusion im terminalen lleum

Baseline Ischamie 30min 90min
Langsmuskelschicht
Arteriolen
Durchmesser [um] C57BL/6 27416 30.8+2.4 38.9+35* 31.7+1.2
ApoE” 257+1.2 26.6+1.0 28.1+10# 306%1.3
Geschw. [mm/s] C57BL/6 2.87 +0.17 0.28+0.05* 1.96+0.24 2.26+0.25
ApoE” 220+0.14# 0.17+0.03* 147+0.1*% 1.4840.1*#
Kapillaren
Durchmesser [um] C57BL/6 52+0.1 50+0.3 5.4+0.3 48+0.1
ApoE™ 49+0.2 5.6 +£0.2 48+0.1 48+0.2
Geschw. [mm/s] C57BL/6 0.57 £0.07 0.04+0.018 0.52+0.10 0.32+0.03 *
ApoE” 0.42 +0.03 0.04+£0.018 0.34+0.03* 0.24+0.03§
FCD [cm/cm?] C57BL/6 232+11 76+£19 8§ 200+11+* 194 +12*
ApoE™” 210+ 13 43+8§ 185+ 10 176 +12
Venolen
Durchmesser [um] C57BL/6 35420 40.8+£35 41.8+3.3 40.8+35
ApoE™ 31917 36.2+1.7 37.0+1.8 36.2+1.7
Geschw. [mm/s] C57BL/6 1.44 +£0.07 0.12+0.028 1.38+0.17* 1.24+0.13*
ApoE™ 1.33+0.04 0.10£0.028 0.93+0.05*# 0.96+0.09 *
Zottenkapillare
Durchmesser [um] C57BL/6 6.2+0.3 54+0.3 5.5+0.3 52+0.4
ApoE™” 5.4+0.2 5.5+0.2 5.8+0.2 5.8+0.2
Geschw. [mm/s] C57BL/6 0.54 +0.04 0.06 +0.01§ 0.38+0.06 0.37+£0.05
ApoE” 0.50 +0.07 0.07+£0.018 0.32+0.03* 0.32+0.02*
FCDZ [cm/cm?] C57BL/6 515+ 10 123+26 8 440 + 50 432 £ 46
ApoE™ 502 + 27 128+418 449 + 29 407 £ 29

Mikrovaskulare Durchmesser, Erythrozyten-Flussgeschwindigkeiten und Funktionelle Kapillar-
Dichten (FCD und FCDZ) wurden bestimmt in Arteriolen, Kapillaren und postkapillaren Venolen in
der Langsmuskelschicht und in den mukosalen Zottenkapillaren des terminalen lleums bei den
Kontrolltieren (C57BL/6, n=8) und bei den atherosklerotischen ApoE"'-Méusen (n=13).
Mikrozirkulatorische Parameterauswertung off-line von IVM-Sequenzen, aufgenommen bei
Baseline, wahrend der Ischédmie, und nach 30 sowie 90 min Reperfusion. Werte sind
Gruppenmittelwerte + Standardfehler (SEM); * p<0.05 vs. Baseline; § p<0.001 vs. Baseline; #
p<0.05 vs. C57BL/6.
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Zottenkapillare:

Die mukosale Zottenperfusion war wahrend der Ischamie hoch signifikant
verringert, sowohl in Kontrolltieren, als auch in atherosklerotischen ApoE”-
Mausen. Die Blutflussgeschwindigkeiten in den Zottenkapillaren und die
funktionelle Zottenkapillardichte nahmen wahrend der Reperfusion in beiden
Gruppen wieder zu, erreichten aber nicht die Ausgangswerte. In den
atherosklerotischen ApoE™-Mausen blieb die Blutflussgeschwindigkeit in den
Zottenkapillaren signifikant erniedrigt im Vergleich zur Baseline. Zwischen den
Kontrollen und atherosklerotischen ApoE”-Mausen gab es im Bezug auf mukosale
kapillare Blutflussgeschwindigkeiten und funktioneller Kapillardichte der Zotten
keine signifikanten Unterschiede. Die Durchmesser der Zottenkapillare waren in

allen Tieren relativ konstant und zu jeder Zeit vergleichbar (Tabelle 1).

Peristaltik:

Die mesenteriale Ischamie beeinflusste die Peristaltik im terminalen lleum.
In den Kontrolltieren war die Frequenz der Darmbewegungen wahrend Ischémie
und nach 30 Minuten Reperfusion auf ca. 50 % der Baseline-Werte erniedrigt.
Nach 90 Minuten Reperfusion zeigte sich in den Kontrolltieren wieder eine
normofrequente Peristaltik. Die atherosklerotischen ApoE™-Mause wiesen unter
Baseline-Bedingungen eine signifikant niedrigere Kontraktionsfrequenz verglichen
zu den Kontrollen auf. Diese war wahrend der Ischamie ebenfalls massiv
erniedrigt, erholte sich aber bereits nach 30 Minuten Reperfusion auf Werte, die

mit der Baseline vergleichbar waren (Tabelle 2).

Tabelle 2 : Peristaltik

Baseline Ischamie 30min 90min
Peristaltik [n/min] C57BL/6 12.6+1.6 6.9+1.9 6.4+1.8* 12.7+2.2
ApoE"' 7.3+0.4# 2.3+0.68 82+1.2 83+14

Peristaltik wurde bestimmt bei den Kontrolltieren (C57BL/6, n=8) und bei den atherosklerotischen
ApoE"'—Mausen (n=13). Auswertung off-line. Werte sind Gruppenmittelwerte + Standardfehler
(SEM); * p<0.05 vs. Baseline; § p<0.001 vs. Baseline; # p<0.05 vs. C57BL/6.
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4.1.1.2 Postischamische Entziindung

Die Analyse der intestinalen Mikrozirkulation zeigte keine Leukozyten-
Endothelzellinteraktionen in Arteriolen und Kapillaren der Langsmuskelschicht
unter Baseline-Bedingungen, weder in Kontrolltieren noch in atherosklerotischen
ApoE™-Mausen. In postkapillaren Venolen fanden sich in beiden Gruppen
vereinzelt rollende und fest adharente Leukozyten unter Baseline-Bedingungen.
Bei den atherosklerotischen ApoE "-Mausen rollten im Vergleich zu den Kontrollen
ca. doppelt so viele Leukozyten entlang des venolaren Endothels (Abbildung 12).
Das Rolling und die feste Adhasion in Venolen waren aber unter Baseline-
Bedingungen nicht signifikant unterschiedlich zwischen Kontrolltieren und
atherosklerotischen ApoE "-Mausen.

In mukosalen Kapillaren fanden sich unter Baseline-Bedingungen keine
Leukozyten-Endothelzellinteraktionen.

Wahrend der Ischdmie war die intestinale mikrovaskulare Perfusion massiv
eingeschrankt (s.o0.). Aufgrund des stark verminderten Blutflusses war es nicht
maoglich frei flieRende von rollenden Leukozyten zu unterscheiden. Entsprechend
wurden das Rolling und die Rolling-Geschwindigkeit wéhrend Isch&mie nicht
quantifiziert. Im Vergleich zur Baseline war die feste Adh&sion in Kontrolltieren und
atherosklerotischen ApoE "-Mausen wihrend Ischamie nicht signifikant erniedrigt.

Als Ausdruck der postischamischen Entziindung zeigte sich eine deutliche
Zunahme der Leukozyten-Endothelzellinteraktionen wéhrend der Reperfusion. Die
postischamische Leukozytenrekrutierung ereignete sich  vornehmlich in
postkapillaren Venolen. Arteriolen und Kapillaren der Langsmuskelschicht, wie
auch mukosale Kapillaren waren praktisch frei von Leukozyten-
Endothelzellinteraktionen wahrend der Reperfusion.

Die Rolling-Geschwindigkeit in Venolen der LAngsmuskelschicht war in den
Kontrolltieren und den atherosklerotischen ApoE’-Mausen im gesamten
Beobachtungszeitraum konstant und im Vergleich zwischen den Gruppen nicht
signifikant unterschiedlich (Tabelle 3).

Die Anzahl fest adharenter Leukozyten in Venolen nahm wahrend
Reperfusion in Kontrolltieren und in atherosklerotischen ApoE”-Mausen deutlich
zu. Im Unterschied zu den Kontrollen war dieser Anstieg der festen

Leukozytenadhésion in atherosklerotischen ApoE”-Mausen sowohl nach 30 wie
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auch nach 90 Minuten Reperfusion signifikant im Vergleich zur Baseline. Wahrend
sich die Anzahl der fest adharenten Leukozyten in den Kontrolltieren wahrend 90
Minuten Reperfusion gerade verdoppelte, stieg die feste Adhasion in
atherosklerotischen ApoE”-Mausen nach 90 Minuten auf ca. das 10fache des
Baseline-Wertes an. Im Vergleich zwischen der Kontrolle und den
atherosklerotischen ApoE”-Mausen war die feste Adhasion nach 30 und 90
Minuten Reperfusion signifikant erhéht (Abbildung 13).

Tabelle 3: Postischdmische Entziindung

Baseline Ischamie 30min 90min
Arteriolen
Rolling C57BL/6 0 - 0 0
[n/min/mm] ApoE™ 0 - 0 0
Rolling- C57BL/6 - - - -
Geschwindigk. ApoE"' - - - -
[mm/sec]
feste Adhasion C57BL/6 25+25 0 19+19 15+15
[n/mmZ] ApoE"' 0 0 594+ 4.2 44+26
Venolen
Rolling C57BL/6 57.9+14.6 - 88,8+ 24.1 121.3+28.2*
[n/min/mm] ApoE"' 115.6 £27.3 - 177.7 £ 26.6# 216.9 + 28.8*#
Rolling- C57BL/6 0.068 + 0.009 - 0.061 £0.009 0.072+0.01
Geschwindigk. ApoE"' 0.047 £ 0.002 - 0.064 £ 0.007 0.060 +0.005
[mm/sec]
feste Adhasion C57BL/6 7231209 246+13.8 58.9+23.8 124.8+49.1
[n/mm2] ApoE” 429+159 105+105 203.4+31.2*# 383.6+42.1*$

Rolling, Rolling-Geschwindigkeit und festadharente Leukozyten wurden ermittelt bei den
Kontrolltieren (C57BL/6, n=8) und bei den atherosklerotischen ApoE'/'-Mausen (n=13) in Arteriolen
und postkapillaren Venolen. Parameterauswertung off-line von IVM-Sequenzen, aufgenommen bei
Baseline, wahrend der Ischédmie, und nach 30 sowie 90 min Reperfusion. Werte sind
Gruppenmittelwerte + Standardfehler (SEM); * p<0.05 vs. Baseline; # p<0.05 vs. C57BL/6; $
p<0.001 vs.C57BL/6.



Ergebnisse 62

300 -

#

2350 4

200 1

150 1 ——|_
100 4

a0 4 |j_‘

a

Bazeline lzch dmie 20 min min

rallende Leukozyten
[Zellenfminfminm]
+

Abbildung 12: Quantitative Analyse der Leukozyten—Endothelzell-Interaktion (,roler");
weile Balken reprasentieren die Kontrolltiere (C57Bl/6, n=7), schwarze Balken die
atherosklerotischen ApoE "_Mause (n=12; Baseline n=6); * p<0.05 vs. Baseline; # p<0.05
vs. C57BL/6. Daten sind Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 13: Quantitative Analyse der Leukozyten—Endothelzell-Interaktion (,sticker);
weilRe Balken reprasentieren die Kontrolltiere (C57Bl/6, n=7), schwarze Balken die
atherosklerotischen ApoE _Mause (n=12; Baseline n=6 ); * p<0.05 vs. Baseline; # p<0.05
vs. C57BL/6; $ p<0.001 vs.C57BL/6. Daten sind Mittelwerte + SEM.
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4.1.1.3 Histologie

Die histologische Analyse zeigte, dass die Mukosa des Dinndarms

wahrend der Reperfusion einen quantifizierbaren Schaden nimmt.

