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1 Einleitung und Stand der Literatur

1.1 Sepsis — Inzidenz, Epidemiologie und Risikofaktoren

Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock sind in der Intensivmedizin Krankheitsbilder
mit ansteigender Inzidenz. Zwischen 1979 und 2000 stieg in den Vereinigten Staaten die
jéhrliche Inzidenz von 164.000 Fillen (82.7 Fille pro 100.000 Einwohner) auf 660.000 Fille
(240.4 Falle pro 100.000 Einwohner an (1: Martin, G.S., NEJM 348, 16, 1546). Seit 1987
stellen Infektionen mit gram-positiven Erregern die Hauptursache einer Sepsis dar. Die
epidemiologische Datenlage ist fiir Deutschland erheblich schlechter als fiir die USA, es kann
aber davon ausgegangen werden, dass das Problem der Sepsis und der Sepsis-assoziierten
Letalitdt in Deutschland eine vergleichbare Dimension aufweist. In Untersuchungen an 28
Intensivstationen in 8 europdischen Lindern wurde gefunden, dass Infektionen auf
Intensivstationen zu 28% mit Sepsis, zu 24% mit schwerer Sepsis (Sepsis mit mindestens
einem Organversagen) und zu 30% mit septischem Schock assoziiert waren (2: Alberti C,
ICM 2002, 28:108-121). Die Gesamtmortalitdt von Sepsispatienten im Krankenhaus ist zwar
von 27.8% (Zeitraum 1979 bis 1984) auf 17.9% (Zeitraum 1995 bis 2000) gefallen, die
Gesamtzahl an Sepsistoden nimmt aber immer noch zu (1). Als Ursache hierfiir werden
verschiedene Griinde wie das durchschnittlich hohere Alter der Patienten mit zunehmender
Multimorbiditét, die steigende Zahl schwerstkranker Intensivpatienten und die Zunahme der
diagnostischen und therapeutischen Invasivitdt angeschuldigt. Die Letalitit liegt in
Abhingigkeit vom Schweregrad bei <30% bis >60% (Sepsis mit geringer Letalitét, schwere
Sepsis 30-40%, septischer Schock 60-70%).



1.2 Definitionen

., Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Korpers ein Herd gebildet hat, von dem
konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf gelangen und zwar derart,
dass durch diese Invasion subjektive und objektive Krankeitserscheinungen ausgeldst

‘

werden.

Diese Definition des Hamburger Internisten H. Schottmiiller aus dem Jahre 1914 hat nichts
von ihrer Prignanz eingebiisst, wenn auch wesentliche Erweiterungen erforderlich sind.
Tatsdchlich kann in weniger als der Hélfte aller septischen Patienten ein Erreger oder eine
Bakteridmie nachgewiesen werden. Das ist nicht nur auf die friihzeitige Gabe potenter
Antibiotika zuriickzufiihren, sondern ist u.a. auch durch den alleinigen Ubertritt bakterieller
Toxine in die systemische Zirkulation zu erkldren. Durch ein wachsendes Verstindnis der
Pathophysiologie ist klar geworden, dass der Sepsis ursdchlich eine Dysregulation des
Immunsystems zu Grunde liegt (83). Eine der Folgen manifestiert sich neben Verdanderungen

der globalen Himodynamik in Stérungen der Mikrozirkulation (4).

Nach den Kriterien der nordamerikanischen Konsensuskonferenz der Society of Critical Care
Medicine /American College of Chest Physicians von 1992 wird die Sepsis definiert als
systemische Entziindungsreaktion auf einen infektidsen Stimulus. Die Diagnose der Sepsis
stiitzt sich dabei auf klinische und klinisch-chemische Parameter, die das Vorhandensein einer
infektionsbedingten systemischen inflammatorischen Reaktion (SIRS) u.U. auch ohne

unmittelbaren mikrobiologischen Erregernachweis nahe legt (5, 77, 78, 79).



Definition von Sepsis nach ACCP/SCCM Consensus Conference (1992)

Sepsis

I1.

Infektiose Atiologie der Inflammation — Infektion mikrobiologisch gesichert oder nach
klinischen Kriterien diagnostiziert

Schwere inflammatorische Reaktion (SIRS) — (mind. 2 Kriterien)

e Fieber oder Hypothermie (> 38°C oder < 36°C)

e Tachykardie (> 90/min)

e Tachypnoe: (>20 Atemziige/min) oder Hyperventilation (p,CO>>32 mmHg)

e Leukozytose (>12 000/ul) oder Leukopenie (<4000/ul) oder >10% stabkernige
Neutrophile

Schwere Sepsis (zuséitzlich zu I und II)

I11.

Zeichen der Organdysfunktion (mind. eines der folgenden Kriterien)

e Akute Enzephalopathie: reduzierte Vigilanz, Desorientierung, Unruhe, Delir bei
fehlender Beeinflussung durch psychotrope Pharmaka, endokrine oder metabo-
lische Ursachen

e Arterielle Hypotension: RRsyst.<90 mmHg oder anhaltender Blutdruckabfall
>40 mmHg gegeniiber dem Ausgangsblutdruck

e Thrombozytopenie (<100.000/ul) oder Thrombozytenabfall um mehr als 30%

e Arterielle Hypoxdmie: p,0, >75 mmHg) unter Raumluft oder Oxygenierungsindex
(pa02/FiO3) >250 mmHg unter O,

e Oligurie/Anurie: Urinausscheidung oder Abfall der Kreatininclearance

e Metabolische Azidose: BE>5 mmol/l oder Laktatanstieg

Septischer Schock (zusitzlich zu I und II)

Arterieller Blutdruck <90 mmHg ohne Ansprechen auf eine addquate Volumen-
expansion oder Einsatz von a-adrenerg wirksamen Katecholaminen um RR auf >60
mm Hg anzuheben

Tabelle

1: nach ACCP/SCCM Consensus Conference (1992)




1.3  Sepsiserreger

Das Erregerspektrum der in Blutkulturen nachgewiesenen Mikroorganismen bei septischen
Patienten verteilt sich etwa je zur Hilfte auf grampositive, wie auf gramnegative Bakterien.
Der Anteil von Blutkulturen die fiir Candida spp. positiv sind betrigt rund 2%. Die hdufigsten
Erreger sind: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
koagulase-negative Staphylokokken, Enterokokken, Klebsiella spp. sowie Pseudomonas spp..
Laut Statistik des National Nosocomial Infections Surveillance System von 1996 ist
Escherichia coli mit 21% aller bakteriologisch nachgewiesenen Sepsisfille neben

Staphylococcus aureus (26%) fithrend in der Erregerliste.

1.4  Sepsis und Intestinaltrakt

Wiéhrend Lunge und Niere als Zielorgane inflammatorischer Verdnderungen mit
konsekutiven Funktionsstorungen bei der Sepsis schon seit langem wissenschaftlich
untersucht werden, hat der Intestinaltrakt als Zielorgan septischer Funktionsstorungen
weniger Beachtung gefunden und ist erst in den letzten 10 Jahren zunehmend Gegenstand des
wissenschaftlichen Interesses geworden. Wie bei der Lunge besteht am Darm die
Grenzschicht zwischen ,,Auflen (hier dem Darmlumen) und ,Innen“ nur aus zwei
Zellschichten (Darmepithel, Endothel) mit ihren diinnen Basalmembranen und einer diinnen
Lage aus interstitiellem Bindegewebe. Dieser, die Resorption von Nahrstoffen begiinstigende
Aufbau birgt im Falle des Integritdtsverlustes aber ein erhebliches Risikopotential, da sich im
Darmlumen gewaltige Mengen an Keimen und deren Toxinen befindet. Die Gesamtzahl aller
Keime im Darmlumen wird auf 10'* pro Gramm Stuhl (davon 109 humanpathogene Erreger)
geschitzt und umfasst ca. 500 verschiedene Bakterien- und Pilzspezies, was in einer
erheblichen intraluminalen Anhdufung von Endotoxin, Exotoxinen, Lipoteichonsduren und
anderen mikrobiellen Produkten fiihrt (81). Dazu kommt die GroBe der Kontaktflache, die
beim Menschen bis zu 200 m? betrigt (Aus Rauber/Kopsch: Anatomie des Menschen, Band 11,
1987, S. 333). Bei dieser Konstellation bedarf es einer Reihe von effektiven
Schutzmechanismen, um den unkontrollierten Ubertritt von Erregern und Toxinen aus dem

Darmlumen in die Blutbahn zu verhindern (Tabelle 2).



Tabelle 2: Schutzmechanismen des Gastrointestinaltraktes gegen mikrobielle Invasion

Intakte Darmflora Uberwiegend apathogene Keime, Hemmung
von Uber- und Fehlbesiedlung durch
bakteriellen Synergismus und Antagonismus

Propulsive Peristaltik Gerichteter Transport von Darminhalt wirkt
Fehl- und Uberbesiedlung entgegen

Mucussekretion Der Mucus und das darin befindliche IgA
unterstiitzt die mucosale Barrierefunktion

Mucosale Zellmauserung Die rasche Erneuerung des Darmepithels
(innerhalb von 3 Tagen wird das gesamte
Epithel einmal erneuert) gewdhrleistet die
mucosale Integritit und reduziert die
bakterielle Oberflichenbesiedlung

Zell-Zell-Kontakte Ein intaktes System interzelluldrer
Abschlussleisten verhindert die
unkontrollierte parazelluldre Aufnahme von
Pathogenen Keimen und Toxinen

Darmsténdiges Immunsystem Das GALT (Gut Associated Lymphatic
Tissue) ist wesentlicher Bestandteil der
spezifischen Abwehr im Intestinaltrakt

Modifiziert nach: Venkataraman R., Fink M.P.: Mechanisms responsible for intestinal barrier dysfunction in
critical illness. In: Mechanisms of organ dysfunction in critical illness. Vincent J.L., Evans T., Fink M.P.
(Editors), Springer 2002

Die Aufrechterhaltung dieser Schutzmechanismen ist eine energieverbrauchende Leistung des
Darms, die an eine ausreichende Zufuhr von Sauerstoff und Substrat gebunden ist. Im
Vergleich zu anderen Organsystemen, wie dem Perfusionsgebiet der Herzkranzgefd3e (5%),
Gehirn (15%), den Nieren (20%), Muskelgewebe (15%) und Haut und Skelett (10%), ist das
Splanchnikusgebiet mit einem Anteil von etwa 35% am Herzminutenvolumen deswegen
ausgesprochen gut durchblutet (Aus Taschenatlas der Anatomie, Band I, Helmut Leonhardt,
6. Auflage 1991, , Innere Organe*, S.33). Die Perfusion kommt iiberwiegend der Mucosa
zugute, deren Integritit von zentraler Bedeutung ist. Eine Verminderung in der
Kapillarperfusion und Heterogenitit der mikrovaskuldiren Blutverteilung (4) ist ein

wesentlicher Mechanismus bei der Entstehung von Gewebehypoxie, Zellschiden und
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Organversagen bei septischen Krankheitsbildern (6). Die mucosale Mikrozirkulation ist
wegen des hohen intestinalen Sauerstoffbedarfs und der speziellen Architektur der villésen
Blutversorgung mit einem Gegenstromprinzip des Sauerstoffaustausches und nahe kritischer
Sauerstoffspannung an der Villusspitze (7, 8) in besonderen Malle von solchen
Veranderungen betroffen. Hinzu kommt die bei allen Schockzustinden zu beobachtende
Vasokonstriktion groBer GefiBe im Splanchnikusstromgebiet (6). Eine kritische
Verminderung des mucosalen Sauerstoffangebotes durch Storungen der Mikrozirkulation wie
sie bei schweren Erkrankungen vorkommt, kann somit zu einer klinisch relevanten Stérung

der intestinalen Barriere- und Resorptionsfunktion fiihren (9).

