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Verze
Abku

ichnis der verwendeten
rzungen

BGA arterielle Blutgasanalyse

EMPHO Akronym fiir ,Erlanger Mikrolichtleiter-Photospektrometer*

FITC Fluoreszein-Isothiocyanat

IVM Intravitalmikroskopie

LICOX  Gerdatename der polarographischen Sauerstoffsonde

TNBS Trinitrobenzol-Sulphonséure

Abkiirzung | Definition Einheit

NEITC Konzentration der markierten Erythrozyten 1/nl
(markierte Erythrozyten/Blutvolumen)

frire Frequenz der in einer Kapillare passierenden markier- | 1/min
ten Erythrozyten (markierte Erythrozyten/Minute)

HEkt Hématokrit %
(Erythrozytenvolumen / Blutvolumen)

Hktgys systemischer Hamatokrit %

Hkticro kapillarer Hamatokrit %

Nrrre Anteil der markierten Erythrozyten am Gesamtvolu- | 1/nl
men aller Erythrozyten
(markierte Erythrozyten/Erythrozytenvolumen)

Q kapillarer Zellfluss (Erythrozytenvolumen/Minute) nl/min

CBF kapillarer Blutfluss (Blutvolumen/Minute) nl/min

Hbg,: Oy mit dem EMPHO gemessene Sauerstoffsattigung des | %
Hémoglobins

rel.[HO| mit dem EMPHO gemessene relative Hamoglobinkon-

zentration
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viii VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKURZUNGEN

Abkiirzung | Definition Einheit

pOs Sauerstoffpartialdruck mmHg

PrmueO2 mit dem LICOX gemessener Sauerstoffpartialdruck im | mmHg
Gewebe

PartO2 in der arteriellen Blutgasanalyse gemessener Sauerstoft- | mmHg
partialdruck

PartCOs in der arteriellen Blutgasanalyse gemessener Kohlendi- | mmHg
oxydpartialdruck

EID endinspiratorischer Druck cmHyO




Einleitung

Eine Zelle im lebenden Gewebe kann ihre Funktion nur dann uneingeschrénkt aus-
iiben, wenn ihre Blutversorgung - und damit die Sauerstoffversorgung und der
Austausch der Stoffwechselprodukte - gewéhrleistet ist. Insbesondere bei schwe-
ren Erkrankungen und lebensbedrohlichen Zusténden ist die Qualitit der Blut-
versorgung in der Endstrombahn und die Menge an Sauerstoff, die der Zelle zur
Verfiigung steht, von vitaler Bedeutung. Detaillierte Kenntnisse der Mikrozirku-
lation und der Sauerstoffversorgung des Gewebes konnten uns weitere Aufschliisse
tiber die Pathogenese und den Verlauf vieler Erkrankungen (z.B. des Multiorgan-
versagens) geben und somit weitere Fortschritte in der Diagnostik und Therapie
ermoglichen. Wahrend die physiologischen Vorgéange der Makrozirkulation der
Beobachtung relativ leicht zugénglich sind - die quantitative Bestimmung der
Blutgase im arteriellen und vendsen System wird beispielsweise routineméfig kli-
nisch durchgefiihrt -, sind Untersuchungen im Bereich der Mikrozirkulation und
des Gasaustausches auf kapillarer Ebene auch heute noch weitgehend im expe-
rimentellen Stadium. Das liegt daran, dass die verwendeten Methoden entweder
fiir den Einsatz in der klinischen Routine technisch zu aufwendig oder iiberhaupt
nicht geeignet sind oder die Aussagekraft der von ihnen bestimmten Parameter
noch nicht klar ist.

Den Goldstandard fiir Untersuchungen der Mikrozirkulation stellt derzeit die
Intravitalmikroskopie dar. Diese Methode kann jedoch aufer an der Haut [1], in
der Mundhohle [2] und an der Zunge [3| am Patienten nicht eingesetzt werden.
Messungen an Organen, die bei vital bedrohlichen Erkrankungen (z.B. Multior-
ganversagen) eine mafgebliche Rolle spielen, sind nur tierexperimentell moglich.
In unserer Arbeitsgruppe ist die Intravitalmikroskopie an Pankreas, Darm, Leber
und Lunge tierexperimentell etabliert [4, 5, 6, 7, 8, 9]. Doch auch im Tierex-
periment kann die Intravitalmikroskopie zwar als einzige Methode die Mikrozir-
kulation direkt visualisieren, iiber den letztlich entscheidenden Parameter, die
Sauerstoffversorgung des Gewebes, gibt sie aber nur indirekt Auskunft.

Daher ist man seit langem auf der Suche nach alternativen, klinisch einfacher
handzuhabenden Techniken. Als vielversprechende Methode hat sich die spektro-
metrische Bestimmung der Sauerstoffséittigung des Hamoglobins herausgestellt.
Geréte, die sich dieser Technik bedienen, kénnen in der Regel auch intraope-
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2 EINLEITUNG

rativ und endoskopisch angewendet werden, so dass eine Untersuchung innerer
Organe am Patienten moglich ist [10, 11, 12|. Ein solches Instrument ist das
Erlanger Mikrolichtleiter-Photospektrometer (EMPHO), das mittels eines fle-
xiblen Mikrolichtleiters ein so kleines Erfassungsvolumen erreicht, dass damit die
kapillare Sauerstoffsittigung des Hadmoglobins bestimmt werden kann. Mit dem
EMPHO kann mit einer ausreichend hohen ¢rtlichen und zeitlichen Auflésung ge-
messen werden, um die Regulationsmechanismen auf mikrozirkulatorischer Ebene
zu studieren [13, 14]. Das EMPHO wurde bereits mehrfach klinisch eingesetzt,
z.B. zum postoperativen Monitoring von Hautlappenplastiken und intraoperativ
in der Neurochirurgie |15, 16, 17, 18|. Allerdings sind die Erfahrungen mit dem
EMPHO bislang auf wenige Organe beschréankt. Auferdem ist weder klar, wie
aussagekriftig die Bestimmung der Sauerstoffsattigung des Hamoglobins und der
relativen Hamoglobinkonzentration mittels des EMPHO ist, noch, wie die Mess-
parameter des EMPHO auf bestimmte pathologische Verdnderungen wie z.B. Hy-
povoldmie reagieren. Der Darm ist fiir die Untersuchung solcher Verdnderungen
ein besonders interessantes Organ: Mikrozirkulationsstérungen bzw. eine unter-
schwellige Minderversorgung des Darmes mit Sauerstoff werden als wesentlichen
Co-Faktoren beim sog. gut barrier failure im Rahmen eines Multiorganversagens
[19, 9] und auch bei verschiedenen Formen der Colitis diskutiert [20, 21, 22, 23].
Zudem ist das Colon relativ leicht endoskopisch zugénglich, so dass nach einer
sorgfiltigen tierexperimentellen Evaluation des EMPHO leicht klinische Studien
durchgefiihrt werden konnten. Mit dem Einsatz des EMPHO am Darm befasst
sich aber bisher lediglich eine tierexperimentelle Arbeit iiber Anastomoseinsuffi-
zienzen 24| und eine klinische Studie an der Rektumschleimhaut [25].

Vor diesem Hintergrund soll die vorliegende Arbeit das EMPHO auf seine
Eignung zur Erforschung der Mikrozirkulation und der Sauerstoffversorgung des
Gewebes untersuchen. Dazu wird das EMPHO mit dem ,Goldstandard” Intravi-
talmikroskopie (IVM) unter fiinf verschiedenen Bedingungen (Kontrolle, Hypo-
volamie, Geféficlamping, Hypoxie und Colitis) am Colon descendens von Ratten
verglichen. Konkret sollen folgende Fragen geklért werden:

1. Welche unterschiedlichen Teilaspekte der Mikrozirkulation und der Sauerstoftf-
versorgung des Gewebes kénnen mit der IVM und mit dem EMPHO untersucht
werden?

2. Welches sind die Vor- und Nachteile der Photospektrometrie und welches die
der Intravitalmikroskopie?

3. Korrelieren die Messergebnisse des EMPHO mit denen der Intravitalmikrosko-
pie?

4. Lassen sich die mit der Intravitalmikroskopie beobachteten Veranderungen bei
Colitis auch photospektrometrisch mit dem EMPHO nachvollziehen?
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Da beide Methoden - IVM und EMPHO - einer kritischen Betrachtung unter-
worfen werden, wird als dritte Methode eine polarographische Mikrokatheterson-
de (LICOX) im Sinne einer Referenzmethode eingesetzt. Die polarographische
Messung des Sauerstoffpartialdruckes im Gewebe scheint zu diesem Zweck ge-
eignet, da sie eine bewahrte und weit verbreitete Methode zur Beurteilung der
Sauerstoffversorgung des Gewebes ist und unmittelbar Aufschluss "iiber den der
Zelle zur Verfiigung stehenden Sauerstoff gibt. Das LICOX dient zum einen zur
Uberpriifung und Etablierung der Versuchsanordnung und -bedingungen, zum
anderen zur Verifizierung der Aussagekraft und Zuverlassigkeit der von IVM und
EMPHO erhobenen Messparameter. Die Nachteile des LICOX, namlich dass die
Methode invasiv arbeitet und nicht fiir den endoskopischen Einsatz geeignet ist,
sind in dieser Studie nicht relevant. An entsprechender Stelle werden sie aber im
Rahmen dieser Arbeit kurz zur Diskussion gestellt.
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Kapitel 1

Methoden

1.1 Intravitalmikroskopie (IVM)

Die Methode der Intravitalmikroskopie (IVM) ist in unserer Arbeitsgruppe fiir
verschiedene Organe etabliert, unter anderem auch zur Bestimmung des kapilla-
ren Blutflusses (CBF) am Colon von Ratten [26, 20]. Die Markierung der Ery-
throzyten und die Quantifizierung des kapillaren Blutflusses wird wie von Butcher
[27] und Sarelius 28] beschrieben und von Mithéofer et al. [29] modifiziert durch-
gefiihrt:

Nach intravenoser Injektion von 0,5 ml/kg Korpergewicht homologen Ery-
throzyten (Hamatokrit 50%), die mit Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC)! mar-
kiert sind, wird das vor die Bauchhohle exponierte Colon unter ein Auflicht-
Fluoreszenzmikroskop? (s. Abb. 1.1) platziert. Die Lichtquelle ist eine Xenon-
Hochdrucklampe?, welche mit einem Wirmeschutz- und Anregungsfilter (450 —
490 nm) ausgestattet ist. Mit einem Leica 20/0,32 Objektiv werden an verschie-
denen, zufillig ausgewdhlten Feldern mit 480-facher Vergréfserung Felder von
400 x 325 um (= 0,13 mm?) betrachtet. Das mikroskopische Bild wird mit-
tels einer Videokamera? auf einen Monitor iibertragen und nach dem Fokussieren
auf einem Videoband fiir die anschliefsende Off-line-Auswertung aufgenommen (s.
Abb. 1.2).

Auf diese Weise werden mit der IVM zwei Grofen experimentell bestimmit:
die Frequenz der passierenden, markierten Erythrozyten (frrre [1/min]) und die
Konzentration der markierten Erythrozyten (ng;re [1/nl]). Aus diesen beiden
Grofen und dem systemischen Hamatokrit (Hktg,s) kann dann der C BF' wie im
Folgenden in Formel 1.1 - 1.6 hergeleitet berechnet werden.

Um npire zu bestimmen, wird nach Abschluss des gesamten Messvorganges
eine arterielle Blutprobe entnommen; aus dieser werden in einer Neubauerkammer
in 50 verschiedenen Zéhlfeldern die markierten Erythrozyten gezéhlt.

10,2 ml/kg FITC Isomer I, Sigma, Deisenhofen, Deutschland
2Leitz; Wetzlar, Deutschland

3XBO 100 W/2: Osram, Berlin, Deutschland

4Cohu CCD-4810; San Diego, Calif., USA

7



8 KAPITEL 1. METHODEN
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Aufbaus der Intravitalmikroskopie
nach [30]

Um frrre zu bestimmen, werden pro auf Videoband aufgezeichnetem Messfeld
ca. 20 Kapillaren off-line ausgewertet. Ein Gefafs wird als Kapillare klassifiziert,
wenn es sich nicht weiter verzweigt und die Erythrozyten in einer Reihe, einer
hinter dem anderen, fliefsen. In einem festgesetzten Zeitfenster zahlt ein Beob-
achter die durch eine Kapillare fliekenden markierten Erythrozyten; frrc ist der
Mittelwert aus diesen 20 ausgewerteten Kapillaren pro Feld.

Aus nprre und dem Hktgys zum Zeitpunkt der Bestimmung von npire (¢5,)
wird der Anteil der markierten Erythrozyten am gesamten Volumen an Erythro-
zyten (Nprre [1/nl]) errechnet:

Nrerre = nerre/ Hktgys(tn) (1.1)
Es konnte gezeigt werden, dass das Verhéltnis von markierten zu unbehandelten
Erythrozyten im kapillaren Blut gleich dem im arteriellen ist [28]. So kann aus
frire und Nprre der kapillare Zellfluss (Q [nl/min]) berechnet werden [31]:

Q = frrre/Nrirc (1.2)
Teilt man @) durch den kapillaren Hamatokrit (Hkt,ikr0) zum Zeitpunkt der
Bestimmung von frire (tr), erhélt man den kapillaren Blutfluss (CBF [nl/min]):

CBF = Q/Hktikro(ty) (1.3)

Der Hkt ko ist in Gefilen, in denen der Fahraeus-Effekt wirksam wird (3,3 —
11 pm Durchmesser), also auch in den Kapillaren des Rattencolons (5 — 8 um
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Abbildung 1.2: Beispiel eines auf Videoband aufgenommenen Mikroskopbildes

Durchmesser [32]), niedriger als der HFkt,,,. Albrecht et al. konnten zeigen, dass
HFktikro und Hktg,s in solchen Kapillaren, {iber einen nahezu konstanten Faktor,
der bei Nagetieren experimentell auf 0,76 bestimmt wurde, zusammenhangen
[33]:

Hktiwo = Hktyys x 0,76 (1.4)

Unter Berticksichtigung dieses Faktors wird aus den im Experiment gemessenen
Werten fiir fr;re und ngrre mit den Gleichungen 1.1 bis 1.4 der kapillare Blut-
fluss wie folgt berechnet [33]:

frire
CBF = 1.5
nFITC/Hktsys(tn) X Hk?tsys(tf) X 0, 76 ( )
Unter der Annahme, dass Hkt,,s konstant bleibt und zum Zeitpunkt der Bestim-
mung von frrpe und npppe gleich ist, kiirzt sich Hktgys(t,) und Hktgys(tr) aus
der Gleichung:

fFITC’
CBF = ———— 1.6
Nrrre X 0, 76 ( )
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Zusatzlich zur Bestimmung des C'BF kénnen Aussagen iiber Flusscharakte-
ristika gemacht werden. So kann z.B. das Vorhandensein von intermittierendem
Fluss oder der Prozentsatz der perfundierten Kapillaren (= perfundierte Kapil-
laren / alle im Feld sichtbaren Kapillaren) beurteilt werden.

1.2 Mikrolichtleiter-Photospektrometrie
(EMPHO)

Die spektrophotometrischen Messungen wurden mit dem Erlanger Mikrolichtlei-
ter-Photospektrometer (EMPHO 1I)® durchgefiihrt. Dieses Gerit ermoglicht es,
nicht invasiv, d.h. an der intakten Darmwand, mit einem sehr kleinen Erfassungs-
volumen intrakapillare Himoglobinremissionsspektren zu messen. Das EMPHO
besteht aus vier Einheiten: einer Lichtquelle, einem Lichtleiterkabel, einer Deko-
diereinheit und einem Computersystem. (s. Abb. 1.3)

Das polychromatische, weifse Licht einer Xenon-Hochdrucklampe wird mit ei-
nem Linsensystem in den Sendelichtleiter eingekoppelt und iiber diesen in das Ge-
webe eingestrahlt. Ein Teil des Lichtes wird vom Gewebe riickwérts gestreut und
iiber sechs Empfangslichtleiter, die zirkuldr um den Sendelichtleiter angeordnet
sind und mit diesem in einem Gummischlauch zu einem Kabel zusammengefasst
sind (s. Abb. 1.4), zur Dekodiereinheit zuriickgeleitet. Dort trifft das Licht auf eine
rotierende Interferenzverlaufsfilterscheibe, die an eine Dekodierscheibe gekoppelt
ist. In Abhéangigkeit ihres Drehwinkels ist die Interferenzverlaufsfilterscheibe nur
fiir das Licht einer bestimmten Wellenlénge im Bereich von 502 bis 628 nm durch-
lassig. So wird das Licht in Schritten von 2 nm in seine spektralen Anteile zerlegt.
Uber einen Fliissiglichtleiter wird das Licht zu einem Photomultiplier iibertra-
gen und dort in ein analoges Stromsignal umgesetzt, anschliefsend verstérkt, in
ein Spannungssignal umgewandelt und von einem Analog-Digitalwandler digita-
lisiert. Die Spannungswerte sind direkt proportional zur gemessenen Lichtintensi-
tat der jeweiligen Wellenldnge. Pro Sekunde konnen 100 Spektren aufgezeichnet
werden, welche aus 64 wellenlangenaquidistanten Messpunkten bestehen. Die-
se werden auf einem Bildschirm visualisiert und gleichzeitig zur weiteren Off-
line-Auswertung gespeichert. Eine detaillierte Geratebeschreibung findet sich bei
Frank et al. [35].

Indem das Gerédt das gemessenen Spektrum iterativ mit den gespeicherten
Spektren von vollsténdig oxygeniertem und desoxygeniertem Hamoglobin (s. Abb.
1.5) vergleicht, kann nach einer von Diimmler [36] entwickelten Methode, die auf
theoretischen Uberlegungen von Kubelka und Munk [37] basiert, der Anteil des
oxygenierten Hamoglobins (Hbg,; Oz [%]) quantitativ bestimmt werden.

>Bodenseewerk Geritetechnik GmbH, Uberlingen, Deutschland
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Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau des EMPHO II nach [34]: 1 = Xenon-Hoch-
drucklampe; 2 = Linsensystem; 3 = Sendelichtleiter; 4 = Empfangslichtleiter;
5 = Interferenzverlaufsfilterscheibe; 6 = Flissiglichtleiter; 7 = Photomultiplier;
8 = Dekodierscheibe; 9 = Steuerelektronik; 10 = Resetleitung; 11 = Triggerlei-
tung; 12 = Signalleitung

Zum anderen kann relativ zu einem ersten, vom Untersucher definierten Mess-
wert die Hamoglobin-Konzentration (rel. [Hb]) berechnet werden. Dies ist an
den fiinf isosbestischen Punkten moglich, da die zuriickgestreute Lichtintensitét
hier vom Oxygenierungszustand des Hamoglobins unabhéngig ist und bei sonst
konstanten Parametern nur von der Konzentration desselben abhéngt.

Die Erfassungsfliche des EMPHO héngt vom Durchmesser der verwendeten
Lichtleiter und ihrer numerischen Apertur ab, sowie vom Abstand der Lichtleiter
zum Gewebe. Fiir einen Sendelichtleiter mit einem Durchmesser von 250 ym mit
einer numerischen Apertur von 0, 5 und Empfangslichtleiter mit einem Durchmes-
ser von 70 pm mit einer numerischen Apertur von 0, 56, wie sie in dieser Studie
verwendet wurden, liegt die Erfassungsfliche zwischen 0, 08 und 0, 24 mm?, wenn
der Abstand zum Gewebe wie in dieser Studie 100 bis 300 um betragt.
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des Lichtleiterkabels nach [34]: 1 =
Halterung; 2 = Gummischlauch; 8 = Empfangslichtleiter; / = Sendelichtleiter
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Abbildung 1.5: Kivettenspektrum von vollstandig oxygeniertem (a) und desozy-
geniertem (b) Hamoglobin nach [35]
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1.3 Polarographische Sauerstoffsonde (LICOX)

Die polarographische Messung des Sauerstoffpartialdruckes ist eine der verbrei-
tetsten Methoden zur Bestimmung der Sauerstoffversorgung des Gewebes, sowohl
in der klinischen Anwendung als auch in der Forschung. Fiir diese Studie wurde
eine flexible polarographische Mikrokathetersonde vom Clark-Typ [38] (LICOX)®
verwendet. Im Prinzip besteht die nach ihrem Entwickler benannte Clark-Typ-
Elektrode (s. Abb. 1.6) aus einer Edelmetall- und einer geeigneten Referenzelek-
trode, die in eine Elektrolytlosung eingetaucht und von einer diinnen Polyethy-
lenmembran, die nur fiir Sauerstoff durchléssig ist, umgeben sind.

Strommessung
[
| I

?_UEI MYy Batterie

Abbildung 1.6: Schematischer Aufbau der vom LICOX wverwendeten polarogra-
phischen Sonde nach [39]: 1 = Polyethylenschlauch, Diffusionsmembran; 2 =
polarographische Gold-Kathode; 3 = polarographische Anode; 4 = Innenraum mit
Elektrolytfiillung;, 5 = Gewebe

Der Sauerstoff diffundiert aus dem umgebenden Gewebe durch diese Membran
und wird an der Kathode, die mit 795 mV polarisiert wird, reduziert, indem er
von ihr Elektronen aufnimmt:

Oy + 4de” — 207~
207 + 4H* — 2H,0 (1.7)
20%~ +2H,0 — 40H~

6GMS, Mielkendorf, Deutschland
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Der so entstehende Redoxstrom laft sich nach dem Faraday’schen Gesetz [40]
fiir Clark-Typ-Elektroden die mit einer Membran umgeben sind, wie auch die
Sauerstoffsonde des LICOX, wie folgt berechnen:

I=nxFxAx(Ky/dy,)x pOs (1.8)

n: Anzahl der zur Reduktion von einem Molekiil Oy verbrauchten Elektronen
F: Faraday-Konstante

A: Oberfliche der Kathode

K,,,: Diffusionsleitfihigkeit der Membran

d,,: Dicke der Membran

Der gemessene Strom ist also direkt proportional zur Sauerstoffkonzentration
im umgebenden Medium [41] und wird mittels eines Analog-Digital-Wandlers di-
gitalisiert. Da diese Reaktion temperaturabhéngig ist, ist das Gerét zusétzlich
zur Sauerstoffmikrokathetersonde (s. Abb. 1.7) mit einem Temperaturfiihler ver-
bunden, der in die Ndhe des Messgebietes platziert werden kann.

Abbildung 1.7: Mikrokathetersonde des LICOX nach [39]. (Die hier gezeigte Sonde
hat eine pOs-sensitiven Bereich von 4,5 mm Lange; die in der Studie verwendete
hochauflosende Sonde hat allerdings einen pOs-sensitiven Bereich von nur 1 mm.
Die sonstigen Abmessungen sind dieselben.)

Alle vier Sekunden wird der mittlere Sauerstoffpartialdruck als absoluter Wert
in mmH g berechnet und mit der gemessenen Temperatur abgeglichen. Die Da-
ten konnen mit einem Computer gespeichert und in Echtzeit graphisch darge-
stellt werden. Die verwendete hochauflésende Sauerstoffmikrokathetersonde hat
an ihrer Spitze einen Durchmesser von 450 um, der pOs-sensitive Bereich ist et-
wa 1 mm lang. Der Temperaturmessfiihler hat ebenfalls einen Durchmesser von
450 pm.

Der Einzugsbereich des LICOX wird vom Hersteller fiir die Sonde mit einem
pOs-sensitiven Bereich von 4, 5 mm Liange als eine Fliche von 20 mm? angegeben.
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Umgerechnet fiir die hochauflésende Sonde ergibt dies eine Erfassungsfliche von
etwa 4,4 mm?.

1.4 TUbersicht tiber die drei Methoden

METHODE | MESSPARAMETER | ERFASSUNGSFLACHE
VM CBF [nl/min] (400 x 325) um?
Flusscharakteristika =0, 13mm?

EMPHO félbs[[t% (%] ~ 0,08 — 0,24 mm?
el Evenis ~dd ot
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Kapitel 2

Studiendesign

2.1 Versuchstiere

Die Tierversuche werden im Einklang mit dem TierSchG durchgefithrt und von
der Senatsverwaltung fiir Gesundheit und Soziales in Berlin unter dem Aktenzei-
chen G 311/95 am 25.01.96 genehmigt.

Als Versuchstiere dienen méannliche Sprague-Dawley-Ratten (Korpergewicht:
360 4+ 30 g). Diese werden durch Losverfahren randomisiert in 5 verschiedene
Gruppen eingeteilt:

Gruppe A: Kontrolle
Gruppe B: Hypovoldmie
Gruppe C: Gefékclamping
Gruppe D: Hypoxie
Gruppe E: Colitis

Jede Gruppe umfasst 8 bzw. 9 Tiere, insgesamt werden 41 Tiere in die Studie
aufgenommen. Pro Tier werden 3 Messfelder erfasst.

2.2 Chirurgische Praparation

Die Tiere werden mit einer intramuskuldren Injektion Ketamin (40 mg/kg Kor-
pergewicht) und einer intraperitonealen Injektion Pentobarbital (20 mg/kg K or-
pergewicht) anésthesiert. Um die Kérpertemperatur auf 37 £ 1°C' konstant zu
halten, findet die Praparation auf einer Heizplatte statt.

Als venoser Zugang wird ein Katheter (/D 0,5 mm) in die Vena jugularis einge-
bracht, als arterieller Zugang fiir cardiorespiratorisches Monitoring und Blutpro-
ben ein Katheter in die Arteria carotis.

Das Abdomen wird iiber eine mediane Unterbauchlaparatomie eréffnet und das
Colon descendens aufgesucht. Das Mesocolon descendens wird an einer gefafslo-
sen Stelle ca. 5 ¢m ab ano inzidiert. Durch diese Inzision wird ein Plexiglasstab

17
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gefiihrt, tiber den das Colon ausgelagert wird. Anschliefend wird das Colon anti-
mesenterial, in Langsrichtung mit einer Mikroschere erdffnet. Die Schnittréander
werden ohne Spannung mit vier diinnen Haltefdden (8-0 Mikrofaden) fixiert, um
die Mukosa fiir die Messung zugénglich zu machen. (s. Abb. 2.1)

Uber einen 14 G Venenverweilkatheter wird die Sauerstoffmikrokathetersonde
retrograd von cranial rechts des Mesenteriums in die Mukosa eingebracht (s. Abb.
2.2). Um eine Ubertragung der Atembewegungen und ein Verrutschen des Mess-
fiihlers zu vermeiden, wird dieser auf einer Briicke, die liber die Ratte gelegt ist,
fixiert. Der Temperaturfiihler wird ebenfalls rechts des Mesenteriums direkt unter
den Darm platziert.

Die gesamte Préparation des Darmes wird mit duferster Vorsicht durchgefiihrt,
um mechanische Schéden zu vermeiden. Minimale Blutungen aus der Inzisions-
stelle bei der Eréffnung des Colons kamen bis zum Abschluf der Préparation von
selbst zum Stillstand; war dies nicht der Fall, wurden die Tiere aus der Studie
ausgeschlossen. Blutungen an der Implantationstelle fiir die Sauerstoffmikroka-
thetersonde traten nicht auf.

Sauerstoftinikro-

| kathertersonde N Haltefaden

MeBpunkte
IVM und

terial- EMPHO
ansatz

anti-
——mesenterialer
Schnittrand

. Temperatur-
fihler

Abbildung 2.1: Photo eines prdparier- Abbildung 2.2: Schematische Darstel-
ten Darmabschnittes lung des praparierten Darmabschnittes
mit den Messfeldern

2.3 Messvorgang

Nach der Préparation werden die Tiere unter das Mikroskop platziert (Abb.
2.3 zeigt ein Photo der gesamten Versuchsanordnung). Nun werden 0,5 ml/kg
Korpergewicht FITC-markierte, homologe Erythrozyten (Hamatokrit 50%) in-
travenos injiziert. Uber den Katheter in der Arteria carotis erfolgt ein kontinu-
ierliches Monitoring des mittleren arteriellen Blutdruckes.

Die Sauerstoffmikrokathetersonde und der Temperaturfiihler werden mit dem
LICOX-Gerit konnektiert, und die Messung des Sauerstoffpartialdruckes im Ge-
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EMPHO II

Abbildung 2.3: Versuchsaufbau: 1 = Photospektrometer (EMPHO); 2 = Intravi-
talmikroskop (IVM); 3 = Versuchstier; 4 = Halterung fir das Lichtleiterkabel;
5 = Objektiv; 6 = Plexiglasbriicke zur Fixierung der Sauerstoffmikrokatheter-
sonde; 7 = Leitung fiir die Spihllosung; 8 = Temperaturfihler fir die Kdrper-
temperatur; 9 = Lichtleiterkabel; 10 = Temperaturfihler fir das exponierte Colon;
11 = Sauerstoffmikrokathetersonde des LICOX

webe (PrmucO2) und der Temperatur am ausgelagerten Colonabschnitt wird ge-
startet. Die Speicherung dieser Werte erfolgt kontinuierlich wahrend des gesamten
Messvorganges.

Nach einer Stabilisierungsphase von 20 min nach Injektion der markierten
Erythrozyten wird der exponierte Colonabschnitt griindlich mit auf Koérpertem-
peratur vorgewéarmter Ringer-Laktat-Losung gespiilt, um die Mukosa von Schleim
und Blutspuren zu reinigen. Anschliefend wird die Mukosa mit einer Kunststoff-
folie bedeckt um ein Austrocknen und Aufséttigen des Gewebes durch den Sau-
erstoff in der Raumluft zu verhindern.

Die Messfelder fiir die Intravitalmikroskopie und fiir die Photospektrometrie
liegen links des Mesenterialansatzes, da die rechts liegenden Messfiihler fiir die
polarographische Messung des p;,,.O2 die Mukosa wolben und sie so nicht ausrei-
chend plan ist, um mit dem Intravitalmikroskop fokussieren zu kénnen (s. Abb.
2.2). In Immersion mit auf Kérpertemperatur gewdrmtem Ultraschallgel wird mit
dem Mikroskop das erste Feld fokussiert, und die Mikrozirkulation wéhrend 1 min
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auf einem Videoband aufgezeichnet.

Die Kunststofffolie, die nun mit Ultraschallgel bedeckt ist, wird gewechselt,
und direkt im Anschluss erfolgt die erste Messung mit dem Photospektrometer.
Eine anstelle eines Objektives in den Objektivrevolver eingeschraubte Halterung
(s. Abb. 2.4) fiir das Lichtleiterkabel erlaubt es, dasselbe Messfeld wie fiir die
vorhergehende mikroskopische Messung aufzusuchen. Ein direkter Kontakt der
Lichtleiter mit dem Gewebe ist nicht n6tig. Der Abstand der Lichtleiter zum Darm
betragt etwa 100 — 300 um. Die optische Koppelung wird mit einer Spiilung mit
auf Korpertemperatur gewarmter Ringer-Laktat-Losung erreicht. Es werden 200
Spektren, die jeweils aus 30 Spektren gemittelt sind, aufgezeichnet; dies dauert
60 sec.

Der Vorgang wird an zwei weiteren Messfeldern wiederholt, wobei auch zwischen
der Messung an den verschiedenen Feldern der Darm gereinigt und mit einer neu-
en Kunststofffolie bedeckt wird. Die Messung mit dem Intravitalmikroskop und
dem Photospektrometer findet zeitlich mit etwa einer Minute Abstand hinter-
einander, aber ortlich an identischer Stelle statt, und das an drei verschiedenen
Messfeldern des exponierten Colons. Die Messung mit der polarographischen Son-
de lauft kontinuierlich und an einer andere Stelle.

Vor und nach dem gesamten Messvorgang werden die Blutgase und der syste-
mische Hamatokrit bestimmt. Dies geschieht - ebenso wie das kontinuierliche
Monitoring des Blutdruckes -, um Verédnderungen dieser Parameter, die Einfluss
auf die am Darm gemessenen Werte haben, erkennen zu kénnen.

2.3.1 Gruppe A: Kontrolle

Die Praparation der Tiere erfolgt auf die gleiche Weise wie in allen anderen Grup-
pen. Das exponierte Colon wird ohne weitere Manipulation untersucht.

2.3.2 Gruppe B: Hypovolamie

Nach der Préaparation und nach der Injektion der gefarbten Erythrozyten wird
den Tieren iiber den Katheter in der Arteria carotis in Schritten von 1 ml/min
Blut abgenommen, bis der systolische Blutdruck die Hélfte des Ausgangswer-
tes erreicht (49 £ 8 mmHg). Bei einem Anstieg des Blutdruckes wiahrend der
Messung um mehr als 10 mmH g wurde der Druck durch erneute Abnahme von
0,5 — 1 ml Blut nach unten korrigiert. Der totale Blutverlust liegt bei etwa 2%
des Koérpergewichtes. Die Herzfrequenz steigt dabei von 230 £ 24 min~! auf
388 & 25 min~ L.

