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Abstract

Moll

Wibke S.

Die Wirkung und die zugrunde liegenden Wirkmechanismen von Polihexanid
(Lavasept®) auf die Mikrozirkulation des Musculus cremaster der Ratte:

Uber die Beeinflussung der muskuldren Mikrozirkulation der Wunde durch lokale
Applikation eines Antiinfektivums

Problem: Das Antiseptikum Polihexanid (Lavasept® - LS), so konnten Vorversuche
zeigen, verbessert die Mikrozirkulation durch Erweiterung der Arteriolen und Zunahme
der funktionellen Kapillardichte (FKD). Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der
zugrunde liegenden Wirkmechanismen von LS auf die Muskel-Mikrozirkulation.
Methode: Mannliche Wistar-Ratten (n=51, 170+g KG) wurden in 4 Gruppen unterteilt.
Nach Praparation des M. cremaster erfolgte die Erfassung der Arteriolendurchmesser
(AD) 1. bis 3. Ordnung und der FKD mittels Durchlicht-Intravitalmikroskopie. Gruppe 1:
Denervation und LS , Gruppe 2: Bupivacain und LS, Gruppe 3: Phentolamin und LS,
Gruppe 4: Metoprolol und LS.

Ergebnisse: 1. Die Denervation zeigt keinen Einfluss auf die GefaBweite, die FKD
nimmt signifikant ab (p<0,05). 2. Nach LS erfolgt eine Abnahme der AD A; bis As,
signifikant bei A; nach 60 und 120 Minuten und bei A, nach 120 Minuten, und eine
signifikante Abnahme der FKD in Gruppe 1 (p<0,05). 3. Die AD bleiben nach
Bupivacain konstant, die FKD zeigt eine signifikante Abnahme (p<0,05). 4. Nach LS
Gabe kommt es nach 120 Minuten bei den AD A; und A, zu einer signifikanten
Abnahme in Gruppe 2. 5. Nach Phentolamin erfolgt tendenziell eine Vasodilation, die
FKD bleibt konstant. 6. LS flhrt zur signifikanten Abnahme aller AD (p<0,05) und einer
nicht signifikanten Abnahme der FKD in Gruppe 3 (p<0,05). 7. Die Applikation von
Metoprolol bewirkt eine signifikante Abnahme der AD (bei Az) und der FKD (p<0,05). 8.
Nach LS bleiben die AD A; und A, konstant, die As- AD sowie die FKD zeigen eine
signifikante Abnahme (p<0,05).

Diskussion:

Die Untersuchungen zeigen, daB Lavasept® wahrscheinlich {iber eine a-Rezeptoren-
Blockade zur positiven Veradnderung mikrozirkulatorischer Parameter fihrt. Ob oap-
Rezeptoren von dieser Blockade ausgenommen sind, wie diese Arbeit vermuten |aBt,
mufB durch weitere Untersuchungen mit selektiven Rezeptorantagonisten geklart
werden. Die lokale Anwendung von rezeptormodulierenden Substanzen, sowie von
Lokalanasthetika und die Denervation hat keine Verbesserung der Mikrozirkulation zur
Folge.
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Verzeichnis der Abkirzungen

1. Verzeichnis der Abkiirzungen

A4

Az

As
ADP
ATP
B
cAMP
cGMP
Cremaster
D

ETI
EDRF
FKD

LS

M
MHK

MW
n

NO

P

PG
PVP-Jod

Arteriole 1.0rdnung

Arteriole 2.0rdnung

Arteriole 3.0rdnung

Adenosindiphosphat

Adenosintriphosphat

Bupivacain, ein lokales Anasthetikum
cyklisches Adenosinmonophosphat
cyklisches Guanosinmonophosphat
Musculus cremaster der Wistar-Ratte
Denervation

Endothelin |

Endothelium derieved relaxing factor (= NO)
Funktionelle Kapillardichte, Anzahl

der perfundierten Kapillaren

Lavasept®, ein Haut- und Schleimhaut-
Antiseptikum

Metoprolol, ein B1- und B>-Rezeptorblocker
minimale Hemmkonzentration (in pg/ml):
experimentell ermittelte Konzentration einer
Substanz, die unter definierten Bedingungen
gerade in der Lage ist, ein sichtbares
Wachstum der Mikroorganismen zu hemmen -
Ma@B fir die antibakterielle Wirkung einer
Substanz

Mittelwert

Anzahl der Versuchstiere

Stickstoffmonoxid

Phentolamin, ein a4- und op-Rezeptorblocker
Prostaglandin

Polyvinylpyrrolidon-Jod



Verzeichnis der Abkirzungen

SEM

STD
V4

Vs

Standard error of the mean, Standardfehler des
Mittelwertes

Standardabweichung

proximale Venole

intermediare Venole

prakapillare Venole
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2. Einleitung

2.1 Problemstellung

Wunden bilden einen Bestandteil des Lebens, welcher mit Zunahme des
Lebensalters einen gréBeren Stellenwert einnimmt. Daher ist die Behandlung
der Wunden eine zentrale und wichtige Aufgabe in der Medizin. Chronische
nicht- oder schlecht-heilende Wunden stellen nicht nur flr den Patienten ein
soziales Problem dar, sie bilden gerade in den entwickelten Landern ein
zunehmendes sozio-6konomisches Problem. Verschiedene Faktoren, welche
die Heilung einer Wunde positiv oder negativ beeinflussen sind bekannt und es
existieren unzéhlige Verbandstoffe, Wundsalben und -l6sungen sowie andere
extern und intern anzuwendende Mittel, welche eine verbesserte Wundheilung
bedingen sollen.

Voraussetzung der modernen Wundbehandlung bildet die Antisepsis, die eine
keimarme Wunde erzeugen soll. Dazu stehen zahlreiche Salben und Lésungen
zur Verfugung, deren antiseptische Wirkungen genau untersucht und belegt
sind.

Daneben ist aber auch die Durchblutung des Wundbettes eine
Grundvoraussetzung zur Heilung. Welchen EinfluB die verschiedenen
antiseptischen Medikamente auf die Durchblutung haben, ist nicht bekannt. Die
bisher durchgefihrten Untersuchungen beschranken sich auf
Vertraglichkeitsprifungen  hinsichtlich des allergenen Potentials der
verschiedenen Substanzen, sowie auf in vitro- und tierexperimentelle Studien
hinsichtlich der Zytotoxizitat.

Durch die direkte Visualisierung der Mikrozirkulation ist es heute mdéglich,
Veranderungen der Gewebedurchblutung zu quantifizieren und so den Einfluf3
dieser Mittel auf die Mikrozirkulation zu beobachten.

Uber selektive Rezeptorblockaden der physiologischen GefaBweitenregulation
lassen sich dann zusatzlich Aussagen zum madglichen Wirkmechanismus einer

GefaBweitendnderung machen.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine im Klinikalltag eingesetzte
Desinfektionslésung hinsichtlich ihres Einflusses auf die Mikrozirkulation zu
untersuchen und potentielle Wirkmechansimen aufzudecken.

Bei der untersuchten Desinfektionslésung handelte es sich um Polihexanid,
enthalten in der Anwendungslésung Lavasept®.

Die mikrostatische und mikrobiozide Wirkung von Lavasept® ist bekannt und es
liegen zahlreiche Studien hierzu vor.

Dagegen ist nur wenig (iber den EinfluB von Lavasept® auf die Mikrozirkulation
der Muskulatur bekannt. Da die Mikrozirkulation Gber den An- und Abtransport
bestimmter Stoffe und die Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff ebenfalls
einen groBen EinfluB auf die Wundheilung ausibt, ist dies eine Klinisch
relevante Fragestellung.

Polihexanid ist chemisch ein Biguanid. Verschiedene Forschungsgruppen
konnten zeigen, daB andere Biguaniden eine Vasodilation herbeifihren. Es liegt
somit die Vermutung nahe, daB Lavasept® ahnliche Wirkungen aufweist.

Diese Vermutung konnte in Vorstudien bewiesen werden:

Lavasept® verbessert die Mikrozirkulation des M. cremaster der Ratte (iber eine
Erweiterung der Arteriolendurchmesser sowie Uber eine Zunahme der
funktionellen Kapillardichte (Benkovic 2000).

Wie diese Wirkung von Lavasept® hinsichtlich der Mikrozirkulation zustande
kommt ist jedoch unklar.

In dieser Studie soll dieser Wirkmechanismus genauer untersucht werden.
Auch hierfir boten die Studien Uber andere Biguanide gute Anhaltspunkte, in
denen durch die Blockade verschiedener GefaBrezeptoren der Mechanismus
der gefaBerweiternden Wirkung der Biguanide untersucht wurde.

Als Modell einer offenen, nicht kontaminierten Wunde wurde ein Muskel
gewahlt, da er im klinischen Alltag sowohl in der Chirurgie als auch in der
Verbrennungsmedizin eine erhebliche Rolle spielt. GroBflachige Muskelareale
kommen nicht nur zur Operationsvorbereitung mit Desinfektionsmitteln in
Kontakt: in der Behandlung Brandverletzter ist die langdauernde Behandlung
mit Antiinfektiva, z.B. Lavasept®, eine wesentliche Therapiegrundlage.

Hierfir bot der Cremastermuskel der Ratte als Versuchsmodell optimale
Bedingungen.
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Die Auswirkungen einer Blockade der GeféaBrezeptoren, einer Denervation
sowie der Applikation eines Lokalanasthetikums auf die Wirkung von Lavasept®
wurden so untersucht.

Der gewéhlte Zeitraum der Untersuchung nach Vorbehandlung des Cremasters
in den verschiedenen Gruppen umfaBte 120 Minuten, da in verschiedenen
Studien gezeigt werden konnte, daB in dieser Zeit die Hauptveranderungen
auftreten (Peter 2002). Weiter konnten wir dadurch sicher sein, daB das
jeweilige ,Pretreatment” des Muskels sicher Uber den gesamten untersuchten

Zeitraum wirksam war.

Folgende Fragestellungen sollen durch die vorliegenden tierexperimentellen

Untersuchungen bearbeitet werden.

e Spielen GefaBrezeptoren bei den durch Lavasept® hervorgerufenen
Veranderungen der Mikrozirkulation eine pathophysiologische Rolle?

e LaBt sich durch lokale Anwendung von rezeptorblockierenden Substanzen
die Mikrozirkulation in der Muskulatur verbessern?

e Hat die Denervation einen akuten EinfluB auf die Mikrozirkulation im
denervierten Muskelabschnitt?

e BeeinfluBt eine Denervation die Wirkung von Lavasept® auf die
Mikrozirkulation?

e Kann durch Hemmung der postgangliondren sympathischen Fasern eine
Verbesserung der Mikrozirkulation herbeigefihrt werden?

e FUhrt eine Hemmung der postgangliondren sympathischen Fasern zu einer
Veranderung der Lavasept®-Wirkung?

e Lassen die Ergebnisse Hinweise auf ein optimales Wundbehandlungsmittel
zu und verbessern die Ergebnisse die Auswahlkriterien im klinischen Alltag?
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3. Studiendesign und Methodik

Die Untersuchungen wurden gemaB der Richtlinien des deutschen
Tierschutzgesetzes (§ 8 Abs.1 BGB) nach Erteilung der Genehmigung (Nr.
23.872/3.60) zur Durchfihrung von Tierversuchen der Bezirksregierung
Arnsberg vom 31.03.2001 durchgefihrt. Samtliche Versuche fanden in den
Laboratorien fir Mikrozirkulationsforschung der Abteilung far Plastische
Chirurgie, Haus X (BGFA-Gebaude), der Berufsgenossenschaftlichen Kliniken
Bergmannsheil, Universitatsklinik Bochum, statt.

3.1 Versuchsaufbau

Als Versuchstiere wurden mannliche Wistar-Ratten mit einem Kérpergewicht
von 140 bis 200g ausgewahlt. Bei Ratten dieser GroBe ist der Cremastermuskel
dinn genug (200-300 um) fir die Intravitalmikroskopie. Des weiteren ist das
umgebende Bindegewebe nur gering ausgebildet, so daB die mikroskopische
Darstellung der Mikrozirkulation minimal behindert wird.

Nach Eintreffen vom Zlchter (Harlan & Winkelmann, Borchen, BRD) wurde den
Tieren die Mdoglichkeit gegeben, sich wahrend der nachfolgenden drei Tage
vom Transport zu erholen und an die neue Umgebung zu gewdhnen. Sie
wurden bis zu den Versuchen im Tierstall der Berufsgenossenschaftlichen
Kliniken Bergmannsheil, Universitatsklinik Bochum, bei simuliertem 12-
stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus sowie bei kontrollierter Raumtemperatur von
20°C und Luftfeuchtigkeit von 45-50% in Ké&figen gehalten. Sie erhielten freien
Zugang zu Wasser und Futter (Standard Diat Haltungsfutter Nr.1324, Altromin
GmbH, Lage, BRD).

Vor Versuchsbeginn wurde das Gewicht der Ratte mit Hilfe einer Kleintierwaage
(K5T, Mettler, Zlrich, Schweiz) ermittelt.

Um zirkardiane Einflisse auf die Versuche zu vermeiden, begannen die
Versuche jeweils um 9.00 Uhr MEZ.
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3.1.1 MeBapparatur

Der wesentliche Bestandteil der MeBapparatur ist ein Durchlichtmikroskop,
,intravitalmikroskop* (Axiotech Vario 100HD, Zeiss, Jena, BRD). Dieses ist Uber
eine Videokamera (ATV-Horn, Modell-Nr. MC-3309, Aalen, BRD) mit einem
Videorecorder (Panasonic, Modell AG 7350, Matasushita Electric Industrial
Corp., Osaka, Japan) und einem 12" Farbmonitor (Sony, Trinitron Color-
Videomonitor, Modell PVM-1453 MD, K&ln, BRD) verbunden (Abb. 4). Auf diese
Weise kann der Cremaster durchleuchtet und auf dem Monitor sichtbar
gemacht werden. So kénnen die GefaBdurchmesser bestimmt und die Anzahl
der funktionsfahigen Kapillaren gezahlt werden. Das gewdahlte  Objektiv
erzeugte eine 100fache VergroBerung. Auf dem Monitorbild erschienen die
Strukturen durch die VergréBerung der Videokamera insgesamt 800fach
vergréBert (Abb. 1).