Beim kritisch Kranken kommt es neben den klassischen Schockorganen (Leber, Lunge, Niere,
kardiozirkulatorisches System) auch zur Ausbildung eines ,,Schockdarms® (10). Dieser ist
klinisch gekennzeichnet durch einen paralytischen Ileus und sonographisch durch weite,
O0dematds verdickte Darmschlingen, die keine geregelte propulsive Motorik zeigen. Bei den
betroffenen Patienten ist zudem eine profunde mikrobielle Florastorung mit Besiedlung
iiblicherweise keimarmer Abschnitte des Intestinaltraktes (Magen, Diinndarm) zu
unterstellen. Die These vom Darm als ,undrainiertem Abszess und ,Motor des
Multiorganversagens® wurde von Marshall und Meakins formuliert (13, 82). Dieses
pathophysiologische Konzept geht von einer intestinalen Schrankenstorung infolge einer
schweren infektiosen Sepsis oder nicht-infektiosen Erkrankung (z.B. Polytrauma, akute
Pankreatitis, Verbrennungskrankheit) aus, wodurch es zur bakteriellen Translokation von
Erregern oder deren Toxine aus dem Darmlumen in die systemische Zirkulation und zur
Perpetuierung der bereits angelaufenen systemischen Inflammationskaskade kommt (5, 11,
12, 80). Tatsédchlich konnte in verschiedenen Tiermodellen eine Translokation von Erregern
in die regionalen Lymphknoten gezeigt werden (16). Die Beantwortung der Frage nach der
tatsdchlichen Relevanz dieser Beobachtungen ist aber bisher ungeklidrt und das Auftreten

einer bakteriellen Translokation beim Menschen konnte bisher nicht bewiesen werden (14).
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1.5 Bakterielle Toxine und mucosale Mikrozirkulation

Uber die pathophysiologischen Mechanismen, die zur Entwicklung eines ,,Schockdarms®
fithren, liegt bisher nur fragmentarisches Wissen vor. Da Darmfunktionen klinisch schwer
fassbar sind - das gilt im besonderen Maf3e fiir Schwerkranke auf der Intensivstation - kann
von klinischen Untersuchungen eher kein signifikanter Wissenszuwachs zur Pathophysiologie
erwartet werden. Zur Erforschung basaler Mechanismen sind tierexperimentelle Modelle
erforderlich, anhand derer die Wechselwirkungen zwischen Erregern, deren Toxine,
immunologischen sowie inflammatorischen Prozessen und intestinalen Funktionen detailliert

beschreiben werden konnen.

Die bisherigen Publikationen zu diesem Thema befassen sich iiberwiegend mit den
Wechselwirkungen zwischen Lipopolysacchariden gramnegativer Bakterien (Endotoxin) und
Darmfunktionen (14, 15, 16, 17, 18, 19). Die Verursachung von Organfunktionsstdérungen bis
hin zum Organversagen durch Endotoxin ist vielfach vorbeschrieben. In einem
Ganztiermodell (Hund) wiesen Vallet et al. nach systemischer Gabe von Endotoxin eine
persistierende Minderperfusion der Mucosa trotz ausreichender Volumensubstitution und
dadurch erzielter Normalisierung von Parametern der Makrozirkulation nach (17). Die
Autoren fanden einen Anstieg der Sauerstoffspannung in der Muscularis und Serosa und
folgerten daraus eine durch Endotoxin induzierte lokale Fehlverteilung der Mikrozirkulation
weg von der Mucosa zugunsten anderer Wandschichten. Bei Ratten wurde mittels
Intravitalmikroskopie nach Endotoxin-Gabe bei unverdnderten Parametern der
Makrohdmodynamik ein deutlich geringerer Durchmesser der Zottenarteriolen sowie ein
geringerer Blutdurchfluss im Vergleich zu unbehandelten Tieren einer Kontrollgruppe
beschrieben (18, 73). Insgesamt sind die Befunde hinsichtlich der Wirkung von Endotoxin auf
die Mucosaperfusion jedoch widerspriichlich und reichen von einer verminderten Perfusion
und defekten O,-Extraktion (17, 18, 19, 20, 21, 22, 23) bis zu unverdndert normalen oder

sogar gesteigerten Perfusionsverhéltnissen (24, 25, 26).

Im Gegensatz zum Endotoxin existieren bisher keine Informationen zum Effekt bakterieller
Exotoxine auf die intestinale Mikrozirkulation. Einer der Mechanismen der Exotoxinwirkung
besteht in der Bildung transmembrandser Poren (30, 36, 37). Escherichia coli Himolysin
(HlyA) ist ein wichtiges Mitglied dieser Poren-bildenden Toxine (30, 31, 34). HIyA ist ein

Protein mit einem Molekiilgewicht von 107 kD, das Ahnlichkeiten mit anderen
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porenformenden Toxinen wie Staphylococcus-aureus-o-Toxin und Streptolysin O aufweist,
welche von grampositiven Keimen freigesetzt werden (29, 33, 34, 43). Die von HIyA
gebildeten Poren sind durchléssig fiir Kalzium und Nucleotide wie ATP und GTP, jedoch zu
klein, um einen Ausstrom von Proteinen aus der Zelle zu erlauben. Zusétzlich kommt es zu
einer von der Porenbildung unabhéingigen unspezifischen Toxinbindung an Zelloberflichen
und zu G-Protein vermittelten Reaktionen, zu denen u.a. der Respiratory Burst, Freisetzung
von Vesikelinhalt und PAF-Produktion bei Neutrophilen und Endothelzellen gehoren (28,
35).

Die pathophysiologische Relevanz von bei E. coli Infektionen konnte in Tiermodellen
gezeigt werden (27, 29). In der Mikrozirkulation der Lunge fiihrt HIlyA zu einer
Schrankenstérung und zur Perfusions-/Ventilationsfehlverteilung (29, 41, 42). Auch bei
humanen Infektionen ist HlyA als Virulenzfaktor anzusehen (28, 32, 35, 38, 39, 40).

13



2 Zielsetzungen und Fragestellungen

Ziel dieser Arbeit ist der Aufbau eines organphysiologischen Darmmodells (isoliertes
Kaninchenileum), das Untersuchungen am intakten Organ mit physiologischen Zell-zu-Zell-
Kontakten, nativer Matrix und Zellpolaritét erlaubt. Bei erhaltenen lokalen physiologischen
Regulationsmechanismen soll das Modell die Option zur Messung der mucosalen
Mikrozirkulation, sowie zur Abschdtzung der endo-/epithelialen Schrankenfunktion
beinhalten. Das Modell soll genutzt werden, um die Auswirkung bakterieller Toxine auf die
Mikrozirkulation der Darmmucosa unabhingig von Verdnderungen der globalen
Hamodynamik zu untersuchen. Solche Untersuchungen wurden bisher iiberwiegend mit
Endotoxin durchgefiihrt. Erkenntnisse iiber die Auswirkung von Exotoxinen auf
Organfunktionen wurden insbesondere an isolierten Lungen- und Herzmodellen von
Kaninchen und Ratten gewonnen. Uber die Auswirkung bakterieller Exotoxine auf die
Mikrozirkulation und Integritét der Darmbarriere ist nur sehr wenig bekannt. Untersuchungen
zur enteralen Wirkung von Eschericia coli Hamolysin (HlyA), ein aus infektiologischer und
intensivmedizinischer Sicht wichtiges Toxin eines klinisch hochrelevanten Sepsiserregers,
liegen bisher nicht vor. An diesem Modell sollen daher die pathophysiologischen
Auswirkungen von E.coli Hdmolysin auf die am Modell zu erhebenden Messparameter

untersucht werden.
Im Einzelnen sollen folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Kann ein isoliertes Darmorganmodell etabliert werden, das Messungen der mucosalen

Mikrozirkulation erlaubt?

2. Welche Messparameter konnen gewonnen werden, um Aussagen {iber die

Mucosadurchblutung zu machen?

3. Welche Verdnderungen der Messparameter werden nach Gabe von HlyA am isolierten

[leummodell gemessen?

4. Sind die zu messenden Verdnderungen dosisabhangig?

14



3 Materialien, Messgeriite

3.1  Chemikalien und biologische Stoffe

3.1.1 Pharmaka

® FEscherichia coli Hamolysin (HlyA): Prof. Dr. S. Bhakdi (Mikrobiologisches Institut der

Medizinischen Fakultit, Universitatsklinikum Mainz, Deutschland)
e Ketamin (Ketanest” 50 mg /ml): Firma Parke-Davis (Berlin, Deutschland)
e Lidocain-HCI (Xylocain® 2 %): Astra Chemicals GmbH (Wedel, Deutschland)

e Na-Heparin (Liquemin® 5000 L.E./ml): Hoffmann La Roche AG (Grenzach-Wyhlen,
Deutschland)

e Xylazin (Rompun® 20 mg /ml): Bayer AG (Leverkusen/Deutschland)

3.1.2 Erythrozytenstabilisatoren

® PAGGS-M: Firma Biotrans (Dreieich, Deutschland)

Zitronensdure: Sigma-Aldrich-Chemie GmbH (Deisenhofen, Deutschland)

(+) Glucose: Sigma-Aldrich-Chemie GmbH (Deisenhofen, Deutschland)

Natriumcitrat: Merck AG (Darmstadt, Deutschland)

Natriumdihydrogenphosphat: Merck AG (Darmstadt, Deutschland)

CPD-Puffer:

15



Natriumcitrat 26.3 g/l
Zitronensdure-Monohydrat 3.27 g/l
Glucose-Monohydrat 25.5 g/l
Natriumdihydrogenphosphat 251 g/l
Aqua ad inject ad 1000 ml

3.1.3 Perfusatlosungen

e (Calciumchlorid-Dihydrat: Merck AG (Darmstadt, Deutschland)

® D(-) Glucose: Sigma-Aldrich-Chemie GmbH (Deisenhofen, Deutschland)

e HAES steril 10% (Hydroxyethylstirke 200/0.5): Fresenius AG (Bad Homburg v.d.H.,

Deutschland)

e Kaliumchlorid: Merck AG (Darmstadt, Deutschland)
e Kaliumdihydrogenphosphat: Merck AG (Darmstadt, Deutschland)

® [ -Glutamin: Sigma-Aldrich-Chemie GmbH (Deisenhofen, Deutschland)

® Magnesiumchlorid-Hexahydrat:
Deutschland)

e Natriumchlorid: Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich-Chemie

(Deisenhofen,

16



Modifizierter Krebs-Henseleit Puffer der Firma Serag-Wiesner AG (Naila, Deutschland) mit

folgender Zusammensetzung (Perfusat 1):

Calciumchlorid-Dihydrat 2.40 mmol/l
Glucose 13.32 mmol/l
HAES (Hydroxyethylstarke) 80g/1
Kaliumchlorid 4.30 mmol/l
Kaliumdihydrogenphophat 1.10 mmol/l
L-Glutamin* 34.2 mmol/l
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 1.30 mmol/l
Natriumchlorid 120 mmol/1
Natriumhydrogencarbonat 24 mval/l
pH-Wert 7.40+0.03
Osmolaritét 286 mosmol
Onkotischer Druck 30 mosmol

*Vor Versuchsbeginn frisch zugesetzt

Perfusat 2: Beim Perfusat 2 wurden gegeniiber dem Perfusat 1 folgende Verdnderungen

vorgenommen:
Erythrozyten Hb 8.1 £ 0.13 g/dl
Natriumchlorid 100 mmol/1
Natriumhydrogencarbonat 42.5 mval/l
pH-Wert 7.38+0.03

Die Perfusatzusammensetzung wurde vor jedem Versuch hinsichtlich Na-, K-, und

Glucosegehalt sowie Hb-Wert kontrolliert.

