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1. Einleitung

Der Einsatz von kolloidalen Volumenersatzlosungen stellt neben der Infusion kristalloider
Losungen, die Klassische Therapie bei akutem intravasalem Volumenmangel dar. Dieser
Volumenmangel kann durch verschiedene Schockzustande ausgeldst werden, welche durch
unterschiedliche Ursachen bedingt sein kdnnen. Sowohl die kolloidalen als auch die
kristalloiden L&sungen konnen bei ihrem Einsatz unerwinschte Nebenwirkungen ausldsen.
Daher ist ein genaues Verstandnis Uber die Wirkungsweise dieser Volumenersatzlésungen im
Organismus nétig, um die Risiken im klinischen Einsatz zu minimieren. Die folgenden
Abschnitte erlautern den Aufbau und die Funktionsweise des Dinndarms sowie die
Wirkungsweise der aktuell Kklinisch eingesetzten Volumenersatzmittel. Zum Ende der
Einleitung werden die Vorteile und Einschrankungen der aktuell verfligbaren Modelle zur

intestinalen Untersuchung und die Ziele dieser Arbeit genannt.
1.1. Dinndarm

1.1.1. Anatomie und Morphologie

Der Dilnndarm ist ein essentieller Abschnitt des Gastrointestinaltrakts und folgt auf
Osophagus und Magen. Er dient primar der weiteren Spaltung und Resorption iber die
Nahrung aufgenommener Nahrstoffe wie Elektrolyte, Fette, Proteine und Spurenelemente.
Diese Aufgaben sind auf drei Abschnitte des Dunndarms verteilt: den proximal gelegenen
Zwolffingerdarm Duodenum, den mittig gelegenen Leerdarm Jejunum und den Krummdarm
lleum am distalen Ende. Die Lange des Dinndarms ist stark vom Tonus des Darms abhangig
und betrégt im Menschen in vivo etwa 3,75 m bzw. 6 m im relaxierten Zustand (post mortem).
Anteilig betragt die Lange des Duodenums 20-30 cm, des Jejunums 1,5 m und des lleums,
welches nicht klar abgegrenzt ist, 2 m [1].

Der generelle Aufbau der Wand ist in allen drei Abschnitten gleich. Sie besteht innen aus der
Mukosa (Tunica mucosa), mit den Teilen Epithel (Lamina epithelialis), Lamina propria und
der Muscularis mucosae (Lamina muscularis mucosae). Darunter befindet sich die
Submukosa (Tela submucosa) und die Muscularis (Tunica muscularis), die wiederum in
Ringmuskelschicht (Stratum circulare) und Langsmuskelschicht (Stratum longitudinale)
aufgeteilt ist. Abgeschlossen werden diese Schichten von der Serosa (Tunica serosa) (siehe
Abbildung 1). Die meisten Abschnitte des Magen-Darm-Traktes sind vom Bauchfell

(Peritoneum viscerale) uberzogen [2].
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Abbildung 1: Aufbau des Diinndarms.
a Darmquerschnitt mit den verschiedenen Schichten, b Darmzotten mit BlutgefaBversorgung und Krypten.

Im Gegensatz zum Dickdarm bildet die Schleimhaut im gesamten Diinndarm Zotten aus, die
aus einer Ausstlilpung von Lamina propria und Mukosaepithel bestehen und ins Darmlumen
hinein ragen. Sie dienen ebenso der OberflachenvergréRerung, wie auch die einschichtige,
hochprismatische Epithelschicht (Enterozyten) mit apikalem Burstensaum (Mikrovilli),
welche die Zotten (berzieht. In diesem Epithel befinden sich vereinzelt schleimbildende
Becherzellen, die fur den Schutz der Oberfliche und ein verbessertes Gleiten des
Nahrungsbreies sorgen. Des Weiteren befinden sich dort verschiedene enteroendokrine
Zellen, die Hormone sezernieren, wie z.B. die enterochromaffinen Zellen, die uber
Serotoninfreisetzung die Darmmotilitat steuern.

Zwischen den Zotten befinden sich die Krypten, in denen sich exokrine Paneth-Koérnerzellen
befinden. Diese setzen Lysozyme und Defensine ins Lumen frei, um das Wachstum von

Bakterien und Krankheitserregern zu hemmen [3].

1.1.2. Physiologie

Die im Mund zuvor mechanisch zerkleinerte und mit Enzymen angereicherte Nahrung wird
im Magen durch die Magenséaure und Pepsin weiter zersetzt und gelangt tber den Pylorus in
den Dinndarm. Im gesamten Dinndarm sorgt eine stark vergroRerte Oberflache fiir eine gute
Resorption der Nahrungsbestandteile. Diese OberflachenvergrofRerung betragt bis zu Faktor
40 und wird durch die Kerckring-Falten, Zotten, Krypten und Mikrovilli erreicht. Das erste
und kirzeste Teilstlick, das Duodenum, liegt unterhalb des Pylorus und ist fir die weitere
Spaltung des Nahrungsbreies verantwortlich. In ihn minden sowohl die Ausfiihrgange der

Gallenblase als auch jene des Pankreas.
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Zur Neutralisation der Magensaure sezernieren die in der Tela submucosa liegenden Brunner-
Drusen Bikarbonat und andere Substanzen wie Muzine und Trypsinaktivatoren.

Ahnlich wie das Duodenum hat auch das Jejunum seine Hauptfunktion in der Spaltung von
Né&hrstoffen, z.B. durch Proteinasen und Amylasen und der Resorption von lipophilen
Nahrstoffen wie Eiweilen, Fetten, Cholesterin und fettloslichen Vitaminen. Der Ubergang
vom Jejunum zum lleum ist sowohl morphologisch als auch physiologisch nicht klar
abgegrenzt. Wie im gesamten Dinndarm werden im lleum die N&hrstoffe aus der Nahrung
resorbiert, insbesondere Lipide inklusive fettloslicher Vitamine (passiv), Vitamin B12 und
Gallenséure (aktiv) [4]. Das lleum hat neben der Resorption auch wichtige immunologische
Aufgaben. Uber die Peyer-Plaques werden Antigene aus dem Lumen aufgenommen,
weitergeleitet und somit den Zellen der Immunabwehr zugénglich gemacht [3]. Die im
Epithel lokalisierten sogenannten M-Zellen sorgen fiir den Transport der Antigene zu den
antigenprasentierenden Zellen. Diese konnen die Antigene prozessieren und anschlieBend auf

ihrer Oberfl&che prasentieren.

1.1.3. Die epitheliale und endotheliale Barriere

Das Epithel bildet die Grenze zwischen dem Organismus und der AuBenwelt. Zudem sind
verschiedene Flussigkeitsraume im Korper durch Epithelien voneinander abgegrenzt. Ein
Beispiel fir die Barriere nach aulRen ist das Dinndarmepithel. Die Epithelzellen sind polar
aufgebaut und besitzen an der apikalen Seite Schlussleisten und fingerartige Ausstilpungen
(Mikrovilli). Die Barrierefunktion wird durch die lateralen Verbindungen zwischen
benachbarten Zellen den Tight Junctions, Desmosomen und Konnexonen aufgebaut, welche
den parazelluldren Fluss von lonen und Molekilen in den interzelluldaren Spalt verhindern
(Aufbau  Abbildung 2). Durch Erkrankungen und andere Noxen wie z.B.
Volumenersatzlosungen konnen epitheliale Barrierestorungen ausgeldst werden.

Die innere Auskleidung der Gefale besteht aus Endothelzellen [5]. Das Endothel ist im
Vergleich zum Darmepithel sehr durchléassig (Abbildung 3) und halt nur Makromolekdle wie
Proteine im vaskuldren Raum (siehe 1.2). Die Permeabilitdt wird sowohl von der
Durchlassigkeit des Endothels als auch der endothelialen Glykokalyx bestimmt. Schédliche
Noxen konnen auch im vaskuldren Endothel zu erhohter Permeabilitdt mit zunehmender

Extravasation von Makromolekilen und Flussigkeit ins Interstitium fihren [6].
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Abbildung 2: Zellverbindungen des Diinndarmepithels.
1 Mikrovilli, 2 Zonula occludens (Tight Junctions), 3 Desmosomen (Adherens Junctions), 4 Konnexone (Gap

Junctions).
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Interstitieller Raum

kolloidosmotischer Druck

Abbildung 3: Schematischer Aufbau des Endothels.

(Modifiziert nach [6]).

1.2. Osmotischer und kolloidosmotischer Druck

Um die richtige Wahl der Infusionslésung treffen zu kénnen, mussen die grundlegenden

Verteilungsvorgange von kristalloiden und kolloiden Ldsungen in den unterschiedlichen

Flussigkeitskompartimenten des menschlichen Kérpers betrachtet werden.

Bei Erwachsenen besteht der Organismus zu etwa 60 % aus Wasser, wobei dieses Wasser auf

Intrazellularraume und Extrazellularrdume verteilt ist. Im Extrazellularraum verteilt sich die
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Flussigkeit auf das Interstitium und den intravasalen Raum. Die Flissigkeit im Interstitium
und die intravasale Fliissigkeit ,,Plasmawasser” stehen im Verhéltnis 4:1 [7], was bei der
Infusionstherapie vor allem bei der Wahl der Infusionsldsung von grof3er Bedeutung ist.

Die Verteilung der Flussigkeit in den unterschiedlichen Kompartimenten folgt dem Prinzip
der Osmose. Die daraus resultierenden Dricke kann man in den osmotischen und
kolloidosmotischen Druck aufteilen [8].

Der osmotische Druck beruht auf den lonengradienten an der Zellmembran. Im
Extrazellularraum liegen eine hohe Natrium- und eine niedrige Kaliumkonzentration, im
Interzellularraum eine niedrige Natrium- und eine hohe Kaliumkonzentration vor. Dieser
Gradient wird durch energie- und sauerstoffabhédngige Pumpmechanismen aufrechterhalten
und kann bei Unterversorgung zusammenbrechen. Dadurch kommt es dem
Konzentrationsgradienten folgend zu einem starken Natriumeinstrom vom extrazelluldren
Raum in die Zellen. Das Wasser folgt den osmotisch aktiven lonen und fiihrt zu einem
Zellédem mit den assoziierten pathophysiologischen Effekten [9].

Der kolloidosmotische Druck (KOD) ist fur die Flissigkeitsverteilung zwischen dem
interstitiellen und intravasalen Raum verantwortlich. Die intakten Kapillarendothelien sind fur
Elektrolyte gut permeabel, somit kénnen Elektrolyte ungehindert vom Intravasalraum in das
Interstitium Ubertreten. Fir Makromolekile wie Albumin ist das Kapillarendothel nahezu
impermeabel und kann somit einen Gradienten zwischen hoher Kolloidkonzentration
(intravasal) und niedriger Kolloidkonzentration (Interstitium) aufbauen. Der KOD, welcher zu
80 % von Albumin aufgebaut wird, betragt intravasal 28 mmHg und im Interstitium 8 mmHg.
Diese Differenz erzeugt eine Sogkraft die zum Intravasalraum gerichtet ist und sorgt bei
intakter Schrankenfunktion der Kapillaren fur eine Aufrechterhaltung des intravasalen
Volumens. Die Differenz im KOD verhindert einen Abfluss vom intravasalen Volumen in den
interstitiellen Raum (Abbildung 4). Die Kapillarwand, die den Intravasalraum vom
Interstitium trennt, besteht aus einer einzelligen Endothelschicht die Gber Tight Junctions
miteinander verbunden sind. Sie ist fur Stoffe mit einem Molekulargewicht von tber 30 kDa
nicht permeabel. Jedoch ist auch unter physiologischen Bedingungen diese Endothelschicht
nicht vollig impermeabel. Bei schweren Schadigungen der Endstrombahn kommt es zum
sogenannten Kapillarleck, bei welchem die Schrankenfunktion des Endothels fast vollstandig
zusammenbricht. Dadurch kommt es zu einem ungehinderten Einstrom von onkotisch
wirksamen Molekiilen, welcher die interstitielle Odembildung begunstigt. Neben der
pulmonalen ist die intestinale = Endstrombahn  besonders  empfindlich  fur

Flussigkeitsverschiebungen [7].
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Abbildung 4: Verhéltnis von kolloidosmotische Druck und Filtrationsdruck in der Kapillare.

P kap Druck in der Kapillare, P int Druck im Interstitium, KOD kap kolloidosmotischer Druck in der Kapillare,
KOD int kolloidosmotischer Druck im Interstitium, Filtrationsdriicke (rot), kolloidosmotischer Druck (blau),
Pfeile zeigen die Richtung des Druckgefélles zwischen Kapillare und Interstitium an (modifiziert nach [10]).

1.3. Klinisch eingesetzte Flussigkeits- und Volumenersatzmittel

Bei intravaskularem Volumenmangel wird zur Vermeidung einer Hypovoldmie
Volumenersatzmittel substituiert [11]. Die Infusion einer kristalloiden Lo&sung als
Flussigkeitsersatz bewirkt eine gleichmaliige Verteilung der Losung auf den Intravasalraum
und das Interstitium. Kolloidale Ldsungen hingegen verteilen sich, aufgrund der geringeren
Permeabilitat des Endothels fir Kolloide, nach einer Infusion fast ausschlieflich im
Intravasalraum und dienen als VVolumenersatz [7]. Somit bestimmt das Therapieziel die Wahl
der dafiir geeigneten Lésung. Sowohl bei den Kristalloiden als auch bei den Kolloiden gibt es
verschiedene Préparate mit unterschiedlichen Elektrolyt- und Kolloidzusammensetzungen, die
regional mehr oder weniger haufig in der Klinik eingesetzt werden [7].

1.3.1. Kristalloide Lésungen

Kristalloide sind Elektrolytldsungen ohne kolloidale Bestandteile, die aufgrund ihrer Grofiie
frei durch die Kapillarmembranen diffundieren kdnnen. Im Vergleich zu Kolloiden muss die
funffache Menge an Kiristalloiden zugefiihrt werden, um denselben intravasalen
Volumeneffekt zu erhalten. Hierdurch entsteht die Gefahr der interstitiellen Uberwasserung,

was einen entscheidenden Nachteil der Kristalloide darstellt [7].

1.3.1.1. Balancierte Lésung
Die balancierte Loésung hat im Klinischen Einsatz die bisherigen Kristalloide grofitenteils

abgel6st. Ihre Zusammensetzung entspricht weitestgehend der des menschlichen Plasmas und
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besteht aus den Kationen Natrium, Kalium, Calcium, Magnesium und den Anionen Chlorid,
Acetat und Maltat (Tabelle 1). Fir die balancierte Ldsung spricht die Isotonie, der
physiologische Chloridanteil sowie die Verfligbarkeit von metabolisierbaren Anionen die eine

Dilutionsazidose vermeidet [7].

1.3.1.2. Isotonische Kochsalzlésung (0,9 % NaCl)

Die isotonische Kochsalzldsung hat eine Osmolaritat von 308 mosmol/l was sie isoosmotisch
zum Plasma macht. Diese Osmolaritat wird durch eine unphysiologisch hohe Konzentration
an Natrium- und Chloridionen von 154 mmol/l erreicht und beeintréchtigt sowohl die
H&modynamik als auch die Nierenfunktion [7]. Daher wird die isotonische Kochsalzlésung
heute meist nur noch zum Spulen und als Tragerldsung von Medikamenten genutzt (Tabelle
1).

Tabelle 1: Zusammensetzung von Plasma und Infusionsldsungen.
(Modifiziert nach [11]).

Bestandteile Plasma Balancierte Losung 0,9% NaCl | Ringer-Acetat
(mmol/l) | Ringerfundin ® (mmol/l) | (mmol/l) (mmol/T)
Na* 142 140 154 130
K* 4,5 4
ca** 2,5 2,5
Mg** 1,25 1
Cr 103 127 154 112
HCO3 24
Phosphat® 1
Sulfat” 0,5
Organische Sauren 15 27 27
Proteinat’ 20
Osmolaritat (mosmol/l) 291 304 308 276

1.3.1.3. Ringer-Laktat/Acetat Lsung

Die Ringer-Laktat/Acetat Losung ist eine Variante der Ringerlésung mit verandertem
Elektrolytspektrum und zusatzlichen organischen Anionen wie Laktat oder Acetat. Mit einer
Osmolaritat von etwa 276 mosmol/l sind beide Ldsungen deutlich hypoton. Eine Ringer-
Laktat/Acetat Losung hat mit 130 mmol/l einen zu niedrigen Natrium- und mit 112 mmol/I
einen zu hohen Chlorid-Gehalt [11] (Tabelle 1).
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1.3.2. Kolloidale Lésungen

In Europa werden zurzeit zur Erhaltung der Normovoldmie neben Humanalbumin
hauptséchlich drei kiinstliche Kolloide genutzt. Durch eine intakte Endothelbarriere kdnnen
Kolloide normalerweise nicht ins Interstitium Ubertreten. Dadurch erreichen sie im
Intravasalraum eine hohere Konzentration als im interstitiellen Raum und kdnnen somit
Wasser im Gefal3bett binden [9]. Diese onkotische Druckdifferenz wirkt der hydrostatischen
Druckdifferenz zwischen intrakapillarem und interstitiellem Druck entgegen und erhalt die
Flussigkeit in den Kapillaren [10].

1.3.2.1. Humanalbumin

Im menschlichen Korper wird das Albumin in den Hepatozyten als Proalbumin gebildet. Es
besteht aus 580 Aminosduren und besitzt ein Molekulargewicht von 66 kDa. Im Plasma liegt
der Albumingehalt zwischen 3,5-5,0 g/dl was 60 % des Gesamteiweil3es entspricht. Der
grofte Teil des Albumins befindet sich mit 60-75 % im Interstitium, insbesondere in der Haut.
Im Plasma befinden sich nur 25-40 % des gesamten Albumins, welches hier das intravasale
Volumen Uber den KOD erhdlt und den Transport von Vitaminen, Spurenelementen,
Abbauprodukten, Toxinen und Pharmaka Ubernimmt. Zusétzlich wirkt Albumin als
Radikalfanger und tragt mit bis zu 6 % zur Pufferkapazitit des Blutes bei. Taglich kdnnen
120-200 mg Albumin pro kg Korpergewicht gebildet werden, was bei einem Erwachsenen 10-
15 g betragt und ca. 4 % der gesamten Albuminmenge des Korpers darstellt. Bei Bedarf ist
eine Steigerung der Syntheserate bis auf das Doppelte méglich [7].

Je nach Albumin-Préparat kann der Albumingehalt zwischen 4-25 % variieren. Nach einer
Pasteurisierung sind die Albuminlésungen weitestgehend sicher und die im Plasma

enthaltenen Viren inaktiviert [9].

1.3.2.2. Synthetische Kolloide

Die synthetischen Kolloide Hydroxyethylstarke (HES), Gelatine und Dextran bieten Vorteile
durch ihre Produktionsweise und Zusammensetzung. Neben dem gunstigeren Preis und der
besseren Lagerungsfihigkeit kann bei synthetischen Kolloiden eine Ubertragung von
Infektionskrankheiten praktisch ausgeschlossen werden. Fertigungsbedingt liegen diese
Kolloide nicht als einheitliches Molekil vor, sondern bestehen aus verschiedenen
MolekulgroRen. Daher ist bei den Praparaten das mittlere Molekulargewicht in kDa

angegeben, wobei das tatsachliche Molekulargewicht um diesen Mittelwert streut [12].
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1.3.2.2.1. Hydroxyethylstéarke (HES)

HES ist ein kunstlich hergestelltes Polymer, dass aus Kartoffel- oder Wachsmaisstarke
gewonnen wird. Es besteht aus verzweigten Ketten von Glukosemolekilen mit einer
Hydroxyethylierung an verschiedenen Positionen (siehe Abbildung 5), die vor dem
enzymatischen Abbau durch die a-Amylase im Blut schiitzen [7]. Dieser Hydroxyethylierung
erzeugt zusatzlich die notwendige Wasserloslichkeit, indem es die Wasserbindungskapazitét
des HES erhdht [13]. Zur Charakterisierung von HES-Praparaten wird neben dem mittleren
Molekulargewicht auch der Substitutionsgrad angegeben. Der Substitutionsgrad beschreibt
hierbei die Anzahl der mit Hydroxyethylgruppen substituierten Glukoseringe im Verhéltnis
zur Gesamtzahl aller Glukoseringe im HES-Molekdil. Ein hoherer Substitutiongrad verlangert
den Zeitraum der Volumenwirksamkeit des HES-Praparats. Erst wenn das HES durch
Spaltung ein Molekulargewicht von 60 kDa unterschreitet kommt es zu einer renalen
Elimination [9]. Lange Zeit wurde die HES-Variante mit einer Molekdlgrofie von 200 kDa
und einem Substitutionsgrad von 0,5 eingesetzt. Dieses Praparat wurde allmahlich durch die
neuen HES-Prdparate mit 130 kDa und einem Substitutionsgrad von 0,4 ersetzt. Die
genannten HES-Varianten sind in Konzentrationen von 6 % bis 10 % in isotoner
Kochsalzlésung erhaltlich. Im klinischen Einsatz werden heute meist nur noch balancierte
HES-L6sungen mit Acetat verabreicht [7]. Der Einsatz von hoéher konzentrierten HES
Losungen ist moglich, da HES im Vergleich zu Dextranen und Gelatine eine niedrigere
Viskositat besitzt. Eine so niedrige Viskositat wie bei Albumin wird jedoch nicht erreicht
[14].
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Abbildung 5: Struktur von HES.
(Modifiziert nach [15]).

1.3.2.2.2. Dextran

,Die klinisch eingesetzten Dextrane (DEX) sind Polysaccharide mit einer Lange der a-1-6-
glykosidisch verbundenen Glukoseketten von 200-450 Glukosemolekiilen [9]. lhre
Gewinnung erfolgt durch die Fermentation von glukose- oder fruktosehaltigen Medien durch
das Bakterium Leuconostoc mesenteriodes. Die eingesetzten DEX-Molekilgrofien liegen bei
40, 60 oder 70 kDa, wobei die Praparate meist hyperonkotisch sind. Die kdrpereigene
Dextranase spaltet die Dextrane bis zur Unterschreitung der Nierenschwelle, wonach diese
uberwiegend renal eliminiert werden [9]. In Deutschland werden DEX-Ldsungen aufgrund

der Gefahr von schweren Unvertréglichkeitsreaktionen kaum noch genutzt [7].

1.3.2.2.3. Gelatine

Gelatinepraparate werden aus den Bandern, Sehnen und Knorpeln speziell geziichteter Rinder
gewonnen. Die MolekiilgroRe des Kolloids liegt bei 30-35 kDa und somit unterhalb der
Nierenschwelle. Eingesetzt werden sie in Konzentrationen von 3,5-5 %. Der Abbau der
Gelatine erfolgt durch Peptidasen. Anaphylaktoide Reaktionen sind bei Gelatinepraparaten im
Vergleich zu den anderen synthetischen Kolloiden am wahrscheinlichsten zu erwarten (0,345

%), da die Vernetzungsmittel eine Histaminliberation verursachen [9].
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1.4. Klinische Schockzustéande mit indizierter Infusionstherapie

Je nach der Pathophysiologie des Schockzustandes werden Kolloide oder Kristalloide zur
Volumentherapie eingesetzt.

1.4.1. Hypovolamischer und hamorrhagischer Schock

Bei einem hypovolamischen Schock durch duBere oder innere Flissigkeitsverluste werden
balancierte kristalloide L&sungen als Flussigkeitsersatz empfohlen, wohingegen beim
hédmorrhagischen Schock durch Blutverlust vorrangig kiinstliche Kolloide wie z.B. HES als

Flussigkeitsersatz indiziert werden [16].

1.4.2. Septischer Schock

Der septische Schock zeichnet sich durch eine sepsisinduzierte Verteilungsstérung des
zirkulierenden Blutvolumens aus. Durch eine Infektion mit gramnegativen oder
grampositiven Bakterien bzw. durch ihre toxischen Bestandteile kommt es zu einer
Stimulation des Immunsystems, des Endokriniums und zur Aktivierung und Freisetzung
humoraler und zellul&rer Mediatoren, wie z.B. der Plattchen aktivierende Faktor (PAF) (siehe
2.3). Diese Dysregulation der Immunantwort fihrt zu einer gestérten Vasoregulation,
Endotheldysfunktion und Distributionsstérung in Makro- und Mikrozirkulation. Es kommt zu
einer gesteigerten transkapillaren Flussigkeitsverschiebung mit Abnahme des intravasalen
Volumens und interstitieller Odembildung. In der Akutphase kann der intravasale
Volumenmangel die Substitution von mehreren Litern VVolumenersatz erforderlich machen.
Der Einsatz von Kolloiden ist in diesem Fall umstritten, da aufgrund des Kapillarlecks ein
Teil der infundierten Kolloide in das Interstitium (bertritt und das interstitielle Odem
verstarkt. Infundierte Kristalloide hingegen verteilen sich gleichméRig im Intravasalraum und
Interstitium [16].

1.5. Diskussionen zu HES als Volumenersatzlésung

Der Kklinische Einsatz von HES als VVolumenersatzlésung wurde aufgrund aktueller Ergebnisse
[17, 18] von der européischen Arzneimittelagentur (EMA), nach einer Prufung im Ausschuss
fur Risikobewertung im Bereich der Pharmakovigilanz, fir kritisch kranke Patienten,
Patienten mit Sepsis und Verbrennungen nicht empfohlen [19]. In den genannten Studien
brachte der Einsatz von HES Infusionen bei Patienten keine Vorteile gegeniuber einer
Therapie mit Kristalloiden. Vielmehr kam es bei Patienten, die eine HES Infusion erhalten

hatten, zu erhdhter Mortalitdt und vermehrter Behandlung mit Nierenersatztherapie. Nach der
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aktuellen Empfehlung soll HES nur noch zur Therapie von Hypovoldamie (geringes
Blutvolumen) eingesetzt werden, wenn eine Infusion von Kristalloiden alleine nicht ausreicht
[20]. Zusatzlich fordert der Ausschuss fir Risikobewertung im Bereich der Pharmakovigilanz
der EMA von den Pharmaunternehmen weitere Studien zur Anwendung von HES bei

Patienten.

1.6. Modelle zur Untersuchung von Anderungen der intestinalen
Permeabilitat

Die Funktionsféhigkeit des intestinalen Epithels als Barriere zwischen der duReren Umwelt
und dem Korperinneren ist fir einen Organismus Uberlebenswichtig. Es dient neben der
Abgrenzung zwischen ,innen“ und ,aullen” auch als Pforte fiir die Aufnahme von
Néhrstoffen, Wasser und Xenobiotika. Die klinische Relevanz ergibt sich durch zahlreiche
Erkrankungen, die eine veranderte intestinale Permeabilitdt aufgrund einer epithelialen
Barrierestorung aufweisen. Hierzu gehoren Zoliakie [21], Nahrungsmittelallergien [22] und
die chronisch-entzlindlichen Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa.
Daher ist eine Erweiterung des Wissens zur Barrierefunktion und ihrer Alteration bei
pathophysiologischen ~ Vorgédngen notwendig, um die Pathogenese und ihre
Behandlungsmaglichkeit zu optimieren. Zur Bestimmung der intestinalen Permeabilitat und
der Transportprozesse werden aktuell verschiedene Modelle genutzt. Neben humanen Caco-2-
Zellen fir in vitro Studien werden auch Darmsegmente von Ratten und Méausen in ex vivo und
in vivo Versuchen genutzt. Jedes dieser Modelle besitzt Vorteile und Einschrankungen, da sie
zur Untersuchung einer spezifischen Fragestellung etabliert und optimiert wurden.

Fur die Untersuchung der intestinalen Vertraglichkeit von synthetischen Kolloiden wird ein
Modell, das neben der Permeabilitatsanderung in der Endothel- und Epithelbarriere auch
hamodynamische Veranderungen und weitere wichtige Funktionsparameter abbilden kann,
bendtigt.

1.6.1. In vitro Modelle

In in vitro Modellen kénnen Zellen verschiedener Organe und auch Organismen eingesetzt
werden. Fir die Untersuchungen von intestinalen Absorptionsprozessen koénnen neben
isolierten primdren intestinalen Epithelzellen auch humane Caco-2-Zellen verwendet werden.

Primére intestinale Epithelzellen sind schwer zu kultivieren und haben eine begrenzte
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Lebensdauer [23], daher werden andere leichter zu kultivierende Zelllinien bevorzugt.
Besonders Caco-2-Zellen erscheinen fur diese Untersuchungen geeignet, da diese - obwohl
sie aus dem Colon stammen - Eigenschaften von intestinalen Epithelzellen zeigen. In Kultur
differenzieren diese Zellen zu polarisierten epithelialen Zellen mit apikalem Birstensaum und
Tight Junctions zwischen benachbarten Zellen. Auf einer semipermeablen Membran kultiviert
kénnen diese Zellen zu Permeabilitatsuntersuchungen, die mit Einschrankungen auf in vivo
Situationen Ubertragbar sind, genutzt werden.

In vitro Versuche mit Zellkulturen bieten den Vorteil einer relativ einfachen und schnellen
Durchfiihrung mit einer hohen Reproduzierbarkeit. Aufierdem steht das apikale wie auch das
basolaterale Kompartiment flir Untersuchungen zur Verfligung. Jedoch ist die Aussagekraft je
nach verwendeter Zelllinie nur eingeschrankt auf die in vivo Situation ubertragbar, da z.B. die
Caco-2-Zelllinie ihren Ursprung im humanen Colon-Adenokarzinom hat. Das Zellmodell
bietet als statisches Modell mit einem Zelltyp eine starke Abstraktion von der physiologischen
Situation. Fir Permeabilitatsuntersuchungen am intestinalen Epithel ist das in vitro
Zellmodell trotzdem gut geeignet und bietet viele experimentelle Vorteile. Allerdings kénnen
damit nur wenige physiologische Faktoren der intestinalen Barrierefunktion abgebildet

werden, was seine Einsatzmoglichkeiten einschréankt [24].

