Aus dem Institut fir Arbeitsmedizin der
Charité - Universitatsmedizin Berlin
Freie Universitat Berlin und Humboldt-Universitat zu Berlin
und dem
Institut fur Tierpathologie
des Fachbereichs Veterinarmedizin der

Freien Universitat Berlin

Standardisierung eines normothermen Hamoperfusionskreislaufes zur Vitalerhaltung
eines Jejunumpraparates des Schweins als Grundlage spaterer

Resorptionsuntersuchungen

Inaugural- Dissertation
zur Erlangung der Grades eines
Doktors der Veterinarmedizin
an der

Freien Universitat Berlin

vorgelegt von
Nadine Schroder-Koch, geb. Koch

Tierarztin aus Heidelberg

Berlin 2016

Journal-Nr.: 3778



Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs Veterinarmedizin

der Freien Universitat Berlin

Dekan: Univ.-Prof. Dr. J. Zentek

Erster Gutachter: Priv.- Doz. Dr. C. Grol3e-Siestrup
Zweiter Gutachter: Prof. Dr. R. Rudolph

Dritter Gutachter: Prof. Dr. J. R. Aschenbach

Deskriptoren (nach CAB-Thesaurus):
pigs, ischaemia, hemoperfusion (MeSH), jejunum, resorption, alternative
method, histology

Tag der Promotion: 23.05.2016

Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek

Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der Deutschen
Nationalbibliografie; detaillierte bibliografische Daten sind im Internet Uber
<http://dnb.ddb.de> abrufbar.

ISBN: 978-3-86387-754-5
Zugl.: Berlin, Freie Univ., Diss., 2016

Dissertation, Freie Universitat Berlin
D 188

Dieses Werk ist urheberrechtlich geschutzt.

Alle Rechte, auch die der Ubersetzung, des Nachdruckes und der Vervielfaltigung des Buches, oder
Teilen daraus, vorbehalten. Kein Teil des Werkes darf ohne schriftliche Genehmigung des Verlages in
irgendeiner Form reproduziert oder unter Verwendung elektronischer Systeme verarbeitet,
vervielfaltigt oder verbreitet werden.

Die Wiedergabe von Gebrauchsnamen, Warenbezeichnungen, usw. in diesem Werk berechtigt auch
ohne besondere Kennzeichnung nicht zu der Annahme, dass solche Namen im Sinne der
Warenzeichen- und Markenschutz-Gesetzgebung als frei zu betrachten wéaren und daher von
jedermann benutzt werden durfen.

This document is protected by copyright law.
No part of this document may be reproduced in any form by any means without prior written
authorization of the publisher.

Alle Rechte vorbehalten | all rights reserved

© Mensch und Buch Verlag 2016 Choriner Str. 85 - 10119 Berlin
verlag@menschundbuch.de — www.menschundbuch.de



Meiner Mutter (in Memoriam)






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung und Aufgabenstellung.........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiciireerreree e 9
T EINIEIUNG et 9
1.2 Aufgabenstellung ... 11
2 LiteraturauUSWertuNQ .......cccccceiiiiiiiiiiiinsirr s nn s nnnnes 13
2.1 Anatomischer Aufbau des Schweinedlinndarms ...........ccccooiiiiiiiieiiee e, 13
2.2  Histologischer Aufbau des Schweinedlinndarms.............cccccooiiiiiiiiiic e 15
2.3  Physiologie des Schweinedlnndarms ............ccooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiccc e, 18
2.3.1 KohlenhydratverdauUuNng.............uueueeueeeeiiiiiiiiiiiieiiiieieeeeeeeeeeeaeeeeeeeensesaseesneennnennne 19

2.4  Modelle zur Untersuchung der enteralen Resorption - historischer Uberblick und
Grundlagen des isoliert perfundierten DUnndarmsegments ...............uevvvvvvvvvvvvennnns 22
2.5 Ischamie und Reperfusionsschaden.............cccooiiii 24
2.5.1 Ischamie-Reperfusionsschaden des Dinndarms...............cccoooe, 27
3 Tiere, Material und Methoden ...........ocoeiiiiiciiirecrr e r s e e e e e mana s 29
3.1 SPENAEILEIE ... 29
3.2 Organ- und BIUIGEWINNUNG ......ccoiiiiiiiiiiiiiiee e 29
3.3 VersUChSAUDAU ........coiiiiie e e 32
3.3.1  Extrakorporales KreislaufSystem..............ocooiiiiiiiiii e 32
3.3.2  BIUKIEISIAUT ... 33
3.3.3 DialysatKreiSlauf...........oooii i 34
3.3.4  0Organlagerung.........ccoooiiiiiiiiii 35
3.3.5  Module fiir Gas- und Stoffaustausch ................cccccc 36
3.3.6 =Y 1L o R 36
3.4  Vorbereitungen an der Darmperfusionsapparatur ..........cccooeoiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 37
3.5 Organanschluss und normotherme Perfusion ............cccccooiiiiiiiiiieeeeeen 38
3.6 Applikation der MaltoSEIOSUNG .........ccoveeiiiiiiii i e e e e e e e eeees 40
3.7 ProbenentnahMen ... 40
3.7.2 1110 0] oY o P 41
3.7.21 Sauerstoffverbrauch ........ ... 42
3.7.3 DialysSatproben..........eeii i 42
3.7.4 INGESLAPIODEN ... 42
3.8  Hamodynamische Parameter ... e 43
3.8.2  OrganWiderstand ...........oocuuiiiiiiiiee e 43
3.9 0rgangewiChte ..., 43
3.10 Gewebeprobenentnahme und Bearbeitung der Gewebeproben .............ccccceeeeeennn. 44
3.11  Darmperfusionen und Gruppeneinteilung ..o, 44
3.12  HistologiSChe AUSWEITUNG.......uuuuiiiieeie et e e e e e s e e e e e e e aenan e e e e eeeeeees 45
3.13 Statistische Auswertung, grafische Darstellung und Bildbearbeitung..................... 47



Inhaltsverzeichnis

3.14 Eingesetzte SUbStanzen ..., 48
3141 DHAIYSAL ..o 48
G T B 307 (o Tor g 7= 1 v [o 11 | T 49
3.14.3 Blutgerinnungshemmer: Heparin ..............oooiiiiiiiiiiiee e 49
G T B A /=Y | (0 1=T=1 011U T I 49
3.14.5 NoradrenaliNlOSUNG ........ccoeeiiiiiiiii e e e e e e e eee s 50
3.14.6 FOrmaldenydIOSUNG.......cooiiiiiiiiiiiie e 50

4 ErgebniSSe ...t rrr s e r e e e rna e e e e e e nnnnnnsranaaeaennenn 51

4.1 Hamodynamische Parameter ... 51
4.1.1 Organwiderstand.............ooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 51

4.2 Hamatologische Parameter .............oooo i 52
L I =10 0 = (o ] 4o | PSPPSR 52
4.2.2 Freies HAMOGIODIN .......uiiiiiiiiiie e e 53

B U o] (o] T 0 F= T = 1 41T () PPN 54
7 T I - 10 1= =1 (o ) i PSPPSR 54
4.3.2 GIUKOSE ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnes 55
4.3.3 LaKEat ..o e aaa e e e e 56

4.4 Ergebnisse der Darmgewichtsuntersuchungen................oiiiii i, 57
4.4.1 NettodarmMgeWICHTE .......ooeeiiii e e e e e e e e eeae 57
4.4.2 Differenzen der NettodarmgewicChte..............uuviiiiiiiiiiii e 58

4.5 Ergebnisse der histologischen AUSWEIrtUNG.........coovviiiiiiii i e e 59
4.5.1 Grad der EpithelSChAdigUuNG...........cueiiiiiiiiiiiee e 59
4.5.2 Grad der OdematiSIBrUNG..........cveeeeeeeee e e e 60

T T U g o= T T= T o T - 60
4.5.2.2 TUNICA MUSCUIAIIS ... e e e e e e e e e e e e e e eas 61
5.2.2.3 Tela SUDMUCOSA ......ccoeiiiiiiieieeeeeee e 62
N S U o Tor= TN 10T 7 63

4.6 Bilddokumentation der HiStOlOgie ..........oooiiiiiiiiiiii e 64
4.6.1 Bilddokumentation der Epithelschadigung..........cccceeiiiiiiiiiiiii e, 64
4.6.2 Bilddokumentation der OdematiSierung.............ccooveveeveeeeeueeeeeeeeeeeeeee e 68

I T Vo= T T=T o T 68
4.6.2.2 TUNICA MUSCUIAIIS ... .. e e e e e e e e s e e e e e e e e e eeas 70
4.6.2.3 Tela SUDMUCOSA ......uuie e 73
L G S V| o To= TN T Lo - 75
5 DiSKUSSION .....ouiccr s s s s s n e e e e e e e s 81

5.1 Diskussion der MethodiK..........ccoooiiiiiii 81

5.2 Diskussion der ErgebniSSe ..........euiiiiiiiiiiiiiiiee e 83
20 I o F= T o T Y7 =T o T 83
5.2.2 HAMATOIOGI ...t 84
5.2.3 FUNKUONSPArameEter........coooiiiie e 85



Inhaltsverzeichnis

5.2.4 DarmgewichtsuntersuChUNG...........coooiiiiiiiiii e 87
5.2.5 HistologisSChe AUSWEITUNG ........uuiiiiiiiiiiiieie e 88
5.2.5.1 Grad der Epithelschadigung .............cccccc 88
5.2.5.2 Grad der OdematiSIBrUNG ...........ceveveueeueeieeieeeeeeeeeeeee e 90

6 ZUSAMMENTASSUNG....ciiiiiiiinnirrre i s e e nnr e e e e e e e annnnns 93
T SUIMMANY ... s s s s s s s s s s R s s s R R s s R s s s aaaaanananassrnnen 95
8 LiteraturverzeiChRis ..o s 97
L2 TN 01 T T o SOt 111
9.1 ADKUrZUNGSVEIrZEICHNIS ...t 111
9.2 AbbiIldungSVErzeiChNIS ........ccoiiieeiee e 113
9.3 TabelleNVerZEIiChNIS .....cccoeieeeeeeee e 115
9.4 Ausgangswerte im Blut, hamodynamische Regelgréoen und Gewichte .................... 115
9.5 Ausgangsscores der histologischen Bewertung .............ccccccoiiiiiiiiieeeee e 122
10 PublikationsverzeiChnis ... 125
11 Danksagung und Selbststandigkeitserklarung.........cccccovvviiiiiiiiieeeieecvec e 127






Einleitung und Aufgabenstellung

1 Einleitung und Aufgabenstellung
1.1 Einleitung

Experimentelle Studien mit Organen, die aulierhalb des Korpers eine bestimmte Zeit am
Leben erhalten werden kdnnen, sind seit tGber 120 Jahren Gegenstand und Methode der
Forschung. Auf dem Sektor der Grundlagenforschung, der Pharmakologie, der Toxikologie
und der Transplantationsmedizin besteht ein grolies Interesse an der Moglichkeit, Organe in
einem extrakorporalen System am Leben zu erhalten und so verschiedenste
Fragestellungen in vitro untersuchen zu kénnen. Wenn diese Perfusionen Tierversuche
ersetzen konnen, ist das von besonderer Bedeutung flir den Tierschutz. Da der Darm, neben
der Lunge und der Haut, ein Organ ist, Uber das Fremdstoffe in den Koérper gelangen
kénnen, so kann neben physiologischen Resorptionsvorgdngen von Nahrungsbestandteilen
oder Lebensmittelzusatzstoffen auch die Aufnahme von pharmakologisch oder toxikologisch
wirksamen Substanzen - wie schadstoffkontaminierten Bodenproben - selektiv untersucht
werden. Auch auf dem Gebiet der Transplantationsmedizin besteht ein Bedarf an Modellen
mit moglichst in-vivo nahen Verhaltnissen zur Untersuchung von Ischamie-
Reperfusionsschaden und von Methoden, solche Schaden zu vermeiden sowie zur
Entwicklung von Konservierungslésungen speziell fur Darmtransplantate, um damit
AbstoBungsreaktionen zu minimieren (Roskott et al. 2011).

Fur die Untersuchung von Ischamie-Reperfusionsschaden unter Verhaltnissen entsprechend
denen innerhalb eines lebenden Organismus ist ein Perfusionsmodell mit autologem Blut
besonders geeignet.

Die bereits erhaltlichen industriell hergestellten Perfusionsapparaturen sind meist auf die
Verwendung blutfreier Perfusionsmedien ausgelegt. Die Weiterentwicklung von
Perfusionsmodellen, die auf die Verwendung von Blut ausgelegt sind, ist daher wichtig
(Lautenschlager et al. 2010).

Schweine werden in den letzten Jahren nicht nur vermehrt als Versuchstiere eingesetzt, sie
eignen sich auch aufgrund ihrer Anatomie und Physiologie als Spendertiere flr
Organperfusionsmodelle, da sie nicht nur hinsichtlich ihres Herzkreislaufsystems und ihres
Harntraktes sondern auch in ihrem gesamten Verdauungssystem dem Menschen &hnliche
anatomische und physiologische Charakteristika aufweisen (Swindle et al. 2012). Auch die
Starkeverdauung, der in der vorliegenden Arbeit als Funktionstest Bedeutung zukommt,

gleicht der des Menschen (Moughan et al. 1992).

In einem extrakorporalen Kreislaufsystem sind die Erythrozyten aufgrund des Kontaktes mit
nicht koérpereigenen Materialien sowie der Benutzung von Rollenpumpen hohen

mechanischen Belastungen ausgesetzt. Beschadigungen der Erythrozytenmembran mit der
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Folge von Hamoglobinfreisetzung kénnen auftreten, wenn durch Scherkrafte die biaxialen
Spannungen zu hoch werden (Leverett et al. 1972). Dazu kommt eine erhohte
Thrombozytenaggregation, welche zur Bildung von Thromben fiihren kann. Dies erfordert

den Einsatz von gerinnungshemenden Substanzen wie Heparin.

Die ethisch sensibilisierte Gesellschaft und der Gesetzgeber fordern die Entwicklung valider
Ersatzmethoden zum Tierversuch. Bereits 1959 erarbeiteten die britischen Wissenschaftler
Russel und Burch in ihrem Buch ,The Principles of Humane Experimental Technique“ das
3-R-Prinzip. Dieses Prinzip basiert auf den MalRnahmen, Tierversuche zu ersetzen (replace),
das Leiden der Vesuchstiere zu minimieren (refine) und die Versuchstierzahlen durch
statistische Optimierung und intelligentes Versuchsdesign zu reduzieren (reduce). Das
Modell der isolierten Organperfusion gehdért neben in vitro Untersuchungen an
verschiedenen Zellkulturen zum anerkannten Ersatzverfahren fir Tierversuche (BMELV
2005 und 2011) und kann diese oft ersetzen.

In der vorliegenden Arbeit soll das Modell der isolierten Hamoperfusion von Herzen (Grol3e-
Siestrup 1993, Modersohn et al. 2001), Nieren (GrofRRe-Siestrup 1993, 2002 a+d, 2003,
Hochel et al. 2003, Unger et al. 2007), Extremitaten (Nogueira 1999, Grolie-Siestrup 2002e),
Lebern (GroRe-Siestrup et al. 2002 b+c, Grolie-Siestrup et al. 2004, Nagel et al. 2005,
Thewes et al. 2007), Lungen (Grole-Siestrup et al. 2002a, Kamusella et al. 2009) und
Eutern (Kietzmann und Loscher 1993, Kietzmann et al. 1993, Schumacher et al. 2011)
modifiziert und fir die Perfusion von isolierten Jejunumabschnitten etabliert werden.

Es liegen zwar eine Reihe von histologischen Untersuchungen isoliert perfundierter
Darmabschnitte vor, doch beschranken sich diese Untersuchungen auf die Mukosa und
deren eventuelle perfusionsbedingete Veranderung. In vorliegender Studie soll eine

komplette histologische Aufarbeitung und Beurteilung aller Darmschichten erfolgen.
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1.2 Aufgabenstellung

Ein vorhandener Organperfusionsaufbau fir die normotherme, isolierte Organperfusion von
Niere, Leber, Herz und Extremitat soll fir die Perfusion von Jejunumabschnitten adaptiert
und soweit erforderlich umgebaut werden.

Mit diesem Aufbau sollen mindestens 10 Jejunumperfusionen Uber je drei Stunden
durchgeflhrt werden mit dem Ziel der Standardisierung des Verfahrens. Die bendétigten
Darmabschnitte sollen méglichst schonend zunachst operativ gewonnen werden, spater
mdglichst von Schlachtschweinen oder von Versuchsschweinen, die aus anderen Griinden
getotet werden mussen.

Zur Beurteilung des Grades der Odematisierung und damit der Perfusionsqualitat sollen die
Darmabschnitte vor und nach der Perfusion gewogen werden. Als Vitalititsparameter sollen
der Sauerstoffverbrauch bestimmt, der Laktatspiegel, die enzymatische Spaltung von
Maltose zu Glukose sowie deren Resorption, der Hamatokrit und das freie Hamoglobin
gemessen werden. Es soll eine histologische Einteilung der Schwere eventueller
pathologischer Schaden an der Epithelschicht sowie des Grades der Odematisierung in jeder
einzelnen Darmwandschicht erfolgen.

Dabei ist die Gegentiberstellung von Schaden durch die Organgewinnung (Kontrollgruppen)

und Schaden durch die Hamoperfusion (Versuchsgruppen) von besonderem Interesse.
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2 Literaturauswertung

2.1 Anatomischer Aufbau des Schweinediinndarms

Der Darm (Intestinum) des Schweins setzt sich, wie bei allen anderen Haussaugetieren, aus
dem Dinndarm (Intestinum tenue), dem Dickdarm (Intestinum crassum) und dem distalen
Afterkanal (Canalis analis) zusammen und betragt in etwa das 15-fache der Kérperlange des
Tieres (Vollmerhaus und Roos 1999). Der Dinndarm Iasst sich in drei weitere Abschnitte
unterteilen: den Zwolffingerdarm (Duodenum), den Leerdarm (Jejunum) und den Huftdarm
(leum). Die Lange des Jejunums betragt beim adulten Schwein etwa 14-19 m, somit ist es
der langste Abschnitt des Schweinedarms (Vollmerhaus und Roos 1999). Es enthalt post
mortem oft nur geringe Mengen an Speisebrei und wird daher meist in leerem Zustand
angetroffen (daher der Name ,Leerdarm®).

Der Beginn des Jejunums ist die Flexura duodenojejunalis am Ende der Plica duodenocolica.
Das Ende des Jejunums bzw. der Ubergang zum lleum wird durch den Ansatz der Plica
ileocaecalis gekennzeichnet. Die zahlreichen engbogigen Schlingen des Jejunums hangen
an einer etwa 0,2 m langen Gekrdseplatte (Mesenterium craniale), die nach innen hin zur
Gekrosewurzel zusammengerafft ist (Radix mesenterii) (Abb. 1, S.12). Das somit sehr lange
Gekrose verleiht dem Jejunum eine grofle Beweglichkeit und kann bei Laparatomien leicht
nach aufllen verlagert werden, um so einen besseren Zugang zu anderen
Abdominaleingeweiden zu erlangen. Die Schlingen des Jejunums fiillen im Wesentlichen die
rechte Bauchhohlenhalfte aus, da die linke Halfte der Bauchhohle beim Schwein vom
kegelférmigen Colon ascendens und vom Caecum beansprucht wird. Kranial kommen die
Jejunalschlingen in Kontakt mit Magen und Leber, dorsal bzw. kaudal mit dem Duodenum,
dem Pankreas, der rechten Niere, dem Endabschnitt des Colon descendens, der Harnblase
sowie dem Uterus bei weiblichen Tieren (Salomon 2005). Bei stark gefllitem Magen wird das
Jejunum etwas weiter nach kaudal gedrangt.

Die arterielle Versorgung des Jejunums Ubernehmen die Aa. jejunales, welche im
Mesojejunum verlaufen, radiar zu den einzelnen Jejunalschlingen ziehen und untereinander
durch GefalRbégen verbunden sind (Abb. 1). Die Aa. jejunales entspringen aus der A.
mesenterica cranialis. Der vendse Abfluss erfolgt ber die gleichnamigen Vv. jejunales, die
das aus dem Jejunum stammende Blut Uber die V.mesenterica cranialis der V. portae und so
dem Pfortaderkreislauf der Leber zufiihrt (Salomon 2005).

Die Lymphknoten des Jejunums, Lnn. jejunales, liegen im Mesojejunum entlang der Aa.
jejunales und gehéren zum Lc. mesentericum craniale (Salomon 2005). Dieses
Lymphocentrum fiihrt die aus dem Einzugsgebiet der A. mesenterica cranialis stammende

Lymphe Uber den Tr. intestinalis in die Cysterna chyli, dem Ursprung des unpaaren
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Brustlymphgangs (Ductus thoracicus). Die Lymphe aus dem Dinndarm ist von milchigem
Aussehen, da hierlber die aus dem DUnndarm resorbierten Fette transportiert werden.

Die Innervation des Dinndarms erfolgt sympathisch iber den Plexus mesentericus cranialis
mit seinem pravertebralen Ganglion mesentericum craniale und parasympathisch Gber den
N. vagus. Desweiteren verfugt der Darm Uber ein intramurales Nervensystem, das in zwei
grolien Komplexen angeordnet ist: dem Plexus myentericus (Auerbach) zwischen Langs-
und Ringmuskulatur sowie dem Plexus submucosus (Meissner) zwischen Ringmuskulatur
und Lamina muscularis mucosae (Salomon 2005). Beide Plexus versorgen sowohl die
Blutgefalle und Epithelzellen als auch die glatte Muskulatur des Darms und werden afferent
von sympathischen und parasympathischen Impulsen beeinflusst. Ebenso sind sie in der
Lage, efferente Impulse sowohl zu den pravertebralen Ganglien als auch zum ZNS zu
schicken. Vereinfacht lasst sich sagen, dass der Sympathikus hemmend und der

Parasympathikus férdernd auf die Funktionen des Darmes wirkt.

Abbildung 1: Darm des Schweines, schematisch (nach Salomon 2005)

1 Pars pylorica des Magens, 2 Pars cranialis duodeni, 3 Pars descendens duodeni, 4 Pars
transversa duodeni, 5 Pars ascendens duodeni, 6 Jejunum, 7 lleum, 8 Caecum, 9 Gyri
centripetales, 10 Gyri centrifugales, 11 Colon transversum, 12 Colon descendens, 13
Rectum, 14 Radix mesenterii mit A. mesenterica cranialis, 15 Mesojejunum, 16 Plica
ileocecalis, 17 Plica duodenocolica

14
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Der Darm des Schweins ahnelt dem Darm des Menschen in anatomischem Aufbau und
embryonaler Entwicklung mehr als der Darm anderer groRer Saugetiere, was ihn derzeit zu

einem idealen Objekt fir die enterale Forschung macht (Yandaz et al. 2012).

2.2 Histologischer Aufbau des Schweinediinndarms

Der allgemeine histologische Aufbau des Verdauungstraktes aller Saugetiere basiert auf
einer immer gleichen Grundstruktur. Abgesehen von lokalen funktionsbedingten
Spezialisierungen, weist die Wandstruktur die folgenden grundséatzlich gleichen baulichen

Merkmale auf:

Schleimhaut (Tunica mucosa), bestehend aus:

Schleimhautepithel (Epithelium mucosae)
Schleimhautbindegewebe (Lamina propria mucosae)
Schleimhautmuskulatur (Lamina muscularis mucosae)

Unterschleimhaut (Tela submucosa)

Muskulatur (Tunica muscularis), bestehend aus:

Kreismuskelschicht (Stratum circulare)
Langsmuskelschicht (Stratum longitudinale)

Serosa (Tunica serosa), bestehend aus:

Serosabindegewebe (Lamina propria serosae)
Serosaepithel (Epithelium serosae, Mesothelium)
(Liebich 2004)

Die Schleimhautschicht (Tunica mucosa) kleidet den Darm von innen aus. Sie lasst sich in
drei Unterschichten einteilen:

Das mit Schleim (berzogene Schleimhautepithel (Epithelium mucosae) ist zur
OberflachenvergroRerung in makroskopisch sichtbare Querfalten (Plicae circulares) gelegt
und darlber hinaus mit Schleimhautzotten (Villi intestinales) ausgestattet. Diese im
gesamten Dunndarm befindlichen Zotten sind beim Schwein im Jejunum am langsten. Die
Grenzflache zum Lumen wird Uberwiegend von einer Schicht hochprismatischer Saumzellen
(Epitheliocyti columnares villi), den sogenannten rersorptionsaktiven Enterozyten gebildet.
Diese besitzen einen dichten Saum aus 2000-3000 Mikrovilli, der als Bilirstensaum
lichtmikroskopisch erkennbar ist. Die Mikrovilli sind 1-1,5 ym lang bei einem Durchmesser

von 0,1 ym. Durch die auf dem Plasmalemm platzierten Enzyme, wie Dissaccharidasen,
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Phosphatasen und Lipasen wird die Resorption der Spaltprodukte der Futterbestandteile
gewahrleistet. Des Weiteren setzt sich die Epithelschicht aus Becherzellen, endokrinen
Zellen und Paneth-Zellen zusammen. Becherzellen sind sogenannte exokrin sekretorische
Epithelzellen, die als monozelluldre Drisenzellen zusammen mit den Enterozyten die
epitheliale Deckschicht der Zotten und Krypten darstellen. Sie produzieren einen
glykoprotein- und glykolipidhaltigen Schleim, der ekkrin, d.h. unter Abgabe kleiner
Sekrettropfen, Uber die Zelloberflache freigesetzt wird. Dieser Schleim dient einerseits dem
Schutz vor enzymatischer Eigenverdauung andererseits verhindert er die pathogene
Keimbesiedlung der Epithelzellen. Endokrine Zellen (Endocrinozyti gastrointestinales)
befinden sich in den Glandulae intestinales und sondern ihr Sekret in das subepitheliale
Kapillarsystem ab. Die bei anderen Tierarten, wie beispielsweise beim Pferd beschriebenen
Paneth-Zellen kénnen beim Schwein nicht eindeutig nachgewiesen werden. In Form von
Krypten stllpt sich die Epithelschicht in das Schleimhautbindegewebe ein und bildet so die
unverzweigten Darmdrisen (Glandulae intestinales, Lieberkiihndriisen) (Liebich 2004).

Das Schleimhautbindegewebe (Lamina propria mucosae) liegt direkt der epithelialen
Basalmembran an und dient dieser als Tragerschicht. Es besteht aus lockerem
Bindegewebe und enthalt zahlreiche Blut- und LymphgefalRe, Nervenfasern, Immun- und
Mastzellen sowie einige glatte Muskelzellen. Das gut ausgebildete Kapillarnetz wird in jeder
einzelnen Zotte von einer zentral gelegnen Arteriole gespeist. Diese Arteriole zweigt sich im
Bereich der Zottenspitze in Blutkapillaren auf, die unterhalb des Epithels verlaufen und im
Bereich der Zottenbasis in Venolen Ubergehen, welche submukds einen vendsen
Gefalplexus bilden. Die Darmzotte wird zentral ebenfalls von einem Lymphgefald
durchzogen (Vas lymphaticum centrale), welches an der Zottenspitze seinen Ursprung hat
und in die submukdsen Sammellymphgefalle Ubergeht. Die in der Lamina propria mucosae
enthaltenen langsverlaufenden Muskelzellen bilden mit den dazu senkrecht angeordneten
Myofibroblasten die sogenannte Zottenpumpe. Diese Einrichtung dient durch wechselseitige
rhythmische Kontraktion und damit verbundener Verlangerung bzw. Verkiirzung der Zotte
dem Weitertransport der Lymphe. In ihr enthaltene Schlauchdriisen sind befahigt, Sekrete
oder Hormone abzugeben (Liebich 2004).