3.2 Materialien und Gerite
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3.2.1 Versuchsaufbau

o Arterielle Kaniilierung: Metallkaniile als Sonderanfertigung der Firma Hugo Sachs
Elektronik (March-Hugstetten/Deutschland) mit 2.0 mm AufBendurchmesser und ca. 1.8
mm Innendurchmesser sowie zwei zirkuldren Einkerbungen am distalen Ende zur Fixation

von Ligaturen.

o Venose Kaniilierung: Teflonkaniile als Eigenanfertigung mit 3.5 mm AuBendurchmesser
und einem Innendurchmesser von 3.4 mm sowie zwei zirkuldren Einkerbungen am distalen

Ende zur Fixation von Ligaturen.

o Perfusionssystem: Tygon-Schlduche (Innendurchmesser von 2.4 mm), Firma Norton

Performance Plastics Corporation (Akron, Ohio, USA)

o Arterielle und venése Druckmessung: Teflon-Schlauch (AuBendurchmesser 0.56 mm),

Novodirect (Kehl am Rhein, Deutschland)

e Peristaltikmessung: Latex-Ballon (Durchmesser 10 mm), Hugo Sachs Elektronik (March-
Hugstetten, Deutschland)

e Blutdruck-/Peristaltikmessung:  Statham-Druckaufnehmer vom Typ Combitrans®-

Monitoring Set Modell 11, Fa. B. Braun Medical (Melsungen/Deutschland)
o Perfusatzirkulation: Rollerpumpe Masterflex 7518-00, Cole-Parmer (Niles, Illinois, USA)

o Perfusatoxygenierung: Plattenoxygenator des Typs M2, Fa. Jostra Medizintechnik mit 10

ml Fiillvolumen (Hirrlingen, Deutschland)

o Perfusattemperierung: Frigomix U und Thermomix UB, B. Braun AG (Melsungen,

Deutschland)

o Beatmungspumpe: Eigenbau mit einem Hubvolumen von 29 ml und einer

Beatmungsfrequenz von 30 Hiiben / min .

e Pharmakaapplikation: Hamilton Préazisionsspritze 20 ul und 50 pl, Hamilton (Darmstadt,
Deutschland)

e Blutfilter: Leukozytenfilter Bio RO1 plus, Firma Biotrans (Dreieich, Deutschland)
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3.2.2 Messgeriite

e Druckmessung: Uberwachungsmonitor vom Typ Hellige Memoskop 4/6 - 28, Firma

Hellige (Freiburg, Deutschland)

o Blutgasanalyse: ABL 330 (Acid Base Laboratory), Radiometer Deutschland GmbH
(Willich, Deutschland)

e Kalium- und Laktatbestimmung: Kodak Ektachem 250 Analyzer, Johnson & Johnson
Clinical Diagnostics (Neckargemiind, Deutschland)

o Bestimmung des Darmgewichts: Laborwaage PB 3002 Delta-Range (Messbereich: 10mg
bis 3000g), Fa. Mettler/Toledo (GieBBen, Deutschland)

o Spektrophotometrie: EMPHO II”, Bodenseewerk (Geritetechnik Uberlingen,Germany)

o Tonometrie: Paratrend 7, Multiparameter Intravascular Sensor, Pfizer (Karlsruhe,

Deutschland)

3.3  Datenaufzeichnung und Auswertung

e PC - Labcard 818 H von Advantech zur Wandlung von analogen Messwerten in digitale

Signale
e Software Labtech Notebook™: Firma Spectra (Leinfeld-Echterdingen, Deutschland)
e DX - 40 Personalcomputer mit 8 MB Arbeitsspeicher
o Windows 95, Windows XP, Microsoft® Corporation
e Office 97,0ffice XP, Microsoft® Corporation
o SPSS® for Windows, SPSS Inc. (Chicago, USA)

e PlotIT® 3.2, Scientific Programme Enterprises (Haslett, USA)
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4 Methoden

4.1  Gewinnung gewaschener Erythrozyten

Bei den fiir das erythrozytenhaltige Perfusat gewonnenen Erythrozyten handelte es sich um
Erythrozyten von Spenderkaninchen. Das aus der Ohrarterie gewonnene Vollblut wurde mit
CPD-Stabilisatorlosung  versetzt (7ml auf 50 ml Vollblut). AnschlieBend folgte das
zweimalige Waschen der Erythrozyten, die abzentrifugiert, jeweils wieder auf 50 ml mit
0.9%-1ger NaCl-Losung resuspendiert und nach einem weiteren Waschvorgang iiber einen
Leukozytenfilter filtriert wurden. Nach der Filtration wurden die Erythrozyten nochmals
zentrifugiert und nach Resuspension mit PAGGS-M Stabilisatorlosung bei +4°C im
Kiihlschrank gelagert. Vor jedem Versuchstag wurde die bendtigte Menge an Erythrozyten
dann nochmals gewaschen. Sdmtliche Zentrifugationen wurden fiir 10 min bei 2500 G
durchgefiihrt. Um einen Hb-Wert von 8.1 + 0.13 g/dl und einen Hdmatokrit von 23.0 + 0.5 %
zu gewihrleisten, wurden etwa 60 ml des Erythrozytenkonzentrates mit 140 ml Perfusat 1 auf

200 ml aufgefiillt.

4.2  Narkosevorbereitung des Versuchstiers

Bei den verwendeten Versuchstieren handelte es sich um speziell zu Laborzwecken
geziichtete Kaninchen verschiedenen Geschlechts der Rasse ,,Weisse Neuseeldnder. Die
Tiere wurden vor Versuchsbeginn fiir 12 Stunden bei freiem Zugang zu Wasser niichtern

gesetzt.

Nach Kaniilierung einer lateralen Ohrvene des Kaninchens erfolgte die Sedierung durch Gabe
von 15 mg Ketamin und 4 mg Xylazin. AnschlieBend folgte die Antikoagulation des
Kaninchens mit 1000 L.LE. Heparin pro kg Korpergewicht. Das analgosedierte Kaninchen
wurde nun in Riickenlage fixiert und an Hals und Bauch geschoren. Zur Vorbereitung der
Tracheotomie erfolgte eine subkutane Injektion von 10 ml Xylocain 2 % zur Lokalanésthesie
etwa 3 cm unterhalb des Larynx. Danach wurde die Trachea schichtweise unter Schonung der
groBen Gefde und des N. vagus freiprépariert und mit einem Ligaturfaden angeschlungen.

Nach Er6ffnen der Trachea wurde ein Beatmungstubus eingefiihrt und fixiert. Die Beatmung
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des Kaninchens erfolgte mit einer Frequenz von 30 min” und einem Atemzugvolumen von 29
ml. Unter der Beatmung wurde nun die Narkose iiber einen Zeitraum von 15 Minuten durch
Applikation von 30-35 mg/kg KG Ketamin und 7.7-9 mg/kg KG Xylazin vertieft. Zur
Stabilisierung erhielten die Tiere eine Infusion von 100 ml einer 0.9%-igen NaCl-Losung
iiber einen Zeitraum von 30 Minuten. Die Narkosetiefe wurde nach Entfernen der Cutis im

Abdominalbereich anhand des erloschenden Bauchdeckenreflexes iiberpriift.

4.3  Priparationstechnik

Die nun erfolgende Erdffnung des Abdomens wurde mittels einer kompletten medianen
Laparotomie unter Schonung der Aa. thoracicae internae bewerkstelligt. Der Magen wurde
angeklemmt und nach kranial aus der Bauchhohle mobilisiert. Ebenso wurde der Dickdarm
nach kranial aus der Bauchhohle verlagert und mit einem angefeuchteten Tuch abgedeckt.
AnschlieBend konnte das von der Arteria mesenterica superior versorgte Diinndarmsegment
anhand des artspezifisch langen Appendix vermiformis, mit dem es zum Teil {iber eine
Mesobriicke verbunden ist, identifiziert und so positioniert werden, dass der
Mesenterialansatz ventral des Pankreas leicht erreichbar war. Dabei kam das Ileum
bogenformig ausgebreitet teilweise auBerhalb der Bauchhohle zu liegen, wobei es auf der
linken Seite vom Appendix vermiformis flankiert wurde. Nach Abmessen von ca. 50 cm
Diinndarm in oraler Richtung wurde dieses Darmsegment abgesetzt und in beide Enden ein
Schlauch von 9 mm Durchmesser zur Drainage des Darminhaltes eingebunden. AnschlieBend
musste der Darm skelettiert werden. Dazu wurden rechts und links des GeféaB3stiels mit je vier
bis fiinf Ligaturen die von diesem abgehenden arteriellen und vendsen Seitendste
unterbunden. Es resultierte ein ca. 22-28 g schweres Ileumsegment mit zu diesem Zeitpunkt
noch bestehender Blutversorgung durch den Kreislauf des Kaninchens. Als néchster Schritt
wurden am Mesenterialansatz Arteria und Vena mesenterica superior dargestellt. Die Arteria
mesenterica superior wurde mit Ligaturen (5x0) umstochen und eine Metallkaniile mittels
Seldinger Technik in das Gefdl eingebunden. AnschlieBend wurde unverziiglich die
Perfusion mit einem Fluss von 10 ml/min gestartet. Als Perfusat diente zu diesem Zeitpunkt
das auf 4 °C gekiihlte erythrozytenfreie Perfusat 1. Zur Kontrolle der Perfusionsqualitit

wurde die Entfarbung der Darmwand beobachtet. Die Vena mesenterica superior wurde nun
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ebenfalls mit Ligaturen (5x0) umstochen und es wurde mittels Seldinger Technik eine
Teflonkaniile eingebunden. Nach Durchtrennung des Gefél3stiels proximal der beiden
eingebundenen Kaniilen folgte die vollstindige Mobilisierung des préiparierten

[leumsegments.

4.4 Versuchsaufbau

Das mobilisierte Ileumsegment wurde in das beheizbare, mit Pufferlosung (KHB-Puffer)
gefiillte Organgefd3 verlagert und die Kaniilen in Halterungen befestigt. An der arteriellen
und vendsen Kaniile wurden nun die iiber ein T-Stiick-Schlauchverbinder eingefiihrten
Innenkatheter an Statham-Druckaufnehmer angeschlossen. Zur Gewichtsregistrierung diente
eine kontinuierlich messende Digitalwaage. Zur manometrischen Peristaltikmessung wurde
iber den in das orale Darmende eingefiihrten Schlauch ein Ballonkatheter in das Darmlumen
vorgeschoben und mit 0.5 ml Kochsalzlosung gefiillt. Nach Beginn der kontinuierlichen
Messung von arteriellem Druck, Peristaltik und Gewichtsinderungen wurde das bis dahin
benutzte erythrozytenfreie und auf 4 °C gekiihlte Perfusat 1 gegen das erythrozytenhaltige
Perfusat 2 ausgewechselt. Die Perfusattemperatur wurde iiber einen Zeitraum von 20 Minuten
auf 37 °C angehoben und das Ileumsegment nun mittels einer Rollerpumpe rezirkulierend
perfundiert. Die Perfusatbegasung erfolgte durch einen Plattenoxygenator. Mit einem
Carbogengemisch (95 % O, und 5 % CO;) und einem Gasfluss von 30-40 ml/min wurde ein
pH zwischen 7.35 und 7.45 eingestellt. Dabei wurden ein arterieller pO, von im Mittel 55.4 +
0.78 mmHg und ein ApCO, von durchschnittlich 48.9 £ 2.2 mmHg erreicht. Der vendse
Druck wurde durch entsprechende Positionierung des vendsen Schlauchsystems auf Werte
zwischen 0 und -2 mmHg eingestellt. Die doppelwandigen Perfusatvorratsgefdfle, das
Organgefall sowie der Plattenoxygenator waren mit einem zusétzlichen kombinierten Wérme-
/Kiihlkreislauf versehen. Nach Stabilisierung des Perfusionsdrucks wurde die Sensoren fiir die
kontinuierliche pCO,- beziehungsweise HbO,-Messung in das Lumen eingefiihrt und an der

Schleimhaut platziert. (Abb.1).
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Abb. 1: Isoliertes, vaskulir perfundiertes Ileummodell.

Das Ileum-Segment befindet sich in einem mit Pufferlosung gefiillten, beheizten Organbad
(37°C). Kontinuierliche Gewichtsregistrierung durch eine elektronische Prizisionswaage (W).
A: Ballon-Katheter fiir das Monitoring der intestinalen Motilitdt (Frequenz, Grundtonus und
Kontraktionsdruck der Peristaltik); B: arterielle Kaniile in der A. mesenterica superior; C:
vendse Kaniile in der V. mesenterica superior; D, E: Katheter fiir das Monitoring von
arteriellem wund vendsem Druck; F: beheizbarer Perfusatbehdlter; G: Rollerpumpe
(kontinuierlicher Fluss); H: Wirmeaustauscher; I: Plattenoxygenator; J: Sensor zur
intraluminalen pCO,-Messung; K: Sensor zur reflektionsspektrophotometrischen Messung

der Mucosaperfusion.
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4.5  Sterilitiit des Kreislaufsystems

Alle mit dem Perfusat oder dem Organ in Kontakt tretende Gerite, Apparaturen,
Perfusatbehilter, Schlduche usw. wurden mechanisch von Hand unter fliessendem Wasser
vorgereinigt und danach in einer industriellen Spiilvorrichtung gesdubert. Nach dem Trocknen
der Glasteile wurden deren Offnungen verschlossen. Nun folgte die Sterilisation in einem
Autoklaven. Alle anderen, hitzeunbestdndigen Teile des Kreislaufsystems wurden nach dem
Trocknen in Gassterilisationsfolien verpackt und in Gassterilisatoren nach den Vorschriften

der aseptischen Chirurgie behandelt.

