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1 Einleitung

1.1 Fremdblut-Transfusion

Schon zur Zeit der Entdeckung des Blutkreislaufes durch William Havery im Jahre 1616 gab
es erste Uberlegungen und experimentelle Versuche zu Fremdblut-Transfusionen (171).
Damals glaubte man, daB ,,schlechtes Blut* Krankheiten verursache und bemiihte sich daher,
,.schlechtes Blut® durch verschiedene andere Stoffe zu ersetzen. Diese ersten Versuche
filhrten aber zwangsweise zu Mif3erfolgen und wurden spéter vom franzdsischem Gerichtshof
,Le Chatelet am 17.4.1668 durch einen Urteilsspruch eingeschriankt. Die so erwartungsvolle
Ara der Fremdblut-Transfusion kam somit erst einmal zum Erliegen. Die Wiederaufnahme
der Versuche zur Bluttransfusion erfolgte gegen Ende des 18. Jahrhunderts. Nicht erst die
vielen Experimente von Amberson brachten einen neuen Aufschwung in die Ara der
Fremdblut-Transfusion. (4, 5, 6). Am 14.11.1901 entdeckte Landsteiner die menschlichen
Blutgruppen. Mit dieser Entdeckung war das entscheidende Hindernis fiir eine gefahrenlose

Anwendung der Bluttransfusion von Mensch zu Mensch tiberwunden (12).

1.1.1 Griinde fiir eine Fremdblut-Transfusion

Obwohl heutzutage der Einsatz von Fremdblut-Transfusionen so weit wie moglich reduziert
wird, ist ein vollkommener Verzicht nicht moglich. Akuter Volumenmangel und Blutverlust,
seien sie traumatisch oder aber operationstechnisch bedingt, werden entweder mit Volumen-
Expandern oder mit gelagerten Erythrozytenkonzentraten therapiert. Die kristalloiden und
kolloidalen Volumen-Expander (z.B. Ringer-Losung., HAES 6 %) sind jedoch nicht in der
Lage Sauerstoff zu transportieren. Sie dienen daher nur zur Beseitigung des bestehenden
Volumenmangels, d.h. zur Kreislaufstabilisierung (153). Heute ist der Einsatz von gelagerten
Erythrozytenkonzentraten ein standardisiertes und routineméfig durchgefiihrtes Verfahren zur
Erythrozytensubstitution bei Blutverlust. Es beinhaltet aber nicht zu vernachldssigende

Risiken.



1.1.2 Risiken einer Fremdblut-Transfusion

Trotz der sich stindig weiter entwickelnden Qualitatssicherung bei der Gewinnung, Lagerung
und Transfusion von allogenem Blut (z.B. spezielle Antikorper-Screening-Tests im
Spenderblut, Durchfiihrung von Kreuzproben mit den zu verabreichenden
Erythrozytenkonzentraten) ist jede durchgefiihrte Fremdblut-Transfusion fiir den Empféinger

mit einem nicht vermeidbaren Restrisiko verbunden (117). Hierzu zéhlen:

Transfusionsbedingte Infektionen (47, 148, 167)

* Himolysereaktionen: Blutgruppeninkompatibilitét (137)
* Allergische Transfusionsreaktionen (173)

* Immunsuppression (15, 22, 173)

* Transfusionsbedingtes Lungenversagen (32, 107)

Bei den transfusionsbedingten Infektionen handelt es sich insbesonders um die Ubertragung
von viralen (Hepatits A, B, C; Epstein-Barr; Cytomegalie und HIV) und bakteriellen
(Yersinia enterocolitica, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter)

Erkrankungen (61).

In der Literatur finden sich fiir die USA und Deutschland folgende Zahlen: (Tabelle 1)

Infektion USA BRD
Viren
Hepatitis B 1: 63000 1: 97000
Hepatitis C 1:103 000 1: 113075
HIV 1:493 000 1:1889512
Bakterien 1:2500-1:500 000 nicht bekannt

Tabelle 1: Transfusionsbedingte Risiken viraler und bakterieller Infektionen im Vergleich zwischen den USA und

Deutschland (47, 92, 146, 148)

Transfusionsrisiken wie allergische Reaktionen, Hé&molysereaktionen oder

transfusionsbedingtes Lungenversagen nehmen keinen so hohen Stellenwert ein; sie konnen
8



jedoch als fatale Folge fiir den Patienten bei einem Transfusionszwischenfall auftreten. Auch
Fehltransfusionen durch Verwechslung von Blutkonserven oder durch fehlerhafte
Identifizierung der Patienten zdhlen zu nicht ausschliebaren Restrisiken einer Fremdblut-

Transfusion. (Tabelle 2)

USA Deutschland
Akute hdmolytische Reaktion 1:250000—1:1 000 000
Verzogerte hamolytische Reaktion 1:1000 1:25000
Akuter Lungenschaden 1:5000

Tabelle 2: Nichtinfektiose Risiken der Fremdtransfusion (103, 115, 135, 146)

Die eventuelle Moglichkeit einer durch allogene Bluttransfusion entstehende
Immunsuppression ist derzeit noch nicht voll geklért. Schriemer et al. berichten von einer
Korrelation zwischen der Rezidivrate von malignen Tumoren und der Anzahl perioperativ
gegebener Erythrozytenkonzentrate (149). Diese Aussage wird durch eine erhohte Inzidenz
von Infektionskrankheiten nach homologer Transfusion unterstrichen (68). Auch das Risiko
postoperativer Wundinfektionen scheint positiv mit der Anzahl perioperativ transfundierter
Fremdblutkonserven zu korrelieren (164).

Eine Minderung der genannten Risiken fiihrt jedoch zu einer enormen Kostenentwicklung. So
schitzt man, dall eine vollstindige Leukozytendepletion den Preis einer Blutkonserve um

mehr als das Doppelte erhohen wiirde (136).



1.1.3 Kosten einer Fremdblut-Transfusion

Am Beispiel des Klinikums GroBhadern der Ludwig-Maximilians-Universitidt in
Miinchen/Deutschland 148t sich folgende Kostenbilanz errechnen:

Pro Jahr werden von der Blutbank in GroBhadern etwa 32 000 Erythrozytenkonzentrate
angefordert, von denen etwa 27 000 Erythrozytenkonzentrate verbraucht werden. Die
restlichen 5 000 Erythrozytenkonzentrate miissen verworfen werden, da sie z.B. zu lange
gelagert wurden oder die erforderliche Kiihlkette unterbrochen worden ist. Bei einem
durchschnittlichem Preis von 160 DM pro angeforderter Blutkonserve fallen hier Kosten von
iiber 4,3 Mio. DM an. Zusitzlich fordern die heutigen Sicherheitsbestimmungen in der
Transfusionsmedizin, dal} fiir jeden Patienten, der fiir eine Bluttransfusion peri- oder
postoperativ in Frage kommt, ein Kreuztest und eine Blutgruppenbestimmung durchzufiihren
ist. Bei einem Preis von ca. 100 DM pro Test und 60 000 Bestimmungen pro Jahr ergibt dies
ca. 6 Mio. DM. Summa summarum errechnen sich jéhrlich anfallende Kosten von tiber 10,3

Mio. DM allein fiir Bluttransfusionen im Klinikum GroBBhadern der LMU Miinchen.

1.1.4 Verfiigbarkeit von Fremdblut

In den USA ist ein stetig steigender Verbrauch an Erythrozytenkonzentraten bei
gleichzeitigem Riickgang der Spenderbereitschaft zu beobachten (153). Die Hilfte der
jéhrlich etwa 12 Mio. in den USA transfundierten Blutkonserven féllt auf die
Bevolkerungsgruppe ,dlter als 65 Jahre™ (166). Diese Bevolkerungsgruppe représentiert
derzeit 12,5 % der Gesamtbevdlkerung. Durch die allgemeine Verbesserung des
Gesundheitswesens ist ein Anstieg der Lebenserwartung der Bevolkerung zu beobachten
(166). Auch die sich weiterentwickelnden operativen Moglichkeiten in der Humanmedizin
erhohen die Zahl chirurgischer Eingriffe mit zum Teil hohen Blutverlusten. Vamvakas und
Tasvell berechneten fiir das Jahr 2030, da3 der Bevolkerungsanteil ,,liber 65 Jahre* 22 % der
Gesamtbevolkerung ausmachen wird. Bei einem konstanten Blutkonservenverbrauch fallen
folglich 12-13 Mio. Blutkonserven allein auf die Bevolkerungsgruppe ,,dlter als 65 Jahre*. Bei
gleichbleibender Blut-Spendebereitschaft der Bevolkerung wird in den USA ein Engpal3 in
der Transfusionsmedizin nicht zu vermeiden sein (31). Fiir Deutschland liegen vergleichbare
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Berechnungen derzeit nicht vor. Sie diirften jedoch nicht wesentlich von den Berechnungen in

den USA abweichen (61).

1.1.5 Moglichkeiten zur Reduktion von Fremdblut-Transfusionen

Die nicht vermeidbaren Risiken einer Mdoglichkeiten zur Reduktion von Fremdblut-
Transfusion, die stetig steigenden Kosten im Transfusionswesen sowie die zu befiirchtende
eingeschrinkte Verfligbarkeit von Blutkonserven erfordern neue Maflnahmen mit dem Ziel,
Fremdblut-Transfusionen einzusparen (148). Hierzu werden z.Zt. folgende, pri-, intra- und

postoperative Moglichkeiten diskutiert:

Praoperativ: Strenge Indikationsstellung zur Operation (51, 62, 138)

Strenge Indikationsstellung zur Transfusion (51, 62, 138)
Eigenblutspende (2, 9, 30, 165)

Intraoperativ:  blutungsarme chirurgische Préparation
Akute normovoldmische Hdmodilution (ANH) (94, 95, 112, 114)
Kontrollierte Hypotension (99)
Maschinelle Autotransfusion (MAT) mittels Cell-saver (1, 30)
Antifibrinolytika (Aprotinin) (64)

Postoperativ:  Fremdblutgabe

Kiinstliche Himoglobin-Losungen

11



1.2 Einfluf} der Lagerungsdauer auf Erythrozytenkonzentrate

Transfundierte Erythrozyten sollten eine Reihe von Eigenschaften besitzen, um ihre Aufgabe
als Transporteur fiir Sauerstoff zur Versorgung von Gewebe erfiillen zu konnen. Als solche

sind zu nennen:

L. ausreichende Kapazitit der Sauerstoftbindung bei erhaltener Fahigkeit, diesen wieder
abzugeben,

II. eine angemessene Lebensdauer nach Transfusion,

III.  giinstige rheologische Eigenschaften, um insbesondere auch in der Mikrozirkulation

ihre Funktionen zu erfiillen. BekanntermaBlen werden die eben genannten Faktoren

stark von der Lagerungsdauer sowie dem verwendeten Stabilisator beeinfluf3t.

Die mit der Lagerung von Erythrozytenkonzentraten in ,,additiver” Losung auftretenden
metabolischen Verdanderungen gehen mit einer Verschlechterung zahlreicher rheologischer
Parameter einher, wie z.B. Verformbarkeit und Aggregabilitidt der Blutzellen (163). Dabei
kommt es unabhéngig vom Stabilisator wie z.B. ACD [Adenin-Citrat-Dextrose] oder CPD
[Citrat-Phosphat-Dextrose] bei 4° C innerhalb von Wochen zu einer Abnahme von ATP, zu
einer Formverdnderung der Erythrozyten, wie z.B. Echinozyten und/oder Sphérozyten und zu
einer Zunahme der Viskositidt (63). Das ATP dient dabei als Energietrdger fiir die
Aufrechterhaltung der erythrozytiren Funktion und ist, genauso wie die Redoxdquivalente
(z.B. NADH/NAD) obligat fiir die Sauerstofftrdgerfunktion des Erythrozyten. Fiir die
Affinitdt des Sauerstoffs am Hamoglobin ist der Gehalt von 2,3-DPG (2,3-
Diphosphoglycerat) wesentlich. Mit zunehmender Lagerungsdauer der Blutkonserven kommt
es zu einem Abfall der 2,3-DPG-Konzentration. Dies fiihrt zu einer Verstirkung der
Sauerstoffaffinitit des Himoglobins, so daB3 Sauerstoff zwar leichter aufgenommen, dafiir
aber schwerer abgegeben wird (66). Fitzgerald et al. belegten dies anhand eines Tiermodels.
Im Tierversuch konnten Erythrozytenkonzentrate, die ldnger als 28 Tage gelagert waren, die
Gewebeoxygenierung nicht verbessern, obwohl sich die Tiere in einem Sauerstoffangebot
(DO;) abhidngigen Zustand befanden. Bei der Transfusion von frischen
Erythrozytenkonzentraten hingegen erfolgte ein Anstieg der DO, (39). Dies belegt, daB3 die

Sauerstofftransportfiahigkeit auch von der Lagerungsdauer abhingig ist.
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Die Lagerungsdauer von Erythrozytenkonzentraten beeintrdchtigt ebenso die
Zelldeformabilitét. Diese ermdglicht die Passage von Erythrozyten durch Kapillaren, welche
einen geringeren Durchmesser haben als der Erythrozyt selbst. Da sich die Fahigkeit zur
Formverdanderung wihrend der Lebensdauer des Erythrozyten (~120 Tage) verringert, wird
die Fahigkeit zur Formverdnderung zum Selektionsmerkmal fiir die Elimination der
Erythrozyten aus der Zirkulation (14, 127).

Der Zusatz von verschiedenen ,additiven® Losungen bei der Lagerung von
Erythrozytenkonzentraten hat nicht nur einen EinfluB auf die Verdnderung der
Gesamtzellverformbarkeit sondern auch auf das FlieBverhalten der Erythrozyten. Die
Gesamtzelldeformierbarkeit der Erythrozyten wird durch die Membranverformbarkeit und die
Viskositdt des Zellinhaltes bestimmt (104). Nachdem in der hier vorgestellten Studie gleiche
additive Losungen angewandt wurden, wird auf eine detaillierte Beschreibung

unterschiedlicher Stabilisatoren verzichtet.

1.3 Sauerstofftransport

Um eine addquate Organfunktion gewéhrleisten zu konnen, bendtigt der Korper ausreichend
Sauerstoff. Dabei spielt der Sauerstoffpartialdruck (pO,) eine wesentliche Rolle. Nachdem der
Sauerstoff (O;) in der Lunge die alveoldr/kapillire Membran passiert hat, gelangt er in das
Blut. Dort wird O, zum grofiten Teil chemisch an das Hdmoglobin gebunden; ein kleinerer
Anteil ist im Plasma physikalisch gelost. Beide Transportmoglichkeiten zusammen
beeinflussen den arteriellen Sauerstoffgehalt (CaO,) des Blutes. Dieser ergibt sich aus

der/dem:

* Hiamoglobinkonzentration (Hb) im Blut

* arteriellen Sauerstoffsittigung des Himoglobins (S,0,)

* Sauerstoffbindungskapazitit des Himoglobins (Hiifner’sche Zahl 1,34)
e arteriellen O,-Partialdruck (p,O,)

* physikalischen Loslichkeit von O, im Plasma

(0,0029 ml O, dl Plasma™ mmHg™")
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Es gilt folgende Formel:

Ca0, = ([Hb] » S,0; - 1.34) + (p,0, + 0,0029)

Das Sauerstoffangebot (DO,) an den Korper setzt sich zusammen aus dem Produkt von

Herzzeitvolumen (HZV) und arteriellem Sauerstoffgehalt (CaOs,).

DO,=HZV - Ca0O,

Der Sauerstoffverbrauch (VO,) des Korpers definiert sich als das Produkt von HZV und der

arterio-vendsen Sauerstoffgehaltsdifferenz (CvO, = Vendser Sauerstoffgehalt).

V02 =HZV . (C&Oz - CVOQ)

Sielenkdmper et al. untersuchten die Auswirkungen von frischem Vollblut (Hkt 30 %),
frischen Erythrozytenkonzentraten (Hkt 70 %), 4-5 Wochen lang gelagerten
Erythrozytenkonzentraten (Hkt 70 %) und dem kiinstlichen Sauerstofftriger DCLHb™ auf
das systemische Sauerstoffangebot und den Sauerstoffverbrauch (157). Sie stellten fest, daf3
septische Ratten in einem durch Himodilution induzierten DO, abhingigen Status je nach
Gabe von verschiedenen Hdmoglobin-Konzentraten unterschiedlich mit der VO, reagierten.
Nur vier von zwolf Tieren iiberlebten den vorgegeben Zeitraum nach Infusion von 4-5
Wochen gelagerten Erythrozytenkonzentraten. In den restlichen Versuchsgruppen kam es
nach Versuchsbeginn bei allen Tieren zu einem VO;-Anstieg im Vergleich zu den
Ausgangswerten. Erstaunlicherweise wurde dieser VO,-Anstieg nur in den Gruppen mit
frischem Blut (Hkt 30 %) und frischen Erythrozytenkonzentraten (Hkt 70 %) mit einem
Anstieg der DO,~Werte beobachtet. Die ,,DCLHb'-Gruppe* zeigte diesen DO,—Anstieg
nicht; es kam jedoch im Vergleich zu den Ausgangswerten und zu den Gruppen mit frischem
Blut (Hkt 30 %) und frischen Erythrozytenkonzentraten (Hkt 70 %) zu einer Erhohung der
Sauerstoffextraktionsrate.

Auch Marik et al. beschéftigten sich mit der Frage, ob unterschiedlich lang gelagerte
Erythrozytenkonzentrate einen unterschiedlichen Sauerstofftransport aufweisen. An 23
septischen Patienten wurde sowohl das systemische DO, der systemische VO, als auch der
gastrale intramukosale pH-Wert (pH;) gemessen. Bekanntermallen stehen Abweichungen des

pH;-Wertes in direktem Zusammenhang mit einer Anderung der Sauerstoffversorgung des
14



Gastrointestinaltraktes (7, 67, 98). Marik et al. stellten fest, dal die Gabe von insgesamt 750
ml Erythrozytenkonzentrate, die langer als 15 Tage gelagert waren, bei diesen Patienten den
systemischen Sauerstoffverbrauch nicht verbesserten. Dariiber hinaus kam es sogar zu einem

signifikanten Abfall des pHi’s (113). (Abb. 1)
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Abb. 1: nach Marik und Sibbald, 1993 (113)

1.4 Kiinstliche Sauerstofftriger

Kiinstliche Sauerstofftrager bieten eine andere Moglichkeit entstehende Engpésse und Risiken
in der Transfusionsmedizin zu minimieren. Aufgrund der oben aufgefiihrten medizinischen
Risiken, der enormen Kostenentwicklung und der riickldufigen Spenderbereitschaft bei
zunehmenden Bedarf, stellt ein ,kiinstlicher Blutersatz* eine wiinschenswerte Option fiir die
heilende Medizin dar; im zivilen Gesundheitswesen als auch im militdrischen Bereich.

Die Verbreitung von HIV regte im Jahr 1986 ein intensives Forschen zum Einsatz von
,kiinstlichen Sauerstofftrigern“ an. Heute kennt man zwei Hauptgruppen von

Sauerstofftragern; die Gruppe der Perfluorocarbone und die der Himoglobinldsungen.

Bei den Perfluorocarbonen handelt es sich um synthetische Fliissigkeiten, welche die

Loslichkeit von physikalisch gelostem Sauerstoff erhohen. Sie konnen in grolen Mengen
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unter absoluter Sterilitét produziert werden. Ein Nachteil der Perfluorocarbone liegt in ihrer
geringen Sauerstofftransport-Kapazitit. Dem kann durch Beatmung mit 100 % igem
Sauerstoff entgegengewirkt werden. Diese Gruppe der kiinstlichen Sauerstofftriger ist
allerdings nicht Ziel der hier prisentierten Studie. Auf eine detaillierte Erlduterung wird daher
verzichtet.

Die Alternative stellen Hamoglobinlosungen dar. Hier handelt es sich um Blutersatz-
Losungen, die Himoglobinmolekiile enthalten, welche aus humanem oder bovinem Blut
extrahiert wurden.

Das menschliche ,,adulte* Himoglobin besteht aus vier Proteinketten (zwei a-Ketten und
zwei P-Ketten). Jede dieser Ketten enthdlt eine Hdm-Gruppe, welche aus einem
Protoporphyrinring mit Eisenanteil (Fe*") besteht. Ein mol Himoglobin kann vier mol
Sauerstoff binden. Somit kann ein Gramm Himoglobin 1,34ml g™ Sauerstoff binden. Dies
wird als die Hiifner’sche Zahl bezeichnet (77).

