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1. EINLEITUNG

1.1 Der Gastrointestinaltrakt als Resorptionszone iid Barriere

Der Korper des Menschen benétigt standige Enerfiieeu und muss dazu im
kontinuierlichen Stoffaustausch mit der Umwelt stehEin wesentlicher Bestandteil hierbei
ist der Gastrointestinaltrakt mit seinen untersditben Aufgaben. Aufgrund seines steten
Kontaktes mit der AulRenwelt durch den aufgenommeNahrungsbrei stehen nicht nur
resorptive Aufgaben zur Sicherung der Nahrstoflweysng, sondern auch die Sicherung
einer effizienten Abwehr im Vordergrund. Der Gasttestinaltrakt beginnt in der
Mundhohle, setzt sich mit Speiseréhre, Magen undridérm fort und endet schlief3lich mit
dem Dickdarm. Vor allem dem Dinndarm kommt sowadil der Nahrstoffverwertung wie
auch als Abwehrorgan eine wesentliche Rolle zu. dllesem Bereich des
Gastrointestinaltraktes kommt es zur Vollendung Aefspaltung der Nahrungsbestandteile
sowie zur Resorption der bereits aufgespaltenemditdfe. Der Dinndarm bildet die Barriere
fur diverse Pathogene, welche durch die Nahrungshumie mit dem Korperinneren in
Kontakt kommen. Zudem zeigen sich im Darmbereicki@®@Bungen durch unterschiedlichste
Keime wie z.B. Enterokokketscherichia coloderCandida albicanswelche prinzipiell zur
Standortflora gehdren, also primar fur den Wirtamigmus keinen pathogenen Charakter
aufweisen. Je nach Immunstatus und koérperlichea@esstuation des Wirtes kdnnen diese
jedoch durchaus pathogen fir den Wirt sein (Hao lee] 2004; Batt, Rutgers und Sancak,
1996).

1.2 Anatomie und vaskulare Organisation des Dinndans

Zur Erfullung seiner weitreichenden Aufgaben zedgr Dunndarm eine spezifische

Anatomie. Die einzelnen Abschnitte des Gastroimaktaktes sind morphologisch nach

einem einheitlichen Prinzip aufgebaut. Der Dinndareist von innen nach aul3en gesehen

folgende Schichten auf (siehe auch Abb. 1.1 A, B):

- Tunica mucosa (Mukosa mit Lamina epithelialisyriiaa propria und Lamina muscularis
mucosae)

- Tela submucosa (Submukosa)

- Tunica muscularis (Muskularis, unterteilt in $tira circulare und Stratum longitudinale)

- Tela subserosa
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- Tunica serosa

A B oA }
{

Abbildung 1.1: A Querschnitt durch das DuodenurB; Langsschnitt durch das Duodenum: 1:Lamina
epithelialis 2: Lamina propria 3: Lamina musculariscosae 4: Tela submucosa 5: Stratum circula8trétum
longitudinale 7: Tunica serosa mit Tela subserasklé&senterium 9: Villus intestinalis; rot: artetel Zufluss,
blau: vendser Abfluss, gelb: Lymphabfluss (Abb. ifindrt nach Leonhardt, 1990).

Die Mukosa ist die dem Darmlumen zugewandte SateDarmwand. Sie ist zum einen fur
die Resorption der verschiedenen Nahrungsbesténdtestandig, zum anderen bildet sie
zusammen mit der Submukosa die Barriere zum DarerurDie Gesamtflache der Mukosa
wird durch zahlreiche Villi und diese wiederum durdlikrovilli vergréf3ert, um den
unterschiedlichen Aufgaben gerecht werden zu kdn8enfinden sich hier auch zahlreiche
Immunzellen wie Makrophagen und dentritische Zellemd Ansammlungen von
Lymphozyten (Peyer‘'sche Plaques) zur Sicherungr edffezienten Abwehr. Aufgrund ihrer
vielseitigen Aufgaben ist die Mukosa im Verhaltaig Muskularis sehr stark mit Blutgefal3en
durchsetzt. Im Villusbindegewebe liegt unter demitlig ein Netz von Blutkapillaren,
welches von einer oder mehreren Arteriolen gespeist, die ungeteilt bis zur Villusspitze
verlaufen. In den Epithelnetzwerken der Villusspitiegen arteriovendse Kurzschliisse, von
denen aus eine zentrale Vene das Blut zurlck irgdiBeren Venen fihrt (s. Abb. 1.2 und
Abb. 1.3). Die Endothelien der Blutkapillaren sigdfenstert, um eine optimale Aufnahme

der Nahrstoffe zu gewéhrleisten.
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Blutversorgung desinBérms. VA = Villusarterie;
VV =Villusvene. (Abb. modifiziert nach Gannon undu@ti, 1990).

Innerhalb dieses Gefalimantels liegt ein Lymphsidas,zentrale Chylus, welche die bereits
in der Schleimhaut synthetisierten Fette Gber dectd thoracicus ins Blut leitet.

Das Blut aus den vendsen Gefal3systemen wird dadenrvVenen zur Pfortader geleitet und
flieRt letztlich Gber den Pfortaderkreislauf zur bee, um dort entsprechend weiter

verstoffwechselt zu werden.
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Abbildung 1.3.: Schematische Darstellung der mikrovaskularersdiggung der Muskularis und der Submukosa
am Beispiel eines einzelnen GefaRabschnittes. DigadAge der GefalRe sind entsprechend ihrer Verzngigu
nummeriert. Hier werden funf Hauptarterienverla(fé bis 5A) und vier Hauptvenen (4V bis 1V) dargdist

SA (Arterie) und SV (Vene) stellen die zu- bzwfidlvenden Gefal3systeme dar. Die Kapillargefasse im
Stratum circulare (CC) und im Stratum longitudindle€”) verlaufen parallel zum Verlauf der Muskelfase
(Abb. aus Bohlen und Gore, 1977).

Die Muskularis bildet die das Darmrohr umgebendesk#lschicht, die fur die Peristaltik
zustandig ist. Sie wird unterteilt in eine Langsadueine Ringmuskelschicht (Stratum
longitudinale und Stratum circulare). Zwischen deeiden Muskelschichten liegt ein
Nervengeflecht, der Plexus myentericus oder Audrbexus. Die Submukosa enthalt ein
weiteres Nervengeflecht, den Plexus submucosusli¥MeiPlexus). Beide Nervengeflechte
bilden das intrinsische Darmnervensystem, welclgenstandig arbeitet und vornehmlich die
Darmperistaltik und -sekretion koordiniert. Es wjstdoch sowohl vom Sympathikus (via
Ganglion coeliacum) wie auch vom Parasympathikua Nervus vagus) beeinflusst. Das
Blutgefal3system der Muskularis ist wesentlich wenigomplex aufgebaut als das der
Mukosa, da es keine resorptiven bzw. immunologischufgaben Ubernimmt. Die

Kapillargefal3e verlaufen hier entlang der Ausricigtdler Muskelfasern.

Also zeigt sich bereits im Aufbau der Blutgefal3egse der Muskularis und Mukosa der
unterschiedliche Anspruch an die Aufgaben der Geaegtichten. So ist in der Mukosa zum
einen aufgrund der N&hrstoffaufnahme und zum andate Immunbarriere eine deutlich

ausgepragtere Vaskularisation zu beobachten. DiskMaris hingegen zeigt lediglich ein
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entlang der Muskelfasern verlaufendes Kapillarsystela hier keine resorptiven bzw.
immunolgischen Anforderungen gestellt werden (sb A2 und Abb. 1.3) und lediglich der

Zu- bzw. Abfluss des Blutes gewahrleistet werdef8mu

1.3 Endotoxindmie und ihre Auswirkungen auf den Bltkreislauf

1.3.1 Die Endotoxinamie und das Krankheitsbild Seps

In der Sepsis kommt es zum konstanten oder pecioglis Eindringen von Mikroorganismen
(meist Bakterien, seltener Pilze, Viren oder Péea3iin die Blutbahn. Dabei kbnnen Schaden
an verschiedenen Organen des Organismus auftret@s, zum Schock und zum
Multiorganversagen fuihren kann. Eine Sepsis karer abich durch bakterielle Endo- oder
Exotoxine verursacht werden. Von einer Endotoximamspricht man, wenn
Zellwandbestandteile (Lipopolysaccharide, LPS) gragativer Bakterien in die Blutbahn
gelangen.

Haufig auftretende Sepsisherde beim Menschen sBdder Nabel bei Neugeborenen, der
Urogenitaltrakt (Harnweginfekte, postpartale Infeken u.a.), der Hals-Nasen-Ohren-
Bereich (z.B. Tonsillitis, Sinusitis, Otitis) undied Gallenwege. Aber auch der Magen-
Darmtrakt spielt eine wesentliche Rolle in der Geneler Sepsis. So kann es im
Zusammenhang mit Darmoperationen, einem lleus oder Rahmen eines
Mesenterialinfarktes zu einer Aussaat von pathagekkkroorganismen kommen. Das
septische Krankheitsbild ist fur die Intensivmediaron herausragender Bedeutung, da
sowohl die Inzidenz als auch die Letalitat hocldsin

Das Krankheitsbild der Sepsis wird grundsétzliclzwei unterschiedliche Formen unterteilt.
Zum einen gibt es die systemische inflammatorisBeaktion ¢ystemic inflammatory
response syndronsIRS), zum anderen die eigentliche Sepsis miateiem Focus. SIRS ist
eine unspezifische Systemreaktion, unter der eintie®a mit unterschiedlichen
Allgemeinsymptomen wie Tachykardie, Tachypnoe, #Agst oder Abfall von
Korpertemperatur und Leukozytenzahlen auffallig dwirKann ein spezieller Focus
nachgewiesen werden (z.B. in der Blutkultur oderTirachealsekret) spricht man von einer
Sepsis. Der Sepsis liegt das Versagen der kormereng Abwehr zugrunde. Die Infektion
kann durch die Entzindungsantwort vom Koérper nichitren destruktiven Teilkomponenten

begrenzt werden.
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1.3.2 Einfluss der Endotoxindmie bzw. der Sepsis audie Makrozirkulation und das

Immunsystem

Der Krankheitsverlauf der Sepsis zeigt in der Regati hAmodynamische Phasen. So kommt
es in der Fruhphase zur hyperdynamen Form der IHufisaktion mit gesteigertem
Herzminutenvolumen, Tachykardie und noch normalel@ar deicht erniedrigtem Blutdruck.
In der darauf folgenden hypodynamen Form sinkenBletdruck, der zentrale Venendruck
sowie die Diurese. Der ausgepragte Schock ist diamoh die hochgradige Hypotonie und
Tachykardie gepragt.

Experimentell kann eine systemische Entzindung hdwime Endotoxindmie simuliert
werden. Dazu wird ein Endotoxin wie z.B. baktegsllLipopolysaccharid (LPS) intravens
verabreicht. Ein hoch standardisiertes Tiermoda&lldie humane Sepsis ist die systemische
Applikation von LPS aus der Zellmembran gram-negatBakterien (Freise, Bruckner und
Spiegel, 2001). Die Endotoxindmie 10st unterschobel Effektorkaskaden und Akute-Phase-
Reaktionen (Zytokin- und Bradykininausschittung, ridaingskaskade, Komplement-
faktoren) aus. Die primaren Zielzellen des LPS inrt8drganismus sind Makrophagen als
mononukledre Phagozyten und Endothelzellen. An @eerflachen von Makrophagen und
dendritischen Zellen, also Zellen des angeboremenunsystems, befinden sich dadl-like
receptors(TLR). Es sind 12 unterschiedlichal-like receptorsbekannt, die unterschiedliche
sog. PAMPs gathogen associated molecular pattgreskennen und binden. PAMPs sind
Zellstrukturen, welche ausschliel3lich auf Pathogersekommen.

Kommt es zum Eindringen eines Erregers, werden dfdlagen und dendritische Zellen
durch Komplementfaktoren angelockt und nach Kontaiktdem Erreger die Abwehrkaskade
in Gang gesetzt. Bei Kontakt mit LPS, wie in dieséensuch, handelt es sich um den TLR-4.
Der Rezeptor erkennt die spezifische Struktur d@S und signalisiert die Bindung des LPS
an die Zelle, worauf Uber weitere Proteine nukle&aktor Kappa B (NFB) freigesetzt
wird. Dieser reguliert Gene fir Cytokine und andemenunmodulatoren hoch, was wiederum
zur Aktivierung von B- und T-Zellen fuhrt. Im wern Verlauf kommt es zur Freisetzung
des Zytokins Tumornekrosefaktor-alpha (TNIBowie Interleukin 1 (IL-1).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Gabd R&einen signifikanten Anstieg von
TNF bewirkt (Heumann und Roger, 2002). Dabei zeigth gie hochste Konzentration von
TNF 60-90 min nach Gabe des LPS. Es scheint einenntusahang zwischen der Hohe
des jeweiligen TNFSpiegels und dem klinischen Verlauf der Patieaiegeben.
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Zuséatzlich kommt es zur Ausschittung von IL-1 uheblsowie anderer Mediatoren. Die
Rolle von IL-6 konnte bisher nicht eindeutig gekléuerden. So zeigten sidh vitro zum
einen eine Hemmung von TNFund IL1-, zum anderen kommt es zur vermehrten
Freisetzung von Akute-Phase-Proteinen, so dassjetmgen Zeitpunkt sowohl von einer

pro- wie auch von einer antiinflammatorischen Fumkion IL-6 ausgegangen werden muss.

1.3.3 Der Einfluss der Endotoxinamie auf die integtale Mikrozirkulation

Bei der Endotoxinamie kommt es frih im Krankheittugf zu einer Beeintrachtigung der
intestinalen Mikrozirkulation. Im lleum der Ratt@rnte gezeigt werden, dass es nach der
Gabe von LPS zur Vasokonstriktion der mukosalen rdfiefale kommt (Theuest al,
1993). Es zeigt sich zudem eine deutliche Zunahameplatelet-activating facto(Miura et

al., 1993) und eine zunehmende Endothelinproduktioas wiederum Einfluss auf die
mikrovaskulédre Durchblutungssituation hat (Miwtaal, 1996; Wilson, Steeb und Garrison,
1993).

Die intestinale Mikrozirkulation wird in der Endotmdmie jedoch auch durch eine
Aktivierung des sympathischen Nervensystems bemisifl Mehrere Untersuchungen konnten
zeigen, dass es im Rahmen einer peritonealen Sepsgsnem signifikanten Anstieg von
Noradrenalin im Plasma kommt (Habhal, 1995; Kovarik, Jones und Romano, 1987). Dies
weist auf eine Sympatikus-bedingte Freisetzungdmims Nebennierenmark hin. Yaeg al
konnten zudem zeigen, dass auch der Darm selbstvachtige Quelle der Noradrenalin-
Freisetzung darstellt (Yargg al, 2000).

