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"Wenn ein Gewebe vom Blutfluss fiir eine bestimmte Zeit — das kann
zwischen Minuten und Stunden liegen — ausgeschlossen ist, hingt
dessen Uberlebensfihigkeit von den funktionellen Eigenschaften der
Parenchymzellen ab. Wenig Aufmerksamkeit wurde der Moglichkeit
geschenkt, dass die Ischdmie den Status des Blutes verindern oder die
Blutgefa3e verletzen konnte und somit die Riickkehr des Blutflusses
beeintrachtigen kénnte, mit irreversibler Schidigung des Parenchyms,
die als sekundire Veranderung auftritt.

Es gibt Beweise ... , dass frihe Verinderungen im ... Gefil3system ei-
ne Rolle in der Pathogenese des bleibenden ischamischen Schadens ...
spielen konnten ... .Es wurde gezeigt, dass nach einer Ischimie, die
eine gewisse Zeit tiberschreitet, und man dann den Blutfluss zurtick-
kehren lasst, lokalisierte Bereiche ... in der Perfusion fehlschlagen. Es
war sicher, dass sich Verlegungen des Blutflusses entwickelt haben .. .
Die Dauer der Ischimie, die n6tig war, die obstruktiven Gefidl3verin-
derungen zu entwickeln, entsprach etwa genau der Minimaldauer, die
auch den Tod ... verursachte.. . Das weist darauf hin, dass Gefidl3ver-
anderungen die Ursache fiir das tberschreiten des Punktes ohne
Riickkehr, und dass diese selbst die erste irreversible Verinderung
darstellen. Es wire also begriindet, anzunehmen, dass das Gewebe
noch lebensfihig wire, wenn die Durchblutung ... im Ganzen zu-
rickkime — auch nach lingerer Ischimie —, aber durch vaskulire
Schiden sind einige Bereiche nicht durchblutet und sterben letztlich."

Ubersetzung der Erstbeschreibung des NoReflow-Phinomens, AMES (1968)
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1 EINLEITUNG

1.1 Definition und Vorkommen des No-Reflow-Phanomens

Nach ausreichend langer Ischamie und anschlieender Reperfusion verschie-
dener Organe wird ein Phanomen beschrieben, das durch eine typische, teils
irreversible Storung der Mikrozirkulation gekennzeichnet ist. In der Literatur
wurde dieses Phanomen erstmals von AMES (1968) am Gehirn beschrieben;
viele Autoren haben in der Folge ein ahnliches pathophysiologisches Reakti-
onsmuster fur andere Organe gefunden. Fur diese charakteristische Stérung
hat sich der Begriff des No-Reflow-Phanomens (NoRe) gepragt. Identisch wird

der Begriff Reperfusionsversagen verwendet.

Das NoRe verhindert eine angemessene Wiederherstellung des Blutflusses
und verlangert dadurch die Ischamie, verursacht aber per se keinen Gewebe-
untergang. Man spricht von Reflow-Paradox, weil erst die anschliellende Re-
perfusion, bei langerer Persistenz des NoRe, einen zellularen Schaden nach
sich zieht, den Reperfusionsschaden. Wesentlich ist die gleichzeitige Konstanz

makrohamodynamischer Parameter.

Ischamie und Reperfusionschaden treten in allen Bereichen der Medizin auf,
uberall dort, wo es zu einem vorubergehenden Stillstand des Blutflusses
kommt. So wird es in der Gefalichirurgie als gefurchtete Komplikation nach
embolischem oder traumatischem GefalRverschluss mit anschlieRender Reka-
nalisation, Angioplastie, Anastomosierung oder einer notwendigen Bypass-
operation gefurchtet (ELERT 1988). Ferner kommt es nach Operationen an den
grolRen Gefalen, die dazu abgeklemmt werden muissen, zu entsprechend
schwerwiegenden Folgeerscheinungen. Auch nach katheterinterventionellen,
wie z. B. koronaren Eingriffen ist es mdglich. In der Transplantationsmedizin
kann das NoRe in allen zu ersetzenden Organen vorkommen, oft klinisch als
AbstoRungsreaktion imponierend. In der plastischen Chirurgie tritt es bei nicht

tolerierten muskulokutanen Lappenplastiken oder replantierten Amputaten auf.
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Die Herzchirurgie sieht bei ACVB- Operationen das NoRe relativ haufig. Grund-
satzlich kann es nach jeder Operation mit Perfusionsstopp oder langer Tourni-
quet- Ischamie auftreten. Nicht zuletzt kann das Kompartmentsyndrom mit ei-

nem NoRe einhergehen.

Als gemeinsamer pathophysiologischer Faktor kdnnte dem NoRe eine mikrozir-
kulatorischen Perfusionsstorung mit systemischen und lokalen Konsequenzen
nach Wiederherstellung der makrozirkulatorischen Durchblutung im Anschluss
an eine langere Unterbrechung der Blutversorgung zugrunde liegen (MENGER
et al. 1997). IKEDA (1990) halt das NoRe flr ein wichtiges Ereignis im Rahmen
des post-ischamischen Schadens.

Die Wertigkeit der einzelnen Pathomechanismen, die das multifaktoriell verur-
sachte NoRe ausl6sen, wird in der Literatur jedoch sehr unterschiedlich einge-

schatzt.

1.2 Pathophysiologische Mechanismen

An den meisten Organen kann man, besonders am Skelettmuskel, nach einer
langer dauernden Ischamie eine mehr oder weniger unvollstandige Ruickkehr
des Blutflusses beobachten. So ist nach einer Ischamie in der Phase der Re-
perfusion in einigen Bereichen des Gefallbetts ein Wiedereinsetzen des Blut-
flusses festzustellen, in anderen Arealen (ca. 30%) ist kein oder nur ein trager
Zu- und Abfluss nachweisbar (SUVAL et al. 1987). In diesem Gebiet herrscht
NoRe, bei minimal erhaltem Fluss sprechen viele Autoren auch von einer Low-
Flow-Ischamie (RITTER/ MCDONAGH 1997). Man beobachtet im post-
ischamischen GefalRgebiet verschiedene charakteristische pathophysiologische
und -morphologische Besonderheiten. Diese Veranderungen sind abhangig von
der Ischamiedauer und individuellen Gegebenheiten des GefalRsystems, worauf

unter 1.3 eingegangen werden soll.
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Die kritische Ischamiedauer fur das Auftreten eines NoRe liegt je nach Organ
bei mehreren Stunden. Der Skelettmuskel zeigt nach Uber 3- stindiger Ischa-
mie Low-Flow, ein NoRe erst nach einer mindestens 4- 5 stindigen Ischamie-
zeit (QUINONES-BALDRICH et al. 1991; HARRIS et al. 1996). MENGER
(1993) fand eine auf 30- 40% reduzierte Durchblutung nach 4 stundiger Ischa-
mie, nach 24 Stunden Reperfusion war der Fluss auf immerhin 50% zurlckge-
kehrt. Man kann also davon ausgehen, dass eine sechsstlndige Ischamie, wie
sie in dieser Studie gewahlt worden ist, mit ausreichender Sicherheit zur Aus-

pragung eines messbaren NoRe fuhren sollte (Tabelle 1-1).

Ischamiezeiten Reperfusionsfolgen

< 2,5 Stunden |schneller Anstieg des Blutflusses und Hyperamie im gesam-
ten Muskel

> 2,5 Stunden | verzogerter Flow in vielen Gewebsbezirken

> 3 Stunden venose Veranderungen mit Leukozytenadhasion.

mit steigender |- wachsende NoRe- Areale, bis die Ausdehnung auf das gan-

Ischamiedauer |ze betroffene Gefallgebiet erfolgt

- regionale und fokale Vasospasmen

- stehen der Blutsaule in distalen Abschnitten

- Thrombenbildung mit Verschluss von kleinen Venen und
Arterien, Thromozytenaggregate

- Interstitielle Hamorrhagien

- Mikronekrosen

Tabelle 1-1 Reperfusionsbedingte Stérungen nach SUVAL et al. (1987)

Zu beachten ist, dass mancherorts primar durchflossene Kapillaren in der spa-
ten Reperfusion (Uber 24 Stunden) nicht mehr perfundiert waren. Dieses Pha-
nomen bezeichnet man als sekundares kapillares Perfusionsversagen

(MENGER et al. 1993) und ist vom primaren NoRe zu trennen.

Auch die Grolke des vom NoRe betroffenen Areals sowie die Latenz bis zum
Auftreten korreliert mit der Ischamiezeit (ENGLER et al. 1983, HARRIS et al.
1996, URBANIAK 1997).

Bei kurzen Ischamiezeiten oder gunstigen Ausgangsbedingungen des Gefal3-
systems konnen sich die Veranderungen (Volumenzunahme, Druckerhdhun-
gen, Abnahme der funktionellen Kapillardichte, Kapillarstrukturveranderungen
im Sinne von Kollaps oder Stenose; OKADA 1990) oft zuriickbilden, bei Uber-
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schreiten einer bestimmten Ischamiedauer sind diese jedoch irreversibel
(IKEDA 1990). Histopathologische Folge des NoRe ist dann mindestens eine
ausgedehnte Nekrose des betroffenen Gewebes. Gleichzeitig mit diesem Re-
perfusionsschaden erhoht sich auch die Mortalitat (SUVAL et al. 1987).

Kurz umrissen stellen sich die pathopysiologischen Vorgang folgendermalien
dar (Tabelle 1-2):

Zeitpunkt Pathologie

Ischamiebeginn |abruptes Absinken des Blutflusses, totaler Stopp 10 Min.
nach Abklemmung.

1 Stunde Leichte Abnahme des GefalRdurchmessers.

1,5 Stunden starke arterielle Vasokonstriktion mit komplettem Verschluss
von kleinen Arterien und Arteriolen und Ansammlung von Blut
im postkapillaren vendsen System.

3 Stunden Endothelschwellung, Leukozytenakkumulation mit "Rolling
und Sticking’

Tabelle 1-2 Zeitliche Abfolge von ischamiebedingten Gefallveranderungen nach
SUVAL et al. 1987

Die ischamisch geschadigten GefalRwande verlieren ihre Schutzfunktion. Plas-
matische Flussigkeit kann in Interstitium und Endothelzellen eindringen; sekun-
dar kommt es zu Hamokonzentration, Endothelschwellung und interstitellem
Odem, mit der Folge der Steigerung des hydraulischen Widerstands in der Mik-
rozirkulation. Im Bereich der Gewebsdefekte konnen Leukozyten eine Interakti-
on mit dem Endothel eingehen und werden aktiviert. Das zieht wiederum eine
Reihe von pathologischen Mechanismen nach sich, die sich gegenseitig poten-

zieren und in einen Circulus vitiosus einminden.

Zum einen werden von den aktivierten Granulozyten Arachidonsauremeta-
boliten, Zytokine und proteolytische Enzyme ausgeschuttet, die direkt oder -
ber die Bildung von Sauerstoffradikalen die Endothelzellen schadigen und da-
ruberhinaus die Mikrozirkulation durch Permeabilitatsanderung und Endothel-
zellschwellung stéren. Anschlielend entstehen entzindliche Reaktionen. Die

Endothelschwellung und Permeabilitatserhéhung mit Odembildung in Myozyten
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und Interstitium Uben eine Kompression von auf’en auf die Gefalte aus und
verengen die Mikrogefallbahnen passiv. Eine Tonuserhdhung bis zur aktiven
Vasokostriktion der prakapillaren Mikrogefalle wirde zusatzlich den Stro-
mungswiderstand steigern. Weiterhin ergeben sich rheologische Alterationen
mit resultierender Minderdurchblutung der Muskelgewebes, wie von HENRICH
(1983) beschrieben.

Die Ischamie ist primar nicht fir den Gewebeschaden verantwortlich (BLEBEA
et al. 1987), erst die pathophysiologischen Vorgange im Lauf des Reflow fuhren
zur Ausweitung der Nekrosegebiete bzw. zur Transplantatabstof3ung (20- 30%,
PEMBERTON et al. 1994) oder fehlenden Replantatakzeptanz (5-10%,
PEMBERTON et al. 1994), dem Reperfusionsschaden (MENGER et al. 1992,
1993). In Gebieten, in denen das NoRe schnell rucklaufig ist (proximale, arte-
riennahe Abschnitte; BLEBEA et al. 1987) treten bevorzugt Nekrosen auf
(HICKEY et al. 1996).

1.2.1 Leukozyten

An wichtiger Stelle bei der Entwicklung eines NoRe und in der Folge des
Reperfusionsschadens stehen die Leukozyten (MENGER et al. 1992, HARRIS
et al. 1996). Sie akkumulieren bereits bei niedrigem Fluss (RITTER/
MCDONAGH 1997) und haben im post-ischamischen Gewebe wohl eigentlich
die Aufgabe, Schadstoffe zu eliminieren (SUVAL et al. 1987). Vor allem bei
langeren Ischamien sollen sie aber flr einen grof3en und irreversiblen Teil des
Reperfusionsschadens verantwortlich sein (GO et al. 1988, am Herzen).

Leukozyten kdnnen die Mikrozirkulation Uber verschiedene Wege storen.

Durch ihre Grofte und geringere Verformbarkeit kdnnen Leukozyten die Kapillarstrecke des Ge-
faBbettes nur langsam passieren (REYNOLDS/ MCDONAGH 1989). Die Schwellung der Endothe-
lien im Rahmen des NoRe verstarkt die physiologische Neigung zur Adhasion am Endothel, was
bis zur Verstopfung der GefalRbahn (Plugging) gehen soll (QUINONES- BALDRICH et al. 1991). Im
Rahmen der Ischamie werden die Adhasionseigenschaften z. B. durch die Stase (REYNOLDS/
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MCDONAGH 1989) und die Aktivierung (ENGLER et al. 1983, zytoplasmatische Viskositatserhé-
hung MAZZONI et al. 1995), sowie die Hypoxie (ischdmieinduzierte Adenosinbildung aus Purin am
Herzmuskel, BECKER et al. 1993) beginstigt. Die Adhésivitat ist hier auf etwa das 20-fache ge-
steigert (MENGER et al. 1992) und die Ablésung der einmal adharenten Leukozyten ist durch die
niedrige FlieRgeschwindigkeit (Low-Flow) wahrend der Reperfusion erschwert (REYNOLDS/
MCDONAGH 1989).

Das Plugging stellt Gber die Verminderung der funktionellen Kapillarzahl und Inhomogenisierung
der Kapillarperfusion primér ein rein mechanisches Hindernis dar (AMBROSIO/ TRITTO 1999).
Man halt das Plugging jedoch nicht fir einen entscheidenden Faktor in der Genese des NoRe
(HARRIS et al. 1997), da die rein obturierenden Zellen in der Regel gar nicht aktiviert sind
(HENRICH 1983, HAMMERSEN/ MESSMER 1989). Die Anzahl der dadurch verschloRenen Gefa-
Re sind quantitativ aber nicht in der Lage alleine ein NoRe auszulésen (HENRICH 1983)

Alleine das Plugging der Leukozyten in den Mikrogefalien ist wohl nur zu einem
kleinen Teil fur das NoRe verantwortlich. Die Interaktion von aktivierten Leuko-
zyten mit dem Endothel wird von den meisten Autoren fir einen sehr wichtigen
Schritt in der mikrovaskularen Dysfunktion im Rahmen des NoRe gehalten
(JEROME et al. 1994, KUROSE et al. 1994, HARRIS et al. 1996,
PICKELMANN et al. 1997).

Die Leukozyten des post-ischamischen Gewebes zeigen verschiedene Stadien

der Aktivierung mit jeweils speziellen pathopyhsiologischen Folgen.

Die erste Phase, das 'Rolling’, ein langsames Rollen an der Gefaflwand ist die Uber L-Selectin
der Leukozyten und endotheliales P-Selectin vermittelte Erstinteraktion (MENGER et al. 1992,
KUROSE et al. 1994).

P- Selectin wird als Antwort auf Entziindungsreize wie Histamin, Thrombin oder H»O, syntheti-
siert; im Gegensatz dazu ist L- Selectin immer prasent, seine Konzentration steigt im reperfun-
dierten Gewebe (STOTLAND/ KERRIGAN 1997) bis es nach Aktvierung der Leukozyten ver-
schwindet (MENGER et al. 1992, KUROSE et al. 1994). In der Ischamiephase wird E-Selektin
vermehrt exprimiert, spater sinkt sein Gehalt wieder. Die Blockade dieser Selektine kann den
Reperfusionsschaden vermindern (STOTLAND/ KERRIGAN 1997). Die Rollingfraktion der
Leukozyten steigt mit der Ischamiedauer und im Laufe der Reperfusion an (MENGER et al.
1992, HARRIS et al. 1996).

Gleichermalien steigt die Anzahl haftender Leukozyten (WEISS et al. 1989), da Adhasions-
rezeptoren aktiviert werden (MENGER et al. 1992). Molekularpathologisch wurde bereits nach-
gewiesen, dass die Adhasion lber die Glykoproteine CD18 und 11b (MAC-1, B2- Integrine) der
Leukozytenmembran und das interzelluldare Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1) am Endothel ge-
schieht (PICKELMANN et al. 1997, LEY/ HUO 2001). Die Mitbeteiligung eines nachgewiesenen

Vascular cell adhesion molecule1 (VCAM-1) konnte im Zusammenhang mit atheroskleroti-
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schen Lé&sionen gezeigt werden (LEY/ HUO 2001). ZAMBONI et al. (1997) konnten die Adhasi-
on von Leukozyten am Endothel durch Blockierung des CD18-Rezeptors durch Antikérper sig-
nifikant reduzieren. Die in diesem Versuch gleichzeitig verminderte arterioldre Vasokonstriktion
zeigt die Beteiligung von CD18 an der post-ischdmischen Regulation des Gefaltonus. Mecha-
nische Alterationen an der GefaRwand scheinen die Leukozyten-Endothel Interaktion zu ver-
starken (MENGER et al. 1992), Dextran kann die Interaktion stéren (STEINBAUER et al. 1997).
Die adhasiven Leukozyten schitten nun Mediatoren und Zytokine (TNFa, IL-1, IL-6, IFN vy;
TSAPENKO 1998), die vasokonstriktiven Leukotriene (B4), Thromboxane (A2) und Serotonin
aus. Daneben werden direkt toxische Enzyme wie Kollagenase, Elastase und Kathalepsin G
freigesetzt (JEROME et al. 1994).

Nach "Margination” der Leukozyten, dem Verlassen des Kapillarlumens und Wanderung in das
Interstitium, induzieren sie dort eine Entziindungsreaktion. Es werden weitere Leukozyten an-
gelockt und aktiviert, andere immunkompetente Zellen wie Mastzellen und Makrophagen wer-
den involviert (WYSOCKI 1992). Als Folge der Entziindung wird die Barrierefunktion des Endo-
thels gestort (KUROSE et al. 1994 -am Mesenterium, IKEDA et al. 1997 am Gehirn). Phalloidin,
das die Margination der Leukozyten behindert, verbessert auch die Schutzfunktion der Endo-
thelbarriere (HARRIS et al. 1997).

Trotz des wesentlichen Beitrags zum NoRe, ist die Beteiligung der Leukozyten
keine hinreichende Bedingung flr seine Auslésung. Bei Versuchen mit leuko-
penischen Filtern (QUINONES-BALDRICH et al. 1991) oder bei Patienten mit
Neutropenie (JEROME et al. 1994) fallt das NoRe zwar wesentlich schwacher
aus, tritt aber dennoch auf.

Ansatzpunkte zur therapeutischen Intervention finden sich zum einen in Substanzen, die Aktivie-
rung und Akkumulation von Granulozyten vermindern. Es wurden Lipoxygenasehemmer,
Prostaglandinsynthesehemmer wie Indometacin, PAF- Antagonisten, Leukotrienantagonisten
(NOLTE et al. 1995, KIRSCHNER et al. 1997, STOTLAND/ KERRIGAN 1997, WANG et al. 2000),
Prostacyclin und dessen Agonisten getestet. Hemmung der PG E2- und Thromboxan A2- Synthe-
se durch Daflon® (Diosmin/ Hesperidin- Komplex) kann die Entziindung vermindern und den lym-
phatischen Abfluss steigern und so eine Odembildung nachhaltig verhindern (LABRID 1994).
Prostaglandin E1 und der Prostaglandinagonist lloprost vermag das NoRe nur zu vermindern, die
Reperfusionsschaden aber weitgehend abzuhalten, PG E2 dagegen beeinflusst die Wiederherstel-
lung des Flusses besser als den Reperfusionsschaden (ROWLANDS et al. 1999). Weiterhin be-
steht die Moglichkeit durch direkte Filtration, Hemmung der Leukozyten mit Antikdrpern (BECKER

et al. 1993) sowie auch an den Adhasionsmolekilen selbst (NOLTE et al. 1995) einzugreifen.
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1.2.2 Radikale

Auler im Skellettmuskel haben Autoren in vielen anderen Organen (Pankreas,

Gehirn, Darm, Herz, Niere) Radikale als Hauptverursacher des Reperfusions-
schadens festgemacht (PERLER et al. 1990, AMBROSIO/ TRITTO 1999). Da

ihnen eine so wesentliche Rolle in der Ischamie- Reperfusions- Pathophysiolo-

gie zukommt, sprechen manche Autoren sogar von einem "‘Reoxygenierungs-

schaden’.

Freie Sauerstoffradikale werden durch verschiedene Enzyme der aktivierten

Leukozyten, Monozyten und durch lokale Enzymsysteme des Gewebes gebil-

det. In Tabelle 1-3 sind Enzyme/ bzw. -systeme und die jeweils entstehenden

Radikale aufgelistet.

Superoxidradikal O,

mitochondriale Atmungskette, v. a. zu Beginn der Re-
perfusion mit Uberangebot an Sauerstoff und erhéhter
Stoffwechselleistung durch Katecholamine, Arachidon-
sauren und Purine

NADPH- Oxidase (Phagozyten)

Xanthinoxidase des post-ischamischen mikrovaskula-
ren Endothels

Monoaminooxidase

Cycloxygenase, Lipoxigenase (Gefallwand, Thrombo-
zyten, Leukozyten)

Wasserstoffperoxid
H>O>

Superoxiddismutase
Xanthinoxidase
NO- Synthetase

Hydroxylradikal OH

Cu, Fe und hamoproteinkatalysierte Bildung aus O3
und H202

Hypochlorid OCI™

Myeloperoxidase (Granulozyten, Monozyten, Muskel-
gewebe [SMITH et al. 1989b])

Stickoxid NO (auch
leicht antioxidativ)

NO- Synthetase (GefalRendothel, Phagozyten, glatte
Gefalmuskulatur, neuronales Gewebe)

Tabelle 1-3 Radikalentstehung (nach BECKER et al. 1993 -am Herzmuskel)
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Bei Ischamie und Reperfusion erfolgt die Radikalbildung als sog. ‘oxidative burst’- Reaktion: Zu
Beginn entsteht Superoxid, daraus H202 und OH™ und HOCI (BECKER et al. 1993, PERLER et al.
1990). Wenn erst einmal O, Radikale entstanden sind, folgt eine Kette von Reaktionen in Anwe-
senheit von Eisen, aus der die weitere Spaltung von Wasser zu Sauerstoffradikalen und OH™ resul-
tiert. Die Xanthinoxidase gilt im Herzmuskel als eines der wichtigsten an der Radikalbildung betei-
ligten Enzyme. Sie steht im Gleichgewicht mit der Xanthindehydrogenase und wird im Rahmen ei-
ner Ischamie vermehrt gebildet (PERLER et al. 1990). Diese Reaktion lief3 sich im Skelettmuskel
bisher nicht nachweisen, méglicherweise liegt hierin der Grund fiir dessen héhere Ischamietole-
ranz (SUVAL et al. 1987, LEE/ LINEAWEAVER 1996). Trotzdem spielt die Xanthinoxidase auch im
Skelettmuskel eine grof3e Rolle (MENGER et al. 1992).