Bekanntermaflen finden sich Blutgruppen-Antigene auf der Erythrozytenmembran.
Dementsprechend beinhalten reine modifizierte Himoglobinldsungen keine Blutgruppen-
Antigene. Somit entfallen eine Blutgruppenbestimmung und der Kreuztest beim Einsatz von
Héamoglobinlosungen, was auch deren sofortigen Einsatz im Notfallwesen ermdglicht;
insgesamt wiirden damit wertvolle Zeitreserven eingespart (84).

Ein weiterer Vorteil der kiinstlichen Sauerstofftriger im Vergleich zu den
Erythrozytenkonzentraten ist die lange Haltbarkeit von Himoglobinlosungen. Sie konnen
entweder als Trockenpulver (19) oder als fertige Substanz tief gefroren bei —20 °C lénger als
ein halbes Jahr gelagert werden. Kurz vor dem Gebrauch kdnnen sie zur fertigen

Injektionslésung aufgeschiittelt werden.

Bereits im Jahre 1898 verdffentlichte von Starck einen Bericht iiber Versuche mit
Héamoglobinlésungen an Hunden (160). Im Jahre 1949 berichteten Amberson et al. {iber eine
22-jahrige Frau mit schwerer, postpartal aufgetretener uterinen Blutung. Die Patientin war
hypoton und nicht ansprechbar; sie befand sich im Zustand des schweren himorrhagischen
Schocks. Der bestehende Himoglobinwert lag bei 2,7 g/dl. Da Fremdblutkonserven nicht
vorhanden waren und der Zustand der Patientin sehr kritisch war, wurde entschieden, eine
selbst hergestellte, stromafreie Himoglobinlosung (SFH) einzusetzen. Nach der Injektion von
2300 ml NaCl mit 250 g Hamoglobin stabilisierten sich die Kreislaufverhédltnisse; die
Patientin wurde wieder ansprechbar. Damit wurde zum ersten Mal am Menschen die

Effektivitit von stromafreien Himoglobinlosungen belegt (5). Aufgrund der Nebenwirkungen
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von freiem Hadmoglobin verstarb jedoch die Patientin am 9. postpartalen Tag an
Nierenversagen. Diese und andere Nebenwirkungen von Hédmoglobinldsungen basieren
darauf, daf3 es in den Anfangsjahren der experimentellen Forschung tiber SFH nicht gelungen
ist, die Stroma- und Membranreste ausreichend aus den Hamoglobinldsungen zu extrahieren.
Tatsdchlich fiihren verunreinigende Stroma- und Membranreste zu nephrotoxischen
Nebenwirkungen (40, 49). Eine zusitzliche Erkldrung liegt in der Instabilitdt des
Héamoglobinmolekiils. Unmodifizierte Himoglobinmolekiile mit einem Molekulargewicht
von 64,5 kD tendieren dazu, in Dimere zu zerfallen. Aufgrund der verringerten
Molekulargrofle konnen diese leicht im Glomerulus der Niere filtriert werden. Folglich
kommt es zu einer massiven Anhdufung von Proteinen im Tubulus. Dies kann zum
Nierenversagen flihren (56). Brandt et al stellte dies bereits 1951 fest. In einer Studie mit 14
Probanden und Patienten kam es nach Infusion von 8-30 g SFH zu einem Riickgang des
renalen Plasmaflusses, der Diurese und Natriurese (17). Als weitere Nebenwirkungen sind die
Aktivierung des Gerinnungssystems und Komplementsystems beschrieben (38, 126).
SchlieBlich kénnen SFH-Verunreinigungen mit z.B. Endotoxin zu Fieber, Schiittelfrost und
abdominellen Beschwerden mit Erbrechen fithren (28, 159). Ein weiterer Punkt muf} beachtet
werden: Durch die Abwesenheit des normalerweise intrazelluldr lokalisierten reduzierten
Nikotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid (NADH, Reduktion von Methdmoglobin zu
Hémoglobin) wird bei SFH zusitzlich eine vermehrte Methdmoglobinbildung festgestellt
(28).

Wie bei jedem Fremdstoff, mul an eine mdgliche Immunisierung gedacht werden.
Tierstudien belegen jedoch, daB3 sowohl eine einmalige als auch eine repetitive Injektion
homologer Himoglobinlosungen zu keiner Immunisierung des Empfiangers fiihrt. Dagegen
induziert die Applikation heterologer Himoglobinpriparate eine Immunreaktion, z.B. in Form
erhohter IgG-Titern (20, 27, 70).

Insgesamt fiihrt die hohe Komplikationsrate bei der Infusion von vermeintlich stromafreien
Hémoglobinlosungen zu der Schlulfolgerung, dall diese Himoglobinlosungen biochemisch

noch weiter vorbehandelt werden miiiten, um komplikationsfrei Infusionen zu ermdglichen.

Durch biotechnologische Methoden wie z.B. dem Cross-linking, der rekombinanten
Modifikation, der Mikroenkapsulation und der Ultrafiltration des Hamoglobins ist es
gelungen, die Nebenwirkungen von unmodifizierten Himoglobinlosungen weitestgehend
aufzuheben. Zusitzlich konnte das Infektionsrisiko mit HIV, HBV HCV etc. durch

Pasteurisierung und Sterilisation auf anndhernd Null gesenkt werden (52).
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Urspriinglich als Nachteil bewertet wurde die mit Hadmoglobin einhergehende
Vasokonstriktion. Sie erkldrt sich durch das (Weg)-Binden von NO, einem starken
Vasodilatator, durch das Himoglobinmolekiil. Dieser Vorgang wird als ,,NO-scavenging*
bezeichnet. NO, welches in Endothelzellen der Gefial3e gebildet wird, kontrolliert den Tonus
der glatten GefaBmuskulatur. Ein Anstieg von NO fiihrt zu einer Relaxation der
GefaBmuskulatur, wodurch der Blutdruck gesenkt wird. Kommt es aufgrund von freien
Héamoglobinmolekiilen zu einem Abfall der NO-Konzentration, steigt der GefaBmuskeltonus
an. Dies duBlert sich in einer Vasokonstriktion und fiihrt zu einem Blutdruckanstieg (46, 86,
106, 151, 156). Andere Hypothesen, zur Erkliarung der Vasokonstriktion, schlieBen ein: die
Endothelin-Freisetzung (59, 151) sowie das Zusammenwirken von adrenergen
Reflexreaktionen (57, 59).

Stellt man den Zusammenhang der Sauerstoffsdttigung des Himoglobins (SO;) mit dem
jeweils gegebenen Sauerstoffpartialdruck (pO,) graphisch dar, so erhélt man eine sigmoidal
verlaufende Sauerstoffbindungskurve. Betrachtet man die Sauerstoffbindungskurve einer
reinen SFH, so ist ein deutlicher Unterschied des p50-Wertes im Vergleich zu ,,frisch
gelagertem Blut“, oder zu ,,14-Tage lang gelagertem Blut®, oder zu einer modifizierten
Hémoglobinlosung zu erkennen. Der p50-Wert wird in mmHg angegeben und gibt den
Sauerstoffpartialdruck an, bei dem eine 50 % Sittigung des Hdmoglobins mit Sauerstoff
vorliegt. Durch die Abwesenheit von 2,3-DPG beim reinen Hdmoglobin ist die Affinitdt zu
Sauerstoff sehr hoch. Der p50-Wert liegt hier bei 10 mmHg. Daher sind SFH zum Einsatz der
Gewebeoxygenierung ungeeignet (87). Bei der modifizierten Himoglobinlésung handelt es
sich in diesem Fall um das ,,Diaspirin cross-linked hemoglobin®“ (DCLHb™). Es ist eine
leichte Rechtsverschiebung der Kurve im Vergleich zu frischem Blut
(Halbséttigungsdruck=26 mmHg) zu erkennen. Diese Rechtsverschiebung fiihrt zwar zu einer
erschwerten Sauerstoffaufnahme bei relativ niedrigen Sauerstoffpartialdriicken, hat aber den

positiven Effekt, Sauerstoff im Gewebe leichter abzugeben (Halbséttigungsdruck=32 mmHg).
Im Vergleich dazu ist eine Sauerstoffbindungskurve fiir Erythrozyten mit einer Lagerungszeit

von 14 Tagen abgebildet. Deutlich ist eine ,,links* - Verlagerung der Kurve zu erkennen mit

den eben erwéhnten, gegenteiligen Effekten (Halbsittigungsdruck=16 mm). (Abb. 2)

18



%
Saturation
100

Blood Stored for 14 Days

DCLHb
Fresh Blood

40 &0 80

Abb. 2: nach Farmer et al. 1995 (37)

In einer in-vitro Studie von Goldman et al. aus dem Jahr 1998 wird auf eine weitere
Problematik azelluldrer Himoglobinlosungen hingewiesen. Goldman et al. belegen die
Hypothese, daB chemisch modifizierte Hiamoglobinlosungen zytotoxisch auf die
Endothelzellen wirken; sie weisen im Vergleich zu unbehandelten reinen Erythrozyten, eine
verdnderte Redox-Reaktions-Aktivitdt auf. Durch die Abwesenheit der intrazelluldaren
erythrozytiren Enzyme (z.B. die Deferoxaminase, Superoxiddismutase oder Katalase),
kommt es zu einem Anstieg z.B. von freiem Eisen und Sauerstoffradikalen. Diese wirken

zytotoxisch auf die Endothelzellen und fiihren letztendlich zum Zelltod (50).

1.5 Isovolidmische Akute Himodilution

Die isovoldmische Akute Hamodilution ist definiert als der Austausch von Eigenblut mit einer
kristalloiden (Verhiltnis 1:4) oder kolloiden (Verhéltnis 1:1) Losung (94). Diese fiihrt zu
einer Reduktion des Hamatokritwertes und folglich der Viskositit. Zu beachten ist, da} das
Blut bei einem Hédmatokrit von 30 %, gemessen an der schergradabhingigen
Viskositdtsdnderung, ein rheologisches Optimum besitzt (161). Aufgrund der
Viskositdtsabnahme kommt es zu einer Senkung der Nachlast. Diese fiihrt durch den
verringerten Widerstand zu einer Erhéhung des HZV. Der HZV-Anstieg fiihrt im Zustand der

Hamodilution initial zu einer Erhdhung der DO,, da das HZV im Verhiltnis zum CaO,
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iiberproportional stark ansteigt. Sein Maximum findet der DO,-Anstieg bei einem Hématokrit
von etwa 30 % und fillt dann bei weiterer Himodilution zunehmend ab. Die Isovoldmische

Austauschtransfusion bis zu einem Hamatokrit von 30 % fihrt also zu einem erhohten

Sauerstoffangebot an das Gewebe (123). (Abb. 3)
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Abb. 3: modifiziert nach Sunder-Plassmann et al., 1971 (161)

1.5.1 Fragestellung

Anhand der bisher aufgefiihrten Aspekte der Transfusionsmedizin stellte sich die Frage,
welche Einfliisse die Lagerungsdauer von Erythrozytenkonzentraten im Vergleich zu frischem
syngenen Vollblut und einer kiinstlichen Hdmoglobinldsung auf die Mikrozirkulation im

Hamster hat. Zur Abkliarung dieser Fragestellung soll das im folgenden beschriebene Modell

und Protokoll dienen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Zur Durchfiihrung der Versuche wurden Syrische Goldhamster im Alter von 6-8 Wochen und
einem Korpergewicht von 45-60 g gewéhlt. Die Tiere stammten aus der Zucht der Firma
Charles-River-Wiga GmbH (Sulzfeld, Deutschland). Im Tierstall herrschte eine
Raumtemperatur von 24°C bei einer Luftfeuchtigkeit von circa 50 %. Die Tiere wurden bei
einem 12 Stunden hell-dunkel Rhythmus mit handelsiiblichem Futter fiir Nagetiere
(Altromin® Standarddiét Ratten/Méause, Altromin GmbH & Co KG, Lage, Deutschland) und
Leitungswasser ad libidum gehalten. Als Einstreu wurde Sidgespidne verwendet. Nach
chirurgischem Eingriff wurden die Tiere in Einzelkéfigen gehalten. In die Versuche wurden
nur Tiere aufgenommen, die keine Anzeichen von Erkrankungen aufwiesen sowie normales

Fress-, Putz- und Spielverhalten zeigten.

2.2 Versuchsmodell

2.2.1 Mikrozirkulationsmodell der Riickenhautkammer am Syrischen Goldhamster

Als Modell wurde die Riickenhautkammer am Syrischen Goldhamster gewéhlt. Endrich et al.
(1980) beschrieben erstmals die Mdglichkeit der Riickenhautpriaparation mit dem Ziel eine
intravitale mikroskopische Untersuchung am wachen Tier durchzufiihren (33). Im Bereich der
Mikrozirkulation hat sich dieses Modell zu einer wichtigen und anerkannten Methode bei der
Beurteilung der Mikrozirkulation unter physiologischen und pathophysiologischen
Bedingungen entwickelt (78, 101, 119).

Die aus Titan bestehende Riickenhautkammer mit einem Gewicht von ca. 4,5 g (Institut fiir
Chirurgische Forschung, Miinchen, Deutschland) besteht aus zwei Kammerhélften und einer
im Zentrum liegenden Offnung von ca. 11 mm Durchmesser. In dieser Offnung befindet sich
ein 0,1 mm dickes Deckglas, welches mittels eines Kupfersprengrings fixiert wird. Um die
Riickenhaut des Hamsters an der Kammer fixieren zu konnen wurden kleine Locher fiir
Haltefiden am oberen Ende der Kammer gebohrt. Wie auf Abbildung 4 erkennbar, dienen
drei Verbindungsschrauben der definitiven Fixierung der beiden Kammerhélften an die

Riickenhaut. Um eine Kompression der Kammerpréparation zu verhindern, wird zwischen
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den beiden Kammerhilften eine Distanzmutter befestigt, die fiir einen Abstand von ca. 0,45
mm der beiden Kammerhilften sorgt. Durch das in der Mitte der Kammer liegende Deckglas
konnen mit Hilfe der Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie sdmtliche GefaBBabschnitte des
darin enthaltenen quergestreiften Riickenhautmuskels beobachtet werden. Es handelt sich
hierbei um Arteriolen, prékapillire Arteriolen, dem nutritiven Kapillarbett, postkapilldre

Venolen und die Sammelvenolen. (Abb. 4, 5)

Abb. 4: Konstruktionsskizze einer Riickenhautkammer. Links: Seitenansicht der Riickenhautkammer bestehend
aus zwei spiegelbildlich durch Schrauben miteinander verbundenen Kammerhilften. A = Offaung zur
intravitalmikroskopischen Untersuchung; B1 = Bohrung fiir Schrauben zur Fixierung der Distanzmuttern und
Adaptierung der beiden Kammerhilften; B2 = Bohrung fiir Haltefdden; C = Offnungen im Bereich des Sattels
zur Reduktion des Kammergewichts; D = Sprengring aus Kupfer zur Fixation des Deckglases. Rechts:
Frontalschnitt (S-S) mit E = optischem Ausschnitt, F = Abstandshalter, G = Kammerring, H = Deckglas, I =
Sprengring, K = Mutter und L = Schraube; nach Nolte 1995 (131)
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Abb. 5: Aufblick auf das Sichtfenster einer implantierten Riickenhautkammer. Deutlich ist die

Gefafsstruktur in der Riickenhautmuskulatur zu erkennen.

2.2.2 Implantation der Riickenhautkammer

Zwei bis vier Tage vor dem eigentlichen Versuchsbeginn erfolgte die Implantation der
Riickenhautkammer. Hierfiir nutzten wir die von Endrich et al (33) beschriebene Methode.
Zur Implantation wurden sterilisierte chirurgische Instrumente sowie sterilisierte
Riickenhautkammern mit den dazugehdrigen Sprengringen, Schrauben, Distanzmuttern und
Deckgldschen verwendet. Nach erfolgreicher intraperitonealer Narkose der Versuchstiere mit
einer Kombinationsanésthesie aus Ketamin/Xylazin (0,07 ml Kochsalzlosung, 125
mg/kg/KG) Ketaminhydrochlorid (Ketanest®, Parke-Davis, Berlin, Deutschland) und 15
mg/kg/KG Xylazin (Rompun® med, Fa. Hans Schwarzkopf GmbH, Hamburg, Deutschland)
wurde die Riickenhaut der Tiere groBflichig durch eine Elektrorasur (Electra GH 204,
Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) und anschlieBender Epilation (Plica med., Olivia,
Hamburg, Deutschland) enthaart und mit Kodanspray (Kodan, Schulte-Mayr, Norderstedt,
Deutschland) desinfiziert. Der nun folgende operative Eingriff wurde auf einem auf 37 °C
vorgeheizten Kleintieroperationstisch (Fa. IFB, Hiddenhausen, Deutschland) durchgefiihrt.
Wihrend sich das Versuchstier in Bauchlage befand, wurde mit Hilfe einer Gegenlichtlampe
die Riickenhaut von kranial nach kaudal verlaufend so gefaltet, dal der GefaBverlauf der
extendierten Riickenhaut zu sehen war. Mittels eines kranialen und eines kaudalen
Haltefadens (Ethibond®, griin geflochten, 5-0, Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland) wurde
die Riickenhautfalte in extendierter Position an einem Stativ fixiert. Dabei war darauf zu

achten, daB sich die Gefdlle der rechten und der linken Korperhdlfte moglichst iiberlagerten
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und nicht im Operationsbereich lagen, um bei der anschlieenden Préaparation der Riickenhaut
so wenig Blutungen wie mdglich zu verursachen. An der dem Operateur abgewandten
Hautfalte wurde der Teil der Riickenhautkammer, der die Distanzmutter und die zwei
Schrauben enthielt, mit Hilfe von zwei Haltefdden fixiert. Die beiden sich basisnah
befindenden Schrauben wurden unter zu Hilfenahme einer kleinen Hautinzisur durch die zwei
Hautschichten hindurchgestochen und mit einer chirurgischen Moskitoklemme befestigt. Im
zukiinftigen Areal des Sichtfensters der Riickenhautkammer wurde die Haut zirkulér in einem
Durchmesser von ca. 15 mm mit einer mikrochirurgischen Schere entfernt. Anschlieend
wurde der Hamster auf die Seite gelagert, so da3 unter einem Operationsmikroskop (Fa. Wild,
Typ M650, Heeresbrugg, Schweiz) die nachsten Operationsschritte durchgefiihrt werden
konnten. Bei zehnfacher VergroBBerung wurde die Subcutis, der Hautmuskel, das subcutane
Fettgewebe und der Musculus retractor unter zu Hilfenahme von chirurgischem
Operationsbesteck entfernt. Nachfolgend wurde das subcutane Fettgewebe und der Musculus
retractor der anliegenden Hautschicht freiprépariert. Somit war in dem zuvor als
Untersuchungsareal definiertem Gebiet nur noch die Cutis, Subcutis und der quergestreifte
Hautmuskel vorhanden. (Abb. 6).

Diese Hautschicht ist die optimale Ausgangssituation zur Durchfithrung der

Intravitalmikroskopie (101).
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subcutanes Fettgewebe
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subcutanes Fettgewebe I
Hautmuskel

Subcutis
Cutis

Abb. 6: Hautschichten im Bereich des Kammerrings und Fixierung des Deckglases mit Hilfe des Sprengrings;
nach Nolte, 1998 (128)
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Wihrend des gesamten chirurgischen Eingriffs muflte darauf geachtet werden, dal die
Gewebsschichten stets mit physiologischer Kochsalzlosung feucht gehalten wurden. Die oft
nicht vermeidbaren Blutungen wurden mit kleinen saugfihigen Tupfern (Sugi®, Eschenburg,
Deutschland) gestillt. Nach abgeschlossener Pridparation wurde das Gegenstiick der
Riickenhautkammer, die das Deckglas enthielt, auf der préparierten Hautseite befestigt. Das
Deckglas wurde mit physiologischer Kochsalzlosung benetzt um wéhrend der Fixation eine
Blasenbildung unter diesem Sichtfenster zu verhindern. Das freipréparierte Gewebsareal
wurde somit vor Austrocknung, Infektion und Trauma geschiitzt. Zur Fixation der
Riickenhautkammer dienten die Basis nah liegenden Halteschrauben, wobei die zwei
chirurgischen Moskitoklemmen wieder entfernt werden mufiten. Bei der Fixierung der
Riickenhautkammern war es wichtig, da3 es zu keiner Druck-Kompression der Gefdfle kam.
Als letzten Schritt der Implantation wurde die Riickenhautkammer an den dafiir vorgesehenen

Bohrldchern am Kammerrand mit Haltefdden vollstandig fixiert. (Abb. 7)

Abb. 7: Syrischer Goldhamster mit implantierter Riickenhautkammer. Deutlich sind die 3 Schrauben

zu erkennen, welche die Kammer transdermal auf dem Riicken fixieren.