Die Schleimhautmuskulaturschicht (Lamina muscularis mucosae) begrenzt die Tunica
mucosa serosaseitig und besteht aus glatten Muskelzellen, die ihr eine geringgradige lokale
eigene Beweglichkeit verleihen.

Das aus lockerem Bindegewebe bestehende Unterschleimhautgewebe (Tela submucosa)
enthadlt zahlreiche Blut- und Lymphgefale sowie den Plexus nervorum submucosus
(Meildner-Plexus), der vegetativ die Driisenzellen der Darmschleimhaut wie auch die glatten

Muskelzellen der GefalRwande und der Muskelschicht versorgt. Ebenfalls zahlreich
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vorhanden sind freie Immunzellen (Makrophagen, Lymphozyten, Plasmazellen) sowie
Lymphfollikel (Liebich 2004).

Die Muskelschicht (Tunica muscularis) ist durchgehend aus glatter Muskulatur aufgebaut, die
sich in eine innere Kreismuskelschicht (Stratum circulare) und eine aulere
Langsmuskelschicht (Stratum longitudinale) unterteilt. Der Plexus nervorum myentericus
(Auerbach Plexus) besteht aus autonomen Ganglien, die wiederum aus vegetativen Nerven
zusammengesetzt sind. Gemeinsam mit Blut- und Lymphgefaen verlaufen diese zwischen
den beiden Muskelschichten. Der Auerbach Plexus wird durch Chemo- und
Mechanorezeptoren aus der Submukosa gereizt und sendet Uber efferente Fasern Signale
an die Muskelzellen der Tunica muscularis inklusive ihrer GefaRwande sowie an samtliche
Drusenzellen. Gleichzeitig wirken sympathische Nervenfasern hemmend auf den Auerbach
Plexus, was zur Erschlaffung der Muskulatur und 2zu Vasokonstriktion flhrt.
Parasympathische Nervenzellen sind direkt im Plexus lokalisiert, stimulieren die Motorik der
Darmwand und erhdhen die Sekretionsleistung der Drisen. Der Meiliner'sche und der
Auerbach’sche Plexus stehen auch untereinander in Verbindung und beeinflussen sich
gegenseitig bei der Regulation der Darmtatigkeit. Die Aufgaben der Muskelschichten sind
der Weitertransport sowie die Durchmischung der Ingesta mit Verdauungsenzymen.

Das serosale diinne Bindegewebe (Lamina propria serosae) liegt der Muskelschicht direkt
auf und dient als Verschiebeschicht. Dieser Schicht liegt wiederum das Serosaepithel
(Epithelium serosae, Mesothelium) auf. Es besteht aus einschichtigem Plattenepithel und hat
die Aufgabe, Stoffe aus der Bauchhdhle aufzunehmen und serdse Flissigkeiten zu
sezernieren. Das Serosaepithel bildet zusammen mit dem Serosabindegewebe die Serosa
(Tunica serosa), den &uReren Uberzug des Dinndarms. Eine bindegewebige Tunica

adventitia zwischen Muskulatur und Serosa fehlt dem Jejunum (Liebich 2004).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus einer Darmzotte (nach Liebich 2004)

1 einschichtiges hochprismatisches Epithel inkl. Burstensaum- u. Becherzellen, 2
subepitheliales Kapillarnetz, 3 zentrale Venole, 4 zentrale Arteriole, 5 Lamina muscularis
mucosae, 6 Tela submucosa, 7 Lymphgefallsystem, 8 Aufsicht auf eine Diinndarmzotte, 9
vegetatives Nervengeflecht u. glatte Muskelzellen, 10 Lieberkihn-Krypte, 11 Plexus

nervorum submucosus (Meil3ner-Plexus)

In der Transplantationsforschung dient derzeit die histologische Bewertung eines
Darmabschnittes als alleiniges Kriterium flr eine mégliche Organdysfunktion. Ebenso gleicht

das histologische Bild, welches eine Transplantatabstof3ung bei Schweinen anzeigt der des

Menschen (Yandaz et al. 2012).

2.3 Physiologie des Schweinediinndarms

Der Darm dient dem Weitertransport des Futterbreis aus dem Magen, der Durchmischung
der Ingesta mit Verdauungsenzymen und ist Ort der Verdauung und Resorption von
Nahrstoffen, Wasser, Elektrolyten und Spurenelementen. Bei den zu verdauenden
Nahrstoffen handelt es sich um Kohlenhydrate, Fette und Proteine. Der Dinndarm des
Schweins ahnelt in seiner gesamten Physiologie dem des Menschen (Yandaz et al. 2012)

und ist insbesondere im Hinblick auf die Verdauung von Starke mit dem Dinndarm des

Menschen vergleichbar (Moughan et al. 1992).
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2.3.1 Kohlenhydratverdauung

Als die wesentlichen Kohlenhydrate, die im Dinndarm enzymatisch verdaut werden, gelten
Starke und Glykogen sowie Laktose und Saccharose. Starke und Glykogen sind langkettige
Polysaccharide, wahrend Laktose und Saccharose Disaccharide sind.

Das nur im Organismus von Tieren vorkommende Speicherpolysaccharid Glykogen besteht
aus uber o-1,4 glykosidisch verknipften Glukoseeinheiten, die durchschnittlich alle zehn
Einheiten Uber eine «-1,6 glykosidische Bindung verzweigt sind. Starke, das
Speicherpolysaccharid der Pflanzen, besteht aus o-1,4 und o-1,6 verknipften
Glukoseeinheiten und kommt in zwei Formen vor, die unterschiedlich verknipft sind:
Amylose und Amylopektin.

Amylose setzt sich aus 50 — 2.000 Glukoseeinheiten zusammen, die als unverzweigte
spiralige Ketten vorliegen und o-1,4 glykosidisch verknupft sind (Scharrer und Wolffram
2005).

Amylopektinmolekile sind wesentlich langer als Amylosemolekile (2.000 — 20.0000
Glukoseeinheiten) und zudem Uber a-1,6 glykosidische Bindungen verzweigt (Burell 2003).
Das im Pankreassaft vorkommende Verdauungsenzym Amylase spaltet hydrolytisch
Amylose in Maltotriose und Maltose und Amylopektin in Maltotriose, Maltose und o-Dextrine
(siehe Abb. 3, S. 18). Dies geschieht jeweils ausschlief3lich an den o-1,4 glykosidischen
Bindungen (Seigner et al. 1985). Diese Spaltprodukte werden von Oligo- und
Disaccharidasen, die an der Blrstensaummembran des Dunndarmepithels lokalisiert sind
gebunden und zu einzelnen Glukosebausteinen bzw. zu den Monosacchariden Galaktose
und Fruktose gespalten. Zu diesen Enzymen zahlen die Maltase (Glucoamylase,
a-Glucosidase), Isomaltase (o-Dextrinase) und Saccharase (Scharrer und Wolffram 2005).
Wahrend Maltase und Saccharase einzelne Glukosemolekile hydrolytisch an der
o-1,4 Bindung abspalten, trennt die Isomaltase die o-1,6 glykosidischen Bindungen der
o-Dextrine auf, sodass die daraus entstehenden Bruchsticke durch die Maltase und

Saccharase weiter zu Glukose aufgespalten werden kdnnen (Nichols et al. 2003).
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Abbildung 3: Intraluminale Verdauung von Starke, schematisch (nach Scharrer und
Wolffram 2005)

Polysaccharide, deren Glukoseeinheiten B-1,4 glykosidisch verknupft sind (Nichstarke
Polysaccharide, NSP), wie beispielsweise Zellulose, werden weder von der Amylase noch
von den Oligo- und Disaccharidasen hydrolytisch gespalten sondern im Dickdarm mikrobiell
abgebaut (Metzler-Zebeli et al. 2010, Bach Knudsen 2011). Die Starkeverdauung ebenso
wie die Hydrolyse von Maltose und Maltooligosacchariden ist im Dunndarm des Schweins
besonders effektiv (Gunther und Heymann 1998).

Die nun vorliegenden Monosaccharide werden Uber einen sekundar aktiven Transport durch
die BlUrstensaummembran in die Epithelzellen transportiert. Dies erfolgt durch den Carrier-
vermittelten Na*-Cotransport gegen ein Konzentrationsgefalle. Dieser Glukosecarrier besitzt
neben seiner Glukosebindungsstelle zwei weitere Bindungsstellen fir Natrium, welche beide
besetzt sein miussen, um Glukose binden zu konnen. Der elektrochemische Gradient von
Natrium Uber die Blrstensaummembran hinweg ermoglicht erst den aktiven Transport von
Glukose gegen ein Konzentrationsgefalle (Scharrer und Wolffram 2005).

Zur Aufrechterhaltung des Natriumgradienten wird das Elektrolyt unter ATP-Verbrauch
mittels der Na'/K* Pumpe wieder aus der Zelle hinaustransportiert und so eine niedrige
intrazellulare Na® Konzentration aufrechterhalten. Das Kalium gelangt durch K* Kanale
wieder in den Extrazellularraum (Crane 1961, Hediger und Rhoads 1994, Takata 1996).
Dieser Na'-Glukose-Cotransporter (SGLT 1) befindet sich vorwiegend in fir die

Glukosegewinnung verantwortlichen Geweben, wie  den Epithelzellen der
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Didnndarmschleimhaut und den proximalen Tubuli der Nieren und stellt den wichtigsten
Transportweg fir Glukose aus dem Darmlumen in die Enterozyten dar (Shirazi-Beechey et
al. 2011). Der Transport der Glukosemolekiile aus der Epithelzelle in das Gefallsystem
erfolgt Uber den sogenannten erleichterten Glukosetransporter (GLUT 2). Hierbei folgt die
Glukose ihrem Konzentrationsgradienten und wird so passiv durch die Plasmamembran
transportiert (Wright et al. 2003). Dieser erleichterte Glukosetransporter befindet sich im

Gegensatz zum Na*-Glukose-Cotransporter in allen Zellen (Hediger und Rhoads 1994).

Glucose + ZMNa+

SGLT 1

MNa+ —/——
— K

Diinndarmepithelzelle ATPase

Glucose

GLUT 2

Abbildung 4: Mechanismen des transepithelialen Glukosetransportes (nach Hediger und
Rhoads 1994)

Mit  steigendem intraluminalem  Glukoseangebot verringert sich jedoch die
Glukoseabsorptionsrate, bis sie ihren Maximalwert erreicht (Vmax). Die Glukosekonzentration,
bei der die Glukosetabsorptionsrate den halbmaximalen Wert erreicht, entspricht der
Michaelis-Menten-Konstante K, des Na-Glukosetransporters (Scharrer und Wolffram 2005).
Die Michaelis-Menten-Konstante gibt also genau die Glukosekonzentration an, bei der die

Halfte der Enzyme in einem Enzym-Substrat-Komplex gebunden sind.

Der Transport von Glukose, Fruktose und Galaktose durch die basolaterale Membran erfolgt
durch einen Na*-unabhangigen Glukosecarrier nach dem Prinzip der erleichterten Diffusion
(Wright et al. 2003). Fur Glukose liegt der K,-Wert hierfir bei 20 mmol/l bzw. bei
360,36 mg/dl (Scharrer und Wolffram 2005).
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2.4 Modelle zur Untersuchung der enteralen Resorption -
historischer Uberblick und Grundlagen des isoliert
perfundierten Dinndarmsegments

Zur Untersuchung der enteralen Resorption wurde eine grof’e Anzahl experimenteller
Methoden entwickelt. Neben dem klassischen Tierversuch am lebenden intakten Tier wurden
sogenannte In-vivo-Modelle entwickelt. Dabei wurde mit dauerhaft isolierten
Darmabschnitten (Poelma und Tukker 1987, Poelma et al. 1990), voriibergehend isolierten
Darmabschnitten (Haberich et al. 1968) oder mit in-situ perfundierten Darmabschnitten
(Kitazawa et al. 1976) experimentiert und versucht, genauere Kenntnisse Uber die Vorgange
bei der Darmpassage zu erlangen.

Besser geeignet sind allerdings in-vitro-Modelle, da die Vorgange an der Darmmukosa unter
Ausschluss extraintestinaler Einflisse beobachtet werden kénnen (Emmerich 2000).

Bereits im 19. Jahrhundert wurde versucht, ein isoliertes Darmsegment mittels kinstlicher
Perfusion am Leben zu erhalten, indem dem Darm uber die Arterie eine Blutersatzldsung
aus nicht oxygeniertem defibriniertem und mit Kochsalzlésung verdiinntem Blut zugefiihrt
wurde (Salvioli 1880). Es kam hierbei jedoch zu einer deutlichen Hyperamisierung sowie zu
einer AbstoRung des Schleimhautepithels des Darms (Voge 1997). Schnell wurde klar, dass
eine moglichst atraumatische Entnahmetechnik, eine ausreichende Sauerstoffsattigung
sowie eine adaquate Zirkulation des Perfusats von essentieller Bedeutung fir die
Darmperfusion ist (Voge 1997). Aufgrund dieses Kenntnisstandes wurde versucht, die
Sauerstoffversorgung durch defibriniertes sauerstoffgesattigtes Blut zu verbessern (Roese
1930). Auch gewaschene Rindererythrozyten wurden als Sauerstofftrager eingesetzt (Ohnell
1939). Doch auch hier wurde eine unphysiologische Hypermotilitdt beobachtet. Um eine
ausreichende Oxygenierung der Darmschleimhaut zu gewahrleisten und die Probleme der
arteriellen Sauerstoffversorgung zu umgehen, wurde ein Modell entwickelt, bei dem der
isolierte Darmabschnitt in eine Pufferlésung gehangt wird und das Lumen ebenfalls mit
sauerstoffgesattigtem, substrathaltigem Puffer durchstromt wird (Fisher und Parsons 1949).
Auch dem Modell des ,everted sac* (Wilson und Wiseman 1954), bei dem die
Darmschleimhaut nach aufien gestilpt und von einem sauerstoffhaltigen Medium umgeben
wird, liegt diese Uberlegung zur besseren Oxygenierung der Schleimhaut zugrunde. Anhand
beider Modelle versuchten die Autoren die Passage von Substanzen zu untersuchen, die in
dem sauerstoffhaltigen Puffer gelést waren. Auch wenn das Modell von Fischer und Parson
gegeniber dem Modell von Wilson und Wiseman den Vorteil der physiologischen Lage des
Darms hat, kam es bei beiden Modellen zu einer unphysiologischen Gleichgewichts-
einstellung zwischen der mukosalen substrathaltigen und der serosalen Flussigkeit; bei

letzterem zusatzlich zu Problemen durch Verletzung der Darmschleimhaut (Emmerich 2000).
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Abbildung 5: schematische Darstellung eines Kreislaufsystems zur Dunndarmperfusion
(aus Fisher und Parsons 1949)

R double-walled glass reservoir, T screw clamp, Cy., glass tube, S, ebonite stopper, /
(segment of intestine) loop, Gy, gas-injector, J jacketed vertical tube, F small hemispherical
glass bowel (antifrothing device), A air condenser, S, glass stopper, B double-walled bath

Um die genannten Probleme zu umgehen wurde das von Fischer und Parson entwickelte
Modell modifiziert und das isolierte Darmsegment in eine wasserdampfgesattigte Carbogen-
Kammer gehangt (Rummel und Stupp 1960, Richter und Strugala 1985). Im Unterschied zu
dem oben beschriebenen Versuchsaufbau, bei dem sich die resorbierten Stoffe mit dem
serosalen Puffer mischen, fliet hier die Flussigkeit mit den geldsten Substanzen durch die
Darmwand, erscheint serosaseitig als Resorbat und wird tropfenweise in einem Gefal
aufgefangen. Allerdings ist auch hier mit keiner physiologischen intestinalen
Resorptionsleistung zu rechnen, da das abtropfende Resorbat kein so hohes
Konzentrationsgefalle erzeugen kann, wie ein normaler Blutabflu® in einem intakten Organ
(Emmerich 2000).

Als Grundlage des heutzutage gangigen Modells des isolierten vaskular perfundierten
Dunndarms dient der Ende der 60er Jahre etablierte Versuchsaufbau von Dubois et al. 1968.
Hierbei wurde der proximale Teil des Jejunums mit den zu- und ableitenden Gefalien

entnommen und Uber Katheter, die in die GefalRe eingeflihrt wurden sowohl die arterielle
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Blutzufuhr als auch der vendse Blutabflul gewahrleistet. Als Perfusat diente eine
Elektrolytmischung, der Rindererythrozyten, Albumin, Glukose sowie ein Surfactant zur
Reduzierung der Oberflachenspannung und zur Minimierung der pumpenbedingten
Zellschaden zugesetzt wurde. Der Blutkreislauf wurde mittels einer rotierenden Scheibe
aufrechterhalten, wobei das Perfusat kontinuierlich mit Carbogen begast wurde und so die
Sauerstoffsattigung des Blutersatzes erhalten werden konnte (Dubois et al. 1968). Mit
diesem Modell konnte der aktive Transport von Glukosemolekilen aus dem Darmlumen in
die Blutbahn nachgewiesen werden (Voge 1997). Dieses Modell diente sowohl als
Grundlage fur die Weiterentwicklung verbesserter Versuchsaufbauten als auch fir zahlreiche
weitere Untersuchungen am isoliert perfundierten Darm, bei denen die Muskelarbeit
(Johnson 1972, Holzer und Lembeck 1979) oder die Resorption von Nahrungsbestandteilen
(Agar et al. 1953, Darlington und Quastel 1953, Kavin et al. 1967, Hanson und Parson 1977,
Levitt et al. 1987, Coppen und Davies 1988, Hutchison et al. 1991) bzw. die Resorption von
Arzneimitteln untersucht wurden (Schanker et al. 1958, Sakai et al. 1980, Miyazaki et al.
1986). Ebenfalls Gegenstand wissenschaftlichen Interesses waren Fragestellungen zur
Hormonausschuttung an Modellen des isolierten und vaskular perfundierten Darms.

So wurden die Freisetzung von Sekretin aus dem Duodenum nach luminaler Infusion mit
verschiedenen Nahrstoffen wie auch die Glukoseaufnahme aus dem Darm und deren
Hemmbarkeit durch verschiedene Pharmaka wie Qabain betrachtet (Holst et al. 1981).
Ebenfalls untersucht wurden die Somatostatin-14 und Somatostatin-18 Sekretion aus dem
oberen Dinndarm, dem Magen und dem Pankreas des Schweins (Baldissera et al. 1985). In
neueren Versuchsaufbauten wird nahezu ausschlieRBlich Blut als Perfusionsmedium
eingesetzt, da es die Madglichkeit birgt, Transport- und Resorptionvorgdnge in einem
geschlossenen System unter nahezu physiologischen Bedingungen zu untersuchen (Wei et
al. 2009, Lautenschlager et al. 2010).

2.5 Ischamie und Reperfusionsschaden

Das heutige Wissen Uber den Symptomenkomplex Ischamie/ Reperfusionsschaden resultiert
Uberwiegend aus der Transplantationsmedizin. Ublicherweise werden bendtigte Organe
postmortal dem Spender entnommen und in speziellen Konservierungsldsungen auf 4°C
gekihlt zum Empfanger transportiert. Um die Organfunktion des Transplantats auch nach
dem Transport zu gewahrleisten, enthalten diese Konservierungslosungen protektive
Substanzen. Das Auftreten von Reperfusionsschaden soll dadurch minimiert werden. Das
maximale Zeitfenster fir die kalte Konservierung liegt fir das Herz bei sechs, fir die Leber
bei zwdlf und flr die Niere bei 36 Stunden (Hosseini 2002). Fir den Darm bzw. den
Dinndarm sind aufgrund der vergleichsweise geringen Transplantationen von 100 pro Jahr

weltweit (Mdller et al. 2003) wenig auswertbare Daten im Bezug auf die moégliche kalte
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Konservierung vorhanden. Die durch die kalte und warme Ischdmie sowie durch die
anschliefende Reperfusion verursachten Schaden am Organ werden als Ischamie-
Reperfusionsschaden bezeichnet. Diese Schaden kénnen bis zu einer Organdysfunktion
oder sogar zu einem Organversagen fuhren (Braun et al. 2004).

Der Ischamie-Reperfusionsschaden ist ein komplizierter pathophysiologischer Vorgang.
Durch das komplette oder teilweise Unterbinden der Blutzufuhr kommt es zu einer zellularen
Dysfunktion sowie zu einer Anhaufung von Stoffwechselmetaboliten im Gewebe, welche bei
anschlielRender Reperfusion schlagartig abtransportiert werden und so zu einem akuten oder
verzogerten Zelltod fuhren kénnen (Abb. 6, S. 24). Trotz kalter Konservierung und damit
einhergehende Hypothermie des betreffenden Organs laufen metabolische Prozesse, wenn
auch mit reduzierter Aktivitat, fort. Fir die Entstehung eines Ischamie-Reperfusionsschadens
sind daraus resultierend mehrere Faktoren wie Azidose, ATP-Verbrauch und
Sauerstoffmangel, Stérungen der lonenpumpen, Mitochondrienfunktion sowie der Transport-
mechanismen flir Glukose und Laktat, freie Radikale und das Auftreten immunulogischer und
inflammatorischer Substanzen ausschlaggebend (Hosseini 2002, Troitzsch et al. 2005).
Wahrend der Zeit der Ischamie wird durch den weiterlaufenden Stoffwechselprozess der
Zellen mehr Energie verbraucht als erzeugt werden kann (Harvey et al. 1988). Der daraus
resultierende Sauerstoff- und Glukosemangel flhrt zur Instabilitit des zellularen
Membranpotentials, was zur Desintegration der gesamten Zelle fliihren kann. Vornehmlich
betrifft dies die Na*/K* -ATPase, da diese fiir inre Funktion grole Mengen an ATP verbraucht
(Silver und Erecinska 1994, Hosseini 2002). Bedingt durch den Funktionsverlust der Na*/K" -
ATPase kommt es zu einer Verschiebung des Membranpotenzials, was wiederum zu einem
Na*, Ca** und CI" Einstrom sowie zu einem K* Ausstrom fiihrt. Der daraus resultierende
Wassereinstrom fihrt zu einem Zellédem (Martin et al. 1972). Die einzig verbleibende
Méglichkeit der Zelle ATP zu gewinnen, stellt die anaerobe Glykolyse dar. Die Entstehung
einer Azidose muss dabei von der Zelle in Kauf genommen werden. Der Abfall des
intrazellularen pH-Wertes flhrt zu einer Umwandlung des Enzyms Xanthinhydrogenase. Das
nun entstandene Enzym Xanthinoxidase bildet in der darauf folgenden Reperfusion mit
sauerstoffreichem Blut aus Sauerstoff die Sauerstoffradikale Superoxid und
Wasserstoffperoxid, die zu einer Gewebsentzindung fuhren (Hosseini 2002).

Bei einsetzender Reoxygenierung kommt es zu einer Erhdhung der Ca? lonen
Konzentration, welche in Kombination mit einer Anhaufung freier Fettsduren die
Mitochondrien schadigt (Siesjo 1991). Daraus resultiert eine Entkopplung der oxidativen
Phosphorylierung der Atmungskette und eine Stérung des ATP/ ADP -Stoffwechsels. Durch
die ischamische Stoffwechsellage kommt es zu einem Absinken des transmembranalen
Potenzials der Mitochondrien sowie zu deren Dilatation, was bei anhaltendem

Elektronentransport und gleichzeitig herabgesetzter Atmungskette zur weiteren Bildung von
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Sauerstoffradikalen  fiihrt. Durch Offnung eines Protonenkanals in der inneren
Mitochondrienmembran kommt es zum Zusammenbruch des elektrochemischen Gradienten
fur H" und daraus resultierend zu Erliegen der ATP- Produktion (Kristian und Siesjo 1998,
Hosseini 2002).

Ischédmie
Hypoxie |
ATP Verlust anaerobe Glykolyse
Xanthinhydrogenase ¢
~ Xanthinoxidase Verlust Nal K- Transport pH?
4 4
Na, Ca, Cl -Einstrom Azidose
v K-Ausstrom
Verlust Membranstabilitit
Hypoxanthinbildung Zellsdem v
E——" Membrandefekte, Minderperfusion,
Leukozyten Mikrozirkulation, interstitielles Odem
02 —» [ 02-Radikale L .
\ Hypoxie
A Mediatoren J'
Harnsiure \‘
Oxidation von freien | Gewebeschiddigung
Reperfusion Fettsiuren -

Abbildung 6:
Pathophysiologie des Ischamie-Reperfusionsschadens (nach Hosseini 2002)

Die entstandenen Sauerstoffradikale schadigen insbesondere die Gefallendothelien,
wodurch eine erhdhte mikrovaskulare Permeabilitat induziert wird, in deren Folge es zu einer
Transsudation ins umliegende Gewebe sowie zur Bildung von Mikrothromben kommt
(Stephens et al. 1988, Barie und Mullins 1988, Sigurdsson et al. 1992, Seekamp und Ward
1993, Van Griensven et al. 1999). Eine Aktivierung des Komplementsystems und
zirkulierender neutrophiler Granulozyten sind ebenfalls eine Folge der Gewebsischamie.

Erfolgt nun die Reoxigenierung des betroffenen Organs, kommt es nach vorangegangener
Ischamie mit zuvor beschriebenen  Stoffwechselvorgdngen zum  sogenannten
Reperfusionsschaden durch Abschwemmen von Proteasen, Sauerstoffradikalen,
lysosomalen Enzymen und aktivierten neutrophilen Granulozyten sowie zu sekundaren

Organschaden (Hosseini 2002).
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2.5.1 Ischamie-Reperfusionsschaden des Diinndarms

Der DUnndarm, insbesondere die Mukosa des Dunndarms ist besonders sensibel im Bezug
auf einen Ischamie-Reperfusionsschaden (Hosseini 2002). Schon 1970 konnten von Chiu
und seinen Mitarbeitern anhand eines Rattenmodells die morphologischen Effekte eines
Ischamie-Reperfusionsschadens auf die Dinndarmmukosa beschrieben werden. Nach
Desquamation des Schleimhautepithels vom Schleimhautbindegewebe - histologisch als
Grinhagen’sche Spalten zu erkennen - erfolgt die Zerstérung der Villi von der Spitze zur
Basis hin und endet in der Desintegration der Schleimhaut mit Entbl6Rung der Villi und
einhergehenden Hamorrhagien (Chiu et al. 1970). Ist der Dinndarm einer Ischamie
ausgesetzt, kommt es folglich zur Schadigung der Mukosa und Lamina propria sowie daraus
resultierend zu einer herabgesetzten mukosalen Barrierefunktion (lllyes und Hamar 1992,
Haglund 1994, Kong et al. 1998, Hosseini 2002). Durch die bereits erwahnten
Sauerstoffradikale kommt es auch wahrend der Phase der Reperfusion zur Zerstorung der
Darmschleimhaut durch Ablésung des Epithels (Weixiong et al. 1994; Kong et al. 1998). Dies
erfolgt in Form eines direkten Gewebeschadens durch Reaktion der Radikale mit Lipiden und
Proteinen der Zellmembran sowie durch Interaktion mit Desoxyribonukleinsduren mit
nachgeschalteten DNA-Strangbriichen (Burger et al. 1980). Als indirekte Gewebeschadigung
nehmen die Radikale zusatzlich Einfluss auf das Gefal3system durch Vasokonstriktion und
Thrombozytenaktivierung. Diese Aktivierung der Thrombozyten, die Mikrozirkulations-
schaden hervorrufen kann, stellt wiederum einen unerwlnschten Effekt auf das
GefalRsystem dar. Des Weiteren kommt es zur Aktivierung von Leukozyten, was zur
Ausbreitung der beginnenden Entzindung (Jung et al. 2000) sowie zur gesteigerten
Produktion von Adhasionsmolekulen (Carden und Granger 2000) fuhrt.