Werden durch die Sympatikusaktivierung ausreichemdengen von Katecholaminen
freigesetzt, so wirken diese auf dem Blutwege (hmamhovasokonstriktiv auf die
mesenterialen und intestinalen WiderstandsgefaGeerd kann das aktivierte sympathische
Nervensystem Uber den nervalen Weg eine Konstnikdier Widerstandsgefal3e hervorrufen.
Durch die Vasokonstriktion kommt es zur Blutflussiggerung, was zu einer
Minderversorgung des Gewebes mit Sauerstoff flikeem. Zudem scheint es einen direkten
Zusammenhang zwischen der Verschlechterung destimi¢en Perfusion aufgrund von
sympathoadrenerger Aktivitdt und dem Versagen deri@&efunktion der Darmmukosa mit
nachfolgender bakterieller Translokation zu gelsmg(taet al, 1998; Kanwaet al, 2000).

In vitro Experimente zeigten, dass eine hohe Konzentratam Noradrenalin mit einer

erhohten Anheftung von Pathogenen (Hercoli) einhergeht (Greeet al, 2004). Zudem
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kommt es zu einer Zunahme der Proliferationsratenddirlich vorkommendeR. coli (Lyte

et al, 1997).

Ein weiterer Aspekt ist die durch Endotoxin ausgdAktivierung von Leukozyten. Es
kommt zur Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikald Enzyme, welche zur Oxydation der
Lipidmembranen fuhrt. Zudem kommt es zur Erhohurey &apillarpermeabilitat und
konsekutiv zu einem Gewebeddem mit einer Schadigendgpithelzellen.

Der Darm spielt daher eine erhebliche Rolle bei digtiierung, Perpetuierung und
Amplifikation der systemischen Entzindungsreakti@eitch, 1990; Pastores, Katz und
Kvetan, 1996; Carricet al, 1986).

1.4 Die thorakale Epiduralanésthesie

1.4.1 Grundlagen

Die Epidural- oder Periduralanésthesie ist ein ilmidgchen Alltag haufig verwendetes
Regionalanasthesie-Verfahren, bei welchem ein laokgthetikum (z.B. Lidocain,
Bupivacain) Uber einen Katheter in den Epiduralramjiziert wird. Dies fuhrt zu einer
reversiblen Blockade der motorischen, sensorischehvegetativen Fasern der betroffenen
Spinalnerven. Eine die thorakalen Riuckenmarksegmannfassende Ausbreitung des
Lokalanasthetikums fiihrt zu einer Blockade desakalen sympathischen Nervensystems
(Th1-L2), welches unter anderem die Splanchnikuswegnnerviert (vgl. Abb 1.4).

Die Blockade von praganglionaren Sympathikusfagénnt meist zu einem Blutdruckabfall.
Dieser ist zum einen bedingt durch eine Vermindgrdes systemischen GefaRwiderstandes
(Greitz, Andreen und Irestedt, 1984), zum anderannkauch eine Verminderung des
Herzzeitvolumens dazu beitragen. Die Beeintrachtigues Herzzeitvolumens ist dabei
sowohl durch einen erniedrigten vendsen Rickstrdsnaach ggf. durch die Blockade
kardialer sympathischer Fasern (Nn. accelerantes;Th4) mit daraus resultierender negativ
inotroper und chronotroper Wirkung zu erklaren. eEiBlockade der thorakolumbalen
sympathischen Fasern beinhaltet auch Segmentehevelie Nebenniere innervieren. Dies
bedingt eine stark verminderte Katecholaminfreiseigzaus dem Nebennierenmark und fuhrt
zu einer Ausschaltung der sympatischen Reflexreakties Herz-Kreislaufsystems und zu
einer Reduktion der endokrinmetabolischen Stresgahtauf einen operativen Eingriff

(Kehlet, 1988). Zudem wird eine systemische Wirkudey verwendeten Lokalanadsthetika
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diskutiert, welche zusatzliche Einflisse wie z. Bentrale Nebenwirkungen,
antiinflammatorische Wirkung, Blutdruckabfall durtfasodilatation, negative Chronotropie
und Dromotropie bewirken kann (Hahnenkaet@l, 2002).

Abbildung 1.4: Schematische Ubersicht iiber das vegetative Neystam. Je nach epiduraler Ausbreitung des

Lokalanasthetikums kdénnen verschiedene Organeffetreein. (Abb. modifiziert nach Porth, 2004).

1.4.2 Die Auswirkungen der thorakalen Epiduralandsbtesie auf den

Gastrointestinaltrakt

Die Blockade der den Darm innervierenden sympadtieisc Fasern hat deutliche
Auswirkungen auf die Motilitat des Darms. Dies damit zu erklaren, dass der Darm
parasympathisch durch den Nervus vagus innerviém, wvelcher direkt dem Nucleus
dorsalis vagi im Rautenhirn entspringt (vgl. Abh4)1 Die Epiduralanasthesie blockiert
lediglich die sympathischen Fasern und beeinflast parasympathische Innervation des

Darms nicht. Dies fuhrt zu einem Uberwiegend pamgmthischen Tonus mit gesteigerter
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Darmperistaltik (Ahnet al, 1988; Lundberget al, 1989) und einer Verkirzung des
postoperativen lleus nach Abdominaleingriffen unEgiduralandsthesie (Gelmast al,
1977; Seelinget al, 1990; Jayet al, 1993; Bredtmanet al, 1990).

Trotz des weit verbreiteten Gebrauches der thoeakd@piduralandsthesie im klinischen
Alltag besteht bisher kein Konsens uUber die Auswick der Epiduralanasthesie auf die
Darmperfusion. In einigen Studien wurde eine kamsteSplanchnikusperfusion, teilweise
sogar eine Abnahme des intestinalen BlutflussegruBpiduralanasthesie nachgewiesen
(Kennedy, Jret al, 1971; Lundberget al, 1990; Vaisaneet al, 1998; Greitz, Andreen und
Irestedt, 1984; Sivarajan, Amory und Lindbloom, @p71m Gegensatz dazu verbesserte sich
bei abdominalchirurgischen Patienten mit thorak#erduralanasthesie die Perfusion der
Darmwand (Johanssoet al, 1988) und es wurde ein Anstieg des pH-Wertes der
Magenmukosa nachgewiesen, einem Surrogatparanmestenukosalen Durchblutung (Kapral
et al, 1999; Sutcliffeet al, 1996).

Bei Patienten mit Peritonitis wurde die thorakalpiddralandsthesie mit intravendser
Morphinapplikation als alternatives analgetischesrf&hren verglichen. Patienten unter
Morphingabe zeigten eine Verminderung des mukospldiWertes im Vergleich zu den
Patienten mit einer TEA in einem 24-stindigen Bebbangszeitraum. Zudem war das
Erscheinungsbild des Darmes bei den Patienten hatakaler Epiduralandsthesie im
Ultraschallbild signifikant besser als bei Patienteiter Morphinbehandlung (Spackmen
al., 2000).

In einer intravitalmikroskopischen Studie mit Rattzeigt sich unter Epiduralanasthesie eine
Verbesserung der intestinalen mikrovaskularen Benfutrotz Abfall des arteriellen Drucks
(Sielenkamper, Eicker und Van Aken, 2000). Bei &atim hamorrhagischem Schock
verbesserte die Epiduralandsthesie die mikrovaskira@rfusion der Muskularis (Adolples

al., 2003) Dies ist assoziiert mit einer verminderten systetme® Azidose und einer

abgeschwachten Leukozyten-Endothel-Interaktion.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die intestinale mikrovaskulare Perfusion ist wélireler Endotoxindmie deutlich vermindert.
Dadurch kann es zu einer Schadigwtey Darmwand und einer Beeintrachtigung der
intestinalen Barrierefunktion kommen. Aufgrund desher vorliegenden Studienergebnisse
erscheint die regionale Sympathikolyse in Form retherakalen Epiduralanasthesie als ein

vielversprechendes Verfahren zur Verbesserungrderovaskularen Perfusion. Bisher gibt
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es jedoch nur wenige Untersuchungen Uber die Auswy der thorakalen Epiduralanasthesie
auf die intestinale Mikrozirkulation wéhrend dessmischen Inflammation.

Ziel dieser Arbeit war es daher, ein Rattenmod&l mormotensive Endotoxindmie zu

etablieren und die Effekte der thorakalen Epidurédshesie auf die intestinale

Mikrozirkulation darzustellen. An diesem Modell beldie Hypothese Uberpruft werden, dass
die thorakale Epiduralanasthesie in der Endotoxiedmu einer verbesserten intestinalen

Mikrozirkulation fUhrt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Tiere

Fur die Experimente wurden méannliche Sprague Dawkgyen mit einem Gewicht von

280-320 g verwendet. Alle Tiere hatten uneingesttien Zugang zu Wasser und Standard-
Alleinfuttermittel (Altromin, Lage, Deutschland).i® Zucht und die Haltung erfolgten in

einem institutseigenen Tierstall unter standardesne Bedingungen (Temperatur 22 °C,
Luftfeuchtigkeit 40-50 %, 12-stindiger Hell-Dunkehythmus). Die Tierhaltung und

Versuchsdurchfiihrung entsprachen dem deutschenschigizgesetz und waren vom
Landesamt fUr Arbeitsschutz, Gesundheitsschutztecithische Sicherheit Berlin unter dem
Aktenzeichen G 0021/01 genehmigt.

2.2 Experimentelles Protokoll

2.2.1 Charakterisierung des LPS-Modells

Um die systemischen Effekte des Endotoxins aufTiége zu messen, wurde eine Gruppe
von Tieren (n = 8) untersucht. Die Tiere wurden miiter subkutanen Gabe von Urethan
(Urethan 99 % (N), Sigma Aldrich Chemie GmbH, Dets&fen, Deutschland, 1,5 g/kg) und
Ketamin (Ketavet, Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangdbeutschland, 50 mg/kg)
anasthesiert. Nach der Tracheotomie atmeten dre Raumluft, die Atemfrequenz wurde zu
den entsprechenden Messzeitpunkten notiert. Dige Tweurden auf einer Warmematte
gelagert, die Veranderungen der Korpertemperatudeulber eine rektale Sonde gemessen
und durch ein Kontrollgerat (Homeothermic Blankebn@ol Unit, Havard Electronics,
Edenbridge, GroRbritannien) um 37 °C konstant gehal

Die linke Arteria carotis wurde zur Uberwachung Hamodynamischen Parameter sowie zur
Blutentnahme, die rechte Vena cava superior zutitkwierlichen intraventsen Infusion von
isotonischer Kochsalzlosung (NaCl 0,9%, Boehrinigpgrelheim Delta Pharma, Pfullingen,
Deutschland, 3 ml/h) mit je einem Polyethylenscbhayinnerer Durchmesser 0,58 mm,
aul3erer Durchmesser 0,96 mm, Portex, Hythe, GraRinien) kantliert. Mittlerer arterieller
Druck (MAD) und Herzfrequenz (HF) wurden kontindieln dokumentiert und zu jedem

Messzeitpunkt abgelesen. Es wurden dann n = 5 Tdasgewahlt, die eine intraventse
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Infusion mit Escherichia coli Lipopolysaccharid (LPS, Serotyp 026:B6, Sigma #hr
Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland) erhieltdnSAGruppe), wahrend n = 3 Tieren
eine analoge Menge isotonischer Kochsalzlésung (Na246) (NaCl-Gruppe) infundiert
wurde. Es wurden dann Messungen nach einer 30-igémit Stabilisierungsphase
(Ausgangswert) sowie nach 60 und 120 min Endotowie&derstellt. Dabei wurden
Blutproben entnommen, in denen die Anzahl der Leylem (Coulter Ac Tdiff, Coulter
Corporation, Miami, Florida, USA), sowie pH-WertdiBasen-Uberschuss (Rapidlab 348,
Chiron Diagnostics GmbH, Magdeburg, Deutschland}ibvent wurden.

2.2.2 Einfluss der TEA in der Endotoxindmie

Um die Auswirkungen der thorakalen Epiduralandsthesif die Mikrozirkulation von
Mukosa und Muskularis zu untersuchen, wurden vieitete Versuchsgruppen gebildet. Die
Tabelle 2.1 zeigt die Zusammenstellung der untegd@ibhen Versuchsgruppen mit der

jeweiligen Infusion und dem untersuchten Gewebe.

Tabelle 2.1: Aufteilung der Versuchsgruppen zur UntersuchungMekosa bzw. Muskularis nach Gabe von
Lidocain bzw. isotonischer Kochsalzldsung ( Na®@@). Fir jede Gruppe betrug die Anzahl der Tiereth

Gruppe Untersuchte Darmschicht Epidurale Infusion

Gruppe | Mukosa Lidocain 2 % (TEA)
Gruppe Il Mukosa NaCl 0,9 % (CTRL)
Gruppe i Muskularis Lidocain 2 % (TEA)
Gruppe IV Muskularis NaCl 0,9 % (CTRL)

Unter Allgemeinanasthesie (Urethan/Ketamin) ertlgtine tracheale Kantlierungnd
mechanische Beatmung mit Raumluft (Small Animal fletor, Harvard Electronics,
Edenbridge, GrolRbritannien). Die Beatmungsfreqwamzle gemaf den Blutgaswerten (siehe
2.8) variiert, um die Partialdriicke von Kohlendibxwischen 35 und 45 mmHg zu halten.
Die Temperaturkontrollen wurden entsprechend deem @mgefuhrten Ablauf durchgefihrt.
Die rechte und linke Arteria carotis wurden zur Kofle des MAD und der HF sowie zur
Blutprobenentnahme wie unter 2.2.1 beschrieben liahiDer MAD und die HF wurden
ebenfalls kontinuierlich dokumentiert und zu jewadinem Wert pro Messzeitpunkt gemittelt.
Zudem wurde die rechte Vena jugularis externa kartiund eine kontinuierliche intraventse

Infusion von isotonischer Kochsalzldsung (NaCl %93 ml/h) verabreicht.



2. Material und Methoden 19

Die Tiere wurden auf einem speziell entworfenen mgskopiertisch (ELESTA AG
Elektroniks, Bad Ragaz, Schweiz; vgl. 2.5) posigohund das terminale lleum fur die
Intravitalmikroskopie prapariert. Um den initialétématokrit der Tiere im Normbereich
(36-54 %) zu halten, wurde bei Bedarf ein Bolus Na@ % (0,5-1 ml) appliziert.