2.2.3 Implantation der Dauerkatheter

24-48 Stunden nach Implantation der Riickenhautkammer erfolgte die Insertion der
Verweilkatheter im Bereich der rechten A. carotis interna und der rechten V. jugularis

externa. Die dabei verwendete Narkose wurde oben beschrieben. Als erster Schritt mufite die
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Halsregion der Hamster mit der bereits erwidhnten Creme enthaart und mit Kodanspray
desinfiziert werden. Als ndchstes wurden die Verweilkatheter richtig plaziert. Hierbei
verwendeten wir einen groBlumiger Abbocath (Abbocath®, 18G ¢ 51mm, Fa. Abbott,
Ingelheim, Deutschland). Der Abbocath wurde am kranialen Ende der Riickenhautkammer
unter die Haut eingefiihrt, subcutan unter der rechten Halsregion bis in den Bereich der
Zielgefdfle A. carotis interna und V. jugularis externa vorgeschoben und transcutan wieder
nach auBen gefiihrt. Uber den Abbocath war es nun mdglich zwei ca. 25 cm lange mit
Heparin benetzte Polyethylenkatheter (PE-10, 800-110-100-100, Innendurchmesser 0,28 mm,
AuBendurchmesser 0,56 mm, Portex Ltd. Lythe, Kent, GroBbritannien) im Operationsfeld zu
plazieren. AnschlieBend wurde der Abbocath wieder entfernt, und an die beiden
Katheterenden wurden jeweils eine mit physiologischer Kochsalzlosung gefiillte
Insulinspritze (1 ml Spritze Plastipatz®, Decton, Dickinson, USA) angeschlossen. Der
Hamster lagerte nun in Riickenlage auf zwei ca. 20 * 10 * 5 cm groBlen Plexiglasblocken
zwischen welchen sich die Riickenhautkammer befand. Um sich eine bestmdgliche
Ausgangssituation fiir den anschlieBenden operativen Eingriff zu schaffen wurde der Kopf
des Hamsters in leicht liberstreckter Haltung positioniert. Dies erfolge mit Hilfe eines
Katheterschlauches der um die Nagezéhne des Oberkiefers gelegt wurde und zusétzlich einer
als Gewicht dienenden Tuchklemme. Im Bereich der Medioclavicularlinie erfolgte nun
paratracheal mit Hilfe des bereits oben erwdhnten Operationsmikroskops eine ca. 2 cm lange
Langsinzission der Haut. Nach Freilegung und Mobilisierung des Fettkorpers mit Hilfe von
mikrochirurgischen Pinzetten wurden die im Trigonum caroticum liegenden Gefdflie von
Fettgewebe befreit und dargestellt. Nun galt es die V. jugularis externa zu finden. Es wurden
drei Ligaturen (Perma-Hand® Seide, schwarz geflochten, 6-0, Fa. Ethicon, Norderstedst,
Deutschland) in Form von Schlingen um die V. jugularis externa gelegt. Die kranial gelegene
Schlinge wurde sofort zugezogen und verknotet. Mit Hilfe einer mikrochirurgischen spitzen
Pinzette war es moglich die Vene etwas anzuheben und mit einer kleinen mikrochirurgischen
Schere zu inzidieren. Uber diese kleine Offnung der Vene wurde nun einer der beiden
Katheter eingefiihrt und iiber die V. subclavia in die V. cava superior vorgeschoben. Um
diesen vendsen Katheter zu fixieren, wurden die zwei anderen Schlingen so festgezogen und
verknotet, daB3 sich die Schlingen sowohl um das Gefal} als auch um den Katheter zuzogen.
Um den Katheter nicht nur intravasal sondern auch extravasal zu fixieren, wurde der Katheter
zusidtzlich mit der kranial liegenden Ligatur befestigt. Nun war es moglich, durch leichte
Aspiration der Insulinspritze, die sich am Ende des Katheters befand, die korrekte intravasale

Lage des Katheters zu beurteilen. Die Insertion des arteriellen Katheters erfolgte nach der
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gleichen Methode. Zusitzlich wurde die A. carotis interna mit einer mikrochirurgischen
Klemme abgeklemmt um bei der Inzision des Gefdlles grofere Blutverluste zu vermeiden und
um einen stetigen Einblick in das Operationsfeld zu ermoglichen. Beim Vorschieben des
Katheters in das GefiBlumen wurde die Klemme wieder entfernt. Fixierung und Uberpriifung
der Lage des Katheters erfolgte nach dem oben geschilderten Verfahren. Nach erfolgreicher
Implantation der Verweilkatheter wurde das zuvor ausgelagerte Fettgewebe wieder an seinen
Platz zuriickgelegt und die Haut mit einigen Einzelknopfnihten (Ethibond® 5-0, Fa. Ethicon,
Norderstedt, Deutschland) verschlossen. Die Katheterenden wurden unter Verwendung eines
Feuerzeuges verschlossen und um die kranialen und kaudalen Enden der Riickenhautkammer
aufgewickelt. Einige 0,5 cm breite Leukosilstreifen (Fa. Beiersdorf, Hamburg, Deutschland)

dienten der endgiiltigen Fixierung der Katheter an der Riickenhautkammer.

2.2.4 Gefdfpversorgung und Gefdfstruktur des Riickenhautmuskels

Die von Zweifach und Metz 1955 vorgeschlagene Nomenklatur (177) der
mikrozirkulatorischen GefaBstruktur der Riickenhautkammer des Hamsters wurde von Funk
und MeBmer tiberarbeitet und neu definiert (42, 43). Sie beschreiben die Versorgung der
Riickenhaut durch zwei GefaBhauptstimme (AQ) welche in einem Abstand von 2-3 cm den
dorsalen Interkostalarterien entspringen und in Hohe der Scapularlinie in die Haut eindringen.
Uber GefiBarkaden (A1) zweigen sich die GefiBhauptstimme auf, welche dann durch den
Hautmuskel in das subcutane Gewebe eintreten und mit GefdBen aus dem Kopf und
Schwanzbereich in Verbindung stehen. Aus Standardisierungsgriinden zur Prédparation der
Riickenhautkammer befindet sich das Sichtfenster immer im Bereich des kranialen AO-
GefalBes. Dadurch kommt nur ein etwa 3-5 mm langes Teilstiick der Al-Arkade im
Sichtbereich der Kammer zum Vorschein.

Aus den ArkadengefidBBen zweigen 2-3 vertikale Arterien (A2) ab, welche im subcutanen
Fettgewebe verlaufen. Diese stehen am unteren Kammerrand mit einem aus der A. brachialis
entstammenden HautgefdBsystem in Verbindung. Die A2-Gefidlle werden von den kranialen
und ventralen A1-Gefdllen perfundiert. Eine weitere Aufzweigung in A3-Arteriolen erfolgt
getrennt flir das subcutane Fettgewebe und den Hautmuskel. Etwa 15-18 der oberflidchlich
liegenden A3-GefdBle sind im Fenster der Riickenhautkammer sichtbar. Von den A3-
Arteriolen zweigen etwa je 3-8 A4-Arteriolen ab die sich wiederum in je 4-10 Kapillaren

aufteilen. Die Kapillaren des Hautmuskels verlaufen parallel zu den Muskelfasern bei einer
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Lange von 200-1000 pm und stehen mit kleinen quer verlaufenden Verbindungskapillaren in
Kontakt. Der venose AbfluB3 erfolgt iiber Sammelvenolen, welche im Verhéltnis zu den A4-
Arteriolen etwa 2 mal hiufiger vorkommen. Aus 5-10 der genannten Sammelvenolen bildet
sich eine Venole. Diese verlduft parallel zu den A1-A2-Arterien im subcutanem Gewebe und

miindet in die Venen ein. (Tabelle 3, Abb. 8)

A2 A3 A4 Kapillaren
Anzahl der
sichtbaren Gefalle 2-3/A1 5-7/A2 3-8/A3 4-10/A4
Durchmesser (um) 30-70 12-25 6-15 4-6
Linge (mm) 3-8 0,1-0,5 0,03-0,1 0,05-0,1

Tabelle 3: nach Funk und Mefsmer, 1986 (42)

Riickenhaut

Arkadenarteriolen

Praparations-

Transversalarteriolen

Abb. 8: Arterielle Gefifiversorgung des Riickenhautkammergewebes und Lage des Prdparationsareals; nach

Nolte, 1998 (128).
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2.2.5 Kriterien der Prdparation und Mikrozirkulation

Mindestens 24 Stunden mufBiten zwischen dem letzten Eingriff am Versuchstier und dem
geplanten Versuchsbeginn liegen. Nur Tiere, die ein normales Schlaf- und EBverhalten
zeigten, wurden in die eigentlichen Versuche miteinbezogen. Des weiteren mulite das Gewebe
der Riickenhaut sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch die allgemein akzeptierten
Bedingungen einer intakten Mikrozirkulation erfiillen (154). Dabei war darauf zu achten, dal3

folgende Kriterien nicht auftraten:

* petechiale Blutungen, Himorrhagien oder Eiter im Kammerbereich

* Dilatation und Kinking von Kammergefi3en

* Neovaskularisation am Kammerrand

¢ (Odembildung

* AbfluBbehinderung im Bereich postkapillirer Venolen (venolére

Blutzellgeschwindigkeit > 0,3 mm/s)

2.3 Untersuchungsmethoden

2.3.1 Makrohdmodynamik

Als makrohdmodynamische Parameter wurden der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) sowie
die Herzfrequenz (HF) iiber einen arteriellen Verweilkatheter kontinuierlich aufgezeichnet.
Die HF wurde anhand der arteriellen Druckamplitude fortlaufend registriert und ermittelt. Der
mittlere arterielle Blutdruck wurde mittels eines Statham®-P23DB Druckwandler (Viggo-

Spectramed, Oxnard, Kalifornien, USA) gemessen und kontinuierlich aufgezeichnet.

2.3.2 Mikrohdmodynamik

Um die Mikrozirkulation der quergestreiften Riickenhautmuskulatur untersuchen und
analysieren zu konnen wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie als

Untersuchungsverfahren gewéhlt. Mit diesem Verfahren ist es moglich, am lebenden, wachen
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Tier, ohne Einsatz von Anisthetika verschiedene mikrohdmodynamische Parameter zu

ermitteln und zu bewerten (33).

2.3.3 Intravitale Videofluoreszenzmikroskopie

Um die intravitale Fluoreszenzmikroskopie am wachen Tier durchfiihren zu kénnen, mufiten
die Tiere immobilisiert werden. Hierzu bediente man sich einer Plexiglasrohre mit einem
Durchmesser von ca. 3,5 cm. Diese Rohre enthielt einen schmalen Schlitz, durch den beim
Einfiihren des Tieres die Riickenhautkammer samt der Hautfalte herausragte. Damit das Tier
wihrend seines Aufenthaltes in der Plexiglasrohre genug Luft zum Atmen bekommt, wurde
die Rohre mit vielen kleinen Bohrlochern versehen. Um die Plexiglasrohre fiir die
intravitalmikroskopischen Aufnahmen ausreichend zu fixieren, wurde eine Plexiglasplatte mit
einer Haltevorrichtung fiir die Riickenhautkammer konzipiert. Somit war wihrend der
folgenden Beobachtungszeit die Riickenhautkammer stets gut gesichert. Die Plexiglasplatte
wurde auf einer Untersuchungsplattform befestigt, welche, auf zwei Bolzen stehend, auf dem
Mikroskopiertisch festgeschraubt war. Die Ausgangsposition der Plexiglasplatte war somit zu
Beginn eines Versuchs stets identisch. Da der Nullpunkt als Bezugspunkt fiir alle
Veranderungen bei allen Versuchen einheitlich war, gelang es iiber diese Fixierung, die
Untersuchungsplattform (mit Plexiglasrohre und Versuchstier) vom Mikroskopiertisch zu
entfernen und die korrekte Ausgangspositionen spiter wieder zu finden. Der
Mikroskopiertisch war iiber einen computergesteuerten Schrittmotor in X-Y-Achsen-
Richtung beweglich und konnte ebenfalls zentriert werden. Somit war es auch hier moglich,
alle Ausgangspositionen exakt wieder zu finden. SchluB8endlich bot diese Vorrichtung die
Moglichkeit innerhalb der Préparation einer Riickenhautkammer verschiedene

Beobachtungsfelder exakt zu reproduzieren.
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Abb. 9: Intravitalmikroskopische Aufnahmeeinheit bestehend aus Intravitalmikroskop, Kamera, Videogeriit,
Video- und Computer-Monitor, Joystick, Mikroskopiertisch mit computergesteuertem Schrittmotor, nach Harris

et al., 1997 (63).

Das Mikroskop Axiotech vario ist mit einem Projektionsokular mit 1,25 fachem
VergroBerungsfaktor (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) ausgestattet. Die
intravitalmikroskopischen Ubersichtsaufnahmen wurden mit einem Immersionsobjektiv
Archoplan 10 x /0,3 W und einem Immersionsobjektiv 2,5 x /0,075 W plan-Neofluran
durchgefiihrt. Zur Analyse der intravitalen mikrozirkulatorischen Aufnahmebilder wurde ein
20 x /0,5 W Archoplan Immersionsobjektiv (Zeiss) verwendet. Auf einer CCD-Kamera
(charge cubbled device) FK 6990 IQ-S (Lichtempfindlichkeit 0,02 Lux, 699 x 581
Bildpunkte, Fa. Pieper, Schwerte, Deutschland) konnten unter Verwendung eines FSA-
Tubus-GW die intravitalmikroskopischen Bilder aufgezeichnet werden. Das gesamte
Mikroskop war an einem Mikro-Makrotrieb aufgehidngt, welches zur Feinfokussierung diente.
Als Lichtquellen dienten eine Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe HBO 100 W (Zeiss) fiir
die Aufnahmen mit Rhodamin 6G (Mr 472, 02 D, Fa. Sigma Chemicals Comp., Deisenhofen,
Deutschland) und eine stufenlos regulierbare Halogenlampe 12 V, 100 W (Zeiss) fiir die
Aufnahmen mit FITC-Dextran (Mr 150 000 D, Sigma Chemicals Comp., Deisenhofen,
Deutschland). Die entsprechenden BandpaBfilter 09 BP 450-490, FT 510 (FITC-Dextran,
Anregungsbereich blau) und 15 BP 546/12, FT 580 (Rhodamin 6G, Anregungsbereich griin)

wurden mittels eines Fluoreszenzfilterschiebers fiir den jeweiligen Fluoreszenzmarker
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eingesetzt. Zusitzlich zum Auflicht lie sich mittels einer unter dem Mikroskopiertisch
angebrachten Kaltlichtquelle (Kaltlichtfontaine 485, Fa. Karl Storz, Tuttlingen, Deutschland)
eine Durchlichtbetrachtung der Préparation durchfiihren. Ein Wechsel des Filters und des
Anregungslichtes ermoglichte das Aufnehmen von Videosequenzen der zuvor definierten
GefiaBabschnitte. Um eine Auswertung der folgenden Parameter durchzufiithren, wurden die
Extravasation von FITC-Dextran, der GefaBdurchmesser, die BlutflieBgeschwindigkeit sowie
die funktionelle Kapillardichte (FKD) in FITC-Dextran-Kontrastierung aufgenommen, die
Leukozyten/Endothel-Interaktion in Rhodamin 6G Kontrastierung. Uber einen
Videozeitgenerator (VT 633; Fora Company Ltd., Tokyo, Japan) wurden Datum und Uhrzeit
in das Bild eingeblendet und dem Videorecorder (SvO-9500 MDP, Sony GmbH, Kdln,
Deutschland) zugefiihrt. Mit einer Geschwindigkeit von 50 Halbbildern pro Sekunde wurden
die Videobilder aufgezeichnet und wéhrend der Versuche zur Beobachtung und Kontrolle

online auf einem Videobildschirm (PVm-2043 MD Sony GmbH) projiziert. (Abb. 9)

2.3.4 Auswerteeinheit

Im offline Verfahren, also nach Beendigung der Versuche, wurden die Videobidnder mittels
computerunterstiitzten Mikrozirkulations-Analyse-Systems (Cap-Image) ausgewertet (65, 93).
Kernstiick dieses Systems bildet die ,,eigentliche Bildverarbeitungseinheit, IP-512 (Imaging
Technologie Inc., Woburn, USA) die zusammen mit einem Computer (M380 XPI, Olivetti,
Italien), dem Videomonitor (PVM-1442QM, Sony GmbH) und dem Farbbildschirm ein
einheitliches System darstellt. (Abb. 10)

Abb. 10: Technischer Aufbau (Hardware) des Cap-Image-Bildanalysesystems; aus Klyscz et al., 1997 (93).
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2.3.5 Mikrohdmodynamische Parameter

Als mikrohdmodynamische Parameter wurden die folgenden intravitalmikroskopischen

Parameter quantitativ erfaft:

1. GefaBdurchmesser

2. postkapilldre venoldre BlutflieBgeschwindigkeit
3. Funktionelle Kapillardichte

4. Leukozyten/Endothel-Interaktion

5. Extravasation

6. Scherrate

2.3.5.1 Kontrastverbessernde Malinahmen

Zur Kontrastverbesserung bei Durchlicht wurde ein 443 nm Filter verwendet. Er ist
vornehmlich fiir Licht mit einer Wellenldinge im Absorptionsbereich von Hamoglobin
durchldssig. Der Einsatz dieses Filters beschrinkte sich auf die Auswahl geeigneter
GefidBabschnitte fiir die intravitalmikroskopischen Aufnahmen. Ziel war es, so wenig Licht
wie moglich auf das mit Fluoreszenzmarker behandelte Gewebe zu bringen, um
phototoxische Reaktionen gering zu halten (44, 124).

Fiir die Bearbeitung und Auswertung der intravitalmikroskopischen Parameter wurden zwei

verschiedene Fluoreszenzmarker eingesetzt: Rhodamin 6G und FITC-Dextran (150 000 D).

* Rhodamin 6G (Mr 472.02 D, Fa. Sigma Chemicals Comp., Deisenhofen,
Deutschland) dient der intravitalen Markierung von Leukozyten. Es wurde in einer
Dosis von 0,15 mg/kg/KG intravends verabreicht. Diese Dosierung schlieB3t eine

Hemmung der oxidativen Phosphorilierung durch Rhodamin 6G sicher aus (45).

* FITC-Dextran (Mr 150 000 D., Fa. Sigma Chemicals Comp., Deisenhofen,
Deutschland), Fluoreszeinisothiocyanat gekoppelt an Dextran, ist ein

hochmolekularer Plasmamarker. Wird dieser Plasmamarker mit einer Wellenlédnge
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von unter 500 nm (Exzitationsmaximum 490 nm) angeregt, so emmitiert er ein weil3-
gelbliches Licht mit einer Wellenlédnge von 525 nm. Dies bewirkt einen deutlichen
Kontrastunterschied der durch Plasma angefarbten hellen Gefdal3e und des restlichen
dunkel erscheinenden Gewebes. FITC-Dextran dient somit der Bestimmung des
GefiBBdurchmessers, der BlutflieBgeschwindigkeit, der Extravasation und der

funktionellen Kapillardichte. Die Dosierung betrug intravends 0,06 mg/kg/KG.

2.3.5.2 Bestimmung des GefalBdurchmessers

Zur Bestimmung des GefdBdurchmessers wurde die automatische Methode der
Gefafldurchmesserbestimmung des Cap-Image-Systems benutzt (175). Bei dieser Methode
wird zunichst durch "Anklicken* von zwei Punkten eine Strecke innerhalb des Blutgefilies
entlang des GefiaBverlaufes gelegt. Von dieser Linie aus wird in beide Richtungen eine
Senkrechte bis iiber die GefaBrander hinaus gezogen. Dadurch wird die MeBlinie festgelegt,
von deren Mitte die Gefdllrinder am Ort der maximalen Steigerung der Grauwertkurve

automatisch ermittelt werden. Nach 30 Einzelmessungen wird ein Mittelwert ermittelt.

