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1. Einleitung

Trotz lokaler und systemischer Gegenregulationen kommt es bei ldnger anhaltender Ischdmie
von Geweben und Organen durch den fehlenden Abtransport von Stoffwechselprodukten wie
Kohlendioxid und Milchsdure zu einer zusidtzlichen Einschrinkung der nutritiven
Durchblutung. Die zugrundeliegenden Mechanismen, welche fiir die Verstirkung von
Ischdmie und Hypoxie im Sinne eines circulus vitiosus verantwortlich gemacht werden, sind
eine Verminderung der kapilldren Perfusion (MESSMER et KREIMEIER, 1989), hervorgerufen
durch zunehmende Endothelzellschwellung (MAZZONI et al., 1988, 1989) und eine gesteigerte
Odemneigung des Gewebes aufgrund der Extravasation von Plasmabestandteilen (KORTHUIS
et al., 1985).

Zur Verbesserung der mikrovaskuldren Perfusion stehen neben der Beeinflussung der
makrohdmodynamischen Parameter Blutdruck und Herzfrequenz verschiedene therapeutische
MaBnahmen zur Verfiigung (MESSMER, 1975; MESSMER et SUNDER-PLASSMANN, 1976). So
konnen — iiber die giinstige Beeinflussung der Blutviskositit — durch Anwendung der
isovoldmischen Hidmodilution mit Plasmaexpandern protektive Effekte beziiglich der
Ausbildung des postischdmischen Reperfusionsschadens im quergestreiften Muskel erreicht
werden (MENGER et al., 1989a, 1989b). Ferner kann durch den Einsatz hyperosmolarer
Losungen die hypoxiebedingte Endothelzellschwellung und somit das Ausmall des
postischdmischen Reperfusionsschadens im Muskel signifikant reduziert werden (MAZZONI et
al., 1989; NOLTE et al., 1992b). Neben diesen einerseits auf die Rheologie des Blutes und
andererseits auf das vaskuldre Endothel wirksamen therapeutischen MaBBnahmen erscheinen
bei der Volumensubstitution jene Losungen therapeutisch besonders vielversprechend, die
neben einer Verbesserung der FlieBeigenschaften auch die Fahigkeit des Sauerstofftransportes
in das Gewebe aufweisen.

Mit den Perfluorocarbonen (CLARK et GOLLAN, 1966; CLARK et al., 1975) und den aus
Vollblut angereinigten stromafreien Hidmoglobinldsungen (DE VENUTO et al., 1979) bestehen
derzeit zwei Substanzgruppen, welche die sauerstofftragende Funktion des Blutes
iibernehmen konnen und daher im folgenden aufgrund dieser partiellen Funktion nur unter

Vorbehalt als ,,Blutersatzlosungen* bezeichnet werden:
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Bei Perfluorocarbonen steht dem Vorteil der biologischen Inertheit die lineare Abhangigkeit
der Sauerstoffbindung vom Sauerstoffpartialdruck gegeniiber: die fiir eine ausreichende
Oxygenierung notwendige Sauerstoffatmosphire von 100 % (NAITO et YOKOHAMA, 1978)
kann klinisch nur durch Beatmung erreicht werden. Somit erfahren diese Losungen ihren
Einsatz primir an intubierten Patienten. Gegenwirtig konnten die Perfluorocarbone bei der
klinischen Therapie des akuten Lungenversagens Neugeborener (hyalines Membransyndrom)
durch ,Liquid Ventilation, das heillt durch intraalveoldre Infusion der kollabierten
Lungenbldschen mit einer Perfluorocarbonlésung unter PEEP-Beatmung, erfolgreich
eingesetzt werden (CURTIS et al., 1991; JACKSON et al., 1994).

Dem klinischen FEinsatz von Hémoglobinlosungen standen bisher verschiedene
Toxizitdtsprobleme entgegen (WINSLOW, 1989). Hierzu gehoren die zu Niereninsuffizienz
fiihrende renale Ausscheidung des in o-fB-Heterodimere zerfallenden Hdmoglobinmolekiils
(URBAITIS et al., 1991), die Aktivierung der Komplementkaskade (FEOLA et al., 1988) und
schlieBlich die vasokonstringierende Wirkung des Himoglobinmolekiils selbst (MACDONALD
et WEIR, 1991). Die Vernetzung der Hamoglobinmolekiile durch intramolekulare kovalente
Bindungen verhinderte den Zerfall des Hdmoglobinmolekiils in o-B-Heterodimere sowie
deren konsekutive renale Ausscheidung (CHATTERIJEE et al., 1986) und konnte so das Problem
der Nephrotoxizitit beseitigen. Nach Auflosung der Erythrozytenmembran gelang die
Anreinigung bei der Gewinnung der Losungen zundchst nur unzureichend, so daB die
Kontamination der Produkte mit Endotoxin oder noch vorhandenen Membranphospholipiden
Nebenwirkungen wie pseudoallergische Reaktionen durch Komplementaktivierung
verursachten; einige Hersteller haben diese Schwierigkeit jedoch {iberwunden (SNYDER et al.,
1987; PRZYBELSKI et al., 1991). Die vollstindige Kldrung der vasokonstringierenden Effekte
des Hamoglobinmolekiils, denen auch die Erhohung des mittleren arteriellen Blutdruckes
zuzuschreiben ist, steht nach wie vor aus (COLLINS et al., 1993). Durch histomorphologische
Untersuchungen konnte zwar der Nachweis fiir die Fahigkeit dieser Losungen, Sauerstoff zu
transportieren und ins Gewebe abzugeben (COLE et al., 1992, 1993), erbracht werden, die
Zulassung von Himoglobinldsungen am Menschen erforderte jedoch, da3 die Wirkung dieser
Losungen auf der Ebene der Mikrozirkulation vor allem im Hinblick auf mogliche
Vasokonstriktion und auf intravitale Aktivierung und Adhédsion der intravaskuldren
Leukozyten untersucht wiirde (FRATANTONI, 1991).