Nach einer Stabilisierungszeit von 30 min wurden2 Oml einer 5 %igen
Fluoreszeinisothiocyanid-(FITC)-Dextran-Losung  ($50 Sigma-Aldrich) intravenos
appliziert. Daraufhin wurden 10 zuféllig ausgeseckilli der Mukosa (Gruppe | und ),
bzw. 10 Regionen der Muskularis (Gruppe Il und le)f Videoband aufgezeichnet
(Ausgangswert; Abb. 2.1). AnschlieBend wurde demréfi der Gruppen | und Ill ein
epiduraler Bolus von 30 pl Lidocain 2 % (B. Braiielsungen, Deutschland) tber einen
Zeitraum von 15 min verabreicht. Um die sympathesBthockade aufrechtzuerhalten, wurde
eine kontinuierliche epidurale Infusion (100 plf@r Perfusor (Perfusor secura FT, B. Braun)
eingeleitet. Die Tiere der Gruppen Il und IV erteel NaCl 0,9 % in entsprechender Menge.
Nach weiteren 30 min Stabilisierungszeit erfolgie dweite Aufnahmereihe (Epidurale
Infusion; Abb. 2.1) um die Auswirkungen der Epidardisthesie auf die intestinale

mikrovaskulare Perfusion zu beurteilen.

Ausgangs- Epidurale 60 min 120 min
wert Infusion ETX ETX

A A A

Instrumen- 30 min 30 min 60 min 60 min
tierung der H H M M

Tiere

LPS-Infusion

thorakale Epiduralanésthesie

Allgemeinanasthesie

>

Zeit

Abbildung 2.1: Schema zum zeitlichen Ablauf des Versuchs: 30marh der Instrumentierung der Tiere wurde
der Ausgangswert ermittelt und die thorakale Emthmasthesie begonnen. Weitere 30 min spater tafdig
Aufnahme der zweiten Videosequenz (Epidurale lefusund die LPS-Infusion wurde gestartet. 60 nmid u
120 min nach Beginn der Endotoxindmie wurden di¢enen Videosequenzen aufgenommen (60 min ETX
bzw. 120 min ETX).

Zum Initileren und Aufrechterhalten der Endotoxin@émwurde den Tieren eine kontinuerliche

Infusion (1,5 mg x kg x h™) Escherichia coiLPS intravends verabreicht. Begonnen wurde
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mit der Infusion des Toxins nach Beendigung derbii$gerungsphase der epiduralen
Infusion. Die Aufnahmen zur Beurteilung der mikrekalaren Perfusion wurden nach 60 und
120 Minuten LPS-Infusion erstellt (Abb. 2.1).

Nach Beendigung der Versuche und Entnahme der Bl wurden die Tiere mit einer
intravenosen Injektion von Pentobarbital (200 mg/k¢arcoren, Merial, Hallbergmoos,
Deutschland) euthanasiert.

2.3 Epidurale Katheterisierung

Die epidurale Katheterisierung erfolgte unter Affggnandsthesie nach einer leicht
modifizierten Methode von Bahat al (Bahar, Rosen und Vickers, 1984). Dazu wurde ein
200 mm langer Polyethylenschlauch (PE 10, innereaclbuesser 0,28 mm, &aul3erer
Durchmesser 0,61 mm, Portex, Hythe, GroRRbritannienyendet, dessen Totraum mit einem
monofilamentdsen Faden (Prol&nd/0, Johnson & Johnson Medical GmbH, Dusseldorf,
Deutschland) verkleinert wurde. 40 mm von der @pitentfernt wurde der
Polyethylenschlauch mit HeiRkleber (LT110, Gh®riihl, Deutschland) markiert, um eine
Standardisierung der thorakalen Lage wahrend desudles zu gewdahrleisten. Nach Rasur
wurde ein ca. 30 mm langer Schnitt median, entldgSpinalfortsatze von L2-S1 gesetzt.
Nach der Praparation der Faszien und Muskeln wdedeéSpinalfortsatz L5 entfernt. Danach
wurde mit einem elektrischen Bohrer (Mikromit 40/E¥oxxon, Niersbach, Deutschland) ein
Loch von etwa 2 mm Durchmesser in die Lamina dwrskds Wirbelkorpers L4 gebohrt. Der
Katheter wurde nun bis zur angebrachten Markiedhgim in kraniale Richtung geschoben,
die Muskeln und Faszien wieder zugenaht und dehdfat zusatzlich mit Klebeband an der
Ruckenhaut fixiert. Nach Beendigung des Versuchaslevdurch eine Autopsie die korrekte
thorakale Lage der Katheterspitze im Epiduralrato@rprtft.

2.4 Praparation des lleums

Zur Praparation des lleums wurde ein abdominalehniic entlang der Linea alba
durchgefiihrt und das terminale lleum (5 cm vomdéd@len Ubergang) ausgelagert. Die
Tiere wurden auf eine Plexiglasbihne gelegt und Barm auf einer adjustierbaren
Metallplattform unter das Mikroskop gelagert (vglbb. 2.2). Die Metallplattform war mit
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verformbarem Plastizin (Henkel Teroson GmbH, Hdidej, Deutschland) Gberzogen, um
eine Schéadigung des Darmes zu verhindern und etenae Lagerung des Gewebes zu
gewabhrleisten. Die Entnahme und spezielle Lageuss) Darmabschnittes garantierte eine
Kontrolle des mesenterialen GefalRsystems, so dasszefallige Einklemmung der GefalRe
und/oder eine vaskulare Stase verhindert werdentkan Ein weiterer Vorteil der separaten
Lagerung des Darmes war die Minimierung atemablg@&ngbDarmbewegungen, da durch

diese die Qualitat der Videoaufnahmen stark beshtrgtwerden konnte.

Monitor

e

MAP und HF Monitor TEA Infusionspumpe

Abbildung 2.2: Vereinfachte schematische Darstellung des Verswébaus. MAP = mittlerer arterieller Druck,
HF = Herzfrequenz, TEA = thorakale EpiduralanastésCR =Videorekorder

Zur Darstellung der Mukosa (Gruppe | und Il) wudbes zu untersuchende Segment auf der
antimesenterialen Seite mit einem Elektrokautera@o-Lux Il, Fa. Meyer und Kersting
Medizintechnik GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 2-3 iomongitudinaler Richtung gedffnet.
Der Darminhalt wurde vorsichtig mit angefeuchtetéfattestabchen entfernt und der
Darmabschnitt mit der mukosalen Seite nach obenl@uMikroskopierplattform positioniert.
Dann erfolgte eine Abdeckung des praparierten SititsPolyethylenfolie (Fa. Quickpack

Haushalts und Hygiene GmbH, Renningen, Deutschlamd)eine Austrocknung des Darmes
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zu verhindern und die peristaltischen Darmbewegungeitgehend zu reduzieren. Um eine
konstante Temperatur von 37 °C zu gewahrleistenrdevalas Darmsegment konstant mit
warmer isotonischer-Elektrolytldsung (pH 7,4) beteit. Die Betrachtung der Muskularis
erfolgte von der serdsen Seite der Darmwand unodrdeifte somit keine Er6ffnung des

Darmes.

2.5 Intravitale Mikroskopie

Die intestinale mikrovaskulare Perfusion im ausgefeen Darmsegment wurde per Epi-
fluoreszenzmikroskopie analysiert. Dazu wurde eiikrbskop (Orthoplan, Leitz Wetzlar,
Deutschland) mit einer 150 W Xenon-Lampe (XBO 150WFa. Osram, Minchen,
Deutschland) verwendet. Diese war verbunden miteminPloemo-Pak Illuminator
(VergroRRerungsfaktor 1,25) und einem kg Filterblock (Blaufilter, Exzitation 450-490 nm;
Emission >515 nm). Mit einem Wasser-Immersions-&hje (VergroRerungsfaktor 10
Apertur 0,45, Leitz) konnte eine ca. 600-fache V@Rgrung erreicht werden.

Das Mikroskopbild wurde tber eine CCD Kamera (CF BMC C, Kappa opto-elektronics
GmbH, Gleichen, Deutschland) auf einen Monitor (any, Kdln, Deutschland) Ubertragen
und mit einem S-VHS-Videorekorder (RTV-950, BlaukunGmbH, Hildesheim,
Deutschland) aufgezeichnet, um eine spétere Bearigezu ermdglichen (vgl. auch Abb.
2.2).

2.6 Analyse der mikrovaskuléaren Perfusion

Die mikrovaskulare Perfusion des Darmes wurde zer Aeitpunkten untersucht: ein
Ausgangswert zum Beginn des Versuches, nach 30epiduraler Infusion, sowie nach 60
und 120 Min. Endotoxinamie (vgl. Abb. 2.1).

Zu jedem Messzeitpunkt wurde die mikrovaskulareuBesn in jeweils 10 Villi der Mukosa

(vgl. Abb. 2.3) bzw. 10 Regionen der Muskularis|(Vgb. 2.4 A) fur jeweils 60 Sekunden
aufgenommen. Um eine relative Vergleichbarkeit desrschiedenen Messungen zu
ermoglichen, wurde ein elektronisches Koordinatstesy benutzt, welches mit dem
Mikroskopiertisch gekoppelt war. Mit Hilfe dieseso#&dinatensystems wurden in jeder

Videosequenz jeweils die gleichen Regionen aufddésuc
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Abbildung 2.3: Beispiele fur Videoaufnahmen der Mukosaperfusidigeostandbild zweier unterschiedlicher
Villi mit der Darstellung wichtiger mikrovaskulareBtrukturen: 1 = Zentralarteriole, 2 = Arterioled, =
Kapillargefalie.

Die Analyse der Aufnahmen erfolgte offline mit emmeEchtzeit-Bildverarbeitungs-System
(Image Technologie MVC 150/40-PCI-Board, USA). Bistellten Videoaufnahmen wurden
dabei per Hand vom Monitor auf Klarsichtfolien tioagen (vgl. Abb.2.4 B)

Es wurden kontinuierlich-, intermittierend- und migerfundierte Kapillaren unterschiedlich
gekennzeichnet (vgl. Abb. 2.4). Dabei wurde eingikae als intermittierend perfundiert
gewertet, wenn der Blutfluss mehr als 3 Sekunden Ediegen kam, jedoch prinzipiell noch
ausreichenden Blutfluss aufwies. Kapillaren die igald der gesamten Videosequenz keinen

bzw. kaum messbaren Blutfluss zeigten, wurdeniald perfundiert gewertet.
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Abbildung 2.4: Beispiel fur die Auswertung der Videoaufnahmender MuskularisA: Videostandbild der
Kapillardurchblutung, B: Ubertragung der unterschiedlich perfundierten Kagjefale auf Folie (grin:
I_T_(()e?(tti.nuierlich perfundierte KapillargefaRe; rot.chi-perfundierte Kapillargefal3e); nahere Erlautgrsiehe
Die Gesamtkapillarlange errechnete sich aus dem@uwon kontinuierlich-, intermittierend-
und nicht-perfundierten Kapillaren. Die aufgezeietem Kapillarnetzwerke wurden mit
speziell entwickelten Softwareprogrammen analysigit Vision3D (Pries und Drusedow,
1998) wurden die Kapillarlangen sowie die Durchrees$er Arteriolen quantifiziert. Mit
Vmorph (Pries und Drisedow, 1998) wurden die Flaclder untersuchten Regionen
berechnet.

Zur Beurteilung der mikrovaskularen Perfusion wurdanktionelle Kapillardichte, nicht-
perfundierte Kapillardichte und Gesamtkapillardechin der Mukosa und Muskularis
bestimmt. Zusatzlich wurde in den mukosalen Vilir dDurchmesser der Zentralarteriole
gemessen.

Die funktionelle Kapillardichte wurde als die Langer mit Erythrozythen perfundierten
Kapillaren pro Flache [cm/cthdefiniert. Sie setzt sich aus intermittierend toatinuierlich
perfundierter Kapillardichte zusammen.

Um eine durchschnittliche Kapillardichte pro Ratited Messzeitpunkt zu erhalten, wurden
die Kapillarlangen aller 10 Regionen addiert undcbudie Summe der ermittelten Flachen
dividiert. Dabei wurden in der Mukosa die Flachem Willi, in der Muskularis hingegen die
Flache des Monitors verwendet. Um die Komplexités d/odells einzuschranken, wurde
nicht zwischen der zirkularen und longitudinalen dWeischicht in der Muskularis
unterschieden.

Die Durchmesser der Villuszentralarteriolen wurddéver die Mittelung dreier Werte an

unterschiedlichen Stellen eines Gefal3es errecbieso erhaltenen Werte von 10 Arteriolen
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wurden wiederum gemittelt, um einen Durchschnittsvpeo Ratte und Messzeitpunkt zu
erstellen.
MAD und HF wurden Uuber die gesamte Versuchszeitgemdichnet und zu den

entsprechenden Messzeitpunkten abgelesen.

2.7 Erythrozytenfliessgeschwindigkeit

Die Bestimmung der Erythrozytenfliessgeschwindigkeirde mit der etablierten ,Frame-by-
Frame“-Methode (Tyml und Sherebrin, 1980) durchpefiDabei wurde die Distanz einer
Lucke im fluoreszierenden Plasma uber eine Zeit 2d® Bilder (jeweils 40 ms) gemessen
und durch die Zeit geteilt. In der Muskularis wurdie Geschwindigkeit in 6-10 Regionen
dreifach bestimmt und der Mittelwert errechnet.dar Mukosa wurden die arteriolaren
Endgefal3e (Zentralarteriole und zwei Verteilerawten) analysiert und entsprechend der

Muskularis ausgewertet.

2.8 Systemische Variabeln

Zur Uberwachung der Ratten aus den VersuchsgruppefV wurde zu den jeweiligen
Aufnahmezeitpunkten Blutproben entnommen und mmemi Blutgasanalysegeréat (Rapidlab
348, Chiron Diagnostics GmbH, Magdeburg, Deutsahlaanalysiert. Dabei wurden
Hamatokrit, pH-Wert, Basenuberschuss, Sauerstoff- Kiohlendioxidpartialdruck sowie die

Natrium- und Kaliumkonzentration gemessen.