2.3.5.3 Bestimmung der postkapilldren venoldren BlutflieBgeschwindigkeit

Zur Bestimmung der postkapilldren venoldren BlutflieBgeschwindigkeit wurde die Line-Shift-
Diagramm-Methode des Cap-Image-Systems verwendet (94). Wihrend der
BlutflieBgeschwindigkeitsmessung werden fiir jedes Halbbild die Grauwertdaten entlang einer
MeBlinie gelesen und in einem Bildspeicher als vertikale Linien nebeneinander geschrieben.
Nach Ablauf der definierten Messequenz wird der Bildspeicher mit den aneinandergereihten
MeSlinien angezeigt. Durch ,,Anklicken® dieser schrigen Linien im Line-Shift-Diagramm
wird automatisch deren Steigung ermittelt und daraus die Geschwindigkeit berechnet v =
ds/dt [mm/s]. (Abb. 11)
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(a)
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ds
V =—(mm/s)
dt
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Abb. 11: Schematische Darstellung der Line-Shift-Diagramm-Methode: Wihrend der Messung werden fiir jedes
Halbbild die Grauwertdaten entlang der Mefslinie erfafit (a) und in einem Bildspeicher als vertikale Linien
nebeneinander geschrieben. Nach Ablauf der Messequenz wird der Bildspeicher mit den aneinandergereihten

Meflinien angezeigt (b). Wenn sich z.B. wihrend einer Messequenz eine helle Plasmaliicke entlang der Meflinie

fortbewegt, wird diese Fortbewegung im Diagramm der nebeneinander gezeichneten Grauwertlinien als helle,

schrdg verlaufende Linie sichtbar, da die helle Plasmaliicke auf der Meflinie von Halbbild zu Halbbild je nach

Flufrichtung jeweils etwas nach unten bzw. nach oben wandert; nach Klyscz et al., 1997 (93).
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2.3.5.4 Bestimmung der Funktionellen Kapillardichte

Die Funktionelle Kapillardichte (FKD) ist definiert als die Linge der mit Erythrozyten
perfundierten Kapillaren pro Beobachtungsfenster (cm/cm?®). Sie stellt ein MaB fiir die
nutritive Perfusion des Gewebes dar (131). Dabei berticksichtigt sie lediglich jene Kapillaren,
die mit roten Blutkdrperchen perfundiert sind. Unberiicksichtigt bleiben alle Kapillaren,
welche nur mit Blutplasma perfundiert werden, bzw. Kapillaren mit fehlender Perfusion. Zur
Bestimmung der FKD werden auf dem Monitor im offline Modus die abgebildeten
perfundierten Kapillaren nachgezeichnet (174). Mit Hilfe von Cap-Image wird die Lange der
nachgezeichneten Kapillaren als Quotient des untersuchten Gewebeareals berechnet

(cm/cm?). (Abb. 12)

dL = V/(dx* + dy?)

Abb. 12: Prinzip der phytagordischen Kapillarlingenbestimmung; modifiziert nach F-U Sack et al., 1987; F-U
Sack, 1992 (140, 141).
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2.3.5.5 Bestimmung der Leukozyten/Endothel-Interaktion

Um die Leukozyten innerhalb eines GefidBlsegmentes zu zdhlen wurde der betreffende

Abschnitt 30 sek. lang online auf Videoband aufgenommen. Bei der Auswertung wurden je

nach Leukozyten/Endothel-Interaktion die Leukozyten in drei verschiedene Klassen

eingeteilt:

Nicht-adhirente Leukozyten sind Zellen, die im zentralen Blutstrom ohne Kontakt mit
dem mikrovaskulidren Endothel die auf dem Monitor gezogene Linie iiberqueren. Sie
sind definiert als Zellen, die pro Minute Beobachtungszeit ein Gefa3segment passieren
(Zellen/min.).

Rollende Leukozyten sind im Randstrom flieBende Zellen, die sich am
mikrovaskuldrem Endothel mit deutlich geringerer Geschwindigkeit bewegen als der
zentrale Blutstrom. Sie werden angegeben als Zellen, die pro Minute ein
GefaBsegment passieren (Zellen/min.). (Abb. 13)

Adhidrente Leukozyten sind definiert als die Zellen, die sich wihrend der
Beobachtungszeit von 30 sek. in dem zuvor gekennzeichneten 200 um langen
GefiBabschnitt nicht vom GefiBendothel 16sen. Sie werden als Zellen pro mm?’
Endothelfliche angegeben (Zellen/mm?). (Abb. 14)

Die Anzahl der adhirenten Leukozyten pro mm® Endothelfliche (AL) kann aus dem
Gefafldurchmesser, der Linge des untersuchten GefdBabschnittes (200 um), der

Anzahl adhdrenter Leukozyten und der Kreiskonstante t wie folgt berechnet werden:

AL=(N+10°)/(Desmn L)

D= GefdBdurchmesser in pm N= Anzahl adhérenter Leukozyten

L= Lénge des GefalBabschnittes (200 pm) _= Kreiskonstante
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Abb. 13: Rollende Leukozyten bzw. Nicht-adhdrente Leukozyten. Es werden die Leukozyten gezdihlt, die wihrend

einer Beobachtungszeit von 60 sek. die rote Markierungslinie passieren.

Abb. 14: Adhdrente Leukozyten. Es werden die Leukozyten gezdihlt, die wihrend einer Beobachtungszeit von 30

sek. sich von dem gekennzeichneten Gefdfiabschnitt mit einer definierten Linge nicht losen.

2.3.5.6 Bestimmung der Extravasation

Schroder et al. beschrieben 1976, dall unter physiologischen Bedingungen das mikrovaskulire
Endothel fiir FITC-Dextran 150 000 D nur geringfligig permeabel ist (150). Kommt es jedoch
zu einer Storung der Endothelschrankenfunktion, fithrt dies zu einer Extravasation des
Fluoreszenzmarkers in das perivaskulire Gewebe. Dieser Austritt des hochmolekularen

Plasmamarkers in das Interstitium fiihrt zu einer Kontrastverdnderung zwischen Gefafl und
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Gewebe und wird als Parameter fiir die Permeabilititsdnderung densitometrisch gemessen
und berechnet. Im offline Modus wurde mit Hilfe von Cap-Image der entsprechende
Fluoreszenzintensitdtsquotient (I,/I;) berechnet. I, beinhaltet die Fluoreszenzintensitét
auBerhalb, I; reprisentiert die Fluoreszenzintensitét innerhalb des definierten Gefaf3segmentes.

Die Werte wurden als dimensionslose Zahlen angegeben. (Abb. 15)

Abb. 15: Extravasation von FITC-Dextran. Mit Hilfe von Cap-Image wird der Kontrastunterschied zwischen
dem mit FITC-Dextran markiertem Plasma des Gefifles und dem Gewebe densitometrisch ermittelt (hier rot
dargestellt). Eine Kontrastverdnderung zwischen Gefdf und Plasma dient als Parameter fiir die
Permeabilititsdnderung. Aus den beiden unterschiedlichen Fluoreszenzintensititen wird die Extravasation

berechnet.

2.3.5.7 Bestimmung der Scherrate

Das Zusammenwirken von BlutflieBgeschwindigkeit und Gefdlldurchmesser hat
physiologischer Weise Auswirkungen auf die auf zelluldre Bestandteile wirkenden

Scherkrifte (76, 105). Diese Anderungen lassen sich mit der folgenden Formel berechnen:

Y=8(Vmean/Dv)

v = Scherrate
D = Durchmesser des Einzelgefafes,

V = Flielgeschwindigkeit
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2.3.6 Der Gewebe-Sauerstoffpartialdruck

Das Sauerstoffangebot an den Korper setzt sich aus der arteriellen Durchblutung, dem
Sauerstoffgehalt des Blutes und der nutritiven Perfusion des Gewebes zusammen. Bei
konstantem Sauerstoffangebot bestimmen die Verteilung des mikrovaskulédren
Erythrozytenflusses und die Unterschiede im Sauerstoffverbrauch die regionale
Gewebeoxygenierung. Als ein Mal} fiir die regionale Gewebeoxygenierung wurde der
Gewebe-Sauerstoffpartialdruck mit Hilfe eines bereits etablierten Verfahrens bestimmt (88).
Unter physiologischen Bedingungen ist die Durchblutung des Gewebes im Bereich der
Mikrozirkulation heterogen. Dies fiihrt zu einer inhomogenen Sauerstoffversorgung und kann
in unterschiedlichen Ergebnissen der Gewebe-Sauerstoffpartialdruckmessung resultieren. Um
dennoch eine addquate Messung der regionalen Oxygenierung zu gewihrleisten und um den
Sauerstoffdruck im Gewebe messen zu konnen, mufl diese Problematik beachtet und mit
entsprechenden Mefmethoden geldst werden.

Eine von Kessler und Liibbers 1966 beschriebene Melitechnik, den Gewebe-
Sauerstoffpartialdruck mit Hilfe einer Mehrdraht-Oberflichensonde zu bestimmen (91),

basiert auf einer Redox-Reaktion, auf die im Folgenden néher eingegangen wird.

2.3.6.1 MeBprinzip der Mehrdraht-Dortmund-Oberfldchen-Elektrode

Die Mehrdraht-Dortmund-Oberflachen-Elektrode (MDO-Elektrode, Eschweiler, Kiel) ist
nach dem Clark-Prinzip aufgebaut (24) und basiert auf einem von Heyrovski entwickelten
polarographischen MeBprinzip (72). Eine MeBeinheit setzt sich dabei aus einer Referenz-
(Ag/AgCl) und einer MefBelektrode (Platin) zusammen. Beide Elektroden sind in einer
Elektrolyt-Losung (0,2 molares KCIl) eingebracht und durch eine aufgebrachte
Teflonmembran von dem eigentlich zu messenden Medium getrennt. Die fiir Gase permeable
Teflonmembran dient zur elektrischen Isolation der Elektrode von dem zu messenden
Medium (55). Wird mit Hilfe eines Voltmeters eine negative Spannung an der Platinelektrode
angelegt, kommt es zur Reduktion von Sauerstoff zu Wasserstoffperoxyd an der

Elektrodenoberfliche:
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0,+2H,0+2¢ H,O0+2O0H
Nach Aufnahme von zwei weiteren Elektronen entstehen zwei Hydroxylionen:
H,0,+2¢ 20H +2H 2H,0

Dieser im Stromkreis flieBende Diffusionsstrom steigt abhéingig von der anliegenden
Spannung so lange an, bis alle an der Elektroden-Oberfldche vorhandenen Sauerstoffmolekiile
reduziert sind. Ist eine konstante Polarisationsspannung erreicht, so ist der iiber die Elektrode
flieBende gemessene Strom direkt von der im Medium gemessenen Sauerstoftkonzentration
abhéngig. Dieser Stromflul} ist somit dem Sauerstofftransport an die Mefelektrode direkt
proportional und bildet dadurch die Grundlage einer genauen und kontinuierlichen Messung

des lokalen Sauerstoffpartialdruckes.

2.3.6.2 Autbau der MDO-Elektrode

Aufgrund der im Gewebe vorhandenen Durchblutungsheterogenitét und der unterschiedlichen
regionalen Verteilung von Kapillaren variiert die regionale Oxygenierung stark. Um diese
Heterogenitit der regionalen Oxygenierung mit der bereits beschriebenen Methodik zusétzlich
erfassen zu konnen, wurde im Jahre 1966 von Kessler und Liibbers die Mehrdraht-Dortmund-
Oberfldchen-Elektrode (MDO) basierend auf der dem Clark-Prinzip aufgebauten Sonde
entwickelt (91). Die MDO mift nicht nur valide Gewebesauerstoffpartialdriicke, sondern
ermoglicht zusétzliche Aussagen iiber die Heterogenitét deren Verteilung (88).

Diese MDO besteht aus acht Platinelektroden (MeBelektrode) mit einem jeweiligen
Durchmesser von 15 um, welche anndhernd in einer Spirale angeordnet sind. Diese
Elektrodenspirale ist von einem chlorierten Silberring (Ag/AgCl-Referenzelektrode)
umgeben. Jede der acht Elektroden ist iiber isolierte Drihte mit dem entsprechenden Kanal

eines Verstirkers verbunden. (Abb. 16)
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Platindrihte

Abb. 16: MDO-Sonde im Querschnitt. Die Mefifliche hat einen Durchmesser von Smm. Die Elektrode wiegt
etwa 1,7 g.

2.3.6.3 Vorbereitung und Eichung der Elektrode

Um Verunreinigungen von der Platinelektrode zu entfernen wird vor MeBbeginn die
Elektrode unter mehrmaligem Drehen auf einem Holzblock mit einem in destilliertem Wasser
vermischten Silizium-Carbid-Puder poliert. Im Anschlufl wird eine in 0,2 M KCI-Losung
getrankte, 12 pm diinne Cuprophan-Membran iiber die Auflagefliche der MDO gezogen,
welche in Kontakt mit der Referenzelektrode steht. Die 0,2 M KCl-Losung wird mit Hilfe von
zweifach destilliertem Wasser hergestellt, um eine zusitzliche Verunreinigung mit anderen
Ionen zu verhindern. Die Abdeckung der Elektrode wird mit einer 12 pm diinnen
Teflonmembran abgeschlossen, welche die Elektroden von dem zu messenden Medium
isoliert.

Vor Versuchsbeginn wird die vorbereitete MDO fiir mindestens zwei Stunden einem O,-
haltigem Gasgemisch ausgesetzt. Unter diesen Bedingungen kommt es zur Ausbildung einer
Polarisationsschicht an der Platinoberfldche, welche zu einem Drift des MeBsignals fiihrt.
Dieser Vorgang stabilisiert sich nach zwei Stunden und der Drift erreicht einen Wert von
weniger als 10 %, welcher im weiteren Verlauf noch weiter (< 2 %) abnimmt (48). Nach
dieser Stabilisierungsphase erfolgt die eigentliche Eichung: diese erfolgt in destilliertem
Wasser bei bekannten Sauerstoffpartialdriicken (N, mit 0,5 % und 21 % O,). Die Temperatur

der Eichgase entspricht der jeweiligen Gewebetemperatur, in der Regel ca. 32 °C.
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2.3.6.4 Messung des Gewebe pO; in der Riickenhautkammer des Syrischen Goldhamsters

Um eine Messung des Gewebe-Sauerstoffpartialdruckes zu ermoglichen, wurde das Tier in
die bereits beschriebene Plexiglasrohre eingefiihrt und auf der oben erwihnten Plexiglasplatte
fixiert. Im Anschlufl wurde das Deckglas der Riickenhautkammer entfernt und die MDO mit
Hilfe eines speziellen Fixiersystem auf das freiliegende Gewebe bei konstantem Auflagedruck
in Kontakt gebracht. Die Drehung der MDO in der vertikalen Achse ermoglicht das Prinzip
der Vielpunkt-MeBtechnik. Fiir die Erhebung valider Gewebe-pO,-Werte ist aus den unter
2.3.6.2 erwihnten Griinden eine Vielzahl von Messungen erforderlich (89, 110, 132).
Aufgrund der acht nach dem Zufallsprinzip angeordneten MeBelektroden konnen gleichzeitig
acht MeBwerte aufgezeichnet werden. Nachdem man die Sonde dreht und sich die neuen pO,-
Werte innerhalb einiger Sekunden stabilisiert haben, werden diese erneut aufgezeichnet. Wird

die Sonde 15 mal gedreht, kdnnen innerhalb kurzer Zeit 120 MeBwerte erhoben werden.

2.3.6.5 Datenverarbeitung und Darstellung der Gewebe pO,-Messung

Die MDO entsendet ein analoges Signal im PimcomeBbereich, welches verstirkt wird und
mittels einer A/D-Wandlerkarte (p OV1® MIB, Steindorf, Deutschland) in ein digitales Signal
umgewandelt wird. Mit Hilfe einer dafiir geeigneten Software (Dasy-Lab® Datalog,
Monchengladbach, Deutschland) konnen alle 8 Kanile der MeBelektroden aufgezeichnet und
kontinuierlich dargestellt werden. Die bei einer Messung erhaltenen pO,-Werte werden in
gleich grofBe Gruppen aufgeteilt und auf der Abszisse aufgetragen. Der prozentuale Anteil der

erhaltenen MeBwerte wird auf der Ordinate angegeben. (Abb. 17)
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Abb. 17: Schematische Darstellung der Datenverarbeitung

Trotz der groBen Variabilitdt der Kapillarstruktur, der GroBe des Blutflusses und des
zelluldren Sauerstoffverbrauchs zeigen pO,-Histogramme verschiedenster Organe eine
iiberraschend groBe Ahnlichkeit. Dies liBt erkennen, da die Sauerstoffversorgung durch ein
hocheffizientes System prézise geregelt wird. Die groffite Dichte der pO,-Werte der
Histogramme findet man in einem Bereich von etwa 15-30 mmHg. Ausnahmen davon sind
die Nierenrinde, ein Gewebe mit hoher funktioneller Durchblutung, wie auch der Herzmuskel.
In diesen Organen finden sich die hochsten pO,-Werte. Unter normalen Bedingungen ist das

pO,-Histogramm links schief-glockenférmig. Seine Form und Lage sind ziemlich konstant.
(Abb. 18)
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Abb. 18: nach Kessler, M et al.; 1981 (90)
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Am Beispiel eines narkotisierten Hundes im hdmorrhagischen Schock soll hier nochmals die
Auswirkung von hypoxischen pO,-Werten auf die graphische Darstellung eines pO,-
Histogramms verdeutlicht werden. Im Vordergrund der Abbildung ist ein Histogramm unter
physiologischen Bedingungen zu sehen, im Hintergrund ein unter pathophysiologischen
Bedingungen. Hier haben die hypoxischen und anoxischen Werte den hochsten prozentualen

Anteil, so daB sich das Histogramm ganz nach links verschiebt. (Abb. 19)
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Abb. 19: nach Kessler, M et al.; 1981 (90)

2.3.7 Experimentelles Protokoll

Nach Implantation der Riickenhautkammer und Insertion eines arteriellen und vendsen
Katheters wurde den Tieren vor Versuchsbeginn eine Erholungszeit von mindestens 24
Stunden gewdhrt, um Verdnderungen durch die widhrend der Kammerpréparation
verursachten chirurgischen Traumata und/oder ein Einwirken der Narkose auf die
Mikrozirkulation auszuschlieBen. Hierbei diente der vendse Katheter zur Applikation von
Fluoreszenzmarkern und der Volumensubstitution. An den arteriellen Katheter ist eine

Blutdrucksonde angeschlossen, so da3 der mittlere arterielle Druck und die Herzfrequenz
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kontinuierlich gemessen und aufgezeichnet werden konnten. Auflerdem diente der Katheter
der Blutentnahme zur Kontrolle und Bestimmung von Laborparameter (Blutbild, Blutgase,
Laktat). Fiir die Untersuchungen (intravitale Mikroskopie, Messung des Gewebe-
Sauerstoffpartialdrucks) wurden die Tiere wie unter Punkt 2.3.3 beschrieben immobilisiert
und fiir den Versuch in der Plexiglasrohre auf der Plexiglasplatte fixiert. Je nach
Versuchsanordnung wurde den Tieren DCLHb™ (Baxter Healthcare Corp., Deerfield,
Illinois, USA), Syngenes Vollblut oder Erythrozytenkonzentrate durch eine Isovoldmische
Austauschtransfusion verabreicht.

Zur Durchfiihrung der Intravitalmikroskopie wurden im Durchlicht die zu beobachtenden
Areale in der Riickenhautkammerpriparation aufgesucht und mittels des Computersystems als
,sites of interest™ definiert. Diese ,,sites of interest wurden iiber den Schrittmotor des
computergesteuerten Mikroskoptisches angesteuert und im PC-System abgespeichert, so dal3
zu jedem beliebigen Zeitpunkt die identischen Untersuchungsareale erneut angesteuert
werden konnten. Dabei wurden pro Tier 4-6 Arteriolen (Durchmesser 10-40 pum), 2-4
postkapilldren Venolen (Durchmesser 15-45 um) und 2-4 Kapillaren zur Bestimmung der
mikrozirkulatorischen Parameter als ,,sites of interest” abgespeichert. Nach intravendser
Applikation der Fluoreszenzfarbstoffe FITC-Dextran 0,06 mg/kg/KG (Mr 150 000 D, Sigma
Chemicals Comp., Deisenhofen, Deutschland) und Rodamin 6G 0,15 mg/kg/KG (Mr 472, 02
D, Fa. Sigma Chemicals Comp., Deisenhofen, Deutschland) erfolgte vor Durchfiithrung der
Hédmodilution bei jedem Versuchstier die Grundaufzeichnung der makro- und
mikrozirkulatorischen Ausgangsparameter. Die Bestimmung der mikrozirkulatorischen
Parameter wurden auf einem Videoband zur spéteren Auswertung aufgezeichnet.