2.3.3 Gruppe C: Gefafsclamping

Vor dem Eréffnen des Colon descendens wird die Arteria mesenterica superior
bei ihrem Abgang aus der Aorta mit einer Mikrogefafsklemme abgeklemmt. Die
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Abbildung 2.4: In den Objektivrevolver einschraubbare Halterung fir das Licht-
leiterkabel

Blutzufuhr aus der Arteria mesenterica inferior wird durch eine Klemme an einem
Ast direkt caudal des zu eroffnenden Colonabschnitts gedrosselt. Anschlieffend
erfolgt die Exposition des Darmes wie in der Kontrollgruppe. Die Messung wird
ca. 25 min nach dem Abklemmen beider Arterien gestartet.

2.3.4 Gruppe D: Hypoxie

Nach dem Einfiihren der Katheter in die Arteria carotis und Vena jugularis wer-
den die Tiere tracheotomiert und ein auf 2 cm gekiirzter 20 G Venenverweilkathe-
ter als Tubus eingebracht. Nachdem die restliche Préaparation beendet ist, wird
den Tieren 0,02 mg/g Korpergewicht Pancuroniumbromid injiziert; sie werden
mit einem Kleintierrespirator' druckgesteuert mit Raumluft beatmet (endinspira-
torischer Druck: 11 em H,O, endexspiratorischer Druck: 3 em H,O, Atemfrequenz:
70/min). Nach einer Stabilisierungsphase von 15 min mit cardiorespiratorischem
Monitoring wird der endinspiratorische Druck auf 4 cmH>0O reduziert, wodurch

'KTR4, Hugo Sachs, March-Hugstetten, Deutschland
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die Tiere in Hypoxie mit Hypercapnie geraten; 4 min spater wird die erste Mes-
sung gestartet. Nach jeder Messung folgt eine 10 — 15 miniitige Erholungsphase
mit normalen Beatmungsparametern. Sind die Blutgaswerte wieder in den nor-
malen Bereich zuriickgekehrt, wird die Hypoventilation fiir das nédchste Messfeld
gestartet. Mit einer Blutgasanalyse direkt nach jeder Messung wird das Ausmafs
der Hypoxie und Hypercapnie kontrolliert. In Abbildung 2.5 wird der zeitliche
Verlauf des Messvorgangs in dieser Gruppe veranschaulicht.

| | | 4 min |1,5m'Ln| 10— 15 min | 4 min |
[ [ [ [ [ [ [-======° ’

Prae-  Begirnder BOA Stat 1. Ivksamg BGA BGA, Start 2 NEssmg 6. Ivleasung
pamtion  Beatrong Hrpo- (VI Mormo- Hrpo- (ERIFHIO) {EIWFHICN
wentilation ~etitilation ~entlation

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufes der Messung
in der Gruppe Hypoxie. BGA = Blutgasanalyse; IVM = Intravitalmikroskopie;
EMPHO = Photospektrometrie

2.3.5 Gruppe E: Colitis

Verwendet wird das von Morris et al. [42] beschriebene, Hapten-induzierte Colitis-
Modell. Unter leichter Ethernarkose wird mit einem Katheter 5 ¢m ab ano 0,25
ml Trinitrobenzol-Sulphonsdure (TNBS) in 50%-igem Ethanol gelést im Colon
descendens installiert. Die Tiere verbleiben 15 min in Trendelenburglagerung und
der Katheter wird eben solange belassen, um ein Zuriickflieken der Fliissigkeit zu
verhindern. 24 Stunden nach Induktion der Colitis erfolgt die Priaparation wie
iiblich.

2.4  Ausschlusskriterien

Zum cardiorespiratorischen Monitoring wird wahrend der gesamten Messung der
mittlere arterielle Blutdruck tiberwacht, und zu Messbeginn und -ende werden
Hématokrit und arterielle Blutgase bestimmt.

Die Tiere werden von der Studie ausgeschlossen, wenn

e der mittlere arterielle Blutdruck zu irgendeinem Zeitpunkt wahrend der
Messung unter 80 mmH g fallt.
(in Gruppe B: Hypovoldmie: Ausschluss, wenn der Ausgangsblutdruck un-
ter 80 mmHg liegt oder der Blutdruck wahrend der Hypovolamie unter
40 mmH g fallt.)

e der arterielle pO, vor oder nach der Messung kleiner 80 mmH g ist.
(in Gruppe D: Hypoxie: Ausschluss, wenn der Ausgangs-p,1O kleiner
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80 mmH g ist oder der p,+Os wihrend der Erholungsphasen nicht wieder
mindestens 80 mmH g erreicht.)

e der arterielle pC'O5 vor oder nach der Messung grofer 50 mmH g ist.
(in Gruppe D: Hypoxie: Ausschluss, wenn der Ausgangs-pCOy grofer
50 mmHyg ist oder der pCO; wihrend der Erholungsphasen nicht wieder
mindestens unter 50 mmH g féllt.)

e der pH vor oder nach der Messung kleiner 7,25 oder grofer 7,50 ist.
(in Gruppe D: Hypoxie: Ausschluss, wenn der Ausgangs-pH kleiner 7,25
oder grofer 7, 50 ist oder der pH wiahrend der Erholungsphasen nicht wieder
in diesem Intervall liegt.)

e Jede operative Komplikation wie z.B. Blutungen an den Inzisionsstellen
des Darmes, die am Ende der Praparation nicht von selbst sistieren, oder
jegliche mechanische Lésion fiihren ebenfalls zum Ausschluss.

2.5 Statistik

Alle Ergebnisse werden als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. Ste-
tige Variablen wurden mittels eines ungepaarten Student-t-Test auf Unterschie-
de in den Gruppen miteinander verglichen. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von
p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen. Zum Vergleich der drei
Methoden wurde eine Regressionsanalyse durchgefithrt und der Korrelationsko-
effizient () berechnet.
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Kapitel 3

Ergebnisse der Vorversuche

3.1 LICOX unter Kontrollbedingungen

Zunichst werden mit dem LICOX als Referenzmethode Kontrollversuche durch-
gefithrt, um den Einfluss exogener Faktoren auf die Messungen abschatzen zu
kénnen. Denn bei der reguldren Versuchsdurchfiihrung wird zwischen den Mes-
sungen mit dem IVM und dem EMPHO der Darm von Schleim und Blutspuren
gereinigt und die Plastikfolie gewechselt. Dabei kommt es zu Temperaturschwan-
kungen, da der Darm wéahrend dieses Wechsels nicht mit auf Kérpertemperatur
erwarmter Spiillosung bedeckt ist.

Als erster Vorversuch wird eine Referenzmessung mit dem LICOX ohne jeg-
liche Manipulation am Darm durchgefithrt. Wahrend 45 mun wird dazu der
PrmucO2 mit dem LICOX unter kontinuierlicher Spiilung mit auf Kérpertempe-
ratur erwarmter Ringer-Lactat-Losung aufgezeichnet. Die Temperatur kann bei
einem Wert von 32,72 4+ 0, 18°C nahezu konstant gehalten werden. Der p,,,.Os
schwankt periodisch um einem Wert von 41,12 + 2,16 mmH g mit einer Peri-
ode von ca. 1/15 min. Die Temperaturmaxima stimmen mit leichter zeitlicher
Verzogerung mit den Maxima des Sauerstoffpartialdruckes {iberein. (siche Abb.
3.1)

27
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Abbildung 3.1: Der Verlauf von pgu.Os und T° wdhrend 45 min mit der

polarographischen Sonde (LICOX) gemessen; am Darm wurde keine Manipula-
tion vorgenommen.
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3.2 LICOX unter Hypovolamie

Ein analoger Vorversuch wird fiir die Gruppe B: Hypovoldmie durchgefiihrt. Er-
stens um auch hier den Einfluss mechanischer Storungen auf die Messungen mit
der polarographischen Sonde abschéitzen zu konnen, und zweitens um zu priifen,
ob die die Hypovolamie und ihre Auswirkung auf das Colon ausreichend lang
konstant gehalten werden kénnen, um alle Messungen mit IVM und EMPHO
unter vergleichbaren Messbedingungen durchzufiihren.

Nach einer Stabilisierungsphase von 10 min werden schrittweise insgesamt
5 ml Blut aus der Arteria carotis entnommen, so dass der Blutdruck von einem
Ausgangswert von 130 mmH g auf 60 mmH g fallt. Nach ca. 10 min ist das Mini-
mum des Sauerstoffpartialdruckes erreicht, und der p,,,.Os steigt zusammen mit
dem Blutdruck wieder an. Nachdem der Blutdruck bis auf 75 mmHg gestiegen
ist, werden erneut 0,5 ml Blut entnommen, um den Blutdruck nach unten zu
korrigieren. Mit dieser Maknahme kann der Sauerstoffpartialdruck iiber fast eine
Stunde relativ konstant um einen Wert von 27,9 4+ 2,5 mmH g gehalten werden.
(Abb. 3.2)
Die Herzfrequenz steigt von 326/min vor der Entblutung auf 402/min direkt
danach.
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Abbildung 3.2: Vorversuch LICOX unter Hypovoldmie: der Messverlauf mit der
polarographischen Sonde (LICOX) wdihrend 1 h 20 min. * kennzeichnet die
Blutentnahmen
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3.3 LICOX unter Hypoxie

In der Gruppe D werden die Tiere in einen hypoxischen Zustand gebracht, indem
bei der Beatmung der endinspiratorische Druck vermindert wird.

Um zu bestimmen, wie eine ausreichend tiefe Hypoxie zu erreichen ist, die
sich sowohl in der Blutgasanalyse als auch deutlich am Darm bemerkbar macht,
werden in einem dritten Vorversuch verschiedene endinspiratorische Driicke ge-
priift. Der Effekt auf den Darm wird mit der polarographischen Sonde als der
tragsten Methode beurteilt.

Wahrend der ersten Hypoxiephase mit einem endinspiratorischen Druck von
6 cmH>0 wiahrend 7 min wird weder in den Blutgasen noch am Darm eine
relevante Veranderung beobachtet.
Erst bei einem endinspiratorischen Druck von 4 emH,O wird innerhalb kurzer
Zeit eine schwere Hypoxie erreicht. Am Darm spiegelt sich das in der Messung
mit dem LICOX durch eine Halbierung der pj,,.0Oo-Werte ( von > 50 mmH g bis
auf 24,3 mmH g) wider.
Nach jeweils 5 min wird der endinspiratorische Druck wieder auf den Ausgangs-
wert von 11 emH,O zuriickgestellt, was in allen Fillen dazu fiihrt, daf sich das
Tier schnell erholt. Sowohl die Blutgaswerte als auch der am Darm gemessene
Sauerstoffpartialdruck kehren innerhalb von 5 — 15 min auf Normalwerte zuriick.
Insgesamt kann mit diesen Erholungsphasen das Tier iiber einen Zeitraum von
iiber 1 h 30 min stabil gehalten werden. Abb. 3.3 zeigt den Messverlauf mit der
polarographischen Sonde, Tab. 3.1 die Ergebnisse der Blutgasanalyse.

pH partOQ (mmHg) partCOQ (mmHg)

Messbeginn 7,433 121 30,3

Hypoxie 1 (EFID = 6cmH-0) | 7,322 84 39,0
nach Erholung 7,443 122 26,7
Hypoxie 2 (EID = 4cmH»,0) | 7,213 43 41,8
nach Erholung 7,408 109 29,6
Hypoxie 3 (FID = 4cmH»0) | 7,244 36 38,2
nach Erholung 7,481 114 26,8
Hypoxie 4 (FID = 4cmH»0) | 7,266 54 46,8
nach Erholung 7,449 114 29,4

Tabelle 3.1: Ergebnisse der Blutgasanalyse wihrend des Vorversuches zur Hypoxie
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Abbildung 3.3: Vorversuch LICOX unter Hypoxie: Messverlauf mit der polaro-
graphischen Sonde (LICOX); wihrend der ersten Hypoziephase wurde der end-
inspiratorische Druck auf 6 emHyO reduziert, in den folgenden auf 4 emH50.
Markiert ist jeweils der Zeitpunkt, an dem mit der Hypoventilation bzw. der Nor-
moventilation begonnen wurde.
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Ergebnisse der Hauptgruppen

Fiir jede Gruppe werden der Mittelwert mit Standardabweichung fiir alle Mess-
felder der gesamten Gruppe graphisch und die Mittelwerte fiir die drei Mess-
felder der einzelnen Tiere tabellarisch dargestellt. Zudem werden fiir ausgewahlte
Messfelder fiir die jeweilige Gruppe typische Messergebnisse ausfiihrlich doku-
mentiert. Im Anhang finden sich fiir alle Tiere alle Messparameter (Hbgq;Os, rel.
[Hb], CBF, pimucO2, RR, BGA, Hkt) aus allen Messfeldern in tabellarischer Form
aufgeschliisselt.

Es ist anzumerken, dass die Werte an den einzelnen Messfeldern ebenfalls
schon gemittelt sind: Das EMPHO analysiert 100 Spektren pro Sekunde. Fiir
diese Studie wird eine Mittelrate von 30 gewahlt, d.h. das Gerét speichert den
Mittelwert von jeweils 30 gemessenen Spektren. Die Aufzeichnung von 200 dieser
gemittelten Spektren wird deshalb gewahlt, weil die Messzeit dann mit 60 Sekun-
den der der Intravitalmikroskopie entspricht. Die gezeigten Ergebnisse an einem
Messfeld sind somit das Mittel {iber 6000 Spektren wihrend einer Messzeit von
1 Minute.

Der fiir die IVM angegebene CBF wird iiber 1 Minute aus ca. 20 ausgewerteten
Kapillaren pro Messfeld gemittelt.

Die Messung mit dem LICOX wird vor der Aufzeichnung des ersten Messfeldes
mit dem IVM gestartet und lauft bis die Messung am dritten Messfeld mit dem
EMPHO beendet ist. Ausgewertet und gemittelt werden aber nur die Werte, die
wahrend der Messung mit dem IVM bzw. dem EMPHO akquiriert werden, also
insgesamt wahrend einer Messzeit von 6 min. (3 x 1 min. mit dem IVM und 3 x
1 min. mit dem EMPHO).

Aufser der Sauerstoffsittigung des Hamoglobins (HbgeO2) wird mit dem
EMPHO auch die relative Hdmoglobinkonzentration (rel. [Hb]) bestimmt. Da
dies aber ein relativer Wert ist, der sich auf den ersten gemessen Wert bezieht,
konnen damit nur Aussagen im Verlauf einer Messung an einem Messfeld gemacht
werden. Die relative Hamoglobinkonzentration wird hier deshalb nur bei einigen
ausgewahlten Messfeldern erwahnt. Alle restlichen Werte sind dem Anhang zu
entnehmen.

33
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4.1 Gruppe A: Kontrolle

Von 9 préparierten Tieren wird eines geméf der in 2.4 genannten Kriterien ausge-
schlossen. 8 Tiere werden ausgewertet. Die makrozirkulatorischen Parameter zeigt
Tabelle 4.1. Die Messwerte am Colon fiir die einzelnen Tiere mittels EMPHO,
IVM und LICOX sind Tabelle 4.2 zu entnehmen. Alle Werte sind als Mittelwerte
mit Standardabweichung angegeben.

mittlerer art. Blutdruck (mmHg) 110 4+ 24
pH 7,33 £0,03
PartO2 (mmHg) 100 =+ 14
PartCO2 (mmHg) 40 +£6
base excess (mmol) -3,2 +£2,3
Hamatokrit(%) 47  +1

Tabelle 4.1: gemittelte makrozirkulatorische Parameter der Kontrollgruppe

EMPHO: IVM: LICOX:
Hbsa,tO2 (%) | CBF (nl/min) | pmucO2 (mmHg)
Tier A1 [ 55,1£5,5 2,4+0,2 38,4£2,6
Tier A2 [ 59,6+9,1 2,3+0,4 34,9+5,7
Tier A3 | 65,5+9,8 2,4+0,2 36,6 +2,6
Tier A4 [ 64,1+£5,0 2,7+0,1 42,8 +2,8
Tier A5 [ 63,0£6,5 2,3+0,1 39,1+£2,4
Tier AG | 72,2+£8,5 2,7£0,2 42,8 3,3
Tier A7 [ 75,1+£2,2 2,8+0,1 51,6+1,1
Tier A8 | 65,6£3,5 2,8+0,1 53,2£6,2
| Mittelwerte | 65,14+9,0 | 2,64+0,3 | 41,0£39 |

Tabelle 4.2: Die Ergebnisse der drei Methoden als Mittelwerte mit Standardab-
weichung fir die einzelnen Tiere in der Gruppe A: Kontrolle

LICOX: Der mittlere Sauerstoffpartialdruck im Gewebe p,,,.Os betragt 41,0 +
3,9 mmHg.

IVM: Der kapillare Blutfluss liegt im Mittel bei 2,6 £ 0,3 nl/min. Der Prozent-
satz der perfundierten Kapillaren betragt ca. 98%. Bei zwei Tieren ist in jeweils
einem Feld ein intermittierender Flufs zu beobachten.

EMPHO: Die Sauerstoffsattigung des Himoglobins liegt bei 65,149, 0%. Sowohl
die Hbg,;Os als auch die rel. [Hb] bleiben wihrend einer Messung konstant. Abbil-
dung 4.1 zeigt den typischen 1-miniitigen Verlauf der Hbg,;O5 und rel. [Hb]-Werte
an einem Messfeld.
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Abbildung 4.1: Typischer Verlauf der HbgaOo (a) und der rel. [Hb] (b) wihrend
1 min an einem Messfeld (Tier A6, Feld 3)

Korrelation von IVM und EMPHQO: In der Kontrollgruppe korreliert der kapillare
Blutfluss und die Sauerstoffsiattigung des Hamoglobins mit einem Korrelations-
koeffizienten von r = 0,75, wie in Abbildung 4.2 graphisch dargestellt.
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y =0,0263x + 0,8347

IVM: CBF (nl/min)
N

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
EMPHO: Hbg,,O, (%)

Abbildung 4.2: Korrelation zwischen IVM (Ordinate) und EMPHO (Abszisse)
in der Kontrollgruppe. Gegeneinander aufgetragen sind die Messwerte an den
einzelnen Feldern. Ein Feld konnte nicht ausgewertet werden, zwei Punkte tiber-
schneiden sich in der gezeigten Abbildung.
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4.2 Gruppe B: Hypovolamie

Von 10 préaparierten Tieren wird eines gemafs der in 2.4 genannten Kriterien
ausgeschlossen. Bei einem Tier ist die am Ende der Messung bestimmte Kon-
zentration der markierten Erythrozyten zu niedrig, um den kapillaren Blutfluss
zu berechnen. 8 Tiere werden ausgewertet. Der mittlere arterielle Blutdruck ist
im Mittel auf 49 + 8 mmH g gesenkt, die makrozirkulatorischen Parameter unter
Hypovolamie zeigt Tabelle 4.3.

Alle drei Methoden reagieren auf die Hypovoldmie mit einer statistisch signi-
fikanten Erniedrigung ihrer gemessenen Grofen gegeniiber der Kontrollgruppe;
fiir die einzelnen Tiere sind diese Tabelle 4.4 zu entnehmen. Alle Werte sind als
Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben.

mittlerer art. Blutdruck (mmHg) 49 +8
pH 7.35 +0,03
PartOa (mmHg) 116 + 25
PartCOs (mmHg) 40 +7
base excess (mmol) -3,8 £2,6
Hématokrit(%) 42 +£5

Tabelle 4.3: gemittelte makrozirkulatorische Parameter der Gruppe B: Hypovold-
mie

EMPHO: IVM: LICOX:
HbgwOs (%) | CBF (nl/min) | ppmucO2 (mmHg)
Tier B1 | 47,2+49,7 0,7£0,4 24,4+3,3
Tier B2 | 50,2+10,4| 1,740,3 20,9+2,8
Tier B3 | 55,7+£9,7 1,940,3 3,4+2,7
Tier B4 | 54,8+£8,7 2,1+0,9 29,1+£2,38
Tier B5 | 46,5+14,2| 1,440,4 23,5+4,0
Tier B6 | 47,4+5.4 1,540,6 27,4+2,6
Tier B7 | 29,2+19,6| 0,5+0,2 15,5+ 4,1
Tier B8 | 22,8+38,3 0,3£0,3 11,14+2,6
| Mittelwerte | 44,74+150] 1,3+0,8 | 226+76 |

Tabelle 4.4: Die Ergebnisse der drei Methoden als Mittelwerte mit Standardab-
weichung fir die einzelnen Tiere in der Gruppe B: Hypovolimie.

In Abbildung 4.3 werden die Mittelwerte der gesamten Gruppe von EMPHO,
IVM und LICOX veranschaulicht und mit den Ergebnissen der Kontrollgruppe
verglichen.
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Unter Hypovolamie fallt die Hbg,;Oo auf 69%, der CBF auf 50% und der p,,,.O-
auf 55% der jeweiligen Werte in der Kontrollgruppe. Der Unterschied der Messwer-
te zwischen der Kontrollgruppe und Gruppe B ist fiir alle drei Methoden statis-
tisch signifikant mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,001.

EMPHO: Ht 0, (%) IVM: CBF (nl/min LICOX: £ mucO2 (mmHQ)
‘l Kontrolle @ Hypovolémie%

Abbildung 4.3: Vergleich der Ergebnisse in der Gruppe B: Hypovoldmie (grin)
mit der Gruppe A: Kontrolle (blau). Alle Methoden zeigen einen dhnlichen Abfall
der Messwerte im Vergleich zur Kontrollgruppe. x p < 0,001

LICOX: Der mittlere Sauerstoffpartialdruck im Gewebe p,,,.0O2 betragt
22,6 £ 7,6 mmHg (Kontrollgruppe 41,0 + 3,9 mmHg).

IVM: Der kapillare Blutfluss ist mit 1,340, 7 nl/min unter Hypovolémie deutlich
niedriger als in der Kontrollgruppe (2,6 + 0,3 nl/min). Der Prozentsatz der per-
fundierten Kapillaren betragt wie in der Kontrollgruppe etwa 98%. Bei 4 Tieren
und davon in insgesamt 6 Messfeldern ist ein intermittierender Flufs zu beobach-
ten.

EMPHO: Die Sauerstoffsattigung des Hamoglobins liegt bei 44,7 4+ 15,0% (Kon-
trollgruppe 65,1 £+ 9,0%). Wahrend der 1-miniitigen Messung schwankt die
Hbg,;Oy mehr als in der Kontrollgruppe, wie man auch an den gréfseren Standard-
abweichungen erkennen kann (Tab. 4.4). An allen Messfeldern, an denen intravi-
talmikroskopisch ein intermittierender Fluk zu erkennen war, zeigt die HbgqOo
einen periodischen Verlauf. An 5 von diesen 6 Feldern schwankt auch die rel. [Hb]
periodisch. (Abb. 4.4)
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Abbildung 4.4: Beispiel fir einen periodisch schwankenden Verlauf der Hbg, O
(a) und der rel. [Hb] (b) wihrend 1 min. an einem Messfeld eines Tieres aus
Gruppe B: Hypovoldmie. Die Hbg,Oo schwankt mit einer Amplitude von etwa
10% um einen Wert von ca. 40% und einer Periode von ca. 6/min. Die rel. [HD]
zeigt eine Periode von etwa 14/min (Tier B1, Feld 1).

Korrelation von IVM und EMPHQO: Auch in dieser Gruppe korrelieren die Mess-
parameter der IVM und des EMPHO mit einem Korrelationskoeffizienten von
r = 0,68, wie in Abbildung 4.5 graphisch dargestellt.
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Abbildung 4.5: Korrelation zwischen IVM (Ordinate) und EMPHO (Abszisse)
fir Gruppe B: Hypovolimie. Gegeneinander aufgetragen sind die Messwerte an
den einzelnen Feldern; ein Feld konnte nicht ausgewertet werden.
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4.3 Gruppe C: Gefaliclamping

Von 15 praparierten Tieren werden 4 geméf der in 2.4 genannten Kriterien ausge-
schlossen; 2 Tiere sterben wahrend der Praparation. 9 Tiere werden ausgewertet.
Die makrozirkulatorischen Parameter unter Gefafsiclamping zeigt Tabelle 4.5. Al-
le drei Methoden reagieren auf das Abklemmen der Geféfe mit einer statistisch
signifikanten Erniedrigung ihrer gemessenen Grofsen; fiir die einzelnen Tiere sind
diese Tabelle 4.6 zu entnehmen. Alle Werte sind als Mittelwerte mit Standard-
abweichung angegeben.

mittlerer art. Blutdruck (mmHg) 142 =+ 12
pH 7,33 +£0,04
PartO2 (mmHg) 105 +7
PartCO2 (mmHg) 45  +3
base excess (mmol) -1,7 £3,9
Hématokrit(%) 50 +£2

Tabelle 4.5: makrozirkulatorische Parameter der Gruppe C: Gefificlamping

EMPHO: IVM: LICOX:
HbSatOZ (%) CBF (nl/m2n> pmucOQ (mmHg)
Tier C1 | 32,7£4,5 0,9+0,4 24,0+ 3,9
Tier C2 | 18,8471 0,24+0,04 5,6+1,0
Tier C3 | 17,8+6,4 0,2+0,1 12,44+2,0
Tier C 4 9,0+5,8 0,24+0,01 8,9+4,1
Tier C5 | 13,2427 0,1+0,1 7.24+1,2
Tier C6 | 50,0£154] 1,2+0,5 18,4+4,1
Tier C7 | 354+19,2| 0,74+0,4 20,9 £4,7
Tier C8 | 20,1+£6,5 0,4+0,2 8,2+2,9
Tier C9 | 24,6£7,2 0,4+0,1 12,0+1,9
| Mittelwerte | 24,6 +£15,5| 0,5+0,4 | 13,14+6,2 |

Tabelle 4.6: Die Ergebnisse der drei Methoden als Mittelwerte mit Standardab-
weichung fiir die einzelnen Tiere der Gruppe C: Clamping

In Abbildung 4.6 werden die Mittelwerte iiber die gesamte Gruppe von
EMPHO, IVM und LICOX veranschaulicht und mit den Ergebnissen der Kon-
trollgruppe verglichen.

Wihrend EMPHO und LICOX unter Geféaficlamping einen &hnlichen Abfall
ihrer Messwerte zeigen - die Hbg,Os sinkt auf 37% und der p,,,..0s auf 32%
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des Wertes in der Kontrollgruppe - fallt der durch IVM ermittelte CBF auf 18%
des Wertes in der Kontrollgruppe. Der Unterschied der Messwerte zwischen der
Kontrollgruppe und Gruppe C ist fiir alle drei Methoden statistisch signifikant
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,001.

|

651 | 24,6 20 4),5 410| 131

EMPHO: Ht ¢, O, IVM: CBF (nl/min’ LICOX: EmucO» (mmHg)
‘El Kontrolle O GeféBcIampind

Abbildung 4.6: Vergleich der Ergebnisse in der Gruppe C: Gefafsclamping (gelb)
mit der Gruppe A: Kontrolle (blau). x p < 0,001

LICOX: Der mittlere Sauerstoffpartialdruck im Gewebe p,,,.Os unter Gefafsclam-
ping betrdgt 13,1+ 6,2 mmHg (41,0 £ 3,9 mmH g in der Kontrollgruppe).
IVM: Der kapillare Blutfluss ist mit 0,5 £ 0,4 nl/min unter Abklemmen der
Gefifse deutlich niedriger als in der Kontrollgruppe (2,6 £ 0,3 nl/min). Der Pro-
zentsatz der perfundierten Kapillaren sinkt auf 71%. Bei 2 Tieren an je einem
Messfeld ist ein intermittierender Flufs zu beobachten, wobei das Abwechseln von
langsamem und schnellem Flufs unregelméfiger ist als unter Hypovoldmie.
EMPHO: Die Sauerstoffsattigung des Hamoglobins liegt bei 24,6 4+ 15, 5% (Kon-
trollgruppe 65,14+9,0%). Wahrend der 1-miniitigen Messung bleibt die Hbga;Oo
in den meisten Féllen konstant, allerdings auf einem sehr viel niedrigeren Niveau
als in der Kontrollgruppe (Abb. 4.7). An den zwei Messfeldern, an denen intravi-
talmikroskopisch ein intermittierender Fluf zu erkennen war, zeigt aber auch die
Hbg,Oy einen anndhernd periodischen Verlauf (Abb. 4.8).
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Abbildung 4.7: Beispiel eines Verlaufes der Hbg,Os (a) und der dazugehorende
Verlauf der rel. [Hb] (b) wdhrend 1 min an einem Messfeld eines Tieres aus
Gruppe C: Gefificlamping: Die Hbg,Oo bleibt relativ konstant bei einen Wert
von ca. 15%, wdhrend die rel. [Hb] etwa nach 30 sec. stark ansteigt und dann mit
einer Periode von ca. 10/min oszilliert. (Tier C3, Feld 1)
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Abbildung 4.8: Der Verlauf der HbgaOo an den beiden Messfeldern (a und b),
an denen in der IVM ein intermittierender Fluss zu sehen ist. (Tier C1, Feld 1

(a) und Tier C10, Feld 1 (b))

Die relative Himoglobinkonzentration zeigt sehr unterschiedliche Verlaufe. An
manchen Messfeldern steigt sie nach einem kurzen Zeitraum, in der die rel. [HD]
nahe 1 ist, plotzlich stark an und schwankt dann periodisch, wihrend die Hbg,;O-
auffallend gleich bleibt (Abb. 4.7). Es sind auch Verlaufe mit entgegengesetztem
Verhalten zu beobachten, in denen die rel. [Hb] wéhrend einer Minute Messzeit
sprunghaft abnimmt. An manchen Messfeldern bleibt die rel. [Hb] anndhernd
konstant. Allen Messfeldern gemein sind aber periodische Schwankungen zwischen
10 und 14/min. Abbildung 4.9 zeigt noch einmal zwei Beispiele.

Korrelation von IVM und EMPHQO: Die Korrelation des CBF und der Hbg,:O-
ist mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,90 fir Gruppe C: Gefélclam-
ping ausgezeichnet. Abbildung 4.10 zeigt dies graphisch.
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Abbildung 4.9: Zwei Beispiele eines 1-minditigen Verlaufes der [Hb] aus Gruppe
C: Gefafsclamping. (a) sprunghaft abfallend, dann angedeutet periodisch (Tier
C4, Feld 3); (b) anndihernd konstant, leicht periodisch (Tier C5, Feld 2)
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Abbildung 4.10: Korrelation zwischen IVM (Ordinate) und EMPHO (Abszisse)
fiir Gruppe C: Gefaficlamping. Gegeneinander aufgetragen sind die Messwerte an
den einzelnen Feldern.
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4.4 Gruppe D: Hypoxie

8 Tiere werden prapariert und ausgewertet, wobei bei einem die Konzentration
der markierten Erythrozyten nicht bestimmt werden und somit der CBF nicht
berechnet werden kann. Die makrozirkulatorischen Parameter unter Hypoxie zeigt
Tabelle 4.7. EMPHO und LICOX reagieren auf die Hypoxie mit einer statistisch
signifikanten Erniedrigung ihrer gemessenen Grofen, die IVM dagegen nicht. Fiir
die einzelnen Tiere sind diese Tabelle 4.8 zu entnehmen. Alle Werte sind als
Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben.

vor der Hypoxiephase nach der Hypoxiephase
fiir die Messung fiir die Messung

mit IVM [ mit EMPHO | mit IVM | mit EMPHO
mittl.art.RR (mmHg) 132+ 10
pH 7,40+0,05 | 7,3940,05 | 7,22+0,06 | 7,21+£0,05
PartO2 (mmHg) 98+13 99+16 40410 38+6
PartCO2 (mmHg) 35+4 36+4 56£8 567
base excess (mmol) || —2,942,3 | —3,242,7 —4,942,6 | —5,7£2,6
Hamatokrit (%) 48 £ 5

Tabelle 4.7: gemittelte makrozirkulatorische Parameter der Gruppe D: Hypozie

EMPHO: IVM: LICOX:
Hbg.,:O2 (%) | CBF (nl/min) | pOs (mmHg)
Tier D1 | 36,4£3,4 — 26,7+1,8
Tier D2 | 47,6 £2,5 2,3+0,1 28,8 +2,4
Tier D3 | 25,0+3,8 2,0£0,9 26,7+4,7
TierD4 [ 41,3+1,8 2,7+0,1 36,7+1,4
Tier D5 | 21,4+2,8 2,4+0,1 25,8+£2,9
Tier D6 | 37,8+£5,9 2,7£0,5 25,1£2,9
Tier D7 | 32,3£4,5 2,9+0,1 24,0£2,6
Tier D8 | 30,5£1,7 2,5+0,1 28,1+3,2
| Mittelwerte | 34,04£8,7 | 2,540,565 | 27,6£3,3 |

Tabelle 4.8: Die Ergebnisse der drei Methoden als Mittelwerte mit Standardab-
weichung fiir die einzelnen Tiere der Gruppe D: Hypozie

In Abbildung 4.11 werden die Mittelwerte iiber die gesamte Gruppe von
EMPHO, IVM und LICOX veranschaulicht und mit den Ergebnissen der Kon-
trollgruppe verglichen. Unter Hypoxie sinkt die Hbg,; O auf 52% und der p,,,.02
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auf 67% des Wertes in der Kontrollgruppe. Der Unterschied der Messwerte zwi-
schen der Kontrollgruppe und Gruppe D ist fiir EMPHO und LICOX statistisch
signifikant mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,001. Dagegen 1afst sich mit
der IVM kein signifikanter Unterschied nachweisen; der CBF entspricht 96% des
Wertes in der Kontrollgruppe.