Der Tonus des kardiovaskuldren Gefalsystems wird durch das exakte Gleichgewicht von
gefdflerweiternden und gefdBBverengenden und vom Gefdllendothel erzeugten Substanzen
aufrechterhalten (VANE et BOTTING, 1992). Hamoglobinlosungen stehen im Verdacht, nicht

nur den als Stickoxid (PALMER et al., 1987) identifizierten ,,endothelial derived relaxing



factor zu binden, sondern auch die vermehrte Freisetzung von Endothelin-1 aus dem
Gefillendothel zu provozieren, was den beobachteten Anstieg des mittleren arteriellen
Blutdruckes erkldren konnte. Zusammen mit einem gesteigerten Angebot von molekularem
Sauerstoff konnte die Freisetzung von Eisenionen (Fe’) aus der Him-Gruppe des
Hamoglobinmolekiils in das Gewebe die Funktion von Hémoglobin als stark wirksamem
Fenton-Reagens (SADRZADEH et al., 1984) ermdglichen. Auf diese Weise wiirde die Bildung
von zytotoxischen Hydroxylradikalen (OH") in der Haber-WeiB-Reaktion begiinstigt und die
weitere Lipidperoxidation verstérkt.

Die Intravitalmikroskopie ermoglicht die direkte Darstellung des gesamten
mikrozirkulatorischen Netzwerkes aus Arteriolen, Kapillaren und postkapilliren Venolen.
Somit kénnen Gefalldurchmesser, die Interaktionen verschiedener Zellen und die endotheliale
Permeabilitdit unter pathologischen und pathophysiologischen Bedingungen untersucht
werden (ASAISHI et al., 1981; ZEITL et al., 1989).

Unter Verwendung des Riickenhautkammermodells am Syrischen Goldhamster (ENDRICH et
al., 1980) wurde daher in der vorliegenden Studie die Wirkung verschiedener, chemisch
modifizierter ~Hidmoglobinlésungen auf die Mikrozirkulation 1im  quergestreiften
Riickenhautmuskel im Vergleich zu herkdmmlichen Plasmaexpandern — wie etwa 6 %igem
Dextran 60 — untersucht. Ziel war es, die Effekte der Losungen auf die mikrovaskuldre
Gewebeperfusion dabei sowohl unter physiologischen Bedingungen von hypervolamischer
Infusion und isovoldmischer Hamodilution als auch unter den pathophysiologischen
Bedingungen des hdmorrhagischen Schocks und der nachfolgenden Wiederbelebung

qualitativ und quantitativ zu erfassen.



2. Theoretischer Teil

2.1 Applikationsformen

2.1.1 Hypervoliamische Infusion

Die in dieser Studie durchgefiihrte hypervoldmische Infusion stellt eine VergroBerung des
zirkulierenden Blutvolumens durch Infusion einer isoonkotischen Losung um maximal 10 %
dar, die definitionsgemidfl nicht in relevanten makrohdmodynamischen Verdnderungen

resultiert.

2.1.2 Isovolimische Himodilution

Die isovoldmische Hémodilution stellt bei definitionsgemil3 konstantem, zirkulierendem
Blutvolumen den simultanen Austausch von Vollblut durch eine identische Menge einer iso-
onkotischen kolloidalen Infusionsléosung dar. Seit ihrer Einfiihrung (LAKS et al., 1973;
KLOVEKORN et al., 1974) hat sie einen festen Platz im klinischen Repertoire der Kompensa-
tion des intra-operativen Blutverlustes (HABLER et MESSMER, 1997; BRYSON et al., 1998). Sie
wird bei gesunden Patienten durch die Verschlechterung der plasmatischen Gerinnung
deutlich vor Erreichen eines fiir die Gewebeoxygenierung kritischen Hadmatokrit limitiert

(McLoughlin et al., 1996).

2.1.3 Himorrhagischer Schock

Der hidmorrhagische Schock ist definiert als akute Kreislaufinsuffizienz durch ein
MiBverhéltnis zwischen Volumenkapazitit des Gefdllsystems und zirkulierendem
Blutvolumen aufgrund massiven Blutverlustes nach Traumen oder groflen Operationen (VON

SANDERSLEBEN, 1990; MARZI et MUTSCHLER, 1999). Dadurch kommt es zu einem
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ungeniigenden Blutangebot an das Herz und konsekutiv vermindertem Herzzeitvolumen,
Hypotonie, Akkumulation von Metaboliten des Zellstoffwechsels und reduzierter
Sauerstoffabgabebereitschaft des Himoglobins, wobei die Gesamtheit dieser Erscheinungen

in einem als Schocksyndrom bezeichneten Kreislaufversagen enden (MESSMER et al., 1987).

2.1.3.1 Pathophysiologie

Der von starkem Blutverlust hervorgerufene Volumenmangel fiihrt zu einem verminderten
Riickstrom aus den vendsen KapazititsgefaBBen, wodurch die Durchblutung der Peripherie
weiter eingeschrankt wird. Es kommt dann zur Sequestration roter Blutkdrperchen in das peri-
vaskuldre Gewebe der Endstrombahn und damit zu weiter abnehmendem vendsen Riickflufl
zum Herzen, worauf der Organismus durch vermehrte Katecholaminausschiittung aus dem
Nebennierenmark kompensatorisch sympathikoadrenerg reagiert. Je nach Schwere des
Schocks wird so durch Stimulation von [3;-Rezeptoren eine Zunahme der Herzfrequenz und
durch Stimulation von a-Rezeptoren eine Vasokonstriktion sowohl der Arteriolen als auch
der venosen Kapazititsgefile erreicht, wodurch sich der hydrostatische Druck im
postkapilldren Gefallbett erhoht. Es kommt folglich zu gesteigerter Extravasation von

Plasmaproteinen und von intravasaler Fliissigkeit in das hypoxisch vorgeschidigte Gewebe

(MESSMER et al., 1987).