Das Versuchsprotokoll forderte zu den Zeitpunkten 0°, 15, 30¢, 60°, und 120 min. eine
erneute Bestimmung der Parameter.

An separaten Versuchstieren wurde der lokale Gewebe-Sauerstoffpartialdruck des
Riickenhautmuskels gemessen. Auch hier wurden nach Ermittlung der Ausgangswerte zu den
MeBzeitpunkten 0°, 15, 30¢, 60, und 120 min. die Anderungen des Gewebe-pO, mit Hilfe
der MDO-Sonde bestimmt und aufgezeichnet. (Abb. 20)
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Experimentelles Protokoll:

Kammer  Katheter Intravitalmikroskopie /pO,-Messung
< g
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-48h -24h Baseline 0’ 15 30 60’ 120°
DCLHb™
Syngenes Vollblut
EK 1 Tag

EK 11-14 Tage
EK 24-28 Tage

Abb. 20: Experimentelles Protokoll

2.3.7.1 Durchfiihrung der Isovoldmischen Austauschtransfusion

Zur Berechnung des auszutauschenden Transfusionsvolumens wurde die Formel von Bourke
und Smith verwendet (16). Dabei wurde je 1000 g Korpergewicht des Hamsters einem

Blutvolumen von 60 ml gleichgesetzt.

AV =BV ¢ In [ Hkt s / Hkt 7ie1 ]

AV = Austauschvolumen
BV = Blutvolumen

Als Ausgangsgruppe diente die ,,DCLHb™

-Gruppe*, welche auf einen Zielhdmatokrit von 30
% (+/- 3 %) diluiert wurde, um eine optimale Oxygenierung des Blutes zu gewéhrleisten. Fiir
die anderen Gruppen wurde das Austauschvolumen auf die gleiche Art berechnet. Zur
Durchfithrung der Himodilution wurden dem Hamster {iber den arteriellen Katheter ca. 3 ml
Blut abgenommen und am Coulter-counter (Fa. Coulter® ACPTS, Deutschland) der

47



Ausgangshdmatokrit bestimmt. AnschlieBend wurden die beiden Dauerkatheter an eine
Harvard-Pumpe (Harvard Apparatus ,33° Syringe Pump FMI GmbH, Seeheim, Ober-
Beerbach, Deutschland) angeschlossen mit dem Ziel, einen zeitlich und volumenméBig
konstanten Austausch durchzufithren. Nach abgeschlossener Himodilution wurde das
Experiment nach dem oben beschriebenen Versuchsprotokoll durchgefiihrt. Zu jedem
Aufnahmezeitpunkt wurden die Laborparameter Blutgase, Laktat und Hé&matokrit
mitbestimmt. Zur Bestimmung der Blutgase und des Laktatspiegels wurde ein Gascheck (Fa.
Chiron Diagnostiks GmbH, Fernwald, Deutschland) eingesetzt. Dieser enthilt einen Laktat-
Biosensor als elektrochemische Zelle, die mit Hilfe der Amperometrie die Konzentration von

Laktat aus den Proben bestimmt. Dieser Biosensor enthilt 4 Elektroden:

* Die Platin-MefBelektrode, auf die das Enzym Laktat Oxydase aufgebracht ist

* Die Ag/Ag/Cl Referenzelektrode

* Die Platin-Counter Elektrode zur Stabilisierung eines konstanten Potentials

* FEine weitere Platin-MeBelektrode ohne Enzym bestimmt Stérungssubstanzen,

die den enzymatischen Ablauf stéren konnen.
Eine mikropordse Membran trennt die Elektrode vom MeBgut. Wahrend der Messung liegt

eine konstante polarisierte Spannung an. Milchsdure aus der Probe wird mit Hilfe der Laktat-

Oxydase in Brenztraubensdure und Wasserstoffperoxyd umgewandelt.

C3H603+ 02 C3H403 + H202
(Milchséure) (Brenztraubensiure)

Durch die Polarisationsspannung oxidiert Wasserstoffperoxyd zu Sauerstoff.
H,0, 2H +0,+2¢

Die durch die Oxydation freigewordenen Elektronen verdndern den Stromflul proportional

zur Laktat-Konzentration.
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2.3.8 Versuchsgruppen

Zur Beantwortung der dieser Arbeit zugrundeliegenden Fragestellung wurden zwei
verschiedene Untersuchungsverfahren eingesetzt: Zum einen die intravitalmikroskopische
Untersuchungstechnik, zum anderen die Messung des Gewebe-pO,. Aus versuchstechnischen
Griinden war es nicht mdglich, an einem Tier beide Untersuchungstechniken durchzufiihren.
Wihrend die intravitalmikroskopische Untersuchung mit fiinf verschiedenen Gruppen
durchgefiihrt wurde, beinhaltete die Messung des Gewebe-pO, vier verschiedene Gruppen.
Bei der Intravitalmikroskopie wurde in der ersten Gruppe eine Isovoldmische
Austauschtransfusion mit ,,DCLHb™* (3,3 mg/kg/KG i.v.) (Baxter Healthcare Corp.,
Deerfield, Illinois, USA) durchgefiihrt. In der zweiten Gruppe erhielten die Versuchstiere
»Syngenes Vollblut“. Die dritte Gruppe erhielt ,,1 Tag gelagerte syngene
Erythrozytenkonzentrate® (EK 1 Tag), die vierte Gruppe erhielt ,,11-14 Tage gelagerte
syngene Erythrozytenkonzentrate* (EK 11-14 Tage) und die letzte Gruppe ,,syngene
Erythrozytenkonzentrate, die 24-28 Tage lang gelagert™ (EK 24-28 Tage) wurden.

Die Gewebe-pO, Messung wurden mit der gleichen Gruppeneinteilung durchgefiihrt, jedoch
unter Ausschluf3 der Gruppe mit ,,11-14 Tage gelagerte syngene Erythrozytenkonzentraten®.

Intravitale Mikroskopie: Gewebe pO,-Messung:
DCLHb™ n = § je Gruppe DCLHb™ n = § je Gruppe
Syngenes Vollblut n = 8 je Gruppe Syngenes Vollblut n =8 je Gruppe
EK 1 Tag n = § je Gruppe EK 1 Tag n =7 je Gruppe
EK 11-14 Tage n =8 je Gruppe
EK 24-28 Tage n =8 je Gruppe EK 24-28 Tage n =7 je Gruppe

2.3.8.1 Beschreibung der verwendeten Transfusionslosungen

Als Transfusionsaustausch wurde zum einen der auf Hadmoglobin basierende kiinstliche
Sauerstofftriger DCLHb™ verwendet zum anderen Syngenes Vollblut und verschieden lang

gelagerte syngene Erythrozytenkonzentrate.
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2.3.8.1.1 Diaspirin cross-linked Hemoglobin (DCLHb™)

DCLHb™ (Baxter Healthcare Corp., Deerfield, Illinois, USA) ist eine klare, rote, sterile,
nicht-pyrogene aus menschlichen Erythrozyten gewonnene fliissige 10%ige
Héamoglobinlosung zur intravendsen Infusion und dient als kiinstlicher Sauerstofftrager
(Baxter Healthcare Corp., Boulder, Colorado, USA). Zur Herstellung von DCLHb™ dienen
menschliche Erythrozyten aus ,,verfallenem® Spenderblut, das auf Krankheitserregern getestet
worden war. Nach osmotischer Lyse und Ultrafiltration wird dem Hémoglobin ein
bifunktionaler cross-linker, das 3,5-Dibromosalycylfumarat (DBBF) zugesetzt, um die
Stabilitdt des Molekiils zu erhohen. Die Anwesenheit von organischem Phosphat in dieser
Reaktion vermeidet die Bindung des DBBF an die f-Ketten des Himoglobins. AnschlieBend
reagiert das DBBF selektiv mit dem Lysin der a-Ketten, wodurch ein intramolekulares
,cross-linked* Tetramer entsteht (21). Der nachfolgende ProzeB der Pasteurisierung
ermoglicht die Entfernung von nicht modifiziertem Hémoglobin, prizipitierten
Erythrozytenproteinen und die endgiiltige Inaktivierung von moglichen Viren. Nach
Hinzufiigen von Elektrolyten ist der Herstellungsprozes von DCLHb™ abgeschlossen (37).
Nach Herstellerangaben liegt die Hdmoglobin-Konzentration bei 10 g/dl mit einem
durchschnittlichen Met-Hdmoglobin-Gehalt von 6,0 %. Bei einer Temperatur von 37 °C liegt
der pH-Wert im physiologischem Bereich von 7,4. Das Ausmal} des cross-linkings betrigt
mehr als 99 %. Die Sauerstoffbindungsaffinitit p50 betrdgt 32 mmHg und der onkotische
Druck 42 mmHg.

Abb. 21: Molekiilform des DCLHb™
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Herstellungsprozef3 von DCLHb™

Humane Erythrozyten

Osmotische Lyse >

Hamoglobin
Ultrafiltration —->

stromafreies Himoglobin

DFFB-Reaktion  —» L

ao-cross-linked Hamoglobin

Pasteurisierung

Elektrolyte —-> L

DCLHbTM-Liisung

Abb. 22: nach Azari et al (10)

2.3.8.1.2 Syngenes Vollblut

Zellfragmente

Stroma

Prézipitierte Erythrozyten-
konzentrate, Proteine,
inaktivierte Viren

Nach Ather-Anisthesie eines Hamsters wurde Syngenes Blut durch intrakardiale Punktion

gewonnen. Um ein moglichst grofes Blutvolumen zu erhalten wurden hierzu ausgewachsene

Hamster mit einem Gewicht von 140-160 g verwendet (Spritze mit CPDA-1).
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2.3.8.1.3 Syngene Erythrozytenkonzentrate

Aufgrund des geringen Blutvolumens eines Hamsters (3,0-5,5 ml pro Tier) wurde die
intrakardiale Punktion angewandt. Diese Technik erlaubt die Gewinnung eines maximalen
Blutvolumens. Die Blutentnahme erfolgte in Anisthesie durch Ather. Ather ist ein sehr
schnell abflutendes Narkosemittel und minimiert daher den Einflul des Anédsthetikums auf
die Blutkonserve. Mit einer mit CPDA-1 gefiillten Spritze wurde das Herz punktiert, das Blut
mit dem Stabilisator gut vermischt und 15-20 min. bei Raumtemperatur zur Aquilibrierung
abgestellt. CPDA-1 ist ein weit verbreitetes, sicheres und gut vertrigliches
Konservierungsmittel. Es besteht aus Citronensdure (0,3 g), Phosphat
(Natriumdehydrogenphosphat-Dehydrat 251 mg), Dextrose (2,90 g), Adenin (27,5 mg),
Natriumcitrat (2,63 g), Aqua bidest. (100 ml) bei einem pH-Wert von 5,6-5,8. Nach der
geforderten Aquilibrierungszeit wurde die Spritze bei 375 G fiir 10 min. zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Spritze eine grofle Kaniile aufgesetzt und die durch die
Zentrifugation vom Plasma abgesetzten roten Blutkorperchen vorsichtig in einen 300 ml
Blutbeutel abgefiillt. Der Inhalt eines Blutbeutels wurde aus mehreren Tieren gewonnen. Je
nach Protokoll wurden diese Erythrozytenkonserven mit einem Hamatokrit [ %] zwischen 41

+ 3 und 47 + 3 bei 1-6 °C fiir einen Tag, 11-14 Tage oder 24-28 Tage lang gelagert.

2.3.9 Laborparameter

Im Verlauf der intravitalmikroskopischen Versuche wurden folgende Laborparameter
bestimmt: Hamatokrit [%], Himoglobin [g/dl], Anzahl roter Blutkdrperchen [pl * 10°], sowie
der pH-Wert, pO, [mmHg], pCO, [mmHg], K* [mmol / 1] und die Laktatkonzentration [mmol
/1] im Blut. (Tabelle 4, 5)
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DCLHb™ SB EK 1 Tag | EK 14 Tage | EK 28 Tage
43 +3 413 413 45+3 47 +3
Base n=_8 n==6 n==6 n=_8 n=_8
30£2
Hkt [%] Austausch n=2_§
35+2 40+2 40+2 50+3 48 £ 1
120 min n=3 n=4 n=4 n=7 n=2
14+ 1 13+ 1 13+ 1 15+ 1 15+ 1
Base n=3_§ n==o6 n==6 n=_8 n=_8
11+ 1
Hb [g/ dl] Austausch n=28
12+ 0 13+ 1 13+ 1 16+ 1 15+ 0
120 min n=3 n=4 n=4 n=7 n=2
6,5+ 0,6 6,1+ 0,4 6,1+ 0,4 7,4+ 0,6 7,0+ 0,5
Base n=_8 n==6 n==6 n=_8 n="7
Erythrozyten 4,6+ 0,4
[n1x10°%] Austausch n=38
5,3+ 0,1 6,0+ 0,4 6,0+ 0,4 7,6+ 0,2 7,9+ 0,0
120 min n=3 n=4 n=4 n=2 n=2

Tabelle 4: Mittelwert + Standardabweichung. Laborparameter: Hdamatokrit [%], Hdmoglobin [g/dl], Anzahl
roter Blutkdrperchen [ul * 10°] wihrend des intravitalmikroskopischen Versuches gemessen zu den Zeitpunkten:

Versuchsbeginn und Versuchsende.
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pCLHp™ SB EK 1Tag | EK 14 Tage | EK 28 Tage
7,4+ 0,0 7,4+ 0,0 7,4+ 0,0 7,4+ 0,0 7,4+ 0,0
pH Base n=28 n=_8 n=_8 n=_8 n=_8
7,4+ 0,0 7,4+ 0,0 7,4+ 0,0 7,4+ 0,0 7,4+ 0,0
120 min n=7 n=_§ n=_§ n=_§ n=4
65+ 6 68+ 9 68+ 9 60+ 16 67+ 8
pO; Base n=_§ n=3_§ n=3_§ n=3_§ n=3_§
[mmHg] 73+ 14 76+ 12 76+ 12 61+5 65+ 6
120 min n=7 n=2_8 n=2_8 n=2_8 n=4
49+ 6 47+ 9 47+ 8 44+ 5 46+ 5
pCO;, Base n=_§ n=3_§ n=3_§ n=3_§ n=3_§
[mmHg] 45+5 45+ 6 45+ 6 50+ 4 48+ 3
120 min n="7 n=_§ n=_§ n=_§ n=4
4,7+ 1,1 4,8+ 0,3 4,8+ 0,3 4,8+ 0,5 5,0+ 0,2
K' Base n=38 n=8§ n=8§ n=8§ n=7
[mmol /1] 4,9+ 0,5 4,6+ 0,4 4,6+ 0,4 4,7+ 0,3 4,7+ 0,5
120 min n=7 n=_§ n=_§ n=_§ n=3
1,6+ 0,5 1,6+ 0,5 2,1+ 1,3 1,7+ 0,6 2,3+ 1,0
Laktat Base n=_§ n="7 n=_§ n="7 n="7
[mmol /1] 1,2+ 0,3 1,2+ 0,4 1,4+ 0,8 1,1+0,2 1,0+ 0,2
120 min n="7 n="7 n=_§ n="7 n=4

Tabelle 5: Mittelwert + Standardabweichung. Laborparameter: pH-Wert, pO, [mmHg], pCO, [mmHg], K"
[mmol / 1] und die Laktatkonzentration [mmol / l] im Blut wihrend des intravitalmikroskopischen Versuches

gemessen zu den Zeitpunkten: Versuchsbeginn und Versuchsende.
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2.4 Statistische Priifung der Ergebnisse

Fiir die statistische Auswertung der Daten wurde das Tabellenkalkulations- und
Statistikprogramm SAS® V6.1 (SAS Institute, Cary, North Carolina, USA) verwendet.
Sdmtliche Daten wurden zuerst mit dem Test nach Shapiro-Wilks auf Normalverteilung

getestet.

2.4.1 Statistische Priifung der Intravitalmikroskopischen Ergebnisse

Zur Untersuchung statistisch signifikanter Unterschiede zwischen den Gruppen wurde
aufgrund der Gruppenzahl von 5 der Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Dunn’s Test bestimmt.
Der Vergleich innerhalb der Gruppen zu 6 verschiedenen Zeitpunkten wurde mit Hilfe des
Friedman-Test und im AnschluB3 der Dunnett’s Test als post hoc Test verwendet. Die
Angaben simtlicher Werte erfolgte als Mittelwert mit dem Standardfehler des Mittelwertes (x
+ SEM). Das Signifikanzniveau wurde bei p<0,05 angesetzt.

2.4.2 Statistische Priifung der Gewebe-pO, Meflergebnisse

Zur Untersuchung statistisch signifikanter Unterschiede zwischen den Gruppen wurde
aufgrund der Gruppenzahl von 5 der Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Dunn’s Test bestimmt.
Auf Unterschiede innerhalb einer Gruppe wurden mit dem Friedman-Test getestet und post
hoc mit dem Dunnett’s Test auf Signifikanz {iberpriift. Die Angaben sdmtlicher Werte
erfolgte ebenfalls als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwertes (x = SEM). Das

Signifikanzniveau wurde bei p<0,05 angesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Intravitalmikroskopie

Ziel der Studie war es, am Modell der Riickenhautkammer des Syrischen Goldhamsters die
Effekte des kiinstlichen Sauerstofftriger DCLHb™ mit denen von Syngenem Vollblut und
unterschiedlich lang gelagerten Syngenen Erythrozytenkonzentraten zu vergleichen. Als
Methode wurden die Intravitalmikroskopie und die Messung des Sauerstoffpartialdrucks
mittels der Mehrdrahtoberflichensonde angewendet. Dabei wurden intravitalmikroskopisch

folgende mikrohdmodynamische Parameter erfaf3t:

*  Arterioldrer GefaBdurchmesser

*  Postkapilldrer venoldrer GefaBdurchmesser

*  Postkapillire venoldre BlutflieBgeschwindigkeit
*  Leukozyten/Endothel Interaktion

*  Endotheliale Integritét

*  Funktionelle Kapillardichte

o Scherrate

Des weiteren wurden als makrohdmodynamische Parameter der mittlere arterielle Blutdruck

und die Herzfrequenz kontinuierlich aufgezeichnet.

3.1.1 Mikrohdmodynamik

3.1.1.1 Arterioldrer GefaBdurchmesser

In allen fiinf Versuchsgruppen (in der ,,DCLHb™-Gruppe®, der ,,Syngenen Vollblut-
Gruppe®, der ,,Syngene Erythrozytenkonzentrate 1 Tag lang gelagert®, ,,11-14 Tage lang
gelagert™ und der ,,Gruppe 24-28 Tage lang gelagert™) lagen die Ausgangsdurchmesser der
Arteriolen des quergestreiften Riickenhautmuskels des Hamsters durchschnittlich bei 28 pum.
Es kam tiber den Zeitraum des Versuchs von den Grundausgangsaufnahmen bis hin zum Ende
des Versuchs nach 120 min. zu keinen nennenswerten Verdnderungen des arterioldren
Durchmessers in den Gruppen L,DCLHb™", »Syngenes Blut“, ,Syngene
Erythrozytenkonzentrate 1 Tag lang gelagert®, und der ,,Gruppe 24-28 Tage lang gelagerte
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Syngene Erythrozytenkonzentrate. Bei der ,,11-14 Tage lang gelagerten Syngenen
Erythrozytenkonzentrat-Gruppe* fiel auf, dal schon zu dem Aufnahmezeitpunkt (0 min.) sich
ein statistisch signifikanter Anstieg des GefaBBdurchmessers von ca. 6 pm gegeniiber den
Ausgangswerten abzeichnete. Dieser Anstieg blieb iiber den gesamten Versuchszeitraum

bestehen. (Abb. 23)
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m DCLHb™

1 Syngenes Vollblut

I Erythrozytenkonzentrate 1 Tag gelagert
1 Erythrozytenkonzentrate 11-14 Tage gelagert
I Erythrozytenkonzentrate 24-28 Tage gelagert

Abb. 23: mittlerer arterioldirer Gefdfidurchmesser in Abhdngigkeit von der Zeit nach Austauschtransfusion.
Zwischen dem Zeitpunkt Baseline und 0 min liegt die isovoldmische Austauschtransfusion. Signifikante

Verdnderungen zwischen den Gruppen sind mit einem ,, **“ gekennzeichnet.
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3.1.1.2 Postkapilldrer venoldrer GefaBdurchmesser

Die postkapilldren Venolen hatten einen durchschnittlichen GefaBdurchmesser von ca. 25 pm.
Ab dem Zeitpunkt von 15 min. nach Versuchsbeginn war in den Gruppen ,,Syngenes
Vollblut* und ,,Syngene Erythrozytenkonzentrate 1 Tag lang gelagert® ein leichter Anstieg im
Durchmesser zu erkennen, der aufgrund der geringen Standardabweichung der Werte
statistisch signifikant war. In den {ibrigen Gruppen waren keine wesentlichen Unterschiede

feststellbar. (Abb. 24)
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m DCLHb™

1 Syngenes Vollblut

I Erythrozytenkonzentrate 1 Tag gelagert
1 Erythrozytenkonzentrate 11-14 Tage gelagert
I Erythrozytenkonzentrate 24-28 Tage gelagert

Abb. 24: mittlerer postkapillirer venoldrer Gefifsidurchmesser in Abhdngigkeit von der Zeit nach
Austauschtransfusion. Zwischen dem Zeitpunkt Baseline und 0 min liegt die isovoldmische Austauschtransfusion.