Abbildung 1: Schematische Darstellung der kompletten MeBapparatur: 1. Versuchstier mit
prapariertem Cremaster unter den MeBmikroskop; 2. Videokamera; 3. Monitor; 4.
Videorecorder; 5. TemperaturmefBgerat; 6. BlutdruckmeBgerat
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3.2 Versuchsablauf

3.2.1 Einteilung der Versuchsgruppen

Die GrbéBe der Versuchsgruppen wurde in Zusammenarbeit mit dem
biomedizinischen Institut der Duke University Medical School, Durham, N.C.
USA vor Versuchsbeginn als kleinste maogliche GréBe gemaB den
Anforderungen des Tierschutzgesetzes festgelegt.

Fir die Versuchsreihe wurden insgesamt 51 mannliche Ratten bendtigt. Die
Tiere wurden nach dem Zufallsprinzip in 4 Gruppen eingeteilt, wobei eine
Gruppe 15 Tiere, die Ubrigen drei Gruppen je 12 Tiere enthielten.

Der MeBzeitpunkt nach 0 Minuten erscheint in jeder Gruppe und entspricht der
Messung der Ausgangswerte nach einer 10 mindtigen Stabilisierungsphase
nach Praparation des M. cremaster und Positionierung des Versuchstieres

unter dem Intravitalmikroskop.

-2h Tracheotomie, Kandlierung der A. carotis, Cremasterpraparation
Oh Beginn der Intravitalmikroskopie Uber insgesamt 3h mit stindlich

gewonnenen MeBwerten

1h Messung nach Pretreatment (Gruppe 1 bis 4) des M. cremaster
2h 1. Messung nach Lavasept®-Gabe
3h 2. Messung nach Lavasept®-Gabe

Die Gruppen gliederten sich wie folgt:

15 Tiere bildeten die ,Denervation und Lavasept®

-Gruppe, in der die erste
Messung eine Stunde nach der Denervation stattfand. Nach der Denervations-
Messung wurde bei 9 Tieren Lavasept® auf den Cremaster aufgebracht. Die
tbrigen 6 Tiere wurden im Rahmen einer anderen Studie weiter untersucht.
Nach Lavasept®-Applikation erfolgte nach 60 Minuten und nach 120 Minuten je

eine weitere Messung (Tab. 1).
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Um Aussagen Uber die Auswirkungen einer Denervation machen zu kbénnen,
wurde diese Gruppe mit 15 Tiere bewufBt gréBer gewahlt, da im Vergleich zu
den anderen Gruppen durch die diffizile Praperationstechnik eine gréBere
Streuungsbreite zu erwarten ist.

Tabelle 1: Gruppeneinteilung Denervation und Lavasept® (LS)

Gruppe Denervation und LS

MeBzeitpunkte |0 min

Denervation

60 min nach Denervation
Applikation von Lavasept®
60 min nach Lavasept®

120 min nach Lavasept®

Je 12 Tiere bildeten die Gruppen 2 bis 4, in denen der EinfluB von Bupivacain,
einem Lokalanasthetikum, Phentolamin, einem o-Rezeptor-Blocker und
Metoprolol, einem pB-Rezeptor-Blocker, auf die Mikrozirkulation untersucht
wurde.

In der zweiten Gruppe wurde der Cremaster zuerst mit Bupivacain behandelt.
Es erfolgte eine Messung nach 60 Minuten. Dann wurde das Bupivacain mit
Hilfe von physiologischer Kochsalzlésung abgespiilt und bei 6 Tieren Lavasept®
auf den Muskel aufgebracht. Die Ubrigen 6 Tiere dienten wieder einer anderen
Studie. Die Wirkungen von Lavasept® nach dem Pretreatment des Muskels mit
Bupivacain wurden dann nach 60 und 120 Minuten bestimmt (Tab. 2).

In der dritten und vierten Gruppe wurden Metoprolol beziehungsweise
Phentolamin anstatt Bupivacain verwandt. Die MeBzeitpunkte und

GruppengrdéBen anderten sich nicht.
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Tabelle 2: Gruppeneinteilung Bupivacain (B) und Lavasept® (LS), Phentolamin (P) und LS,
Metoprolol (M) und LS

Gruppe Bupivacain Phentolamin Metoprolol

MeBzeitpunkte |0 min 0 min 0 min

Applikation von B Applikation von P Applikation von M
60 min nach B 60 min nach P 60 min nach M
Applikation von LS  Applikation von LS  Applikation von LS
60 min nach LS 60 min nach LS 60 min nach LS
120 min nach LS 120 min nach LS 120 min nach LS

3.2.2 Praparation des M. cremaster

Die Tiere wurden zuerst mit einer intraperitonealen Injektion Pentobarbital-
Natrium (50mg/kg Kérpergewicht; Narcoren®; Merial GmbH, Hallbergmoos,
BRD) betaubt. Zusatzliche Ané&sthetika waren nicht erforderlich. Es wurde
jedoch darauf geachtet, daBB die Narkosetiefe durch stiindliche Injektionen eines
Drittels der Ursprungsdosis erhalten wurde (Acland 1989a).

Die Ratte wurde dann zur Aufrechterhaltung der Kérpertemperatur mit dem
Rucken auf eine Warmematte (Watlow Corp., St.Louis, MO, USA) gelegt.

Nach Rasur des Halsbereiches folgte die Praparation der rechten Arteria carotis
und die Platzierung einer intraarteriellen BlutdruckmeBsonde der Starke PE50
(Carotis-Kunstoffkatheter, Becton Dickson, Intramedic® Polyethylene Tubing,
Parippany, NY, USA). Mit Hilfe eines BlutdruckmeBgerates (Pressure Monitor
BP-1, World Precision Instruments, Berlin, BRD) konnte so kontinuierlich der
arterielle Blutdruck Uberwacht werden. Uber diesen Katheter konnte auch bei
Bedarf eine Fllssigkeitssubstitution mit physiologischer Kochsalzlésung
erfolgen. Im Folgenden wurde eine Tracheotomie durchgefiihrt und ein Tubus
(Venofix®, Luer Lock 21G, 0,8 x 2,0 mm, Braun AG, Melsungen, BRD) in der
Trachea plaziert, um eine Verlegung der Atemwege zu verhindern.

Nachdem diese Schritte zur Uberwachung und Gewahrleistung der
Vitalfunktionen der Ratte durchgefiihrt wurden, erfolgte nun die Préparation des
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Cremasters. Nach Fixation der Hinterlaufe mit Klebeband wurde dazu der
Bereich des rechten Skrotums rasiert und lose Haare wurden sorgféltig entfernt.
Danach erfolgte ein vertikaler Hautschnitt von der Spitze bis zur Basis des
Skrotums und der Hoden wurde vorsichtig aus dem Skrotum gelést. Diese und
die folgenden Schritte wurden unter Zuhilfenahme eines Operationsmikroskops
(Carl Zeiss Jena GmbH, Stemi2000-C, Jena, BRD; Kaltlichtquelle: Schott Mainz
Glaswerke GmbH, KL 150 B, 15V, 150W, Mainz, BRD) mit mikrochirurgischen
Instrumenten (S&T, Schweiz) durchgefihrt.

Als nachster Schritt wurde ein Haltefaden (5-0 Prolene, Ethicon®, Norderstedt,
BRD) am distalen Ende des Cremasters platziert. Danach wurde der Cremaster
in mikrochirurgischer Technik vorsichtig von seinem umschlieBenden Faszien-
und Bindegewebe befreit. In diesem Stadium der Praparation sind bereits die
zentralen GeféaBe des Cremasters gut zu erkennen. Nun wurde der Cremaster
genau auf der gegenlberliegenden Seite der ZentralgefaBe eréffnet. Er ist
durch das Lig. mesorchium mit dem Hoden verbunden. Nach Durchtrennen
desselben konnte der Cremaster vorsichtig vom Hoden gel6st werden. Die
Arteria und Vena spermatica sowie der Samenstrang wurden ligiert und
anschlieBend durchtrennt. Der Hoden wurde somit entfernt. Der Cremaster
wurde nun mit vier weiteren Faden (5-0 Prolene; Ethicon®, Norderstedt, BRD)
aufgespannt und von eventuell noch vorhandenen Bindegewebsschichten
befreit (Abb. 2).
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Abbildung 2: Praparierter, entfalteter und an seinem GeféBstiel isolierter M. cremaster

Danach wurde das Tier mitsamt der Warmematte auf einer speziell gefertigten
Plexiglasunterlage fixiert. Kopf und Rumpf des Tieres lagen auf dem flachen
oberen Teil der Halterung, die Hinterlaufe werden um eine darunter
eingelassene runde Aussparung festgeklebt. Auf dieser befand sich ein
Objekttrager, auf dem der Cremaster ausgebreitet und mit den Haltefaden
aufgespannt werden konnte. Der GeféaBstiel durfte dabei nicht abgeknickt oder
Uberspannt werden.

Um ein Austrocknen zu vermeiden, wurde der Cremaster Uber den ganzen
Zeitraum hinweg mit einer Folie (Dow Brands, Saran Wrap, Indianapolis, IN,
USA) bedeckt.

In ihren Arbeiten gelang es Baez und Barker zu zeigen, daB durch diese
Technik der Cremasterpraparation der Blutstrom nicht beeinflut wird und Gber
einen Zeitraum von mehr als zwei Stunden konstant bleibt (Baez 1973; Barker
1992).
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Zwei Sonden, die mit einem TemperaturmeBgerat (Atkins Mechanical Inc.,
Model # 39658T, Gainsville, FL, USA) verbunden waren, registrierten die
Korperkerntemperatur ~ und die Temperatur unter dem Cremaster. Die
Koérperkerntemperatur, die Uber eine im Magen der Ratte liegende Sonde
gemessen wurde, wurde wahrend der gesamten Dauer der Versuche zwischen
34,5 und 37,5°C gehalten. Die Temperatur unter dem Cremaster betrug 31°C
bis 35 °C.

Die Ratte wurde dann unter das Intravitalmikroskop gelegt und die Messungen
entsprechend der jeweiligen Gruppeneinteilung konnten nach einer
Stabilisierungsphase von 10 Minuten erfolgen (Abb. 3).

Nach Beendigung der Versuche erfolgte eine Euthanisierung der Tiere mit einer
intraarteriellen Uberdosis Pentobarbital.

i

¥ .
2

4

1
4

Abbildung 3: Versuchstier mit préapariertem und aufgespanntem M. cremaster unter dem

Intravitalmikroskop mit samtlichen MeBapparaturen (Durchlichtmikroskop, Videokamera,
Videorecorder, Monitor mit A,-Arteriole, Blutdruck- und TemperaturmeBgerat).

3
k-
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3.2.3 Denervation des Musculus cremaster

Zur Denervation wurde die Ratte in den entsprechenden Gruppen nach der 0-
Minuten-Messung erneut unter dem Operationsmikroskop plaziert. Dann wurde
in mikrochirurgischer Technik der Cremaster sorgféltig von beiden Seiten bis zu
der zentralen Arterie und Vene durchtrennt. Es wurde auch jegliches
Muskelgewebe ober- und unterhalb der GefaBe entfernt und die Adventitia der
GefaBe entfernt. So wurde gewahrleistet, daB alle Nervenfasern durchtrennt
wurden.

Der Versuch wurde dann unter dem Intravitalmikroskop fortgesetzt.

3.2.4 Applikation der Pharmaka

Alle Pharmaka wurden jeweils in einer Menge von 3 ml mit Hilfe einer Spritze
vorsichtig auf den Cremastermuskel aufgetropft, um eine Irritation des Muskels
zu vermeiden. Die gewahlte Menge garantierte eine vollstindige Benetzung des
Muskels.

Nach einer definierten Einwirkzeit von 30 Minuten wurden Bupivicain,
Metoprolol und Phentolamin mit 5 ml physiologischer Kochsalzlésung abgespilt
und zu dem definierten Zeitpunkt nach einer Stunde die erste Messung
durchgefiihrt. Dann wurden 3 ml Lavasept®-Lésung aufgetragen.

Um Verdunstung zu vermeiden, wurde der Cremaster immer - auBer zum
Aufbringen der Pharmaka und zum Spilen - mit einer Folie (Dow Brands,
Saran Wrap, Indianapolis, IN, USA) bedeckt.

3.2.5 Pharmaka

Bupivacain
Bupivacain-Hydrochlorid ist ein langwirksames Lokalandsthetikum vom
Aminoamid-Typ. Es st bei gleicher Konzentration viermal starker

lokalanasthetisch wirksam als Lidocain oder Articain (Knoll 1991).
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Das Pharmakon wird far Infiltrationsanasthesien (0,125-0,25%ige Ldsungen),
Leitungsanasthesien  (0,5%), Epiduralanasthesien  (0,25-0,75%) und
Spinalanasthesien (0,5%) eingesetzt (Dahmen und Miiller 1997).

Der Wirkeintritt erfolgt nach 10 Minuten und die Wirkdauer liegt zwischen 3 bis
10 Stunden (Concepcion 1984).

In dieser Arbeit wurden 3ml 0,5%iges Bupivacain pro Versuch verwandt
(Carbostesin 0,5%, Astra, Wedel, BRD). Das entspricht 15mg Bupivacain-
Hydrochlorid.

Metoprolol
Metoprolol ist ein B-Rezeptorenblocker. In Beloc® ist es als Metoprololtatrat

vorhanden (Astra, Wedel, BRD). Es wirkt auf f4- und in hd&heren
Konzentrationen auch auf PB>-Rezeptoren. Durch die Applikation von 3 mg
Metoprololtatrat pro Versuch wurde die Blockade von B4- und B2-Rezeptoren
gewabhrleistet.

Die Halbwertszeit von Metoprolol betragt 3 bis 4 Stunden, die Wirkdauer
hingegen 7 bis 8 Stunden. Aktive Metabolite entstehen beim Abbau nicht.

Phentolamin

Phentolamin, ein o-Rezeptorenblocker, wirkt auf oy- und ox-Rezeptoren. Es
besteht eine Halbwertszeit von 0,5 bis 0,75 Stunden und eine Wirkdauer von 3
bis 6 Stunden. Es wurde in einer Dosierung von 20mg/ml lokal auf den Muskel
aufgebracht (Phentolamin, Sigma Chemicals, Seelze, BRD). Diese Form der
Applikation hat sich in anderen Versuchen als suffiziente Form der
Rezeptorenblockade erwiesen und stellt ein etabliertes Verfahren dar (Leech
1996, Sakanashi 1979).