Der Darmmukosa kommt als Grenzschicht zu dem mit Mikroorganismen besiedelten
Darmlumen eine besondere Bedeutung zu. Durch die Zerstérung dieser Grenzschicht kommt
es zum Ubertritt von Bakterien und Toxinen ins Gewebe und in den Blutkreislauf (Wenzel
1993), was zu einer schweren Sepsis des gesamten Organismus fuhrt (Hosseini 2002). Es
kommt zur Aktivierung der unspezifischen zellularen Immunabwehr, insbesondere der
neutrophilen Granulozyten, die unter Beteiligung von Adhasionsmolekiilen am kapillaren
Endothel adharieren. Diese phagozytieren und lysieren korperfremde Stoffe und es kommt
zur erhdhten Freisetzung der daraus resultierenden lysosomalen Produkte sowie zur Frei-
setzung von Sauerstoffradikalen, was eine Rigiditat der Endothelzellen zur Folge hat (Hoover
et al. 1987). Die so entstandene erhdhte Endothelpermeabilitat fuhrt zur bereits erwahnten
Sepsis.

Die aktuelle Forschung beschaftigt sich vorwiegend mit der Suche nach Pharmaka und
Probiotika sowie anderen Stoffen mit protektiven Eigenschaften sowie mit Markern und

Untersuchungsmethoden, die die Friiherkennung eines Ischamie-Reperfusionsschadens
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moglich machen. So reduziert Cobalt-Protoporphyrin, ebenso wie Glutamin Uber die
Aktivierung der Hamoxygenase eines Hitze-Schock-Proteins den intestinalen Ischamie-
Reperfusionsschaden (Liao et al. 2013). Auch die Aminosaure Glycin hat sich zur
Verhinderung eines Ischamie-Reperfusionsschadens am Darm im Rahmen einer isolierten
Perfusion oder einer pratransplantaren Kaltekonservierung aufgrund dieses direkt
zellschutzendes Effektes bewahrt; allerdings ist der genaue Mechanismus noch ungeklart
(Petrat et al. 2012). Eine 2013 veroffentlichte Studie zeigte eine deutlich hohere
Uberlebensrate mit weniger histologischen Schaden an der Darmmukosa nach experimentell
induzierter Ischamie aufgrund der Gabe von Pentoxifyllin wahrend der Reperfusion im
Rattenmodell (Lloris Carsi et al. 2013).

Grootjans et al. vergleichen in einer 2012 verdffentlichten Studie an humanen
Jejunumabschnitten die histologischen Ergebnisse mit den endoskopischen Bildern nach
experimentell erzeugter Ischamie und anschlieRender Reperfusion. Die nach 60 Minuten
Ischamie eingetretenen histologischen Schaden aufiern sich in Form von subepithelialen
Spalten und Abhebung des Schleimhautepithels von der Lamina propria. Wahrend es nach
30 Minuten Reperfusion zu einer teilweisen Abloésung des Schleimhautepithels mit
entbloRten Villi und Blutungen in das Lumen kommt, zeigen sich die Villi nach 120 Minuten
Reperfusion zwar deutlich verkiirzt, jedoch fast wieder vollstandig mit Schleimhautepithel
Uberzogen (Grootjans et al. 2012).

Eigenen Untersuchungen zufolge hat die Dauer der Ischamie einen entscheidenen Einfluss
auf die Integritat des Schleimhauepithels. So zeigten sich nach einer warmen Ischamiezeit
von 22 Minuten bei einem Darm in der histologischen Auswertung deutlich verkirzte Zotten
und ein Schleimhautepithel, das nur noch in den Krypten vorhanden war. Ein vergleichbares
histologisches Bild konnte bei den restlichen Darmen, deren warme Ischamiezeit immer

unter 20 Minuten lag, nicht gezeigt werden (Koch et al. 2005).
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3 Tiere, Material und Methoden

3.1 Spendertiere

Als Spendertiere dienten klinisch gesunde Schweine (n = 16) der Deutschen Landrasse
beiderlei Geschlechts. Die Tiere stammten aus einem herkdmmlichen Mastbetrieb und
wurden in der Tierexperimentellen Einrichtung der Charité Universitdtsmedizin Berlin,
Campus Virchow Klinikum artgerecht in Gruppen gehalten. Die Eingewohnungszeit betrug
zwei Wochen.

Durch die Verwendung des gleichen Tieres als Organ- sowie als Blutspender wurde ein in
sich geschlossenes Modell fiir die In-vitro Perfusion geschaffen.

Die verwendeten Schweine wogen zwischen 35,0 und 51,0 kg (durchschnittlich 41,2 + 5,1

kg) und blieben 24 h praoperativ nuchtern.

3.2 Organ- und Blutgewinnung

Nach Pramedikation des Spenderschweins mit 4 - 6 mg/ kg KGW Azaperon', 10 mg/ kg
KGW Ketamin? und 0,05 mg/ kg KGW Atropin® i.m. in der Mischspritze folgte die
Narkoseeinleitung mit 0,25 - 0,5 mg/ kg KGW Etomidat* i.v.

Um die fir die Operation nétige periphere Muskelrelaxation zu erreichen, wurden dem Tier
nach Intubation 4 mg Pancuronium® i.v. injiziert. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte
mittels Inhalationsnarkose mit 1,5 - 1,8 % Isofloran® im Gemisch mit 40% O, und 60% N,O.
Nach Bedarf wurden Repetitionsgaben von 2-4 mg Pancuronium zur weiteren Relaxation
intraoperativ verabreicht.

Die angestrebten intraoperativen Beatmungswerte lagen bei 100 - 150 ml/kg KGW Atemzug-
volumen, 32 - 36 mmHg ETCO,- Druck und Beatmungsdruck < 20 - 25 cm H,0.

Nachdem das Tier in Riickenlage fixiert und das Operationsfeld rasiert sowie desinfiziert’
wurde, wurde fir die spatere Blutentnahme ein zentraler Venenkatheter in die Vena jugularis

externa gelegt und mittels 3-Wege-Hahn® verschlossen.

! Stresnil®, Fa. Jansen

2 Ursotamin®, Fa. Serumwerk Bernburg AG

® Atropnisulfat® Fa. B. Braun AG Melsungen/Germany

4 Etomidat-Lipro®, Fa. B.Braun, Melsungen

® Pancuronium® Fa. DeltaSelect GmbH Deireich/Germany

8 Isofluran Curamed, Karlsruhe

7 Braunoderm®, Fa. B.Braun, Melsungen

8 Hahn, 3-wege, rot/ blau, Smiths Medical GmbH Deutschland, Kirchseeon
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Der Zugang zum Abdomen erfolgte mittels Laparatomie Uber die Linea alba unter
Verwendung herkdmmlichen chirurgischen Instrumentariums sowie eines Elektrokauters.

Zur Organentnahme wurde zunachst ein von der Gefalversorgung her geeignetes,
mdglichst proximal gelegenes und 150 cm langes Jejunumsegment ausgewahlt (Abb. 7 a, S.
29). Daraufhin wurde der zugehorige Gefaldistamm, bestehend aus A. und V. jejunalis,
freiprapariert und vom mesenterialen Fettgewebe befreit (Abb. 7 b).

Nach Anlegen von je zwei Darmklemmen proximal und distal der jeweiligen Inzisionsstelle,
wurde der Darm durchtrennt und mittels zweier etwa 6 cm langer Silikonschlauche® kaniiliert
(Abb. 7 c). Diese Silikonschlauche wurden mit chirurgischem Nahtmaterial® an den beiden
Lumenenden fixiert. Nun wurden unter Zuhilfenahme des Elektrokauters das Mesenterium
unter Schonung der Lnn. jejunales durchtrennt und vorhandene Marginalgefalle doppelt
ligiert und durchschnitten. Daraufhin wurde Uber den zentralen Venenkatheter Blut in einen

zuvor mit 1275 I.E. Heparin'' praparierten Blutbeutel'

abgelassen. Das so gewonnene
Blutvolumen | betrug im Schnitt 653,0 + 67,6 g. Die zuvor in den leeren Blutbeutel gegebene
Heparinmenge von 1275 L.E., wie auch die spater dem Blutvolumen Il zugesetzte Menge
Heparin, wurde aus den Versuchsaufbauten der Organperfusionen von Niere, Schweinebein
und Leber Gbernommen. Im Anschluss daran wurden dem Tier 300 |.E./ kg KGW Heparin i.v.
injiziert. Nun wurde die freipraparierte A. jejunalis mit einer herkdmmlichen Arterienklemme
abgeklemmt, durchtrennt und mittels eines speziellen Gefalischlauchs kanuliert (Abb. 7 d u.
f). Dieser wurde mit chirurgischem Nahtmaterial am GefaR fixiert. Auf dieselbe Art und Weise
wurde die V. jejunalis abgeklemmt und durchtrennt sowie anschliellend der so gewonnene
Dunndarmabschnitt aus dem Tierkdrper entnommen. Die Kandlierung der V. jejunalis fand in
gleicher Weise wie die der Arterie am explantierten Organ statt (Abb. 7 e u. f). Die Gefalle
wurden nach erfolgreicher Kaniilierung mit kérperwarmer 0,9% Natriumchloridldsung™
gespuilt.

Parallel zur Kanulierung der Vene wurde das Tier mittels Blutentzug Uber den gedffneten
zentralen Venenzugang getdtet. Die dabei gewonnene Blutmenge wurde zu einem Tell
ebenfalls fir die darauffolgende Perfusion des Dinndarms verwendet und die verbleibende
Menge gekuhlt aufbewahrt und fir andere Versuchsreihen genutzt. Das in diesem Versuch
zum Einsatz gekommene Blutvolumen Il betrug im Durchschnitt 550,0 + 171,3 g und wurde

ebenfalls in einem Blutbeutel aufgefangen, dem zuvor 625 |.E. Heparin zugesetzt wurde.

% Silikon Platinum Schlauche, Fa. Novodirekt

10 Vicryl®, 3,5 metric, Ethicon GmbH, Norderstedt

" Liquemin® N 25 000: Heparin-Natrium Injektionsldsung, Fa. Roche AG, Grenzach-Wyhlen
12 Biopack Compoflex, Leerbeutel m. Lueransatz 500 ml, Biotrans GmbH Dreieich/ Germany
'3 Natriumchloridiésung 500 ml, Berlin-Chemie AG
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Abbildung 7: a Aufsuchen eines geeigneten Jejunumsegments; b Freipraparierter
Gefallstamm bestehend aus A. et V. jejunalis; ¢ Kandilierte Lumennenden; d Kanilierung
der A. jejunalis; e Kandulierung der V. jejunalis; f Kanulierte Vene und Arterie nebeneinander
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3.3 Versuchsaufbau

3.3.1 Extrakorporales Kreislaufsystem

Die Darmperfusionsapparatur bestand aus zwei

Kreislaufsystemen: zum einen dem

Blutkreislauf, zum anderen dem Dialysatkreislauf, die sich in ihrer Funktion voneinander
unterschieden (Abb. 8 u. 9, S. 30 u. 33). Uber ein System fiir den Gas- und Stoffaustausch

standen beide Kreislaufe miteinander in Kontakt.

it
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3.3.2 Blutkreislauf

Der Blutkreislauf bestand aus einer mit durchschnittlich 1203,0 = 175,3 ml Eigenblut
geflllten, mit zwei Schlauchanschliissen versehenen Plastikflasche', dem Blutreservoir,
zwei Rollenpumpen mit integrierten Flussmessern, einer arteriellen und einer vendsen
Blutentnahmestelle'®, zwei Druckaufnehmern mit angeschlossenen Druckmessern'’, zwei
unterschiedlichen Temperaturmessgeriten, dem Anschluss fiir den Perfusor'®, einer

Luftfalle, den Verbindungsschlauchen'® und dem Modul® fiir den Gas- und Stoffaustausch.

Das Blut gelangte aus dem auf einer elektronischen Waage®' befindlichen Reservoir,
angetrieben durch die erste Rollenpumpe, Uber Verbindungsschlduche in den
Kapillardialysator, wo es dialysiert, oxygeniert und decarboxyliert wurde. Zwischen
Blutreservoir und Kapillardialysator befand sich der Anschluss fiir den Perfusor. Angesichts
vereinzelt aufgetretener Durchflussstérungen im arteriellen und vendsen System des
Kapillardialysators in den Vorversuchen, wurde ein zweiter Dialysator in Reihe geschaltet
und abgeklemmt. Zeigte der Darm erste Anzeichen einer Hypoxie, wie Blaufarbung und
plétzlich einsetzende Hypermotilitat, konnte ohne Unterbrechung der Perfusion auf den
zweiten Dialysator umgeschaltet werden.

Das sauerstoffreiche Blut gelangte Uber eine zweite Rollenpumpe und eine Luftfalle in die
kanllierte A. jejunalis. Zwischen Rollenpumpe und Luftfalle befand sich der
Temperaturfiihler” zur Messung der Bluttemperatur, der {iber einen Y-Konnektor in das
arterielle Schlauchsystem eingeflihrt wurde. Zwischen Luftfalle und Arterie befanden sich die
arterielle Entnahmestelle und der arterielle Druckaufnehmer. Aus der kanUlierten V. jejunalis
gelangte das sauerstoffarme Blut aus dem Darm Uber Verbindungsschlauche, an die die
venose Entnahmestelle sowie der venése Druckaufnehmer angeschlossen waren, zurlck in
das Blutreservoir, sodass der Blutkreislauf geschlossen war. Der arterielle und der venoése
Blutdruck sowie die Temperatur des Darms und des Blutes wurden kontinuierlich
aufgezeichnet und auf einem Monitor?® dargestellt. Die Flussgeschwindigkeit des Blutes

konnte jederzeit an den Rollenpumpen abgelesen werden.

'* leere Flasche Natriumchlorid Lésung 1000 ml, Berlin -Chemie AG

10 Caps Doppelpumpe, Serien —Nr.: 10H5065, V 220, 50 Hz, 2x 0,8 A, Stéckert Instrumente Minchen

16 Hahn, 3-wege, rot/ blau, Smiths Medical GmbH Deutschland, Kirchseeon

" Transonic Flowprobe, Transonic Systems Inc.

18 Hahn, 3-wege, rot/ blau, Smiths Medical GmbH Deutschland, Kirchseeon

1% Silikon Platinum Schlduche unterschiedlichster Inne- und AuRendurchmesser und Wandstarken, Fa. Novodirekt
20 Haemoflow F7, Fresenius Polysulfone®, Kapillardialysator , Fresenius Medical Care

% Waage, Sartorius AG Gottingen/Germany

2 Thermometer: Fa. Hewlett-Packard, Modell 66S

2 Hewlett Packard Modell 1094 B, Temperatur- und Druckaufnehmer Hewlett Packard Modell 66 S
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3.3.3 Dialysatkreislauf

Der Dialysatkreislauf der Darmperfusionsapparatur bestand aus einem mit 5 Litern Dialysat
gefilllten Glaskolben, dem Dialysatreservoir, einer Rollenpumpe®, einem Thermostat®,
einem Warmetauscher®®, einem Sprudelstein, der (iber ein Manometer®” mit einer Sauerstoff-
und einer Kohlendioxidflasche verbunden war, einer Dialysatentnahmestelle28 sowie den
Verbindungsschlduchen?.

Im Dialysatreservoir befand sich der Uber ein CO2- und O,-Manometer mit der Sauerstoff-
und Kohlendioxidflasche verbundene Sprudelstein, der das Dialysat mit einem 97,5% O,/
2,5% CO,-Gasgemisch durchperlte.

Aus dem Dialysatreservoir gelangte das Dialysat, angetrieben von einer Rollenpumpe mit
einer Pumpgeschwindigkeit von 700 ml/min Uber Verbindungsschlduche in den
Kapillardialysator. Auf dem Weg dorthin befanden sich die Dialysatentnahmestelle sowie der
mit dem auf 38 - 40 °C eingestellten Thermostat verbundene Warmetauscher, welcher
mittels Gegenstromprinzip das Dialysat erwarmte. Das erwarmte und oxygenierte Dialysat
gab im Kapillardialysator die Warme und den Sauerstoff an das Blut ab. So wurde eine
moglichst konstante Temperatur zwischen 37,5 und 38,5 °C und eine physiologische
Sauerstoffsattigung des Blutes sichergestellt. Des Weiteren passierten nieder- und
mittelmolekulare (bis zu einer GréRe von etwa 10 kD) geléste Stoffe aufgrund des
Konzentrationsgefalles die Membran des Dialysators (Dialyse) und flihrten so zu einem
Konzentrationsausgleich. Nach Passage des Dialysators gelangte das sauerstoffarme
Dialysat zurlck in das Dialysatreservoir. Der als Dialysatreservoir fungierende Glaskolben

war dabei oben offen, sodass kein Unterdruck entstehen konnte.

u Typ: 10-40-00, Fabr.Nr.:10 F 2272, 220 V, 50 Hz, 0,6 A, Stdckert Instrumente Miinchen

% Thermostat JULABO U3, No.: 8241613, 220 V, 50-60 Hz, Julabo Labortechnik GmbH Seelbach/ Germany

% Cardioplegia Heat exchanger CSC 14, Sorin Biomedica

z Typ: DK 47 R, Krohne Duisburg Germany

® Hahn, 3-wege, rot/ blau, Smiths Medical GmbH Deutschland, Kirchseeon

2 gjlikon Platinum Schlduche unterschiedlichster Inne- und AuRendurchmesser und Wandstarken, Fa. Novodirekt
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Abbildung 9: Versuchsaufbau fur die Darmperfusion

3.3.4 Organlagerung

Der Darm war wahrend des gesamten Versuchs auf einem eigens daflr angefertigten, im
Inneren mit Leitungswasser geflillten, etwa 4 Liter fassenden und Uber ein externes
Thermostat® beheizten Plexiglasbecken gelagert. Das Thermostat befand sich in einem
Becken, in dem das Leitungswasser erwarmt und kontinuierlich Uber eine im Thermostat
integrierte Wasserpumpe mit angeschlossenen Silikonschlduchen in das Plexiglasbecken
gepumpt wurde. Um eine mdglichst physiologische Lagerung des Darms zu gewahrleisten,
wurde er jedoch nicht direkt auf dem konkaven Boden des Beckens platziert. Stattdessen
wurde auch der Raum Uber dem konkaven Boden bis ca. 1 cm unter dem Beckenrand mit
Leitungswasser geflllt, dartber ein herkdmmlicher Polyethylen Millbeutel gespannt und der
Darm hierauf wie auf einem ,Wasserbett” gelagert (Abb. 10, S. 34). Das Thermostat wurde
auf 38 - 40 °C eingestellt, um eine moglichst konstante Temperatur des Darmes von
37,5 - 38,5 °C zu erzielen.

Um zu verhindern, dass Mukus aus den offenen Darmenden auf die saubere
Lagerungsflache gelangt, wurden die kanulierten Darmenden in zwei Auffangbehaltnisse
gehangt. Einer Auskihlung des Darms wurde durch Abdeckung mit einer herkdmmlichen
Plastiktiite vorgebeugt. Die Temperatur des Darms wurde mittels eines Temperaturfiihlers®',

der sich wahrend des gesamten Versuchs unter dem Darm befand, gemessen.

0Thermostat JULABO U3, No.: 8241613, 220 V, 50-60 Hz, Julabo Labortechnik GmbH Seelbach/ Germany
¥ Thermometer: Fa. Hewlett-Packard, Modell 66S
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Abbildung 10: Lagerung des Darms wahrend der Perfusion

3.3.5 Module fiir Gas- und Stoffaustausch

Blut- und Dialysatkreislauf traten indirekt Gber den Kapillardialysator in Kontakt. Durch diesen
flossen Blut und Dialysat in zwei durch eine diinne semipermeable Membran getrennten
Kompartimenten, wobei der Stoff- und Flissigkeitsaustausch stattfand. Auf der einen Seite
wurden Abbauprodukte des Darms sowie aus dem Lumen resorbierte Substanzen Uber das
Blut an das Dialysat abgegeben, auf der anderen Seite diffundierten Bestandteile des
Dialysates in das Blut. Die treibenden Krafte hierflir waren ein Konzentrationsgefalle in den
durch die Membran getrennten Flissigkeitskompartimenten sowie das physikalische Prinzip,
nach dem Flissigkeiten aufgrund der Braun-Molekularbewegung einen Konzentrations-
ausgleich anstreben. Neben dem Stoffaustausch fand hier auch der Austausch von

Sauerstoff und Kohlendioxid statt.

3.3.6 Perfusor

Dem Perfusatblut wurden bei ersten Anzeichen von gesteigerter Mukussekretion,
hyperamischem Aussehen, sichtbarer Hypermotilitdt bzw. Blutdruckabfall kontinuierlich
geringe Mengen Noradrenalin (Norepinephrinhydrochlorid)®? mittels Perfusor® zugesetzt. So
konnte der aufgehobenen Sympathikusaktivitat, bedingt durch die zentrale Denervierung des
Darms und dem daraus folgenden Uberwiegen der intrinsischen parasympathischen
Aktivitat, entgegengewirkt werden. Zur genauen Zusammensetzung der Noradrenalinlésung

siche S. 48, Tabelle 9. Die im Perfusor eingespannte Perfusorspritze** war zwischen

% Arterenol®, Aventis Pharma Deutschland GmbH, Frankfurt a. Main
3 1vAC® P 7000, Serial No.: 7001-12489, Alaris Medizintechnik GmbH Giel3en
3 Original-Perfusor-Spritze® OPS, 50 ml, Luer Lock, B. Braun Melsungen AG
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Blutreservoir und vendser Rollenpumpe (iber eine an einen 3-Wege-Hahn * angeschlossene
Pefusorleitung® mit dem vendsen Schlauchsystem verbunden. So konnte eine

kontinuierliche Noradrenalinsubstitution erfolgen.

3.4 Vorbereitungen an der Darmperfusionsapparatur

Zunachst wurde das Thermostatbecken bei eingeschaltetem Thermostat solange mit
Leitungswasser beflllt, bis die im Thermostat integrierte Wasserpumpe das als
Organlagerungsstatte dienende Plexiglasbecken im Inneren komplett befiillt hatte. Danach
wurde der konkave Beckenboden bis 1 cm unter den Rand mit Wasser gefullt, ein
Polytehylen-Beutel locker dariber gespannt und mit Kunstseidenklebeband an den Seiten
des Beckens fixiert. Auf dem Millbeutel wurde der Temperaturfiihler positioniert und das
Thermostat so eingestellt (38-40 °C), dass der mit dem Monitor verbundene

Temperaturfiihler eine Temperatur zwischen 37 und 38 °C anzeigte.

Das Dialysat (5 |I) wurde in den als Dialysatreservoir dienenden Glaskolben geflllt, die
Sauerstoff- und Kohlendioxidflaschen gedéffnet und tber das Manometer die entsprechende
Zufuhr von 97,5% Sauerstoff und 2,5% Kohlendioxid sichergestellt. Die Dialysatpumpe
wurde eingeschaltet und auf eine Durchflussgeschwindigkeit von 700 ml/min eingestellt.

Das zum Dialysatkreislauf gehérige Thermostatbecken wurde mit Leitungswasser beflllt und
das Thermostat auf eine Temperatur zwischen 38 und 40 °C eingestellt, sodass Uber den
Warmetauscher das Dialysat erwarmt werden konnte und damit die Abgabe der Warme an

den Blutkreislauf gewahrleistet war.

Bevor das Blutkreislaufsystem mit der wassrigen Phase befiillt werden konnte, wurden die
beiden flr den spateren Anschluss an Arterie und Vene des Darms vorgesehenen
Schlduche mittels eines kurzen Silikonschlauchs verbunden und der Kreislauf damit
kurzgeschlossen. Im Anschluss wurden der Blutkreislauf mit 500 ml physiologischer
Kochsalzlésung® befiillt und die Rollenpumpen gestartet. Dieser Vorgang diente vorrangig
dazu, vorhandene Luft aus dem Kreislaufsystem zu entfernen. Die Luft wurde hierbei mittels
einer Spritze Uber die Luftfalle so lange abgesaugt, bis das System luftfrei war. Danach
wurde der in Reihe geschaltete Ersatzdialysator abgeklemmt.

Alle bis zu diesem Punkt aufgeflihrten Vorbereitungen sollten eine Stunde vor
Versuchsbeginn getroffen werden, um eine gleichmaRige physiologische Temperatur der

sich in den verschiedenen Kreislaufen befindlichen Flissigkeiten zu gewahrleisten.

% Hahn, 3-wege, rot/ blau, Smiths Medical GmbH Deutschland, Kirchseeon
%6 Original-Perfusor-Leitung®, Typ N 150 cm, Anschlussstiick Luer Lock, B. Braun Melsungen AG
%7 Natriumchlorid Lésung 0,9 %, 1000 ml, Berlin -Chemie AG
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Des Weiteren wurde die Noradrenalinlésung vorbereitet, in der Perfusorspritze aufgezogen,
die Perfusorleitung an die Spritze angeschlossen und durch leichten Druck auf den
Spritzenkolben die Perfusorleitung ebenfalls mit Noradrenalinlésung gefillt. Im Anschluss
daran wurde die so vorbereitete Perfusorspritze in den Perfusor eingelegt und der Perfusor

auf 6 ml/h eingestellt; jedoch noch nicht gestartet.

Nun erfolgte die Befullung mit Blut I. Dazu wurden zunachst die Pumpen abgeschaltet, dann
die sich im Blutreservoir befindende Kochsalzlésung vorsichtig ausgegossen und der vendse
Zufluss zum Reservoir abgeklemmt. Daraufhin wurde der Blutkreislauf hinter der Luftfalle
gedffnet und das offene Schlauchende in ein Auffanggefa gehangt. Dann wurde der
Blutbeutel gedffnet und das Blut in das Reservoir gefullt. Um dabei die Hamolyse mdglichst
gering zu halten, lie® man das Blut vorsichtig an der Reservoirwand entlang laufen. Nun
wurden beide Pumpen mit geringer Flussgeschwindigkeit gestartet. Das Blut passierte
hierauf das gesamte Schlauchsystem und schob dabei die Wassersaule vor sich her. Die
auslaufende Kochsalzlésung wurde im dafir vorgesehenen Gefald aufgefangen, und
nachdem Konsistenz und Farbe der austretenden Flissigkeit auf das weitgehende
Vorhandensein von unverdinntem Blut schlieBen lieRen, das Kreislaufsystem wieder
geschlossen.

AnschlieRend wurde das Reservoir mit dem Blut aus dem zweiten Blutbeutel (Blut II)

aufgeflllt und die Klemme entfernt.