Signifikante Verdnderungen zwischen den Gruppen sind mit einem ,, ** gekennzeichnet.
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3.1.1.3 Postkapillire venoldre BlutflieBgeschwindigkeit

Die mittlere ErythrozytenflieBgeschwindigkeit lag in allen Gruppen zwischen 0,39 mm/s
(,DCLHb™<) und 0,49 mm/s (,,Syngene Erythrozytenkonzentrate 11-14 Tagen lang
gelagert™). Es kam in keiner der Gruppen zu einem signifikanten Unterschied des Blutflusses.
In der ,DCLHb™-Gruppe“ war jedoch nach vergleichbarem Anstieg der
BlutflieBgeschwindigkeit in den anderen Gruppen gegen Ende des Versuches eine eher
abfallende Tendenz der Werte zu erkennen. Die restlichen Gruppen zeigten hingegen eher die

Tendenz zum Anstieg der Werte. (Abb. 25)

0,6

0,5

0,4

0,3

02

0,1

0,0 -
Baseline 0 15 30 60 120
Zeit [min]
m DCLHb™
1 Syngenes Vollblut
I Erythrozytenkonzentrate 1 Tag gelagert
1 Erythrozytenkonzentrate 11-14 Tage gelagert
I Erythrozytenkonzentrate 24-28 Tage gelagert

Abb. 25: Postkapillire venoldre Blutfliefgeschwindigkeit in Abhdngigkeit von der Zeit nach

Austauschtransfusion. Zwischen dem Zeitpunkt Baseline und 0 min liegt die isovoldmische Austauschtransfusion.
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3.1.2 Leukozyten/Endothel Interaktion

3.1.2.1 Nicht-adhirente Leukozyten

Die Anzahl nicht-adhirenter Leukozyten war in den postkapilliren Venolen mit einem
GefaBBdurchmesser von 15um—45 pm in keinem Zeitpunkt signifikant unterschiedlich. (Abb.
26)
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I Erythrozytenkonzentrate 1 Tag gelagert
1 Erythrozytenkonzentrate 11-14 Tage gelagert
I Erythrozytenkonzentrate 24-28 Tage gelagert

Abb. 26: Nicht-adhdrente Leukozyten. Die Graphik zeigt die Anzahl nicht-adhdrenter Leukozyten die pro Minute
Beobachtungszeit ein zuvor definiertes Gefifisegment passieren, in Abhdngigkeit von der Zeit nach

Austauschtransfusion. Zwischen dem Zeitpunkt Baseline und 0 min liegt die isovoldmische Austauschtransfusion.
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3.1.2.2 Rollende Leukozyten

In der ,,DCLHb™-Gruppe* war ein leichter Abfall der rollenden Leukozyten zu erkennen; er
war jedoch nicht signifikant. In den iibrigen Gruppen kam es zu einem Anstieg der Rollenden

Leukozyten; allerdings war dieser ebenfalls nicht signifikant. (Abb. 27)
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I Erythrozytenkonzentrate 1 Tag gelagert
1 Erythrozytenkonzentrate 11-14 Tage gelagert
I Erythrozytenkonzentrate 24-28 Tage gelagert

Abb. 27: Rollende Leukozyten. Die Graphik zeigt die Anzahl rollender Leukozyten die pro Minute
Beobachtungszeit ein zuvor definiertes Gefifisegment passieren, in Abhdngigkeit von der Zeit nach

Austauschtransfusion. Zwischen dem Zeitpunkt Baseline und 0 min liegt die isovoldmische Austauschtransfusion.
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3.1.2.3 Adhirente Leukozyten

Abgesehen von der ,,DCLHb"™-Gruppe“ war in allen Gruppen ein deutlicher, jedoch nicht

signifikanter Anstieg der adhirenten Leukozytenzahl zu erkennen. In der ,,DCLHb™-

Gruppe* war dieser Anstieg nicht zu beobachten. (Abb. 28)
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Zeit [min]
m DCLHb™
1 Syngenes Vollblut
I Erythrozytenkonzentrate 1 Tag gelagert
1 Erythrozytenkonzentrate 11-14 Tage gelagert
I Erythrozytenkonzentrate 24-28 Tage gelagert

Abb. 28: Adhdrente Leukozyten. Die Graphik zeigt die Anzahl adhdrenter Leukozyten die sich pro 30 sek.
Beobachtungszeit von einem zuvor definierten Gefifsabschnitt losen, in Abhdngigkeit von der Zeit nach

Austauschtransfusion. Zwischen dem Zeitpunkt Baseline und 0 min liegt die isovoldmische Austauschtransfusion.
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3.1.3 Endotheliale Integritdt

3.1.3.1 Arterioldre Extravasation

In dieser Abbildung sind die Mittelwerte der Fluoreszenzintensitit ,,auerhalb® versus
minnerhalb® der untersuchten GefdBsegmente (I/I;) dargestellt. Dabei lagen die
Ausgangswerte bei 0,45-0,55 Io/I;. In allen Gruppen kam es wihrend der gesamten
Versuchsdauer zu einem geringen Extravasationsanstieg. Dieser war ab dem Zeitpunkt 0° in

allein der ,,Gruppe mit Syngenem Vollblut* signifikant. (Abb. 29)
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I Erythrozytenkonzentrate 1 Tag gelagert
1 Erythrozytenkonzentrate 11-14 Tage gelagert
I Erythrozytenkonzentrate 24-28 Tage gelagert

Abb. 29: Arterioldre Extravasation. Die Graphik zeigt die Fluoreszenzintensitdt ,, aufserhalb” versus
, innerhalb* der untersuchten Gefifsisegmente (1,/I;) in Abhdngigkeit von der Zeit nach Austauschtransfusion.
Zwischen dem Zeitpunkt Baseline und 0 min liegt die isovoldmische Austauschtransfusion. Signifikante

Verdnderungen zwischen den Gruppen sind mit einem ,, ** gekennzeichnet.
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3.1.3.2 Postkapillare venoldrer Extravasation

So wie in bei der arterioldren Extravasation bereits beschrieben, lagen die Ausgangswerte
innerhalb der untersuchten Gefaflsegmente bei 0,45-0,55 Io/I;. Auch hier war nur ein leichter
Anstieg der Extravasation der Fluoreszenzfarbstoffe iiber die Dauer des Versuches zu
beobachten. Ab dem Zeitpunkt 0° erreichte in der Gruppe ,,Syngenem Vollblut™ die
Extravasation signifikant hohere Werte. (Abb. 30)
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I Erythrozytenkonzentrate 24-28 Tage gelagert

Abb. 30: Postkapilldre venoldre Extravasation. Die Graphik zeigt die Fluoreszenzintensitdt ,, auflerhalb* versus
,innerhalb* der untersuchten Gefifsisegmente (1,/I;) in Abhdngigkeit von der Zeit nach Austauschtransfusion.
Zwischen dem Zeitpunkt Baseline und 0 min liegt die isovoldmische Austauschtransfusion. Signifikante

Verdnderungen zwischen den Gruppen sind mit einem ,, **“ gekennzeichnet.
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3.1.3.3 Funktionelle Kapillardichte

Die Funktionelle Kapillardichte ergab unter den Ausgangsbedingungen Werte zwischen 190
und 220 cm/cm?®. Schon zum Zeitpunkt 0¢ fielen diese Werte in der ,,DCLHb ™-Gruppe* als
statistisch signifikant niedriger auf. In den {ibrigen Gruppen kam es zu keinen nennenswerten

Anderungen der Funktionellen Kapillardichte. (Abb. 31)
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Abb. 31: Funktionelle Kapillardichte. Die Graphik zeigt die Funktionelle Kapillardichte gemessen in cm/cm’ in
Abhdngigkeit von der Zeit nach Austauschtransfusion. Zwischen dem Zeitpunkt Baseline und 0 min liegt die
isovoldmische Austauschtransfusion. Signifikante Verdnderungen zwischen den Gruppen sind mit einem ,, **

gekennzeichnet.
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3.1.3.4 Scherrate

Nur in der Gruppe ,,Syngene Erythrozytenkonzentrate 11-14 Tage lang gelagert® erreichten
die Anderungen der Scherrate bereits zum Zeitpunkt 0° statistisch signifikant niedrigere
Werte als unter Kontrollbedingungen. Die anderen Versuchsgruppen zeigten keine

signifikanten Wertdnderungen. (Abb. 32)
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I Erythrozytenkonzentrate 24-28 Tage gelagert

Abb. 32: Scherrate. Die Graphik zeigt die Scherrate gemessen in sek. ' in Abhdngigkeit von der Zeit nach
Austauschtransfusion. Zwischen dem Zeitpunkt Baseline und 0 min liegt die isovoldmische Austauschtransfusion.

Signifikante Verdnderungen zwischen den Gruppen sind mit einem ,, ** gekennzeichnet.
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3.1.4 Makrohdmodynamik

3.1.4.1 Mittlerer arterieller Blutdruck

Der mittlere arterielle Blutdruck lag zu Beginn der Versuche in allen Gruppen bei ~90 mmHg.
Dieser blieb iiber den gesamten Versuchszeitraum bis auf die ,,DCLHb"™-Gruppe* konstant.
Schon ab dem Zeitpunkt 0° kam es in der ,,DCLHb™-Gruppe“ zu einem statistisch
signifikanten Blutdruckanstieg auf iiber 100 mmHg. Dieser blieb bis zum Zeitpunkt 60°
bestehen. (Abb. 33)
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Abb. 33: Mittlerer arterieller Blutdruck, gemessen in mmHg in Abhdngigkeit von der Zeit nach

Austauschtransfusion. Signifikante Verdnderungen zwischen den Gruppen sind mit einem ,, *** gekennzeichnet.
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3.1.4.2 Herzfrequenz

Die Herzfrequenz lag zu Versuchsbeginn in allen Gruppen zwischen 360 und 410 Schlidgen
min.”". Innerhalb der Gruppen kam es wihrend des Versuches zu keinen statistisch
signifikanten Frequenzénderungen. Zum Zeitpunkt 0° und 30 jedoch zeigten die Gruppen
,DCLHb™", ,Erythrozytenkonzentrate 11-14 Tage lang gelagert® und
,»Erythrozytenkonzentrate 24-28 Tage lang gelagert™ verglichen zur Vergleichsgruppe
»Syngenes Vollblut™ einen statistisch signifikanten Frequenzabfall. Am Ende des Versuches
zum Zeitpunkt 120 war dieser Frequenzabfall nur noch in der ,,Gruppe 24-28 Tage lang
gelagerte Erythrozytenkonzentrate® zu vermerken (Abb. 34).
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Abb. 34: Herzfrequenz gemessen in Schldgen pro min. in Abhdngigkeit von der Zeit nach Austauschtransfusion.

Signifikante Verdnderungen zwischen den Gruppen sind mit einem ,, ** gekennzeichnet.
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3.2 Mehrdraht-Dortmund-Oberflichen-Elektrode

Die MDO besteht aus 8 Elektroden. Im Protokoll wurden 6 MeBzeitpunkte festgelegt. Bei 15
verschiedenen MeBwerten pro Aufnahmezeitpunkt erhidlt man am Versuchsende pro Tier 120
MeBwerte. Diese MeBwerte sind hier in Form von Summenhistogrammen graphisch
dargestellt.

Da es innerhalb der Versuchsgruppen zu keinen extremen Schwankungen der
Gewebeoxygenierung und somit zu keiner nennenswerten Formidnderung der
Summenhistogramme kam, wurden in Hinblick auf die Uberschaubarkeit der Histogramme
jeweils nur die Ausgangswerte und die Werte zu Versuchsende nach 120 min. graphisch
dargestellt. Zwischen den einzelnen Versuchsgruppen konnte keine statistisch signifikante

Anderung der Gewebe-pO,-Werte festgestellt werden.
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3.2.1 DCLHb-Histogramm

Die Zahl der Einzelmessungen betrug in der ,,DCLHbTM“-Gruppe n = 960, bei einer Tierzahl
von n=8. Der Median lag zu Beginn des Versuches bei 19,1. (Abb. 35) Es kam im Verlauf des
Versuches zu keiner statistisch signifikanten Anderung der Werte. Bei Beendigung des
Versuches nach 120° lag der Median bei 22,1 (Abb. 36). Die Lage des Median ist in den

folgenden Histogrammen mit einem Pfeil markiert.
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Abb. 35: DCLHbD-Baseline-Histogramm. Dargestellt
20 1 sind die Mefswerte auf der x-Achse, eingeteilt in Klassen
10 | zu je 5 mmHg, aufgetragen gegen die relative Hdufigkeit
0. ihres Auftretens in den einzelnen Klassen auf der y-
Achse.
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Abb. 36: DCLHb-120 min.-Histogramm. Dargestellt
20 1 sind die Mefswerte auf der x-Achse, eingeteilt in Klassen
10 4 zu je 5 mmHg, aufgetragen gegen die relative Hdufigkeit
01 ihres Auftretens in den einzelnen Klassen auf der y-
0 20 40 60 80 100 120 Achse.
[mmHg]
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3.2.2 ,,Syngenes Vollblut “-Histogramm

Um einen addquaten Vergleich zwischen den verschiedenen Gruppen zu gewéhrleisten,
betrug in der Gruppe ,,Syngenes Vollblut“ die Anzahl der Einzelmessungen ebenfalls bei n =
960, die Tierzahl bei n = 8. Zu Beginn des Versuches lag der Median der Versuchsergebnisse
bei 20,0. (Abb. 37) Ab dem Zeitpunkt 0° war hier ein statistisch signifikanter Abfall auf 19,6 ,
zum Zeitpunkt 15° ein Anstieg der pO,-Werte auf 21,7 zu erkennen. Dieser statistisch

signifikante Anstieg der Werte blieb bis zum Versuchsende bestehen. (Abb. 38)
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3.2.3 ,,Syngene Erythrozytenkonzentrate 1 Tag lang gelagert “~-Histogramm

Die ,,Gruppe 1 Tag lang gelagerte syngene Erythrozytenkonzentrate bestand aus 7 Tieren; es

wurden 840 Einzelmessungen durchgefiihrt. Hier lag der Median der Ausgangswerte bei 19,8.

(Abb. 39) Ab dem Zeitpunkt 0° stiegen die pO, auf statistisch signifikant hohere Werte von
20,0 an. Die statistische Signifikanz blieb bis zum Versuchsende bestehen. (Abb. 40)
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Abb. 39: EK 1 Tag-Baseline-Histogramm. Dargestellt
sind die Mefswerte auf der x-Achse, eingeteilt in Klassen
zu je 5 mmHg, aufgetragen gegen die relative Hdufigkeit

ihres Auftretens in den einzelnen Klassen auf der y-
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Achse.

Abb. 40: EK 1 Tag-120 min.-Histogramm. Dargestellt
sind die Mefswerte auf der x-Achse, eingeteilt in Klassen
zu je 5 mmHg, aufgetragen gegen die relative Hdufigkeit
ihres Auftretens in den einzelnen Klassen auf der y-

Achse.



3.2.4 ,,Syngene Erythrozytenkonzentrate 24-28 Tage lang gelagert “-Histogramm

In der ,,Gruppe 24-28 Tage lang gelagerte syngene Erythrozytenkonzentrate* waren 7 Tiere

enthalten von denen 840 Einzelwerte erzielt wurden. Der Median der Ausgangswerte lag bei

19,1. (Abb. 41) Bis zum Versuchsende stieg die Gewebeoxygenierung in einem nicht

signifikanten Maf3e auf einen Median von 22,2 an. (Abb. 42)
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Abb. 41: EK 24-28 Tage-Baseline-Histogramm.
Dargestellt sind die Meffwerte auf der x-Achse,
eingeteilt in Klassen zu je 5 mmHg, aufgetragen gegen
die relative Hdufigkeit ihres Auftretens in den einzelnen

Klassen auf der y-Achse.

Abb. 42: EK 24-28 Tage 120 min.-Histogramm.
Dargestellt sind die Mefswerte auf der x-Achse, eingeteilt
in Klassen zu je 5 mmHg, aufgetragen gegen die relative
Hdiufigkeit ihres Auftretens in den einzelnen Klassen auf

der y-Achse.



4 Diskussion

4.1 Diskussion von: Material und Methoden

4.1.1 Zur Geschichte der Mikrozirkulation

Das Erkennen pathophysiologischer Verénderungen setzt die Kenntnis der apathologischen
Situation voraus. So erfordert das Forschen in der Mikrozirkulation detailliertes Wissen iiber
die Mikrostrombahn. Seit der Entdeckung des Blutkreislaufes von William Havery im Jahre
1616 beschiftigen sich Anatomen und Physiologen mit diesem Thema. Mit seiner Arbeit
»BlutfluB in kleinen GefdBlen* setzt Malphigi im Jahre 1661 einen Meilenstein in der
Mikrozirkulationsforschung (111). Die ersten direkten Beobachtungen der kleinsten
Blutgefdfle konnte Jones im Jahre 1852 machen. Anhand der transparenten Fliigel einer
Fledermaus studierte er die Blutbahnen und ihre rhythmischen Kontraktionen (85). Wenige
Jahre spiter gelangen Roy und Brown (1879) weitere Fortschritte durch die Erforschung der
Mikrozirkulation in der Schwimmbhaut des Frosches (139). Es vergingen Jahre bis 1924
Sandison ein ,transparentes® Kammermodel am Kaninchenohr entwickelte (143). Dieses
Kammermodel wurde im Laufe der Jahre modifiziert und weiterentwickelt (23, 144, 145, 171,
172). Algire implantierte im Jahre 1943 erstmals eine Kammer in die Riickenhautfalte von
Mausen (3). Als 1948 von Zweifach das coecale Mesenterium der Ratte zu wissenschaftlichen
Untersuchungen erschlossen wurde, gelangen der Mikrozirkulationsforschung weitere
Fortschritte (176).

Der Syrische Goldhamster wurde erstmals von Lutz und Fulton fiir intravitalmikroskopische
Zwecke eingesetzt. Sie entwickelten 1954 ein Kammermodell fiir die Backentasche des
Hamsters (108). In den folgenden Jahren wurden die Versuchsmodelle immer weiter
modifiziert und spezialisiert. Dabei bediente man sich je nach Aufbau und Ziel der Versuche

verschiedener Versuchstiere (11, 12, 35, 54).

4.1.2 Das Riickenhautkammermodel am Syrischen Goldhamster

Zur Beantwortung der unter 1.5.1 gestellten Fragestellung ist ein Versuchsmodell nétig,

welches die folgenden Kriterien erfiillt:
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* Durchfiihrung der Untersuchung am quergestreiften Riickenmuskel des Hamsters
*  Moglichkeit von wiederholten Messungen im selben Gewebeareal

* Anforderung an ein hohes optisches Auflésungsvermogen

* Quantitative offline Analyse

e Dauer des Versuchs iiber einen Zeitraum von 120 min.