2.1.3.1.1 Verinderungen in der Mikrozirkulation

Das normale mikrovaskuldre Perfusionsmuster ist gekennzeichnet durch die zeitliche und
rdumliche Variation des kapilldren Flusses und unter anderem abhingig von der Fluiditdt des
Blutes selbst. Diese ist durch FluBgeschwindigkeit, lokalen Himatokrit und Verformbarkeit
der Erythrozyten bestimmt. Weiterhin hingt das normale mikrovaskuldre Perfusionsmuster
vom lokalen Blutdruck, von der arterioliren Vasomotion und schlieBlich von der
Leukozyten/Endothel-Interaktion  als  Schliisselfunktionen  der  Regulation  des
GefaBwiderstandes und somit der nutritiven Versorgung des Gewebes mit Nahrstoffen und
Sauerstoff (MESSMER et SUNDER-PLASSMANN, 1976; MESSMER et KREIMEIER, 1989) ab. Im
Schock sind zentrale und vor allem lokale Kontrollmechanismen der Mikrozirkulation
beeintrdachtigt. Die im Rahmen der sympatikoadrenergen Reaktion ausgeschiitteten

Katecholamine wirken iiber a-Rezeptoren auf die prakapilliren Arteriolen und postkapilldren
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Venolen vasokonstriktorisch und vermindern so den stromungswirksamen Druckgradienten
und damit die Gesamtzahl der perfundierten Kapillaren (KESSLER et al., 1976; MESSMER et
INTAGLIETTA, 1986; MESSMER et SUNDER-PLASSMANN, 1976; SUNDER-PLASSMANN et
MESSMER, 1972). Die Vasomotion der Arteriolen ist vermindert oder nicht mehr vorhanden
(INTAGLIETTA, 1991). Das Absinken der intravaskuldren BlutfluBgeschwindigkeit betrifft vor
allem die Venolen, wo es zum Stillstand der Perfusion bis hin zum Austreten von
Blutbestandteilen aus dem Gefdlbett kommen kann. Die inhomogene Gewebeperfusion
(APPELGREEN et LEWIS, 1972) beeintrdchtigt den An- und Abtransport von Sauerstoff,
Néhrstoffen und Stoffwechselprodukten, so daB es auf Grund der Akkumulation saurer
Stoffwechselprodukte zu Dilatation der prikapilldren Arteriolen bei anhaltender Konstriktion
der postkapilliren Venolen (MESSMER et SUNDER-PLASSMANN, 1976) und zu
hypoxiebedingter Schwellung von Endothelzellen (MAZZONI et al., 1988, 1989) sowie zu
gesteigerter Interaktion von Leukozyten mit dem mikrovaskuldren Endothel postkapillarer
Venolen kommt (MENGER et al., 1988; GRANGER et al., 1989). SchlieBlich resultiert daraus
eine mechanisch bedingte Verminderung der mikrovaskuldren Durchblutung bis hin zum
vollstdndigen Verschlul des GefdBlumens durch geschwollene Endothelzellen und ihnen
angelagerte korpuskuldre Blutbestandteile (HAMMERSEN et al., 1989), wobei der Blutfluf3 in
Kapillaren durch einzelne Leukozyten, welche im reduzierten Kapillarlumen steckenbleiben,

unterbunden werden kann (SCHMID-SCHONBEIN, 1987).

2.1.3.1.2 Verhalten der Leukozyten

Neben den mechanischen Verdnderungen der Perfusion spielen pathobiochemische Reak-
tionen auf zelluldrer Ebene eine besondere Rolle. Es kommt durch lokale Schiadigung des
Gefillendothels und verminderten BlutfluB zur Aktivierung der Komplementkaskade. Die
dabei gebildeten Komplementfaktoren C3a und C5a bewirken die chemotaktische
Aktivierung von Leukozyten und mononukledren Zellen und deren Akkumulation,
Aggregation und Adhédsion am Gefdllendothel postkapillirer Venolen. Im GefdB3endothel
kommt es unter ischdmischen Bedingungen zur Enzymkonversion: Xanthindehydrogenase
wird zu Xanthinoxidase (GRANGER, 1988; GRISHAM et al., 1987; PARKS et GRANGER, 1988;
GRANGER et al., 1989). Bei der Reperfusion niitzt das aus dem ATP-Abbau stammende
Hypoxanthin molekularen Sauerstoff als Coenzym fiir den weiteren Abbau zur Harnsdure.
Auf diese Weise entsteht das hochreaktive Superoxid-Radikal (O, °), welches in Anwesenheit

von Wasser die spontane Bildung von Wasserstoffperoxid (H»O,) begiinstigt (GRANGER,
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1988; GRANGER et al., 1989). Aus H,O, und O, * kann in Anwesenheit von Eisenionen (Fe%)

iber die Haber-Weiss-Reaktion das stark zytotoxische Hydroxylradikal (OH *) entstehen,
wihrend in Anwesenheit von Chloridionen (Cl) und Myeloperoxidase (MPO) aus
Granulozyten die ebenfalls stark zytotoxische hypochlorige Sdure (HOCI) gebildet wird.
Diese Radikale und Sduren konnen direkt eine Denaturierung von Zellproteinen induzieren
oder aber indirekt durch Lipidperoxidation von Membranphospholipiden zur weiteren
chemotaktischen Aktivierung und Akkumulation von Leukozyten beitragen (MCCORD, 1985;
GRANGER et al., 1989; SMITH et al., 1989; LEHR et al., 1992, 1993a, 1993b). Die Leukozyten
reagieren darauf mit Aggregation und Adhdrenz am Gefiflendothel sowie Emigration ins
Gewebe und bilden weitere Sauerstoffradikale. AuBlerdem setzen sie lysosomale Enzyme frei
und bilden weitere, dem Arachidonsduremetabolismus entstammende
Entziindungsmediatoren. So leisten sie der fortschreitenden Zerstérung der durch
Akkumulation in der anaeroben Glykolyse entstandener sauerer Metabolite bereits

vorgeschédigten Zellen Vorschub (Abb. 1).

ATP
2
= AMP
Hao]
5 X
2 Adenosin  Xanthindehydrogenase
Hypoxanthin + Xanthinoxidase OH, *-aktivierte
Reperfusion/ Serumfaktoren
Reoxigenation l
Leukozyten-
. zirkulierende
~ Adharel_lZ/ Leukozyten
Emigration
HOCI OH* PNM-Aktivatoren =~ Chemoattractiva
R-NH TNF C5a
LTB4 C3a
R-NHCI L1p1dperox1dat10n Proteasen )
Gewebeschéidigung

Abb. 1: Pathophysiologische Vorgidnge im Rahmen von Ischdmie und Reperfusion (mod. nach
GRANGER et al., 1988)
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2.1.3.2 Therapeutische Ansiitze