Der Endotoxingehalt des rezirkulierenden Perfusats wurde in regelméfBigen Intervallen
gemessen, um eine Kontamination auszuschliessen. Die ermittelten Werte lagen jeweils

niedriger als 10 pg/ml (untere Nachweisgrenze des verwendeten Tests).

4.6  Messgroflen

4.6.1 Druck in der A. mesenterica superior (Psya [mmHg]), Gewicht (AG [g] und

Peristaltik (kontinuierliche Messungen)

Mit Hilfe eines Innenkatheters und eines Druckschlauchs wurden die Driicke im arteriellen
Schenkel des Kreislaufs unmittelbar vor der arteriellen Kaniile aufgenommen und zum
Druckaufnehmer geleitet. Die dort entstandene elektrische Spannung wurde durch einen
Briickenverstidrker ~ amplifiziert —und  mittels  Analog-Digital-Wandlerkarte =~ dem
Registrierrechner als Zahlenwert tibergeben. Durch ein Druckkalibrationsgerdt nach Gauer
erfolgte regelmiBig die Einstellung des Rechnerprogramms. In analoger Weise wurde der
Druck im Ballon, der der Peristaltikmessung diente erfasst und aufgezeichnet. Die

Aufzeichnung erfolgte mit einer Frequenz von 1 Hz (Psma) bzw. 5 Hz (Peristaltik).

Das absolute Darmgewicht konnte nur vor Versuchsbeginn und nach Versuchsende gemessen
werden. Wéhrend des laufenden Versuchs konnten nur relative Verdnderungen des Gewichts

registriert werden. Mit Versuchsbeginn wurde mittels der Tara-Funktion der Laborwaage die
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Gewichtsanzeige auf ,,Null“ gesetzt und es wurden nachfolgend die Gewichtsdnderungen mit

einer Frequenz von 1 Hz registriert.

4.6.2 Intramucosal-arterielle pCO;-Differenz (ApCO,i)

Vom intramucosalen CO,-Partialdruck (pCO;i) ist bekannt, dass er sich rasch mit dem
intraluminalen pCO, é&quilibriert (45, 46). Die Differenz zwischen intramucosalem und
arteriellem pCO, wird im Englischen auch als pCO,-Gap bezeichnet. Der pCO,-Gap gilt als
Parameter fiir die Mucosaperfusion (65), wird aber auch durch andere Variablen beeinflusst.
Der hier zur intraluminalen pCO,-Messung verwendete Sensor (Paratrend® 7FL, MPS 70048,
Firma Diametrics Medical Inc.) enthielt eine ampéremetrische Sauerstoffelektrode (Clark
Elektrode), fiberoptische pH- und CO,-Sensoren und einen Temperaturfiihler (Abb. 2). Alle
Messeinheiten waren in der Sensorspitze auf einer Lidnge von 6 cm und einem
AuBendurchmesser von 0.5 mm untergebracht (76). Die Messung von pCO; erfolgte auf der
Grundlage der Absorption von Licht einer definierten Wellenlédnge in einem Gel, welches die
Eigenschaft hat in Abhédngigkeit von der CO,-Konzentration seine Farbe und damit die
Menge des absorbierten Lichtes zu verdndern (Acrylamidgel mit Phenolzusatz). Fiir die
Messung wurde iiber einen Lichleiter Licht von der Basiseinheit zum Sensor geleitet und aus
dem zuriickgeleiteten Licht die CO,-Konzentration errechnet. Vor dem Einsatz des Sensors
wurde dieser mit der in die Basiseinheit integrierten Kalibrationseinheit unter Verwendung
von Gasstandards kalibriert (62). Nach der Kalibration wurde der Sensor iiber die proximale

(orale) Offnung des Ileums eingefiihrt und vorsichtig der Mucosa angelegt.

Der so genannte pCO,-Gap (ApCO,) wurde aus der Differenz zwischen dem
Kohlendioxidpartialdruck des arteriellen Perfusats und dem intraluminal gemessenen

Partialdruck des CO,, welcher mit dem intaramucosalen pCO, gleichzusetzen war, berechnet.
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Abb.2: Schematischer Aufbau der Spitze des CO,-Sensors (Paratrend®).

Der Temperaturfithler und die Sensoren zur Messung von pH, CO; und Sauerstoff sind in Acrylamidgel

eingebettet. Nach auflen wird die Anordnung durch eine fiir Gase durchlissige Polyethylenmembran

begrenzt.
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4.6.3 Mucosale Himoglobinsittigung (HbO.i, [%], kontinuierliche Messung) und

relative Himoglobinkonzentration (rel Hbyn,, kontinuierliche Messung)

Zur Messung der Mucosaperfusion diente ein Erlanger Mikrolichtleiter-Photometer
(EMPHO®), das nach dem Prinzip der Remissionsspektrophotometrie arbeitet. Dieses
Verfahren wurde erstmalig 1979 von Sato beschrieben (48). Das EMPHO® wurde von Frank
et al. 1989 entwickelt und beschrieben (51). Bei diesem Verfahren wird monochromatisches
Licht eines definierten Wellenlédngenbereichs von einer Xenon-Lichtbogenlampe iiber einen
250 pum durchmessenden Mikrolichtleiter auf das zu untersuchende Gewebe gesendet. Das
remittierte Licht wird {iber sechs weitere, symmetrisch um den ersten zentral angeordneten
Lichtleiter (Durchmesser jeweils 250 pum) auf eine rotierende Interferenzfilterscheibe
gestrahlt, wo es in Frequenzbereiche zwischen 502 bis 628 nm spektral aufgespalten wird.
Uber einen Photomultiplier werden die Lichtimpulse der einzelnen Frequenzbereiche
portioniert in elektrische Impulse umgewandelt und danach iiber einen Analog-digitalen-
Messwandler in einen PC iibertragen und auf einem Bildschirm graphisch dargestellt (51).
Kalibriert wurde vor jeder neuen Messreithe mit den optischen Spektren der ,,Farben®
Schwarz und Weill. Die Remissionsspektren wurden mit den Spektren fiir oxygeniertes
Héamoglobin (zweigipflige Kurve mit Maxima bei 542 und 577 nm) und desoxygeniertem
Hamoglobin (eingipflige Kurve mit einem peak bei 556 nm) verglichen, um iiber einen
Algorithmus die absoluten Himoglobinanteile (HbO,i) der beiden Fraktionen zu berechnen
(Abb. 3). Weiterhin wurde die Konzentration des Gesamthdmoglobins simultan zur Séttigung
in Relation zu dem ersten in einer jeweiligen Messreihe detektierten Wert als Vielfaches von
1 dargestellt (rel Hbyon,). Das Gerit registrierte und berechnete 66 Spektren pro Sekunde. Zur
Begrenzung der Datenmenge wurden 100 Spektren gemittelt. Demnach wurde etwa alle 1.5
Sekunden ein gemittelter Wert aufgezeichnet. Der Aperturwinkel der Lichtleiter betrug 60°,
woraus sich eine numerische Apertur von 0.5 ergab. Die gemessene Fliache betrug 90 x 90
pm, bei einer Eindringtiefe von 250 pm. Durch die Peristaltik kam es wéhrend der
Datenaufzeichnung zu feinsten tangentialen Bewegungen zwischen Sonde und Mucosa und
somit zu einem stdndigen Wechsel des gemessenen Schleimhautareals. Daraus resultierte eine
Streuung der Messergebnisse, die bei der hohen Messfrequenz als MaB fiir die Inhomogenitét

der Schleimhautdurchblutung gewertet wurde. Die Eindringtiefe in das Gewebe von max. 250
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um begrenzte die Messungen auf die Mucosa. Der EMPHO®-Sensor wurde iiber das distale

(aborale) Ende des Ileums eingefiihrt und ohne Druck der Mucosa angelagert (Abb. 3).

Abb 3.: Funktionsschema der Remissionsspektrophotometrie (EMPHO II®): Von der Lichtquelle gelangt
Licht iiber den zentralen Lichtleiter (weifs) auf die Darmschleimhaut. Das reflektierte Licht wird iiber die
iuperen Lichtleiter (schwarz) auf die Interferenzfilterscheibe geleitet und dort spektral aufgespalten. Uber
einen Photomultiplier werden die Lichtportionen an einen analog-digitalen-Mefiwandler gesendet, der die
Signale in elektrische Impulse umwandelt und einem Personalcomputer zufiihrt. Dieser interpretiert die
erhaltenen Daten und stellt sie auf einem Monitor graphisch dar.
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4.6.4 Messungen aus arteriellen und venésen Blutproben

Zu definierten Zeitpunkten wihrend des Versuchsablaufs wurden arterielle und vendse
Blutproben entnommen. Die Bestimmung von Blutgasanalyse (pO,, pCO,,
Standardbicarbonat, pH), Blutbild (Hb, Hk) und Serumwerten (Na, K, Glucose, Laktat,
Laktatdehydrogenase) erfolgte mit etablierten Standardmethoden des Routinelabors.

Die Werte fiir Sauerstoffaufnahme (VO;) und Sauerstoffangebot (DO,), jeweils bezogen auf

100 g Gewebe, wurden folgendermallen ermittelt:
(1)VO, =V x avDO,

(2)DO,= V1 x C,0,

(3)avDO, = C,0; - C,0,

4) C,0O,=Hbx1.34xS,0;+p,0,x 0.003

) C,0,=Hbx1.34xS,0,+p,0,x0.003

VO, = Sauerstoffauthahme (ml O,/min)

V1 = Perfusatminutenvolumen (ml/100g/min)

avDO,; = arteriovendse O,-Differenz (ml O,/100ml)

DO, = Sauerstoffangebot (ml O,/min)

C,0; = arterielle O,-Konzentration (ml O,/100ml)

C,0, = vendse O,-Konzentration (ml O,/100ml)

Hb = Himoglobingehalt (g/100ml)

1.34 = Hiifner-Zahl (ml O,/g Hb)

S.0,/S,0,= arterielle/vendse Sauerstoffsittigung (%)
Pa02/p, O, = arterieller/vendser Sauerstoffpartialdruck (mmHg)
0.003 = Loslichkeit von O, in Wasser (ml O,/100ml/atm)

4.7  Bestimmung des E. coli Himolysin (HlyA) -Toxintiters
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Eine hdmolytische Einheit (HU) ist definiert als die Konzentration des Toxins, mit der eine
60%-ige Hamolyse in einer 10%-igen Erythrozytenldsung erreicht wird. Zur Bestimmung der
Aktivitdt des in den Versuchen eingesetzten HlyA wurden 10 pl einer HlyA-Charge in einer
Verdiinnungsreihe von 1/10 bis 1/20480 in ProbengefdBen vorbereitet. Je 50 pl einer HlyA-
Verdiinnungsstufe und 50 pl einer frischen, 10%-igen Kaninchenerythozytenlésung wurden
60 Minuten in einem 37°C warmen Wasserbad unter vorsichtiger Bewegung inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert und jeweils 10 pl des Uberstandes zur
photometrischen Messung mit 90 pl einer 0.9%-igen NaCl-Losung in eine Mikrotiterplatte
pipettiert.

Die Messung der Extinktion erfolgte bei 405 nm. In halblogarithmischer Darstellung gegen
die Verdiinnungsstufe aufgetragen, kann der Punkt der 60%-igen Hédmolyse optisch ermittelt
werden und der entsprechenden Verdiinnunsstufe (Titer) zugeordnet werden. Aus dem
Quotienten von HlyA-Volumen und Perfusatvolumen im Verhiltnis zum Titer, lie sich die
Grofe der Dimension ,Hamolytische Einheit” (Hemolytical Unit; HU) pro Volumen
berechnen: (ul HlyA/ul Perfusatvolumen x Titer ).