Aufgrund dieser komplexen Anforderungen wurde fiir die vorliegenden Experimente das von
Endrich et al. 1980 eingefiihrte Modell der Riickenhautkammer am Syrischen Goldhamster
gewdhlt (33). Dieses Modell erlaubt die Beobachtung der Mikrozirkulation des
quergestreiften Riickenmuskels am wachen Tier {iber einen Zeitraum von bis zu vier Wochen
(33).

Im Gegensatz zu Maus oder Ratte weist die Praparation am Hamster gro3e Vorteile auf. Beim
Hamster lassen sich die zu préparierenden Muskelschichten, insbesondere der Retractor-
Muskel, leicht voneinander 16sen, da hier nur eine geringe intermuskuldre Gefalversorgung
besteht. Weiterhin erweil3t sich die Hamsterpréparation deutlich transluzenter im Vergleich zu
den Priparationen bei der Ratte und der Maus (116). Man erhilt nach Durchfiihrung einer
schonenden Préparationstechnik eine etwa 200-400 um dicke Gewebeschicht, welche
ausgezeichnete optische Verhéltnisse bietet (33). Durch ausgedehnte Untersuchungen an der
Hamsterriickenhaut-Prédparation konnte nachgewiesen werden, dall die
mikrohdmodynamischen Parameter vergleichbar sind zu anderen Skelettmuskel-
Préaparationen. Auch ultrastrukturelle Untersuchungen belegten eine intakte Skelettmuskulatur
mit unauffilligem GefdBBendothel und Mastzellen (48, 33). Des weiteren konnte belegt
werden, dall 48 Stunden nach der chirurgischen Pridparation des Riickenhautmuskels die
Anzahl der rollenden und fest adhidrenten Leukozyten in den postkapilliren Venolen des
quergestreiften Hautmuskels vergleichbar ist mit dem Ausmall der spontanen Leukozyten-
Endothel-Interaktion in postkapilliren Venolen im nicht-chirurgischen Modell am Ohr der
haarlosen (130) und der BALB/c Maus (82).

Ein weiterer Vorteil dieses Modells liegt im Verzicht auf Anisthetika wihrend des
Versuchablaufs. Damit konnen potentielle Einfliisse bzw. Nebenwirkungen von Narkotika
vermieden werden; durch Verdnderung der physiologischen Verhéltnisse stellen Narkotika,
eine schlecht kontrollierbare Variable am Versuchstier dar (26, 34, 36, 41, 78).

Durch chirurgische Manipulationen des zu untersuchenden Gewebes bei der Implantation der
Riickenhautkammer kann es zu Entziindungsreaktionen mit Gewebeddemen und

anschlieBender Neovaskularisation kommen (18). Diese beeinflussen nicht nur die optischen
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Bedingungen der Préparation, sondern auch die Reaktivitit der Mikrogefd3e. Lindbom et al.
zeigten diesen Sachverhalt an einer Priparation des Tenuissimus-Muskels. Geringste
Manipulationen des Muskels, wie z.B. Erzeugung einer Traktion, flihrten zu einer Zunahme
der Gesamtdurchblutung um das 7-fache und zu einem Anstieg der kapilldren
Blutzellgeschwindigkeit um den Faktor 5 (102). Daher wird bei der Implantation der
Riickenhautkammer eine moglichst atraumatische Préparation mit geringsten chirurgischen
Manipulationen gefordert. Zudem erfolgt die Implantation der Riickenhautkammer 48
Stunden vor Versuchsbeginn um das chirurgische Trauma und dessen Folgen filir das Gewebe

und ihren EinfluB auf die Versuchsergebnisse so gering wie nur moglich zu halten.

4.1.3 Diskussion der Untersuchungstechniken

4.1.3.1 Intravitalfluoreszenzmikroskopie

In der vorliegenden Studie wurde die Technik der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie zur
quantitativen Analyse der Mikrozirkulation verwendet. Diese beinhaltet die Messung der
BlutflieBgeschwindigkeit, des lokalen mikrovaskuldren GefiaBdurchmessers, die Messung der
intravitalen Leukozyten-Endothel-Interaktion, der Funktionellen Kapillardichte sowie der
Extravasation von FITC-Dextran 150 kD in den perivaskuldren Raum. Insgesamt ermoglicht
sie einen direkten Einblick in die Mikrozirkulation des Gewebes. Intravitale
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden nur an Tieren durchgefiihrt, welche die
Kriterien der Préparation und Mikrozirkulation (unter 2.2.5 beschrieben), voll erfiillten.
Insbesondere wurden Tiere mit Odemen und Entziindungszeichen in ihrer
Riickenhautkammer vom Versuch ausgeschlossen.

Technisch bendtigt werden fiir die Intravitalfluoreszenzmikroskopie eine leistungsfihige
Lichtquelle, ein hochauflésendes Mikroskop mit der Moglichkeit zur Epi/oder
Transillumination des zu untersuchenden Gewebes, und eine Videokamera mit
Videorecorder. Als Lichtquelle fiir die Epiillumination diente eine Xenon- und eine
Quecksilberlampe. Je nach angewandter Untersuchungstechnik und Wahl der
Fluoreszenzfarbstoffe kann somit zwischen den beiden Lichtquellen und ihren
unterschiedlichen Spektrumbereichen die gewiinschte Wellenldnge des Lichtes gewihlt
werden. Eine Halogenlampe mit einer Kaltlichtfiberoptik wird beim Einsatz der
Transillumination eingesetzt.
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Das Auflosungsvermogen des Mikroskops wird neben der Beleuchtungsart im wesentlichen
durch die numerische Apertur der verwendeten Linsen im Objektiv, der Aberration der
einzelnen Linsen und der Kontrastierung der Préparation bestimmt.

Objektive mit hochstmoglicher numerischer Apertur gewdhrleisten die maximale
Ausleuchtung der Prdparation. Dies ermoglicht eine Reduktion der bendtigten absoluten
Lichtquantenmenge, was die Gefahr der Uberblendung bzw. Uberkontrastierung beim Einsatz
der Fluoreszenzfarbstoffe minimiert (69). Die chromatische und sphérische Aberration der
Linsen ist durch die Wahl der Linsenanordnung weitestgehend eliminiert. Durch den Einsatz
der Fluoreszenzfarbstoffen wird eine bestmdgliche Kontrastierung der Priparation
gewdhrleistet.

Auch die Vergroferungswahl des Objektivs kann zur Verringerung der Lichtintensitét
beitragen. Je stirker die VergroBerung des Objektivs, desto kleiner die zu bestrahlende
Flache. Die Folge ist eine Verstarkung der Lichtintensitit pro Flidche (65).

Eine andere Mdglichkeit, die fiir eine ausreichende Gewebekontrastierung notige Lichtenergie
zu reduzieren, liegt im Einsatz einer lichtintensitdtsempfindlichen Kamera. Saetzler et al.
stellten fest, da durch Verwendung einer lichtintensititsempfindlichen Kamera
(Lichtsensitivitit-10~ Lux) gegeniiber der auch in unserem Labor eingesetzten weniger
lichtempfindlicheren Kamera (Lichtsensitivitit—10? Lux) die erforderliche Lichtenergie fiir
eine ausreichende Gewebekontrastierung um das 40 fache reduziert werden kann (142).

Die Einfiihrung neuer, quantitativer intravitalmikroskopischer Methoden zur Analyse der
Mikrozirkulation (8, 81, 83) und deren Kombination mit der Videotechnik (79, 80, 168, 169)
legte Mitte der 50iger Jahre den Grundstein fiir eine detaillierte Analyse der Mikrozirkulation.
Bis zu diesem Zeitpunkt war es mit den zur Verfiigung stehenden Methoden meist nur
moglich, Organe in ihrer Gesamtheit zu erfassen. Diese neuen Methoden waren den
Methoden der integralen Durchblutungsmefverfahren, wie z.B. die Mikrosphiren-Technik
(71, 74) klar tiberlegen. Im Gegensatz zu diesen integrierend messenden Verfahren ermoglicht
die intravitale Fluoreszenzmikroskopie kontinuierlich die quantitative Analyse der
Mikrozirkulation. Dabei erfolgt die Messung der BlutflieBgeschwindigkeit mit Hilfe der Line-
Shift-Diagramm-Methode, welche eine ideale Kombination aus automatischem und
interaktivem Verfahren darstellt. Die MeBergebnisse werden zuverléssig, objektiv und schnell
ermittelt, was eine gute Kontrolle und Bewertung der Giite der automatischen Messung
ermOglicht (93). Des weiteren erlaubt die intravitale Fluoreszenzmikroskopie die Erfassung
funktioneller Parameter wie z.B. die Funktionelle Kapillardichte (131, 147, 174), d.h. der

Dichte von Erythrozyten perfundierten Kapillaren pro Flache, sowie die quantitative Messung
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der Extravasation von Makromolekiilen in das perivaskuldre Interstitium (133, 162) als
Parameter fiir die endotheliale Schrankenfunktion.

Unter Zuhilfenahme des unter Punkt 2.3.3. beschriebenen computergesteuerten
Mikroskopiertisches kann eine wiederholte Messung der entsprechenden Parameter an
identischen Arealen der zuvor definierten GefidBabschnitte durchgefiihrt werden. Dies
ermOglicht den exakten Vergleich der GefaBBsegmente im Laufe des Versuchs und bildet die

Grundlage fiir Auswertung und Bearbeitung der Versuchsaufnahmen.

4.1.3.2 Mehrdraht-Dortmund-Oberflachen-Elektrode

Veranderungen des Gewebe-pO, spiegeln einen Nettoeffekt zwischen dem Sauerstoffangebot
und dem Sauerstoffbedarf wider. Dieser hdngt u.a. von der arteriellen Sauerstoffsattigung, der
Gewebeperfusion und vom Sauerstoffbedarf des Gewebes ab.

Zur Quantifizierung der Gewebeoxygenierung sind in der Literatur unterschiedlichste
Verfahren beschrieben worden. Stainsby et Otis erwédhnen 1964 erstmals die Erfassung der
arterio-vendsen Sauerstoffdifferenz zur Bestimmung der Gewebeoxygenierung (75, 158).
Andere Untersuchungsmoglichkeiten schlieBen die von Lamb beschriebenen Gewebe-
Kammern (97), die Stichelektrode (96, 170), bis hin zu intrazelluldren Indikatoren ein (25).
Diese Untersuchungsmethoden zur Bestimmung der Gewebeoxygenierung kommen jedoch
fiir die hier durchgefiihrte Studie nicht in Betracht. Zum Beispiel kann bei der Erfassung der
arterio-vendsen Sauerstoffdifferenz zur Bestimmung des Gewebe-pO, das zu untersuchende
Areal nicht exakt definiert und wiederholt erfalit werden. Noch kann eine Verfilschung der
MefBergebnisse durch eventuelle arterio-vendse Shunts ausgeschlossen werden. Die
Verwendung einer Stichelektrode in der Riickenhautkammer des Syrischen Goldhamsters zur
Beurteilung des Gewebe-pO, fiithrt dariiber hinaus zu traumatischen Schiden der
Kammerpriparation, so da3 keine Untersuchungen {iber einen ldngeren Zeitverlauf moglich
sind. Intrazelluldre Indikatoren erlauben nur eine einmalige Messung (25) und kommen daher
fiir diese Studie nicht in Betracht.

Zur Beurteilung des Sauerstoffpartialdrucks im Gewebe verwendeten wir in dieser Studie
daher die Mehrdraht-Dortmund-Oberflichen-Elektrode (91). Diese Methode stellt sich bei
den zur Auswahl stehenden Moglichkeiten zur Bestimmung des Gewebe-pO, als die
geeignetste dar. Der Vorteil der Elektrode griindet zum einen in der Moglichkeit des

atraumatischen Arbeitens auf der Priparation. In dem weiten Gewebeareal, das mit jeweils 8
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randomisierten Messungen zu einem Zeitpunkt untersucht werden kann, werden die
dynamischen Verdnderungen der MeBwerte quantitativ erfalit und kontinuierlich
aufgezeichnet. Zum anderen erlaubt diese Technik die Moglichkeit der repetitiven
Anwendung iiber einen ldngeren Zeitraum. Bei der Messung des lokalen
Sauerstoffpartialdrucks gehen mehrere vor Ort erfalite Variable ein. So sind unter anderem die
Kapillargeometrie, die dynamischen Verdnderungen der Durchblutung und die Himoglobin-

0,-Dissotiationskurve in den MeBdaten mit einbezogen (90, 109, 110).

4.1.3.3 Mikrozirkulatorische Parameter

Die quantitative offline Analyse der MeBdaten erfordert ein hohes Mafl an Konzentration und
Erfahrung des Untersuchers beim Umgang mit den Methoden und der technisch
anspruchsvollen Auswerteeinheit. Eine Trainingsphase zum Erlernen der Methoden, der
Auswertung der Ergebnisse und des Umgangs mit der Auswerteeinheit ist ndtig um die zur
Verfiigung stehenden Methoden richtig anzuwenden.

Bei einer hausinternen Versuchsauswertung der gleichen Aufnahmen durch den gleichen
Untersucher an verschiedenen Tagen wichen die erhobenen Daten um = 10 % voneinander ab
(131). Daher sind sowohl interindividuelle als auch intraindividuelle Schwankungen beim
Auswerten der Daten nicht zu verhindern. Um diese Problematik so weit wie moglich zu
verringern, wurden die gesamten Versuchsaufnahmen immer nur von einer Person in einem

so gering wie moglich gehaltenem Zeitraum ausgewertet.

4.1.3.4 Isovolamische Austauschtransfusion

Eine Isovoldmische Austauschtransfusion fiihrt zu einer ,,Verdiinnung® aller Blutbestandteile
durch die verwendeten zellfreien Substitutionslosungen (118). Bedingt durch den Abfall der
korpuskuldren Anteile und somit der Viskositdt fithrt dies zu einer Verbesserung der
FlieBeigenschaften und FlieBbedingungen des Blutes. Daraus resultiert unter
Aufrechterhaltung der Normovoldmie ein {berproportionaler Anstieg des
Herzminutenvolumens. Daher fiihrt die limitierte Hdmodilution trotz Senkung des
Hématokrits und der damit einhergehenden Verringerung der Kapazitit an Sauerstofftrigern
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im Blut zu keiner Beeintriachtigung der Gewebe-Sauerstoffversorgung (122). Bedingt durch
den Anstieg der Gesamt-Flu3-Rate steigt bei einem Hamatokrit von 30 % die Sauerstoff-
Tréger-Kapazitdt sogar auf ihren Maximalwert an. Dieser Sachverhalt wurde erstmals von
Hint (1968) in einer theoretischen Studie aufgezeigt (73). Anhand von experimentellen
Arbeiten konnte diese Theorie bestitigt werden (29, 119, 121, 123, 125).

In der vorliegenden Studie wurde eine Isovoldmische Austauschtransfusion durchgefiihrt.
Unter Zuhilfenahme der Formel von Bourke und Smith (16) wurde das Austauschvolumen
ermittelt, wobei ein Zielhdmatokrit von 30 % vorgegeben wurde. Zu beachten ist jedoch, dal3
dieser Hiamatokrit nur in der ,,DCLHb"™-Gruppe* zu erreichen war. In den iibrigen Gruppen
diente der Zielhdmatokrit von 30 % lediglich zur Berechnung des Austauschvolumens. Da in
den iibrigen Gruppen Syngenes Blut, bzw. Erythrozytenkonzentrate als korpuskuldre
Losungen zur Hamodilution eingesetzt wurden, fiihrte dies nicht zu einer Hamatokrit-
Senkung, vielmehr stieg der Himatokrit von Ausgangswerten um 41 + 3 auf einen Hamatokrit
von Werten bis zu 50 = 3 % an.

Ziel war es jedoch unter optimaler Ausgangssituation der Sauerstoff-Trager-Kapazitit, also
der Oxygenierung des Blutes in der ,,DCLHb"™-Gruppe* die Versuche zu beginnen. Daher
wurde der Zielhdmatokrit von 30 % in dieser Studie als Ausgangssituation fir DCLHb™ zu

gewihlt.

4.1.3.5 Versuchsgruppen

Unter Verwendung der Intravitalmikroskopie und der Mehrdraht-Oberflachensonde zum
Erfassen des Gewebe-Sauerstoffpartialdrucks, wurden in der vorliegenden Studie
mikrozirkulatorische Parameter in flinf unterschiedlichen Versuchsgruppen vergleichend
untersucht. Dabei wurde eine Isovoldmische Austauschtransfusion durchgefiihrt. Die erste
Versuchsgruppe wurde mit einem kiinstlichen Sauerstofftriger DCLHb™ himodiluiert, die
zweite Gruppe erhielt Syngenes Vollblut. In den iibrigen drei Gruppen wurde den
Versuchstieren je ,,1 Tag gelagerte syngene Erythrozytenkonzentrate®, ,,11-14 Tage gelagerte
syngene Erythrozytenkonzentrate“ wund ,,24-28 Tage gelagerte syngene
Erythrozytenkonzentrate® transfundiert. Die Gruppe ,,Syngenes Vollblut® diente als
Kontrollgruppe.

Bei allen ermittelten mikrozirkulatorischen und makrozirkulatorischen Parametern der

Intravitalmikroskopie, als auch jenen der Sauerstoffpartialdruckmessung fanden sich keine
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statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Ausgangswerten. Dieser Befund bildet
die Basis fiir den gegenseitigen Vergleich der verschiedenen Versuchsgruppen. Damit konnen
Riickschliisse auf die Wirkung der eingesetzten Transfusionsstoffes in den jeweiligen

Gruppen gezogen werden.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Intravitalfluoreszenzmikroskopie

Die Parameter Herzfrequenz und mittlerer arterieller Blutdruck bestdtigten im Kern die von
uns auf der Basis der Literaturangaben erwarteten Ergebnisse (Abb. 33 und 34). Wie von

™ .
b " eine

mehreren Forschungsgruppen beschrieben, verursacht die Applikation von DCLH
durch NO- scavenging verursachte Vasokonstriktion (58). Diese machte sich bereits zum
Beginn der Austauschtransfusion durch einen signifikanten Anstieg des mittleren arteriellen
Blutdrucks bemerkbar (59, 152, 155), die Herzfrequenz fiel dabei reflektorisch ab (129).
Erwartungsgemdl} verdnderte sich der mittlere arterielle Blutdruck in den verbleibenden
Gruppen im Verlauf des Versuches nicht wesentlich. Die Herzfrequenz zeigte wihrend des

Versuches einen statistisch signifikanten Abfall - sowohl in der ,DCLHH™

-Gruppe* als auch
in den Gruppen ,,11-14 Tage gelagerte syngene Erythrozytenkonzentrate® und ,,24-28 Tage
gelagerte syngene Erythrozytenkonzentrate®. Dieser Abfall der Herzfrequenz sollte aber auch
vor dem Hintergrund diskutiert werden, daB3 sich die Tiere wéihrend des Versuches in einer
abgedunkelten Plexiglasrohre befanden. In dieser dunklen Umgebung schliefen die Tiere
gelegentlich ein, was sich moglicherweise in einer Reduktion der Herzfrequenz bemerkbar
machen konnte.