Durch die Auswahl dieser Pharmaka wurde eine Uber den gesamten
MeBzeitraum anhaltende Wirkung gewahrleistet.
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3.3 Datenerfassung

Monitoring des Versuchstieres:

Zu jedem Zeitpunkt einer Messung wurden der arterielle systemische Druck (A.
carotis), die Kérperkerntemperatur und die unter dem Cremaster herrschende
Temperatur notiert.

Als Normwerte wurden angesehen:

- Arterieller systemischer Druck: 80 — 120 mm Hg
- Kodrperkerntemperatur: 34.5-37.5C
- Temperatur unter dem Cremaster: 31.0-35.0 «C

Diese Werte wurden festgelegt, um bei jeder Untersuchung identisch
reproduzierbare Voraussetzungen zu schaffen.

Wurden diese Normwerte unkorrigierbar tber- bzw. unterschritten erfolgte der
AusschluB des Tieres aus der Versuchsreihe.

MeBparameter:

An MeBgr6Ben wurden die Arteriolendurchmesser von Ay, A, und Az und die
funktionelle Kapillardichte bestimmt (Abb. 4).

Die Messungen erfolgten direkt am Monitor mit Hilfe eines Lineals an der
AuBenseite der GefaBe.

Zum Wiederauffinden des Kapillargebietes und der Arteriolenabgange zu den
verschiedenen MeBzeitpunkten wurde in 10facher VergréBerung eine genaue
Skizze des GefaBverlaufes angefertigt und die Stellen der Arteriolenabgéange
sowie des Kapillargebietes markiert.

Alle Werte wurden in ein standardisiertes Versuchsprotokoll (siehe Anhang)

aufgenommen.

Arteriolendurchmesser:

Im Cremaster befinden sich drei verschiedene Arteriolen-Gruppen (Meininger
1987; Acland 1989b).

e Arteriole 1. Ordnung (A+): Sie entspricht dem zentralen Stammgefa3 des

Muskels und miBt 80 — 120 um (proximale Arteriole);
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e Arteriolen 2. Ordnung (Az): Sie zweigen von den StammgefaBen ab und
haben einen Durchmesser von 40 — 80 um (intermediare Arteriole);

e Arteriolen 3. Ordnung (As3): Sie zweigen von den Ax-Arteriolen ab und
versorgen das Kapillarbett. Ihr Durchmesser betragt 20 — 40 um (prakapillare
Arteriole).

Gemessen wurde der auBere Durchmesser je eines Ai-, A>- und As- GefaBes
zu den oben definierten Zeitpunkten in Zentimeter vom Monitor. Spater wurden
die Werte in ym umgerechnet. Ein Zentimeter auf dem Monitor entspricht
12,5um in Realitat am Tier.

/

A

Funktionelle Kapillardichte

A, Arteriolendurchmesser
A;

aufgespannter
Cremastermuskel

Abbildung 4: ErfaBte Parameter der Untersuchung der Mikrozirkulation. Oben: Funktionelle
Kapillardichte mit neun Gesichtsfeldern. Unten: Durchmesser der Arteriolen (hier am Beispiel
der As-Arteriole).

Kapillardichte:

Die funktionelle Kapillardichte ist definiert als die Anzahl der perfundierten
Kapillaren. Um sie zu ermitteln, wurde eine Stelle im Grenzbereich zu gréBeren
Venolen ausgewahlt, die eine gute Kapillarperfusion aufwies sowie ein scharfes
Bild auf dem Monitor lieferte. An dieser Stelle wurde jeweils die Anzahl der
perfundierten - d.h. auf dem Monitor sichtbaren Kapillaren - Gber 3 x 3 Feldern
gezahlt. Jedes Feld entsprach einem Monitorbild und hatte eine Gr6Be von 0,22
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mm? (0,55 x 0,4 mm). Zur weiteren Auswertung wurden die Mittelwerte aus den
Werten der jeweils neun Felder gebildet.

Samtliche Messungen wurden mittels Videoband aufgezeichnet, um eine
nachtragliche Auswertung zu gewahrleisten.

3.4 Statistische Auswertung

Nach der Operation und Erfassung der MeBwerte der Tiere aller Gruppen
erfolgte die statistische Auswertung nach Beratung durch Frau Husing und
Herrn Holland-Letz durch das Institut fir biomedizinische Statistik der Ruhr-
Universitat Bochum (Prof. Dr. Trampisch) mit Hilfe des Programmes StatView
(StatView 5.0, SAS Institute, Cary, NC, USA).

Von den verschiedenen MeBwerten pro Gruppe und pro MeBzeitpunkt wurde
jeweils der Mittelwert (MW), die Standardabweichung (STD) und der
Standardfehler (standard error of the mean, SEM) des Mittelwertes bestimmt.
Zur Erfassung der Unterschiede der GefaBdurchmesser wurde nach Priifung
der Normalverteilung der einzelnen Gruppen ein ungepaarter t-Test
durchgefihrt. Dieser diente zum Vergleich der Ergebnisse in den
Versuchsgruppen gegentber der Kontrollgruppe. Bei Abweichungen zum
Zeitpunkt 0 min innerhalb der einzelnen Gruppen, erfolgte dann der ungepaarte
t-Test innerhalb der Gruppe, d.h. die einzelnen MeBergebnisse wurden gegen
den Ausgangswert (0 min) verglichen, um Anderungen wahrend des
Versuchsablaufes zu erfassen.

Die Ergebnisse der Bestimmung der funktionellen Kapillardichte wurden
ebenfalls mit dem ungepaarten t-Test statistisch verglichen, hierbei wurden die
Mittelwerte der 9 ausgezahlten Gesichtsfelder als MeBpunkt gewahlt.
Abweichungen in den Messungen zum Zeitpunkt 0 Minuten wurden ebenfalls
durch einen ungepaarten t-Test innerhalb der Gruppe untersucht.

Bei den Berechnungen wurden Unterschiede innerhalb der einzelnen Gruppen
als signifikant angesehen, wenn die  Nullhypothese mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 5% vorlag (p<0,05).
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4. Ergebnisse

Bei der Auswertung der Ergebnisse sollen zuerst die Tierbasisdaten wie
Kdrpergewicht, Blutdruck, und Temperaturen beschrieben werden.

Danach werden die Folgen der verschiedenen Pretreaments auf die
Mikrozirkulation des Muskels besprochen. Im dritten Teil wird dann auf die
Auswirkungen der Pretreatments auf die Wirkung von Lavasept® eingegangen.

4.1 Tierbasisdaten

Es wurden insgesamt 51 mannliche Wistar-Ratten, die auf 4 Gruppen
randomisiert aufgeteilt wurden, untersucht. Dabei enthielt eine Gruppe
(Denervation) 15 Tiere, die restlichen drei Gruppen (Bupivacain, Phentolamin,
Metoprolol) je 12 Tiere. Nachfolgend wurde nach der Denervation bei 9 Tieren
und in den anderen Gruppen bei je 6 Tieren Lavasept® appliziert. Die iibrigen
Tiere dienten einer anderen Studie.

Die Versuchstiere wogen im Mittel 166g. Bei den Blutdruckwerten, der
Kérperkerntemperatur sowie der Temperatur unter dem Cremaster wurden die
im Kapitel Studiendesign und Methodik aufgestellten Grenzwerte (Gewicht 140-
200g, RR 80-120mm Hg, T-gastral 34,5-37,5°C, T-cremaster 31-35°C) immer
eingehalten, ansonsten erfolgte der AusschluB des Tieres aus der
Versuchsreihe.

Der Blutdruck lag im Mittel bei 96mm Hg. Der Mittelwert der
Kérperkerntemperatur betrug 35,4°C, der Mittelwert der Temperatur unter dem
Cremaster lag mit 34,1 °C niedriger.
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4.2 Wirkungen der Pretreatments auf die Mikrozirkulation des M.

cremaster

Denervation

Die Denervation bewirkt keine Anderung der Arteriolendurchmesser A; bis As
(Abb. 5).

Arteriolen- 100

durch- 90

messer 80 | ><¥ —e— Kontrolle A1

(in pm) —&— Denervation A1
701 %ﬁ —&— Kontrolle A2

60 —— Denervation A2
50 - —o— Kontrolle A3

40 ; { —&— Denervation A3
30 -
20 T T T
-30 OT 30 60 90
D Zeit (in min)

Abb. 5: Arteriolendurchmesser 1. bis 3. Ordnung nach Denervation im Vergleich zur Kontroll-
Gruppe, n=15, D = Denervation

Die funktionelle Kapillardichte zeigte hingegen eine signifikante Abnahme
p<0,05 (Abb. 9).

Applikation von Bupivacain

Die Applikation von Bupivacain auf den Muskel bewirkt eine &hnliche
Veranderungen der Mikrozirkulation wie die Denervation. Bei den
Arteriolendurchmessern konnten keine Veranderungen beobachtet werden
(Abb. 6).
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Arteriolen- 100 -
durch- 90 -
messer 80 - i_/‘/'; —o— Kontrolle A1
(in-pm) L Bupivacain A1
707 Ti Kontrolle A:
50 | T —i— Kontrolle A2
L Bupivacain A2
50 - —e— Kontrolle A3
40 - & - Bupivacain A3
. @xr
30 +
20 T T T
-30 OT 30 60 90
Zeit (in min)

Abb. 6: Arteriolendurchmesser 1. bis 3. Ordnung nach Bupivacain-Applikation im Vergleich zur
Kontroll-Gruppe, n=12, B = Bupivacain-Applikation

Die funktionelle Kapillardichte zeigte eine signifikante Abnahme gegentber dem

Ausgangswert, die ausgepragter war als nach Denervation (Abb. 9).

Blockade der a-Rezeptoren

Die Blockade der a- und ax-Rezeptoren durch lokale Gabe von Phentolamin
zeigt nach einer Stunde keine signifikanten Veradnderungen der
Arteriolendurchmesser 1. bis 3. Ordnung. Tendenziell konnte aber eine
Zunahme der GeféaBdurchmesser beobachtet werden (Abb. 7).



Ergebnisse 25

Arteriolen- ﬁg -
durch- 100 /i —o— Kontrolle A1
E?nezsrﬁ)r 90 /_! —&— Phentolamin A1
80 i; —&— Kontrolle A2
ng = /i —=— Phentolamin A2
o i/ —e— Kontrolle A3
40 —&— Phentolamin A3
30 ;:' —t
20 v T T
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P Zeit (in min)

Abb. 7: Arteriolendurchmesser 1. bis 3. Ordnung nach Phentolamin-Applikation im Vergleich zur
Kontroll-Gruppe, n=12, P = Phentolamin-Applikation

Die funktionelle Kapillardichte zeigte keine Anderung (Abb. 9).

Blockade der -Rezeptoren

Die Gabe von Metoprolol in B1- und B.- Rezeptor blockierender Dosierung
bewirkte eine Abnahme der Arteriolendurchmesser. Bei den Arteriolen 3.
Ordnung war diese Abnahme signifikant (Abb. 8).

Arteriolen- 100

durch- 90 -

messer —o— Kontrolle A1

: 80 -

(in pm) Bs Metoprolol A1
701 T L —&— Kontrolle A2
60 - i Metoprolol A2
50 - 1 —e— Kontrolle A3
40 - 4 Metoprolol A3
30 | L T *

£
20 T T T
-30 OT 30 60 90
M Zeit (in min)

Abb. 8: Arteriolendurchmesser 1. bis 3. Ordnung nach Metoprolol-Applikation im Vergleich zur
Kontroll-Gruppe, n=12, M = Metoprolol-Applikation (p<0,05 bei *)
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Es kam ebenfalls zu einer signifikanten Abnahme (p<0,05) der funktionellen
Kapillardichte gegenlber des Ausgangswertes (Abb. 9).

FKD (in 14
Arteriolen/ 12 | -
0,2mm2) f
10 - —o— Kontrolle
—— Phentolamin
8 i
S Metoprolol
6 : Bupivacain
4 a * —X¥— Denervation
2 i
0 T T T
-30 OT 30 60 90
P Zeit (in min)

Abb. 9: Anderungen der funktionellen Kapillardichte (FKD) nach Phentolamin-, Metoprolol- und
Bupivacain-Applikation sowie nach Denervation im Vergleich zur Kontroll-Gruppe, P =
Pretreatment (p<0,05 bei *)

Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Blockade der as- und ax-Rezeptoren fihrt zu einer Zunahme der
Arteriolendurchmesser ohne die FKD zu beeinflussen.

Die Gabe von pB-Blockern fihrt zu einer signifikanten Abnahme der
GefaBdurchmesser (As) und der FKD.

Denervation und Applikation von Bupivacain bewirken keine Anderung der
Arteriolendurchmesser, verringern jedoch signifikant die FKD.
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4.3 Auswirkungen des Pretreatments auf die Lavasept®-Wirkung

4.3.1 Wirkung von Lavasept® nach vorheriger Denervation

Am denervierten M. cremaster bewirkt Lavasept® eine signifikante Verringerung
der Durchmesser der Ax-Arteriolen nach 120 Minuten. Bei den Ai-Arteriolen
zeigte sich  eine  signifikante  Abnahme  Uber den  gesamten
Beobachtungszeitraum. Die Arteriolen 3. Ordnung zeigten keine Veranderung
(Abb. 10, 11 und 12).

120
Arteriolen-
e s
messer
; 80 - §
(in pm) b i fl_ —eo—Kontrolle
60 - - 3 —— Lavasept
40 Denervation/Lavasept
20 A
O T T T T T

-30 0 30 60 90 120 150

Zeit (in min)

Abb. 10: Arteriolendurchmesser 1. Ordnung nach Denervation und Lavasept®-Gabe im
Vergleich zur Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n =9 (p<0,05 bei * vs. Kontroll-Gruppe)

Arteriolen- 100

durch-
messer 80 - ‘/i/'
(in um) —e— Kontrolle

60 { = ——

T *I —— Lavasept
40 - T Denervation/Lavasept
L
20
O T T T T T

-30 0 30 60 90 120 150

Zeit (in min)

Abb. 11: Arteriolendurchmesser 2. Ordnung nach Denervation und Lavasept®-Gabe im
Vergleich zur Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n =9 (p<0,05 bei * vs. Kontroll-Gruppe)
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Abb. 12: Arteriolendurchmesser 3. Ordnung nach Denervation und Lavasept®Gabe im
Vergleich zur Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n=9

Die funktionelle Kapillardichte fiel zunachst signifikant nach einer Stunde ab,
stieg aber im Verlauf der zweiten Stunde wieder an und erreichte fast die Héhe
des Ausgangswertes (Abb. 13).