4.8 Datenauswertung

Die Registrierung erfolgte unter Windows 3.1% durch einen 386-er PC, der zusitzlich mit
einer Analog-Digital-Wandlerkarte (PC -Labcard 818 H, Advantech) und der dazu gehdrigen
Software Labtech Notebook™ ausgeriistet war. Die Druckregistrierung erfolgte als analoges
Signal tliber Statham-Druckaufnehmer und anschlieBender Verstirkung des Signals durch
einen Briickenverstirker. Uber eine zusitzliche serielle Schnittstelle wurde die
Waagenanzeige digital auf den Registrierrechner transferiert. Die Daten der Paratrend®-
Messeinheit wurden iiber die parallele Schnittstelle ebenfalls auf den Registrierrechner
tibertragen. Wéhrend des Versuchs wurden die diese Daten auf dem Monitor dargestellt und
gleichzeitig als Datei im ASCII-Format auf der Festplatte abgelegt. Arterieller Druck und das
Gewicht wurden einmal pro Sekunde gespeichert. Die Speicherung der Paratrend®-Daten und

der Peristaltik erfolgte in Intervallen von 5 Sekunden.
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Zur Auswertung des arteriellen Drucks diente ein in Excel®™ geschriebenes Makro, das aus den
60 Druckwerten je Minute den Mittelwert berechnete. Die Frequenz der Peristaltik wurde mit
Hilfe einer Fast-Fourier-Transformation aus je 256 aufgezeichneten Werten ermittelt. Bei
einer Aufzeichnungsfrequenz von 5 Hz ergab sich so ein Mittelwert alle 51.2 Sekunden. Die
Ergebnisse jeder Transformation wurden optisch kontrolliert und der groBte Frequenzpeak
notiert. Zur Bestimmung der Amplitude diente ein Makro in Excel®. Dieses bestimmte
fortlaufend die Maxima und Minima der {iber den intraluminalen Ballonkatheter registrierten
Druckschwankungen und berechnete daraus die Amplitude des Kontraktionsdrucks, die

anschlieend noch tliber eine Minute gemittelt wurde.

Zu den jeweiligen Ablesezeitpunkten wurden die Werte der verschiedenen Messparameter in
eine Excel®-Tabelle iibertragen und Versuche der gleichen Reihe nebeneinander gestellt. Auf
diese Weise konnten Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler des Mittelwertes
berechnet werden. Die graphischen Darstellungen wurden mit PlotIT® 3.2 und PowerPoint”®
angefertigt. Bei der statistischen Auswertung kam das Programm SPSS® 6.1 fiir Windows zur

Anwendung.

Bei Vergleichen innerhalb einer Versuchsreihe kam nach Testung auf Normalverteilung
(Kolmogorov-Smirnov) der T-Test fiir verbundene Stichproben zur Anwendung. Bei
Vergleichen zwischen zwei verschiedenen Versuchsreihen wurde das allgemeine lineare
Modell fiir Messwiederholungen herangezogen. Bei Vergleichen zwischen mehr als zwei
Versuchsreihen kam die einfaktorielle ANOVA zum Einsatz. In allen Féllen wurde zuvor auf
Normalverteilung getestet. War diese nicht gegeben, so kam entweder ein Mann-Whitney-
Rank-Sum-Test oder eine ANOVA on Ranks zur Anwendung. Ein Wert von p<0.05 wurde
als statistisch signifikant betrachtet. Alle Werte im Text der Arbeit wurden als Mittelwert +/-
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben.
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4.9  Experimentelles Protokoll
4.9.1 Einschlusskriterien

Organpréparationen, die in die Datenauswertung einbezogen wurden, durften nur eine
moglichst kurze Préparationszeit bis zur Kaniilierung der Mesenterialgefiale, sowie eine
kleinstmogliche warme und kalte Ischdmie- bzw. Perfusionsphase durchlaufen.
Objektivierbare Parameter, die als Einschlusskriterien einer Prdparation wéhrend einer

Steady-State Phase von 30 Minuten dienten waren die Folgenden:
(1) Homogene Perfusion ohne Zeichen von Odem, Blutung oder Blutstauung,
(2) sichtbare und mit dem Ballonkatheter messbare Peristaltik,
(3) konstanter Verlauf aller Messparameter.

Alle Organpréparationen, die diese Bedingungen nicht erfiillten, wurden von der weiteren

Versuchsdurchfiihrung und Datenauswertung ausgeschlossen.

4.9.2 Versuche zum Zusammenhang zwischen Perfusatfluss und mucosaler

Héamoglobinoxygenierung (HbO,i)

Bei dieser Versuchsreihe wurde nach Ende der initialen Steady-State Phase von 30 Minuten
die Registrierung der HbO,i-Werte gestartet und der Perfusatfluss auf 100ml/100g
Organgewicht/min gesteigert. Der Perfusatfluss wurde dann alle 15 Minuten um 20
ml/100g/min reduziert. Nach Erreichen eines Perfusatflusses von Null wurde die
Registrierung und damit der Versuch nach weiteren 5 Minuten beendet. Es wurden n=8

unabhingige Versuche durchgefiihrt und ausgewertet.
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4.9.3 Versuche zum Zusammenhang zwischen Perfusatfluss und Sauerstoff-

Aufnahme (VO,)

Es wurden nach Ende der initialen Steady-State Phase von 30 Minuten der Perfusatflufl auf
100ml/100g Organgewicht/min gesteigert und Perfusatproben zur Bestimmung der VO,
entnommen. Der Perfusatfluss wurde dann schrittweise alle 15 Minuten auf 75, 50, 45, 35, 25,
10 und 5 ml/100g/min reduziert. Nach Erreichen eines Perfusatflusses von Null wurde die
Registrierung und damit der Versuch nach weiteren 5 Minuten beendet. Es wurden n=8

unabhingige Versuche durchgefiihrt und ausgewertet.

4.9.4 Versuche ohne Toxinapplikation

Bei n=4 Kontrollexperimenten wurde nach Ende der initialen Steady-State Phase von 30
Minuten die Registrierung der Messparameter gestartet und nach weiteren 15 Minuten (t=0)
nicht Toxin sondern ohne weitere Manipulation nur Losungsmittel (1 ml steriles Aqua dest.)
in den arteriellen Schenkel des Perfusionssystems injiziert. Die Datenaufzeichnung wurde

danach iiber 15 Minuten fortgesetzt und dann beendet.

4.9.5 Versuche mit himolysierten Erythrozyten

Bei n=4 Versuchen wurde erythorzytenhaltiges Perfusat mittels einer Ultraschallsonde
vollstdndig hdmolysiert und nach der initialen Steady-State Phase (30 Minuten) sowie nach
Beginn der Registrierung der Messparameter (weitere 15 Minuten) zum Zeitpunkt t=0 in den
arteriellen Perfusatschenkel injiziert. Danach wurde die Datenregistrierung fiir weitere 15

Minuten fortgesetzt und dann der Versuch beendet.
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4.9.6 Versuche mit E. coli Himolysin (HlyA)

Nach einer initalen Phase der Stabilisierung (Steady-State Phase, mind. 30 Minuten) wurde
die kontinuierliche Registrierung der Messparameter (Psya [mmHg], HbOzi [%], relHbkon,,
pCO,i [mmHg], Gewicht [AG, g], Persitaltik) gestartet. Nach einer Baseline von 15 Minuten
wurde HIyA iiber die in die A. mesenterica superior eingebundene Kaniile ins GefdBsystem
injiziert. Nach Toxinapplikation wurde die kontinuierliche Datenregistrierung fiir weitere 15
Minuten fortgesetzt. Eine Minute vor Toxininjektion sowie 15 Minuten danach wurden
arterielle und vendse Perfusatproben entnommen und daraus Blutgasanalysen (arteriell und
vends), Hb-Bestimmung (art.) und Bestimmung von Elektrolyten (Natrium und Kalium),
Glucose, LDH und Laktat (art.) vorgenommen. In je 4 unabhingigen Experimenten wurden
folgende Toxindosierungen verwendet: 0.005 HU/ml, 0.015 HU/ml, 0.05 HU/ml und 0.1
HU/ml. Abb. 4 gibt einen schematischen Uberblick iiber das Versuchsprotokoll.

0.005 HU/ml (n=4)
0.015 HU/ml (n=4)

HlyA-Bolus 0.05 HU/ml (n=4)
‘ 0.1  HU/ml (n=4)
15 0 1
——t—H—t—t—]  Zeit
/ 1 /
Steady-State L >
(mind. 30 min) " Baseline i

Kont. Datenregistrierung:
PSMA, Hbozi, releKonza pCOZia
Organgewicht, Peristaltik

Entnahme von Perfusatproben
/ Art.: Na, K, Glucose, Laktat, LDH, Hb

Art./ven.: pO,, pCO,, pH, Bicarbonat, O,-Sittigung

Abb. 4: Schematische Ubersicht iiber den Versuchsablauf bei Bolusapplikation unterschiedlicher
Dosierungen von E. coli Himolysin (HIlyA).
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5 Ergebnisse

5.1 Versuche zum Zusammenhang zwischen Perfusatfluss und mucosaler

Himoglobinoxygenierung (HbO,i)

Die Hamoglobinoxygenierung zeigte bei gleichbleibendem Perfusatfluss einen konstanten
Verlauf. Sie fiel mit der stufenweisen Reduktion des Perfusatflusses in Schritten von 20
ml/100g Gewebe/min ab, wobei der prozentuale Abfall im Vergleich zur vorhergehenden
Flussstufe mit zunehmender Flussreduktion zunahm. Daraus ergab sich nicht ein
stufenformiger, sondern ein exponentieller Abfall des HbO,i in Abhéngigkeit von der

Organperfusion (Abb. 5).
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Abb. 5: Abhiingigkeit der mucosalen Hiimoglobinoxygenierung (HbQ,i) vom Perfusatfluss (n= 4).

In Schritten von 20 ml/100 g Gewebe/min wurden der Perfusatfluss ausgehend von 100 ml/100g Gewebe/min
alle 15 Minuten reduziert und HbO,i aufgezeichnet. Alle Werte wurden als Mittelwerte = SEM angegeben. *
D<0.05 getestet gegen den Ausgangswert (Wert nach 15 Minuten bei Perfusatfluss 100 ml/100g Gewebe/min).
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5.2 Versuche zum Zusammenhang zwischen Perfusatfluss und Sauerstoff-Aufnahme

(VO,)

Die Sauerstoff-Aufnahme blieb bei stufenweiser Reduktion des Perfusatflusses bis zu einem
Fluss von 45 ml/100 g Gewebe/min konstant und fiel dann flussabhingig exponentiell ab

(Abb. 6).
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Abb. 6: Beziehung zwischen Perfusatfluss und Sauerstoffaufnahme (VO3 (n=8).

Der Perfusatfluss wurde ausgehend von 100 ml/100g Gewebe/min alle 15 Minuten schrittweise reduziert (75,
50, 45, 35, 25, 10 und 5 ml/100gn Gewebe/min) und es wurde jeweils VO, gemessen. Alle Werte wurden als
Mittelwerte + SEM angegeben.
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5.3  Versuche ohne Toxinapplikation

Die alleinige Applikation von Losungsmittel ohne Toxinanteil (steriles Aqua dest.) fithrte zu

keiner Verdnderung der Messparameter.

5.4  Versuche mit himolysierten Erythrozyten

Die Injektion von vollstindig hdmolysiertem Perfusat fiihrt zu einem Anstieg des Psma von
durchschnittlich 7 mmHg, der im weiteren Verlauf von 5 Minuten komplett reversibel war.

Die tibrigen Messparameter blieben unverandert.

5.5  Versuche mit E. coli Himolysin (HlyA)

5.5.1 Druck in der A. mesenterica superior (Psya)

Am Ende der Baselineperiode lag der Psya bei 53,0 £ 0,53 mmHg. Nach Injektion der
niedrigsten Dosis HlyA (0.005 HU/ml) stieg der Druck innerhalb von 2 Minuten bis 77.1 *
6.9 mmHg an und fiel dann im weiteren Versuchsverlauf wieder in den Ausgangsbereich vor
Toxinapplikation ab. Die intraarterielle Injektion der beiden mittleren HlyA-Dosierungen
(0.015 und 0.05 HU/ml) fiihrte unmittelbar nach der Injektion zu einem dosisunabhingigen
Druckanstieg (120-135 mmHg) mit anschlieBendem Druckabfall, der innerhalb von 15
Minuten zu einer Anndherung an die Ausgangswerte fiihrte. Bei der hochsten HlyA-
Dosierung (0.1 HU/ml) wurde das Ausmass des initialen Druckanstiegs nicht weiter
gesteigert. Nachfolgend blieben die Psya-Werte bis zum Versuchsende im Vergleich zu den
anderen HlyA-Dosierungen signifkant erhoht und fielen nicht mehr in den Ausgangsbereich

ab (Abb.7).
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Abb. 7: Verlauf des arteriellen Drucks in der A. mesenterica superior (Psy4) bei einem isolierten, vaskuliir
perfundierten Kaninchenileummodell nach intraarterieller Applikation von vier verschiedenen Dosierungen
E. coli Himolysin (HlyA) zum Zeitpunkt t=0 (je n=4).