Park-Klassifikation:

Der semiquantitative Park-Score zeigte sowohl in den Kontrolltieren, als
auch in den atherosklerotischen ApoE”-Mausen einen relevanten Mukosaschaden
nach 90 Minuten Reperfusion (Tabelle 4). Dabei besteht im Vergleich zwischen
Kontrolltieren und atherosklerotischen ApoE™-Mausen weder unter Baseline-

Bedingungen noch nach 90 Minuten Reperfusion ein signifikanter Unterschied.

Villuslange:

Die direkte quantitativ-morphometrische Analyse des anatomisch—
histologischen Aufbaus der Darmwand des terminalen lleums zeigte, dass die
Zottenvilli im terminalen lleum bei den atherosklerotischen ApoE’-Mausen
gegenuber den Kontrolltieren nach 90 Minuten Reperfusion signifikant kirzer
waren. Dabei verloren die Darmzotten bei den atherosklerotischen ApoE™-Tieren
wahrend der 90 Minuten Reperfusion bezogen auf die Baseline im Mittel mehr als
die Halfte ihrer Lange (Tabelle 4).

Kryptentiefe:

Die Tiefe der Krypten war bei den Kontrolltieren und den
atherosklerotischen ApoE "-Mausen nach Ischamie und Reperfusion unverandert.
Die Kryptentiefen waren nach 90 Minuten Reperfusion in beiden Gruppen
vergleichbar zur Baseline. Bei den atherosklerotischen ApoE "-Mausen waren die
Krypten des terminalen lleums insgesamt etwas weniger tief als bei den
Kontrollen, sowohl unter Baseline-Bedingungen als auch nach 90 Minuten
Reperfusion. Dieser Unterschied war unter Baseline-Bedingungen statistisch
signifikant (Tabelle 4).



Ergebnisse 64

Mukosadicke:

Die Dicke der Mukosa insgesamt spiegelt die Addition der Lange der Villi
und der Krypten wider. Anderungen im Mukosa-Durchmesser sind hierbei aber
allein im Verlust von Zottengewebe begrindet, da die Kryptentiefe unverandert
blieb. Nach Ischdmie und 90 Minuten Reperfusion war die Schleimhaut des
terminalen lleums bei den atherosklerotischen ApoE"‘-Tieren signifikant dinner als
bei den Kontrolltieren und betrug nur noch ca. 60 % des Baseline-Wertes (Tabelle
4).

Muskularisdicke:
Die Dicke der Tunica muscularis war in den Kontrollen und den
atherosklerotischen ApoE "-Mé&usen nahezu konstant und im Vergleich zwischen

den Gruppen nicht signifikant unterschiedlich (Tabelle 4).

Relative Villuslange:

Da sich die Kryptenlange des terminalen lleums bei allen Versuchsgruppen
Uber die Zeitdauer des Versuches gesehen als konstante Grolie
herauskristallisierte, bot sich an, die offensichtliche Verkirzung der Darmzotten zu
dem Durchmesser der Kryptenschicht ins Verhaltnis zu setzen. Dabei zeigte sich,
dass zu Versuchsbeginn die Darmzotten der atherosklerotischen ApoE™-Tiere 2,5
mal so lang waren wie die Darmkrypten, bei den Kontrolltieren nur knapp doppelt
so lang. Nach Ischamie und Reperfusion betrug bei den Kontrolltieren die relative
Villuslange noch gut das anderthalbfache der Kryptenlange, bei den
atherosklerotischen ApoE”-Mausen waren Krypten und Zotten nur noch
anndhernd gleich lang (p<0,05 vs. Baseline und p<0,05 vs. Kontrolle). Relativ zur
gesamten Mukosadicke hatten die Darmzotten bei den atherosklerotischen
ApoE™-Mausen nur noch einen Anteil von 46 % gegeniiber mehr als 70 % vor I/R
(p<0,05 vs. Baseline und p<0,05 vs. Kontrolle; Tabelle 4). Bei den Kontrolltieren

verringerte sich dieser Anteil nur von rund 65 % auf rund 61 % (Tabelle 4).
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Tabelle 4. Histologische Daten

Baseline 90 min
Modif. Park Klassifikation
C57BL/6 0.28 +0.08 2.77 £ 0.48*
ApoE™ 0.22+0.13 3.65+0.57*
Villuslange [um]
C57BL/6 241 +14 205+ 20
ApoE™ 284 + 21 130 + 24 §#
Kryptentiefe [um]
C57BL/6 128 +2 126 +3
ApoE” 117 +5# 116 + 4
Dicke der Tunica mucosa [pum]
C57BL/6 369+ 14 331+19
ApoE™ 401 +17 245 + 24 §#
Dicke der Tunica muscularis [um]
C57BL/6 6919 63+6
ApoE™ 63 + 10 53+5
Relative Villuslange
Im Bezug auf die Kryptenléange [Faktor]
C57BL/6 19+0.1 1.6+0.2
ApoE™ 25+0.3 1.2+0.2*#
Im Bezug auf die Mukosadicke [%]
C57BL/6 64.9+1.3 60.5+3
ApoE™” 70.4+2.1 46.2 £ 6.1 *#
Im Bezug auf die Dicke der Muskularis [Faktor]
C57BL/6 43+0.6 3.6+0.7
ApoE™ 6.0+1.9 27+05*
Villusepithelintegritat [%]
C57BL/6 99.3+0.3 79.2+ 9.2*
ApoE™" 99.2 +0.4 48.7+12.4*

Gewebeproben wurden bei den Kontrolltieren (C57BL/6, n=8) und bei den atherosklerotischen
ApoE"'—Mausen (n=13) nach erfolgter intravitaler Fluoreszenzmikroskopie nach 90 Minuten
Reperfusion entnommen. Baseline Messungen wurden an Gewebeproben von separaten Kontroll-
(C57BL/6; n=10) und atherosklerotischen ApoE"'—Mausen (n=6), durchgefuhrt. Diese befanden sich
zum Zeitpunkt der Gewebeprobenentnahme in naivem Zustand. Werte sind Gruppenmittelwerte +
Standardfehler (SEM); * p<0.05 vs. Baseline; # p<0.05 vs. C57BL/6; § p<0.001 vs. Baseline.



Ergebnisse 66

Villusepithelintegritat:

Der mesenteriale Ischamie/Reperfusionsschaden war auch am Epithel des
terminalen lleums detektierbar. Die Integritat des Villusepithels war nach 90
Minuten Reperfusion in Kontrollen und atherosklerotischen ApoE™-Mausen
signifikant niedriger als unter Baseline-Bedingungen. Der Unterschied zwischen
den Kontrollen und den atherosklerotischen ApoE”-M&ausen war nach 90 Minuten

Reperfusion statistisch nicht signifikant (Tabelle 4).

Zusammengefasst deuten die histologischen Untersuchungen ebenfalls auf
einen ausgepragteren Schweregrad des I/R-Schadens bei atherosklerotischen
ApoE™-Mausen hin.

4.1.2 Blutbild

Tabelle 5 : Blutbild

Baseline 90 min

Leukozyten (WBC)[ x103/pl]

C57BL/6 5.07 £0.68 487 +0.64

ApoE™” 6.28 +1.04 3.44+0.57 *
Erythrozyten (RBC) [x10°/ul]

C57BL/6 7.46 £0.39 8.39+0.34

ApoE'/' 7.03+£0.64 7.61 £0.45
Thrombozyten (PLT) [x103/ul]

C57BL/6 474,93 +133.09 687.19 £ 182.90

ApoE™” 303.07 +104.94 342.48 + 76.28
Hamoglobin (Hgb) [g/dl]

C57BL/6 13.52 +1.09 14.62 £ 1.09

ApoE'/' 12.27 £1.01 12.89 £ 0.78

Leukozytenkonzentration, Erythrozytenkonzentration, Thrombozytenkonzentration und Hamoglobin
wurden bestimmt bei den Kontrolltieren (C57BL/6, n=8) und bei den atherosklerotischen ApoE"'—
Mausen (n=13). Vollblut wurde gezogen nach 90 Minuten Reperfusion und erfolgter IVM; bei den
Baselinetieren (C57BIl/6, n=9; ApoE™, n=6) nach erfolgter IVM. Werte sind Gruppenmittelwerte +
Standardfehler (SEM); * p<0.05 vs. Baseline

Die Anzahl der Leukozyten im freien Blutfluss sank bei den
atherosklerotischen ApoE™-Tieren nach 90 Minuten Reperfusion auf knapp die
Halfte des Baseline-Wertes ab (p<0,05; Tabelle 5). Alle tbrigen Blutbildparameter

waren sowohl unter Baseline-Bedingungen als auch nach 90 Minuten Reperfusion
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im Vergleich zwischen Kontrolltieren und atherosklerotischen ApoE”-Mausen nicht
signifikant unterschiedlich.

4.2  ,Remote Injury” in Leber und Lunge

Die Auswirkung des mesenterialen IR-Schadens auf die Mikrozirkulation
anderer, im Blutstrom direkt (Leber; Portalkreislauf) und indirekt (Lunge; kleiner
Kreislauf) nachgeschalteter Organe, wurde nur im Atherosklerosemodell

untersucht.
4.2.1 ,Remote Injury”in der Leber

Die Analyse der Aspartat- Amino-Transferase (AST)- und Alanin-Amino-
Transferase (ALT)-Serumspiegel zeigte bei den Kontrolltieren Normwerte
[RESEARCH ANIMAL RESOURCES, Reference Values] unter Baseline-Bedingungen.
Die mesenteriale Ischamie bewirkte einen signifikanten Anstieg des AST- und des
ALT-Serumspiegels in den Kontrolltieren nach 90 Minuten Reperfusion (Tabelle
6).

Bei den atherosklerotischen ApoE”-Tieren zeigte sich bereits unter
Baseline-Bedingungen ein nahezu dreifach héherer Serum—AST-Spiegel als bei
den Kontrolltieren. Diese Erh6hung war statistisch signifikant. Der Serum-ALT-
Spiegel war unter Baseline-Bedingungen normwertig, stieg aber nach 90 Minuten
Reperfusion signifikant an (Tabelle 6).

Die mesenteriale Ischamie und Reperfusion bewirkten einen signifikanten
Anstieg des Wassergehaltes der Leber bei den Kontrolltieren, was durch einen
Anstieg des Feucht/Trocken—Quotienten nach I/R angezeigt wird. Im Gegensatz
dazu veranderte sich der hepatische Wassergehalt bei den atherosklerotischen
ApoE™-Tieren nicht wesentlich. Die Feucht/Trocken—Quotienten waren bei den
atherosklerotischen ApoE”-Tieren unter Baseline-Bedingungen und nach 90

Minuten Reperfusion signifikant niedriger als in den Kontrollen (Tabelle 6).
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Tabelle 6 : Leberschadigung nach mesenterialer I/R.