3.5 Organanschluss und normotherme Perfusion

Zunachst wurden beide Pumpen abgeschaltet, der arterielle und vendse Zufluss abgeklemmt
und der Schlauch zum Kurzschlieflen des Systems entfernt. Dann wurde der abgeklemmte
arterielle Zufluss mit der bereits kandlierten Arterie des Darms verbunden und die Klemme
entfernt. Daraufhin wurden beide Pumpen mit geringer Flussgeschwindigkeit (50 ml/min)
gestartet. Sobald das Blut Uber die kantilierte V. jejunalis zuriickgeflossen war, wurde auch
die kanulierte Vene mittels passendem Konnektor mit dem vendsen Ende des
Schlauchsystems verbunden, die Klemme entfernt und damit der Perfusionskreislauf
geschlossen. Dabei war zu beachten, dass keine Luft in den Blutkreislauf gelangt und auch
nach Anschluss des Darms eine Iuftfreie Perfusion gewahrleistet ist. Die beiden
Rollenpumpen wurden nun auf eine Flussgeschwindigkeit von ca. 100 ml/min eingestellt und
somit die normotherme Hamoperfusion gestartet.

Fur den Versuch wurden ein arterieller Druck von maximal 100 mmHg und ein vendser
Druck von maximal 13 mmHg angestrebt, die wahrend des gesamten Versuchs auf dem

Monitor aufgezeichnet wurden. Zum Ausgleich gelegentlich auftretender Blutverluste durch
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Sickerblutungen aus dem Mesenterium und zur Verhinderung eines in der Folge
auftretenden Leerlaufens des Blutreservoirs, diente als Korrekturgrofle die
Flussgeschwindigkeit der Vene. Kam es zu einer deutlichen Abnahme des Blutvolumens im
Reservoir, so konnte durch Drosselung des vendsen Flusses und daraus folgender
Hamodilution der Blutverlust ausgeglichen werden. Durch Korrekturen an der vendsen und
nicht der arteriellen Rollenpumpe wurde eine Perfusion mit konstantem arteriellen Blutdruck
gewahrleistet. Der Perfusor zur Noradrenalinsubstitution wurde bei Bedarf manuell
zugeschaltet.

Die Perfusionsdauer wurde bei samtlichen Versuchen auf 180 min festgelegt, wobei die erste
Messung zum Zeitpunkt Null (Baseline) erst 5 min nach Anschluss des Darms erfolgte (ab
Darm 2). Diese Vorlaufzeit diente dazu, einen Stoff- und Konzentrationsausgleich zwischen
den beiden Kompartimenten Dialysat und Blut zu ermdglichen. Die Gesamtzeit der Perfusion
belief sich damit auf 185 min (Abb. 11).

Bhat I BlutIT MMaltose I MMaltose II
J J 1] 1 2 3 4 & i T 8 a
1 I I I I I I I 1
10-15 3 EIEI 40 a0 B0 100 120 140 a0 IEIEI
titn  |thit
WATE
Ischémie
. ot I efzeit >
120 ity OF . .
M e zamtzeit Darmperfiasiogn ———————®¢
+ Entnahitne

Abbildung 11: Versuchsablauf schematisch, 0 - 9 beziffern die alle 20 Minuten erfolgten
Blutprobenentnahmen (siehe Tab. 1, S. 39)
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3.6 Applikation der Maltoselosung

Zu den Zeitpunkten 0 und 140 Minuten wurden 70 ml koérperwarme, physiologische
Kochsalzlésung, versetzt mit einer Glutamin-/ Alanin-Lésung® und der darin geldsten
Maltose®, in das proximale Lumen injiziert, um anhand des Glukoseanstiegs im Blut die
Integritdt und Funktionalitdt der Darmmukosa, insbesondere der Mikrovilli mit den
enthaltenen Burstensaumenzymen (speziell der Maltase) belegen zu kénnen. Die Maltose
diente somit als Indikator zur Beurteilung einer fuktionstlichtigen Darmmukosa. Zur genauen

Zusammensetzung der Maltoselésung siehe S.47, Tabelle 8.

3.7 Probenentnahmen

Samtliche gewonnenen Proben (Blut, Dialysat, Ingesta) wurden direkt im Anschluss an den
Versuch im Institut flir Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie der Charité, Campus
Virchow-Klinikum der Universitatsmedizin Berlin im Routine-Analyseprogramm bearbeitet
bzw. unmittelbar nach der Entnahme mittels eines Blut-Gasanalysators®® und eines
Hemoximeters*' untersucht.

Die Erstellung des Blutbildes erfolgte mittels DurchfluBzytometrie. Der Hamatokrit wurde
berechnet und der Hamoglobingehalt mittels modifizierter Cyan-Hamiglobin-Methode

bestimmt.

® Dipeptamin®, Fresenius Kabi Deutschland GmbH Bad Homburg

% D (+) — Maltose Monohydrat, Fluka Chemie GmbH / Buchs / Switzerland, Sigma — Aldrich Chemie GmbH /
Steinheim — Germany

0 ABL™ 505 Blutgas- und Elektrolytsystem / Radiometer Medical A/S, Kopenhagen, Danemark

1 0SM™ 3 Hemoximeter™ / Radiometer Medical A/S, Kopenhagen, Danemark
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3.7.2 Blutproben

Die Blutprobenentnahme erfolgte alle 20 min.

Abnahme 0

(Baseline)

Abnahme 1 -8

Abnahme 9

Arterielles Blut

BGA: pH, P.-Druck O, u.
CO,, Saure-Ba-
sen-Koeffizient,
Hb, Na, K, Ca

Labor: Glukose, Laktat,

LDH, GLDH,
Phosphor

freies Hb, Leu-
kozyten, Erythro-
zyten, Htk, MCH,
MCHC, MCV,
Thrombozyten,
tiw. Diff.BB

BGA: pH, P.-Druck O, u.
CO,, Saure-Ba-
sen-Koeffizient,
Hb, Na, K, Ca

Labor: Glukose, Laktat

BGA: pH, P.-Druck O, u.
CO,, Séure-Ba-
sen-Koeffizient,
Hb, Na, K, Ca

Labor: Glukose, Laktat,

LDH, GLDH,
Phosphor

freies Hb, Leu-
kozyten, Erythro-
zyten, Htk, MCH,
MCHC, MCV,
Thrombozyten,
tiw. Diff.BB

Venoses Blut

BGA: pH, P.-Druck O, u.
CO,, Saure-Ba-
sen-Koeffizient,
Hb, Na, K, Ca

Labor: Glukose, Laktat

BGA: pH, P.-Druck O, u.
CO,, Saure-Ba-
sen-Koeffizient,
Hb, Na, K, Ca

Labor: Glukose, Laktat

BGA: pH, P.-Druck O, u.
CO;,, Séaure-Ba-
sen-Koeffizient,
Hb, Na, K, Ca

Labor: Glukose, Laktat

Blut

Entnahme vom Schwein,

nativ (nach

vor Versuchsbeginn)

BGA: pH, P.-Druck O, u. CO,, Séaure-Basen-Koeffizient Hb, Na, K, Ca

Labor: Glukose, Laktat

Tabelle 1: durchgefiihrte Messungen zu den einzelnen Blutabnahmezeitpunkten

Die Blutproben zur Bestimmung des Laktats wurden direkt nach der Entnahme bis zur
Laboranalyse auf Eis gekuhilt.

Der angestrebte pH-Wert des Blutes wahrend der Perfusion lag zwischen 7,35 und 7,45.
Dies wurde durch die kontinuierliche Zufuhr von Kohlendioxid in einem Gemisch mit
Sauerstoff von 2,5 : 97,5 Uber das Dialysat gewahrleistet. Fir die Feineinstellung des
pH-Wertes

Kohlendioxidgases manuell erhdht oder verringert. Sank der Hamoglobinwert im Blut unter

im Blut wurde je nach gemessenem Blut-pH-Wert die Menge des

einen Wert von 8 g/dl, so wurde durch Erhdhung des vendsen Flusses eine
Hamokonzentration herbeigefuhrt und dadurch bedingt ein Anstieg des Hamoglobinwertes.

Der Sauerstoffpartialdruck im arteriellen Blut sollte 350 mmHg nicht unterschreiten.
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3.7.21 Sauerstoffverbrauch
Der Sauerstoffverbrauch des perfundierten Darmsegmentes wurde nach folgender Formel
berechnet und auf 100 g NG,, bezogen:

02 Verbrauch in umol/min = BFart. ml/min * ((1,34/1000 * (Hb_art. g/dl * (sO2art. %
-sO2ven. %))+ (0,024/760 * (pOZ2art. mmHg — pO2ven. mmHg))) * 1000/22,4

3.7.3 Dialysatproben

Die Dialysatprobenentnahmen erfolgten ebenfalls alle 20 min. Im Anschluss an den Versuch

wurde die Dialysatmenge bestimmt.

Abnahme 0 Abnahme 1 -8 Abnahme 9
(Baseline)

Dialysat BGA: pH, P.-Druck O, u. | BGA: pH, P.-Druck Oz u. | BGA: pH, P.-Druck O, u.
CO,, Saure-Ba- CO,, Séure-Ba- CO,, Séure-Ba-
sen-Koeffizient, sen-Koeffizient, sen-Koeffizient,
Na, K, Ca Na, K, Ca Na, K, Ca

Labor: Glukose, Laktat, Labor: Glukose, Laktat,
Phosphor, CI Phosphor, CI

Tabelle 2: Dialysatprobenentnahmen

3.7.4 Ingestaproben

Die aus dem distalen Darmende austretende Flussigkeit wurde aufgefangen, in ihrer Menge
bestimmt und nach Beendigung des Versuchs ebenfalls im Labor analysiert. Fir die
urspringliche Zusammensetzung der zu Versuchsbeginn und nach 140 min in das

Darmlumen injizierten Maltoseldsung vgl. S. 47, Tab. 8.

nach Beendigung des Versuchs

Ingesta Labor: Glukose, Laktat, LDH, GLDH, Phosphor, Na,
K, Ca, CI

Tabelle 3: Ingestaprobenentnahmen
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3.8 Hamodynamische Parameter

Die hamodynamischen Parameter Blut- und Dialysatflussrate konnten zu jeder Zeit am
Display der Rollenpumpen abgelesen werden und wurden in 20-mindtigem Abstand parallel
zur Blut- und Dialysatprobenentnahme aufgezeichnet. Der arterielle und vendse Blutdruck
sowie die Temperatur von Darm und Blut wurden kontinuierlich auf dem Monitor angezeigt
und ebenfalls in 20-minGtigem Abstand aufgezeichnet. Der angestrebte arterielle und vendse
Blutfluss lag bei 50 - 70 ml/min pro 100 g Darm, der mittlere vendse Blutdruck bei
3 - 8 mmHg, der arterielle bei 50 - 85 mmHg. Die Solltemperatur des Darms sowie des
Blutes lag zwischen 37,5 und 38,5 °C. Es wurde allerdings ein Temperaturanstieg bis
39,5 °C als vertretbar eingestuft. Dank der kontinuierlichen Anzeige von Blutdruck und

Temperatur konnte bei Abweichungen jederzeit korrigierend eingegriffen werden.

3.8.2 Organwiderstand

Der Organwiderstand des perfundierten Darmabschnittes wurde nach folgender Formel

berechnet und auf 100 g NG,, bezogen:

Widerstand R in mmHg * ml/min = (P_art.mitt. mmHg — P_ven.mitt. mmHg) /
BFart.ml/min

In der vorliegenden Arbeit wurde lediglich auf die zur Vitalitatssicherung des Darmpraparates
wichtigen Funktionsparameter wie die arteriovendse Glukosedifferenz, Laktat (vends) und
Sauerstoffverbrauch, die hamatologischen Parameter Hamatokrit (arteriell) und freies
Hamoglobin (arteriell) sowie auf den hamodynamischen Parameter des Organwiderstandes
eingegangen. Die Auswertung der anderen Blutparameter, Dialysatproben sowie der
Ingestaproben erfolgte in einer anderen Arbeit und dient hier nur zur Veranschaulichung des

Umfanges der erfolgten Studie.

3.9 Organgewichte

Um eine eventuelle Gewichtsveranderung der Darmabschnitte feststellen zu kébnnen, wurden
sie unmittelbar nach der Entnahme (Nettogewicht ante perfusionem, NGap), direkt nach
Beendigung der Perfusion sowie einmal vor (Nettogewicht post perfusionem, NGpp) und
einmal nach Abtrennung des Mesenteriums (Nettogewicht post perfusionem minus

Mesenterium, NGpp-mes) gewogen.
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3.10 Gewebeprobenentnahme und Bearbeitung der Gewebeproben

Im Anschluss an das Wiegen wurden aus jedem der Darme nach dem Zufallsprinzip drei
Gewebeproben, jeweils aus dem proximalen (V prox), distalen (V dist) und mittleren (V med)
Abschnitt des Darms entnommen. Bereits vor der Entnahme aus dem Tier wurde proximal
(K prox) und distal (K dist) der Inzisionsstelle je eine Gewebeprobe entnommen, um sie
spater mit den nach dem Versuch enthommenen Gewebeproben vergleichen zu kdnnen. Die
einzelnen Gewebeproben hatten eine Lange von ca. 1 cm. Nach der Entnahme wurden die
Darmproben bis zur weiteren Bearbeitung einzeln in 40 ml 4-prozentigem gepufferten
Formaldehyd eingelegt. Von jeder einzelnen Probe wurde ein histologischer Schnitt
angefertigt. Dazu wurden die in Formaldehyd fixierten Gewebeproben nach Auswaschung
des Fixationsmittels in Paraffin eingebettet. Aus den Paraffinblécken wurden mit einem
Mikrotom 5 - 7 um dicke Schnitte angefertigt. Diese Schnitte wurden auf Objekttrager
gezogen, luftgetrocknet und 24 bis 36 Stunden im Brutschrank bei 60 °C aufbewahrt. Im
Anschluss wurden die getrockneten Praparate 20 Minuten in Xylol entparaffiniert, in einer
absteigenden Alkoholreihe (100% - 50%) rehydratisiert und in Aqua destillata Uberfihrt.
Nach dieser Bearbeitung wurden die Schnitte einer HE-Farbung nach Romeis (1989)

unterzogen.

3.11 Darmperfusionen und Gruppeneinteilung

Die Darme der 16 Spendertiere wurden von Darm 1 bis Darm 16 durchnummeriert. Bei der
Gruppeneinteilung soll nochmals angemerkt sein, dass in jeder Gruppe jede Darmnummer
(auRer Darm 1, 2 und 9) entsprechend ihrem Abschnitt vertreten ist. Bei Darm 1 und 2
wurden keine Kontrollschnitte vor dem Versuch entnommen, bei Darm 9 war die Probe bei
Abholung der Schnitte nicht mehr auffindbar. Die Gruppen wurden folgendermalen

eingeteilt:
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Gruppe

Anzahl der histologischen
Schnitte

Entnahmestelle u.
Zeitpunkt

K prox 13 proximal der Inzisionsstelle;

vor dem Versuch

V prox 16 aus proximalem Teil des
perfundierten
Darmabschnittes; nach dem

Versuch

V med 16 aus medialem Teil des
perfundierten
Darmabschnittes; nach dem

Versuch

V dist 16 aus distalem Teil des
perfundierten
Darmabschnittes; nach dem

Versuch

K dist 14 distal der Inzisionsstelle; vor

dem Versuch

Tabelle 4: Gruppeneinteilung

3.12 Histologische Auswertung

Die gefarbten Darmgewebsschnitte wurden lichtmikroskopisch untersucht. In allen
Versuchsgruppen wurden histologische Kriterien wie der Grad der Odematisierung und die
Integritéat des Schleimhautepithels beurteilt und anhand eines Scores von 0 bis 3 bewertet
(Tab.5, S 44, Tab. 6, S. 45.). Bei der Bewertung des Schleimhautepithels wurde das
Bewertungsschema von Chiu (Chiu et al. 1970) in abgewandelter Form zugrundegelegt.
Jeder histologische Schnitt wurde in gleichgrolie Viertel eingeteilt und im Uhrzeigersinn von
1 bis 4 durchnummeriert. Zur Bestimmung des Odematisierungsgrades wurde eine
Schleimhautquerfalte pro Viertel ausgewertet und jeder Schicht (Serosa, Muscularis,
Submucosa, Mucosa) ein Score zugeordnet. Bei der Beurteilung der Integritdt des
Schleimhautepithels wurden ebenfalls in jedem Viertel stellvertretend 3 bis 4

nebeneinanderliegende ,klassische* Mikrovilli ausgewahlt und mit einem Score bewertet.
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Abbildung 12: Schemazeichnung eines Darmschnittes mit durchnummerierten Vierteln

Score Befundbeschreibung des Grades der

Schleimhautepithelschadigung

0 normale Mikrovilli, Schleimhautepithel intakt

1 subepitheliale Grinhagen'sche Spalten und
beginnende Abhebung des
Schleimhautepithels von der Lamina propria
vorwiegend an den Spitzen der Villi;
Schleimhautepithel intakt; kapillare Stauung

2 massive Abldsung des Schleimhautepithels
von der Lamina propria, auch an den Seiten
der Villi; teilweise ,entblofite” Villi,
hochgradig dilatierte Kapillaren

3 komplette Zerstorung des
Schleimhautepithels und der Lamina propria;

Hamorrhagien und Ulzerationen

Tabelle 5: Score - Schleimhautepithelschadigung
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Score Befundbeschreibung des
Odematisierungsgrades in allen vier
Schichten (Serosa, Muscularis,

Submucosa, Mucosa)

kein Odem

geringgradiges Odem

mittelgradiges Odem

w| N| = O

hochgradiges Odem

Tabelle 6: Score - Odematisierung

3.13 Statistische Auswertung, grafische Darstellung und
Bildbearbeitung

Die Bearbeitung der Daten der histologischen Veranderungen, der Gewichte der Darme, der
im Blut gemessenen Glukose-, Laktat-, Hamatokrit- und freien Hamoglobinwerte sowie der
errechneten Werte des Sauerstoffverbrauches und des Organwiderstandes erfolgte mit Hilfe
des Computerprogramms SPSS 11,5. Die Gewichte der Darme vor und nach der Perfusion
- letztere mit und ohne Mesenterium - sowie deren Differenzen wurden ermittelt und in Form
von Boxplots grafisch dargestellt. In gleicher Weise erfolgte die grafische Darstellung der auf
100 g Darm bezogenen Laktatwerte, des Hamatokrits, des freien Hamoglobins, des
Sauerstoffverbrauchs und des Organwiderstandes. Um die Veranderungen der Blutglukose
aufzuzeigen, wurden zusatzlich, nach Umrechnung der Glukosekonzentration auf 100 g
Darm, die Differenzen der Konzentrationen nach der jeweiligen Maltoseapplikation berechnet
und ebenfalls anhand von Boxplots grafisch dargestellt. Die Auswertung der histologischen
Veranderungen erfolgte nach dem bereits beschriebenen Score-System. Aus den ermittelten
vier Werten wurde der Median bestimmt und anhand dieser Medianwerte zur grafischen
Darstellung ebenfalls Boxplots erstellt.

Boxplots bestehen aus einer Box, deren obere Begrenzung das 75% Perzentil und deren
untere Begrenzung das 25% Perzentil darstellt. Die dicke Linie bezeichnet das 50% Perzentil
bzw. den Median. Der grofte sowie der kleinste Wert wurden ebenso markiert wie Ausreiler
(roter Kreis) und Extremwerte (roter Stern). Als Ausreiler bezeichnet man einen Wert, der
um mehr als eineinhalb Boxenlangen aulierhalb liegt, als Extremwert einen Wert, der um
mehr als dreieinhalb Boxenlangen aufierhalb der Box liegt.

Zur Erstellung von Signifikanzen kam der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang Test flr zwei
verbundene Stichproben zum Einsatz. Es wurde angenommen, dass keine Normalverteilung

vorliegt. Eine Signifikanz wurde angenommen bei p < 0,05 und ist in den entsprechenden
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Grafiken mittels schwarzem Stern (*) gekennzeichnet. Die photografische Dokumentation

der histologischen Befunde erfolgte digital mittels Photomikroskop*, Digitalkamera® und

Bildbearbeitungsprogrammen**.

3.14 Eingesetzte Substanzen

3.14.1 Dialysat

Das Dialysat setzte sich aus den in der folgenden Tabelle (Tab. 7) genannten Bestandteilen
zusammen. Es wurde vor jedem Versuch frisch angesetzt und nur kurzfristig im Kihlschrank

bei 4 °C gelagert.

Stoff Molekulargewicht | Menge (mmol/l) | Menge (g/l) Menge (g/5l)
(g/mol)

NaCl 58,44 110,00 6,43 32,14
KClI 74,56 4,00 0,30 1,49
CaCl,x 2H,0 147,02 1,50 0,22 1,19
MgCl;x 6 H,O 203,31 1,00 0,20 1,02
NaHCO; 84,01 20,00 1,68 8,40
NaH,PO, 137,99 0,50 0,07 0,30
Harnstoff 60,06 5,00 0,30 1,50
Kreatinin 113,12 0,50 0,06 0,28
D-Glucose 180,16 5,56 1,00 5,00

Tabelle 7: Bestandteile des Dialysats

2 Olympus BX 41 mit Adapter U-CMAD, beides Olympus, Tokia/ Japan
*3 Colour View, Soft Imagine Systems GmbH

** analySIS ©, Soft Imagine Systems GmbH

5 Adobe Photoshop 7.0, Microsoft
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3.14.2 Kochsalzlosung

Zur Vorbereitung des Perfusionkreislaufes wurde eine handelsibliche 0,9-prozentige

Natriumchlorid-Lésung*® verwendet.

3.14.3 Blutgerinnungshemmer: Heparin

Der eingesetzte Blutgerinnungshemmer Heparin*’ wurde in Form einer handelsiiblichen
Injektionslésung angewendet. Eine Ampulle enthielt in 5 ml wassriger Suspension 25.000
I.E. Heparin-Natrium sowie 50 mg Benzylalkohol als antimikrobielles Konservierungsmittel.
Vor der normothermen Hamoperfusion wurden dem autologen Blut 1.900 |.E. Heparin-
Natrium zugefligt. Dem Tier wurden intraoperativ zusatzlich 300 |E./ kg KGW i.v.

verabreicht.

3.14.4 Maltoselosung

Die einzelnen Bestandteile der Maltoselésung sind der nachfolgenden Tabelle (Tab. 8) zu
entnehmen. Die Losung wurde kurz vor dem jeweiligen Versuch angesetzt und im

Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Zur Herstellung von 140 ml L6ésung wurden folgende Zusatze

bendtigt:

Stoff Volumen (ml) Endkonzentration (g)
NaCl 0,9 % 126 1,134

Dipeptamin 14 2,8

(200 mg N(2)-L-Alanyl-L- N(2)-L-Alanyl-L-Glutamin

Glutamin/ ml = entspricht 82
mg L-Alanin, 134,5 mg L-

Glutamin/ ml)

(entspricht 1,148 g L-Alanin,

1,883 g L-Glutamin)

Maltose Monohydrat 2

z 140

Tabelle 8: Bestandteile der Maltoseldosung

*® Natriumchlorid Lésung 0,9 %, 1000 ml, Berlin -Chemie AG
“"Liquemin® N 25 000: Heparin-Natrium Injektionslésung, Fa. Roche AG, Grenzach-Wyhlen
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3.14.5 Noradrenalinlésung

Zur Herstellung von 100 ml Lésung wurde die in der nachfolgenden Tabelle (Tab. 9)
beschriebene Verdiinnung gewahlt. Von dieser Losung wurden 36 ml in der Perfusorspritze
aufgezogen; die restliche Losung entsorgt. Die gebrauchsfertige Losung enthielt 1 pug/ ml
Norepinephrin, sodass bei einer Perfusoreinstellung von 6 ml/ min dem Perfusat 0,1 ug
Norepinephrin/ min zugefligt wurden. Die bendtigte Menge Noradrenalin zur Stabilisierung
des Blutdrucks und Kontrolle der Hypermotilitdt sowie der gesteigerten Mukussekretion lag

zwischen 0 und 0,4 pg pro Minute.

Stoff Volumen (ml) Endkonzentration (mg)

NaCl 0,9% 99,9 899,1

Arterenol (1000ug
Norepinephrinhydrochlorid)/

ml)
0,1 0,001

z 100

Tabelle 9: Bestandteile der Noradrenalinlésung

3.14.6 Formaldehydlosung

Die einzelnen histologischen Darmgewebeproben wurden bis zur weiteren Bearbeitung in

40 ml einer 4-prozentigen gepufferten Formaldehyd-Lésung*® gelagert.

8 Herbeta- Arzneimittel, Berlin
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4 Ergebnisse

Es wurden sechzehn Darme Uber den geplanten Versuchszeitraum von 180 Minuten
perfundiert. In drei Vorversuchen erfolgte die Justierung des Systems.