FKD (in 14
Kapillaren/ 12 -
0,2mm2) 10 |

—&— Kontrolle

K n
— —;*' —o —— Lavasept
L

Denervation/Lavasept

b

-30 0 30 60 90 120 150

Zeit (in min)

Abb. 13: Funktionelle Kapillardichte nach Denervation und Lavasept®-Gabe im Vergleich zur
Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n =9 (p<0,05 bei * vs. Kontroll-Gruppe)
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4.3.2 Wirkung von Lavasept® nach vorheriger Applikation von Bupivacain

Nach vorheriger Applikation von Bupivacain kam es 120 Minuten nach
Lavasept®-AppIikation Zu einer signifikanten Abnahme der
Arteriolendurchmesser erster und zweiter Ordnung (Abb. 14, 15 und 16).

Arteriolen- 120
oser 190 A & 3
(in um) 80 P * * —e&— Kontrolle
60 A —#— Lavasept
40 - Bupivacain/Lavasept
20
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

-30 0 30 60 90 120 150

Zeit (in min)

Abb. 14: Arteriolendurchmesser 1. Ordnung nach Bupivacain- und Lavasept®Gabe im
Vergleich zur Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n = 6 (p<0,05 bei * vs. Kontroll-Gruppe)

Arteriolen- 100
(rjnu;ggér 801 K i
(in ym) 60 - s —&— Kontrolle
- {* —m— Lavasept
40 - 3 Bupivacain/Lavasept
20
0 T T T T T

-30 0 30 60 90 120 150

Zeit (in min)

Abb. 15: Arteriolendurchmesser 2. Ordnung nach Bupivacain- und Lavasept®-Gabe im
Vergleich zur Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n = 6 (p<0,05 bei * vs. Kontroll-Gruppe)
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Abb. 16: Arteriolendurchmesser 3. Ordnung nach Bupivacain- und Lavasept®Gabe im
Vergleich zur Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n==6

Die FKD zeigte eine tendenzielle Abnahme nach Bupivacain, diese erreicht

gegenlber den Ausgangswerten keine Signifikanz (Abb. 17).

FKD (in
Kapillaren/
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!
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—S Bupivacain/Lavasept
120 150
Zeit (in min)

Abb. 17: Funktionelle Kapillardichte nach Bupivacain- und Lavasept®-Gabe im Vergleich zur
Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n=6
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4.3.3 Wirkung von Lavasept® nach Blockade der a-Rezeptoren

Nach Blockade der a-Rezeptoren durch Phentolamin konnte Lavasept® in
samtlichen Arteriolen keine Erweiterung mehr herbeifihren. Es kam gegentber
der Kontrolle zu einer signifikanten Abnahme der Arteriolendurchmesser,
dementsprechend natlrlich auch gegenlber der Gruppe, die ausschlieBlich
Lavasept® appliziert bekam (Abb. 18, 19 und 20).

Arteriolen- 120
durch- 100 N

messer @_’—i
(in pm) 80 *

* —— Kontroll
50 I\ - ontrolle

B - —— Lavasept
40 —a&— Phentolamin/Lavasept
20
0 T T T T T

-30 0 30 60 90 120 150
Zeit (in min)

Abb. 18: Arteriolendurchmesser 1. Ordnung nach Phentolamin- und Lavasept®-Gabe im
Vergleich zur Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n =6 (p<0,05 bei * vs. Kontroll-Gruppe und
vs. Lavasept®-Gruppe)

Arteriolen- 100

durch-
messer 80 1
(in pm) 60 i/;i —o— Kontrolle
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40 I\I__l —a— Phentolamin/Lavasept
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Abb. 19: Arteriolendurchmesser 2. Ordnung nach Phentolamin- und Lavasept®Gabe im
Vergleich zur Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n = 6 (p<0,05 bei * vs. Kontroll-Gruppe und
VS. Lavasept®-Gruppe
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Abb. 20: Arteriolendurchmesser 3. Ordnung nach Phentolamin- und Lavasept®-Gabe im
Vergleich zur Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n = 6 (p<0,05 bei * vs. Kontroll-Gruppe und
VS. Lavasept®-Gruppe)

Die starkste Abnahme der Arteriolendurchmesser fand sich bei den Arteriolen
dritter Ordnung, hier erfolgte nahezu eine Halbierung der GefaBdurchmesser
nach Lavasept®-Gabe bei bestehender a-Rezeptorenblockade.

Im Gegensatz zur alleinigen Applikation von Lavasept® kam es nach Blockade
der a-Rezeptoren durch Phentolamin auch zu einer signifikanten Abnahme der
funktionellen Kapillardichte. Gegenlber der Kontrollgruppe erreichte diese
jedoch kein Signifikanzniveau (Abb. 21).
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Abb. 21: Funktionelle Kapillardichte nach Phentolamin- und Lavasept®-Gabe im Vergleich zur
Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n=6
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4.3.4 Wirkung von Lavasept® nach B-Rezeptoren-Blockade

Nach Blockade der B-Rezeptoren fiihrte die Applikation von Lavasept® zu

keiner Steigerung der Arteriolendurchmesser, die Arteriolen erster und zweiter

Ordnung zeigten aber auch keine signifikante Abnahme innerhalb der ersten 60

Minuten. Bei den Arteriolen dritter Ordnung fand sich eine signifikante Abnahme

der Durchmesser nach 60 und 120 Minuten. Weiterhin zeigten die Arteriolen 1.
Ordnung eine signifikante Abnahme nach 120 Minuten (Abb. 22, 23 und 24).
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Abb. 22: Arteriolendurchmesser 1. Ordnung nach Metoprolol- und Lavasept®-Gabe im Vergleich
zur Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n = 6 (p<0,05 bei * vs. Kontroll-Gruppe)
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Abb. 23: Arteriolendurchmesser 2. Ordnung nach Metoprolol- und Lavasept®-Gabe im Vergleich

zur Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n=6
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Abb. 24: Arteriolendurchmesser 3. Ordnung nach Metoprolol- und Lavasept®-Gabe im Vergleich
zur Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n = 6 (p<0,05 bei * vs. Kontroll-Gruppe)

Gegenlber der Kontrollgruppe zeigte sich eine Abnahme der funktionellen
Kapillardichte. Diese war nach einer und nach zwei Stunden gegenlber der
alleinigen Gabe von Lavasept® signifikant (Abb. 25).
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Abb. 25: Funktionelle Kapillardichte nach Metoprolol- und Lavasept®Gabe im Vergleich zur
Kontroll- und zur Lavasept®-Gruppe, n =6 (p<0,05 bei * vs. Lavasept®-Gruppe)
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Zusammenfassung der Ergebnisse

Die gefaBerweiternde Wirkung von Lavasept® auf die Arteriolen kehrt sich nach
Blockade der a-Rezeptoren, nach Denervation und nach Applikation von
Lokalan&sthetika um.

Die Blockade der B-Rezeptoren bewirkt bei gleichzeitiger Lavasept®-Gabe eine
Abnahme der FKD, die Lavasept®-Applikation beim denervierten Muskel fiihrt

zu einem Anstieg der FKD gegeniiber der Denervation ohne Lavasept®-Gabe.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion des Versuchmodells

Der Cremastermuskel ist zur Untersuchung der Mikrozirkulation ein haufig
gewahltes Modell, welches identische, reproduzierbare morphologische
Strukturen aufweist. Der M. cremaster, eine Aussackung des M. obliquus
abdominis internus und des M. transversus abdominis, entsteht wahrend der
Ontogenese durch einen Descensus des Hodens. Dadurch ist er ein
quergestreifter, aus zwei Schichten bestehender Muskel (Grant 1966).

Wahrend Majno, Palade und Schaefl 1961 den Cremaster der Ratte erstmals
zu Studien nutzten, entwickelte Grant 1964 die Intravital-Mikrokopie des
Cremasters (Majno 1961a,b; Grant 1964; Grant 1966) zur Beobachtung der
Mikrozirkulation.

1973 bewies Baez die Stabilitdt dieses Modells. Er war der Erste, der den
Cremaster in einer neuen Technik eréffnete (Baez 1973). Harris und Mitarbeiter
vervollstandigten das Modell, und Wiegmann et al. versuchten durch
Eintauchen des Cremasters in ein Wasserbad Temperatur, pO,, pCO, und pH
besser zu kontrollieren (Harris 1975; Wiegmann 1979).

Die Technik der Cremaster-Praparation zur Studie der Mikrozirkulation findet
bis heute Anwendung (Anderson 1988, Peter 2002).

Der Vorteil dieses Modells liegt in der guten Visualisierung der GefaB3e - bis hin
zu den Kapillaren - mit Hilfe der Intravitalmikroskopie, die im Laufe der Jahre
immer weiter entwickelt wurde (Harris 1997).

Zu diskutieren ist, ob die Praparation allein und der VerschluB der den
Cremaster versorgenden KollateralgeféaBe, der bei der Praparation erfolgt,
schon Veranderungen in der Mikrozirkulation des Muskels hervorruft (Nishigaki
1990). Es wurde vermutet, daB durch die Manipulation am Muskels eine
Spastik der GefaBe hervorgerufen wird. Dies wurde aber in den Studien von
Baez, Barker und Peter widerlegt (Baez 1973, Barker 1992, Peter 2002). Sie
konnten zeigen, daB3 der BlutfluB durch die Praparation Uber bis zu sechs
Stunden unbeeinfluBt bleibt.
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Auch in unserer Vorstudie zeigte die Kontrollgruppe, in welcher der Cremaster
nur prapariert, aufgespannt und Uber einen Zeitraum von zwei Stunden
beobachtet wurde, keine signifikanten Anderungen der Arteriolendurchmesser
sowie der funktionellen Kapillardichte (Benkovic 2000).

5.1.1 Anatomie des Musculus cremaster

GefaBversorgung

Meiniger (Meiniger 1987) und Hill (Hill 1990; Hill 1992) beschrieben in
detaillierten anatomischen Studien die GefaBversorgung des Musculus
cremaster.

Nach diesen Arbeiten besteht der Cremaster-Stiel Uberwiegend aus dem
Truncus pudis-epigastricus. Dieser Truncus entsteht aus der A. iliaca externa
direkt proximal des Lig. inguinalis. Er verlauft innerhalb der muskularen
Bauchwand nahe am Lig. inguinalis und endet an der medialen Seite des M.
rectus abdominis an der Basis des Penis. Dort gibt er Aste zum Cremaster, zum
Penis, zum M. erectus abdominis und zum Perineum ab. Der Ast zum
Cremaster, die A. spermatica externa, verlauft innerhalb des Cremasters auf
der dorsalen Seite.

Sie geht in den Hauptstamm, die Arteriole 1. Ordnung Uber und verzweigt sich
baumartig innerhalb des Cremasters. Von diesen Hauptstamm gehen die
Arteriolen 2. Ordnung ab, aus denen wiederum die Arteriolen 3. Ordnung
hervorgehen (Meiniger 1987 und Hill 1995).
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A. lllaca com,

A. lilaca ext. —
A. circumflexa ilitm prof.

A. femoralis —

—Tr. pudis-epigasﬁicus
A pudenda sup.

A. spermatica ext. P4 A.pudenda inf.
Testis

M. obliquus ab4. int.

Abbildung 26: Schematisierte Anatomie der Inguinalregion der Ratte (in Anlehnung an
Meininger 1987)

Obwohl einige Autoren die Anatomie der GefaBversorgung des Cremasters als
komplett variabel ansahen, konnte gezeigt werden, daB der Cremaster
meistens (in 70% der Falle) vom Truncus pudis-epigastricus versorgt wird. In
den anderen Fallen wird der Cremaster durch den Truncus hypogastricus oder
die A. pudenda sup. ernahrt (Meiniger 1987; Hill1995; Peter 1997).

FOr diese Studie ist die Anatomie und GefaBversorgung cranial des
Leistenbandes, das heiBt auBerhalb des Cremasters, nur von untergeordneter
Bedeutung, da wir uns ausschlieBlich auf die Ay bis Az GefaBe und die
Kapillaren innerhalb des Cremasters bezogen, die per Definition immer gleich
bleibend sind.

Der vendse AbfluB wird durch die gleichnamigen Venen, V. spermatica externa
und spater V. pudis-epigastrica, die parallel zu den arteriellen GefaBen
verlaufen, gewéhrleistet (Abb. 26).
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Nervale Versorgung

Die motorische und sensible Innervation des Cremasters geht vom N.
genitofemoralis aus. Der N. genitofemoralis verlauft lateral parallel zur A. iliaca
bis zum Lig. inguinalis und gibt dort einen Hauptast ab, welcher die
lliacalgefaBe Uberkreuzt und nahe des Tr. pudis-epigastricus verlauft (Abb. 26).
Des weiteren besteht eine ausgedehnte symphatische Innervation des M.

cremaster (Fleming 1988).

5.1.2 Intravitalmikroskopie

In der Mikrozirkulationsforschung kommen hauptsachlich zwei verschiedene
Techniken zum Einsatz. Der Durchlichtmikroskopie, die auch in dieser Studie
zur Anwendung kam, steht die Auflichtmikroskopie gegeniber. Beide Methoden
haben relevante Vor- und Nachteile.

Die Durchlichtmikroskopie kann nur bei genigend dinnen Geweben zur
Anwendung kommen, ist dann aber hervorragend geeignet, da sie ohne weitere
Hilfsstoffe auskommt.

Die Auflichtmikroskopie ist von der Dicke des untersuchten Gewebes
unabhangig, da die GefaBe durch fluoreszierende Farbstoffe (z.B. FITC
Dextran) und bestimmte Filter sichtbar gemacht werden kénnen. Der Nachteil
hierbei ist, daB es nach wiederholten Gaben der Farbstoffe Uber langere
Zeitradume auch zu einer Diffusion und Akkumulation dieser Farbstoffe in die
umliegenden Gewebe kommt. Dies fihrt zu einer eingeschrankten
Beurteilbarkeit der GefaBBe und Kapillaren bei wiederholten Messungen.