Die durch DCLHb™ ausgeldste Vasokonstriktion fiihrte zu einer Abnahme des arteriellen
Gefaldurchmessers. Im Gegensatz zu Daten anderer Forschungsgruppen (151) ist die
Vasokonstriktion an GefédBBen mit mittlerem Durchmesser in dieser Studie zu den
verschiedenen Zeitpunkten weniger stark ausgeprégt. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein,
daff die Wirkung von DCLHb™ nicht in das hier erfaite Zeitfenster fallt. Wie Nolte et al.
feststellten (129), induziert die Gabe von DCLHb™ primir eine kurzzeitige 0-2 Minuten
andauernde arterielle Vasokonstriktion. Da in dieser Studie Messungen aber zum Zeitpunkt 0°
und dann erst wieder nach 15 min. durchgefiihrt wurden, entgeht unserer Studie diese friithe

Vasomotion.
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Ab dem Zeitpunkt 0° zeichnet sich in der Gruppe ,,11-14 Tage gelagerte syngene
Erythrozytenkonzentrate™ eine arterielle Vasodilatation ab, was sich in einer statistisch
signifikanten Verdnderung des GefaBdurchmessers wiederspiegelt. Diese Vasodilatation ist in
den ibrigen Versuchsgruppen, in denen unterschiedlich lang gelagerte
Erythrozytenkonzentrate eingesetzt wurden, jedoch nicht zu finden. Vergleicht man die
einzelnen Werte eines jeden Tieres, so fillt auf, daB3 speziell ein Tier in dieser Gruppe bereits
zum Zeitpunkt 0° einen Anstieg des Gefdaldurchmessers im Vergleich zu den tibrigen Tieren
um 50 % aufwies. Diese atypischen Werte wiren eine mogliche Erklarung fiir den statistisch
signifikanten Anstieg des GefaBdurchmessers. Der Durchmesser postkapilldrer Venolen
zeigte keine wesentlichen Veridnderungen. In den Gruppen ,,Syngenes Blut® und ,,syngene
Erythrozytenkonzentrate 1 Tag gelagert™ zeichnen sich ab dem Zeitpunkt 15° bis zum
Versuchsende statistisch signifikante Werte ab. Betrachtet man nun dazu die
makrozirkulatorischen Parameter, so ist zu erkennen, dafl sowohl der mittlere arterielle
Blutdruck als auch die Herzfrequenz in diesen Gruppen zu den jeweiligen Zeitpunkten
abfallen. Dariiber hinaus ist in der Gruppe ,,syngene Erythrozytenkonzentrate 1 Tag gelagert™
ein Abfall der BlutflieBgeschwindigkeit zu erkennen. Moglicherweise resultiert daraus eine
Abnahme des Herzzeitvolumens, eine Zunahme der Vorlast und dadurch eine venolire
Gefalldilatation. Diese Annahmen konnten die Zunahme des postkapilldren venoldren
Durchmessers erkléren.

Wie bereits Nolte et al. feststellten, fithrt eine Isovoldmische Austauschtransfusion mit
DCLHb™ bereits nach 60 min. zu einem signifikantem Abfall der Funktionellen
Kapillardichte um 25 %. Diese Reduktion der Funktionellen Kapillardichte ist mit unseren
Ergebnissen vergleichbar. Nolte et al. erkldren diese Auswirkung mit der vasoaktiven
Wirkung des kiinstlichen Sauerstofftragers (129). Eine andere mdgliche Erklarung begriindet
sich in der durchgefiihrten Himodilution. Die Funktionelle Kapillardichte wird definiert als
die Linge der mit Erythrozyten perfundierten Kapillaren pro Beobachtungsfenster (cm/cm?).
Sie stellt ein MaB fiir die nutritive Perfusion des Gewebes dar. Da es sich bei DCLHb™ um
eine azellulire Hdmoglobin-Losung handelt und nicht um eine erythrozytenreiche
Infusionslosung, fiihrt eine Hamodilution automatisch zu einer Senkung des Hématokrits.
Alternativ findet, bedingt durch die Vasokonstriktion, eine reduzierte Perfusion der Kapillaren
statt.

Innerhalb der iibrigen Gruppen waren keine statistisch signifikanten Unterschiede in Bezug
auf die Funktionelle Kapillardichte feststellbar. Im Vergleich zwischen den Gruppen traten

jedoch statistisch signifikante Unterschiede auf, z.B. in der Gruppe ,,Syngenes Blut* zu den

82



Zeitpunkten 15° und 30°. Vergleicht man aber die Ausgangswerte der einzelnen Gruppen, so
ist festzustellen, dal die Gruppe ,,Syngenes Blut* bereits zu Versuchsbeginn die héchsten
Werte aufweist. Im Verlauf des Versuches bleiben diese Werte konstant hoch, wihrend es
beziiglich der Funktionellen Kapillardichte der anderen Gruppen eher zu einer leichten
Reduktion kommt.

Derzeit durchgefiihrte und verdffentlichte Studien mit DCLHb™ beschreiben in Bezug auf
die BlutflieBgeschwindigkeit einen Anstieg vor allem zu Beginn der Versuche innerhalb der
ersten Minuten (2 min.). Dieser Anstieg konnte in der hier vorgestellten Studie - wenn auch
statistisch nicht signifikant - nachvollzogen werden. Erkldrt werden kann dies als Folge der

vasokonstriktiven Wirkung von DCLHb™

. Die iibrigen Gruppen zeigten Schwankungen der
BlutflieBgeschwindigkeit, welche statistisch nicht signifikant waren.

Wie Nolte et al. (129) bereits feststellten, ergab die Auswertung der adhirenten Leukozyten in
der DCLHb™-Gruppe keine Werte mit statistisch signifikanter Relevanz. Auch in den
iibrigen Gruppen lagen keine statistisch signifikanten Verdnderungen vor. Die ermittelten
Ergebnisse der nicht adhirenten Leukozyten lieBen jedoch starke Schwankungen erkennen.
Die Untersuchung der rollenden Leukozyten ergaben bei Nolte et al. im Vergleich zu dieser
vorliegenden Studie unterschiedliche Ergebnisse. Es war eine Reduktion der Anzahl rollender
Leukozyten zu erkennen, jedoch nicht in statistisch relevanten Groflen. Diese Reduktion
unterstreicht die Tatsache, daBl der kiinstliche Sauerstofftrager frei von moglichen
Verunreinigungen ist und sich wihrend einer Therapie mit DCLHb™ keine freien Radikale
bilden, die moglicherweise einen abhidngigen Anstieg der Leukozyten bewirken konnten
(134).

Betrachtet man die Graphik der fest adhirierenden Leukozyten in der ,,DCLHb"™“-Gruppe,
so ist ein deutlicher Abfall der Leukozytenzahl zu erkennen. Dieser Leukozytenabfall war in
der Studie von Nolte et al. im Gegensatz zu der hier vorliegenden Studie statistisch
signifikant. In den {ibrigen Gruppen zeichnete sich eher ein Anstieg der Zahl fest
adhirierender Leukozyten ab. Dieser Anstieg war besonders in der Gruppe ,,Syngenes
Vollblut* zu erkennen. Dies legt die Vermutung nahe, dall in den Vollblutprodukten mehr
Leukozyten-Endothel-Interaktion aktivierende Antigene enthalten sind als in den
zentrifugierten Erythrozytenkonzentraten: bei der immer gleich durchgefiihrten Herstellung
der unterschiedlichen Erythrozytenkonzentrate werden diese zentrifugiert und das Plasma mit
den abgesetzten Zellfragmenten und Leukozyten abpipettiert und verworfen. Daher kann man

annehmen, daB3 die reduzierte Anzahl der Antigene einen geringeren Anstieg der fest
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adhédrenten Leukozyten der Erythrozytenkonzentrat-Gruppen im Vergleich zu der Gruppe
»Syngenes Vollblut® verursacht.

Bei der Untersuchung der arteriellen und vendsen Extravasation wihrend der Isovoldmischen
Austauschtransfusion mit DCLHb™ zeichneten sich in der Studie von Nolte et al. (129) keine
signifikanten Unterschiede ab. Diese Beobachtung kann hier nicht bestétigt werden. Aufgrund
der sehr geringen Standardabweichung der hier dargestellten Daten ergeben bereits geringste
Wertiinderungen eine statistische Signifikanz. Da diese statistisch signifikante Anderung nur
in der Gruppe ,,Syngenes Vollblut™ sowohl in Arteriolen als auch in postkapilliren Venolen
zu finden ist, liegt die Vermutung nahe, dafl weitere Faktoren auf diese Mechanismen
einwirken. Zu denken ist zum Beispiel an die Wirkung der Transfusion von Syngenem
Vollblut auf die Endothelpermeabilitit. Wie bereits erwéhnt, enthélt das Vollblut eine hohe
Konzentration antigen-wirksamer Stoffe. Es kann hdufiger zu allergischen und pyrogenen
Reaktionen nach der Gabe von Vollblut als nach der Transfusion von
Erythrozytenkonzentraten kommen. Zusétzlich fithren hohe Elektrolytkonzentrationen der
Vollblutkonserven zu einer unerwiinschten Uberladung des Kreislaufes bis hin zu
Intoxikationen. Granger und Kubes (1994) sowie Lehr und Arfors (1994) beschreiben eine
Leukozyten-induzierte Gewebezerstorung (53, 100). Bedingt durch den Anstieg der
Leukozytenzahl kommt es zu einer Zunahme der Extravasation, besonders in den postkapillér

venoldren Gefallen.

4.2.2 Gewebesauerstoffpartialdruck

Bei der Interpretation der Gewebesauerstoffpartialdriicke ist nicht nur der Median der
erhobenen Mefldaten von Bedeutung. Viel wichtiger sind die Form und Lage der
Histogramme. Dabei erfordert die Klasse niedrigster pO,-Werte, also der hypoxische Bereich
der Histogramme (< 5 mmHg) verstirkte Aufmerksamkeit. Unter physiologischen
Bedingungen ist das pO,-Histogramm links-schief glockenférmig und es finden sich nur
wenige pO,-Werte im hypoxischen Bereich. (Abb. 18) Die meisten Werte liegen in den
Klassen 15-30 mmHg (110). Trotz einer Linksverschiebung und einer Zunahme der
hypoxischen Werte im Histogramm dndert sich der Median auch bei einer Minderperfusion
des untersuchten Gewebes nur unwesentlich. Aus diesen Griinden sollte der Median der

erhobenen Daten immer in Kombination mit der Form der Histogramme betrachtet werden.
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In dieser Studie wurde der Gewebesauerstoffpartialdruck der Gruppen ,DCLHb™
»Syngenes Vollblut®, ,,1 Tag gelagerte syngene Erythrozytenkonzentrate® und ,,24-28 Tage
gelagert syngene Erythrozytenkonzentrate® bestimmt. Zwischen den Gruppen wurden keine
statistisch signifikant wirksame Wertdnderungen des Gewebe-pO; ermittelt. Auch im Verlauf
des gesamten Versuchsprotokoll wurde kein statistisch signifikanter Abfall der Werte
innerhalb der Gruppen beobachtet. In den Gruppen ,,Syngenes Vollblut™ und ,,1 Tag gelagerte
syngene Erythrozytenkonzentrate® war ab dem Zeitpunkt 0° ein statistisch signifikanter
Anstieg der gemessenen pO,-Werte zu erkennen. Dies zeichnet sich durch den Anstieg der
ermittelten Median-Werte und der nach rechts verschobenen Form des Histogramms aus.
Betrachtet man nun hierzu die intravitalfluoreszenzmikroskopischen Parameter, scheint die
Gabe von Syngenem Vollblut, bzw. frischen Erythrozytenkonzentraten zu einer Verbesserung
der Gewebeoxygenierung des Skelettmuskels zu fithren. In der Gruppe ,,24-28 Tage gelagerte
syngene Erythrozytenkonzentrate® und der ,,DCLHb™ -Gruppe kam es tendenziell zu einer

Verbesserung der Gewebe-pO,-Partialdriicke. Diese waren aber nicht signifikant.

In einer Studie von Fitzgerald et al. (39) wurde die Frage der Auswirkung von 28 Tage lang
gelagerten Erythrozytenkonzentraten auf den Sauerstoffverbrauch von Sauerstoffangebot-
abhingigen septischen Ratten bearbeitet. Aus dieser Studie geht hervor, dal der Einsatz von
28 Tage lang gelagerten Erythrozytenkonzentraten bei septischen Ratten zu keiner
Verbesserung der Gewebeoxygenierung fiihrt. Zu beachten ist jedoch, dafl in dieser Studie
von Fitzgerald et al. (39) die Gewebeoxygenierung nicht mit einer Mehrdraht-Dortmund-

Oberflachen-Elektrode gemessen, sondern anhand des Sauerstoffverbrauchs beurteilt wurde.

Marik und Sibbald (113) untersuchten die Auswirkung von gelagerten
Erythrozytenkonzentraten auf die Sauerstoffsittigung des Gewebes bei septischen Patienten
einer Intensivstation. Bei dieser Studie verschlechterte sich die Gewebeoxygenierung der
septischen Patienten unter Verwendung von 28 Tage lang gelagerten
Erythrozytenkonzentraten. Mittels eines Gastro-Tonometers wurde durch Messung des
gastrointestinalen pH’s die gastrointestinale Oxygenierung bestimmt. Anderungen des
gastrointestinalen pH’s stehen hier im direkten Zusammenhang mit der Sauerstoffversorgung
des gastrointestinalen Gewebes (113). Es zeigte sich ein deutlicher gastrointestinaler pH-
Abfall nach Transfusion von lidnger als 15 Tage lang gelagerten Erythrozytenkonzentraten.

Die Ergebnisse der einzelnen Studien sind jedoch nicht direkt miteinander vergleichbar, da

unterschiedliche Parameter und MeBverfahren eingesetzt wurden.
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Eine Studie von Nolte et al. (129) befaBt sich mit den Auswirkungen des kiinstlichen
Sauerstofftragers DCLHb™ auf den Gewebe- pO, des Riickenhautmuskels des Syrischen
Goldhamsters. Sowohl das Versuchsmodell als auch die Untersuchungsmethoden waren
identisch mit der hier vorliegenden Studie. Nolte et al. (129) zeigten jedoch eine Abnahme der
Gewebe-pO,-Parialdriicke bei DCLHb™ nach einer Stunde Beobachtungszeit. Allerdings
wurde zeitgleich eine signifikant erhohte venoldre BlutflieBgeschwindigkeit beobachtet. Diese
fiihrt zu einer verminderten Passagedauer der Erythrozyten im Bereich der Kapillaren, was
wiederum mit einer verminderten Diffusionszeit des Sauerstoffs verbunden ist. Eine mdgliche
Erklarung fiir die widerspriichlichen Ergebnisse bei gleichem Versuchaufbau.

Insgesamt muB} bei der Beurteilung der Gewebesauerstoffpartialdriicke im Bereich des
quergestreiften Riickenhautmuskels beriicksichtigt werden, dal es sich um lokale
Verdnderungen der Gewebeoxygenierung handelt. Daher konnen keine Aussagen iiber die

systemische Oxygenierung gemacht werden.
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5 Zusammenfassung

Zunehmende Kosten und eine steigende Nachfrage nach Fremdblut bei riickldaufiger
Spendebereitschaft weisen auf die Notwendigkeit von Blutersatzstoffen hin. Bei kritischen
Hédmoglobinwerten werden beim Einsatz von kristalloiden und/oder kolloidalen
Infusionslosungen zur Wiederherstellung der Makrohdmodynamik und des
Sauerstofftransportes nur unbefriedigende Ergebnisse erzielt. Die in den letzten Jahren
entwickelten kiinstlichen Himoglobinlésungen weisen bisher positive Ergebnisse auf in
Bezug auf die Makrozirkulation. Der Einflufl dieser Losungen auf die Mikrozirkulation ist
derzeit noch wenig untersucht worden. Aus diesem Grunde wurde am Institut fiir
Chirurgische Forschung eine experimentelle Studie am validierten Riickenhautkammermodel
am Syrischen Goldhamster durchgefiihrt.

In dieser Studie wurden die Auswirkungen des kiinstlichen Sauerstofftrigers DCLHb™ auf
die Mikrozirkulation und die Gewebeoxygenierung mit unterschiedlich lang gelagerten
Erythrozytenkonzentraten verglichen. Als Modell diente die Riickenhautkammer am
Syrischen Goldhamster. Zur Untersuchung der Mikrozirkulation diente das
Intravitalmikroskop. Insgesamt beinhaltet dieser Teil der Studie 5 verschiedene Gruppen mit
je 8 Versuchstieren (DCLHb™ n=8; Syngenes Vollblut n=8; Syngene
Erythrozytenkonzentrate 1 Tag gelagert n=8; Syngene Erythrozytenkonzentrate 11-14 Tage
gelagert n=8; Syngene Erythrozytenkonzentrate 24-28 Tage gelagert n=8). Die
Gewebeoxygenierung wurde unter Zuhilfenahme der Mehrdraht-Oberfldchensonde analysiert.
Diese Messung erfolgte in 4 weiteren Gruppen von 7 bzw. 8 Versuchstieren. (DCLHb™ n=8;
Syngenes Vollblut n=8; Syngene Erythrozytenkonzentrate 1 Tag gelagert n=7; Syngene
Erythrozytenkonzentrate 24-28 Tage gelagert n=7). Die Applikation der entsprechenden
Blutkonzentrate erfolgte durch isovoldmische Austauschtransfusion.

Die folgenden mikrozirkulatorischen Parameter wurden mit Hilfe der Intravitalmikroskopie
quantitativ erfalit: GefaBdurchmesser, postkapillire venoldre BlutflieBgeschwindigkeit,
Funktionelle Kapillardichte, Leukozyten/Endothel-Interaktion, Extravasation, Scherrate. Zur
Beurteilung der Makrohdmodynamik wurden kontinuierlich der mittlere arterielle Blutdruck
und die Herzfrequenz aufgezeichnet.

Zur Beurteilung der lokalen Gewebe-Sauerstoffversorgung wurden fiir jede der 4

untersuchten Gruppen PO,-Summenhistogramme erstellt.
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Im Bereich der mikrozirkulatorischen Parameter arterioldrer und postkapilldrer venolérer
GefaBdurchmesser traten weder in der DCLHb"™ - noch in der Gruppe der 24-28 Tage lang
gelagerten Syngene Erythrozytenkonzentrate wesentliche Verdnderungen auf. In den {ibrigen
Versuchsgruppen nahm der GefaBdurchmesser gering, jedoch statistisch signifikant zu.

In keiner der zu untersuchenden Gruppen kam es zu einem signifikanten Anstieg der
postkapilldren venoldren BlutflieBgeschwindigkeit. Die ermittelten Werte der rollenden,
adhédrenten sowie nicht adhdrenten Leukozyten waren starken jedoch statistisch nicht
signifikanten Schwankungen unterworfen.

In Bezug auf die endotheliale Integritit waren geringe Zunahmen der arteriolédren als auch der
postkapilldren venoldren Extravasation zu erkennen. Statistisch signifikante Unterschiede
wurden innerhalb der Arteriolen nur in der Gruppe 11-14 Tage gelagerte Syngene
Erythrozytenkonzentrate festgestellt. Die Extravasation aus postkapillaren Venolen erreichte
in der Gruppe Syngenes Vollblut statistisch signifikante Werte.

Die Funktionelle Kapillardichte nahm statistisch signifikant ab in der Gruppe DCLHb™.
Diese Reduktion war in den anderen Versuchsgruppen nicht zu beobachten. Dagegen nahm
die Scherrate lediglich in der Gruppe der 14 Tage lang gelagerten Syngenen
Erythrozytenkonzentrate statistisch signifikant ab.

Der Einflup von DCLHb™ auf die Makrohdmodynamik bewirkte einen sofortigen
signifikanten Anstieg des mittleren arteriellen Blutdruckes bei konstanter Herzfrequenz. In
den {iibrigen Versuchsgruppen kam es zu keinen wesentlichen Anderungen der
Makrohdmodynamik.

Nach Himodilution mit DCLHb™ trat wihrend des Versuches eine tendenzielle
Verbesserung der Gewebeoxygenierung auf. Bei Blutersatz durch frisches Syngenes Vollblut
bzw. 1 Tag lang gelagerte Syngene Erythrozytenkonzentrate verbesserte sich der
Gewebesauerstoffpartialdruck signifikant. In der Gruppe der 24-28 Tage lang gelagerten

Syngene Erythrozytenkonzentrate verbesserte sich die Gewebeoxygenierung nicht.

FaBt man die gesamten hier erhobenen Daten der Intravitalmikroskopie und der
Gewebesauerstoff-Partialdriicke zusammen, so 148t sich folgende Aussage treffen: ohne
wesentliche Beeinflussung und negative Auswirkung auf die Mikrozirkulation fiihrt der
Austausch von Syngenem Vollblut, bzw. frischen Erythrozytenkonzentraten zu einer
Verbesserung der Gewebeoxygenierung des Skelettmuskels. Sowohl der Austausch von 24-28

Tage gelagerten Syngenen Erythrozytenkonzentraten und der von DCLHb™ bewirkt
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tendenziell eine Verbesserung der Gewebe-pO,-Partialdriicke. Daraus 148t sich ableiten, dafl
die Transfusion von frischen Erythrozytenkonzentraten nach wie vor die optimale Versorgung
der Gewebeoxygenierung darstellt. Dennoch beinhalten die kiinstlichen Himoglobinlésungen
eine wirksame Moglichkeit zur Aufrechterhaltung des Sauerstofftransportes. Speziell die von
Blutgruppen unabhéngige, quasi infektfreie kiinstliche Himoglobin-Losung wére von grof3er

Bedeutung fiir die Notfallmedizin.
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