4.1 Hamodynamische Parameter

4.1.1 Organwiderstand

Der errechnete Organwiderstand lag zu Beginn im Median bei 0,5 mmHg*min/mi/100g und
fiel innerhalb der ersten 20 Minuten auf 0,32 mmHg*min/ml/100g ab. Bis zur 100. Minute
blieb der Medianwert innerhalb geringer Schwankungsbreiten konstant und sank danach bis
zur 160. Minute auf einen Median von 0,26 mmHg*min/ml/100g ab. In den letzten 20 Minuten
des Versuches stieg der Organwiderstand wieder minimal an und befand sich nach 180
Minuten im Median bei 0,28 mmHg*min/ml/100g. Statistisch signifikante Abfalle bzw.
Anstiege ergaben sich nicht. Darm 12 stellte mit dem Maximum von 1,24 mmHg*min/mi/100g
zum Zeitpunkt 60. Minute, ebenso wie Darm 13 zu den Zeitpunkten 40. und 60. Minute mit
dem Maximum von 1,31 mmHg*min/ml*100g einen Ausreifer dar. Nach 80 Minuten stellte
Darm 13 mit einem Maximalwert von 1,3 mmHg*min/ml*100g einen Extremwert dar. Da erst
ab Darm 5 zum Zeitpunkt 0 die arteriellen und vendsen Driicke aufgezeichnet wurden,
gingen hier nur 12 Darme in die Auswertung ein.
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Abbildung 13: Zeitlicher Verlauf Organwiderstand R in mmHg*min/ml/100g Darm Uber den
Perfusionszeitraum
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4.2 Hamatologische Parameter

4.2.1 Hamatokrit

Der grau hinterlegte Bereich markiert den physiologischen Hamatokrit Bereich flir Schweine
vom 100.-180. LT (Nerbas 2008). Der Hamatokrit lag zu Beginn der Perfusion im Median bei

0,29 I/l und stieg in der 180. Minute auf 0,33 I/l im Median an. Es ergeben sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 14: Hamatokrit im arteriellen Blut in I/l zu den Zeitpunkten 0 und 180 Minuten
(grau hinterlegter Bereich = Normbereich)
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4.2.2 Freies Hamoglobin

Der Median lag zu Beginn des Versuches bei 7,5 mg/dl und war zum Ende der Perfusion im
Median mit 20,5 mg/dl fast dreimal so hoch wie der Median des Ausgangswertes. Dieser
Ansteig ist statistisch signifikant (*p<0,05). Darm 12 stellte zum Zeitpunkt O einen Ausreil3er
und Darm 13 mit einem Maximalwert von 31 mg/dl einen Extremwert dar. Nach 180 Minuten

war Darm 13 ebenfalls wieder mit einem Extremwert von 85 mg/dl vertreten.
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Abbildung 15: freies Hamoglobin im arteriellen Blut in mg/dl zu den Zeitpunkten 0 und 180
Minuten (*p<0,05)
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4.3 Funktionsparameter

4.3.1 Sauerstoff

Der Sauerstoffverbrauch, der zusammen mit den Parametern Glukoseresorption und
Laktatkonzentration die Funktionalitdt und Vitalitdt des Darmes wiederspiegelt, betrug zum
Perfusionsbeginn im Median 74,0 pmol/min/100g. Im Lauf des Versuches stieg der
Sauerstoffverbrauch zunachst bis zur 40. Minute auf 88,7 umol/min/100g an und sank bis zur
180. Minute auf einen Median von 69,2 umol/min/100g ab. Statistisch signifikante Abfalle
bzw. Anstiege konnten nicht ermittelt werden. Darm 14 und 15 prasentierten sich ab der 40.
Minute als Maximalwerte in Form von AusreiRern (Darm 14, 40. und 80. Minute) bzw.
Extremwerten. Darm 16 wies in der 40., 80. und 100. Minute ebenfalls ausreiRende Werte
auf, in der 160. Minute sogar einen Extremwert, was in diesem Fall allerdings an der sehr
geringen Schwankungsbreite der tbrigen Darme zu diesem Zeitpunkt gelegen haben durfte.
Auch Darm 1 und Darm 13 (nur in der 160. Minute) wiesen in der 100., 120. und 160. Minute
Minimalwerte in Form von Ausreifern auf. Der negative Wert von -1,6 pmol/min/100g
resultierte aus der Tatsache, dass erst ab Darm 5 die 5-minutige Vorlaufzeit zum
Konzentrationsausgleich vor dem ersten Messzeitpunkt eingehalten wurde. Daraus
resultierten im Vergleich zu den ubrigen Darmen bei den Darmen 1 bis 4 deutlich niedrigere
Sauerstoffpartialdriicke im vendsen Blut zum Zeitpunkt 0.
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Abbildung 16: Zeitlicher Verlauf des O2-Verbrauchs in pmol/min/100g Darm Uber den
Perfusionszeitraum
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4.3.2 Glukose

Ein weiterer wichtiger Funktionsparameter ist die Glukosekonzentration im Blut. Sie fungiert
zum einen als Marker fiir die Resorption der aufgespaltenen Maltose aus dem Darmlumen
und damit als Nachweis fiir einen funktionstiichtigen Microvillisaum, zum anderen Uber den
Verbrauch des Darms als Nachweis fir die Vitalitdt des perfundierten Organs. Dargestellt
wurden die Differenzen der arteriovendsen Glukosedifferenz (Glu-Konz.art. - Glu-Konz.ven.
in mg/dl/100g). Nach Zugabe der ersten 70 ml Maltose Lsg. kam es zu einem Abfall der
Medianwerte von 2,5 mg/dl/100g auf -4,1 mg/dl/100g. Dieser Abfall war signifikant (p*<0,05).
Im Lauf des Versuchs stieg der Median kontinuierlich an und lag nach der 100. Minute bei
1,6 mg/dl/100g. Auch nach der 2. Zugabe der Maltose Lsg. kam es zu einem signifikanten
Abfall der Medianwertes auf -3,4 mg/dl/100g zum Zeitpunkt 160. Minute (p*<0,05 ). In den
letzten 20 Minuten kam es zu einem erneuten Anstieg des Medians der Glukosedifferenz auf
-0,3 mg/dli/100g. Darm 12 stellte zu den Zeitpunkten 0 sowie 20., 40., 60., 80.
(-57,7 mg/dli/100g) und 100. Minute einen Minimalwert in Form eines Ausreillers bzw.
Extremwertes dar, ebenso wie Darm 14 zum Zeitpunkt 100 Minuten. Darm 4 und Darm 16
markierten zu den Zeitpunkten 100. und 120. Minute einen Maximalwert in Form eines
Ausreilders; Darm 4 und Darm 13 zu den Zeitpunkten 120. und 18. Minute ebenfalls,

allerdings in Form eines Minimalwertes.
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Abbildung 17: Zeitlicher Verlauf der arteriovendsen Glukosekonzentrationsdifferenz in
mg/dl/100g Darm uber den Perfusionszeitraum
(Glu-Konz.art.mg/dl/100g - Glu-Konz.ven.mg/dl/100g) (*p<0,05)
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4.3.3 Laktat

Die Konzentration von Laktat, dem Endprodukt der anaeroben Glykolyse, lasst einen
Ruckschluss auf die Stoffwechsellage des perfundierten Darms zu. Der grau unterlegte
Bereich zeigt den Referenzbereich fir Laktat im Blut bei Schweinen vom 100.-180. LT
(Nerbas 2008). Der Medianwert der Laktatkonzentration lag zu Beginn des Versuches bei
7,4 mg/dl/100g und blieb wahrend des Perfusionszeitraumes innerhalb geringer
Schwankungsbreiten konstant. Nach 160 und 180 Minuten konnte ein Median von
8,5 mg/dl/100g ermittelt werden. Darm 15 stellt mit einem Maximalwert von 17,2 mg/dl/100g
einen Ausreil3er dar. Zu allen Zeitpunkten liegen die 25%-Perzentile, die Mediane und die
75%-Perzentile innerhalb des physiologischen Referenzbereiches fir Laktat. Statistisch

signifikante Anfalle bzw. Anstiege ergaben sich nicht.
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Abbildung 18: Zeitlicher Verlauf der Laktatkonzentration im vendsen Blut in mg/dl/100g
Darm Uber den Perfusionszeitraum
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4.4 Ergebnisse der Darmgewichtsuntersuchungen

4.4.1 Nettodarmgewichte

Jeder der 16 Versuchsdarme wurde vor der Perfusion (NG ap) sowie nach der Perfusion, mit
Mesenterium (NG pp) und ohne Mesenterium (NG pp-mes), gewogen. Der Median der
Nettodarmgewichte vor der Perfusion (NG ap) lag bei 160,8 g und stieg nach der Perfusion
inkl. des Mesenteriums (NG pp) auf 292,7 g an. Dieser Anstieg ist statistisch signifikant
(p*<0,05). Nach Abtrennung des Mesenteriums (NG pp-mes) lag der Median der
Darmgewichte bei 121,5 g, was einen statistisch signifikanten Abfall sowohl im Vergleich
zum Median der Darmgewichte vor der Perfusion (NG ap) als auch nach der Perfusion
(NG pp) darstellt (p*<0,05).
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Abbildung 19: Vergleich der Darmgewichte in Gramm vor (NG ap) und nach (NG pp) der
Perfusion, sowie nach Abtrennung des Mesenteriums (NG pp-mes) (p*<0,05)
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4.4.2 Differenzen der Nettodarmgewichte

Aus den Nettodarmgewichten wurden zur besseren Veranschaulichung Differenzen
errechnet, wobei Differenz 1 (Diff 1) = NG pp — NG ap und Differenz 2 (Diff 2) = NG pp — NG
pp-mes ist. Bei der Differenz 1 stellte der Minimalwert mit 31,8 g einen Ausreilder dar und der
Maximalwert mit 346,6 g gleichzeitig einen Extremwert. Das 25%-Perzentil lag bei
124,6 g, das 75%-Perzentil bei 171,4 g. Der Median betrug 146,1g. Ein weiterer Ausreilier
lag bei dem Wert 76,0g.

Die bei Differenz 2 errechneten Werte lagen zwischen 47,5 g und 395,1 g. Der Maximalwert
von 395,1 g stellte einen Ausreil3er da. Der Wert 149,6 g beschrieb das 25%-Perzentil, der
Wert 226,0 g das 75%-Perzentil. Es wurde ein Medianwert von 176,4 g ermittelt.
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Abbildung 20: Vergleich der Differenzen der Darmgewichte in Gramm (Diff1= NG pp — NG
ap, Diff 2= NG pp — NG pp-mes)
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4.5 Ergebnisse der histologischen Auswertung

4.5.1 Grad der Epithelschadigung

Die anhand des Punktesystems berechneten Werte des Grades der Epithelschadigung
variierten in der K prox Gruppe zwischen einem Minimum von 0,00 und einem Maximum von
von 1,00. Das 25%-Perzentil lag bei 0,00, das 75%-Perzentil bei 0,50. Der ermittelte Median
befand sich ebenfalls bei 0,00.

Die fiir die V prox Gruppe berechneten Werte schwankten zwischen den Werten 0,00 und
3,00, wobei sowohl der Maximal- als auch der Minimalwert einen Extremwert darstellten. Das
25%-Perzentil hatte einen Wert von 1,00 und beschrieb gleichzeitig den Medianwert. Der
Wert 1,38 beschrieb das 75%-Perzentil. Ein ausreil3ender Einzelwert befand sich bei 0,50.
Die Minimal- und Maximalwerte, die Perzentile sowie der Median der V med Gruppe
entsprachen denen der V prox Gruppe. Auch hier stellten die Minimal- und Maximalwerte
Extremwerte dar. Zusatzlich befanden sich zwei ausreilende Einzelwerte bei 0,50 sowie ein
weiterer bei 2,00. Bei der V dist Gruppe lagen die Werte zwischen 0,50 und 2,00. Der
Median ebenso wie das 25%-Perzentil lagen wie bei den anderen Versuchsgruppen bei
1,00. Das 75%-Perzentil lag bei 1,50. In der K dist Gruppe variierten die Werte zwischen
0,00 und 1,00, wobei der Wert 0,00 sowohl dem Medianwert als auch dem 25%-Perzentil

entsprach und somit gleich der K prox Gruppe war. Das 75%-Perzentil lag bei 1,00.
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Abbildung 21: Vergleich des Grades der Epithelschadigung der einzelnen Darmabschnitte
vor (Kprox, Kdist) bzw. nach der Perfusion (Vprox, Vmed, Vdist)
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4.5.2 Grad der Odematisierung
4.5.2.1 Tunica serosa

Bei der Berechnung des Grades der Odematisierung der Tunica serosa wiesen alle
ausgewerteten Darme in der K prox Gruppe einen Wert von 1,00 auf. Ausnahmen bildeten
der Minimalwert bei 0,00 und der Maximalwert bei 2,00, sowie zwei weitere Extremwerte bei
0,50. Der Median, das 75%-Perzentil sowie das 25%-Perzentil lagen bei 1,00. Bei allen
V Gruppen lag der Median bei 1,00, das 25%-Perzentil bei 0,50 und das 75%-Perzentil bei
1,00. In der V prox Gruppe schwankten die Werte zwischen 0,00 und 1,50, in der V med
Gruppe zwischen 0,50 und 2,00 und in der V dist Gruppe zwischen 0,00 und 1,00. Der
Maximalwert der V med Gruppe stellte gleichzeitig einen Ausreiler dar. Der Minimalwert in
der K dist Gruppe lag bei 0,00 und stellte damit, ebenso wie der bei 2,00 liegende
Maximalwert einen Extremwert dar. Drei weitere Extremwerte lagen bei 1,50 und 0,50. Der

Median befand sich hier - wie bei allen anderen Gruppen - bei 1,00; ebenso das 25%- und
75%-Perzentil.
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Abbildung 22: Vergleich des Grades der Odematisierung der Tunica serosa der einzelnen
Darmabschnitte vor (Kprox, Kdist) sowie nach der Perfusion (Vprox, Vmed, Vdist)
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4.5.2.2 Tunica muscularis

Der Grad der Odematisierung der Tunica muscularis wies in der K prox Gruppe Werte
zwischen 0,00 und 1,00 auf. Das 25%-Perzentil lag bei 0,50, das 75%-Perzentil ebenso wie
der Median bei 1,00. Bei der V prox Gruppe befanden sich die Werte zwischen einem
Minimum von 0,00 und einem Maximum von 1,50. Der Wert 0,00 kennzeichnete zudem das
25%-Perzentil, der Wert 1,00 das 75%-Perzentil. Der Median lag in dieser Gruppe bei 0,50.
Die berechneten Werte der V med Gruppe variierten zwischen 0,00 und 1,00. Der Median
wie auch die Perzentile entsprachen denen der V prox Gruppe. Der Minimalwert der V dist
Gruppe befanden sich ebenfalls bei 0,00, der Maximalwert bei 1,50 und entsprach somit dem
Maximalwert der V prox Gruppe. Das 25%-Perzentil lag bei 0,00, das 75%-Perzentil bei 1,00
und der Median mit 1,00 hoher als bei den anderen Versuchsgruppen und gleich dem
Median der Kontrollgruppen. Der Boxplot der K dist Gruppe glich in allen Werten der K prox
Gruppe.

30-
20=

) ! ili !
0,0
n=13 n=16 n=16

= = = n=16 n=14

I T T T T
K prox W pro W mead W dist k dist

Grad der Odematisierung

Darmabschnitt

Abbildung 23: Vergleich des Grades der Odematisierung der Tunica muscularis der
einzelnen Darmabschnitte vor (Kprox, Kdist) bzw. nach der Perfusion (Vprox, Vmed, Vdist)
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5.2.2.3 Tela submucosa

Die Werte des Odematisierungsgrades in der Tela submucosa lagen zwischen 0,50 und 2,50
in der K prox Gruppe. Diese beiden Werte stellten, wie zwei weitere bei 1,50 und 2,00,
Extremwerte dar. Das 25%- und das 75%-Perzentil wie auch der Median lagen bei 1,00. In
der V prox Gruppe variierten die berechneten Werte zwischen einem Maximum von 2,50 und
einem Minimum von 0,50. Der Maximalwert wurde durch zwei ausreilende Einzelwerte
charakterisiert. Der Median wie auch das 25%-Perzentil wurden durch den Wert 1,00
beschrieben. Das 75%-Perzentil hingegen lag bei 1,50. In der V med Gruppe wiesen nahezu
alle ausgewerteten Darme den Wert 1,00 auf. Die Ausnahme bildeten drei Extremwerte;
einer bezeichnete den Maximalwert von 2,00, zwei weitere lagen bei 1,50. Die letzte
Versuchsgruppe V dist beinhaltete Werte zwischen 0,00 und 2,00. Der Median lag hierbei mit
einem Wert von 1,25 hoher als bei allen anderen Gruppen, wahrend das 25%-Perzentil bei
1,00 und das 75%-Perzentil bei 2,00 lagen. Der Minimal- und Maximalwert der K dist Gruppe
lag bei 1,00 und 2,00. Das 25%-Perzentil ebenso wie der Median befanden sich bei 1,0; das
75%-Perzentil bei 1,50.
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Abbildung 24: Vergleich des Grades der Odematisierung der Tela submucosa der einzelnen
Darmabschnitte vor (Kprox, Kdist) bzw. nach der Perfusion (vprox, Vmed, Vdist)
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4.5.2.4 Tunica mucosa

In der Tunica mucosa lagen die Werte des Odematisierungsgrades bei der K prox Gruppe
zwischen 0,00 und 1,00. Diese beiden Werte bezeichneten gleichzeitig das 25%- und 75%-
Perzentil. Der Median lag bei 0,50. Das Minimum, der Median sowie das 25%-Perzentil der
V prox Gruppe lagen bei 0,00, der Maximalwert, der durch einen ausreiRenden Einzelwert
markiert wurde, bei 1,50. Das 75%-Perzentil befand sich bei 0,50. Auch bei der V med Grupp
lagen das Minimum, der Median und das 25%-Perzentil bei 0,00. Das Maximum wurde durch
den Wert 1,50 beschrieben, das 75%-Perzentil durch den Wert 0,88. Die V dist Gruppe
entsprachen in ihren Werten der K prox Gruppe mit Ausnahme des Maximalwertes, der bei
1,50 lag. Bis auf den Maximalwert, der mit 1,00 jedoch keinen ausreiRenden Einzelwert

darstellte, glich der Boxplot der Gruppe K dist dem Boxplot der Gruppe V prox.
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Abbildung 25: Vergleich des Grades der Odematisierung der Tunica mucosa der einzelnen
Darmabschnitte vor (Kprox, Kdist) bzw. nach der Perfusion (Vprox, Vmed, Vdist)
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4.6 Bilddokumentation der Histologie
4.6.1 Bilddokumentation der Epithelschadigung

In den beiden Kontrollgruppen K prox und K dist wiesen die Mehrzahl der lichtmikroskopisch
untersuchten Darmschnitte normale Mikrovilli ohne Epithelschadigung auf (Score 0, Abb. 26
u. 27).

Die Versuchsgruppen V prox, V med und V dist wiesen im Gegensatz dazu eine beginnende
Abhebung des Schleimhautepithels von der Lamina propria mit subepithelialen
Griinhagen'schen Spalten sowie dilatierte Kapillaren und eine kapillare Stauung auf (Score
1, Abb. 28 u. 29).

Abbildung 26: Ubersicht (ber mehrere Schleimhautzotten der K prox Gruppe. Das
Schleimhautepithel lag der Lamina propria direkt an, es zeigten sich keine Grlinhagen'schen
Spalten. Eine kapilldare Stauung war nicht zu erkennen (Score 0). Farbung Hamatoxylin-

Eosin.
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' .‘ ﬂ.ipr:xﬁ P .

Abbildung 27: Ubersicht tber eine Schleimhautzotte der K prox Gruppe. Zwischen der
Lamina propria und dem Schleimhautepithel waren keine Spalten zu erkennen, es zeigte
sich weder eine Abldsung des Epithels von der Lamina propria noch eine kapillare Stauung

(Score 0). Farbung Hamatoxylin- Eosin.
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Abbildung 28: Ubersicht iber mehrere Schleimhautzotten der V prox Gruppe. An den
Spitzen der Zotten waren deutlich Griinhagen’sche Spalten sowie eine beginnende
Ablésung des Schleimhautepithels von der Lamina propria zu sehen (Pfeile). Die Lumina der

Kapillaren zeigten Anzeichen einer Stauung (Pfeilkdpfe), (Score 1). Farbung Hamatoxylin-
Eosin.
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Abbildung 29: VergréRerung einer Schleimhautzotte der V prox Gruppe aus Abb. 28. Die
beginnende Ablésung des Schleimhautepithels vom Schleimhautbindegewebe war an den
entstandenen Griinhagen'schen Spalten deutlich zu erkennen (Pfeile). Die Lumina der
Kapillaren in den Spitzen der Zotten waren dilatiert (Pfeilkdpfe), (Score 1). Farbung

Hamatoxylin- Eosin.
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4.6.2 Bilddokumentation der Odematisierung

4.6.2.1 Tunica serosa

Bei der Beurteilung des Odematisierungsgrades der Tunica serosa wiesen beide
Kontrollgruppen K prox und K dist sowie die drei Versuchsgruppen V prox, V med und V dist
in der Mehrzahl der untersuchten Darmschnitte eine geringgradige Odematisierung auf
(Score 1, Abb. 30 u. 31). Dies &uRerte sich in einer Auflockerung des serosalen
Bindegewebes und einem moderaten Abheben von der Langsmuskelschicht des

Diinndarmes durch ein geringradig ausgepragtes interstitielles Odem.

Abbildung 30: Ausschnitt aus der Tunica serosa eines Darmes der K prox Gruppe. Im
serosalen Bindegewebe zeigte die Hohlraumbildung ein geringgradig ausgepragtes Odem

(Sterne) an (Score 1). Farbung Hamatoxylin- Eosin.
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Abbildung 31: Ausschnitt aus der Tunica serosa eines Darmes der V prox Gruppe. Das
auseinandergedrangte serosale Bindegewebe sowie die Abhebung von der Muskelschicht

zeigte das interstitielle Odem (Sterne) an (Score 1). Farbung Hamatoxylin- Eosin.
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4.6.2.2 Tunica muscularis

Die Tunica muscularis wies bei der Mehrzahl der untersuchten Darme der beiden Kontroll-
gruppen ein geringradig ausgepragtes perivaskuldres Odem auf (Score 1, Abb. 32).

Bei der Versuchsgruppe V dist waren die meisten der beurteilten Darmschnitte ebenfalls
durch ein geringgradig ausgepragtes perivaskuléares Odem gekennzeichnet (Score 1, Abb.
34). Die Versuchsgruppen V prox und V med wiesen zu fast gleichen Anteilen Darme ohne
ein erkennbares Odem (Score 0, Abb. 33) und Darme mit einem geringgradig ausgepragten
perivaskularen Odem auf (Score 1). Diese Art der Odematisierung zeigte sich an der Staung
der Gefale, der Hohlraumbildung um die GefalRe sowie einem Auseinanderdrangen der
Langs- und Quermuskelschicht in diesem Bereich.
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Abbildung 32: Ausschnitt aus der Tunica muscularis eines Darmes der K dist Gruppe. Die
Gefalle zwischen den beiden Muskelschichten waren geringgradig gestaut (Rauten), es
bildeten sich deutliche Hohlrdume um die BlutgefaRe, welche das perivaskulare Odem mit

Lymphstau charakterisierten (Sterne), (Score 1). Farbung Hamatoxylin- Eosin.
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Abbildung 33: Ausschnitt aus der Tunica muscularis eines Darmes der V med Gruppe.
Weder waren gestaute GefalRe noch eine Hohlraumbildung zu erkennen. Langs- und
Quermuskelschicht lagen direkt aufeinander (Score 0). Farbung Hamatoxylin- Eosin.
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Abbildung 34: Ausschnitt aus der Tunica muscularis eines Darmes der V dist Gruppe. Die

Lumina der GefalBe waren durch die Stauung geringgradig dilatiert (Rauten).

Die

Muskelschichten waren im Bereich der Gefalle auseinandergedrangt und es hatten sich,

anhand der Hohlraumbildung zu erkennen, geringgradig ausgeragte perivaskulare Odeme
gebildet (Sterne), (Score 1). Farbung Hamatoxylin- Eosin.
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4.6.2.3 Tela submucosa

In der Tela submucosa der Kontrollgruppen K prox und K dist erwiesen sich eine grolde
Anzahl der lichtmikroskopisch untersuchten Darmschnitte als geringgradig 6dematisiert
(Score 1, Abb. 35). Die dort verlaufenden Gefalle waren gestaut, das lockere Bindegewebe
auseinandergedrangt und Hohlrdume sichtbar, die, teilweise noch mit angefarbter
Odemflissigkeit gefiillt, auf ein interstitielles Odem verwiesen.

Die meisten der beurteilten Darme der Versuchsgruppen V prox, V med und V dist wiesen
ebenfalls eine geringgradige Odematisierung (Score 1, Abb. 36) auf, wobei in der Gruppe
V dist die Anzahl der als mittelgradig 6dematisiert (Score 2) beurteilten Darme geringfugig

héher war als in den beiden anderen Gruppen V prox und V med.

Abbildung 35: Ausschnitt aus der Tela submucosa eines Darmes der K dist Gruppe. Die
Gefalle im Zentrum der in diesem Teil dreiecksformigen Tela submucosa waren geringgradig
gestaut (Rauten), das lockere Bindegewebe erschien auseinandergedrangt und die durch
das geringgradige interstitielle Odem entstandenen Hohlrdume waren zum Teil noch mit

Odemflissigkeit angefiillt (Sterne), (Score 1). Farbung Hamatoxylin- Eosin.
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Abbildung 36: Asschnitt aus der Tela submucosa eines Darmes der V med Gruppe. Das
Lumen des Gefalles zeigte sich geringgradig gestaut (Raute). Auch hier hatten sich im
Bindegewebe der Tela submucosa Hohlrdume gebildet, die ein interstitielles Odem

anzeigten (Sterne), (Score 1). Farbung Hamatoxylin- Eosin.
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4.6.2.4 Tunica mucosa

In der Tunica mucosa wiesen die untersuchten Darmschnitte der Kontrollgruppe K prox zu
etwa gleichen Teilen keine erkennbare interstitielle Odematisierung (Score 0) oder eine
geringgradig ausgepragte interstitielle Odematisierung in Verbindung mit gestauten Lymph-
bzw. BlutgefalBen (Score 1, Abb. 37 u. 38) auf. In der Kontrollgruppe K dist wiesen die
meisten der untersuchten Darme weder Anzeichen einer Odematisierung noch gestaute
Gefalle in der Tunica mucosa (Score 0, Abb. 39) auf.

In den Versuchsgruppen V prox und V med konnten bei der Mehrzahl der Falle ebenfalls
keine erkennbaren Odematisierungserscheinungen (Score 0, Abb 40 u. 41) festgestellt
werden. Die Tunica mucosa der beurteilten Darmschnitte der Versuchsgruppe V dist erwies
sich im Gegensatz dazu als zu etwa gleichen Teilen geringgradig 6dematisiert in Verbindung

mit gestauten Gefalen (Score 1, Abb. 42) und ohne erkennbare Odeme (Score 0).

Rl
\ ',.\..‘i_f. YN
3 e

Abbildung 37: Ubersicht Uber die Tunica mucosa eines Darmes der K prox Gruppe. Die
durch das interstielle Odem entstandenen Hohlrdume (Sterne) verliehen der Tunica mucosa

ein ,mottenfral®“-ahnliches Aussehen (Score 1).

75



Ergebnisse

Abbildung 38: Ausschnitt aus der Tunica mucosa eines Darmes der K prox Gruppe. Die
Tunica mucosa wies mehrere kleine Hohlrdume (Sterne) auf. Diese Hohlraumbildung
kennzeichnete ein geringradiges interstitielles Odem (Score 1). Farbung Hamatoxylin- Eosin.
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Abbildung 39: Ausschnitt aus der Tunica mucosa eines Darmes der K dist Gruppe. Die

Tunica mucosa wies ein einheitliches Aussehen auf. Hohlrdume, die auf die Bildung eines

interstitiellen Odems héatten schlieBen lassen kdénnen, waren nicht zu erkennen (Score 0).

Farbung Hamatoxylin- Eosin.
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Abbildung 40: Ubersicht tiber die Tunica mucosa eines Darmes der V med Gruppe. Auch
hier erschien die Tunica mucosa einheitlich. Die GefalRe in der Zottenspitze lieRen keine
Stauungsanzeichen erkennen. Es fanden sich keine Anhaltspunkte fir eine Odematisierung
(Score 0). Farbung Hamatoxylin- Eosin.
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Abbildung 41: Ausschnitt aus der Tunica mucosa eines Darmes der V med Gruppe. Der
Zellverband erschien gleichmaRig, es waren keine Hohlrdume zu erkennen, die auf ein

interstitielles Odem hétten schlieRen lassen (Score 0). Farbung Hamatoxylin- Eosin.
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Abbildung 42: Ausschnitt aus der Tunica mucosa eines Darmes der V dist Gruppe. Der
Zellverband erschien aufgelockert und liel3 so Anzeichen einer geringgradigen interstitiellen
Odematisierung erkennen (Sterne), (Score 1). Die GefaRe in der Zottenspitze waren deutlich

gestaut (Rauten).
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

Zur Vermeidung von Tierversuchen zur intestinalen Resorption von potenziell toxischen
Substanzen ist es wichtig, ein in-vitro-Modell zu etablieren, welches den in-vivo
Verhaltnissen mdoglichst nahe kommt. Ziel der vorliegenden Studie war es, ein bereits
vorhandenes Perfusionsmodell so zu modifizieren, dass eine dreistlindige normotherme
Perfusion von operativ gewonnen Jejunumabschnitten des Schweines ohne erkennbaren
Funktionsverlust moglich ist. Schweine eignen sich hier als Spendertiere aus mehreren
Grunden. Zum einen ist es moglich, eine groRe Anzahl Organe von kommerziellen
Schlachthéfen zu beziehen und so die Versuchstierzahlen zu verringern. Zum anderen weist
der Schweinedarm ein hohes MalR an Homologien zum Darm des Menschen auf (Moughan
et al. 1992). Daher sowie aufgrund der Tatsache, dass sowohl der Mensch als auch das
Schwein omnivore Lebewesen sind, gilt der Intestinaltrakt des Schweines auch als ein
anerkanntes Modell fur den humanen Gastrointestinaltrakt (Varum et al. 2010). Ferner
stimmen die biochemischen Parameter der Disaccharidasen dieser beiden Spezies zu einem
hohen Grad Uberein. So liegen sowohl das Molekulargewicht der humanen Maltase (210000
Da) und der Maltase des Schweines (245000 Da) als auch das pH-Optimum der Maltase,
welches bei beiden Spezies 6-7 betragt, nah beieinander (Kelly und Alpers 1973; Danielsen
et al. 1983; Sgrensen et al. 1982; Glnther und Heymann 1998).