EMPHO: Ht 0, (%) IVM: CBF (nl/min LICOX: EmucO> (mMmHQ)
\l Kontrolle O Hypoxie\

Abbildung 4.11: Vergleich der Ergebnisse in der in Gruppe D: Hypozie (orange)
mit der Gruppe A: Kontrolle (blau). EMPHO und LICOX zeigen deutlich niedri-
gere Messwerte in Gruppe D als in der Kontrollgruppe, wihrend die IVM keinen
signifikanten Unterschied nachweist. x p < 0,001; ** n.s.

LICOX: Der mittlerer Sauerstoffpartialdruck im Gewebe p,,,.Os unter Hypoxie
betrégt 27,6 +£ 3,3 mmHg (41,0 + 3,9 mmHg in der Kontrollgruppe).

IVM: Der kapillare Blutfluss ist mit 2,5 + 0,5 nl/min unter Hypoxie nahezu
identisch mit dem Wert der Kontrollgruppe (2,6 + 0,3 nl/min). Der Prozentsatz
der perfundierten Kapillaren betragt ebenfalls etwa 98%. Ein intermittierender
Fluf ist an keinem Messfeld zu beobachten. In dieser Gruppe wird eine BGA vor
und nach jeder Messung durchgefiihrt; der CBF kann somit mit dem p,,+O> in
Beziehung gesezt werden: Es besteht keine Korrelation (r = 0,21) (Abb. 4.12).
EMPHO: Die Sauerstoffsiattigung des Himoglobins liegt unter Hypoxie bei 34, 0+
8,7% (Kontrollgruppe 65,1 £+ 9,0%). Die HbgaO2 korreliert mit einem Korrela-
tionskoeffizienten r = 0,78 mit dem p,,+Os der arteriellen Blutgasanalyse (Abb.
4.13).
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Abbildung 4.12: Korrelation zwischen dem pOZ2 aus der arteriellen Blutgasana-
lyse (Abzsisse) und IVM (Ordinate) in der Gruppe D: Hypoxzie. Gegeneinander
aufgetragen sind die Messwerte an den einzelnen Feldern. Bei einem Tier konnte
der CBF nicht berechnet werden; an einem Feld ist aufgrund eines Probenfehlers
der par:Oo nicht bekannt.
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Abbildung 4.13: Korrelation zwischen dem pO2 aus der arteriellen Blutgasanaly-
se (Abzsisse) und EMPHO (Ordinate) in der Gruppe D: Hypozie. Gegeneinander
aufgetragen sind die Werte an den einzelnen Messfeldern; an 4 Feldern ist auf-
grund eines Probenfehlers der p,.+Os nicht bekannt.
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Wahrend der 1-miniitigen Messung bleibt die Hbg,;O- in allen Féllen auf nied-
rigem Niveau anndhernd konstant. Die rel. [Hb] macht nicht solche Spriinge wie
in Gruppe C. In Gruppe D schwankt sie immer mit kleiner Amplitude periodisch
mit einer Frequenz von ca. 11 — 15/min um einen konstanten Wert. (Abb. 4.14)
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Abbildung 4.14: Beispiel eines Verlaufes der Hbg,Os (a) und der dazugehorende
Verlauf der rel. [Hb] (b) wdhrend 1 min an einem Messfeld eines Tieres aus
Gruppe D: Hypoxie. Die Hbgq;Oo bleibt konstant bei einen Wert von ca. 27%;
die rel. [Hb] schwankt mit einer Periode von ca. 15/min mit kleiner Amplitude.

(Tier D7, Feld 3).

Korrelation von IVM und EMPHQ: CBF und Hbg,;O5 korrelieren in dieser Grup-
pe nicht; der Korrelationskoeffizient ist r = 0,12 (Abb. 4.15).
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Abbildung 4.15: Korrelation zwischen IVM (Ordinate) und EMPHO (Abszisse)
fiur Gruppe D: Hypoxie. Gegeneinander aufgetragen sind die Messwerte an den
einzelnen Feldern. Bei einem Tier konnte der CBF nicht berechnet werden, zwei-
mal tberschneiden sich zwei Punkte in der gezeigten Abbildung.
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4.5 Gruppe E: Colitis

Von 8 praparierten Tieren werden 8 ausgewertet. Die Messungen werden an den
Arealen des Darmes durchgefiihrt, die keine Ulcera oder Nekrosen aufweisen. Die-
se Gruppe ist sehr inhomogen, die Ausprigung der Colitis ist schon makroskopisch
duferst unterschiedlich. Bei manchen Tieren (Tier E 1 und E 7) zeigt der Darm
nur eine 6dematose Schwellung, bei anderen (Tier E 3, E 4 und E 6) groffldchige
Nekrosen. Die makrozirkulatorischen Parameter unter Colitis zeigt Tabelle 4.9.
Alle drei Methoden reagieren auf die Colitis mit einer statistisch signifikanten
Erniedrigung ihrer gemessenen Grofsen; fiir die einzelnen Tiere sind diese Tabel-
le 4.10 zu entnehmen. Alle Werte sind als Mittelwerte mit Standardabweichung
angegeben.

mittlerer art. Blutdruck (mmHg) 104 + 14
pH 7,36 £0,04
PartO2 (mmHg) 98 £10
PartCOs (mmHg) 41 +4
base excess (mmol) -3,1 +£3,0
Hamatokrit(%) 53 +£3

Tabelle 4.9: gemittelte makrozirkulatorische Parameter der Gruppe E: Colitis

EMPHO: IVM: LICOX:
HbgwOs (%) | CBF (nl/min) | pOy (mmHg)
Tier E1 [ 61,4£10,5 | 1,540,2 40,8 £2,9
Tier E2 [ 48,5+£38,1 1,4+0,3 34,5+7,9
Tier E3 | 53,6 £5,5 1,5+0,9 9,3+1,7
Tier E4 [ 25,0£10,7 | 0,140,1 3,0+2,8
Tier E5 | 56,5 +7,9 1,9+0,4 34,1£1,0
Tier E6 [ 50,9 £4,5 1,9+0,3 35,7£2,2
Tier E7 [ 51,8 £6,5 2,0£0,03 | 44,1£3,6
Tier E8 [ 55,5+6,7 2,5+0,4 30,6 £6,9
| Mittelwerte | 50,4+12,9 | 1,6+£0,8 | 29,0£13,9 |

Tabelle 4.10: Die Ergebnisse der drei Methoden als Mittelwerte mit Standardab-
weichung fir die einzelnen Tiere der Gruppe E: Colitis

In Abbildung 4.16 werden die Mittelwerte iiber die gesamte Gruppe von
EMPHO, IVM und LICOX veranschaulicht und mit den Ergebnissen der Kon-
trollgruppe verglichen. Die Hbgq;Oo sinkt auf 77%, der CBF auf 61% und der
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PrmueO2 auf 71%. des Wertes in der Kontrollgruppe. Der Unterschied der Messwer-
te zwischen der Kontrollgruppe und Gruppe E ist fiir alle drei Methoden statis-
tisch signifikant mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,001.

65,1 2,6 41,0

EMPHO: Hk, O, (%) IVM: CBF (nl/min] LICOX: £mucO2 (MmmHg)
\El Kontrolle W Colitis \

Abbildung 4.16: Vergleich der Ergebnisse in der Gruppe E: Colitis (rot) mit der
Gruppe A: Kontrolle (blau). x p < 0,05

LICOX: Der mittlere Sauerstoffpartialdruck im Gewebe p,,,.02 unter Colitis be-
tragt 29,0 + 13,9 mmHg (41,0 £ 3,9 mmHg in der Kontrollgruppe).

IVM: Der kapillare Blutfluss ist mit 1,640, 8 nl/min unter Colitis deutlich nied-
riger als in der Kontrollgruppe (2,6 4 0,3 nl/min).

Der Prozentsatz der perfundierten Kapillaren entspricht dem makroskopischen
Schweregrad der Colitis. Bei Tieren mit milder, édematoser Colitis ist er hoch
(Tier E 1: 96%, Tier E 7: 74%) und bei Tieren mit schwerer Colitis ist er niedrig
(Tier E 3: 26%; Tier E 4: 3% und Tier E 6: 22%). Es gibt sogar Messfelder, an
denen der Blutflufs vollig sistiert. Der Prozentsatz der perfundierten Kapillaren
liegt also an den einzelnen Feldern zwischen 0 und 96%.

Bei den 2 Tieren, deren Darm eine milde, 6dematose Colitis zeigt, ist an je einem
Messfeld ein periodisch intermittierender Fluss zu beobachten.

Ein weiteres Phdnomen ist bemerkenswert: Nahezu alle Kapillaren, in denen wah-
rend des Beobachtungszeitraumes von 1 Minute kein Fluss zu verzeichnen ist, sind
dennoch mit FITC-markierten Erythrozyten gefiillt. Auch in den Feldern, in de-
nen der kapillare Blutfluss in allen Kapillaren vollig sistiert scheint, sind in den
meisten Kapillaren viele markierte Erythrozyten zu sehen, die sich aber nicht
bewegen.
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EMPHO: Die Sauerstoffsattigung des Hamoglobins unter Colitis liegt im Mit-
tel bei 50,4 £+ 12,9% (Kontrollgruppe 65,1 £ 9,0%). Der Verlauf wihrend der
1-miniitigen Messung der Hbg,;O2 und der rel. [Hb] ist sehr unterschiedlich. Bei
den beiden Tieren, die makroskopisch eine milde, 6dematose Colitis aufweisen,
und in denen mittels IVM ein intermittierenden Fluft zu sehen ist, schwankt die
Hbg,; Oy auffallend regelméfig und periodisch mit einer Frequenz von ca. 5/min
und ausgepriagter Amplitude; dabei zeigt die rel. [Hb] andeutungsweise Schwan-
kungen um einen konstanten Wert (Abb. 4.17).
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Abbildung 4.17: Beispiel eines Verlaufes der Hbgq,Oo (a) und der dazugehdrenden
rel. [Hb] (b) an einem Messfeld eines Tieres mit milder Colitis. Die HbgqO2
schwankt mit einer Periode von ca. 5/min um einem Wert von ca. 53%, wéihrend
die rel. [Hb] konstant bleibt. (Tier E 1, Feld 1).

Bei den Tieren mit ausgepréagterer Colitis aber noch vorhandenem Blutfluss in
einem guten Teil der Kapillaren (33% < Prozentsatz der perfundierten Kapillaren
< 67%) zeigt die Hbgu O keinen periodischen Verlauf; die rel. [Hb] ist meist
konstant (Abb. 4.18).
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Abbildung 4.18: Beispiel eines Verlaufes der HbgOs (a) und der dazugehdren-
den rel. [Hb] (b) an einem Messfeld eines Tieres mit ausgepragterer Colitis. Die
HbguOs und die rel. [Hb] bleiben relativ konstant. (Tier E 5, Feld 1).

Bei Tieren mit schwerster Colitis, deren Darmabschnitt groftflichig Ulcera und
Nekrosen aufweist und deren Prozentsatz perfundierter Kapillaren kleiner als 33%
ist, 1aRt sich eine abfallende Hbg,:Oo erkennen, wobei die rel. [Hb] teils konstant
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bleibt, teils ebenfalls abfillt. Abbildung 4.19 zeigt ein Messfeld in dem mit der
IVM kein Blutflul verzeichnet werden kann, die Kapillaren aber mit markierten
Erythrozyten gefiillt sind, und in dem der Abfall der Hbg,; Oy wihrend des 1-
miniitigen Messvorganges besonders deutlich ist.
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Abbildung 4.19: Beispiel eines Verlaufes der Hbgq,Oo (a) und der dazugehdrenden
rel. [Hb] (b) an einem Messfeld eines Tieres mit grofiflichigen Nekrosen und in
der IVM sistiertem Blutfluss. HbgaOo und rel. [Hb] fallen beide stetig ab. (Tier
E 4, Feld 1).

Korrelation von IVM und EMPHQO: CBF und Hbg,; O korrelieren mit einem
Korrelationskoeffizienten von r» = 0,72 in der Gruppe E: Colitis. Abbildung 4.20
zeigt dies graphisch.

Die Hbg,;O5 korreliert nicht nur mit dem kapillaren Blutfluss am Colon, sondern
auch mit dem Prozentsatz der perfundierten Kapillaren. Je hoher dieser ist, desto
hoher ist auch die mittlere Hbg,;Os. In Tabelle 4.11 sind alle Messfelder der
Gruppe E nach dem Prozentsatz der perfundierten Kapillaren in vier Gruppen
eingeteilt und mit der mittleren Hbg,;Oo verglichen:

Prozentsatz der perfundierten Kapillaren | Hbg,;O2 (%)
0% 19,8+ 9,2

< 33% 49,1+£7,3

33 —-67% 52,9+ 7,2

> 67% 57.6 % 10,2

Tabelle 4.11: Vergleich zwischen dem Prozentsatz der perfundierten Kapillaren
(IVM) und der Hbs,;Os (EMPHO).
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Abbildung 4.20: Korrelation zwischen IVM (Ordinate) und EMPHO (Abszisse)
fur die Gruppe E: Colitis. Gegeneinander aufgetragen sind die Messwerte an den
einzelnen Feldern, ein Feld konnte nicht ausgewertet werden.
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Kapitel 5

Gruppentibergreifender Vergleich
der Messmethoden

In Abbildung 5.1 sind die iiber jede Gruppe gemittelten Messwerte fiir alle drei
Methoden zusammengefasst und graphisch dargestellt. Man erkennt, dass
EMPHO und LICOX in allen Gruppen tendenziell die gleiche Verédnderung gegen-
iiber der Kontrollgruppe nachweisen. Auch die IVM misst tendenziell die gleiche
Veranderung gegeniiber der Kontrollgruppe wie EMPHO und LICOX mit einer
Ausnahme in der Gruppe D: Hypoxie.

% EMPHO nl/min IVM mmHg LICOX

Abbildung 5.1: Gruppenmittelwerte der drei Methoden

57
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5.1 Vergleich zwischen IVM und EMPHO

Da mit dem EMPHO und dem IVM an je identischen Messfeldern gemessen wird,
kénnen die Werte an den einzelnen 3 Messfeldern pro Tier verglichen werden. In
der Gruppe D: Hypoxie korrelieren EMPHO und IVM nicht (s. Abb. 4.15, S. 50),
in den allen anderen Gruppen dagegen gut (s. Tab. 5.1).

Korrelation zwischen
IVM und EMPHO
Gruppe A: Kontrolle r=20,75
Gruppe B: Hypovolamie r=20,68
Gruppe C: Clamping r=0,90
Gruppe D: Hypoxie r=0,12
Gruppe E: Colitis r=0,72

Tabelle 5.1: Die Korrelationskoeffizienten der verschiedenen Gruppen.

Schlieftt man Gruppe D aus und stellt die verbleibenden 97 Messfelder ge-
geniiber, korrelieren IVM und EMPHO mit einem Korrelationskoeffizienten von
r = 0,89, wie in Abbildung 5.2 dargestellt ist.
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Abbildung 5.2: Korrelation zwischen EMPHO (Abszisse) und IVM (Ordinate)
fir alle 118 Messfelder. Die einzelnen Gruppen sind farblich unterschieden. Das
Inset zeigt die Korrelation ohne Gruppe D: Hypoxie.
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5.2 Vergleich zwischen LICOX und IVM

Die Messung mit der polarographischen Sonde (LICOX) lief kontinuierlich wéh-
rend der gesamten Messzeit,allerdings an einer anderen Stelle, als die Messung
mit [IVM und EMPHO. Eine Korrelation der einzelnen Messfelder wie zwischen
IVM und EMPHO ist deshalb nicht moglich. Um die Ergebnisse des LICOX
dennoch mit denen von EMPHO und IVM vergleichen zu kénnen, werden der
Mittelwert aus den Daten des LICOX, die wiahrend der Messung mit EMPHO
bzw. IVM aufgenommen wurden, berechnet, und mit dem Mittelwert der drei
Messfelder pro Tier fiir EMPHO bzw. IVM in Beziehung gesetzt. Es werden die
beiden Methoden also nicht an einzelnen Messfeldern, sondern fiir insgesamt 40
Tiere miteinander verglichen. Abbildung 5.3 zeigt die Korrelation:
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Abbildung 5.3: Korrelation zwischen LICOX (Abszisse) und IVM (Ordinate). Die
einzelnen Gruppen sind farblich unterschieden. Das Inset zeigt die Korrelation
ohne die Gruppen D: Hypozie(orange) und E: Colitis (rot)

Die Punkte der Gruppe D: Hypoxie (orange) und der Gruppe E: Colitis (rot)
liegen auferhalb einer sonst guten Korrelation von IVM und LICOX. Mdégliche
Griinde hierfiir werden unter 8.2.4.1, Seite 117 besprochen. Betrachtet man die
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Beziehung ohne die Gruppe D und E, korrelieren IVM und LICOX mit einem
Korrelationskoeffizienten von r = 0,96 (s. Abb. 5.3, Inset).

5.3 Vergleich zwischen LICOX und EMPHO

Ebenso wie fiir den Vergleich mit der IVM werden hier die entsprechenden, iiber
drei Messfelder eines Tieres gemittelten Werte von LICOX und EMPHO in Bezie-
hung gesetzt. Insgesamt werden 41 Tiere miteinander verglichen. Abb. 5.4 zeigt
die Korrelation:
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Abbildung 5.4: Korrelation zwischen LICOX (Abszisse) und EMPHO (Ordinate).
Die einzelnen Gruppen sind farblich unterschieden. Das Inset zeigt die Korrela-
tion ohne die Gruppe E: Colitis.

Hier liegen die Punkte der Gruppe E: Colitis (rot) auferhalb einer sonst guten
Korrelation. Mégliche Griinde hierfiir werden unter 8.2.4.1, Seite 117 besprochen.
Betrachtet man die Beziehung ohne die Gruppe E, korrelieren die beiden Metho-
den mit einem Korrelationskoeffizienten r = 0,87 (s. Abb. 5.4 Inset).
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Kapitel 6

Zusammenfassung der Ergebnisse

e Alle drei Methoden reagieren in den Gruppen B: Hypovoldmie, C: Clam-

ping und E: Colitis auf den pathologischen Zustand mit einer signifikanten
Erniedrigung ihrer Messwerte im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Einen Sonderfall stellt Gruppe D: Hypovolamie dar: Mittels IVM kann
kein Unterschied zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden. EMPHO und
LICOX zeigen dagegen auch in dieser Gruppe signifikant niedrigere Mess-
werte als in der Kontrollgruppe.

In den Gruppen B: Hypovoldamie, C: Clamping und E: Colitis ist die Korre-
lation zwischen CBF und Hbg, Oy gut; der Korrelationskoeffizient r liegt
zwischen 0, 68 und 0, 90.

In der Gruppe D: Hypoxie korrelieren der mittels IVM gemessene C'BF
und die durch das EMPHO ermittelte HbgaO9 nicht (r = 0,12). Auch gibt
es keine Korrelation zwischen C'BF und dem p,,;O> aus der BGA. Dagegen
korrelieren Hbg,;Os und pg,:O- aus der BGA in dieser Gruppe sehr gut.

In der Gruppe E: Colitis besteht neben der Korrelation zwischen C'BF und
Hbg,; Oy zusiétzlich eine gute Korrelation zwischen Hbg,;Os und der in der
IVM beobachteten Perfusionsdichte.

Betrachtet man alle Gruppen zusammen ohne die Gruppe D: Hypoxie kor-
relieren EMPHO und IVM im gesamten Messbereich gut (r = 0, 89).

Setzt man LICOX und IVM in Beziehung, liegen die Gruppe E: Colitis und
Gruppe D: Hypoxie aufserhalb einer sonst guten Korrelation. Ohne diese
beiden Gruppen korrelieren p,,,.0Os und CBF mit einem Korrelationsko-
effizient r = 0, 96.

Aus der sonst guten Korrelation zwischen LICOX und EMPHO fallt Gruppe
E: Colitis heraus. Ohne diese Gruppe korreliert p,,,.0O2 und Hbg,; Oy mit
einem Korrelationskoeffizient r = 0, 87.
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e Bei der Messung mit dem EMPHO fallen neben den Veranderungen des ab-
soluten Wertes fiir die Hbg,;Os in den einzelnen Gruppen charakteristische
Unterschiede im 1-miniitigen Messverlauf auf.

e An manchen Messfeldern kann mit der IVM ein intermittierender Blutfluss
nachgewiesen werden.

e An den Messfeldern, bei denen in der IVM ein intermittierender Blutfluss
beobachtet werden kann, zeigt die Hbg,;Os einen periodisch schwankenden
Verlauf.
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Kapitel 7

Diskussion der Methoden

7.1 Mikrolichtleiter-Photospektrometrie EMPHO

7.1.1 Physikalische Grundlagen der Remissions-
Photospektrometrie: Streuung und Absorption

Die Remissions-Photospektrometrie nutzt die optischen Effekte von Streuung und
Absorption zu quantitativen Messungen. Remissionsspektrometrie ist moglich, da
in ein streuendes Medium eingestrahltes Licht nicht nur vorwarts, sondern in alle
Richtungen, auch riickwérts, gestreut wird; deshalb konnen Empfangsfasern, die
neben und nicht gegeniiber einer beleuchtenden Lichtfaser liegen, durch das Ge-
webe beeinflusstes Licht detektieren. Man sollte deshalb besser von ,Riickstreu®-
Photospektrometrie sprechen.

Streuung macht die Remissions-Photospektrometrie moglich; so kann dann
die wellenlangenabhéngige Absorption an Farbstoffen oder Pigmenten, die fiir
jeden Farbstoff ein sehr charakteristisches Muster hat - das zweigipflige Absorp-
tionsspektrum des Hamoglobins beispielsweise -, fiir Aussagen iiber das Vorhan-
densein und die Konzentration dieser Farbstoffe genutzt werden. Da zusétzlich
viele Pigmente im Korper ihre Absorptionseigenschaften mit ihrem Oxidations-
bzw. Oxygenierungszustand verandern, werden auch Schlussfolgerungen hiertiber
moglich.

Mit den Phédnomenen der Streuung und Absorption ldsst sich das Prinzip
der Remissions-Photospektrometrie einfach beschreiben. Dennoch ist es unmog-
lich - aber in der Praxis auch nicht nétig - den Weg des Lichtes im lebendigen
Gewebe im Einzelnen zu beschreiben, da dort viele heterogene Streuer und Ab-
sorber miteinander kombiniert sind. In der physikalischen Grundlagenforschung
ist Lichtstreuung nach wie vor Thema aktueller Experimente [43, 44].
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7.1.1.1 Streuung im Gewebe

Die Streupartikel im Gewebe sind von unterschiedlicher Art und Groéfse und kom-
men in mannigfacher Dichte und Anordnung vor - sowohl innerhalb einer Zel-
le (z.B. Zellwand und Zytoplasma) als auch innerhalb der verschieden Gewebs-
schichten. Je nach Eigenschaft der streuenden Teilchen kann die Streuung mit
verschiedenen physikalischen Modellen beschrieben werden. Der einfachste Fall
liegt vor, wenn die Streuer sehr viel kleiner sind als die Wellenlénge des einfallen-
den Lichts (Rayleigh-Streuung, vgl. [45]). Der allgemeine Fall von Streuung an
Teilchen beliebiger Grofe wird als Mie-Streuung bezeichnet, da G. Mie im Jahre
1906 als erster ein mathematisches Modell dafiir angegeben hat (vgl. [46]).

Bisher gibt es aber keine Theorie, die alle Faktoren und Phidnomene, die sich
bei der Streuung des Lichts in lebendem Gewebe ergeben, berticksichtigt, und
es erscheint auch sehr unwahrscheinlich, dass dieses komplexe Problem in erster
Linie mittels eines mathematischen Modells gelost werden kann [47|. Es gibt
einige experimentelle Daten aus Messungen in einer Streukammer vor allem mit
Mitochondriensuspensionen, die - theoretisch analysiert mit den Streugesetzen
nach Rayleigh und Mie - Ansétze zur Beschreibung der Streuung des Lichts im
lebenden Gewebe liefern.

Einige ,Faustregeln“ der Streuung, die man bei der Interpretation der Mess-
parameter des EMPHO im Kopf behalten sollte, sind im folgenden genannt:

(a) Abhéngigkeit von der Grofe der Streupartikel: Je grofser das Teilchen, desto
grofer die Streuung sowohl vorwéarts als auch riickwarts.

(b) Abhéngigkeit von der Wellenldnge des einfallenden Lichtes: Je grofer die
Wellenldnge, desto weniger Licht wird sowohl vorwérts als auch riickwérts
gestreut.

(c) Abhéngigkeit von der Konzentration der Streupartikel: Je grofser die Kon-
zentration der Streupartikel, desto grofser die Extinktion des einfallenden
Lichtes durch die Streuung. Der Anteil des riickwérts gestreuten Lichtes
nimmt aber zu.

(d) Verédnderung der isosbestischen Punkte durch Streuphénomene.

7.1.1.2 Absorption im Gewebe

Folgende Pigmente im Gewebe absorbieren das eingestrahlte Licht [47]:
(a) Hamoglobin
(b) Myoglobin

(c¢) Cytochrom aa3, b, c
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(d) Flavoproteine
(e) Pyridinnukleotide

(f) Melanin

In dem zur Bestimmung der Sauerstoffsattigung des Hamoglobins verwende-
ten Wellenlédngenfenster von 502 - 628 nm ist der Effekt des Hamoglobin bei
weitem der wichtigste [48, 49].

7.1.2 Physiologische Variable

Die Streu- und Absorptionsphénomene im Gewebe werden nicht nur aufgrund
der Vielfalt der Streuer und Absorber und ihrer inhomogenen Anordnung dufierst
komplex, sie verandern sich zusétzlich auch noch in Abhéngigkeit von verschie-
denen physiologischen Variablen:

Organspezifische optische Eigenschaften:

Grundsétzlich sind die optischen Eigenschaften jedes Organs verschieden. So spie-
len in der Lunge beispielsweise Brechungsphédnomene an den zahlreichen Grenz-
fldchen zwischen Luft und Gewebe in den Alveolen ein Rolle [50]. Weiterhin gibt
es Unterschiede im optischen Verhalten von parenchymatdsen Organen, die re-
lativ homogen aufgebaut sind wie etwa der Leber, und geschichteten Organen
wie dem Darm. Diese organspezifischen optischen Eigenschaften sind wiederum
je nach dem Zustand, in dem sich das Gewebe befindet, verdnderlich:

e Odem

Ein Odem beeinflusst die optischen Eigenschaften des Gewebes. Die Kon-
zentration sowohl an Streuern als auch an Absorbern nimmt ab, und gleich-
zeitig verdndert sich das Verhéltnis von Streuern zu Absorbern. Aufserdem
andern sich die Brechungsindizes. Der Einfluss dieser zum Teil gegensétz-
lich wirkenden Verdnderungen auf die Riickwértsstreuung ist komplex und
schwer zu quantifizieren. (vgl. 7.1.1.1(c))

o Hdimoglobinkonzentration

Abhéngig von der Hamoglobinkonzentration, die nicht konstant ist, ver-
schiebt sich das Verhéltnis von Streuung und Absorption. Bei steigender
Konzentration des Hamoglobins nimmt die Absorption zu, und die Anzahl
der Streuereignisse sinkt. Dadurch wird das Erfassungsvolumen kleiner und
die Intensitit des detektierbaren, riickwérts gestreuten Lichts sinkt [51].
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e Oxygenierungszustand

Einige Beobachtungen lassen vermuten, dass die Streuer im Gewebe zum
Teil ihre Grofse abhéngig vom Oxygenierungszustand dndern. So nimmt
man an, dass die Mie-Teilchen unter Hypoxie schrumpfen [35]. Dies fiihrt
in der Regel zu einer Abnahme der Riickwértsstreuung. (vgl. 7.1.1.1(a))

7.1.3 Technische Variable
7.1.3.1 Abstand des Lichtleiters vom Gewebe

In dieser Studie bestand kein direkter Kontakt des Lichtleiters mit dem Gewebe.
Dies ist zur regelrechten Akquisition der Spektren nicht nétig [51], und bringt den
Vorteil, dass Storungen der Messergebnisse durch Druckischaemien ausgeschlos-
sen sind. Dadurch wird es jedoch unmoglich, am lebenden, sich bewegenden Ge-
webe einen genau definierten Abstand einzuhalten. Der Abstand vom Lichtleiter
zum Darm schwankt in dieser Studie zwischen ca. 100 und 300 pm.

Vom Abstand sind abhéngig: die Erfassungstiefe (vgl. 7.1.4.1), die Erfassungs-
fliche (vgl. 7.1.4.2) und die gemessene Lichtintensitét. Mit wachsendem Abstand
nimmt die Erfassungsfliche auf Kosten der Erfassungstiefe zu. Die messbare
Lichtintensitdt nimmt mit dem Quadrat des Abstandes ab. Der Abstand be-
einflusst damit jede absolute quantitative Messung, wie sie z.B. fiir Bestimmung
der relativen Hamoglobinkonzentration nétig ist (vgl. 7.1.5.2).

7.1.3.2 Passage des Lichtes aufierhalb des Gewebes

Auf seinem Weg vom Lichtleiter zum Gewebe passiert das Licht - und das zuriick-
gestreute Licht ebenfalls - die Spiilfliissigkeit, die Plastikfolie, die ein Aufséttigen
des Hamoglobins durch den Luftsauerstoff verhindern soll, und die Schleimschicht,
die physiologischerweise auf dem Darm liegt. Alle genannten Stationen besitzen
aber in etwa den gleichen Brechungsindex, so dass Brechungsphdnomene an den
jeweiligen optischen Ubergéingen in guter Niherung vernachlissigt werden kon-
nen.

7.1.4 FErfassungsvolumen
7.1.4.1 Erfassungstiefe

Von grofitem Interesse fiir die Interpretation der Messung mit dem EMPHO ist die
Kenntnis der Erfassungstiefe, welche hier als diejenige Distanz definiert sein soll,
aus der das Gerit noch Licht ausreichender Intensitit zuriick gestreut bekommt,
um es zur Berechnung der Sauerstoffsiattigung des Himoglobins und der relativen
Hamoglobinkonzentration zu verwerten. So macht es einen grofen Unterschied,
ob vom EMPHO nur die Zirkulation in den Kapillaren der Mukosa oder zusétzlich
auch die der submukosen Arteriolen und Venolen erfasst wird.
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Theoretisch ist der Weg, den das Licht im Gewebe zuriicklegt, als Funktion von
Streuung und Absorption zu beschreiben; unter Punkt 7.1.1 wurde aber bereits
ausgefithrt, weshalb die genaue Berechnung kaum moglich ist. Zudem ist die
Erfassungstiefe keine konstante Grofe, da sie von allen genannten physiologischen
(vgl. 7.1.2) und technischen (vgl. 7.1.3) Variablen abhéngig ist.

Literaturiiberblick: In der Literatur finden sich verschiedenste Angaben (von
15 bis 750 pum!) zur Erfassungstiefe, die zum zum Teil auf experimentell gewonnen
Daten beruhen:

e Sato et al., die als Erste mit einem spektrometrischen Verfahren die Sau-
erstoffsattigung des Hamoglobins an der Mukosa des Magens bestimmten,
injizierten schwarze Tinte in verschieden Schichten der Intestinalwand von
Ratten und kamen zu dem Ergebnis, dass das Erfassungsvolumen auf die
Mukosa und zu einem kleinen Teil auf Geféfse in der Submukosa beschrénkt
sei [52]. Das von ihnen verwendete Spektrometer unterscheidet sich aber
vom EMPHO unter anderem durch grofiere Lichtleiter.

e Hasibeder et al. beobachteten grofere Unterschiede im Verhalten der Sau-
erstoffsattigung des Hamoglobins an Serosa und Mukosa des Jejunums von
Schweinen, woraus sie auf eine ausreichende ortliche Auflésung schlossen

[13].

e Harrison et al. nehmen am Skelettmuskel eine Erfassungstiefe von 200 pum
an [53].

e Frank et al. geben an, dass nach 15 um die Intensitat des eingestrahlten
Lichtes auf 1/e abgenommen habe [54].

e Tauschek et al. gehen davon aus, dass die gemessenen Signale aus einer
Tiefe von bis zu 250 pm stammen [17]. Sie berufen sich auf ein experimentell
bestimmtes Verhéltnis von eingestrahltem Licht zu zuriickgestreutem von
1 : 1000 und auf Frank [55], nach dem das nach vorwérts propagierende
Licht in einer Mitochondriensuspension in einer Tiefe von 250 pm 50 %
seiner Ausgangsintensitat erreicht habe.

e Siedler bestimmt in seiner Dissertation in Darmhomogenaten ohne Hamo-
globin eine Erfassungstiefe von 700 - 735 pm und im hé&moglobinhaltigen
Homogenat von 335 - 350 um [24].

Es ist zu beachten, dass bis auf das Experiment von Sato et al. und die Beob-
achtung von Hasibeder et al. alle Versuche, das Erfassungsvolumen zu bestimmen
an Homogenaten unternommen wurden, die nicht die Effekte der Schichtung im
Gewebe beriicksichtigen. Aufserdem arbeiten Frank et al. heraus, dass die zuriick
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gestreute Lichtintensitdt stark von der Grofe der Mitochondrien in der Suspen-
sion abhéngt [55]; somit diirfte auch ein erheblicher Unterschied zwischen Mito-
chondriensuspensionen und dem Gewebe mit Streuern unterschiedlichster Grofe
bestehen.