Baseline 90 min

AST [U/]

C57BL/6 54 +3 115+24*

ApoE™ 142 + 41 # 102 +12
ALT [U/]

C57BL/6 262 68 + 14 *

ApoE™” 32+4 57 +10 *
Feucht/Trocken-Gewichtsquotient [aU]

C57BL/6 3.04 £0.02 3.42+0.04*

ApoE” 257+021# 2.71+0.06 #

Blut- und Gewebeproben wurden von Kontroll- (C57BL/6, n=8) und atherosklerotischen Apo E”-
Méausen (n=13) nach 90 min Reperfusion und nach IVM enthommen. Baselinemessungen wurden
an Proben von separaten, altersgemischten, naiven Kontroll- (C57BL/6, n=6) und
atherosklerotischen ApoE'/'-Mausen (n=6) Mausen durchgefiihrt, welchen sonst keinerlei
Manipulation widerfuhr. Werte sind Gruppenmittelwerte + Standardfehler (SEM); *p<0.05 vs.
Baseline, # p<0.05 vs. C57BL/6.

4.2.2 ,Remote Injury*in der Lunge

Die Blutgasanalyse (BGA) zeigte nach 90 Minuten Reperfusion eine
suffiziente Oxigenierung in Kontrolltieren und atherosklerotischen ApoE™-
Mausen. In beiden Gruppen bestanden eine metabolische Azidose und eine
diskrete Hyperkaliamie. Zwischen den Gruppen waren die Parameter der
Blutgasanalyse vergleichbar (Tabelle 7).

Die Analyse des Feucht/Trocken—Gewichts Quotienten ergab nach 90
Minuten Reperfusion vergleichbare Werte in Kontrollen und in den
atherosklerotischen ApoE™-Mausen (5.33 +0.14 aU vs. 5.71 + 1.18 aU; p> 0,05).

Der Relative Alveolarraum (RAR) war unter Baseline-Bedingungen mit ca. 60
% zwischen den Kontrollen und atherosklerotischen ApoE™-Mausen vergleichbar.
Nach 90 Minuten Reperfusion sank in beiden Gruppen der RAR im Vergleich zur
Baseline signifikant ab. Der RAR war zu diesem Zeitpunkt in den
atherosklerotischen ApoE”-Mé&usen zusatzlich signifikant niedriger als in den
Kontrolltieren (Abbildungen 14 und 15).

Die Konzentration der Myeloperoxidase (MPO) war nach Ischamie und
Reperfusion im Lungengewebe der atherosklerotischen ApoE”-Tiere signifikant
hoher im Vergleich zur Kontrollgruppe (1651 + 166 U vs. 898 + 284 U).
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Abbildung 14: HE-gefarbte Gewebeschnitte der Lunge nach Ischamie und 90 Minuten
Reperfusion. a) C57BL/6—Maus, b) ApoE"'—Maus. Malstab entspricht in beiden Bildern 100 um.
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Abbildung 15: Relativer Alveolarraum; weilRe Balken représentieren die Kontrolltiere
(C57Bl/6, n=7), schwarze Balken die atherosklerotischen ApoE"'-Méuse (Baseline n=6; 90
min n=12); Daten sind Mittelwerte £ SEM; * p<0.05 vs. Baseline; § p<0.001 vs. Baseline; #
p<0.05 vs. C57BL/6.
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Tabelle 7 : Blutgasanalyse

C57BL/6 ApoE
pO, [mMmHg] 161.1+£8.9 143.1+7.6
pCO, [mmHg] 51.9+3.1 47.0+£1.6
Laktat [mmol/l] 26+0.3 25+0.3
pH 7.138 £0.023 7.180 £0.017
K* [mmol/l] 5.5 +0.4 55+0.3
base excess [mmol/l] -11.9+0.9 -10.9+0.8
SO, [%] 98.4 +0.2 98.2+0.2

Blutproben wurden nach 90 Minuten Reperfusion und IVM aus der pars abdominalis aortae
entnommen bei C57BL/6 (n=6) und atherosklerotischen ApoE"'— Mausen (n=6). Daten sind
Mittelwerte + Standardabweichung (SEM).

4.3 Die Effekte von Erythropoietin beim mesenteria  len I/R-Schaden

4.3.1 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie des ter  minalen lleums

4.3.1.1 Mikrovaskulare Perfusion

Die Vorbehandlung mit Erythropoietin hatte einen Einfluss auf die
mikrovaskularen GefalRdurchmesser in Arteriolen und postkapillaren Venolen. Im
Vergleich zu den Kontrollen waren die arteriolaren und venolaren
GefalRdurchmesser insbesondere nach 30 Minuten, aber auch nach 90 Minuten
Reperfusion deutlich kleiner (Tabelle 8). Die kapillaren GefalRdurchmesser waren
durch Epo nicht beeinflusst, weder in der LAngsmuskelschicht noch in den Zotten.

Die  Blutflussgeschwindigkeit in  Arteriolen und Venolen der
Langsmuskelschicht des terminalen lleums waren wahrend Reperfusion in Epo-
behandelten Tieren im Vergleich zu den Kontrollen erhéht (Tabelle 8). Im
Gegensatz dazu waren kapillare  Blutflussgeschwindigkeiten in  der
Langsmuskelschicht und in der Mukosa wahrend Reperfusion nicht durch
Erythropoietin beeinflusst.

In Epo-behandelten Tieren war die funktionelle Kapillardichte in der
Langsmuskelschicht und in der Mukosa im Vergleich zu den Kontrollen erhoht.
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Diese Erh6éhung war nach 90 Minuten Reperfusion in der Epo500-Gruppe
statistisch signifikant (Abbildungen 16 und 17; Tabelle 8).
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Abbildung 16: Perfundierte Kapillaren der Langsmuskelschicht in cm pro cm? Flache. Weil3e
Balken repréasentieren die Kontrolltiere (C57BI/6, n=7), hellgraue Balken die Versuchsgruppe
Epo500 (n=6), dunkelgraue Balken die Versuchsgruppe Epo5000 (n=6). * p<0.05 vs. Baseline; #
p<0.05 vs. C57BL/6. Daten sind Mittelwerte + SEM.
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Tabelle 8 : Microvaskulare Perfusion.
Baseline Ischamie 30min 90min
Langsmuskelschicht
Arteriolen
Durchmesser [um] C57BL/6 27.4+1.6 30.8+2.4 389+35* 31.7+1.2
Epo500 - - 23.0+£05# 23.1+1.1#
Epo5000 - - 247+06# 27624
Geschw. [mm/s] C57BL/6 2.87 £0.17 0.28+0.05* 1.96+0.24 2.26 £0.25
Epo500 - - 2.67 £0.08# 2.92+0.08#
Epo5000 - - 2.58+£0.13 2.75+0.12
Kapillaren
Durchmesser [um] C57BL/6 52+0.1 5.0+0.3 5.4+0.3 48+0.1
Epo500 - - 56+0.2 52+0.2
Epo5000 - - 5.1+0.2 51+0.2
Geschw. [mm/s] C57BL/6 0.57 £ 0.07 0.04+0018 052+0.10 0.3210.03*
Epo500 - - 0.47+0.04 0.44+0.05
Epo5000 - - 0.46+£0.05 0.50+0.08
FCD [cm/cm?] C57BL/6 232+11 76+19 § 200+11+* 194 +12*
Epo500 - - 2364 # 240+ 12 #
Epo5000 - - 225+5 228 +14
Venolen
Durchmesser [um] C57BL/6 35420 40.8+35 41.8+3.3 40.8+35
Epo500 - - 265+1.1# 24.7+1.6#
Epo5000 - - 31.0+12# 31.7x21
Geschw. [mm/s] C57BL/6 1.44 £ 0.07 0.12+0.028 1.38+0.17* 1.24+0.13*
Epo500 - - 152+0.07 1.61%0.12
Epo5000 - - 1.64+0.09 1.65+0.07#
Zottenkapillare
Durchmesser [um] C57BL/6 6.2+0.3 54+0.3 5.5+0.3 52+04
Epo500 - - 59+0.2 54+0.1
Epo5000 - - 54+0.2 55+0.1
Geschw. [mm/s] C57BL/6 0.54 £0.04 0.06£0.018 0.38%0.06 0.37£0.05
Epo500 - - 0.46 £ 0.02 0.45+0.03
Epo5000 - - 0.41+£0.03 0.48+ 0.02
FCDZ [cm/cm?] C57BL/6 515+10 123+26 8§ 440 + 50 432 + 46
Epo500 - - 552 + 28 572+18 #
Epo5000 - - 516 £ 16 543 + 25

Microvaskulare Durchmesser, Erythrozyten-Flussgeschwindigkeiten und Funktionelle Kapillar-
Dichten (FCD und FCDZ) wurden bestimmt in Arteriolen, Kapillaren und postkapillaren Venolen in
der Langsmuskelschicht und in den Zottenkapillaren des terminalen lleum bei den Kontrolltieren
(C57BL/6, n=8) und bei den mit Epo-vorbehandelten C57BL/6-Tieren (Epo500, n=6; Epo5000,
n=6). Mikrozirkulatorische Parameterauswertung off-line von IVM-Sequenzen, aufgenommen bei
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Baseline, wahrend der Ischamie, und nach 30 sowie 90 min Reperfusion. Werte sind
Gruppenmittelwerte + Standardfehler (SEM); * p<0.05 vs. Baseline; § p<0.001 vs. Baseline; #
p<0.05 vs. C57BL/6.
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Abbildung 17: Perfundierte Kapillaren in cm pro cm? Zottenflache. Weile Balken reprasentieren
die Kontrolltiere (C57BI/6, n=7), hellgraue Balken die Versuchsgruppe Epo500 (n=6), dunkelgraue
Balken die Versuchsgruppe Epo5000 (n=6). # p<0.05 vs. C57BL/6. Daten sind Mittelwerte + SEM.

Erythropoietin beeinflusste die postischdmische Peristaltik im terminalen
lleum. Nach 30 Minuten Reperfusion war die Kontraktionsfrequenz in mit Epo
behandelten Tieren vergleichbar mit der Kontrolle. Nach 90 Minuten Reperfusion
waren die Kontraktionsfrequenzen in den mit Epo behandelten Tieren niedriger als
in den Kontrollen. Im Vergleich zu den Kontrollen war die Kontraktionsfrequenz in

der Epo500-Gruppe nach 90 Minuten Reperfusion statistisch signifikant niedriger.