2.9 Bestimmung der TNR-Konzentration im Plasma

Am Ende des Versuchs wurde den Ratten aus deneleerKatheter 2 ml Blut entnommen
und in heparinisierte Eppendorf-Reaktionsgefal3ep¢Bdorf AG, Hamburg, Deutschland)
Uberfuhrt. Als Kontrollgruppe dienten anasthesiegiesunde Ratten (n = 5). Die Blutproben
wurden dann bei 4° C und 20000 U/min 10 min langtr#degiert (Centrifuge 5417R,
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschlamir Plasma-Uberstand wurde zur
spateren Analyse von TMFin ein steriles Eppendorf-Gefald tberfuhrt und 680 °C
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gelagert. Das Rattenplasma wurde dann auf seindraf®é&halt mittels einesolid phase
sandwich enzyme linked immuno as$B{ISA, BioSource International, Camarillo, CA,

USA) nach Angaben des Herstellers untersucht.

2.10 Statistische Analyse

Alle statistischen Tests wurden unter Verwendung @emputerprogramms Sigma Stat 2.03
(SPSS Science Software GmbH, Erkrath, Deutschldnd3hgefuhrt. Um die Effekte der
epiduralen Anasthesie auf die intestinale mikrouéle Perfusion, die Hamodynamik und
den Hamatokrit zu untersuchen, wurde eine 2-faddlerivVarianzanalyse zu wiederholten
Messzeitpunkten mit anschlieendem post hoc Tesh mBonferroni durchgefihrt. Nicht
normalverteilte Daten wurden vor Analyse in einenfadnung (rank) gebracht. Die
Vergleiche der zytochemischen Daten wurden mit reit€lest fur paarige Stichproben
erstellt. Nicht normalverteilte Daten wurden als diéme mit 25. und 75. Percentile
dargestellt. Die parametrischen Daten wurden aleMiert mit Standardabweichung in
prozentualer Abweichung vom Ausgangswert dargestétiterschiede wurden als signifikant

gewertet, wenn sich fur p ein Wert kleiner als Gz88ab.
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3. ERGEBNISSE

Um eine Aussage Uber den Einfluss einer kontinglegh LPS-Infusion auf systemische
Parameter treffen zu kbnnen, wurden diese zuemsiven Gruppen von Tieren untersucht. In
weiteren Tieren wurde dann der Einfluss der redem&ympathikolyse mittels thorakaler
Epiduralanasthesie auf systemische Variabeln sdigienikrovaskulare Perfusion des lleums

in der Endotoxinamie untersucht.

3.1 Charakterisierung des LPS-Modells

Um zu untersuchen, inwieweit die Infusion von LPi&flass auf den Organismus der Tiere
hat, wurden die systemischen Variablen MAD, HF, mdftrequenz, Leukozytenanzahl,

Korpertemperatur, Blut-pH-Wert und Basen-UberschiiBsse-Excess; BE) bei zwei

Gruppen mit Tieren ohne TEA ermittelt (Tabelle 3.1)abei erhielt eine Gruppe

Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %), wahrend den Tierenatetere Gruppe LPS in aquivalenter
Menge zu den spateren Versuchsgruppen infundiedevu

Fur den MAD, die Atemfrequenz, die Temperatur ureh gpH-Wert ergaben sich keine
wesentlichen Anderungen zwischen den beiden Gruppeversuchsverlauf. Die HF blieb

bei den Tieren mit Kochsalzinfusion konstant, walrsie in der Gruppe der LPS-Tiere nach
60 min Endotoxindmie signifikant gegenuber dem Amggwert und nach 120 min

Endotoxindmie signifikant gegenuber dem Ausgangswad der NaCl-Gruppe zunahm. Die
Leukozytenanzahl war bei der NaCl-Gruppe konstBet.der LPS-Gruppe zeigte sich eine
signifikante Abnahme nach 60 min versus Ausgangsuma 120 min versus Ausgangswert
und NaCl-Gruppe. Auch der Base-Excess andertebgicden NaCl-Tieren nicht signifikant,

wéahrend es in der LPS-Gruppe sowohl nach 60 minaw@h nach 120 min Endotoxindmie

zu einer signifikanten Abnahme gegentber dem Awgsyaert kam.
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Tabelle 3.1: Systemische Variablen in Gruppen mit intravendsechséalz- oder Endotoxininfusion. NaCl =
Natriumchlorid, LPS = Lipopolysaccharid, * = Sigkdnz zum Ausgangswert mit p < 0,05, § = Signifikar
Vergleichsgruppe mit p < 0,05

Ausgangswert 60 min Infusion 120 min Infusion
MAD [mmHg]
NacCl 125+ 1 131+ 16 128 £ 17
LPS 110+ 14 131+ 18 123+ 14
HF [Schlage x min']
NaCl 347 £ 45 366 + 49 371+33
LPS 313+ 46 361 + 52* 447 + 40*8
Atemfrequenz [min™]
NacCl 111 £ 25 103+ 13 109+9
LPS 133+ 33 147 + 36 145+ 41
Leukozyten [x1CGYpl]
NacCl 7,715 7,2+0,5 10,7+ 4,1
LPS 86+24 6 +2,2* 4,1+ 2,1*§
Temperatur [°C]
NaCl 36,6 £ 0,5 36,6 £ 0,6 36,8+0,2
LPS 37,3+ 1,0 37,4+0,9 37,410
pH
NaCl 7,4+ 0,04 7,38 £ 0,03 7,38 £ 0,02
LPS 7,35+ 0,03 7,36 £ 0,03 7,38 £ 0,04
BE [mmol/l]
NaCl 05+22 -0,1+£2.22 -1,6+£2,.2
LPS -0,1+1,8 -1,9+1,1F -3,6 £ 1,0¢

3.2 Einfluss der thorakalen Epiduralanasthesie imler Endotoxinamie

3.2.1 Makrohamodynamische Parameter

Die hier untersuchten hdamodynamischen Parameteasseri den MAD sowie die HF. Die
Abb. 3.1 A zeigt vergleichbare Ausgangswerte deftleren arteriellen Druckes in der
Kontrollgruppe (11X 21 mmHg) und der TEA-Gruppe (13215 mmHg). Nach Beginn der
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epiduralen Infusion war bereits eine deutliche isiiggnte Abnahme des MAD in der TEA-
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe und zum Aasgswert zu erkennen, wéhrend die
Kontrollgruppe keine signifikante Anderung zeige. weiteren Verlauf der Endotoxinamie
bleibt der MAD in der Gruppe der TEA-Tiere signdikt niedriger (Signifikanz versus
Kontrollgruppe und Ausgangswert), wahrend die Kaollgruppe kaum eine Veranderung
zeigt.

Abb. 3.1 B zeigt bereits in den Ausgangswerten esignifikant unterschiedliche HF
zwischen den Gruppen. Nach Infusionsbeginn zeait si der TEA-Gruppe eine sowohl zur
Kontrolle als auch zum Ausgangswert signifikantenattbme der HF. Nach 60 und 120 min
Endotoxindmie blieben die Herzfrequenzwerte in @&A-Gruppe weiterhin signifikant
niedriger als in der Kontrollgruppe und gegeniubemdAusgangswert, die Kontrollgruppe

zeigte eine leichte Zunahme der HF.

A B
160 1 mmHg 500 - min*
140 + 450 4
120 4
400 +
100 +
350 1 §
80 1
*§ - *5 *g
*g 300 1 8
60
—— CTRL *§ 250 | —— CTRL
40 A O— TEA —— TEA
20 T T T T 200
Ausgangs-  Epidurale 60 min 120 min Ausgangs- Epidurale 60 min 120 min
wert Infusion ETX ETX wert Infusion ETX ETX

Abbildung 3.1: Hamodynamik.A: Mittlerer arterieller Druck,B: Herzfrequenz; CTRL = Kontrollgruppe,
TEA = Gruppe mit thorakaler Epiduralanasthesie, ET ndotoxindmie; * = Signifikanz zum Ausgangswert
mit p < 0,05, § = Signifikanz zur Kontrollgruppetmi< 0,05.

3.2.2 Mikrovaskulére Durchblutung

Zur Erfassung der mikrovaskularen Durchblutung desminalen lleums wurden die

folgenden Parameter untersucht:

- die Lange der Kapillaren ohne bzw. mit minimataythrozytenperfusion (nicht
perfundierte Kapillaren)

- die Lange der mit Erythrozyten perfundierten HKapen (funktionelle
Kapillardichte)
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- die Gesamtkapillardichte
- die Durchmesser der Villusarteriolen (Zentralaolen)

Bei der nicht-perfundierten Kapillardichte wurdeie dAnderungen als Absolutwerte mit
Median, 25. und 75. Percentile angegeben.

Fur die Parameter der funktionellen Kapillardichger Gesamtkapillardichte und der
Zentralarteriolendurchmesser werden die Anderunigefrozent (%) zum Ausgangswert

angegeben.
3.2.2.1 Nicht-perfundierte Kapillardichte

Bei der Bestimmung der mikrovaskularen Perfusios terminalen lleums wurden die
Muskularis und die Mukosa separat betrachtet @igb. 3.2).

In den Ausgangswerten der nicht-perfundierten Kamgih in der Mukosa (Abb. 3.2 A) ist
kein wesentlicher Unterschied zwischen Kontrollgreipnd TEA-Gruppe zu erkennen (TEA-
Gruppe 12,45 cth[0,00/72,90 cril]; Kontrollgruppe 0,00 ci [0,00/0,00] (Median [25./75.
Percentil])). Zu Beginn der epiduralen Infusiongtesich in der Kontrollgruppe eine leichte
Zunahme der Dichte der nicht-perfundierten KapgilarAuch in der Gruppe der TEA-Tiere
nimmt die nicht-perfundierte Kapillardichte zu, d@ei Gruppen weisen jedoch keine
Signifikanz auf. Nach 60 min Endotoxindmie zeigeeids Gruppen eine signifikante
Zunahme der nicht-perfundierten Kapillaren, 120 mach Endotoxinamiebeginn konnte eine
weitere Zunahme der nicht-perfundierten Kapillarebeiden Gruppen nachgewiesen werden
(Signifikanz versus Ausgangswert).

In der Muskularis (Abb. 3.2 B) zeigten die Tiere #®ntroll- sowie die TEA-Gruppe weder
im Ausgangswert noch zu Beginn der epiduralen Iofusicht-perfundierte Kapillaren. Nach
60 min Endotoxindmie lagen nur geringe Veranderange. Bei der Messung nach 120 min
jedoch zeigte sich in der Kontrollgruppe eine digante Zunahme der nicht-perfundierten
Kapillargefal3e (Signifikanz versus Ausgangswert wfmhtroligruppe), wahrend bei den

Tieren der TEA-Gruppe kaum Verénderung zum vorleerig/ert zu erkennen war.
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Abbildung 3.2: Box-Whisker-Plot zur nicht-perfundierten Kapill&ghte. A: Gesamtlange der nicht-
perfundierten Kapillaren in der MukosB; Gesamtlange der nicht-perfundierten Kapillaremén Muskularis.
CTRL = Kontrollgruppe, TEA = Gruppe mit thorakal&piduralanédsthesie, ETX = Endotoxinamie; * =
Signifikanz zum Ausgangswert mit p < 0,05, § = $iganz zur TEA-Gruppe mit p < 0,05.
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3.2.2.2 Funktionelle Kapillardichte

In der Mukosa (Abbildung 3.3 A) war die funktioreelKapillardichte nach epiduraler
Infusion nicht wesentlich zum Ausgangswert verah{#®usgangswerte TEA-Gruppe 795,35
+ 45,49 cril; Kontrollgruppe 632,15 + 43,59 ¢th Auch nach 60 min Endotoxinamie ist die
funktionelle Kapillardichte sowohl in der Kontrotlgppe als auch in der TEA-Gruppe nahezu
unverandert. Nach 120 min Endotoxinamie ist diekfiomelle Kapillardichte in der TEA-
Gruppe hingegen signifikant zum Ausgangswert sawreKontrollgruppe vermindert.

In der Muskularis zeigten sich zu Beginn der Vehsueihe fur die TEA-Gruppe ein
Ausgangswert von 318,32 + 18,61 tnfiir die Kontrollgruppe wurde ein Wert von 40250
64,45 cnt ermittelt. Bei den Messungen nach Infusionsbegguwie nach 60 min
Endotoxindmie zeigten sich keine deutlichen Veramagen der funktionellen Kapillardichte
(Abb. 3.3 B). Nach 120 min Endotoxinamie fiel dignktionelle Kapillardichte dann in
beiden Gruppen signifikant zum Ausgangswert ab.
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Abbildung 3.3A: Anderung der funktionellen Kapillardichte in derukbsa in Prozent zum Ausgangswert.
CTRL = Kontrollgruppe, TEA = Gruppe mit thorakaldEpiduralanédsthesie, ETX = Endotoxindmie;
* = Signifikanz zum Ausgangswert mit p < 0,05; $ignifikanz zur Kontrollgruppe mit p < 0,05.
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Abbildung 3.3B: Anderung der funktionellen Kapillardichte in demubkularis in Prozent zum Ausgangswert.
CTRL = Kontrollgruppe, TEA = Gruppe mit thorakaldEpiduralanasthesie, ETX = Endotoxindmie;
* = Signifikanz zum Ausgangswert mit p < 0,05.

3.2.2.3 Gesamtkapillardichte

In der Mukosa (Abb. 3.4 A) zeigt die Kontrollgruppereits zu Beginn der epiduralen
Infusion eine signifikante hohere Gesamtkapillantic(gegentiber dem Ausgangswert von
650,76 + 28,14 cil), nicht hingegen die TEA-Tiere (Ausgangswert 795£350,88 crit).
Nach 60 und 120 min Endotoxinamie nahm die Gesamitiadichte der Kontrolltiere weiter
zu (jeweils signifikant versus Kontrollgruppe undisgangswert), wahrend sie in der TEA-
Gruppe nahezu unverandert blieb.