Da in dieser Studie mit dem Cremaster ein besonders dinnes Gewebe zu
Verfagung stand und wiederholte Untersuchungen notwendig waren, war die
Durchlichtmikroskopie hier die Methode der Wahl.
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5.1.3 Bedeutung des Modell fiir den klinischen Einsatz

Der freiliegende Muskel wurde als Modell einer nicht kontaminierten, offenen
Wunde gewihlt, um die Interaktionen des Antiseptikums Lavasept® mit der
Mikrozirkulation zu untersuchen. Er wurde ausgewahlt, da im klinischen Alltag
freiliegende Muskulatur nicht nur in der Traumatologie sondern auch bei der
Behandlung Schwerbrandverletzter eine wichtige Rolle spielt. Besonders im
zweiten Fall ist die lang andauernde lokale antiseptische Behandlung eine

wichtige Therapiegrundlage (Bruck 2000).
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5.2 Lavasept®

Lavasept® ist ein Wundantiseptikum, das in der chirurgischen Versorgung
drohender bzw. akuter oder chronischer Weichteil- und Knocheninfektionen zur
Anwendung kommt. Auch zur Behandlung Schwerbrandverletzter wird
Lavasept® als Losung, Gel oder in Form von okklusiven Hydrokolloidverbanden
oft verwandt (Bruck 2000).

Lavasept® wird in Form von Splil-/Saugdrainagen, antiseptischer Abdeckung,
intraoperativen Spllungen und zum antiseptischen Feuchthalten des
Operationsgebietes angewandt. Es gewinnt auBerdem zunehmend an
Bedeutung in der Haut- und Schleimhautantiseptik.

Die Anwendungslésung besteht aus einer Lésung aus 0,1 oder 0,2%igem
Lavasept®-Konzentrat und Ringer-Losung.

Bei dem farblosen Lavasept®-Konzentrat handelt es sich um die Kombination
aus Polihexanid (20%) und Macrogolum (Polyethylenglycol) 4000 (1%) in
wafBriger Losung (Fresenius 1994). Durch den Zusatz von Polyethylenglycol
wird die Oberflachenspannung der Lésung herabgesetzt und mdéglicherweise
zusatzlich durch hydrophobe und hydrophile Wechselwirkungen mit
Zellmembranen (Bakterien, Kérperzellen) die Bioverflgbarkeit, Penetration und

Toxizitat des antiseptischen Wirkstoffes beeinflut.

Der wirksame Bestandteil des Lavasept®-Konzentrats ist Polihexanid
(Polyhexamethylenbiguanid-Hydrochlorid; Summenformel (Cg Hig N5 Cl), ), ein
Biguanid.

NH  NH
HHHJ\NHJ\I‘;JH

H:Clg

n HCI

T

— Il

Abbildung 27: Strukturformel von Polihexanid
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5.2.1 Lavasept® als Antiinfektivum

Bis vor einigen Jahren war PVP-Jod (Betaisodona® das am haufigsten
gebrauchliche Pharmakon, das eine lokale Antisepsis erzeugte und ein groBes
Keimspekirum sowie wenige Nebenwirkungen aufwies. Seit Ende der 80er
Jahre stehen zahlreiche Alternativen, zum Beispiel auch Lavasept® zur
Verfligung. Lavasept® kam in den 80er Jahren als neue Ldsung eines bereits
bekannten Biguanids, Polihexanid - das bis dahin in reinem Zustand nur zur
Flachendesinfektion verwandt wurde, auf den Markt.

Polihexanid ist mikrobiozid hochwirksam und weist ein breites
Wirkungsspektrum auf. Es wirkt sowohl gegen gram-positive als auch gegen
gram-negative klinisch relevante Mikroorganismen und Pilze. Die minimalen
Hemmkonzentrationen (MHK; in ug/ml Polihexanid) von Polihexanid liegen zum
Beispiel fir Staphylococcus aureus bei 0,5-1, fiir Streptococcus pyogenes bei
0,5, fur Bacillus subtilis bei 0,5, fur Enterococcus faecalis bei 2-64 und fir
Eschericha coli bei 1-4. Damit zeigt Polihexanid eine bessere Wirksamkeit als
einige lokal angewandte Antibiotika wie zum Beispiel Chloramphenicol oder
Tetracyclin. Andere Antibiotika wie Gentamycin oder Ciprofloxacin wirken
dagegen effektiver (Wiedemann 1999).

Auch Pseudomonas aeruginosa, der ein haufiger Erreger in Problemwunden ist,
wird von Polihexanid erfaBt (MHK 4-16) und zeigt keine erhdhten
Resistenzentwicklungen. Zusétzlich zeigt sich gegen den multi-resistenten
(MRSA) und den vancomycin-intermedidren Staphylococcus aureus (VISA)
eine gute Wirksamkeit. Die MHK betragt fir MRSA und VISA 1-2 (Wiedemann
1999).

Polihexanid entwickelt seinen mikrobioziden Effekt innerhalb eines
wechselnden Zeitraumes. Bei verschiedenen Bakterien wie Eschericha coli,
Streptococcus pyogenes und pneumoniae liegt bereits nach finf Minuten die
Keimzahlreduktion bei mehr als 99,999%. Bei Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenza und MRSA werden diese
Werte nach finf bis dreiBig Minuten erreicht (Wiedemann 1999).

Im Gegensatz dazu erreicht PVP-Jod (Betaisodona®) bereits nach einer Minute
diese Keimzahlreduktion. Dieser in vitro vorhandene Vorteil muB3 aber unter

dem Aspekt praxisrelevanter Bedingungen betrachtet werden, da dort die
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Anwendungsdauer im Rahmen von Wundkompressen und Spillésungen meist
oberhalb von 30 Minuten liegt und somit auch Lavasept® wirksam ist
(Wiedemann 1999).

Zur bakteriziden Wirkung von Lavasept® bzw. Biguaniden ist bekannt, daB es
aufgrund starker kationischer Ladung zum unmittelbaren Kontakt mit anionisch
geladenen Bakterien kommt wund so zur ZerreiBung der inneren
Bakterienmembranen und =zur Denaturierung der EiweiBstrukturen flhrt
(Schafer 1974).

Auch im eiweiBreichen Milieu, in Gegenwart von Blut und Proteinen, welches
bei anderen Antiseptika wie den Jodophoren (Braunol®) zum Wirkungsverlust
(sogenannter ,EiweiBfehler®) fiihrt, erweist sich Lavasept® mikrobiozid wirksam.
Es zeigt sich lediglich eine Verlangerung der zur Erzielung derselben
Keimzahlreduktion erforderlichen Einwirkzeit (Skripitz 1994, Werner 1992).

Die gute Haut- und Schleimhautvertraglichkeit von Lavasept® im Wundmodell,
wie sie insbesondere auch bei langerer Exposition zum Ausdruck kommt, findet
ihre Bestatigung bei einem Vergleich zu PVP-Jod (Betaisodona®) in
tierexperimentellen Studien (Kallenberger 1991; Kramer 1998) und stimmt mit
klinischen Erfahrungen Uberein (Willenegger 1994a; Schmit-Neuerburg 2001).
Dagegen sollte es ahnlich wie andere Antiinfektiva bei der Spilung von
aseptischen Gelenken keine Anwendung finden, da es den Knorpel schéadigt
und zu einer Wachstumshemmung fihrt (Kallenberger 1991).

Bei der Toxizitatsprifung in vitro ergibt sich fir Polihexanid die Einstufung als
gering toxisch und fiir 0,2%iges Lavasept® als untoxisch im Gegensatz zu dem
maBig bis sehr toxischen Chlorhexidin bzw. Octenidin. Die selektive Toxizitat,
d.h. die therapeutische Breite, von Lavasept® ist als auBerordentlich glinstig
einzustufen (Kramer 1993).

Auch im Phytotoxizitatstest war Lavasept® anderen Antiseptika wie
Betaisodona® an Vertraglichkeit signifikant tiberlegen (Kiihl 1994).

Bei der Behandlung tiefer und chronischer Wunden sowie zur Spil-Saug-
Drainage und zur antiinfektiven Lavage von Kérperhéhlen einschlieBlich der
Bauchhéhle kann es aufgrund der fehlenden Toxizitdt auch langfristig im
Gegensatz zu PVP-Jod (Betaisodona®), Octenisept®, Chorhexidin und Ethanol
angewandt werden. Dieses wurde in tierexperimentellen Studien bewiesen
(Kramer 1998).
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Nach PVP-Jod-Anwendung bei der Peritoneallavage an Tieren kam es zu
Fettgewebsnekrosen, wihrend Lavasept® diese Auswirkungen beim Menschen
nicht zeigte (Gortz 1984; Willenegger 1994b).

Selten kann Lavasept® in zu hoher Konzentration zu unerwiinschten Wirkungen
in Form von allergischen Reaktionen, Fieberschiben und generalisierten
Exanthemen flhren.

Aber selbst die versehentliche intravendse Gabe laBt sich durch geeignete
MaBnahmen ohne gréBeren Schaden fir den Patienten behandeln (Homann
2002).

Problemwunden wie Ulcera cruris oder Wunden am diabetischen FuB kénnen
mit Hilfe von Lavasept® erfolgreich zur Abheilung gebracht werden (Bienz 1998;
Roth 1998).

Wichtig zu erwéahnen ist aber auch, das diese positiven Ergebnisse nur unter
Einhaltung der anerkannten chirurgischen Behandlungsgrundsatze, der
chirurgischen Dekontamination, zur vollen Wirkung kommen kdnnen
(Willenegger 1994a).

5.2.2 Die Wirkung von Lavasept® auf die Mikrozirkulation des M. cremaster

Wie in Vorstudien gezeigt werden konnte, fiihrt die Applikation von Lavasept®
auf den Muskel zu einer Erweiterung der GefaBe erster bis dritter Ordnung, die
bei den Az-und As-Arteriolen gegenlber der Kontrollgruppe signifikant ist. Diese
Zunahme der GeféaBdurchmesser ist in den ersten 60 Minuten nach Applikation
am ausgepragtesten (p=0,0016 bei A,, p=0,0097 bei A3). Nach weiteren 60
Minuten bleiben die Werte auf dem Niveau des 60-Minuten-Wertes bei Ag
(p=0,0076). Bei den A¢- und den A,-GefaBen erfolgt eine weitere Zunahme, die
bei A, signifikant (p<0,0001) ist (Benkovic 2000, Abb. 28).
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Abb. 28: Arteriolendurchmesser 1. bis 3. Ordnung nach Lavasept®-AppIikation im Vergleich zur
Kontroll-Gruppe (p<0,05 bei *)

Nach dem Gesetz von Hagen-Poiseuille (R= 8*n*I/m*r* , R - Widerstand, n -
Viskositat, | - Lange, r - Radius) kann man aus einer VergréBerung des
Durchmessers auf eine Steigerung des Blutflusses schlieBen, da der
Widerstand sinkt (Gaehtgens 1996).

Zusétzlich zur Zunahme der Arteriolendurchmesser konnte eine signifikante
Steigerung der funktionellen Kapillardichte Uber einen Zeitraum von 60 Minuten
beobachtet werden (p<0,0001). In den folgenden 60 Minuten kam es dann zu
einer leichten Abnahme der perfundierten Kapillaren, die gegenlber der
Kontrollgruppe immer noch erhéht ist (p<0,0001) (Benkovic 2000).

Nach Nolte ist eine Steigerung der funktionellen Kapillardichte als ein Indikator
fir eine verbesserte Gewebeperfusion des Muskel zu werten (Nolte 1995). Die
Gewebeperfusion wiederum ist die Grundvoraussetzung fiir die Versorgung des
Muskels mit Sauerstoff und flir den An- und Abtransport von Metaboliten und
N&hrstoffen und so eine Voraussetzung fiir das Uberleben des Gewebes.
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Es kann also gefolgert werden, daB durch die Applikation von Lavasept® die
Gewebeperfusion und so die Versorgung des Muskels mit Sauerstoff und
Nahrstoffen verbessert wird.

Diese Wirkung von Lavasept® auf die Mikrozirkulation schreiben wir dem
Inhaltsstoff Polihexanid zu. Die Ubrigen Bestandteile der Anwendungsldsung
Lavasept® sind Wasser und ein Macrogolum, Polyethlenglycol, durch dessen
Zusatz die Oberflachenspannung der Ldsung herabgesetzt wird und das
moglicherweise zusatzlich durch hydrophobe und hydrophile Wechselwirkungen
mit Zellmembranen (Bakterien, Kérperzellen) die Bioverflgbarkeit, Penetration
und Toxizitdt des antiseptischen Wirkstoffes beeinfluBt. Polyethylenglycol
beeinfluBt die Mikrozirkulation nicht.

Unbekannt bleibt aber, auf welchen Mechanismen die Wirkung auf die
Mikrozirkulation beruht. Im folgenden soll erst mal auf andere - dem Lavasept®
strukturell verwandte — Biguanide, sowie den Aufbau und die komplexen
Regulationsmechanismen der Mikrozirkulation eingegangen werden, um

mégliche Wirkmechanismen von Lavasept® verstehen zu kénnen.
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5.3 Biguanide

Zu den bekanntesten Biguaniden zahlt das Metformin. Es ist ein orales
Antidiabetikum zur dosisabhdngigen Senkung des Blutzuckerspiegels.

Abbildung 29: Strukturformel von Metformin

Bereits 1993 wurde auch eine blutdrucksenkende Wirkung durch Metformin am
Menschen (Chan 1993; Guigliano 1993; Velaquez 1994) und am Tiermodell
(Verma 1994a,b; Petersen 1996) beschrieben.

Weiter wurde vermutet, daB diese Wirkung auf einer dosisabhangigen,
reversiblen Senkung der efferenten sympathischen Aktivitat beruht (Liu 1996;
Petersen 1996).

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, das Metformin zu einer
direkten Vasorelaxation von GefaBen fihrt (Miller 1996; Lee 1999).

Diese Wirkung des Metformin blieb durch eine vorher durchgeflhrte [-
Rezeptor-Blockade unbeeinfluBt. Dagegen schwéchte eine Blockade der a-
Rezeptoren sowie eine ganglionare Blockade die Wirkung von Metformin nicht
nur ab, sondern kehrte sie ins Gegenteil um und es kam zu einer
GefaBkonstriktion (Muntzel 1997).