Eindringtiefe in der vorliegenden Studie: Es ist plausibel anzunehmen,
dass die von Siedler bestimmten Werte in Darmhomogenaten der Erfassungstiefe
des EMPHO in der vorliegenden Studie am néchsten kommen. Fiir die weiteren
Uberlegungen wird deshalb der in himoglobinhaltigen Darmhomogenaten gemes-
sene Wert fiir die Erfassungstiefe von 335 - 350 pum als Grundlage genommen.
Tatséchlich wird die Erfassungstiefe etwas niedriger sein, da kein direkter Kontakt
des Lichtleiters mit dem Gewebe bestand (vgl. 7.1.3).

Gefaftarchitektur und effektive Eindringtiefe: Um zu wissen, welchen Ab-
schnitt der Gefafiversorgung das EMPHO erfasst, muss man die Dicke der einzel-
nen Schichten des Darmes betrachten. Abbildung 7.1 zeigt den schematischen
Aufbau der Geféife in Mukosa und Submukosa [56], Abbildung 7.2 eine Ra-
sterelektronenmikroskopaufnahme eines normalen Colons von Sprague-Dawley-
Ratten im Léngsschnitt [57].

Capillarschleifen unterhalb
des Obertlachenepitheliums Sammelvenolen

der Mucosa

Mucosa <

m?::i;a{ A
2

Venole

Arteriole

Abbildung 7.1: Schematische Dar-
stellung der Gefdffarchitektur der
Mukosa des Colons von Ratten nach

[56].

Abbildung 7.2: Normales Ratten-
colon im Ldngsschnitt. Aufnahme
mit einem Rasterelektronenmikro-
skop eines GefdafSpriparates nach

[57].

Das kapillare Netz der Mukosa hat dort eine Dicke von ca. 200 pm, Mukosa
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und Submukosa zusammen etwa 360 um. Browning et al. geben in ihrer Studie ei-
ne Dicke des Kapillarbettes in der Mukosa von 175 pm fiir die meisten Abschnitte
des Colon von Porton-Ratten an [56].

Wenn die Mukosa des Rattendarmes also 175 - 200 pum dick ist und das
EMPHO Strukturen aus einer Tiefe von bis zu etwa 300 pm erfasst, ist es nicht
ausgeschlossen, dass die Messungen dieser Studie neben der Mikrozirkulation im
Kapillarbett der Mukosa auch einen Teil der Zirkulation in der Submukosa wi-
derspiegeln.

Das Colon des Menschen ist sehr dhnlich wie das der Ratten aufgebaut, al-
lerdings sind die einzelnen Schichten wesentlich dicker. Das kapillare Netzwerk

des menschlichen Colons ist mit ca. 400 pm doppelt so dick wie das der Ratten
(Abb. 7.3).

Abbildung 7.3: Normales menschliches Colon im Ldngsschnitt. Aufnahme mit
einem Rasterelektronenmikroskop eines Gefifipraparates nach [57].

Bei Messungen mit dem EMPHO am menschlichen Colon wird folglich aus-
schlieflich die Zirkulation in der Mukosa erfasst.
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In den oben gezeigten Abbildungen erkennt man aber auch, dass nur die Ar-
teriolen sich in der Submukosa verzweigen, in die Venolen fliefsen die Kapillaren
schon auf der luminalen Seite der Mukosa zusammen. Es kann also vorkommen,
dass mit dem EMPHO das Messfeld direkt iiber einer solchen dréanierenden Venole
gewihlt wird und so der Messwert nach venos verschoben wird. Es empfiehlt sich
deshalb, statt an einem Punkt zu messen, systematisch eine bestimmte Fléache zu
untersuchen; so konnten eventuell die Messfelder iiber den Venolen identifiziert
werden, zumindest wiirde sich ihr Einfluss auf Werte der Sauerstoffsattigung des
Héamoglobin relativieren. In der vorliegenden Studie war das Messfeld fiir das
EMPHO allerdings durch die vorausgehende Messung mit der Intravitalmikro-
skopie vorgegeben, da zum Vergleich der beiden Methoden an identischer Stelle
gemessen werden sollte. Zum Teil werden die gezeigten Messwerte also neben der
Zirkulation der Arteriolen in der Submukosa auch die im Bereich um eine Venole
widerspiegeln.

7.1.4.2 Erfassungsfliche

Das Erfassungsvolumen setzt sich aus Erfassungstiefe und -fliche zusammen.
Letztere ist eine Funktion der numerischen Apertur der Lichtleiter und des Ab-
standes des Lichtleiters vom Gewebe. Der Effekt der Brechungsindizes von Licht-
leiter, Gewebe und der Spiilfliissigkeit, der streng genommen beriicksichtigt wer-
den miisste, kann vernachléssigt werden, da die genannten Medien ,index-gemacht*
sind (vgl. 7.1.3). Die numerische Apertur der verwendeten Lichtleiter betrigt 0, 5
fiir den Sendelichtleiter mit einem Durchmesser von 250 pm und 0,56 fir die
Empfangslichtleiter mit einem Durchmesser von 70 pum. Bedingt durch die An-
ordnung der Empfangsfasern zirkuldr um die Sendefaser, wird nur ein Teil (Abb.
7.4) des beleuchteten Kreises erfasst.

In Tabelle 7.1 ist die tatséchlich erfasste (in der Abbildung dunkel hinterlegte)
Flache fiir verschiedene Abstdnde der Lichtleiter vom Gewebe berechnet:

Abstand Flache Flache tatsachlich Verhéltnis
vom Gewebe | beleuchtetes Areal erfasstes Areal beleuchtetes zu
(um) (mm?) (mm?) erfasstem Areal
100 0,096 0,078 0,809
200 0,159 0,158 0,996
300 0,238 0,238 1
400 0,332 0,332 1

Tabelle 7.1: Fliche des beleuchteten und des tatsichlich erfassten Areals in mm?
und ihr Verhdltnis zueinander in Abhédngigkeit vom Abstand zum Gewebe. (ohne
Beriicksichtigung der Brechung)
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Abbildung 7.4: Schematische Darstellung der Anordnung der Lichtleiterfasern
links (oben: Lingsschnitt mit ihrer numerischen Apertur; unten: Querschnitt) und
der von thnen erfassten Fliche fir einen Abstand der Lichtleiter vom Gewebe von
100 pum rechts; der grofie innere Kreis stellt das beleuchtete Areal dar, die kleinen
aufleren das von den Empfangsfasern erfasste. Die tatsdchlich erfasste Fliche ist
dunkel hinterlegt.

Nicht nur die Flédche, die tatsdchlich erfasst wird, &ndert sich mit dem Abstand
vom Gewebe, sondern auch das Verhéltnis von beleuchteter zu erfasster Fléache.
Bei einem Abstand grofer 200 pum erfassen die Erfassungsfasern den gesamten
beleuchteten Kreis. Die absolut erfasste Flache bestimmt die 6rtliche Auflésung
des EMPHO. Bei einem Abstand um 200 gm stimmt sie sehr gut mit der mit
der TVM untersuchten Fliche (0,13 mm?) iiberein. Das variable Verhiltnis von
beleuchtetem zu erfasstem Areal beeinflusst die gemessene Lichtintensitat und
somit die Berechnung der relativen Hamoglobinkonzentration (vgl. 7.1.5.2).

7.1.5 Messgrofien
7.1.5.1 Sauerstoffsittigung des Hamoglobins (Hbg,;O2)

Die Berechnung der Sauerstoffsiattigung des Hamoglobins beruht auf dessen vom
Oxigenierungszustand abhéngigen Absorptionseigenschaften. Das Gerdt analy-
siert die wellenléngenspezifische Lichtintensitéat.



76 KAPITEL 7. DISKUSSION DER METHODEN

Akkuratheit der akquirierten Spektren: Die Lichtleiter des EMPHO ha-
ben fiir die unterschiedlichen Wellenlingen unterschiedliche Ubertragungseigen-
schaften. Um diesen Effekt zu korrigieren, wird vor jeder Messung ein Dunkel-
spektrum und ein Weifistandard iiber einer BaSO4-Oberflache aufgezeichnet; das
gemessene Gewebespektrum wird dann nach folgender Formel korrigiert [35]:

DS —-RS
DS — BaSt

mit KS: korrigiertes Spektrum
DS: Dunkelspektrum
RS: Rohspektrum des Gewebes
BaSt: Spektrum des BaSQOgy-Standards

KS (7.1)

Abbildung 7.5 zeigt die beiden Kalibrierungsspektren, das Rohspektrum und
das korrigierte Spektrum:

i E A
0 DS
0,75 =
\"\_\-/RS
5
Bast 797
0= 0,654
KS
) — ' ' —>
500 540 580 620 500 540 580 620
A (nm)

Abbildung 7.5: Illustrierung des Kalibrierungsvorganges nach [35]: Links ist das
an menschlicher Haut gemessene Rohspektrum (RS), das vor der Messung be-
stimmte Dunkelspektrum (DS) und das dber dem BaSO4-Standard gemessene
Spektrum (BaSt), die Transmissionsfunktion des EMPHO, zu sehen. Rechts ist
das nach Formel 7.1 korrigiert Spektrum (KS) gezeigt.

Die in vitro anhand von wéassrigen Hamoglobinlosungen gemessenen und auf
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oben genannte Weise korrigierten Absorptionsspektren von vollstandig oxigenier-
tem und vollstandig deoxigeniertem Hamoglobin stimmen &ufierst gut mit den aus
der Literatur [58] bekannten Werten iiberein [36]. In Tabelle 7.2 sind vergleichend
einige Werte zusammengefasst, die in vitro ohne Streuer bestimmt sind.

EMPHO Referenzwert
(Diimmler 1988) | (Assendelft 1970)

507 £ 1 506, 5

522+ 1 522,0
Isosbestische Wellenldngen (nm) 549 + 1 548, 0

570 £ 1 569,0

586 £ 1 586, 0
Maxima des Spektrums von vollst. 542 + 1 542, 0
oxigeniertem Hadmoglobin (nm) 577+ 1 577,0
MaX{mur.n des Sp?ktrums von 556 4 1 555, 0
deoxigeniertem Hamoglobin (nm)

Tabelle 7.2: Die mit dem EMPHO gemessenen isosbestischen Wellenldngen und
Maxima von wvollstindig oxigeniertem und deoxigeniertem Hdmoglobin im Ver-
gleich mit den von Assendelft angegebenen Referenzwerten nach [36].

Einfluss der Streuphinomene auf die Messgrofie: Im Gewebe werden die
Lichtintensitdten nicht nur von den Absorptionseigenschaften des Hamoglobins
sondern auch durch die wellenldngenabhéngigen Streuphénomene (vgl.7.1.1.1(b))
beeinflusst. Das EMPHO berticksichtigt dies durch einen von Diimmler [36] ent-
wickelten Korrekturalgorithmus, der nach der Theorie von Kubelka und Munk
[37] das Verhéltnis von wellenldngenabhéngiger Absorption und wellenléangenab-
hangiger Streuung beschreibt.

Harrison et al. priiften in einer Arbeit mit einem vergleichbaren Gerat die
Akkuratheit dieser Methode in vitro an einem einfachen Streuungsmodell (Blut
mit BaSO,-Teilchen als Streuer) und in vivo an der Haut des volaren Unterarmes
von Probanden [59]. Sie fanden leicht verschobene Werte fiir die isosbestischen
Wellenldngen (vgl. 7.1.1.1(d)) und eine hohe Zuverléssigkeit der Werte fiir die
Sauerstoffsattigung des Hamoglobins iiber die gesamte Breite von deoxigeniertem
Hamoglobin (Hbg.:O2 = 0%) bis zu vollstindig oxigeniertem (Hbgq,;O2 = 100%),
unabhéngig von der Konzentration der Streuer. Obwohl zwar absolute quantitati-
ve spektrometrische Messungen im Gewebe kaum zuverldssig moglich sind, kann
die Bestimmung der Sauerstoffséittigung des Himoglobins so genau erfolgen, denn
hierfiir miissen die zuriickgestreuten Lichtintensititen nicht absolut quantifiziert
werden. Die Methode kann nicht die absolute Konzentration an oxigeniertem und
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deoxigeniertem Hamoglobin angeben, sie bestimmt aber das Verhdltnis von oxi-
geniertem zu deoxigeniertem Hamoglobin sehr exakt. Selbst fiir die Erstellung
eines einzelnen Absorptionsspektrums ist die Kenntnis der Lichtintensitdten der
einzelnen Wellenldngen relativ zueinander ausreichend.

Interpretation der Messgrofse: Die Sauerstoffséattigung des Himoglobins ist
abhéngig vom ,Angebot”, der Menge an antransportiertem Sauerstoff, und der
s,Nachfrage“, dem Verbrauch der Zellen. Aber sie beziffert nicht die absolute, dem
Gewebe zur Verfiigung stehende Menge an Sauerstoff. Es wére der extreme Fall
denkbar, dass kein Sauerstoff von den Zellen verbraucht wiirde, sich eine ver-
nachlassigbar kleine Menge an Hamoglobin in den Kapillaren befinde, welches
aber zu 100% mit Sauerstoff gesattigt sein soll. Die absolute Sauerstoffmenge wé-
re dann vernachléssigbar klein, die gemessene Sauerstoffsattigung korrekterweise
trotzdem 100%.

Zusammenfassende Beurteilung: Mit dem EMPHO ist die Bestimmung der
Sauerstoffsattigung des Hamoglobins unabhéngig von allen genannten physiolo-
gischen und technischen Variablen (vgl. 7.1.2 und 7.1.3) exakt moglich. Das gilt,
solange sich die Gefafarchitektur des erfassten Volumens wéhrend des Messvor-
gangs nicht dndert (vgl. 7.1.4). Die Hbg,;Os ist somit ein ,harter - d.h. ein durch
storende Faktoren kaum beeinflussbarer - Parameter und leicht und zuverléssig
zu akquirieren.

7.1.5.2 Relative Himoglobinkonzentration (rel. [Hb])

Berechnung der Messgrofse: Zur Berechnung der relativen Hamoglobinkon-
zentration werden die isosbestischen Punkte herangezogen; an diesen ist die zu-
riickgestreute Lichtintensitit unabhangig vom Oxigenierungszustand des Hamo-
globins. Das ist fiir fiinf Wellenldngen der Fall (siche Tabelle 7.2, S. 77). Gra-
phisch dargestellt sind das die Schnittpunkte der beiden Kurven fiir das Spek-
trum von oxigeniertem bzw. deoxigeniertem Hamoglobin (Abb. 1.5, S. 12). An
diesen Punkten ist fiir eine reine Hamoglobinlosung ohne Streuer die transmit-
tierte Lichtintensitit geméf dem Lambert-Beerschen Gesetzes von Schichtdicke
und Konzentration des Absorbens abhéngig (vgl. [60]):

E=dxex(C (7.2)
mit  E: Eztinktion d: Schichtdicke € : Extinktionskoeffizient C: Konzentration
Hieriiber kann die Konzentration des Farbstoffes ermittelt werden.

Bei der spektrometrischen Messung im lebenden Gewebe ist die Schichtdicke
allerdings nicht exakt definiert. Deshalb kann aus dem vom EMPHO gemessenen
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absoluten Wert der Lichtintensitdt nicht quantitativ die Hamoglobinkonzentra-
tion errechnet werden. Nimmt man aber an, die Schichtdicke bleibt im zeitlichen
Verlauf einer Messung konstant, kénnen Verdnderungen der Hamoglobinkonzen-
tration nachgewiesen werden. Hierzu wird ein vom Benutzer definierter Wert vom
EMPHO gleich 1 gesetzt; im Folgenden wird eine relative Hamoglobinkonzentra-
tion im Verhéltnis zu diesem ersten Wert angegeben.

Einfluss der Streuphinomene auf die Messgrofie: Auch wenn das Gerét
die Hamoglobinkonzentration als relativen Wert angibt, muss hierfiir die absolute
Extinktion gemessen werden, d.h. die absolute Lichtintensitit an den isosbesti-
schen Punkten fliefit in die Berechnung ein. Damit wird diese Grofse in vielfaltiger
Weise von den im Gewebe variablen Streuphénomenen beeinflusst. Zum einen
werden die isosbestischen Punkte der Absorptionsspektren durch Streuung leicht
verschoben (vgl. 7.1.1.1(d)), zum anderen héngt die zuriickgestreute Lichtinten-
sitdat stark vom Erfassungsvolumen ab, welches von physiologischen und techni-
schen Variablen (vgl. 7.1.2, 7.1.3 und 7.1.4.2, Tab. 7.1) beeinflusst wird.

Aufserdem wird von einer linearen Beziehung zwischen gemessener Lichtin-
tensitdt und Hamoglobinkonzentration ausgegangen. Dies gilt bei Messungen im
Gewebe allerdings nicht exakt, da die Himoglobinkonzentration die Streuung und
damit die zuriickgestreute Lichtintensitét beeinflusst (vgl. 7.1.2). Harrison et al.
finden auch experimentell eine lineare Beziehung nur fiir ein begrenztes Intervall
der Hamoglobinkonzentration , welches von der Konzentration der Streuer abhén-
gig ist [59]. Unter physiologischen Bedingung liegt die Himoglobinkonzentration
allerdings in diesem Bereich.

Interpretation der Messgrofie: Die spektrometrisch bestimmte relative Ha-
moglobinkonzentration ist von mehreren physikalischen und physiologischen Fak-
toren abhéngig; sie ist nicht wie die aus einer Blutprobe ermittelte Hamoglobin-
konzentration zu interpretieren. Eine spektrometrisch hohere Hamoglobinkon-
zentration im Gewebe kann unter anderem auf ein dichteres Kapillarnetz, einen
grofseren Gefafidurchmesser, einen hoheren Blutfluss oder eine grofsere intravasale
Hémoglobinkonzentration zuriickzufiithren sein [17].

Zusammenfassende Beurteilung: Wenngleich die relative Hidmoglobinkon-
zentration ein ,weicher” - d.h. ein durch stérende Faktoren leicht beeinflussbarer-
Messparameter ist, ist es interessant, ihn zur Interpretation der Sauerstoffver-
sorgung des Gewebes zusammen mit der Sauerstoffséttigung des Hamoglobins
heranzuziehen. Als Parameter, der vasale Faktoren widerspiegelt, macht er bei-
spielsweise eine Unterscheidung zwischen Ischaemie mit und ohne Kongestion
moglich. Allerdings sind Aussagen nur im zeitlichen Verlauf an einem Messfeld
moglich, vorausgesetzt die physiologischen und technischen Variablen bleiben in
diesem Zeitraum konstant. Interindividuelle Vergleiche oder intraindividuelle an
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verschiedenen Messfeldern sind problematisch. Innerhalb eines Messfeldes sind
nichtsdestoweniger sehr interessante Tendenzen zu beobachten.

7.1.6 Nachteile der Methode

e Das EMPHO kann nur indirekt Auskunft iber den Blutfluss in den Kapil-
laren geben, dieser kann nicht direkt visualisiert und quantifiziert werden,
wie mittels der Intravitalmikroskopie.

e Die relative Hamoglobinkonzentration, die als Ausdruck vasaler Faktoren
fiir indirekte Aussagen beziiglich des Blutflusses sehr hilfreich ist, ist ein
,weicher” Messparameter. Er ist mit Vorsicht zu interpretieren und nur in-
nerhalb einer Messung verwertbar.

7.1.7 Vorteile der Methode

Praktische Anwendung:

e Das Gerit ist einfach handzuhaben, ein hoher Automatisierungsgrad der
Messung gewahrleistet eine grofe Unabhéngigkeit vom Untersucher. Die
Messungen sind gut reproduzierbar (vgl. auch [61, 16, 10, 21]).

e Es ist kein direkter Kontakt mit dem Gewebe notwendig, dadurch sind
Artefacte durch Druckischaemien ausgeschlossen, was insbesondere bei sehr
empfindlichen Organen wie Gehirn oder Darm eine grofe Rolle spielt [17].

e Die Methode arbeitet non-invasiv, das Gewebe wird nicht geschidigt, somit
kann ein Monitoring iiber einen langeren Zeitraum durchgefiihrt werden.

e Das flexible Lichtleiterkabel erlaubt Messungen auch an bewegten Organen,
wie etwa am Herzen [62, 14].

Rdumliche und zeitliche Auflosung:

e Gegeniiber dlteren Gewebsspektrometern zeichnet sich das EMPHO neben
dem flexiblen Lichtleiter durch sein kleines Erfassungsvolumen aus. Durch
eine kleine Erfassungstiefe wird in den meisten Féllen die gewiinschte Be-
schrankung auf das kapillare Netz erreicht und die kleine Erfassungsfldache
bietet zusétzlich eine hohe raumliche Auflésung.

e Die schnelle Aufzeichnung der einzelnen Spektren (100/sec) und die promp-
te Reaktion der Messparameter auf Verdnderungen erlauben gleichzeitig
eine hohe zeitliche Auflésung.
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Somit ist es moglich, Unterschiede sowohl in kleinsten raumlichen als auch zeitli-
chen Absténden zu erfassen; ein rdumliches und zeitliches Mapping mit hochster
Auflésung ist durchfiihrbar.

Informationsbreite und weitere Finsatzmaglichkeiten

Neben der einfachen Bestimmung der Sauerstoffséattigung des Hamoglobins und
der relativen Hamoglobinkonzentration kénnen mit dem EMPHO noch auf andere
Weise Informationen iiber den Blutfluss in den Kapillaren und den Sauerstoffaus-
tausch im Gewebe gewonnen werden:

e Es kann abgeschitzt werden, wie schnell der Sauerstoff vom Hamoglobin
an das Gewebe abgegeben wird. Dazu wird die Geschwindigkeit analysiert,
mit der die Sauerstoffsattigung des Hamoglobins abféllt, nachdem die Zir-
kulation und damit die Sauerstoffzufuhr gestoppt wurde [63].

e Im Gegensatz zu anderen Methoden, wie z.B. der polarographischen Son-
de, ist mittels der relativen Hamoglobinkonzentration eine Differenzierung
zwischen Ischaemie mit und ohne Kongestion méoglich [59].

Das EMPHO kann auch andere Farbstoffe aufer dem Hémoglobin im Gewebe
detektieren:

e Es kann auf das Volumen riickgeschlossen werden, das pro Zeiteinheit durch
das Kapillarbett fliefst, indem die Geschwindigkeit bestimmt wird, mit der
ein injizierter Farbstoff ausgewaschen wird [53, 63].

e Diverse Pigmente und ihre sauerstoffabhéngigen Veranderungen konnen mit
Filterscheiben, die andere Wellenldngenfenster besitzen, studiert werden
(Zum Beispiel Cytochrom aa3 mit einem Absorptionsmaximum im redu-
zierten Zustand bei 605 nm [47])

Einsetzbarkeit am Patienten

Der Hauptvorteil des EMPHO gegeniiber der Intravitalmikroskopie ist seine Ein-
setzbarkeit am Patienten sowohl endoskopisch [25], als auch intraoperativ [17,
64, 16]: Die Probleme der Ubertragbarkeit der gewonnenen Ergebnisse aus dem
Tiermodell entfallen. Es entstehen keine Artefacte durch aufwendige Praparation,
wie sie fiir die Intravitalmikroskopie notwendig ist.

7.1.8 Zusammenfassung

Das EMPHO ist vielseitig und flexibel einsetzbar. Die Sauerstoffsittigung des
Hémoglobins ist genau und zuverlidssig bestimmbar. Die relative Hamoglobin-
konzentration sollte als ,weicher Messparameter nur fiir Einzelbeobachtungen
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verwendet werden. Das Erfassungsvolumen kann nicht genau angegeben werden
und ist variabel. In den meisten Féllen beschrankt es sich aber, wie gewiinscht,
auf die Erfassung des Kapillarbettes.
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7.2 Intravitalmikroskopie (IVM)

7.2.1 Besonderheiten bei der Priaparation des Colons

In unserer Arbeitsgruppe ist die Intravitalmikroskopie an Pankreas, Colon, Leber
und Lunge etabliert [4, 5, 6, 7, 8, 9], wobei die Praparation, die zur Visualisierung
der Mikrozirkulation nétig ist, fiir jedes Organ unterschiedliche Anforderungen
stellt. Die Ergebnisse der Intravitalmikroskopie haben deshalb nicht fiir jedes Or-
gan die gleiche Genauigkeit. Insbesondere am Colon birgt die Préparation Feh-
lerquellen, von denen mehrere Autoren berichten [65, 66, 67, 22]:

Unter physiologischen Bedingungen in situ bewegt sich das Colon erstens
wegen der Ubertragung der Atemexkursionen und zweitens wegen der eigenen
Peristaltik. Die einzelnen Tiere zeigen dabei eine sehr unterschiedliche Darm-
motilitdt. Um ein auswertbares Videobild zu erhalten miissen diese Bewegungen
auf ein Minimum reduziert werden. Dies geschieht, indem der zu untersuchende
Darmabschnitt mit Hilfe von Haltefdden iiber einen Plastiksteg exponiert und
fixiert wird. Die Atemexkursionen konnen so recht gut kontrolliert werden, doch
die Peristaltik des Darmes kann erst durch deutlich starkeres Anspannen der Hal-
tefdden beeinflusst werden. Die Haltefdden dienen auferdem dazu, die Faltelung
des Colons aufzuspannen und eine anndhernd plane Flache zu erhalten, auf die
fokussiert werden kann. Diese Priaparation des Darmes beeinflusst den Blutfluss
nicht unerheblich. Wird das Colon zu weit nach auften gelagert, und bei zu starker
Anspannung der Haltefiden werden zu niedrige Werte fiir den kapillaren Blut-
fluss gemessen. Die Position des Darmes und die Spannung der Haltefaden sind
nicht vollkommen standardisierbar. Vergleichbare Versuchsbedingungen sind aber
gewahrleistet, sofern der Untersucher wie in dieser Studie nicht wechselt. Aufier-
dem wurden als Haltefdden bei der Praparation fiir diese Arbeit 8-0 Mikrofdden
verwendet, die bei zu starkem Anspannen reifsen.

Soll an der Serosa des Colons gemessen werden, erschwert der unter patholo-
gischen Zusténden héufig auftretende Ileus die Messung erheblich. Am prall mit
Faeces gefiillten Colon kann keine ausreichend plane Fliche zum Fokussieren ge-
funden werden. Aufserdem wird die derart gespannte Darmwand durchscheinend,
so dass bei der Auflichtmikroskopie keine genaue Auswertung moglich ist [67].

Die Mukosa ist fiir die Intravitalmikroskopie nur zugénglich, wenn der Darm
eroffnet wird. Wie sehr dieses chirurgische Trauma den Blutfluss beeinflusst, muss
offen bleiben. Weiterhin erschwert an der Mukosa des Colons der physiologischer-
weise produzierte Schleim die Messung. Der Mukus ist nicht vollig durchsichtig
und ,verdeckt” somit das Kapillarbett, so dass bei hoher Schleimproduktion die
markierten Erythrozyten und vor allem auch die Kapillaren kaum noch erkennbar
sind.

Jede mechanische Reizung der Schleimhaut, auch das Wegwischen von Schleim
und Blut, erhoht den Blutfluss fiir etwa 30 min [65].

Die genannten Schwierigkeiten treten in den verschiedenen Versuchsgruppen
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Abbildung 7.6: Typisches Beispiel eines Videobildes in der Gruppe Gefifsclam-
ping. Die einzelnen Kapillaren und FErythrozyten sind klar erkennbar, da kein
Mukus das Kapillarbett verdeckt. Die bienenwabenartige Anordnung der Krypten
st gut zu sehen.

dieser Studie in unterschiedlicher Auspriagung auf. In der Gruppe Colitis ist die
Mukosa durch das entziindliche Gewebsodem so aufgetrieben, dass die physiologi-
sche Filtelung des Rattencolons, die sonst das Fokussieren erschwert, aufgehoben
ist. Aufserdem zeigt das entziindete Colon keine Peristaltik mehr, das Mikroskop-
bild ist also deutlich ruhiger, als in der Kontrollgruppe.

Die Menge an Mukus, der das Kapillarbett verdeckt, ist in den einzelnen
Gruppen verschieden. Je gesiinder der Darm ist, desto mehr Mukus produziert
er. In der Kontrollgruppe ist es fast nicht moglich, wihrend einer Minute ein
Bild aufzuzeichnen, auf dem Kapillaren und markierte Erythrozyten bis zum
Ende erkennbar sind, da die Mukosa trotz sorgféltiger Reinigung nach kurzer Zeit
wieder von Schleim bedeckt ist. Auch in den Gruppen Hypovolamie und Hypoxie
beeintréchtigt der Mukus erheblich die Qualitat des Bildes. Dagegen produziert
die Schleimhaut des Darmes unter Abklemmen der zufithrenden Geféfie deutlich
weniger und die unter starker Colitis quasi keinen Schleim mehr.

Die Abbildungen 7.6 - 7.8 zeigen die Unterschiede des aufgezeichneten Video-
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Abbildung 7.7: Typisches Beispiel eines Videobildes in der Kontrollgruppe. Die
einzelnen Kapillaren nur zu erahnen, da Mukus das Kapillarbett verdeckt. Viele
Erythrozyten bewegen sich so schnell, dass sie auch im Standbild nur als Licht-
blitze erscheinen.

bildes in den Gruppen Geféifclamping, Kontrolle und Colitis.

7.2.2 Eigenschaften der FITC-markierten Erythrozyten

Quantitative volumetrische Messungen des Blutflusses werden durch die intrazel-
luldre Markierung der Erythrozyten moglich. Dabei wird davon ausgegangen, dass
die markierten Erythrozyten ansonsten die gleichen Eigenschaften wie normale
Erythrozyten besitzen. Butcher et al. beschrieben die in dieser Studie angewand-
te Methode der Farbung mit FITC als erste; sie bestdtigten eine unverdnderte
Lebensdauer der gefarbten Zellen und wiesen aufserdem darauf hin, dass FITC-
geférbte Zellen keinen Farbstoff an ungeférbte Zellen abgeben [27].

Sarelius et al. setzten diese Farbemethode erstmals zur volumetrischen Be-
stimmung des Blutflusses ein und bestéatigten normale rheologische Eigenschaf-
ten von FITC-markierten Erythrozyten. Sie haben eine normale bikonvexe Form,
ein normales MCV und seien in allen Gefaftgrofsen gleichméfig verteilt. Nachdem
in den ersten 15 min. nach der Injektion der Anteil der markierten Zellen rasch
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Abbildung 7.8: Typisches Beispiel eines Videobildes in der Gruppe Colitis. Die
emnzelnen Kapillaren und Erythrozyten sind klar erkennbar, da kein Mukus das
Kapillarbett verdeckt. Die Krypten sind durch das Gewebsddem aufgetrieben und
vergrofert.

abgefallen sei, bleibe dieser Anteil anschlieffend wihrend eines Beobachtungszeit-
raumes von 3 h auferst stabil. [28]

Mithofer et al. machten eine dhnliche Beobachtung, konnten aber zeigen, dass
der Anteil an markierten Zellen sogar wiahrend 12 h nahezu gleich bleibe. Die an-
fangs rasche Verringerung wurde durch den Filtermechanismus der Milz erklért,
die die durch den Féarbevorgang beschiadigten Zellen zuriickbehalte |68, 28|. Al-
lerdings seien die FITC-markierten Erythrozyten fragiler und lichtempfindlicher.
Nach 24 h Aufbewahrung im Kiihlen agglutinieren sie haufiger als normale Ery-
throzyten. [29]

In dieser Studie konnte beobachtet werden, dass einzelne fluoreszierende Ery-
throzyten im Kapillarnetz eine Weile hangen zu bleiben scheinen, bevor sie wieder
normal weiter fliefen. Ein Phénomen, das auch schon Tsang et al. [69] beschrieb.
Insgesamt kann man davon ausgehen, dass die FITC-markierten Erythrozyten die
normalen Flusseigenschaften so gut représentieren, dass anhand ihrer Beobach-
tung verlassliche Aussagen iiber den Blutfluss gemacht werden kénnen und auch
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quantitative Berechnungen moglich sind, sofern der Beobachtungszeitraum nicht
zu lange wird und eine Stabilisierungsphase von mindestens 15 min abgewartet
wird.

7.2.3 Einfluss phototoxischer Effekte

Die Frage, ob fluoreszierende Farbstoffe und/oder ihre Anregung durch Licht
toxische Effekte auf die Mikrozirkulation haben, wird kontrovers diskutiert. Fi-
nige Autoren konnten keine Auswirkungen auf die Mikrozirkulation erkennen
[70, 71, 72|, andere fanden unterschiedliche unerwiinschte Effekte: Aktivierung
von Thrombozyten |73, 74|, Thrombenbildung |75, 76, 77, 78, 74|, Schadigung
von Endothelzellen |79], Leukozytenaggregation und -bindung an Arteriolen und
Venolen [80] und eine Erhohung der Kapillarpermeabilitiat [81, 74]. Die genau-
en Schidigungsmechanismen wurden nicht identifiziert, moglicherweise spielt die
Entstehung von Singulett-Sauerstoff [82] und Sauerstoffradikalen [83| eine Rolle.