Rauten: 0.005 HU/ml , Quadrate: 0.015 HU/ml , Kreise: 0.05 HU/ml , Dreiecke: 0.1 HU/ml. Alle Werte
wurden als Mittelwert +/- SEM angegeben Bei Werten ohne Darstellung der SEM liegt diese innerhalb des
Symbols * p<0.05 getestet gegen zeitlich korrespondierende Werte der Versuche mit 0.005 HU/ml HlyA; §
P<0.05 getestet gegen zeitlich korrespondierende Werte der Versuche mit 0.015 HU/ml ; § p<0.05 getestet
gegen zeitlich korrespondierende Werte der Versuche mit 0.05 HU/ml .
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5.5.2 Mucosale Himoglobinoxygenierung (HbO:i)

Unter Baselinebedingungen lagen die HbO,i-Werte bei 55.4 + 0.78 %. Bei allen verwendeten
HlyA-Dosierungen kam es nach Applikation zu einem steilen Abfall, der nach 0.005 und
0.015 HU/ml HlyA innerhalb von zwei Minuten vollstdndig reversibel war. Nach Injektion
von 0.05 und 0.1 HU/ml HlyA blieben die HbO,i-Werte erniedrigt und zeigten einen

langsamen Wiederanstieg bis zum Versuchsende (Abb.8).
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Abb. 8: Verlauf der spektrophotometrisch gemessenen mucosalen Himoglobinoxygenierung (HbO,i) bei
einem isolierten, vaskulir perfundierten Kaninchenileummodell nach intraarterieller Applikation von vier

verschiedenen Dosierungen E. coli Himolysin (HlyA) zum Zeitpunkt t=0 (je n=4).

Alle Werte wurden als Mittelwert +/- SEM angegeben Bei Werten ohne Darstellung der SEM liegt diese
innerhalb des Symbols * p<0.05 getestet gegen zeitlich korrespondierende Werte der Versuche mit 0.005
HU/ml; § p<0.05 getestet gegen zeitlich korrespondierende Werte der Versuche mit 0.015 HU/ml .
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5.5.3 HbO,i-Histogramme

Vor der Gabe von HlyA zeigten die HbO,i-Werte eine nahezu Gausssche Normalverteilung.
Nach HIyA-Applikation kam es bei allen Dosierungen zu einer Verbreiterung der
histographischen Verteilung der HbO,i-Werte. Diese war bei den Versuchen mit 0.005 und
0.015 HU/ml rasch reversibel und wurde sogar von einer reaktiven Verschiebung zu héheren
HbO,i-Werten gefolgt. Im Gegensatz dazu kam es nach den hoheren HlyA-Dosierungen (0.05
und 0.1 HU/ml) zu deutlichen und anhaltenden Veridnderungen der Verteilung der HbO;i-
Werte: neben hypoxischen und anoxischen Schleimhautarealen (0-30%) fanden sich Areale

mit HbO,i-Werten im hochnormalen oder hyperoxischen Bereich (60-90%) (Abb. 9).
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Abb.  9:  Histographische  Darstellung der  spektrophotometrisch  gemessenen  mucosalen
Himoglobinoxygenierung (HbO;i) bei einem isolierten, vaskulir perfundierten Kaninchenileummodell in
verschiedenen Zeitintervallen (-5 bis 0, 0-5, 5-10, 10-15 min) bei intraarterieller Applikation von vier
verschiedenen Dosierungen E. coli Himolysin (HIlyA) zum Zeitpunkt t=0 (je n= 4). X-Achse:
Hiimoglobinsiittigung; Y-Achse: Hiufigkeit der Siittigungen je 10%-Intervall; Z-Achse: Zeit

A: 0.005 HU/ml; B: 0.015 HU/ml ; C: 0.05 HU/ml ; D: 0.1 HU/ml . Das geschlossene Dreieck markiert den
Jjeweiligen Mittelwert. * p<0.05 im Vergleich zum Ausgangswert.
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5.5.4 Relative mucosale Himoglobinkonzentration (rel Hbyop,)

Im Verlauf der Baseline-Periode kam es zu keinen signifikanten Verdnderungen der relHbgon,
und bei t=0 lag der Mittelwert bei 1.02 = 0.01. Nach Bolusapplikation von HlyA in der
niedrigen bzw. in den mittleren Dosierungen (0.005, 0.015, 0.05 HU/ml) zeigte sich ein
passagerer Abfall. Nach 0.005 und 0.015 HU/ml kam es innerhalb von 2 Minuten zu einem
Wiederanstieg auf das Ausgangsniveau. Im Gegensatz dazu kam es nach 0.05 HU/ml HIyA zu
einem protrahierten und nach 0.1 HU/ml HlyA zu einem sofortigen und deutlichen Anstieg
iiber das Ausgangsniveau hinaus, wobei bei der letztgenannten Dosierung rund das Doppelte

der Ausgangswerte erreicht wurde (Abb. 10).
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Abb. 10: Verlauf der spektrophotometrisch gemessenen relativen mucosalen Himoglobinkonzentration
(relHbg,,,) bei einem isolierten, vaskulir perfundierten Kaninchenileummodell nach intraarterieller
Applikation von vier verschiedenen Dosierungen E. coli Himolysin (HlyA) zum Zeitpunkt t=0 (je n=4).

Alle Werte wurden als Mittelwert +/- SEM angegeben. Bei Werten ohne Darstellung der SEM liegt diese
innerhalb des Symbols.
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5.5.5 Mucosal-arterielle CO;-Differenz (ApCO:i)

Unter Baselinebedingungen lag die ApCOsi bei 48.9 + 2.2 mmHg. Nach Applikation von
HIlyA wurde ein dosisabhingiger Anstieg beobachtet. Nach 0.005 und 0.015 HU/ml HIyA war
der Anstieg voriibergehend und reversibel, wihrend nach 0.05 HU/ml HIyA bis zum
Versuchsende die Ausgangswerte nicht mehr erreicht wurden. Nach 0.1 HU/ml HlyA fand
sich ein bis zum Versuchende anhaltender stetiger Anstieg der ApCO,i-Werte (Abb. 11).

$
60~ b
50+ *
40_ /
A
30_ *

ApCO,i (mm Hg)

Zeit (min)

Abb. 11: Verlauf der mucosal-arteriellen pCO,-Differenz (ApCO,i) bei einem isolierten, vaskulir
perfundierten Kaninchenileummodell nach intraarterieller Applikation von vier verschiedenen Dosierungen
E. coli Himolysin (HIyA) zum Zeitpunkt t=0 (je n= 4).

Alle Werte wurden als Mittelwert +/- SEM angegeben. Bei Werten ohne Darstellung der SEM liegt diese
innerhalb des Symbols. Rauten: 0.005 HU/ml , Quadrate: 0.015 HU/ml , Kreise: 0.05 HU/ml , Dreiecke: 0.1
HU/ml . * p<0.05 getestet gegen zeitlich korrespondierende Werte der Versuche mit 0.005 HU/ml ; § p<0.05
getestet gegen zeitlich korrespondierende Werte der Versuche mit 0.015 HU/ml , $ p<0.05 getestet gegen
zeitlich korrespondierende Werte der Versuche mit 0.05 HU/ml .
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5.5.6 Darmgewicht (AG)

In der Baselineperiode kam es zu keinem signifikanten Verdnderung von AG. Die Gabe von
HlyA bewirkte eine dosisabhingige Zunahme von AG, die nach 0.1 HU/ml HlyA am
deutlichsten war (Abb. 12).
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Abb. 12: Verinderung des Organgewichtes (AG) bei einem isolierten, vaskulir perfundierten
Kaninchenileummodell nach intraarterieller Applikation von vier verschiedenen Dosierungen E. coli
Hiimolysin (HlyA) zum Zeitpunkt =0 (je n=4).

Rauten: 0.005 HU/ml , Quadrate: 0.015 HU/ml , Kreise: 0.05 HU/ml , Dreiecke: 0.1 HU/ml . Alle Werte
wurden als Mittelwert +/- SEM angegeben Bei Werten ohne Darstellung der SEM liegt diese innerhalb des
Symbols * p<0.05 getestet gegen zeitlich korrespondierende Werte der Versuche mit 0.005 HU/ml ; § p<0.05
getestet gegen zeitlich korrespondierende Werte der Versuche mit 0.015 HU/ml ; $ p<0.05 getestet gegen
zeitlich korrespondierende Werte der Versuche mit 0.05 HU/ml .
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5.5.7 Sauerstoffaufnahme (VO,)

Die Sauerstoffaufnahme zeigte ausschlielich nach Applikation der hochsten Konzentration
von HlyA (0.1 HU/ml) einen signifikanten Abfall gegeniiber dem Ausgangswert. Bei den drei
anderen Dosierungen zeigte sich keine Anderung gegeniiber den Basiswerten vor

Toxinapplikation (Abb. 13).
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Abb. 13: Sauerstoffaufnahme (VO,) bei einem isolierten, vaskuliir perfundierten Kaninchenileummodell vor

und nach intraarterieller Applikation von vier verschiedenen Dosierungen E. coli Himolysin (HIyA).

Alle Werte wurden als Mittelwert +/- SEM angegeben. * p<0.05 gegen den Ausgangswert bei 0.1 HU/ml .
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5.5.8 Peristaltik

Es wurden Frequenz, Grundtonus und Kontraktionsdruck der Kontraktionen ausgewertet. Die
Frequenz der Peristaltik dnderte sich bei keiner der von uns verwendeten HlyA-Dosierungen.
Ebenso konnte nach Applikationen von 0.005, 0.015 und 0.05 HU/ml HlyA keine Anderung
des Grundtonus und des Kontraktionsdruckes festgestellt werden. AusschlieBlich nach
Injektion von 0.1 HU/ml HlyA konnte eine stetige Zunahme des Kontraktionsdrucks auf
einen Mittelwert von 2.57 +/- 1.04 mmHg beobachtet werden.

5.5.9 Blutgasanalyse, Blutbild, Serumwerte

Bei den arteriellen Werten der Blutgasanalyse (pO,, pCO,, Standardbicarbonat und pH)
ergaben sich unabhingig von der HlyA-Dosis im Versuchsverlauf keine signifikanten

Verianderungen (Tabelle 3).

Tabelle 3: Arterielle Blutgasanalyse eines isoliert perfundierten Kaninchenileummodells

vor und mach Gabe von E. coli Himolysin (HlyA).

Standardbicarbona PCO, PO,
pH t
(mmol/l) (mmHg) (mmHg)

T=0

7.38 +/- 0.005 23.3+/-0.3 383+/-1.2 4754 +/-9.5
(vor)
T=15 min

7.39 +/-0.01 22.5+/-0.5 382 +/-0.8 4482 +/- 14.7
(nach)

Die Angabe der Werte erfolgte als Mittelwert +/- SEM (n=17).
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Bei den Serumwerten zeigte sich iiber alle Versuche am Versuchsende ein geringer Anstieg
des Laktatkonzentration ohne Unterscheide zwischen des Dosisgruppen. Ebenso zeigte sich
am Versuchsende ein durchschnittlich hoherer LDH-Wert. Alle iibrigen Parameter (Hb, K,

Na, Glucose) zeigten keine Verdnderungen im Versuchsverlauf (Tabelle 4).

Tabelle 4: Himoglobinkonzentration und Serumwerte (art. Blutentnahme) eines isoliert

perfundierten Kaninchenileummodells vor und mach Gabe von E. coli Himolysin (HlyA).