Aus den dargestellten pathophysiologischen Zusammenhingen ergeben sich verschiedene
Moglichkeiten, die Storungen der Gewebehomoostase zu beeinflussen. Die Himodilution mit
Volumenersatzmitteln wie etwa Dextran (MESSMER et al., 1986; MENGER et al., 1988, 1989)
und Hydroxyéthylstarke (MENGER et al., 1993) zielen auf die Verbesserung der rheologischen
Eigenschaften der Mikrozirkulation ab. Dabei konnte gezeigt werden, dafl eine signifikante
Verminderung der postischimischen Leukozyten/Endothel-Interaktion sowie eine
Verbesserung der kapilliren Perfusion mit gleichzeitig signifikant verbesserter
Gewebeoxygenierung erreicht wurde. Die isovoldmische Hamodilution mit Kolloiden fiihrt
iiber die Verminderung des Hématokrits und eine Steigerung der kapilldren
BlutfluBgeschwindigkeit zur Verbesserung der Sauerstofftransportkapazitit des Blutes, was in
einer homogeneren Sauerstoffverteilung und besseren Perfusion resultiert (MIRHASHEMI et al.,
1985; MESSMER et al., 1973; MESSMER, 1975; MESSMER et al., 1986; SCHMID-SCHONBEIN et
RIEGER, 1981; STUCKER et al., 1983; SUNDER-PLASSMANN et al., 1973; VICAUT et al., 1985).
Das gleiche Ziel — erweitert um die Moglichkeit des Sauerstofftransportes — wird mit dem
Einsatz von Blutprdparaten sowie sauerstofftragenden Losungen auf Himoglobin- und auf

Perfluorocarbonbasis verfolgt.

2.2 Blut und Blutersatz

2.2.1 Historischer Riickblick

Seit alters her wurden dem Blut die verschiedensten Eigenschaften zugesprochen. Das Chri-
stusbild vom Pelikan, der sich mit dem Schnabel die Brust aufreif3t, um seinen Nachwuchs zu
ernihren, findet seine Wurzeln im alten Agypten und basiert auf der grundlegenden
Vorstellung, Blut beinhalte das irdische Leben. Im alten Rom versprachen sich Epileptiker
Heilung vom Trinken des Blutes von Gesunden — bevorzugt wurde dabei dasjenige getoteter
Gladiatoren. Die Leibdrzte von Papst Innozenz VIII. versuchten im 15. Jahrhundert, das
Leben ihres greisen Herren durch das Blut dreier Knaben zu verldngern.

1628 publizierte William Harvey — als Erster in der abendldandischen Kultur — die von ihm seit
1616 vertretene Theorie der Zirkulation des Blutes (HARVEY, 1653). Wahrend Sir Christopher
Wren ab 1656 mit Hilfe von Federkiel und Harnblase die Injizierbarkeit von Ale, Wein,

Skammonium, Opium und im Tierexperiment auch von Blut tiberpriifte, fithrte John Willkens
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den ersten indirekten Bluttransfer auf einen Menschen durch: er spritze einer Prostituierten

das Blut eines Hundes. Richard Lower leitete erstmals 1665/1666 Blut direkt aus der Arterie

eines Tieres in die Vene eines zweiten; daneben arbeitete er an der Perfektionierung der

intravendsen Applikation von Losungen aus Wein und Bier, welche sich nur in aber nicht ex

vivo mit Blut mischen lieBen, und ersetzte spiter die bis dahin iiblichen Federkiele durch

Silberrohrchen (HOLLINGSWORTH, 1928). Vor medizinischem Hintergrund arbeitete zeitgleich

auch Jean Baptiste Denis, Leibarzt Konig Ludwigs XIV. von Frankreich, an der Ubertragung

von Blut auch von Menschen auf Menschen, muflte diese Bemiihungen aufgrund einer letalen

Inkompatibilititsreaktion nach wiederholter heterologer Transfusion jedoch aufgeben.

Zeit Forscher Innovation

1628 Harvey Entdeckung der Blutzirkulation

1656 Wren Erste intravendse Volumensubstitution

1665 Lower Erste homologe direkte Bluttransfusion am Tier
1667 Denis Erste heterologe Bluttransfusion am Menschen
1818 Blundell Erste homologe Bluttransfusion am Menschen
1835 Bishoff Defibrinierung

1867 Pasteur Eiterbildung durch Bakterien

1867 Lister Antisepsis

1898 von Stark Erste Infusion von Hdmoglobinlosung an Menschen
1900 Landsteiner Isoagglutinine

1916 Sellards / Minot Préparation stabiler Himoglobinldsung

1933 Amberson Ersatz von Blut durch Himoglobinldsung

1940 Wangensteen  Blutplasma-Infusion

1957 Chang Hamglobin in Liposomen

1966 Clark Atmung einer Maus in Fluorocarbonlésung
1967 Sloviter Infusion einer Perfluorocarbonlésung

1967 Rabiner Stromafreie Himoglobinlosung

1968 Bunn Héamoglobin-Dimerisation

1969 Benesch Reduzierte Sauerstoffaffinitdt von Himoglobin

Tab. 1: Geschichte des Blutersatzes
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In seiner Dissertation von 1817 erwéhnt John Henry Leakock als mogliche Behandlungsform
des massiven Blutverlustes die Bluttransfusion, wobei er der homologen Transfusion wegen
des geringeren Risikos den Vorzug vor der heterologen gibt. In Kenntnis dieser Aussage
sammelte der Geburtshelfer James Blundell Blut seiner Assistenten, um es Wochnerinnen mit
sonst fatalen Blutungen ab 1818 erfolgreich zu injizieren (JONES et MACKMUL, 1928). Ein
erster bedeutender Schritt war die Entdeckung der Defibrinierung des Blutes durch Bishoff
1835 (WINSLOW, 1991), so daB3 bis 1875 weltweit etwa 350 Bluttransfusionen durchgefiihrt
werden konnten. Die Erfolgsquote lag jedoch nur bei ca. 50 %, da gravierende Probleme erst
nach und nach geldst wurden. Nachdem Lister 1867 auf der Grundlage der Erkenntnisse von
Pasteur die aseptische Technik in das Transfusionswesen eingefiihrt hatte wurde das seit 1869
als Antikoagulans verwendete Natriumphosphat, das mit vielen Blutbestandteilen
interferierte, ab 1914 durch Natriumcitrat ersetzt. Ein wesentlicher Beitrag zur Vermeidung
von Inkompatibilititsreaktionen war die Entdeckung der im ABO-System klassifizierten
Erythrozytenantigene durch Landsteiner.