Ein seltener erwdhnter Mechanismus der Radikalentstehung ist der mitchondriale Intergritatsver-
lust mit Storungen des Elektronentransports und Bildung von H»O» (PERLER et al. 1990).

Radikale und entsprechende Enzyme wurden schnell aufgrund ihrer markanten Konzentrationser-
héhung fiir die klinische Verlaufskontrolle von Ischamie-Reperfusions-Situationen entdeckt.
YOKOYAMA et al. (1995) zeigten nach vaskularen Rekonstruktionen traumatisch bedingter Ischa-
mien und bei Lappentransplantationen regelmafig Superoxidanstiege als Zeichen einer erfolgrei-
chen Reperfusion und ein Absinken der Konzentration bei vaskularer Insuffizienz.

Aussagen Uber das Ausmal} des oxidativen Stresses lassen sich auch indirekt liber einen Anstieg
der Myeloperoxidase (SMITH et al. 1989b, KUPINSKI et al. 1997), die Konzentration an reduzier-
tem Glutathion (APELL et al. 1997), aber auch Uber Reaktionsprodukte wie Malondialdehyd oder
Lipidhydroperoxide (JEROME et al. 1994, HUK et al. 1995, KEUPP in Vorbereitung) machen. Zur
quantitativen Bestimmung des Muskelschadens bei Ischamie-Reperfusionsexperimenten wird
Triphenyltetrazoliumchlorid als Oxidations-/ Reduktionsindikator benutzt (BLEBEA et al. 1987).

Die korpereigenen Schutzmechanismen durch Enzymsyteme (Superoxiddismutase, Katalase, Glu-
tathionperoxidasen, Peroxidation-hemmendes-Protein) und Antioxidanzien (Tocopherol, - Carotin,
Ascorbinsaure, Coeruloplasmin, Transferrin, Katecholamine, Methionin, Harnsaure, reduziertes
Glutathion, N-Acetylzystein und andere SH- Verbindungen) werden schnell erschopft. Der Harn-
saurespiegel wird durch die Steigerung der Xanthinoxidaseaktiviat zusatzlich gesenkt (BECKER et
al. 1993).

Auch NO hat neben anderen sehr glinstigen Eigenschaften ein maRiges antioxidatives Potential
(BECKER et al. 1993), NO-Mangel fiihrt Gber die NO-Synthetase zu erhohter Superoxidkonzentra-

tion. Somit kann man durch NO-Synthetasehemmung den Reperfusionsschaden verschlimmern

(PANNEN et al. 1998), durch Applikation des NO-Vorlaufers L-Arginin Iasst sich, evtl. Uber die Be-
hinderung der Leukozyten- Endothel- Interaktionen (verminderte Adhasionsmolekiilexpression;
ENGELMANN et al. 1995) eine Minderung der Radikalmenge erzielen (ENGELMANN et al. 1995,
HUK et al. 1997). Die Wirksamkeit von Desferoxamin und Apotransferrin 1 erklart sich durch die
oben genannte Beteiligung von Eisen in der Reaktionskette der Radikalentstehung (SMITH et al.
1989a).
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Radikale bewirken Schmerzsensationen, Lipidperoxidation mit Schadigung der
Zellmembran, Hyaluronsaureabbau und intrazellulare Kollagenerniedrigung mit
Verlust der Zellintegritat (WEISS et al. 1989) bis zur Gewebszerstorung
(PERLER et al. 1990, MENGER et al. 1992, VAN DER LAAN et al. 1997).

Es kommt durch die Endothelschadigung zur gesteigerten Gefallpermeabilitat,
die eine Proteinextravasation und damit ein Odem verursacht.

Zusatzlich zur chemotaktischen Anlockung und Aktivierung von Immunzellen
(WEISS et al. 1989, YOKOTA et al. 1989, PERLER et al. 1990, BECKER et al.
1993, HILLIER et al. 1994b) fordert die verletzte Kapillarwand die Adhasion von
Leukozyten und Thrombozyten. Radikale fihren weiterhin zur Up-Regulation
der Adhasionsmolekile.

Die Leukozytenaktivierung geschieht oxidantien- induziert Uber Bildung und
Freisetzung von proinflammatorischen Substanzen wie Zytokinen, Leukotrienen
und Platelet-Aktivation-Faktor (PAF) (MENGER et al. 1992, KORTHUIS/
GRANGER 1993, GONZALES et al. 1994, JEROME et al. 1994).

Direkt und Uber die Beinflussung von Enzymen und -systemen wirken Radikale
auf die Gefalmuskulartur. Es Uberwiegt dabei die Vasokonstriktion, die zu einer
weiteren Perfusionsminderung fuhrt.

Superoxidanionen sind starke Vasokonstriktoren (HASHIMOTO et al. 1991), die

Inaktivierung von NO durch O,~ vermindert gleichfalls die Gefaldilatation.

Es seien weitere Radikalwirkungen erwahnt, die im NoRe eine Bedeutung haben. Die Oxidation
von Enzymen kann diese hemmen, woraus je nach betroffenem Enzym eine entsprechende St6-
rung resultiert, z. B. eine Endergiedepletion durch Denaturierung der ATP-Bindungsstelle der Ca®'-
ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums — deren Aktivitdt wahrend der Ischamie sogar gestei-
gert ist (GREEN et al. 1997) — mit Funktionsstérung der Ca-Pumpe und anderer Transportsysteme
und Beeintrachtigung der Muskelfunktion (BECKER et al. 1993, SUN et al. 1996).

Als Folge von Enzymstérungen kommt es zur Uberladung der Zelle mit Calcium und Verletzung
des Muskelgewebes (SUVAL et al. 1987, XU et al. 1997). Uber Ca-Antagonisten lasst sich der in-
trazellulare Ca-Konzentrationsanstieg jedoch nicht eindammen (HEMPEL et al. 1999). Die intraka-
pillar erhéhte Calcium- Konzentration wahrend der Ischamie, die am Reperfusionsschaden beteiligt
zu sein scheint (IKEDA et al. 1997- am Gehirn), konnte mit Indometacin, Superoxiddismutase
(IKEDA et al. 1997) und Ca-Antagonisten (MCDONAGH/ ROBERTS 1986, WU et al. 1997) ge-
senkt werden. Die Senkung des Calciumspiegels unterdriickt moglicherweise die Extravasation
von Proteinen und Wasser. Durch Vergleichsstudien mit Nitroglycerin wurde gezeigt, dass die Wir-
kung der Calciumkanalblocker die der alleinigen Vasodilatation Gbertrifft (MCDONAGH/ ROBERTS
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1986). Calciumkanalblocker kénnen auch Muskelfunktionstérungen durch Verhinderung der Radi-
kalbildung (BECKER et al. 1993) graduell mildern (SUN et al. 1996).

Radikale bedingen uber all diese sehr veschiedenen Mechanismen eine Sto-
rung der Kapillarperfusion (APELL et al. 1997) und haben insgesamt einen we-
sentlichen Anteil an der Entwicklung des Mikrogefallschadens (MENGER et al.
1992).

Es wird sogar vermutet, dass das NoRe ein Schutzmechanismus des Organis-
mus gegen die Freisetzung groRer Mengen der aggressiven O»-Radikale im
Initialstadium der Reperfusion ist (SUVAL et al. 1987).

Die radikalbedingten Gewebedefekte persistieren sehr lange. VAN DER LAAN
et al. (1997) protokollieren einen Ruckgang der Schmerzen und Permeabili-
tatsteigerung erst ca. 1 Woche nach Radikalinfusion, die Reparationsvorgange

waren nach 6 Wochen endlich abgeschlossen.

Untersuchungen von JEROME et al. (1994) zeigen, dass die anoxische Reper-
fusion von ischamischem Gewebe eine deutlich gerigere Gewebszerstdrung
hinterlasst. Das beweist zum einen die zentrale Rolle des Sauerstoffs und sei-
ner radikalen Spezies, zum anderen ist diese Tatsache zum Hauptangriffspunkt
der therapeutischen Intervention geworden. Um die Schaden und Verander-
ungen durch Radikale zu vermindern wurden in Studien schon diverse Sub-

stanzen und -gruppen eingesetzt.

Zum einen sind das zum Teil schon genannte kérpereigene Radikalfanger wie Superoxidismutase
(PERLER et al. 1990, MENGER et al. 1992), Katalase, N-ACC (VAN DER LAAN et al. 1997) u. a.,
andererseits Radikalbildungshemmer wie die Xanthinoxidasehemmer (Allopurinol, Oxypurinol;
PERLER et al. 1990, MENGER et al. 1992), Desferoxamin (Eisenbindung, s. o0.) und Ca-Ant-
agonisten (SUN et al. 1996). Allopurinol kann in hoher Dosierung Radikale auch abfangen
(JEROME et al. 1994). Heparin wirkt wahrscheinlich Uber die kérpereigene Freisetzung von Supe-
roxiddismutase (BECKER et al. 1994). Das VIP wirkt ebenfalls als Antioxidans (TUNCEL et al.
1997).

Neuere Substanzen wie Poly-Hb-Superoxiddismutase-Katalase (D"AGNILLO et al. 1997), Lipidpe-
roxidationsinhibitoren (21-Aminosteroide; KOROMPILIAS et al. 1997) und EPC-K1, ein Phosphat-
diester von alpha-Tocopherol und Ascorbinsgure (HIROSE et al. 1997) konnten sehr positive Ef-

fekte erreichen. Die Vitamine A und E bringen auch einzeln angewandt Erfolge (LAGERWALL et

11



Einleitung

al. 1997). Vitamin E verhindert zudem die Ansammlung von Leukozyten (Uber verminderte Expres-
sion der Neutroadhésionsproteine E-Selectin und ICAM1; FORMIGLI et al. 1997).

Weitere Ideen zielen auf die Starkung antioxidativer Systeme (BECKER et al. 1993), z. B. von
Stickoxid und Bradykinin (CHAHINE et al. 1992) durch ACE- Hemmung.

Organabhangig bestehen Wirkunterschiede der einzelnen Radikalantagonisten. Eine Rolle spielt
auch der Zeitpunkt der Applikation der Radikalantagonisten. Untersuchungen von HICKEY et al.
(1996) konnten keinen Effekt von unmittelbar post-ischdmisch bzw. frihzeitig im Verlauf der

Reperfusion verabreichten Allopurinol, Katalase/ Dismutase oder Desferoxamin feststellen.

1.2.3 Endothel und Vasoregulation

Storungen im Kapillar- oder Arteriolenbereich bedeuten den Verlust der Volu-
menregulationsfahigkeit (HAMMERSEN/ MESSMER 1989) mit perivaskularer
und endothelialer Schwellung und damit einer Kompression der kleineren Arte-
riolen oder Kapillaren und Einengung des kapillaren durchflossenen Lumens
(PAMPERTON et al. 1994). Es folgen Schadigungen der Intima und der Endo-
thelzelle, die erst beim Reflow auftreten.

Die Gefalle sind zuerst vom NoRe betroffen (AMES et al. 1968), mosaikartig
verteilt liegen Uber dem Ischamiebezirk pathologisch veranderte neben gesun-
den Arealen (HENRICH 1983, HAMMERSEN/ MESSMER 1989). Dieses Mus-
ter lasst vermuten, dass vorwiegend dort Endothel angegriffen wird, wo sich
Leukozyten adharieren (PAMPERTON et al. 1994).

Die morphologischen Endothelreaktionen sind gut untersucht. Elektronen-

mikroskopisch finden sich im Laufe der Reperfusion typische Veranderungen.

Schon in der frlihen Phase scheint das Endothel der Mikrogefalle verdickt
(SUVAL et al. 1987) und die Basalmembranen verbreitert (HAMMERSEN/
MESSMER 1989). MENGER/ MESSMER (1993) erklaren dies durch das Ver-
sagen der Na-K- Pumpen mit konsekutiver lonenverschiebung bei groRem hy-
poxiebedingten Energieverlust. SUVAL et al. (1987) vermutet eine Einpressung

von eiweillhaltigem Plasma, die einen Flussigkeitsverlust in die Zellen und eine
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konsekutive Hamokonzentration zur Folge hat. Dies tragt weiter zur verminder-
ten Perfusion bei (MENGER/ MESSMER 1993). Die maximale Auspragung der
endothelialen Veranderungen sieht man kurz nach Beginn der Reperfusion,
dabei korreliert das Ausmal} der Permeabilitatssteigerung wieder mit der Dauer
der Ischamie (ab 3 Stunden Ischamie; SUVAL et al. 1987, HARRIS et al. 1996,
KUPINSKI et al. 1997).

Die Endothelzellen schwellen vorwiegend im Bereich von Kapillaren und postkapillaren Venulen an
(ENGLER et al.1983 - am Herzen, SUVAL et al. 1987, HASHIMOTO et al. 1991, MENGER et al.
1992, URBANIAK et al. 1997). Typisch ist auch eine zunehmende intrazelluldre Blasenbildung
(SUVAL et al. 1987) oder Vakuolisierung mit plasmaartigem Inhalt (HAMMERSEN/ MESSMER
1989), die eine lokale Ausstllpung der Endothelmembran bewirken. Als lokale Zellédeme bilden
diese ein Strémungshindernis durch Vorbuckelung ins GefaRlumen (HAMMERSEN/ MESSMER
1989). IKEDA (1990) beschreibt irreversible Endothelverdiinnungen und Plasmalemmrisse - mit
entsprechender Koagulationsneigung. HAMMERSEN/ MESSMER 1989 bemerkten, dass die endo-
thelialen Veranderungen sich praktisch auf das luminale Plasmalemm beschranken.

Die oft versuchte Infusion von hyperosmolaren Ldsungen (HAES, Mannitol, Dextran; HASHIMOTO
et al. 1991, QUINONES-BALDRICH et al. 1991, NOLTE et al. 1995, WAAGSTEIN et al.1997) zur
Hamodilution brachte keine Erfolge. Dextran kann lediglich die Extravasation von Makromolekilen
reduzieren (STEINBAUER et al. 1997).

Ferner erkennt man das Auseinanderweichen der interendothelialen Zellkontak-
te (bzw. Gaps) (HAMMERSEN/ MESSMER 1989) mit teilweisem Ablosen der
benachbarten Zellen (SUVAL et al. 1987), v. a. in postkapillaren Venulen. E-
rythrozyten konnen durch die entstandenen Spalten das Gefall verlassen
(HAMMERSEN/ MESSMER 1989), manche Autoren beschreiben regelrecht
auftretende interstitielle Blutungen (ENGLER et al.1983 - am Herzen,
URBANIAK et al. 1997). Mancherorts sind keine echten Licken vorhanden,
aber durch Verlust der Haftstrukturen bildet sich eine freie Durchtrittspforte far
Wasser und wasserlosliche Molekile (HAMMERSEN/ MESSMER 1989).

Auch die transmikrovaskuldren Wege sind erweitert (Mikroklasmatose;

GONCHAR/ MELMAN 1990). HAMMERSEN/ MESSMER 1989 beschreibt sie

als tubulare Einstllpungen, die den Markomolekultransport erleichtern sollen.
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Venulen haben unregelmallige Querschnitte und sind von Entzindungszellen
(anfangs vorwiegend Monozyten, spater Granulozyten) umgeben (SUVAL et al.
1987), die meist gleichzeitige Erweiterung der Venen hat eine Stromungsver-
langsamung zur Folge (TSAPENKO 1998). Das durch die Permeabilitatssteige-
rung mit Proteinaustritt osmotisch bedingte perivasale Odem fiihrt zu einer Ein-
engung der Kapillare mit weiterer Verlangsamung des Blutstroms.

Der Interzellularraum ist in Folge eines Odems vergroRert (SUVAL et al. 1987,
IKEDA 1990, HASHIMOTO et al. 1991 am Herzen). Ein Muskelédem entsteht
meist schon wahrend der Ischamie, erst bei Reperfusion beobachtet man zu-
satzlich ein interstitielles Odem (HUK et al. 1995). Es kann durch die Odembil-
dung, z. B. bei Wiederdurchblutung nach akutem Arterienverschluss (bis 32 %;

PERLER et al. 1990), bis zum Kompartmentsyndrom kommen.

Das AusmalR der Odembildung scheint (abgesehen von der Ischdmiedauer) abhangig vom oxidati-
ven Stress (PERLER et al. 1990, APELL et al. 1997), bzw. vom Gewebesauerstoffpartialdruck zu
sein (KEUPP in Vorbereitung). Allerdings erschwert das interstitielle Odem auch die Sauerstoffauf-
nahme in das Gewebe durch Verlagerung der Diffusionsstrecke (JEROME et al. 1994), und macht
damit die Entscheidung tiber Ursache und Wirkung schwer. Uber Hemmung der Proteinkinase C,
unabhéngig von der Beeinflussung von Ca-Kanalen, kénnen Ca- Antagonisten den Anstieg der
Endothelzellpermeabilitat einschranken (LACOLLEY et al. 1998, HEMPEL et al. 1999).

Der Nachweis dieser Storungen lauft z. B. Uber markierte Dextran- (SUVAL et al. 1987) oder Al-
buminperfusion. Am post-ischdmisch reperfundierten Darm korreliert der Albuminaustritt sogar mit
der Anzahl der Leukozyten im NoRe- Gebiet (KUROSE et al. 1994). Messbar wird die Permeabili-
tatsstérung mit Odembildung weiterhin durch Bestimmung des Muskelgewichts, des Proteingehalts
(DUARTE et al. 1997) und durch den einfachen histologischen Nachweis (NEUMAYER et al. 1995,
eigene Arbeit).

KUPINSKI et al. (1997) beschreiben einen Riuckgang der pathologischen endo-
thelialen Mechanismen nach vierstindiger Reperfusion unabhangig von der
Ischamiedauer, hervorgerufen durch Auswaschen der verantwortlichen Media-

toren in den ersten Stunden.

Nach Ischamien von mehr als 4 Stunden misst man einen steigenden Wider-
stand in der Mikrozirkulation (QUINONES-BALDRICH et al. 1991). Interessa-
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terweise verengen sich nur die vom NoRe betroffenen Kapillaren, die wieder-

durchbluteten zeigen dagegen eine Erweiterung (MENGER et al. 1997).

HASHIMOTO et al. (1991) macht anhand von Untersuchungen am Herzen vier endothelabhangige
Mechanismen fiir die Flussabnahme im post-ischamischen Stromgebiet verantwortlich:

(1) Der erste ist die oben beschriebene Einengung des Gefalllumens lber die Kompression von
extraluminal durch die interstitielle Flissigkeit und von intravasal durch die Vorbuckelung der ge-
schwollenen Endothelzellen.

Weiter nennt HASHIMOTO et al. (1991) vasoregulatorische Stérungen.

(2) Die angegriffenen Endothelzellen weisen eine geringere Produktion und Freisetzung von vaso-
dilatativen Stoffen wie Prostacyclin und Endothel-derived-relaxing-factor (EDRF und dessen aktiver
Komponente NO) auf (WANG et al. 1997), was bei Anwesenheit der, in dieser Situation natirlich in
groBen Mengen vorhandenen, Monoamine (Adrenalin, Noradrenalin, Histamin) zu einer starken
Vasokonstriktion fihrt. Die Gabe des NO-Vorlaufers L-Arginin verbessert die Vasodilatation
(BOGER et al. 1995), NO- Hemmung steigert die Konstriktion (liber PAF; WANG et al. 2000). Lei-
der zeigte die Verabreichung von einfachen B-Blockern keinen Erfolg (ALLIBARDI et al. 1999 am
Herz). Hoffnung gibt ein neues Antisympathotonikum, das Carvedilol. Es handelt sich um einen a1-
und nichtselektiven B-Adrenoantagonisten mit zusatzlichen antioxidativen Eigenschaften, der die
frihe Reperfusion verbessern und zu einer deutlichen Minderung der Muskelnekrosen fiihren soll
(FEUERSTEIN/ RUFFULO 1995, HVAAL et al. 1999). Es liegen auRerdem Hinweise auf einen pro-
tektiven Effekt gegen Arteriosklerose vor (FEUERSTEIN/ RUFFULO 1995). Erniedrigte EDRF-
Konzentrationen erleichtern zuséatzlich die endothelvermittelte Thrombozytenaggregation und -
adhasion.

(3) Die Gefalireagibilitdt gegenliber endothelabhéngigen Einflissen auf den Tonus ist stark ver-
mindert (BORSCH et al. 1997). Dabei ist das Ansprechen der Gefale auf Relaxationsreize relativ
mehr vemindert (HILLIER et al. 1994a) als auf Konstriktionsreize. Jedoch stellte HILLIER et al.
(1994b) auch eine abgeschwachte Reaktion auf vasokonstrikorische Mediatoren (Noradrenalin,
Angiotensin Il, mechanische Reizung) fest. Trotzdem haben diese aber sehr wohl Einfluss, wie er-
folgreiche Versuche mit dem ATII-Antagonist Candesartan beweisen (SHIMIZU et al. 1999).

Auch die endothelabh&ngigen Vasokonstriktoren Serotonin (aus aggregierten Thrombozyten) oder
Acetylcholin (HILLIER et al. 1994a) I6sen eine Antwort aus. WIERNSBERGER (1994) hélt Seroto-
nin und dessen Rezeptor sogar fir eine Schliisselstelle fiir Vasokonstriktion, Thrombozytenaggre-
gation und Permeabilitatssteigerung. Er beschreibt eine auf die Ischdmie folgende Hypersensitivi-
tat von Gefallen und Thrombozyten auf Serotonin. Der Serotoninrezeptorantagonist Naftidrofuryl
verbessert die Blutversorgung und den Energiehaushalt des post-ischdmischen Gewebes mittels
antikonstriktiver, wenn auch nicht direkt dilatativer Wirkungen. Naftidrofuryl soll hierbei keine uner-
winschten Nebeneffekte wie Stealphdnomene oder Hypotension herbeifihren (WIERNSBERGER
1994).