In den genannten Studien wurde der Fluoreszenzfarbstoff direkt oder an Ma-
kromolekiile gebunden injiziert. In der vorliegenden Arbeit dagegen war das Fluo-
reszeinisothiozyanat an intrazellulare Bestandteile der Erythrozyten gekoppelt.
Erstens wird dadurch die Menge an Fluoreszenzfarbstoff deutlich geringer, da
nur ein kleiner Anteil ( 1 — 2%) der Erythrozyten gefiarbt sind, und zweitens
treten eventuell toxische Metaboliten nicht direkt mit dem Endothel in Kontakt.
Reaktive Sauerstoffmetaboliten werden moglicherweise sogar von den Antioxida-
tionsmechanismen der Erythrozyten abgefangen [84].

Aufterdem héngt das Ausmafs der toxischen Effekte von der Expositionsdauer
und der Lichtintensitdt ab [81, 74]. In den im ersten Absatz genannten Studien
treten die ersten Schiaden nach 10 min auf. Die Expositionsdauer in der vorliegen-
den Arbeit ist mit 1 min deutlich geringer; die durch unser Intravitalmikroskop
erzeugte Lichtintensitdt am beobachteten Darmabschnitt ist nicht bekannt.

Aus den oben genannten Griinden ist es plausibel, wenn Mithofer et al. an-
nehmen, dass bei ihrer Methodik der Intravitalmikroskopie - die der in dieser
Studie verwendeten entspricht - keine phototoxischen Effekte auftreten [29].

Diese Annahme ist noch nicht experimentell bestétigt. In dieser Studie wurden
in der Gruppe Colitis Beobachtungen gemacht, die vermuten lassen, dass diese
Annahme in vorgeschddigtem Gewebe nicht uneingeschriankt gilt (vgl. 8.2.1.4, S.
109). Gerade entziindlich verdndertes Gewebe, wie der Darm bei Colitis, reagiert
moglicherweise wesentlich empfindlicher, &hneln doch die beschriebenen phototo-
xischen Effekte einer unspezifischen Entziindungsreaktion.
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7.2.4 Messgrofien
7.2.4.1 Der kapillare Blutfluss am Colon, CBF (nl/min)

In Teil T dieser Arbeit wurde bereits die Formel zur Berechnung des kapillaren

Blutflusses (CBF) besprochen (s. S. 7):

fFITC
CBF = 7.3
nFITC/Hktsys(tn> X Hl{?tsys(tf) X 0, 76 ( )

CBF: kapillarer Blutfluss [nl/min]

frrrc: Frequenz der passierenden markierten Erythrozyten [Zellen/min]
nrrrc: Konzentration der markierten Erythrozyten [Zellen/nl]
Hktgys: systemischer Hamatokrit

tn: Zeitpunkt der Bestimmung von ngrro

tp: Zeitpunkt der Bestimmung von frrrc

Die berechneten Werte fiir den CBF in nl/min héngen also von der Exaktheit
der experimentell bestimmten Werte fiir fr;r¢c und ngrre ab. Deshalb sollen im
Folgenden fr;rc und nprre einzeln besprochen werden:

Frequenz der passierenden markierten Erythrozyten (frir¢): Die An-
zahl der pro Zeit passierenden markierten Erythrozyten [Zellen/min| wird an
jedem Messfeld ermittelt, indem ein Beobachter zunéichst ein geeignetes Messfeld
mit dem Intravitalmikroskop auswéahlt, den Blutfluss wihrend einer Minute auf
Video aufzeichnet und anschliefsend ein Beobachter auf diesem Video in 20 zufal-
lig ausgewéhlten Kapillaren die wihrend einer Minute passierenden markierten
Erythrozyten zahlt.

Abhéangigkeit vom Untersucher: An mindestens zwei Punkten der Mes-
sung besteht die Gefahr einer subjektiven Beeinflussung des Wertes von frire
durch den Untersucher:

1. Auswahl des Messfeldes: Die genaue Einstellung des Messfeldes geschieht,
nachdem bereits fokussiert wurde. Der Beobachter betrachtet also bereits
den kapillaren Blutfluss. Dies ist n6tig, um eine Stelle am exponierten Darm
zu finden, die ausreichend plan ist, um geniigend Kapillaren gleichzeitig fo-
kussieren zu konnen. Der Beobachter kann dazu tendieren, Messfelder zu
favorisieren, die seine Hypothese zu stiitzen scheinen. Im Idealfall sollte
er also die Gruppenzugehorigkeit des Versuchtieres nicht kennen. Auf je-
den Fall liegt es aber im subjektiven Ermessen des Beobachters, welche
Messfelder er fiir geeignet halt.

2. Auswahl der ausgewerteten Kapillaren: Auch bei der Auswahl der Kapil-
laren, in denen die passierenden Erythrozyten gezahlt werden, kann der
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Beobachter dazu tendieren, Kapillaren zu favorisieren, die die aufgestellte
Hypothese zu stiitzen scheinen. Deshalb sollte vor allem hier der Untersu-
cher die Videobilder in Unkenntnis der Gruppenzugehorigkeit auswerten.
Doch auch dann beeinflusst der Beobachter den Messwert an dieser Stelle
moglicherweise durch subjektive Vorlieben fiir Kapillaren mit hohem oder
niedrigen Fluss.

Aufserdem héngt die Genauigkeit des Messwertes davon ab, wie genau der Be-
obachter die markierten Erythrozyten zdhlen kann. Dies ist von Beobachter zu
Beobachter unterschiedlich und hangt auch von dessen Konzentration ab. Deshalb
erfolgt die Auswertung meist mit Hilfe eines Computerprogrammes (Cap-Image
[85]). Am Colon kann dieses allerdings nicht eingesetzt werden, da die aufgezeich-
neten Bilder zu bewegt sind (vgl. 7.2.1).

Abhingigkeit von der Gruppenzugehorigkeit: Die Genauigkeit von
frirc hangt selbstverstandlich von der Qualitdt des aufgezeichneten Mikroskop-
bildes ab. Unter 7.2.1 wurde bereits ndher darauf eingegangen, dass die Qualitét
des Bildes in den verschiedenen Versuchsgruppen sehr unterschiedlich ist. Am un-
genauesten werden die Messwerte in der Kontrollgruppe, weil viel Mukus das das
Kapillarbett verdeckt und gleichzeitig das Bild durch die Peristaltik verwackelt
ist. Da héaufig die Kapillaren als solches gar nicht zu sehen sind, sondern nur
die markierten Erythrozyten, die in einer Reihe hintereinander fliefsen, werden
Kapillaren mit sehr niedrigem Blutfluss méglicherweise gar nicht erkannt.

Neben der Qualitdt des aufgezeichneten Videobildes ist die Exaktheit von
frrrc auch wesentlich von der Geschwindigkeit und von der Anzahl der passie-
renden markierten Erythrozyten abhéngig: Je schneller die Zellen passieren, desto
schwieriger wird es, einzelne Zellen von einander zu unterscheiden und tatséchlich
jede vorbei fliefende Zelle zu erfassen. Im Extremfall ist die Flussgeschwindigkeit
so hoch, dass anstatt einzelner fluoreszierender Punkte der Eindruck eines fluo-
reszierenden Streifens entsteht (s. Abb. 7.7 S. 85). Dieses Problem wurde auch
schon von anderen Autoren beschrieben |28, 69]. Je grofer die Anzahl der passie-
renden markierten Erythrozyten - also fr;rc - wird, desto mehr Fehler werden
beim Zahlen gemacht. Das menschliche Reaktionsvermogen findet seine Grenzen
bei etwa 200 Zellen/min. Fehler treten bei etwa 70 - 80 Zellen/min erstmals auf.
Mithofer et al. zeigten dies iiberzeugend in einer Tabelle, in der sie die Summe
von frrre in zwel Gefifidsten gegen fprre im Stammgefif dieser beiden Aste
kontrollierten [29].

Am Colon ist der Blutfluss im Normalzustand wesentlich hoher als beispiels-
weise am Pankreas [67]. In der Kontrollgruppe liegt fr;7c bei einem Grofsteil der
Kapillaren bereits in dem gerade noch erfassbaren Bereich nahe 200 Zellen/min.
Die Werte in der Kontrollgruppe sind also ungenauer als beispielsweise in der
Gruppe Gefafclamping, in der frrre im Mittel bei 27 Zellen/min liegt. Effekte,
die den kapillaren Blutfluss eventuell im Vergleich zur Kontrollgruppe erhohen,
sind schwer erfassbar.
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Zusammenfassung: Mehrere Faktoren lassen frrrc ungenau werden. Das
gilt insbesondere fiir hohe Werte von fr;rc. Denn bei diesen summieren sich die
Fehlerquellen durch die Abhéngigkeit vom Untersucher mit denen, die durch die
Abhéngigkeit von der Gruppenzugehorigkeit auftreten.

Konzentration der FITC-markierten Erythrozyten (ng;rc): In dieser
Studie wurde die Konzentration der FITC-markierten Erythrozyten (ng;rc
[Zellen/nl]) einmalig in einer arteriellen Blutprobe bestimmt. Diese wurde am
Ende des gesamten Messvorganges, d.h. nach Abschluf der drei Messungen mit
dem Intravitalmikroskop und der drei Messungen mit dem EMPHO, entnommen,
und np;re wurde in 50 Feldern einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt.

Abhangigkeit vom Untersucher: Im Prinzip gilt auch hier, dass im Ideal-
fall der Beobachter, der np;re bestimmt, die Gruppenzugehorigkeit der Probe
nicht kennt. Da aber die Qualitdt des mikroskopischen Bildes hier kein Problem
darstellt und gleichbleibend gut ist, es sich aufserdem um ein statisches Bild han-
delt, ist der Spielraum fiir unbewusste Beeinflussung des Ergebnisses durch den
Beobachter deutlich geringer als bei der Bestimmung von frre.

Prozentualer Fehler der Grofie: Sowohl frro als auch nprpe sind Stich-
proben, aus denen eine Aussage iiber die Grundgesamtheit gemacht werden soll.
frrro ist allerdings eine grofe Stichprobe, und der letztlich angegebene Wert
ist der Mittelwert iiber 1 min und iiber 20 Kapillaren, so dass zufillige Fehler
weniger ins Gewicht fallen. np;re dagegen ist eine vergleichsweise kleine Stich-
probe und kein Mittel {iber die Zeit, sondern eine Momentaufnahme. Das Risiko,
einen zufélligen Fehler zu machen, der gerade bei kleinen ngre prozentual ins
Gewicht fallen und so das Ergebnis erheblich verfialschen kann, ist somit nicht
unerheblich. Je kleiner also der Anteil der markierten Erythrozyten wird, desto
ungenauer wird ngrpce.

Abhangigkeit von fr;rc und nprpe vom systemischen Hamatokrit:
frrre héngt vom kapillaren Hamatokrit (Hkt,ikro(tf)) ab, der tiber den kon-
stanten Faktor 0,76 aus dem systemischen Hamatokrit errechnet werden kann.
nprre hingt direkt vom systemischen Hamatokrit Hkt,ys(t,) ab. Berechnet man
den kapillaren Blutfluss wie allgemein iiblich nach Formel 1.5:

fFITC
CBF = ——F——— 7.4
nNrrrc X 0, 76 ( )

nimmt man an, dass der systemische Hamatokrit wahrend des gesamten Mess-
zeitraumes konstant bleibt, und zu jedem Messzeitpunkt gleich dem Hamatokrit
bei der Bestimmung von nprre ist (Hktsys(t,) = Hktsys(ty)), denn nur dann
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kiirzt sich Hkt,,s aus der Gleichung. Und nur dann kann der CBF ohne Bertick-
sichtigung des Hkt,,, berechnet werden.

In der vorliegenden Studie wurde der Hkt,,, jeweils am Anfang sowie am
Ende des gesamten Messzeitraumes bestimmt. Vergleicht man die beiden Wer-
te, zeigt sich, dass die Annahme, dass Hktss bei der Bestimmung von fprre
und nprre gleich ist, in den Gruppen Kontrolle, Clamping und Colitis berechtigt
ist; dort ist der Hkt,,, am Ende des Messzeitraumes im Mittel um 1 Prozent-
punkt (Kontrolle), 1,1 Prozentpunkte (Clamping) bzw. 2,6 Prozentpunkte (Co-
litis) niedriger als zu Beginn. In der Gruppe Hypoxie, in der zum Monitoring der
Blutgase héufige Blutproben mit konsekutiver Volumensubstitution nétig sind,
und in der Gruppe Hypovoldamie, in der zur kardio-zirkulatorischen Kompensa-
tion offensichtlich eine grofsere Volumenverschiebung nach intravasal stattfindet,
ist der Unterschied jedoch signifikant: Am Ende der Messung ist der Hkt,,, im
Vergleich zum Anfang um 7,9 Prozentpunkte niedriger in der Gruppe Hypoxie
und um 8,5 Prozentpunkte niedriger in der Gruppe Hypovoldmie. (siehe Abb.
7.9). Der Hkt,s,s am Anfang des Messzeitraumes wurde kurz vor der Aufzeich-
nung des ersten Messfeldes bestimmt, so dass er in guter Naherung Hktg,s(ty)
am ersten Messfeld entspricht; Der Hkt,,, am Ende des Messzeitraumes wurde
aus derselben Blutprobe wie npre bestimmt, so dass man ihn gleich Hkt,,(t,)
setzen kann.

(%) Kontrolle (%) Hamorrhagie | (%) Clamping (%)  Hypoxie (%) Colitis
60,0 60,0 60,0 60,0 60,0
50,0 - 500 o 50,0 —E T 50,0 {[TE * 50,0
L * I

40,0 40,0 + 40,0 - 40,0 | | 40,0

47,1 46,1 46,9 4 50,7 49,6 51,9 44,0
30,0 . 30,0 | | 30,0 . 30,0 . 30,0

Hkt1  Hkt2 Hkt1  Hkt2 Hktl  Hkt2 Hktl  Hkt2 Hkt1  Hkt2

Abbildung 7.9: Vergleich des systemischen Hamatokrits (Hktgy,s) zum Beginn der
Messung (Hkt 1 entspricht Hktgy,s(t;) am ersten Messfeld) und zum Messende
(HEt 2 entspricht Hktgys(t,)) in den einzelnen Gruppen. * p < 0,001

Bei einer geringen Konzentration von geférbten Erythrozyten, d. h. bei kleinen
frire und nprre, spielt dieser Unterschied im systemischen Hamatokrit zum
Zeitpunkt der ersten Messung und zum Zeitpunkt der Bestimmung von ngrre
am Ende des Messzeitraumes eine betréchtliche Rolle. Bei Tier B4 beispielsweise
ergibt sich - beriicksichtigt man den Unterschied nicht - der sehr hohe Wert fiir den
kapillaren Blutfluss von 3,3 nl/min. Korrigiert man den Wert, indem man den
um 10 Prozentpunkte unterschiedlichen Hamatokrit in die Rechnung einfliefsen
lakt:

fFITC

CBF =
nFITC/Hktsys(tn) X Hktsys(tf) X O’ 76

(7.5)



92 KAPITEL 7. DISKUSSION DER METHODEN

erhélt man den realistischeren Wert von 2,6 nl/min. Der Unterschied zwischen
den beiden Werten betrégt 0,7 nl/min, also gut 20%! Die Korrelation zwischen
IVM und EMPHO wird mit den auf diese Weise korrigierten Werten am ersten
Messfeld in der Gruppe Hypovoldmie deutlich besser (s. Abb. 7.10).
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Abbildung 7.10: Korrelation zwischen IVM und EMPHO in der Gruppe Hypo-
voldmie. (a) ohne und (b) mit Beriicksichtigung des Hkty,s am ersten Messfeld.

In der Gruppe Hypoxie werden die Werte an den ersten Messfeldern auch
genauer, beriicksichtigt man den unterschiedlichen Hktg,s. Aber auch mit dieser
Korrektur korrelieren IVM und EMPHO nicht.

Um genauere Werte fiir den kapillaren Blutfluss zu erhalten, miisste man al-
so zumindest in den Gruppen, in denen der Hkt,, s wahrend des Messverlaufes
nicht konstant bleibt, entweder np;rc oder den Hkt,y, an jedem Messfeld be-
stimmen. In der vorliegenden Studie wurde der Hkt,,s nur zu Beginn und am
Ende des Messverlaufes bestimmt und ng;re lediglich am Ende. Um eine ein-
heitliche Darstellung der Werte zu wahren, werden deshalb im Ergebnisteil alle
Werte unkorrigiert angegeben.

Statistische Probleme: Der kapillare Blutfluss ist, wie im vorangegangenen
ausfithrlich dargelegt, also keine direkt erhobene Messgrofie, sondern wird indirekt
aus der Bestimmung separat gemessener Grofsen abgeleitet. Dabei ist die Mess-
genauigkeit fiir jede dieser Grofen unterschiedlich. Zudem sind die Messgrofsen
voneinander abhingig. Dies fiihrt zusétzlich zu den methodischen und physiologi-
schen Einschriankungen der Genauigkeit, mit der der kapillare Blutfluss bestimmt
werden kann, zu statistischen Problemen, die die Exaktheit verringern [86, 87].
Sarelius und McKinlay haben die statistischen Besonderheiten fiir die Berechnung
des Mikrohédmatokrits aus der intravitalmikroskopischen Messung mit markierten
Erythrozyten genauer analysiert [86]. Dies steht fiir die Berechnung des kapillaren
Blutflusses noch aus.
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7.2.4.2 Flusscharaktaristika

Die volumetrische Messung des kapillaren Blutflusses ist nur ein Teil der Beob-
achtung der Mikrozirkulation. Mittels der Intravitalmikroskopie konnen aufser-
dem Angaben iiber Art und Weise der Durchblutung des Kapillarnetzes gemacht
werden. Ein Charakteristikum ist der Prozentsatz an perfundierten Kapillaren,
ein anderes das Vorhandensein eines intermittierenden Flusses. Uber letzteren
wird im Kapitel 8.2.1.2, S. 107 noch ausfiihrlich gesprochen. Der Prozentsatz der
perfundierten Kapillaren ist ein wichtiger Parameter zu Beurteilung der Mikro-
zirkulation, da angenommen wird, dass hier ein Autoregulationsmechanismus auf
mikrovaskuldrer Ebene besteht |88, 89]. Die Mikrozirkulation scheint sich einem
unterschiedlichen Sauerstoffbedarf weniger durch Regulation des Blutflusses an-
zupassen, als vielmehr durch ein unterschiedliches Maft an Sauerstoffextraktion
und eine unterschiedliche Anzahl fiir den Sauerstoffaustausch rekrutierter Kapil-
laren [88|. Auch in der vorliegenden Studie in der Gruppe Colitis wird deutlich,
dass der Prozentsatz der perfundierten Kapillaren essentiell zur differenzierten
Beurteilung der Mikrozirkulation ist. Normalerweise ist dieser Prozentsatz der
perfundierten Kapillaren leicht und zuverldssig zu bestimmen, indem man die
Anzahl der perfundierten Kapillaren ins Verhéltnis zur Anzahl aller in einem
Mikroskopbild beobachteten Kapillaren setzt. Am Colon ist das aufgezeichnete
Bild durch den Mukus allerdings meist so kontrastarm, dass nur die markierten
Erythrozyten gesehen werde kénnen, und somit ausschlieflich die perfundierten
Kapillaren (vgl. 7.2.1, S. 83). Zuverléssige Angaben tiber den Prozentsatz der
perfundierten Kapillaren kénnen in dieser Studie deshalb nur in den Gruppen
Colitis und Geféficlamping gemacht werden.

7.2.5 Nachteile der Methode

Aufwendige Datenakquisition und Auswertung

e Die Intravitalmikroskopie ist eine dufserst aufwendige Methode. Fiir Pra-
paration, Stabilisierungsphase und Messung werden ca. 2 - 3 Stunden pro
Tier benotigt. Die anschlieflende Auswertung erfordert nochmals etwa 1 1/2
Stunden. Dazu kommt noch die Zeit, die man zur Farbung der Erythrozyten
bendtigt.

e Mit der Intravitalmikroskopie werden verschiedene Parameter der Mikrozir-
kulation einzeln quantifiziert bzw. beobachtet - der Blutfluss, die Flussge-
schwindigkeit, der Prozentsatz der perfundierten Kapillaren und das Vor-
handensein von intermittierendem Fluss. Keiner der genannten Parame-
ter kann isoliert Auskunft iber die Mikrozirkulation geben. Nur durch die
gleichzeitige Akquisition und Auswertung aller Komponenten kénnen fun-
dierte Riickschliisse auf die Art der Veranderung der Mikrozirkulation unter
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pathologischen Zustianden gezogen werden. Die Interpretation der mittels
Intravitalmikroskopie gewonnenen Information ist somit komplex.

Anwendbarkeit nur 1m Tiermodell

e Die Intravitalmikroskopie ist bis auf wenige Ausnahmen nur am Tiermodell
einsetzbar. Im Tierexperiment gewonnen Ergebnisse kénnen nicht uneinge-
schriankt auf den Menschen iibertragen werden. Klinische Fragestellungen
kénnen mit der IVM nicht bearbeitet werden.

e Die Untersuchungen kénnen immer nur an kleinen Versuchsgruppen durch-
gefithrt werden, da man auf Tiermodelle angewiesen ist und der Zeitauf-
wand erheblich ist. Dies schriankt die statistische Aussagekraft ein.

Invasivitdt

e Die Mukosa des Colons, die prinzipiell endoskopisch erreichbar wére, kann
mit der Intravitalmikroskopie nur nach chirurgischer Préaparation unter-
sucht werden. Wie sehr die Mikrozirkulation unter diesen Umsténden vom
physiologischen Zustand abweicht, muss offen bleiben.

Fingeschrinkte Messgenauigkeit

e Die Messparameter der Intravitalmikroskopie sind fiir verschiedenen Organe
und auch am selben Organ unter verschiedenen Untersuchungsbedingungen
unterschiedlich genau. Ein Vergleich der Messwerte ist deshalb nur bedingt
moglich.

e Die Praparation des zu untersuchenden Gewebes ist zumindest am Colon
nicht vollstéandig standardisierbar. Unterschiede in der Praparation beein-
flussen die Messergebnisse.

e Die Messwerte sind untersucherabhéngig und insofern nur eingeschrankt
reproduzierbar.

e Die Mikrozirkulation kann nur an einigen ausgewahlten Messfeldern beob-
achtet werden, da aufgrund phototoxischer Effekte die Expositionsdauer des
untersuchten Gewebes eingeschrinkt werden muss. Ein zeitliches Monito-
ring oder ein raumliches Mapping ist nicht moglich.

7.2.6 Vorteile der Methode

e Die Intravitalmikroskopie ist die einzige Methode, mit der die Mikrozirku-
lation direkt visualisiert werden kann.

e Mittels gefarbter Erythrozyten konnen verschiedene Parameter der Mikro-
zirkulation sogar quantifiziert werden.
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e Neben der Beurteilung der Mikrozirkulation liefert die Intravitalmikrosko-
pie Informationen iiber die Morphologie des Kapillarbettes. So kann am
entzlindeten Darm beispielsweise die Authebung der sonst typischen Bie-
nenwabenform des Kapillarnetzes beobachtet werden.

7.2.7 Zusammenfassung

Da die Intravitalmikroskopie die einzige Methode zur direkten Visualisierung der
Mikrozirkulation ist, bleibt sie ein unersetzliches Werkzeug. Ihr Hauptnachteil
ist allerdings, dass sie routineméfig nicht am Patienten eingesetzt werden kann.
Auflerdem ist sie mit einigen technischen Schwierigkeiten behaftet, insbesondere
am Colon. Dies muss bei der Interpretation der Messwerte und bei vergleichenden
Studien beachtet werden.
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7.3 Polarographische Sauerstoffsonde (LICOX)

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht der Vergleich der Aussagekraft von EMPHO
und IVM beziiglich der Sauerstoffversorgung des Gewebes. Wahrend hierfiir das
Messfeld und seine Ausdehnung fiir beide Methoden explizit vergleichbar gewahlt
wurden, ist dies aus technischen Griinden fiir die polarographische Sauerstoff-
sonde (LICOX) unméglich. Als sehr gut untersuchte, etablierte und anerkannte
Methode zur Bestimmung der Sauerstoffversorgung des Gewebes, wurde die po-
larographische Sauerstoffmessung hier als Kontrollmethode eingesetzt und war
zur Etablierung der einzelnen Versuchsanordnungen (vor allem in der Gruppe
Hypoxie) richtungsweisend. Um den Rahmen dieser Arbeit nicht zu sprengen,
kann auf diese Methode hier nur kurz eingegangen werden, und es muss auf frii-
here Arbeiten verwiesen werden.

7.3.1 Historischer Abriss

Das Prinzip der polarographischen Bestimmung des Sauerstoffpartialdruckes ist
sehr alt. 1897 wurde von Danneel erstmals die Messung eines Stromes, hervorge-
rufen durch diffundierenden Sauerstoff, beschrieben [90]. 1942 wurde dieser Ef-
fekt erstmals zur Messung der Oxigenierung lebenden Gewebes genutzt [91]. 1956
entwickelte Clark die nach ihm benannte und bis heute in nahezu unverénderter
Form verwendete Clark-Typ-Elektrode [92] [38], die auch der Sauerstoffmikroka-
thetersonde des LICOX zugrunde liegt. Seitdem finden polarographische Sonden
vielfaltige wissenschaftliche und klinische Einsatzmoglichkeiten.

7.3.2 Die verschiedenen Typen der Clark-Typ-Elektrode

Es gibt keine ,jideale polarographische Sonde, der Vorteil der Clark-Typ-Elektro-
de besteht vielmehr darin, dass ihr Messprinzip nahezu beliebig in seiner techni-
schen Implementierung variiert werden kann und somit der jeweiligen Fragestel-
lung optimal angepasst werden kann. So konstruierten beispielsweise Whalen et
al. 1967 [93] eine Mikroelektrode, um den intrazelluldren Sauerstoffpartialdruck
zu messen, und halten damit bis heute den Weltrekord in der Miniaturisierung
der Clark-Typ-Elektrode. Im Wesentlichen gibt es zwei verschiedene Typen von
polarographischen Sonden: Oberflichensonden, die nicht-invasiv arbeiten und in
Kontakt mit der Oberfliche des Gewebes gebracht messen, und Nadelelektroden,
die invasiv in das Gewebe implantiert werden miissen.

7.3.2.1 Oberflachensonden

Ausmall der Gewebeirritation durch die Messung: Der Vorteil der Ober-
flaichensonden scheint auf den ersten Blick zu sein, dass die Messung ohne Ver-
letzung des Gewebes durchgefiihrt werden kann. Die Sonde muss allerdings in
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Kontakt mit dem Gewebe gebracht werden, so dass Verdnderungen der Mikro-
zirkulation durch Kompression nicht ausgeschlossen werden kénnen. Liegt das
Organ, das untersucht werden soll, nicht direkt zugénglich, sondern muss frei
prapariert werden, so ist das Gewebetrauma méglicherweise grofser, als durch das
Einbringen einer kleinen Nadelelektrode.

Fleckenstein et al. verglichen eine Oberflichensonde und eine Nadelelektrode
am Musculus gracilis des Hundes und kamen zu dem Schluss, dass die Messergeb-
nisse der Nadelelektrode eher dem physiologischen Sauerstoffpartialdruck entspre-
chen. Sie wiesen histologisch an der Muskeloberfliche, an der die Messung mit
der Oberflichensonde stattfand, ein interstitielles Odem, dilatierte Kapillaren,
abgestorbene Muskelfasern und die ersten Anzeichen einer Entziindungsreaktion
nach. [94]

,Multiwire surface probe“: Um die Heterogenitat der Sauerstoffverteilung im
Gewebe und das Sauerstoffgefille entlang einer Kapillare erfassen zu kénnen muss
gleichzeitig an mehreren Stellen gemessen werden, d.h. ein Topogramm muss er-
stellt werden. Hierzu wurden Oberflachenelektroden entwickelt, die iiber mehrere
drahtformige pOs-Kathoden verfiigen, die von einer ringférmigen Referenz-Anode
umgeben sind. Mochizuki und Bartels entwickelten erstmals eine solche ,Multi-
wire surface probe [95]; Hauss et al. [96] oder Miiller et al. [97] unter anderen
erprobten den klinischen Einsatz. Eine detaillierte Beschreibung ist beispielsweise
bei Kessler et al. [98] oder Liibbers et al. [99] zu finden.

7.3.2.2 Nadelsonden

Ausmalt der Gewebeirritation durch die Messung: Nadelsonden miissen
zum Messen in das Gewebe eingebracht werden, arbeiten also invasiv. Um ein
groferes Gewebeareal beurteilen zu konnen, werden diese meist automatisiert
mit einem Mikromanipulator in genau definierten Abstdnden durch das Gewebe
- teils vorwarts, teils riickwérts - geschoben.

Das Hauptproblem dieser Sonden ist folglich das Gewebetrauma, dessen Aus-
maf am Skelettmuskel von Schramm et al. mittels lichtmikroskopischer Beurtei-
lung und Untersuchungen mit einem Raster-Elektronen-Mikroskop an Korrosi-
onspréparaten genau untersucht wurde [100]. Die Sonde musste aufgrund ihrer
Zerbrechlichkeit iiber eine anschliefend entfernte Hohlnadel in den Muskel einge-
bracht werden. Die Autoren stellten fest, dass in einem Umkreis von 70 pm um
die Sonde nicht nur Muskelfasern verletzt, sondern vor allem auch die Blutgeféife
kompromittiert wurden: Kapillaren, die nicht ausweichen kénnen, reifen ab, und
in allen Féllen wurden Erythrozyten im Stichkanal gefunden; zur Verletzung von
grofseren Geféfien, die zu klinisch relevanten Einblutungen in den Stichkanal fiih-
ren, kam es allerdings &ufserst selten. Auferdem werden die Kapillaren erheblich
komprimiert: der mittlere Gefafidurchmesser, der im Umkreis von 70 pym um die
Sonde gemessen wird, betragt 3 um. Die Autoren vermuten, dies fithre dazu, dass
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kaum noch Erythrozyten die Kapillaren passieren kénnen, so dass das Gewebe
folglich nur noch von Plasma perfundiert werde. So fithre ein Teil der Artefacte zu
einer Uberschitzung des pO,-Wertes (Extravasation von Erythrozyten, Vermin-
derte Os-Aufnahme durch die geschidigten Muskelfasern, reaktive Hyperédmie im
Bereich > 70 pm entfernt von der Sonde), die Kompression der Kapillaren ande-
rerseits zu einer Unterschiatzung. Diese Artefacte heben sich zwar teilweise auf,
fiihrten allerdings zu einer Nivellierung der gemessenen Werte, so die Autoren.
Der Durchmesser ihrer Nadelelektrode war mit 350 um dem der in der vorlie-
genden Studie verwendeten Sauerstoffsonde des LICOX (450 pm) vergleichbar,
so dass die beobachteten Effekte zum Teil auch in der vorliegenden Studie zu
erwarten sind.

Das Problem der Gewebetraumatisierung versuchten verschiedene Arbeits-
gruppen zu minimalisieren: Baumgértl und Liibbers [101] reduzieren den Durch-
messer der Nadelelektrode auf 0,6 pm, Schramm et al. [100] empfehlen mit einer
schnell reagierenden Sonde sofort nach der Implantation und nur bei Vorschie-
ben der Sonde und nicht beim Zuriickzichen zu messen. Eberhard et al. [102]
entwickeln eine flexible, weiche Plastiksonde, die sich dem Gewebe anschmiegt.

Flexible Katheter-Mikrosonden: FEine spezielle Art von Nadelelektroden
sind die so genannten Kathetersonden, die sich durch ihre weiche und flexible
Beschaffenheit (&hnlich einem Venenverweilkatheter) auszeichnen. Die Sauerstoft-
sonden, mit denen das LICOX arbeitet, gehoren zu diesem Typ Nadelsonden. Da
sie nicht starr sind, miissen diese Kathetersonden iiber eine passende Hohlkaniile
oder mittels vom Hersteller zur Verfiigung gestellter Applikationssysteme in das
Gewebe eingebracht werden.

7.3.3 Die ,Revoxode LICOX

Die genauen Konstruktionsparameter der Katheter-Mikrosonden des LICOX sind
ein wohl gehiitetes Geheimnis des Herstellers. Methodische Arbeiten zum LICOX
sind nicht verdffentlicht. Die hier gemachten Angaben sind - soweit nicht anders
angegeben - der Produktinformation des Gerites entnommen.

7.3.3.1 Reversible Elektrode

Die Redoxreaktion, die dem Funktionsprinzip der Clark-Typ-Elektroden zugrun-
de liegt, lautet:

Oy + 4de- — 207~
20% + 4HT — 2H,0 (7.6)
20%~ +2H,0 — 40OH~
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Sie ist im Grunde irreversibel. Das bedeutet, dass die Elektroden in Abhén-
gigkeit von ihrer Gréfse und den Membraneigenschaften nach einem bestimmten
Zeitintervall eine grofere Drift des Nullpunktes sowie der Empfindlichkeit aufwei-
sen. In geeigneten Intervallen muss deshalb die Sonde aus dem Gewebe entfernt
werden und in ihren Anfangszustand gebracht werden.