Wihrend zu Beginn des 20. Jahrhunderts die Aufmerksamkeit mehr auf die Erforschung von
Blutersatzlosungen gerichtet war (AMBERSON, 1937), gelang in der Zeit des Zweiten
Weltkrieges in den Vereinigten Staaten von Amerika der Nachweis, dal Blutplasma dem
Menschen direkt verabreicht werden kann (WANGENSTEEN et al., 1940). Damit war der
Durchbruch bei der Transfusion zumindest von Blutbestandteilen, die ihre erste
militdrmedizinische Anwendung bereits 1870/71 im Krieg zwischen Preuflen und Frankreich
erfahren hatte, erreicht. Von 1941 bis 1945 wurden vom US-amerikanischen Roten Kreuz ca.
13 Millionen Blutkonserven gesammelt (WINSLOW, 1991) und zunéchst zu Plasma, welches
getrocknet transportiert wurde, und spdter vor allem zu Humanalbumin verarbeitet. Es hatte
sich ndmlich herausgestellt, dal unerwiinschte Wirkungen des Blutplasmas der Globulin-
Fraktion und nicht dem Albumin zuzuschreiben waren (COHN, 1947). Nachdem durch
Verwenden einer Mischung aus Zitronensdure und Dextrose nach drei Wochen noch ca. 70 %
der gelagerten Erythrozyten vital waren (LOUTIT et MOLLISON, 1943), wurden ab 1944 die

ersten Vollblutkonserven mit einer Haltbarkeit von 38 Tagen nach Europa verschiftt.

2.2.2 Heutiger Stand der Bluttransfusion

Die Gefahren der Bluttransfusion konnten bis heute erheblich reduziert werden. Trotzdem
stellt die Infusion von Spenderblut nach wie vor ein nicht zu unterschitzendes Risiko fiir den

Patienten dar. In den Vereinigten Staaten von Amerika werden derzeit ca. 10 Millionen
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Blutkonserven transfundiert, ein Drittel davon unter Notfallbedingungen (COHN, 1997). So
werden fiir die inzwischen wieder deutlich reduzierte Wahrscheinlichkeit der Ubertragung
von HIV 1 oder HIV 2 durch Bluttransfusionen in den Vereinigten Staaten von Amerika und
der Bundesrepublik Deutschland immer noch Werte zwischen 1:420.000 und 1:900.000
angegeben (POSEY, 1989; KLEIN, 1994; KLEIN, 1995; SCHWARTZ et al., 1995; SCHREIBER et
al., 1996; HABLER et MESSMER, 1997), fiir die Ubertragung von Hepatitis B Werte um
1:65.000 (KLEIN, 1994; KLEIN, 1995; SCHREIBER et al., 1996) und fiir Hepatitis C Werte
zwischen 1:3.000 und 1:125.000 (DONAHUE et al., 1992; KLEIN, 1994; KLEIN, 1995; RIGGERT
et al., 1996; SCHREIBER et al., 1996). Neben weiteren Viren konnen auch Bakterien mit einer
Wabhrscheinlichkeit von bis zu 1:2.500 (KLEIN, 1995) bei der Transfusion von Blut iibertragen
werden. Eine Kontrolle neuer, vermuteter Infektionswege wie bei der Varianten Creutzfeld-
Jakob-Krankheit ist derzeit noch nicht mdglich und kann bisher nur durch Ausschlufl
potentiell kontaminierter Spender erfolgen (WINSLOW, 2000; DEPARTMENT OF HEALTH AND
HUMAN SERVICES, 2001). Die immunsupressive Wirkung der Bluttransfusion (HEISS et al.
1997) wird ausschlieBlich in der Transplantationschirurgie als Vorteil geschétzt wird (OPELZ
et al, 1973), auBerdem konnte auch nachgewiesen werden, daB sich transfundierte
Lymphozyten wie ein transplantiertes Organ im Empfiangerorganismus etablieren kdnnen
(DzIK, 1994).

Die begrenzte Verfiigbarkeit und Haltbarkeit von Blutkonserven bei gleichzeitig grofem
volkswirtschaftlichen Aufwand zu deren Bereitstellung fithrten zu intensiven Bemiihungen
um die Entwicklung brauchbarer Blutersatzlosungen und deren industrielle Herstellung
(WINSLOW, 1989). Der zivile und militidrische Blutbedarf hat zudem auch in jiingster Zeit
keineswegs abgenommen. Pro Jahr werden in der Bundesrepublik Deutschland
ca. 4 Millionen, in den Vereinigten Staaten ca. 16 Millionen Blutkonserven verbraucht, die
immer aufwendigeren Testverfahren unterzogen werden miissen (AUBUCHON et al., 1997),
wihrend die Ressource Blut jedoch immer knapper wird (DEPARTMENT OF HEALTH AND
HUMAN SERVICES, 1999). Aufgrund neuer Kriegstechniken und den so verdnderten
Anforderungen auch an das Sanitdtswesen (POPE et al., 1999) wurde im Zweiten Golfkrieg
Blut vor allem der unbegrenzten Haltbarkeit wegen gefroren transportiert und gelagert. Die
Aufarbeitung zu applizierbaren Produkten vor Ort erforderte jedoch eine enorme Logistik,
wie sie nur mit Lazarettschiffen gewihrleistet werden kann (WINSLOW, 2000).
Blutersatzstoffe sollen nun ohne die Gefahren von Infektionen und immunologischen
Unvertriaglichkeitsreaktionen von den biologische Funktionen des Blutes im wesentlichen den
Gastransport, die nutritive Versorgung des Gewebes und eine Beteiligung an der Regulation

des Saure-Basen-Haushaltes iibernehmen.
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2.2.3 Physiologie des Sauerstofftransportes durch Himoglobin

Abb. 2: Das Sauerstoffatom schiebt sich bei Anlagerung an das zentrale Eisenatom zwischen das
Porphyringeriist und die Seitenkette des distalen Histidinrestes. (G. Loffler und P. E.