Erhalten bleiben die Wirkungen direkt glattmuskular wirkender Dilatatoren, wie z. B. das Adenosin,
Natriumnitroprussid (BOLLI et al. 1990, HILLIER et al. 1994a, WANG et al. 1997) oder Papaverin
(BOLLI et al. 1990 am Herzen). Dies spricht fur eine ungestérte Funktion der glatten Gefallmus-
kelzellen. Die erhaltene Adenosinwirkung erklart ein von KELLER (1997) postulierter Wirkungsme-

15



Einleitung

chanismus, nach dem Adenosin die Mastzelldegranulation triggert. Die von den Mastzellen ausge-
schiitteten Mediatoren sind potente Vasokonstriktoren (KELLER 1997).

(4) Der letzte von HASHIMOTO et al. (1991) postulierte Mechanismus ist die sich verzdgert anpas-
sende metabolische Autoregulation. Durch die in der Ischdmiephase veminderte Sauerstoff- und
Nahrstoffnachfrage des Gewebes findet eine Downregulation des Flusses statt. Diese patho-
physiologische Einstellung wird zumindest in der friihen Reperfusionsphase weiter aufrechter-

halten.

Alle Vorgange addieren, ja potenzieren sich, und es kommt zu dem patholo-
gisch erhohten Gefalltonus in der post-ischamischen Mikrozirkulation. Dies

tragt weiter zu einer erhdhten transkapillaren Flussigkeitsfiltration bei.

Da EDRF eine wichtige Rolle bei der Vasoregulationsstérung spielt, soll an dieser Stelle seine
Freisetzung, Wirkung und die spezifischen Stérungen, die durch seinen Mangel wahrend einer I-
schamie/ Reperfusionperiode auftreten, etwas genauer dargestellt werden.

Nach MARSHALL und KONTOS (1990) besteht die endothelabhangige Relaxation durch EDRF in
allen GefalRbetten, in groBen Gefalen wie in der Mikrozirkulation. Die EDRF-bedingte
Gefallerweiterung ist flussabhangig. EDRF kann durch Acetycholin (Gehirn) oder Bradykinin
gebildet werden. Im Skelettmuskel erfolgt die Vasodilatation teils tGber EDRF, sonst Uber
Prostazyklin, das ebenfalls bradykininabhangig produziert wird. Dort sehen einige Autoren jetzt
einen Ansatzpunkt fir das medikamentdse Eingreifen, beispielsweise mittels ACE-Hemmer. Eine
basale EDRF-Ausschiittung konnte zwar in vivo noch nicht nachgewiesen werden, gesichert ist
jedoch sein vermindertes Vorkommen bei GefalRkrankheiten im weitesten Sinne, wie akute und
chronische Ischamien, Atherosklerose und im Rahmen eines Ischamie-Reperfusionsprozesses.
Erklarungen dafiir werden in einer Bildungsstdrung oder einer oxidantienvermittelten Zerstérung im
Extrazellularraum nach der Freisetzung gesehen (MARSHALL/ KONTOS 1990, HASHIMOTO et al.
1991). HASHIMOTO (1991) weist bei Ischamie-Reperfusions-Bedingungen bei Einsatz der Herz-
Lungen-Maschinen auf die Verminderung von EDRF durch den extrakorporalen Kreislauf hin.
Zusatzlich setzt die auftretende Hamolyse Hamoglobin frei, welches ein potenter EDRF-Inaktivator
ist.

Uber den Einfluss von Endothelin (ET) herrscht in der Literatur Uneinigkeit. Endothelin kann {iber
Ca-Kanale zur Vasokonstriktion fiihren (URBANIAK et al. 1997). TSAPENKO (1998) vermutet,
dass dem Verhaltnis von ET1 zu EDRF gréfRere Bedeutung zukommt, WANG et al. (1997) hat in
seiner Untersuchung keine Beteiligung beweisen kdnnen, da ein applizierter ET-Antagonist nicht
wirksam war, HVAAL et al. (1999) hatte mit dem ET A- und B- Rezeptoragonist Bosentan dagegen
Erfolg.

Uber Mediatoren der Leukozyten und Thrombozyten (PAF, Thromboxan A2; WANG et al. 2000,
siehe oben) kommt es weiterhin zur Vasokonstriktion. Deshalb kénnen Indometacin, Imidazol und
auch PAF-Rezeptor-Antagonisten den Vasospasmus abschwachen und dadurch das NoRe ein-
dammen (WANG et al. 2000).
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Unter den vasoaktiven Substanzen herrscht eine ungeordnete Balance-Stérung
(URBANIAK et al. 1997), insgesamt fuhrt dies zu einer Gefallverengung im
post-ischamischen Stromgebiet.

Auch nervale Reize tragen dazu bei, die post-ischamische Gefal3tonusregulati-
on zu steuern. Man beobachtet, dass an denervierten Muskeln der Reperfusi-
onsschaden, in Bezug auf NoRe- Lange, Odem, Blutungen, GefaRgroRe/
-spasmen und verminderter reaktiver Hyperamie starker ausfallt (CHEN LE et
al. 1992).

Eine mit Beginn der Reperfusion auftretende Hypertonie kann als systemischer
Faktor oftmals druckpassiv gegen den erhéhten hydraulischen Widerstand den
Blutfluss steigern (MENGER/ MESSMER 1993, TSAPENKO 1998). In diesem
Falle wirkt das Endothel eher flach und ausgewalzt (HAMMERSEN/ MESSMER
1989).

1.2.4 Kapillare Mikrozirkulation

Weitere Funktionsstorungen im Bereich der Mikrozirkulation zeigen sich im Ver-
lust von physiologischen Flussfluktuationen im Kapillarbereich (CAMILLERI et
al. 1983, BOHME 1984, SLAAF et al. 1995). Es werden im normalen GefaRbett
niemals alle Kapillaren gleichféormig durchstromt, vielmehr wechselt bedarfs-
adaptiert die Durchstromung mit sauerstofftransportiertenden Erythrozyten. Der
Fluss bleibt bedarfsgerecht. Die arteriolare Autoregulation der Kapillardurchblu-
tung hilft bei gleicher anatomischer Gefaldichte, die zur vollstangigen Perfusi-
on notige Blutmenge, und damit den Gesamtfluss, zu verringern.

Bei Reperfusionsexperimenten kommt es zu einer kontinuierlicheren Durchblu-
tung des gesamten Kapillarbetts mit erstarrter Dynamik, es entwickelt sich eine
inhomogene, intermittierende und insgesamt reduzierte kapillare Fliel3ge-
schwindigkeit (MCDONAGH et al. 1985, YOKOTA et al. 1989, MENGER et al.
1992). AulRerdem bevorzugt ein groRerer Anteil des Blutes den Weg des gerin-
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geren FlieRwiderstandes Uber Shuntgefale (BOHME 1984, MENGER/
MESSMER 1993).

Die typische GefalRerweiterung bei Muskelkontraktion (aktive Hyperamie) ist
aufgehoben (DAWSON et al. 1990) durch Torbaphyllin- (DAWSON et al. 1990),
Superoxiddismutase- oder Allopurinolgabe (MENGER et al. 1992) kdonnen die-

se Storungen klinisch oft wieder beseitigt werden.

Die funktionellen Kapillarveranderungen zeigen im Rahmen von Ischamie und
Reperfusion einen typischen Ablauf. Wahrend der Ischamie soll eine Verkleine-
rung der Kapillardurchmesser um 8%, in der Phase der Hyperamie (wahrend
der fruhen Reperfusion) eine VergroRerung um 12% eintreten, im Verlauf nor-
malisiert sich die Kapillarweite angeblich wieder (SLAAF et al. 1995).

Die funktionelle Kapillarzahl (-dichte, =FCD) wird Uber die Anzahl perfundierter
Kapillaren pro Gesichtsfeld (HEIMGARTNER 1986, HARTUNG 1986, NOLTE
et al. 1995) bzw. pro Muskelfaser (MCDONAGH et al. 1985, eigene Arbeit) be-
stimmt. Sie ist nach NOLTE et al. (1995) ein guter Parameter flr die Qualitat
der Gewebeperfusion. HARRIS et al. (1996) zeigte nach 5-stindiger Ischamie
eine Reduktion der FCD auf ein Drittel (MENGER et al. 1992: 35%). Bei Versu-
chen von IKEDA (1990) blieb diese Dichteminderung von reperfundierten Kapil-
laren schon nach kurzer Ischamie fur mehr als 24 Stunden bestehen. Dies
kann mit einem irreversiblen NoRe gleichgesetzt werden, was natirlich eine
massive Gewebeschadigung nach sich zieht. Teilweise resultiert die Verminde-

rung der FCD auch durch die verstarkte kapillare Shuntperfusion (s.o.).

Diese qualitativen und quantitativen Kapillarfunktionsstérungen resultieren in
einer volligen Desorganisation der mikrozirkulatorischen Fliel3eigenschaften mit
Wirbelbildung, regionaler Stase und einem konsekutiv entstehenden vendsen
Stau (URBANIAK et al. 1997). Zusatzlich kommt es im Laufe der Ischamie/ Re-
perfusion zu pathologischen Veranderungen der Erythrozyten mit starker Ver-
formung und dem sog. Geldrollenphanomen (HAMMERSEN/ MESSMER 1989,
URBANIAK et al. 1997).
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Die relative Anzahl an perfundierten Kapillaren vermindert sich bei erhohtem
lokalen pO, und kommt bei einem Gewebe- pO, von > 70 mmHg vollig zum
Erliegen (SLAAF et al. 1995). Die Verringerung der freien Radikale uber Supe-
roxiddismutase oder Allopurinol hebt die FCD an (MENGER et al. 1992). Das
uber die Leukozyten- Endothel- Interaktion eingreifende Dextran kann in der
Reperfusion einen Anstieg der FCD bewirken (PICKELMANN et al. 1997). Die
NO-Synthetase- Hemmung mit entsprechend erniedrigtem NO-Spiegel kann
eine verstarkte Abnahme der funktionellen Kapillarzahl und eine Ausweitung
der minderperfundierten Gewebsareale mit resultierender Nekrose herbeiflhren
(PANNEN et al. 1998). Die Endothelin-A und -B- Hemmung durch Bosentan
belegt eine Mitschuld des Endothelin an der Kapillardichteminderung im Rah-
men von Ischamie und Reperfusion (PANNEN et al. 1998).

1.2.5 Mikrothromben und intravasale Gerinnung

Von REYNOLDS/ MCDONAGH (1989) wird die Rolle der Thrombozyten zwar
als eher gering eingestuft, YOKOYAMA et al. (1996) schreibt ihnen aber einen
grolRen Anteil an der Reperfusionsstérung zu. Thrombozyten bilden Aggregate
wahrend der Ischamie, die als Mikrothromben die Reperfusion behindern kon-
nen (MCDONAGH et al. 1985, HAMMERSEN/ MESSMER 1989, QUINONES-
BALDRICH et al. 1991, MENGER/ MESSMER 1993, PAMPERTON et al. 1994,
URBANIAK et al. 1997). Besonders bei kurzen Ischamiezeiten soll dieser Fak-
tor sehr wichtig sein (MCDONAGH et al. 1985). Nach LEWIS (1984) kommt es
dabei zur lokalen intravasalen Aktivierung der Gerinnungskaskade.
Endothelverletzungen kdnnen der Ausgangspunkt fur Fibrinablagerungen sein,
die kleine Gefalte verschlieRen (HAMMERSEN/ MESSMER 1989). Blut-
bestandteile, Leukozyten und Thrombozyten werden darin — im Sinne von
Sludging — eingeschlossen und es folgt die gesamte Kaskade des Reperfusi-
onsversagens.

Allerdings werden Thrombozyten- bzw. Leukozytenaggregate in den postkapil-
laren Venulen auch Uber das thrombozytare P-Selectin (KUROSE et al. 1994)
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oder durch PAF- Ausschuttung (TSAPENKO 1998) gebildet. Nach Aktivierung
konnen Thrombozyten, ahnlich den Leukozyten, Mediatoren (Serotonin,
Thromboxan A2) ausschutten, die zu Permeabilitatssteigerung (LABRID 1994),
Vasokonstriktion (HUK et al. 1995) und zum Verlust der prakapillaren Autoregu-
lation (RAWITSCHER et al. 1997) fuhren. Aul3erdem provozieren diese Stoffe

wiederum eine Leukozytenakkumulation.

Die Vorbehandlung des reperfundierten Gewebes mit Thromboxan-Synthetase-
hemmern vermindert die Leukozyteninfiltration und damit die Rate der primaren
Dysfunktion (YOKOYAMA et al. 1996). Abeiximab, ein Thrombozytenad-
hasionshemmer, kann den vendsen Abfluss wiederherstellen (RAWITSCHER
et al. 1997). QUINONES-BALDRICH et al. (1991) vermochte das NoRe durch
Verabreichung von Urokinase einzudammen, MENGER/ MESSMER 1993 hat-
ten aber mit Heparinisierung Uberraschenderweise keinen Erfolg (Heparin-

wirkung auf Radikale s. Kap. 1.2.2).

Die Thrombenbildung soll geringer sein, wenn eine gute Kollateralisierung vor-
liegt (QUINONES-BALDRICH et al. 1991). Dies wirde dem chronisch ischami-
schem Muskel in dieser Situtation einen gewissen Vorteil bringen. Die vermin-
derte Ausschuttung von EDRF, das die Plattchenhaftung herabsetzt, im Rah-
men des NoRe steuert hier positive Effeke bei (HASHIMOTO et al. 1991), was
als weiterer Hinweis auf den pathophysiologischen Sinn des NoRe angesehen

werden kann.

1.2.6 Muskelfunktion und -pathologie

Zerstorungen des Skelettmuskel selbst folgen in der Regel denen im Bereich
der Mikrogefalle (MENGER/ MESSMER 1993). Folglich muss das Muskelge-
webe in der Umgebung von pathologisch veranderten Kapillaren oder 6dema-
tésem Gewebe nicht zwangsweise pathologisch verandert sein. Es kann aber in

Abhangigkeit von der Ischamiedauer fokale diskoide Nekrosen, Myozytolysen
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und Sequestration von autolytischen Muskelfaserbindeln zeigen (GONCHAR/
MELMAN 1990). Dies unterscheidet den Skelettmuskel vom Herzmuskel, in
dem bei aufgetretenen vaskularen Veranderungen jedenfalls die Myozyten in
Mitleidenschaft gezogen werden (CAMILLERI et al. 1983). Elektronenmikroso-
kopisch sieht man bei eingetretener Schadigung zerstorte Organellen, v. a. das
sarkoplasmatische Retikulum (GONCHAR/ MELMAN 1990), Mitochondrien-
schwellung und schlieBlich Zerreillen der Sarkomerorganisation (JEROME et
al. 1994). Nach etwa einer bis zwei Wochen schon beginnen die Regenerati-
onsvorgange (RACZ et al. 1997).

Die Funktionseinschrankung des post-ischamischen Muskels ist in groRem Ma-
Re von der Ischamiedauer und vom Fasertyp abhangig (JEROME et al. 1994,
RACZ et al. 1997). Ab 3 Stunden Ischamiedauer sinkt der intramuskulare ATP-
Gehalt stark ab (HARRIS et al. 1996). Muskelkraft und ATP- Gehalt des schnel-
len Fasertyps normalisieren sich fruher als die des langsamen (CARVALHO
1997), aufgrund der physiologischen Unterschiede in Bezug auf die Nahrstoff-
anforderungen der einzelnen Muskelfasertypen (RACZ et al. 1997).

Die Muskelkontraktilitat erholt sich ebenfalls in Korrelation zur Ischamiedauer
unterschiedlich schnell (CARVALHO 1997, RACZ et al. 1997), ein bleibender
Funktionsverlust ist meist nicht zu verzeichnen. Allerdings kann nach langerer
Ischamie die vollstandige Regeneration unterbleiben (RACZ et al. 1997) aulder-
dem ist die Uberlebenschance einer Extremitat im irreversiblen NoRe keines-
wegs gut (PAMPERTON et al. 1994).

Die metabolische und reaktive Kontraktur der ischamischen Muskulatur bewirkt
eine Kompression des Gewebes (MCDONAGH et al. 1985), die nur langsam
wiederhergestellte Bewegungsfahigkeit fihrt zu einer vendsen Abflussstorung
mit einer Druckerh6hung im Kompartiment, die die Durchblutung weiter beein-

trachtigt.
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Man fand hier die Moglichkeit, durch energiesparende MalRnahmen, z. B. mit
Trimetazidin eine Reduktion des NoRe zu erreichen (ALLIBARDI et al. 1998).

1.2.7 Systemische Ursachen und Folgen

Die Auswirkungen der Ischamie auf den Gesamtorganismus entstehen durch
Einschwemmung von Toxinen aus dem vorher isolierten Gefaligebiet und sind,
wie alle post-ischamischen Vorgange, sowohl abhangig von der Dauer der |-
schamie wie auch von der Grolde des betroffenen Bezirks. Das Zusammenspiel
von Ischamie, der endothelialen Schadigung sowie den systemischen und loka-
len Antworten nennen URBANIAK et al. (1997) die NoRe- Triade, sie sehen

diese Kombination als Ausloser des NoRe.

Metaboliten aus dem anaeroben Stoffwechsel gelangen in den Kreislauf und
aktivieren vegetative Mechanismen. Diese fuhren einmal durch Vasodilatation
zu einem verbesserten Flow in der Makrozirkulation (reaktive Hyperamie), mit
dem Sinn, die angesammelten Abfallprodukte zu entfernen (URBANIAK et al.

1997), haben aber auch erhebliche Nebenwirkungen auf den Korper.

Als Folge der eingeschwemmten Entzindungsmediatoren werden Herz- und
Leberversagen, Lungenddem und -blutungen beobachtet (PAMPERTON et al.
1994).

TNFa soll eine grol3e Rolle bei den systemischen Reaktionen auf die Reperfu-
sion spielen. Wahrscheinlich fuhrt TNFa zur Endothelin 1- Ausschuttung
(STERNBERGH et al. 1994). TNFa ist beteiligt an Lungenédem und -ent-
zundungsreaktionen, Azidose und Hypotension, was letztlich im Tod durch
Kreislaufversagen endet (STERNBERGH et al. 1994).

Thromboxan B2 flhrt zu Permeabilitatssteigerung in der Lunge mit Proteinver-

lust in die Alveolen und Leukozytenaktivierung.
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Diese Veranderungen werden durch die Hemmung der Thromboxansynthetase
gestoppt (KLAUSNER et al. 1989). ENGLES (1997) konnte durch Applikation
von IL10 Uber die Hemmung von TNFa und IL1 die lokalen wie systemischen
Schaden einschranken. Er zeigte hierbei verringerte TNFa- Konzentrationen bei
zunehmender Neutrophileninfiltration der betroffenen Organe und vermutet

deshalb, dass die Leukozyten nur bedingt am Fernschaden schuldig sind.

Bei Ischamiezeiten von einer Stunde kann sich der Blutdruck auf niederem Ni-
veau stabilisieren, zwei Stunden Ischamie fuhren zu einem ausgepragten Blut-
druckabfall (bei relativer Hypovolamie) mit dauerhaft auch wahrend der Re-
perfusion erhéhtem Laktat, Ubersduerung (URBANIAK et al. 1997) und verzo-
gertem pH- Wiederanstieg (JONAS et al. 1996, KEUPP in Vorbereitung).
Weiterhin ist eine Hypothermie zu beobachten. Nach dreistindiger Ischamie
des Arteria mesenterica superior- Gebietes beim Schwein tritt bei Reperfusion
ein irreversibler Schock auf (JONAS et al. 1996).

Wie man weil3, verandert diese Azidose die Flieleigenschaften des Blutes ne-
gativ, indem sie die Verformbarkeit der Blutzellen im Allgemeinen vermindert
und die viskoelastischen Eigenschaften der Erythrozyten im Speziellen nach-
haltig beeinflusst (MENGER/ MESSMER 1993). Diese Blutzellveranderungen
sind in der Arbeit von MOSER (2000) genauer untersucht.

Interessant ist, dass die Leukozytenansammlung in der Muscularis der ischa-
misierten Darmwand nach einer Stunde Ischamie am grof3ten und bei langerer
Ischamie geringer ausgepragt ist. Jonas vermutet, die Perfusionsstérung wurde
die Akkumulation verhindern (JONAS et al. 1996). Vielleicht ist hier ein Sinn

des NoRe fur den Organismus zu suchen.
Wegen des Umfangs der im Rahmen dieser Dissertation untersuchten relevan-

ten biochemischen, immunologischen und rheologischen Parameter muss an
dieser Stelle fur weitere Einzelheiten auf die Arbeiten von MOSER (2000) und
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KEUPP (in Vorbereitung), in Bezug auf lokale und sytemische Hamodynamik
auf die Arbeit von TSAPENKO (1998) verwiesen werden.

1.2.8 Zusammenfassung der Pathophysiologie des NoRe

Pathomechanismus

Autoren

Erklarungen

Leukozyten

Radikale

Endothel und Vaso-
regulation

Kapillarfunktion

Thrombozyten und
Gerinnung

GO et al. 1988, REYNOLDS/
MCDONAGH 1989, MENGER et al.
1992, HARRIS et al. 1996, JEROME et
al. 1994, KUROSE et al. 1994,
MAZZONI et al. 1995, PICKELMANN
et al. 1997

PERLER et al. 1990, MENGER et al.
1992, BECKER et al. 1993, KUROSE
et al. 1994, URBANIAK et al. 1997,
AMBROSIO/ TRITTO 1999

SUVAL et al. 1987, MARSHALL/
KONTOS 1990, HASHIMOTO et al.
1991, KELLER 1997, URBANIAK et al.
1997, WANG et al. 2000

MC-DONAGH et al. 1985, YOKOTA et
al. 1989, MENGER et al. 1992,
MENGER/ MESSMER 1993, SLAAF et
al. 1995

MCDONAGH et al. 1985,
HAMMERSEN/ MESSMER 1989,
PAMPERTON et al. 1994,
YOKOYAMA et al. 1996

Adhasion, "Plugging’,
Gewebsschadigende
Enzyme, Radikalen-
produktion, gefalwirk-
same Substanzen

Gewebszerstorung,
Odembildung,
Endothelzerstorung

ischamische Endothel-
schaden, Schwellung,
Permeabilitats-
steigerung mit mikro-
vascullarer Kompres-
sion, Gefalltonusregu-
lationsstorung
Verminderung der
FCD, Kapillarver-
engung, Stérung der
Dynamik

nach Endothelschaden
oder durch Mediatoren
vermittelt

Tabelle 1-4 Favorisierte Pathomechanismen des NoRe

1.3 Einflussfaktoren auf das Kapillarsystem

Viele Studien haben bereits Zusammenhange zwischen bestimmten Vorer-

krankungen und der Kapillarfunktion- bzw. -morphologie erkannt. Es wurde Klar,
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dass der Zustand des Gefalisystems wesentlich den Verlauf einer Reperfusion

nach Ischamie bestimmt.

1.3.1 Hypertonie als Modell der Kapillarbettrarefikation

Die Tatsache, dass die Hypertonie das Gefal3system verandert, haben viele
Autoren gezeigt (HENRICH et al. 1978, HENRICH/ HERTEL 1979a, HENRICH/
HERTEL 1979b, HENRICH et al. 1983 GRAY 1984, HARTUNG 1986,
HENRICH 1988). Man kann jedoch das Ausmal} des Blutdrucks nicht in eine
enge Korrelation mit dem Grad der Gefalalteration setzen (HENRICH et al.
1978).