1.6.2. Invivo/ in situ Modelle

Bei in vivo/in situ Versuchen wird das zu untersuchende Organ direkt im Tier manipuliert und
Analysen unterzogen. Sehr hédufig wird die Ratte als Modell genutzt, womit z.B. die
Absorption von oral applizierten Substanzen untersucht werden kann. Mdglich sind auch
Studien mit abgeschniirten Diinndarmsegmenten, sogenannten ,,loops [25], diese werden
mesenterial weiterhin vom Tier mit Blut versorgt und Substanzen kénnen luminal (ber einen
Schlauch perfundiert werden [25, 26] um Permeabilitats- und Transportprozesse im
Dunndarm zu untersuchen. Die Limitierung von in vivo Modellen liegt im Versuchsaufbau, da
es durch die Vielzahl von Faktoren fast unmdglich wird, den Ausldser einer
Permeabilitatsanderung zu identifizieren. Da das zu untersuchende Organ in der Zirkulation
des Tieres verbleibt, kénnen von anderen Kompartimenten ausgeschuttete Metabolite und
nervale Einflisse die Versuchsergebnisse beeinflussen. Zwar konnen flr intestinale
Untersuchungen einzelne Organe wie z.B. der Magen uberbriickt werden, doch fiihren solche
Manipulationen wie auch die Narkose und die Laparotomie zu Verdnderungen in der
intestinalen Permeabilitat [24].
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Durch den Anschluss an die Blutzirkulation kdnnen im in vivo/in situ Modell nicht alle
Perfusate kontinuierlich quantifiziert und analysiert werden. Eine Kkontinuierliche

Blutentnahme kommt aufgrund des geringen Blutvolumens vieler Tiere nicht in Frage.

1.6.3. Ex vivo Modelle

Bei ex vivo Modellen werden die Organe aus dem Tier isoliert und entweder als Ganzes oder
nur ein Segment davon flr weitere Untersuchungen genutzt. Auch die Perfusionsmethoden
der vaskuldaren und luminalen Kompartimente unterscheiden sich je nach verwendetem
Modell stark voneinander.

Das Ussing-Kammer Modell nutzt den Dinndarm als semipermeable Membran, um zwei
Kammern voneinander abzugrenzen und den aktiven lonentransport sowie den Widerstand
des Epithels gegentiber unterschiedlichen Konzentrationen von lonen zu untersuchen [27].
Hierbei befindet sich das Darmstiick in einer oxygenierten Lésung und wird nicht perfundiert.
Ahnliche Modelle nutzen nicht perfundierte Segmente des Dinndarms als Membran zur
Untersuchung von pH-Wert- und Permeabilitdtsmessungen [28]. Mit diesen Modellen sind
Messungen zur Absorption und Passage von Substanzen uber die intestinale Barriere méglich.
Zudem lassen sich lonentransporte und Permeabilitdt des Dinndarms genau untersuchen.
Neben der Ussing-Kammer bieten isoliert perfundierte Organmodelle eine weitere
Maoglichkeit Transportprozesse im Dinndarm ex vivo abzubilden.

Ein neues isoliert perfundiertes Rattendiinndarm-Modell wurde von Lautenschléger et al. [29]
etabliert (siehe Abbildung 9). In diesem Modell wird nach einer Laparotomie der Dinndarm
einer Ratte isoliert und vaskuldr mit einem oxygenierten und modifizierten Krebs-Henseleit-
Puffer mit bovinem Serumalbumin perfundiert. Das vaskuldre Perfusat enthalt zusatzlich
FITC-Dextran, um Veranderungen in der Permeabilitdt der Barriere zu untersuchen. Eine
Anderung der Barrierefunktion kann iiber die FITC-Dextran-Konzentration im lymphatischen
und luminalen Kompartiment nachgewiesen werden. Das Darmlumen wird separat mit einem
Krebs-Henseleit-Puffer mit Zusatz von Laktose perfundiert. Die Laktose wird im Dunndarm
durch Laktase in Galaktose und Glukose gespalten und uber aktiven Transport von luminal
nach vaskuldr transportiert. Eine Bestimmung der Galaktosekonzentration im vengsen Effluat
erlaubt Rickschlusse auf die metabolische Funktionsfahigkeit des isolierten
Rattendiinndarms. Neben der Barrierefunktion und Galaktoseaufnahme erlaubt das isoliert
perfundierte Rattendliinndarm-Modell eine Echtzeitmessung wichtiger Perfusions-Parameter,
wie den Druck in Arterie, Vene und Lumen sowie der Flussraten in vendsen, lymphatischen

und luminalen Kompartimenten. Hervorzuheben ist die einfache Zugriffsmdglichkeit auf die
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Perfusate und Effluate wahrend der Perfusion, was eine Intervention und die Probenentnahme
fir Analysen stark vereinfacht. Das Modell ermdoglicht zudem eine prazise Messung von
Flussigkeitsverschiebungen innerhalb der vaskuldren, intestinalen und luminalen
Kompartimente wahrend der Perfusion.

Somit eignet sich das ex vivo Modell um die intestinale Vertraglichkeit von
Hydroxyethylstirke zu untersuchen, da viele relevante Parameter bestimmt werden konnen
(siehe Abbildung 6 und Tabelle 2). Um die Vorteile des isoliert perfundierten Dinndarm-
Modells zu erweitern, ist eine Portierung von der Ratte zur Maus sinnvoll. Das isoliert
perfundierte Mausdinndarm-Modell béte fur weitere Analysen zahlreiche Analysewerkzeuge,

wie Antikorper, ELISA-Kits und knock out-Stamme.

Ex vivo Mausdiinndarm in der Kammer

Druckm DruCkven
0000 @ o
Ogogogo W H “ M ° OOOO-
Galaktose Fliissigkeit FITC-Dextran .| 5 Z\/\ %60
Drucky,, gk ®y0®
o 0
o 4‘-’ —> eo0, o
Darmgewicht

B vaskulir [ ] interstitiell [ | luminal

AN Flussrate o FITC-Dextran ® @ I aktose
Perfusat e @ Galaktose

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Untersuchungsméglichkeiten im ex vivo Modell.

Links: einstellbare arterielle und luminale Flussraten, Laktose- und FITC-Dextrankonzentration vor der
Perfusion, rechts: quantifizierbare Flussraten, FITC-Dextran- und Galaktosekonzentrationen in den
unterschiedlichen Kompartimenten nach Perfusion, mitte: Flissigkeits- und FITC-Dextran-Transfers zwischen
den Kompartimenten im isolierten Dunndarm, Messung des Darmgewichts in der Kammer, luminal applizierte
Laktose nach Spaltung und aktivem Transport aus dem Darm als Galaktose im vaskul&ren Effluat nachweishar
(modifiziert nach [30]).
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Tabelle 2: Messbare Parameter im isoliert perfundierten Diinndarm-Modell.

Bestimmbare Parameter Echtzeitmessung | Nachtrégliche Analysen

Gefaldruck arteriell, vends, luminal X

Perfusionsrate arteriell, luminal

Gewicht Effluat vends, lymphatisch, luminal

0O,, CO, Partialdruck arteriell, venos

Laktatkonzentration arteriell, vends

X X[ X | X| X

Elektrolytkonzentration arteriell, vends

FITC-Dextran-Konzentration arteriell, vends, luminal

Galaktoseaufnahme von luminal nach vaskular

Pyruvatkonzentration vaskular

Histomorphologische Untersuchungen

XX | X|X|X

Feucht- zu Trockengewicht

1.7. Ziel der Arbeit

Der klinische Einsatz von Hydroyxethylstarke wird aktuell kontrovers diskutiert, da neuere
Studien ein unglnstiges Nutzen-Risiko-Verhaltnis fur HES Therapien zeigten [17, 18]. Es
existieren aber auch Arbeiten, die positive Effekte von HES auf die Homdostase der
vaskuldren Barriere aufzeigen konnten [31-33], wobei trotz der hohen klinischen Relevanz
des Darms im Rahmen der Odembildung bei Sepsis die intestinale Wirkung von HES sowie
die assoziierten Mechanismen auf die endo- und epitheliale Barrierefunktion bislang kaum
erforscht wurden. In vivo Untersuchungen zur intestinalen Vertraglichkeit von HES sind
ungeeignet, da die Bestimmung der relevanten Parameter in vivo schwer realisierbar ist. Auch
fehlten geeignete in vitro und ex vivo Modelle, um diese Studie durchzufiihren. Deshalb
wurde zur Untersuchung ein neues ex vivo Mausdunndarm-Modell auf Basis des
Rattendiinndarm-Modells [29] entwickelt. Die Ziele des Projekts bestehen in der Etablierung
und Validierung eines neuen isoliert perfundierten Mausdinndarm-Modells und der
Untersuchung von pathophysiologischen Verénderungen, die durch eine vaskuldre HES-
Perfusion im isoliert perfundierten Mausdunndarm-Modell hervorgerufen werden. Hierzu soll
der Einfluss einer vaskuldren Perfusion mit HES 130/0,4 und HES 200/0,4 auf die intestinale
Flussigkeitshomdostase, die endotheliale und epitheliale Permeabilitét, die Histomorphologie

und weitere Funktionsparameter (siehe 2.5) untersucht werden.
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2. Material und Methoden

Alle verwendeten Substanzen sind, falls nicht anders angegeben, von folgenden Firmen:
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland; PAA, Pasching, Osterreich und Sanofis-Aventis,

Frankfurt am Main, Deutschland.

2.1. Vaskulare Perfusate

Alle vaskuléren Pufferlésungen mit Ausnahme des 4 % HES 200/0,5 (RPMI 1640-Medium)
Puffers wurden am Versuchstag frisch angesetzt, auf einen pH-Wert von 7,58 titriert und tber
Einwegfilter mit 0,22 um PorengréRRe sterilfiltriert (Millipore Steritop, Merck, Darmstadt,
Deutschland). Kurz vor Perfusionsbeginn wurden 6,7-10° mg/l Norepinephrinehydrochlorid
(Arterenol, Sanofis-Aventis, Frankfurt am Main, Deutschland) und 40 mg/l Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC)-Dextran zugegeben.

2.1.1. 3 % BSA-Puffer (Krebs-Henseleit-Puffer)

Das vaskuldare bovine Serumalbumin (BSA) -haltige Perfusat fur die Kontroll- und PAF-
Versuche bestand aus einem modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer. Zusammen mit dem
gefriergetrockneten BSA wurden die in Tabelle 3 aufgelisteten Stoffe in sterilem

pyrogenfreiem Wasser (Ampuwa, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) gel6st.

Tabelle 3: Konzentration der eingesetzten Chemikalien im modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer.

Laktobionsdure 2 mM
NaCl 95 mM
KCI 4,7mM

KH,PO, 1.2mM
MgSO, 1,2 mM
Hepes 12,6 mM

Glukose 7,4 mM

Mannitol 30 mM
CaCl, 2,5 mM

NaHCO; 25 mM

Glutamin 0,8 mM
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2.1.2. 3 % HES 130/0,4-Puffer (Krebs-Henseleit-Puffer)

Das Perfusat bestand wie das 3 %ige BSA-Perfusat auch aus einem modifizierten Krebs-
Henseleit-Puffer (Tabelle 4). Um eine 3 %ige HES-LOsung zu erreichen, wurden die
ursprunglichen HES-Préparate 6 % HES 130/0,4 (Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Deutschland) mit sterilem pyrogenfreiem Wasser (Ampuwa, Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Deutschland) verdinnt. Da das HES in einer 0,9 %igen NaCl-Lésung suspendiert war, musste

die Menge der NaCl-Zugabe reduziert werden.

Tabelle 4: Konzentration der Chemikalien in der 3 %igen HES-L&sung.

Laktobionsaure 2mM
NaCl 48,8 mM
KCI 4,7mM

KH,PO, 1,2 mM
MgSO, 1,2 mM
Hepes 12,6 mM

Glukose 7,4 mM

Mannitol 10 mM
CaCl, 2,5 mM

NaHCO; 25mM

Glutamin 0,8 mM

2.1.3. 3% HES 200/0,5-Puffer (Krebs-Henseleit-Puffer)

Das Perfusat bestand wie das 3 %ige BSA-Perfusat auch aus einem modifizierten Krebs-
Henseleit-Puffer (Tabelle 4). Um eine 3 %ige HES-LOsung zu erreichen, wurden die HES-
Préparate 6 % HES 200/0,5 (Serag Wiessner, Naila, Deutschland) mit sterilem pyrogenfreiem
Wasser (Ampuwa, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) verdiinnt. Da das HES-
Préaparat in einer 0,9 %igen NaCl-Lésung suspendiert war, musste die Menge der NaCl-

Zugabe reduziert werden.

2.1.4. 4 % HES 200/0,5-Puffer (RPMI 1640-Medium)

Der HES-Puffer wurde von Serag Wiessner (Serag Wiessner, Naila, Deutschland) hergestellt
und enthielt als Kolloid 4 % HES 200/0,5. Der fertige Puffer setzte sich aus den in Tabelle 5
aufgelisteten Substanzen zusammen und wurde am Versuchstag mit zusatzlichen

Komponenten vervollstandigt. Auf einen Liter Puffer wurden 10 ml Ultraglutamin 1, 20 ml
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MEM Aminosaurekonzentrat 50x, 10 ml MEM Aminosaurekonzentrat 100x und 1,2 g NaCl
zugesetzt. Fur die Perfusion wurde der Puffer mit einer 2 M HCI-Ldsung auf einen pH-Wert
von 7,58 titriert und Uber einen Einwegfilter mit 0,22 um PorengroRe (Millipore Steritop,
Merck, Darmstadt, Deutschland) sterilfiltriert. Kurz vor Perfusionsbeginn wurden noch die
empfindlichen Substanzen 6,7-10° mg/I Norepinephrinehydrochlorid und 40 mg/l FITC-

Dextran zugegeben.

Tabelle 5: Zusammensetzung des 4 % HES 200/0,5 RPMI 1640-Puffers.

Calciumnitrat 4H,0 0,42 mM
Kaliumchlorid 5,36 mM
Magnesiumsulfat 7H,0 0,4 mM
Natriumchlorid 102,6 mM
Natriumhydrogensulfat 16,65 mM
Dinatriumhydrogenphosphat 12H,0 5,64 mM
Glucose-Monohydrat (Ph.Eur.) 11,09 mM
Glutathion (reduziert) 0,003 mM

2.2. Luminales Perfusat

Das luminale Perfusat enthielt die in Tabelle 6 aufgefiihrten Substanzen in sterilem
pyrogenfreiem Wasser geldst (Ampuwa, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland). Vor
dem Versuch wurde der pH-Wert des Puffers auf 7,58 titriert und mit einem Einwegfilter mit
0,22 pum Porengréfle (Millipore Steritop, Merck, Darmstadt, Deutschland) sterilfiltriert.

Tabelle 6: Konzentration der Substanzen fiir den luminalen Puffer.

NaCl 114 mM

KCI 5mM
NaHCO; 26 mM
Laktose 30 mM
Glukose 5,55 mM
Mannitol 10 mM
Glutamin 0,8 mM

2.3. Plattchen aktivierender Faktor (PAF)
PAF ist der Trivialname fur ein natiirliches Phospholipid (1-O-Alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-

Phosphocholin). Als ein typischer Mediator der Inflammation I6st PAF z.B. im Rahmen einer
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Sepsis (siehe 1.2.4.) eine Reihe von physiologischen Funktionsédnderungen aus. Um die
physiologische Reaktionsfahigkeit des Modells zu verifizieren, wurden in einer
Versuchsgruppe 12,5 pmol PAF in 50 pl vaskularem Puffer aufgelost und Uber einen

Dreiwegehahn ein vaskulérer Bolus injiziert.

2.4. Tiere

Fur die Etablierung und Validierung des Modells wurden Mause vom Stamm C57 BL/6
(Charles River, Sulzfeld, Deutschland) genutzt. Alle Versuche wurden von den lokalen
Behorden genehmigt (Ministerium fir Landwirtschaft, Umwelt und landliche R&ume des
Landes Schleswig-Holstein) und entsprechend der Tierschutzverordnung durchgefihrt. Es
wurden weibliche Tiere mit einem Gewicht von 18-20 g eingesetzt, was bei den Tieren einem
Alter von 8-10 Wochen entsprach. Die Tiere konnten sich fir mindestens 24 Stunden vom
Transport erholen und wurden bis zur Organentnahme im hauseigenen Tierstall gehalten. Die
Raume waren auf 20-24 °C temperiert, mit einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50-60 %. Im
Tierstall wechselte die Hell- und Dunkelphase alle zwolf Stunden und die Kéfige wurden
regelmaRig gewechselt. In den Kafigen mit Weichholzfasereinstreu war das Alleinfutter fir
Ratten und Méuse (R/M/-H in Pelletform, Sniff, Soest, Deutschland) und mit Ozon
aufbereitetes Wasser ad libitum verfugbar. Erst eine Stunde vor der Operation wurde das

Futter aus dem Kafig entfernt, wobei Wasser weiterhin frei zuganglich war.

2.5. Methoden

2.5.1. Messung des kolloidosmotischen Drucks (KOD)

Zur Bestimmung des KOD der verschiedenen Ldsungen wurde ein Onkometer (BMT 923,
BMT Messtechnik GmbH, Berlin, Deutschland) genutzt. Das Gerat verfugte tber eine
semipermeable Membran mit 20 000 Dalton Cut-Off und war somit fir die eingesetzten

Kolloide undurchldssig und fiir die Messung geeignet.

2.5.2. Messung der Sauerstoffaufnahme

Die Sauerstoffaufnahme des isolierten Dinndarms wurde aus der Differenz zwischen der
arteriellen O,-Konzentration und der vendsen O»,-Konzentration bestimmt. Der Verbrauch

wurde dann auf das Trockengewicht relativiert und nach folgender Formel berechnet:
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VO, [ml-min™.g? (Trockengewicht)] = [arterieller PO, (mmHg) — vendser PO, (mmHg)] -
0,03 (ml O,-I"t-mmHg™) - 0,002 (I/min)/ Trockengewicht (g).

2.5.3. Quantifizierung von FITC-Dextran

Im vaskuldren Puffer wurde FITC-Dextran in einer Konzentration von 40 mg/l als Marker fur
die Permeabilitdt des Dunndarms eingesetzt. Das FITC-Dextran hatte ein mittleres
Molekulargewicht von 150 000 Dalton und konnte durch seine GroéRe normalerweise nicht
aus dem vaskuldren GefaRbett austreten. Alle 15 min wurden Proben vom vaskuldren,
luminalen und lymphatischen Effluat genommen wund jeweils 50 pl fur eine
Doppelbestimmung auf eine Mikrotiterplatte pipettiert. In einem Fluoreszenz-Messgerat
(ELISA FL 600 microplate fluorescence Reader, MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland)
wurde das FITC mit einer Wellenldange von 485 nm angeregt und die Emission bei 530 nm
bestimmt. Die tatsdchliche FITC-Dextran-Konzentration in den einzelnen Effluaten wurde mit
Hilfe einer Standardreihe bestimmt. In der PAF-Gruppe wurden nach der Stimulation ab 60
Minuten fur 15 Minuten luminale und lymphatische Proben in dreiminltigen Abstédnden

genommen, um maoglichst engmaschig die Permeabilitiatsanderungen zu registrieren.

2.5.4. Bestimmung der Pyruvat-Konzentration

Die im aeroben Metabolismus gebildete Pyruvat-Konzentration wurde mit photometrischen
Standardmethoden bestimmt. Das aus Laktat- und Pyruvat-Konzentration berechnete
Verhaltnis zeigt an, ob ein vorwiegend aerober oder anaerober Stoffwechsel vorliegt.

750 pl des vendsen Perfusats wurden mit 375 pl 16 %iger Perchlorsaure gemischt und fir 10
Minuten bei 3000 g zentrifugiert (Biofuge, Heraeus, Hanau, Deutschland). Der Uberstand
wurde bis zur Messung bei -20 °C bis zu maximal vier Wochen gelagert. Zur Messung
wurden 800 pl der Probe in eine Kivette bei ca. 20 °C mit 400 pul NADH-L6sung versetzt und
die Extinktion bei 340 nm in einem Photometer (Helios B, Thermo Electron Corporation,
Bremen, Deutschland) gemessen. Fir die NADH-Ldsung wurden 0,22 mg NADH pro
Milliliter Trizma Base aufgelost. AnschlieBend wurden 20 ul Laktatdehydrogenase (LDH)
1000 units/ml hinzugefiigt und nach vier Minuten die Extinktion mit LDH erneut bestimmt.
Die LDH Kkatalysiert hierbei die Reduktion von Pyruvat zu Laktat mit einer gleichzeitigen
Oxidation von NAD" zu NADH. Aus der Differenz der Proben zwischen der Extinktion vor
und nach der LDH-Gabe und dem Leerwert (Puffer ohne Pyruvat) kann mithilfe des
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Extinktionskoeffizienten von NADH die Pyruvat-Konzentration in der Probe bestimmt

werden (Berechnung siehe Gleichung).

B [mol/l]= (V-AE)/(e-d-v)-VE
B: Pyruvat-Konzentration
V: Gesamtvolumen im Assay (1,22 ml)
AE: (Extinktionprope nach LoH-EXtiNKtioONprope ohne LoH)-(EXtiNKtiONgank mit Lor-EXtINKLIONGank ohne
LDH)
E: Extinktionskoeffizient von NADH [6300 1/(mol-cm)]
d: Lange der Kivette (1 cm)
v: Probenvolumen im Assay (0,8 ml)
Ve Verdunnung der Probe [(750 pl + 375 pl)/750 pl = 1,5]

2.5.5. Messung der Galaktose-Konzentration

Als Marker fur die metabolische Aktivitat des isoliert perfundierten Dinndarms wurde die aus
luminaler Laktose stammende Galaktoseaufhahme ins vendse Kompartiment gemessen und
auf das Darmgewicht normiert. Die bendtigten Chemikalien stammten groftenteils aus einem
kommerziell erhdltlichen Analysesystem (Raffinose/Galaktose Assay Kit, Megazyme, Bray,
Irland). Die messbare Galaktose stammte aus der enzymatischen Spaltung der luminal
applizierten Laktose und dem aktiven Transport von luminal nach vaskular. Die Galaktose
reagiert bei Anwesenheit von NAD* mit der D-Galaktose-Dehydrogenase zu NADH und
wurde indirekt bestimmt. Durch photometrische Messung konnte die NADH-Konzentration
ermittelt und auf die der Galaktose umgerechnet werden (siehe untenstehende Gleichung).
750 pl des vendsen Perfusats wurden mit 375 pl 16 %iger Perchlorsaure gemischt und fir 10
Minuten bei 3000 G zentrifugiert (Biofuge, Heraeus, Hanau, Deutschland). Der Uberstand
wurde bis zur Messung bei -20 °C bis zu maximal vier Wochen gelagert. Daraus wurden 430
pl entnommen und mit 100 pul KHCO3 2,5 M versetzt, um die S&ure zu neutralisieren. Nach
der Fallungsreaktion und dem Ausgasen des CO, wurden 280 pl aus dem Uberstand mit 70 pl
Tris/HCI 2 M und 525 pl Aqua bidest. in eine Halbmikro-Kivette gegeben. Nachdem 35 pl
NAD" 8,2 mg/ml hinzugefiigt und gut durchmischt wurden, konnte die Extinktion in einem
Photometer bei 340 nm bestimmt werden. AnschlieBend wurden 7 pl D-Galaktose-

Dehydrogenase 200 units/ml in die Probe pipettiert und gut durchmischt. Nach 20 Minuten
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wurde die Extinktion bei 340 nm erneut gemessen und die Galaktose-Konzentration

bestimmt.

B[mol/l]= (V-AE)/(s-d-v)- VE

B: Galaktose-Konzentration

V: Gesamtvolumen im Assay (0,917 ml)

AE: (Extinktionprope nach LoH-EXtiNKti0Nprope ohne LoH)-(EXtiNKtiONgjank mit Lon-EXtiNKtioNgank ohne
LDH)

d: Lange der Kuvette (1 cm)

E: Extinktionskoeffizient von NADH [6300 1/(mol-cm)]

v: Probenvolumen im Assay (0,28 ml)

Ve Verdunnung der Probe [(750 pl + 375 pl)/750 pl-(430 pl+100 ul)/430 ul = 1,85]

2.5.6. Gewebeaufbereitung fir die Bestimmung des Feucht- zu Trockengewichts

Am Ende des Versuchs wurde jeweils am oralen und aboralen Ende des Darms Gewebe fir
die weitere Aufarbeitung entnommen. Das Gewebe mit direktem Kontakt zur Metallkantle
wurde verworfen. Am aboralen Ende wurde ein 3 cm langes Segment des Darms
abgeschnitten und das anhaftende Mesenterium entfernt. Die Flussigkeit im Lumen wurde mit
Wattestdbchen (WAP, Heinz Herenz Hamburg, Hamburg, Deutschland) ausgerollt und der
Darm in einem Eppendorf-Gefall mit 1,5 ml Volumen fiir 96 Stunden in einem Heizblock bei
55 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das Vergleichsstick vom Diinndarm ohne
Perfusion wurde direkt nach der Pr&paration entnommen und auf gleiche Weise getrocknet.
Das Feucht- zu Trockengewicht des Dunndarms vor und nach der Perfusion wurde aus dem
Gewicht vor der 96 h Trocknung ermittelt. Der Vergleich des Feucht- zu Trockengewichts vor
und nach der Perfusion kann dariiber Aufschluss geben, ob der Wassergehalt des Gewebes

wéhrend der isolierten Perfusion angestiegen ist.

2.5.7. Gewebeaufbereitung far die lichtmikroskopischen und

elektronenmikroskopischen Aufnahmen

Fur die lichtmikroskopische Untersuchung wurde am oralen Ende ein ca. 3 cm langes Stiick

des perfundierten Dunndarms entnommen, in 4 % Formalin fixiert und in der Pathologie des
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Forschungszentrums Borstel (FZB) weiter bearbeitet. Dort wurde das Gewebe mit der PAS-
Reaktion gefarbt, welche vor allem kohlenhydrathaltige Komponenten wie z.B.
Glykoproteine und Muzine rot-violett farbt und parallel eine Hamatoxylin-Eosin-Féarbung
(HE) durchgefiihrt. Hamatoxylin farbt basophile Strukturen wie DNA und Zellkerne blau und
Eosin die acidophilen Strukturen wie Proteine rot (Protokolle siehe [34]).

Fur die elektronenmikroskopischen (EM) Aufnahmen wurde das Gewebe aus einem Kontroll-
und einem 3 % HES 130/0,4 Versuch nach 135 Minuten entnommen und weiter von der
Forschergruppe Mukosale Immunologie und Diagnostik am FZB aufbereitet. Die Proben
stammten vom aboralen Ende des isolierten Diinndarms, woraus mehrere Blocke von der
mesenterialen und antimesenterialen Seite geschnitten und umgehend in einer Losung aus 1:1
1 % Osmiumtetroxid mit 7,5 mg/ml Kaliumhexacyanidoferrat (1) und einer 5 % Ldsung aus
Glutaraldehyd in Dimethylarsinsédure-Puffer fixiert wurden (Methode siehe [35]). Das
Gewebe wurde anschlieRend Uber eine Alkoholreihe dehydriert, in Epon eingebettet und die
Ultradiinnschnitte mit Uranylacetat und Bleicitrat als Kontrastmittel angefertigt. Die EM-
Aufnahmen wurden mit einem Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss EM910, Carl Zeiss
AG, Oberkochen, Deutschland) erstelt.

2.5.8. Histologische Untersuchungen

Die Auswertung der Schnitte erfolgte verblindet mit einem Lichtmikroskop unter 10 bis 20-
facher VergrofRerung. Die Beurteilung der Darmzotten (Villi) und insbesondere der
Villusspitzen als empfindlichste Strukturen der Mukosa ergab den histologischen Stabilitats-
Score. Fir die Z&hlung wurden L&ngsschnitte des Dinndarms in Doppelbestimmung
verwendet und die Anzahl der Villi mit intakter mukosaler Oberflache durch die

Gesamtanzahl der Villi geteilt (Berechnung siehe Gleichung).

Histoscore = Anzahl intakter Villi / Gesamtzahl der Villi

2.5.9. Analyse der Darmperistaltik

Die Peristaltik des Darms wurde zum Zeitpunkt 60-61 Minuten und 120-121 Minuten mit
einer Videokamera (Ixus 60, Canon, Krefeld, Deutschland) dokumentiert und ausgewertet.

Anhand der Videoaufzeichnungen konnten potentielle VVeranderungen der Motilitat untersucht
werden. Die Motilitat des gesamten Dunndarms wurde beobachtet. Fur die Untersuchungen
der PAF-Gruppe kamen die Zeitabschnitte kurz vor (60-61 min) und nach (62-63 min) der
PAF-Gabe zur Untersuchung hinzu. Bei der Z&hlung wurden die Wiederholungen der
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Kontraktionen in einem Dinndarmsegment Uber eine Minute gezéhlt. Bei der Auswertung
wurde auf die Motilitat des gesamten Dunndarms geachtet, wobei fur die Z&hlung der
Kontraktionen nur ein kleiner Abschnitt mit 1 cm Lange im mittleren Bereich des isolierten

Organs genutzt wurde.