Tabelle 9 : Peristaltik

Baseline Ischamie 30min 90min
Peristaltik [n/min] C57BL/6 12.6+1.6 6.9+1.9 6.4+1.8* 12.7+2.2
Epo500 - - 3.3+x1.1 6.0 +0.9#
Epo5000 - - 5.8+0.5 83+1.3

Peristaltik wurde bestimmt bei den Kontrolltieren (C57BL/6, n=8) und bei mit Erythropoietin
vorbehandelten C57BL/6-Mausen (Epo500, n=6; Epo5000, n=6). Auswertung off-line. Werte sind
Gruppenmittelwerte + Standardfehler (SEM); * p<0.05 vs. Baseline; # p<0.05 vs. C57BL/6.
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4.3.1.2 Postischamische Entziindung

Tabelle 10: Postisch&mische Entziindung

Baseline Ischamie 30min  90min
Arteriolen
Rolling C57BL/6 0 - 0 0
[n/minf/mm] Epo500 - - 0 0
Epo5000 - - 0 0
Rolling- C57BL/6 - - - -
Geschwindigk.Epo500 - - - -
[mm/sec] Epo5000 - - - -
feste Adhéasion C57BL/6 25125 0 19+19 15+15
[n/mm?] Epo500 - - 6.1+ 6.1 0
Epo5000 - - 0 5.3+5.3
Venolen
Rolling C57BL/6 57.9+14.6 - 88,8+24.1 121.3+28.2*
[n/min/mm] Epo500 - - 84.0+12.0 69.8+29.2
Epo5000 - - 78.2+5.4 70.3+21.0
Rolling- C57BL/6 0.068 + 0.009 - 0.061 £ 0.009 0.072 £0.01
Geschwindigk. Epo500 - - 0.03 +0.003# 0.034 +£0.004#
[mm/sec] Epo5000 - - 0.042 £ 0.008# 0.044 +0.004#
feste Adhasion C57BL/6 7231209 246+13.8 589+23.8 124.8+49.1
[n/mm?] Epo500 - - 58.5 +30.8 76.3+29.1
Epo5000 - - 86.7+31.4 84.0 £26.0

Roler, Rolling-Geschwindigkeit und Sticker wurden ermittelt bei den Kontrolltieren (C57BL/6, n=8)
und bei den mit Epo vorbehandelten C57BL/6-Tieren (Epo500, n=6; Epo5000, n=6) in Arteriolen
und postkapillaren Venolen. Parameterauswertung off-line von IVM-Sequenzen, aufgenommen bei
Baseline, wahrend der Ischamie, und nach 30 sowie 90 min Reperfusion. Werte sind
Gruppenmittelwerte + Standardfehler (SEM); * p<0.05 vs. Baseline; # p<0.05 vs. C57BL/6

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie zeigte, dass sich auch bei den mit
Epo behandelten Tieren die postischamische Leukozyten-Endothel-Interaktion
vornehmlich in den postkapillaren Venolen der Langsmuskelschicht des
terminalen lleums ereignete. Arteriolen und Kapillaren waren nahezu frei von
Leukozyten-Endothel-Interaktionen wahrend der Reperfusion (Tabelle 10,
Kapillaren nicht wiedergegeben).
In den Epo-behandelten Tieren waren die Anzahl rollender und fest adhéarenter
Leukozyten erniedrigt im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der Unterschied zu den
Kontrollen war aber statistisch nicht signifikant. Sowohl in der Epo500- als auch in
der Epo5000-Gruppe waren die mittleren Rollgeschwindigkeiten der Leukozyten

deutlich  niedriger als in den Kontrollen. Die Unterschiede der
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Rollgeschwindigkeiten waren im Vergleich zu den Kontrollen nach 30 und nach 90
Minuten Reperfusion statistisch signifikant.

4.3.1.3 Histologie

Die histologische Analyse zeigte, dass eine Epo-Pramedikation den
Gewebeschaden im terminalen lleum nach 90 Minuten Reperfusion positiv
beeinflusst. Sowohl in der Epo500- als auch in der Epo5000-Gruppe war der
semiquantitative Park-Score nach 90 Minuten niedriger als in den Kontrollen. Die
Unterschiede waren aber statistisch nicht signifikant.

Die quantitative histomorphometrische Analyse ergab, dass eine
Vorbehandlung mit Erythropoietin  keinen relevanten Einfluss auf den
postischamischen Gewebeschaden im terminalen lleum ausibt. Die
histomorphometrischen Parameter waren zwischen Epo-vorbehandelten Tieren
und den Kontrollen im Wesentlichen vergleichbar. Auch die postischamische
Epithel-Integritat konnte durch eine Epo-Pramedikation nicht verbessert werden
(Tabelle 11).

Tabelle 11 : Histologische Daten

Baseline 90 min

Modif. Park Klassifikation

C57BL/6 0.28 £0.08 2.77 £0.48*

Epo 500 - 1.56 £ 0.65

Epo 5000 - 1.58 +0.78
Villuslange [pm]

C57BL/6 241 £ 14 205 +20

Epo 500 - 197 +17

Epo 5000 - 186 + 30
Kryptentiefe [um]

C57BL/6 128 +2 126 £3

Epo 500 - 123+3

Epo 5000 - 115+3 #
Dicke der Tunica mucosa [pum]

C57BL/6 369 + 14 331 %19

Epo 500 - 320+ 19

Epo 5000 - 300 +£31

Fortsetzung néachste Seite
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Tabelle 11 : Histologische Daten (Fortsetzung)

Baseline 90 min
Dicke der Tunica muscularis [um]
C57BL/6 69+9 63+6
Epo 500 - 57+6
Epo 5000 - 44 +8

Relative Villuslange

Im Bezug auf die Kryptenlange [Faktor]

C57BL/6 19+0.1 1.6+0.2
Epo 500 - 16+0.1
Epo 5000 - 1.6+0.3

Im Bezug auf die Mukosadicke [%]

C57BL/6 64.9+1.3 60.5+3
Epo 500 - 61.1+19
Epo 5000 - 58.4+£6.5

Im Bezug auf die Dicke der Muskularis [Faktor]

C57BL/6 43+0.6 3.6x0.7
Epo 500 - 3.8+0.6
Epo 5000 - 51+15

Villusepithelintegritat [%]

C57BL/6 99.3+0.3 792+ 9.2+*
Epo 500 - 83.3+ 8.3
Epo 5000 - 72.1+15.2

Formalin-fixierte Gewebeproben aus dem terminalen lleum wurden mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt
und der mukosale Gewebeschaden wurde mit einem modifizierten, an das Klassifizierungsschema
nach Park [PARk et. al.,, 1990] angelehnten, semiquantitativen Score graduiert. Die direkte
quantitative histomorphometrische Analyse wurde mittels eines Computer-unterstitzten Software-
Pakets {AxioVision ®3.1, Carl Zeiss, Jena, Deutschland} durchgefiihrt. Gewebeproben wurden bei
den Kontrolltieren (C57BL/6, n=8) und bei den mit Epo vorbehandelten C57BL/6-Tieren (Epo500,
n=6; Epo5000, n=6) nach erfolgter intravitaler Fluoreszenzmikroskopie nach 90 Minuten
Reperfusion entnommen. Baseline Messungen bei den Kontrolltieren entsprechen denen aus
Tabelle 4. Werte sind Gruppenmittelwerte + Standardfehler (SEM); * p<0.05 vs. Baseline; # p<0.05
vs. C57BL/6

4.3.2 Blutbild

Die Vorbehandlung mit Erythropoietin hatte keinen relevanten Einfluss auf
das Blutbild (Tabelle 12). Nach 90 Minuten Reperfusion war insbesondere kein
Anstieg des Hamoglobins oder der  Zahl zirkulierender Erythrozyten zu
verzeichnen. Die Zahl zirkulierender Leukozyten war nach Epo-Pramedikation

vergleichbar mit der Kontrolle.
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Tabelle 12 : Blutbild
Baseline 90 min
Leukozyten (WBC)[ x103/pl]
C57BL/6 5.07 £0.68 4.87 £0.64
Epo500 - 3.33+0.63
Epo5000 - 5.83+1.28
Erythrozyten (RBC) [x106/pl]
C57BL/6 7.46 +0.39 8.39+0.34
Epo500 - 6.94 +0.56 #
Epo5000 - 7.40 +0.36

Thrombozyten (PLT) [x103/ul]

C57BL/6
Epo500
Epo5000

Hamoglobin (Hgb) [g/dl]

C57BL/6
Epo500
Epo5000

474.93 +£133.09

13.52+1.09

687.19 +182.90
380.55 +140.40
729.73 £ 140.37

14.62 +1.09
11.87 +0.85
12.42 +0.70

Leukozytenkonzentration, Erythrozytenkonzentration, Thrombozytenkonzentration und Hamoglobin
wurden bestimmt bei den Kontrolltieren (C57BL/6, n=8) und bei den mit Epo vorbehandelten
C57BL/6-Tieren (Epo500, n=6; Epo5000, n=6). Die Blutentnahme erfolgte nach 90 Minuten
Reperfusion und intravitaler Fluoreszenzmikroskopie; bei den Baselinetieren (C57BI/6, n=9) nach
IVM. Werte sind Gruppenmittelwerte + Standardfehler (SEM); # p<0.05 vs. C57BL/6.
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die vorliegende Studie untersucht den mesenterialen I/R-Schaden im
terminalen lleum im Mausmodell. Mittels IVM, histologischen und laborchemischen
Techniken wurde die Mikrozirkulation des terminalen lleums, sowie der Ischamie-
assoziierte Gewebeschaden im terminalen lleum und auch in der Leber und der
Lunge analysiert.

Die Daten zeigen, dass eine praexistente generalisierte Atherosklerose und
Hyperlipidamie den I/R-Schaden im terminalen lleum verstarken, und zudem auch
den assoziierten Schaden in der nachgeschalteten Leber und der Lunge
aggravieren. Hierbei scheint insbesondere eine vermehrte Rekrutierung von
Leukozyten, vor allem im terminalen lleum und in der Lunge, eine wichtige Rolle
Zu spielen.

Zusétzliche Versuche wurden durchgefihrt, um die gewebeprotektiven
Effekte von Erythropoietin im Rahmen des mesenterialen I/R-Schadens zu
untersuchen. Hierbei  zeigte  sich, dass Epo tendenziell eine
Perfusionsverbesserung der postischamischen intestinalen Mikrozirkulation und
eine Reduktion der postischamisch intestinalen Leukozyten-Rekrutierung bewirken
kann. Allerdings zeigt sich keine deutliche Verbesserung des histologisch

detektierbaren postischamischen Gewebeschadens.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion des experimentellen Modells

Fur die Untersuchung des mesenterialen I/R-Schadens wurde in der
vorliegenden Studie ein Mausmodell mit 30 Minuten Ischamie und anschlielRender
90-minutiger Reperfusionsphase gewahlt. Die zu Anfangs veranschlagte
Ischamiezeit von 45 Minuten und anschlieRender Reperfusion von 90 Minuten
wurde aufgrund hoher Letalitéat der Versuchstiere, und somit auch aus Griinden
des Tierschutzes, nicht weiter verfolgt. Die Praparation der Versuchstiere wurde
geringgradig modifiziert zu der bereits von Szabo und Mitarbeitern ebenfalls an
einem 30/90-Modell beschriebenen Methode durchgefuhrt [SzaBo et al., 2008].
Auch in anderen I/R-Modellen wurde mit diesen Ischamie- und Reperfusionszeiten
gearbeitet [HORIE et al., 1996; SzABO et al., 2006; SHi et al., 2009]. Speziell die in
allen Versuchsgruppen histologisch gefundene Verklirzung der Darmzotten nach
90 Minuten Reperfusion und die damit verbundene Reduktion der Mukosadicke
respektive der Villusepithelintegritat implizieren einen relevanten I/R-Schaden und
sprechen somit fur ein valides Versuchsmodell.

Ferner handelt es sich hierbei um ein so genanntes ,Akut-Modell“. Das
bedeutet, dass die intravitalmikroskopische Untersuchung der Mikrozirkulation nur
Uber einen kurzen Zeitraum von Stunden und in Narkose durchgefihrt wird. Akut-
Modelle sind bekanntermaflen mit Nachteilen, bedingt vor allem durch die
erforderliche Anasthesie und das induzierte Trauma infolge der mikrochirurgischen
Praparation, behaftet [YAmAucHI et al, 1999]. Die Untersuchung
hamodynamischer Parameter an einem nicht transilluminierbaren Organ wie zum
Beispiel dem Darmkonvolut stellt sich daher gegentber z.B. dem Studium der
Mikrozirkulation der Haut am Ohr haarloser Mause [BARKER et al., 1989; VOLLMAR
et al., 2000] deutlich erschwert dar, da eine chirurgische Praparation hierbei
unumganglich ist. Nichts desto trotz ist die intravitalmikroskopische Erfassung
mikrozirkulatorischer Parameter des Darmes von peritonealer, und speziell
naturlich von Iluminaler Seite, nicht ohne vorsichtige mikrochirurgische
Praparation zu realisieren.