In der Muskularis (Abb. 3.4 B) hingegen zeigten dieere der Kontroll-Gruppe zu
Infusionsbeginn kaum eine verdnderte Gesamtkagidlate zum Ausgangswert (402,50 *
64,45 cnt), wahrend bei den Tieren der TEA-Gruppe eine teickbnahme nachgewiesen
werden konnte (Ausgangswert 319,25 + 18,74"cmhnliche Ergebnisse zeigten sich auch
nach 60 min Endotoxindmie. Nach 120 min Endotoxieagedoch war eine deutliche
Abnahme der Gesamtkapillardichte bei den Tiereddygiruppen zu beobachten (signifikant

versus Ausgangswert).
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Abbildung 3.4: Anderung der Gesamtkapillardichte in Prozent zumsgangswertA: Mukosa,B: Muskularis;
CTRL = Kontrollgruppe, TEA = Gruppe mit thorakaldEpiduralanédsthesie, ETX = Endotoxindmie;
* = Signifikanz zum Ausgangswert mit p < 0,05, &rgnifikanz zur TEA-Gruppe mit p < 0,05.
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3.2.2.4 Zentralarteriolendurchmesser

Zu Beginn der thorakalen Epiduralanasthesie (Abb) 3eigte sich in der Kontrollgruppe
eine signifikante Zunahme des Zentralarteriolenlmessers gegeniber der TEA-Gruppe
(Ausgangswerte Kontrollgruppe 8,97 £ 1,16 um; TEAxGe 7,52 £ 0,9 um). Nach 60 min
Endotoxindmie naherten sich die Werte in beidenp@en dem Ausgangswert an. Nach
120 min  Endotoxindmie hingegen war der Zentralenfemdurchmesser in der

Kontrollgruppe signifikant zur TEA-Gruppe verminter
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Abbildung 3.5: Anderung der Zentralarteriolendurchmesser in Rrbzezum  Ausgangswert.
CTRL = Kontrollgruppe, TEA = Gruppe mit thorakal&piduralandsthesie, ETX = Endotoxinamie; 8§ =
Signifikanz zur TEA-Gruppe mit p < 0,05.

3.3 Erythrozytenfliessgeschwindigkeit

Die Erythroztenfliessgeschwindigkeit ist ein Partanewelcher die Quantitat und Qualitat
der Perfusion des betrachteten GefalRabschnittesrspi@gelt. Die Nahrstoff- bzw. die

Sauerstoffversorgung des Gewebes steht mit dem hriéggttenfluss in  engem
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Zusammenhang. Somit ist die Fliessgeschwindigkat &rythrozyten ein geeigneter
Parameter, um die Versorgungssituation des Gewsbeaatersuchen.

Die Erythrozytenfliessgeschwindigkeit in der Mukogabb. 3.6 A) zeigte nach 30 min
epiduraler Infusion in beiden Gruppen keine sigraifiten Unterschiede zum Ausgangswert
(Kontrollgruppe 1734,76 + 259,0 pthsTEA-Gruppe 1395,1 + 263,81 pt)s Nach 60 min
Endotoxindmie fiel die Fliessgeschwindigkeit in déontrollgruppe signifikant ab. In der
TEA-Gruppe hingegen blieb die Erythrozytenfliesstandigkeit zu diesem Zeitpunkt
nahezu unverandert. Nach 120 min war die Fliesbgaadigkeit dann in beiden Gruppen
signifikant zum Ausgangswert vermindert.

In der Muskularis (Abb. 3.6 B) zeigte sich nachdepaler Infusion wie in der Mukosa bei
den Tieren beider Gruppen keine signifikante Andgraum Ausgangswert (Kontrollgruppe
976,33 + 158,73 prifs TEA-Gruppe 880,93 + 124,48 pif)s Bei den Messungen nach
60 min hatte in beiden Gruppen die Fliessgeschgkadi der Erythrozyten signifikant
abgenommen (versus Ausgangswert). Nach 120 min w®iar weiterer Abfall der

Fliessgeschwindigkeit in beiden Gruppen zu verzeoh(Signifikanz versus Ausgangswert).
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Abbildung 3.6A: Erythrozytenfliessgeschwindigkeit in der Mukosa Mrozent zum Ausgangswert.
CTRL = Kontrollgruppe, TEA = Gruppe mit thorakaleéEpiduralandsthesie, ETX = Endotoxindmie;
* = Signifikanz zum Ausgangswert mit p < 0,05.
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Abbildung 3.6B: Erythrozytenfliessgeschwindigkeit in der Muskwarin Prozent zum Ausgangswert.
CTRL = Kontrollgruppe, TEA = Gruppe mit thorakaleéEpiduralandsthesie, ETX = Endotoxindmie;
* = Signifikanz zum Ausgangswert mit p < 0,05.

3.4 Systemische Variabeln

Zur Untersuchung der systemischen Effekte der Kabea Epiduralandsthesie wurden die

folgenden Parameter herangezogen:

- Hamatokrit

- pH-Wert

- Basen-Uberschuss ( Base-Excess (BE))
- Sauerstoffpartialdruck

- Kohlendioxidpartialdruck

- Natriumkonzentration

- Kaliumkonzentration

Als Ausgangswert zeigte sich in beiden Gruppen béddmatokrit kein Unterschied
(Kontrollgruppe 49 + 3 %; TEA-Gruppe 49 + 3 %; Al#7). Nach Beginn der epiduralen
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Infusion zeigte sich sowohl in der Kontrollgruppéevauch bei den Tieren der TEA-Gruppe
eine signifikante Abnahme (Kontrollgruppe versussgangswert, TEA-Gruppe versus
Kontrollgruppe und Ausgangswert). Nach 60 min Epgtamie war eine weitere leichte
Abnahme bei beiden Gruppen zu erkennen, welcheéi&iKontrollgruppe eine Signifikanz
versus Ausgangswert und fur die TEA-Gruppe einenikgnz versus Ausgangswert und
Kontrollgruppe zeigte. Auch im weiteren Verlauf&etsich dieser Trend fort. So zeigte sich
nach 120 min Endotoxindmie eine signifikante Abnahdes Hamatokritwertes in der
Kontrollgruppe (zum Ausgangswert) und ein ebenfsilimifikanter Abfall bei den Tieren der
TEA-Gruppe zum Ausgangswert wie auch zur Kontroibgpe.
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Abbildung 3.7: Anderung des Hamatokrit im Versuchsverlauf. CTRIKentrollgruppe, TEA = Gruppe mit
thorakaler Epiduralandsthesie, ETX = Endotoxinamie, Signifikanz zum Ausgangswert mit p < 0,05, § =
Signifikanz zur Kontrollgruppe mit p < 0,05.

Der pH-Wert (Abb. 3.8) lag zu Beginn des Versuchesder Gruppe der Kontrolltiere bei
7,36 + 0,07, bei den Tieren der TEA-Gruppe bei #38,07. Nach Beginn der epiduralen
Infusion zeigte sich in der Kontrollgruppe ein teier Abfall des pH-Wertes, wahrend bei der
TEA-Gruppe ein signifikanter Anstieg des pH-Werzesverzeichnen war (Signifikanz versus
Kontrollgruppe und Ausgangswert). Im weiteren Veflaalso nach 60 min und 120 min
Endotoxindmie zeigte sich in der Kontrollgruppe weiterer Abfall des pH-Wertes. Auch die

Tiere der TEA-Gruppe zeigten einen progredientechten Abfall des pH-Wertes, jedoch
ohne Signifikanz.
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Abbildung 3.8: Veranderung des Blut-pH-Wertes wahrend des Vessachaufes. CTRL = Kontrollgruppe,
TEA = Gruppe mit thorakaler Epiduralanasthesie, ETndotoxindmie. * = Signifikanz zum Ausgangswert
mit p < 0,05, § = Signifikanz zur Kontrollgruppetmi< 0,05.

Bei der Messung des Base-Excess (BE; Abb. 3.9) evuats Ausgangswert bei der
Kontrollgruppe ein Wert von -6,1 + 2,2 mmol/l gersexs, bei der TEA-Gruppe ein Wert von
—4,6 = 2,4 mmol/l (signifikant versus Kontrollgrugp Nach Beginn der epiduralen Infusion
konnte bei der Kontrollgruppe ein leichter AbfadsdWertes gezeigt werden, wahrend sich
bei der TEA-Gruppe keine Verdnderung des BE-Wertigte. Bei der Messung nach 60 min
Endotoxindmie war ein Abfall des BE bei den Kolitieren nachzuweisen und zeigte nun
eine Signifikanz gegenuber dem Ausgangswert. Awlden Tieren der TEA-Gruppe wurde
eine Abnahme des BE-Wert gezeigt; es besteht $gni# versus Kontrollgruppe und
Ausgangswert. Nach 120 min Endotoxinamie konnteniterer signifikanter Abfall des BE-
Wertes in beiden Gruppen ermittelt werden (jewedisus Ausgangswert).
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Abbildung 3.9: Veranderung des Base-Excess wahrend des Versulehggs. CTRL = Kontrollgruppe, TEA =
Gruppe mit thorakaler Epiduralandsthesie, ETX = dioxindmie. * = Signifikanz zum Ausgangswert mit
p < 0,05, § = Signifikanz zur Kontrollgruppe mik,05.

Bei der Messung des Sauerstoffpartialdruckes ,;(p@bb. 3.10) zeigte sich fur die
Kontrollgruppe ein Ausgangswert von 106 + 10 mmHuy,die TEA-Gruppe ein Wert von
105+ 12 mmHg. Nach Einsetzen der epiduralen lofuskonnte in der Gruppe der
Kontrolltiere eine Abnahme des p@achgewiesen werden. Bei der TEA-Gruppe hingegen
nahm der p@signifikantzu (versus Kontrollgruppe und Ausgangswert). Imteren Verlauf
zeigten sich keine weiteren signifikanten Anderumge

Der Kohlenstoffdioxidpartialdruck (pG® Abb. 3.10) betrug zu Versuchsbeginn in der
Kontrollgruppe 35 £ 7 mmHg und in der TEA-Gruppes36 mmHg. Nach 30 min thorakaler
Epiduralanasthesie sah man in der Kontrollgrupperekonstanten pCQwahrend in TEA-
Gruppe eine signifikante Abnahme des pCtyu verzeichnen war (signifikant versus
Kontrollgruppe und Ausgangswert). 60 min nach Eagioigabe war eine Angleichung der
Werte bei den Tieren beider Gruppen zu beobachisn.ergaben sich keine weiteren
sigifikanten Anderungen.
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Abbildung 3.10: Anderung des Sauerstoff- (pO2) und des Kohlendjmitialdrucks (pCO2) wihrend des
Versuchsverlaufes. CTRL = Kontrollgruppe, TEA = @pe mit thorakaler Epiduralanasthesie, ETX =
Endotoxinamie. * = Signifikanz zum Ausgangswert rpit< 0,05, § = Signifikanz zur Kontrollgruppe mit
p <0,05.

Bei der Messung der Natriumkonzentration (Na-Komzgion) (Abb. 3.11 A) ergab sich fir
die Kontrollgruppe ein Ausgangswert von 139 + 2 rilmond fur die TEA-Gruppe ein
Ausgangswert von 138 + 3 mmol/l. In weiteren Meg@m konnten keine signifikanten
Anderungen festgestellt werden.

Die Kaliumkonzentration (Abb. 3.11 B) betrug zu Beg des Versuches fur die
Kontrollgruppe 4,4 £ 0,4 mmol/l, bei der TEA-Gruppéd + 0,4 mmol/l. Nach Beginn der
epiduralen Infusion wurde in beiden Gruppen einenafume der Kaliumkonzentration
gemessen, wobei der Wert der Kontrollgruppe silgaift gegentiber dem Ausgangswert war.
60 min nach Endotoxingabe nahm die Kaliumkonzeiotnain beiden Gruppen ab, in der
TEA-Gruppe jedoch etwas weniger als in der Kongrolppe. In weiteren Messungen nach
120 min konnte in beiden Gruppen eine signifikadtenahme der Kaliumkonzentration
beobachtet werden.
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Abbildung 3.11: Veranderung derA: Natriumkonzentration undB: Kaliumkonzentration wahrend des
Versuches; CTRL = Kontrollgruppe, TEA = Gruppe thibrakaler Epiduralanasthesie, ETX = Endotoxinamie.
* = Signifikanz zum Ausgangswert mit p < 0,05.
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3.5 Bestimmung von TNFa im Plasma

TNF ist ein proinflammatorisches Cytokin, welches vomnterschiedlichen
immunkompetenten Zellen bei Endotoxinkontakt ausigiét$et wird. Dabei scheint es einen
Zusammenhang zwischen dem Verlauf und der Hohe TNBE -Spiegels und dem
Krankheitsverlauf zu geben.

Die gesunden Tiereeigten im Plasma nur minimale Konzentrationen ¥dia (0 pg/ml
[0/ 4,39 pg/ml]; siehe Abbildung 3.12). In der Kanligruppe war die TN&-Konzentration
nach 120 min Endotoxinamie signifikant erhoht.

Bei den Tieren unter TEA-Einfluss wurde nach Begudg des Versuchs eine signifikant
hohere Konzentration des TBIFals bei den gesunden Tieren und bei den Tieren der
Kontrollgruppe gemessen (Signifikanz versus Koitgrappe und Ausgangswert (gesunde
Tiere)).
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Abbildung 3.12: TNFa-Konzentration im Blutplasma. CTRL = KontrollgruppeEA = Gruppe mit thorakaler
Epiduralanasthesie; ETX = Endotoxinamie. * = Siigaifiz zum Ausgangswert mit p < 0,05; § = Signifikamur
Kontrollgruppe mit p < 0,05.
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4. DISKUSSION

Die konstante oder periodische Aussaat von Mikraoigmen von einem Herd aus in die
Blutbahn ist bezeichnend fur das Krankheitsbild sgepBereits in der Frihphase kann es
durch unterschiedliche Faktoren zu einer Minderysoin der Splanchnikusorgane mit einer
nachfolgenden Schadigung des Darmepithels kommaduf@h scheint im weiteren Verlauf
eine Aussaat von Mikroorganismen aus dem Darmlumedie Lymph- und Blutbahnen
beginstigt zu werden. Dies kann im klinischen Zusamhang fiir die Verschlechterung der
Langzeitprognose des Patienten mit Multiorganvessagpn Bedeutung sein (Carriet al,
1986; Deitch, 1990).

In dieser Studie sollten mittels Intravitalmikrogk® die Effekte der thorakalen
Epiduralanasthesie auf die mikrovaskuldre Perfusoes terminalen Illeums in der
Endotoxindmie untersucht werden. Die Hypothese 8trdie war, dass die regionale
Sympathikolyse mittels Epiduralanasthesie die nvliskulare Perfusion in Mukosa und
Muskularis erhéht und somit die endotoxindmiebewinilinderperfusion und die damit
verbundene Oxygenierungsstorung und Schadigungpiésels verhindert.

Es zeigten sich in dieser Studie fur die beidensWensgruppen sehr unterschiedliche
Ergebnisse.

Die Tiere der Kontrollgruppen ohne TEA zeigten den Messungen der nicht-perfundierten
Kapillaren eine Zunahme in der Muskularis sowiel@n Mukosa. Bei den Tieren unter TEA
hingegen nahmen die nicht-perfundierten Kapillaremler Mukosa zu, wahrend die Werte
der Muskularis nahezu unveréndert blieben.