Hb Laktat K Na Glucose LDH
(g/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l)| (mg/dl) un
=0 8.1+/-| 23+/- 4.6 +/- 1422 | 219.5+/- | 149.4 +/-
(vor) 0.13 0.1 0.13 +/-0.75 6.5 6.5
T=15min | @34/ | 294/~ | 47+/- | 142.6 |218.9+- | 251.4+/-
(nach ) 0.08 0.16 0.9 +/-0.45 6.5 4.2

Die Angabe der Werte erfolgte als Mittelwert +/- SEM (n=17).
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6 Diskussion

6.1 Versuchsaufbau und Messmethoden

Fiir die Untersuchungen wurden Kaninchen als Versuchstiere ausgewéhlt, die sich durch eine
fiir die Praparation geeignete Grofle auszeichneten. Es zeigte sich, dass es moglich war, ein
komplett isoliertes, vaskulédr perfundiertes [leummodell zu praparieren und dieses ex-vivo in
eine stabile Steady-State Phase zu bringen, so dass organphysiolgische Untersuchungen
durchgefiihrt werden konnten (57, 58, 59). Durch die komplette Isolierung und die
flusskonstante Perfusion konnten die FEinfliisse eines bakteriellen Exotoxins auf die
Mucosaperfusion unabhingig von Verdnderungen globaler kardio-pulmonaler Variablen

durchgefiihrt werden.

Zundchst wurden die Basisbedingungen des Versuchsmodells in unabhingigen Versuchen
gepriift. Es musste zunichst geklart werden, ob und wie eine ausreichende Oxygenierung des
isolierten Ileums erreicht werden konnte. Wegen der sehr hohen Sauerstoffaufnahme des
Intestinums konnte, anders als bei isolierten Organmodellen der Lunge oder des Herzens, die
Perfusion nicht mit einem erythrozytenfreien Perfusat durchgefiihrt werden, da auf diese
Weise nur mit unphysiologisch hohen Perfusatfliissen ein ausreichendes Sauerstoffangebot zu
erzielen gewesen wire. Aus diesem Grund mussten dem Perfusat gewaschene

Kaninchenerythrozyten als Sauerstofftrager beigemischt werden.

Als weiterer Punkt war zu klidren welcher Perfusatfluss fiir ein ausreichendes
Sauerstoffangebot notwendig war. In entsprechenden Experimenten =zeigte sich eine
Abhingigkeit der Sauerstoffaufnahme (VO,) vom Perfusatfluss unterhalb einer Flussrate von
45 ml/100g Gewebe/min. Hierbei stellte bei gleichbleibender Himoglobinkonzentration und
Perfusatoxygenierung der Perfusatfluss die entscheidende Determinate fiir das
Sauerstoffangebot (DO;) dar. Bei einem Perfusatfluss von 55 ml/100g Gewebe/min konnte
somit davon ausgegangen werden, dass das Sauerstoffangebot den Sauerstoffbedarf des
Ileumpriparates komplett abdeckt und keine Hypoxie besteht. Eine weitere Steigerung des
Perfusatflusses hétte zwar zu einer héheren DO,, nicht aber zur VO,-Steigerung gefiihrt. Ein
weiteres Zeichen fiir die ausreichende Oxygenierung fand sich in der intakten
Schrankenfunktion des Ileumpréiparates. Eine Ischdmie fiihrt am Intestinum sehr rasch zu

einer Schrankenstorung mit Odembildung. Diese konnte anhand des konstanten
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Gewichtsverlaufs in der Steady-State- und Baseline-Phase ausgeschlossen werden, was auf
eine intakte Permeabilitit und ungestorte Perfusionsverhiltnisse schlieBen lie. Unter diesen
Bedingungen lag die DO, bei 6.8 +/- 0.17 ml O,/100g Gewebe/min, wobei in der Literatur
kritische untere DO,-Grenzwerte fiir das isolierte Jejunum oder Ileum zwischen 4.8 +/- 1.5
und 6.0 +/- 0.2 ml O,/100g Gewebe/min angegeben werden (52). Auch die stabile Baseline
der mucosalen Hidmoglobinoxygenierung (ndheres dazu siehe unten) von 55.4 +/- 0.78% war
in guter Ubereinstimmung mit vergleichbaren Messungen des mucosalen HbO, bei

Ganztierversuchen mit Schweinen (49.1 +/- 3.84%; [53]).

Der Druck in der A. mesenterica superior lag hingegen niedriger als in vivo, wobei es sich um
eine Konsequenz der Denervierung handelt. Zudem wies das Perfusat eine niedrigere
Viskositit als Vollblut auf. Ahnliche Beobachtungen wurden in einem isoliert perfundierten
Intestinum der Ratte gemacht, wo der Psya mit 34.4 +/- 3.6 mmHg gemessen wurde (18, 73).
Ein spontaner Anstieg des Psva zeigte in dem hier beschriebenen Modell eine Entgleisung
mit Storung weiterer physiologischer Parameter an, weswegen entsprechende Priparationen

konsequent von der weiteren Versuchsdurchfiihrung und Auswertung ausgeschlossen wurden.

Zur Beantwortung der Fragestellungen wurden eine Reihe pathophysiologisch relevanter
Parameter im Versuchsverlauf erfasst. Zur Messung der Mucosaperfusion wurde ein EMPHO
II® (Erlangen Mikrolichtleiter Spektrophotometer) eingesetzt und damit die Parameter
mucosale Hidmoglobinoxygenierung (HbO,i) und relative H&moglobinkonzentration
(relHbkonz) gewonnen. Das Gerit arbeitet nach dem Prinzip der
Remissionsspektrophotometrie und wurde bereits bei Untersuchungen an anderen
Tiermodellen sowie bei Patienten erfolgreich eingesetzt. Die Zuverlédssigkeit dieses
Messverfahrens konnte experimentell tiber den Vergleich mit der Wasserstoff-Clearance als
Referenzmethode nachgewiesen werden (23, 51, 52, 53, 60, 61). Da das Licht nur bis zu einer
Tiefe von rund 250 um in die Schleimhaut eindringt, kann davon ausgegangen werden, dass
die Messergebnisse ausschlieBlich die Verhéltnisse in der Mucosa wiederspiegeln, wahrend
tiefere Wandabschnitte auf die Messergebnisse keinen Einfluss nehmen. Der in der
Darmschleimhaut dominierende Farbstoff ist Hamoglobin, dessen Oxygenierungsgrad
aufgrund unterschiedlicher Absorptionsspektren fiir oxygeniertes und desoxygeniertes
Héamoglobin als absolute Grofle genau bestimmt werden kann. Andere Pigmente wie Melanin,
Myoglobin oder Bilirubin kommen in der Darmschleimhaut nur in so geringer Menge vor,

dass sie die Messungen nicht beeinflussen. Durch die Peristaltik des Darmes kam es zu
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feinsten tangentialen Verschiebungen zwischen Lichtleiter und Darmwand, so dass nicht ein
Punkt gemessen wurde, sondern die Werte eines kleinen Mucosaareals in die Messungen
einflossen. Unter Berlicksichtigung der hohen Messfrequenz von 66 Spektren/s und der
geringen Grofle des Messvolumens (~ 90x90x250 um) fiir jedes Einzelspektrum war es daher
moglich neben Verdnderungen der Messwerte iiber die Zeit auch lokale
Perfusionsinhomogenitéten zu erfassen. Die Messung der mucosalen
Héamoglobinkonzentration war nur als relative Grofle mdglich. Fiir eine Messung in absoluten
Einheiten wire eine genaue Kenntnis des bei der Messung erfassten Gewebevolumens
erforderlich gewesen, ein Problem, das mit der vorhandenen Technik bisher nicht gelost
werden kann. Anhand von Experimenten, die der Evaluation der Messtechnik dienen sollten,
ergab sich ein exponentieller Zusammenhang zwischen Perfusatfluss (bzw. DO;) mit dem
spektrophotometrisch gemessenen HbO,i, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass
Verdanderungen der Mucosaperfusion mit der bei den Versuchen mit Exotoxin zum Einsatz

kommenden Messtechnik erfassbar waren (49, 50).

Als weiterer Parameter wurde die intramucosal-arterielle pCO,-Differenz (auch pCO,-Gap
genannt) gemessen. Von Messungen an Hohlorganen ist bekannt, dass der intraluminale CO,-
Partialdruck sich sehr schnell an der intramucosalen pCO; angleicht und es somit moglich ist,
tiber intraluminale Messungen den intramucosalen pCO, zu bestimmen (62, 63). Davon
ausgehend wurde von Fiddian-Green fir den humanmedizinischen Gebrauch eine Methode
entwickelt, bei der durch Messung des intraluminalen pCO, und der arteriellen
Bicarbonatkonzentration mit Hilfe einer modifizierten Henderson-Hasselbalch-Gleichung der
intrazelluldire pH von Mucosazellen berechnet wurde, um daraus Riickschliisse auf die
Mucosaperfusion zu ziehen (46). An der Validitdt der so erhobenen Messdaten wurde intensiv
Kritik getibt (47). Als Parameter mit groerer Verldsslichkeit hat sich der pCO,-Gap etabliert
(64, 65, 66). Eine der Ursachen fiir dessen Anstieg ist eine herabgesetzte Mucosaperfusion,
deren Folge eine verminderte Auswaschung von CO; und ein vermehrter Anfall von Protonen
durch anaeroben Stoffwechsel ist. Nach der Gleichung H' + HCO; — CO, + H,0 fiihren die
Protonen zu einer vermehrten CO,-Bildung aus Bicarbonat und damit ebenfalls zu einer
Erhohung des intramucosalen pCO,. Andererseits kann es auch bei ungestorter Perfusion zur
Beeintrichtigung des Zellmetabolismus mit nachfolgender Azidose und nach der genannten
Gleichung auch zu einem Anstieg des CO,-Gap kommen. Im Ileum spielt im Gegensatz zu

anderen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes (Magen, Duodenum, Colon) Kohlendioxid
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luminaer Herkunft keine Rolle und kann somit in diesem Darmabschnitt nicht zu
Verfélschungen der Messergebnisse fithren. Die in der Humanmedizin zur Messung benutzten
kommerziell verfiigbaren Tonometer, die an ihrer Spitze einen Ballon aufweisen, der mit
physiologischer Kochsalzlosung gefiillt wird, haben eine Reihe methodischer Probleme, wie
die lange Aquilibrationszeit (~ 90 Minuten) zwischen Ballonfliissigkeit und der Umgebung
und die Messungenauigkeit, die u.a. bei der CO,-Messung aus physiologischer
Kochsalzlosung mittels konventioneller Blutgasanalysatoren entstehen. AuBBerdem lassen sich
nur Messungen zu vorherbestimmten Zeitpunkten durchfiihren, kurzfristige Schwankungen
werden nicht erfasst und der Verlauf somit nur tendenziell dokumentiert. Aufgrund der
BallongrofB3e iiblicher Tonometersysteme wire der Einsatz am Kaninchenileum ohnehin nicht
moglich gewesen, so dass eine andere Methodik eingesetzt werden musste. Die vorgenannten
Probleme wurden durch den FEinsatz eines Systems zur kontinuierlichen pCO,-Messung
mittels Mikrolichtleitern gelst (Paratrend™). Die zuverldssige Arbeitsweise dieses
Messgeriates wurde durch die intravasale Verwendung nachgewiesen (62, 63) und konnte
auch fiir die intraluminale Messung im Magen-Darm-Trakt validiert werden (47). Neben dem
kontinuierlichen Messmodus ist in der geringen GroBe des zur Messung verwendeten Sensors
ein weiterer Vorteil zu sehen, so dass es nicht zu Messartefakten durch lokale Druckausiibung
auf die Mucosa kommen konnte. Durch die Platzierung der Sensoren filir die
Remissionsspektrophotometrie und die intramucosale pCO,-Messung unter direkter visueller
Kontrolle konnten diese unter Vermeidung von lokalem Druck, der die Schleimhautperfusion
artifiziell hatte beeinflussen konnen, in das Darmlumen eingebracht und an die Mucosa
angelegt werden, ohne dass sich die Messungen gegenseitig beeinflussen konnten. Beziiglich
des pCO,-Gap wurden Normalwerte <8 mmHg publiziert. Diese Daten stammen jedoch von
tonometrischen Messungen am Magen. Messungen, die mit einer fiberoptischen Sonde am
Ileum von gesunden Schweinen vorgenommen wurden ergaben Werte zwischen 7.2 und 15
mmHg, die sehr gut mit den in dieser Arbeit gemessenen Baselinewerten iibereinstimmen

(65).