Die ApoE-defiziente Maus entwickelt unter Cholesterindiat und aufgrund der

durch den Gendefekt bedingten Fettstoffwechselstorung den Phanotyp einer
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generalisierten Atherosklerose und begleitender Hyperlipiddmie [WASSMANN et al.,
2004]. In der vorliegenden Studie wurde dieser pathophysiologische Phanotyp der
ApoE-defizienten Maus mit dem gesunden der C7BL/6 Kontrollmaus, der
gleichzeitig den genetischen Hintergrund der Mutation darstellt, verglichen. Auf die
Analyse von auf Cholesterindiat gesetzten C57BL/6 Mausen wurde verzichtet, da
nicht die isolierte Beurteilung des ApoE-Gendefektes Gegenstand der Studie warr,
sondern der Vergleich des phanotypisch gesunden Organismus und dem der
generalisierten Atherosklerose und Hyperlipidamie. Eine interessante Erkenntnis
der vorliegenden Studie ist, dass die Anzahl rollender Leukozyten (,Roler”) in den
postkapillaren Venolen der LAngsmuskelschicht in der Baselinegruppe der ApoE"'-
Tiere bereits fast doppelt so hoch war wie in der Kontrollgruppe. Die Anzahl fest
adharenter Leukozyten (,Sticker”) war dagegen zu diesem Zeitpunkt in beiden
Gruppen vergleichbar. Diese Daten belegen einen gewissen Grad einer
generalisierten endothelialen Zellaktivierung und endothelialen Dysfunktion durch
die praexistente Hypercholesterindmie in den ApoE—defizienten Mausen. Deshalb
reprasentieren mit einer hoch kalorischen Diat gefiitterte ApoE’-Mé&use ein
probates experimentelles Versuchsmodell fur Studien der generalisierten
Atherosklerose mit konsekutiver endothelialer Dysfunktion.

5.2 Diskussion der Untersuchungstechniken

Als Untersuchungstechnik zur in vivo-Visualisierung der Mikrozirkulation
des Darmrohres wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie gewéhlt. Sie stellt
eine direkte Analysemethode dar und bietet die Mdglichkeit, einzelne Segmente
der Mikrozirkulation, wie Arteriolen, Kapillaren, postkapillare Venolen und teilweise
auch das Lymphgefal3netzwerk des Darmes getrennt voneinander zu analysieren.
In  Kombination mit der Aufzeichnung der mikroskopierten Sequenzen auf
Videobéander und anschlieender quantitativer Analyse der MikrohAmodynamik
quasi ,offline” konnte das detaillierte Studium der Mikrozirkulation per se
entscheidend verbessert werden [INTAGLIETTA und TOMPKINS, 1972]. Dariber
hinaus ermoglicht die intraventése Gabe von Fluoreszenzfarbstoffen die
Beurteilung der Mikrozirkulation nicht transilluminierbarer Organe. So wurde
mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie bereits die MikrohAmodynamik von

Hirn, Herz, Leber, Lunge, Milz, Pankreas, Muskel und Knochen quantifiziert [Wahl
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et al., 1985; Winet, 1989; Schmidt et al., 1990; Menger et al., 1992; Vollmar et al.,
1995; Menger et al., 1996; Kuebler et al., 1997; Vollmar et al., 1998]. Der Vorteil
der intravitalen Mikroskopie gegenuber indirekten Untersuchungstechniken konnte
in einer vergleichenden Studie am Beispiel der Laser-Doppler-Flowmetrie
nachgewiesen werden. Dabei wurde gezeigt, dass die Laser-Doppler-Flowmetrie
nicht die nutritive Mikrozirkulation selektiv erfassen kann, sondern lediglich Uber
den gesamten Flux von Erythrozyten in einem definierten Gewebeareal Auskunft
gibt [MENGER et al., 1992]. Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie bietet weiter den
Vorteil, dass sie nahezu in allen Geweben und Organen oder Organabschnitten
der Maus, soweit sie fur die Mikroskopie bei intaktem und ungestortem Blutfluss
vorlagerbar und préparierbar sind, angewendet werden kann. Hier offenbart sich
aber auch eine mdgliche Fehlerquelle bei der intravitalen Mikroskopie des
Darmrohres in der dieser Arbeit zu Grunde liegenden Versuchsanordnung. Bei der
Exenteration und dem ,Aufschwimmenlassen“ des Deckglaschens auf einem
dinnen Flussigkeitsfilm warmer physiologischer Kochsalzlosung muss mit
absoluter Vorsicht und viel Feingefihl vorgegangen werden, um nicht durch die
Stieltupfer oder ahnliches Parameter wie z.B. die funktionelle Kapillardichte zu
verfalschen. Es wurde vor allem tunlichst vermieden, die Darmschlinge bei der
Auslagerung in einem Areal zu fassen, das spater unter dem Deckglaschen zur
Mikroskopie zu liegen kam, um Quetschartefakte vor allem bei der Leukozytenzahl
und der Blutflussgeschwindigkeit zu vermeiden.

Auch bei der Enthahme und der mikroskopischen Analyse histologischer
Gewebeproben muss bedacht werden, dass speziell das Darmsegment fur die
Histologie sich, auch auf Grund der beengten anatomischen Verhaltnisse,
unmittelbar  dem Segment  fur die  vorausgegangene intravitale
Fluoreszenzmikroskopie anschliel3t. Es war also ebenfalls fur die Zeit der IVM
ausgelagert und wie im Kapitel Material und Methoden beschrieben prapariert.
Prinzipiell waren hierbei manipulative Faktoren denkbar, die unter Umstanden die
Aussagefahigkeit histologischer Befunde relativierten. Durch die bereits mehrmals
erwéhnte extrem vorsichtige Pr&paration, das Feuchthalten des vorgelagerten
Darmsegmentes mit physiologischer Kochsalzlésung und durch die Tatsache,
dass bei allen Probanden gleichermalien verfahren wurde, kann diese
Fehlerquelle aber vernachlassigt werden. Einer maoglichen subjektiven

Einschatzung des histologisch-mukosalen Schadens, speziell bei der
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Klassifizierung nach dem modifizierten Park-Score, wurde durch eine verblindete
Untersuchungsreihenfolge und die mikroskopische Analyse durch zwei getrennt

arbeitende Untersucher entgegengesteuert.
5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Die Bedeutung einer generalisierten Atherosklerose beim

mesenterialen I/R-Schaden

Das Apolipoprotein-E (ApoE) spielt eine herausragende Rolle im
Cholesterin-Metabolismus. Es vermittelt die Bindung und anschlielRende zellulare
Aufnahme einiger Lipoproteine Uber Rezeptoren der LDL-Rezeptorfamilie
[KoLovou et al., 2003; HEEREN et al., 2006]. Die in dieser Studie verwendeten
transgenen ApoE-defizienten (ApoE”) Mause entwickeln eine schwere
Hypercholesterinamie infolge verminderter Clearance von grof3en atherogenen
Partikeln aus dem Blutstrom [NAKASHIMA et al., 1994]. Diese Tiere neigen dazu,
atherosklerotische Lasionen im arteriellen Gefal3baum zu entwickeln. Dabei kann
die Atherogenese durch Verabreichung einer fettreichen, hochkalorischen Diat
beschleunigt werden [NAKASHIMA et al., 1994; WASSMANN et al., 2004]. Verglichen
mit Wildtyp-Mausen zeigen diese ApoE’-Tiere ein drastisch erhohtes
Kdrpergewicht bei gleichem Lebensalter und charakteristische Plaques in den
grof3en Arterien [NAKASHIMA et al., 1994], was sich auch in dieser Studie bestatigte
[Abbildung 11, Ergebnissteil].

Die Atherogenese ist ein entziindlicher Prozess (siehe auch Kapitel 2.4.3)
[LiBBY, 2000; REINER und TEDESCHI-REINER, 2001; YUONG et al.,, 2002]. Im
Gegensatz zu der vielfaltig untersuchten zugrunde liegenden Pathophysiologie der
Atherosklerose, ist wenig dartber bekannt, ob eine préavalente, klinisch aber noch
nicht manifeste Atherosklerose und die mit ihr assoziierte endotheliale
Dysfunktion, moglicherweise Auswirkungen auf die Gewebehomeostase bei
Krankheiten anderer Genese hat. Unter Berlcksichtigung des bereits erwahnten
demographischen Wandels und der daraus resultierenden wachsenden
Notwendigkeit der Behandlung immer &alter werdender Patienten, ist solch eine

Erkenntnis von immens hoher Bedeutung. Atherosklerose reprasentiert eine der
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wichtigsten Co-Morbiditaten alterer Patienten und ist bei weitem kein exklusives
Problem herznaher Gefal3e [CIMMINIELLO, 2002].

Gegenstand dieser Studie war im Wesentlichen die Untersuchung der
mesenterialen  Mikrozirkulation. In  den MikrogefaBen formieren sich
typischerweise keine manifesten Atherome. Diese kommen in der Regel nur in
mittel-grof3en und grof3en Arterien vom muskularen und vom elastischen Typ vor
[LEHR und MESSMER, 1996]. Atherosklerotische vaskulare Erkrankungen breiten
sich trotzdem auch in die Stromgebiete der Mikrozirkulation aus, erscheinen hier
aber eher als funktionelle Beeintrdchtigung denn als morphologisch fassbare
Alteration [Busse und FLEMING, 1996; LEHR und MESSMER, 1996]. In diesem
Zusammenhang prasentierten sich die Arteriolen der Langsmuskelschicht des
Darms in den Baselinegruppen von atherosklerotischen Mausen und Kontrolltieren
morphologisch nahezu identisch. Die intravitalmikroskopisch erhobenen Daten
lassen aber auf eine funktionelle Beeintrachtigung der arteriellen intestinalen
Mikrozirkulation ~bei den atherosklerotischen = ApoE™-Tieren  schlieBen
(Hyperlipidamie—induzierte endotheliale Dysfunktion). So zeigte sich bei den
Kontrolltieren nach 30 Minuten Reperfusion eine vortubergehende (reaktive)
arteriolare Vasorelaxation, welche bei den atherosklerotischen ApoE”-Mausen
nicht gefunden wurde.

Unter Baseline-Bedingungen war in den postkapillaren Venolen der
Langsmuskelschicht der atherosklerotischen ApoE™-Tiere die Anzahl rollender
Leukozyten fast doppelt so hoch wie in der Kontrollgruppe. Die Anzahl fest
adharenter Leukozyten war im Gegenzug zu diesem Zeitpunkt in beiden Gruppen
vergleichbar. Weiterfiihrende Untersuchungen missen zeigen, was der zugrunde
liegende molekulare Prozess, der fehlenden reaktiven arteriolaren Vasorelaxation
in den atherosklerotischen ApoE"'-Tieren ist. Moglicherweise liegt es an einem
Zusammenbruch von Stickstoffmonoxyd (NO)—abhéngigen Signaltransduktions-
wegen. NO wirkt auf Leukozyten antiadhasiv [KANWAR und KuBES, 1995]. Des
Weiteren konnte bereits gezeigt werden, dass eine Hypercholesterinamie eine
NO-getriggerte, reaktive hyperamische Vasodilatation hemmt [BUSSE und FLEMING,
1996; VAN TEEFFELEN et al., 2005]. So kdnnte auch erklart werden, warum unter
Baseline-Bedingungen bei einer fast doppelt so hohen Anzahl von ,Rolern* bei
den atherosklerotischen ApoE”-Tieren doch nicht mehr Leukozyten eine feste

Adhasion mit dem Endothel postkapillarer Venolen eingehen als bei den



Diskussion 84

Kontrolltieren. Uberdies korreliert im Mesenterium die postkapillare venolare
Leukozytenadhéasion negativ mit der NO-Konzentration gepaarter Arteriolen
[NELLORE und HARRIS, 2002]. All diese Ergebnisse sind Anzeichen fur eine
verstarkte endotheliale Dysfunktion und verminderte Vasoreaktionsfahigkeit im
GefaRsystem der atherosklerotischen ApoE”-Mause.