Die Besonderheit der so genannten ,Revoxode®, der Sauerstoffsonde des
LICOX, besteht nicht nur in der weichen, flexiblen Beschaffenheit, sondern vor
allem in der Abwandlung der elektrochemischen Vorgénge, so dass sie reversibel
werden. Diese beiden Eigenschaften ermdglichen ein kontinuierliches Monitoring
des P02 liber mehr als eine Woche. Die Genauigkeit wird wie folgt angegeben:
Betriebszeit 0,3 — 12 h: Empfindlichkeitsfehler < 5%, Nullpunktfehler < 0,5
mmHg
Betriebszeit 12 — 120 h: Empfindlichkeitsfehler < 10%, Nullpunktfehler < 1
mmHg
Wie die Redoxreaktion an der Kathode reversibel gehalten werden kann, ist nicht
bekannt, die zuverldssige Messung des p,,..02 wird aber in vielen experimentellen
und klinischen Studien bestétigt [103, 104, 105, 106]. Dabei variieren die Anga-
ben zum maximalen Zeitraum, in dem die Sonde ohne zu grofse Drift arbeitet,
zwischen 3 Tagen [105] und 21 Tagen [106].

7.3.3.2 Einstellzeit

Die Einstellzeit der ,Revoxode* wird mit t90/35° ~ 60 sec angegeben [39]. D.h.
bei einer Temperatur von 35°C hat die Revoxode eine pO,-Anderung nach etwa
einer Minute zu 90% nachvollzogen.

Die Reaktionszeit ist also eher trige. Weiterhin fallt auf, dass nach Anschluss
der ,Revoxode der gemessene pO, zunéchst wahrend einiger Minuten abfillt,
bis er sich stabilisiert. Auch Steckeler [106], Wechselberger [104] und Hjortdal
[107] haben dieses Phénomen beschrieben. Hjortdal spekulierte, dass die mikro-
zirkulatorischen Verdanderungen, die durch die Implantation der Sonde verursacht
werden, von einer reaktiven Hyperamie gefolgt wiirden. Deren graduelle Abnah-
me bis zu einem Normalwert wiirde sich dann in den zunéchst abfallenden und
dann stabilen Werten des pO, widerspiegeln [107]. Auch der Hersteller weist dar-
auf hin, dass das lokale Mikrotrauma die Messwerte etwa 10 — 20 min beeinflusse;
nach dieser Stabilisierungsphase seien die gemessenen Werte aber fiir das Gewebe
reprasentativ. Die genauen Griinde fiir dieses Verhalten sind allerdings noch nicht
untersucht.

7.3.3.3 Empfindlichkeit und Genauigkeit

Der Hersteller gibt die Empfindlichkeit der Sonde mit 2,2 nA/mmHg bei ei-
nem Auflésungsvermogen des Verstédrkers von 0,2 nA an, d.h. mit der Revox-
ode konnen pOs-Unterschiede von ca. 0,1 mmH g gemessen werden. Die polaro-
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graphischen Eigenschaften jeder Revoxode sind individuell leicht verschieden.
Um die Genauigkeit des Messsystems zu gewahrleisten, wird deshalb zu jeder
Elektrode eine Chipkarte geliefert, auf der die jeweiligen Kennwerte, wie pOs-
Empfindlichkeit, Temperaturkoeffizient der Empfindlichkeit, Nullpunktstrom,
Einlaufdrift und Ansprechzeit gespeichert sind; der pOs-Wert wird somit fiir jede
Sauerstoffsonde individuell berechnet. Die Empfindlichkeit der Sonde kann vor
und nach der Messung sowohl an Raumluft (der Hersteller gibt eine Tabelle mit
den in Abhéngigkeit von der Temperatur und der Hohe iiber dem Meeresspiegel
zu erwartenden pOy-Werten fiir Raumluft an) sowie am Nullpunkt (in der mitge-
lieferten Nullpunktlosung ist der Erwartungswert 0 mmH g) tiberpriift werden.
Die sterile Katheter-Mikrosonde ist eigentlich fiir den einmaligen Gebrauch
gedacht. Da sie fiir den tierexperimentellen Einsatz nicht steril sein musste, wurde
eine Sonde fiir alle Versuche verwendet. Die Empfindlichkeit wurde wie oben
beschrieben nach jedem Versuch gepriift und war immer einwandfrei.

7.3.3.4 Gewebetrauma

Wie groft das durch die Implantation der Kathetersonde verursachte Gewebetrau-
ma und damit die Verfialschung der Messergebnisse ist, ist nicht genau geklart.
Zwar ist der Durchmesser der Revoxode (450 pum) vergleichbar mit der Nadelson-
de, die Schramm et al. [100] fiir ihre Untersuchungen zu diesem Thema verwen-
deten (350 pm), jedoch lassen sich die Ergebnisse (vgl. 7.3.2.2, Abschnitt 1) nicht
uneingeschrankt auf die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sauerstoffsonde
des LICOX iibertragen: Zum einen ist der Gewebeschaden sicherlich in jedem
Gewebe unterschiedlich bedeutsam. Man darf annehmen, dass die Kompression
der Kapillaren, die Schramm et al. beschreiben, am Darm weniger ausgeprégt ist,
da das Gewebe wesentlich mehr Ausweichmoglichkeit hat. Auferdem ist die Sau-
erstoffsonde des LICOX weich und flexibel, diirfte sich dem Gewebe also besser
anpassen. Auch Schramm et al. berichten, dass mit solchen Sonden das Ausmaf
des Gewebetraumas geringer ist [100]. Drittens untersuchten Schramm et al. das
Gewebe 15 — 120 sec nach Implantation der Sonde. Es kann aber durchaus sein.
dass sich das Gewebe innerhalb von 10 — 20 min zu einem gewissen Mafs erholt.

Die Angabe, dass eine Verletzung von groferen Gefifien, welche zu einer kli-
nisch relevanten Blutung fithrt, duferst selten vorkommt, wurde in der vorliegen-
den Arbeit bestétigt.

7.3.3.5 Einzugsbereich

Das Erfassungsvolumen einer polarographischen Sauerstoffsonde entspricht dem
Diffusionsfeld, das durch den Eigenverbrauch der Elektrode entsteht. Es ist ab-
hangig von den geometrischen Eigenschaften der Sonde und den Diffusionseigen-
schaften des zu messenden Mediums, der Membran und der in der Sonde befind-
lichen Elektrolytlésung. Hierzu hat Grunewald genaue Uberlegungen angestellt
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und theoretische Modelle entwickelt [108, 109, 110, 111].

Da die genauen Konstruktionsparameter der Revoxode nicht bekannt sind,
muss man sich beziiglich des Erfassungsvolumens auf die Angaben des Herstel-
lers verlassen. Erstaunlicherweise gibt der Hersteller kein Volumen, sondern eine
Flache fiir die Messung mit der Revoxode an. Demnach misst die Sonde die
Gewebe-Oxigenierung auf der Mantelflédche eines Zylinders, welcher konzentrisch
mit einem Radius von weniger als 1 mm um die Langsachse des Mikrokatheters
liegt. Fiir die Elektrode mit einem pOs-sensitiven Bereich von 4,5 mm Lénge
wird ein Einzugsbereich von 10 — 30 mm? angegeben. Die Sonde kann sich in
Langsrichtung verschieben, was im zeitlichen Mittel zu einer Verlangerung des
pOsy-sensitiven Bereiches fiihrt. So ist wohl die groffe Varianz der angegebenen
Flache fiir den Zylindermantel in Abhéngigkeit der Bewegung der Sonde zu ver-
stehen.

Es ist allerdings kontraintuitiv, dass der Einzugsbereich sich nur auf die Man-
telflache eines Zylinders in einem bestimmten Abstand zum pOs-sensitiven Be-
reich erstrecken soll. Einleuchtender wire es, den Einzugsbereich als Volumen
desselben Zylinders anzugeben plus das Volumen einer Halbkugel an beiden En-
den des pOs-sensitiven Bereiches (veranschaulicht in Abb. 7.11).

Einzugsbereich

sauerstoffsensitiver Sauerstoftsonde
Bereich der Sonde

Abbildung 7.11: Schematische Darstellung des FEinzugsbereiches der Sonde

Die Messungen in der vorliegenden Studie wurden nicht mit der Sauerstoffson-
de, fiir die die oben genannten Werte angegeben sind, durchgefiihrt, sondern mit
einer so genannten hochauflésenden Sonde, die einen pOs-sensitiven Bereich von
nur 1 mm Lénge hat. Rechnet man die fiir eine Sonde mit einem pOs-sensitiven
Bereich von 4, 5 mm Linge angegebene Fliche von etwa 20 mm? fiir die in dieser
Studie verwendete hochauflésenden Sonde um, ergibt das einen Einzugsbereich
von etwa 4,4 mm?. Insgesamt kann aber iiber den genauen Einzugsbereich nur
spekuliert werden. Zwei Aussagen konnen aber gesichert gemacht werden:

1. Der Einzugsbereich auf der Mukosaoberfliche ist allein durch die Lange des
pOs-sensitiven Bereichs von 1 mm bedingt sicher deutlich gréfer als bei der
Intravitalmikroskopie und bei der Messung mit dem EMPHO.



102

2.

KAPITEL 7. DISKUSSION DER METHODEN

Allein durch die submukose Lage der Katheter-Mikrosonde kann sich die
Messung nicht auf das Kapillarnetz der Mukosa, also die Mikrozirkulation
beschréinken. Die Sonde erfasst mit Sicherheit auch den pO,; mindestens
eines Teils der Submukosa.

7.3.4 Nachteile der Methode

Mit der polarographischen Sonde des LICOX koénnen keine Aussagen iiber
die Mikrozirkulation gemacht werden. Dies liegt im wesentlichen an der
Grofe der Sonde, die prinzipiell auch deutlich reduziert werden kénnte (vgl.
7.3.2,S.96). Doch auch mit geeignet kleinen Sonden wéren dhnlich wie beim
EMPHO nur indirekte Aussagen moglich; der kapillare Blutfluss kann nicht
wie mit der Intravitalmikroskopie visualisiert und quantifiziert werden.

Einmal implantiert ist der Messort der Sonde festgelegt. Die Aussagekraft
der gemessenen Werte hiangt davon ab, wie repréisentativ die Sauerstoffver-
sorgung dieses Ortes fiir das gesamte Gewebe ist.

Das LICOX arbeitet invasiv; weder ist bisher das morphologische Ausmafs
der Gewebetraumatisierung, noch dessen funktionelle Bedeutung - vor allem
im zeitlichen Verlauf - fiir die Mikrozirkulation bekannt. Wie sehr und in
welche Richtung die gemessenen Werte von den physiologischen abweichen,
kann heute noch nicht mit Sicherheit abgeschétzt werden.

Oberflachensonden miissen in Kontakt mit dem Gewebe gebracht werden,
so dass Storungen der Mikrozirkulation durch Kompression nicht ausge-
schlossen werden konnen.

Die Sauerstoffsonde des LICOX reagiert erst mit einer Verspatung von 1
Minute auf Anderung des Gewebe-pOs. Es existieren aber Elektroden mit
wesentlich kiirzeren Einstellzeiten [111].

7.3.5 Vorteile der Methode

Die polarographische Messung des Gewebe-pO, wird seit langer Zeit prakti-
ziert, die ihr zugrunde liegenden elektrochemischen Vorgéange sind deshalb
gut untersucht und verstanden. Die einzelnen Komponenten der Clark-Typ-
Elektrode sind iiber die Jahre verbessert und aufeinander abgestimmt wor-
den. Der systematische technische Fehler modernen Elektroden liegt um
mindestens eine Grofenordnung unter dem Fehler, die physiologische Varia-
blen hervorrufen kénnen [112|. Im gesamten physiologisch vorkommenden
pOsy-Bereich wird linear gemessen [112, 113].
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e Die Bedeutung des Gewebe-pO, fiir die Sauerstoffversorgung des Gewebes
ist unumstritten und leicht interpretierbar. Er ist ein direktes Mafs fiir den
der Zelle zur Verfiigung stehenden Sauerstoff.

e Die Handhabung des LICOX ist einfach, Anwendungsfehler sowie Beein-
flussung der Messwerte durch den Untersucher sind unwahrscheinlich.

e Ein kontinuierliches Monitoring und somit Verlaufsbeobachtungen sind
moglich.

e Das LICOX kann klinisch am Patienten eingesetzt werden. Es gibt vor allem
in der Neurochirurgie [114, 115] und der plastischen Chirurgie [103, 105],
aber auch an vielen anderen Organen, im Bereich des Gastrointestinaltrak-
tes beispielsweise am Osophagus [116], Erfahrungen mit dem klinischen
Einsatz.

7.3.6 Zusammenfassung

Die Messung des Sauerstoffpartialdrucks im Gewebe mit der flexiblen polarogra-
phischen Katheter-Mikrosonde des LICOX ist leicht durchfiihrbar und zeichnet
sich durch eine hohe Reliabilitdt aus. Der Vergleich mit den Messergebnissen von
Intravitalmikroskopie und EMPHO ist nur bedingt méglich, da das Messfeld dif-
feriert und der Einzugsbereich des LICOX wesentlich grofser ist. Hauptnachteil
ist die Invasivitdt des Verfahrens und die Festlegung auf einen Messort.
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7.4  Ubersicht iiber die Vor- und Nachteile der drei
Methoden

EMPHO IVM LICOX
Visualisierung der Mikrozirkulation — + —
Mais fiir den der Zelle

zur Verfiigung stehenden Sauerstoff + - Al
klinische Anwendbarkeit + (+)/— +
einfache Handhabung ++ — +
non-invasive Messung + - —
geringe Untersucherabhingigkeit + — +
gute Reproduzierbarkeit + — +
Messung an bewegten Organen moglich ++ +/— +
zeitliches Monitoring mdéglich — +

ortliches Mapping mdglich
hohe zeitliche Auflésung
hohe ortliche Auflésung

+ 4| +]+

Tabelle 7.3: Schematische Zusammenfassung der Vor- und Nachteile der drei Me-
thoden. Dabei bedeutet + soviel wie ,ja, die Methode bietet diesen Vorteil”, ++
Jja, sehr qut”, —  nein, —— ,nein, dies ist ein besonderer Nachteil der Methode*
und +/— bzw. (+)/— ,diesen Vorteil bietet die Methode nur eingeschrankt bzw.
sehr eingeschrankt”.



Kapitel 8

Diskussion der Ergebnisse

8.1 Ergebnisse der Vorversuche

8.1.1 LICOX unter Kontrollbedingungen

Unter Normalbedingungen - soweit man das bei dem exponierten und eréffneten
Darm behaupten kann - schwanken der mit dem LICOX gemessene Sauerstoffpar-
tialdruck im Gewebe und die Temperatur am Darm periodisch und phasengleich
mit einer Frequenz von 1/15 pro Minute mit anndhernd konstanter, kleiner (ca.
5 mmH g; bzw. 0,4°C') Amplitude.

Diese periodischen Verdnderungen sind wahrend der iibrigen Messungen, bei
denen mechanisch immer wieder manipuliert wird und die Temperatur exogen
groferen Schwankungen unterliegt, nicht mehr zu beobachten. Wéhrend ohne
aufere Beeinflussung die Temperaturschwankungen eher ein sekundéarer Effekt
zu sein scheinen - die Temperaturmaxima treten leicht verzogert zu den p,,,.Os-
Maxima auf -, zieht ein exogen induzierter Temperaturanstieg bei den Messungen
immer einen Anstieg des p,,..02 nach sich.

Uber die gesamte Messzeit des Vorversuches von 45 min gemittelt sind Wer-
te ohne Manipulation und die der Gruppe A: Kontrolle nahezu identisch. Die
Manipulationen wahrend des Messvorganges scheinen also physiologische Mo-
dulationsmechanismen zwar zu storen, die Messwerte im Mittel aber nicht zu
verandern.

8.1.2 LICOX unter Hypovolamie

Das LICOX reagiert auf die Hypovolamie mit einem deutlichen Abfall des p,,,.05.
Der p,,u.O2 bleibt dann mit gleicher Konstanz wie der arterielle Blutdruck ernied-
rigt. Korrigiert man gegebenenfalls den Blutdruck durch erneute Blutabnahme
nach unten, konnen die Messbedingungen iiber einen ausreichend langen Zeitraum
stabil gehalten werden, um die je drei Messungen mit dem Intravitalmikroskop
und dem EMPHO durchzufiihren.

105
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Die signifikant gestiegene Herzfrequenz bestétigt, dass durch das abgenom-
mene Blutvolumen ein haemorrhagischer Schock induziert wird.

8.1.3 LICOX unter Hypoxie

Um eine standardisierbare und gut steuerbare Hypoxie zu induzieren, ist es
notwendig, die Tiere zu beatmen. Mit einer Reduktion des endinspiratorischen
Druckes auf 4 emH>0O macht sich die verminderte Ventilation signifikant sowohl
in der arteriellen Blutgasanalyse als auch am Darm bemerkbar.

Uber diesen Beatmungsparameter lassen sich die Blutgase gut steuern: Nach
der Reduktion des endinspiratorischen Druckes sinkt der arterielle pO, schnell auf
eindeutig hypoxische Werte; gleichzeitig stellt sich eine leichte Hypercapnie und
eine respiratorische Azidose ein. Sowohl pO,, pC'O4 als auch pH in der Blutgas-
analyse lassen sich durch Normoventilation innerhalb von 5 — 10 min auch nach
der vierten Hypoxiephase wieder auf die normalen Ausgangswerte zuriickbringen.

Mit Hilfe eines Respirators und alternierenden Phasen von Minder- und Nor-
moventilation lassen sich vergleichbare Bedingungen fiir die einzelnen Messungen
an einem Tier herstellen, ohne dass sich der Allgemeinzustand des Tieres ver-
schlechtert.

8.2 Ergebnisse der Hauptgruppen

8.2.1 Bemerkungen zu den Ergebnissen der IVM

8.2.1.1 Vergleich des CBF und des Prozentsatzes der perfundierten
Kapillaren mit den aus der Literatur bekannten Werten

Bislang gibt es aufser von unserer Arbeitsgruppe keine Studien, die den kapillaren
Blutfluss (CBF) an der Mukosa des Colons direkt quantifizieren. Bei uns wurden
bisher Erfahrungen am Colon descendens unter Normalbedingungen, unter Colitis
und unter Pankreatitis gesammelt [5, 67, 20, 26]. Der in der vorliegenden Studie
in der Kontrollgruppe gemessene CBF von 2, 6 nl/min stimmt gut mit den bisher
beobachteten Werten iiberein. Unter Hypovoldmie, Hypoxie und Gefiafclamping
existieren keine vergleichbaren Angaben.

Unter TNBS-Colitis wurde in fritheren Arbeiten am ersten Tag nach Induk-
tion eine nicht signifikante Erh6hung des CBF auf 2,9 nl/min veroffentlicht, mit
einer signifikanten Reduktion am dritten Tag nach Induktion auf 1,8 nl/min
[5, 67, 20]. In der vorliegenden Studie wurde bereits nach 24 h ein signifikant
erniedrigter CBF beobachtet (1,6 nl/min). Eine mogliche Erklarung hierfiir ist
der duferst unterschiedliche Schweregrad der Colitis im TNBS-Modell, der so-
wohl in der vorliegenden Studie als auch von anderen Autoren beobachtet wurde
[5, 67, 117|. Diese Unterschiede des Schweregrades sind zwar ein Nachteil, will
man die Ergebnisse verschiedener Studien miteinander vergleichen, bieten aber
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die Moglichkeit zu untersuchen, ob diese Unterschiede auch mit verschiedenen
Methoden nachweisbar sind.

Zum Prozentsatz der perfundierten Kapillaren sind bisher noch keine Wer-
te verdffentlicht. In der Kontrollgruppe, unter Hypovoldmie und unter Hypoxie
ist dieser Prozentsatz aus methodischen Griinden (siehe 7.2.1, S. 83 und 7.2.4.2,
S. 93) nur ungenau zu bestimmen, so dass der Wert von etwa 98% in der vor-
liegenden Studie nur als semiquantitative Angabe aufgefafst werden sollte. Im
Gegensatz dazu haben die Werte von 71% in der Gruppe Gefdfclamping und
in einem Bereich von 0 — 96% je nach Schweregrad der Colitis eine sehr hohe
Genauigkeit.

8.2.1.2 Intermittierender Blutfluss

Seit die Intravitalmikroskopie eingesetzt wird, wird immer wieder ein intermit-
tierender Charakter des Blutflusses auf mikrozirkuldrer Ebene beobachtet [118].
Dieses Phanomen wurde an so unterschiedlichen Geweben wie Haut, Muskel, Bin-
degewebe, Omentum, Pankreas und Magen beobachtet [119, 120, 121, 122, 123,
124, 125, 65, 29, 69|, dass man davon ausgehen darf, dass es sich um ein generel-
les Phanomen der Mikrozirkulation handelt. Man ist sich im wesentlichen einig,
dass der intermittierende Fluss Ausdruck eines ungestorten Blutflusses ist; einige
Autoren sehen darin ein Kriterium fiir die Qualitéit der Praparation |65, 29| und
in einer Studie war ein fehlender intermittierender Fluss sogar ein Ausschlusskri-
terium [126].

Es erstaunt deshalb, dass in der vorliegenden Arbeit das Phénomen eines in-
termittierenden Flusses nur so selten beobachtet werden konnte: in 8, 7% der un-
tersuchten Felder in der Kontrollgruppe (29, 2% unter Hypovoldmie, 7,4% unter
Gefifsclamping, 0% unter Hypoxie, 8,3% unter Colitis). Zusétzlich fallt auf, dass
unter Hypovoldmie noch am héufigsten (29,2%) ein intermittierender Fluss zu
sehen ist, wogegen Mithofer et al. am Pankreas unter Hypovolamie eine deutliche
Verringerung der Inzidenz von intermittierendem Fluss feststellen [29].

Zunéchst ist zu bemerken, dass die meisten der oben genannten Autoren den
intermittierenden Fluss als sporadisches Phanomen und nicht immer reproduzier-
bar beschreiben. Funk et al., die sich in ihrer Arbeit ausfiihrlich diesem Phénomen
widmen, betonen, dass das Vorhandensein von intermittierendem Fluss extrem
empfindlich von Anderungen der physiologischen Umgebung der Gefifie abhiinge
[125]. Hierin liegt vermutlich die Hauptursache, dass in der vorliegenden Studie
ein intermittierender Fluss nur selten beobachtet werden konnte. Wie unter 7.2.1
(S. 83) ausfiihrlich beschrieben, beeinflusst die fiir die IVM nétige Préaparation
des Colons, die physiologischen Bedingungen erheblich. Vor allem die mechani-
sche Reizung der Mukosa durch das Wegwischen von Schleim und Blutspuren
ist ein wesentlicher Storfaktor. Dass diese mechanische Reizung den Blutfluss fiir
langere Zeit erhoht, wurde bereits erwihnt (siche S. 83 unten), dass sie auch den
intermittierenden Charakter des Blutflusses stort, liegt nahe.
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In der Kontrollgruppe und unter Hypoxie ist die Schleimproduktion am héch-
sten, eine Messung ohne vorheriges Wegwischen von Mukus praktisch nicht még-
lich, was deshalb das seltene Auftreten von intermittierendem Fluss (8, 7% Kon-
trolle, 0% Hypoxie) erklaren wiirde. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie legen
den Schluss nahe, dass eine Hypoxie die Inzidenz noch weiter reduziert, allerdings
ist der Unterschied zur Kontrollgruppe nicht statistisch signifikant. In den Grup-
pen Gefafsclamping und Colitis ist weniger mechanische Reizung nétig, die niedri-
ge Inzidenz von intermittierendem Fluss héngt daher eher mit den pathologischen
Bedingungen in diesen Gruppen zusammen. Unter Geféficlamping wird direkt die
Zirkulation am Colon manipuliert, und in dieser Gruppe treten auch die niedrig-
sten Flusswerte der gesamten Studie auf. Unter Colitis ist die Gefaflarchitektur
massiv verdndert, der bienenwabenartige Aufbau des Kapillarnetzes ist aufgeho-
ben und die Kapillaren erscheinen héufig als starre, dilatierte Rohre. In diesen
beiden Gruppen entspricht die niedrige Inzidenz von intermittierendem Fluss al-
so den Erwartungen. Bemerkenswert ist allerdings, dass unter Colitis gerade bei
den beiden Tieren, bei denen die Colitis mild und nur 6dematds ausgepragt ist,
auch ein intermittierender Fluss zu beobachten ist. Umgekehrt formuliert kénnte
ein vorhandener intermittierender Fluss als Zeichen fiir ein mildes Stadium der
Colitis verstanden werden.

In der Gruppe unter Hypovoldmie wurde ein intermittierender Fluss mit Ab-
stand am haufigsten - in einem Drittel der untersuchten Felder - beobachtet. Auch
in dieser Gruppe waren mechanische Reizungen aufgrund der im Vergleich zur
Kontrollgruppe wesentlich niedrigeren Schleimproduktion seltener. Im Gegensatz
zu den Gruppen Gefaficlamping und Colitis wurde der erwiinschte pathologische
Zustand aber nicht durch ein direktes Manipulieren am Colon induziert, sondern
durch eine systemische Verdnderung. Dies scheint die Autoregulationsmechanis-
men des Gewebes weniger zu storen.

Neben den mechanischen Reizungen, die den intermittierenden Charakter des
Blutflusses storen konnen, ist aber auch von einigen Narkotika bekannt, dass sie
Gefékbewegungen zum Verschwinden bringen kénnen [127]. So z.B. Pentobarbital
und Ethyl-Ether, welche beide in dieser Studie eingesetzt wurden.

8.2.1.3 Besonderheiten in der Gruppe Hypoxie

Mittels IVM konnten keine Verdnderungen der Mikrozirkulation im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Der CBF stieg nicht an, um das verringerte
Sauerstoffangebot zu kompensieren, wie man am Colon aufgrund seiner Sonder-
stellung als eines der Schockorgane vermuten konnte. Moglicherweise reagiert der
Darm auf ein verringertes Sauerstoffangebot, &hnlich wie auf einen erhchten Sau-
erstoffverbrauch, eher mit der Rekrutierung von Kapillaren, als mit der Erhchung
des Blutflusses [128|.

Die Frage, ob unter Hypoxie am Colon Kapillaren rekrutiert werden, der Pro-
zentsatz der perfundierten Kapillaren also erhoht wird, kann durch diese Studie
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nicht beantwortet werden, da weder in der Kontrollgruppe noch unter Hypoxie
die Qualitéit des aufgezeichneten Bildes so genaue Aussagen erlaubt. (vgl. 7.2.4.2,
S. 93)

Ob unter Hypoxie ein intermittierender Fluss haufiger oder seltener als un-
ter physiologischen Bedingungen vorkommt, bleibt ebenfalls unklar, da sowohl in
der Kontrollgruppe als auch unter Hypoxie durch mechanische Reizung vor der
Messung dieses Phénomen zu selten auftritt (vgl. 8.2.1.2). Um zu kléren, ob un-
ter Hypoxie keine mikrozirkulatorischen Veranderungen auftreten, oder ob solche
Verdanderungen mit der IVM, wie sie hier durchgefiithrt wurde, nur nicht nach-
gewiesen werden konnten, miissen weitere Studien mit modifizierter Praparation
zeigen. Wahrscheinlich spielt hier auch die Dauer der Hypoxie eine Rolle, so dass
Verlaufsbeobachtungen interessant wéren.

8.2.1.4 Besonderheiten in der Gruppe Colitis

Der unterschiedliche Schweregrad der Colitis ist zwar ein Nachteil des TNBS-
Colitis-Modells, erlaubt in dieser Studie aber die Eignung der verschieden Me-
thoden zu priifen, diese Unterschiede im Schweregrad nachzuweisen. Der CBF ist
im Mittel dieser Gruppe zwar gegeniiber der Kontrollgruppe statistisch signifi-
kant erniedrigt, zum Schweregrad der Colitis steht er aber in keiner eindeutigen
Beziehung. Der Prozentsatz der perfundierten Kapillaren dagegen, der in dieser
Gruppe extrem schwankt, korreliert mit dem makroskopischen Schweregrad der
Colitis. Auch das Vorhandensein eines intermittierenden Flusses hdngt mit dem
Schweregrad zusammen: er wurde nur bei den beiden Tieren mit einer milden
Colitis beobachtet. Dies zeigt, wie wichtig zur korrekten Beurteilung der mikro-
zirkulatorischen Verédnderungen auch die Betrachtung der Flusscharakteristika
ist, da der CBF nur ein Aspekt der Mikrozirkulation ist.

Ein Phédnomen, das nur in der Gruppe Colitis auftrat, verdient besondere
Aufmerksamkeit: Die meisten Kapillaren, in denen kein Fluss zu verzeichnen war,
waren dennoch mit FITC-markierten Erythrozyten gefiillt. Am eindriicklichsten
war dies in den zwei Feldern mit kompletter Stase in allen Kapillaren: Von den
vielen markierten Erythrozyten, die sich in den Kapillaren befanden, bewegte sich
kein einziger. (siche Abb. 8.1) Vor der Messung muss aber in den betreffenden
Kapillaren noch ein Fluss bestanden haben, sonst wéiren die markierten Erythro-
zyten nicht dorthin gelangt. Hétte die induzierte Colitis schon vor der Injektion
der FITC-markierten Erythrozyten eine Stase in den Kapillaren der Colonmukosa
hervorgerufen, so wiren die Kapillaren schon mit nicht-markierten Erythrozyten
,verstopft® gewesen, und die markierten hétten nicht dorthin gelangen kénnen
oder allenfalls einige vereinzelte, die sich im verstopften Kapillarnetz noch ver-
fangen haben. Offensichtlich (s. Abb. 8.1) ist dem aber nicht so, sondern vielmehr
scheinen sich die FITC-markierten Erythrozyten in der entziindeten Colonmuko-
sa sogar zu akkumulieren. Diese Beobachtung fiithrt zwingend zu dem Schluss,
dass der Blutfluss im Kapillarnetz der Colonmukosa erst nach der Injektion der
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Abbildung 8.1: Beispiel eines Videobildes eines Tieres in der Gruppe E: Colitis
mit kompletter Stase. Die sichtbaren Erythrozyten bewegen sich nicht.

FITC-markierten Erythrozyten zum Stillstand gekommen ist.

Auch der Verlauf der Hbg,;Os in den Feldern mit Stase ist aufféllig: Die
Hbg,; Oy sank meist wiahrend des 1-miniitigen Messverlaufes ab. In den beiden
Feldern mit intravitalmikroskopisch kompletter Stase erreichte sie am Ende 10 —
15%, wie auch bei cardiovasculdrem Arrest nach 50 — 60 Sekunden. Auch dies ist
ein Indiz dafiir, dass der Fluss erst kurz vor der Messung sistiert sein kann, da
die Hbg,;O4 sonst schon vor dem Ende der Messung 10 — 15% erreicht hétte.

Man muss also annehmen, dass irgendein Faktor nach der Injektion der FITC-
markierten Erythrozyten die Mikrozirkulation beeintrichtigt und den Blutfluss
sistieren ldsst. Denkbare Storfaktoren wéren: die mechanische Reizung bei der
Reinigung des Colons oder ein phototoxischer Effekt. Unter 7.2.3, S. 87 wurde
zwar dargelegt, dass unter den in dieser Studie angewendeten Bedingungen fiir die
IVM mit phototoxischen Effekten nicht zu rechnen ist, génzlich ausgeschlossen
werden kann dies aber nicht. Gerade unter Colitis wére es moglich, dass die Puf-
fersysteme des Gewebes, die unter normalen Bedingungen toxische Metaboliten
unschédlich machen, schon ausgelastet oder zerstort sind. Auch bei der Messung
mit dem EMPHO kénnen phototoxische Effekt nicht vollig ausgeschlossen wer-
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den, auch wenn davon noch nicht berichtet wurde.

Von dem intravitalmikroskopisch nachgewiesenen Stillstand der Mikrozirkulation
darf man zwar nicht zwangsldufig auf einen Stillstand wahrend der Messung mit
dem EMPHO schliefsen - genau so plotzlich, wie der Fluss sistiert, konnte er auch
wieder einsetzen. Der abfallende Verlauf der Hbg,;O5 spricht allerdings gegen ei-
ne solche Vermutung.

Die mit dem EMPHO gemessenen, relativ hohen Hbg,;Os-Werte bei extrem nied-
rigen Flusswerten kann man somit eher mit der ,Reaktionszeit des EMPHO auf
die plotzliche Verschlechterung als mit einer besseren Mikrozirkulation wahrend
der Messung mit dem EMPHO erklaren.