Petrides: Physiologische Chemie, 1988, Springer, Berlin Heidelberg, p. 119)
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Abb. 3: Sauerstoffbindungskurve des Himoglobins ()
A. Rechtsverschiebung durch pHY, CO,T, DPGT (m);
Linksverschiebung durch pHT, CO,{, DPGY (0)
B. Effekte von erhdhtem (A) und erniedrigtem (V) Hiamoglobingehalt auf die Sauerstoff-

transportkapazitit des Blutes
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Da der Fahigkeit der zu entwickelnden Blutersatzlosungen zum Sauerstofftransport zentrale
Bedeutung beigemessen wurde (RABINOVICI et al., 1990; VANDEGRIFF et al., 1989), stellte die
Physiologie des Hémoglobinmolekiils, welches fiir den Transport von Sauerstoff zum
Gewebe sowie den Abtransport von Kohlendioxid (CO,) aus dem Gewebe verantwortlich ist,
einen zentralen Forschungsschwerpunkt dar. Himoglobin ist ein tetrameres Protein, das beim
Menschen aus insgesamt 674 Aminosduren besteht, ein Molekulargewicht von 64.500 Dalton
aufweist und erstmals von Hoppe-Seyler kristallisiert wurde. Der unpolare und daher im
wiassrigen Milieu von Extra- und Intrazelluldrraum nur schlecht 16sliche Sauerstoff wird von
ihm an ein zweiwertiges Eisenatom seiner prostethischen Gruppe — dem Hadm-Molekiil —
angelagert, ohne dall sich dabei die Wertigkeit des FEisens #dndert (Abb. 2); die
Sauerstofftransportkapazitit des Blutes wird durch Hamoglobin auf das 70fache gesteigert.
Das in menschlichen Erythrozyten befindliche Hdmoglobin ist bei 37°C, einem pH von 7,4
und einem Sauerstoffpartialdruck von 26,6 mm Hg zu 50 % gesittigt (pso). Wegen der
Kooperativitit seiner vier Proteinketten — das vierte Sauerstoffmolekiil wird einige hundert
Male schneller aufgenommen als das erste — weist das Himoglobinmolekiil eine sigmoide
Sauerstoftbindungskurve auf, wie sie in Abb. 3 in Abhéngigkeit vom Sauerstoffpartialdruck
dargestellt 1st.

Metabolische  Verdnderungen wie Azidose oder Hyperkapnie bewirken eine
Rechtsverschiebung der Sauerstoffbindungskurve. Aufgrund der unter diesen Bedingungen
reduzierten  Sauerstoffaffinitit des Himoglobinmolekiils ist zwar ein hdherer
Sauerstoffpartialdruck zu dessen Oxygenierung notwendig, der Sauerstoff wird aber im
hypoxischen, saueren Gewebe leichter abgegeben. Hingegen bewirkt der in den
Lungenkapillaren lokal erhohte pH-Wert eine gesteigerte Aufnahme von Sauerstoff
(BoHR et al., 1904). Nicht sicher geklart ist, ob die CO,-Konzentration eine spezifische
Wirkung auf das Himoglobinmolekiil hat oder lediglich iiber die Anderung des pH-Wertes
Einfluf nimmt. Zwar tragen Erythrozyten unter Ruhebedingungen nur etwa 38 % der
Kohlendioxidfracht, wihrend der grofere Teil im Blutplasma transportiert wird, jedoch sind
insgesamt nur ungefdhr 10 % des Kohlendioxides physikalisch geldst. Die iibrigen 90 % der
Kohlendioxidfracht werden durch eine intraerythrozytire Carboanhydrase zu Bikarbonationen
umgeformt und die dabei entstehenden Protonen durch Hamoglobin abgepuffert, wodurch das

Molekiil auch beim Abtransport von Kohlendioxid eine wichtige Stellung einnimmt.
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2.2.3.1 Humanes Himoglobin

In menschlichen Erythrozyten wird die Sauerstoffaffinitit des Himoglobins durch organische
Phosphate — vor allem durch 2,3-Diphosphoglyzerat (2,3-DPG) aber auch durch
Adenosintriphosphat — wesentlich beeinflufit. Ein Konzentrationsanstieg fiihrt jeweils zur
Rechtsverschiebung der Sauerstoffbindungskurve des Himoglobinmolekiils, woraus sich eine
erschwerte Oxygenierung des Molekiils in der Lunge sowie eine erleichterte Sauerstoffabgabe
durch das Molekill im sauerstoffkonsumierenden Gewebe ergibt. Der Signalmetabolit
2,3-DPG entsteht auf einem Nebenweg der Glykolyse und vermindert die Sauerstoffaffinitit

von Hamoglobin durch Anlagerung an das deoxygenierte Molekiil.

2.2.3.2 Bovines Himoglobin

Bovines Hémoglobin weist unter physiologischen Bedingungen eine geringere
Sauerstoffaffinitdt und einen ausgepriagteren Bohr-Effekt als humanes Hamoglobin auf.
AuBerdem wird die Sauerstoffaffinitdt nicht durch das nur intrazelluldr zur Verfiigung
stehende 2,3-DPG sondern durch Cl'-Ionen beeinflullit (BUNN, 1971, FEOLA et al., 1983;
FRONTICELLI et al., 1984). Daher erscheint bovines Himoglobin fiir die Verwendung in

zellfreien Himoglobinldsungen besonders geeignet.

2.2.3.3 Pathobiochemie

Bei gesteigertem oxidativen Stress kann das Hamoglobinmolekiil als Fenton-Reagens
(SADREZADEH et al., 1984) die Bildung von zytotoxischen Hydroxylradikalen aus iiber die
Haber-Weiss-Reaktion bereitgestelltem Wasserstoffperoxid begiinstigen und so der Lipid-
peroxidation Vorschub leisten. In Erythrozyten sorgen die Enzyme Superoxiddismutase und
Peroxidase fiir eine stete Entgiftung. Da das normalerweise zweiwertig gebundene Hdm-Eisen
hierbei ein Elektron zur Verfiigung stellt, wird das Hidmoglobin zu Methdmoglobin oxidiert,
welches iliber das dreiwertige Eisen keinen Sauerstoff mehr binden kann. Dieser Vorgang
wird als Autooxidation bezeichnet. Der Methdmoglobingehalt in Erythrozyten ist Dank des
NADH-abhédngigen Enzyms Methimoglobinreduktase normalerweise nicht groBer als

1 bis 2 %.
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2.2.4 Sauerstofftragende Losungen

Bei der Entwicklung von Losungen, welche die Sauerstofftransportfunktion des Blutes
tibernehmen konnen, werden die Molekiilgruppe der Perfluorocarbone und das natiirliche

Tragermolekiil fiir Sauerstoff im Gefallbett von Lebewesen, das Himoglobin, untersucht.