Die Leukozytenrekrutierung ist ein pathophysiologischer Aspekt beim
Ischamie/Reperfusions-Schaden [GRANGER, 1999; MENGER und VOLLMAR, 2000;
LieBY, 2002]. Es wird angenommen, dass der Umfang der postischdmischen
Leukozytenreaktion dabei mit dem Grad des Gewebeschadens korreliert [KURTEL
et al., 1991; FRANGOGIANNIS et al., 2002]. Ein aggressives Entziindungsgeschehen
kann dabei zu einem Verlust der strukturellen und funktionellen Gewebeintegritat
fuhren.

Die erhobenen Daten in dieser Studie zeigen, dass die postischdmische
leukozytare Antwort und der resultierende Gewebeschaden bei den
atherosklerotischen Tieren weitaus starker ausgepragt waren als bei den
Kontrolltieren. Es interagierten wesentlich mehr Leukozyten mit dem
postkapillaren venolaren Endothel, und der histologisch beobachtete Verlust von
Mukosagewebe, hauptsachlich bedingt durch das Einkirzen der Villi, war bei den
atherosklerotischen ApoE™-Tieren ebenfalls signifikant hoher. Diese hatten nach
30 Minuten Ischdmie und 90 Minuten Reperfusionszeit somit einen wesentlich
deutlicher ausgepragten Schaden der Darmschleimhaut als die Kontrolltiere. Die
Tatsache, dass sich nicht nur die Zahl der Roler sondern auch die der Sticker
merklich erhdhte, belegt, dass es sich bei dieser postischamischen, leukozytéren
Antwort um eine spezifische Entzindungsreaktion auf den Insult der
mesenterialen Ischdmie/Reperfusion handelt und nicht etwa nur durch einen
gewissen Grad an endothelialer Zellaktivierung in den atherosklerotischen Tieren
ausgelost wurde. So bestétigt diese Studie frihere Ergebnisse, dass eine
Hypercholesterinamie respektive eine praexistente  Atherosklerose die
Leukozytenantwort in postkapillaren Venolen in der Reperfusionsphase nach
mesenterialer Ischamie verstarken kann [KUROSE et al., 1997; KUROSE et al.,
1998]. Die Daten lassen aber des weitern den Schluss zu, dass vaskulare
atherosklerotische Verdnderungen auch histomorphologische postischamische

intestinale Gewebeschaden verschlimmern kénnen.
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Eine Vielzahl Studien dokumentieren, dass postkapillare Venolen die
primaren Orte der postischAmischen Leukozytenrekrutierung in der
Reperfusionsphase von vormals ischamischem Gewebe sind [CARLOS und
HARLAN, 1994; GRANGER, 1999; MENGER und VOLLMAR, 2000; SCHRAMM et al.;
2007]. Das bestatigen auch die in dieser Arbeit erhobenen Daten. Die Tatsache,
dass das Baseline-Rolling und die postischdmische Leukozyten-Rekrutierung in
Venolen bei den atherosklerotischen ApoE”-Mausen verstarkt auftrat, kann als
Anlass genommen werden, die Atherosklerose nicht als eine alleinig arteriell-
vaskulare Erkrankung zu sehen. Unter bestimmten Umstdnden vermag es die
Atherosklerose jenseits des arteriellen Gefal3netzes zirkulatorische Dysfunktionen
zu triggern [Busse und FLEMING, 1996; LEHR und MESSMER, 1996].

Die Mechanismen, die dieser exzessiven, venolaren Leukozyten—
Rekrutierung zugrunde liegen, sind mdglicherweise das Resultat von, durch
Atherosklerose und Hypercholesterindmie gestorten, NO-abhangigen
Signaltransduktionswegen, denn Stickstoffmonoxyd stellt primér eigentlich ein
antiadhasives Signal fur Leukozyten dar [KANwAR und KuBes, 1995]. Diese
verminderte NO-abhangige Signaltransduktion kann priméar die beobachtete
Leukozytenreaktion triggern, eine exzessive leukozytare Rekrutierung kbnnte aber
genauso der Grund sein fur sekundar verminderte NO-abhangige Signale. Es
konnte namlich gezeigt werden, dass in reperfundierter Skelettmuskulatur eine
Inhibition venolarer leukozytarer Adhasion auch die Vasokonstriktion der die
Venolen begleitenden Arteriolen verhindert [ZAMBONI et al., 1993]. Des Weiteren
wurde in mesenterialen Studien bei Ratten gezeigt, dass wahrend einer
Hypercholesterinamie die venolare Leukozytensequestration mit einer
verminderten NO-abhangigen Vasodilatation benachbarter Arteriolen Kkorreliert
[Kim et al.; 2007 a und b]. Nellore und Harris fanden eine signifikant negative
Korrelation zwischen venolarer Leukozytenadh&sion und der NO-Konzentration
benachbarter mesenterialer Arteriolen bei hypercholesterinamischen Ratten
[NELLORE und HARRIS, 2002]. Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten
kénnten somit den Schluss erlauben, dass eine generalisierte Atherosklerose und
Hyperlipidamie die venolare Leukozytensequestration in der postischdmischen
mesenterialen Mikrozirkulation verstarkt, was in der Folge zu sekundérem
Neutrophilen-mediiertem Verlust von NO und reaktiver Vasorelaxation in

benachbarten Arteriolen fuhrt.
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In aktuellen Studien wird ferner angenommen, dass Thrombozyten und eine
durch Thrombozyten regulierte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies eine
bedeutende Rolle bei der durch Hypercholesterinamie induzierten
Leukozytenrekrutierung und arteriolaren Dysfunktion spielen [STOKES et al., 2006;
TAILOR et al., 2007]. Dies konnte in der vorliegenden Studie nicht bestatigt werden.
Es waren in der intestinalen Mikrozirkulation weder bei Kontrolltieren noch bei den
Mutanten, weder in den Baselinegruppen noch wahrend der Reperfusion gréere
Mengen Thrombozyten oder gar Thrombozytenaggregate wahrend der
Observationszeit zu detektieren.

Durch einen mesenterialen I/R-Schaden werden Organe wie Leber und
Lunge, deren Vaskularisierung in Reihe zur intestinalen Zirkulation geschaltet ist,
nachfolgend negativ affektiert [HORIE und IsHil, 2001]. Es scheint eine logische
Konsequenz zu sein, dass die Schwere der Schadigung nachgeschalteter Organe
positiv. mit dem Grad des mesenterialen I/R-Schadens korreliert. Aus dem
reperfundierten Darm stammende Toxine, aktivierte Zellen und deren Mediatoren
etc. sind verantwortlich flr eine sich konsekutiv vergroRernde Schadigung so
genannter  flussabwarts®  (downstream) lokalisierter =~ Organe.  Damit
Ubereinstimmend deuten die in dieser Arbeit erhobenen Daten eine heftigere
Affektion von Leber und Lunge bei den atherosklerotischen ApoE”-Tieren an,
welche auch bereits einen groReren mesenterialen I/R-Schaden hatten. Darlber
hinaus wurde bereits gezeigt, dass NO-Donatoren und diverse therapeutische
Strategien zum Schutz des Darmkonvolutes vor einem I/R-Schaden,
Folgeschaden in Leber und Lunge abschwachen kénnen [HORIE und IsHil, 2001].

Ein Verschluss der Arteria mesenterica superior fihrt zu einem
verminderten portalen Blutfluss. Dieser verminderte Blutfluss in der Pfortader wird
zumindest teilweise durch eine Steigerung des Blutflusses in der Arteria hepatica
ausgeglichen [HoORIE et al., 1996 und 1997]. Dieses Phdnomen wird als ,hepatic
arterial buffer response (HABR)“ bezeichnet. Es ist denkbar, dass eine
generalisierte Atherosklerose durch die Affektion der Arteria hepatica per se die
HABR hemmen und so die Leber schadigen kann [FERRE et al., 2009]. Bezogen
auf die Experimente dieser Studie wirde dies also bedeuten, dass die Leber
infolge mesenterialer Ischamie nicht alleine aufgrund der In-Reihe-Schaltung des
hepatischen GefalRnetzes, sondern zusatzlich durch eine defiziente HABR

geschadigt wurde. Ob und wie eine Hypercholesterindmie respektive eine
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generalisierte Atherosklerose die Vasoregulationsmechanismen der Arteria
hepatica negativ beeinflussen und somit direkt die Anfalligkeit der Leber fir einen
Konsekutivschaden nach mesenterialer Ischamie erhoht, bleibt Gegenstand
weiterer Untersuchungen.

Im Gegensatz zur Leber fuhrt eine Okklusion der Mesenterialarterie nicht zu
einem erniedrigten Blutdruck in der Arteria pulmonalis und einem verminderten
Herzzeitvolumen [CRuz et al., 2009]. Offensichtlich ist der nutritive Kreislauf der
Lunge nicht sehr stark angewiesen auf ihre sog. Vasa privatae, was sich an der
Tatsache zeigt, dass erfolgreiche Lungentransplantationen nicht nétigerweise
einer Revaskularisierung der Bronchialerterien bedurfen. Die nutritive Versorgung
des Lungengewebes geschient hierbei Uber den Kollateralfluss der
Pulmonalarterien mit sauerstoffarmem Blut. Es gibt aber dennoch Hinweise, dass
eine Revaskularisierung der Bronchialarterien im Zuge einer
Lungentransplantation das Peribronchialgewebe in der Frihphase der
Reperfusion vor Hypoxie schitzt [KAMLER et al., 2004]. Es ist nichts dariber
bekannt, ob es einen verstarkten Blutfluss in den Bronchialarterien beim
mesenterialen I/R-Schaden gibt. Mdglicherweise gehéren zu den Mechanismen,
durch die eine (generalisierte Atherosklerose direkt die Anfalligkeit
nachgeschalteter Organe im Zuge eines mesenterialen I/R-Schadens erhdht,
lokale Dysfunktionen von Endothelien genau so wie eine Erhéhung des oxidativen
Stresses und die Zytokinexpression [DESAI et al., 2008; FERRE et al., 2009]. Fur
diese Annahme spricht die in der vorliegenden Arbeit nach 90 Minuten
Reperfusion signifikant hthere Myeloperoxidase-Konzentration im Lungengewebe
der atherosklerotischen ApoE”-Mause, welche auf eine verstarkte Infiltration

neutrophiler Granulozyten in dieses Organ hinweist.
5.3.2 Die Bedeutung von Erythropoietin beim mesenterialen I/R-Schaden