Das Jejunum ist nicht nur der langste und operativ am besten zugangliche Teil des Darmes,
sondern auch der Dinndarmabschnitt mit der héchsten Dichte an Carrierproteinen und der
grolten mukosalen Oberflache, was ihn als in-vitro Modell zur Untersuchung von
Resorptionsvorgangen am geeignetsten erscheinen a3t (Lennernas 2007).

Um Versuchsbedingungen zu schaffen, die den in-vivo Verhaltnissen moglichst vergleichbar
sind, ist die Wahl des Perfusionsmediums von besonderer Bedeutung. In der Vergangenheit
konnte bei der Verwendung zellfreier Perfusionsmedien fur Resorptionsuntersuchungen an
isolierten Darmsegmenten mangels des Sauerstofftragers Hamoglobin der Sauerstoffbedarf
der perfundierten Organe nur unzureichend gedeckt werden (Fisher und Parson 1949,
Wilson und Wisemann 1954, Hohenleitner und Senior 1969, GrofRe-Siestrup 1993). Auch der
Zusatz gewaschener Erythrozyten oder die Verwendung von verdinntem Blut als
Perfusionsmedium konnten das Problem der unzureichenden Sauerstoffversorgung nicht
eliminieren (Roese 1930, Kavin et al. 1967; Dubois et al. 1968). Ein weiteres Problem bei der
Verwendung von zellfreien Perfusionslésungen, die aufgrund der im Vergleich zu Blut
schlechteren Sauerstoffbindungskapazitat mit wesentlich héheren Flussraten durch das
Gefallsystem gepumpt werden missen, stellen die durch den erhéhten Perfusionsdruck
entstehenden Odeme dar (Isselhard 1986, GroRe-Siestrup et al. 2003). Eine
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Vergleichsstudie von autolog hamoperfundierten Nieren im Gegensatz zu mit Tyrodelosung
perfundierten Nieren kam zu dem Ergebnis, dass die Gruppe der hamoperfundierten Organe
nicht nur eine deutlich bessere Kreatininclearance und eine bessere Resorptionleistung von
Gukose und Natrium aufwies, sondern auch eine signifikant bessere Sauerstoffversorgung
verzeichnete (Hochel et al. 2003).

In der vorliegenden Studie wurde als Perfusionsmedium daher durch Gasaustausch
oygeniertes, dialysiertes und normothermiertes autologes Vollblut verwendet, dessen Menge
durch den in sich geschlossenen Kreislauf begrenzt war.

Uber die Lagerung des Darmes wahrend der Perfusion machen anderen Autoren wenig
Aussagen. Um eine mdglichst schonende Lagerung des Darmsegmentes Uber den
gesamten Versuchszeitraum zu gewahrleisten und die vorhandene Eigenmotilitat des
Organs moglichst wenig zu behindern, wurde der Darm auf einem eigens dafur angefertigten
~Wasserbett“ gelagert und die Temperatur konstant tGiberwacht.

Ein wichtiges Kriterium bei Organperfusionen stellt die kalte und warme Ischamiezeit dar,
also die Zeit, in der das entsprechende Organ ohne Sauerstoffzufuhr ist. Wahrend Organe
wie Leber, Niere und Herz Uber mehrere Stunden kalt konserviert werden koénnen, reagiert
der Dinndarm, insbesondere die Mukosa, aufierst empfindlich auf eine andauernde
Ischamie. Obwohl es bereits in ersten Studien gelang, Dinndarmabschnitte Uber einen
kurzen Zeitraum der kalten Konservierung zu unterziehen (Oner et al. 2004), wurde in der
vorliegenden Arbeit auf eine kalte Konservierung verzichtet. Aufgrund eigener Ergebnisse,
denen zufolge der Darm bei einer warmen Ischamie Uber 20 Minuten ein deutlich
schlechteres histologisches Ergebnis - insbesondere bei der Integritdt des Schleimhaut-
epithels - zeigte, wurde die warme Ischdmie mit durchschnittlich 12,9 + 3,6 min moglichst
kurz gehalten. Demzufolge hat die Dauer der Ischamie einen entscheidenen Einfluss auf die
Integritédt des Schleimhauepithels. So zeigten sich nach einer warmen Ischamiezeit von 22
Minuten bei Darm 1 in der histologischen Auswertung deutlich verklrzte Zotten und ein
Schleimhautepithel, das in manchen Abschnitten nur noch in den Krypten vorhanden war.
Allerdings gab es auch Bereiche, in denen die Zotten zwar deutlich verkurzt, jedoch fast
vollig wieder mit Schleimhautepithel iberzogen waren. Dies deckt sich mit den Ergebnissen
von Grootjans et al. (2012), wonach sich im histologischen Bild nach 120 Minuten
Reperfusion ebenfalls verklrzte Zotten zeigten, die wieder fast vollstindig mit
Schleimhautepithel Gberzogen waren. Ein vergleichbares histologisches Bild konnte so bei
den restlichen Darmen, deren warme Ischamiezeit immer unter 20 Minuten lag, nicht gezeigt
werden (Koch et al. 2005)

Ein haufig beschriebenes Problem bei der Perfusion isolierter Diinndarmsegmente ist eine

Hyperamie, die sich in ausgedehnten Nekrosen der Mukosa, einer gesteigerten
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Mukussekretion in das Darmlumen sowie einer deutlich sichtbaren Hypermotilitat aulern
kann. Eine Erklarung hierfir ergibt sich aus der zwangslaufigen Denervierung des Darmes
im Rahmen einer Perfusionsstudie, wodurch die sympathischen, noradrenergen Stimuli
wegfallen, infolge derer es zu einem Uberwiegen der intrinsischen parasympathischen
Aktivitat des Darmes kommt. Dieser Vorgang fuhrt zu einer Vasodilatation, welche sich in
unphysiologisch hohen Flussraten widerspiegelt und zu der bereits angesprochenen
Hypersekretion und Hypermotilitat fihrt. (Stangl et al. 2000; Windmuller und Spaeth 1974
und 1975, Windmueller et al. 1970). In der vorliegenden Studie wurde dem Perfusat bei
ersten Anzeichen der oben beschriebenen Symptome Noradrenalin mittels Perfusor
zugesetzt. Die zur Stabilisierung des Blutdruckes und zur Verhinderung von Hypermotilitat
und Hypersekretion nétige Menge Noradrenalin lag zwischen 0,1 und 0,4 ug/ min. Die von
manchen Autoren beschriebene Umverteilung des Blutvolumens von Mucosa zu Muscularis
(Majno et al. 1969; Levine und Jacobsen 1995) sowie Zunahme des Shuntvolumens in den
Villi (Levine und Jacobsen 1995) bei Zugabe gréRerer Mengen Noradrenalin, konnte
histologisch nicht belegt werden.

Glutamin, eine neutrale nichtessentielle Aminosaure, stellt das bevorzugte Nahrsubstrat des
Dinndarms dar und wird von den Enterozyten besonders in katabolen Stoffwechsellagen
oxidativ im Citrat-Zyklus abgebaut (Windmdiller und Spaeth. 1977 u. 1981; Frankel et al.
1993). In tierexperimentellen Studien konnte ein erhohter Verbrauch von Glutamin durch die
Darmmukosa sowie ein schitzender Effekt auf die Darmschleimhaut durch erhdhtes
Angebot von Glutamin gerade in kritischen Situationen gezeigt werden (Frankel et al. 1993,
Lew et. al. 1996). Neuere Untersuchungen belegen zudem eine postive Auswirkung von
Glutaminsubstitution auf die Auspragung eines Ischamie-Reperfusionsschadens (Mondello
et al. 2010). Aufgrund dieser mukosa-protektiven Eigenschaften wurde dem Darm nach 20

und 140 Minuten der Perfusion eine Glutamin enthaltende L6sung intraluminal zugefuhrt.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Hamodynamik

Aus den RegelgroRen vendser/arterieller Mitteldruck und dem Blutfluss errechnet sich der
Organwiderstand. In den ersten 20 Minuten des hier vorliegenden Versuchs kommt es zu
einem Absinken des Organwiderstandes im Median von anfanglichen
0,5 mmHg*min/ml/100g auf 0,32 mmHg*min/mli/100g. Ursache hierflr kénnte die durch die
warme Ischamie bedingte Vasokonstriktion sein (Jung et al. 2000), die aufgrund der
Reoxygenierung und des Uberwiegens der parasympathischen intrinsischen Aktivitat des
Darmes aufgrund der zentralen Denervierung in den ersten 20 Minuten mit einer

Vasodilatation und einem deutlich messbaren Abfall des Organwiderstandes einhergeht. Im
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Verlauf der weiteren Perfusion bleibt der Median des Widerstandes innerhalb einer
Schwankungsbreite von 0,26-0,34 mmHg*min/ml/100g relativ konstant; es kommt zu keinem
nennenswerten Anstieg des Widerstandes im Vergleich zur Héhe des Ausgangswertes.
Darm 13 weist zu den Zeitpunkten 40, 60 und 80 Minuten deutlich héhere Widerstéande von
1,24-1,31 mmHg*min/ml/100g auf, was den Ruckschluss zulasst, dass es hier aufgrund einer
ischdmischen Stoffwechsellage zu einer Vasokonstriktion gekommen ist, die sich allerdings
weder beim Sauerstoffverbrauch noch bei der histologischen Auswertung bestatigen lasst.
Allerdings fallt in der histologischen Auswertung auf, dass es bei diesem Darm bereits in der
Kontrollgruppe K prox und somit vor Perfusionsbeginn zu Einblutungen in die Mukosa
gekommen ist. Infolge eines Blutverlustes kommt es reflektorisch zu einer Vasokonstriktion,
was die wahrscheinlichste Erklarung fir die erhdhten Organwiderstande darstellt. Die hier
gemessenen Organwiderstande sind im Vergleich zu isoliert hamoperfundierten Nieren mit
0,45-0,7 mmHg*min/ml/100g (Grole-Siestrup et al. 2002d) und Schweineextremitaten
(porcine skin) mit 15,5-19,1 mmHg*min/ml/100g (GroRe-Siestrup et al. 2002¢) niedrig, liegen
jedoch deutlich tUber dem Organwidestand von 0,11 mmHg*min/ml/100g; gemessen an
narkotisierten Schweinen in den MesentrialgefaRen (van Waegeningh 2004). Auf den
Zusammenhang zwischen Sauerstoffverbrauch und Organwiderstand soll spater

eingegangen werden.

5.2.2 Hamatologie

Als indirekte Hamatokrit-Kontrolle dient wahrend der Perfusion der alle 20 Minuten Uber das
BGA-Gerat bestimmte Hamoglobinwert tHb. Bei einem Abfall oder Anstieg des tHb iber oder
unter den angestrebten Normwert von 10,1-14,7 g/dl kann korrigierend Uber die Justierung
des vendsen Blutflusses eingegriffen werden und so eine Hamodilution oder
Hamokonzentration verhindert werden. Uber den Perfusionszeitraum von 180 Minuten
kommt es in der vorliegenden Studie zu einer leichten Hdmokonzentration mit einem Anstieg
des Hamotokrits um 0,04 I/l auf einen Median von 0,33 I/l zum Ende des Versuchs. Das
entspricht einem Anstieg von 13,8%. Neben der Gerinnungshemmung, in vorliegender Arbeit
Uber den Zusatz von Heparin erfolgt, ist bei hamoperfundierten Organen eine Dilution des
Blutes nétig, um dessen Fliel3eigenschaften zu verbessern (Dittrich et al. 2000) und damit
eine moglichst optimale Gewebeperfusion zu erzielen (Nogueira et al. 1999). Der
Normbereich des Hamatokrits liegt bei Schweinen bei 0,30-0,43 |/l (Nerbase 2008). Der
Hamotokrit der perfundierten Darme liegt im Median zu Beginn des Versuches leicht
darunter; nach 180 Minuten jedoch im Normbereich. Faktoren, die zu einem Anstieg des
Hamatokrits fihren kénnen, sind die Verdunstung von freiem Wasser, der Verlust von freier
Flissigkeit bzw. eine gesteigerte Mukussekretion in das Darmlumen und eine
Flissigkeitsverschiebung Uber das Kapillar-Dialyse-Modul in das Dialysat (Stangl et al.

2000). Es ist anzunehmen, dass die moderate Hamokonzentration aus einem
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Zusammenspiel aller drei Faktoren entstanden ist. Wei et al. (2009) beschreiben einen Abfall
des Hamotokrits um 4,8% bezogen auf den Ausgangswert nach 45 Minuten bei der
Perfusion von humanen Jejunumabschnitten. Stangl et al. (2000) stellen je nach
Versuchsaufbau bei der Perfusion von isolierten Rattenjejunum einen Abfall von 1,8 bis 21%
jeweils bezogen auf den Ausganswert fest. Auch bei der Perfusion anderer Organe wie
Lebern, Nieren oder Schweineextremitaten wird eher ein Hamatokritabfall als ein Anstieg
beschrieben (Grof3e-Siestrup et al. 2002b, c, d, e und 2004). Dieses konnte durch den
Verlust von Erythrozyten in den semipermeablen Membranen der Kapillar-Dialyse-Filter
bedingt sein (Unger et al. 2005) oder aber durch die Schadigung der Erythrozyten durch die
Rollenpumpen, auf die im Folgenden genauer eingegangen wird. Ein signifikanter Anstieg ist
im Gegensatz dazu beim freien Hamoglobin zu verzeichnen. Zu Beginn des Versuchs liegt
der Median bei 7,5 mg/dl, nach 180 Minuten bereits bei 20,5 mg/dl, was einer fast dreifachen
Erhéhung entspricht. Ursachlich hierfir sind die eingesetzten Rollenpumpen. Rollenpumpen
schadigen die Erythrozyten durch mechanische Belastung und fiihren so eine Hamolyse
herbei (Leverett et al. 1972, van der Hoeven et al. 1998, Benett et al. 2004). Eine mogliche
Verringerung der Hamolyseraten konnte durch die Verwendung von Pulsatil- und
Wechselpumpen erreicht werden, da Untersuchungen belegen, dass die Hamolyseraten bei
dieser Pumpenart bis zu 60% niedriger sind als bei der Verwendung von Rollenpumpen (van
der Hoeven et al. 1998). Darm 13 fallt auch hier wieder mit extrem hohen Werten zum
Beginn und Ende des Versuchs auf. Aufgrund der bereits erwahnten Einblutungen in die
Mukosa in der Kontrollgruppe K prox muss davon ausgegangen werden, dass es sich hierbei
entweder um intra operativ entstandene Schaden handelt, oder, dass dieses Tier an einer
nicht naher zu definierenden Krankheit (beispielsweise einer angeborenen
Autoimmunkrankheit oder Gerinnungsstorung) litt, die jedoch préamortal asymptomatisch
blieb.

5.2.3 Funktionsparameter

Um die Integritdt und Funktionalitét des Darmes wahrend der Perfusion zu beweisen, bedarf
es geeigneter Vitalitdtsparameter bzw. Funktionstests. Anhand des Glukoseverbrauchs und
der Glukoseresorption aus dem Darmlumen kann eine Aussage uUber die Vitalitdt und

Funktionalitat des Darmes getroffen werden (Kavin et al. 1967).

Die Fahigkeit des auf den Mikrovilli vorhandenen Bilrstensaumenzyms Maltase,
Disaccharide wie Maltose - bestehend aus zwei a 1-4 glykosidisch verknipften
Glukosemolekilen - zu spalten, setzt eine funktionstlichtige unbeschadigte Darmmukosa
voraus (Billiar et al. 1984; Stangl et al. 2000).

Ein Glukoseanstieg im Blut nach intraluminaler Applikation von Maltose lasst daher die

Schlussfolgerung zu, dass nicht nur eine ausreichende Energieversorgung stattfindet,
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sondern auch die Birstensaumzellen in der Mukosa intakt sind, da fiir ungespaltene
Maltosemolekiile keine Mdéglichkeit der Aufnahme Uber die Darmschleimhaut gegeben ist
(Stangl et al. 2000, Nichols et al. 2003). Ansteigende beziehungsweise abfallende Werte der
arteriovenodsen Glukosedifferenz zeigen eine Glukoseresorption beziehungsweise einen
Glukoseverbrauch durch den Darm an. Positive Zahlenwerte weisen darauf hin, dass zum
entsprechenden Zeitpunkt mehr Glukose verbraucht als resorbiert wird, eine Differenz von 0
weist darauf hin, dal3 der Verbrauch gleich der Resorption ist und ein negativer Zahlenwert
zeigt an, dass mehr resorbiert als zum selben Zeitpunkt verbraucht wird. Jeweils 20 Minuten
nach den Maltoseapplikationen (zu Beginn des Versuchs und nach 140 Minuten) zu den
Zeitpunkten 20 und 160 Minuten kommt es zu einem signifikanten Abfall des Medians der
Glukosedifferenz um 6,6 mg/dl/100g innerhalb der ersten 20 Minuten und 5,1 mg/dl/100g
zwischen der 140. und 160. Minute. Hier Uberwiegt eindeutig die Resorption gegeniiber dem
Verbrauch. Im Verlauf der Perfusion kommt es zu einem kontinuierlichen Anstieg der
Mediane bis sich der Median der Glukosedifferenz nach 80 Minuten mit 0,3 mg/dl/100g
erstmals in einem positiven Zahlenwert auf3ert. Dieser Verlauf zeigt, dass der Darm bis Uber
die 60. Minute hinaus mehr Glukose resorbiert als verbraucht hat. In der 80. Minute gleicht
die Resorptionsrate in etwa dem Verbrauch an Glukose. Im weiteren Verlauf steigen die
Mediane bis zur 140. Minute bis auf einen Wert von 1,7 mg/dl/100g an, was einen héheren
Glukoseverbrauch im Vergleich zur Glukoseresorption widerspiegelt. Darm 12 musste
aufgrund mangelnder Oxygenierung im Lauf des Versuchs auf ein neues Kapillar-Dialyse-
Modul umgeschaltet werden. Dies hatte aufgrund von Dialysatverschiebungen eine
Hamodilution zur Folge, die die extrem abfallenden Werte in der arteriovendsen
Glukosedifferenz verursachte, denen damit jedoch die Aussagekraft fehlt. Stangl et al. (2000)
verzeichneten bei Versuchen mit durch verschiedene Perfusatlésungen vasal perfundierte
Rattendarme 30 Minuten nach intraluminaler Maltoseapplikation Glukoseanstiege im Pefusat
von 10-66,8 mg/dl/100 g. Diese liegen somit deutlich Uber den hier beschriebenen
Glukoseanstiegen beziehungsweise Differenzen. Eine Erklarung hierfur liegt zum einen in
der Tatsache begriindet, dass die Maltoselésung zusatzlich mit Glukoseldésung versetzt
wurde und zum anderen die arteriovendsen Differenzen nicht in die Berechnung mit
eingingen. Ein weiteres wichtiges Kriterium fur die Vitalitdt des perfundierten Darmes ist der
Sauerstoffverbrauch (von Baeyer et al. 1997; Nogueira et al. 1999; GroRRe-Siestrup et al.
2002a, b, d, e). Der Median des berechneten Sauerstoffverbrauches steigt innerhalb der
ersten 40 Minuten auf 88,7 pmol/min/100g an und fallt im Lauf des Versuches auf einen Wert
von 69,2 umol/min/100g ab. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass im ersten
Drittel des Versuchs tendenziell mit steigendem Sauerstoffverbrauch der Organwiderstand
abnimmt. Dieses resultiert aus der Tatsache, dass nach anfanglicher Ischamie Glukose

wieder vermehrt aerob verstoffwechselt werden kann, wodurch das Angebot an ATP in den
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Zellen steigt und die ATP-asen das osmotische Gleichgewicht zwischen Intra- und
Extrazellularraum wiederherstellen kénnen. Dies wiederum fiihrt zu einer Abnahme des
entstandenen Zellodems, welches flir die Einengung der Kapillaren verantwortlich ist und
somit auch zu einem abnehmenden Organwiderstand. Darm 14, 15 und 16 erreichen ab der
40. Perfusionsminute Spitzenwerte von 252—291 ymol/min/100g, was sich in vergleichsweise
geringen bis nicht vorhandenen Epithelschaden in der histologischen Untersuchung zeigt.
Darm 1 weist zu den Zeitpunkten 100 und 120 Minuten Minimalwerte im Sauerstoffverbrauch
von 13-18 pmol/min/100g auf, was ebenfalls mit den vergleichsweise schlechten
histologischen Ergebnissen der Odematisierung der Submukosa wie auch dem Grad der
Epithelschadigung korreliert. In einer anderen Studie zu perfundierten Dinndarmsegmenten
konnte ein Sauerstoffverbrauch von 152 umol/min/100g in Rattendarmen gemessen werden
(Stangl et al. 2000). Der Normwert des Sauerstoffverbrauches des Splanchnikusgebietes
betragt etwa 250 umol/min/100g. Lautenschlager et al. (2010) erreichten in ihrer Studie mit
perfundierten Rattendiinndarmen fast dreifach so hohe Werte. Die in vorliegender Arbeit

ermittelten Werte sind mit den Daten anderer Autoren vergleichbar.

Wahrend der warmen Ischamie wird in den Zellen durch die weiterhin ablaufenden
Stoffwechselprozesse mehr Energie verbraucht als erzeugt (Harvey et al. 1988). Der daraus
resultierende Sauerstoff- und Glukosemangel betrifft vornehmlich die Na'/K* -ATPase, da
diese flr ihre Funktion grolke Mengen an ATP verbraucht (Silver und Erecinska 1994). Die
einzig verbleibende Moglichkeit fur die Zellen, ATP zu produzieren, stellt die anaerobe
Glykolyse dar, bei der Laktat entsteht. Die Mediane der Laktatwerte liegen wahrend des
gesamten Perfusionszeitraums zwischen 7,4 und und 8,5 mg/dl/100g und damit im
physiologischen Normbereich fir Schweine der verwendeten Altersklasse (Nerbase 2008).
Eine vermehrt, durch mangelnde Oxygenierung, auftretende Laktatproduktion kann in

vorliegender Studie nicht belegt werden.

5.2.4 Darmgewichtsuntersuchung

Als Folge einer Ischamie - entweder durch die kurzfristige Unterbindung der Gefal3-
versorgung bei Entnahme des Organs oder durch mangelnde Sauerstoffzufuhr wahrend des
Versuches verursacht - entstehen durch die anaerobe Stoffwechsellage und dem daraus
resultierenden Absinken des pH-Wertes bei Reperfusion freie Sauerstoffradikale. Diese
fihren zur Schadigung von Gefalkendothelien, zu erhdhter vaskuldrer Permeabilitdt und
infolgedessen zu einer Odematisierung des umliegenden Gewebes (Isselhard 1986;
Seekamp und Waard 1993; van Griensven et al. 1999). Wenngleich der Darm in der Lage
ist, sich einer verminderten Sauerstoffzufuhr anzupassen, indem er die Sauerstoff-
Freisetzung aus Hadmoglobin erhdht (Granger und Granger 1983; Granger und Nyhof 1982),

kann es am Dinndarm zu einer Desquamation mit darauffolgender Abldsung des
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Schleimhautepithels kommen, was einen kompletten Verlust der Darmfunktion zur Folge hat
(Arthur 1988; Weixiong et al. 1994; Kong et al. 1998). Eine Odembildung spiegelt sich unter
anderem in einer Gewichtszunahme des Darmes nach erfolgter Perfusion wieder. Das
Ausgangsgewicht der untersuchten Darmabschnitte (NGap) lag im Median bei 160,8 g. Nach
Perfusionsende liegt das Gewicht der perfundierten Darmabschnitte (NGpp) mit einem
Median von 292,7 g (was einer Gewichtszunahme von 82% entspricht) deutlich Gber der von
de Lange et al. (1992) tolerierten Zunahme von 10%. Betrachtet man aber das Gewicht der
perfundierten Darmabschnitte nach Abtrennung des Mesenteriums (NGpp-mes), so liegt das
Gewicht mit einem Median von 121,5 g deutlich unter dem Ausgangsgewicht. Dieses
Ergebnis zeigt, dass das Odem sich vorwiegend im Mesenterium und nicht im perfundierten
Darmabschnitt befindet. Die Tatsache, dass NGpp-mes niedriger ist als NGap resultiert aus
dem - wenn auch geringen - Eigengewicht des Mesenteriums. Zur Verdeutlichung wurden
aus den ermittelten Gewichten Differenzen errechnet. Differenz 1 (NGpp - NGap) mit einem
Median von 146,1 g zeigt noch einmal die gesamte Gewichtszunahme des Organs durch die
Perfusion. Der Median der Differenz 2 (NGpp - NGpp-mes) liegt bei 176,4 g und beziffert das
Gewicht des makroskopisch sichtbar 6dematisierten Mesenteriums, dessen physiologisches
Gewicht etwa bei 30 g liegt. Darm 1 stellt mit seinem NGpp und der Diff 1 einen Extremwert
dar, der auf die in vorliegender Versuchsreihe langste Ischamiezeit von 22 Minuten
zurlckzufiihren sein kénnte.

Die zwangslaufig bei isolierten Organperfusionen auftretende Ischamie mit daraus
resultierender Odembildung zeigt sich in vorliegender Studie vorwiegend im Mesenterium
und nicht im Darm. Die Funktion des Darmes, insbesondere die Resorptionsleistung wird
dadurch nicht behindert, was mit den nachfolgenden histologischen Befunden wie auch mit

den Ergebnissen der Funktionstests korreliert.

5.2.5 Histologische Auswertung

5.2.5.1 Grad der Epithelschadigung

Die Mukosa des Dunndarms ist von essentieller Bedeutung, da sie eine Barriere zwischen
dem mit Mikroorganismen besiedelten Lumen und dem GefalRsystem darstellt. Durch
Verletzung der Integritit des Mukosaepithels kann es zum Ubertritt von Bakterien und
Toxinen aus dem Darmlumen in den Blutkreislauf kommen, was zu einer schweren
systemischen Infektion (Sepsis) fuhrt (Wenzel 1993). Eine weitere wichtige Bedeutung
kommt einerseits den in den Blrstensaumzellen lokalisierten Oligo- und Disaccharidasen zu,
deren Aufgabe in der Aufspaltung von Maltose, Maltotriose und «-Dextrine zu
Monosacchariden besteht sowie dem ebenfalls an den Birstensaumzellen sitzenden
Na’-Glukose-Cotransporter (SGLT 1), der die entstandenen Monosaccharide Uber einen

sekundar aktiven Transport durch die Blrstensaummembran in die Epithelzellen beférdert.
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(Hediger und Rhoads 1994; Takata 1996; Crane et al. 1961). Die Unversehrtheit der
Dinndarmmukosa inklusive der Epithelschicht mit Blrstensaum gilt als wichtiges Kriterium
fur eine gelungene Perfusion isolierter Darmsegmente sowie fir deren Vitalitat (Stangl et al.
2000, Plump et al. 1987).