Die funktionelle Kapillardichte nahm in beiden Viechsgruppen sowohl in der Mukosa wie
auch in der Muskularis ab. Jedoch zeigten die Megsu in der Mukosa der Kontrollgruppe
eine geringere Abnahme der funktionellen Kapillelntie als in der TEA-Gruppe, wéahrend in
der Muskularis fiur die Kontrollgruppe einen staekekbnahme im Vergleich zur TEA-
Gruppe zu verzeichnen war.

Fur die Gesamtkapillardichte ergaben die Messungaer Mukosa der Kontrolltiere eine
Erh6hung, wahrend sich fir die TEA-Gruppe keine ahune zeigte. In der Muskularis
hingegen zeigten beide Gruppen einen ahnlich skgmfen Abfall der Gesamtkapillardichte.
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4.1 Diskussion der Methodik

Das in dieser Studie verwendete Sepsis-Modell sigtat kontinuierliche intravenése Infusion
von Escherichia coli LPS vor. Bei den Tieren, die lediglich LPS ohneor#kale
Epiduralanasthesie erhielten, kam es dabei zu diaehykardie und Leukopenie (Tabelle
3.1). Dies steht im Einklang mit einer Studie vagekt al, in der bei Ratten 3 h nach einer
intraventdsen Bolusgabe von 10 mg/kg LPS ebenfails 2unahme der Herzfrequenz sowie
ein Abfall der Leukozytenzahl beobachtet wurde (le¢eal, 2002). Diese Verdnderungen
werden der Frihphase des Krankheitsverlaufes dedotBxinamie zugeschrieben. Da die
Veranderung in Herzfrequenz und Leukozytenanzahl Tieren nachgewiesen werden
konnte, welche allein eine LPS-Gabe ohne weiteraipddation im Sinne einer thorakalen
Epiduralanasthesie erhalten hatten, kann eine Bessang dieser Parameter durch die
epidurale Katheterisierung und die intravitale Mikopie ausgeschlossen werden.

Bei diesen Tieren zeigte sich zudem ein Abfall Base-Excess (Tabelle 3.1), was flr eine
beginnende Laktatazidose aufgrund von GewebehypmwicRahmen der Endotoxinamie
sprechen konnte. Insgesamt betrachtet geben diandferungen, die dieses Sepsismodell
hervorruft, eher die Frihphase des KrankheitsbittersEndotoxindmie wieder, in der nicht
mit einer maximalen Aktivierung des Sympathikus eghnet werden kann. Eventuell
limitierte Effekte einer Sympathikusblockade siwor diesem Hintergrund zu sehen. Es
wurde jedoch bewusst dem normotensiven Modell deziy gegeben, da im Gegensatz zum
Schockmodell mit maximaler Sympathikusaktivierunge dMakrohdamodynamik als
wesentlicher Einflu3faktor auf die Mikrozirkulatiatabil bleiben sollte.

Der Vorteil des in dieser Studie verwendeten Sepsills ist zudem, dass es sich um ein
standardisiertes Verfahren handelt, welches Vargéei zwischen verschiedenen
Forschungsgruppen zulasst (Freise, Bruckner undg8i2001). Im Gegensatz zu anderen
Sepsismodellen, bei denen z. B. eine Perforation Darms oder eine intraperitoneale
Inokulation von Bakterien als Fokus bestehen, kamdem hier verwendeten Modell eine
lokale Beeinflussung der intestinalen Mikrozirkidat durch eine modellbedingte Peritonitis
ausgeschlossen werden. Um eine lokale IrritatienRiErms durch LPS zu vermeiden, wurde
in dieser Studie zudem das Toxin nicht intrapegtdrsondern intravends verabreicht.

Ein Einfluss der verwendeten Ané&sthetika auf diekraviaskulare Perfusion kann
grundsatzlich nicht ausgeschlossen werden (Longmagkd Harris, 1980). In einer Studie an
endotoxamischen Nagetieren konnte gezeigt werdess die Kombination aus Urethan und

Chloralose eine ahnliche Makrohamodynamik hervorrwie eine Dezerebration der



4. Diskussion 46

Versuchstiere. Versuche mit einer Kombination aetakiin und Xylazin zeigen einen Abfall
des Blutdrucks sowie des Herzzeitvolumens (LuebBerris und Garrison, 1998).
Desweiteren verhinderten beide genannten Kombinetio eine endotoxinbedingte
Vasodilatation der terminalen Arteriolen im Rattmrkaster (Luebbe, Harris und Garrison,
1998). Es bleibt zu hinterfragen, ob eine Anasthesiit Urethan und Ketamin ohne
Chloralose bzw. Xylazin, wie in dieser Studie vendet, &hnliche systemische Wirkungen
hervorruft. Zudem ist nicht klar, inwieweit die belsenden Studienergebnisse auf die
mikrovaskuléare Perfusion im Darm Ubertragbar simth jedoch in dieser Studie die
Anasthesie sowohl in der Kontrollgruppe als auchder TEA-Gruppe gleichermal3en
standardisiert durchgefiihrt wurde, ist von einergi&chbarkeit der Ergebnisse, unabhangig
von der systemischen Einwirkung der Anasthetikazagehen.

Der Effekt der sympathischen Blockade spielt ind@tiegenden Studie eine zentrale Rolle.
Daher ist es entscheidend zu wissen, welche Segmamt der sympathischen Blockade
betroffen sind. In vorausgegangenen Untersuchukgente mittels epiduraler Injektion einer
Farbstofflosung (Methylenblau) gezeigt werden, dalssi segmentaler Hohe der
Katheterspitze bei Th1ll eine Ausbreitung des Fafissbis Th 6 erreicht wird (Adolphst

al., 2003). Dabei wurden die gleichen Volumina an Baifiiosung benutzt wie die in der
vorliegenden Studie verwendeten Volumina an Lokid#metikum. Da zudem gezeigt worden
ist, dass die Ausbreitung des Lokalanasthetikuragldr Farbstofflosung um einige Segmente
Ubertrifft (Adolphset al, 2005; Feuk, Jakobson und Norlen, 1987; Schuk&Bérg und
Rahlfs, 1977), kann von einer adaquaten Blockade sgmpathischen Nervenfasern der
Segmente Th5-10, welche das Splanchnikusgebiebngens (Bonica, 1968), ausgegangen

werden.

4.2 Makrohdmodynamische Parameter

Der mittlere arterielle Druck (MAD) sowie die Hergfjuenz sind beides Parameter, welche
unter anderem durch das autonome Nervensystemeagguerden. So sind sie geeignet, als
Messgrof3e fir die sympathische Aktivitat herangenau werden.

Der MAD fiel bei TEA Tieren nach epiduraler Infusiovon Lidocain ab und blieb wahrend
des gesamten Experiments niedriger als in der Kbgtuppe, welche weitgehend
unveranderte Blutdruckwerte zeigte. Ein Abfall ddAD unter Epiduralanésthesie ist ein

haufig beschriebenes Phanomen und beruht auf dek&le sonst konstringierend wirkender
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Sympathikusfasern (Otton und Wilson, 1966; Kennellyet al, 1971). Das fiuhrt zu einer
Vasodilatation im blockierten Gebiet mit einem Riogldes Blutes in der Peripherie (vendses
Pooling) und einer Senkung der Vorlast. Darausltiesiein relativer Volumenmangel mit
Blutdruckabfall und vermindertem Herzzeitvolumenudém kann es allein durch die
sympathischeBlockade kardialer Fasern zu einer Verminderung Heszzeitvolumens
kommen. Ein systemischer kardiodepressiver Effed dokalan&sthetikums kann ebenfalls
nicht ausgeschlossen werden. So ist als systemiddbbenwirkung der in der
Epiduralanasthesie eingesetzten Medikamente dijera#in kardiodepressive Wirkung mit
negativer Inotropie, Chronotropie und Dromotropsewie eine generelle Vasodilatation
bekannt. In Experimenten an Kaninchen konnte gexetgden, dass die systemische Gabe
von Lidocain zu einem deutlichen Abfall des MAD ftifHoganet al, 1993). Ein Abfall des
MAD nach epiduraler Gabe von Lidocain wurde in derliegenden Arbeit jedoch toleriert,
um weitere StorgréRen wie Volumengabe oder Gabe/fasopressoren auszuschliel3en.

Die Herzfrequenz der Kontrolltiere nahm im Verlaegr Endotoxinamie zu. Dies |af3t sich als
inflammatorische Reaktion auf die LPS-Infusion @r&h. Im Gegensatz dazu konnte im
Versuchsverlauf ein Abfall der Herzfrequenz bei dEBA-Tieren gezeigt werden. Die
Regulation der Herzfrequenz erfolgt z. T. Uber efferenten Fasern des Ganglion stellatum
(Sympathikus) auf segmentaler Hohe von Th1/2 (ldedgd Webber, 1976). Dies lasst bei
den Tieren mit TEA, wie bereits oben angefiihrt, aufe Blockade der praganglionaren
kardialen Efferenzen durch die Epiduralanasthesiéef3en, durch welche ein reflektorischer
Anstieg der Herzfrequenz als Antwort auf den Blutdiabfall nicht mehr mdglich ist. Es
konnte, wie oben erwdhnt, in vorhergegangenen bBumtbungen mittels einer
Farbstofflosung gezeigt werden, dass bei einer éathpitzen-Lage auf Hohe Th 11 eine
Ausdehnung des Farbstoffs bis zum Segment Th &écletreird (Adolphset al, 2003). Es
liegt im Versuch jedoch aufgrund der vorliegendergebnisse eine Ausbreitung der
Anasthetika bis mindestens auf Segmenthdhe Th.2Diese Diskrepanz zwischen sichtbarer
Ausbreitung des Farbstoffes und messbarer Ausbieitles Lokalandsthetikums wurde
bereits durch Perfusionsmessungen (Adokghal, 2005) sowie sensorische Testung (Feuk,
Jakobson und Norlen, 1987; Schulte-Steinberg undf®a.977) belegt.



4. Diskussion 48

4.3 Nicht-perfundierte Kapillaren

Da es bei verminderter bzw. fehlender Perfusion Kigpillaren zu einem Nahrstoff- und
Sauerstoffmangel im perfundierten Gebiet kommt, d&t Dichte der nicht-perfundierten
Kapillaren ein Parameter, welcher einen guten Uldrbiber das Sauerstoff- und
Nahrstoffangebot bietet und somit auch hinweisendf @ine eventuelle durch
Perfusiondefizite ausgeldste Zellschadigung ist.

Wie in der Abbildung 3.2 A zu erkennen ist, zeigthsin der Mukosa nach LPS-Gabe im
gesamten Versuchsverlauf sowohl in der Kontrolls auch in der TEA-Gruppe eine
signifikante Zunahme der nicht-perfundierten Kapéih. Daraus folgt, dass es sich hierbei
nicht um ein Phanomen handelt, welches grundsktztiarch die Aktivierung des
sympathischen Nervensystems zu erklaren ist. Madgli®hdnomene, die mit einer
Verschlechterung der mikrovaskularen Perfusion exigéhen, sind endotheliale Schwellung,
gesteigerte Erythrozytenrigiditdt sowie Adhéasiomceukozyten und Thrombozyten. Man
bezeichnet dies als Sludge-Phanomen. Wie bereisftez (Coalsoret al, 1978; Coalsoet

al., 1975) und Kaninchen (Cybulsky, Chan und MovaB&3ezeigt werden konnte, kommt
es unter Einwirkung von LPS zu einer schweren nviks@ularen Schadigung. Sowohl durch
Hypoxie wie auch durch direkte Toxinwirkung komnst zur immunologischen Aktivierung
und zum Absterben von Endothelzellen. Insgesamtnkbres so zur Verédnderung der
GefalRinnenwande. Diese begunstigt zusammen mibden beschriebenen Vorgédngen die
Verengung der Gefasslumina und damit eine Veramgeder Rheologie des Blutes in den
Kapillaren. So konnten Eichelbronnetral. zeigen, dass bei einer erniedrigten Blutflussirate
der Endotoxindmie die Erythrozyten starker an dadohel adhérieren kénnen und es so zu
einer Verklebung und Einengung der Gefalbahn komkaen (Eichelbronner, Sibbald und
Chin-Yee, 2003). Diese unterschiedlichen Aspektesammengenommen erklaren die
deutliche Zunahme der nicht-perfundierten Kapikdéde in beiden Versuchsgruppen.

Es kommt aufgrund der oben beschriebenen Ablaugesamt zu einer deutlichen
Verlangsamung des Blutflusses. Auch wenn von ewemmehrten Sauerstoffextraktion
ausgegangen werden muss, nimmt die Sauerstoffzdtubh das sehr langsam flieR3ende Blut
ab, so dass eine verminderte Oxygenierung des Ravelges angenommen werden muss.
Aus diesem Grund wurden auch Kapillargefal3e minkawoch nachweisbarem, minimalem
Fluss als nicht-perfundierte Kapillargefal3e gewerte

Da die Tiere der Kontrollgruppe ebenfalls eine Heluwe Zunahme der nicht-perfundierten

Kapillargefal3e zeigten, scheinen die beschrieb&wegange nicht primar mit einer direkten



4. Diskussion 49

Sympathikusaktivitat in Zusammenhang zu stehernieBssich keine Auswirkung der lokalen
Blockade der Sympathikusfasern durch die TEA naddewe so dass von einer fehlenden
Sympathikuswirkung in der Mukosa ausgegangen wekean.

In der Muskularis (Abb.3.2 B) zeigte sich nach 12@ Endotoxinamie in der Kontrollgruppe
eine deutliche Zunahme der nicht-perfundierten Kagjefalle, welche in der TEA-Gruppe
nicht nachweisbar sind. So scheint es in der Kdgtippe durch Aktivierung des
Sympathikus zu einer Zunahme der nicht-perfundiekapillargefal3e in der Muskularis zu
kommen. In der TEA-Gruppe hingegen verhindert degionale Sympathikolyse den
Perfusionsausfall.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass in der Maskueine direkte Einwirkung des
Sympathikus auf die Gefal3e vorliegt, wahrend in delukosa keine direkte
Sympathikusaktivitdt nachweisbar ist. Dies kanncdudas Ergebnis einer friiheren Studie
bestatigt werden, die in der Muskularis, nicht @doin der Mukosa sympathische
Nervenfasern nachweisen konnte (Adolphal, 2003); vgl. Abb. 4.1).