Da sich ein grolRer Teil des Druckgradienten in der Hdmodynamik Uber das
mikrovaskulare Netzwerk erstreckt (HENRICH et al. 1985, VICAUT 1999), ver-
wundert es nicht, dass die Hypertonie vorwiegend Veranderungen in der Mikro-

zirkulation bewirkt.

Die Regulation des Blutflusses findet im hypertensiven Gefalbett auf erhéhtem
Niveau statt, zum einen durch eine zentrale sympathische Regulations-
dysfunktion, weiterhin durch endotheliale Faktoren und schliellich durch eine
gesteigerte Sensibilitat auf Vasokonstriktoren (HENRICH et al. 1978, VICAUT
1999). Die lokale Aktivitat des Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE) ist erhdht
und das endothelabhangige Dilatationsvermdgen eingeschrankt. Daruber-
hinaus ist die reaktive Vasokonstriktion als myogene Anpassung an einen
Druckanstieg — Uber Prostanoide und Endothelin — verstarkt (VICAUT 1999).

Es existieren weiterhin auch morphologische Besonderheiten des hypertonen
Gefallbetts (HENRICH/ HERTEL 1979b), die mit hamodynamischen Ver-
anderungen einhergehen.

Charakterisisch sind sowohl eine quantitative als auch eine qualitative Anpas-

sung der Gefalle. Am bemerkenswertesten ist wohl die Verminderung der Ka-
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pillarzahl und der Anzahl an prakapillaren Arteriolen (um ca. 50%: HENRICH et
al. 1978, HERTEL et al. 1978, HARTUNG 1986), Rarefikation genannt, und
eine verminderte Verzweigung der Endstreckengefalle (Ramifikation)
(HENRICH/ HERTEL 1979a, HENRICH/ HERTEL 1979b, GRAY 1984, VICAUT
1999). Zusatzlich zeigt sich eine markante Verkurzung von pra- und postkapilla-
ren GefalRen und Kapillaren (um ca. 35%, HENRICH et al. 1978). Die im Alter
physiologische Abnahme der Kapillarzahl ist durch die Hypertonie beschleunigt
und intensiviert (HENRICH/ HERTEL 1979b, HENRICH et al. 1990 VICAUT
1999). Erster Schritt zur Rarefikation ist die Verminderung der Anzahl perfun-
dierter Gefalde. In diesem Stadium kdnnen potente Dilatatoren noch ein Mikro-
gefalirekruitment induzieren (VICAUT 1999).

Die Rarefikation bedeutet aber auch eine Schrumpfung der Diffusionsflache (GRAY 1984). Damit
geht eine Erhéhung des parallelen Widerstands der Perfusionsstrecke einher (nach HERTEL et al.
1978) vorwiegend in gréBeren prakapillaren Arteriolen). Die arteriovendsen Shuntgefalie sind se-
kundéar vermehrt (HENRICH et al. 1978).

Durch den erhdhten Sympathikotonus (MOHNIKE et al. 1983) mit hypertrophierter glatter GefaR-
muskulatur — vorwiegend im Bereich der kleinen Widerstandsgefaf3e (HENRICH et al. 1978) —
weist der serielle Widerstand ebenfalls eine Erhéhung auf. Zusammen mit der ebenfalls nachge-
wiesenen Proliferation nicht kontraktiler GefaRwandbestandteile (HEIMGARTNER 1986) imponiert
das hypertone Gefall durch eine mehr oder weniger deutliche Mediahypertrophie (FOLKOW
1982).

Die gleichzeitige Erhéhung des parallelen und seriellen Widerstands drosselt konsekutiv den Per-
fusionsdruck. Vermutlich stellt dies einen Ausgleichsmechanismus dar, der bei hohem Druck im
Gefallbett (HERTEL et al. 1978: Verdoppelung im Vergleich zu Kontrollen, HENRICH/ HERTEL
1979a, HENRICH/ HERTEL 1979b, GRAY 1984, HARTUNG 1986) die Hyperperfusion des Kapil-
larbetts durch einen erhdhten Widerstand herunterregulieren soll. Die Widerstandserhéhung allei-
ne ist jedoch meist nicht ausreichend, um die kapillare Gefalistrecke ganzlich zu schiitzen
(HERTEL et al. 1978). Die Wandspannung in diesem Gefalbereich findet sich meist erhéht.
Wahrscheinlich kann diese lokale Autoregulation nur voriibergehend das Gewebe vor Hyperperfu-
sion schiitzen. Es findet sich schlief3lich doch eine Stérung der Endothelbarriere mit gesteigerter
Permeabilitat und Leakage (HENRICH/ HERTEL 1979a) bzw. eine gesteigerte Abpressung von
Mikrofiltrat (HERTEL et al. 1978). ACE-Hemmer sollen diese hypertoniebedingten morphologi-
schen Veranderungen der Mikrozirkulation riickgangig machen kénnen (STRAUER et al. 1993).
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Ob nun die Erhéhung des Perfusionsdruckes am Anfang der Fehlregulation steht oder ob die
Druckerhéhung eine Anpassung auf eine ursachliche Rarefikation darstellt, wird diskutiert (GEYER
1986, HARTUNG 1986).

HENRICH et al. (1978) stellten fest, dass die Druckregulation hier zu ungunsten einer suffizienten
Blutversorgung vorrangig gesteuert wird. Die durch die Rarefikation bedingte erhdhte Durchfluss-
geschwindigkeit und verringerte Austauschflache kdnnte eine unzureichende Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung zur Folge haben. Zwar finden HENRICH/ HERTEL (1979b) eine unbeeinfluss-
te Sauerstoffbilanz, jedoch verzeichnen andere Studien einen vermehrten Lymphfluss mit erhdhter
Sauerstoffsattigung (HERTEL et al. 1978, HENRICH/ HERTEL 1979a).

Bei einem Rickgang des Blutflusses in dieser Situation kdnnte sich schnell eine manifeste Min-
derperfusion mit einer drohenden Untererndhrung des hypertonen Gewebes entwickeln
(HENRICH/ HERTEL 1979a).

Solch ein Abfall kann wahrend eines NoRe auf der Basis einer sekundaren Hypertonie stattfinden.

Durch die Nichtperfusion von weiteren Kapillaren reduziert sich die Austauschflache nochmals.

Sehr viele der typischen Veranderungen der kapillaren Endstrecke des hyper-
tonen GefaRsystems lassen auferdem Ahnlichkeiten zur post-ischdmischen
Situation in der Mikrozirkulation erkennen. Es wirde also nicht wundern, wenn
sich die pathologischen Veranderungen von Hypertonie und NoRe gegenseitig

steigernd beeinflussen wurden.

Somit ware das hypertone Gefaldsystem besonders durch ein NoRe gefahrdet

und soll deshalb als Modell dienen.

1.3.2 Chronische Ischamie als Modell einer Hyperkapillarisierung

Uber die Veranderungen im chronisch ischamischen Muskel existiert noch kei-
ne einheitliche Meinung. Sicher besteht eine metabolische und strukturelle An-
passung an eine eingeschrankte Blutzufuhr (NELISSEN-VRANCKEN et al.
1993). Die Veranderung der Muskelfaserzusammensetzung ist nach Verande-
rungen der Kapillarzahl die am haufigsten in der Literatur erwahnte Anpas-

sungsreaktion.
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In Bezug auf den Faserwandel ist man sich einig, dass unter Einfluss der chronischen Minderver-
sorgung sich das Verhaltnis der Fasertypen zugunsten von oxidativen Typ 1- Fasern verschiebt
(HAMMARSTEN et al. 1980).

Viele Alterationen sind mit denen bei Trainingseffekten zu vergleichen. Muskeln (ausdauer-) trai-
nierter Personen zeigen ahnliche morphohistologische Adaptationsprozesse wie chronisch ischa-
mische Muskeln (HAMMARSTEN et al. 1980). Auch bei Muskelstimulierung folgt in berwiegend
glycolytischen Muskeln (Typ 2) eine Veranderung der Faserzusammensetzung zugunsten der oxi-
dativen Fasern (Typ 1) (ROUANET/ BACOU 1993). Oxidative Enzyme sind vermehrt aktiv und die
Mitochondrien vergroRert (HAMMARSTEN et al. 1980). CORSI et al. (1990) vermuten, dass der
stimulierte Muskel eine bessere Mikrozirkulation aufweist und damit eine Anhaufung von Laktat
verhindern kann. Méglicherweise trifft dieser Mechanismus auch fir den chronisch ischamischen

Muskel zu.

Der trainierte Muskel weist zudem eine hohe Kapillarzahl auf (NELISSEN-VRANCKEN et al. 1993).
Mehrere Autoren bestatigen eine Erhdhung der Kapillarzahl auch bei chronischer Ischamie.
CORSI et al. (1990) kann dies jedoch nicht finden.

Andere Autoren beobachten eine Veranderung der Kapillardichte erst bei Kombination der chroni-
schen Ischamie mit regelmaRigem Training (DAWSON/ HUDLICKA 1990, HUDLICKA et al. 1994,
DESCHENES/ OGILVIE 1999). In dieser Situation sahen DESCHENES und OGILVIE (1999) ein-
deutig Endothelzellproliferationen.

Am Herzen kann man bereits nach 3 Wochen chronischer Ischdmie eine zunehmende Erhéhung
von Arteriolenzahl und Kapillardichte beobachten, die auch hdmodynamisch relevant ist (WHITE/
BLOOR 1992). Neben neu sprossenden GefaRen sind aber sehr wohl Endothelzelldefekte und
Mediasch&den vorhanden (WHITE/ BLOOR 1992).

Untersuchungen zeigten, das sich die Kapillarzahlen in Abhangigkeit vom Fa-
sertyp unterschiedlich verandern konnen (HAMMARSTEN et al. 1980,
NELISSEN-VRANCKEN et al. 1993). NELISSEN-VRANCKEN et al. (1993)
fanden bei peripherer Ischamie bei Typ 1- Fasern einen hoheren, bei Typ 2-
Fasern einen etwas geringeren Anstieg der Kapillarzahlen. HAMMARSTEN et
al. (1980) betonten eine wesentlich erhohte Kapillarversorgung der Typ 2- Fa-

sern und eine in Korrelation dazu erhdhte Glucoseaufnahmekapazitat.

Erganzend sollte bemerkt werden, dass die C/F- Ratio in Typ 1- Muskeln
grundsatzlich hoher ist als in Typ 2- Muskeln, d. h. pro Muskelfaser versorgen
den oxidativen Muskel im Schnitt mehr Kapillaren als den glykolytischen
(NELISSEN-VRANCKEN et al. 1993).
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Der Gracilis beim Hausschwein (WEILER et al. 1995), beim Hasen (ROUANET/
BACOU 1993) und beim Meerschweinchen (GRASBY et al. 1997) besteht aus
relativ mehr Typ 2- Fasern. Deshalb kann man davon ausgehen, dass der in
dieser Arbeit untersuchte M. gracilis der Goéttinger Miniaturschweine ebenfalls

vorwiegend glykolytische Fasern besitzt.

Man beobachtet bei Ischamien und Reperfusionssequenzen an chronisch min-
derversorgten Extremitaten eine verstarkte hyperamische Reaktion (NICHOL-
SON et al. 1985). Eine typische funktionelle Stérung bei Aufhebung der chroni-
schen Ischamie ist, v. a. in den ersten Tagen nach Reperfusion, die mangelnde
Vasokonstriktion bei Lageanderung (UBBINK et al. 1992). Beides deutet auf ein
erhdhtes dilatatives Bezugsniveau des vormals chronisch ischamischen Ge-
falbetts hin. Bei Reperfusion fuhrt diese Stérung zu vermehrter Dilatation, was

einem NoRe entgegenwirken wirde.

Wochen bis Monate nach einem Gefalverschluss kommt es zu Kollateralenwachstum (bis 11 Wo-
chen ist noch Proliferation nachweisbar). Diese entstehen teils aus dilatierten, bereits vorliegenden
Asten, teils de novo. Das Kollateralwachstum filhrt zu einem abnehmenden Widerstand in den Kol-
lateralgefalBen. Der Fluss ist dann bei annahernd gleichem Tonus innerhalb von 3- 9 Tagen wieder
normal. Ein VEGF (Vascular Endothel Growth Faktor) wurde dafiir verantwortlich gemacht
(TAKESCHITA et al. 1994). Die Geschwindigkeit des Kollateralenwachstums korreliert nach
CONRAD et al. (1971) nicht mit dem Druckgradienten oder den FlieRgeschwindigkeiten im Gefal3-
gebiet. Reize dafiir sollen die Konzentrationserhhung von Metaboliten und der Abfall der Sauer-
stoffsattigung darstellen. Die rein mechanischen Faktoren wie Druckgefalle und Flie3igeschwindig-
keiten im Kollateralbett sind wohl eher fiir die akute Dilatation bestimmend (TAKESCHITA et al.
1994).

Typische pathologische Veranderungen des chronisch ischamischen Muskels sind elektronenmik-
roskopisch desorganisierte Myofibrillen mit Zerflieien der Z-linien, geschwollene und degenerierte
Mitochondrien, ein dilatiertes sarkoplasmatisches Retikulum und Muskelareale mit zerrissenem
Sarkolemm.

Die Funktionsstérungen des Muskels betreffen in ausgepragterem Malle den oxidativen Typ, weil
der glykolytische seine Energie anaerob unter Laktatproduktion gewinnen kann (DAWSON/
HUDLICKA 1990).

Interessant ist die Studie von BIRNBAUM et al. (1997), in der mittels partieller Femoralarterien-

Stenose und elektrischer Skelettmuskelstimulation die Ausdehnung eines anschlieftend provozier-
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ten Herzinfarktes reduziert werden konnte. Es existieren also humorale systemische Mechanis-
men, die in Herz- und Skelettmuskel gleichermalien wirken.
Weiterhin weisen Untersuchungen z. B. von NELISSEN-VRANCKEN et al. (1993) darauf hin, dass

Langzeitgabe von Vasodilatoren zu Kapillarwachstum fiihrt.

Wenn die These der Hyperkapillarisierung im chronisch ischamischen Kapillar-
system zutrafe, ware — analog zur Situation bei Hypertonie — ein selteneres und
schwacher ausfallendes NoRe in derartig angepassten GefalRgebieten zu er-

warten.

In der vorliegenden Arbeit sollen die Einflussfaktoren auf das NoRe untersucht
und das kapillare Proliferationsverhalten auf die verschiedenen Vorbedingun-
gen uberpruft werden. Gegebenenfalls soll ein Zusammenhang zwischen der
Kapillarisierung und der Intensitat des NoRe bzw. der Resistenz gegenlber den
ischamie- und reperfusionsbedingten Schaden gepruft werden. Im Um-
kehschluss soll ein positiver Effekt von Calciumkanalblockern auf diese Reakti-
onskette zu erkennen geben, ob dieser Effekt Uber eine Kapillarvermehrung
lauft oder Uber andere Veranderungen im biochemischen, rheologischen oder
immunologischen Bereich (TSAPENKO 1998, MOSER 2000, KEUPP in Vorbe-

reitung).
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2 MATERIAL UND METHODIK

2.1 Versuchsreihen

Die Untersuchungen sollten am Tiermodell durchgefiihrt werden, dazu wurde
das Goéttinger Miniaturschwein als Versuchsobjekt gewahlt (Abbildung 2-1). Die
Tiere erwiesen sich als kooperativ, und ihre GroRe (46,05 £ 7,7 kg, Tabelle 2-1)
praktikabel. Wichtig war, dass die Gefal3kaliber der Miniaturschweine noch in
einem Bereich lagen, der keine Mikrochirurgie erforderlich machte, bzw. fur ge-

falkchirurgische Manipulationen keine groReren Schwierigkeiten bereitete.

Abbildung 2-1 Das Géttinger Miniaturschwein

Das Alter der Tiere schwankte zwischen 11 und 54 Monaten, der Durchschnitt
lag bei 19 Monaten (Tabelle 2-1). Dabei waren unter den Versuchstieren 12

Mannchen und 17 Weibchen, wobei 2 der Mannchen kastriert waren.
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Gruppe
A B C D Gesamt
Gewicht (kg) [Mw 49 41 47 46 46
Min - Max 40-57 | 32-56 | 36-65 | 40-60 | 32 -65
Alter Mw 21 29 13 13 19
(Monate) Min - Max 11-36|18-54 | 12-13 | 11-21 | 11-54
Geschlecht |M:W:M-kastr. 1:6 5:2 3:3:2 1:6 10:17:2

Tabelle 2-1 Gewicht, Alter und Geschlecht der Versuchstiere nach Gruppen

Um die Abhangigkeit der Reperfusionsparameter von der Kapillarzahl Gberpru-
fen zu konnen, musste zuvor das Kapillarbett bestimmter Tiere gezielt veran-
dert werden. Es wurden vier verschiedene Gruppen gebildet (Tabelle 2-2).

Die Tiere wurden den Versuchsgruppen zufallig zugeteilt.

Gruppe Eingriff Ziel Kapillarbett

Gruppe A (] gesundes Gefallbett | normal

Gruppe B |Nierenarterienstenose Hypertonie rarefiziert

Gruppe C |Femoralarterienstenose |chronische Ischamie |hyperkapillarisiert

Gruppe D |Nierenarterienstenose Hypertonie rarefiziert +
Ca-Kanalblocker
=Re-kapillarisiert

Tabelle 2-2 Gruppenkennzeichen

Eine erste Gruppe (Gruppe A) wurde nur dem Akute-lschamie/ Reperfusions-
Experiment (= al/R) unterzogen. Man ging davon aus, dass diese Tiere eine
durchschnittliche, physiologische Kapillarzahl aufwiesen.

Uber den Goldblattmechanismus durch eine einseitige subtotale Nieren-
arterienstenose wurde bei einer zweiten Gruppe (B) ein Bluthochdruck erzeugt.
Nach einer Hypertoniezeit von 41 + 7 Tagen folgte dann das al/R. Zu dieser
Zeit sollte sich eine Kapillarbettrarefizierung manifestiert haben.

Die Tiere der dritten Gruppe (C) durchliefen das al/R 63 + 6 Tage nach einer
partiellen Femoralarterienstenose. Eine Hyperkapillarisierung sollte in diesem
Zeitraum induziert werden.

Aulerdem wurde einer vierten Gruppe (D), die zuvor ebenfalls einen Bluthoch-
druck bzw. eine Rarefizierung des Kapillarbetts nach der Nierenarterien-

stenose entwickeln sollte, 51 £ 3 Tage vor dem abschlieRenden Experiment der
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Calcium-Kanalblocker Nifedipin (Nifehexal®) als Kapsel in einer Dosierung von
1 mal 5 mg taglich verabreicht. Eine Kontrollbiopsie wurde den Tieren 88 + 8
Tage nach der Nierenarterienstenosierung entnommen. Die Gesamtdauer von
der Voroperation bis zum abschlieRenden al/R betrug bei diesen Schweinen
363 + 6 Tage, also ca. ein Jahr. Mit diesen Experimenten sollte die Reversibili-
tat der Kapillarbettrarefikation und evtl. eine reduzierte Neigung zur Entwicklung

eines NoRe gezeigt werden.

2.1.1 Anasthesie, Versuchsvorbereitung und Nachbehandlung

Nach Sedierung der Miniaturschweine mit Azaperon (Stressnil® 15mg/kg i. m.)
wurde ein Venenkatheter in eine Ohrvene gelegt und die Narkose mittels Thio-
pental-Natrium (Trapanal® 5-7 mg/kg) i. v. eingeleitet. Die Tiere wurden an-
schlieRend endotracheal intubiert und eine Inhalationsnarkose mit Lachgas
(N2O; 2,4:1,0/ Min) und Uberdruckbeatmung (DRAGER Pulmolog) mit einer Fre-
quenz von 12/ Min durchgefuhrt. Vor jedem Operationsbeginn und vor vermut-
lich schmerzhaften Manipulationen wurde Fentanyl® als Analgetikum (0,1-0,30
mg i. v.) appliziert. Bei der teilweise bis zu 12 Stunden dauernden Narkose im
al/R wurde Fentanyl® auch prophylaktisch in regelmafigen Abstanden bzw. zur
Narkosevertiefung verabreicht. Die Narkose wurde mit Thiopental-Natrium in
einer Dosierung von 5 mg pro Stunde aufrechterhalten.

Als Dauerinfusion liefen Natriumchloridlésung 0,9% und Glukoselésung 10%,
der Kalium und Insulin zugegeben war, im Wechsel. Das Gesamtvolumen der
Infusionen betrug etwa 2,5-3 Liter in 24 Stunden. Daruber hinaus wurden Flus-
sigkeitsverluste und evtl. Symptome eines drohenden Schocks mit 500 ml
HAES 6% oder 250 ml Albuminlésung 20% behandelt.

Bei auftretenden Komplikationen wahrend Operation oder Narkose, wie zum
Beispiel Herzrhythmusstérungen, Blutdruckanstieg oder -abfall, Zeichen von
beginnender Herzinsuffizenz oder Schock, wurde symptomorientiert therapiert.
Dabei wurde darauf geachtet, Substanzen zu verwenden, die keinen Einfluss

auf Gefalltonus oder Hamodynamik haben.
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Die Uberwachung der Versuchstiere erfolgte via EKG, Pulsoxymeter fiir Puls
und Sauerstoffsattigung, eine blutige Blutdruckmessung Uber den arteriellen
Katheter und regelmalig entnommene arterielle und venose Blutproben zu
Gasanalyse. An charakterischen Zeitpunkten des Versuchsablaufs wurden da-
neben verschiedene Laborparameter (Elektrolyte, Blutbild, rheologische Kenn-
grolRen usw.) bestimmt als Teil weiterer Dissertationen (TSAPENKO 1998,
MOSER 2000, KEUPP in Vorbereitung).

Das al/R wurde mit der Injektion von T61® bei bestehender Narkose beendet.
Die Beatmungsmaschine wurde erst bei eingetretener EKG- Nullinie, Puls-

losigkeit in der Oxymetrie und Fehlen jeglicher Lebenszeichen abgestellt.

Die Tiere der Vorversuchsgruppen (B, C, D) wurden nach Abschluss der Vor-
operationen durch Beendigung der N,O- Zufuhr ausgeleitet. Bis zum Eintreten
einer suffizienten Spontanatmung wurden die Versuchstiere mit dem Pulsoxy-
meter Uberwacht und weiterhin beatmet. Nach Extubation und Erwachen wur-
den sie noch fur einige Stunden beobachtet. Diese Miniaturschweine bekamen
postoperativ eine prophylaktische Antibiotikatherapie mit Tardomyozel® (Breit-
spektrumantibiotikum fur Tiere; Kombinationssuspension aus Penicillin und
Streptomycin mit Depotwirkung) 10ml i. m. und eine regelmafige postoperative

Schmerztherapie mit Metamizol (Novalgin®; 3 x 2 ml/ die fir 3 Tage).