8.2.1.5 Die Reaktion auf pathologische Zustinde im Vergleich mit
den beiden anderen Methoden

Alle induzierten pathologischen Zustédnde in dieser Studie - mit Ausnahme der
Hypoxie - rufen eine Abnahme der Messwerte bei allen drei Methoden hervor. Ver-
gleicht man aber den prozentualen Abfall im Vergleich zur Kontrollgruppe, so fallt
auf, dass immer der mittels IVM bestimmte CBF am starksten abnimmt. Der Un-
terschied in der Abnahme der Messwerte zwischen IVM und den beiden anderen
Methoden liegt zwischen 10 und 20 Prozentpunkten. In den Gruppen Hypovoléa-
mie und Gefélclamping tiberrascht dies nicht, da in diesen Gruppen die Makro-
zirkulation verdndert wird, was direkten Einfluss auf die Mikrozirkulation haben
muss, die mit der IVM gemessen wird. Dagegen betrachten EMPHO und LICOX
das Gleichgewicht zwischen Sauerstoffangebot und -nachfrage nachdem der Or-
ganismus die pathologischen Verédnderungen durch Kompensationsmechanismen
teilweise ausgeglichen hat: Sowohl unter Hypovoldmie als auch unter Gefafsclam-
ping steigt der arterielle pOs; an. Zudem ist die Sauerstoffausschépfung variabel
(siche hierzu auch 8.2.2.3, S. 115). Gleichzeitig ist anzunehmen, dass der Sau-
erstoffverbrauch bei reduziertem Angebot verringert wird. Ein sichtbares Indiz
dafiir ist die verringerte Schleimproduktion und Peristaltik des Darmes.

Unter Colitis wird zwar nicht direkt die Makrozirkulation verdandert, doch die
anderen Uberlegungen gelten hier genauso. Bei der ausgeprigten Colitis, die in
dieser Studie zu beobachten war, darf man davon ausgehen, dass viele Zellen als
yendverbraucher geschidigt sind, und somit der Sauerstoffverbrauch niedriger
ist. Aufserdem ist es nicht auszuschlieffen, dass unter Colitis die Mikrozirkulation
durch die Messung mit der IVM negativ beeinflusst wird, und die gemessenen
Werte fiir den CBF systematisch zu gering sind (vgl. 8.2.1.4).
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8.2.2 Bemerkungen zu den Ergebnissen des EMPHO

8.2.2.1 Vergleich der Messergebnisse mit den in der Literatur ange-
gebenen Werten

Da das EMPHO eine relativ neue Methode ist, gibt es wenige Arbeiten, mit deren
Ergebnissen man die Messungen der vorliegenden Studie vergleichen konnte. Es
gibt zwar einige Verdffentlichungen, in denen Spektrometer zur Bestimmung der
Sauerstoffsittigung des Hamoglobins am Darm eingesetzt wurden [129, 21, 10,
22, 130, 61]. Diese verwenden aber alle Spektrometer, die sich im Erfassungsvolu-
men und in der Berechnung der Werte fiir die Sauerstoffsiattigung erheblich vom
EMPHO unterscheiden.

Hasibeder et al. setzten das EMPHO am Jejunum von Schweinen ein und
ermitteln eine mittlere Hbg,; O von 46,36 4 6,22% [13]. An der Rektumschleim-
haut von Patienten wurde von Otto et al. endoskopisch eine mittlere Hbg,;Oo
von 62,5 + 12, 3% gemessen [25].

Am vergleichbarsten diirften die von Siedler bestimmten Werte sein [24]: Er
setzt das EMPHO am terminalen Ileum von Kaninchen ein und misst am gesun-
den Darm im Mittel eine Hbg,;O2 von 64,4%. In der vorliegenden Arbeit liegt die
mittlere Hbg,;O2 am gesunden Colon descendens bei 65,1 £ 9,0%. Siedler mifst
nach dem Abbinden von vier in der unmittelbaren Nahe der Messfelder gelege-
nen mesenterialen Gefafen eine mittlere Hbg,;Os von 22, 6%. In der vorliegenden
Studie liegt die Hbg,;Os nach dem Abklemmen der Aa. mesentericae sup. et inf.
im Mittel bei 24,6 + 15, 5%.

Insgesamt stimmen Siedlers Ergebnisse also gut mit denen der vorliegenden
Studie iiberein.

8.2.2.2 Bemerkungen zum Verlauf der Hbg,;Os und der rel. [Hb] wih-
rend der 1-miniitigen Messung

Neben den Veranderungen der Werte der Hbg,;Oy unter den verschiedenen patho-
logischen Bedingungen zeigen sich auch &ufserst interessante Phanomene im Ver-
lauf der Hbg,;O, wihrend der 1-miniitigen Messung. Immer wieder werden sinus-
formige Schwankungen mit einer Periode zwischen 4 — 6 pro Minute beobachtet.
Interessanterweise traten diese Schwankungen bis auf zwei Ausnahmen in der
Kontrollgruppe genau dann auf, wenn in der IVM ein intermittierender Fluss zu
sehen war. Aufserdem liegt die Frequenz des intermittierenden Flusses in der [IVM
in derselben Grofenordnung. Diese zwei Beobachtungen legen den Schluss nahe,
dass beide Phénomene zusammenhangen. Das hiefse, dass man das Phanomen
des intermittierenden Flusses indirekt auch mit dem EMPHO nachweisen kann!

Diese sinusformigen Schwankungen der Hbg,; Oy treten in dieser Studie ver-
gleichsweise selten auf; nimmt man aber an, dass der periodische Verlauf der
Hbg,;Oy durch einen intermittierenden Fluss, wie er mittels IVM nachgewiesen



8.2. ERGEBNISSE DER HAUPTGRUPPEN 113

werden kann, hervorgerufen wird, gelten dieselben Uberlegungen wie in Kapitel
8.2.1.2 (S. 107), die das seltene Auftreten erklaren.

Diese von Herz - und Atemfrequenz unabhéngigen Schwankungen wurden
auch schon von anderen Autoren beschrieben: Hasibeder et al. finden mit dem
EMPHO am Jejunum von Schweinen Oszillationen der Hbg,Os und der rel.
[H B] mit einer Frequenz von 4,6 — 5,0 pro Minute [13]. Yamaguchi et al. weisen
mittels Laser-Doppler-Velocimetrie und Reflektionsspektrometrie Schwankungen
der Hbg,;O2 und der rel. [Hb] mit einer Frequenz von 4 — 6 pro Minute nach
[131]. Beides stimmt gut mit den Beobachtungen dieser Studie iiberein.

Hasibeder et al. beschreiben eine mit der Hbg,;O- phasengleiche Oszillation
der rel. [Hb] [13]. Diese konnte in dieser Studie nur ein einziges Mal beobachtet
werden: Bei einem Tier in der Gruppe Hypovoldmie, bei dem der arterielle Ka-
theter nach der Blutabnahme verstopft war, so dass keine Messung mit der [IVM
gemacht werden konnte, wurde eine kontinuierliche Messung iiber 14 Minuten
mit dem Empho unternommen. Nach einer kurzen Einstellphase von ca. 20 Se-
kunden ist iiber den gesamten Messzeitraum eine mit der Hbg,;Oo phasengleiche
Osrzillation der rel. [Hb] mit einer Frequenz von 3,5 — 5,5 pro Minute zu sehen

(Abb. 8.2).
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Abbildung 8.2: phasengleiche Oszillation der Hbg,Oo und der rel. [Hb] mit einer
nahezu konstanten Frequenz tiber einen Zeitraum von mehr als 13 min

Interessanterweise stimmen die beiden Kurven zu einem Teil sowohl in Fre-
quenz, Phase und auch Form iiberein, wie in Abb. 8.3 zu sehen ist, die einen
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Abbildung 8.3: 1-miniitiger Ausschnitt Abbildung 8.4: 1-miniitiger Ausschnitt
aus der in Abb.8.2 gezeigten Messung, aus der in Abb.8.2 gezeigten Messung,
in dem Hbga Oy und rel. [Hb] phasen- in dem die rel. [Hb] zwar phasengleich
gleich oszillieren. mit der Hbg,Oo oszilliert, aber ein
doppelgipfliges Verhalten zeigt.

vergroferten 1-miniitigen Ausschnitt aus Abb. 8.2 zeigt. Zu einem anderen Teil
stimmen die beiden Kurven aber nur in Frequenz und Phase der Hauptschwin-
gung iiberein, wobei die Form der Kurve der rel. [Hb] sich dndert: Es taucht ein
zweiter Peak auf, so dass das Kurvenmaximum doppelgipflig wird (Abb. 8.4),
wobei die Frequenz dieser ,Nebenschwingung® bei etwa 11 pro Minute liegt. Os-
zillationen der rel. [Hb] mit kleiner Amplitude und einer Frequenz von 10— 15 pro
Minute wurden in dieser Studie hiufig beobachtet (siehe Abb. 4.4, S. 39; Abb.
4.7, S. 43; Abb. 4.9, S. 44 und Abb. 4.14, S. 49). Man kann also den in Abb. 8.4
gezeigten Verlauf der rel. [Hb] als Uberlagerung zweier Schwingungen auffassen,
von denen die mit der grofseren Amplitude eine Frequenz von etwas weniger als
4/min hat, und die mit der kleineren Amplitude eine Frequenz von ca. 11/min
hat.

Da die rel. [Hb] ein streng intravasaler Parameter ist, liegt die Vermutung na-
he, dass Schwankungen der rel. [Hb] eine Folge von Gefifbewegungen ist. Diese
These wird durch die Beobachtungen von Funk et al. gestiitzt, der die Gefals-
bewegungen auf dem Niveau der Mikrozirkulation eingehend untersuchte [125].
Er bestimmte eine periodische Aktivitdt der Arteriolen mit einem Durchmesser
von 25 — 39 um von 3 — 7 pro Minute und fiir terminale Arteriolen mit einem
Durchmesser von 5 — 24 um von 5 — 18 pro Minute. Diese Frequenzen stim-
men bestechend gut mit den in der vorliegenden Studie beobachteten Frequenzen
tiberein. Nimmt man an, die Oszillationen der rel. [Hb], die von uns mit einer
Frequenz von 10 — 15/min beobachtet wurden, werden von den periodischen Ge-
fafsbewegungen der terminalen Arteriolen hervorgerufen, so ist plausibel, weshalb
diese Oszillationen eine kleine Amplitude haben, und weshalb diese Oszillationen
niemals im Verlauf der Hbg,;O- zu sehen sind. Man darf annehmen, dass die
Schwankungen der rel. [Hb] hervorgerufen durch terminale Arteriolen zu gering
sind, um auf die Hbg,; Oy Auswirkungen zu haben. Die Gefdkbewegungen der
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grokeren Arteriolen mit einer Frequenz von 3 — 7/min haben dementsprechend
grofkere Schwankungen der Hamoglobinkonzentration zufolge, was die die gemes-
sene, groke Amplitude der Oszillation der rel. [Hb] erkldrt und gleichzeitig die
Auswirkung auf die Sauerstoffsiattigung des Hdmoglobins, so dass eine phasen-
gleiche Oszillation der Hbg,;Oo entsteht.

Offen bleibt die Frage, weshalb die Oszillationen der rel. [Hb] mit grofser Ampli-
tude und einer Frequenz von 3 — 7/min nur ein Mal in dieser Studie beobachtet
wurden, wogegen Oszillationen der Hbg,;Oo mit dieser Frequenz ofters zu sehen
waren. Moglicherweise hingt das mit der wesentlich groferen Stéranfilligkeit des
Messparameters rel. [Hb] des EMPHO im Gegensatz zur Hbg,;O2 zusammen (vgl.
dazu 7.1.5.2, S. 78). Es wére duferst interessant, das Auftreten der verschiede-
nen in dieser Studie beobachteten Oszillationen in weiteren Versuchen mit dem
EMPHO genauer zu untersuchen.

8.2.2.3 Die Reaktion auf pathologische Zustiande im Vergleich mit
den beiden anderen Methoden

Auf die Tatsache, dass der prozentuale Abfall der Messgrofe im Vergleich zur
Kontrollgruppe in allen Gruppen - mit Ausnahme der Hypoxie - fiir das EMPHO
geringer als fiir die IVM ausfallt, wurde bereits unter 8.2.1.5, S. 111 genauer ein-
gegangen.

Im Vergleich zum LICOX ist der prozentuale Abfall der Hbg,;O> in den Gruppen
Gefifsclamping und Colitis ahnlich dem prozentualen Abfall des py,,.O2 (Geféfs-
clamping: 37% EMPHO vs. 32% LICOX; Colitis: 77% vs. 71%). In der Gruppe
Hypovolamie dagegen fillt der p,,,.O2 stirker als die Hbg,;Oo (69% vs. 55%),
und in der Gruppe Hypoxie féllt die Hbg,Oo stirker als der pp,..Os (52% vs.
67%).

Hbgq,: Oy und pyy,,.0- sind die beiden Grofen des Sauerstoffgleichgewichts, das sich
zwischen intravasal (Hbg,;Oz) und extravasal (p..0O2) einstellt. Beide Grofen
sind also nicht nur von der vorhandenen Menge an Sauerstoff abhéngig, sondern
auch davon, wie leicht der Sauerstoff vom H&moglobin an das Gewebe abgege-
ben werden kann. Dabei haben Faktoren, die die Sauerstoffbindungskurve (Abb.
8.5) nach rechts oder links verschieben, einen gegensinnigen Einfluss auf Hbgq;Oo
und p,,..Os2. In der Gruppe Hypovoldmie ist im Vergleich zur Kontrollgruppe
der Hamatokrit erniedrigt, der p,+O2 erhoht und der p,;C'O, erniedrigt. Das
bedeutet, dass die Sauerstoffkapazitat durch den kleineren Hamatokrit erniedrigt
ist, wobei die arterielle Sauerstoffsiattigung durch den erhéhten p,,;Oo erhoht ist.
Zusétzlich ist der p,..C'O, erniedrigt, was zu einer Linksverschiebung der Sau-
erstoffbindungskurve fiihrt. Alle drei Faktoren fithren dazu, dass die intravasale
Grofse, die Hbgy:Oo, relativ zur extravasalen Grofe ansteigt.

In der Gruppe Hypoxie ist im Vergleich zur Kontrollgruppe der pH erniedrigt und
der p,,+CO5 erhoht, beide Faktoren fithren zu einer Rechtsverschiebung der Sau-
erstoftbindungskurve, d.h. zu einer erleichterten Abgabe des Sauerstoffs an das
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Abbildung 8.5: Ausschnitt aus der Sauerstoffbindungskurve nach [132]

Gewebe. Somit steigt die extravasale Grofe, der p,,,..Os, relativ zur intravasalen
Groke an.

8.2.2.4 Korrelation mit der arteriellen Blutgasanalyse

Da in der Gruppe Hypoxie an jedem Messfeld eine Blutgasanalyse durchgefiihrt
wurde, ist es moglich, die mit dem EMPHO gemessene kapillare Hbg,;Os mit
dem p,,+O2 zu korrelieren (Abb. 4.13, S. 48). Dabei zeigt sich, dass die HbgyOo
direkt vom p,,+Oo abhéngt. Dies ist eine weitere Bestatigung, dass die mit dem
EMPHO gemessenen Werte korrekt sind.

8.2.3 Bemerkungen zu den Ergebnissen des LICOX

8.2.3.1 Vergleich der Messergebnisse mit den in der Literatur ange-
gebenen Werten

In der Literatur gibt es keine vergleichbaren Werte fiir Messungen mit dem
LICOX am Colon. Im Magen-Darm-Trakt sind einzig fiir den Magen des Men-
schen als Normwerte 55, 1£10,4 mmH g [116] bzw. 54, 6£10,7 mmH g [133] verof-
fentlicht. Mit einer Oberflachensonde gibt es Ergebnisse am Colon des Menschen,
34 mmH g wird als Normwert angegeben [97]. Am Jejunum von Schweinen wur-
de ebenfalls mit einer Oberflichensonde ein Normwert von 25,47 + 4,41 mmHg
gemessen [13]. Dabei ist aber zu beachten, dass die Ergebnisse von Oberflachen-
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und Nadelsonden nicht unbedingt vergleichbar sind [94]. In der vorliegenden Stu-
die wurde ein normaler p,,,.0O-> an der Colonmukosa von Ratten von 40,4 + 7,4
mmH g gemessen.

8.2.3.2 Bemerkungen zum Verlauf des p,,,.O2

Waéhrend der Messungen in dieser Studie wurden im Verlauf des p,,,.02 nie Os-
zillationen beobachtet. Dagegen wiirde man erwarten, dass Schwankungen der
Hbg,;Oy mit einer Amplitude von bis zu 45 Prozentpunkten auch einen Ein-
fluss auf den p,,,.02 habe. Hasibeder et al. konnten bei ihren Messungen an der
Mukosa des Jejunums von Schweinen mit einer Oberflichensonde auch Oszilla-
tionen des p,..0O2 beobachten, die in Form und Frequenz den Schwankungen der
Hbgq:Os glichen [13].

Es ist aber anzunehmen, dass durch das Gewebetrauma, das bei der Implanta-
tion der Sonde entsteht (vgl. 7.3.3.4, S. 100), die Gefédkbewegungen, die zu den
Schwankungen der Hbg, O, fithren, zum Verschwinden gebracht werden (vgl.
8.2.1.2, S. 107). Auferdem tiberschreitet der Einzugsbereich der Sonde die Muko-
sa und erfasst auch eine wesentlich grofsere Flache, als die IVM und das EMPHO
(vgl. 7.3.3.5, S. 100). Vermutlich ist also die rdumliche Auflésung des LICOX zu
gering, um derartige Oszillationen nachweisen zu koénnen.

Im Vorversuch, in dem iiber 45 Minuten eine Messung mit dem LICOX ohne wei-
tere Manipulation durchgefiihrt wurde, sind allerdings sinusférmige Schwankun-
gen mit einer wesentlich niedrigeren Frequenz von 1/15 pro Minute zu beobachten
(Abb. 3.1, S. 28). Diese langsamen Schwankungen konnen selbstverstandlich wéih-
rend des kurzen Beobachtungszeitraums der weiteren Messungen in dieser Studie
nicht nachgewiesen werden. Die Erforschung des Regelmechanismus, der dieser
Oszillation zugrunde liegt, wére ein interessantes Thema fiir weitere Studien.

8.2.4 Bemerkungen zu Korrelationen zwischen den drei
Methoden

8.2.4.1 Griinde fiir den Ausschluss bestimmter Gruppen aus den
gruppeniibergreifenden Korrelationen

Aus der gruppeniibergreifenden Korrelation zwischen IVM und EMPHO und der
Korrelation zwischen IVM und LICOX wurde die Gruppe Hypoxie ausgeschlos-
sen, da mittels IVM unter Hypoxie keine Verdnderungen der Mikrozirkulation
nachweisbar sind (vgl. 4.4, S. 45 und 8.2.1.3, S. 108). Der CBF korreliert also un-
ter Hypoxie weder mit der Hbg,;Oy noch mit dem p,,,.O2 noch mit dem pg,.;Os!
Aus der gruppeniibergreifenden Korrelation zwischen LICOX und IVM und der
Korrelation zwischen LICOX und EMPHO wurde die Gruppe Colitis ausgeschlos-
sen. Die Messwerte des LICOX sind nur bedingt mit denen von IVM und EMPHO
vergleichbar, da die Sonde des LICOX erstens an einer anderen Stelle implantiert
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war als die Messfelder fiir EMPHO und IVM und zweitens einen wesentlich gréfe-
ren Erfassungsbereich hat. In der Kontrollgruppe und den Gruppen, in denen die
pathologische Verdnderung sich gleichermaften auf den gesamten Darmabschnitt
auswirken, sind die Unterschiede an den verschieden Messfeldern noch verhalt-
nisméfkig klein, so dass zwar ein Vergleich der Messparameter von LICOX mit
den anderen beiden Methoden nicht an den einzelnen Messfeldern, aber doch ge-
mittelt pro Tier gemacht werden kann. Bei der TNBS-Colitis treten aber ganz
inhomogen verteilte Mukosaschidden auf. Dies ist makroskopisch erkennbar: ne-
krotische Abschnitte liegen neben nur 6dematds verdnderten Stellen. Und auch
die Messergebnisse des EMPHO zeigen in dieser Gruppe die groften intraindi-
viduellen Unterschiede zwischen den einzelnen Messfeldern. Daher scheint in der
Gruppe Colitis ein Vergleich zwischen den Messparametern des LICOX mit den
beiden anderen Methoden auch gemittelt iiber ein Tier nicht zuldssig.

8.2.4.2 Bemerkungen zum Achsenabschnitt

Betrachtet man die Korrelationen zwischen EMPHO und IVM, so fallt auf, dass
die Regressionsgerade die Hbg,;Oo-Achse fast immer bei etwa 10% schneidet. Dies
ist damit zu erklaren, dass die Hbg,;Os niemals auf 0% fallt; auch bei Kardio-
vaskuldrem Arrest pendelt sich die Hbg,;Os auf ca. 10% ein. Unterschreitet das
Sauerstoffangebot eine gewisse Schwelle, stellen die Zellen ihre Funktion ein, bis
letzten Endes des Zelltod eintritt. Eine gewisse Restsiattigung des Hamoglobins
bleibt deshalb immer bestehen.



Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde das EMPHO auf seine Eignung zur Erforschung
der Mikrozirkulation und der Sauerstoffversorgung des Gewebes untersucht. Da-
zu wurde das EMPHO mit dem derzeitigen ,Goldstandard” fiir Messungen der
Mikrozirkulation, der Intravitalmikroskopie verglichen. Eine genaue Evaluation
des EMPHO ist interessant, weil es im Gegensatz zur IVM klinisch einfach ein-
setzbar ist und nicht invasiv misst. Neben dem direkten Vergleich von IVM und
EMPHO am selben Messpunkt wurden Referenzmessungen mit einer polarogra-
phischen Sauerstoffsonde (LICOX) durchgefiihrt, einer Methode zur Bestimmung
der Sauerstoffversorgung des Gewebes, die klinisch gut etabliert ist. Damit soll-
ten zum einen die Versuchsanordnung und -bedingungen iiberpriift werden und
zum anderen die Aussagekraft und Zuverldssigkeit der beiden anderen Methoden
verifiziert werden.

Mit dem EMPHO wurden die Sauerstoffsittigung des Hamoglobins (Hbg,O2
[%]) und die relative Hamoglobinkonzentration (rel.[Hb]), mit der IVM der ka-
pillare Blutfluss (CBF' [nl/min]) und Flusscharakteristika und mit dem LICOX
der Sauerstoffpartialdruck im Gewebe (pyu.O2 [mmHg|) am Colon descendens
von Ratten bestimmt. Die genannten Messungen wurden in fiinf verschiedenen
Versuchsgruppen zu je 8 bzw. 9 Ratten durchgefiihrt:

Gruppe A: Kontrolle
Gruppe B: Hypovoldmie
Gruppe C: Geféikclamping
Gruppe D: Hypoxie
Gruppe E: Colitis

Ergebnisse und Folgerungen
Ausgehend von den eingangs gestellten Fragen fithrte die vorliegende Studie zu
folgenden Ergebnissen und Schlussfolgerungen:

1. Welche unterschiedlichen Teilaspekte der Mikrozirkulation und der Sauer-
stoffversorgung des Gewebes kénnen mit der IVM und mit dem EMPHO unter-
sucht werden?

Das EMPHO misst die Sauerstoffversorgung des Gewebes auf intravasaler Seite
und das LICOX auf extravasaler Seite. Mit der IVM wird dagegen die Mikro-
zirkulation beobachtet. Eine Storung der Sauerstoffversorgung ist nicht gleich-
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bedeutend mit einer Stérung der Mikrozirkulation und umgekehrt. Dies wurde
besonders deutlich in der Gruppe unter Hypoxie (Gruppe D): Mittels EMPHO
und LICOX wurde eine Verschlechterung der Sauerstoffversorgung nachgewie-
sen, wahrend mittels IVM keine Verdanderung der Mikrozirkulation festgestellt
wurde. Daraus folgt dreierlei: i.) Das EMPHO kann die Mikrozirkulation nur in-
direkt abbilden und somit die IVM nicht in allen Fragestellungen ersetzen. ii.)
Das EMPHO liefert klinisch wichtige Informationen, die mit der IVM nicht er-
fasst werden. iii.) Intrakapillare Phdnomene korrelieren nicht notwendigerweise
mit der Sauerstoffversorgung des Gewebes.

Dennoch sind Sauerstoffversorgung des Gewebes und Mikrozirkulation im le-
benden Organismus selbstverstédndlich nicht unabhéngig voneinander; deshalb
kénnen durch die Beobachtung eines Teilaspektes bei streng gleichbleibenden und
kontrollierten Untersuchungsbedingungen Riickschliisse auf die anderen gezogen
werden. Dabei ist es leichter, mittels EMPHO indirekt Aussagen iiber die Mikro-
zirkulation zu machen, als umgekehrt mittels IVM {iber die Sauerstoffversorgung
des Gewebes. Denn solange von einem normalen Sauerstoffverbrauch der Zellen
ausgegangen werden kann, hingt die Sauerstoffversorgung des Gewebes aufser von
der Mikrozirkulation, die von der Makrozirkulation beeinflusst wird, von respi-
ratorischen Parametern ab; diese und auch die Makrozirkulation kénnen sowohl
experimentell als auch klinisch ohne Schwierigkeiten monitorisiert werden. Die
Regulationsmechanismen der Mikrozirkulation sind dagegen noch sehr schlecht
verstanden, so dass die Auswirkung einzelner beobachteter Phéinomene auf die
Sauerstoffversorgung des Gewebes nur schwer abgeschétzt werden kann.

Ein iiberraschendes Ergebnis der vorliegenden Studie ist der Nachweis sinus-
formiger Schwankungen der Hbg,;Os an einigen Messfeldern. Diese bilden mog-
licherweise das Phénomen des intermittierenden Flusses in der Mikrozirkulation
ab. Womoglich kann hier ein Parameter der Mikrozirkulation direkt mit dem
EMPHO beobachtet werden!

2. Welches sind die Vor- und Nachteile der Photospektrometrie und welches

die der Intravitalmikroskopie?
Sowohl die IVM als auch das EMPHO haben Vor- und Nachteile: Die IVM ist
die einzige Methode, die die Mikrozirkulation direkt visualisieren und quantifi-
zieren kann. Insbesondere am Colon ist die Messgenauigkeit allerdings deutlich
eingeschrankt.

Neben dem wesentlichen Vorteil des EMPHO, dass es auch am Patienten ein-
setzbar ist, bietet es auch im Tierexperiment den Vorzug, dass es im Vergleich
zur IVM nicht invasiv misst. In der vorliegenden Studie fanden sich mehrere Hin-
weise darauf, dass empfindliche Regulationsmechanismen der Mikrozirkulation
durch die aufwendige, fiir die IVM nétige Préaparation und moglicherweise auch
durch phototoxische Effekte gestért werden. Mit dem EMPHO konnten diese Re-
gulationsmechanismen mit weniger Storungen untersucht werden. Zudem lassen
sich die Messungen mit dem EMPHO besser standardisieren und sind weniger
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abhingig vom Untersucher. Tabelle 7.3 zeigt eine schematische Ubersicht iiber
die Vor- und Nachteile der beiden Methoden.

EMPHO IVM LICOX
Visualisierung der Mikrozirkulation — + —
Mais fiir den der Zelle

zur Verfiigung stehenden Sauerstoff - Al
klinische Anwendbarkeit + (+)/— +
einfache Handhabung ++ — +
non-invasive Messung + - —
geringe Untersucherabhingigkeit + — +
gute Reproduzierbarkeit + — +
Messung an bewegten Organen moglich ++ +/— +
zeitliches Monitoring mdéglich — +

ortliches Mapping mdglich
hohe zeitliche Auflésung
hohe ortliche Auflésung

+ 4| +]+

Tabelle 7.3: Schematische Zusammenfassung der Vor- und Nachteile der drei Me-
thoden. Dabei bedeutet + soviel wie ,ja, die Methode bietet diesen Vorteil”, ++
Jja, sehr gut”, —  nein”, —— ,nein, dies ist ein besonderer Nachteil der Methode*
und +/— bzw. (+)/— ,diesen Vorteil bietet die Methode nur eingeschrinkt bzw.
sehr eingeschrankt”.

3. Korrelieren die Messergebnisse des EMPHQO mit denen der Intravitalmikro-

skopie?
Die mit dem EMPHO gemessene Hbgq;Oo korreliert gut mit dem intravitalmi-
kroskopisch bestimmten C'BF. Diese gute Korrelation besteht fiir die gesamte
Messbreite von extrem niedrigen Werten bis hin zu Normalwerten und fiir alle
Versuchsgruppen mit Ausnahme der Gruppe D: Hypoxie. Dies bestétigt die An-
nahme, dass Veranderungen der Mikrozirkulation in der Regel indirekt mit dem
EMPHO nachgewiesen werden kénnen.

Auferdem korrelieren die Messwerte des LICOX in allen Gruppen gut mit
denen des EMPHO und in der Gruppe D: Hypoxie korreliert die Hbg,; Oy zusétz-
lich noch mit dem p,,;O. Dies bestétigt die Reliabilitat der spektrometrischen
Messung der Sauerstoffsidttigung des Hamoglobins.

4. Lassen sich die mit der Intravitalmikroskopie beobachteten Veranderungen
bei Colitis auch photospektrometrisch mit dem EMPHQO nachvollziehen?
Die Verdnderungen der Mikrozirkulation unter Colitis lassen sich teilweise auch
photospektrometrisch mit dem EMPHO nachweisen. Mit der IVM konnte ein ver-
minderter C' BF' und eine Reduktion des Prozentsatzes der perfundierten Kapil-
laren nachgewiesen werden. Die mit dem EMPHO gemessene Hbg,;Oy korreliert
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mit diesen beiden Parametern der Mikrozirkulation. Allerdings kann mit dem
EMPHO alleine nicht zwischen einer Verminderung des C'BF' und einer Reduk-
tion des Prozentsatzes der perfundierten Kapillaren differenziert werden. Ande-
rerseits scheint vor allem der Prozentsatz der perfundierten Kapillaren mit dem
Schweregrad der Colitis zu korrelieren. Welche Riickschliisse die Veranderungen
des C'BF unter Colitis zulassen, ist derzeit unklar.

Ausblick
Neben den oben genannten Ergebnissen und Schlussfolgerungen ergaben sich aber
auch neue Fragen, zu deren Klirung weiterfiihrenden Arbeiten notig sind. Es
wiére beispielsweise interessant, dhnliche Versuche wie in dieser Studie mit dem
EMPHO alleine durchzufiihren, um durch die IVM und durch die dafiir nétige
Praparation hervorgerufene Artefacte und Storungen besser einschétzen zu kon-
nen. Insbesondere die Oszillationen der Hbg, Oy und des rel.[Hb], die in dieser
Arbeit beobachtet wurden und unter 8.2.2.2, S.112 beschrieben wurden, sind eine
eingehende Untersuchung wert. Aber auch weitere Studien mit der Kombination
der IVM mit dem EMPHO - an anderen Organen und auch am Darm mit even-
tuell verbesserter Préparation (z.B. im Wasserbad), um einige in dieser Studie
genannte methodische Schwierigkeiten zu umgehen - versprechen aufschlussreiche
Ergebnisse, da beide Methoden sich ergédnzen. Der Erfassungsbereich von IVM
und EMPHO ist nahezu gleich, und durch den in dieser Arbeit vorgestellten Ver-
suchsaufbau ist es moglich, an identischen Messfeldern zu messen, so dass die
beiden Methoden auch in kiinftigen Studien direkt in Beziehung gesetzt werden
koénnen.

Vor allem aber scheinen nun klinische Studien mit dem EMPHO gewinnbrin-
gend, nachdem sich das EMPHO im Tierexperiment als probate Methode gezeigt
hat.

Fazit

Insgesamt erwies sich das EMPHO in dieser Arbeit als zuverldssige und einfach
handzuhabende Methode, die duflerst aufschlussreiche Ergebnisse liefert. Zwar
kann das EMPHO die IVM nicht ersetzen, doch wére nach den Ergebnissen die-
ser Arbeit der Einsatz des EMPHO zur Untersuchung der Mikrozirkulation und
Sauerstoffversorgung des Gewebes zu favorisieren, wenn man sich auf eine der
beiden Methoden beschrianken muss. Weitere Studien mit dem EMPHO wiren
wiinschenswert, um die Informationen, die es liefert, besser zu verstehen und voll
ausschopfen zu konnen.
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Anhang

Im folgenden Anhang finden sich fiir alle Tiere alle Messparameter (Hbgq; O, rel.
[Hb], CBF, pmucO2, RR, BGA, Hkt) aus allen Messfeldern in tabellarischer Form
aufgeschliisselt.

Die letzte Zeile jeder Tabelle gibt fiir Hbgq:Os, rel. [Hb] und CBF den Mit-
telwert iiber die drei Felder wider. Fiir p,,,.Os steht dort der wie zu Beginn von
Kapitel 4, S. 33 beschrieben gemittelte Wert.

Die Werte der BGA, fiir den RR und den Hkt, die in der ersten Zeile jeder
Tabelle stehen, wurden vor der Messung am ersten Feld bestimmt, und die, die
in der letzten Zeile stehen, nach dem dritten Feld, also am Ende des gesamten
Messvorganges.