2.6. Etablierung des isoliert perfundierten Mausdiinndarm-Modells

2.6.1. Narkose

Zur Narkose wurde Sevofluran (Abbott, Wiesbaden, Deutschland) als Hypnotikum in
Kombination mit Ketamin (WDT, Garbsen, Deutschland) als Analgetikum eingesetzt. Das
Tier wurde in eine mit Sevofluran geflutete, abgedunkelte Kammer gebracht und in Narkose
versetzt. Sobald das Tier im Toleranzstadium war, wurde mit einer Schermaschine (Aesculap
Elektra 11, Aesculap, Suhl, Deutschland) das Fell am Bauch und Brustbein entfernt und das
Tier anschlieRend auf einer Waage (EMB 500-1, Kern, Balingen-Frommern, Deutschland)
gewogen. Bei der weiteren Narkosefuhrung erhielt die Maus ein variables Gemisch aus
Sauerstoff und Sevofluran (ber eine Atemmaske. Die Sevofluran-Dosierung musste
kontinuierlich angepasst werden, wobei eine Atemfrequenz von zwei Atemziigen pro Minute
angestrebt wurde. Eine Erhéhung oder Reduktion der zugefiihrten Sevofluran-Dosierung
konnte innerhalb von wenigen Sekunden die Atemfrequenz des Tieres beeinflussen.
Zusatzlich erhielt die Maus zu Préparationsbeginn einmalig 0,05 mg/g Korpergewicht
Ketamin als intraperitoneale Injektion. Eine Nachdosierung mit Ketamin war abhangig von
der Narkosetiefe und bis zu einer Maximaldosis von 0,05 mg Ketamin pro g Kérpergewicht
moglich. Eine ausreichende Narkosetiefe wurde anhand der Abwesenheit des
Zwischenzehreflexes und Reaktion auf das Schwanzkneifen mit einer stumpfen Pinzette [36-
38] sichergestellt. Hierbei musste eine zu tiefe Narkose vermieden werden, da bei
vollstandiger Reflexlosigkeit schnell ein Atemstillstand [37, 39] eintreten konnte. Die
Kombination von Ketamin und Sevofluran wurde aufgrund ihres synergistischen Effekts
gewdhlt. Die Herzfrequenz senkende Wirkung von Sevofluran [40] wird durch die
Herzfrequenz und Blutdruck steigernde Wirkung von Ketamin [41] kompensiert. Um den
Flussigkeitsverlust wéhrend der Praparation auszugleichen, wurde den Tieren nach der
Narkoseeinleitung 0,8 ml 0,9 %ige NaCl-Ldsung subkutan substituiert. Nach der Isolation des
Dinndarms wurde das Tier durch zerebrale Dislokation getotet.
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2.6.2. Isolation des Mausdinndarms

Die Maus wurde unter einer Heizlampe auf einer Operationsunterlage fixiert und die
Narkosemaske angelegt. Nach der abgeschlossenen Narkoseeinleitung fand die Laparotomie
statt. Das Operationsfeld konnte durch laterale Schnitte im Bauchfell erweitert werden, wobei
wenige GefaRe verletzt werden sollten. Zur besseren Darstellung der Gefdlle wurde ein
Operationsmikroskop (Leica M651, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) wéhrend der
gesamten Prédparation genutzt. Mogliche Blutungen konnten durch Koagulation (Radiotom
804C, Siemens, Minchen, Deutschland) und Vliesstoffkompressen (Fuhrmann, Koln,
Deutschland) gestillt werden. Zunéchst wurde der Dickdarm vom Rectum bis zum kranialen
Ende des Caecums entfernt und alle Geféale, die den Dickdarm aus mesenterialer Richtung
versorgen, mit einem feinen Seidenfaden ligiert (Rankers Medizinbedarf, Bad Lippspringe,
Deutschland) und durchtrennt. Zuletzt wird das Darmrohr vor dem Caecum und am Rectum
durchtrennt und entfernt. Der verbleibende Dinndarm musste fir die weitere Préparation auf
die linke Seite verlagert werden, um das Operationsfeld fur die Ligatur der Nierenarterie und
der dorsalen Abgange der Aorta zu schaffen. AnschlieBend konnte der Darm fiur die
Préparation des Pankreasgewebes vorsichtig auf die rechte Seite platziert werden. Ein
GroRteil des Duodenums wurde zusammen mit dem dazugehorigen Pankreasgewebe zur
mesenterialen Seite ligiert und abgetrennt. Hierfir kamen neben Seidenfdden auch der
Coagulator sowie Titan-Geféalclips (GroRe: small, Vitalitech International, Balgheim,
Deutschland) zum Einsatz. Verbliebene Abgange der Aorta abdominalis wurden geschlossen
und die Portalvene cranial fir die Kandlierung freigelegt. Kurz vor der Kanalierung der
Aorta, Portalvene und des Darmlumens wurde der Kanulierungsblock (Aufbau der Anlage
Abbildung 9) inklusive der Transportvorrichtung in Position gebracht. Dieser musste sich
genau oberhalb der zu kanulierenden GefaRe befinden, um eine maoglichst kurze Ischdmiezeit
zu erreichen. Nachdem der Kanilierungsblock mit den Kanulen in Position gebracht wurde,
musste die Aorta abdominalis unterhalb der Arteria mesenterica ligiert werden, um die
Blutzirkulation ausschlieBlich auf den Dinndarm zu beschrédnken. AnschlieBend wurde die
Aorta kranial mit einer GefalRklemme abgeklemmt und langs eingeschnitten. Durch diese
Offnung konnte die arterielle Kanlile eingefiihrt und mit einer Ligatur fixiert werden. Uber
diese Kanile wurde der isolierte Darm mit einer oxygenierten Pufferlosung (siehe 2.1) und
einer Perfusionsrate von 2 ml/min vaskuldr versorgt. Die vendse Kantle wurde durch eine
Offnung in der Portalvene eingeschoben und fixiert, wodurch der infundierte Puffer abflieRen
konnte. Das orale Ende des Darmlumens konnte anschlieBend auf die luminale Kandle

gezogen, befestigt und der Nahrungsbrei mit dem luminalen Perfusat ausgespult werden.
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AnschlieBend wurden Portalvene und Aorta vom Tier getrennt, der Darm auf die
Transportvorrichtung geschoben und in die Versuchskammer transportiert. Dort wurde der
Darm zusammen mit der Transportvorrichtung auf die integrierte Waage gelegt und das Ende
des Darms auf die aborale luminale Kaniile gezogen und fixiert. Die Kammer konnte nach
einer grandlichen Spilung der Darmoberflache verschlossen werden. Nach einer
Equilibrierungsphase von 27 Minuten wurde der Versuch gestartet, dabei wurde die interne
Waage tariert und der Darm erhielt den initialen Bolus von 0,3 ml luminalen Puffers um eine
Grundfillung zu gewéhrleisten. Die luminale Perfusion wurde zeitgleich gestartet und betrug

4 ml/h bis zum Versuchsende nach 135 Minuten.

2.6.2.1. Besondere Herausforderungen bei der Maus-Praparation

Die im Abschnitt 2.6.2 beschriebenen Praparationsschritte konnten ab der Erdffnung des
Bauchfells in der Maus aufgrund der Kkleinen GefaRstrukturen nur noch unter einem
Operationsmikroskop erfolgen (Abbildung 7). Teilweise waren die zu ligierenden GefaRe sehr
fein und kurz, so dass beidseitige Ligaturen mit Seidenfaden nicht in Frage kamen. Der
Einsatz von sehr feinen Koagulationspinzetten und Titan-Gefél3clips war hier notwendig, um
den Blutverlust und die Leckagen wéhrend der Préparation zu minimieren. Eine besondere
Schwierigkeit stellte die Kanilierung der Aorta und der Vena portae dar (Abbildung 8).
Sowohl bei der Aorten- als auch bei der Venenpraparation kam es aufgrund der geringen
GroRe des Operationsfeldes zu Schwierigkeiten bei der Manipulation und Einfuhrung der
Kantlen. Fir diesen Zweck wurden optimale Lange, Durchmesser und Winkel der Kanile
ermittelt und diese speziell angefertigt (Abbildung 11). Sowohl die arterielle Kandle als auch
die vendse Kaniile erhielten eine Biegung (110°), um die horizontale und vertikale Mobilitat
bei geringem Platzangebot zu erhéhen. Die Lénge der arteriellen und venésen Kandle vor der
Biegung betrug 5 mm und der AufRendurchmesser 1,2 mm (venés) bzw. 1 mm (arteriell). Die
Aorta bot bei einer optimalen Praparation nur ca. 5-6 mm Raum, um diese einzuschneiden,
die Kanule einzufuhren und zu fixieren. Das EinreiRen der Aorta konnte durch einen prézisen
Schnitt auf der Oberseite der Aorta verhindert werden. Hierzu wurde die Vorderwand der
Aorta mit Hilfe einer Pinzette hochgehalten und ein 1-2 mm langer Schnitt quer zum GefaR
gesetzt. Die Kantlierung der Vene erwies sich ebenfalls als schwierig, da das Geféal3 sehr
fragil ist und durch die vaskuldre Perfusion transparent wurde. Nach der Er6ffnung der Vene
musste die Kanllierung umgehend erfolgen, da eine Relokalisation der Offnung oftmals
schwierig war. Die luminale Kandilierung des Mausdinndarms stellte keine besondere

Herausforderung dar, allerdings war bei der Spillung des Lumens eine vorsichtige Erhéhung
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der Spulgeschwindigkeit notwendig, da es durch die Kompression der Nahrungsreste im
Darm zu einem Verschluss kommen konnte. Ein leichtes ,,Ausrollen” der verstopften
Segmente mit feuchten Wattestabchen konnte in Kombination mit einer leicht pulsierenden
Spulung das Lumen reinigen. Bei der luminalen Spulung blieb der gemessene intraluminale
Druck unterhalb von 10 mmHg. Der AulRendurchmesser der luminalen Kanilen wurde auf
den Mausdiunndarm angepasst und auf der oralen und aboralen Seite auf 2,5 mm verkleinert.
Neben der Kanilierung war der Transfer des isolierten Mausdiinndarms nach der Préparation
in die Kammer eine groRe Herausforderung. Oftmals zeigten die isolierten Dinndarme in der
Perfusionskammer eine vaskuldre Undichtigkeit, welche oftmals auf einen Transportschaden
zuriickzufuhren war. Hierbei kam es beim Transport zu kleinen Verschiebungen der Kanlen
zueinander und zur Lage des Prédparats. Die auftretenden Spannungen erzeugten kleine
Leckagen im vaskuldaren GefaRsystem, die sich erst im weiteren Perfusionsverlauf zeigten.
Mit einer speziell entwickelten Transportvorrichtung konnte der isolierte Darm mit
geringerem Aufwand auf einer Unterlage mit dem Kandilierungsblock tber ein Kugelgelenk
mit Schraube fixiert (Abbildung 11) werden. Dadurch wurde der isolierte Dinndarm

gegeniiber den Kanilen immobilisiert und mit geringerem Risiko in die Perfusionskammer
(Abbildung 10) transferiert.

Abbildung 7: Ubersicht nach Entfernung des Dickdarms und Pankreas.
A Narkosemaske, B Mausdinndarm mit assoziierten Gefaien.
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Abbildung 8: Préparation der Aorta und Vena portae.

Links: Gefale vor der Kanulierung bei 6-facher VergroRerung, A Aorta (verdeckt), B Arteria mesenterica, C
Vena portae. Rechts: GeféRe nach der Kandlierung bei 6-facher VergroBerung, A arterielle Kanile, B vendse
Kaniile, C Arteria mesenterica.

2.6.3. Perfusionsanlage

Fur das isoliert perfundierte Mausdiinndarm-Modell wurde eine speziell modifizierte Anlage
bendtigt, die auf einem fur den isoliert perfundierten Rattendiinndarm entwickelten System
von HSE (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland) basierte. Diese
Sonderanfertigung wurde, wie auch die gesamte Perfusionsanlage, in Zusammenarbeit mit
HSE geplant und hergestellt. Die Anlage (Abbildung 9) bestand aus einem Grundgehéuse
(Plugsysgehause), welches in modularer Bauweise aus mehreren Einheiten zusammengesetzt
war. Neben einer Kontrolleinheit (Servocontroller for Perfusion) zur Einstellung der
Perfusionsrate, einem Verstarker (DC Bridge Amplifier Typ 600) zur Gewichtsbestimmung in
der Kammer, drei Verstarkern (Transducer Amplifier Modulen TAM A) fiir die Druckmessung
in den unterschiedlichen Kompartimenten Uber die Druckaufnehmer (Arterial Pressure
Transducer APT 300) fanden noch weitere drei Module (TAM D Module) fur die Steuerung
der verschiedenen Waagen (Weight Sensor) zur Gewichtsbestimmung im Gehduse Platz. Die
analogen Daten der Module wurden via Kabel an einen Analog-Digital Wandler (HSE-USB
Data Acquisition Hardware) weiter geleitet und fir den Computer umgewandelt. Die
Software (Basic Data Acquisition Software (BDAS)) konnte die gemessenen Parameter als
Zahlenwerte und Diagramme auf dem Monitor darstellen. Der vaskuldre Puffer wurde
zundachst durch einen vom Wasserbad beheizten Dialysator (Fxpaed, Fresenius Medical Care
AG, Bad Homburg, Deutschland) geleitet, der mit Carbogen (95 % O,, 5 % CO,) gesattigt

war. Hierdurch wurde das Perfusat oxygeniert um eine ausreichende Sauerstoffversorgung des
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Organs zu gewabhrleisten. Eine Schlauchpumpe (Reglo Analog, Ismatec, Wertheim-Mondfeld,
Deutschland) transportierte den oxygenierten Puffer mit einer Geschwindigkeit von 2 ml/min
durch den Kanilierungsblock, der durch ein Wasserbad (Thermostatic Circulator E103,
Lauda, Lauda-Konigshofen, Deutschland) auf 36,9 °C erwarmt wurde. Dieser fiihrte in die
Perfusionskammer, welche ebenfalls auf 36,9 °C temperiert war. Der Puffer wurde Uber die
arterielle Kanule in die Aorta des isolierten Dunndarms geleitet und verlieR nach Durchlaufen
des Gefallsystems den Darm Uber die venose Kandle, die an der Vena portae angebunden war.
Der isoliert perfundierte Mausdiinndarm lag hierbei in einer Schale mit integrierter Waage,
die mit einer Absaugvorrichtung verbunden war. Dieses in die Kammer abflieRende Perfusat
wurde als lymphatische Fraktion tber eine Schlauchpumpe auf einer Waage gesammelt. Die
uber die vendse Kanile abflieBende Fraktion wurde ebenfalls auf eine Waage transportiert.
Das Lumen des Darms wurde an der oralen und aboralen Kanile (luminal) fixiert. Der
luminale Puffer wurde ber eine Spritzenpumpe (PHD 2000, Harvard Apparatus, March-
Hugstetten, Deutschland) mit einer Geschwindigkeit von 4 ml/h Gber den Kanulierungsblock
und der oralen luminalen Kanile in den Darm geleitet. Das uber die aborale Kanile
abflieBende Perfusat wurde als luminale Fraktion auf einer Waage aufgenommen. An den
arteriellen, vendsen und luminalen Kanulen waren jeweils Druckaufnehmer angeschlossen,
die zusammen mit den angeschlossenen Waagen eine Onlineliberwachung dieser Parameter

ermoglichte.
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau der Perfusionskammer und Darstellung des isoliert perfundierten
Mausdinndarms.

1. Perfusionskammer, 2. Diinndarm, 3. integrierte Waage, 4. Perfusionsblock, 5. Kaniilenhalter, 6. Blasenfalle, 7-
8. Reservoir, 9-11. Waagen, 12. luminale Spritzenpumpe, 13. Rollerpumpe, 14. Carbogengas, 15-17.
Druckaufnehmer, 18. PC, 19. Wasserbad, A arterielle Kanule, B vendse Kanile, C luminale Kanle (oral), D
luminale Kanlile (aboral), E lymphatische Absaugung (modifiziert nach [29]).

2.6.3.1. Notwendige Modifikationen an der Perfusionsanlage

Fur den isoliert perfundierten Mausdinndarm mussten Teile der etablierten Rattenanlage
modifiziert oder komplett neu konstruiert werden. Eine Ubersicht der modifizierten Kammer
wird in Abbildung 10 gezeigt. Neben den in 2.6.2.1 genannten Veranderungen an den
Kanilen und der Transportvorrichtung wurden weitere Modifikationen notwendig, um die
deutlich geringeren Effluatmengen der verschiedenen Kompartimente quantifizieren zu
kénnen. Die Auflage des isolierten Dinndarms wurde neu konstruiert und diente sowohl als
verkleinertes SammelgefaR des lymphatischen Effluats als auch als Unterlage der
Transportvorrichtung (Abbildung 11). Eine Verkleinerung des lymphatischen Sammelgefalies
kann bei den geringeren Effluatmengen die Verweildauer des Effluats auf der Unterlage
verringern und somit schneller abgesaugt und auf der Waage quantifiziert werden. Durch die
geringen Perfusionsraten von 2 ml/min (vaskuldr) und 0,06 ml/min (luminal) wurden zur
Quantifizierung der Effluate Waagen mit hoherer Auflésung benétigt. Diese Waagen wurden
von HSE speziell fir die Mausperfusionsanlage angefertigt. Sie bestanden aus einem
analogen Gewichtsmesser, der mit einem Steuermodul zur Signaltransformation verbunden
wurde (Abbildung 11). Uber einen mit dem Steuermodul verbundenen Computer konnten die
Gewichtsdaten der Effluate mit der BDAS Software in Echtzeit dargestellt werden.
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Abbildung 10: Perfusionskammer und der isolierte Mausdiinndarm in der Kammer.

Links: Ubersicht der modifizierten Perfusionskammer, A Perfusionskammer ohne Deckel, B Kaniilierungsblock
mit Blasenfalle und Heizspirale, C integrierte Waage, D Anordnung der Kanilen, E Transportunterlage und
lymphatische Absaugung, F Schlduche der Druckaufnehmer. Rechts: Nahaufnahme eines isolierten Diinndarms
mit modifizierten Kanilen auf der Waagschale, A luminale Kandile (oral), B vendse Kanille, C arterielle Kaniile,
D luminale Kanile (aboral), E lymphatische Absaugung (1. Version der lymphatischen Absaugung ohne
Transportunterlage).

Abbildung 11: Kaniilen mit Transporthalterung und die Steuerungsmodule mit Gewichtsmessern.

Links: Nahaufnahme der Transporthalterung (finale Version), A Trennbares Kugelgelenk mit Schraube, B
Transportunterlage mit integrierter verkleinerter Sammelvorrichtung (Lymphe), C Pfeile zeigen auf Schlduche
der Seitenabgange der Kaniilen (Druckbestimmung). Rechts: Modifizierte Gewichtsmesser mit Steuermodulen,
A Zentrale Steuermodule der Perfusionsanlage, B Gewichtsmesser fiir vaskulares, luminales und lymphatisches
Effluat, C Stativ und Haltevorrichtung zur fraktionierten Probenentnahme.
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2.6.4. Etablierung der vaskuléaren Perfusionslosung

Die Zusammensetzung des Puffers in der Kontroll- und PAF-Gruppe wurde vom isoliert
perfundierten Rattendiinndarm-Modell unveréndert tbernommen (2.1.1.), da in VVorversuchen
mit einem an die Mausphysiologie angepassten vaskuldren Perfusat mit erhohter Ca?",
Glukose- und BSA-Konzentration keine Vorteile beziglich der Galaktoseaufnahme,
Histoscore und Feucht- zu Trockengewicht nach der Perfusion ersichtlich waren (Daten nicht

gezeigt).

2.6.5. Etablierung der Perfusionsparameter

Als erste Richtwerte fiir die vaskulare Perfusionsrate des Mausdunndarms wurden Angaben
aus der Literatur entnommen [42-46]. Die dort ermittelten vaskuléren Flussraten fiir den
Dinndarm und Gastrointestinaltrakt lagen zwischen 0,8-2,7 ml - min™ - g* (Organgewicht),
umgerechnet auf das Gewicht des isolierten Mausdinndarms lage die Perfusionsrate bei 2,5-3
ml/min. Ein weiterer Richtwert war der durch die Perfusion erzeugte mittlere arterielle Druck
(MAP), der sich an den MAP im isoliert perfundierten Rattenmodell orientierte. Bei 35 bis 45
mmHg konnten im isolierten Rattendiinndarm-Modell stabile Versuchsbedingungen mit
intakter Morphologie und Funktion gezeigt werden [29]. Dieser arterielle Druck lag deutlich
unterhalb des physiologischen MAP (90-140 mmHg) in Wildtyp-Mausen [47, 48]. Vergleiche
mit anderen Studien mit isolierten Organsystemen zeigten, dass die Perfusionsdriicke der
isolierten Organe immer deutlich unterhalb des systemischen Drucks lagen, aus denen die
Organe entnommen wurden [29, 49]. Aufgrund der Abweichung in Viskositdt und des
Fehlens der korpuskuldren Anteile im vaskuldren Puffer im Vergleich zum Vollblut, sollte bei
der vaskuléaren Perfusion mit BSA-haltigem Puffer ein zu hoher Perfusionsdruck vermieden
werden. Der geringere Anteil an kolloidosmotisch wirksamen Teilchen im vaskuldren
Perfusat kann bei hohem intraarteriellem Druck (Filtrationsdruck) die Rickresorption von
Flussigkeit aus dem Interstitium ins vaskuldre Kompartiment nicht gewéhrleisten, was zu
einer vermehrten Fliissigkeitsextravasation ins Interstitium und somit zur Odembildung
fuhren kann (siehe 1.2). Der erzeugte intraarterielle Perfusionsdruck bei unterschiedlichen
Perfusionsraten wird in Abbildung 12 dargestellt. Die Ergebnisse der Vorversuche zeigten,
dass mit einer vaskuldren Perfusionsrate von 2 ml/min ein MAP von 40-45 mmHg und eine
stabile luminale Galaktoseaufnahme des isolierten Dinndarms erreicht werden kann. Die
Daten weisen auf einen starken Abfall der luminalen Galaktoseaufnahme bei Perfusionsraten

von 1-1,5 ml/min hin, was auf einen mdglichen Funktionsverlust des Dinndarms hindeuten
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konnte (siehe Abbildung 12). Eine Erhéhung der Perfusionsrate auf 2 ml/min konnte die
luminale Galaktoseaufnahme stabilisieren und &hnliche Werte wie im isolierten
Rattendiinndarm-Modell zeigen. Die anderen untersuchten Parameter wie Histomorphologie,
Laktat zu Pyruvat Verhaltnis, Sauerstoffaufnahme, und Barrierefunktion zeigten in den
Vorversuchen keine signifikante Abhéngigkeit zu den untersuchten Perfusionsraten (Daten
nicht gezeigt).

Die luminale Perfusionsrate wurde nach Vorversuchen auf 0,06 ml/min eingestellt, da diese
Perfusionsrate ausreichende Probenvolumina generierte und ein Verschleimen und Verstopfen
des Lumens vermeiden konnte. Laut Literatur wurden luminale Perfusionsraten von 0,13-1

ml/min flr Untersuchungen genutzt [26, 43, 44].
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Abbildung 12: Mittlerer intraarterieller und intraluminaler Druck bei verschiedenen Perfusionsraten.
Gezeigt werden Mittelwerte mit Standardabweichung. Die luminale Perfusion betrug in allen Gruppen 0,06
ml/min. Mittelwerte wurden aus n=4 gebildet mit Ausnahme bei 2 ml/min mit n=7.
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Abbildung 13: Luminale Galaktoseaufnahme des Darms bei verschiedenen Perfusionsraten.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit der Standardabweichung, Tg Trockengewicht.

2.6.6. Modifikation bei Probenentnahme und Messmethoden

Aufgrund der niedrigen vaskularen und luminalen Perfusionsraten im Mausdinndarm-Modell
mussten die Intervalle der Probenentnahmen, die gesammelten Probenmengen und ihre
Analysemethoden etabliert werden. Die im Rattenmodell vorgegebenen Intervalle zur
Probenentnahme konnten bis auf die lymphatischen Effluate bernommen werden. Die
geringen lymphatischen Volumina die im isoliert perfundierten Mausdinndarm-Modell
gesammelt werden konnen (1-2 ml/h), entsprechen in etwa der physiologisch in vivo
gebildeten Lymphmenge (siehe Diskussion 4.1.2). Ein fir die FITC-Dextran-Messung
ausreichendes Volumen konnte nur durch 15-minitige Sammelintervalle gesichert werden.
Die Analyse der Pyruvat- und Galaktosekonzentrationen war problemlos, sowohl die
Probenmenge als auch die darin enthaltenen Konzentrationen waren im Messbereich der

verwendeten Methoden.

2.6.7. Zusammenfassung (Etablierung)

Das Mausdunndarm-Modell konnte auf Basis des Rattendiinndarm-Modells [29] etabliert
werden. Die Anpassungen der Kleintiernarkose an die Maus fiihrten zu einer stabileren
Narkose mit konstanter Atmung mit ein bis zwei Atemziigen pro Sekunde. Durch den Einsatz
eines Operationsmikroskops (Praparation bei sechs- bis zehnfacher VergrdoRerung) und
anderer technischer Praparationshilfen (Koagulator, Titan Geféal3 Clips, modifizierte arterielle,

vendse und luminale Kanulen) konnte die Praparationsdauer verkirzt und die vaskulére
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Dichtigkeit der isolierten Darme verbessert werden. Die Anzahl der fehlerhaften
Préparationen mit vaskuléren "Undichtigkeiten” wurde deutlich reduziert. Besonders die in
Kooperation mit Hugo Sachs Elektronik entwickelten Teile zur Kanulierung und zum
Transport des Dlnndarms flhrten zu starken Verbesserungen der vaskularen Integritat. Die
fir den isoliert perfundierten Mausdinndarm geeignete vaskuldre Perfusionsrate von 2
ml/min wurde anhand des erzeugten intraarteriellen Druckes (40-45 mmHg) und der tber den
Versuchsverlauf stabilen Galaktoseaufnahme des isolierten Dunndarms ermittelt. Die
luminale Perfusionsrate wurde fur das Mausdiinndarm-Modell auf 0,06 ml/min reduziert. Eine
Anpassung der Elektrolyt-Konzentrationen im vaskuldren Perfusat an die Spezies Maus
brachte keine Verbesserung in der Galaktoseaufnahme, Histoscore oder Verhaltnis von
Feucht- zu Trockengewicht nach der Perfusion und wurde nicht weiter verfolgt. Durch eine
Verlangerung der Probenentnahme-Intervalle konnte auch bei der geringen lymphatischen
Flussrate gentigend Probenvolumen gesammelt werden, um die notwendigen Analysen

durchfiihren zu konnen.

2.7. Versuchsablauf und Versuchsschemata der Gruppen

2.7.1. Ablauf der Isolation des Mausdinndarms

Alle Dinndéarme wurden nach einem Praparationsschema isoliert, die Gesamtdauer der
Préaparation variierte dabei um = 20 Minuten. Der genaue Ablauf ist in Abbildung 14 néher

erlautert.

Praparationsdauer 120 Minuten

In situ Ex vivo
Narkoseeinleitung Kaniilierung | | Kaniilen fixieren
Vorbereitung Euthanasie Kammer schlieffen
A
N
v v |
Préparationsbeginn Entnahme des Diinndarms

Transfer in die Kammer

Abbildung 14: Zeitlicher Ablauf von Narkoseeinleitung bis zum Versuchsbeginn.
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2.7.2. Versuchsschema Validierung

2.7.2.1. Kontrollbedingungen

Bei allen Versuchen erhielt der Darm nach einer 27 mindtigen Equilibrationsphase initial
einen luminalen Bolus von 0,3 ml luminalem Puffer. Der isolierte Darm wurde vaskuldr von
Beginn an mit 2 ml/min und luminal ab Minute 27 mit 4 ml/h perfundiert. Zur Uberpriifung
des O,- und CO, Partialdruckes, des pH-Werts, Laktat-, Glukose- und Elektrolyte

Konzentrationen im vaskuldren und luminalen Perfusat wurde ein Blutgasanalysator
(ABL700, Radiometer Copenhagen, Branshgj, Dédnemark) eingesetzt. Hierzu wurden in 15

mindtigen Abstanden arterielle Proben kurz vor dem Einleiten in das Organ (arteriell) und
nach dem Durchlaufen des isolierten Dunndarms (vends) entnommen. Fir die arterielle
Blutgasanalyse (BGA) wurden 2 ml Probe abgenommen, von denen 150 pl fur die Messung
bendtigt wurden. Vends wurden ebenfalls 2 ml entnommen, wobei jeweils 750 pl auf die
Pyruvat- und Galaktose Messung und 100 pl fur die FITC-Dextran-Bestimmung entfielen.
Der Probenrest wurde fur die BGA verwendet.

Um die abflieBenden Perfusate zeitlich fraktioniert aufzunehmen, wurde bei der luminalen
und lymphatischen Probenahme alle 15 Minuten das Probegefa gewechselt. In der
Kontrollgruppe kam es zu keinen Interventionen innerhalb der Perfusionsdauer von 135
Minuten (Abbildung 15).

Kontrollgruppe (n=7)

Ende der Equilibration Keine Intervention

27 min 60 min 135 min

%

I Probenahme

Abbildung 15: Schematischer Ablauf in der Kontrollgruppe.
Zwischen Minute 60 und 75 wurden lymphatisch und luminal alle drei Minuten die ProbengefaRe gewechselt (in
Abbildung nicht gezeigt), Zeitpunkte der vendsen Probeentnahme alle 15 Minuten in griin dargestellt.

2.7.2.2. PAF Stimulation
Der Ablauf war bis zu Minute 60 identisch mit der Kontrollgruppe. Zu diesem Zeitpunkt

erhielt der Darm einen vaskuldren Bolus mit 12,5 pmol PAF, geldst in 50 pl vaskuldrem
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Puffer. Die Zeiten flr die arterielle, venése, luminale und lymphatische Probenahme waren

identisch zur Kontrollgruppe.

PAF-Gruppe (n=4)

Ende der Equilibration

27 min 60 min 135 min

e e e e e e e e
I

Intervention
Vaskuléarer PAF Bolus I Probenahme

Abbildung 16: Schematischer Ablauf in der PAF-Gruppe.
Zwischen Minute 60 und 75 wurden lymphatisch und luminal alle drei Minuten die Probengefalle gewechselt (in
Abbildung nicht gezeigt), Zeitpunkte der ventsen Probeentnahme alle 15 Minuten in griin dargestellt.

2.7.3. Versuchsschema Untersuchungen in HES-Gruppen

2.7.3.1. 3% HES 130/0,4 und HES 200/0,5 (Krebs-Henseleit-Puffer)

In den HES-Gruppen 130/0,4 und 200/0,5 wurde bis 60 Minuten mit dem BSA-haltigen
Puffer perfundiert um eine Equilibrierung zu erreichen und anschliefend auf den jeweiligen
HES-Puffer 3 % (Zusammensetzung 2.1.2-2.1.3) gewechselt. Die Intervalle der Probenahme

waren identisch mit der Kontrollgruppe.