2.1.2 Voroperationen

Alle Eingriffe wurden unter den allgemein Ublichen sterilen Kautelen durchge-
fuhrt. Der Inzisionsbereich wurde rasiert, gewaschen, chemisch desinfiziert und

steril abgedeckt.
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2.1.2.1 Stenosierung der linken Nierenarterien (Gruppe B und D)

In Seitenlagerung wurde ein Rippenbogenrandschnitt durchgefuhrt. Nach
Durchtrennung der Abdominalmuskulatur erfolgte stumpf das Vordringen ins
Retroperitoneum. Es wurden die linke Niere mit GefaRstil und zur Ubersicht die
A. renalis bis zu ihrem Abgang aus der Aorta freiprapariert. Durch Bestimmung
der Nierendurchblutung mit der Laserflow-Sonde vor und nach Abbinden der
Nierenarterie mit einem Nabelbandchen konnte das Ausmal} der Verengung
festgelegt werden. Die Stenose wurde im distalen Drittel der A. renalis angelegt
und die Perfusion laseroxymetrisch auf etwa 65-80% (Tabelle 2-3) reduziert.
Vor Verschluss der Bauchdecken wurden zur Infektionsprophylaxe 80 mg Gen-
tamycin lokal instilliert.

Es folgten Muskel-, Subkutan- und auch Intrakutannaht jeweils mit resorbier-
baren Faden, um die Belastung der Tiere auf ein Minimum zu beschranken.
Der Blutverlust betrug bei diesen Eingriffen insgesamt jeweils weniger als
100ml. Bei keiner Nierenarterienstenose traten Komplikationen auf.
Stichprobenartig wurde bei 2 Schweinen 4 Wochen postoperativ der Blutdruck

blutig an der A. axillaris gemessen, um die Effektivitat des Eingriffs zu bestati-

gen.
Laserflow vor nach Laserflow in Prozent
Nierenarterienstenose |bezogen auf normal
Mittelwert 33,21 6,73 21,59%
Sx 21,05 41 4.81%

Tabelle 2-3 Stenosierungsgrad der Nierenarterie gemessen mittels laseroxymetrischem Flow
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2.1.2.2 Stenosierung der A. femoralis (Gruppe C)

In Rickenlagerung wurde ein Hautschnitt etwa 2 cm kranial vom Lig. Inguinale,
zu diesem parallel, durchgefuhrt. Nach vorsichtigem Trennen von parietalem
Peritoneum und Psoasfaszie wurde am M. psoas entlang die A. femoralis auf-
gesucht. Kurz vor ihrem Eintritt in den Muskel wurde ein Nabelbandchen so um
das Gefal® gelegt und mit Naht so fixiert, dass eine Stenose von etwa 50 %
(Tabelle 2-4) erreicht wurde. Der Erfolg wurde laseroxymetrisch kontrolliert. Lo-
kal wurden 80 mg Gentamycin zur Infektionsprophylaxe appliziert. Es folgte der
sukzessive Verschluss der Bauchdecke. Alle Nahte wurden mit resorbierbaren
Faden angelegt. Der Blutverlust lag unter 50 ml und damit vernachlassigbar.

Peri- und postoperativ waren keine Komplikationen zu verzeichnen.

Blutdruck in vor nach Blutdruck in Prozent
mmHg Femoralarterienstenose bezogen auf normal
Mittelwert 79 36,86 45,47%
Sx 19,24 13,34 7,74%

Tabelle 2-4 Stenosierungsgrad an der A. femoralis nach Blutdruck

2.1.3 Akute Ischamie und Reperfusion

Der abschlielRende Versuch verlief in verschiedenen Etappen, wobei zunachst,
nach Narkoseeinleitung und -durchfuhrung in vorbeschriebener Weise, die
Messinstrumente angebracht und die Ischamie des Hinterlaufs vorgenommen
wurden. Anschlielfend wurde nach 6 Stunden die Durchblutung der A. femoralis
wiederhergestellt. Es folgten stlindliche Messungen verschiedener Parameter

und Biopsieentnahmen an markanten Versuchszeitpunkten.
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2.1.3.1 Eroffnung des Bauchraumes und retroperitonealer Zugang

In Rickenlage wurden beidseits paramedian am lateralen Rand des M. rectus
abdominis Hautschnitte von etwa 5 cm unterhalb des Rippenbogens bis zur
Mitte des Lig. inguinale gelegt. Unter Blutstillung wurde die Bauchhohle mit Dia-
thermiemesser und stumpfer Untermination gefallschonend eréffnet. Es sollten
Muskelblutungen und v. a. eine Verletzung des Peritoneums weitestgehend
vermieden werden. Auf diese Weise wurden FlUssigkeitsverluste Uber Blutung
oder Transsudation, die die Hamodynamik hatten beeinflussen kdonnten, auf ein

Minimum reduziert.

Abbildung 2-2 Schnittfihrung bei dem Ischamie/ Reperfusions- Versuch.
1) zur Ligatur der A. iliaca rechts, 2) zur Flussmessung in der A. iliaca

links (Kontrolle)

2.1.3.2 Gefallpraparation

Zur Darstellung der GefalRe wurde in den Retroperitonealraum eingegangen
und diese vorsichtig soweit prapariert bis kaudale Aorta, A. iliaca communis
beidseits, die GefalstralRe ins rechte Bein und deren Abgange 1.0rdnung voll-
standig sichtbar wurden. Zur kontinuierlichen Blutdruckmessung wurde ein Ka-
theter in die linke A. iliaca com. gelegt. Ein weiterer Katheter wurde in die rech-
te V. iliaca com. fUr Blutabnahmen aus dem zu untersuchenden Bein und even-

tuelle therapeutisch- medikamentose Interventionen eingebracht.
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2.1.3.3 Messung der lokalen Hamodynamik

Induktive Fluss- Messkopfe (HELLIGE VDE 0750) wurden zur Dokumentation der
Flussrate jeweils auf die linke und rechte A. iliaca externa gesetzt. AuRerdem
wurde die kapillare Perfusion des zu untersuchenden Muskels in Form von
Fluss, Volumen und FlieRgeschwindigkeit mittels zweier Laseroxymetriesonden
(LASERFLO BMP-403A / MOOR INSTRUMENTS DRT4) quantitativ festgehalten. Die
Laserflowmetrie wird fir eine sehr geeignete Methode zur Blutflussmessung im
postischamischen Muskelgewebe angesehen (NICHOLSON et al. 1985,
SKJELDAL et al. 1993, PEMBERTON et al. 1994). Dazu wurde die Haut tber
den Mm. graciles beidseits inzidiert (analog den Biopsien, Abbildung 2-3). Nach
stumpfer Praparation von Subkutangewebe, Faszie und Epimysium wurde ein
ca. 1 cm? groRer Bereich der Muskeln freigelegt. Die Sonden wurden direkt am
Muskel angebracht.

Dabei dienten die Werte der linken Seite als Indikatoren fur die systemische
Hamodynamik und ermdglichten eine Differenzierung zwischen lokaler ischa-
miebedingter Minderperfusion und einer Makrozirkulationsstérung im Rahmen

eines eventuellen Schocks.

2.1.3.4 Experimentelle Ischamie

Kurz vor Induzieren der Ischamie wurden zur Thromboseprophylaxe 5000 i. E.
Heparin (Liquemin®) intraarteriell injiziert. Nach diesen Vorbereitungen, die et-
wa 3-4 Stunden in Anspruch nahmen, wurde die rechte A. iliaca com. am Ab-
gang aus der Aorta mit Gefallklemmen unterbunden. Ebenso wurden samtliche
vom Hauptstamm der lliaca abzweigende GefalRe zwischen A. ilicaca interna
und dem Austritt der A. iliaca ext. aus dem Becken — als A. femoralis — abge-
klemmt. Somit war die Durchblutung Uber eventuelle Kollateralschlisse von
kontralateral auf ein Minimum reduziert. Die Gefalle wurden von zentral nach
peripher verschlossen und jeweils zuvor nach distal ausgestrichen. Damit sollte
die Koagulation von in nicht durchflossenen Gefaldabschnitten verbliebenem
Blut verhindert werden, die bei der spateren Eréffnung zu Embolien der Extre-

mitat hatte fuhren konnen. Die daraus entstehende Makrozirkulationsstorung
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hatte eine mikrozirkulatorische Stérung bzw. ein No- Reflow vortauschen kon-
nen. Eine eventuell noch vorhandene Versorgung Uber Hautgefalle wurde
durch Anlegen einer Massen- Ligatur am proximalen Oberschenkel vermindert.
Durch diese MalRnahmen und zusatzliches Hochlagern konnte die Durchblu-
tung des M. gracilis laseroptisch auf 2-8% abgesenkt werden. Damit befand
sich der rechte Hinterlauf des Tieres im Zustand einer akuten Ischamie.

Far die Dauer der Ischamie von 6 Stunden und auch anschliefend wahrend der
12 Stunden Reperfusion wurde die Bauchdecke mit Backhaus- Klemmen ver-
schlossen und die verbleibenden Wundrander mit feuchten Tuchern bedeckt.
Diese Vorgehensweise war noétig, um den Flussigkeitsverlust Uber das perito-
neale Transsudat einzuschranken. Kontinuierlich wurden die Vitalzeichen des

Schweins und die Perfusionsparameter flr den linken Hinterlauf kontrolliert.

2.1.3.5 Reperfusionsexperimente

Nach 6 Stunden wurde die Reperfusion durch Entfernung der Ligatur und Off-
nen aller Klemmen eingeleitet. In dieser Zeit wurden Vitalzeichen und Perfusi-
onsparameter besonders engmaschig iberwacht.

Die Reperfusion nach der akuten Ischamie wurde fur alle Gruppen in dieser Art
und Weise durchgeflhrt; nur bei der Gruppe mit vorbestehender chronischer
Ischamie (Gruppe C) war ein weiterer Arbeitsschritt notwendig: Durch die lan-
ger bestehende Stenosierung waren die Gefalllumina nicht mehr durchgangig,
so dass eine alleinige Losung der Ligatur nicht fur die Reperfusion ausreichte.
Das ligierte Segment der Arterie wurde exzidiert und diese durch eine fortlau-
fende Naht mit Prolene 7-0 reanastomosiert. Diese zusatzliche Praktik fuhrte
bei keinem Tier dieser Gruppe zu Komplikationen.

Versuchsende. Nach 12- stindiger Reperfusion — bei fortlaufender Pro-
tokollierung der wichtigsten Parameter und regelmaRiger Entnahme von Blut-
proben und Muskelgewebe fur die histologische Aufarbeitung — wurden alle
Miniaturschweine durch intravendse Verabreichung von 10- 20 ml T61° (Injekti-

onslosung aus Embutramid, Mebezonium und Tetracain) getotet.
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2.2 Histologie

Im Folgenden sollen die Entnahme der Biopsien, deren Aufarbeitung und die

mikroskopischen Techniken beschrieben werden.

2.2.1 Biopsieentnahme

Jedem Schwein wurden nach Einleitung der Narkose, vor Beginn der jeweiligen
Operationen (Renalis- Stenose/ lliaca- Stenose) und wahrend des al/R Muskel-
biopsien entnommen. Dazu wurde ein je ca. 1cm x 2cm grof3es Muskelstlick
am medialen Teil des M. gracilis exzidiert. Der Gracilis stellt beim Schwein ei-
nen breiten flachen Muskel der obersten Schicht dar, der sich flr die Biopsie
gunstig erwies. Dabei wurde vor den Voroperationen zur Muskelschonung links
(Abbildung 2-3, B), beim akuten Versuch selbstverstandlich rechts (Abbildung
2-3, A), biopsiert. Die Biopsien wurden vor Anlegen der Ischamie, eine Stunde

nach Reperfusionsbeginn und nach zwdlfstiindiger Reperfusion entnommen.

Abbildung 2-3 Schnittfihrung zur Biopsieentnahme
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2.2.2 Histologische Aufarbeitung

Konservierung und Fixierung.  Das entnommene Gewebe wurde geteilt, ein
Drittel wurde sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschliefend im
Gefrierschrank bei -80° C aufbewahrt. Der Rest wurde in Formalin (4%; phos-
phatgepuffert) eingelegt und einige Tage darin belassen.

Es war darauf zu achten, dass das Formalin auf keinen Fall Schwermetallsalze
enthielt, da diese die Polymerisation hatten storen konnen (HAGEMANN/
ROSEMUND 1989).

Einbettung in GMA. Das formalinfixierte Paparat wurde nach HEINE (1973a,
1973b) in Glycolmethacrylat (GMA) eingebettet.

FUr die Einbettung der Biopsien in Kapseln mussten Stucke von ca. 1,2 cm
Lange und 0,5 cm Durchmesser geschnitten werden.

Diese Muskelsticke wurden unter flieRendem Aqua deminerale fir einige Minu-
ten ausgewaschen, um das Formalin zu entfernen, dann in das Grund-gemisch
oder in reine GMA- Losung eingelegt, damit der flussige Kunststoff das Muskel-
stick infiltrieren konnte. Nach etwa 48 Stunden, wenn das Praparat auf den
Grund gesunken war, war die Infiltration beendet. Das Endergebnis war hierbei
mit beiden Infiltrationsmedien in etwa gleich.

Das Grundgemisch, das immer frisch hergestellt werden sollte, bestand aus
95% GMA, 5% Polyethylenglycol 400 (PEG = Weichmacher) und je 5 mg Ben-
zoylperoxidpulver (=Starter) pro ml Gesamtmenge Grundgemisch (GEIER
1986). Die Losungszeit des Gemisches lag bei Raumtemperatur bei ca. 24
Stunden. Ohne Beeintrachtigung der Praparatequalitat oder des Poly-
merisierungsprozesses, konnte die Losung des Benzoylperoxidpulvers, durch
Mischen auf dem Magnetruhrer bei 40- 50° C, auf wenige Minuten reduziert
werden (RUDDELL 1967).

In Gelatinekapseln der GroRe 00 wurde eine Losung aus 15 Teilen PEG und
einem Teil N- N- Dimethylanilin (N-DMA) gegeben, dem die Rolle eines Akzele-
rators zukam. Danach wurden sie mit Grundgemisch aufgefullt.

Zur gleichmaRigen, vollstandigen Polymerisierung mussten beide Kom-

ponenten gut gemischt werden. Die schon bei Zimmertemperatur stattfindende
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Polymerisation setzte augenblicklich ein, deshalb musste das Biopsiestuck so-
fort in die gefillten Kapseln eingebracht werden.

Dabei war darauf zu achten, dass die nochmals angefrischten Muskelfasern
parallel zur Langsachse der Gelatinekapsel ausgerichtet waren, um zu gewahr-
leisten, dass beim Schneiden die Muskelstiicke — und damit die parallel zur Fa-

serrichtung verlaufenden Kapillaren — moglichst quer getroffen wurden.

!

Abbildung 2-4 Platzierung des Muskelpraparats in der Gelatinekapsel

Das Muskelstiick sollte im Ubrigen tief am Grund der Kapsel plaziert sein, um
das Anschneiden und Trimmen zu erleichtern.

Bei einer entstehenden Polymerisationswarme von etwa 60-80° C (ASHFORD
et al. 1986) war die Polymerisation nach etwa 5-10 Minuten abgeschlossen.
AnschlieBend musste die Kapsel jedoch noch fur mindestens 24 Stunden im
Brutschrank durchharten.

Da alle verwendeten Substanzen mehr oder weniger toxisch sind, wurden alle
Arbeiten mit entsprechenden SchutzmalRnahmen unter dem Abzug durch-
gefluhrt.

Methodisch- praktische Probleme. Leichte Schwankungen in den Kon-
zentrationen der einzelnen Komponenten hatten keinen Einfluss auf die Poly-
merisation, d. h. Zustandekommen der Polymerisation, Polymerisationszeit
oder Ausmald der Polymerisation (RUDDELL 1967, RUDDELL 1983). So
mussten die Substanzen nicht sehr genau abgemessen werden. Am ehesten
waren noch Probleme bei groben Dosierungsfehlern des N- DMA zu erwarten
(RUDDELL 1967). Beispielsweise wurde bei Zugabe einer zu groflen Menge

der Kunststoff zu hart und teilweise trub, bei Unterschreitung einer gewissen
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Konzentration lief die Polymerisation nicht vollstandig ab. Das fuhrte zur Beein-
trachtigung der Schneidefahigkeit (GERRITS et al. 1990). Die Harte der Prapa-
rate lield sich durch die Menge an Weichmachern, wie Wasser und PEG, regu-
lieren. (RUDDELL 1967, MYHRE/ DEPAOLI 1985, GERRITS et al. 1990)

Sollte man trotzdem zu weiche Kapseln erhalten haben, konnte man versu-
chen, diese in Trocknern (MHYRE/ DEPAOLI 1985, ABOTT et al. 1994) noch
etwas nachzuharten oder nach MHYRE/ DEPAOLI (1985) die Kapseln zusam-
men mit Kaliumkarbonat in einem verschlossenen Gefal® aufzubewahren.

Die Kapseln konnten unbegrenzte Zeit gelagert werden; der mit der Zeit eintre-
tende Wasserverlust konnte durch kurzes Einlegen in eine Feuchtluftkammer
ausgeglichen werden (RUDDELL 1967). Die Auspragung der Polymerisation
und damit der Harte zeigte auch eine Abhangigkeit von Temperatur und Luft-

feuchtigkeit, so dass in dieser Arbeit unterschiedliche Konsistenzen resultierten.

Chemisch/ physikalische Eigenschaften von Glycolmetacrylat. GMA ist eine

klare, farblose Flussigkeit aus Monomeren.

GMA zeigt hygroskopische Eigenschaften und ist folglich gut wasserléslich. Der Siedepunkt liegt
bei ca. 90°C, die Dichte betragt 1,065 (bei 20°C), die Viskositat 0,701 (20°C) (ROSENBERG et al.
1960, RUDDELL 1967)

CHz = C\: - COOH2CH,0H
CHs

Abbildung 2-5 Strukturformel von GMA

Die Einbettung mit GMA beruht auf folgendem Mechanismus:

Es wird angenommen, dass die Polymerisation auf der Wirkung von Sauerstoffradikalen beruht
(RUDDELL 1983). Die Monomere der Ldsung diffundieren ins Gewebe, nach Zugabe des Akzele-
rators N- DMA wird die Sauerstoffradikalbildung initiiert. Diese setzt sich fort und es kommt da-
durch zur katalytischen Lyse der Benzoylperoxide (RUDDELL 1983). Diese wiederum setzen die
Polymerisation in Gang und es entstehen lange polymere Ketten des GMA, die das Gewebe um-
hullen (GERRITS et al. 1990).

Schneiden der Praparate. An einem Rotationsmikrotom (MICROM) wur-

den mit einem D- Stahlmesser 2 mm dicke Schnitte angefertigt. Anschliel3end
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wurden diese im Wasserbad gestreckt und jeweils 3 Schnitte pro Objekttrager

bei 50-60° C luftgetrocknet. Von jeder Biopsie wurden so 9 Schnitte angefertigt.

Da das Trimmen des doch recht harten Kunststoffs das Messer schnell abstumpfte, wurde dazu
eine Rasierklinge (RUDDELL 1967) oder eine Feile benutzt.

Die optimale Messerneigung des Mikrotoms war dabei etwa 11°. Sie ist abhangig von der Gewe-
beart, der Konsistenz des Kunststoffes und von der Bauart des Mikrotoms. Wenn sich die Schnitte
zusammenschoben oder die Schnittdicke schon makroskopisch innnerhalb des Schnittes variierte,

musste die Neigung steiler eingestellt werden. Zu steil war das Messer angesetzt, wenn das Mate-

rial splitterte oder mikroskopische Querrillen bzw. -wellen zu sehen waren (ROMEIS 1989).

Farben der Muskelpraparate. Die in einigen Arbeiten (BLAAUW et al. 1987,
STRAATEN et al. 1987, GERRITS et al. 1990, ABOTT et al. 1994) verwendete
Toluidinblaufarbung stellte sich fir die Kapillarzahlung als weniger geeignet
heraus, da die Farbung sehr sensibel sowohl auf leicht schwankende Schnittdi-
cken, wie auch auf die Harte des Materials reagierte. Zudem war die optimale
Farbeintensitat recht schwierig durch Differenzierung und Farbedauer einzustel-
len, und das Praparat erschien inhomogen und insgesamt verwaschen. Nach
GERRITS et al. (1990) fuhren unterschiedliche Mischungsverhaltnisse der
GMA-L6sung zu Unterschieden in der Anfarbbarkeit, woraus man schliel3en
kann, dass die in dieser Arbeit verwendete Rezeptur fur die Toluidinblaufarbung
ungeeignet gewesen ware.

Aus diesen Grunden wurde sowohl die pathologische Beurteilung, als auch die
Kapillarzéhlung bei HE- Ubersichtsfarbung durchgefiihrt. Die Farbedauer wurde
hierbei, wegen des schlecht penetrierenden Kunststoffs, verdoppelt. Abschlie-

Rend wurden alle Gewebeschnitte mit Xylol abgedeckt.

2.2.3 Lichtmikroskopische Arbeitsweise

Zur Bestimmung der Kapillarzahl wurden die Praparate nach Verblindung am
Lichtmikroskop bei 400- facher Vergrélierungen betrachtet und die Kapillaren
im Verhaltnis zum Muskelfaseranteil gezahlt. Dabei wurden Zahlen von mindes-

tens drei verschiedenen Schnitten erhoben, um eine zufallige Verteilung der
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Stichproben zu sichern. Auch die histopathologische Beurteilung erfolgte am

Lichtmikroskop. Uber einen Adapter wurden die Photographien angefertigt.

Kapillarzahlung.  Die Kapillaren wurden nach einem streng standardisierten
Verfahren identifiziert, um eine vergleichbare relative Kapillarzahl pro Biopsie
zu erhalten (HARTUNG 1986).

So wurden Kapillaren nur als solche anerkannt, wenn sich in ihrem Lumen ge-
nau ein Erythrozyt befand. Dabei spielte es keine Rolle, ob ein Endothelkern

der Kapillare angeschnitten war oder nicht (Abbildung 2-6 a).

Abbildung 2-6 Kapillardifferenzierung. a Kapillare mit angeschnittenem Endothelkern; b
Erythrozyt mit umgebender Kapillarwand; ¢ eindeutige Kapillarstruktur ohne Erythrozyt; d
freier Erythrozyt; e Fibrozyt

Gezahlt wurden also nur runde Erythrozyten mit klar erkennbarem Randsaum,
der der Kapillarwand entsprach (Abbildung 2-6 b). Ausgeschossen waren somit
freie Erythrozyten (Abbildung 2-6 d), die vor allem im Laufe der Reperfusion
regelmafig extravasal gesehen wurden; aulerdem andere runde Bindege-
websstrukturen im Bereich der Muskelfasersepten, wie z. B. Fibrozyten (Abbil-
dung 2-6 e). Kapillaren, in denen sich kein Erythrozyt befand, wurden also mit
diesem System nicht erfasst (Abbildung 2-6 c). Schwierigkeiten bereiteten ver-

formte Erythrozyten, die in einer Kapillare zweimal angeschnitten wurden. Sie
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hatten mit Arteriolen mit mehreren Erythrozyten im Lumen verwechselt werden
kénnen (Tabelle 2-5). Vorsicht war geboten bei Muskelbindeln, deren Interstiti-
um ausgetretenes Plasma bzw. Fibrin enthielt. Freie Erythrozyten, die von die-
sem umgeben waren, konnten fir Kapillaren gehalten werden. Ebenso ahnelte
manchmal Plasma/ Fibrin in Kapillaren stark den Erythrozyten (Abbildung 2-7).
Je nach Schnittebene wurden Erythrozyten in Kapillaren teilweise tangential

angeschnitten und somit nicht als Kapillare gezahlt.