Als Zeitpunkt der Epo-Injektion wurde das Zeitintervall von zwei Stunden
vor Induktion der temporaren Ischamie gewahlt. Juul und Mitarbeiter fanden
heraus, dass die Behandlung von Epithelzellen des Dinndarms von Ratten mit
Epo das Auftreten von Cytokin-induzierter Apoptose abschwachte, und gleichzeitig
sich die Zellmigrationsrate steigerte. Dabei war es egal, ob das Epo vor oder

zeitgleich zur Noxe verabreicht wurde. Sie fanden weiter, dass Epo-Rezeptoren
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bereits postnatal im Dunndarm von Ratten und Menschen exprimiert wurden.
Daraus leiten sie die Vermutung ab, dass das in humaner Muttermilch vorhandene
Epo (positive) Auswirkungen auf die intestinale Funktion von Sauglingen hat [JuuL
et al., 1999]. In einer weiteren Arbeit wurde gezeigt, dass Epo bei der Entwicklung
des Dunndarmes von neonatalen Ratten trophische Funktionen besitzt. Bei
taglicher Verabreichung von Epo uber mindestens eine Woche wiesen die
Versuchstiere gegentber einer Kontrollgruppe einen langeren Dinndarm
(bezogen auf das Korpergewicht) auf und die absorptive Oberflache des
Mikrovillisaumes vergrof3erte sich ebenfalls; Letzteres vornehmlich begrindet
durch eine Zunahme der Villuslange. Dabei machte es keinen Unterschied, ob das
Erythropoietin enteral oder parenteral verabreicht wurde [JuuL et al., 2001]. Bei
enteraler Applikation wurde aber kein erythropoetischer Effekt festgestellt, was auf
eine fehlende Absorption oder evtl. auf eine Absorption von einer funktionell
inaktiven EPO-Form schliel3en lasst. In der vorliegenden Arbeit konnte weder eine
Verlangerung der Villi noch eine Steigerung der Erythrozytenzahl in den
vorbehandelten Versuchstieren gefunden werden, was aber nach einer Wirkdauer
von nur 2 Stunden auch nicht zu erwarten war (Akutmodell!). Generell zeichnet
sich in diversen experimentellen Modellen ab, dass das therapeutische Zeitfenster
fur eine Gewebeprotektion durch Erythropoietin sehr weit zu sein scheint. Es
werden positive Effekte bei einer Verabreichung vor, wahrend oder nach einem
Insult gesehen, was die Hoffnung auf ein hohes klinisches Potential des
antiinflammatorisch wirkenden Cytokins Erythropoietin schiirt [BRINES und CERAMI,
2006].

Nach anfanglich fast ausschlie3licher Betrachtung der Funktion des
Hormons Erythropoietin als Wachstumsfaktor fir die Erythropoese, ricken in
letzter Zeit eher die biologischen Effekte des Cytokins Epo in nicht-
hamatopoetischen Geweben in den Mittelpunkt des Interesses, vor allem bei der
Erforschung pleiotroper Substanzen im Zuge der Gewebeprotektion nach einem
Ischamie-/Reperfusionsschaden [BRINES und CEerRAMI, 2006; MENGER und
VOLLMAR, 2007; ARCASOY 2008]. Dabei scheinen die antiinflammatorischen Effekte
des Erythropoietins dosisabhangig zu sein. Sorg und Mitarbeiter konnten zeigen,
dass eine singular verabreichte hohe Dosis Epo die Wundheilung der Haut im
Kammermodell der Maus beschleunigt [SORG et al.; 2009], besser als wiederholte

Gaben niedriger Dosen Epo, und erst recht besser als die wiederholte
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Verabreichung hoher Epo-Dosen. Letzterer Befund wird auf die hierbei starker
auftretende hamatopoetische Wirkung des Erythropoietins und damit verbundener
Malperfusion durch den ansteigenden Hamatokrit zurtickgefihrt. Patel et al.
fanden bei Reperfusion eine bessere Effektivitat im renalen I/R—Modell der Maus
bei taglicher Vorbehandlung mit 1000 IE Epo/kg KGW s.c. Uber 3 Tage als mit
einem einmalig verabreichten Bolus Epo s.c. gleicher Dosierung. Sie vermuten
unterschiedliche zu Grunde liegende Wirkmechanismen bei singularer oder
repetitiver Gabe [PATEL et al., 2004]. Die Erh6hung des systemischen Hamatokrits
beobachteten auch Harder und Mitarbeiter in ihrem ebenfalls chronischen
Versuchsmodell bei der Verabreichung repetitiver hoher Dosen (5000 IE Epo/kg
KGW i.p.) Uber 4 Tage. Bei Gabe von nur 500 IE Epo/kg KGW i.p. Uber ebenfalls 4
Tage trat dieser Effekt nicht auf und Uberdies zeigte sich letztere Dosierung
effektiver beim Schutz von kritisch perfundiertem, ischamischem Muskelgewebe
[HARDER et al., 2009].

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl eine
Versuchsgruppe mit hoher (Epo5000-Gruppe) als auch eine mit niedriger
(Epo500-Gruppe) singularer Epo-Dosierung gewahlt. Das hierbei verwendete
Praparat wirkt prinzipiell hAmatopoetisch, die erhobenen Daten belegen aber,
dass im vorliegenden Akutmodell keine Erhéhung des Hamoglobingehaltes oder
der Erythrozytenzahl (RBC) stattgefunden hat. Des Weiteren werden bei der
Verabreichung von humanem rekombinantem Erythropoietin zur Erh6hung des
Hamatokrits primar Gber langere Zeit konstant hohe Epo—Plasmakonzentrationen
bendtigt. Stark schwankende Epo—Plasmalevel mit dafir hohen Amplituden sind
weniger geeignet. Hierbei wird synthetischen oder teilsynthetischen Epo—Analoga
mit langen Halbwertszeiten der Vorzug gegeben [ELLIOTT et al., 2008].

Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine einmalige, praischamische
Verabreichung von 5000 IE Epo/kg im Mausmodell signifikant eine I/R-induzierte
kapillare Malperfusion und leukozytare Inflammation in quergestreifter Muskulatur
senkt. Letzteres wurde vornehmlich durch eine reduzierte Anzahl sowohl rollender
als auch fest adharenter Leukozyten in postkapillaren Venolen dokumentiert
[ConTALDO et al., 2007]. In der vorliegenden Studie zeigt sich ebenfalls eine
signifikante Erhdhung der funktionellen Kapillardichte gegeniber den
unbehandelten Tieren sowohl der Kapillare der Langsmuskelschicht als auch der

Zottenkapillare, allerdings nur bei den mit 500 IE Epo/kg vorbehandelten Mausen.
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Sowohl die Anzahl rollender als auch die Anzahl fest adhérenter Leukozyten blieb
in beiden Versuchsgruppen bis zum Observationsende anndhernd auf dem
Baselineniveau der Kontrolltiere, was eine positive Tendenz erkennen lasst,
statistisch aber nicht signifikant war.

Schon wahrend der humanen Embryonal- und Fo6talphase findet die
Erythropoietin-Synthese auch in nicht hAmatopoetischem Gewebe statt, und auch
der Epo-Rezeptor (EpoR) wird von den verschiedensten Zelltypen und in den
verschiedensten Geweben exprimiert. Dazu gehdren Endothelzellen, Muskelzellen
(glatte, quergestreifte und Herzmuskelzellen), Makrophagen, Zellen des zentralen
Nervensystems (speziell Glia- und Retinazellen), Zellen der Nebennierenrinde und
des Nebennierenmarks, Uteruszellen sowie die Gonaden, Pankreas, Milz, Leber,
Niere, Lunge und Dunndarm [JuuL et al., 1998; ERBAYRAKTAR et al., 2003]. Epo
wirkt hierbei als Promotor fir die Zellproliferation und die Zelldifferenzierung, es
fungiert chemotaktisch, proangiogenetisch und antiapoptotisch [SCHOFFEL et al.,
2008]. Die EpoR-Expression in nicht hamatopoetischen Geweben wird dabei
durch lokal produziertes oder auch systemisch verabreichtes Erythropoietin
aktiviert [RUNDQVIST et al., 2009]. Contaldo und Mitarbeiter konnten weiter zeigen,
dass eine singuldre Epo-Pramedikation in quergestreifter Muskulatur bei einer
Ischamiezeit von 3 Stunden nach 6 Stunden Reperfusion eine signifikante
Expression des Epo-Rezeptors bewirkt [CONTALDO et al.,, 2007]. Weitere
Untersuchungen muissen aufzeigen, wie hoch die EpoR-Dichte im Dunndarm
gegeniber der quergestreiften Muskulatur per se ist, und ob und ab welcher Dosis
das Phanomen der gesteigerten EpoR-Expression auch im terminalen Illeum
beobachtet werden kann. Eine Verbesserung der Mikrozirkulation im terminalen
lleum nach Ischamie und Reperfusion und eine gewisse antiinflammatorische
Wirkungsweise des Zytokins Erythropoietin kann nach den Ergebnissen dieser
Studie angenommen werden.

In der Literatur finden sich Berichte Gber positive und trophische Funktionen
von exogen zugeflhrtem Erythropoietin auf die Entwicklung der Darmschleimhaut,
hauptsachlich durch die VergroRerung der absorbtiven Oberflache respektive der
Verlangerung der Mikrovilli [JuuL et al., 1999; JuuL et al., 2001]. Auch reduzierte
sich im Tierversuch der Zellschaden nach Ischamie und Reperfusion bei Gber zwei
Wochen téaglich mit Epo i.p. behandelten Ratten signifikant gegentber der
Kontrollgruppe [KUMRAL et al., 2003]. Histologisch konnten in der hier vorgelegten
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Studie keine dahingehenden Unterschiede, speziell der absoluten und relativen
Villuslange, gegeniiber den Kontrolltieren gefunden werden. Denkbar ware bei der
Verfolgung speziell dieser Fragestellung ein Versuchsmodell mit l&ngerer
Ischamie- und/oder langerer Observationszeit.

Es bleibt damit zu vermuten, dass die in dieser Arbeit durchgefihrte
einmalige Applikation von 500 IE Epo/kg zwar eine Verbesserung der
Mikroperfusion im Kapillarnetz der Langsmuskelschicht sowie der Zotten des
terminalen lleums bewirkt, histomorphologisch sich aber keine Unterschiede
gegeniber unbehandelten Probanden zeigen. Eine Erhéhung des Epo—Bolus auf
die 10—fache Dosis hatte keinen relevanten Effekt.

5.4 Zusammenfassende Beurteilung und Perspektiven

Das durchschnittliche Lebensalter, in dem Patienten einen operativen
Eingriff bendtigen, steigt immer mehr an. Dementsprechend erhoht sich auch die
Anzahl an Co-Morbiditaten, wozu auch periphere arterielle Erkrankungen zahlen
[CHU et al., 2008; LIMMER et al., 2009]. Bei vielen Patienten verlaufen
atherosklerotische Gefal3erkrankungen klinisch unaufféallig. Nichts desto trotz
bedingen arteriell-okklusive Erkrankungen oft gastrointestinale Affektionen, wie
zum Beispiel nach cardiochirurgischen Eingriffen [MANGI et al., 2005; FILSOUFI et
al., 2007]. Hinzu kommt, dass eine sich entwickelnde mesenteriale Ischamie oft
schwer zu diagnostizieren ist. Obwohl es eine Vielzahl indikativer Parameter gibt
[GHosH et al.,, 2002; TROMPETER et al., 2002], kann sich eine mesenteriale
Ischamie auch beim Vorhandensein Kklinisch uneindeutiger oder gar ohne

Symptomatik entwickeln.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass ein mesenterialer Ischamie-
IReperfusionsschaden in atherosklerotischen ApoE”-Mausen nicht nur eine
verstarkte leukozytare Inflammation sondern auch einen histomorphologisch
detektier- und quantifizierbaren hoheren Mukosaschaden im praterminalen lleum
hervorruft. Uberdies lassen die erhobenen Daten den Schluss auf einen hoheren
.Konsekutivschaden® in Leber und Lunge bei den Mutanten zu. Diese Ergebnisse
lassen befurchten, dass es bei Patienten, egal ob in der Human- oder

Veterindrmedizin, die eine Hypercholesterinamie respektive generalisierte
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Atherosklerose aufweisen und fir eine gewisse Zeit, zum Beispiel fur die Dauer
einer Operation, kreislaufsupprimiert sind, als Folge einer damit einhergehenden
Mesenterialischamie  vermehrt  Darmbakterien durch  die  geschadigte
Mukosabarriere translozieren und zu einer generalisierten Sepsis fihren kdnnen.
Wenn dann noch bereits Organe wie Leber und Lunge vorgeschadigt sind, kann
solch ein Zustand fir manchen Patienten hochst lebensgeféahrlich werden. Im
Umkehrschluss ist daraus zu folgern, dass Patienten mit bekannter generalisierter
Atherosklerose einem intensiveren perioperativen Monitoring unterzogen werden
mussen. Liegen postoperativ Symptome einer beginnenden mesenterialen
Ischamie vor, wird ein entschiedenes Intervenieren gefordert.