Zusatzlich besitzt Metformin aber eine indirekt sympathikomimetische Aktivitat.
Diese wird erkennbar, wenn a-Rezeptoren bereits blockiert sind. Dann wirkt
sich der indirekt sympathikomimetische Effekt in Form einer Vasokonstriktion
und auch Abnahme der funktionellen Kapillardichte aus (Lee 2001). Dieser
indirekt sympatikomimetische Effekt scheint auf einer direkten Freisetzung von
Noradrenalin zu beruhen, eine Tatsache, welche die verminderte Vasodilation
nach Blockade der B-Rezeptoren erklart (Peuler 1999).

In Anlehnung an diese Studien wurden die Gruppen dieser Arbeit gestaltet.
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5.4 Physiologische Grundlagen der Mikrozirkulation

Unter dem funktionellen Begriff der Mikrozirkulation werden Arteriolen,
Kapillaren, Venolen sowie die im Gewebe liegenden LymphgefaBe
zusammengefaBt. Hier, in der terminalen Strombahn, findet der Stoffaustausch
von Nahrungs- und Stoffwechselendstoffen, Boten- und Abwehrsubstanzen
sowie Warme zwischen Blut und Interstitium statt.

Die terminale Strombahn kann in einen afferenten Schenkel, die Kapillaren und
einen efferenten Schenkel unterteilt werden.

Die kleinsten Arterien und Arteriolen gehéren zum afferenten Schenkel. |hre
Wand besteht aus nur einer Muskelschicht. Sie gliedern sich in proximale (A,
80-120 pm), intermediare (A,, 40-80 pm) und préakapillare (Az, 15-40 pm)
Arteriolen (Meininger 1987). Die Muskelschicht der Ag-Arteriolen kann
unterbrochen und zirkuldr angeordnet sein und so die Funktion eines
prakapillaren Sphinkters auslben (Fulton 1970). Dadurch kdnnen einzelne
Versorgungsbereiche intermittierend starker oder schwéacher durchblutet
werden (Colantuoni 1984), was vom Funktionsgrad der einzelnen Organe
abhéangig ist. So kann im Skelettmuskel bei Aktivitat die Zahl der perfundierten
Kapillaren (funktionelle Kapillardichte — FKD) von 50 auf 500/mm? erhéht
werden (Fleischhauer 1985).

Die Kapillaren sind mit einer einschichtigen Lage Endothelzellen ausgekleidet,
auf die eine Basalmembran folgt, die wiederum von Perizyten umgeben ist
(Fleischhauer 1985).

Der efferente Schenkel des Systems besteht aus Venolen und Sammelvenen.
Die Venolen, die direkt den Kapillaren folgen, werden die postkapillaren
Venolen (V3, 10-45 ym) genannt und besitzen keine Muskelzellen. Es folgen
Sammelvenolen (V,, 45-85 ym) und muskularisierte Venolen (V4, 85-130 um),
die das Blut ableiten (Fleischhauer 1985).

Kapillaren und postkapillare Venolen bieten durch ihre langsame
BlutfluBgeschwindigkeit, das gute Verhalinis von GefaBoberflache und
GefaBdurchmesser und die dinnen GefaBwande fir den Stoffaustausch
besonders glnstige Bedingungen.

Der Umfang dieses Stoffaustausches wird also auch durch die Weite der
GefaBe reguliert. An diesem Regulationsvorgang ist das Endothel und die glatte



Diskussion 49

GefaBmuskulatur Gber neurogene, myogene, humoral-hormonale und
endothelvermittelte Mechanismen beteiligt.

Das Endothel setzt zahlreiche Stoffe frei, die Uber eine direkte Kommunikation
mit  glatten Muskelzellen Uber gap-junctions EinfluB auf die BlutgefaB3e
austben. Dazu gehéren zum Beispiel der stark wirksame Vasodilatator
Prostaglandin (PG) I> (McLennan 1991), und NO (Sickstoffmonoxid) bzw.
EDRF (endothelium derived relaxing factor). EDRF wurde erst 1980 von
Furchgott und Zawadski enteckt und 16st als Argininabbauprodukt Uber eine
intrazellulare cGMP-Erh6éhung in den GefaBmuskelzellen ihre Erschlaffung aus
(Furchgott 1980; Griffith 1984; McDermott 1991).

Auch verschiedene andere Substanzen wie Acetylcholin, Bradykinin, Serotonin,
ADP und ATP flihren nicht direkt, sondern Gber eine NO-Freisetzung aus dem
Endothel zu einer Vasodilation.

Mit Endothelin | (ET 1), das auBer im Endothel auch in glatten Muskelzellen,
Neuronen, Endometriumzellen, Hepatozyten und den Nieren-Mesangiumzellen
synthetisiert wird, konnte der potenteste bekannte Vasokonstriktor und
Gegenspieler zum EDRF ausgemacht werden (Levin 1995). Die Wirkung von
ET I konnte in verschiedenen experimentellen Studien bewiesen werden (Chen
1993).

Als weiterer Vasokonstriktor steht Angiotensin | zur Verfligung. Nach Synthese
im Endothel kann es zu Angiotensin |l umgewandelt werden, das zur
Konstriktion von GefaBen flhrt (Davies 1993; Vane 1990).

Weitere die Mikrozirkulation beeinflussende Substanzen sind Vasopressin
(ADH), ACTH, Thyroxin, Histamin, Thromboxan A, (TXAz), PGE,, PGH..

Die glatte Muskulatur der GefaBe reguliert auch UOber eine aktive
Spannungsentwicklung (Tonus) die GefaBweite. Selbst in Abwesenheit aller
auBeren Einflisse erschlafft die GefdBmuskulatur nicht vollstandig, sondern
besitzt einen sogenannten myogenen Basistonus, der vom transmuralen
Druckgradienten abhangt, und so die Ruhedurchblutung des Gewebes sichert
(Folkow 1964; Greenfield 1964).

Weiter beeinfluBt der Druck im vendsen AusfluB bzw. der systemische Druck
die Mikrozirkulation (Haddy 1964; Dell 1980).

Neben all diesen Mechanismen ist der Besatz der BlutgefaBe mit Rezeptoren
von entscheidender Bedeutung. Zur Zeit der Entdeckung von EDRF und
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anderen bislang unerforschten vasoaktiven Substanzen gerieten sie ein wenig
in Vergessenheit. In den letzten Jahren erlebte die Forschung auf dem Gebiet
der Rezeptoren aber eine Renaissance. Verschiedene Rezeptor-Subtypen
wurden entdeckt und es konnte gezeigt werden, daB ein typischer
Rezeptorbesatz im Endothel die GefaBweite direkt oder Uber eine NO-
Freisetzung modulieren kann (Leech und Faber 1996, Yu 1997, Guiamaraes
2001). Daher muB3 zum Beispiel auch die Annahme revidiert werden, dafB die
Kapillarperfusion rezeptorunabhangig gesteuert wird (Peter 1997).

5.4.1 Innervation der Mikrozirkulation

Alle Abschnitte des GefaBsystems werden von Fasern des vegetativen
Nervensystems versorgt. In der terminalen Strombahn nimmt der EinfluB dieser
vasomotorischer Fasern auf den GefaBtonus von proximal nach distal ab, so
daB die neurogene Wirkung auf die prékapillaren GeféaBe geringer wird.

In den meisten Geweben sind die kleinen Arterien und groBen Arteriolen reich
innerviert. Die adrenergen Axone folgen dem arteriolaren Netzwerk bis zu den
prakapillaren Arteriolen und verzweigen sich dort im umgebenden Gewebe. Die
Kapillaren und die postkapillaren Venolen sind meist nicht innerviert. Die
muskularen Venolen und kleinen Venen besitzen eine spérliche oder auch
keine Innervation (Fleming 1988).

Der neurogene EinfluB auf die GefaBe wird Uber sympathische Nervenfasern
via verschiedener Transmitter, die auf bestimmte GefaBrezeptoren einwirken,
ausgelbt. Die Regulation der GefaBweite geschieht allein durch
postgangliondre sympathische Neuronen. Diese Neurone ziehen an den
GefaBen entlang und ihre Endungen verzweigen sich zwischen Adventitia und
Media der GefaBwand. Dort bilden sie in Form von blaschenférmigen
Auftreibungen Varikésitaten, in denen der Transmitter Noradrenalin gespeichert
ist. Diese Varikésitaten und die Membran der glatten Muskelzelle, in der sich
die GefaBrezeptoren befinden, bilden die eigentliche neuromuskulare Synapse
(Seller 1996) (Abb.30).
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Abb. 30: Adrenerge Ubertragung (in Anlehnung an Gay und Rothenburger aus: Taschenatlas
der Physiologie, Despopoulos und Silbernagel, 6. Auflage, 2003)

5.4.2 GefaBrezeptoren

Die GeféaBrezeptoren befinden sich in der Zellmembran der GefaBmuskelzellen.
Sie lassen sich in zwei Gruppen teilen: Rezeptoren vom a-Typ und Rezeptoren
vom B-Typ. Weiter werden die a-Rezeptoren in oy- und op- sowie die B-
Rezeptoren in B1-, B2-, Bs- und moglicherweise auch B4-Rezeptoren unterteilt,
von denen die B2>- und die ps-Rezeptoren bei der Regulation der
Mikrozirkulation eine Rolle spielen. Bi-Rezeptoren finden sich am Herzmuskel.
Die Bs-Rezeptoren beeinflussen neben der Mikrozirkulation auch noch den
Lipidstoffwechsel (Trochu 1999).

a- und B-Rezeptoren unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Wirkung auf die
GefaBmuskulatur. Wahrend eine Stimulation der o-Rezeptoren zu einer
Konstriktion der GefaBwand fluhrt, bewirkt eine Stimulation der B-Rezeptoren
eine GefaBdilatation (Gaethgens 1996).
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Die Transmitter die diese Wirkung in physiologischer Weise vermitteln sind
Noradrenalin und Adrenalin. Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Affinitat zu
den verschiedenen adrenergen Rezeptoren. Noradrenalin  wird aus
postganglionaren sympathischen Axonen freigesetzt und bindet durch seine im
Gegensatz zu Adrenalin héhere Affinitdt besonders an o-Rezeptoren. Dort
erfolgt im Falle der o4-Rezeptoren eine Signaltransduktion via stimulierendem
G-Protein und Phospholipase C durch die Zellmembran ins Innere der Zelle und
Uber den Anstieg des Second-messenger Inositoltrisphosphat die Auslésung
einer Kontraktion nach Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration. An den
op-Rezeptoren gebundenes Noradrenalin flhrt ebenfalls G-Protein-vermittelt
Uber eine Verminderung der intrazellularen cAMP-Konzentration zu einer
Kontraktion der GefaBmuskulatur und so zu einer Vasokonstriktion.

Das aus der Nebennierenrinde stammende Adrenalin bindet an B»>-Rezeptoren.
Dort fiihrt es einheitlich Uber Ggs-Protein zu einer Erhéhung der intrazellularen
cAMP-Konzentration und so zu einer GeféBdilatation (Abb. 31).
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Ny YW W ! =

‘ Membran |
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Abb. 31: Signaltransduktion der a- und B-Rezeptoren (in Anlehnung an: Gay und Rothenburger
aus: Lehrbuch der Physiologie, Klinke und Silbernagel, 2. Auflage, 1996)
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Die GefaBrezeptoren befinden sich im gesamten GefaBsystem. Dabei ist die
Verteilung der einzelnen Rezeptor-Typen abhangig von der GréBe der GefaBe
und der Lokalisation im arteriellen oder venésen Schenkel. Des weiteren
bestehen Unterschiede innerhalo der einzelnen Tierarten sowie beim
Menschen.

Wichtig zu erwéhnen ist auch, daB nie nur ein Rezeptor-Typ alleine aktiviert
oder blockiert wird. Die einzelnen Rezeptoren sind ein Teil eines komplexen
Ganzen, das auf einem Gleichgewicht zwischen Aktivierung und Blockierung
und verschiedenen Feedback-Mechanismen in Zusammenarbeit mit vielen
anderen oben erwahnten Regulationsmechanismen des mikrozirkuldren

Blutflusses beruht.

5.4.2.1 Physiologischer EinfluB der a-Rezeptoren auf die Mikrozirkulation

Die a-Rezeptoren sind wie bereits beschrieben weiter in a4- und az-Rezeptoren
unterteilt. Die gefaBverengende Wirkung von o4-Rezeptoren ist starker als die
von op-Rzeptoren.

o.1-Rezeptoren dominieren an den groBen Arteriolen und Venolen (A und Ay)
Uber oo-Rezeptoren (Faber 1988). Der a4-Rezeptor laBt sich noch weiter in
o1a-, 0i1g- Und oip-Rezeptoren, der ao-Rezeptor weiter in asap-, Oop-, SOWIE Qac-
Rezeptoren unterteilen.

Im Cremastermuskel der Ratte finden sich der oya- und der oqp-Rezeptor
bevorzugt an den gréBeren Arteriolen, wahrend der oyg-Rezeptor kleinere
Arteriolen und die Venolen beeinfluBt. Der a4a-Rezeptor ist weder flir Arteriolen
noch flr Venolen spezifisch. Auch der asp-Rezeptor laBt sich in den Venolen
finden (Leech und Faber 1996, Piascik 1997, Gisbert 2000).

op-Rezeptoren dagegen beeinflussen besonders die GefaBweite von kleinen,
prakapillaren (As) Arteriolen (Faber 1988). Entgegen der Meinung von Messing
ist heute bekannt, daB die op-Rezeptoren auch im vendsen System von
Bedeutung sind (Messing 1990; Leech und Faber 1996).

Weiterhin vermitteln sie im Endothel der Arteriolen die EDRF-Freisetzung Uber

Noradrenalin und wirken so der direkt Uber o4-Rezeptoren vermittelten
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Vasokonstriktion entgegen (Angus 1986, Richard 1990, Vanhoutte und Miller
1989), da EDRF Uber die Freisetzung von NO zu einer GefaBerweiterung flhrt.
1993 identifizierte Bockman diesen a-Rezeptor-Untertyp als axp-Rezeptor
(Bockman 1993).