Fehlerquelle Morphologie Folge
\
Plasma um
Erytrhozyt Kapillare?
Erythrozyt
quer getroffen =) —> C
| o7 @
tangential getrof- ( \ _— D
fen
—
U @ normal
Intrakapillar ver- | @
formt, zweifach | > 2 Kapillaren?
gertroffen v

Tabelle 2-5 Probleme beim Kapillarzahlen
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Abbildung 2-7 ausgetretenes Plasma um Erythrozyten

Da — moglicherweise durch das wahrend des Versuchs auftretende Odem —
das Gewebe auf manchen Praparaten ungleichmagig verteilt war (Abbildung 2-
8 bis Abbildung 2-10), wurde nicht nach Gesichtsfeldern ausgezahlt, sondern
das Verhaltnis zwischen Kapillaren und den von diesen versorgten Muskelfa-

sern bestimmt (Capillary/ Fiber- Ratio = C/ F- Ratio).

Nur Muskelfasern, die ganz im jeweiligen Schnitt lagen, rundum beurteilbar und
quer getroffen waren, wurden gezahlt. Es wurde versucht, eine reprasentative
Anzahl von etwa 1000 Fasern pro Biopsie auf ihre Kapillarversorgung zu unter-
suchen.

An dieser Stelle muss nochmals darauf hingewiesen werden, dass es in dieser
Arbeit nicht darum ging, die absolute Kapillardichte in den untersuchten Mus-
kelproben zu bestimmen, sondern eine, im Verlauf des Experiments und mit
den anderen Parametern gut vergleichbare, relative Kapillarzahl.

Diese Vorgehensweise bietet eine hohere Standardisierungsmaoglichkeit. Abge-
sehen davon ist die Einheit C/ F- Ratio international gebrauchlicher und daher

mit anderen Forschungen besser vergleichbar.
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Abbildung 2-8

Muskelfaserodem

Abbildung 2-9

Interstielles
Muskelodem

Abbildung 2-10

Aufgehobene In-
terzellularraume
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Histomorphologie. Fur die histopathologische Begutachtung wurden die

Praparate nach verschiedenen Gesichtspunkten beurteilt (Tabelle 2-6).

Kriterium |Parameter Beispiel \e/ﬁjrggo&-)
Qualitat  |Einbettung/ Biop- |Gewebemenge 32
sie
Quetschung/ Verschmel- 100
zung
Schnitt Schnittartefakte (Querrillen, Absche- 32
rung, Faltung, Locher)
Farbung Farbeartefakte (Flecken, Inhomogeni- |32
tat, Fremdkorper)
Farbung Erys 250
Farbung Gesamt 32
Blutzellen |Erys extravasal 250
Leukos extravasal 250
intravasal 250
Gefale Ruptur 32/ 100
Erythrozytenflille 250
Permeabilitats- |Plasma/ Fibrinaustritte 100
steigerung
Odem Muskelfaserab- 100
stand
Muskelbindel- 32
abstand
Nekrose |Stadium 100

Tabelle 2-6 Histologische Bewertungskriterien
Das erste Kriterium war die Qualitat: Es sollten Artefakte differenziert werden,
die durch morphologische und vor allem farberische Veranderungen die Kapil-
larbestimmung erschwerten (Abbildung 2-11 und 2-12). Damit wurde versucht,

die Zahlungsgenauigkeit einzuschatzen.

Die Erythrozyten und Leukozyten in den Praparaten stellten Indikatoren fur die
Perfusion und den Entzindungsprozess dar. Die Verteilung der Erythrozyten
zwischen Intravasalraum und Interstitium wurde u. a. zur Beurteilung der Ge-
falkfragilitat herangezogen, die der Leukozyten zur Bestimmung des Entzin-
dungsgrades (Abbildung 2-13 und 2-14). Die Beurteilung der Gefalle (Wand-
o0dem, Leukozytenadhasion, Endotheldefekte, usw.) gestaltete sich schwierig.
Da die unterschiedlichen Abschnitte des Gefallbaums in unterschiedlicher

Haufigkeit in den Praparaten vorkamen und aufgrund unspezifischer Farbung
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scher Farbung die Differenzierungsfahigkeit zwischen Arteriolen und Venulen

stark eingeschrankt war, konnten hier keine sinnvollen Aussagen gemacht wer-

den. Lediglich der massive Austritt des azidophilen Plasmas zwischen die Fa-

sern (Abbildung 2-7) wurde als Hinweis auf GefalRpermeabilitatsstérungen an-

gesehen.

Uber den Abstand der Muskelfasern bzw. -biindel wurde ein Odem festgemacht

(Abbildung 2-8, Abbildung 2-9, Abbildung 2-10 und Abbildung 2-14).

Abbildung 2-11

Uberwiegend quer
angeschnittene
Muskelfasern

Abbildung 2-12

durch Schneiden
bedingte Querril-
len, unterschiedli-
che Schichtdik-
ken, zerrissenes
Muskelgewebe
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Abbildung 2-13

quer angeschnit-
tene Venule,
reichlich Leukozy-
ten innerhalb und
aulRerhalb des
Gefales

Abbildung 2-14

Leukozyten im
Muskelgewebe
verteilt, beginnen-
de Auflésung der
Cohnheimschen
Felderung

Abbildung 2-15

einzelne Muskel-
fasern zeigen eine
Homogenisierung
und vermehrte
Eosinophilie als
Zeichen begin-
nender Nekrose
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Schliel3lich wurden Nekrosen und deren Ausmal} und Verteilung im Praparat
analysiert (Abbildung 2-15, Abbildung 2-16 und Abbildung 2-17).

Abbildung 2-16

Muskelfasernekro-
sen in verschiede-
nen Stadien

a Auflockerung
der Cohnheim-
schen Felder

b beginnende
Vakuolisierung

¢ girlandenartige
Auflésung der
Fibrillen

d vollig nekroti-
sche Faser

Abbildung 2-17

gesamtes Mus-
kelbiindel in
nekrotischem
Zerfall
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2.3 Andere Methoden

Da diese Dissertation Teil eines umfangreicheren Forschungsprojektes war, ist
die Kapillarzahlung und histologische Beurteilung der Versuchsreihe nur ein
Teilaspekt der Fragestellung. Daneben wurden auch makro- und mikro-
zirkulatorische, biochemische (Elektrolyte, Blutgase, Glucose, Laktat, LDH, Tri-
carbonsauren, Malondialdehyd, etc.), rheologische (Fibrinogen, Ge-
rinnungsparameter, Thrombozyten) und hamatologische Parameter (Erythozy-
ten, Leukozyten, Hamatokrit) und aulerdem spezielle Eigenschaften der E-
rythrozytenfluiditat (mittels Mini-Erythrozyten-Aggregometer Myrenne, Oszillie-
rendem Kapillarrheometer OCR-D, St. George-Filtrometer) bestimmt. Die
Durchblutung wurde durch halbstundliche Protokollierung von laseroxymetri-
schen Werten des Muskels und Flowmessung an der A. iliaca externa kontrol-
liert. Die Bestimmung der restlichen oben genannten Parameter erfolgte durch
Blutentnahmen an charakteristischen Zeitpunkten des Versuchsablaufs.

Diese Untersuchungen wurden in Schwesterdissertationen dargestellt
(TSAPENKO 1998, MOSER 2000 und KEUPP in Vorbereitung). Sie werden
deshalb nur soweit im Rahmen dieser Arbeit relevant abgehandelt.

2.4 Materialien

zum Fixieren

Formaldehydlosung 3,5 % (Art. 4001, E. Merck, Darmstadt)

Pufferlésung (Phosphat), gebrauchsfertig, pH 7,0 (Art. 1.09439, E. Merck,
Darmstadt)

zum Einbetten

Glycolmethacrylat (Art. 28744, Serva, Heidelberg)

Benzoylperoxid (Art. 12435, E. Merck, Darmstadt)

N,N- Dimethylanilin (Art. 803060, E. Merck, Darmstadt)
Polyethylenglycol 400 (Art. P- 3265, Sigma- Aldrich Chemie, Steinheim)
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Gelatinekapseln, Groflke 00

zum Schneiden

Rotationsmikrotom HM 360 (MICROM Laborgerate, Walldorf)
Stahlmesser ‘D" (MICROM Laborgerate, Walldorf)
Standardmessertrager N (MICROM Laborgerate, Walldorf)
Kapselhalterung (MICROM Laborgerate, Walldorf)

zum Férben (HE)

Hamalaun nach Mayer:
Hamatoxylin (Art. 3816.2, Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe)
Chloralhydrat (Art. 1.02425, E. Merck, Darmstadt)
Citronensauremonohydrat (Art. 1.00244, E. Merck, Darmstadt)
Aluminium-Kalium-Sulfat-Dodekahydrat (Art. 1.01042, E. Merck, Darm-
stadt)

Eosin 1% (Art. 15935, E. Merck, Darmstadt)

zum Eindecken
Xylol (Art. 8685, E. Merck, Darmstadt)
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2.5 Statistische Bearbeitung

Die Ergebnisse wurden den Ublichen Standardmethoden der Statistik unterzo-
gen. Es wurde der Mittelwert und dessen Standardabweichung Sx sowie der
Standardfehler des Mittelwerts Sx berechnet. Da die erhaltenen Zahlenwerte
keine Normalverteilung bildeten, erfolgte die Signifikanzprufung innerhalb der
Gruppen mittels des Wilcoxon-Tests flir verbundene Stichproben, zwischen
den Gruppen mit dem U-Test (Whitney- Mann) fur ungepaarte Stichproben,
jeweils in einem Vertrauensbereichs von 95% (p<0,05). Die stochastische Ab-
hangigkeit der Parameter wurde mit dem Korrelationskoeffizienten (r) gemes-

sen.
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3 ERGEBNISSE

Die gewonnenen histologischen Praparate wurden sowohl rein mathematisch
auf die Kapillarzahl, als auch auf die pathomorphologischen Veranderungen hin

untersucht.

3.1 Kapillarzahlen

Uber alle Gruppen und Versuchsetappen betrachtet ergaben sich Kapillar-/
Muskelfaser- Verhaltnisse (C/F- Ratio) von 0,011 bis 0,201. Der maximale Ein-
zelwert fand sich bei einem Tier der Gruppe A (Kontrollgruppe), der minimale
innerhalb der Gruppe B (durch Hypertonus rarefizierte Gruppe). Im Mittel lagen
die Werte bei 0,077.

Im Vergleich der Gruppen lagen die Basiswerte der C/F- Ratio (vor Ischamie)
bei 0,057- 0,142, im Mittel bei 0,0976. Gruppe A wies die hdochsten Kapillar-
zahlen auf, die Gruppen C (chronisch ischamisiert und dadurch hyperkapillari-
siert) und D (hypertonie- rarefizierte Gruppe mit medikamentoser Rekapillarisie-
rung) lagen auf mittlerem Niveau etwa gleich. Die niedrigste C/F- Ratio hatte
Gruppe B (Abbildung 3-1 und Tabelle 6-1).

Bei diesen Werten handelte es sich um gruppenspezifische Grundwerte, die im
Verlauf sowohl direkt, als auch nach ihrer relativen Veranderung prozentual
verglichen wurden.

Im direkten Vergleich waren die Unterschiede nicht bei allen Gruppen stati-
stisch eindeutig (Abbildung 3-1). Signifikant hoher lag die Basiskapillarzahl der
Gruppe A gegenuber Gruppe B (p< 0,001) und D (p< 0,05). Die Kapillarzahl
von B war signifikant niedriger als die von C (p< 0,05) und D (p< 0,01). Die C/F-
Ratio von C, die zwar beinahe der von D entsprach, lag aber nicht signifikant

unterhalb der Gruppe A.
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0,16
0,14
0,12
0,11 p< 0,05
i)
T
o 0,08
w
S
0,06 p< 0,01
0,04
0,02 - p< 0,001 p< 0,05
0 u
A B C D

Abbildung 3-1 Kapillarzahlen vor Ischamie (Basiswerte der einzelnen Gruppen)

Insbesondere waren diese Signifikanzen nicht Uber den Verlauf des Versuchs
konstant (Abbildung 3-2 und Tabelle 6-2), es waren oft lediglich Tendenzen
erkennbar (Abbildung 3-3 Kapillarzahlen im Verlauf).

0,08

C/F-Ratio
=4
8

=)
=

0,024

1 Stunde nach Reperfusion 12 Stunden nach Reperfusion

Abbildung 3-2 Kapillarzahlen bei Reperfusion, links nach einer Stunde, rechts nach 12 Stunden
Reperfusion
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0,14
0,12
0.1+ Gruppe
——A
B
0,08 ac
——D
0,06 +
0,04

1 h nach
Reperfusion |
12 h nach

vor Ischamie A
Reperfusion |

Abbildung 3-3 Kapillarzahlen im Verlauf

Die Kapillardichte sank bereits 1 Stunde nach Reperfusion in allen Gruppen
aulRer Gruppe B stark ab (A: 0,142 — 0,075 [52,9%]; C 0,098 — 0,065 [66,7%];
D: 0,094 —0,070 [74,1%]). Zu diesem Zeitpunkt lagen die Kapillarzahlen der
verschiedenen Gruppen insgesamt sehr eng beieinander. In der rarefizierten
Gruppe B blieb sie hier zunachst konstant (+ 8,8%) und fiel 12 Stunden nach
Reperfusion auf lediglich 84,4% des Ausgangswertes. Nur die Gruppen C
(0,079) und D (0,083) erholten sich (auf 81% bzw. 88,7%). Bei A sank die Ka-
pillarzahl noch weiter (auf 43%) (Abbildung 3-3 Kapillarzahlen im Verlauf, Ta-
belle 6-2 und 6-3).

In der Kontrollgruppe A hatte die Ischamie also den gréfdten Schaden verur-
sacht. Die rarefizierten Tiere der Gruppe B hatten wohl das kleinste Kapillar-
zahlniveau vor der Ischamie, dieses zeigte aber in Bezug auf die untersuchte
funktionelle Kapillarzahl fast keine Reaktion auf den Reperfusionsschaden.
Somit schien die niedrige Kapillarisierung, bzw. Rarefizierung, primar keinen
nachteiligen Effekt auf die Reperfusion zu haben. Die Kapillarzahlverander-

ungen im Laufe der Reperfusion waren jedoch nur in Gruppe D signifikant.
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120

100
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Gruppe

\

60 —aC

Prozent der Basis- C/F- Ratio

40

20

1 h nach
Reperfusion
12 h nach

vor Ischamie
Reperfusion

Abbildung 3-4 Kapillarzahlentwicklung in Relation zu den Basiszahlen

Die prozentuale Entwicklung ist in Abbildung 3-4 (Tabelle 6-3) dargestellt und
veranschaulicht die vorhandenen Tendenzen, deutlich die Restitution der Ka-

pillardichte in den Gruppen C und D, die in den anderen Gruppen fehlte.

Bei einer Gruppenaufteilung nach Kapillarzahlen ergab sich folgendes Bild:

Die erste Gruppe bestand aus den 10 Biopsien mit den vor Ischamie hochsten
ermittelten C/F- Ratios, eine zweite mit den 10 niedrigsten C/F- Ratios und die
dritte aus den restlichen 9, die eine mittlere Kapillarzahl hatten (Tabelle 6-4).
Wie in Abbildung 3-5 zu sehen, waren die Tiere der Gruppe mit den zu Beginn
hochsten Kapillarzahlen die einzigen, deren Kapillarzahl nach 12 Stunden Re-
perfusion wieder stieg. Die Gruppe mit den mafigen und jene mit den anfangs
sehr geringen Kapillarzahlen trafen sich auf einem gemeinsamen niedrigeren
Niveau und zeigten wahrend der Reperfusion in etwa gleich hohe Kapillarzah-

len. Vor allem die Kapillardichte nach einer Stunde Reperfusion war sowohl im
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0,180

0,160 +

0,140 +

0,120 +

0,100 +

C/F-Ratio

0,080 +

0,060 +

0,040 +

0,020 +

0,000

1 h nach
12hnach |
Reperfusion

vor Ischamie
Reperfusion

Abbildung 3-5 Verlauf der C/F- Ratio bei Einteilung nach Basiskapillarzahlen
+ Standardabweichung

Vergleich der Gruppen, als auch in der Neuaufteilung nach Basiskapillarzahlen
annahernd gleich, was als Hinweis auf eine gewisse Kapillarzahlunabhangig-

keit der frihen postischamischen Veranderungen gewertet werden kann.

3.2 Histopathologie

Die histologische Begutachtung sollte die Zusammenhange zwischen Prapa-
ratequalitat und Kapillarzahlungen bestimmen und typische post-ischamisch
beschriebene Veranderungen nachweisen. Dabei ging es auch darum, die Fol-
gen des Reperfusionschadens in Form von mehr oder weniger schweren Ge-

websschadigungen zu zeigen.
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3.2.1 Praparatequalitat

Es wurde vermutet, dass manche Praparate aufgrund mangelhafter Methodik in
Bezug auf Einbettung, Schnitt oder Farbung schwer zu beurteilen waren. Zur
Feststellung, ob die Kapillarzahlen auch von der Qualtiat der Praparate abhin-
gen, wurde die Qualitat in einem Schema mit 0-17 Punkten mit 0,5- Punkte-
schritten bewertet (s. Kap. 2.2.3)

Die minimale erreichte Punktzahl war 2,5, die maximale 17, im Durchschnitt lag
die Qualitat bei etwas Uber 10. Dies erwies sich in der Praxis als tolerable Qua-
litat, mit der Zahlung und histomorphologische Auswertung problemlos mdglich
war. Nur 8 von 84 gezahlten Praparaten (9,5%) wiesen jedoch eine gute Quali-

tat mit mehr als 14 Punkten auf.

Es lie® sich bei einer durchschnittlichen Kapillarzahl von 0,078 aller 84
Praparate eine Abhangigkeit von der Praparatequalitat festmachen.

Bei den Praparaten mit Uberdurchschnittlicher Qualitat (> 10 Punkte, n= 53
[63,1%]) war die C/F- Ratio im Mittel bei 0,83, die mit unterdurchschnittlicher
Punktzahl (<10 Punkte, n= 31 [36,9%]) lagen bei 0,68 deutlich niedriger.

Der Vergleich der 10% hochwertigsten Schnitte (C/F= 0,89) mit den schlechtes-
ten 10% (C/F= 0,67) bestatigte dies.

3.2.2 Histologische Begutachtung

Die feingeweblichen Parameter wurden weiterhin — vorwiegend deskriptiv — im
Verlauf der einzelnen Gruppen und gruppenubergreifend an den drei Biopsie-
zeitpunkten (vor Ischamie, 1 Stunde und 12 Stunden nach Reperfusion) aus-

gewertet.
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In den folgenden Tabellen wurden die Anzahl der Praparate, die eine bestimm-

te Auspragung der untersuchten pathomorphologischen Eigenschaft auf-

Erythrozyten extravasal

Etp Anzahl
keine vor 10
wenige | Ischamie 11
viele 7
keine Th 4
wenige| nach 15
viele Reperfusion 8
keine 12h 4
wenige| nach 14
viele Reperfusion 9
Tabelle 3-1

Leukozyten extravasal

Etp Anzahl
keine vor 26
wenige| Ischamie 2
viele 1
keine Th 18
wenige| nach 6
viele Reperfusion 4
keine 12h 6
wenige| nach 8
viele Reperfusion 13
Tabelle 3-2

Leukozyten intravasal

Etp Anzahl
keine vor 23
wenige (Ischamie 2
viele 2
keine Th 13
wenige| nach 5
viele Reperfusi- 9

on
keine 12h 9
wenige| nach 9
viele Reperfusi- 8

on

Tabelle 3-3

wiesen, nach Versuchsetappen (Etp) ge-
trennt, aufgelistet. Der erste histomorpholo-
gische Beurteilungsaspekt, die nach ex-
travasal ausgetretenen Erythrozyten, zeigte,
dass diese bei der Reperfusion die Gefalte
verlassen haben. Vor der Ischamie waren in
10 Praparaten keine, in 18 Praparaten we-
nige oder auch viele Erythrozyten frei im
Gewebe zu finden. Wahrend der Reperfu-
sion waren nur bei 4 Praparaten keine E-
rythrozyten auf3erhalb des GefalRsystems
zu sehen. Der Anteil der Praparate, v. a.
mit vielen ausgetretenen Erythrozyten,
stieg. Diese Entwicklung war jedoch auf-
grund der schwachen Auspragung statis-
tisch nicht abzusichern.

In Bezug auf die Leukozyten sah die Situa-
tion schon eindeutiger aus: In der pra-
ischamischen Phase waren bei den meis-
ten Praparaten (90%) keine extravasalen
Leukozyten zu sehen. In der Reperfusion
nahm der Anteil ab, nach 12 Stunden Re-
perfusion waren im Uberwiegenden Teil der
Praparate die Leukozyten ins Gewebe ab-

gewandert.

Im Gefaldsystem lieRen sich diese Veran-
Vor

Ischamie befanden sich keine Leukozyten

derungen ebenfalls nachvollziehen.
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Erythrozytendichte im

Gefald
Etp Anzahl

voll vor 7
maRig |Ischamie 19
leer 1
voll Th 5
maRig nach 15
leer Reperfusion 7
voll 12h 5
maRig | nach 17
leer Reperfusion 4

Tabelle 3-4

Plasmaaustritt

Etp Anzahl

viel und Vor 6
wenig

kein Ischamie | 23
viel und 1h nach 5
wenig

kein Reperfusion 23
viel und 12h nach 7
wenig

kein Reperfusion 20

Tabelle 3-5

im Lumen, nach Reperfusion nahm die An-
zahl der Praparate mit Gefalden ohne Leu-
kozyten stetig ab. Die Anzahl der Praparate
mit Gefallen, in denen sich wenige oder
viele Leukozyten befanden, stieg.

Die GefalRe wiesen zu jedem Zeitpunkt ei-
ne durchschnittliche Erythrozytendichte
auf, die leichte Zunahme leerer Gefalie
konnte in diesem geringen Ausmal} zufallig
gewesen sein.

Der teilweise vermeintliche Plasmaaustritt
— auch die Exsudation von Fibrin kdnnte
ein ahnliches Bild ergeben haben - liel3
keine Veranderung im Lauf des Versuchs
erkennen. Stetig war dieses Phanomen bei
21% der Praparate zu sehen.