Ende der Equilibration
27 min 60 min 135 min

e L
T

Intervention

Wechsel zu HES-Puffer Probenahme

HES-Gruppe
130/0,4 HES 3 % (n=4)
200/0,5 HES 3 % (n=4)

Abbildung 17: Schematischer Ablauf in den HES-Gruppen 130/0,4 und 200/0,5.
Zwischen Minute 60 und 75 wurden lymphatisch und luminal alle drei Minuten die Probengefélie gewechselt (in
Abbildung nicht gezeigt), Zeitpunkte der vendsen Probeentnahme alle 15 Minuten in griin dargestellt.
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2.7.3.2. 4 % HES 200/0,5 (RPMI 1640-Medium)
Der Ablauf in der 4 % HES 200/0,5-Gruppe war identisch zur Kontrollgruppe. Das vaskulare
Perfusat wurde durch eine 4 %ige HES-L6sung ersetzt (Zusammensetzung 2.1.4) und damit

von Beginn an perfundiert.

Keine Intervention
Ende der Equilibration

27 min 60 min 135 min

%

4 % HES 200/0,5 (n=4) Probenahme

Abbildung 18: Schematischer Ablauf in den 4 % HES 200/0,5 Gruppe.
Zwischen Minute 60 und 75 wurden lymphatisch und luminal alle drei Minuten die Probengefalie gewechselt (in
Abbildung nicht gezeigt), Zeitpunkte der vendsen Probeentnahme alle 15 Minuten in griin dargestellt.

2.7.4. Statistik

Fir die statistische Auswertung der Daten wurde GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software,
Kalifornien, USA) genutzt. Die Berechnungen zu Mittelwert und Standardabweichung
wurden entweder mit MS Excel oder GraphPad Prism durchgefiihrt. Alle Tabellen wurden mit
MS Excel und die weiteren Grafiken mit GraphPad Prism erstellt. Zur Prifung der Daten auf
Normalverteilung wurde der Kolmogorov-Smirnov Test eingesetzt. Das Signifikanzlevel
wurde mit Graphpad Prism berechnet. Hierzu wurde je nach vorliegendem Vergleich der
abhangige oder unabhdngige t-Test als auch der one bzw. two tailed t-Test (zweiseitig)
genutzt. Bei nicht parametrischen Daten wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
eingesetzt. Um Vergleiche mehrerer Zeitpunkte innerhalb einer Versuchsgruppe
durchzufuhren, wurde die einfaktorielle ANOVA (mit Bonferroni Post-Test) eingesetzt.
Unterschiede zwischen verschiedenen Versuchsgruppen (Kontrollbedingungen vs. PAF/HES)
wurden mit der zweifaktoriellen Anova (Bonferroni Post-Test) untersucht. Daten, die nicht
normalverteilt waren, wurden vor der statistischen Analyse transformiert. Bei der
Galaktoseaufnahme wurden die Daten zunéchst (ber folgende Formel Y=Log(Y)
transformiert und anschliefend Uber die zweifaktorielle Anova (Bonferroni Post-Test)

ausgewertet.
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Zur Berechnung der Flussrate wurde in allen Versuchsgruppen die erste Ableitung aus den
Gewichtsdaten der Effluate gebildet und durch eine gleitende Mittelwertbildung Uber 45
Nachbarwerte geglattet.

2.7.5. Software

Die gezeigten Abbildungen wurden mit GraphPad Prism 5.01 und dem Microsoft Office
Paket 2010 erstellt. Fur einige Abbildungen wurden Elemente der Powerpoint image bank von
Servier Medical Art genutzt.
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierung des isoliert perfundierten Mausdinndarm-Modells

Wie im Abschnitt 2.6 beschrieben, konnte das isoliert perfundierte Mausdinndarm-Modell
erfolgreich etabliert werden. Im Vergleich zum Ratten-Modell [29] wurden Modifikationen
bei der Narkose, Praparation, Kanilen, Transfer des Darms und Perfusionsparameter
durchgefuhrt (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Modifikationen des Maus-Modells im Vergleich zum Ratten-Modell.

Maus-Modell Ratten-Modell [38]
Narkose stabil Gber 2-3h 1-2h
Préparationsdauer 90-120 min ca. 60 min
Kanulendurchmesser arteriell 1 mm, vends 1,2 mm >1,5mm
Transportvorrichtung ja nein
Auflésung der Waagen bis 0,01 g bis0,1 ¢
Perfusionsrate vaskular 2 ml/min 7,5 ml/min
Perfusionsrate luminal 0,06 ml/min 0,15 ml/min
Intervall der Probenentnahme 15 min bis zu 3 min

3.2. Validierung des isoliert perfundierten Mausdinndarm-Modells

3.2.1. Kontrollbedingungen

Um die Einsatzmdglichkeiten und Stabilitdt des neuen Modells zu ermitteln, wurde der
isoliert perfundierte Mausdinndarm unter Kontrollbedingungen untersucht. Dies bedeutet,
dass der isolierte Mausdiinndarm nach der Kanulierung vaskuldar konstant mit 2 ml/min und
luminal mit 0,06 ml/min perfundiert wurde. Das vaskulare Perfusat bestand aus einer 3 %igen
BSA-L6sung (Zusammensetzung siehe 2.1.1) und der eingesetzte luminale Puffer (2.2) war in
allen folgenden Versuchsreihen identisch. In der Kontrollgruppe wurden die isolierten
Mausdinndarme 135 Minuten lang perfundiert und zu keinem Zeitpunkt Interventionen
durchgefunhrt.
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3.2.1.1. Arterieller und luminaler Gefaldruck

Wéhrend der Versuchsdauer wurde von den Druckaufnehmern kontinuierlich der
intraarterielle, intraluminale und intravenése Druck gemessen und mit der BDAS Software in
Echtzeit dargestellt und aufgezeichnet. Diese Druckdaten sind ein Ausschlusskriterium in der
Bewertung der Validitét eines Versuchs, da Préparationen mit Leckagen oder Abweichungen
von den Kontrollbedingungen sofort sichtbar werden. Der vendse Druck wurde in die
Auswertung nicht aufgenommen, da dieser manuell tGber einen Nachlastbehélter auf einen
Druck von 0-1 mmHg eingestellt wurde.

Die Druckdaten aus der Kontrollgruppe zeigten einen stabilen arteriellen Druck zwischen 43-
50 mmHg Uber den Versuchszeitraum (Abbildung 19). Mit zunehmender Versuchsdauer
nahm der arterielle Druck leicht ab. Der luminale Druck blieb bis auf wenige

kontraktionsbedingte Spitzen stabil bei 1-2 mmHg.
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Abbildung 19: Mittlerer intraarterieller und intraluminaler Druck.
Der arterielle (rot, linke Y-Achse) und luminale Druck (gelb, rechte Y-Achse) mit der Standardabweichung im
Zeitraum 27 bis 135 Minuten (n=7).
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3.2.1.2. Vaskularer und lymphatischer Fluss

Anhand der berechneten Flussraten konnten Ruckschlisse auf die Fllssigkeitsverschiebungen
innerhalb der verschiedenen Kompartimente gezogen werden.

Sowohl die vengsen als auch die luminalen Flussraten blieben Gber den Versuchsverlauf
konstant und wiesen Kkeine signifikanten Unterschiede auf (Abbildung 20). Bei der
lymphatischen Flussrate kam es zu einer signifikanten Zunahme zum Versuchsende [30-45
min (0,011 + 0,006 ml - min™), 45-60 min (0,012 + 0,005 ml - min™), 60-75 min (0,013 +
0,005 ml - min™) vs. 120-135 min (0,025 + 0,007 ml - min™); p < 0,01].
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Abbildung 20: Mittlere vendse, luminale und lymphatische Flussraten.

Gezeigt werden in a die vendse- (blau, linke Y-Achse), luminale (gelb, rechte Y-Achse) und lymphatische
Flussrate (grin, rechte Y-Achse) mit der Standardabweichung (n=7). Die schwarz gestrichelten Linien markieren
die voreingestellte Perfusionsgeschwindigkeit der vaskul&ren (2 ml/min) und luminalen (0,06 ml/min) Perfusion
(Erwartungswerte). Die Flussraten wurden aus den Gewichtsdaten der Effluate berechnet. Die vendsen Artefakte
in 15-mindtigen Abstdnden wurden durch die Probenentnahmen verursacht und stellten keinen tatséchlichen
Abfall der Flussrate dar. In b wird die mittlere vendse Flussrate, in ¢ die mittlere luminale Flussrate und in d die
mittlere lymphatische Flussrate mit der Standardabweichung gezeigt; einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-
Test); **=p < 0,01.
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3.2.1.3. Barrierefunktion

Um Verénderungen in der intestinalen Barrierefunktion nachweisen zu konnen, wurde die
Konzentration des vaskular applizierten FITC-Dextrans in den verschiedenen Effluaten
untersucht. Je nach Grad der Permeabilisierung werden unterschiedliche Konzentrationen von
FITC-Dextran im lymphatischen und luminalen Effluat gemessen.

Die FITC-Dextran-Daten zeigen fiur die ventse und luminale FITC-Dextran-Konzentration
einen konstanten Verlauf (Abbildung 21). Die vendse FITC-Dextran-Konzentration blieb tber
die Versuchsdauer bei den eingestellten 40 pg/ml und luminal konnte bis zum Versuchsende
nur sehr wenig FITC-Dextran (< 1 pg - ml™) nachgewiesen werden. Sowohl fiir die venésen
als auch fur die luminalen FITC-Dextran-Konzentrationen wurden keine signifikanten
Veranderungen im Versuchsverlauf gefunden. Die lymphatische FITC-Dextran-Konzentration
stieg dagegen bis Minute 45 auf ca. 20 pg - ml™* an und blieb danach konstant, nur der

Zeitpunkt 30. Minute war signifikant niedriger gegentber den anderen Zeitpunkten.
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Abbildung 21: Mittlere FITC-Dextran-Konzentration in den Effluaten.

Dargestellt sind die FITC-Dextran-Konzentrationen im vendsen (a, blau) luminalen (b, gelb) und lymphatischen
(c, grin) Kompartiment mit der Standardabweichung (n=7); einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-Test); * =
p <0,05; **=p <0,01; ***=p<0,001.



Ergebnisse | 59

Um Veranderungen in der Permeabilitdt registrieren zu kdnnen, wurde die in 15 Minuten
Intervallen transferierte FITC-Dextran-Menge der verschiedenen Effluate quantifiziert
(Abbildung 22). Sowohl beim vendsen als auch beim luminalen FITC-Dextran-Transfer blieb
die Menge konstant, es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Zeitpunkten gefunden werden. Beim lymphatischen FITC-Dextran-Transfer konnte eine
signifikante Zunahme zum Versuchsende bestimmt werden [60 min (3,27 £ 2,87 pg - 15 min
1), 90 min (4,09 + 1,35 pg - 15 min™) vs. 135 min (8,69 + 2,38 ug - 15 min™); p < 0,05].
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Abbildung 22: Mittlerer FITC-Dextran-Transfer in 15 Minuten Intervallen.

Gezeigt wird der FITC-Dextran-Transfer mit der Standardabweichung im vendsen (a, blau), luminalen (b, gelb)
und lymphatischen (c, griin) Effluat. Dies wurde aus den Gewichtsdaten und FITC-Dextran-Konzentrationen im
15 Minuten Intervall berechnet (n=7); einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-Test); * = p < 0,05; ** = p <
0.01.
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3.2.1.4. Gewichtsveranderungen des Darms wahrend der Perfusion

Um mogliche Flussigkeitseinlagerungen im Dunndarm registrieren zu kdnnen, wurde das
Gewicht des isolierten Mausdiunndarms kontinuierlich tber eine in die Kammer integrierte
Waage bestimmt. Nach einer anfanglichen signifikanten Gewichtszunahme des Dunndarms
[30-45 min (69,59 + 78,07 mg) vs. 90-105 min (454,9 £ 206,1 mg), 105-120 min (492,4 +
207,2 mg), 120-135 min (537,3 = 246,8 mg); p < 0,05] blieb das Gewicht im weiteren
Versuchsverlauf konstant (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Mittlere Gewichtszunahme des Darms.

Dargestellt wird die mittlere Gewichtszunahme des Darms mit der Standardabweichung (a) und die mittlere
Gewichtszunahme in 15 Minuten Intervallen mit der Standardabweichung (b) (n=7); einfaktorielle ANOVA
(Bonferroni Post-Test); * = p < 0,05; ** =p < 0,01.

3.2.1.5. Luminale Galaktoseaufnahme

Um die Funktionsfahigkeit des isoliert perfundierten Mausdiunndarms zu prifen, wurde als
Parameter exemplarisch die luminale Galaktoseaufnahme bestimmt.

Die Daten zeigten eine stabile Galaktoseaufnahme des Dinndarms zwischen 0,3-0,4 mg -
min™- g™ Trockengewicht Darm mit leicht fallender Tendenz zum Versuchsende. Es zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede in der Galaktoseaufnahme zwischen den verschiedenen
Zeitpunkten (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Mittlere luminale Galaktoseaufnahme des Darms mit der Standardabweichung.
Probenentnahme alle 15 Minuten, die Galaktoseaufnahme wurde auf das Trockengewicht normiert (n=6).

3.2.1.6. Laktat zu Pyruvat Verhéltnis, pH-Wert und Sauerstoffaufnahme

Als Parameter zum Nachweis einer ausreichenden Sauerstoffversorgung des Dunndarms
wurden die Laktat- und Pyruvat-Konzentrationen bestimmt und ihr Verhéltnis berechnet.

Zu Beginn der Perfusion konnten signifikant hohere Laktat zu Pyruvat Quotienten als zum
Versuchsende ermittelt werden [30 min (17,34 £ 4,94) vs. 75 min (11,11 * 1,23), 90 min
(10,09 + 1,7), 105 min (9,42 £ 1,42), 120 min (8,74 + 2,41), 135 min (9,11 £ 2,46); p < 0,01].
Ab Minute 60 war kein signifikanter Abfall im Laktat zu Pyruvat Verhaltnis nachweisbar
(Abbildung 25).
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Abbildung 25: Mittleres Laktat zu Pyruvat Verhaltnis.
Verhéltnis berechnet aus vendsen Proben in 15 Minuten Intervallen mit der Standardabweichung (n=7);
einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-Test); *** = p < 0,001; **=p < 0,01; *=p < 0,05.
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Um die Stabilitat der Perfusionsparameter zu bestimmen, wurde unter anderem der pH-Wert
des vaskuldren Puffers kontinuierlich Uberwacht. Es konnte keine statistisch signifikante
Veranderung im pH-Wert ermittelt werden (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Mittlerer arterieller pH-Wert mit der Standardabweichung.
(n=7).

Um Veranderungen in der Sauerstoffaufnahme des Dinndarms im Versuchsverlauf
untersuchen zu kénnen, wurde der Sauerstoffpartialdruck bestimmt und die Differenz aus der
arteriellen und vendsen Probe gebildet.

Es konnten keine statistisch signifikanten Verdnderungen in der Sauerstoffaufnahme des

isoliert perfundierten Mausdiinndarms im Versuchsverlauf gefunden werden (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Mittlere Sauerstoffaufnahme des Diinndarms.
Sauerstoffaufnahme normiert auf das Trockengewicht des Darms mit der Standardabweichung (n=6).
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3.2.1.7. Verhaltnis von Feucht- zu Trockengewicht

Um zusatzliche Flussigkeitseinlagerungen im Dunndarmgewebe nach der Perfusion ermitteln
zu konnen, wurde das Feucht- zu Trockengewicht des Darms vor und nach der Perfusion
bestimmt. Das Feucht- zu Trockengewicht war nach der Perfusion signifikant héher als vor
der Perfusion (W/d 25,43 + 0,19 vs. W/d 1 4,37 £ 0,19; p < 0,001) (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Mittleres Verhaltnis von Feucht- zu Trockengewicht des Darms.
Gezeigt werden die Mittelwerte mit der Standardabweichung (n=6); t-Test; *** = p < 0,001.

3.2.1.8. Histomorphologische Auswertung

Um maogliche histomorphologische Veranderungen des Dinndarms nach der Perfusion zu
ermitteln, wurden Gewebeproben nach dem Versuch fixiert und fur die histomorphologische
Analyse aufbereitet. Die Zahlung der intakten und geschédigten Villi erfolgte als
Doppelbestimmung in PAS und HE gefarbten Langsschnitten (Abbildung 29). Unter
Kontrollbedingungen wurde ein mittlerer Histoscore von 0,61 + 0,08 bestimmt (Abbildung
30).
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Abbildung 29: L&ngsschnitte vom isoliert perfundierten Darm (PAS-Farbung).
Sicht auf die Zotten und die Enterozyten, links antimesenteriale Seite des Darms, rechts die mesenteriale Seite
bei 10-facher VergroBerung, A Villus unvollstdndig epithelialisiert, B vollstandig epithelialisiert.
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Abbildung 30: Mittlerer Histoscore des Darms nach der Perfusion.
Gezeigt wird der Mittelwert mit der Standardabweichung nach der Perfusion (n=7).

3.2.1.9. Analyse der Darmperistaltik

Die Darmmotilitat wurde anhand der Videoaufzeichnung zu den Zeitpunkten 60-61 Minuten
und 120-121 Minuten bestimmt. Dabei wurde die Anzahl der Kontraktionen eines
Diinndarmsegmentes Uber eine Minute ermittelt. Es konnte keine signifikante Veranderung
der Darmperistaltik zwischen den beiden Messzeitpunkten gezeigt werden [60-61 min (38,4 +
1,1 Kontraktionen - min™) vs. 120-121 min (32,2 + 9,9 Kontraktionen - min™), t-Test; p >
0,05; Abbildung 31].
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Abbildung 31: Mittlere Darmmotilitat.
Die Anzahl der Kontraktionen wurde an zwei Zeitpunkten ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit der
Standardabweichung (n=5).

3.2.1.10. Zusammenfassung (Kontrollbedingungen)

Der in den Kontrollversuchen ermittelte MAP lag bei einer eingestellten Perfusionsrate von 2
ml/min konstant zwischen 43-50 mmHg. Der luminale Druck blieb bei einer Perfusionsrate
von 0,06 ml/min konstant zwischen 1-3 mmHg. Ebenso zeigten die Flussraten der Effluate
einen stabilen Verlauf Uber die Versuchsdauer. Dies deutet auf eine intakte Barrierefunktion
ohne signifikante Flussigkeitsverschiebungen zwischen den verschiedenen Kompartimenten
hin. Die FITC-Dextran-Messungen zeigten einen Anstieg der lymphatischen FITC-Dextran-
Konzentration bis Minute 45. Danach blieb die Konzentration konstant bei ca. 50 % der
vaskular eingestellten FITC-Dextran-Konzentration. Der vendse und luminale FITC-Dextran-
Transfer blieb im Versuchszeitraum stabil, ein signifikanter Anstieg des FITC-Dextran-
Transfers war nur in der lymphatischen Fraktion nachweisbar. Dies deutet ebenfalls auf eine
intakte Barrierefunktion mit eingeschrankter Permeabilitat fir das vaskular applizierte FITC-
Dextran in das Interstitium (Lymphe) und ins Darmlumen hin. Weitere Kontroll-Parameter
wie das Darmgewicht, Galaktoseaufnahme, pH-Wert, = Darmperistaltik  und
Sauerstoffaufnahme des Darms zeigten keine signifikanten Anderungen im Versuchsverlauf.
Beim Laktat zum Pyruvat Verhaltnis konnte ein signifikanter Abfall mit einer Stabilisierung
nach 60 Minuten beobachtet werden. Die sinkende Laktat-Konzentration deutet auf einen
aeroben Stoffwechsel des Dunndarms wéhrend der isolierten Perfusion hin. Das Feucht- zu
Trockengewicht des Darms nach der Perfusion war signifikant hoher als davor, was eine
leichte Flussigkeitseinlagerung suggeriert. Ebenso zeigte der Histoscore eine malige

Schadigung der Enterozyten nach der Perfusion an.
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3.2.2. PAF-Stimulation

Zur Validierung des isoliert perfundierten Mausdinndarm-Modells wurde der Einfluss einer
PAF-Stimulation auf die Flussigkeitshomdoostase, Barrierefunktion, metabolische Aktivitét,
Histomorphologie und weiteren Parameter untersucht. PAF 16st als akuter
Entzindungsmediator direkte physiologische und funktionelle Effekte aus, die auch im
Rattendiinndarm-Modell [29] gezeigt wurden. Es sollten die messbaren pathophysiologischen
Veranderungen durch den vaskuldren PAF-Stimulus ermittelt und die Einsatzmdglichkeiten
des Modells untersucht werden. Die Perfusionsparameter fir die Gruppe mit der PAF-
Stimulation entsprach den Kontrollbedingungen (siehe 3.2.1). Die Stimulation mit PAF
erfolgte nach Minute 60 durch Bolusgabe von 12,5 pmol PAF geldst in 50 pl vaskuldarem
Puffer.

3.2.2.1. Arterieller und luminaler Gefaldruck

Um mdogliche vasokonstriktive Effekte einer PAF-Stimulation auf den isoliert perfundierten
Mausdunndarm zu ermitteln, wurde der intraarterielle und intraluminale Druck des
Diinndarms gemessen.

Aus den Daten konnte ein signifikanter intraarterieller Druckanstieg nach Applikation des
PAF-Bolus gezeigt werden [30-45 min (46,12 + 4,46 mmHg) vs. 60-63 min (53,37 + 4,16
mmHg); p < 0,05]. Luminal konnte keine signifikante Druckveranderung nach dem PAF-
Bolus gezeigt werden (Abbildung 32). Der Vergleichszeitraum nach der PAF-Applikation
wurde auf 3 Minuten gesetzt, da das PAF nach dieser Zeit aus dem isoliert perfundierten

Dinndarm gespilt wurde und nicht mehr wirksam war.
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Abbildung 32: Mittlerer intraarterieller und intraluminaler Druck mit PAF-Stimulus bei Minute 60.

a gezeigt werden der arterielle (rot, linke Y-Achse) und luminale Druck (gelb, rechte Y-Achse) mit der
Standardabweichung, der rote Pfeil zeigt den Zeitpunkt der PAF Bolusgabe. b Vergleich des mittleren
intraarteriellen Drucks zwischen 30-40 min vs. 60-63 min mit der Standardabweichung (n=5); t-Test * = p <
0,05.

3.2.2.2. Vaskularer und lymphatischer Fluss

Sowohl die venodse, die lymphatische als auch die luminale Flussrate blieben uber den
Versuchsverlauf konstant und wiesen keinen statistisch signifikanten Unterschied auf
(Abbildung 33). Die PAF-Bolusgabe hatte keinen signifikanten Einfluss auf die

Flussigkeitsverschiebung.
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Abbildung 33: Mittlere vendse, luminale und lymphatische Flussrate mit PAF-Stimulus bei Minute 60.

Gezeigt werden in a die vendse (blau, linke Y-Achse), luminale (gelb, rechte Y-Achse) und lymphatischen
Flussraten (grun, rechte Y-Achse) mit der Standardabweichung (n=5). Die schwarz gestrichelten Linien
markieren die voreingestellte Perfusionsgeschwindigkeit der vaskuldren (2 ml/min) und luminalen (0,06 ml/min)
Perfusion (Erwartungswerte), der rote Pfeil markiert den Zeitpunkt der PAF-Bolusgabe. Die Flussraten wurden
aus den Gewichtsdaten der Effluate berechnet. Die vendsen Artefakte in 15-min(tigen Abstdnden wurden durch
die Probenentnahmen verursacht und stellten keinen tatsachlichen Abfall der Flussrate dar. In b wird die mittlere
vendse Flussrate, in ¢ die mittlere luminale Flussrate und in d die mittlere lymphatische Flussrate mit der
Standardabweichung gezeigt.

3.2.2.3. Barrierefunktion

Es konnten keine signifikanten VVerédnderungen in der vendsen und luminalen FITC-Dextran-
Konzentration nach dem PAF-Stimulus gefunden werden (Abbildung 34). Die vendse FITC-
Dextran-Konzentration blieb im Versuchsverlauf bei den vorgegebenen 40 pg/ml und die
luminale bei unter 2 pug/ml. Die lymphatische FITC-Dextran-Konzentration war anfanglich
signifikant niedriger als im weiteren Versuchsverlauf [30 min (5,15 + 4,74 ug - ml™) vs. 75
min (25,68 + 5,56 pg - ml™), 90 min (26,34 + 4,04 pg - ml™), 105 min (26,74 + 4,11 pg - ml°
1y, 120 min (26,6 + 4,08 pug - ml™), 135 min (27,36 + 4,0 pug - ml™); p < 0,05]. Ab Minute 45
unterschieden sich die lymphatischen FITC-Dextran-Konzentrationen nicht mehr signifikant
voneinander. Diese Ergebnisse entsprechen denen unter Kontrollbedingungen ohne PAF-

Stimulation.
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Abbildung 34: Mittlere FITC-Dextran-Konzentration in den Effluaten mit PAF-Stimulus bei Minute 60.
Dargestellt sind die mittleren FITC-Dextran-Konzentrationen im vendsen (a, blau) luminalen (b, gelb) und
lymphatischen (c, griin) Kompartiment mit der Standardabweichung (n=5); einfaktorielle ANOVA (Bonferroni
Post-Test); * = p <0,05; ** = p < 0,01.

Um Veréanderungen in der Permeabilitat registrieren zu kdnnen, wurde die in 15 Minuten
Intervallen transferierte FITC-Dextran-Menge der verschiedenen Effluate quantifiziert.

Auch beim FITC-Dextran-Transfer konnten keine signifikanten Veranderungen nach der
PAF-Stimulation ermittelt werden. Im Vergleich zu Abbildung 22 unter Kontrollbedingungen
kann in Abbildung 35 ein tendenziell erhohter lymphatischer FITC-Dextran-Transfer nach

PAF gezeigt werden, dieser war jedoch statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 35: Mittlerer FITC-Dextran-Transfer in 15 Minuten Intervallen in den Effluaten mit PAF-Stimulus
bei Minute 60.

Gezeigt wird der FITC-Dextran-Transfer mit der Standardabweichung im vendsen (a, blau), luminalen (b, gelb)
und lymphatischen (c, griin) Effluat. Dies wurde aus den Gewichtsdaten und FITC-Dextran-Konzentrationen im
15 Minuten Intervall berechnet (n=5).

3.2.2.4. Gewichtsveranderungen des Darms wahrend der Perfusion

Um mogliche Flussigkeitseinlagerungen des Dunndarms nach einer PAF-Stimulation
registrieren zu kdnnen, wurde das Gewicht des isolierten Mausdiinndarms kontinuierlich tber
eine in die Kammer integrierte Waage bestimmt. Nach einer anfanglichen statistisch nicht
signifikanten Gewichtszunahme des Dinndarms, blieb das Gewicht im weiteren
Versuchsverlauf konstant (Abbildung 36). Die PAF-Stimulation hatte keinen signifikanten
Einfluss auf das Darmgewicht. Es kam aber zu einer kurzzeitigen tendenziellen Erhéhung des
Darmgewichts im Zeitraum 60-63 min gegenuber den davor und danach liegenden

Zeitabschnitten.
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Abbildung 36: Mittlere Gewichtszunahme des Darms mit PAF-Stimulation bei Minute 60.
Dargestellt wird die mittlere Gewichtszunahme des Darms mit der Standardabweichung (n=5).

3.2.2.5. Luminale Galaktoseaufnahme

Die luminale Galaktoseaufnahme wurde als Parameter fir die metabolische
Funktionsfahigkeit des isolierten Diinndarms bestimmt.

Die Daten zeigten eine stabile Galaktoseaufnahme des Dinndarms zwischen 0,3-0,6 mg -
min™ - g™ Trockengewicht Darm mit leicht fallender Tendenz zum Versuchsende (Abbildung
37). Es gab keine signifikanten Unterschiede in der Galaktoseaufnahme nach der PAF-
Stimulation. Ebenso ergaben statistische Analysen keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Versuchen unter Kontrollbedingungen (Abbildung 24) und denen mit PAF-Stimulation.
Die Galaktoseaufnahme als metabolischer Funktionsparameter wurde durch eine PAF-

Stimulation nicht signifikant reduziert.
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Abbildung 37: Mittlere luminale Galaktoseaufnahme des Darms mit PAF-Stimulus bei Minute 60.
Dargestellt ist die mittlere luminale Galaktoseaufnahme des Darms mit der Standardabweichung.
Probenentnahme alle 15 Minuten, die Galaktoseaufnahme wurde auf das Trockengewicht normiert (n=5).
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3.2.2.6. Laktat zu Pyruvat Verhaltnis, pH-Wert und Sauerstoffaufnahme

Als Parameter zum Nachweis einer ausreichenden Sauerstoffversorgung des Dunndarms
wurden die Laktat- und Pyruvat-Konzentrationen bestimmt und ihr Verhéltnis berechnet.

Zu Beginn der Perfusion konnten signifikant hohere Laktat zu Pyruvat Verhéltnisse als zum
Versuchsende ermittelt werden [30 min (16,0 + 4,8) vs. 75 min (10,52 + 0,95), 90 min (9,08
+ 1,28), 105 min (8,71 + 1,34), 120 min (8,01 £ 0,88), 135 min (7,37 = 0,96); p < 0,01]. Ab
Minute 60 war kein signifikanter Abfall im Laktat zu Pyruvat Verhaltnis nachweisbar
(Abbildung 38). Der Vergleich zwischen den Versuchen unter Kontrollbedingungen gegen die

PAF-Stimulation ergab keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 38: Mittleres Laktat zu Pyruvat Verhaltnis mit PAF-Stimulus bei Minute 60.
Verhaltnis berechnet aus vendsen Proben in 15 Minuten Intervallen mit der Standardabweichung (n=5);
einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-Test); *** = p < 0,001; ** = p < 0,01.

Um die Stabilitat der Perfusionsparameter zu bestimmen, wurde der pH-Wert des vaskuléren
Puffers kontinuierlich Gberwacht.