Fiir die Gruppe D: Hypoxie werden die Werte der BGA in gesonderten Ta-
bellen fiir jedes Tier dargestellt.
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Gruppe A: Kontrolle

Tier Al EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pCOs pOs Beecf | Hkt
HbgatOs (%) | rel.[HY] (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
Feld 1 56,0£5,5 [0,9£0,1| 2,4+£0,1 160 7,34 34,5 102,7 —6,2 | 46
Feld2 | 59,5+3,7 |L0£0,1| 26+0,1 100
Feld 3 02,6 £4,9 [0,7£0,1| 2,2+£0,1 100
95,1£5,5 [0,9£0,1| 2,4+£0,2 38,4£2,6 100 Probenfehler 45
Tier A2 EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pC O, pOs Beecf | Hkt
HbgaO2 (%) | rel.[Hb (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
Feld1 | 48.6+£52 |1L0+0.1| 1,8+01 105 | 7,26 47,3 7.9 | —6.4 | 49
Fld2 | 67,444,2 |0,840,2| 2,7+0,1 30
Feld 3 62,9+2,9 [0,8£0,1| 2,2+£0,1 80
29,6 £9,1 10,9£0,2| 2,3+£0,4 34,9+£5,7 80 Probenfehler 47
s A3 | _EMPHO: | EMPHO: [ IVM: CBF | LICOX: RR | pH | pCO, | pO, | Beecs | Hki
HbgatOs (%) | rel [HD] (nl/min) | pO; (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
Feld 1 54,54+2,6 |1,0+£0,1| 2,2+£0,2 80 7,30 | 38,8 98,1 —6,8 | 46
Feld2 | 64.5+3,7 |2,9+0,2 )
Feld3 | 77,4+3,0 |1,3+02] 2.6+0,2 90
65,5+£9,8 | 1,7£0,8| 2,4+£0,2 36,6 2,6 90 Probenfehler 46




Gruppe A: Kontrolle

Tier Ad EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pCOq POy Beecf | Hkt
Hbga:O2 (%) | rel.[Hb) (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
Feld1 | 65,7+6,4 |L,1+0,1]| 29+0,2 85 | 7.34| 37,1 | 117.3 | —5,2 | 49
Feld2 | 62,3+2,8 |0,6+0,1]| 2,6+0,1 140
Feld 3 64,4£4,7 [2,1£0,2] 2,8+£0,1 80
64,1£5,0 | 1,2£0,6 | 2,7£0,1 42,8 £2,8 80 7,36 34,4 103, 2 —5,4 | 48
Tier A5 EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pCOy pOs Beecf | Hkt
HbguOy (%) | rel.[HD (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
Feld 1 56,4+6,2 | 1,0+£0,1| 2,24+0,4 135 7,32 49,4 122,4 —-0,8 | 46
Feld 2 63,010 |1,4+0,1| 2,3+0,5 100
Feld3 | 69,6+1,2 |0,940,1]| 2,4+0,5 130
63,0£6,5 |1,1+£0,2| 23+0,1 | 39.1£2.4 120 | 7.37| 41.3 | 123.1 | —1.2 | 46
s A | _EMPHO: | EMPHO: [ IVM: CBF | LICOX: RR | pH | pCO, | pO, | Beecf | Hki
HbgsaOy (%) | rel.[HY] (nl/min) | pO; (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
Feld1 || 655121 |0.9+0.1] 24+£0,2 120 |7.32| 5L3 8.1 | —0.8 | 47
Feld 2 78,5+1,4 | 1,1+£0,1| 2,8+0,1 120
Feld 3 72,5+1,0 | 1,1£0,1| 2,7+0,2 135
72,2485 | 1,1£0,2| 2,740,2 | 42,8+3,3 120 | 7,20 45,7 90,2 | —1,1 | 45
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Gruppe A: Kontrolle

Tier A7 EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pCOs pOy Beecf | Hkt
Hbga,O2 (%) | rel.[Hb (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
Feld1 | 741+1,9 |05+0.1] 2.7+0.4 140 | 7.34] 47,7 | 98.6 | —0,9 | 47
Feld 2 77,3+1,8 [0,6£0,1| 2,9+0,2 140
Feld 3 74,0+1,1 [1,3£0,1| 2,9+0,2 140
7,1+2,2 10,8£0,3| 2,8+0,1 51,56+ 1,1 100 7,35 41,1 100, 4 —1,4 | 46
s Ag | _EMPHO: | EMPHO: [ IVM: CBF | LICOX: RR | pH | pCO, | pO, | Beecs | Hki
HbgaOs (%) | rel [HD] (nl/min) | pO; (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
Foldl || 656+1,2 |1.4+01] 27501 135 | 7.33| 43,8 87.0 | —3,1 | 47
Feld2 | 65,5+1,0 |1,8+0,2] 2,8%0,2 115
Feld3 || 65,7459 |1,8%01] 2,9+0,1 120
65,6 £3,5 | 1,7£0,3| 2,8+£0,1 53,2%6,2 120 7,33 44,4 100,0 —-2,5 | 46
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Gruppe B: Hypovoldmie

s g || _EMPHO: | EMPHO: | IVM: CBF | LICOX: RR | pH | pCO, | pO, | Beecs | Hki
Hbga,O2 (%) | rel.[Hb (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
120 |7.32] 38.5 83.0 | —6.0 | 47
Feld1 | 41,5+4,2 |0,9%40,0| 0,4£0,0 40
Feld2 | 40,3+4,3 |1,240,1| 0,5%0,1 60
Feld 3 60,0£1,0 |1,7£0,1] 1,2+£0,1 70
47,2+9,7 | 1,3+£0,4| 0,7£0,4 24,4+ 3,3 70 7,35 34,3 114,0 7,0 | 39
T gy | _EMPHO: | EMPHO: | IVM: CBF | LICOX: RR | pH | pCO, | pO, | Beecf | Hki
HbgaO2 (%) | rel.[Hb (nl/min) | pOs (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
130 | 7,36 44,3 90,0 | —0.6 | 49
Feld1 | 42,3+6,3 | LO£0,1| 1,7+0,2 40
Feld2 | 45,7%+5,7 10,7201 1,4+0,2 40
Feld 3 62,6 3,9 | 0,8£0,1| 2,0£0,1 40
00,2+10,4 10,9+£0,2| 1,7+0,3 20,9£2,8 70 7,32 37,3 116,0 —6,9 | 43
T g3 | _EMPHO: | EMPHO: | IVM: CBF | LICOX: RR | pH | pCO, | pO, | Beecs | Hki
Hbga,:O2 (%) | rel.[Hb (nl/min) | pOs (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
120 7,34 42,2 93,5 —2,7 | 48
Feld1 | 43,8+2,0 |1L,1£0,0| 1,4+0,1 60
Feld2 | 63,0221 |1,5+0,1| 1,940,1 60
Feld 3 60,3£7,6 |[5,0£0,3| 2,2+£0,2 60
25,7£9,7 [2,6£1,8| 1,9+£0,3 31,4£2,7 50 7,43 27,7 155,3 —5,4 | 40




Gruppe B: Hypovolamie

Tier B4 EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pC'Os pOs Beecf | Hkt
HbguOy (%) | rel.[HD (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
120 [7.31] 50,2 79.2 | —1.3 | 46
Feld1 | 55,5+9.4 |0,9+0,1| 3.3%1,4 50
Feld 2 20,7£6,1 [0, 7£0,2| 1,3+£0,5 50
Feld 3 28,0£8,7 [0,3£0,0| 1,8+0,6 20
54,8+8,7 |0,6+0,3| 2,1£0,9 | 29,1+2,8 60 7,40 | 34,9 135,9 | —3,0 | 36
Tier BS EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pCOy pOs Beecf | Hkt
HbgaOy (%) | rel.[HD (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
135 | 7.38] 33,0 | 1207 | —2.4 | 42
Feld 1 26,9+6,9 [0,4£0,0| 1,0£0,4 50
Feld2 | 59,4452 |0,940,1]| 20+0,6 45
Feld3 | 41,6+3,4 |1,1£0,0| 1,4+0,6 60
46,5+ 14,2 | 0,8+£0,3 | 1,4+0,4 | 23,5+4,0 50 7,38 | 35,6 130,4 | —3,4 | 38
Tier B6 EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pC Oy pOs Beecf | Hkt
HbguOs (%) | rel.[HD (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
120 |7.32| 49,4 | 122,4 | —0,8 | 49
Feld 1 49,2+3,1 | 1,0£0,1| 1,6£0,6 95
Feld 2 47,1£6,9 |0,7+0,1| 2,0£0,7 95
Feld 3 46,0£4,9 |0,9+0,1| 0,7£0,3 45
47 4+54 [0,910,2] 1,5£0,6 | 27.4+2.6 45 | 7.37| 344 | 1550 | —4.7 | 40
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Gruppe B: Hypovolamie

T g7 | _EMPHO: | EMPHO: | IVM: CBF | LICOX: RR | pH | pCO, | pO, | Beecs | Hki
Hbga,O2 (%) | rel.[Hb (nl/min) | pOs (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
100 |7.32] 5L8 8.1 | —0.8 | 47
Feld1 | 17.6+6.,7 |0.8402] 0.7+0.3 10
Feld 2 20,1£5,8 [0,3£0,0| 0,1+£0,1 40
Feld 3 49,9+2,3 | 1,1£0,6 | 0,6£0,5 40
29,2+£19,6 | 0,7+£0,3| 0,5+0,2 15,5+4,1 50 7,29 38,0 138,9 7,5 | 34
T ps | _EMPHO: | EMPHO: | IVM: CBF | LICOX: RR | pH | pCO, | pO, | Beecs | Hki
Hbga,O2 (%) | rel.[Hb (nl/min) | pOs (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
120 7,34 47,7 98,6 —-0,9 | 47
Feld1 | 15,4428 |1,0£0,0| 0,7£0.6 40
Feld2 | 30,2+4,6 |1,3£0,0| 0,1+0,1 45
Feld 3 0,240 1 10
228483 |1,1£0,1] 0,3+0,3 | 11,1£2.6 45 | 7.35| 30,4 | 1443 | —8,0 | 37
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Gruppe C: Clamping

Tier C1 EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pC' Oy pOq Beecf | Hkt

HbgsaOs (%) | rel.[HD (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Feld 1 35,6£3,3 | 1,1£0,1] 0,7£0,1 145 7,37 45,7 100 1,5 48
Feld2 | 31,9457 |3,4+0,2| 1,1+0,2 140
Feld3 | 30,5+2,1 |1,440,2| 0,8+0,1 125

32,7£4,5 [2,0£1,0] 0,9+£0,4 24,0+ 3,9 130 7,37 46,6 102 1,8 47

s (g | _EMPHO: | EMPHO: [ IVM: CBF | LICOX: RRE | pH | pCO, | pO, | Beecf | Hki

Hbgsa Oy (%) | rel.[H] (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Feld 1 10,8 £2,7 | 1,5+£0,5| 0,1£0,0 155 7,31 46, 2 101 -3,1 | 49
Fld2 | 18,8+1,6 |3,0£02] 0,1+0,0 160
Feld3 || 26,8+3,6 |1,2+0,2| 0,2%0,0 145

18,8+ 7,1 |1,9+0,9| 0,2+0,04 5,6E£1,0 160 7,30 42,6 126 —5,6 | 46

Tier (i3 | _EMPHO: | EMPHO: [ IVM: CBF | LICOX: RRE | pH | pCOy | pO, | Beecf | HK

HbgautOs (%) | rel.[HD (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Feld1 | 16,1+1,3 |52+30] 03+0,1 155 | 7.31| 43,3 113 | —2,0 | 53
Feld2 | 11,2+1,1 |6,8%0,6| 0,240,0 155
Feld 3 26,1+£1,4 [9,3£1,1| 0,2+0,0 160

17,8464 | 7,1£25| 02401 | 124%2.0 155 | 7.29| 48,0 104 | —3,2 | 53




Gruppe C: Clamping

Tier C4 EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pCOq pOs Beecf | Hkt

HbgsatO2 (%) | rel.[HD (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Feld 1 4,3£2,5 0,9x£0,1| 0,2=£0,0 135 7,33 48,5 111 —-0,5 | 50
Feld2 | 14.4+2,1 |0,4+0,1] 0,240,0 125
Feld 3 8,1£6,0 1,2+£0,7| 0,2+0,0 130

9,0£5,8 [10,9£0,5| 0,2£0,01 8,9+£4,1 130 7,26 41,0 95 —8,9 | 47

Tier C5 EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pC' Oy pOs Beecf | Hkt

Hbga,O2 (%) | rel.[Hb (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Feld1 | 10.3+£0,9 |1,840.4] 0,0£0,0 135 | 7.33| 42,3 112 | =3.3 | 50
Feld 2 15,1£0,9 10,3£0,0| 0,2£0,0 140
Feld 3 14,1+2,6 [0,3£0,1| 0,1£0,1 135

13,2+2,7 10,8+0,7| 0,1£0,1 7,2+1,2 135 7,31 35,8 108 8,3 | 49

Ter (g | _EMPHO: | EMPHO: | IVM: CBF | LICOX. RR | pH | pCO, | pO, | Beecf | HkL

HbgatOy (%) | rel [HD] (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Feld 1 37,8£9,3 | 1,1£0,3| 0,6£0,1 150 7,34 45,3 98 —-1,3 | 51
Feld 2 46,3 +14,3 | 1,3£0,1| 1,4+£0,2 150
Fld3 | 66,0+£2.0 |3.6+03] 1,8+0,1 135

50,0154 2012 1,240,5 | 18 4+4.1 130 | 7.31| 45,3 113 | =3,2 | 50
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Gruppe C: Clamping

Tier O7 EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pC' Oy pOs Beecf | Hkt

HbgsaOs (%) | rel.[HD (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Feld1 | 146+1,7 |22+06] 04+0,1 155 | 7.36] 41,2 101 | —2,0 | 53
Feld2 | 31,0£3,1 |1,4+0,2| 0,6+0,1 150
Feld 3 60,7£0,7 | 1,6£0,2| 1,2+£0,2 150

35,4£19,2 | 1,7£0,5| 0,7£0,4 20,9+4,7 155 7,34 44,0 102 —2,0 | 52

s (| _EMPHO: | EMPHO: | IVM: CBF | LICOX: RRE | pH | pCO, | pO, | Beecf | Hki

Hbgsa Oy (%) | rel.[H] (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Feld 1 17,1+£2,4 |0,8+£0,1| 0,2£0,0 160 7,37 49,3 97 3,0 51
Feld2 || 16,1+3,7 |42+2,3| 0,4+0,1 130
Feld3 || 27,2457 |1,4£0,1] 0,5+0,2 145

20,1£6,5 2,220 0,4+£0,2 8,229 120 7,32 42,6 103 -3,9 | o1

Tier (o | _EMPHO: | EMPHO: [ IVM: CBF | LICOX: RRE | pH | pCOy | pO, | Beecf | HK

HbgautOs (%) | rel.[HD (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Feld 1 19,3+£6,0 |0,8%£0,2| 0,2£0,0 130 7,41 49,0 106 6,5 o1
Feld 2 27,7£8,2 [2,7£0,2] 0,5+£0,1 130
Feld 3 26,8£3,0 [0,9£0,4| 0,3£0,0 130

24,6+7,2 |1,4+0,9] 0,4+0,1 | 12,019 | 135 |7.30| 47.9 99 45 | 51
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Gruppe D: Hypoxie

Tier D1 H]li))MPOH?‘V) EMPHO: rel.[Hb] | IVM: CBF (nl/min) | LICOX: pOy (mmHg) | RR (mmHg) | Hkt (%)
SatY2 /0
Feld1 || 38,718 0,90 1 140 50
Feld2 | 32,6 3,0 1,240,1 140
Feld 3 37,9+£1,1 0,8£0,1
36,4+ 3,4 1,0£0,2 2,7+ 1,8
: EMPHO: .
Tier D2 HbsoOn (%) EMPHO: rel.[Hb] | IVM: CBF (nl/min) | LICOX: pOy (mmHg) | RR (mmHg) | Hkt (%)
SatY2 /70
Feld I || 44,7+0,7 0,5+0,1 2,340, 1 140 46
Fld 2 | 49,9+0,8 0,4+0,0 2.5+0,1 140
Feld 3 48,1 £1,9 1,5+0,0 2,3£0,1 130
47,6 £2,5 0,8£0,5 2,3£0,1 28,8+2,4 135 40
: EMPHO: .
Tier D3 HbsoOs (%) EMPHO: rel.[Hb] | IVM: CBF (nl/min) | LICOX: pOy (mmHg) | RR (mmHg) | Hkt (%)
SatY2 70
Feld 1 21,8 £1,2 1,3£0,1 1,0£0,1 145 o1
Feld2 || 23,3+0,9 6,3+0,4 2,1+0,2 145
Feld 3 | 30,020 1,240,2 3,0£0,1 140
25,0 £ 3,8 2,0+2.4 2,0+0,9 2,7 +4,7 140 33




Gruppe D: Hypoxie

Tier DA H%Mifg%) EMPHO: rel.[Hb] | IVM: CBF (nl/min) | LICOX: pO, (mmHg) | RR (mmHg) | Hkt (%)
SatY2 (70
Feld 1 40,8 = 2,5 0,9+0,1 2,8+0,1 130 55
Feld2 | 42,1+1,3 0,5+0,3 2.7+0,1 130
Feld3 | 41,1+1,0 0,74+0,1 2.7+0,1 125
41,3+ 1,8 0,7£0,2 2,7£0,1 36,7+1,4 150 45
. EMPHO: .
Tier D5 HbsuOy (%) EMPHO: rel.[Hb] | IVM: CBF (nl/min) | LICOX: pOy (mmHg) | RR (mmHg) | Hkt (%)
SatV2 {70
Feld 1 | 19,5+1,4 0,8+0,1 2,3+0,1 130 51
Feld2 | 19,9+41,1 0,3%£0,0 2.5+0, 1 130
Feld3 | 24,9+1,2 0,3%0,0 2,340,1 140
21,4+28 0,5+0,2 2,4+0,1 25.8+2.9 130 42
. EMPHO: .
Tier D6 HbsoOs (%) EMPHO: rel.[Hb] | IVM: CBF (nl/min) | LICOX: pO, (mmHg) | RR (mmHg) | Hkt (%)
Sat“V2 70
Feld I | 30,4+1,8 LO+0,1 2.6+0,1 120 51
Feld2 | 40,2+3,7 1,7+1,0 2.1+0,1 150
Feld3 | 42,7+0,8 27401 33102 125
37,8 +5,9 1,8+£0,9 2,7£0,5 25,1£2,9 130 42
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Gruppe D: Hypoxie

Tier D7 H%MI;H?(V) EMPHO: rel.[Hb] | IVM: CBF (nl/min) | LICOX: pO, (mmHg) | RR (mmHg) | Hkt (%)
Sat“v2 \ /70
Feld 1 38,3+£1,2 0,7£0,1 2,94+0,2 115 o1
Fld2 | 31,0%£0,8 1,540, 1 2.8+0,3 110
Feld3 | 27,7+0,8 1,340,1 3,0+0,1 120
32,3145 1,240,3 2.940,1 24.0+2,6 115 a7
: EMPHO: .
Tier D8 HbsoOs (%) EMPHO: rel.[Hb] | IVM: CBF (nl/min) | LICOX: pO, (mmHg) | RR (mmHg) | Hkt (%)
Sat“V2 /70
Feld 1 || 32,3£0,8 11+01 2.4+0,1 125 53
Feld2 || 30,4+ 1,4 2,0£0,1 2.6+0,1 125
Feld 3 28,9+£0,8 2,24+0,1 2,4+0,1 130
30,5+1,7 1,8%0,5 2.5+0,1 28.1+3,2 120 48




Blutgasanalyse in der Gruppe D: Hypoxie

IVM

Tier D1 vor nach

pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO, || pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO,
Feld 1 7,47 30,6 | 112 | —1,5 | 98,7 | 7,28 | 45,8 | 29 | —5,2 | 47,8
Feld 2 7,48 | 29,1 | 106 | —1,6 | 98,6
Feld 3

EMPHO
vor nach

pH \ pCOy \ pOy \ Beecf \ %s0, || pH \ pC' Oy \ POy \ Beecf \ %504
Feld 1 7,48 | 31 102 | —0,2 | 98,4 || 7,30 | 49,9 | 40 | —1,9 | 68,3
Feld 2
Feld 3

H nach der Messung H
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Blutgasanalyse in der Gruppe D: Hypoxie

IVM
Tier D2 vor nach
pH \ pC' Oy \ pOs \ Beecf \ %50y || pH \ pCOy \ pOs \ Beecf \ %504
Feld 1 7,45 | 37,7 | 98 2,2 97,9 || 7,25 | 45,8 | 39 | —7,1 | 64,6
Feld 2 7,39 | 40,3 | 8 | —0,3 | 96,7 | 7,22 | 67,6 | 45 0,3 70,4
Feld 3 7,39 | 41,1 | 8 | —0,2 | 96,4 | 7,20 | 67,5 | 46 | —2,0 | 70,3
EMPHO
vor nach
pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO; || pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO;q
Feld 1 7,421 39,9 | 91 1,7 97,2 | 7,25 | 60,3 | 44 | —0,7 | 71,1
Feld 2 7,381 39,4 | 77 | —=1,9 | 95,0 || 7,20 | 61,0 | 49 | —4,2 | 73,6
Feld 3 7,39 | 41,4 | 98 0,5 97,6 || 7,20 | 56,2 | 47 | —6,3 | 72,3

| nach der Messung | 7,37 | 33,6 | 101 | —6,1 | 97,7 |




Blutgasanalyse in der Gruppe D: Hypoxie

IVM
Tier D3 vor nach
pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO, || pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO,
Feld 1 7,411 37,2 | 92 | —=1,0 | 97,2 || 7,13 | 56,3 | 34 | —10,5 | 46,6
Feld 2 7,30 | 38,7 | 81 | =7,5 | 94,6 || 7,12 | 71,2 | 33 | —6,4 | 42,8
Feld 3 7,34 38,5 | 87 | —4,7 | 96,2 || 7,10 | 73,1 | 36 | —7,1 | 48,1
EMPHO
vor nach
pH \ pCOs \ pOs \ Beecf \ %s0y || pH \ pC' Oy \ pOs \ Beecf \ %504
Feld 1 7,37 38,8 | 98 | —=3,0 | 97,4 || 7,16 | 57,5 | 34 | =8, 1 49
Feld 2 7,321 42,9 | 83 | —4,3 | 95,0 || 7,09 | 76,0 | 32 | —6,9 | 40,3
Feld 3 7,37 | 43,0 | 82 | —0,4 | 95,6 Probenfehler

| nach der Messung | 7,27 | 38,3 [ 141 | —9,5 | 98,8 |
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Blutgasanalyse in der Gruppe D: Hypoxie

IVM

Tier D4 vor nach
pH \ pC' Oy \ pOs \ Beecf \ %50y || pH \ pCOy \ pOs \ Beecf \ %504
Feld 1 7,41 36,2 | 100 | —1,6 | 97,9 || 7,25 | 56,4 | 43 | —2,3 | 69,5
Feld 2 7,44 | 34,6 | 105 | —0,9 | 98,3 | 7,26 | 54,7 | 59 | —2,2 | 85,3
Feld 3 7,431 34,1 | 102 | —1,8 | 98,1 || 7,20 | 56,7 | 40 | —6,2 | 62,0

EMPHO

vor nach
pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO; || pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO;q
Feld 1 7,42 | 37,4 | 108 0,0 98,3 || 7,25 | 53,6 | 35 | —3,4 | 57.4
Feld 2 7,43 | 34,1 | 104 | —1,8 | 98,2 | 7,22 | 55,3 | 42 | —5,1 | 66,3
Feld 3 7,39 32,7 | 90 | —5,4 | 97,0 || 7,19 | 59,4 | 44 | —5,8 | 67,7

| nach der Messung | 7,39 | 35,2 [ 90 | —3,8 | 96,9 |




Blutgasanalyse in der Gruppe D: Hypoxie

IVM

Tier D5 vor nach
pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO, || pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO,
Feld 1 7,43 1 33,8 | 95 | —=1,6 | 97,7 || 7,29 | 50,4 | 33 | —2,4 | 55,4
Feld 2 7,41 34,4 | 90 | —2,5 | 97,1 || 7,24 | 51,3 | 27 | —5,2 | 40,1
Feld 3 7,40 | 32,1 | 80 | —5,2 | 95,8 || 7,25 | 47,9 | 35 | —6,0 | 57,4

EMPHO

vor nach
pH \ pCOy \ pOy \ Beecf \ %s0, || pH \ pC' Oy \ POy \ Beecf \ %504
Feld 1 7,43 | 33,2 | 87 | —2,3 | 97,0 || 7,26 | 54,9 | 31 | —2,2 | 48,9
Feld 2 7,49 | 28,4 | 135 | —1,8 | 99,3 || 7,30 | 36,6 ? —8,6 | 98,6
Feld 3 7,40 | 31,8 | 104 | —5,0 | 98,1 || 7,22 | 50,9 | 32 | —6,6 | 49,8

| nach der Messung | 7,36 | 32,7 [ 109 | —6,8 | 98,1 |
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Blutgasanalyse in der Gruppe D: Hypoxie

IVM

Tier D6 vor nach
pH \ pC' Oy \ pOs \ Beecf \ %50y || pH \ pCOy \ pOs \ Beecf \ %504
Feld 1 7,46 | 28,4 | 122 | —3,4 | 99,0 || 7,29 | 51,4 | 53 | —2,1 | 82,7
Feld 2 7,371 33,5 | 91 | =5,8 | 96,9 || 7,21 | 56,5 | 30 | —5,3 | 45,1
Feld 3 7,331 39,6 | 95 | —=5,1 | 96,8 || 7,17 | 63,8 | 38 | —5,4 | 56,2

EMPHO

vor nach
pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO; || pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO;q
Feld 1 7,44 | 28,1 | 139 | —4,9 | 99,3 || 7,26 | 48,5 | 43 | =5,1 | 71,0
Feld 2 7,381 36,3 | 93 | —3,9 | 97,1 | 7,18 | 58,6 | 31 | —6,2 | 44,6
Feld 3 7,34 35,8 | 91 | —6,5 | 96,5 | 7,14 | 63,4 | 47 | —7,4 | 68,2

| nach der Messung | 7,37 | 32,9 | 94 | —6,6 | 97,1 |




Blutgasanalyse in der Gruppe D: Hypoxie

IVM
Tier D7 vor nach
pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO, || pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO,
Feld 1 7,48 | 30,9 | 131 | —0,3 | 99,2 || 7,31 | 50,0 | 65 | —0,7 | 90,3
Feld 2 7,39 33,6 | 95 | —4,8 | 97,3 || 7,20 | 60,1 | 38 | —4,3 | 59,5
Feld 3 7,351 39,3 | 105 | —=3,7 | 97,8 || 7,16 | 64,7 | 32 | —5,6 | 45,4
EMPHO
vor nach
pH \ pCOs \ pOs \ Beecf \ %s0y || pH \ pC' Oy \ pOs \ Beecf \ %504
Feld 1 7,451 33,3 | 134 | —1,0 | 99,2 || 7,28 | 52,3 | 44 | —2,5 | 73,3
Feld 2 7,38 37,3 | 97 | —=3,3 | 97,4 || 7,20 | 53,3 | 33 | —=7,0 | 50,6
Feld 3 7,321 39,1 | 96 | —=5,7 | 96,8 || 7,13 | 62,8 | 32 | —8,0 | 43,1

| nach der Messung | 7,30 | 38,0 | 81 | —7,6 | 90,0 |
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Blutgasanalyse in der Gruppe D: Hypoxie

H nach der Messung H 7,30 \ 28,3 \ 80

IVM

Tier D8 vor nach
pH \ pC' Oy \ pOs \ Beecf \ %50y || pH \ pCOy \ pOs \ Beecf \ %504
Feld 1 7,441 26,6 | 115 | —6,1 | 98,7 | 7,28 | 42,0 | 51 | —6,9 | 80,9
Feld 2 7,341 38,2 | 91 | =5,0 | 96,5 || 7,19 | 52,0 | 37 | —8,3 | 56,7
Feld 3 7,341 40,0 | 87 | —4,3 | 96,0 || 7,20 | 56,2 | 36 | —6,2 | 55,1

EMPHO

vor nach
pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO; || pH | pCO;, | pO; | Beecf | %sO;q
Feld 1 7,36 | 31,8 | 94 | —=7,3 | 97,1 || 7,22 | 51,9 | 34 | —6,2 | 53,0
Feld 2 7,33 | 38,2 | 84 | —6,1 | 95,4 || 7,21 | 55,6 | 34 | —=5,7 | 52,1
Feld 3 7,321 34,0 | 99 | —8,4 | 97,2 || 7,15 | 47,8 | 30 | —12,2 | 41,6

| —12,7] 91,8 |
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Gruppe E: Colitis

Tier E1 EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pC' Oy pOs Beecf | Hkt
HbgatOs (%) | rel.[HY] (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Fldl | 53,2499 | L1+0,1] 1,2+0.1 120 | 7,40 39.5 99 | —0,3 | 56

Feld 2 66,473 [0,9+0,1| 1,7£0,1 135

Feld 3 64,7£8,7 [0,9£0,1| 1,5£0,1 130 7,39 40,5 106 —-0,6 | 56
61,4+10,5 | 0,940,1] 1,5+0,2 | 40,8+2,9

Tier gy | _EMPHO: | EMPHO: [ IVM: CBF | LICOX: RE | pH | pCO, | pO, | Beecf | Hki
HbgaO2 (%) | rel.[HD (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Fld1 | 53.1+£10,4 | L1£0,1] 1,9+02 120 |7.34] 36,2 9 | —6.4 | 56

Feld2 | 50.9+3.3 |06+0,1] 1,3+0,3 120

Feld3 | 41,6+2,4 |1,0£0,1] L,1£0,2 100 | 7,34 471 106 | —0,3 | 52
48, 5£8,1 [0,9£0,2| 1,4+£0,3 34,5£7,9

s g3 | _EMPHO: | EMPHO: [ IVM: CBF | LICOX: RR | pH | pCO, | pO, | Beecf | Hki
Hbsa Oy (%) | rel.[HD] (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Feld 1 53,2+£3,9 |1,0£0,0 100 7,37 41,0 93 —1,4 | 55

Fld2 | 58,5+3,7 |1,0+0,4] 1.7402 30

Feld 3 49,0+3,9 |0,6£0,0| 2,5£0,4 85 7,37 39,2 102 —-2,3 | 54
53.6+55 |09+0,3] 1,409 | 93+1.7




Gruppe E: Colitis

Tier BA EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pCOq POy Beecf | Hkt
HbgatOo (%) | rel.[HD (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Feld 1 25,9£8,8 [0,8£0,1 0 100 7,37 41,3 91 —-1,6 | 50

Feld2 || 13,7+4,0 |4,1+0,2 0 100

Feld3 || 35,3+38 |2,1+0,1] 0,3+0,1 100 | 7.42| 32,5 125 | —3,1 | 44
25,0x£10,7 | 2,4x1,3| 0,1£0,1 3,0£2,8

Tier E5 EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pC' Oy pOs Beecf | Hkt
Hbga,O2 (%) | rel.[Hb (nl/min) | pOs (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Feld 1 47,9+£2,8 | 1,0£0,0| 1,4+£0,2 100 7,33 37,1 93 —6,1 | 56

Feld2 | 58,4+3,1 |2,7£1,4| 1,9+0,2 90

Feld 3 63,8+6,8 |5,1£0,5| 2,3£0,2 90 7,41 39,5 100 0,5 25
56,5+£7,9 [2,9£1,9| 1,9+0,4 34,1+£1,0

e B | _EMPHO: | EMPHO: [ IVM: CBF | LICOX: RRE | pH | pCO, | pO, | Beecs | ki
Hbga,O2 (%) | rel.[Hb (nl/min) | pOs (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)

Feld 1 55,0+4,2 10,8+0,1] 1,6+0,5 105 7,35 39,7 103 —3,7 | 55

Fld2 | 46,7425 |0,1+0,0] 22+0,6 9%

Feld 3 51,2+1,6 [0,2+0,0| 1,94+0,9 105 7,26 40,4 85 -9,1 | 51
50,9+4,5 [0,4£0,3| 1,9+0,3 35,7T£2,2

ONVHNYV

€91



ANHANG

164

Gruppe E: Colitis

Tier ET EMPHO: EMPHO: | IVM: CBF LICOX: RR pH pCO, POy Beecf | Hkt
HbgaO2 (%) | rel.[HD (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
Feld 1 00,7£5,2 10,9+0,0] 2,0£0,2 115 7,35 43,1 86 —-2,1 | 54
Fld2 | 51,8+6,3 |0,840,0] 20+0,3 115
Feld 3 02,8+4,5 [0,8£0,1| 1,9+0,4 100 7,37 46,0 95 1,0 ol
51,8 £6,5 | 0,8£0,1] 2,0£0,03 | 44,1+3,6
s B | _EMPHO: | EMPHO: [ IVM: CBF | LICOX: RRE | pH | pCO, | pO; | Beecf | Hki
Hbgsa O (%) | rel.[HD] (nl/min) | pOy (mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg) (%)
Feld 1 62,5£2,2 |0,8£0,1| 2,3£0,3 105 7,33 38,5 86 —5,8 | 52
Feld2 || 50,5%+5,2 |0,5+0,1| 2,1+0,4 100
Feld 3 53,6 £5,1 |0, 7£0,1] 3,1+£0,2 90 7,33 48,2 ? -0,8 | 50
55,5+6,7 [0,7£0,1| 2,5£0,4 30,6 £6,9
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