Eine mukosale Schadigung zeigt sich histologisch mit einer beginnenden Abhebung des
Schleimhautepithels von der Lamina propria (Grinhagen'sche Spalten) vorwiegend an den
Villispitzen. Dies fuhrt im weiteren Verlauf zu einer apikobasalen Destruktion der Villi und
endet in einer kompletten Desintegration der Mukosa mit Denudation der Villi sowie
Hamorraghien in das Lumen (Chiu et al. 1970).

Wahrend einer Ischamie wurde bereits in friiheren Versuchsreihen eine Schadigung des
Schleimhautepithels sowie des Schleimhautbindegewebes mit Einschrankung der
mukosalen Barrierefunktion beobachtet (lllyés und Hamar 1992; Haglund 1994; Kong et al.
1998). Brown et al. (1990) wiesen in einem Perfusionsmodell des Rattendinndarms zwei
Stunden nach erfolgter Reperfusion eine deutliche Schadigung der Mukosa nach. Auch
humane Dinndarme zeigten bereits nach einer Stunde Reperfusion erhebliche mukosale
Schaden (Sisley et al. 1994).

In der vorliegenden Studie lagen die Medianwerte bei allen drei, nach dreistiindiger
Perfusion entnommenen Darmproben (Vprox, Vmed, Vdist) bei Score 1, was einer
beginnenden Abhebung des Schleimhautepithels von der Lamina propria (Griinhagen'sche
Spalten) bei ansonsten intaktem Schleimhautepithel entspricht.

Die Struktur der Mikrovilli ist wie bei den Nativpraparaten vollstdndig erhalten. Die proximal
und distal des Darmsegmentes entnommenen Proben, die keiner Perfusion unterzogen und
intra operationem entnommen worden waren (Kprox, Kdist), dienen der Kontrolle. Die
Medianwerte der beiden Kontrollproben liegen bei Score 0 und weisen somit keine
Schadigung der Mukosa auf.

Darm 1 hat - wahrscheinlich aufgrund der bereits angesprochenen relativ langen
Ischamiezeit - seine makroskopisch sichtbare Querfaltung verloren. In der histologischen
Auswertung ziegte sich dies durch eine zum Teil komplette Zerstérung des
Schleimhautepithels oder deutlich abgeflachte Mikrovilli, die jedoch teilweise wieder mit
Epithel Uberzogen waren. Dies deckt sich mit den Ergebnissen einer Studie an humanen
Jejunumabschnitten von Grootjans et al. (2012), bei der nach 120 Minuten Reperfusion
ebenfalls eine Verkirzung der Mikrovilli bei teilweiser Wiederherstellung des
Schleimhautepithels gezeigt werden konnte.

In der vorliegenden Versuchsreihe entsprechen die histologischen Befunde des Grades der
Epithelschadigung vorwiegend einer allenfalls als geringradig einzustufenden und somit

vollstandig reversiblen Schadigung der Diinndarmmukosa.
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5.2.5.2 Grad der Odematisierung

Vorangegangene Studien zur extrakorporalen Perfusion von Dinndarmabschnitten
verschiedener Spezies fokussieren sich vorwiegend auf die histologische Begutachtung der
Tunica mucosa. Uber den Grad der Odematisierung von Tunica serosa, Tunica muscularis
und Tela submucosa sind vergleichsweise wenig auswertbare Daten vorhanden. Stangl et al.
(2000) konnten nach zweistlindiger Perfusion eines Rattenjejunums mit verschiedenen
Perfusionsmedien nur bei einem Hamodilutionszusatz eine geringgradige Odematdse
Auflockerung der Tunica serosa bzw. der Lamina propria serosae erkennen. Die anderen
Dunndarmschichten waren ohne nennenswerte histologische Veranderungen. In einer Studie
Uber die ischamische Prakonditionierung von Dinndarmtransplantaten bei Ratten zeigten
sich nach einstiindiger Reperfusion Odeme in der Tunica muscularis (Wei et al. 2009). Bei
Ferkeln konnte nach einstundiger Ischamie und zweistindiger Reperfusion Hadmorraghien
und Odeme in der Tela submucosa nachgewiesen werden (Papparella et al. 1997). Im
Folgenden wird die Odemauspragung der einzelnen Diinndarmschichten diskutiert.

Der Odematisierungsgrad der Tunica serosa weist in beiden Kontrollgruppen (Kprox, Kdist),
wie auch in den drei Versuchsgruppen (Vprox, Vmed, Vdist) einen Median von Score 1 auf,
was einem geringgradig ausgepragten Odem, vorwiegend zwischen der Lamina propria
serosa und der Tunica muskularis, entspricht. Da die Aufgabe der Tunica serosa bzw. des
Mesothels in der Phago- und Pinozytose von Stoffen aus der Koérperhohle bzw. der Sekretion
von Flissigkeiten besteht, und keine Veranderung der Odemauspragung nach Ablauf der
Perfusion festzustellen ist, kann davon ausgegangen werden, dass die vorhandene
Odematisierung intra operationem stattgefunden hat und keine Beeintrachtigung der
Darmfunktion darstellt. Dieses Ergebnis korreliert mit der Studie von Stangl, der die
geringgradige Odematisierung der Tunica serosa ebenfalls als bedeutungslos fiir die Qualitat
der vorangegangenen Perfusion einstuft (Stangl et al. 2000).

In der Tunica muscularis zeigt sich bei den Kontrollgruppen Kprox und Kdist ein Median der
Odemauspragung von Score 1; bei der Versuchsgruppe Vdist ebenfalls. Lediglich die
Gruppen Vprox und Vmed weisen einen nach der Perfusion im Median geringeren
Odematisierungsgrad von Score 0,5 auf. Auch hier zeigt sich hinsichtlich der Odembildung
histologisch keine Verschlechterung durch die Darmperfusion. Die Odeme zeigen sich
ausschliel3lich perivaskular rund um die sich zwischen dem Stratum circulare und Stratum
longitudinale befindlichen Blut- und LymphgefaRe. Die ausgetretene Odemflissigkeit ist aller
Wabhrscheinlichkeit nach vorwiegend auf den Lymphstau zurtickzufiihren, da bei vorliegender
Studie lediglich die Blut- nicht jedoch die Lymphgefalie kandliert wurden. Bei einer Nutzung
des hier vorgestellten Perfusionssystems, bei dem die Resorption von Lipiden bzw.
lipophilen Stoffen aus dem Jejunum untersucht werden soll, misste daher eine Kanulierung

des Truncus intestinalis vorgenommen werden.
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Die Tela submucosa weist in beiden Kontrollgruppen Kprox und Kdist einen Median des
Odematisierungsgrades von Score 1 auf. Die Versuchsgruppen Vprox und Vmed
verzeichnen ebenfalls einen Median von Score 1, was einem geringradigen interstitiellen
Odem entspricht. Die GefaRe erscheinen geringgradig gestaut. Vdist weist als einzige
Gruppe mit einem Median von Score 1,25 eine geringgradig vermehrte Odematisierung
durch die Perfusion auf. Hdmorraghien, wie bei Papparell et al. (1997) beschrieben, zeigen
sich in keinem der Praparate. Die Tatsache, dass die Tela submucosa ahnlich der Tunica
muscularis reich an Blut- und LymphgefaRen ist, ldsst vermuten, dass die Odemfliissigkeit
vorwiegend aus den nicht kanulierten und somit gestauten Lymphgefalien ausgetreten ist.
Zu beachten ist zudem, dass auf die Tela submucosa und die Tunica mucosa 90% der
gesamten Dinndarmurchblutung entfallen, sodass ein eventueller Austritt von Flussigkeit
aus den geringgradig gestauten Blutgefallen am ehesten in einer dieser beiden Schichten zu
erwarten ist (Takata 1996).

Auch hier kann davon ausgegangen werden, dass die Odematisierung bereits intra
operationem stattgefunden hat und fir die Funktion des perfundierten Dinndarmabschnittes
nicht von Bedeutung ist.

Der Median des Grades der Odematisierung der Tunica mucosa liegt bei der Kontrollgruppe
Kprox bei Score 0,5, was einer geringen bis nicht vorhandenen Odematisierung der
Darmschleimhaut entspricht. Bei der Kontrollgruppe Kdist liegt der Median bei 0, was einer
nicht vorhandenen Odematisierung der entsprechenden Darmschicht vor dem
Versuchsbeginn entspricht (Score 0). Nach Versuchsende zeigt sich bei den
Versuchsgruppen Vprox und Vmed ein Median, der einem Odematisierungsgrad zwischen
Score 1 und Score 0 entspricht. Der Median der Versuchsgruppe Vdist liegt beim Score 0
(kein Odem). Es lasst sich somit keine vermehrte Odemausbildung in der Darmschleimhaut
nach Ablauf des Versuchs erkennen. In der histologischen Auswertung zeigt sich die
teilweise vorhandene Odematisierung vor und nach der Perfusion vorwiegend im
interstitiellen Bindegewebe der Lamina propria mucosae. Die Gefalle in den Zottenspitzen
erscheinen teilweise gestaut. Da die Tunica mucosa von einem engmaschigen Kapillarnetz
und von zahlreichen LymphgefaRen durchzogen ist, kann auch hier davon ausgegangen
werden, dass ein Flussigkeitsaustritt zum einen aus den geringgradig gestauten Kapillaren
(Takala 1996) sowie aus den nicht kanulierten und daher gestauten Lymphgefalien erfolgte.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit korrelieren ebenfalls mit den Studien von Chiu et. al
1970. Demnach muss dem Beginn der Abhebung des Schleimhautepithels von der Lamina
propria (Grinhagen'sche Spalten) nicht zwangslaufig eine Stauung der Kapillaren in
Verbindung mit einem interstitiellen Odem vorangehen. Die nur teilweise und allenfalls

geringradig vorhandene Odembildung in der Tunica mucosa hat zum einen bereits intra
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operationem stattgefunden, zum anderen scheint sie keinen nennenswerten Einfluss auf die

Funktionstiichtigkeit der Darmschleimhaut zu haben.

Zum Abschluss lasst sich sagen, dass der vorhandene Organperfusionsaufbau erfolgreich
an die normotherm isolierte Hamoperfusion von Jejunumabschnitten des Schweins
angepasst werden konnte. Es ist gelungen, 16 Darme Uber einen Zeitraum von 180 Minuten
zu perfundieren und anhand der ermittelten Blutergebnisse sowie der histologischen
Auswertung, den Beweis der Vitalitdat der Darmabschnitte zu erbringen. Die mdglichst
schonende Gewinnung der Darmabschnitte sollte mit dem Ziel verbessert werden, diese
Organe von einem Schlachthof beziehen zu kénnen und somit zur Einsparung von
Tierversuchen beizutragen. Das hier beschriebene Modell stellt einerseits eine
vielversprechende Moglichkeit fir weitere Resorptionsuntersuchungen mit physiologischen,
pharmakologischen und toxikologischen Fragestellungen dar; ferner auch in Bezug auf

Fragestellungen zum Ischamie-Reperfusionsschaden in der Transplantationsmedizin.
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6 Zusammenfassung

Als Erganzungsmethode zum Tierversuch ist die isolierte Organperfusion ein wichtiges
Modell, um im Bereich der Grundlagenforschung, der Toxikologie und Pharmakologie sowie
in der Transplantationsmedizin verschiedenste Fragestellungen in vitro untersuchen zu
kénnen. Der Darm, als ein Hauptorgan zur Aufnahme koérperfremder Substanzen, ist mit
seinen komplexen Resorptionsvorgangen wie auch seiner Beteiligung an einer Sepsis,
aufgrund seiner Anfalligkeit bezlglich eines Ischamie-Reperfusionsschadens, ein
bedeutendes Forschungsobjekt. Um physiologische und pathologische Mechanismen am
Darm singuldr untersuchen zu konnen, wurde in vorliegender Arbeit eine etablierte
Perfusionsapparatur fir die isolierte Darmperfusion modifiziert und standardisiert. Ziel der
Studie war eine dreistindige Perfusion der Darmabschnitte, moglichst ohne Funktionsverlust
und histologisch erkennbaren Schaden. Fur vorliegende Studie wurde 16 narkotisierten
Schweinen ein jeweils 150 cm langes, proximal gelegenes Stlick Jejunum enthommen und
an ein extrakorporales Kreislaufsystem angeschlossen. Die Zeit der warmen Ischamie wurde
mit 12,9 + 3,6 Minuten moglichst kurz gehalten. Als Perfusionsmedium diente autologes Blut.
Im Anschluss an die Organentnahme wurden die Tiere mittels Blutentzug getotet.

Das perfundierte Blut war einem standigen Gasaustausch sowie einer Dialyse unterworfen.
Zudem wurde aufgrund der zentralen Denervierung des Darms kontinuierlich eine geringe
Menge Noradrenalin mittels Perfusor zugefiigt. Die hamodynamischen Parameter konnten
permanent abgelesen werden und wurden alle 20 Minuten aufgezeichnet. Der Darm wurde
vor und nach der Perfusion gewogen, nach der Perfusion einmal mit und einmal ohne
Mesenterium. Nach Beendigung des Versuchs wurden jeweils aus dem proximalen, mittleren
und distalen Abschnitt des Jejunums Gewebeproben entnommen (V prox, Vmed, Vdist). Die
daraus angefertigten histologischen Schnitte wurden mit zuvor entnommenen
Nativgewebeproben (Kprox, Kdist) des nicht perfundierten Jejunums desselben Tieres
verglichen. Histologisch beurteilt wurden die Odematisierung der einzelnen Darmschichten
sowie die Integritdt der Mukosa. Bei der statistischen Auswertung kam der Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang Test als nichtparametrischer Test fur zwei verbundene Stichproben zum
Einsatz.

Der Organwiderstand fiel von seinem anfanglich hohen Wert im Median von
0,5 mmHg/ml/100g auf einen Median von 0,26 — 0,34 mmHg/ml/100g im Lauf des Versuches
ab. Dies korrelierte mit dem Sauerstoffverbrauch, der tendenziell in den ersten 40 Minuten
des Versuches auf einen Median von 88,7 pmol/min/100g anstieg; bei gleichzeitig
abnehmendem Organwiderstand. Einzelne Darme erreichten Spitzenwerte von 252 — 291
pmol/min/100g, was sich auch in den Ergebnissen der histologischen Untersuchung in Form

einer nahezu unbeschadigten Mukosa wiederspiegelte. Die Integritat und Funktionalitat der
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Darmmukosa zeigte sich auch anhand der beiden signifikanten Anstiege der Glukose-
resorption nach Applikation der Maltoselésung und Kkorrelierte mit den histologischen
Ergebnissen der perfundierten Darme (Vprox, Vmed, Vdist). Diese zeigten im Vergleich zu
den Kontollgruppen (Kprox, Kdist) ohne Schadigung der Mukosa (Score 0) nur eine minimale
Abhebung des Schleimhautepithels von der Lamina propria bei intaktem Mikrovillisaum
(Score 1). Die Mediane der Laktatwerte lagen wahrend des gesamten Versuchsablaufes bei
Werten zwischen 7,4 und 8,5 mg/dl/100g und spiegelten zusammen mit dem Sauerstoff- und
Glukoseverbrauch ebenfalls die Vitalitdt des Organs wider. Die Gewichtuntersuchungen
ergaben, dass sich das aus dem Versuch resultierende Odem vorwiegend im Mesenterium
befand (Mediane: Nettogewicht ante perfusionem 160,8 g, Nettogewicht post perfusionem
292,7 g, Nettogewicht post perfusionem nach Abtrennung des Mesentriums 121,5 g). Dies
spiegelten auch die histologischen Untersuchungen wider, wobei die Odematisierung der
Serosa in den Kontrollgruppen (Kprox, Kdist) wie auch in den Versuchsgruppen (Vprox,
Vmed, Vdist) im Median einem geringradigen Odem entsprach (Score1) und bereits
intraoperativ entstanden war. Die Tunica muscularis wies nach Beendigung des Versuches
in den Gruppen Vmed und Vprox sogar eine geringere Odematisierung auf (Median Score
0,5) als in den beiden Kontroligruppen Kprox und Kdist (Median Score 1). Auch der
Odematisierungsgrad des Tela submucosa war ausschlieRlich in der Vdist Gruppe mit einem
Median von Score 1,25 gegentber den Kontrollgruppen Kprox und Kdist mit einem Median
von Score 1 erhéht und stand somit ebenfalls nicht im Zusammenhang mit der
durchgefilhrten Perfusion. Da die Odeme ausschlieRlich perivaskuldr auftraten, ist
anzunehmen, dass die Odemflissigkeit vornehmlich aus den nicht kandilierten Lymph-
gefallen ausgetreten war. Die Tunica mucosa zeigte bei den Kontrollgruppen Kprox und
Kdist eine Odemauspragung im Median von Score 0 und Score 0,5, die sich wahrend der
Perfusion ebenfalls nicht verschlechterte (Mediane: Vprox Score 0, Vmed Score 0, Vdist
Score 0,5). Das hier etablierte, isoliert hamoperfundierte Jejunummodell stellt eine
vielversprechende Basis fir eine Vielzahl weiterer Untersuchungen zu intestinalen
Resorptionsvorgangen sowie fiir Fragestellungen zum Ischamie-Reperfusionsschaden

insbesondere in der Transplantationsmedizin dar.
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7 Summary

Standardisation of a normothermic hemoperfusion circulation for the maintenance of
vitality of a porcine jejunum preparation as a basis for further research of resorption
processes

The isolated organ perfusion is an important method to support in vitro investigations
regarding fundamental research, toxicology and pharmacology as well as transplantation
when looking for a supplemental procedure to bioassays. Being the main organ of the body
to absorb foreign substances, the intestine becomes an important research object.

Besides being the site of complex resorption procedures, it is also involved in sepsis due to
it's vulnerability in terms of an ischemia - reperfusion injury.

In order to study unique physiological and pathological mechanisms of the intestine an
established perfusion equipment has been modified and standardised for this study. The aim
of the study was a three-hour perfusion of intestinal segments as possible without loss of
function and histologically visible damage.

For the present study, from 16 anesthetized pigs sections of its proximal jejunum of 150 cm
length were extracted and connected to an extracorporal circulatory system. The period of
warm ischemia was kept as short as possible with 12.9 + 3.6 minutes. Blood was used as
autologous perfusion medium. The animals were sacrificed by exsanguination immediately
following organ removal.

Due to the central denervation of the intestine small amounts of norepinephrine were added
continuously with a syringe pump. The hemodynamic parameters could be read continuously
and were recorded every 20 minutes. The intestine was weighed before and after the
perfusion period; the post weighing was done with and without mesenterium. After
termination of the experiment tissue samples from the proximal, middle and distal section of
the jejunum (Vprox, Vmed, Vdist) were taken for histological evaluation.

These were compared to native tissue samples of the jejunum (Kprox, Kdist) of the same
animal which had not been perfused and were taken beforehand. Histological evaluation was
performed regarding edemas of the intestine sections as well as the integrity of mucosa. To
achieve statistic data, Wilcoxon test as non-parametrical method was chosen for two related
random samples.

The organ resistance declined from its initially high value at a median of 0.5 mmHg/mi/100g
to a median value with ranges from 0.26 to 0.34 mmHg/ml/100g in the course of the
experiment. This was correlated to oxygen consumption which in tendency increased within
the first 40 minutes of the experiment to a median of 88,7 ymol/min/100g with decreasing
organ resistance at the same time. Individual intestines reached peak values of 252 - 291

pmol/min/100g which was reflected in form of an almost undamaged mucosa in the results of
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Summary

the histological evaluation. The integrity and functionality of the intestine mucosa also
showed up in the two significant increases of the glucose absorption after an application of
the maltose solution and correlates to the histological results of the perfused intestines
(Vprox, Vmed, Vdist) which in comparison to the control groups (Kprox, Kdist) - without
damage of the mucosa (Score 0) - only showed a minimal lifting of the mucosa ephitelium
from the lamina propria, by intact brushborder (Score 1). During the course of the essay the
median of the lactate values ranged between 7,4 und 8,5 mg/dl/100g. In combination with the
consumption of oxygen and glucose these values do also mirror the vitality of the organs.
The weight examinations showed that the resulting edema was located predominantly in the
mesentery (median: net weight ante perfusionem 160,8 g, net weight post perfusionem
292,7 g, net weight post perfusionem after separation of the mesentery 121,5 g). This was
also reflected in the histological studies where it was found that the formation of edema of
the serosa in the control groups (Kprox, Kdist) as well as in the experimental groups (Vprox,
Vmed, Vdist) in median corresponded to a low level edema (score 1) and had already
occurred intraoperatively. After termination of the experiment the tunica muscularis in the
groups Vmed and Vprox showed an even lower formation of edema (median score 0,5) than
the two control groups Kprox and Kdist (medan score 2).

In addition the level of edema formation of the tela submucosa was exclusively increased in
the group Vdist with a median score of 1,25 in opposition to the control groups Kprox and
Kdist with a median score of 1; hence this also showed no conjunction to the executed
perfusion. Since edemas occur solely perivascular it can be assumed that the fluidity of the
edema especially has leaked from the non cannulated lymphatic vessels. In the control
groups Kprox and Kdist, the tunica mucosa showed an edema with a median score of 0 and
0,5 and did not deteriorate because of the perfusion (Mediane: Vprox Score 0, Vmed Score
0, Vdist Score 0,5). The haemoperfused jejenum-modell established hereby is a promising
basis for further research regarding intestinal resorption procedures as well as for questions

concerning ischaemia- reperfusion damage particularly in terms of organ transplantation.
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9 Anhang

9.1 Abklrzungsverzeichnis

A. Arteria

Aa. Arteriae

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphalt

art. arteriell

ATP Adenosintriphosphat

BF Blutfluss (ml/min)

BGA Blutgas-Analysator

BMELV Bundesministerium fiir Ernahrung, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz

bzw. beziehungsweise

Da Dalton

Diff. Differenz

Diff.BB Differentialblutbild

DNA deoxyribonucleic acid

et al. et alii, et aliae, et alia (lateinisch) = und andere

ETCO, Kohlendioxidkonzentration im endexpiratorischen Gasgemisch

GLDH Glutamatdehydrogenase

Glu Glukose

Fa. Firma

GLUT2 glucose transpoter 2 (erleichterter Glukosetransporter)

H* Wasserstoff-Anion

Hb Hamoglobin (g/dl)

HE Hamatoxylin- Eosin

H,O Wassermolekil

Htk Hamatokrit (1/1)

I.E. Internationale Einheit

i.m. intramuskular

iv. intravenos

K Kontrolle

K* Kalium-Kation

kD Kilo-Dalton

KGW Korpergewicht (kg)
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Kdist
Konz.
Kprox
Lc.
LDH
Lnn.
LT
Lsg.
MCH
MCHC
MCV
Mg

N.
NG,
NGy,
NGpp.mes
OoP

P_art./ven.mitt.

P.-Druck
pO2

R

S.
SGLT1
sO2
Tab.

Tr.

ven.
val.
Vdist
Vmed
Vprox
Vv.
ZNS
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Kontrollgruppe, Entnahme proximal des perfundierten Jejunums
Konzentration

Kontrollgruppe, Entnahme proximal des perfundierten Jejunums
Lymphocentrum

Laktatdehydrogenase

Lympho noduli

Lebenstag

Lésung

mittlere Hdmoglobinkonzentration

mittlere korpuskulare Hamoglobinkonzentration
mittleres korpuskulares Volumen

Magnesium

Nervus

Nettogewicht ante perfusionem (g)

Nettogewicht post perfusionem (g)

Nettogewicht post perfusionem minus Mesenterium (g)
Operation

mittlerer arterieller/vendser Blutdruck (mmHg)
Partialdruck

Sauerstoffpartialdruck (mmHg)

(Organ)Widerstand (mmHg*ml/min)

Seite

sodium dependent glucose transporter 1 (Na-Glukose Cotransporter)

Sauerstoffsattigung (%)

Tabelle

Truncus

Versuch

Vena

Venos

vergleiche

Versuchsgruppe, Entnahme aus distalem Teil des Jejunums
Versuchsgruppe, Entnahme aus medialem Teil des Jejunums
Versuchsgruppe, Entnahme aus proximaler Teil des Jejunums
Venae

Zentrales Nervensystem
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9.2 Abbildungsverzeichnis

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

1:
2:

Abb. 7

Abb. 8
Abb. 9

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

10:
11:

12:
13:

14:
15:

16:

Abb.17:

Abb.