Der pH-Wert blieb Gber den gesamten Versuchszeitraum konstant bei 7,38 und unterschied
sich nicht von dem unter Kontrollbedingungen (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Mittlerer arterieller pH-Wert mit PAF-Stimulus bei Minute 60.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit der Standardabweichung (n=5).

Um Veranderungen in der Sauerstoffaufnahme des Dinndarms nach der PAF-Stimulation
untersuchen zu kénnen, wurde der Sauerstoffpartialdruck bestimmt und die Differenz aus der
arteriellen und vendsen Probe gebildet.

Es gab keine signifikanten Unterschiede in der Sauerstoffaufnahme des Darms nach der PAF-
Stimulation. Ebenso fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der Sauerstoffaufnahme
zwischen den Versuchen unter Kontrollbedingungen und denen mit PAF-Stimulation
(Abbildung 40).
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Abbildung 40: Mittlere Sauerstoffaufnahme des Diinndarms mit PAF-Stimulus bei Minute 60.
Sauerstoffaufnahme normiert auf das Trockengewicht des Darms mit der Standardabweichung (n=5).



Ergebnisse | 74

3.2.2.7. Verhaltnis von Feucht- zu Trockengewicht

Um zusatzliche Flussigkeitseinlagerungen im Dunndarmgewebe nach der Perfusion ermitteln
zu konnen, wurde das Feucht- zu Trockengewicht des Darms vor und nach der Perfusion
bestimmt. Nach der Perfusion unterschied sich das Feucht- zu Trockengewicht zwischen den
Versuchen unter Kontrollbedingungen und denen mit PAF-Stimulation [Kontrollbedingung
(W/d 2 5,43 + 0,19) vs. PAF-Stimulation (W/d 2 5,66 £ 0,35); p > 0,05] nicht signifikant
voneinander (Abbildung 41). Eine PAF-Stimulation fiihrte somit zu keiner erhohten
Flussigkeitseinlagerung im Dinndarmgewebe im Vergleich zu den Kontrollbedingungen. Das
Feucht- zu Trockengewicht war nach der Perfusion signifikant héher als vor der Perfusion
(W/d25,65+0,35vs. W/d 14,42 +0,21; p <0,001).
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Abbildung 41: Mittleres Verhdltnis von Feucht- zu Trockengewicht des Darms mit PAF-Stimulus im Vergleich
zu Kontrollbedingungen.

Dargestellt werden die Mittelwerte mit der Standardabweichung, W/d 1 = Probe vor Perfusion, W/d 2 = Probe
nach Perfusion. Die Anzahl der Replikate unter Kontrollbedingungen betragen n=6 und mit PAF-Stimulation
n=5; t-Test; *** = p < 0,001; n.s. = p > 0,05.

3.2.2.8. Histomorphologische Auswertung

Um maogliche histomorphologische Veranderungen des Dinndarms nach der Perfusion zu
ermitteln, wurden Gewebeproben nach dem Versuch fixiert und fir die histomorphologische
Analyse aufbereitet.

In der PAF-Gruppe lag der mittlere Histoscore bei 0,65 £ 0,12 und unterschied sich nicht
signifikant von der Kontrollgruppe 0,61 + 0,09 (Abbildung 42). Ein hoherer Histoscore deutet

auf einen geringeren morphologischen Schaden an den Enterozyten hin.
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Abbildung 42: Mittlerer Histoscore des Darms nach der Perfusion unter Kontrollbedingungen und mit PAF-
Stimulation.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit der Standardabweichung unter Kontrollbedingungen (n=7) und mit PAF-
Stimulus bei Minute 60 (t=5); t-Test; n.s. = p > 0,05.

3.2.2.9. Analyse der Darmperistaltik

Die Darmmotilitat wurde anhand der Videoaufzeichnung zu den Zeitpunkten 60-61 Minuten
und 120-121 Minuten bestimmt. Dabei wurde die Anzahl der Kontraktionen eines
Dinndarmsegmentes Uber eine Minute ermittelt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
in der Darmmotilitat zwischen 60-61 min (vor PAF-Stimulation, da der PAF-Bolus eine
Minute bis zum Darm benétigt) vs. 62-63 min (PAF-Stimulation) und 62-63 min vs. 120-121
min (nach PAF-Stimulation) gefunden werden. Somit hatte die PAF-Stimulation keinen
signifikanten Einfluss auf die Darmmotilitat. Ebenso gab es keinen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen 60-61 min vs. 120-121 min (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Mittlere Darmmotilitdt mit PAF-Stimulus bei Minute 60.
Gezeigt wird die Anzahl der Kontraktionen zum Zeitpunkt 60-61 min, 62-63 min und 120-121 min mit der
Standardabweichung (n=5); t-Test; n.s. = p > 0,05.
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3.2.2.10. Zusammenfassung (PAF-Stimulation)

Die PAF-Stimulation fuhrte im isoliert perfundierten Mausdinndarm-Modell zu einigen
messbaren Verdnderungen in den untersuchten Parametern. So konnte eine signifikante
intraarterielle Druckerh6hung nach dem PAF-Bolus gezeigt werden. Die Analysen der
luminalen und vendsen Flussraten des lymphatischen FITC-Dextran-Transfers und des
Darmgewichts zeigten sichtbare Veradnderungen nach einer PAF-Stimulation, die jedoch nicht
statistisch signifikant waren. Die mittlere Gewichtszunahme, die Galaktoseaufnahme, das
Laktat zu Pyruvat Verhéltnis, der pH-Wert, die Sauerstoffaufnahme, das Feucht- zu
Trockengewicht, der Histoscore und die Darmmotilitdt unterschieden sich nicht signifikant

von den Ergebnissen unter Kontrollbedingungen.
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3.3. Anwendung des Modells

3.3.1. 3% HES 130/0,4 (Krebs-Henseleit-Puffer) als vaskulares Perfusat

Der isolierte Mausdinndarm wurde zur Equilibrierung die ersten 60 Minuten unter
Kontrollbedingungen mit 3 % BSA-Puffer perfundiert, um Referenzwerte zu erhalten, anhand
derer die Validitdt des Versuchs abgeschatzt werden konnte. Erst wenn die in der
Aquilibrierung ermittelten Druck- und Flussdaten denen unter Kontrollbedingungen
entsprachen, wurde der vaskulare Puffer auf 3 % HES 130/0,4 gewechselt (siehe 2.1.2) und
der BSA-haltige Puffer aus dem Perfusionssystem gespult. Veranderungen, die nach dem
Pufferwechsel eintraten, konnten somit auf die Perfusion mit HES 130/0,4 zurlickgefuhrt

werden.

3.3.1.1. Arterieller und luminaler Gefaldruck

Um mdogliche vasokonstriktive Effekte einer HES 130/0,4-Perfusion auf den isoliert
perfundierten Mausdunndarm zu ermitteln, wurde der intraarterielle und intraluminale Druck
des Diinndarms gemessen. Der intraarterielle Druck stieg nach der Pufferumstellung auf HES
130/0,4 an, jedoch waren die Unterschiede in den verschiedenen Zeitintervallen nicht
signifikant (einfaktorielle ANOVA) 30-45 min (46,48 £+ 3,71 mmHg), 45-60 min (45,1 + 2,81
mmHg), 60-75 min (63,58 £ 11,85 mmHg), 75-90 min (60,67 £ 13,19 mmHg), 90-105 min
(53,8 = 7,36 mmHg), 105-120 min (50,26 + 3,4 mmHg), 120-135 min (48,92 = 2,39 mmHg)
(Abbildung 44). Der Vergleich der intraarteriellen Druckdaten unter Kontrollbedingungen
(siehe Abbildung 19) mit denen der HES 130/0,4 Gruppe (zweifaktorielle ANOVA) zeigte
einen signifikant hoheren Druck in den Zeitintervallen 60-75 min und 75-90 min nach der
Umstellung auf die HES 130/0,4-Perfusion [Kontrolle 60-75 min (45,73 + 5,33 mmHg) vs.
HES 130/0,4 60-75 min (63,56 + 11,85 mmHg); p < 0,001; Kontrolle 75-90 min (45,02 +
4,67) vs. HES 130/0,4 75-90 min (60,67 + 13,19); p < 0,001]. Beim intraluminalen Druck gab
es keine signifikanten Unterschiede nach dem Wechsel auf HES 130/0,4. Ebenso waren unter
HES 130/0,4 keine signifikanten Unterschiede zum intraluminalen Druck unter

Kontrollbedingungen sichtbar.
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Abbildung 44: Mittlerer intraarterieller und intraluminaler Druck mit Wechsel zum HES 130/0,4-Puffer bei
Minute 60.

Dargestellt wird der intraarterielle (rot, linke Y-Achse) und intraluminale Druck (gelb, rechte Y-Achse) mit der
Standardabweichung (n=4).

3.3.1.2. Vaskularer und lymphatischer Fluss

Anhand der berechneten Flussraten konnten Ruckschlisse auf die Fllssigkeitsverschiebungen
innerhalb der verschiedenen Kompartimente gezogen werden.

Nach dem Wechsel des vaskuléren Perfusats auf HES 130/0,4 konnte eine statistisch nicht
signifikante Reduktion der vendsen Flussrate beobachtet werden [30-45 min (1,95 + 0,12 ml -
min™), 120-135 min (1,85 + 0,09 ml - min™)]. Es konnte jedoch eine signifikante Zunahme
(einfaktorielle ANOVA) sowohl der luminalen Flussrate [30-45 min (0,06 = 0,01 ml - min™)
vs. 105-120 min (0,14 + 0,03 ml - min™), 120-135 min (0,19 + 0,03 ml - min™); p < 0,001] als
auch der lymphatischen Flussrate nach dem Wechsel auf HES 130/0,4 gezeigt werden [30-45
min (0,011 + 0,004 ml - min™) vs. 105-120 min (0,027 + 0,003 ml - min™), 120-130 min
(0,033 + 0,005 ml - min™); p < 0,05; Abbildung 45]. Ein Vergleich der Flussraten unter
Kontrollbedingungen (Abbildung 20) mit der HES 130/0,4-Perfusion (zweifaktorielle
ANOVA) zeigte nur fur die luminale Flussrate signifikante Unterschiede [Kontrolle 90-105
min (0,006 + 0,004 ml - min™®), 105-120 min (0,063 + 0,005 ml - min*), 120-135 min (0,067
+ 0,009 ml - min) vs. HES 130/0,4 90-105 min (0,1 + 0,01 ml - min™"), 105-120 min (0,14 +
0,03 ml - min*), 120-135 min (0,19 + 0,03 ml - min™%); p < 0,01].
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Abbildung 45: Mittlere vendse, luminale und lymphatische Flussrate mit Wechsel zum HES 130/0,4-Puffer bei
Minute 60.

Gezeigt werden in a die vendsen (blau, linke Y-Achse), luminalen (gelb, rechte Y-Achse) und lymphatischen
Flussraten (grun, rechte Y-Achse) mit der Standardabweichung (n=4). Die schwarz gestrichelten Linien
markieren die voreingestellte Perfusionsgeschwindigkeit der vaskuldren (2 ml/min) und luminalen (0,06 ml/min)
Perfusion (Erwartungswerte). Die Flussraten wurden aus den Gewichtsdaten der Effluate berechnet. Die vendsen
Artefakte in 15-minitigen Abstdnden wurden durch die Probenentnahmen verursacht und stellten keinen
tatsdchlichen Abfall der Flussrate dar. In b wird die mittlere vendse Flussrate, in ¢ die mittlere luminale Flussrate
und in d die mittlere lymphatische Flussrate mit der Standardabweichung gezeigt; einfaktorielle ANOVA
(Bonferroni Post-Test); * = p < 0,05; *** = p < 0,001.

3.3.1.3. Barrierefunktion

Um Veranderungen in der intestinalen Barrierefunktion nach dem Wechsel des vaskuléren
Perfusats auf HES 130/0,4 nachweisen zu konnen, wurde die Konzentration des vaskuléar
applizierten FITC-Dextrans in den verschiedenen Effluaten untersucht. Je nach Grad der
Permeabilisierung werden unterschiedliche Konzentrationen von FITC-Dextran im
lymphatischen und luminalen Effluat gemessen.

Sowohl im vengsen, luminalen als auch im lymphatischen Effluat konnten signifikante
Unterschiede in der FITC-Dextran-Konzentration nach dem Wechsel auf den HES 130/0,4-
Puffer nachgewiesen werden (einfaktorielle ANOVA) (Abbildung 46). Es kam im vendsen
Effluat zwischen 30 min (40,02 + 1,19 pg- ml™), 45 min (39,62 + 1,28 pg- ml™), 60 min
(39,42 + 1,61 pg- mI™) vs. 120 min (35,66 + 1,11 pg- ml™) und 135 min (35,96 + 1,18 pg- mI’
) zu einem signifikanten Abfall in der FITC-Dextran-Konzentration (p < 0,001). Im
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luminalen Effluat war eine stetige signifikante Erhéhung der FITC-Dextran-Konzentration
nach dem Wechsel auf HES 130/0,4 nachweisbar [30 min (1,97 + 2,29 pg- ml™) 45 min (1,1
+ 0,69 pg- ml™), 60 min (0,8 + 0,37 pg- ml™), 75 min (0,27 + 0,15 pg- mlI™), 90 min (0,88 +
0,41 ug- ml™), 105 min (3,34 + 1,46 pg- ml™) vs. 120 min (9,08 + 2,41 ug- ml™), 135 min
(14,04 + 2,49 ug - ml™%); p < 0,001]. Die lymphatische FITC-Dextran-Konzentration stieg
iiber den Versuchszeitraum signifikant an [45 min (13,88 + 10,57 ug- ml™) vs. 120 min
(30,14 + 4,5 pg- ml™), 135 min (30,92 *+ 4,34 ug- ml™); p < 0,05). Im Vergleich zur Gruppe
unter Kontrollbedingungen (Abbildung 21) konnten signifikant hohere FITC-Dextran-
Konzentrationen im luminalen Effluat nach HES 130/0,4 gefunden werden (zweifaktorielle
ANOVA) (Kontrolle 105 min (0,49 + 0,25 ug- ml™), 120 min (0,47 + 0,27 pg- ml™), 135 min
(0,6 + 0,37 pg- mI™) vs. HES 130/0,4 105 min (3,34 + 1,46 ug- ml™), 120 min (9,08 + 2,41
ug- mi™h), 135 min (14,04 + 2,49 pg - ml™); p < 0,001).

Die lymphatischen FITC-Dextran-Konzentrationen waren gegeniiber denen unter

Kontrollbedingungen nicht signifikant unterschiedlich.
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Abbildung 46: Mittlere FITC-Dextran-Konzentration in den Effluaten mit Wechsel zum HES 130/0,4 Puffer bei
Minute 60.

Dargestellt sind die mittleren FITC-Dextran-Konzentrationen im vendsen (a, blau) luminalen (b, gelb) und
lymphatischen (c, griin) Kompartiment mit der Standardabweichung (n=4); einfaktorielle ANOVA (Bonferroni
Post-Test); * = p < 0,05; *** = p < 0,001.
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Um Veranderungen in der Permeabilitat registrieren zu kdnnen, wurde die in 15 Minuten
Intervallen transferierte FITC-Dextran-Menge der verschiedenen Effluate quantifiziert.

Beim FITC-Dextran-Transfer gab es im vengsen Effluat keine signifikanten Verénderungen
(einfaktorielle ANOVA) nach der Umstellung des vaskularen Puffers auf HES 130/0,4
(Abbildung 47). Der luminale FITC-Dextran-Transfer stieg nach dem Wechsel auf HES
130/0,4 signifikant an [45 min (1,22 + 0,8 ug - 15 min™*) 60 min (0,75 + 0,19 pg - 15 min™),
75 min (0,18 + 0,17 pg - 15 min™), 90 min (1,12 + 0,59 g - 15 min™®) vs. 120 min (19,41 +
10,13 pg - 15 min™); p < 0,05 und 45 min (1,22 + 0,8 pg - 15 min™), 60 min (0,75 + 0,19 g -
15 min), 75 min (0,18 + 0,17 pg - 15 min™®), 90 min (1,12 + 0,59 pg - 15 min™®) vs. 135 min
(38,86 + 14,04 pg - 15 min™); p < 0,001]. Ebenso kam es zu einer signifikanten Zunahme im
lymphatischen FITC-Dextran-Transfer nach dem Wechsel zum HES 130/0,4-Puffer [45 min
(2,1 2,03 ug - 15 min™) vs. 105 min (9,92 + 2,78 pg - 15 min™), 120 min (11,38 + 0,4 pg -
15 min™), 135 min (14,87 + 3,89 g - 15 min™); p < 0,05]. Vergleiche zwischen der Gruppe
unter Kontrollbedingungen mit der HES 130/0,4-Gruppe (zweifaktorielle ANOVA) zeigten
eine signifikante Reduktion des vendsen [Kontrolle 75 min (1195 + 50,87 ug - 15 min™), 90
min (1156 + 32,99 ug - 15 min™), 105 min (1139 + 57,67 pg - 15 min™?), 120 min (1162 +
50,33 pg - 15 min™), 135 min ( 1126 + 39,07 pg - 15 min™) vs. HES 130/0,4 75 min (1092 +
31,04 ug - 15 min™), 90 min (1011 + 8,37 pg - 15 min™), 105 min (1064 + 87,75 pug - 15 min"
1), 120 min (990 * 72,43 pg - 15 min™), 135 min (989 + 45,29 pg - 15 min™); p < 0,05] sowie
einen signifikanten Anstieg des luminalen [Kontrolle 120 min (0,45 + 0,27 ug - 15 min™), 135
min (0,6 + 0,37 pg - 15 min™) vs. HES 130/0,4 120 min (19,4 + 10,13 pg - 15 min™), 135 min
(38,8 + 14,03 pg - 15 min™); p < 0,001] und lymphatischen FITC-Dextran-Transfers
[Kontrolle 105 min (5,41 + 2,43 pg - 15 min™), 120 min (6,64 + 2,27 pg - 15 min™) vs. HES
130/0,4 105 min (9,92 + 2,78 g - 15 minY), 120 min (11,37 + 0,48 pg - 15 min™); p < 0,05
und Kontrolle 135 min (8,69 + 2,38 ug - 15 min™) vs. HES 130/0,4 135 min (14,87 + 3,89 ug
.15 min™); p < 0,01].
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Abbildung 47: Mittlerer FITC-Dextran-Transfer in 15 Minuten Intervallen in den Effluaten mit Wechsel zum
HES 130/0,4-Puffer bei Minute 60.

Gezeigt wird der FITC-Dextran-Transfer mit der Standardabweichung im vendsen (a, blau), luminalen (b, gelb)
und lymphatischen (c, griin) Effluat. Dies wurde aus den Gewichtsdaten und FITC-Dextran-Konzentrationen im
15 Minuten Intervall berechnet (n=4); einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-Test); * = p < 0,05; *** = p <
0,001.

3.3.1.4. Gewichtsveranderungen des Darms wahrend der Perfusion

Um mogliche Flissigkeitseinlagerungen des Dinndarms nach dem Wechsel des vaskularen
Perfusats auf HES 130/0,4 registrieren zu konnen, wurde das Gewicht des isolierten
Mausdunndarms kontinuierlich tUber eine in die Kammer integrierte Waage bestimmt. Nach
einer anfanglichen statistisch nicht signifikanten Gewichtszunahme des Dinndarms bis
Minute 75 blieb das Gewicht im weiteren Versuchsverlauf konstant (Abbildung 48). Der
Vergleich des Darmgewichts unter Kontrollbedingungen (Abbildung 23) mit der HES
130/0,4-Perfusion ergab keine signifikanten Unterschiede. Ein signifikanter Einfluss einer
HES 130/0,4-Perfusion auf das Darmgewicht des isoliert perfundierten Mausdinndarms

konnte nicht gezeigt werden.
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Abbildung 48: Mittlere Gewichtszunahme des Darms mit Wechsel zum HES 130/0,4 Puffer bei Minute 60.
Dargestellt wird die mittlere Gewichtszunahme des Darms mit der Standardabweichung (a) und die mittlere
Gewichtszunahme in 15 Minuten Intervallen mit der Standardabweichung (b) (n=4).

3.3.1.5. Luminale Galaktoseaufnahme

Um die Funktionsféhigkeit des isoliert perfundierten Mausdunndarms zu belegen, wurde als
Parameter exemplarisch die luminale Galaktoseaufnahme bestimmt.

Die Perfusion mit HES 130/0,4 fiihrte zu einer signifikanten (einfaktorielle ANOVA)
Verringerung der luminalen Galaktoseaufnahme des Dinndarms [45 min (0,62 + 0,3 mg -
min™ - g™®) vs. 105 min (0,19 + 0,08 mg - min™ - g™*), 120 min (0,09 + 0,04 mg - min™* - g™,
135 min (0,04 + 0,03 mg - min™ - g%); p < 0,05] (Abbildung 49). Der Vergleich zwischen
Kontrollbedingungen (Abbildung 24) und der HES 130/0,4-Perfusion (zweifaktorielle
ANOVA) zeigte einen signifikanten Rickgang der Galaktoseaufnahme in der HES 130/0,4
Gruppe (Kontrolle 120 min (0,26 + 0,08 mg - min™ - g™), 135 min (0,26 = 0,11 mg - min™ -
g™h), vs. HES 130/0,4 120 min (0,097 + 0,04 mg - min™ - g*), 135 min (0,04 + 0,03 mg - min’
L. g™h): p<0,001).
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Abbildung 49: Mittlere luminale Galaktoseaufnahme des Darms mit Wechsel zum HES 130/0,4-Puffer bei
Minute 60.

Dargestellt ist die mittlere luminale Galaktoseaufnahme des Darms mit der Standardabweichung.
Probenentnahme alle 15 Minuten, die Galaktoseaufnahme wurde auf das Trockengewicht normiert (n=5);
einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-Test); * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** =p < 0,001.

3.3.1.6. Laktat zu Pyruvat Verhaltnis, pH-Wert und Sauerstoffaufnahme

Als Parameter zum Nachweis einer ausreichenden Sauerstoffversorgung des Dinndarms
wurden die Laktat- und Pyruvat-Konzentrationen bestimmt und ihr VVerhaltnis berechnet.

Zu Beginn der Perfusion konnten signifikant hohere Laktat zu Pyruvat Verhéltnisse als zum
Versuchsende (einfaktorielle ANOVA) ermittelt werden [30 min (22,69 % 4,37) vs. 90 min
(11,32 + 4,6), 105 min (9,39 £ 2,04), 120 min (8,97 + 2,86), 135 min (7,99 £ 1,93); p < 0,01].
Ab Minute 60 war kein signifikanter Abfall im Laktat zu Pyruvat Verhaltnis nachweisbar
(Abbildung 50). Der Vergleich zwischen den Versuchen unter Kontrollbedingungen
(Abbildung 25) gegen die HES 130/0,4 Perfusion ergab keine signifikanten Unterschiede im
Laktat zu Pyruvat Verhéltnis.
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Abbildung 50: Mittleres Laktat zu Pyruvat Verhaltnis mit Wechsel zum HES 130/0,4-Puffer bei Minute 60.
Verhéltnis berechnet aus vendsen Proben in 15 Minuten Intervallen mit der Standardabweichung (n=5);
einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-Test); *** = p < 0,001; ** = p < 0,01.

Um die Stabilitat der Perfusionsparameter zu bestimmen, wurde unter anderem der pH-Wert
des vaskuldren Puffers kontinuierlich tiberwacht.

Der pH-Wert blieb Uber den gesamten Versuchszeitraum konstant bei ca. 7,38 und
unterschied sich nicht von dem unter Kontrollbedingungen (Abbildung 51). Der Wechsel des
vaskuléren Perfusats auf HES 130/0,4 verursachte keine signifikanten Verdnderungen im
arteriellen pH-Wert.

3 % BSA 3 % HES 130/0,4
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Abbildung 51: Mittlerer arterieller pH-Wert mit Wechsel zum HES 130/0,4-Puffer bei Minute 60.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit der Standardabweichung (n=5).
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Um Verédnderungen in der Sauerstoffaufnahme des Dunndarms nach dem Wechsel zum HES
130/0,4-Puffer untersuchen zu konnen, wurde der Sauerstoffpartialdruck bestimmt und die
Differenz aus der arteriellen und ventsen Probe gebildet.

Es gab keine signifikanten Unterschiede in der Sauerstoffaufnanme des Darms nach dem
Wechsel auf die HES 130/0,4-Perfusion (Abbildung 52). Ebenso gab es keine signifikanten
Unterschiede in der Sauerstoffaufnanme zwischen den Versuchen unter Kontrollbedingungen

und denen mit HES 130/0,4.
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Abbildung 52: Mittlere Sauerstoffaufnahme des Dunndarms mit Wechsel zum HES 130/0,4-Puffer bei Minute

60.
Dargestellt ist die Sauerstoffaufnahme mit der Standardabweichung normiert auf das Trockengewicht des Darms

(n=5).

3.3.1.7. Verhaltnis von Feucht- zu Trockengewicht

Um zusatzliche Flussigkeitseinlagerungen im Dunndarmgewebe nach der Perfusion ermitteln
zu konnen, wurde das Feucht- zu Trockengewicht des Darms vor und nach der Perfusion
bestimmt. Beim Verhaltnis des Feucht- zu Trockengewichts konnte nach der Perfusion mit
HES 130/0,4 keine signifikante Veranderung gegeniiber den Kontrollbedingungen festgestellt
werden [Kontrolle W/d 2 (5,44 £ 0,19) vs. HES 130/0,4 (5,64 = 0,23); p > 0,05; Abbildung
53]. Analog zu den Befunden in der Kontrollgruppe konnte eine Zunahme des Feucht- zu
Trockengewichts nach der Perfusion mit HES 130/0,4 gezeigt werden [HES 130/0,4 W/d 1
(4,26 £ 0,26) vs. HES 130/0,4 W/d 2 (5,64 + 0,23); p < 0,01]



Ergebnisse | 87

7 A . n.s .
E 6 | ** L
; - v
(¢D)
= = =
() 5-
< .
o —
E 44 % Y S
<
S 34
<ol
O 1 1 1 1
Wwid 1 Wwid 2 wid 1 wid 2
— P
Kontrolle HES 130/0,4

Abbildung 53: Mittleres Verhéltnis von Feucht- zu Trockengewicht des Darms unter Kontrollbedingungen und
mit HES 130/0,4-Puffer.

Dargestellt werden die Mittelwerte mit der Standardabweichung, W/d 1 = Probe vor Perfusion, W/d 2 = Probe
nach Perfusion. Die Anzahl der Replikate unter Kontrollbedingungen (n=6) und mit HES 130/0,4 (n=5); t-Test;
**=p<0,01; ns.=p>0,05.

3.3.1.8. Histomorphologische Auswertung und elektronenmikroskopische
Untersuchungen

Um mdogliche histomorphologische Veranderungen des Dinndarms nach der Perfusion zu
ermitteln, wurden Gewebeproben nach dem Versuch fixiert und fir die histomorphologische
Analyse aufbereitet.

Der Mittelwert des Histoscores in der HES 130/0,4-Gruppe lag bei 0,59 + 0,09 und
unterschied sich nicht signifikant (p > 0,05) von der Kontrollgruppe 0,61 + 0,08 (Abbildung
54).
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Abbildung 54: Mittlerer Histoscore des Darms nach der Perfusion unter Kontrollbedingungen und mit HES
130/0,4-Puffer.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit der Standardabweichung in der Kontrollgruppe (n=7) und in der HES
130/0,4-Gruppe (n=4); t-Test; n.s. = p > 0,05.
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Fur die elektronenmikroskopische Untersuchung wurde jeweils ein Versuch unter
Kontrollbedingungen und einer unter HES 130/0,4-Perfusion durchgefiihrt. Nach 135
Minuten Perfusion wurden die Darmsticke in Blocke geschnitten, fixiert und weiter
aufbereitet (siehe 2.5.7). Auf den elektronenmikroskopischen Aufnahmen des Darmepithels
konnten bei 5000-facher VergrélRerung vermehrt intrazelluldare Vakuolen nach der HES
130/0,4-Perfusion festgestellt werden. Einige Préparate wiesen erweiterte interzellulére
Spalten bis zu den Tight Junctions auf. Diese Befunde waren nach einer Perfusion unter

Kontrollbedingungen nicht vorhanden.

Abbildung 55: Elektronenmikroskopische Aufnahme des Darmepithels.

a Kontrollgruppe nach 135 min, b HES-Gruppe 130/0,4 nach 135 min. Nach Perfusion mit HES finden sich
zahlreiche intrazelluldre Vakuolen (schwarze Pfeilkdpfe) und erweiterte interzellulare Spalten (Pfeile). ¢
VergroRerter Ausschnitt mit typischen Vakuolen (schwarze Pfeilkdpfe) nach der HES-Perfusion. Abbildung a
und b bei 5000-facher Vergroferung, ¢ bei 10000-facher VergrofRerung. WeiRe Pfeilkdpfe = Tight Junctions, ZK
= Zellkern.

3.3.1.9. Analyse der Darmperistaltik

Die Darmmotilitat wurde anhand der Videoaufzeichnung zu den Zeitpunkten 60-61 Minuten
und 120-121 Minuten bestimmt. Dabei wurde die Anzahl der Kontraktionen eines
Diinndarmsegmentes tiber eine Minute ermittelt.

Es konnten keine signifikanten Verédnderungen in der Darmmotilitat nach der Perfusion mit
HES 130/0,4 festgestellt werden [60-61 min (39,00 + 2,45 Kontraktionen - min™) vs. 120-121
min (36,50 + 1,73 Kontraktionen - min™); p > 0,05; Abbildung 56]. Ebenso gab es keine
signifikanten Veranderungen in der Darmmotilitdt durch eine HES 130/0,4-Perfusion im
Vergleich zu den Kontrollbedingungen (Abbildung 31).
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Abbildung 56: Mittlere Darmmotilitat mit Wechsel zum HES 130/0,4-Puffer bei Minute 60.
Gezeigt wird die Anzahl der Kontraktionen zum Zeitpunkt 60-61 min und 120-121 min mit der
Standardabweichung (n=4); t-Test; n.s. = p > 0,05.