Im Kapillarsystem besteht somit eine spezielle Situation: Durch a-Agonisten
kommt es im Endothel der Kapillaren zu einer azp-vermittelten NO-Freisetzung,
die nicht durch gleichzeitige a-Rezeptor bedingte Vasokonstriktion
abgeschwacht wird.

5.4.2.2 Physiologischer EinfluB der -Rezeptoren auf die Mikrozirkulation

Die p-Rezeptoren unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Lokalisation. P+-
Rezeptoren befinden sich am Herzen und fiihren dort nach Stimulation tber
eine cAMP-Erh6éhung Gber verschiedene molekulare Mechanismen zu einer
gesteigerten Kontraktilitdt des Myokards. Fir die Mikrozirkulation spielen diese
Rezeptoren wahrscheinlich keine Rolle.

Der B2-Rezeptor befindet sich wie die a-Rezeptoren in der GefaBmuskulatur.
Auch dort fUhrt seine Stimulation wie bei den B1-Rezeptoren zu einer Erhdhung
des intrazellularen cAMP. Diese bewirkt hier eine Dilatation der glatten
Muskelzellen.

Anfangs vermutete man, daB der Ps3-Rezeptor nur den Lipidstoffwechsel
beeinflusst. Es konnte aber gezeigt werden, daB eine Stimulation des Bs-
Rezeptors in den GefaBen auch zu einer Vasodilation Uber eine Aktivierung der
NO-Synthetase und ansteigendem cGMP fiihrt (Strosberg 1998; Trochu 1999).
Diese Wirkung des Bs-Rzeptors laBt sich aber nicht durch Propanolol oder

andere bisher bekannte 3-Blocker beeinflussen (Guimaraes 2001).
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5.5 Diskussion der Versuchsergebnisse

5.5.1 Denervation

Die chirurgische Durchtrennung von sympathischen Nerven zerstért die
Méglichkeit der EinfluBnahme des zentralen Nervensystems auf das
GefaBsystem (Fleming 1988). Es kommt zu morphologischen Veranderungen
an den Nervenfasern in Form einer Demyelinisierung &hnlich wie bei der
Axotomie somatischer Nervenfasern (Chen 1991). Bei dem innervierten Muskel
kann man nach 14 Tagen eine Abnahme der Muskelmasse und des
Durchmessers der Muskelfasern beobachten (Banbury 1999). Die
Reinnervation und Regeneration der Axone ist zeitlich unterschiedlich und von
der Art des Gewebes abhangig (Fleming 1988). Die Regeneration kann sich
Uber Monate hinziehen und letztendlich doch unvollstandig und inadequat sein
(Latheenmaaki 1986).

Weiterhin zeigt die Denervation Auswirkungen auf den GeféaBverlauf. So konnte
gezeigt werden, daB die GefaBe nicht mehr parallel zu den Muskelfibrillen
sondern geschlangelt verlaufen. Dieser Effekt halt Gber 3 bis 6 Wochen an und
normalisiert sich erst wieder nach mehr als drei Monaten (Stroinska-Kusiowa
1979).

Wichtiger jedoch sind die Auswirkungen der Denervation auf die
Mikrozirkulation des denervierten Gewebes.

In dieser Arbeit konnten wir die kurzfristigen Folgen einer Denervation
aufzeigen. Die A¢-, A>- sowie As- GefaBe zeigten Uber einen Zeitraum von 60
Minuten keine Verédnderungen.

Die Anzahl der perfundierten Kapillaren hingegen verringerte sich signifikant.
Verschiedene Autoren haben die Auswirkungen der Denervation auf die
Mikrozirkulation beschrieben. In einer Studie konnte gezeigt werden, das diese
in drei Phasen verlaufen (Banbury 1999).

In der ersten Phase, die auch ,hyperadreneric state“ genannt werden kann,
erfolgt durch die Denervierung akut eine massive Freisetzung adrenerger
Transmitter. Obwohl man vermuten kdnnte, daB dies zu einer Vasokonstriktion
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fuhrt, blieb in experimentellen Studien der GefédBdurchmesser in der ersten
Stunde konstant (Siemionov 1994; Banbury 1999).

Dies deckt sich exakt mit unseren Ergebnissen. Man kénnte dies darauf
zurlckfahren, daB3 alle Rezeptoren blockiert sind und so die Transmitter keinen
EinfluB nehmen kdnnen (Pearl 1981). Die Vasokonstriktion der akuten Phase,
die einige Autoren beschreiben (Fleming 1988), muB also spéater - nach einer
Stunde - auftreten (Banbury 1999).

Andere Autoren berichteten in ihren Studien Uber eine Steigerung des
Blutflusses durch Vasodilation (Midrio 1968; Chen 1991). Diese trat aber nur
innerhalb der ersten dreiBig Minuten auf und ist auf einen akuten Verlust des
GefaBruhetonus zuriickzuflhren, so daB dies nicht mit den oben genannten
Auswirkungen interferiert.

Die funktionelle Kapillardichte hingegen nimmt in der akuten Phase der
Denervation ab (Banbury 1999). Das konnten wir in dieser Studie innerhalb der
ersten Stunden auch bestatigen.

Diese erste Phase dauert bis zu zwei Stunden und zeichnet sich zusétzlich
durch eine erloschene Reaktion der GefaBe auf vasoaktive Substanzen wie
zum Beispiel Noradrenalin, Acetylcholin und ERDF aus (Banbury 1999). In
anderen Studien hingegen konnten eine unveréanderte Wirkung von vasoaktiven
Substanzen oder EDRF nach Denervation gezeigt werden (Grant 1966; Gazdag
1993). Diese unterschiedlichen Ergebnisse kénnen daran liegen, daB Grant
kein in vivo Modell fir diese Untersuchungen gebrauchte.

Die zweite Phase beginnt nach zwei Stunden bis zu 24 Stunden und halt bis zu
14 Tagen an. Es zeigt sich eine Dilatation der GefaBe bei unverandertem
funktionellen KapillarfluB (Siemionov 1994; Banbury 1999). Die Reaktion auf
vasoaktive Substanzen ist immer noch nicht wiederhergestellt. Dieser Abschnitt
kann auch als ,nonadreneric phase“ beschrieben werden. Ein
Erklarungsversuch flr diese Vorgange greift die down-Regulation der
GefaBrezeptoren auf, bei der es durch die vorhergehenden
TransmitteriberschuB zu einer Abnahme der Rezeptordichte kommt (Banbury
1999).

Nach ca. 14 Tagen steigt der KapillarfluB wieder an und zeigt so den Beginn
der dritten Phase auf. Es besteht nun eine gesteigerte Antwort der GefaBe auf
vasoaktive Substanzen (Fleming 1988, Bentzer 1997, Banbury 1999). Ob diese
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Reaktion nun durch eine up-Regulation von Rezeptoren durch Fehlen der
Innervation hervorgerufen wird, ist nicht erwiesen aber durchaus mdglich
(Banbury 1999). Andere Autoren vermuten die Ursache dieser Hypersensitivitat,
die nicht substanz-spezifisch ist, in einer teilweisen Depolarisation der
Zellmembranen aufgrund einer reduzierten Na*/K™-ATPase Aktivitat (Hershman
1993).

Ob sich diese positiven Auswirkungen in diesem Stadium der Denervation
konservieren lassen, ist noch nicht bekannt, da 14 Tage den langsten
beobachteten Zeitraum darstellen.

Die Arbeit von Borisov et al. dagegen untersuchte die totale Anzahl der
Kapillaren nach Denervation. Sie konnte zeigen, daB das Verhaltnis von
Kapillaren zu Muskelzellen kontinuierlich Gber einen Zeitraum von 12 Monaten
nach Denervation bis auf ca. 10% des Ausgangswertes abnimmt und danach
bis zu sechs weiteren Monaten konstant bleibt (Borisov 2000).

Nach der Denervation trugen wir Lavasept® auf den Muskel auf um zu
(iberpriifen, ob eine Denervation die Wirkung von Lavasept® verandert.

Die nachfolgende Lavasept®-Applikation erweiterte dann nach 60 Minuten die
As-Arteriolen nur gering und ohne Signifikanz. Die Durchmesser der As-
Arteriolen verringerte sich nach 60 Minuten signifikant. Nach insgesamt 120
Minuten kam es zu einer signifikanten Abnahme der GefaBdurchmesser erster
und zweiter Ordnung.

Auch bei der funktionelle Kapillardichte erzeugte die Applikation von Lavasept®
nach der Denervation eine signifikante Abnahme der perfundierten Kapillaren
nach einer Stunde, die aber zum Ende der Messungen wieder den
Ausgangswert erreichte.

Diese Untersuchung zeigt, daB nach einer Denervation die gefaBerweiternde
Wirkung von Lavasept® verdndert ist. Nach der Denervation ist der
Mechanismus der GefaBweitenregulation Uber alle Arten der GefaBrezeptoren
unterbrochen. Da Lavasept® nicht mehr seine urspriingliche Wirkung zeigt, 148t
dies vermuten, daB Lavasept® Uber die Rezeptoren EinfluB auf die
Mikrozirkulation nimmt.

Wie oben beschrieben sind die Kapillaren nicht innerviert, besitzen aber nach
neuen Studien den agp-Rezeptor. Aber es kommt nicht zu der Lavasept®-
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typischen Steigerung der funktionellen Kapillardichte. Man kann also davon
ausgehen, daB Lavasept® zwar an den Rezeptoren wirkt, aber den agp-

Rezeptor nicht beeinfluBt.

5.5.2 Lokalanasthesie mit Bupivacain

Lokalanasthetika heben reversibel und 6rtlich begrenzt die Erregbarkeit der
sensiblen Nervenendigungen und das Leitungsvermbégen der sensiblen
Nervenfasern auf. Diese Blockade ist nicht spezifisch und wirkt sich in hohen
Konzentrationen auch auf die motorischen Nervenfasern aus.

Chemisch werden zwei Gruppen unterschieden:

1. Aminoamide

2. Aminoester.

Diese Verbindungen sind schwache Basen, die nur als saure Salze
(Hydrochloride) wasserldslich sind.

Ihr  Wirkmechanismus beruht vor allem auf einer Herabsetzung der
Membranpermeabilitdt fir Kationen - besonders fir Natrium - durch eine
Blockade von lonenkanélen. Dieses ist vergleichbar mit einer herabgesetzten
Erregbarkeit der Nervenfasern, die bei steigenden Konzentrationen bis zu einer
volligen Unerregbarkeit fihren kann, da eine Erregung nur dann zustande
kommt oder fortgeleitet wird, wenn durch einen plétzlichen Anstieg der
Natriumpermeabiltdt das Membranruhepotential zusammenbricht. Durch die
lipophilen Eigenschaften des nicht-ionisierten Anteils lagern sich die
Lokalanésthetika in die Zellmembran ein und blockieren mit ihrem ionisierten
Anteil, dem Kation, durch unspezifische Membranexpansion die lonenkanéle.
Bei den basischen Anésthetika herrscht nicht die Expansion sondern die
Interaktion mit einer Bindungsstelle im Inneren der lonenkanale vor. In
niedrigen Konzentrationen werden vornehmlich Natriumkanéle, in hdheren
Dosen auch Kaliumkanéle blockiert (Mutschler 1997).

Ein saures Milieu im Gewebe, z.B. bei Entzindungen, vermindert die Wirkung
der Lokalanasthesie (Miliam 1984).

Die Applikation von Lokalanasthetika auf die Muskulatur wirkt sich durch ihren
EinfluB auf die lonenkanéle der Nerven- und glatten Muskelzellen auch auf die
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Mikrozirkulation aus (Altura 1974). Der genaue Wirkmachanismus ist aber noch
nicht bekannt (Geter 1986).

So konnte anhand von Lidocain gezeigt werden, daB Lokalanasthetika zu einer
Dilatation von GefaBen flhren. Diese Wirkung ist konzentrationsabhangig. So
fhrt 12 bis 20 prozentiges Lidocain zur maximalen Wirkung, wéhrend 8
prozentiges nur die Halfte der maximal erreichbaren Wirkung erzielt und 2%
weitgehend ineffektiv sind (Beekmann 1988).

Diese GefaBerweiterung verlauft biphasisch. In der ersten Minute zeigt sich
eine Konstriktion, die von einer andauernden Dilatation gefolgt wird (Haines
1987). Es konnte auch gezeigt werden, daB die Dilatation mit einer Erhéhung
des kapillaren Blutflusses einher geht.

Diese Reaktionen kdnnen auch bei anderen Anasthetika wie zum Beispiel
Nicardipin  besonders nach  Verringerung des Blutflusses durch
Mikroanastomosen beobachtet werden (Evans 1997).

In dieser Studie wurde Bupivacain als Lokalanasthetikum gewahlt, das wie
Lidocain zu den Lokalanasthetika vom Amidtyp gehdrt. Der Vorteil von
Bupivacain ist seine lange Wirkdauer, die es fir diese Versuche optimal
geeignet macht. Dagegen zeigt sich bei Bupivacain keine deutliche Vasodilation
direkt nach der Applikation. Es kommt erst im weiterem Verlauf zu einer
Erweiterung der GeféBe, bei der es bis zu 70 Minuten dauern kann, bevor
signifikante Veranderungen auftreten (Geter 1986).

Nach Applikation von Bupivacain kam es in unserer Studie nach 60 Minuten zu
keiner Veradnderung der Arteriolendurchmesser erster bis dritter Ordnung,
tendenziell zu eine Vasokonstriktion. Ahnliche Ergebnisse konnte auch Johns
beobachten, der die Auswirkungen von topisch appliziertem Bupivacain in
verschiedenen Konzentrationen auf die Mikrozirkulation untersuchte (Johns
1986). Hier zeigte unsere gewahlte Konzentration keine signifikanten
Anderungen, allerdings wurde nur ein Zeitraum von 50 Minuten untersucht. Bei
der funktionellen Kapillardichte hingegen kam es zu einer signifikanten
Abnahme.

Die nachfolgende Lavasept®-Applikation kann dann Uber eine Zeitraum von
zwei Stunden nicht die erwartete Dilatation der GefaBe bewirken. Es kommt im
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Gegenteil zu einer Abnahme der GefaBdurchmesser, die im Vergleich zu den
Ausgangswerten bei den As- und Ax-GefaBen nach 120 Minuten signifikant ist.
Bei der funktionellen Kapillardichte flihrt das Lokalandsthetikum zu einer
signifikanten Abnahme der perfundierten Kapillaren. Nach Lavasept®-
Applikation zeigt diese weiterhin eine tendenzielle Abnahme und keine
Zunahme wie nach der alleinigen Applikation von Lavasept®.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, daB die Blockade der lonenkanale mit der
Wirkung von Lavasept® interferiert.