In einer Wohlstandsgesellschaft wie der unseren, in der Menschen immer
starker zu Ubergewicht neigen und, was noch schlimmer ist, sie ihre Haustiere
durch Unkenntnis oder auch teilweise ignorant-fahrlassiges bzw. falschlicherweise
vermenschlichtes Bedurfnisempfinden vollig falsch (fett) futtern, ist dieses Thema
aktueller und brisanter denn je.

Die praischamische Verabreichung von 500 IE Epo/kg verbesserte im
vorliegenden Versuchsmodell die Mikrozirkulation im terminalen lleum ohne
begleitenden hamatopoetischen Effekt. Ob eventuell eine vorgeschaltete singulare
Epo-Pramedikation in einem groReren zeitlichen Abstand, die Pramedikation
atherosklerotischer ApoE™-Mause mit Epo, eine hohere oder auch geringere
Dosierung oder gar eine tagliche Epo—Gabe Uber mehrere Tage vor Induktion
einer Mesenterialischamie, bzw. unterschiedliche Applikationsformen (vor allem
S.C. Vvs. i.p.) protektiv flir einen zu erwartenden I/R-Schaden ist oder
maoglicherweise das Outcome bei langerer Ischamie-/Reperfusionszeit erhoht,
missen weitere Untersuchungen klaren — sicherlich nicht unter Aul3erachtlassung

des Tierschutzes und mdglicher Risiken solcher Untersuchungsprotokolle.
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6. Anlagen

Anlage 1:

Haltungsdiat Ratte / Maus

BESCHREIBUNG

LAltromin Standarddiat” steht fur die
standardisierte Ernahrung der Labortiere

ALTROMIN 1320

e besitzt eine gleich bleibende
Ernahrungsformel

e wurde vorzugsweise entwickelt fir die
Haltung von Ratten und Mausen ab
einem Alter von 8 Wochen

e ermdglicht eine optimale Ernéhrung der
Tiere

Merkmale und Vorteile:

® gleichbleibende Rezepturen &
Inhaltsstofferkeit

e Inhaltsstoffe und mégliche
Kontaminanten werden systematisch
kontrolliert

e umfassende Qualitatskontrolle und
langjahrige Dokumentation

e basierend auf definierten Standards,
welche der Wissenschaft frei zur
Verfligung stehen.

e konform mit den Empfehlungen der GV-
Solas

e garantiert Wiederholbarkeit &
Vergleichbarkeit

ALTROMIN 1320

CHEMISCHE

ZUSAMMENSETZUNG

%-Anteil in der Diat

Néarstoffe
Rohprotein  19.0
Rohfett 4.0
Rohfaser 6.0
Asche 7.0
Wasser 13.5
N-freie

Extrakte 50.5
Umsetzbare
Energie

Aminosauren

Mineralien

Calcium 0.9
Phosphor 0.7
Magnesium 0.2
Natrium 0.2
Kalium 1.0

kcal/kg 2850
MJ/kg 11.9

Spurenelemente

(%-Anteil) (ppm)

Lysin 0.90 Mangan 75
Methionin 0.30 Eisen 180
Cystin 0.30 Kupfer 13
Phenylalanin 0.80 Zink 70
Tyrosin 0.60 lod 0.9
Arginin 1.10

Histidin 0.40

Tryptophan 0.20

Threonin 0.60

Isoleucin 0.80

Leucin 1.30

Valin 0.90
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Verabreichung:
Altromin 1320 enthalt alle notwendigen Vitamin-Zusatz in 1kg Dit
Nahrstoffe zur Haltung von Ratten und standard fortified
Mausen. Die Diét sollte ad libitum mit Vitamin A 15000 Ul 25000 Ul
ausreichend frischem Wasser gegeben Vitamin Da 600 Ul 1000 Ul
werden. Vitamin E 75mg 125mg
Vitamin Ks 3 mg 5 mg
Vitamin B1 18 mg 30 mg
Vitamin B2 12 mg 20 mg
Futteraufnahme in g/Tag Vitamin Be 9 mg 15 mg
Vitamin Biz 24 ug 40 ug
Wachstum Adult E:;]Ctg]thenséure 3(15 mg gg rmng
Ratte 15-20 15-30 Folsaure 2 mg 3mg
Maus  4-5 S-7 Biotin 60 g 100 ug
Cholin 600 mg 1000 mg
Je nach genetischem Ursprung der Tiere  Ascorbinsaure 36 mg 60 mg

kann die Futterresorption bzw. -aufnahme

schwanken.

Achtung: kuhle und trockne Lagerung,

frei von Schadlingen und Insekten

ALTROMIN 1320 ist lieferbar in:

Mehlform: 1321
Pellets 10mm 1324
Pellets 16mm 1326

Extrudat 10mm 1329
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Anlage 2:
ssniff® R/M-H

Alleinfuttermittel fir die Haltung von Ratten und Mausen

Beschreibung
Dieses Futtermittel ist fur Ratten und M&use im Erhaltun wechsel vorgesehen. Aufgrund der
ausgewogenen Nahrstoffkonzentrationen bei mittlerer Energiadlchte und niedrigem Nitrosamin-Ge-
| halt ist es auch als Basisfutter fur Langzeitstudien gut geeignet. |
|

Rohnahrstoffe [%] Energie [MJ/kgl
Trockensubstanz 87,7 Bruttoenergie (GE) 16,3
Rohprotein (N x 6,25) 19,0 Umsetzbare Energie (ME) * 12,8
Rohfett 3.3 e -
Rohfaser 4.9
Rohasche 6.4 B39 ata
g;;rr?(le Extraktstoffe gg ; Protein
e i
Zucker 47
Mineralstoffe [%] Aminosauren [%] Vitamine per kg
Calcium 1,00 Lysin 1,00 Vitamin A 15.000 IE
Phosphor 0,70 Methionin 0,30 Vitamin D5 1.000 IE
Natrium 0,24 Met+Cys 0,65 Vitamin E 110 mg
Magnesium 0,22 Threonin 0,68 Vitamin K (als Menadion) 5 mg
Kalium 0,91 Tryptophan 0,25 Thiamm_(B,) 18 mg
N Arginin 1,14 Riboflavin (B) 23 mg
Fettsduren [%] Histidin 0,44 Pyridoxin (Bs) 21 mg
C 14:0 0,01 Valin 0.88 Cobalamin (B12) 100 ug
C 16:0 0,47 Isoleucin 0‘76 Nicotinsaure 135 mg
C 161 0,01 Leucin 1:30 Pantothensaure 43 mg
C 18:0 0,08 Phenylalanin 0,g5 . omdum 7 mg
C 18'1 0,62 phe+Tyr 1]43 BIOtIn 525 ug
C 18:2 1,80 Glycm 0.80 ChDiIH-C[ 2?98 mg
C 18:3 023  Glutaminsdure  3.90 oSt 20 19
C 20:0 0,01 Aspafaginsaure 1,61 Spurenelemente per kg
C 20:1 0,02 Prolin 1,25 Eisen 179 mg
C 20:5 e Alanin 0,79 Mangan 69 mg
C22:6 i Serin 0,89 Zink 94 mg
' Kupfer 16 mg
lod 22 mg
I e v il Selen 0,3 mg
Getreide und Getreldenebenprodukte Olsaat- Cobalt 21 mg

produkte, Mineralstoffe, pflanzliche Ole, Vita-
mine, Spurenelemente. ; .
Energiedichte [MJ ME/kg] und

* ME berechnet nach der Schitzformel fiir Schweine, Proteln-lEnergle-Verhaltn = [Q XP/MJ ME]

Anlage 4 der Futtermittelverordnung 19T B Extr. HRM-Hauto WRMH CRMHEred! O

Hauptprodukte 17}

V1530-0 Mehl, einfach vermahlen |

V1534-0 10 mm Pellets 15(1

V1535-0 15 mm Pellets f
13 L1

Produktion und Vertrieb 1111 B

ssniff Spezialdiaten GmbH

Phone: +49-(0)2821-9658-0 9

Fax: +49-(0)2921-9658-40

E-Mail mail@ssniff.de 7k

www.ssniff.de
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Anlage 3:

Intravitale Mikroskopie des Diinndarms

Datum:
Behandlung/Tierstamm:
Nummer:
Mesenterial:
1. Ubersichtsaufnahmen des ausgelagerten Darms im 10x Obijektiv / FITC-Filter
+ Rhodamin-Filter (jeweils ca. 15 Sekunden)
a) Arterio-Venulares Bundel 0 0 0
b) Kapillarebene 0 O 0

2. Aufnahmen im 20x Objektiv / FITC-Filter (ca. 15s) + Rhodamin-Filter (ca.

30s)
a) Kapillaren O O 0 O 0
b) Venolen O 0 O 0 O
c) Arteriolen 0 O 0 O 0

3.) Aufnahmen 50x Objektiv / FITC-Filter (ca. 15s) + Rhodmain-Filter (ca. 30s)

d) Venolen O 0 O 0 O
e) Kapillaren 0 O 0 O 0
f) Arteriolen O 0 O 0 O

4.) Ubersichtsaufnahmen des ausgelagerten Darms im 10x Objektiv / FITC-Filter
zur Darstellung des Lymphgefal3-Netzwerkes O 0 O
jeweils ca. 10 Sekunden
5.) Aufnahmen von LymphgefaRen (20x o0.) 50x Objektiv / FITC-Filter o.
Rhodamin- Filter zur Darstellung des zellularen Flusses O 0 O

jeweils ca. 10 - 20 Sekunden
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Intravitale Mikroskopie des Diinndarms

Datum:
Behandlung/Tierstamm:

Nummer:

Mucosal:
6.) Aufnahmen UV-Filter def. Einstellung:
0,5 x Zoom: 10 x O 0 1 (Felder)

10 x M 0 ‘1 (Felder)

7.) Aufnahmen FITC-Filter (ca. 20s) + Rhodamin-Filter (ca. 20s)

0,5 x Zoom: a) 10 x 0 0 1 (Felder)
b) 20 x O 0 1 (Zotten)
c) 50 x O 0 1 (Zotten)
1,0 x Zoom: a) 10 x O O 1 (Felder)
b) 20 x M 0 ‘1 (Zotten)

c) 50 x 0 0 ‘1 (Zotten)
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Anlage 4:
IVM-Schema:
—»
B
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