3.3.1.10. Zusammenfassung (3 % HES 130/0,4)

Die vaskulére Perfusion mit HES 130/0,4 fuhrte zu signifikanten Verénderungen in der
Funktion, Permeabilitat und Morphologie des isoliert perfundierten Mausdinndarms. Eine
Perfusion mit HES 130/0,4 verursachte eine signifikante Erhdhung des intraarteriellen Drucks
und der luminalen Flussrate gegeniiber den Kontrollbedingungen. Ebenso kam es zu einer
signifikanten Permeabilisierung der endo- und epithelialen Barriere mit erhohtem FITC-
Dextran-Transfer aus dem vaskuldren Kompartiment ins Interstitium und Darmlumen.
Funktionell konnte eine hoch signifikante Reduktion der luminalen Galaktoseaufnahme nach
einer HES 130/0,4-Perfusion gezeigt werden. Die EM-Aufnahmen zeigten zudem deutliche
morphologische Veranderungen in Form von vermehrter intrazellulérer VVakuolenbildung und

erweiterten interzelluldren Spalten nach einer HES 130/0,4-Perfusion.
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3.3.2. 3 % HES 200/0,5 (Krebs-Henseleit-Puffer) als vaskulares Perfusat

Zusétzlich zum aktuell eingesetzten HES 130/0,4 wurde ein HES-Praparat aus der vorherigen
Generation getestet. Das kommerziell noch erhaltliche HES 200/0,5-Préparat wurde im
klinischen Einsatz durch das modernere HES 130/0,4 fast volistandig ersetzt. Das
Versuchsdesign in der HES 200/0,5-Gruppe war bis auf das eingesetzte Praparat identisch zur
HES 130/0,4-Gruppe. Der isolierte Mausdiinndarm wurde zur Aquilibrierung die ersten 60
Minuten unter Kontrollbedingungen perfundiert, um Referenzwerte zu erhalten, anhand derer
die Validitat des Versuchs abgeschatzt werden konnte. Erst nachdem die ermittelten Druck-
und Flussdaten den Werten unter Kontrollbedingungen entsprachen, wurde der vaskuldre
Puffer auf 3 % HES 200/0,5 gewechselt (siehe 2.1.3) und der BSA-haltige Puffer aus dem
Perfusionssystem gespult. Verdnderungen die nach dem Pufferwechsel eintraten, konnten
somit auf die Perfusion mit HES 200/0,5 zurlickgeftihrt werden.

3.3.2.1. Arterieller und luminaler Gefaldruck

Der intraarterielle Druck stieg nach der Pufferumstellung auf HES 200/0,5 signifikant an [35-
45 min (38,85 + 1,52 mmHg) vs. 60-75 min (46,86 + 1,84 mmHg), 75-90 min (47,36 + 1,63
mmHg), 90-105 min (46,05 + 1,89 mmHg), 105-120 min (45,49 + 1,61 mmHg), 120-135 min
(45,06 £ 1,43 mmHg); p < 0,001; Abbildung 57]. Ein Vergleich der intraarteriellen
Druckdaten unter Kontrollbedingungen (Abbildung 19) mit denen unter HES 200/0,5-
Perfusion zeigte keine signifikanten Unterschiede. Ebenso konnten beim intraluminalen
Druck keine statistisch signifikanten Unterschiede nach dem Wechsel auf HES 200/0,5
festgestellt werden. Der intraluminale Druck unterschied sich wéhrend einer HES 200/0,5-

Perfusion nicht signifikant von dem unter Kontrollbedingungen.
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Abbildung 57: Mittlerer intraarterieller und intraluminaler Druck mit Wechsel zum HES 200/0,5-Puffer bei
Minute 60.

Gezeigt werden der arterielle (rot, linke Y-Achse) und luminale Druck (gelb, rechte Y-Achse) mit der
Standardabweichung (a). Vergleich des mittleren intraarteriellen Drucks im 15 Minuten Intervall mit der
Standardabweichung (b) (n=4); einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-Test); *** = p < 0,001.

3.3.2.2. Vaskularer und lymphatischer Fluss

Nach dem Wechsel des vaskuldren Perfusats auf HES 200/0,5 konnte eine signifikante
Reduktion der venosen Flussrate beobachtet werden (einfaktorielle ANOVA) [45-60 min
(1,91 + 0,03 ml - min) vs. 120-135 min (1,8 + 0,07 ml - min™); p < 0,05; Abbildung 58].
Ebenso konnte eine signifikante Zunahme der luminalen Flussrate nach dem Wechsel auf
HES 200/0,5 gezeigt werden [30-45 min (0,056 + 0,007 ml - min™*) vs. 105-120 min (0,12 +
0,03 ml - min?), 120-135 min (0,158 + 0,035 ml - min™); p < 0,01]. Die lymphatische
Flussrate unterschied sich nach dem Wechsel auf HES 200/0,5 nicht signifikant von der
Flussrate vor dem Wechsel. Ein Vergleich der Flussraten unter Kontrollbedingungen
(Abbildung 20) mit denen unter HES 200/0,5-Perfusion (zweifaktorielle ANOVA) zeigte eine
signifikante Reduktion der vendsen Flussrate [Kontrolle 105-120 min (1,94 + 0,05 ml - min™)
vs. HES 200/0,5 105-120 min (1,824 + 0,05 ml - min™); p < 0,001] und eine signifikante
Erhohung der luminalen Flussrate [Kontrolle 105-120 min (0,06 + 0,01 ml - min™), 120-135
min (0,07 = 0,01 ml - min™*) vs. HES 200/0,5 105-120 min (0,12 + 0,03 ml - min™), 120-135
min (0,16 + 0,03 ml - min™); p < 0,001] wahrend einer HES 200/0,5 Perfusion.



Ergebnisse | 92

3% BSA 3% HES 200/0,5

—~~ —
W 37T — ven — um — ym 0.5 =
= Y 3 3% BSA 3% HES 200005
= oS &0 -
3 = 2 o "
= 7 ‘g 25
= ~—~ ~~ . 20
7 2 2 E
= 3 _g ~ 15
o A
5 S 2 z
172) =% L
0 - & 5 0.5
5 ol 3 2
ik ‘© 0,0
> = =
0 45 60 75 90 105 120 135 g 3045 4560 60-75 7590 90-105 105-120120-135
Zeit (min) a Zeit (min)

—~
—
4 3% BSA 3% HES 200/0,5 §= 3% BSA 3% HES 200/0,5
£ p— €
£ 025 — - 0.05
£ 02 E om
~— (2]
@ 015 3 003
S [
o 010 5 002
EAh
= 2
£ 000 & 0.0
= 30-45 45-60 60-75 75-90 90-105 105-120 120-135 < 30-45 45-60 60-75 75-90 90-105 105-120 120- 135
= Zeit (min) c ; Zeit (min)

Abbildung 58: Mittlere vendse, luminale und lymphatische Flussrate mit Wechsel zum HES 200/0,5-Puffer bei
Minute 60.

Gezeigt werden in a die vendsen (blau, linke Y-Achse), luminalen (gelb, rechte Y-Achse) und lymphatischen
Flussraten (grun, rechte Y-Achse) mit der Standardabweichung (n=4). Die schwarz gestrichelten Linien
markieren die voreingestellte Perfusionsgeschwindigkeit der vaskularen (2 ml/min) und luminalen (0,06 ml/min)
Perfusion (Erwartungswerte). Die Flussraten wurden aus den Gewichtsdaten der Effluate berechnet. Die vendsen
Artefakte in 15-minutigen Abstdnden wurden durch die Probenentnahmen verursacht und stellten keinen
tatsdchlichen Abfall der Flussrate dar. In b wird die mittlere vendse Flussrate, in ¢ die mittlere luminale Flussrate
und in d die mittlere lymphatische Flussrate mit der Standardabweichung gezeigt; einfaktorielle ANOVA
(Bonferroni Post-Test); * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.

3.3.2.3. Barrierefunktion

Sowohl im luminalen als auch im lymphatischen Effluat konnten signifikante Unterschiede in
der FITC-Dextran-Konzentration nach dem Wechsel auf den HES 200/0,5-Puffer
nachgewiesen werden (Abbildung 59). Im luminalen Effluat konnte eine stetige signifikante
Erhéhung der FITC-Dextran-Konzentration nach dem Wechsel auf HES 200/0,5
nachgewiesen werden [30 min (1,25 + 1,31 ug- ml™), 45 min (1 + 0,71 pg- ml™), 60 min
(0,65 + 0,31 pg- ml™), 75 min (0,37 + 0,06 pg- mI™), 90 min (0,63 + 0,19 pg- ml™) vs. 120
min (7,23 + 2,26 pg- ml™), 135 min (12,0 + 2,61 ug- ml™); p < 0,001]. Die lymphatische
FITC-Dextran-Konzentration stieg Uber den Versuchszeitraum signifikant an [30 min (5,17 +
4,81 pg- ml™) vs. 45 min (16,03 + 0,58 pg- mi™), 60 min (18,18 + 3,67 pg- ml™), 90 min
(21,43 + 2,52 pg- ml™), 105 min (24,28 + 2,66 pg- ml™), 120 min (26,07 + 1,79 pg- ml™),
135 min (27,65 + 3,01 ug- ml™); p < 0,01]. Im vendsen Effluat kam es zu keinen signifikanten
Veranderungen in der FITC-Dextran-Konzentration durch die Perfusion mit HES 200/0,5. Im



Ergebnisse | 93

Vergleich zu den Daten unter Kontrollbedingungen (Abbildung 21) konnten signifikant
hohere FITC-Dextran-Konzentrationen im luminalen Effluat wahrend der HES 200/0,5
Perfusion gefunden werden [Kontrolle 105 min (0,49 + 0,25 pg- ml™), 120 min (0,47 + 0,27
ug- ml™), 135 min (0,6 + 0,37 pug- ml™) vs. HES 200/0,5 105 min (2,83 + 1,08 pg- ml™), 120
min (7,23 + 2,26 pg- ml™), 135 min (12,0 + 2,61 pg- ml™); p < 0,001]. Die vendsen und
lymphatischen FITC-Dextran-Konzentrationen mit der HES 200/0,5-Perfusion unterschieden
sich nicht signifikant von denen unter Kontrollbedingungen.
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Abbildung 59: Mittlere FITC-Dextran-Konzentration in den Effluaten mit Wechsel zum HES 200/0,5-Puffer bei
Minute 60.

Dargestellt sind die mittleren FITC-Dextran-Konzentrationen im vendsen (a, blau) luminalen (b, gelb) und
lymphatischen (c, griin) Kompartiment mit der Standardabweichung (n=4); einfaktorielle ANOVA (Bonferroni
Post-Test); ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.

Um Veranderungen in der Permeabilitdt registrieren zu konnen, wurde die in 15 Minuten
Intervallen transferierte FITC-Dextran-Menge in den verschiedenen Effluaten quantifiziert.

Beim FITC-Dextran-Transfer gab es im vendsen und lymphatischen Effluat keine
signifikanten Verénderungen nach der Umstellung des vaskuldaren Puffers auf HES 200/0,5
(Abbildung 60). Der luminale FITC-Dextran-Transfer stieg nach dem Wechsel auf HES
200/0,5 signifikant an [45 min (0,786 + 0,488 pg - 15 min™), 60 min (0,601 + 0,285 pg - 15
min™), 75 min (0,257 + 0,056 ug - 15 min™), 90 min (0,699 + 0,266 pg - 15 min™), 105 min
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(3,89 + 2,04 pg - 15 min™) vs. 135 min (29,46 + 13,3 pg - 15 min™); p < 0,001]. Der
Vergleich zwischen Kontrollbedingungen (Abbildung 22) und der HES 200/0,5-Perfusion
(zweifaktorielle ANOVA) zeigte eine signifikante Reduktion des vendsen (Kontrolle 75 min
(1195 + 50,87 pg - 15 min™), 90 min (1156 + 32,99 ug - 15 min™), 120 min (1162 + 50,33 pg
. 15 min®), 135 min (1126 + 39,07 pg - 15 min™) vs. HES 200/0,5 75 min (1080 + 53,5 pg -
15 min™), 90 min (1048 + 61,2 pg - 15 min™), 120 min (1040 + 101,3 pug - 15 min™), 135 min
(1018 + 68,5 pg - 15 min™); p < 0,05) und einen signifikanten Anstieg des luminalen FITC-
Dextran-Transfers (Kontrolle 120 min (0,45 + 0,27 pg - 15 min™), 135 min (0,6 + 0,37 pg -
15 min™) vs. HES 120 min (13,71 + 7,1 pg - 15 min™), 135 min (29,46 + 13,3 pg - 15 min™);
p < 0,001). Der lymphatische FITC-Dextran-Transfer unterschied sich unter der HES 200/0,5-

Perfusion nicht von dem unter Kontrollbedingungen.
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Abbildung 60: Mittlerer FITC-Dextran-Transfer in 15 Minuten Intervallen in den Effluaten mit Wechsel zum
HES 200/0,5-Puffer nach Minute 60.

Gezeigt wird der FITC-Dextran-Transfer mit der Standardabweichung im vendsen (a, blau), luminalen (b, gelb)
und lymphatischen (c, griin) Effluat. Dies wurde aus den Gewichtsdaten und FITC-Dextran-Konzentrationen im
15 Minuten Intervall berechnet (n=4); einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-Test); *** = p < 0,001.

3.3.2.4. Gewichtsveranderung des Darms wahrend der Perfusion
Um mogliche Flissigkeitseinlagerungen des Dinndarms nach dem Wechsel des vaskuléren

Perfusats auf HES 200/0,5 registrieren zu konnen, wurde das Gewicht des isolierten
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Mausdinndarms kontinuierlich Gber eine in die Kammer integrierte Waage bestimmt. Nach
einer anfanglichen signifikanten Gewichtszunahme des Diinndarms bis Minute 75 blieb das
Gewicht im weiteren Versuchsverlauf konstant (Abbildung 61) [30-45 min (130 £ 55,8 mg),
45-60 min (305,3 + 69,78 mg), 60-75 min (718,2 £ 202,5 mg) vs. 120-135 min (900,8 £ 272,2
mg); p < 0,05]. Der Vergleich des Darmgewichts unter Kontrollbedingungen (Abbildung 23)
mit der HES 200/0,5-Perfusion (zweifaktorielle ANOVA) ergab ein signifikant hoheres
Darmgewicht im Zeitintervall 105-120 min [Kontrolle 105-120 min (492,4 + 207,2 mg) Vvs.
HES 200/0,5 105-120 min (766,9 + 207,8 mg); p < 0,05] bei der HES 200/0,5-Perfusion.
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Abbildung 61: Mittlere Gewichtszunahme des Darm mit Wechsel zum HES 200/0,5-Puffer bei Minute 60.
Dargestellt wird die mittlere Gewichtszunahme des Darms mit der Standardabweichung (a) und die mittlere
Gewichtszunahme in 15 Minuten Intervallen mit der Standardabweichung (b) (n=4); einfaktorielle ANOVA
(Bonferroni Post-Test); * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001.

3.3.2.5. Luminale Galaktoseaufnahme

Die Perfusion mit HES 200/0,5 flhrte zu einer signifikanten Verringerung der luminalen
Galaktoseaufnahme des Diinndarms [30 min (0,368 + 0,078 mg - min™ - g™*) vs. 90 min
(0,175 + 0,039 mg - min™ - g*), 105 min (0,092 + 0,03 mg - min™ - g*), 120 min (0,054 +
0,032 mg - min™ - g*), 135 min (0,034 + 0,028 mg - min™ - g™); p < 0,001; Abbildung 62].
Der Vergleich zwischen Kontrollbedingungen und der HES 200/0,5-Perfusion
(zweifaktorielle ANOVA) zeigte einen signifikanten Rickgang der Galaktoseaufnahme in der
HES 200/0,5-Gruppe (Kontrolle 105 min (0,281 + 0,075 mg - min™ - g*), 120 min (0,263 +
0,082 mg - min™ - g™), 135 min (0,259 + 0,107 mg - min™ - g*) vs. HES 200/0,5 105 min
(0,092 + 0,03 mg - min* - g*), 120 min (0,054 + 0,032 mg - min™* - g), 135 min (0,034 +
0,028 mg - min™ - g%); p < 0,001).

b



Ergebnisse | 96

3 % BSA 3 % HES 200/0,5

*kk '
*kok '

*kok 1
Kk '

Galaktoseaufnahme

30 45 60 75 90 105 120 135
Zeit (min)

Abbildung 62: Mittlere luminale Galaktoseaufnahme des Darms mit Wechsel zum HES 200/0,5-Puffer bei
Minute 60.

Dargestellt ist die mittlere luminale Galaktoseaufnahme des Darms mit der Standardabweichung.
Probenentnahme alle 15 Minuten, die Galaktoseaufnahme wurde auf das Trockengewicht normiert (n=4);
einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-Test); *** = p < 0,001.

3.3.2.6. Laktat zu Pyruvat Verhéltnis, pH-Wert und Sauerstoffaufnahme

Zu Beginn der Perfusion konnten signifikant hthere Laktat zu Pyruvat Verhaltnisse als zum
Versuchsende ermittelt werden [30 min (25,3 + 1,6) vs. 60 min (16,4 £ 2,1), 75 min (14,6 +
0,5), 90 min (11,54 + 0,94), 105 min (10,1 £+ 1,2), 120 min (9,1 £ 0,9), 135 min (8,54 + 1,05);
p < 0,01]. Ab Minute 75 war kein signifikanter Abfall im Laktat zu Pyruvat Verhaltnis
nachweisbar  (Abbildung 63). Der Vergleich zwischen den Versuchen unter
Kontrollbedingungen gegen die HES 200/0,5-Perfusion (zweifaktorielle ANOVA) ergab ein
signifikant hoheres Laktat zu Pyruvat Verhéltnis zum Zeitpunkt 75 min [Kontrolle 75 min
(11,1 £1,2) vs. HES 200/0,5 75 min (14,6 + 0,5); p < 0,05].
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Abbildung 63: Mittleres Laktat zu Pyruvat Verhéltnis mit Wechsel zum HES 200/0,5-Puffer bei Minute 60.
Verhéltnis berechnet aus vendsen Proben in 15 Minuten Intervallen mit der Standardabweichung (n=4);
einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-Test); *** = p < 0,001; ** = p < 0,01.

Der pH-Wert war bis auf den Zeitpunkt 15 min tUber den gesamten Versuchszeitraum konstant
und unterschied sich nicht von dem unter Kontrollbedingungen (Abbildung 64). Der Wechsel
des vaskularen Perfusats auf HES 200/0,5 verursachte keine signifikanten VVeranderungen im

arteriellen pH-Wert.
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Abbildung 64: Mittlerer arterieller pH-Wert mit Wechsel zum HES 200/0,5-Puffer bei Minute 60.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit der Standardabweichung (n=4).

Es kam zu keinen signifikanten Unterschieden in der Sauerstoffaufnahme des Darms nach
dem Wechsel auf die HES 200/0,5-Perfusion (Abbildung 65).
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Abbildung 65: Mittlere Sauerstoffaufnahme des Dinndarms mit Wechsel zum HES 200/0,5-Puffer bei Minute

60.
Dargestellt ist die Sauerstoffaufnahme mit der Standardabweichung normiert auf das Trockengewicht des

Darms (n=4).

3.3.2.7. Verhaltnis von Feucht- zu Trockengewicht
Um Flissigkeitseinlagerungen im Dinndarmgewebe nach der Perfusion ermitteln zu kénnen,

wurde das Feucht- zu Trockengewicht des Darms vor und nach der Perfusion bestimmt. Beim
Verhéltnis des Feucht- zu Trockengewichts konnte nach der Perfusion mit HES 200/0,5 keine
signifikante Veranderung gegenuber einer Perfusion unter Kontrollbedingungen festgestellt
werden (Abbildung 66) [Kontrolle W/d 2 (5,44 + 0,19) vs. HES 200/0,5 W/d 2 (5,76 + 0,33);
p > 0,05]. Ein signifikanter Unterschied konnte zwischen dem Gewebe vor und nach der HES
200/0,5-Perfusion ermittelt werden [W/d 1 (4,49 + 0,11) vs. W/d 2 (5,76 £ 0,33); p < 0,05].
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Abbildung 66: Mittleres Verhéltnis von Feucht- zu Trockengewicht des Darms unter Kontrollbedingungen und
mit HES 200/0,5-Puffer.

Dargestellt werden die Mittelwerte mit der Standardabweichung, W/d 1 = Probe vor Perfusion, W/d 2 = Probe
nach Perfusion. Die Anzahl der Replikate unter Kontrollbedingungen betragen n=6 und mit HES 200/0,5 n=4; t-
Test; n.s. =p>0,05; * =p <0,05.

3.3.2.8. Histomorphologische Auswertung

Der mittlere Histoscore in der HES 200/0,5-Gruppe war signifikant niedriger als der unter
Kontrollbedingungen [Kontrolle (0,61 + 0,09) vs. HES 200/0,5 (0,35 = 0,1); p < 0,001;
Abbildung 67]. Somit konnte unter der HES 200/0,5-Perfusion ein signifikant hoherer Anteil

an geschadigten Enterozyten nachgewiesen werden.
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Abbildung 67: Mittlerer Histoscore des Darms nach der Perfusion unter Kontrollbedingungen und mit HES
200/0,5-Puffer.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit der Standardabweichung in der Kontrollgruppe (n=7) und in der HES
200/0,5-Gruppe (n=4); t —Test; *** = p < 0,001.
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3.3.2.9. Analyse der Darmperistaltik

Es konnten keine signifikanten Verédnderungen in der Darmmotilitat nach der Perfusion mit
HES 200/0,5 festgestellt werden [60-61 min (37 + 2,9 Kontraktionen - min™) vs. 120-121 min
(34,5 + 2,38 Kontraktionen - min™); p > 0,05; Abbildung 68]. Ebenso gab es keine
signifikanten Unterschiede in der Darmmotilitat wéahrend der HES 200/0,5-Perfusion im

Vergleich zur Perfusion unter Kontrollbedingungen.
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Abbildung 68: Mittlere Darmmotilitat mit Wechsel zum HES 200/0,5-Puffer bei Minute 60.
Gezeigt wird die Anzahl der Kontraktionen zum Zeitpunkt 60-61 min und 120-121 min mit der
Standardabweichung (n=4); t-Test; n.s. = p > 0,05.

3.3.2.10. Zusammenfassung (3 % HES 200/0,5)

Die vaskuldre Perfusion mit HES 200/0,5 fihrte zu ahnlich signifikanten Verénderungen in
der Funktion, Permeabilitat und Morphologie des Diinndarms wie die Perfusion mit HES
130/0,4. Es kam zum signifikanten intraarteriellen Druckanstieg und einer Reduktion der
vendsen bzw. Zunahme der luminalen Flussrate. Zudem kam es zu einem signifikant erhdhten
FITC-Dextran-Transfer ins luminale Kompartiment und einer signifikanten Reduktion der
luminalen Galaktoseaufnahme durch die HES 200/0,5-Perfusion. Ein Vergleich mit den
Versuchen unter Kontrollbedingungen zeigte ein signifikant erhohtes Darmgewicht im
Zeitintervall 105-120 min und ein erhohtes Laktat- zu Pyruvat Verhéltnis zum Zeitpunkt 75
min bei der HES 200/0,5 Perfusion. Im Gegensatz zur HES 130/0,4-Perfusion konnte bei HES
200/0,5 ein signifikant niedrigerer Histoscore nach dem Versuchsende festgestellt werden.
Somit konnte eine starkere Schadigung der Enterozyten durch die HES 200/0,5-Perfusion

gezeigt werden.
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3.3.3. 4 % HES 200/0,5 (RPMI 1640-Medium) als vaskulares Perfusat

Zusétzlich zu den getesteten 3 %igen HES-Varianten HES 130/0,4 und HES 200/0,5 in
Krebs-Henseleit-Puffer wurden alle Untersuchungen auch mit einer 4 % HES 200/0,5-L6sung
(siene 2.1.4) in RPMI 1640-Medium durchgefihrt. Dieses vaskuldre Perfusat konnte in der
isoliert perfundierten Mauslunge [50] erfolgreich eingesetzt werden. Aufgrund der Eignung
des Puffers fir die isolierte Mauslunge, wurden im isolierten Mausdiunndarm die ersten HES
Versuche mit 4 % HES 200/0,5 (RPMI 1640-Medium) durchgefiihrt. Erst danach fanden die
in 3.3.1 und 3.3.2 beschriebenen Versuche statt. Die Perfusion mit 4 % HES 200/0,5-Puffer
(RPMI 1640-Medium) begann direkt ohne 60-minitige Equilibrierungsphase.

4 % HES 200/0,5 fuhrten im isolierten Mausdiinndarm zu einem signifikanten intraarteriellen
Druckanstieg und erhéhter luminaler und lymphatischer Flussrate. Ebenso kam es zu einem
signifikanten Anstieg der FITC-Dextran-Konzentrationen im luminalen und lymphatischen
Effluat mit erhéhtem FITC-Dextran-Transfer vom vaskuldren ins luminale Kompartiment.
Die Perfusion mit 4 % HES 200/0,5 verringerte auch die luminale Galaktoseaufnahme des
Darms signifikant. Im Vergleich zu den HES-Perfusaten in Krebs-Henseleit-Puffern kam es
beim 4 % HES 200/0,5 in RPMI 1640-Medium zu einem signifikant hoheren arteriellen pH-
Wert und einer signifikant erhdhten Sauerstoffaufnahme des Dinndarms. Bei Laktat zu
Pyruvat Verhaltnis, Darmgewicht, Darmmotilitadt und Histoscore konnten keine signifikanten
Unterschiede zu den Ergebnissen unter Kontrollbedingungen ermittelt werden (Daten siehe
Anhang).
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4. Diskussion

Die pathophysiologischen Auswirkungen einer HES-Infusion konnten bereits in diversen
Organen wie Lunge, Leber, Niere und Herz untersucht werden [33, 51-53]. Eine umfassende
Untersuchung  von Verénderungen in der intestinalen Barrierefunktion,
Flussigkeitshomoostase, metabolischen Funktion und Histomorphologie, die eine HES-
Perfusion auslosen konnte, wurde bisher nicht durchgefuhrt. Ziel der vorliegenden Arbeit war
die Etablierung und Validierung eines isoliert perfundierten Mausdiinndarm-Modells um die
intestinale Vertraglichkeit von verschiedenen HES-Varianten im Mausdinndarm zu

untersuchen.

4.1. Modelletablierung

Die Portierung des isoliert perfundierten Rattendiinndarm-Modells [29] auf die Maus war ein
Hauptbestandteil der vorliegenden Arbeit. Erst das neu etablierte Maus-Modell ermdglichte
die geplanten Untersuchungen der hdmodynamischen und funktionellen VVeranderungen sowie
der Barrierefunktion einer HES-Perfusion im Mausdiinndarm. Das Maus-Modell erweitert
hierbei die Vorteile des Ratten-Modells (1.6.3) um weitere Analysewerkzeuge wie
Antikorper, ELISA-Kits und knock out-Stammen fir die Maus.

4.1.1. Narkose

Die anfangliche hohe Mortalitatsrate war bei der Mausnarkose ein Problem, da die
Versuchstiere bei einer leichten Sevofluran-Uberdosierung schnell in eine Atemdepression
gerieten. Ebenso fiihrte eine Ketamin-Dosierung, die normalerweise als Injektionsnarkose in
Kombination mit Xylanzine empfohlen wird [54], bei einer Kombination mit Sevofluran zum
Tod der Tiere. Allgemein werden Inhalationsanasthetika fiir die Narkose von Nagetieren nicht
empfohlen, da eine prazise Dosierung Uber Verdampfer notwendig ist [54]. Fur die
Sevofluran/Ketamin-Narkose konnte eine optimale Dosis gefunden werden. Diese
Kombinationsnarkose wurde im Ratten-Modell ebenfalls erfolgreich eingesetzt [29]. Damit
wurde eine Narkose mit stabiler Spontanatmung im Bereich der natlrlichen Atemfrequenz
[55] aufrecht erhalten.
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4.1.2. Praparation

Eine Verbesserung in der Préparation konnte mit den in Kooperation mit HSE-Elektronik
hergestellten, verkleinerten und gebogenen Kanilen erzielt werden. Die Kandlierung der
Vene und Aorta in der Maus wurde deutlich erleichtert und die ,,Ausklemmzeit”, in der die
Aorta fur die Dauer der Kandlierung mit einer GefaRzange geschlossen wurde, konnte um bis
zu 50 % verkirzt werden. Dennoch war diese Prozedur aufgrund der GroRe des
Operationsfeldes an der Grenze der Durchfuhrbarkeit. Eine erfolgreiche Praparation konnte
selbst ein routinierter Préparator nur in 70-80 % der Falle erreichen und dauerte zwischen 65-
90 Minuten. Im Vergleich dazu wird fir die Préparation des Rattendiinndarms weniger als 60
Minuten bei hoherer Erfolgsrate bendtigt (eigene Vorversuche). Somit war die Préparation
des Mausdinndarms deutlich zeitaufwendiger und technisch anspruchsvoller als die des
Rattendiinndarms, aber dennoch durchfuhrbar.

Nach der Kanulierung wurde der isolierte Dinndarm mit der neu konstruierten Transporthilfe
in die Kammer Ubertragen. Die Ausfélle konnten in diesem Schritt minimiert werden, so dass
ein dichter und intakter Mausdinndarm in knapp 60-75 % der Fille vorlag. Die ,,Dichtigkeit™
wurde hierbei Uber die Menge des abgefuhrten lymphatischen Effluats und ihrer FITC-
Dextran-Konzentration definiert. Diese Effluat-Menge lag in vaskuldr dichten Praparationen
in einem GrolRenbereich von 0,8-2 ml/h mit einer FITC-Dextran-Konzentration zwischen 20-
30 mg/l und somit unterhalb der vaskular applizierten 40 mg/l. In vivo Untersuchungen bei
Méusen zeigten am Ductus thoracicus, welcher fast die gesamte Lymphe des Korpers
sammelt, einen physiologischen Lymphfluss von 1,16-1,25 ml/h [56, 57]. Die im isoliert
perfundierten Mausdinndarm-Modell erreichte lymphatische Flussrate war zwar hoher,
befand sich aber in einem physiologisch vergleichbaren Bereich [56, 57].