Dies lasst sich auch durch die Ergebnisse deregetiden Studie bestéatigen. Offensichtlich
kann die TEA in der Mukosa keine direkte Einwirkuagf die Kapillargefalde nehmen,
wéahrend in der Muskularis aufgrund der sympathisciBdockade durch die TEA ein
vermehrter Blutfluss in den Kapillargefal3en stattét. So erklart es sich, dass die TEA
entsprechend unserer Ergebnisse keine Verbessdiungie Perfusionssituation in der

Mukosa bewirken konnte.
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Abbildung 4.1: Verteilung der sympathischen Nervenfasern in defd@gand des terminalen lleums; A: die
Farbung mit Hamatoxylin-Eosin zeigt die unterschiéddn Schichten der Darnwand (1 = Muskularis
longitudinalis propia, 2 = Muskularis circularisopria, 3 = Submukosa, 4 = Mukosa), B und C : Nadhwen
sympathischen  Nervenfasern in der Muskularis durémmunhistochemischen Nachweis von
Tyrosinhydroxylase, D: immunhistochemischer Nackwen sympathischen Nervenfasern in der Submukosa.
Sympathischen Nervenfasern in der Mukosa des tafarinlleums konnten nicht nachgewiesen werden
(Abbildung aus Adolphst al, 2003).
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4.4 Funktionelle Kapillardichte

Um die intestinale Perfusion zu quantifizieren waurdusatzlich zur Dichte der nicht-
perfundierten Kapillaren (Abb. 3.2 A und B) die ktionelle Kapillardichte in der Mukosa
und Muskularis des terminalen lleums bestimmt. fiektionelle Kapillardichte, also die
Summe aus kontinuierlich und intermittierend dutatéien Kapillaren, gilt als ein Malf3 fur
die Gewebsperfusion (Noltet al, 1995). Eine Zunahme der funktionellen Kapillarde
korreliert somit mit einer Verbesserung der nuwteti und oxidativen Versorgung des
Gewebes.

In der Mukosa der Kontrollgruppe zeigte sich im leaf keine wesentliche Verschlechterung
der funktionellen Kapillardichte, wéahrend in der A¥&ruppe eine deutliche Abnahme der
funktionellen Kapillardichte zu verzeichnen war (AB.3 A). Dies weist darauf hin, dass die
mukosale Perfusion und Oxygenierung bei den Kadltigoén besser erhalten bleibt als in der
Gruppe der Tiere unter TEA.

Diesem Phanomen konnte eine durch das sympathidehgnsystem bedingte Regulation
der Darmdurchblutung zugrunde liegen. Es kann amgemen werden, dass es nach LPS-
induzierter Aktivierung des sympathischen Nervetsys zu einer kompensatorischen
Engstellung der Arteriolen in der dicht innerviert®uskularis kommt. Damit findet eine
Umverteilung des Blutes hin zur Mukosa statt, im dafgrund fehlender sympathischer
Innervation eine derartige Engstellung der préakiémgih GefalRe wie in der Muskularis
offensichtlich nicht stattfindet. Dies hat die Ftiok, eine suffiziente Durchblutung der
Mukosa zu gewahrleisten, die vielfaltigen Aufgaloen Mukosa aufrechtzuerhalten und einen
hypoxiebedingten Gewebsschaden zu verringern bzweemeiden.

Bei den Tieren der TEA-Gruppe fand sich eine delai Abnahme der funktionellen
Kapillardichte in der Mukosa. Im Zusammenhang neilndoben ausgefuhrten Mechanismus
kénnen in der Muskularis aufgrund der Blockade dgmpathischen Nervenfasern der
Muskularis die prakapillaren Gefafl3e offensichtlidbht ausreichend kontrahieren, um eine
adaquate Umverteilung des Blutvolumens zu bewirkeiglich kommt es zu einer Abnahme
der funktionellen Kapillardichte mit einer Verminndaeg der Perfusion in der Mukosa unter
TEA.

Zuséatzlich kommt es in der Gruppe der TEA-Tierege vaben beschrieben, zu einem
deutlichen Abfall der Herzfrequenz und damit zueeinverminderten Herzminutenvolumen
mit Abfall des Blutdrucks. Es kommt zum globalen rfBsionsdefizit. Es erscheint

wahrscheinlich, dass die in der TEA-Gruppe aufgetren Perfusionsdefizite zusatzlich zu
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dem oben beschriebenen Mechanismus der Blutumiergevon Muskularis zu Mukosa in
engem Zusammenhang mit dem Blutdruckabfall stehem Rahmen der
Sympathikusblockade und auch tber systemische Aetisawirkung kommt es zudem zum
vendsen Pooling des Blutes im Splanchnikusgebietst8lit sich die Frage, ob mit einer
gruppenubergreifenden  Volumentherapie und einer atzlishen Begrenzung der
sympathischen Blockade auf Splanchnikussegmente eleutliche Verbesserung der
Mukosaperfusion in der TEA-Gruppe erreicht werdénrke. Dies wére in weiterfiihrenden
Studien abzuklaren.

In der Muskularis nahm die funktionelle Kapillardie sowohl in der Kontrollgruppe wie
auch bei der Gruppe der TEA-Tiere ab (Abb 3.3 BesDalit sich damit erklaren, dass die
Tiere der Kontrollgruppe aufgrund der Umverteiludgs Blutes zugunsten der Mukosa
GefalRe in der Muskularis durch erhohten Sympathikeg kompensatorisch engstellen. Dann
ist in diesen Kapillaren der Muskularis kein messb&lasmafluss mehr vorhanden. Bei den
Tieren unter thorakaler Epiduralanasthesie jedaninte aufgrund der Sympathikusblockade
keine entsprechende Umverteilung der Perfusiontfisdén. Es wurde durch die
sympathoadrenerge Blockade ekwmpensatorische Kontraktion der GefalRe der Musisula
verhindert, so dass eine regulative Umverteilunghdukosa wie in der Kontrollgruppe nicht
maoglich war. Man wirde somit mit einer Zunahme fiexktionellen Kapillardichte rechnen.
Allerdings kam es, wie oben bereits ausgefuhrteimem Abfall des Blutdrucks und einem
vendsen Pooling des Blutes mit einer konsekutivendgtperfusion des Intestinums. Durch
den Druckabfall und die damit verbundene Mindemm@dn des Intestinums kam es so zu
einem verminderten Blutfluss im Kapillargebiet déuskularis unter Einfluss der thorakalen
Epiduralanasthesie, was die Abnahme der funktiendflapillardichte erklaren wirde.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vortiegeistudie, dass die funktionelle
Kapillardichte in der Muskularis der Kontrolltieednahm und die Dichte der funktionellen
Kapillaren in der Mukosa sich nur geringfigig im rgkeich zum Ausgangswert der
Kontrollgruppe veranderten. Hingegen kam es zus@tztu einer Zunahme der nicht-
perfundierten KapillargefalRe in der Mukosa. Diesgelnisse waren widersprichlich, wenn
man davon ausgeht, dass die funktionelle Kapiltdmg als alleiniger Parameter fir
ausreichende Oxygenierung aussagekraftig ist. Diegelihisse der funktionellen
Kapillardichte im Vergleich mit den nicht-perfundien Kapillaren und veréandertem
Erythrozytenfluss zeigen, dass die funktionelle iKagglichte allein keine ausreichende
Aussage Uber den Versorgungs- bzw. Perfusionsalistas Darmes geben kann, da auch

trotz einer suffizient scheinenden funktionellen pHlardichte es zu lokalen
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Perfusionsdefiziten kommen kann. Unterstitzt werdiese Ergebnisse durch die Arbeiten
von Nolte und Massberg (Nol&t al, 1995; Massbergt al, 1998). Weiterhin wurde auch im
lleum von Ratten mit Pneumonie gezeigt, dass e$z ttmverénderter funktioneller
Kapillardichte zu einer Permeabilitditszunahme deikdéa mit histologisch nachweisbarem
Zellschaden kommen kann (Nevierkal, 1999). Aus diesem Zusammenhang sollte, wie in
dieser Studie geschehen, nicht allein die Messundunhktionellen Kapillardichte, sondern
weitere Parameter, wie z. B. die nicht-perfundieri€apillardichte und die
Erythrozythenfliessgeschwindigkeit hinzugezogendear um eine umfassende Beurteilung

der Organperfusion treffen zu kénnen.

4.5 Gesamtkapillardichte

Die Gesamtkapillardichte zeigt alle zur Perfusiam ¥erfligung stehenden Kapillargefalie.
Damit kann durch die gemessenen Parameter eineageistber die Perfusion des Gewebes
getroffen werden.

Bei den Ergebnissen der Gesamtkapillardichte zsugt fir die Mukosa im Versuchverlauf in
der Kontrollgruppe eine deutliche Zunahme, wahremd der TEA-Gruppe die
Gesamtkapillardichte Gber den gesamten Versuclayeneitgehend unverandert bleibt. Es
scheint bei den Tieren der Kontrollgruppe zur Rekrung von KapillargefaRen in der
Mukosa zu kommen. Diese ,neu rekrutierten* Kapdlarkdnnten zu Versuchsbeginn,
vermutlich aufgrund nur sehr geringer Perfusion rhitoreszierendem Plasma, nicht
erkennbar gewesen sein. Es wurde bereits in vaebargenen Studien gezeigt, dass es bei
verminderter Perfusion von Darmabschnitten zu einermehrten Rekrutierung von
Kapillargefassen zur Verbesserung der Perfusidmssgin kommt. Diese zusatzliche
Durchblutung neuer Kapillarabschnitte scheint einundglegender Mechanismus der
Sicherung einer suffizienten Durchblutung der Mukas sein (Granger, Kvietys, and Perry,
1982). Der Effekt der Umverteilung des Blutflusses ,neue” Kapillargefal3e konnte auch
schon im hdmorrhagischen (Lundgren und Svanvik31®eédforset al, 1984; Gosche und
Garrison, 1991; Adolphst al, 2003) und im septischen Schock (Hiltebratdal, 2003;
Revellyet al, 1996) gezeigt werden.

Dies zeigen nunmehr auch die Messergebnisse zan@legpillardichte. Die Kontrollgruppe
ist in der Lage, als Reaktion auf die Minderpedasivahrend der Endotoxindmie in der

Mukosa neue Kapillargefal3e zu rekrutieren, wahrnender Gruppe der TEA-Tiere dieses
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nicht maoglich ist. In der Muskularis hingegen zeigich in beiden Gruppen kein wesentlicher
Unterschied. So nahm sowohl bei der Kontroll- wiecka bei der TEA-Gruppe die
Gesamtkapillardichte im Laufe des Versuches lemt In der Gruppe der Kontrolltiere
konnte aufgrund des Kompensationsmechanismus mitettgilung des Blutvolumens und
Rekrutierung neuer Gefal3e eine vermehrte Durchiduter Mukosa beobachtet werden,
jedoch bedingt dieser Umverteilungmechanismus dientkaktion von Gefal3en der
Muskularis und somit auch eine Abnahme der Gesapilikalichte in der Muskularis.

In der Gruppe der TEA-Tiere hingegen findet aufgrder Blockade des Sympathikus dieser
Kompensationsmechanismus nicht statt. Es zeigt feighich insgesamt eine Abnahme der
Gesamtkapillardichte.

4.6 Arteriolendurchmesser und Erythrozytenfliessgechwindigkeit

Wie die Abbildung 3.5 zeigt, nimmt der Arteriolemdimesser in der Kontrollgruppe im
Versuchsverlauf ab, wahrend er in der TEA-Gruppeimmt. Da die Villusarteriolen der
Mukosa zugehorig sind, scheint ein direkter Eirglaer sympathischen Blockade durch die
thorakale Epiduralandsthesie auf die Arteriolendonresser unwahrscheinlich (vgl. Abb. 4.1).
Die Abnahme der Zentralarteriolendurchmesser in Kentrollgruppe kdnnte mit einer
primaren Schadigung des Endothels in der Villusatte bedingt durch die Endotoxin&dmie
erklart werden. Infolge der direkten Einwirkung dd&oxine auf das Endothel der
Kapillargefal3e kommt es zu einer endothelialen ®tlowg. Eng im Zusammenhang damit
steht das Sludge-Phanomen. Hierbei kommt es behnderter Gefal3innenwand und
veranderter Rheologie des Blutes zur vermehrtenefiahg von zellularen Bestandteilen an
die GefaBwande, welches zu einer Einengung der [defédhmesser fuhrt. In diesem
Zusammenhang kann auch die Verlangsamung des &zytbnflusses erklart werden (Miura
et al, 1996; Whitworthet al, 1989).

Sielenkamperet al. zeigten in Versuchen mit thorakaler Epiduralangsth bei gesunden
Tieren, dass bei gleichbleibendem Arteriolendurcdsee die Erythrozytenfliess-
geschwindigkeit in der Mukosa zunimmt (Sielenkamjgcker und Van Aken, 2000). Diese
Ergebnisse konnten hier nicht bestatigt werden. Bigebnisse der vorliegenden Studie
zeigten, dass es in der Gruppe der TEA-Tiere zere#unahme der Villusarteriolen-
durchmesser bei gleichzeitiger Abnahme der Erytfievdliessgeschwindigkeit kam. Der

verminderte Erythrozytenfluss lat sich wiederum iZiusammenhang mit den
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Blutdruckverhéaltnissen und dem verminderten Herzt@nvolumen erkléaren. Aufgrund des
Blutdruckabfalls und der verminderten Herzfrequeémz Rahmen der TEA kommt es zu
einem verminderten Blutfluss sowohl in der Muskislavie in der Mukosa der TEA-Tiere,
was wiederum zu einer Abnahme der Erythrozyterseschwindigkeit fuhrt. Zwar nahm in
der TEA-Gruppe der Hamatokrit wahrend des Versuahgvgl. Abb. 3.7), was zu einer
Verbesserung der FlieRBeigenschaften des Blutesriihnisste, jedoch scheint das nicht
ausreichend zu sein, um den verminderten Flussundgier oben ausgefuhrten Vorgéange zu
kompensieren.

Zusatzlich zeigt sich eine Zunahme der Arteriolendmesser in der Gruppe der TEA-Tiere.
Dies konnte Uber eine autoregulative myogene Véditstg der Arteriolen erklart werden
(Bayliss-Effekt). Zudem kodnnten fur die Zunahme deteriolendurchmesser in der TEA-
Gruppe mehrere weitere Faktoren ausschlaggebendEeiwurde bereits von Schmigtt al
gezeigt, dass unter Gabe sehr geringer Mengen \aparDin in der Endotoxindmie die
Arteriolendurchmesser unverandert blieben, wahremd ohne Dopamin unter gleichen
Bedingungen konstringierten (Schmidet al, 1996). Das hier fur die thorakale
Epiduralanasthesie verwendete Lidocain kénnte dsyskemische Wirkung ahnliche Effekte
direkt an den Villusarteriolen entwickeln und somit einer Weitstellung der Arteriolen
fuhren. Des weiteren gibt es Studien, die eine Widat@ation in Assoziation mit Tumor-
Nekrose-Faktor-alpha (TNF sowohl alleine (Vicauét al, 1991) wie auch interagierend mit
Endotoxinen (Glembot, Britt und Hill, 1996) zeigte®o gab es auch in der vorliegenden
Arbeit ein Zusammentreffen von einer Erweiterung d#lusarteriolen und einem deutlich
erhohten TNF in der TEA-Gruppe (siehe unten; Abb. 3.12).