Die Erfassung von Organgewicht (AG) und Druck in der A. mesenterica superior (Pgsmya)
erfolgte mit Routinemethoden eines  organphysiologischen = Messplatzes.  Die
Versuchsdurchfiihrung erfolgte bei konstanter Perfusion (flusskonstantes Modell). Die
Validitit des gewahlten Untersuchungsmodells wurde durch die Stabilitidt der Messparameter

in der Steady-State und Baseline-Periode unterstiitzt.
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6.2  Effekte einer E. coli Himolysin (HlyA) -Bolusapplikation

Die Applikation von HlyA fiihrt zu einer Vasokonstriktion, die bei konstantem Perfusatfluss
zum Anstieg des Pgya fiihrte. Parallel hierzu kam es zu einem voriibergehenden Abfall der
Hamoglobinoxygenierung und Hamoglobinkonzentration in der Mucosa (HbO»i und
relHbkonz). Ursdchlich lag diesen Befunden eine Vasokonstriktion zugrunde, die im Bereich
der Mucosaperfusion am ausgepriagtesten war. Auch wenn die transmurale Verteilung des
Perfusatflusses nicht unmittelbar gemessen werden konnte, kann von einer Umverteilung von
der Mucosa zu Gunsten der Muscularis und/oder Serosa ausgegangen werden. Vergleichbare
Befunde einer Mucosa-Muscularis Umverteilung wurden in einem Ganztiermodell am Hund
nach Endotoxin-Gabe erhoben (17). Ein Einfluss von LPS bei den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Versuchen konnte anhand von Kontrollexperimenten ausgeschlossen werden.
Nach der initialen Vasokonstriktion kam es zu einem Wiederanstieg von HbO,i und
relHbkon,. In dieser Phase kam es dosisabhingig zu Stérungen der Mikrozirkulation in der
Mucosa. Die Datenanalyse legt hierfir die Existenz zweier Mechanismen nahe:

Perfusionsfehlverteilung und postkapillire Vasokonstriktion.

Perfusionsfehlverteilung: vor Applikation von HlyA zeigte sich eine homogene, nahezu
Gaussche Verteilung der HbO,i-Werte mit einem Mittelwert von rund 55% und geringer
Streubreite. Bei den hoheren HlyA-Dosierungen zeigte sich die Verteilung vollig verdandert.
Es fand sich jetzt eine breite Streuung der Werte wobei sowohl hyperoxische (HbO,i > 70-
80%) als auch hypoxische bis nahezu anoxische Mikroareale (HbO,i < 20%) gefunden
wurden. Das ist mit einer lokalen Minderperfusion bis hin zum Perfusionsstillstand bei
gleichzeitiger Existenz von hyperperfundierten Schleimhautarealen zu erkldren. Eine solche
Perfusionsinhomogenitét erkldrt auch den Anstieg der mucosal-arteriellen pCO,-Differenz
(pCO,-Gap, ApCO,). Durch die Malperfusion kommt es zu einem verminderten Abtransport
des lokal gebildeten CO,, dessen Bildung durch anaeroben Stoffwechsel mit Azidose und
Bicarbonatpufferung zudem noch gesteigert ist. Die intraluminale Messung des pCO; erlaubt
keine Aussagen zur lokalen Inhomogenitit der CO,-Bildung, die Vermutung, dass es wie
beim HbO,i auch beim pCO; zu einer Heterogenitit der lokalen pCO,-Mucosaspiegel kommt

ist aber naheliegend.
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Postkapillire Vasokonstriktion: nach der initialen Reduktion der relHbg,,,-Werte parallel
zum initialen Anstieg des Psya kam es bei den hoheren HlyA-Dosierungen zu einem
progredienten Anstieg der mucosalen Hémoglobin-Konzentration. Da dieser von einer
Mucosahypoxie begleitet wurde, erscheint eine vermehrte kapillire Mucosaperfusion als
Erklarung hierfiir nicht ausreichend. Statt dessen lassen sich die Daten am ehesten durch eine
Blutstauung in Folge einer postkapilliren Vasokonstriktion deuten, ein Phdnomen, das auch
unter klinischen Bedingungen bei Sepsis beschrieben wurde (67, 68, 69). Der daraus
resultierende Anstieg des kapilldren Filtrationsdrucks diirfte neben einer erhohten kapilldren
Permeabilitit zur dosisabhingigen Odembildung der Organpriparate mit konsekutivem
Gewichtsanstieg beigetragen haben. Eine erhohte endotheliale Permeabilitit fiir geloste
Substanzen und kleine Proteine nach HlyA-Gabe wurde bereits in der isolierten

Kaninchenlunge (41, 42) und an Monolayers von Endothelzellkulturen nachgewiesen (70,

71).

Uber HlyA-bedingte Verinderungen in der Muscularis lassen sich anhand der durchgefiihrten
Untersuchungen allenfalls fragmentarische Aussagen machen. Das AusmalB} des initialen
Anstiegs des Pgya legt eine Vasokonstriktion nach HlyA-Applikation auch in diesem
Kompartiment nahe. Verdnderungen der Peristaltik bzw. des basalen Tonus als Zeichen einer
signifikanten Storung von Muscularis-Funktionen entwickelten sich in moderater Form
ausschlieBlich nach der hochsten HlyA-Dosierung, ein Befund, der die im Vergleich zur

Mucosa geringere Empfindlichkeit der Muscularis gegeniiber HIyA zeigt.

Insgesamt kann also davon ausgegangen werden, dass es durch geringe Dosierungen von
HIlyA zu einer schweren Mikrozirkulationsstorung der intestinalen Mucosa kommt, die mit
einem Mismatch von lokalem Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf einhergeht. Dem liegt
eine Inhomogenitét des kapilldren Perfusatflusses der Mucosa zu Grunde. Diese Storungen
entwickeln sich bei unveridndertem Gesamt-Perfusatfluss und unverénderten Variablen des
Sauerstoff-Angebotes. Daraus zeigt sich, dass die systemische Hadmodynamik und das
mesenteriale Sauerstoffangebot keine Riickschliisse auf die Mucosaperfusion erlauben.
Zuséatzlich zur kapilldren Perfusionsinhomogenitit entwickelt sich nach HlyA-Gabe eine
vendse Kongestion und eine kapilldre Schrankenstorung. Ingesamt zeigen die gefundenen
Veranderungen Parallelen zu den Mikrozirkulationsstérungen wie sie beim septischen Schock
gefunden werden. Pathogenetisch kdnnten also neben Endotoxin auch bakterielle Exotoxine

in diesem Zusammenhang von Bedeutung sein. Die sich entwickelnde Stérung der mucosalen
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Barrierefunktion konnte eine Grundlage zur Translokation von Mikroorganismen oder deren

Toxinen aus dem Lumen in die Zirkulation bilden.

7 Zusammenfassung

Ein Ziel der Arbeit bestand im Aufbau eines organphysiologischen Darmmodells
einschlieBlich der zugehorigen Messmethoden. Dieses Ziel konnte durch die Etablierung
eines Modells des komplett isolierten, vaskuldr perfundierten Ileums des Kaninchens
realisiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass sich das Modell in eine stabile Baseline-
Phase bringen ldsst und die zur Anwendung kommenden Messmethoden valide Daten liefern.
Anhand unabhéngiger Experimente zeigte sich, dass die mucosale Mikrozirkulation mit einer

Methode auf Basis der Remissionsspektrophotometrie gemessen werden konnte.

Nach Gabe von Escherichia coli Himolysin (HlyA) entwickelte sich bei unverdndertem
Perfusatfluss durch das Gesamtorgan eine Minderperfusion der Mucosa, die durch eine
Umverteilung zugunsten tieferer Wandabschnitte bedingt war. Dariiber hinaus zeigte sich eine
Perfusionsinhomogenitét mit breiter Streuung der mucosalen Himoglobinoxygenierung. Trotz
unverdndertem und auf das Gesamtorgan bezogen ausreichendem Sauerstoffangebot fanden
sich nach HlyA-Gabe hypoxische Mucosaareale. Das zeigt den fraglichen Wert von Variablen
der systemischen oder regionalen Perfusion, die die Mucosaperfusion im Splanchnikusgebiet
nicht wiederspiegeln. Zusétzlich zu den Mikrozirkulationsstorungen der Mucosa entwickelte
sich eine vendse Kongestion sowie eine Schrankenstdrung mit kapillirem Leakage. Die
Verdnderungen nach HlyA-Gabe waren dosisabhingig und zeigten Parallelen zu den
Mikrozirkulationsstdrungen, die bei Sepsis und septischem Schock beobachtet werden. Das
legt in diesem Zusammenhang eine mogliche Relevanz von Exotoxinen wie dem hier
untersuchten porenbildenden E. coli Hdmolysin nahe. Ferner kann spekuliert werden, dass
durch die Beeintrichtigung der mucosalen Schrankenfunktion eine Translokation von
Mikroorganismen oder deren Toxinen aus dem Darmlumen in die systemische Zirkulation

ermoglicht wird.
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Conclusion

In the present study, we employed an isolated, vascular perfused rabbit ileum to assess the
effects of HIyA on the splanchnic circulation independent of changes in global

hemodynamics.

Micro-lightguide spectrophotometry was engaged for direct assessment of microvascular
haemoglobin oxygenation and its spatial distribution as well as capillary haemoglobin
concentration in the ileal mucosal layer. Very low doses of HlyA were found to evoke
profound microcirculatory disturbances in this compartment. Despite maintenance of global
oxyen delivery, marked perfusion maldistribution with the appearance of severly hypoxic
areas occurred within the mucosal microvasculature, accompanied by capillary leakage and
venous congestion. Such a defective mechanism of local oxygen utilization despite
maintained macro-hemodynamics is reminiscent of circulatory disturbances in septic shock.
The data identify E. coli hemolysin as a putative contributor to splanchnic mucosal damage in

states of sepsis and severe infection.
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9 Abkiirzungsverzeichnis

Aa.
ACE
AP
ARDS
avDO,
CPD
CO;,
CaO;,
cNOS
CvO,
dl
DNA
DNS
DO,
EDRF
EMPHO 11°
HAES
Hb
HbO,i
HIlyA
HU

LE.

Arteriae

Angiotensin converting enzyme

Arterieller Druck

Adult Respiratory Distress Syndrome
Arteriovendse Sauerstoffdifferenz
Citrat-Phosphat-Dextrose-Puffer
Kohlendioxid

Arterielle Sauerstoftkonzentration

konstitutive NO-Synthetase

Venose Sauerstoftkonzentration

Deziliter

Deoxyribonucleic Acid
Desoxyribonukleinsdure

Sauerstoffangebot

Endothelial Derived Relaxing Factor

Erlangen Micro-lichtleitere Spectrophotometer
Hydroxyaethylstirke
Hiamoglobinkonzentration

Prozentuale Sauerstoffséttigung des Himoglobins intramukosal
Héamolysin A (Enterotoxin des Bakteriums Escherichia Coli)
Hemolytic Unit (H&molytische Einheit)

Internationale Einheit
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IFN Interferon

IL-1 Interleukin 1

IL-6 Interleukin 6

iINOS induzierbare NO-Synthetase
K Kalium

kg Kilogramm

KG Korpergewicht

KHB Krebs-Henseleit-Puffer
LDH Laktatdehydrogease

mg Milligramm

ml Milliliter

min Minute

mmHg Millimeter Quecksilbersiule
MOV Multiorganversagen

MW Mittelwert

Na Natrium

NaCl Natriumchlorid

NO Stickstoffmonoxid

PAGGS-M  Phosphat-Adenin-Guanosin-Glucose-Sorbitol-Mannitol Stabilisatorlosung

PAMP pathogen associated molecular pattern
P02 Arterieller Sauerstoffpartialdruck
pCO, CO, —Partialdruck

pO2 O,-Partialdruck

PGI, Prostacyclin



PRR Pattern Recognition Receptor
pvO2 Venoser Sauerstoffpartialdruck
rel Hbyons, Relative Himoglobinkonzentration

6-Keto-PGF, 6-Keto-Prostacyclin Fj4

S.0, Arterielle Sauerstoffsittigung

SEM Standardfehler des Mittelwertes

SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome
S,0» Venose Sauerstoffsittigung

TNF-a Tumornekrosefaktor o

U Unit

VO, Sauerstoffaufnahme
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