2.2.4.1 Perfluorocarbone

Die chemisch hergestellten, halogenierten Perfluorocarbonmolekiile sind biologisch vollig
inert und konnen grofle Mengen von Gasen, also auch von Sauerstoff, binden. Da sie nicht
biologischen Ursprungs, billig zu produzieren und lange haltbar sind, sind sie als
Blutersatzlosung interessant. Perfluorocarbone sind nicht mit wéssrigen Losungen
vermischbar und bediirfen der Emulsion, um intravends appliziert zu werden. Die Empfanger
konnen dabei grippedhnliche Symptome sowie eine Thrombozytopenie entwickeln (FLAIM,
1997). Neben der Beatmung mit Fliissigkeiten (CLARK et GOLLAN, 1966) bei
unterschiedlichen =~ Formen des Lungenversagens bei  Neugeborenen (hyalines
Membransyndrom) oder Erwachsenen (ARDS) und der Verwendung zur Reabsorption von
Luftbldschen nach kardiochirurgischen Eingriffen (WINSLOW, 2000) kdnnen sie vor allem zur
akuten normovoldmischen Hamodilution vor bzw. wihrend chirurgischer Eingriffe mit
grofBem Blutverlust eingesetzt werden (HABLER et al., 1998). Thr Einsatz wird aber durch eine
kurze Halbwertszeit und die Elimination der emulgierten Perfluorocarbontropfchen durch das

Retikuloendotheliale System limitiert.

2.2.4.2 Stromafreie Himoglobinlésungen

Bei der Entwicklung einer sauerstofftragenden Blutersatzlosung bot sich als moglichst
physiologischer Ansatz eine Proteinlosung an, welche aus Erythrozyten herausgelostes,
stromafreies Hdmoglobin enthielt. Noch am Ende des 19. Jahrhunderts gelang erstmals die
Priparation und subkutane Injektion von stromafreiem Hidmoglobin (VON STARK, 1898),
wobei die andmischen Patienten lediglich mit einer Schwellung an der Injektionsstelle
reagierten. Sellards und Minot gelang die Herstellung einer stabileren Himoglobinldsung
(SELLARDS et MINOT, 1916), deren Injektion jedoch immer in Hamoglobinurie, in drei der

von ihnen behandelten 33 Fille auch in Fieber und Krampfanfillen resultierte. Auch die
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Patienten anderer Forscher litten nach Applikation von Himoglobinldsungen hauptsédchlich
unter Bauchschmerzen und Bauchkrimpfen, Ubelkeit, Erbrechen und Krampfanfillen.
Amberson, der wihrend des Zweiten Weltkrieges die Technik der Hdmoglobinpraparation
weiter verbessert hatte, infundierte 1947 einer Patientin mit postpartalem hédmorrhagischen
Schock 2,3 Liter einer von ihm hergestellten Himoglobinlosung. Die Himodynamik der
Patientin konnte so zwar stabilisiert werden, sie starb jedoch in der oligurischen Phase der
sich entwickelnden Niereninsuffizienz (AMBERSON et al., 1949). In der Folgezeit wurde eine
Vielzahl von Hamoglobinldsungen aus unterschiedlichen Quellen auf verschiedene Weise

hergestellt, die aber folgende grundsétzliche Probleme gemein haben.

2.2.5 Probleme der stromafreien Himoglobine

2.2.5.1 Sauerstoffbindung

Stromafreies (humanes) Himoglobin zeigt aufgrund des fehlenden allosterischen Regulators
2,3-Diphosphoglycerat eine gesteigerte Sauerstoffaffinitit, was in einer Linksverschiebung —
der Halbsittigungsdruck pOsy betrdgt bei 37 °C und pH 7,4 fir stromafreies humanes
Hamoglobin 16 mm Hg — und einer Abflachung der Sauerstoffbindungskurve (SUNDER-
PLASSMANN et al., 1975) resultiert. Wie bereits erwéhnt, wird dadurch die Abgabe von
Sauerstoff in das Gewebe erschwert (SUNDER-PLASSMANN et al., 1973; JESCH, 1981). Durch
Bindung geeigneter Effektoren, wie z.B. Pyridoxalphosphat, an die prostetische Gruppe des
Héamoglobinmolekiils (BENESCH et BENESCH, 1969; JESCH et al., 1976; MESSMER et al., 1979)

konnten pOsp-Werte im physiologischen Bereich erzielt werden.

2.2.5.2 Nephrotoxizitiit

Ein Problem aller chemisch nicht verdnderten H&moglobinlosungen war die kurze
Verweildauer der Hadmoglobinlosungen im Organismus, verursacht durch den endogenen
Zerfall des Hamoglobins in seine beiden of-Heterodimere. Aufgrund ihrer Nierengidngigkeit
fiihrten diese zum Crush-Syndrom und letztlich zum Nierenversagen. Der Zerfall des
Tetramers konnte durch eine intermolekulare Vernetzung der Proteinketten (KOTHE et al.,
1985) — z.B. durch Vernetzung der Lysinreste auf Position 99 der a-Ketten des

Héamoglobinmolekiils (CHATTERJEE et al., 1986) — wirksam verhindert werden. Auch die
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intramolekulare Vernetzung mit Bis-(3,5-dibromosalicyl)-Fumarat (Diaspirin) wurde
vorgenommen (SNYDER et al., 1987; LARSEN et al., 1990). Die Polymerisation zu grof3eren
Molekiilaggregaten wird u.a. mit Glutaraldehyd erreicht (SEHGAL et al., 1983). Diese
chemische Modifikation beseitigte nicht nur das Problem der Nephrotoxizitit, auch die
Isoonkotizitdt hoherer Hiamoglobinkonzentrationen wurde so ermoglicht (DE VENUTO et

ZENGA, 1982; PALLER, 1988; LEE et al., 1989).

2.2.5.3 Kontamination

Die problematische Anreinigung des Proteins Hdmoglobin bei der Herstellung der Losungen
und die damit verbundene, von Endotoxin verursachte Komplementaktivierung fiihrte im
Experiment zu Thrombopenie, Leukozytopenie und disseminierter intravasaler Koagulopathie
bis hin zum Multiorganversagen (FEOLA et al., 1988). Das Toxizitdtsproblem verringerte sich
erheblich, seit es moglich geworden ist, Himoglobin durch Zentrifugation mit Chlorophorm
vollstdndig von Membranphospholipiden zu reinigen und durch spezielle Filtrationstechniken

von Endotoxin zu befreien.