Zur Messung der geringfilgigen Anderungen in Flussrate und Darmgewicht des
Mausdunndarms  wurden  hochauflosende  Waagen eingesetzt. Die  fraktionierte
Probenentnahme in gedffneten 15 ml Schraubdeckelrohren stellte vor allem beim
lymphatischen Effluat ein Problem dar, da teilweise nicht geniigend Probenvolumen fir die
FITC-Dextran-Analyse zur Verfligung stand. Aufgrund der langen Standzeit (< 120 min) kam
es zusatzlich zu einer Verdunstung von bis zu 10 % der Proben. Ein VerschlieBen der
Probenrohrchen war wahrend der kontinuierlichen Messung versuchsbedingt nicht moglich.
Daher kann von einer bis zu 10 %igen Abweichung bei der Gewichtsbestimmung der Effluate
und der FITC-Dextran-Messung ausgegangen werden. Ahnliche Beobachtungen konnten auch
im isoliert perfundierten Rattendiinndarm-Modell gemacht werden [29], da dieselbe Methode

eingesetzt wurde. Jedoch waren die Effluat-Mengen im Rattenmodell sowohl im
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lymphatischen als auch im luminalen Kompartiment deutlich héher. Somit konnte zumindest
ein ausreichendes Probenvolumen fur die FITC-Dextran-Messung sichergestellt werden. Eine
verbesserte Proben-Sammlung ohne Verdunstungsverluste konnte die Genauigkeit der FITC-

Dextran-Analyse erhéhen und die Untersuchungen zur Flussigkeitshomdostase optimieren.

4.1.3. Perfusionsparameter

Neben der Modifikation und Optimierung in der Narkosefuhrung, der Préparationstechnik und
der technischen Anlage war eine Anpassung der physikalischen Perfusionsparameter an die
Mausphysiologie notwendig. Die vaskulare Perfusionsrate wurde nach den Ergebnissen aus
den Vorversuchen auf 2 ml/min festgelegt. Diese Flussrate entsprach, umgerechnet auf das
Gewicht des perfundierten Organs, den in der Literatur gefundenen in vivo Flussraten fir den
Duinndarm und Gastrointestinaltrakt der Maus (0,8-2,7 ml - min™ - g Organgewicht) [42, 43,
45, 46].

Der intraarterielle GefaRdruck ist ein wichtiger Parameter zur Uberwachung des
kardiovaskularen Systems. Der durch die vaskuldre Perfusion erzeugte intraarterielle Druck
lag im isoliert perfundierten Mausdiinndarm deutlich niedriger als der physiologisch erreichte
arterielle Druck in vivo [48]. Dieser Aspekt wurde auch in anderen Untersuchungen gezeigt
[29, 49]. Ein Faktor fur diese Abweichungen im arteriellen Druck liegt im Unterschied
zwischen der Zusammensetzung des Bluts und der Perfusionslésungen. In der vaskularen
Perfusionsldsung fehlen, neben den korpuskuldren Bestandteilen, auch ein Teil der Proteine
des Bluts in vivo. Die zur Einstellung des kolloidosmotischen Drucks des vaskularen Perfusats
eingesetzte  BSA-Konzentration lag  deutlich  unterhalo  der  physiologischen
Albuminkonzentration im Mausblut [58].

Die Hohe der luminalen Perfusionsrate fur den isolierten Mausdiinndarm orientierte sich an
dem Rattendinndarm-Modell [29]. Die im Rattendiinndarm eingesetzte Perfusionsrate wurde
an das geringere Gewicht des isolierten Mausdinndarms angeglichen. Eine niedrigere
Flussrate wurde vermieden, um eine Kkontinuierliche luminale Probenentnahme zu
ermoglichen und Darmverschlisse durch Mukus-Akkumulation zu verhindern. Die
physiologische Transportgeschwindigkeit fir Nahrungsbrei im Mausdinndarm liegt bei 3,2
cm/min [59], die Transportgeschwindigkeit einer Flussigkeit wurde in dieser Arbeit nicht
untersucht. Ausgehend von dieser Geschwindigkeit wirde der Iluminal applizierte
Nahrungsbrei den ca. 15 cm langen isolierten Mausdarm nach ca. 5 Minuten verlassen. Durch
Untersuchungen mit luminalen Bolusgaben konnte das luminale Volumen von 15 cm

isoliertem Mausdinndarm auf 0,2-0,4 ml eingegrenzt werden. Somit benétigte das luminale
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Perfusat bei der eingestellten Perfusionsrate (0,06 ml/min) ca. 5 Minuten fur die Passage des
isolierten Mausdiinndarms und unterschied sich folglich nicht von der im Mausdunndarm
physiologisch geleisteten Transportrate. Diverse in vivo Studien nutzen hohere luminale
Perfusionsraten, die zwischen 0,13-0,25 ml/min variieren [26, 44, 60]. Eine Verénderung der
luminalen Perfusionsraten kann somit je nach Untersuchungsschwerpunkt durchgefihrt

werden.

4.1.4. Sauerstoffaufnahme

Neben dem Perfusionsdruck war der Sauerstofftransport Uber das vaskuldre Perfusat
bedeutend. Da der Puffer keine Transportmolekiile fir Sauerstoff besal’, konnte dem
Dinndarm nur der physikalisch geloste Anteil an Sauerstoff zugefthrt werden. Durch die
Oxygenierung des Puffers mit Carbogen konnte der O, -Partialdruck des arteriellen Perfusats
erhéht werden, womit dem perfundierten Organ bei einer Perfusionsrate von 2 ml/min eine
berechnete Menge von maximal 0,026-0,028 ml - min™ Sauerstoff zur Verfiigung gestellt
werden konnte. Da im abflielenden ventsen Effluat ein héherer O,-Partialdruck als in der
Umgebungsluft gemessen wurde, kann von einer ausreichenden Versorgung des Organs durch
die Perfusion ausgegangen werden. Untersuchungen anderer Autoren zeigten bei Méusen eine
allgemeine O,-Aufnahme von 0,02-0,026 ml - min™ - g™ Korpergewicht (0,087- 0,114 ml -
min™ . g Trockengewicht) [46, 61]. Andere in vitro Messungen mit Gewebestiicken aus dem
Mausdiinndarm ergaben einen Sauerstoffverbrauch zwischen 0,014-0,015 ml - min™- g*
Feuchtgewicht (0,064 ml - min™- g™ Trockengewicht) [62]. Da der erwartete O,-Verbrauch
niedriger war als die im Maus-Modell zugefiihrte O,-Menge, konnte von einer suffizienten

Versorgung des isoliert perfundierten Mausdiinndarms ausgegangen werden.

4.1.5. Galaktoseaufnahme

Neben dem Sauerstofftransport, war auch die Galaktoseaufnahme des isoliert perfundierten
Mausdinndarms ein wichtiger funktioneller Parameter fiir die Wahl der optimalen vaskularen
Perfusionsrate. Aus den Vorversuchen konnte bei sinkender Perfusionsrate eine starke
Reduktion der im vendsen Effluat gemessenen Galaktose-Konzentration registriert werden.
Diese Abnahme in der intestinalen Galaktoseaufnahme wies auf eine metabolische
Funktionsstorung des isoliert perfundierten Dunndarms hin, da der sekundar-aktive Transport
von Galaktose und Glukose aus dem Darmlumen in die Epithelzellen Gber den

natriumgekoppelten Glukosetransporter (SGLT-1, Symporter) vermittelt wird [63]. Mit einer
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hoheren vaskuldaren Perfusionsrate konnte der Abfall in der Galaktoseaufnahme signifikant
verringert und konstanter gehalten werden als bei niedrigeren Perfusionsraten. Diese
Reduktion in der Galaktoseaufnahme konnte auch im isoliert perfundierten Rattendunndarm-

Modell [29] gezeigt werden.

4.1.6. Vaskulare Perfusionslésung

Neben den physikalischen Perfusionsparametern, wurde in Vorversuchen die vaskulére
Pufferzusammensetzung modifiziert und dem Mausblut angepasst. Ein an die Maus
angepasstes vaskulares Perfusat mit hoherer Ca**-, Glukose- und Albumin-Konzentration [58]
fiihrte zu keinen Veranderungen in Perfusionsdruck, Barrierefunktion, Galaktoseaufnahme,
Flussigkeitshomdostase und Histomorphologie. Abgesehen von den erhdhten Ca®*- und
Glukose-Konzentrationen gibt es keine signifikanten Unterschiede in der Zusammensetzung
der Elektrolyte und der Osmolaritat zwischen Maus- und Rattenblut [64, 65]. Deshalb wurde
fiir die Perfusion die Zusammensetzung des vaskuldaren Perfusats aus dem Rattendinndarm-

Modell [29] Gbernommen.

4.2. Modellvalidierung

4.2.1. Perfusion unter Kontrollbedingungen

Die Daten aus den Versuchen unter Kontrollbedingungen deuteten auf einen metabolisch
aktiven, isoliert perfundierten Mausdunndarm mit intakter Barrierefunktion und Flssigkeits-
Homdostase hin.

Die eingestellte vaskuldare und luminale Perfusionsrate fihrte zu Versuchen mit
reproduzierbaren intraarteriellen und intraluminalen Dricken. Der mittlere intraarterielle
Druck in der Kontrollgruppe blieb konstant und lag deutlich unterhalb des physiologischen
mittleren arteriellen Drucks [48]. Bei einer luminalen Perfusionsrate von 0,06 ml/min war der
intraluminale Druck im perfundierten Mausdinndarm vergleichbar hoch wie in vivo im
Rattendiinndarm [66]. Die im Maus-Modell ermittelten intraarteriellen und intraluminalen
Gefalidricke waren vergleichbar mit denen im Rattendiinndarm-Modell [29].

Unter Kontrollbedingungen konnte eine stabile venose und luminale Flussrate gezeigt werden.
Ein geringer Anteil aus diesen beiden Fraktionen trat als lymphatisches Effluat aus den zuvor

bei der Praparation punktierten LymphgefélRen aus. Es kam zu keinen unphysiologischen
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Flussigkeitsverschiebungen zwischen dem vaskuléren und interstitiellen Kompartiment sowie
dem Darmlumen.

Die Stabilitat der Barriere unter Kontrollbedingungen konnte durch eine Analyse der FITC-
Dextran-Konzentrationen in den Effluaten bzw. des FITC-Dextran-Transfers gezeigt werden.
Die FITC-Dextran-Konzentration blieb sowohl im vendsen als auch im luminalen Effluat tiber
die gesamte Versuchsdauer konstant. Die lymphatische FITC-Dextran-Konzentration stieg
anfanglich und blieb danach konstant bei ca. 50 % der vaskul&r eingestellten Konzentration.
Es konnte somit im Maus-Modell gezeigt werden, dass ca. 50 % des FITC-Dextrans aus dem
vaskularen Kompartiment ins Interstitium Ubertrat und lymphatisch abfloss. Ein Transfer von
vaskular appliziertem FITC-Dextran ins luminale Effluat konnte im Maus-Modell nicht
gezeigt werden. Dies war auch nicht zu erwarten, da unter physiologischen Bedingungen
sowohl das Endothel als auch das Darmepithel eine Barriere fur das FITC-Dextran darstellt.
Fur das Endothel konnte unter physiologischen Bedingungen gezeigt werden, dass es fiir
FITC-Dextran (150 kDa) fast impermeabel ist [67]. Umgekehrt scheint das Darmepithel und
Endothel ebenfalls fur luminal appliziertes TRITC-Dextran impermeabel zu sein. In
Zusammenarbeit mit der Forschergruppe Mukosale Immunologie und Diagnostik am
Forschungszentrum Borstel wurden Versuche zur luminalen Permeabilitdit von TRITC-
Dextran (4,4 kDa) durchgefuhrt. Das luminal applizierte TRITC-Dextran konnte das
Darmepithel nur in geringen Mengen tiberwinden, und fand sich nur zu < 1 % im vendsen und
<1 % im lymphatischen Kompartiment wieder (Daten nicht vertffentlicht). Diese Ergebnisse
belegten die intakte Barrierefunktion des Endo- und des Epithels unter Kontrollbedingungen.
Die Gewichtsdaten des isoliert perfundierten Mausdiinndarms zeigten eine stetige Zunahme
des Darmgewichts bis Minute 60. Unregelm&RBig traten Schibe mit starkeren oder
schwécheren Kontraktionen auf, die sich auf die Darmmotilitdt und den Gewichtsverlauf
kurzfristig auswirkten. Die Darmmotilitat war zu jedem Zeitpunkt im Versuch vorhanden und
zeigte bis auf die kurzen Aktivitatsspitzen ein gleichmaRiges Bild. Diese Aktivitatsspitzen
waren nur von kurzer Dauer und verursachten keine signifikanten Veranderungen in der
mittleren Darmmotilitdt in den Uberwachten Zeitrdumen. Ein Vergleich mit dem Ratten-
Modell zeigte dhnliche Befunde. Dort kam es anfanglich ebenfalls zu groReren
Gewichtsveranderungen mit hoherer Amplitude, die im weiteren Versuchsverlauf nachlieRen
[29].

Um die Funktionsfahigkeit des isoliert perfundierten Mausdunndarms zu tberpriifen, wurde
die luminale Galaktoseaufnahme als exemplarischer Parameter (ber den Versuchszeitraum

bestimmt. Im Maus-Modell zeigte sich ein &hnlicher Verlauf der Galaktoseaufnahme wie im
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etablierten Ratten-Modell [29]. In beiden Modellen konnte zum Perfusionsbeginn die hochste
Galaktoseaufnahme gemessen werden, die mit zunehmender Perfusionsdauer langsam abfiel.
Auffallig war die groRBe individuelle Varianz in der Galaktoseaufnahme, welche
maoglicherweise von der Verdauungsphase des Tieres zum jeweiligen Praparationszeitpunkt
abhing. Die intestinale Galaktoseaufnahme des isoliert perfundierten Mausdinndarms
entsprach der des isoliert perfundierten Rattendiinndarms (genormt auf das Trockengewicht).
Um eine stabile Perfusion mit konstanten Bedingungen zu gewahrleisten, wurden regelméRige
Messungen der arteriellen und vendsen Proben mit einem Blutgasanalysator vorgenommen.
Hierbei wurden die Parameter pH-Wert, O, -Partialdruck und Laktat-Konzentration bestimmt,
da diese Informationen zur Berechnung der Sauerstoffaufnahme bendtigt werden und
Ruckschlisse auf den Oxygenierungs-Status ermoglichen. Das vaskuldre Perfusat hatte uber
die Versuchsdauer einen konstanten pH-Wert, der nahe am physiologischen pH-Wert des
Mausbluts in vivo lag [68].

Wie im isoliert perfundierten Rattendiinndarm [29] wurde auch im Maus-Modell auf einen
naturlichen oder synthetischen Sauerstofftrager verzichtet, da der Umgang mit Blutkonserven
oder Perfluorocarbon das Modell aufwéndiger und teurer gemacht hatte. Zudem konnte durch
die Oxygenierung mit Carbogen-Gas ein hoher O,-Partialdruck im vaskuldren Perfusat
erreicht werden, der ausreichte um den isolierten Dinndarm suffizient mit Sauerstoff zu
versorgen. Der in der Kontrollgruppe ermittelte mittlere O,-Verbrauch lag sehr viel héher als
die in der Literatur fiir die Maus angegebenen Werte [46, 61, 62]. Ein tatsdchlich hoherer O,-
Bedarf des isoliert perfundierten Mausdiinndarms kann den Unterschied zwischen der
ermittelten O,-Aufnahme und den Angaben aus der Literatur alleine nicht erklaren.
Wabhrscheinlich entstand die Differenz zwischen dem gemessenen arteriellen und venésen O,-
Partialdruck nicht nur durch den O,-Verbrauch des perfundierten Dlnndarms, sondern
zusétzlich durch die Diffusion des Sauerstoffs aus den nicht gasdichten Silikonschlauchen an
die Umgebungsluft. Eigene Messungen zeigten selbst bei gasdichten Tygon-Schlduchen
(Ismatec, Glattbrugg, Deutschland) einen Verlust von bis zu 30 mmHg O,-Partialdruck nach
ca. 10 cm Strecke (Daten nicht gezeigt). Durch die geringe Perfusionsgeschwindigkeit
verlangerte sich die Dauer der Probenentnahme fiir die BGA, wo ein Teil des Sauerstoffs im
Ubersattigten vendsen Effluat an die Umgebungsluft abgegeben wurde. Bedingt durch den
Versuchsaufbau konnte eine ventse Probenentnahme mit geringerem Op-Verlust nicht
realisiert werden. Entsprache die berechnete O,-Aufnahme dem tatsachlichen Bedarf des
isoliert perfundierten Mausdinndarms, ware die O,-Transportkapazitéat des vaskuléren Puffers

bei einer Perfusionsrate von 2 ml/min erschopft. In diesem Fall kdnnte eine
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Minderversorgung des Dunndarms mit Sauerstoff nicht ausgeschlossen werden. Daher wurde
das Laktat zu Pyruvat Verhaltnis im Perfusionszeitraum neben der O,-Aufnahme als Indikator
fur auftretende Hypoxie im perfundierten Diinndarm bestimmt. Bei akuter Gewebehypoxie,
wie z.B. in Schocksituationen, kann das Laktat zu Pyruvat Verhaltnis zur Beurteilung der
Storung des Energiestoffwechsels herangezogen werden. Dieses spiegelt das intrazelluldre
Redoxgleichgewicht zwischen NADH/NAD® wider und liegt unter physiologischen
Bedingungen zwischen 10-20:1 [69].

Das L/P-Verhaltnis war kurz nach Beginn der Perfusion am hdchsten (17,3 + 4,9) und fiel
danach stetig bis zu einem L/P-Verhaltnis von 9,1 £ 2,5. Bei in vivo Untersuchungen mit
korperlich aktiven Mausen wurde ein L/P-Verhaltnis ohne Belastung bei 8 £ 0,8 und mit
leichter Belastung bei 17,7 + 3,3 bestimmt [70]. Somit konnte aufgrund des L/P-Verhaltnisses
zumindest fur die zweite Hélfte der Versuchsdauer von keiner Hypoxie im perfundierten
Dinndarm ausgegangen werden. Ein zum Perfusionsbeginn héheres L/P-Verhaltnis konnte
auch im Ratten-Modell festgestellt werden. Auch in diesem Fall verringerte sich der Wert im
Laufe des Versuchs [29].

Um die Starke der Odembildung durch die Perfusion oder der , Intervention® mit PAF oder
HES untersuchen zu koénnen, wurde das Verhdltnis von Feucht- zu Trockengewicht des
Dunndarms vor und nach der Perfusion bestimmt. Abhangig von der Veranderung des Feucht-
zu Trockengewichts nach einer Manipulation, kann die Stirke der Odembildung im Gewebe
eingeschatzt werden [25, 71]. Das Verhdltnis von Feucht- zu Trockengewicht im
Mausdinndarm war nach der Préparation am niedrigsten und erhéhte sich nach der Perfusion.
Diese signifikante Erhéhung nach der isolierten Perfusion belegte eine gewisse Odembildung
im isolierten Dinndarm, die jedoch deutlich unterhalb eines induzierten 30-mindtigen
Ischdmie-Reperfusionsschadens lag [25]. Der Vergleich mit dem Feucht- zu Trockengewicht-
Verhaltnis im isoliert perfundierten Rattendinndarm-Modell [29] zeigte eine hohere
Flussigkeitseinlagerung im isoliert perfundierten Mausdinndarm nach der Perfusion.
Maoglicherweise reagiert der Mausdiinndarm empfindlicher auf die isolierte Perfusion als der
Rattendarm und zeigt schon bei einer geringeren Schadigung deutliche histomorphologische
Veranderungen. Dies wirden auch die Befunde der histomorphologischen Auswertung des
Mausdiinndarms nach der Perfusion unterstlitzen, bei denen eine deutlich hdhere Schadigung
des Darmepithels als im Ratten-Modell beobachtet wurde.

Um den durch die Praparation entstandenen Schaden beurteilen zu kdnnen, wurden
Gewebeproben des Mausdiunndarms direkt nach der Prdparation fixiert und fir die

Auswertung aufbereitet. Es zeigten sich fast keine Schaden am Darmepithel vor der Perfusion
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(Daten nicht gezeigt). Nach der Perfusion war der Histoscore deutlich niedriger, wobei es
histomorphologisch deutliche Unterschiede in der Anzahl der geschadigten Enterozyten
zwischen der mesenterialen und anti-mesenterialen Seite gab. Eine mdgliche Ursache fiir
diese unterschiedliche Schadigung kann in der vergleichsweise schlechteren Perfusion der
anti-mesenterialen Seite durch das Gefalsystem gesehen werden. Dies konnte im isoliert
perfundierten Rattendiinndarm-Modell ebenfalls beobachtet werden, wobei der Histoscore im
Ratten-Modell deutlich héher lag [29]. Fir die Ratte wurde gezeigt, dass die Intensitat der
Schédigung je nach untersuchter Position im Dunndarm eines Tieres und auch zwischen
verschiedenen Individuen einer Versuchsgruppe stark variieren konnte. Am grof3ten waren die
Schéden in der unteren Hélfte des Jejunums [72]. Das Darmsttick fir die histomorphologische
Auswertung des Mausdiinndarms nach der Perfusion wurde am Ubergang zwischen
Duodenum zum Jejunum genommen und sollte somit nicht die starkste Schadigung
aufweisen. Trotz der sichtbaren Schadigungen des mukosalen Epithels, konnte die Integritat
dieser Barriere durch eine niedrige FITC-Dextran-Konzentration im luminalen Effluat gezeigt
werden. Auch mit zunehmender Perfusionsdauer wurde in den Versuchen keine
Permeabilisierung dieser Barriere gezeigt. Wahrscheinlich war die Schéadigung des
Darmepithels noch nicht ausreichend um fir Makromolekille wie das FITC-Dextran
permeabel zu werden. Die EM-Aufnahmen bestatigen ebenfalls die Integritat der Tight
Junctions nach der Perfusion unter Kontrollbedingungen, so dass ein parazellularer FITC-
Dextran-Transfer ausgeschlossen werden kann. Ebenso beschrankt eine intakte endotheliale
Barriere den Austritt von Makromolekilen ins Interstitium [67] und somit auch ins

Darmlumen.

4.2.2. PAF-Stimulation

Um neben den stabilen Perfusionsbedingungen, der intakten Barrierefunktion und der
metabolischen Aktivitat des isoliert perfundierten Dinndarms auch die physiologische
Reaktionsfahigkeit auf externe Stimuli zu belegen, wurde in einer Versuchsreihe PAF als ein
typischer Mediator fur Inflammation vaskulér appliziert. Unter normalen physiologischen
Bedingungen wird PAF nur minimal exprimiert und erst bei kardiovaskuldren
Stresssituationen wie akuter Inflammation, traumatischem oder septischem Schock und
Ischdmie-Reperfusionsschaden kommt es zur Ausschittung durch die neutrophilen
Granulozyten und Monozyten [73]. Nach Applikation eines PAF-Bolus von 12,5 pmol
aufgelost in 50 pl (0,25 puM) vaskularem Puffer zeigten sich im isoliert perfundierten

Mausdiinndarm-Modell diverse kurzfristige und teilweise reversible pathophysiologische
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Verénderungen. Am signifikantesten war die Veranderung des Vasotonus nach der PAF-
Gabe. Es kam zu einer kurzzeitigen und reversiblen Vasokonstriktion mit starkem arteriellem
Druckanstieg. Im Ratten-Modell konnte nach einem PAF-Stimulus ein &dhnlich hoher
intraarterieller Druckanstieg ermittelt werden [29]. Ebenso kam es zu einer leichten nicht
signifikanten Druckerh6hung im Lumen. Diese Befunde wurden auch in anderen Studien mit
unterschiedlichen Organen und Spezies bestétigt. Dort fiihrte PAF dosisabhangig zu einer
Vasokonstriktion oder Vasodilatation mit assoziierter systemischer Hypo- oder Hypertension
[73-76]. Neben der Veranderung im Vasotonus fiihrte PAF zu einer Permeabilisierung der
endothelialen und epithelialen Barriere. Diese konnte mit einer signifikanten Erhéhung der
luminalen FITC-Dextran-Konzentration, der Flussrate des lymphatischen Effluats und des
damit verbundenen hoheren FITC-Dextran-Stoffmengentransports gezeigt werden. Die
erhdhte Permeabilitat zeigte sich in einem gesteigerten Flissigkeitstransport von vaskulér zu
lymphatisch und einer héheren Durchtrittsrate des Endothels und Epithels fiir groe Molekiile
wie FITC-Dextran von vaskuldr zu luminal. Eine Erhéhung des intestinalen Lymphflusses
nach PAF konnte im Katzendarm [77] und Rattendinndarm [29] gezeigt werden. Ebenso
zeigten Untersuchungen eine erhohte Permeabilitat des Endothels in Ratten nach PAF [29, 78,
79]. Die im isoliert perfundierten Mausdinndarm-Modell zur Permeabilitatsmessung
genutzten Parameter zeigten nicht ausschlieBlich eine Permeabilisierung der endothelialen
und epithelialen Barriere, da der durch PAF ausgeldste erhdhte vaskuldre Druck gleichzeitig
einen hoheren Filtrationsdruck von vaskuldr nach interstitiel und luminal verursachte. Eine
Differenzierung des durch den vaskularen GefalRdruck erzeugten Filtrationseffekts von der
permeabilisierenden Wirkung von PAF auf die Barriere konnte mit diesem Modell bislang
nicht realisiert werden.

Funktionell wurden anhand der Iluminalen Galaktoseaufnahme keine signifikanten
Verdnderungen nach einem PAF-Stimulus ermittelt. Dies steht im Gegensatz zu
Untersuchungen im Rattendinndarm [29], wo eine PAF-Stimulation die Galaktoseresorption
reversibel fur 15 Minuten hemmte. Mdglicherweise tritt dieser Effekt im Maus-Modell erst
bei einer hoheren PAF-Dosen ein, da in der Ratte mit 0,5 nmol deutlich mehr PAF eingesetzt
wurde. Bei Untersuchungen in der isoliert perfundierten Mauslunge wurde zur Stimulation ein
vergleichbar starker PAF-Stimulus wie im Mausdiinndarm eingesetzt [80]. Eine hohere PAF-
Konzentration konnte im Mausmodell aufgrund der starken arteriellen Druckerh6hung und
der Gefahr einer vaskuldren Undichtigkeit nicht eingesetzt werden. Mdglicherweise wurden
das Darmgewicht und die Darmmotilitdt im Mausmodell aus diesem Grund ebenfalls nicht

signifikant vom PAF-Bolus beeinflusst.
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Aufgrund der weniger drastischen pathophysiologischen Veranderungen nach einem PAF-
Bolus unterschieden sich im isoliert perfundierten Mausdiinndarm weder das vendse Laktat zu
Pyruvat Verhaltnis, Feucht- zu Trockengewicht noch der Histoscore von denen in der
Kontrollgruppe. Ahnliche Befunde konnten auch im isoliert perfundierten Rattendiinndarm
gezeigt werden [29], dort konnte nach einer PAF-Stimulation bei den zuvor genannten
Parametern ebenfalls keine signifikanten Veranderungen registriert werden. Mdglicherweise
war die durch den PAF-Bolus induzierte Schadigung nicht ausreichend um eine deutliche
Verénderung im Feucht- zu Trockengewicht und des Histoscores zu bewirken. Eine in vivo
Untersuchung von Sun et al. [76] konnte intestinale nekrotische Verdnderungen in Mausen

erst nach sehr hohen letalen PAF-Gaben nachweisen.

4.3. Untersuchungen am Modell mit HES als vaskularem Perfusat

Anhand des isoliert perfundierten Mausdinndarm-Modells sollte die intestinale Wirkung
einer  vaskuldren  Perfusion mit unterschiedlichen  HES-Varianten auf die
Flussigkeitshomoostase, Barrierefunktion, metabolische Funktion und Histomorphologie
untersucht werden. In der Klinik wird HES unter anderem als Infusionslésung bei Patienten
mit akutem Volumenmangel eingesetzt. Da die intestinale Wirkung einer HES-Infusion bisher
noch unzureichend erforscht wurde, konnen die Erkenntnisse dieser Studie dazu beitragen,
das klinische Einsatzgebiet flir HES-Praparate zu optimieren.

Die Untersuchung zur intestinalen Vertraglichkeit von HES im Mausdinndarm hat aktuell
eine besondere Relevanz, da neueste Studien ein unglnstiges Nutzen-Risiko-Verhéltnis flr
HES-Therapien belegten. In Patientenstudien brachte der Einsatz von HES als
Infusionslésung keine signifikanten Vorteile gegenlber einer Therapie mit Kristalloiden.
Vielmehr zeigten sich bei Patienten mit einer HES-Therapie eine hohere Mortalitatsrate und
vermehrte Nierenschadigung [17, 18]. Aufgrund dieser Ergebnisse wird der klinische Einsatz
von HES durch die européische Arzneimittelagentur, bis zur Prifung des Ausschusses fur
Risikobewertung im Bereich der Pharmakovigilanz, nicht empfohlen [20]. Im Gegensatz zu
diesen aktuellen Studien konnten andere Autoren auch positive Effekte einer HES-Perfusion
auf die vaskulare Barrierefunktion nachweisen [31-33]. Die neuen Befunde zur
Vertraglichkeit einer HES-Perfusion im Mausdiunndarm konnen dazu beitragen, das

Verstéandnis zur Wirkung dieses Kolloids auf ein klinisch hochrelevantes Organ zu erweitern.
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Die vaskuldre Perfusion des Mausdiinndarms mit HES 130/0,4 bzw. HES 200/0,5 verursachte
im  Vergleich zu den Kontrollbedingungen signifikante Anderungen in der
Flussigkeitshomdoostase, Barrierefunktion, metabolischen Funktion und Histomorphologie.