Am haufigsten fand sich in den Praparaten

ein unauffalliger Muskelfaserabstand, vor

der Ischamie war er o6fter klein, es gab jedoch keine Zunahme der grof3en Ab-

stande im Versuchszeitraum. Vergleichbar waren die Verhaltnisse bei den Ab-

standen der Muskelbundel. Hier wurden die grol3en Abstande nach 1 Stunde

Reperfusion etwas haufiger, um dann wieder abzunehmen.

Muskelbundelabstand

Muskelfaserabstand
Etp Anzahl
grof} vor 1
unauffallig | Ischamie| 18
klein 10
grof’ Th 2
unauffallig nach 22
klein Reperfusion 4
grof’ 12h 0
unauffallig nach 23
klein Reperfusion 4
Tabelle 3-6
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Etp Anzahl
grof} vor 6
unauffallig | Ischamie| 21
klein 2
grof’ Th 11
unauffallig| nach 15
klein Reperfusion 2
grof’ 12h 9
unauffallig nach 16
klein Reperfusion 2
Tabelle 3-7
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Die kleinen und unauffalligen Befunde blieben im Verhaltnis mehr oder weniger

konstant.

Weiterhin sehr interessant war die Beurteilung der Nekrose sowie deren Aus-

malfd und Verteilung Uber die Praparate.

Nekrose
Etp Anzahl e
St.0 vor 24 o & gg T
St. 1-3 Ischamie 3 § §2o 1
St.4u.5 2 g 18 T
St. 0 1h 14 0 1 2 3 4 5
St. 1-3 nach 10 Nekrosestadium
St. 4 u. 5 | Reperfusion 4
3St. 0 12 h 12 Abbildung 3-6 Anzahl der Praparate in verschiede-
: nen Nekrosestadien
St. 1-3 nach 5
St. 4 u. 5 | Reperfusion 10
Tabelle 3-8
Nekrosestadium Anzahl
0 50
1 6
2 7
3 5
4 12
) 4

Tabelle 3-9 Anzahl der Praparate in verschiedenen Nekrosestadien

Uber alle Praparate betrachtet, waren die meisten Biopsien (n= 50 [60%)]) ohne
ersichtliche Nekrosen (Stadium 0), die mittleren Nekrosestadien (1-3) lagen
homogen verteilt (zusammen n= 18 [21%]) eine weitere Haufung fand Uber die
Stadien 4 und 5 (n= 161 [19%)]), also den schweren Nekrosen statt.

Die Splittung nach Versuchsabschnitten zeigte in der pra-ischamischen Phase
viele Praparate ohne Nekrosen. Schon 1 Stunde nach Ischamie waren die mitt-
leren Nekrosestadien betont, 12 Stunden nach Reperfusion gab es bereits 10

schwere Nekrosen.
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Der Vergleich von histologischen Befunden mit der Kapillarzahl ergab weiteren
Aufschluss: In den Praparaten ohne feststellbare Nekrosen oder mit den
Nekrosestadien 1-3 bestand eine hochnormale Kapillarzahl (C/F= 0,080 bzw.
0,079), in den Stadien 4 und 5 lag sie mit 0,070 unterhalb des Durchschnitts.
Anhnliche Konstellationen fanden sich bei anderen histologischen Kriterien. In
Praparaten ohne extravasale Leukozyten lag die C/F- Ratio bei 0,084, in Prapa-
raten mit wenigen oder vielen emigrierten Leukozyten dagegen mit 0,068 deut-
lich niedriger.

Waren die Gefalle leukozytenfrei, betrug die C/F- Ratio 0,085, waren viele oder
wenige Leukozyten intravasal, 0,066.

Die volleren Gefallnetze hatten eine knapp uUberdurchschnittliche Kapillarzahl
mit 0,080, die leeren nur eine Kapillarzahl von 0,061 (Hinweis auf NoRe!).

Das im Gewebe verteilte Plasma war gehauft in Geweben mit einer eher hohe-
ren Kapillarzahl (0,082) zu sehen, Praparate ohne Plasmalbertritte zeigten ei-
ne etwa durchschnittliche C/F- Ratio (0,076). Bei grolem Muskelfaserabstand
lag die Kapillarzahl bei 0,106 weit Uber dem Mittelwert, bei unauffalligem im
mittleren Bereich (0,077), bei kleinem niedriger (0,073). Bei unauffalligem Be-
fund der Muskelbindelabstande lagen die Zahlen bei 0,081, bei grolen oder
kleinen Abstanden der einzelnen Bundel war die Kapillarzahl niedriger (0,073/
0,071) als der Mittelwert.

In Gruppe A waren vor der Ischamie in den Praparaten keine Leukozyten extra-
oder intravasal anzutreffen, es traten quasi keine Nekrosen auf. Eine Stunde
nach Reperfusion fanden sich in den meisten Praparaten viele Erythrozyten
aulRerhalb, maRig viele Leukozyten innerhalb von Gefallen oder frei im Gewe-
be. Die Summe der Nekrosestadien betrug 9. Nach 12- stindiger Reperfusion
waren noch wenige Erythrozyten und malig viele Leukozyten extravasal, aber
die Nekrosesumme war auf 23 angestiegen.

Gruppe B zeigte Praparate ohne Leukozyten, volle Gefal3e und einen eher klei-
nen Muskelfaserabstand. In der zweiten Biopsiereihe fielen mehrere freie E-
rythrozyten, wenige Leukozyten extravasal und viele Leukozyten in den Gefa-

Ren auf. Die untersuchten Gefalle waren maRig geflllt. Der Muskelfaserab-
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stand war bei maRigem bis tendenziell groRem Abstand der Bundel weiter auf-
fallend klein. Nekrosen waren vorhanden, mit einer Summe der Stadien von 13.
In der dritten Muskelprobe war die Nekrosesumme ebenfalls 13, die Abstande
waren jetzt alle unauffallig. Die GefalRe waren immer noch nur maRig gefullt
und beinhalteten einige Leukozyten. Extravasal befanden sich aber neben et-
was Plasma viele Erythrozyten und Leukozyten.

Der Verlauf in der Gruppe C wies von Anfang an mehrere freie Erythrozyten im
Gewebe, sowie auch Plasma auf, dieses verschwand jedoch spater. Zunachst
waren keine Leukozyten zu sehen, spater nahmen sie langsam zu (1 Stunde
sehr wenig, 12 Stunden wenig). Die Nekrosesumme stieg von 10 nach einer
Stunde Reperfusion auf 15 nach zwolf Stunden. Der eher grof3e Muskelblindel-
abstand blieb konstant tber den Versuch in Gruppe D gleich. Erythrozyten wa-
ren im Gewebe vor der Ischamie und nach 1 Stunde Reperfusion selten, nach
12 Stunden deutlich vermehrt. Auch die Leukozyten nahmen sowohl in den Ge-
falen, als auch ausserhalb stetig zu. Waren zu Beginn keine Leukozyten zu
sehen, zeigten sich spater wenige, am Ende aber viele. Nekrosen fanden sich

in dieser Gruppe nur vereinzelt.

3.2.3 Korrelierende Betrachtung

Die bisher erhaltenen Ergebnisse wurden auf Korrelation hin uUberpruft. Zum
einen interessierte naturlich, ob die Kapillarzahl (Basiswerte vor Ischamie) von
den Eigenschaften der Individuen, wie Gewicht, Alter oder Geschlecht abhangt,
zum anderen, ob die einzelnen Gruppen oder Biopsiezeitpunkte untereinander

korrelierten.

In der vorliegenden Studie ergab sich keine Korrelation der C/F- Ratio zum Al-
ter (Abbildung 3-7).
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Abbildung 3-7 Korrelation Kapillarzahl - Alter, alle Gruppen

- Keine Korrelation messbar -
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Abbildung 3-8 Korrelation Kapillarzahl - Gewicht, alle Gruppen

- Die Kapillarizahlen lagen bei schwereren Schweinen hoher -

Vergleicht man das Gewicht der Schweine mit der C/F- Ratio, so findet sich
eine Korrelation mit einem Koeffizienten von +0,42. Mit dem Gewicht stieg also
die Kapillardichte im untersuchten Muskel (Abbildung 3-8). Die Aufteilung nach
Gruppen zeigt, dass diese Korrelation in Gruppe A (Kes= +0,61) und D (Keg=
+0,86) enger war (Abbildung 3-9 und Abbildung 3-10). In den Gruppen B und C
war dagegen keine Abhangigkeit messbar.
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Abbildung 3-9 Korrelation Kapillarzahl - Gewicht Gruppe A
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Abbildung 3-10 Korrelation Kapillarzahl - Gewicht Gruppe D

- Die Korrelation zwischen Kapillarzahl und Gewicht war nur in den Gruppen A und D nachweisbar. -

Es muss jedoch erganzt werden, dass die altesten Schweine auch durch-
schnittlich schwerer waren (56 kg) und andererseits die schwersten alter (36,3
Monate) und umgekehrt (Jungste: 44 kg, Leichteste 16,5 Monate; Tabelle 3-
10).

In starkem Malde fanden sich auch Parallelen zwischen Geschlecht und Kapil-
larzahl (Tabelle 3-10). Mannchen hatten mit 0,081 die niedrigste durchschittli-
che C/F- Ratio, weibliche Tiere lagen im Mittel bei 0,107 und damit deutlich ho-
her.

Der laseroxymetrisch gemessene Fluss oder das auf diese Weise bestimmte
Volumen ergab keine bzw. in manchen Fallen eine nur sehr schwache Korrela-

tion
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Versuchstier
Gruppe A 1 2 3 4 5 6 7 8
Gewicht (kg)| 47 55 57 46 54 40 43
Alter (Mo) 188 36 36 11 19 11 12
Geschlecht m w W w w w w
Gruppe B 1 2 3 4 5 6 7 8
Gewicht (kg)| 32 40 48 42 33 56 39
Alter (Mo) 24 18 18 30 30 54
Geschlecht | m m m m m w w
Gruppe C 1 2 3 4 5 6 7 8
Gewicht (kg)| 65 36 40 48 53 45 53 40
Alter (Mo) 12 12 12 13 13 13
Geschlecht W mc m m w m mc Ww
Gruppe D 1 2 3 4 5 6 7 8
Gewicht (kg)| 60 44 47 47 41 47 47 40
Alter (Mo) 11 21 11 12 11 12 12
Geschlecht W W W W W W m W

Tabelle 3-10 Alter, Gewicht und Geschlecht der Versuchstiere in den

einzelnen Gruppen
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4 DISKUSSION

Den Hauptteil dieser Arbeit sollten die quantitativen Kapillarzahlveranderungen
als Reaktion auf Ischamie und Reperfusion in Abhangigkeit von der Aus-
gangskapillarisierung bestimmen. Im Laufe der Versuche waren jedoch histo-
pathologische Veranderungen an den Muskelfasern bzw. dem Interstitium zu
erwarten und diese durften keinen Einfluss auf die gemessenen Kapillarzahlen
haben. Es schien deshalb die GMA- Einbettung besonders glinstig, da sie die
fur eine richtige Kapillarzahlung wichtigen Bedingungen erfullt: Bei vielen Ein-
bettungsmethoden kommt es, hauptsachlich durch Entwasserung der Proben,
zu einer Schrumpfung (HANSTEDE/ GERRITS 1986) und zu Veranderungen
der GroRenverhaltnisse (BOON et al. 1994) des Gewebes. Ein Odem kénnte
dadurch verschleiert werden und die Kapillarlumina dabei kollabieren. Auf die-
ses Artefakt hat die hier verwendete Fixierungsmethode nur einen geringen
Einfluss. Da GMA wasserldslich ist, wird eine Entwasserung der Proben nicht
notwendig. So kommt es bei der Einbettung mit GMA nach ausflhrlichen Un-
tersuchungen von HANSTEDE und GERRITS (1986) nicht zu einer Grolienan-
derung. ROSENBERG (1960) gibt eine Schrumpfung von 6% an.

Ferner mussen die Schnitte im Ultradlinnbereich liegen, um Doppelzahlungen
zu vermeiden. In GMA eingebettete Kapseln kdnnen ohne Schwierigkeiten
dunner als 3 ym geschnitten werden.

Nach ASHFORD (1986) ist die Verwendung von GMA bei Zimmertemperatur
gut geeignet. Auch bei niedrigeren Temperaturen dringt GMA gut in das Gewe-
be ein, verhindert so Enzymverdauungen (HAGEMANN/ ROSEMUND 1989)
und liefert gute morphologische Ergebnisse (ABOTT et al. 1994). Eine Gefrier-
substitution wurde beschrieben (ROSENBERG 1960, ASHFORD et al. 1986,
HAGEMANN/ ROSEMUND 1989). Auch groRere Gewebestucke sind ohne
Probleme durch das gute Infiltrationsvermégen mit dieser Methode einzubetten.
Der in den einzelnen Gruppen vorliegende Kapillarisierungsgrad wurde uber die
Kapillarzahl, die die einzelnen Versuchstiere vor dem akuten Ischamieversuch

aufwiesen, als Basiskapillarzahl bestimmt. Dieser Grundwert sollte in den ein-
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zelnen Gruppen durch verschiedene Malinahmen variiert werden. Die Basiska-
pillarzahl der nicht vorbehandelten Gruppe A sollte die Kapillarisierung des ge-
sunden Gottinger Miniaturschweins widerspiegeln. Dennoch ist ein direkter
Vergleich der hier gefundenen Kapillarzahlen mit anderen Arbeiten, die die C/F-
Ratio zur Bestimmung der Kapillardichte gewahlt haben, schwer, da oft andere
oder spezielle Farbe- oder Markierungsmethoden zum Einsatz kommen. Unse-
re Zahlen bauen auf die in dieser Arbeit gewahlten und sehr differenzierten Be-
stimmungskriterien und geben somit eine relative Kapillarzahl an.

Aufgrund der per definitionem festgelegten intraluminalen Erythrozyten handelt
es sich um einen funktionellen Wert, nur mit Erythrozyten perfundierte Kapilla-
ren werden eingeschlossen. Je nach Funktionszustand andert sich die in den
Kapillaren vorgefundene Erythrozytenmenge bei gleicher Plasmadurchstré-
mung Uber Rektrutierung von Strickleiterkapillaren. Diese Querverbindungen
zwischen den langsgerichteten nutritiven Kapillaren werden aufgrund ihres
schrag zur Faser gerichteten Verlaufs nach dieser Methodik nicht erfasst.

Unter Ruhebedingungen, wie sie vor der Ischamie anzunehmen sind — nahert
sich die C/F- Ratio der anatomischen Kapillardichte (LANG 1977, HUDLICKA
1986). Unter Voraussetzung der Durchstromung mit unterschiedlicher Erythro-
zytendichte werden bei geringerem ErythrozytendurchfluR weniger Kapillare
gesehen. In der frihen Reperfusionsphase findet eine geringere Durchstro-
mung statt, es werden weniger Kapillaren gezahlt, da weniger Erythrozyten auf
das MikrogefalRbett verteilt sind. Die Kapillarzahlung nach der hier gewahiten
Methode ergibt in dieser Phase eine falsch niedrigere C/F-Ratio. Durch den
selben Fehler bedingt ist bei den hypertonen Tieren durch die gesteigerte Ru-
heperfusion mit hoherer Erythrozytendurchstromung die effektive Kapillarzahl
noch niedriger anzunehmen. Somit stellt die hier bestimmte Kapillarzahl einen
dynamischen Parameter dar, der fur die Bestimmung des NoRe sehr gut ge-
eignet ist (Funktionelle Kapillardichte FCD). Nach Untersuchungen von JOZSA
(1985) sind die Ergebnisse einer Kapillarzahlung unter pathologischen Bedin-
gungen je nach Zahlmethodik sehr variabel. Die C/F-Bestimmung ist danach

die verlaBlichste Methode.

71



Diskussion

Es sei angemerkt, dass die Kapillarzahl in Relation zur Muskelfaserzahl gese-
hen werden muss, da das Kapillarnetz eine Versorgungseinheit fir eine Faser
darstellt (SCHMALBRUCH 1985). Eine scheinbare Vermehrung kann durch
eine Abnahme der Muskelfaserzahl, eine Verminderung der Kapillarzahl durch
Faserhypertrophie vorgetauscht werden. Eine Atrophie der Muskelfaser - wie
sie auch bei Alterung und Inaktivitat bei chronischer Ischamie zu sehen ist -
konnte so bei gleichbleibender Kapillarzahl den Quotienten der C/F in gleicher
Weise erhdhen. So mussen derartige strukturelle Differenzen, z. B. durch un-
terschiedlichen Trainingszustand der Tiere (NELISSEN-VRANCKEN et al.
1993) bei der Bestimmung der C/F einbezogen werden. Insbesondere ist davon
auszugehen, dass bei Tieren der Gruppe C, bei denen durch chronische I-
schamie eine Claudicatio-Symptomatik angenommen werden muss, die Kapil-
larzahlen falsch hoch liegen. Training fordert auch das Kapillarneuwachstum
(DESCHENES/ OGILVIE 1999). AHMED (1997) konnte zeigen, dass die C/F-

Ratio vorwiegend von der Fasergrof3e abhangt.

Die Grundwerte der C/F- Ratio waren in Gruppe A am hdchsten. Die Werte vor
der Ischamie hatten in den voroperierten Gruppen gentgend Zeit, sich den ver-
anderten Konditionen anzupassen.

Die Kapillarzahlen korrelierten zum Gewicht der Tiere, nicht aber zu ihrem Alter.
In der Literatur wird jedoch vor allem die altersbedingte Rarefizierung oft besta-
tigt (HENRICH et al. 1990). Warum in dieser Arbeit eine Korrelation nicht ge-
funden wurde, mag daran liegen, dass unsere Versuchstiere nur sehr geringe
Altersdifferenzen zeigten. Das hohere mittlere Alter in Gruppe B war teilweise
durch einen Ausreilder mit 54 Monaten bedingt, dessen Kapillarzahl mit 0,049
sehr niedrig lag. Auch in Gruppe D war die gleiche Konstellation vorhanden: Ein
Ausreil3er (mit 21 Monaten beinahe doppelt so alt wie die Ubrigen Gruppenmit-
glieder) wies eine der niedrigsten Kapillarzahlen auf. Die vorhandene Bezie-
hung zwischen Gewicht und Alter bei unseren Tieren bestatigt den bereits be-
kannten Zusammenhang zwischen Alter und Kapillarzahl (HENRICH 1990)

auch in dieser Arbeit.

72



Diskussion

Die hohere Kapillarzahl der Weibchen (Kap. 3.1.3) trifft ungltucklicherweise mit
der zufallig gehauften Gruppenzuteilung von Weibchen zu Gruppe A und D zu-
sammen. Die beiden kastrierten Mannchen kamen beide zu Gruppe C, was die
recht hohe Kapillarzahl dieser beiden Tiere — neben moglicherweise vorhande-
nen hormonellen Einfliussen — erklaren kdnnte.

Da die oben beschriebene FCD die Kapillarzahl des Muskels unter Ruhebedin-
gungen darstellt, entsteht eine lokal verminderte FCD sowohl durch Erniedri-
gung der Durchstrdomung, als auch durch pathophysiologischen Einflussfakto-
ren, wie sie im postischamischen Gefallbett vorkommen.

Die Neuaufteilung der Tiere nach Kapillarzahlen bestatigte den erwarteten Zu-
sammenhang zwischen der C/F- Ratio mit dem Erscheinen eines NoRe noch-
mals (Abbildung 3-5). Die Tiere mit guter Ausgangskapillarisierung sind bei
Entstehung, aber auch bei Riuckbildung der Minderdurchblutung im Zuge eines
Low Flow oder NoRe eindeutig im Vorteil. Gruppen mit niedriger Basiskapillar-
zahl zeigten keine bis nur geringe Wiederherstellung des Flusses. Uberra-
schenderweise sank die FCD der mittleren Kapillargruppe genauso wie die der
Gruppe mit schlechten Kapillarbedingungen. Dies deutet darauf hin, dass die
Kapillarzahl durchaus nur eine anteilige Bedeutung bei Protektionsmechanis-

men gegen das NoRe haben konnte.

Durch Induzieren einer sekundaren Hypertonie wies Gruppe B stark erniedrigte
Kapillarzahlen, im Sinne einer Rarefizierung, auf (HENRICH 1985). Die Rarefi-
zierung bei Hypertonie ist in der Literatur bei Tieren und auch bei Menschen
gesichert (HENRICH et al. 1978, HENRICH et al. 1979, GRAY 1984, HEIM-
GARTNER 1986, HARTUNG 1986, HENRICH et al. 1988). Bei der Hypertonie
durfte das Ausmal’ der Kapillarzahlveranderung nicht, wie es im chronisch i-
schamischen Muskel wahrscheinlich ist, vom Fasertyp abhangen (HAMMAR-
STEN et al. 1980, MOHNIKE et al. 1983). Allerdings konnten KROTKIEWSKI et
al. (1998) unlangst eine Veranderung der Faserzusammensetzung zugunsten

der Typ 2- Fasern in Abhangigkeit vom systemischen Blutdruck feststellen.
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Mit Gruppe D, in der sich also die Kapillarbettrarefikation durch Medikation mit
Calciumkanalblockern wieder normalisieren sollte, sollte die Umkehrbarkeit der
Rarefikation versucht werden. Die Kapillarzahlen lagen in einem Bereich zwi-
schen Gruppe A und B. Es ist also anzunehmen, dass unter der Wirkung der
Calciumkanalblocker, die anfangs rarefizierten Kapillaren wieder zu proliferie-
ren begonnen haben. Offensichtlich hatte aber die Zeit der Wirkstoffapplikation
nicht ausgereicht, um die Rarefikation ganz aufzuheben oder gar eine Hyper-
kapillarisierung zu induzieren. Auf einen ahnlichen Effekt wiesen NELISSEN-
VRANCKEN et al. (1993) hin, die bei Gabe von Vasodilatoren Kapillarwachs-
tum nachweisen konnten.

Ein anderer Mechanismus, der bei der hier nur maRigen Kapillarzahlerhhung
in Betracht gezogen werden muss, ist der zum Zeitpunkt der akuten Ischamie
mdglicherweise noch bestehende erhdhte Nifedipinspiegel. Es wurde gezeigt,
dass Calciumkanalblocker Uber verschiedene Wege [Verminderung der Per-
meabilitat (MCDONAGH/ ROBERTS 1986, LACOLLEY et al. 1998, HEMPEL et
al. 1999), der Radikalfreisetzung (BECKER et al. 1993, SUN et al. 1996, WU et
al. 1997), ET1-Hemmung, Vasodilatation (URBANIAK et al. 1997)] die Entwick-
lung eines NoRe vermindern kann. Es handelt sich also nicht ausschlief3lich nur
um die dilatative Wirkung der Ca-Kanalblocker (MCDONAGH/ ROBERTS 1986,
UNTERBURGER 1992), die das NoRe verringern sollte. Unter Nifedipingabe
kommt es namlich auch zu einer Zunahme von Typ2- Fasern (TORRES et al.
1994), die eine geringere Empfindlichkeit auf Mangeldurchblutung aufweisen.
Alternativ zur echten Kapillarbettproliferation kdnnte nach VICAUT (1999) auch
eine dilatatorisch bedingte Mikrogefal3rekrutierung die von Erythrozyten durch-
stromte Kapillarzahl funktionell erhdhen.