4.7 Systemische Variablen

Die unterschiedlichen systemischen Variablen, welech der Versuchsreihe gemessen
wurden, reagieren sensitiv auf Stérungen der kérgenen Regulationsmechanismen und
sind daher gut geeignet, um einen Uberblick Uber dlirch die Versuche ausgeltsten
Mechanismen zu bekommen.

Die hamatologischen Variablen liegen trotz untaestiither Schwankungen in beiden
Gruppen weitestgehend im Normbereich (Abb 3.7 -1)3.1Der starkere Abfall des

Hamatokrit (Abb 3.7) in der TEA-Gruppe im Vergleiair Kontrollgruppe lasst sich bei

vergleichbarer Volumengabe in beiden Gruppen dufigh autoregulative Retention von
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Wasser in der Niere als Kompensationsversuch auf digrch die TEA induzierten
Blutdruckabfall erklaren. Der Anstieg des pH-Wertasder TEA-Gruppe zu Beginn der
epiduralen Infusion (vgl. Abb. 3.8) kénnte durcheeiHyperventilation als Reaktion auf die
TEA zu erklaren sein. Dadurch lieRe sich auch disahme des Sauerstoffpartialdrucks bei
gleichzeitiger Abnahme des Kohlendioxidpartialdsickzu Beginn der thorakalen
Epiduralanasthesie erklaren (Abb. 3. 10). Im weiteverlauf gleichen sich die Werte wieder
dem Normwert an.

Die Abnahme des Base-Excess (Abb 3.9) zeigt einleuskilation nicht fliichtiger Sauren.
Ein moglicher Laktatanstieg, verursacht durch denaesben Stoffwechsel im

minderperfundierten Gewebe, konnte hierfur ursébhdiein.

4.8 Konzentration von TNRa

TNF zeigt als proinflammatorisches Cytokin die immuui$che Reaktion des Kérpers auf
den Endotoxinkontakt an. Bei der Messung der aM®nzentration (Abb 3. 12) zeigt sich in
der Kontrollgruppe ein stark erhéhter Wert nachrigégung des Versuches. Diese Erh6hung
ist auf die Wirkung der Endotoxine im Organismusdundie dadurch ausgeldste
Immunantwort, bei der es zu einer massiven Aussohgit von proinflammatorischen
Cytokinen (u.a. TN&) kommt, zurlckzufiihren. Dabei scheint es einen eeng
Zusammenhang zwischen der Hohe des jeweiligen afSipiegels und dem Kklinischen
Verlauf der Patienten zu geben. Jedoch gibt es dazder Literatur unterschiedliche
Erkenntnisse. So zeigten Mozessal. eine deutliche Verschlechterung der Langzeitpregno
der Patienten mit hohem TNfSpiegel (Mozeset al, 1991). Hingegen konnte in einer
anderen Studie gezeigt werden, dass eine vermehusschittung des Cytokins im
Zusammenhang mit einer verbesserten Prognose tlentea steht (Plodeat al, 2006).

In der TEA-Gruppe liegt die TNEKonzentration nach Beendigung des Versuches ca.
viermal so hoch wie in der Kontrollgruppe. In deorkbination mit der Endotoxindmie
scheint sich unter der TEA die immunologische Antwauf die Endotoxine zu verstarken.
Bisher konnte kein direkter Zusammenhang zwischieerethorakalen Epiduralanésthesie
und einer Verstarkung der Immunantwort gezeigt @er@Procopicet al, 2001). Jedoch liel3e
sich der starkere Anstieg des TNRHn der Mukosa der TEA-Gruppe durch eine vermehrte
Schadigung des Gewebes erklaren. Wie oben gezeigtew konnte, wurde die Mukosa in

der TEA-Gruppe aufgrund verschiedener Mechanismemmdert perfundiert. Durch das
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Perfusionsdefizit kommt es dann im Verlauf zu eimermehrten mukosalen Hypoxie mit
einer vermehrten Schéadigung der Zellen. Da diesedliche Defizit in der Perfusion der
Mukosa nur die TEA-Tiere betrifft, scheint ein Zonsaenhang mit den erhdhten TNF

Werten wahrscheinlich.

4.9 Schlussfolgerung und Ausblick

Insgesamt zeigten in dieser Studie die Tiere deA-TEuppe in der Endotoxindmie ein

schlechteres Ergebnis fir die Perfusionsmessurgatieaentsprechenden Vergleichsgruppen
ohne thorakale Epiduralandsthesie. Die fehlende pemsatorische Engstellung der
Muskularisgefal3e einerseits und die deutlichendBlgkabfélle andererseits verschlechtern
die Perfusion der Mukosa bei den TEA-Tiere derddss sich aus der Sicht der hier
vorliegenden Ergebnisse keine Verbesserung, sondber eine Verschlechterung der
Intestinalperfusion der Tiere in der Endotoxindnni¢er einer TEA zeigte.

Jedoch stellt sich aus den hier vorliegenden Eligebn die Frage, ob eine Optimierung der
Blutdruckeinstellung unter einer TEA eine Verbessgr der Perfusionssituation des
Intestinums unter Endotoxindmie bringen wirde. Bis anzunehmen, dass bei stabilen
Blutdruckverhaltnissen eine deutliche VerbessemggPerfusion der Mukosa unter TEA zu
erreichen ware und damit letztlich die Intestindipgion optimiert werden kdnnte. So sollte
in weiterfihrenden Studien die Stabilisierung déart@uckverhaltnisse unter der TEA, z.B.

durch eine aggressive Volumensubstitutionstheragime Verminderung der Anzahl

blockierter Segmente oder die Gabe von Vasoprassorersucht werden Dies wirde eine
maogliche Option zur Verbesserung der Perfusionssituatiorsteen, welche zu einem

Benefit fir die TEA-Tiere fuhren wirde. Letztendllicwirde die Bestatigung dieser

Hypothese neue Wege zur Optimierung der Behandhamgseptischen Patienten erdffnen.



5. Zusammenfassung 58

5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Intestinum ist aufgrund seiner Funktion mit rseterschiedlichen Anforderungen
konfrontiert. So stehen hier nicht nur resorptivefgaben, sondern auch die Sicherung einer
effizienten Abwehr im Vordergrund. Zur Aufrechtelttag seiner Funktion benétigt der
Dunndarm daher eine ausreichende BlutversorgungRdhrmen einer Endotoxinamie kann es
jedoch zu einer Verschlechterung der Perfusion ldEstinums unter anderem durch eine
sympothoadrenerge Reaktion des Kdrpers kommen.ilkabe es dann im weiteren Verlauf
zu einer progredienten Zellschadigung durch Hyposé Minderperfusion bzw. durch
direkte bakterielle Einflisse kommen. Aufgrund thrdiversen unterschiedlichen Aufgaben
hat die Mukosa einen hohen,-Bedarf und verfluigt daher Uber ein besonders kaxmple
aufgebautes Kapillargefal3system. Damit ist die Makaber auch fir Schadigungen durch
Hypoxie und Toxine besonders anfallig. Bei Schadgguer Epithelschichten wird eine
bakterielle Translokation begunstigt. Der Darm kaonaufgrund seiner Standortflora sowie
durch diverse den Darm passierende Pathogene atirerimg, Perpetuierung und
Amplifikation einer systemischen Entzindungsreaktideitragen. So scheint die
Aufrechterhaltung einer effizienten intestinalerm@bsperfusion ein sinnvoller Ansatzpunkt
zur Optimierung der Behandlung von Patienten inEfetotoxindmie zu sein.

Im Rahmen einer thorakalen Epiduralanasthesie komest zur Blockade der
sympathoadrenergen Fasern im anasthesierten GBlaieei gibt es in Bezug auf den Darm
unterschiedliche Erkenntnisse Uber die EinflisgeTdeA auf die Intestinaldurchblutung. So
wurde in einigen Studien nachgewiesen, dass die ZlEAiner unveranderten, teilweise sogar
zu einer verminderten Perfusion filhren kann. Jedmoften andere Studien, dass die TEA
mit einer deutlichen Verbesserung der Gewebsperiusnhergeht.

Die Hypothese dieser Arbeit war daher, dass eing& iflsgesamt zu einer Verbesserung der
Durchblutung des Intestinums fuhrt und somit hypolke Zellschadigungen im Rahmen der
Endotoxindmie verhindert bzw. minimiert werden kénnUnter diesem Aspekt wére die
TEA ein vielversprechender Behandlungsansatz zer aflerbesserung der Situation und der
Therapie von Patienten mit Ganzkorperinflammatiomd u Sepsis.  Unter dieser
Arbeitshypothese wurden in dieser Studie erstmdig Auswirkungen einer thorakalen
Epiduralanasthesie auf die Perfusion der Muskuland Mukosa des Dunndarms unter
Endotoxindmie untersucht.

Die Versuchsreihen wurden an einem standardisieftermodell durchgefiihrt. Es wurden

vier Versuchsgruppen zu jeweils acht Tieren gehildeobei jeweils zwei Gruppen der
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Untersuchung der Mukosa und zwei Gruppen der Uimtbrsng der Muskularis zugeordnet
wurden. Dabei wurde jeweils einer Gruppe Lidocais Anasthetikum in der TEA
verabreicht, die Kontrollgruppe erhielt eine enegrende Menge isotonischer
Kochsalzlésung. Im weiteren Verlauf wurde nach gretsshender Vorbereitung und Lagerung
der Tiere das terminale lleum fur die Intravitalnegkopie ausgelagert. Zur Messung der
Muskularisdurchblutung wurden Aufnahmen der serdSeite des Darmes angefertigt, zur
Erstellung der Bilder der Mukosa wurde der Darmffagi. Nach 30-minutiger Stabilisation
wurde ein Bolus eines Fluoreszenz- Farbstoffs verelt und die ersten Videoaufnahmen
angefertigt (Ausgangswerte). Dann wurde mit deradezichung des Anéasthetikums bzw. der
isotonischen Kochsalzlosung begonnen und weiterakumen nach 30 min durchgefihrt
(epidurale Infusion). Zur Sicherung der Vergleicikest der Messungen wurde ein
elektronisches, an den Versuchstisch gekoppeltesdittatensystem benutzt. So konnte bei
den Aufnahmeserien jeweils die gleichen Gewebeatlitteraufgesucht werden. Dann wurde
die intravendse Gabe des LPS begonnen und weitefealAmen nach 60 und 120 min
erstellt. Die intestinale mikrovaskulare Perfusionausgelagerten Darmsegment wurde per
Epifloureszenz analysiert. Dabei wurden die etstelEchtzeitvideosequenzen aufgezeichnet
und spater offline ausgewertet. Die aufgezeichnkKsgrillarnetzwerke wurden dann mit einer
speziell entworfenen Software analysiert. Zur Baluhg der mikrovaskuldren Perfusion
wurden funktionelle Kapillardichte, nicht-perfundee Kapillardichte und
Gesamtkapillardichte in der Mukosa und Muskularstbmmt. Zusatzlich wurden in den
mukosalen Villi die Durchmesser der Zentralartemolgemessen. Desweiteren erfolgte die
Bestimmung der Erythrozytenfliessgeschwindigkeit oher etablierten ,Frame-by-Frame®-
Methode. Es wurden regelméalRige Messungen der H&,MBD und unterschiedlicher
systemischer Laborvariablen durchgefuhrt sowie Kiimzentration von TNF im Plasma
gemessen.

Die Ergebnisse der Messungen zeigten, dass die Her Kontrollgruppen ohne TEA im
Rahmen einer normotensiven Endotoxinamie offengithin der Lage sind, durch einen
Kompensationsmechanismus die Perfusion der Mukaossichern. Dabei wird der Blutfluf3
von der Muskularis hin zur Mukosa umverteilt. Esheiot sich hierbei um einen
Mechanismus zu handeln, der grundsatzlich in deskularis lokalisiert ist. Es kommt zur
Kontraktion der Muskularisgefdsse durch sympatl@schEinfluss und damit zur
Umverteilung des Blutes in Richtung der Mukosa uRekrutierung neuer Kapillargefal3e.
Dadurch wird die Perfusion der Mukosa stabilisiend einer Schadigung des Endothels

vorgebeugt. Im Gegensatz dazu zeigten die TierelTB&-Gruppe diesen Mechanismus zur
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Sicherung der Mukosaperfusion nicht. Durch die Béate der sympathischen Nervenfasern,
welche sich in der Muskularis befinden, waren dieerd nicht in der Lage, die
Muskularisgefasse kompensatorisch zu kontrahieudem kam es im Rahmen der
thorakalen Epiduralanasthesie zuséatzlich zu eindfalAder Herzfrequenz, des Blutdrucks,
zum venésen Pooling im Splanchnikusgebiet und Kartsezu einer globalen Hypoperfusion
im untersuchten Gewebe. Dies wiederum fiihrte zwereMerminderung der mukosalen
Perfusion. Folglich fuhrte die thorakale Epidurastmesie unter diesen Bedingungen zu einer
Verschlechterung der Perfusion und OxygenierungMekosa und damit vermeintlich zu
einer vermehrten Schadigung des Darmepithels, dieeimem starken Anstieg der TNF-
Konzentration einherging.

So lasst sich abschlieRend feststellen, dass diéreéhierhaltung eines adaquaten
Perfusionsdruckes essentiell fur die OptimierungMeiroperfusion des Splanchnikus unter
thorakaler Epiduralandsthesie zu sein scheintsEanzunehmen, dass es unter optimierten
Blutdruckverhaltnissen eine Verbesserung fir diguBmnssituation des Intestinums unter
TEA in der Endotoxindmie gibt. In weiteren Studsmilte untersucht werden, inwiefern sich
die Perfusion der Mukosa unter TEA bei Optimierudes Perfusionsdruckes, z B. durch
aggressive Volumentherapie oder Hinzunahme von pfassoren, verandert bzw. verbessert.
Hieraus konnte sich dann langfristig gesehen euendénsatz fir die Therapie und damit

eine Verbesserung der Situation septischer Patieargeben.
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