In beiden Versuchsgruppen kam es durch die Umstellung des vaskuléren Puffers von BSA auf
HES zu intraarterieller Druckerhéhung im perfundierten Mausdinndarm. Diese
Druckerhthung wurde moglicherweise durch die unterschiedliche Viskositat der Perfusate
verursacht. In Vorversuchen konnte fur den 3 %igen HES-Puffer eine hohere Viskositat als
fir den 3 %igen BSA-Puffer festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Der intraluminale
Druck unterschied sich in beiden HES-Gruppen nicht signifikant von dem unter
Kontrollbedingungen.

Nach der Umstellung des vaskuléren Perfusats auf HES 130/0,4 bzw. 200/0,5 kam es in
beiden Gruppen zu einer signifikanten Erhéhung der luminalen Flussrate. Es kam zu einer
Volumenverschiebung vom vaskuldren ins luminale Kompartiment mit einer signifikanten
Reduktion der vendsen Flussrate. Neben den gezeigten Flissigkeitsverschiebungen kam es zu
signifikanten endothelialen und epithelialen Barrierestorungen. Durch die Messung der FITC-
Dextran-Konzentrationen der verschiedenen Effluate konnte in beiden Gruppen eine
signifikante Erhéhung der luminalen FITC-Dextran-Konzentration nach einer HES-Perfusion
nachgewiesen werden. Die Kombination von steigender luminaler Flussrate und hoher FITC-
Dextran-Konzentration flhrte zu einer signifikanten Erh6hung des luminalen FITC-Dextran-
Transfers gegeniiber dem unter Kontrollbedingungen. Obwohl die HES-Konzentrationen im
luminalen und lymphatischen Effluat nicht bestimmt wurden, konnte davon ausgegangen
werden, dass HES aus der vaskuldren Perfusion in das lymphatische und luminale Effluat
ubergetreten war. Die Daten der FITC-Dextran-Messungen bestatigen diese Vermutung. Es
konnte gezeigt werden, dass die 150 kDa grofRen FITC-Dextran-Molekile die endotheliale
und epitheliale Barriere zunehmend passieren konnten. Diese Befunde stehen im Kontrast zu
Studien wonach eine HES-Infusion bei Ratten vor einer LPS- und Sepsis-induzierten
Permeabilisierung der Kapillaren schiitzt [32, 33]. Ebenso zeigte Dieterich et al. [31], dass
eine HES-Behandlung bei Mausen die Folgen einer Hypoxie-induzierten vaskuldren
Permeabilisierung  verringert. Maoglicherweise  schutzen  die  HES-induzierten
antiinflammatorischen Effekte die Kapillaren in vivo [32], wohingegen diese immuno-
regulatorischen Mechanismen in einem ex vivo Modell nicht abgebildet werden kdnnen.

Unter physiologischen Bedingungen wird das infundierte HES in Patienten fast ausschlieRlich

renal eliminiert und ist luminal kaum nachweisbar [81].
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Eine Storung der metabolischen Funktion durch eine vaskuldre HES-Perfusion konnte in
beiden HES-Gruppen nachgewiesen werden. In beiden Versuchsgruppen kam es zu einer
signifikanten  Reduktion bis hin zum vollstandigen  Ausfall der intestinalen
Galaktoseaufnahme nach der Umstellung auf HES.

Bei der Perfusion mit HES 200/0,5 konnten zusétzliche Verdnderungen festgestellt werden,
die mit HES 130/0,4 nicht aufgetreten waren. Im Vergleich zur Gruppe unter
Kontrollbedingungen kam es nach der HES 200/0,5-Perfusion zu einer signifikant erhohten
Gewichtszunahme des isolierten Dlnndarms. Zusétzlich war der mittlere Histoscore in der
Gruppe mit der HES 200/0,5-Perfusion signifikant niedriger als der unter
Kontrollbedingungen.

Mdoglicherweise wird das HES 200/0,5-Praparat als VVorganger-Generation des HES 130/0,4
bei einer Infusion schlechter vom Organismus vertragen. In einem Artikel Kritisierte Stocker
[82], dass eine Vielzahl der in Studien beobachteten negativen Effekte wie die verstarkte
Nierenschadigung mit alteren HES-Generationen durchgefiihrt wurden. Eine Arbeit von
Strunden et al. [83] zeigte in der perfundierten Mauslunge protektive Effekte von HES
130/0,4. Die Glykokalyx wurde durch HES 130/0,4 vor Degradation geschiitzt und zudem die
Perfusion in den MikrogefaBen, der pulmonale Arteriendruck und die interstitielle
Odembildung positiv beeinflusst. Eine Perfusion mit HES 200/0,5 hingegen bewirkte keinen
dieser positiven Effekte [83]. Ebenso zeigte eine Untersuchung in isoliert perfundierten
Schweine-Nieren einen starkeren proinflammatorischen Effekt und vermehrten tubuléren
Schaden nach einer HES 200/0,5-Infusion als nach einer Infusion mit HES 130/0,4 [53].

Um histomorphologische Veranderungen auf zelluldrer Ebene untersuchen zu kdnnen,
wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen nach einer Perfusion mit HES 130/0,4
angefertigt. Es konnten vermehrte intrazellulare Vakuolen und erweiterte interzellulére
Spalten gezeigt werden. Diese intrazellularen Vakuolen und erweiterten interzelluléren
Spalten konnten aufgrund der verstarkten Flussigkeitsextravasation aus den GeféaRen ins
Interstitium entstanden sein. Uber interzellulare Leckagen im Epithel des Diinndarms, z.B. an
den Tight Junctions, ware ein Ubertritt von Flussigkeit und Makromolekiilen, wie FITC-
Dextran, aus dem Interstitium mdglich. In anderen Studien konnte ebenfalls eine
Vakuolenbildung nach einer HES-Infusion in Organen wie Leber, Lunge und anderen
Geweben nachgewiesen werden. Diese Vakuolen wurden in den Untersuchungen mit
Speicherungsprozessen von HES im Gewebe assoziiert [52, 84].

Zusammenfassend konnte fur die Perfusion mit 3 % HES 130/0,4 oder HES 200/0,5 eine

massive Flussigkeitsverschiebung von vaskular zu luminal und zum Teil auch ins Interstitium
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(lymphatisch) gezeigt werden. Diese war mit einer erhohten endothelialen (vaskulér) und
epithelialen (luminal) Permeabilisierung verbunden und flhrte zu einem Fllssigkeitsubertritt
und der Extravasation von Makromolekdlen aus dem vaskularen Kompartiment. Neben dem
Verlust der vaskuldren und luminalen Barrierefunktion kam es bei der HES-Perfusion zu einer
Stérung der metabolischen  Funktion in Form einer signifikant verringerten
Galaktoseaufnahme.

Eine mdogliche Ursache fir die beobachteten Effekte ist die Schadigung der Glykokalyx,
durch verstarktes shedding wahrend der HES-Perfusion. Als shedding wird die proteolytische
Prozessierung eines Membranproteins bezeichnet, wobei ein lésliches Fragment in den
extrazellularen Raum freigesetzt wird [85]. Das Endothel wird unter physiologischen
Bedingungen von einer Glykokalyx ausgekleidet (siehe 1.1.3). Eine Schadigung der
Glykokalyx fiihrt unter anderem zu einer Verringerung der vaskuldren Barrierefunktion und
Erhohung der Plattchen- und Leukozytenadhadsion am Endothel [86]. An isoliert perfundierten
Meerschweinchen-Herzen konnte gezeigt werden, dass ein TNF-a induziertes shedding der
Glykokalyx zu einer Erhéhung des koronaren Widerstandes, zu einem vaskuléren Leck und
zu einer verstarkten Permeabilitat des Endothels fir HES fiihrte [87]. Eine Untersuchung von
He et al. [88] beschreibt die Notwendigkeit von Albumin zur Erhaltung der kapillaren
Permeabilitat des Endothels. Ebenso zeigten Untersuchungen im ex vivo Modell des isolierten
Meerschweinchen-Herzens, dass die Extravasation von Flussigkeit nach einem induzierten
Glykokalyxschaden bei einer Albumin-haltigen Perfusion signifikant niedriger war als bei
einer HES-haltigen [89, 90]. Die Schéadigung der Glykokalyx durch den Albuminmangel im
vaskuldren Perfusat konnte somit eine mogliche Ursache fiir den Verlust der Barrierefunktion
im isoliert perfundierten Mausdiinndarm bei einer reinen HES-Perfusion darstellen. Entgegen
dieser Ergebnisse konnte in einer Studie von Chappell et al. [91] eine Verringerung der
vaskularen Permeabilitat im isoliert perfundierten Meerschweinchen-Herz durch die Gabe von
2 % HES 130 kDa gezeigt werden. Diese Daten zeigen wie unterschiedlich die jeweiligen
Modelle und Organe auf eine HES-Substitution reagieren. Mdglicherweise kommt es auch zu
direkten Interaktionen zwischen dem HES und der Glykokalyx. Diese Hypothese kdnnte
durch weiterfihrende Untersuchungen geklart werden.

Das isoliert perfundierte Dinndarm-Modell hat als ex vivo Modell einige Einschrankungen,
die eine Nachbildung aller physiologischen Reaktionen einer in vivo HES-Infusion verhindert.
Die Reduktion der intestinalen Permeabilitat durch die Modulation der Immunantwort nach

einer HES-Infusion [92] konnte ein mdglicher Faktor fir die Befunde der in vivo Studien
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darstellen. Diese kénnen im isoliert perfundierten Mausdinndarm-Modell mit einer blutfreien
Single Pass Perfusion nicht nachgebildet werden.

Eine Abweichung im kolloidosmotischen Druck des vaskuldren Perfusats kann als mdglicher
Faktor flr die ermittelten Unterschiede zwischen der HES-Perfusion und den
Kontrollbedingungen mit BSA-Perfusion ausgeschlossen werden. In Vorversuchen (siehe
Tabelle 8) konnte fur die 3 %igen HES-Puffer nur ein geringfugig hoherer kolloidosmotischer
Druck als bei 3 %iger BSA-LOsung bestimmt werden. Tendenziell ware ein geringer
vaskularer Volumenverlust aufgrund des héheren kolloidosmotischen Drucks im HES-Puffer
zu erwarten gewesen, was aber nicht der Fall war. Vielmehr kam es in beiden HES-Gruppen
zu einem verstarkten vaskuldren Volumenverlust, der nicht auf den Unterschied im
kolloidosmotischen Druck zurlckgefiihrt werden kann. Im Kklinischen Einsatz werden
isoonkotische HES-L6sungen eingesetzt, die sich im KOD leicht unterscheiden [14]. Der
erzeugte Kkolloidosmotische Druck einer Losung im GeféaBRsystem ist vom Status der
Permeabilitat der vaskuldren Barriere abhangig [93]. Eine Studie von Dubniks et al. [94]
zeigte, dass der Volumeneffekt von infundierter Albumin-Losung bei erhohter vaskulérer
Permeabilitat signifikant besser war als mit einer HES 130/0,4-Lésung. Demnach konnte der
durch HES in den GefaBen erzeugte kolloidosmotische Druck aufgrund der erhéhten
vaskuléren Permeabilisierung im isolierten Mausdiinndarm niedriger ausfallen, als der
kolloidosmotische Druck vom BSA unter denselben Bedingungen.

Die Ergebnisse aus der Versuchsgruppe mit einer 4 % HES 200/0,5 RPMI 1640-Perfusion
bestétigen die Befunde aus der 3 % HES 130/0,4 und 3 % HES 200/0,5-Gruppe. Auch mit
einer 4 %igen HES-Perfusion kam es zu signifikanter Storung der Flissigkeitshomoostase,
der Barrierefunktion und der metabolischen Funktion. Eine Vertraglichkeit des 4 %igen HES
200/0,5 RPMI 1640-Mediums [50] fur den isoliert perfundierten Mausdiinndarm konnte nicht
gezeigt werden. Wahrscheinlich waren die funktionsbedingten physiologischen und
morphologischen Unterschiede zwischen Lunge und Darm zu groR und somit auch ihre
Vertraglichkeit gegenuber einer HES-Perfusion unterschiedlich. Dies belegt wie differenziert

die unterschiedlichen Organe derselben Spezies auf die HES-Perfusion reagieren.

4.4. Fazit

In der vorliegenden Arbeit gelang es, basierend auf einem Ratten-Modell des isoliert
perfundierten Dunndarms [29] ein neues, isoliert perfundiertes Mausdiinndarm-Modell zu

etablieren und zu validieren. Hierzu wurden die Narkose, die Praparation, die
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Perfusionsanlage, die Perfusionsparameter und die notwendigen Analysemethoden
modifiziert und validiert. Zusétzlich wurde das Mausdinndarm-Modell funktionell durch den
Einsatz eines PAF-Stimulus tberpruft.

Mit diesem Maus-Modell wurden Untersuchungen zur intestinalen Vertréglichkeit von 3 %
HES 130/0,4 (Krebs-Henseleit), 3 % HES 200/0,4 (Krebs-Henseleit) und 4 % HES 200/0,5
(RPMI  1640-Medium) als vaskulares Perfusat durchgefiihrt. Es zeigte sich eine
Permeabilisierung der endothelialen und epithelialen Barriere, eine zunehmende
Flussigkeitsverschiebung von vaskulér ins Interstitium und das Darmlumen sowie einen
metabolischen Funktionsverlust und histomorphologische Verdnderungen. Diese Befunde
unterstiitzen die Ergebnisse aktueller Studien, wonach eine HES 130/0,4-Therapie bei
Patienten mit schwerer Sepsis zu erhohter Mortalitdt und Nierenschaden fihrt [17, 18].
Aufgrund dieser Daten sollte der Einsatz von HES bei Patienten mit septischen
Schockzustanden aufgrund des moglichen permeabilisierenden Effekts nicht empfohlen
werden. Eine HES-Infusion kénnte eine Verstarkung der Sepsis-induzierten Odembildung zur
Folge haben, welche das Mortalitatsrisiko der betroffenen Patienten erhoht. Somit bestatigt
diese Studie die Empfehlung des Ausschusses fiir Risikobewertung im Bereich der
Pharmakovigilanz der européischen Arzneimittelagentur. Dieser Ausschuss hat kirzlich eine
Empfehlung ver6ffentlicht, wonach HES bei Patienten mit Sepsis, bei kritisch kranken und
Patienten mit Verbrennungen aufgrund des erhohten Risikos einer Nierenschadigung und

Mortalitat nicht mehr angewendet werden soll [20].

4.5. Ausblick

In zukinftigen Versuchen wére eine Anpassung des vaskuléren Perfusats mit HES und BSA
sinnvoll, um die Effekte der klinisch eingesetzten HES-Dosen im isoliert perfundierten
Mausdinndarm untersuchen zu kdénnen. Zudem sollte ein shedding der Glykokalyx des
Endothels bei einer vaskuldaren HES-Perfusion untersucht werden. Eine Mdglichkeit wére der
Nachweis von Glykokalyx-Bestandteilen wie z.B. dem Syndecan-1 im vaskuldren Effluat als
Indikator fir verstérktes shedding. So kann gepriift werden, ob eine geringfigige BSA-
Substitution zum HES-Puffer die Stabilitdt der Glykokalyx begulnstigt und ein shedding
verringert. Zudem ist eine Untersuchung der durch HES vermittelten Mechanismen im
Gewebe moglich, um die mdglichen Ursachen der Permeabilisierung einzugrenzen. Hierzu
konnte beispielsweise das Claudin-3 (Protein der Tight Junctions) oder PARP-1 (DNA-

Reparaturenzym) in Western Blots nach einer HES-Perfusion nachgewiesen werden.
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Ebenso koénnte der Nachweis von inflammatorischen Prozessen im Gewebe eine mdégliche

Erklarung der verénderten Barrierefunktion nach der HES-Perfusion erkléren.
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5. Zusammenfassung

Im Klinischen Einsatz werden bei intravasalem Volumenmangel neben kristalloiden auch
kolloidale Infusionslésungen wie die Hydroxyethylstarke (HES) zur Therapie eingesetzt. Das
Ziel dieser Flissigkeitssubstitution ist eine Wiederherstellung des intravasalen VVolumens und
die Vermeidung von kardiovaskulér bedingter Hypoxie in Organen und Geweben. Aktuell
wird der Klinische Einsatz von HES kontrovers diskutiert, da neue Studien ein ungunstiges
Nutzen-Risiko-Verhdltnis fir HES aufzeigten. Bislang wurde die intestinale Wirkung einer
HES-Perfusion sowie die assoziierten physiologischen und zelluldaren Mechanismen trotz der
hohen klinischen Relevanz des Darms im Rahmen der Sepsis und Odembildung kaum
untersucht, was unter anderem auch auf das Fehlen geeigneter ex vivo Modelle
zuruckzufuhren ist.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse der physiologischen und zelluldren Effekte
einer vaskularen Perfusion mit HES auf die intestinale endotheliale und epitheliale
Permeabilitat unter Verwendung eines neu etablierten ex vivo Mausdinndarm-Modells.
Hierzu wurden Diinndarme aus C57/BL6 Madusen unter Sevofluran/Ketamin-Narkose isoliert
und an ein fir das Mausmodell modifiziertes Perfusionssystem angeschlossen. Fir die
erfolgreiche Etablierung mussten zahlreiche systemspezifische Anpassungen vorgenommen
werden. Neben Verdanderungen an den Kandilen, der Perfusionsparameter und der Waagen,
wurde eine neue Vorrichtung fur den Transfer des isolierten Mausdinndarms (in vivo) in die
Perfusionskammer (ex vivo) entwickelt. Zur Validierung des Modells wurden die
Mausdinndarme vaskuldr mit 3 % Rinderserumalbumin (BSA) in modifiziertem Krebs-
Henseleit-Puffer perfundiert (Kontrollgruppe) und in einer weiteren Gruppe mit einem Bolus
Plattchen aktivierender Faktor (PAF) stimuliert. Fir die Untersuchung der intestinalen
Vertraglichkeit von HES wurde das vaskuldre Perfusat nach 60 Minuten Equilibrierungsphase
von 3 % BSA auf 3 % HES 130/0,4 bzw. HES 200/0,5 gewechselt. Folgende Parameter
wurden untersucht: Perfusionsraten und Perfusionsdriicke, die Flissigkeitshomdostase, die
Barriereintegritat, die luminale Galaktoseaufnahme, die Histomorphologie, das Laktat zu
Pyruvat Verhéltnis, das Feucht- zu Trockengewicht, die Sauerstoffaufnahme, der pH-Wert der
Perfusate, die Darmmotilitit und die Gewichtsverdnderung des Darms. Die Barriereintegritat
wurde anhand der Ubertrittsrate des vaskular applizierten FITC-Dextrans in das interstitielle
und das luminale Effluat bestimmt. Nach der Perfusion wurden elektronenmikroskopische

Aufnahmen des Darms in der Kontrollgruppe und der HES 130/0,4-Gruppe angefertigt.
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Es wurde sowohl fir die Kontrollgruppe als auch fir die Gruppe mit PAF-Stimulus eine
intakte Flussigkeitshomdostase, Barrierefunktion und luminale Galaktoseaufnahme Uber die
Versuchsdauer nachgewiesen. Bis auf histomorphologische Schaden am Darmepithel zeigten
die untersuchten Parameter einen funktionell intakten, isoliert perfundierten Mausdinndarm.
Eine Umstellung des vaskuldren Perfusats von 3 % BSA auf 3 % HES 130/0,4 oder 3 % HES
200/0,5 fuhrte zu signifikanten Verdnderungen in der Funktion, Flissigkeitshomgostase,
Permeabilitdt und Morphologie des Mausdinndarms. Die vaskuldre Perfusion mit HES
verursachte eine signifikante Zunahme bei der Flissigkeitsverschiebung vom vaskularen zum
luminalen Kompartiment, was eine Stérung der endothelialen und epithelialen
Barrierefunktion suggerierte. Dieser Befund wurde durch die Ergebnisse des FITC-Dextran-
Transfers  unterstitzt. Das vaskuldar applizierte FITC-Dextran  konnte  unter
Kontrollbedingungen die endotheliale und epitheliale Barriere nicht tberwinden und war
luminal nur in geringen Mengen nachweisbar. Bei der vaskularen Perfusion mit HES stieg der
FITC-Dextran-Transfer von vaskuldar nach Iluminal aufgrund der zunehmenden
Permeabilisierung der Barriere signifikant an. Zudem konnten in elektronenmikroskopischen
Aufnahmen histomorphologische Veranderungen in Form von vermehrten intrazelluldren
Vakuolen und erweiterten interzellularen Spalten im Darmepithel nach einer HES-Perfusion
nachgewiesen werden. Zusatzlich fihrte die Perfusion mit HES zu einer signifikanten
Reduktion der luminalen Galaktoseaufnahme, was eine mdogliche Stérung der
Resorptionsprozesse im Darm durch HES zeigte.

In der vorliegenden Arbeit konnte das isoliert perfundierte Mausdiunndarm-Modell erfolgreich
etabliert und validiert werden. Eine Perfusion mit 3 % HES fuhrte im verwendeten ex vivo
Maus-Modell zu einer Stérung der Flissigkeitshomoostase und erhdhter Permeabilitat des
Endothels und Epithels mit signifikanten histomorphologischen Veranderungen des Epithels.
Als vaskulédres Perfusat war das eingesetzte HES im isoliert perfundierten Mausdiunndarm
unvertréglich. Dieser Befund unterstiitzt die Empfehlung der européischen
Arzneimittelagentur wonach eine HES-Therapie bei Sepsis und schwerkranken Patienten

nicht eingesetzt werden soll.
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6. Summary

For the clinical therapy of acute volume deficiency cristalloids and colloids like hydroxyethyl
starch (HES) are often used for the substitution of fluids and restoration of intravascular
volume to avoid cardiovascular caused hypoxia in organs and tissues. The usage of HES is
currently controversially discussed due to recent studies which show a negative benefit-risk-
ratio. Clinical situations with intestinal related problems like sepsis and edema formation are
common and improved knowledge about the physiological and cellular mechanisms is
needed. Up to now the intestinal effect of HES perfusion has not been well investigated owing
to the absence of suitable ex vivo models.

The goal of this work was to study the physiological and cellular effects of vascular HES
perfusion on the intestinal endothelial and epithelial permeability. For this purpose an ex vivo
small intestine mouse model was established.

The small intestine was isolated from with sevoflurane and ketamine anesthetized C57/BL6
mice. Numerous changes like the modification of the cannulas, perfusion parameters and
electronic balances were needed to establish a specific perfusion system. A newly developed
transport device ensures the transfer of the small intestine in vivo into the perfusion chamber
ex vivo. For validation purposes a modified Krebs-Henseleit solution with 3 % bovine serum
albumin (BSA) was used (control group) with or without an additional bolus of platelet-
activating factor (PAF). To investigate the intestinal tolerance to HES 3 % BSA was used in
the equilibration phase and switched to 3 % HES 130/0.4 and 3 % HES 200/0.5, respectively.
Perfusion rate, perfusion pressure, fluid homeostasis, barrier integrity, luminal galactose
uptake, histomorphology, lactate to pyruvate ratio, wet to dry weight ratio, oxygen uptake,
perfusate pH, bowel motility and bowel weight changes were observed. Barrier integrity was
measured by vascularly applied FITC-dextran and its transfer rate into the interstitial and
luminal compartment. Electron micrographs were taken in the control group and HES 130/0.4
group after perfusion.

The fluid homeostasis, barrier integrity, and luminal galactose uptake during perfusion was
intact in the control group as well as in the PAF group. Observed parameters confirmed a
functional intestine despite apparent histomorphological damage in intestinal epithelia. In
comparison a perfusion with HES 130/0.4 or HES 200/0.5 led to significant alteration in fluid
distribution from vascular into the luminal compartment. This was accompanied by a
significant increment of FITC-dextran transfer from the wvascular to luminal side,

demonstrating a barrier dysfunction and increased permeability after HES perfusion. In
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normal cases vascularly applied FITC-dextran cannot permeate the endothelial and epithelial
barrier and only small amounts of FITC-dextran are luminally detectable. Electron
micrographs showed histomorphological changes with extended intercellular spaces and
increased intracellular vacuoles. Perfusion with HES reduced the luminal galactose uptake
significantly and suggested dysfunction in resorption.

The present work presents a successful establishment and validation of an isolated perfused
mouse small intestine. Perfusion with HES showed dysfunction in fluid homeostasis and
increased endothelial and epithelial permeability. Histomorphological alterations were
observed and support the assumption of intestinal intolerance for vascular HES perfusion in
mice. These results support the recommendation of the European medicine agency to avoid
HES therapy in sepsis and critically ill patients.
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Abbildung 69: Mittlerer intraarterieller und intraluminaler Druck (4 % HES 200/0,5 RPMI 1640).
Der arterielle (rot, linke Y-Achse) und luminale Druck (gelb, rechte Y-Achse) mit der Standardabweichung
(n=4).
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Abbildung 70: Mittlere vendse, luminale und lymphatische Flussraten (4 % HES 200/0,5 RPMI 1640).

Gezeigt werden in a die vendsen (blau, linke Y-Achse), luminalen (gelb, rechte Y-Achse) und lymphatischen
Flussraten (grin, rechte Y-Achse) mit der Standardabweichung (n=4). Die schwarz gestrichelten Linien
markieren die voreingestellte Perfusionsgeschwindigkeit der vaskuldren (2 ml/min) und luminalen (0,06 ml/min)
Perfusion (Erwartungswerte). Die Flussraten wurden aus den Gewichtsdaten der Effluate berechnet. Die vendsen
Artefakte in 15-mindtigen Abstdnden wurden durch die Probenentnahmen verursacht und stellten keinen
tatséchlichen Abfall der Flussrate dar. In b wird die mittlere vendse Flussrate, in ¢ die mittlere luminale Flussrate
und in d die mittlere lymphatische Flussrate mit der Standardabweichung gezeigt; einfaktorielle ANOVA
(Bonferroni Post-Test); ** =p < 0,01.
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Abbildung 71: Mittlere FITC-Dextran-Konzentration in den Effluaten (4 % HES 200/0,5 RPMI 1640).
Dargestellt sind die FITC-Dextran Konzentrationen im vendsen (a, blau) luminalen (b, gelb) und lymphatischen
(c, grin) Kompartiment mit der Standardabweichung (n=4); einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-Test); * =
p <0,05; ** =p <0,01; *** =p<0,001.
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Abbildung 72: Mittlerer FITC-Dextran-Transfer in 15 Minuten Intervallen (4 % HES 200/0,5 RPMI 1640).
Gezeigt wird der FITC-Dextran-Transfer mit der Standardabweichung im vendsen (a, blau), luminalen (b, gelb)
und lymphatischen (c, griin) Effluat. Dies wurde aus den Gewichtsdaten und FITC-Dextran-Konzentrationen im
15 Minuten Intervall berechnet (n=4); einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-Test); * = p < 0,05; ** = p <
0.01; ***=p < 0,001.
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Abbildung 73: Mittlere Gewichtszunahme des Darms (4 % HES 200/0,5 RPMI 1640).
Dargestellt wird die mittlere Gewichtszunahme des Darms mit der Standardabweichung (a) und die mittlere
Gewichtszunahme in 15 Minuten Intervallen mit der Standardabweichung (b) (n=4).
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Abbildung 74: Mittlere luminale Galaktoseaufnahme des Darms mit der Standardabweichung (4 % HES
200/0,5 RPMI 1640).

Probenentnahme alle 15 Minuten, die Galaktoseaufnahme wurde auf das Trockengewicht normiert (n=4);
einfaktorielle ANOVA (Bonferroni Post-Test); * = p < 0,05; *** =p < 0,001.
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Abbildung 75: Mittleres Laktat zu Pyruvat Verhéltnis (4 % HES 200/0,5 RPMI 1640).
Verhaltnis berechnet aus vendsen Proben in 15 Minuten Intervallen mit der Standardabweichung (n=4).
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Abbildung 76: Mittlerer arterieller pH-Wert mit der Standardabweichung (4 % HES 200/0,5 RPMI 1640).
(n=4).
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Abbildung 77: Mittlere Sauerstoffaufnahme des Dunndarms (4 % HES 200/0,5 RPMI 1640).
Sauerstoffaufnahme normiert auf das Trockengewicht des Darms mit der Standardabweichung (n=4).
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Abbildung 78: Mittleres Verhéltnis von Feucht- zu Trockengewicht des Darms unter Kontrollbedingungen und
mit 4 % HES 200/0,5 RPMI 1640-Puffer.

Dargestellt werden die Mittelwerte mit der Standardabweichung, W/d 1 = Probe vor Perfusion, W/d 2 = Probe
nach Perfusion. Die Anzahl der Replikate unter Kontrollbedingungen betragt n=6 und mit 4 % HES 200/0,5 n=4;
t-Test; n.s. = p > 0,05; ** =p <0,01.
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Abbildung 79: Mittlerer Histoscore des Darms nach der Perfusion unter Kontrollbedingungen und mit HES 4 %
200/0,5 RPMI 1640-Puffer.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit der Standardabweichung in der Kontrollgruppe (n=7) und in der HES 4 %
200/0,5-Gruppe (n=4); t —Test; n.s. = p >0,5.
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Abbildung 80: Mittlere Darmmotilitat (4 % HES 200/0,5 RPMI 1640).

T T
60-61 min 120-121 min 60-61 min 120-121 min

4 % HES 200/0,5

Gezeigt wird die Anzahl der Kontraktionen zum Zeitpunkt 60-61 min und 120-121 min mit der
Standardabweichung (n=4); t-Test; n.s. = p > 0,05.

Tabelle 8: Kolloidosmotischer Druck der vaskularen Perfusate in Krebs-Henseleit-Puffer.

Kolloidzusammensetzung

Kolloidosmotischer Druck

3 % BSA

7,55 + 0,04 mmHg

3 % HES 130/0,4

9,95 + 0,31 mmHg

3 % HES 200/0,5

9,55+ 0,17 mmHg

4 % HES 200/0,5

14,3+ 0,01 mmHg
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