18:

Darmkanal des Schweines, schematisch (nach Salomon 2005)
Schematische Darstellung des Aufbaus einer Darmzotte unter Bertick-
sichtigung der Lieberkuhn-Driusen, der Vaskularisation, des Lymph-
gefallsystems, der nervalen Versorgung und der Abspaltung der glatten
Muskelzellen aus der Lamina muscularis mucosae (nach Liebich 2004)
Intraluminale Verdauung von Starke durch Amylase (nach Scharrer und
Wolffram 2005)

Mechanismen des transepithelialen Glukosetransportes (nach Hediger und
Rhoads 1994)

schematische Darstellung eines Kreislaufsystems zur Dinndarmperfusion
(aus Fisher und Parsons 1949)

Pathophysiologie des Ischamie-Reperfusionsschadens (nach Hosseini 2002)
a Aufsuchen eines geeigneten Jejunumsegments; b Freipraparierter
Gefallstamm bestehend aus A. et V. jejunalis; ¢ Kandlierte Lumennenden; d
Kanulierung der A. jejunalis; e Kanulierung der V. jejunalis; f Kanulierte Vene
und Arterie nebeneinander

schematische Darstellung der Darmperfusionsapparatur

Versuchsaufbau fir die Darmperfusion

Lagerung des Darms wahrend der Perfusion

Versuchsablauf schematisch, 0 - 9 beziffern die alle 20 Minuten erfolgten
Blutprobenentnahmen

Schemazeichnung eines Darmschnittes mit durchnummerierten Vierteln
Zeitlicher Verlauf Organwiderstand R in mmHg*min/ml/100g Darm Uber den
Perfusionszeitraum

Hamatokrit im arteriellen Blut in I/l zu den Zeitpunkten 0 und 180 Minuten
freies Hamoglobin im arteriellen Blut in mg/dl zu den Zeitpunkten 0 und 180
Minuten (*p<0,05)

Zeitlicher Verlauf des O2-Verbrauchs in pmol/min/100g Darm Uber den
Perfusionszeitraum

Zeitlicher Verlauf der arteriovendsen Glukosekonzentrationsdifferenz in
mg/dl/100g Darm Uber den Perfusionszeitraum (Glu-Konz.art.mg/dl/100g —
Glu-Konz.ven.mg/dl/100g) (*p<0,05)

Zeitlicher Verlauf der Laktatkonzentration im vendsen Blut in mg/dl/100g Darm

Uber den Perfusionszeitraum
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Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
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19:

20:

21:
22:

23:

24:

25:

26:
27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:
41:
42:

Vergleich der Darmgewichte in Gramm vor (NG ap) und nach (NG pp) der
Perfusion sowie nach Abtrennung des Mesenteriums (NG pp-mes) (p*<0,05)
Vergleich der Differenzen der Darmgewichte in Gramm (Diff1= NG pp — NG
ap, Diff 2= NG pp — NG pp-mes)

Vergleich des Grades der Epithelschadigung der einzelnen Darmabschnitte
Vergleich des Grades der Odematisierung der Tunica serosa der einzelnen
Darmabschnitte

Vergleich des Grades der Odematisierung der Tunica muscularis der
einzelnen Darmabschnitte

Vergleich des Grades der Odematisierung der Tela submucosa der einzelnen
Darmabschnitte

Vergleich des Grades der Odematisierung der Tunica mucosa der einzelnen
Darmabschnitte

Ubersicht Giber mehrere Schleimhautzotten der K prox Gruppe

Ubersicht tiber eine Schleimhautzotte der K prox Gruppe

Ubersicht Giber mehrere Schleimhautzotten der V prox Gruppe

Ubersicht tiber eine Schleimhautzotte der V prox Gruppe

Ausschnitt aus der Tunica serosa eines Darmes der K prox Gruppe
Ausschnitt aus der Tunica serosa eines Darmes der V prox Gruppe
Ausschnitt aus der Tunica muscularis eines Darmes der K dist Gruppe
Ausschnitt aus der Tunica muscularis eines Darmes der V med Gruppe
Ausschnitt aus der Tunica muscularis eines Darmes der V dist Gruppe
Ausschnitt aus der Tela submucosa eines Darmes der K dist Gruppe
Asschnitt aus der Tela submucosa eines Darmes der V med Gruppe
Ubersicht tber die Tunica mucosa eines Darmes der K prox Gruppe
Ausschnitt aus der Tunica mucosa eines Darmes der K prox Gruppe
Ausschnitt aus der Tunica mucosa eines Darmes der K dist Gruppe
Ubersicht tiber die Tunica mucosa eines Darmes der V med Gruppe
Ausschnitt aus der Tunica mucosa eines Darmes der V med Gruppe

Ausschnitt aus der Tunica mucosa eines Darmes der V dist Gruppe
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9.3 Tabellenverzeichnis

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

© N RE @D

durchgefiihrte Messungen zu den einzelnen Blutabnahmezeitpunkten
Dialysatprobenentnahmen

Ingestaprobenentnahmen

Gruppeneinteilung

Score — Schleimhautepithelschadigung

Score — Odematisierung

Bestandteile des Dialysats

Bestandteile der Maltoselésung

Bestandteile der Noradrenalinlésung

9.4 Ausgangswerte im Blut, hamodynamische RegelgroRen

und Gewichte

Perf.dauer in

min 0| 20| 40| 60| 80| 100| 120| 140 | 160 | 180
Darm# 1 61| 60| 52| 46| 61| 53| 42| 48| 56
Darm# 2 63| 97| 74| 73| 66| 68| 133| 108| 79
Darm# 3 47| 68| 80| 67| 65| 69| 88| 107 | 123
Darm# 4 48| 53| 55| 71| 62| 68| 64| 50| 43
Darm# 5| 84| 85| 87| 100| 86| 109| 111| 84| 101| 98
Darm# 6| 98| 80| 67| 63| 62| 62| 62| 54| 55| 64
Darm# 7| 90| 66| 68| 75| 67| 76| 73| 62| 49| 56
Darm# 8| 80| 76| 59| 52| 46| 39| 43| 34| 40| 34
Darm# 9| 49| 50| 53| 57| 55| 54| 53| 58| 54| 54
Darm# 10| 72| 59| 67| 51| 44| 46| 49| 51| 49| 46
Darm# 11| 91| 100| 145| 92| 92| 105| 76| 97| 114| 93
Darm# 12| 139| 138| 79| 136| 55| 60| 60| 59| 65| 67
Darm# 13| 140| 96| 172| 140| 170| 82| 118| 56| 72| 150
Darm# 14| 30| 27| 33| 37| 32| 35| 39| 38| 36| 34
Darm# 15| 26| 28| 27| 32| 33| 29| 28| 28| 28| 30
Darm# 16| 62| 49| 51| 45| 47| 48| 40| 37| 39| 42

Tabelle 10: mittlerer arterieller Blutdruck in mmHg (P_art.mitt.)
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Perf.dauer in

min 0| 20| 40| 60| 80| 100| 120 | 140 | 160 | 180
Darm# 1 -1 2 -1 -1 -1 -1 0 0 -1
Darm# 2 -5 -6 -6 -7 -7 -8 -5 -7 -7
Darm# 3 10| 15 8 4 6 0 3 4 -4
Darm# 4 -2 -8 4 8 5| 20| 25| 18] 22
Darm# 5 8 6 5 5 5 6 4 3 1 0
Darm# 6 7 5 5 5 6 6 6 5 5 4
Darm# 7 4 5 5 5 4 6 5 4 5 7
Darm# 8 7 7 7 6 6 6 6 6 5 5
Darm# 9 1 2 3 3 3 3 4 3 2 0
Darm# 10| 10 9 9 8 8 7 6 5 4 3
Darm# 11 13| 13| 12 9 12| 11] 10 7 6 7
Darm# 12| 12| 10 -2 2 2 2 2 2 0 -1
Darm# 13 9 8| 13| 12| 13| 14| 13| 13| 14| 20
Darm# 14 8 9 9 9 9 8 9 8 8 8
Darm# 15 8 7 8 6 6 5 5 4 4 3
Darm# 16 8 7 6 5 4 3 3 3 2 2
Tabelle 11: mittlerer vendser Blutdruck in mmHg (P_ven.mitt.)
Perf.dauer in

min 0| 20| 40| 60| 80| 100 120| 140 | 160 | 180
Darm# 1] 70| 100| 150| 150| 150 | 150 | 150 | 150 | 150 | 150
Darm# 2| 100| 100| 100| 100 | 100| 100| 120| 90| 60| 50
Darm# 3|/ 100| 100 | 100| 100| 100| 100| 80| 80| 80| 90
Darm# 4| 100 | 100| 100| 100 | 100 | 100 | 100| 100 | 100 | 100
Darm# 5| 80| 60| 80| 100 90| 100| 100 90| 90| 90
Darm# 6| 100| 100| 100 | 100 | 100| 100| 100 | 100 | 100 | 100
Darm# 7/ 100| 100 | 100| 100| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Darm# 8| 100| 100 | 100| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Darm# 9| 100| 100| 100 | 100 | 100| 100| 100 | 100 | 100 | 100
Darm# 10| 100 100| 100| 100 | 100 | 100| 100| 100 | 100 | 100
Darm# 11| 100| 100| 100| 100 | 100 | 100| 100| 100 | 100 | 100
Darm# 12| 80| 100| 50| 80| 100| 100| 110| 100| 100 | 100
Darm# 13| 100 100| 100 | 100 | 100 | 100| 130| 100 | 100 | 100
Darm# 14| 100| 130| 130| 130 | 130 | 130| 130| 130 | 130 | 130
Darm# 15| 90|100|120| 130|130 | 130|130 | 130 | 130 130
Darm# 16| 100| 100| 100| 100] 100| 100|120| 110] 100] 100

Tabelle 12: arterieller Blutfluss in ml/min (BFart.ml/min)

116




Anhang

Perf.dauer in

min 0 20 40 60 80| 100 | 120 | 140 | 160 | 180
Darm# 1] 57| 53] 6,8|/10,5| 3,2| 99|10,4| 6,7| 3,4| 52
Darm# 2| 73| 39| 76| 64| 41| 34| 31|11,1[15,9/13,8
Darmi 3| 71 60| 49| 72| 72| 64| 70]104|111] 7,0
Darm# 4| 84| 6,7| 93]10,0/11,2{11,0/10,2|10,2| 88| 7,3
Darm# 5/10,9/14,3|/12,3|10,2| 9,2| 8,1/10,5/10,3|11,6[13,2
Darm# 6| 94133119104 91| 79| 74| 69| 6,7| 84
Darm# 7/10,7| 75| 79| 80| 78| 65| 75| 78| 6,3| 7,6
Darmi 8| 93|11,2/10,6/10,5/10,4|10,1]10,4]10,3|10,8]10,7
Darm# 9/11,0] 98| 95| 85| 86| 7,3| 65| 62[10,0/10,5
Darm# 10| 91| 90| 88| 91| 96(10,5|11,2]11,7[12,0]11,9
Darm# 11| 8,3|11,4[15,7|11,5| 71| 99|10,2]13,8|11,8| 9,2
Darm# 12/15,5|16,3|154|171| 31| 7,5| 39| 838/10,0{11,2
Darmi 13| 8,4/11,5/14,0/14,3|17,2|11,9|16,4|146|11,4|13,6
Darm# 14| 6,7| 71| 74| 78| 85| 78| 94]10,0/10,4]10,5
Darm# 15| 64| 81| 81| 84| 8,7| 8,2 73| 71| 73
Darm# 16/10,6| 7,5]12,3|11,2{12,0]124] 9,4]11,2|10,0]11,9
Tabelle 13: arterielle Hdmoglobinkonzentration in g/dl

Perf.dauer in

min 0| 20| 40| 60 80| 100 | 120 | 140 | 160 | 180
Darmi 1/100| 100|100 | 100| 100| 100 | 100| 100| 100 | 100
Darm# 2,100 100|100| 100| 100| 100|100|99,9| 100 100
Darm# 3/100]|100| 100|100 | 100 | 100|100 | 100 | 100 | 100
Darm# 4100 100| 100| 100| 100| 100|100 | 100| 100 | 100
Darm# 5/ 100|100 | 100|100 | 100 | 100|100 | 100| 100 | 100
Darmi# 6| 100 100| 100|100 | 100| 100|100 | 100|100 | 100
Darm# 7/100|100|100| 100| 100| 100|100| 100| 100| 100
Darm# 8| 100|100 | 100]| 100 | 100 | 100|100 | 100| 100 | 100
Darm# 9/ 100]|100| 100|100 | 100| 100|100 | 100|100 | 100
Darmi 10| 100 | 100 100 | 100| 100| 100 | 100| 100| 100 | 100
Darmi# 11| 100|100 100 | 100| 100| 100 | 100| 100| 100 | 100
Darm# 12| 100| 100|100 | 100 | 100| 100|100| 100|100 100
Darm# 13| 100 | 100| 100 | 100| 100| 100 | 100| 100| 100 | 100
Darm# 14| 100 | 100| 100 | 100 99,7| 100 | 100| 100| 100 | 100
Darm# 15| 100| 100| 100 | 100 | 100 | 100 100|100 100
Darm# 16| 100 | 100| 100 | 100| 100| 100 | 100| 100| 100 | 100

Tabelle 14: arterielle Sauerstoffsattigung in % (sO2art. %)
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Perf.dauer in

min 0| 20| 40| 60| 80| 100| 120| 140 | 160| 180

Darm# 1] 100|90,0|95,0| 100| 100| 100| 100| 100| 100 | 100
Darm# 2| 100|78,1|716(77,3|71,1|68,4|72,9|65,9|77,9|77,8

Darmi 3| 100/82,3/81,5/82,8/80,8|83,2|/76,1187,4/87,8/884

Darm# 4| 100|76,6|78,682,1183,2|84,8/80,1/84,981,7|74.1

Darm# 5/84,4|86,689,5/91,6|86,0|86,2|96,0|93,7/91,9|93,6

Darm# 6]81,5/93,6(94,9/93,3|93,0|89,7|87,4[85,2|82,6|92,1

Darm# 7/87,6/87,6/80,8/86,2/87,4|88,0/81,9|87,8|84,1|82,7

Darmi 8192,9/97,5194,0/96,9/97,3|98,7/99,696,8]93,3/95,0

Darm# 9|74,3|73,9|63,4(74,2|74,4165,1|75,3|73,8]77,8]79,0

Darm# 10/85,4|62,4|76,8|79,4(84,2|87,6|83,7|83,3|85,6|86,8

Darm# 11/91,6 86,6 91,2|89,1[77,4[99,0|86,692,4|93,5]|91,0

Darm# 1284,5|87,0|179,1/84,9(77,1/87,5|95,5|94,2|94,4 | 86,1

Darmi 13[99,3197,5]92,0192,9[97,7[94,3|97,1]91,1/98,4|95,2

Darm# 14161,848,7|51,0/47,8/62,1]57,0[64,6|52,9|59,6 66,0
Darm# 15|62,2|45,1144,5|47,0/49,3|53,6|52,7|45,7|41,9|48,7
Darm# 16 50,1]51,3]52,1/65,8[63,5/65,6|58,5|69,1/61,9|71,5
Tabelle 15: vendse Sauerstoffsattigung in % (sO2ven. %)

Perf.dauer in

min 0| 20 40| 60| 80| 100| 120| 140, 160 180
Darm# 11448,7|347,4| 395,8 | 404,1|355,4|384,9| 335|448,2|346,6 4371
Darm# 2|295,4 | 383,6 | 298,5 | 363,4 | 319,3 | 300,6 | 420,2 | 96,9 | 357,7 | 315,2
Darm# 3|457,4| 381 373,5|394,9|377,5|378,8(370,6 | 409,5 | 417,2 | 364,4
Darm# 4|334,7421,3| 406,4 | 382,6 | 368,8 | 349,6 | 338,1 | 338,2 | 354,1 | 373,7
Darmi# 5|376,2|424,1| 404,7 | 396 |413,8|411,4|430,6 | 402,2 | 376,4 | 279,8
Darm# 6]413,9|457,5| 471|474,6|457,3| 444|426,1|446,6 | 426,4 | 468,1
Darm# 7(406,7 | 431,6 | 429 | 464,3 | 464,9 | 441,5|440,2 | 424,6 | 425,2 | 361,2
Darm# 8(430,2|404,4 | 434 |461,3|443,8|461,5(440,8 | 424,4 | 459,7 | 338,2
Darm# 9]406,7 | 392,9 | 388,5 | 406,2 | 371,5| 369,6 | 394,2 | 285,1 | 272,4 | 252,8
Darm# 10 | 439,5|429,8 | 462,8 | 439,1 | 466,3 | 420,7 | 417,8 | 404,8 | 447 |375,9
Darm# 11]170,9|282,1| 335,8| 251,4 | 330,2 | 352,3 | 290,4 | 354,9 | 369,3 | 392,1
Darm# 12|384,5| 474 438,8|450,8 | 231,8 | 401,6 | 357,7 | 466,8 | 478,9 | 456,7
Darm# 13| 90,8 |455,6 | 459,4 | 434,9 | 383,5 | 348,5 | 363,2 | 311,4 | 169,3 | 393,3
Darm# 14 421,7399,3 | 345,8|383,2| 255|369,8|352,7|370,8[410,8| 391
Darm# 15|337,7|316,1| 319,8 | 299,4 | 288,8 | 318,4 315,1|312,8 | 310,1
Darm# 16 | 300,8 | 315,6 | 326,5| 407 | 408 |379,7| 232|222,7|246,5|249,5

Tabelle 16: arterieller Sauerstoffpartialdruck in mmHg (pO2art. mmHg)
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Perf.dauer in

min 0 20 40 60 80 100 | 120 140 160 180
Darmi# 1/430,6| 119| 91,8| 135]183,3|244,5| 142|218,3|207,9|112,5
Darm# 2|316,2| 43,2|117,5| 46,4| 38,4| 37,4| 40,9| 41,3| 48,4| 481
Darm# 3(447,9| 455| 40,7| 47,1 45,7| 49,9| 45,7| 60,3| 59,5| 59,5
Darm# 4(337,5| 579| 53,2| 50,1| 46,8| 49,4| 50,5| 54,5| 50,2 45
Darm# 5| 61,8 57,1] 54,2 59| 54,9| 55,1| 70,2| 63,4| 59,6 64
Darmi# 6| 499| 70,3| 688] 59,8| 63,4| 58,8| 55,8| 52,5| 51,2| 62,8
Darmi# 7| 56,7|/146,8| 52,9| 56,2| 56,8 54| 50,6| 58,3| 56,2| 51,9
Darmi 8| 73,4| 836| 70,7| 73,7| 76,5| 76,5| 78,2| 824 | 73,2| 72,3
Darm# 9| 53,9| 54,6| 42,2| 44,8| 42,9| 40,2| 486| 72,3| 53,1| 52,6
Darm# 10| 59,3| 43,8| 49,8| 50,9| 56,1| 56,3| 54,1 55| 57,1| 57,9
Darmi# 11| 49,3| 43,5] 445| 63,8| 56,6| 825| 66,4| 816| 57,6| 61,5
Darmi 12| 63,6| 66,5| 52,2| 55,9| 47,3| 46,8| 66,1| 72,6| 71,4| 59,6
Darm# 13|434,1| 81,6 69| 57,4|117,5| 554 | 74,5| 65,7| 824| 71,9
Darm# 14| 464 37| 37,9 34| 35,9| 38,4| 419| 355| 40,2| 43,8
Darm# 15| 49,7| 343| 32,8| 31,7| 32,3 36| 39,4| 355| 30,8] 334
Darm# 16| 654 | 41,2| 40,4| 49,2| 44,2 63 40| 40,8| 42,7| 46,8

Tabelle 17: vendser Sauerstoffpartialdruck in mmHg (pO2ven. mmHg)

Perf.dauer in

min 0 20 40 60 80| 100| 120| 140| 160| 180
Darm# 1 70 52 56 55 58 48 50 57 62 58
Darm# 2 59 72 45 54 55 59 58 54 44 49
Darmi# 3 79 89 89 86 82 79 78 71 77 71
Darm# 4| 192| 202| 204| 203| 200| 180| 202| 197| 204| 206
Darm# 5 55 71 68 69 70 74 70 71 78 77
Darmi# 6 72 83 88 89 92 93 91 91 93 92
Darm# 7 70 87 85 84 81 80 77 76 83 85
Darm# 8 74 72 71 71 66 67 66 67 85 79
Darmi# 9 63 68 67 70 69 68 68 65 80 72
Darmi# 10 72| 101 92 89 90 80 76 75 83 80
Darm# 11 92 89 85 78 81 75 76 69 85 79
Darm# 12 85| 109| 118| 121 87| 100 90 90 99| 105
Darmi# 13 79 99 98 97 96 99 88 94| 103| 112
Darmi# 14 78| 108| 108| 109| 110| 115| 104| 102| 114| 110
Darmi# 15 62 85 86 88 86 84 81 78 95 96
Darm# 16 56 92 85 81 75 65 60 63 74 76

Tabelle 18: vendse Glukosekonzentration in mg/dl
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Perf.dauer in

min 0 20 40 60 80| 100| 120| 140 160| 180
Darm# 1 71 66 69 70 64 48 54 62 67 64
Darmi# 2 60 75 51 62 64 68 67 57 46 60
Darmi 3 80 84 86 83 84 83 83 77 76 80
Darm# 4| 189 197| 194| 194| 197| 200| 194| 194| 199| 205
Darm# 5| 49 43 49 50 54 56 53 54 54 55
Darmi# 6 75 72 81 86 91 92 92 93 93 93
Darmi# 7 79 86 85 85 82 83 81 81 82 81
Darm# 8 79 77 77 78 72 72 70 70 72 74
Darm# 9 74 75 74 74 72 71 70 68 71 73
Darm# 10 82 84 88 88 89 84 83 81 81 82
Darm# 11 82 77 74 82 87 79 81 75 79 82
Darmi 12 58 63 73 77 9 90 90 91 90 94
Darmi 13 78 84 87 90 91 96 88 94 98 99
Darm# 14 99| 100| 101| 102| 103| 103| 100| 100| 101| 105
Darm# 15 82 81 81 83 84 85 83 83 83 84
Darm# 16 69 74 73 76 75 76 74 73 87 76
Tabelle 19: arterielle Glukosekonzentration in mg/d|
Perf.dauer in
min 0 20 40 60 80| 100| 120| 140| 160| 180
Darmi# 1 91 216] 21,8| 229| 255 24| 276| 284 30| 32,2
Darm# 2| 6,5 18,9| 19,4| 196| 22,8| 23,9| 25,8]| 24,8 29| 30,9
Darm# 3] 91]10,7| 152| 152| 14/4| 16,6| 18,5] 21,5| 20,1 25
Darm# 4| 141 121| 119| 14,5| 186 159 151| 18,1]| 17,1| 153
Darm# 5| 99| 124 10| 10,5| 95| 97| 95| 105 111] 11,6
Darmi# 6| 12,2| 10,7] 10,1| 10,1] 10,7 | 11,1] 11,3] 12,2| 121| 12,7
Darm# 7| 83| 72| 66| 67| 72| 75| 81| 78| 82| 91
Darm# 8/ 109 75| 7.8 8| 88| 89| 98] 92| 95| 10,8
Darm# 9/ 16,8| 65| 6,7| 73| 86| 87| 86| 89| 94| 103
Darmi# 10| 119| 87| 8,6 9| 91| 11,4 12,2] 123 16| 13,8
Darm# 1) 12,6] 12,1| 11,9]| 154 18,7| 14,2| 16,7 16| 18,8] 21,8
Darm# 12| 15,3] 13,8 16| 18,2| 20,7| 17,7| 16,4| 14,4]| 151]| 14,6
Darm# 13| 75| 81| 91| 89| 93| 93| 115 10| 10,3| 12,1
Darmi# 14| 24,2 15| 13,2| 10,8| 10,4| 9,9| 10,5| 10,9| 12)9| 12,8
Darmi# 15| 23,3| 17,9| 15,7 14,7 126| 96| 98| 10,7 146] 13,9
Darm# 16 20| 145| 11,1] 10,3] 10,4| 18,9| 16,2| 11,7] 10,2 12

Tabelle 20: vendse Laktatkonzentration in mg/d|
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Perf.dauer in

min 0 180
Darm# 1 2 36
Darmit 2 11 27
Darmit 3 3

Darm# 4 14 15
Darm# 5 12 26
Darm# 6 3

Darmit 7 9 10
Darmit 8 6 22
Darm# 9 6 14
Darm# 10 8 20
Darmi 11 6 56
Darmit 12 23 20
Darmit 13 31 85
Darm# 14 7 9
Darm# 15 5

Darmit 16 11 21

Tabelle 21: Hamoglobin-Konzentration
(Hkt) arteriell in mg/di

Perf.dauer

in min 0 180
Darm# 1| 0,20| 0,18
Darm# 2| 0,24| 0,42
Darm# 3| 0,22] 0,23
Darm# 4| 0,29| 0,24
Darm# 5 0,35| 0,41
Darmit 6| 0,31| 0,27
Darmit 7| 0,33] 0,22
Darm# 8| 0,28| 0,36
Darm# 9| 0,34| 0,33
Darm# 10| 0,29| 0,40
Darm# 11| 0,26 | 0,29
Darm# 12| 0,41| 0,36
Darm# 13| 0,36| 0,44
Darm# 14| 0,22| 0,33
Darm# 15| 0,22| 0,25
Darm# 16| 0,33 | 0,41

Tabelle 22: Hamatokrit arteriell in I/l

Darmgewichte NGap NGpp NGpp-mes

Darm# 1 227,0 573,6 178,5
Darm# 2 184,6 346,5 120,6
Darm# 3 184,6 216,4 168,9
Darm# 4 191,6 366,1 136,0
Darm# 5 134,0 348,3 112,5
Darm# 6 157,6 281,0 119,2
Darm# 7 156,8 286,6 109,9
Darm# 8 164,0 221,5 76,0
Darm# 9 219,3 347.,5 148,0
Darm# 10 202,0 352,0 153,0
Darm# 1 141,2 289,4 121,0
Darm# 12 135,2 288.,0 112,0
Darm# 13 121,0 335,0 109,0
Darmi# 14 152,0 296,0 122,0
Darm# 15 135,6 268,0 188,0
Darm# 16 183,0 249,0 127,0

Tabelle 23: Darmgewichte gewogen vor der Perfusion (NGap), nach der Perfusion (NGpp)

und nach der Perfusion und Abtrennung des Mesenteriums (NGpp-mes)
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9.5 Ausgangsscores der histologischen Bewertung
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Tabelle 24: Score-Bewertung — Epithelschadigung
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Tabelle 25: Score-Bewertung - Odematisierung

124



Publikationsverzeichnis

10 Publikationsverzeichnis

Poster:

Koch, N., Grosse-Siestrup, C., Rudolph, R., Meissler, M., Unger, V. (2005)
Standardisierung eines normothermen Perfusionskreislaufes zur Vitalerhaltung eines
Jejunumpréparates des Schweins.

Poster, ausgehangt in der Tierexperimentellen Einrichtung, Charité, Campus Virchow
Klinikum 2005-2015

125



126



Danksagung

11 Danksagung und Selbststandigkeitserklarung

Ich danke Herrn PD Dr. Christian GroRe-Siestrup herzlich fiir die Uberlassung des Themas,

die Anleitung und die Geduld bei der Abfassung dieser Dissertation.

Fur die angenehme Zusammenarbeit und die Unterstitzung bedanke ich mich bei allen
Mitarbeiterinnen der Tierexperimentellen Einrichtung der Charité Universitatsmedizin Berlin,
insbesondere bei Herrn Dr. Michael Meisler 1 und den OP-Schwestern flir die Durchflihrung

der Operationen sowie bei den Tierpflegerninnen fir ihre Hilfsbereitschaft.

Herrn Dipl. Ing. Volker Unger, Charité Universitatsmedizin Berlin sowie Frau Schmitz vom
Insitut fur Biometrie und Informationsverarbeitung des Fachbereiches Veterindrmedizin der
FU Berlin méchte ich fir die Hilfe und Beratung bei der statistischen Analyse des
Datenmaterials danken. Ebenfalls herzlich danken méchte ich Herrn Prof. Dr. Roland
Rudolph und den Mitarbeitern des Institutes flr Tierpathologie des Fachbereiches
Veterinarmedizin der FU-Berlin fur die Anfertigung der histologischen Schnitte und die Hilfe

bei der Beurteilung.

Meinen Kolleginnen und Mitstreiterinnen Ira Maschmann sowie Andrea Reich gebuhrt
ebenso Dank fiir den freundschaftlichen Material- und Informationsaustausch zwischen den

Tischen.

Besonders herzlich danken mdéchte ich Babett Berger fiir lhre aufmunternden Worte, Jan
Osterloh fiir seine Korrekturen, Matthias Wege flr die Hilfe bei der Erstellung von Grafiken,
Eva Windfeld und Kirsten Zander ebenfalls fiir ihre Korrekturen und ihre Freundschaft,
Stefanie Hillmers fiir ihr stets offenens Ohr, ihre Zeit und die tausend Liter Kaffee und last
but not least meiner Frau Andrea, meinem Bruder Michael, Yalla, Lumpi, Fido und Elli fir
ihre Liebe und ihren unerschiitterlichen Glauben an mich und meine Fahigkeiten!

Und allen Freunden und sonstigen guten Geistern, die ich jetzt noch vergessen habe:

Dankeschon!

127



Selbstandigkeitserklarung

Hiermit bestatige ich, dass ich vorliegende Arbeit selbststandig angefertigt habe. Ich
versichere, dass ich ausschlieBlich die angegebenen Quellen und Hilfen in Anspruch

genommen habe.

Brandenburg, den 04.12.2014

Nadine Schroder-Koch

128




 
 
    
   HistoryItem_V1
   AddMaskingTape
        
     Bereich: aktuelle Seite
     Folienkoordinaten: quer, hochkant offset 56.87, 171.40 Breite 23.70 Höhe 329.37 Punkte 
     Ursprung: unten links
      

        
     1
     0
     BL
            
                
         Both
         CurrentPage
              

       CurrentAVDoc
          

     56.8704 171.4035 23.696 329.3743 
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0f
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     13
     128
     13
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   TrimAndShift
        
     Bereich: alle Seiten
     Beschneiden: Größe ändern 8.268 x 11.693 Zoll / 210.0 x 297.0 mm
     Versatz: kein 
     Normen (erweiterte Option): 'Original'
      

        
     32
            
       D:20160916165054
       841.8898
       a4
       Blank
       595.2756
          

     Tall
     1
     0
     No
     2165
     368
    
     None
     Left
     9.9213
     0.0000
            
                
         Both
         65
         AllDoc
         76
              

       CurrentAVDoc
          

     Uniform
     0.0000
     Top
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0f
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     103
     128
     127
     128
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base