Eine zu starke Blutdrucksenkung, in der Literatur oft bei Einsatz von ACE-
Hemmern beschrieben, kann bei nicht ausreichender Autoregulation die Zahl
der perfundierten Kapillaren reduzieren. In dieser Studie gab es in der mit Nife-
dipin vorbehandelten Gruppe D keine vermehrte Blutdrucksenkung
(TSAPENKO 1998). Der untersuchte M. gracilis des Miniaturschweins soll als

glycolytischer Muskel (Typ 2- Fasern) weniger mit symphathiko- nicht- noradre-
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nergen Nerven versorgt sein, woraus ein starkes vasodilatatorisches Potenzial
resultieren wirde (GRASBY et al. 1997).

Durch eine experimentell angelegte chronische Ischdmie in Gruppe C sollte am
primar gesunden Versuchstier ein Zustand erreicht werden, der im Bereich der
Mikrozirkulation eine makroangiopathische Situation simulieren sollte. Vor dem
akuten Ischamie-Reperfusionsexperiment, wie auch im Reperfusionsverlauf,
lagen die Basis-Kapillarzahlen bei Gruppe C und D jedoch fast gleich.

Es fand also bei den Tieren mit chronischer Extremitatenischamie keine Hyper-
kapillarisierung, wie es bei einem jungen Versuchstier erwartet worden ware,
statt. Es war sogar eher eine leichte Kapillarzahlverminderung zu messen. Ge-
gen Ende der Reperfusion trat in der Gruppe C im Vergleich zu den anderen
Versuchsgruppen allerdings eine signifikant starkere Blutdrucksenkung ein
(TSAPENKO 1998), die die Ursache einer gegebenenfalls funktionell vermin-
derten Kapillarzahl darstellen kdnnte. In der bestehenden Literatur sind die Er-
kenntnisse Uber den Grad der Kapillarisierung unter chronischer Ischamie e-
benfalls divergent. Zum einen werden Unterschiede flr verschiedene Faserty-
pen angegeben: HUDLICKA (1986) stellte eine ausbleibende Hyperkapillarisie-
rung bei zu starker Ischamisierung mit konsekutiver Kollateralenbildung fest.
YAMAGUCHI et al. (1994) nehmen an, dass die von manchen Autoren gese-
hene Kapillarvermehrung eher das Resultat einer Muskelatrophie als eines ech-
ten Kapillarwachstums sei. Es gilt weitere Faktoren zu finden, die bei der chro-
nischen Ischamie das Kapillarwachstum in die eine oder andere Richtung be-

einflussen.

Im Folgenden sei die Entwicklung eines experimentellen NoRe diskutiert:

Im Verlauf des Versuchs entwickelte sich in Gruppe A und B ein NoRe, zu se-
hen an der sinkenden C/F- Ratio in beiden Gruppen (Abbildung 3-3). Die ohne-
hin in Gruppe B niedrige Kapillarzahl fihrte bis zum Ende des Versuchs zu ei-
ner stetigen Verminderung der FCD. Auch in Gruppe A kam es zu keiner Ver-
besserung der Kapillarzahl. In beiden Gruppen sind mdglicherweise bei einem

zu starken NoRe irreversible Schaden entstanden.
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Die Tiere der Gruppe C konnten ihre Kapillarperfusion trotz einer schlechteren
Startkapillarzahl — im Vergleich zu A — nach 12 Stunden Reperfusion bereits
wieder steigern. Die chronische Ischamie scheint unabhangig von der Kapillari-
sierung einen protektiven Effekt bezuglich des NoRe zu haben. Erstaun-
licherweise war auch das beginnende NoRe in Gruppe D reversibel. Der positi-
ve Einfluss der Calcium-Blocker wurde gewissermal3en als Medikation die Ka-
pillarvermehrung beglnstigen. Absolut gesehen war die C/F- Ratio nicht signif-
kant erhoht. Es kam trotz relativ niedriger Kapillarzahl zu keinem NoRe. Diese
Kapillarzahlverbesserungen waren allerdings gegenuber der basalen C/F- Ratio

siginfikant.

Die mangelnden Signifikanzen lagen vermutlich an der zu klein gehaltenen
Versuchstierzahl, mdglicherweise auch an der relativ starken Streuung der C/F-
Werte bei allen Tieren (s. Tabellen im Anhang).

Zudem besitzt der M. gracilis der Géttinger Miniaturschweine vorwiegend glyko-
lytische Typ 2- Fasern (ROUANET/ BACOU 1993, WEILER et al. 1995,
GRASBY et al. 1997) mit faserabhangig niedrigerer C/F- Ratio und geringerem
Anstieg der Kapillarzahl, z. B. bei chronischer Ischamie (NELISSEN-
VRANCKEN et al. 1993 ). Dies lasst die Zahlen in geringem Male differieren,
was die Aussagekraft statistisch beeintrachtigt. Die metabolischen Vorteile des
Typ 2- Muskels erklaren eine schwache NoRe-Auspragung durch die glykolyti-
sche Energiegewinnung (HAMMARSTEN et al. 1980). Man kann vermuten,
dass auch deshalb die Ergebnisse sehr eng beieinander liegen.

Systematische Ursachen fur die Streuung sind einerseits die Umstande der
Muskelbiopsie, andererseits die in der Methodik bereits aufgefihrten Schwie-
rigkeiten in der histologischen Aufbereitung und Auswertung.

Die zu Beginn der Reperfusion kritische Kreislaufsituation der Schweine er-
schwerte im Versuchsablauf die Biopsie. Aufgrund gleichzeitig notwendiger
medikamentoser Interventionen konnten die Gewebesticke nicht sofort optimal
versorgt werden, was in manchen Fallen zu Materialverlust und Qualitatseinbu-
Ren fuhrte.
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Maglicherweise verhinderten diese systematischen Fehler ein statistisch bewei-
sendes Ergebnis. Man kann bei Verwendung von immunhistochemischen Far-
bungen und computergestutzter videooptischer Auswertung (NOLTE et al.
1995, ANDERSON et al. 1997, QU et al. 1997) sicher eher Signifikanzen errei-
chen. Unter diesen Umstanden waren die vorliegenden Tendenzen ein bestati-

gendes Resultat.

Um die Schwachen der hier verwendeten Methoden auszugleichen, wurde die
Einschatzung von qualitatsbedingten Zahlungsfehlern und eine intensive zu-
satzliche histomorphologische Beurteilung angeschlossen. Das etwas kompli-
ziert erscheinende Schema hat sich dabei sehr gut bewahrt.

Der geringe Anteil wirklich guter Praparate demonstriert die Schwierigkeiten bei
der Zahlung; die Beispielbilder der typischen Artefakte (Abbildung 2-11, Abbil-
dung 2-12) bestatigen dies.

Deshalb muss man kritisch beleuchten, ob Faktoren aus diesem Bereich die
Richtigkeit der Kapillarzdhlung beeintrachtigt haben kénnten. Da die Uberzahl
der Biopsiequaltitdten im tolerablen Bereich lag, kbnnen die Ergebnisse, vor
allem bei den doch geringen Kapillarzahldifferenzen in Abhangigkeit von der
Qualitat der Biopsien, insgesamt als zuverlassig gelten. Die héheren Kapillar-
zahlen der guten Praparate zeigen eindeutig einen Einfluss auf die Zahlung.
Gruppe B enthalt die meisten schlechten Praparate und weist auch deshalb
eine eher niedrige C/F- Ratio auf. Gruppe D dagegen enthalt viele ‘gute” und
wenige ‘schlechte” Praparate. Gruppe C und A beinhalten mittlere Qualitaten.
Die Parallelen zwischen den statistischen Tendenzen und den Resultaten der
histologischen Auswertung im Vergleich und die Stabilitat der Ergebnisse ge-
genuber der Neueinteilung nach Kapillarzahlen (die keine Qualitatsvorteile be-
sitzen) untermauern aber durchaus die Glaubwurdigkeit der erhaltenen Zahlen.
Die im Rahmen dieser histomorphologischen Beurteilung gewonnenen Er-
kenntnisse belegen auch die in der Literatur beschriebenen typischen Folgen
des NoRe am Muskelgewebe (MASTIGLIA 1982, SCHRODER 1982). Dabei ist

zu berlcksichtigen, dass der hier untersuchte, vorwiegend glykolytische M. gra-
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cilis ischamietoleranter ist und somit die Auspragung der Veranderungen weni-

ger deutlich zu erwarten war.

Die Erythrozyten dringen im Laufe des Versuchs vermehrt in den Extravasal-
raum ein, moglicherweise bedingt durch steigende Gefalifragilitdt oder eine
Hamorrhagie (ENGLER et al. 1983). Sicher sind diese Befunde jedoch durch
Artefakte bei der Biopsieentnahme Uberlagert, sie kdnnten bei der Exzision des
Muskelstuckes zwischen die Blindel gedrickt worden sein.

Vor der Ischamie sind fast keine Leukozyten nachweisbar, die wenigen physio-
logisch anwesenden werden mikroskopisch nicht erfasst. Das anschliellende
Auftreten erfolgt in typischer Weise. Die Leukozyten sind eine Stunde nach Re-
perfusion intravasal vermehrt, das entspricht den Phasen ‘Rolling” und
‘Adhasion’. 11 Stunden spater findet sich der Hauptteil im Gewebe, d. h. die
Leukozyten sind emigriert. In den Gefallen verbliebene Leukozyten werden
immer seltener. Das konnte bereits eine Folge der NoRe- bedingten Perfusi-
onsstorung sein (JONAS et al. 1996).

Weiterhin steigt das Ausmal} beobachteter Nekrosen. Die gefundenen Nekro-
sen waren meist ausgepragt und fanden sich gegen Ende der Reperfusion. Der
hohe Anteil an Praparaten ohne Nekrosen und die Verteilung der Nekrosen
spricht dafur, dass diese weder systematisch durch die Technik der Biopsie,
noch durch die histologische Weiterverarbeitung verursacht waren. Biopsien
ohne Nekrose waren in spaten Phasen seltener zu sehen. Atrtifiziell verursachte
Nekrosen treten wohl eher in den Hintergrund. Die Vergleiche zwischen patho-
logischem Befund und dazugehdériger durchschnittlicher Kapillarzahl bestatigen
die Abhangigkeit der Schadigung von der Kapillarzahl. Ausgepragte Nekrosen
gingen mit sehr viel niedrigeren Kapillarzahlen einher, woraus geschlossen
werden kann, dass das NoRe zum Gewebeuntergang gefuhrt hat. Man muss
sich dabei nochmals bewusst machen, dass es sich bei der C/F- Ratio um eine
relative und funktionelle Kapillarzahl handelt; sie stellt demnach einen Perfusi-
onsparameter und nicht eine anatomische Gegebenheit dar. Die verminderte
absolute Kapillarzahl als Folge der Gewebszerstorung durfte eine eher unter-

geordnete Rolle spielen.
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Bei niedrigeren Kapillarzahlen waren haufiger Leukozytenansammlungen so-
wohl in den Gefalien, als auch im Gewebe zu finden. Das entspricht der Aufas-
sung uber die Rolle der Leukozyten beim NoRe.

Der Muskelfaser- und bundelabstand, der als Parameter fir ein Muskelzell-
ddem- oder interstitielles Odem dienen sollte, zeigte keine gruppenabhéngige
Verteilung. Die uneindeutigen Veranderungen der Muskelfaser- und bindelab-
stande machen deutlich, dass der einfache Ruckschluss von Abstanden im
Muskelgewebe auf einen Odemzustand (NEUMAYER et al. 1995) nicht gezo-
gen werden kann. Es bedarf hierfur einer quantitativ fassbaren Methodik. Die
bei grolem Faserabstand hoheren Kapillarzahlen kénnten einen Beurteilungs-
fehler bei artifiziell erniedrigtem intramuskularen Flussigkeitsgehalt darstellen,
weshalb man den Zusammenhang zur Kapillarzahl in Frage stellen muss.

Die intravasale Erythrozytendichte, die subjektiv als sehr unterschiedlich impo-
nierte, erwies sich Uber die Gruppen und Biopsiezeitpunkte gesehen als diffus
und muss somit als zufallige Gegebenheit betrachtet werden. Trotzdem fand
sich bei leeren Gefalbetten eine deutlich kleinere C/F- Ratio als bei dicht
gefullten Gefalden. Dies verdeutlicht die Abhangigkeit der festgelegten Kapillar-
zahlkriterien von der Durchblutung und zeigt damit die Funktionalitat der Werte.
Die beobachteten Geldrollen aus aggregierten Erythrozyten sind typisch im
Rahmen des Reperfusionsversagens (HAMMERSEN et al. 1989, URBANIAK et
al. 1997).

Eine haufig aufgefallene Veranderung war eine interstitielle eosinophile Flus-
sigkeitsansammlung. Von pathologischer Seite konnte diese entweder einen
Plasmaaustritt, Fibrinausschwitzungen oder einen ungeklarten Artefakt darstel-
len. Der Vergleich der Kapillarzahlen mit dem Vorhandensein der eosinophilen
Extravasate ist wenig markant und bietet keine Erklarung. Das Auftreten dieser
Massen war weder gruppenspezifisch noch fur bestimmte Versuchsabschnitte

typisch.
Betrachtet man die einzelnen Versuchsgruppen im Verlauf, so sieht man die

typischen histologischen Befunde bei Ischamie und anschlie3iender Reperfusi-

on in unterschiedlicher Auspragung.
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In Gruppe A mit — nach Kapillarzahl betrachtet — starkem NoRe treten Ery-
throzyten aus den Gefalen, Leukozyten akkumulieren und spater finden sich

Nekrosen. Die durch Hypertonie rarefizierten Skelettmuskeln der Gruppe B, mit
ebenfalls markant auftretendem NoRe, zeigen deutlich mehr Nekrosen und der
Blutzellnachweis ist betonter. Die Leukozyten nahmen in Gruppe C nur lang-
sam zu, auffallend sind bei einem schwachen NoRe die haufigen Nekrosen. In
Gruppe D zeigen sich dagegen trotz Nachweis von Leukozyten nur sehr wenige

Nekrosen.

Die Tatsache, dass ein Gewebeuntergang erst bei Reperfusion auftritt, weist
deutlich auf die Schadigung durch das Reperfusat hin und lasst Uberlegungen
uber die Moglichkeit eines physiologischen Sinns des NoRe zu. Schlief3lich wird
durch eine Low- Flow bis NoRe- Situation das Eindringen des zerstorenden
Agens hinausgezogert. Die verminderte Leukozytenzahl im Gewebe bei NoRe
(JONAS et al. 1996) stellt bereits einen Vorteil in Bezug auf die Nekrosezone
dar. Mdéglicherweise kann das NoRe die Freisetzung der toxischen Substanzen
aus dem isolierten Ischamiegebiet drosseln, so dass nach einer eingetretenen
Ischamie die Wahrscheinlichkeit des Uberlebens des Gesamtorganismus durch

das Opfer eines Gliedes vielleicht erhdht werden kann.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Am Goéttinger Miniaturschwein sollten die Rolle der Kapillarisierung des Ske-
lettmuskels und die moglichen Pathomechanismen fur das Zustandekommen
des No-Reflow-Phdnomens untersucht werden.

Deshalb wurden zunachst Uber verschiedene Manipulationen die Ausgangs-
bedingungen des Kapillarbetts variiert: Durch Induzieren einer Rarefikation soll-
te die Situation im hypertonen bzw. altersveranderten Gefallbett dargestellt
werden, eine anschlieBende Behandlung mit Calciumkanalblockern die Um-
kehrbarkeit dieser Kapillarbettveranderungen zeigen. Eine Hyperkapillarisierung
sollte durch eine operativ angelegte chronische Ischamie erzeugt werden. Die-
se drei Kapillarbettsituationen wurden wahrend einer akuten Ischamie und der
anschlieBenden Reperfusion analysiert und einem unbeeintrachtigten Kapillar-
system als Kontrolle gegenubergestellit.

Folgende Erkenntnisse ergeben sich:

Die Basiskapillarzahlen beeinflussen die Reperfusion nach einer experimentel-
len Ischamie. Sowohl das Auftreten als auch die Intensitat eines NoRe hangt
hierbei von der Kapillarisierung ab.

Das kapillarrarefizierte GefalRsystem erweist sich gegentber der Entwicklung
eines NoRe nach Muskelischamien gefahrdeter als das normale Kapillarbett.
Auch bei nicht vollstandig restituierter Kapillarzahl wird das hypertonieinduziert
rarefizierte Gefallbett nach Behandlung mit Calciumkanalblockern postischa-
misch besser perfundiert. Calciumkanalblocker kénnen hier moglicherweise
einen positiven Effekt zur Pravention eines NoRe ausuben. Der chronisch i-
schamische Muskel zeigt trotz unbeabsichtigt erniedrigter Kapillarzahl eine ver-
besserte Kapillarreperfusion nach aktuer Ischamisierung.

Das Auftreten von Nekrosen und deren Ausmald wird zusatzlich von anderen
Faktoren bestimmt. Um diese genau zu bestimmen, bedarf es weiterer quanti-

tativer Messungen.
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5.1 Tabellenanhang

Gruppe

A

B C D

0,169
0,134
0,201
0,155

0,101
0,090

Versuchstiere

0,056 0,067 0,130
0,075 0,064 0,074
0,044 - -
0,055 0,094 0,115
0,049 0,110 0,080
- 0,113 0,065
0,070 0,161 0,089
0,052 0,074 0,107

gooxlc»cn-thA

0,142

0,057 0,098 0,094

Tabelle 5-1 C/F- Ratio vor Ischamie (Basiswerte)

1 Stunde nach Reperfusion
A B C D

12 Stunden nach Reperfusion
A B G D

1 10,080 0,040 0,044 0,095 1 10,063 0,070 0,035 0,120
2 | 0,086 0,048 0,065 0,069 2 10,039 0,033 0,037 0,038
3 [ 0,076 0,103 0,046 0,042 3 (0,095 0,041 0,062 0,131
4 | 0,066 0,098 0,052 0,076 4 |0,071 0,085 0,040 0,098
5 (0,031 0,049 0,103 0,061 5 (0,041 0,011 0,125 0,065
6 | 0,130 0,043 0,094 - 6 | 0,098 0,074 0,136 -
7 | 0,055 0,054 0,052 0,069 7 {0,019 - 0,128 0,077
8 - - - 0,076 8 - 0,025 - 0,056
Mw | 0,075 0,062 0,065 0,070 Mw | 0,061 0,048 0,079 0,083

Tabelle 5-2 Kapillarzahlen bei Reperfusion

A
C/F-Ratio

B C D
% CIFRato % C/F-Rato % C/F-Ratoc %

vor Ischamie| 0,142 100,0 0,057 100,0 0,098 100,0 0,094 100,0
1 Stunde nach Reperfusion| 0,075
12 Stunden nach Reperfusion| 0,061

52,9 0,062 108,3 0,065 66,7 0,070 74,1
43,0 0,048 84,4 0,079 81,0 0,083 88,7

Tabelle 5-3 Prozentuale Anderung der Kapillarzahlen
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Hochste
C6 D5 B7 D2 A2 A4 C7 A1 A3 Mw Sx
vor| 0,113 0,115 0,119 0,130 0,134 0,155 0,161 0,169 0,201 |0,144 | 0,028
1h| 0,094 0,076 0,043 0,095 0,086 0,066 0,052 0,080 0,076 0,074 (0,017
12h| 0,136 0,098 0,074 0,120 0,039 0,071 0,128 0,063 0,095 | 0,092 | 0,031
Mittlere
B8 D3 B2 D7 D8 A8 C4 A7 D9 C5 Mw Sx
vor| 0,070 0,074 0,075 0,080 0,089 0,090 0,094 0,101 0,107 0,110 | 0,089 | 0,013
1h| 0,054 0,069 0,048 0,061 0,069 0,052 0,055 0,076 0,103 | 0,065 | 0,016
12h 0,038 0,033 0,065 0,077 0,040 0,019 0,056 0,125 | 0,056 | 0,031
Niedrigste
C3 B3 B6 A6 D4 B4 B1 Cc2 C1 D6 Mw | Stab
vor| 0,041 0,044 0,049 0,050 0,054 0,055 0,056 0,064 0,067 0,065 |0,055|0,008
1h| 0,046 0,103 0,049 0,130 0,042 0,098 0,040 0,065 0,044 0,068 | 0,031
12h| 0,052 0,041 0,011 0,098 0,131 0,085 0,070 0,037 0,035 0,062 | 0,035
Tabelle 5-4 Neueinteilung der Gruppen nach Basiskapillarzahlen
Mittel- Standardab- St-fehlerdes n
Al — A - A8 HE - - wert weichungS, Mw S, quer
vor|0,169 0,134 0,201 0,155 - - 0,101 0,09 0,1416 0,0384 0,0157 6
1h| 0,08 0,086 0,076 0,066 0,031 0,13 0,055 - 0,0750 0,0283 0,0107 7
12h|0,063 0,039 0,095 0,071 0,041 0,098 0,019 - 0,0608 0,0276 0,0104 7
Mittel- Standardab- St-fehlerdes n
& = = = 58 = = = wert  weichungSx Mw Sx quer
vor|0,056 0,075 0,044 0,055 0,049 - 0,07 0,052 0,0574 0,0105 0,0040 7
1h| 0,04 0,048 0,103 0,098 0,049 0,043 0,054 - 0,0621 0,0247 0,0093 7
12h| 0,07 0,033 0,041 0,085 0,011 0,074 - 0,025 0,0484 0,0259 0,0098 7
Mittel- Standardab- St-fehlerdes n
Ct c2 C3 C4 C5 Cc6 C7 Cc8 wert weichungS, Mw S, quer
vor|0,067 0,064 - 0,094 0,11 0,113 0,161 0,074 0,0976 0,0319 0,0121 7
1h|0,044 0,065 0,046 0,052 0,103 0,094 0,052 - 0,0651 0,0222 0,0084 7
12h|0,035 0,037 0,052 0,04 0,125 0,136 0,128 - 0,0790 0,0442 0,0167 7
Mittel- Standardab- St-fehlerdes n
bz bk 7 bk i = bk btz wert weichungS, Mw S, quer
vor| 0,13 0,074 - 0,115 0,08 0,089 0,107 0,065 0,0940 0,0220 0,0083 7
1h|0,095 0,069 0,042 0,076 0,061 0,069 0,076 - 0,0696 0,0149 0,0056 7
12h| 0,172 0,038 0,131 0,098 0,065 0,077 0,056 - 0,0833 0,0317 0,0120 7

Tabelle 5-5 Gesamtdatensatz der Kapillarzahlmessungen mit Standardabweichung, Standardfehler

des Mittelwerts und Anzahl n der Tiere pro Gruppe
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