Far diese Wirkungen gibt es zwei Erklarungsansatze.

Erstens kann man vermuten, daB die Lavasept®-Wirkung nerval, eventuell tiber
Rezeptoren vermittelt, zustande kommt. Durch die Blockade der motorischen
Nervenfasern durch Bupivacain kbénnte sich diese Wirkung nicht weiter
entfalten.

Ein weiterer Erklarungsversuch schlieBt die starke kationische Ladung ein, die
Lavasept® und andere Biguanide besitzen (Schafer 1974). Sie verstarken den
Kalium-Transport in Membranen. Nach Blockade der lonenkanale inklusive des
Kaliumkanals blieb dann die gefaBerweiternde Wirkung von Lavasept® aus
(Peuler 1999).

5.5.3 a-Rezeptoren-Blockade

Die Blockade der a-Rezeptoren, a4 oder oy, flhrt zu einer GefaBdilatation, da
nach ihrer Blockade die adrenergen Transmitter Uber die nicht blockierten -
Rezeptoren zu einer Dilatation flhrt.

o-Antagonisten, die diese Reaktion ausldésen sind zum Beispiel Phentolamin,
Prazosin, Rauwolscin oder Yohimbin. Fir jeden Rezeptor-Untertyp der a4- oder
der ao-Rezeptoren sind pharmakologische Stoffe bekannt, die diesen speziellen
Rezeptor-Untertyp blockieren.

Wahrend Phentolamin an a4- und op-Rezeptoren wirkt, beschrankt sich die
Wirkung von Prazosin auf aii-Rezeptoren und die von Rauwolscin und Yohimbin

auf ap-Rezeptoren (Abb. 32).
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Abb. 32: Relative Rezeptorselektivitat von Adrenozeptor-Agonisten und Antagonisten

Daraus l|aBt sich folgern, daB Phentolamin im Gegensatz zu Prazosin,
Rauwolscin und Yohimbin auf alle Arteriolengruppen (A1 bis A3) sowie die
Kapillaren und die Venolen einwirken kann.

In dieser Studie fUhrte die Blockade der a-Rezeptoren durch Phentolamin nach
60 Minuten bei allen beobachteten Arteriolen-Gruppen zu einer Vasodilatation,
die allerdings nicht signifikant war.

Diese Dilatation ist bei den Ai-Arteriolen ausgepragter als bei den A.- und As-
Arteriolen. Das |48t sich darauf zurlckfuhren, daB die Ai-Arteriolen mit a4-
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Rezeptoren besetzt sind, die eine starkere vasodilatorische Wirkung als die .-
Rezeptoren haben, die auf den kleineren Arteriolen zu finden sind.

Die funktionelle Kapillardichte hingegen nahm ab. Dies laBt sich damit erklaren,
daB durch die Blockade der axp-Rezeptoren der Endothelzellen die NO-
Freisetzung vermindert wird, da es durch die anatomische Beschaffenheit der
Kapillaren nicht zu einer gleichzeitigen direkten Vasodilation durch Blockade

der a-Rezeptoren kommen.

Das nach der Blockade der a-Rezeptoren aufgebrachte Lavasept® erzeugte bei
den A:- Ax- und As-Arteriolen eine Vasokonstriktion, die bei allen Arteriolen
nach 60 und nach 120 Minuten signifikant war (alle p<0,05).

Diese Ergebnisse zeigen nicht nur einen Verlust der geféBerweiternden
Wirkung von Lavasept® durch a-Rezeptor-Blockade, sondern eine Umkehr ins
Gegenteil. Dieselben Beobachtungen konnten auch schon bei dem Biguanid
Metformin gemacht werden.

Die durch Lavasept® verursachte GefaBerweiterung scheint liber eine Inhibition
der a-Rezeptor vermittelten Vasokonstriktion zustande zu kommen.

Wenn dies der Fall ist, m{iBte die alleinige Applikation von Lavasept® aber auch
- wie bei Phentolamin allein - zu einer Abnahme der funktionellen Kapillardichte
fihren. In unseren Vorstudien konnte aber gezeigt werden, daB Lavasept® hier
zu einer Zunahme fOhrt. Eine mdogliche Erklarung hierfir ist, daB der agp-
Rezeptor durch Lavasept® nicht blockiert wird und es so weiterhin zu einer NO-
vermittelten Vasodilation kommen kann.

Nach der Blockade der a-Rezeptoren bewirkt Lavasept® bei der funktionellen
Kapillardichte eine Abnahme der perfundierten Kapillaren. Hierbei zeigen sich
keine Signifikanzen. Auch hier kommt es durch Blockade der a-Rezeptoren
dazu, daB Lavasept® nicht zu einer Zunahme der funktionellen Kapillardichte
fihren kann.

Diese Untersuchungen lassen den SchiuB zu, daB Lavasept® alle a-Rezeptoren
bis auf den agp-Rezeptor blockiert, was man auch aus den Ergebnissen der
Denervations-Gruppe schlieBen kann.

Diese Blockade der a-Rezeptoren durch Lavasept® fiihrt zwar lokal zu einer
Verbesserung der Mikrozirkulation, ist aber auch kritisch zu beobachten. Der
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bei der Behandlung Schwerbrandverletzter durchgefihrte groBflachige Einsatz
von Lavasept® kann theoretisch auch zu einer systemischen Blockade von a-
Rezeptoren fihren und so die Kreislaufregulation negativ beeinflussen.
Die Folgen dieser Beeinflussung des Kreislaufes sind nicht abzusehen.

5.5.4 B-Rezeptoren-Blockade

Werden die B-Rezeptoren blockiert, flihrt dies Uber eine vermehrte Wirkung von
Noradrenalin an den a-Rezeptoren zu einer Konstriktion der GefaBe. Atenolol
ist ein selektiver By-Antagonist und Butoxamin nimmt EinfluB auf B.-Rezeptoren.
Metoprolol ist ein Pi-Antagonist, der in hdherer Konzentration auch f.-
Rezeptoren blockiert (Abb. 32). Dagegen wird der Bs-Rezeptor von Metoprolol
nicht beeinfluBt.

In dieser Arbeit konnten wir zeigen, daB3 die Applikation von Metoprolol nach 60
Minuten zu einer Konstriktion der Arteriolen erster bis dritter Ordnung flhrt.
Diese Vasokonstriktion zeigte bei den As-GefaBen eine statistische Signifikanz.
Die funktionelle Kapillardichte nahm auch signifikant ab.

Die Applikation von Lavasept® filhrte zu keiner Steigerung der
Arteriolendurchmesser. In den ersten 60 Minuten blieben diese eher konstant.
Bei den Arteriolen dritter Ordnung fand sich eine signifikante Abnahme der
Durchmesser nach 60 und 120 Minuten. Weiterhin zeigten die Arteriolen 1.
Ordnung eine signifikante Abnahme nach 120 Minuten.

In dieser Gruppe wurden erst die B-Rezeptoren blockiert. Es wird vermutet, daB
das aufgebrachte Lavasept® die a-Rezeptoren blockiert. In diesem Fall wiren
alle GefaBrezeptoren blockiert und es wirde zu keiner weiteren Veranderung
der GefaBdurchmesser kommen. Genau dies konnten wir in diesem Versuch
nachweisen. Die Arteriolendurchmesser 1. und 2. Ordnung zeigten keine
Anderungen. Die Arteriolendurchmesser 3. Ordnung zeigen dagegen sogar
eine signifikante Abnahme. Da die kleinen As-Arteriolen besonders mit ap-
Rezeptoren besetzt sind und bereits vermutet wurde, daB Lavasept® nicht die
agp-Rezeptoren blockiert, kdnnte dort Noradrenalin Uber die a-Rezeptoren zu

einer Konstriktion flhren.
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5.6 SchluBfolgerung

Die Verbesserung der Mikrozirkulation durch Erweiterung der Arteriolen und
Erhdhung der funktionellen Kapillardichte ist neben der urspringlichen
antiinfektiven Wirkung von Lavasept® ein Faktor, der die Wundheilung
zusatzlich positiv beeinflussen kénnte.

Die Mechanismen, mit denen Lavasept® die Mikrozirkulation beeinfluBt, sind
vielfaltig. Sicher kann man sagen, daB die GefaBrezeptoren einen wichtigen
Faktor darstellen.

Unsere Untersuchungen legen nahe, daB die Wirkung Uber eine a-Rezeptor-
Blockade — mit Ausnahme des axp-Rezeptors — vermittelt wird. Um dies zu
beweisen muBten aber noch weitere Untersuchungen mit selektiven a-
Rezeptoren-Antagonisten erfolgen.

Weiterhin konnte in dieser Studie gezeigt werden, dal3 die lokale Applikation
verschiedener in der Intensivmedizin gebrauchlicher Substanzen wie a- und B-
Blocker, sowie Lokalanasthetika und Denervation keine geféaBerweiternde
Wirkung im Muskel zeigt und die Anzahl der perfundierten Kapillaren nicht
erhéht. Eine Anwendung zur Verbesserung der Mikrozirkulation ist daher nicht

zu empfehlen.
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6. Zusammenfassung

Bei der Behandlung akuter und chronischer Wunden sind verschiedene
Medikamente neben der chirurgischen Therapie im Einsatz. Neben den
Antibiotika haben sich die lokalen Antiinfektiva aufgrund geringerer
systemischer Nebenwirkung und Resistenzentwicklung immer mehr in den
Vordergrund gedrangt. Wahrend ihre mikrobiozide Wirkung und ihre
Gewebevertraglichkeit hinreichend untersucht sind, ist ihre Wirkung auf die
Mikrozirkulation, die einen entscheidenden EinfluB auf die Wundheilung austbt,
weitgehend unerforscht.

Am Beispiel des Antiinfektivum Lavasept® sollte in dieser Arbeit ein méglicher
Wirkmechanismus aufgezeigt werden. Lavasept® wurde ausgewahlt, da sein
wirksamer Bestandteil Polihexanid, ein Biguanid ist. In Anlehnung an die
Studien Uber andere Biguanide, die eine a-rezeptorvermittelte
GefaBerweiterung verursachen, wurde der Versuchsaufbau dieser Arbeit

gestaltet.

Um eine offene Wunde zu simulieren, wurde der Cremastermuskel der Ratte,
der ein etabliertes Modell der Mikrozirkulationsforschung darstellt, gewahilt.
Nachdem in Vorstudien bereits eine signifikante Erweiterung der GefaBe sowie
einer Erhdhung der funktionellen Kapillardichte durch Lavasept® nachgewiesen
werden konnte, wurde jetzt der genaue Wirkmechanismus untersucht. Dazu
wurde in vier verschiedenen Gruppen der Cremastermuskel durch eine
Denervation, eine Hemmung der motorischen Muskelplatte durch ein
Lokalanasthetikum, eine B-Rezeptorblockade sowie durch eine Blockade der a-
Rezeptoren vorbehandelt. Danach wurde die Wirkung von Lavasept® iiber
einen Zeitraum von zwei Stunden beobachtet.

Die Denervierung zeigt keinen Einfluss auf die GefaBweite, die Anzahl der
perfundierten Kapillaren nimmt signifikant ab (p<0,05). Die nachfolgende
Lavasept® Applikation fiihrt zu einer Abnahme der Arteriolendurchmesser A; bis
A3, die signifikant bei A; nach 60 und 120 Minuten und bei A, nach 120 Minuten
ist, sowie zu einer signifikanten Abnahme der FKD, die aber wieder auf den
Ausgangswert ansteigt, (p<0,05). Die Arteriolendurchmesser bleiben nach
Bupivacain Gabe konstant, die FKD zeigt eine signifikante Abnahme (p<0,05).
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Nach Lavasept® Applikation kommt es dann nach 120 Minuten bei den
Arteriolendurchmessern Ay und A, zu einer signifikanten Abnahme.
Phentolamin flhrt tendenziell zu einer Vasodilation, die FKD bleibt konstant.
Lavasept® nach vorheriger a-Rezeptor-Blockade vermittelt eine signifikante
Abnahme aller GefaBdurchmesser (p<0,05) und eine nicht signifikanten
Abnahme der FKD (p<0,05). Die Applikation von Metoprolol fiihrt zu einer
signifikanten Abnahme der Arteriolendurchmesser A; und der FKD (p<0,05).
Lavasept® nach erfolgter Blockade der PB-Rezeptoren verandert die
Arteriolendurchmesser A; und A; nicht, die As-Durchmesser sowie die FKD
zeigen eine signifikante Abnahme (p<0,05).

Diese Ergebnisse zeigen, daB die lokale Applikation verschiedener in der
Intensivmedizin gebrduchlicher Substanzen wie a- und (- Blocker, sowie
Lokalan&sthetika und Denervation zu keiner gefaBerweiternden Wirkung im
Muskel beitragt und die Anzahl der perfundierten Kapillaren nicht erhdht.
Teilweise zeigte sich sogar eine Verschlechterung der mikrozirkulatorischen
Parameter. Eine Anwendung mit dem Ziel der Verbesserung der
Mikrozirkulation ist daher nicht zu empfehlen.

Nach dieser Arbeit kdnnen nun auch Aussagen zu einem potentiellen
Wirkmechanismus von Lavasept® gemacht werden.

Unsere Untersuchungen legen nahe, daB die Wirkung Uber eine a-Rezeptor-
Blockade — mit Ausnahme des axp-Rezeptors — vermittelt wird. Um dies zu
beweisen muBten aber noch weitere Untersuchungen mit selektiven a-

Rezeptoren-Antagonisten erfolgen.
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9. Anhang

9.1 Aufzeichnungsblatt zur Datenerfassung

Datum:

OP-Beginn:

Beginn 1. Messung:

Ende des Versuchs:

Gruppe:

Tier (#):

Gewicht:

Initialdosis (Narcoren®):

Zeit |[RR |T(°C) |T(C) |0A1 |@A3 |OA3 |Funktionelle
(min) | (mmHg) gastral |crem. |(incm) |(incm) |(incm) Kapillardichte | (MW)
(in Kap./mm?)
FKD
0

Graphische Darstellung
des GefaBverlaufs:
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