2.2.5.4 Vasokonstriktion

Als weitere Wirkung wird der spezies- und dosisunabhingige Blutdruckanstieg direkt auf die

vasokonstriktorischen Effekte des Himoglobinmolekiils zuriickgefiihrt. Als Ursachen werden

verschiedene Hypothesen der Wechselwirkung des Hamoglobins mit vasoregulatorischen

Mechanismen angefiihrt:

1. Hamoglobin bindet den endothelial gebildeten Vasodilatator NO (endothelium derived
relaxing factor) und blockiert so dessen vasodilatatorische Aktivitdt (MARTIN et al., 1985).

2. Hamoglobin verursacht eine gesteigerte Ansprechbarkeit adrenerger Rezeptoren fiir
Katecholamine (COLLINS et al., 1993; GULATI et al., 1994b).

3. Himoglobin induziert die Freisetzung des endothelial gebildeten Vasokonstriktors
Endothelin-1 (MACDONALD et WEIR, 1991; MACHI et al., 1991; SCHULTZ et al., 1993;
MALCOLM et al., 1994).

4. Oxigeniertes Hdmoglobin erhoht akut die intrazellulire Konzentration von Inositol-
Phosphaten, welche als "second messengers" bei der Kontraktion der glatten Muskelzellen

von Blutgefdflen dienen (VOLLRATH et al., 1990).
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2.2.5.5 Lipidperoxidation

Sowoh! reduzierte (Fe’") als auch oxidierte (Fe’") Eisen-lIonen tragen zur Bildung von
Radikalen bei: Fe*" reagiert mit Lipidhydroperoxiden zu Alkoxyradikalen und Peroxyradikale
werden in Anwesenheit von Fe’" gebildet. Beide katalysieren die weitere Lipidperoxidation
als Kettenreaktion. Da die autooxidative Potenz von Eisen dafiir nicht ausreicht, wird diese

vermutlich von Eisen-Chelat-Komplexen in Gang gesetzt (BUCHER et al., 1983).

2.2.6 Modifizierte Himoglobine

Seit Herstellung der ersten wirklich stromafreien Himoglobinldsung (RABINER et al., 1967)
wurden vielfiltige Modifikationen des H&moglobinmolekiils vorgenommen, um oben

genannte Probleme zu tiberwinden.

2.2.6.1 N-terminal verindertes Himoglobin

Die Carbamylation der N-termialen Gruppe von Himoglobinmonomeren fiihrte bei o-Ketten
zu einer gesteigerten, bei B-Ketten zu einer verringerten O,-Affinitdt. Neben dem Nachweis
der Beteiligung von Valin NA(1)a am Bohr-Effekt und der CO,-Bindung an Hdmoglobin
konnte gezeigt werden, dal die Formation von Sichelzellen so unterbunden werden kann
(MANNING, 1981). Um die O,-Affinitit der positiv geladenen 2,3-DPG-Tasche zu
vermindern, wurde die N-terminale Gruppe mit Glyoxylsdure carboxymethyliert und mit
Natriumborhydrid reduziert. Der Bohr-Effekt und die Auswirkungen der CO,-Bindung
blieben dabei nahezu unangetastet (FANTL et al., 1987a, 1987b).

Pyridoxalaldehyde reagieren je nach Oxygenierungsgrad mit verschiedenen Bindungsstellen
des Hadmoglobinmolekiils (BENESCH et BENESCH, 1969; BENESCH et al., 1971, 1972). Mit
Pyridoxal-5-Phosphat kann die N-terminale Gruppe der B-Ketten von Deoxyhdmoglobin
modifiziert werden (BENESCH et BENESCH, 1981), wobei durch die -elektrostatische
Interaktion des Pyridoxal-5-Phosphat mit dem Lysin EF(86)p die Wirkung von 2,3-DPG
simuliert und die O,-Affinitit bei erhaltener Kooperativitit halbiert wird (BENESCH et al.,
1982). Von diesem Produkt wurden groBere Mengen hergestellt (DE VENUTO et ZENGA,
1983), und seine Wirksamkeit bei der Behandlung des hidmorrhagischen Schocks ohne

begleitende Immunsuppression nachgewiesen (HOYT et al., 1981; JESCH et al., 1982), jedoch
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fiel es durch eine kurze Halbwertszeit und hohen onkotischen Druck auf (SEHGAL et al., 1984;
GOULD et al., 1986; SEHGAL et al., 1988). AuBerdem fand sich eine grof8e Heterogenitit

dieses mit Pyridoxal-5-Phosphat modifizierten Himoglobins (MCGARRITY et al., 1987).

2.2.6.2 "Cross-linked" Hidmoglobin

Um die Plasmahalbwertszeit zu verldngern und gleichzeitig eine Beeintrdchtigung der Nieren
zu verhindern, eignet sich u. a. eine Modifikation mit 2-Nor-2-Formyl-Pyridoxal-5-Phosphat
(NFPLP). Es bewirkt eine Verbindung zwischen dem Valin NA(1)B der einen und dem Lysin
EF6(82)B der anderen B-Kette und senkt so nicht nur die O,-Affinitdt des Molekiils sondern
verhindert auch die Dissoziation des Tetramers in af3-Heterodimere (BENESCH et al., 1975;
ARNONE et al., 1977). Auch kann durch Mono-(3,5-dibromosalicyl)-Fumarat eine Pseudo-
Crosslink genannte Stabilisierung zwischen den Lysinen EF6(82)p beider B-Ketten und damit
ebenfalls eine Stabilisierung des Tetramers mit deutlich ausgeprigterer Reduzierung der
O,-Affinitit erzielt werden (BuccHI et al., 1989). Die Schwierigkeiten bei der Herstellung der
Losung waren aber erheblich (BENESCH et BENESCH, 1981) und es gelang nur, maximal 80 %
der Molekiile zu koppeln (VAN DER PLAS et al., 1987). Leichter zu produzieren und wirksamer
NFPLP waren aufgrund ihrer geringeren Grofle die Bis-Pyridoxal-Phosphate, in Sonderheit
das Pyrophosphat (KEIPERT et al., 1989). SchlieBlich konnte gezeigt werden, dafl die
Verwendung von Bis-(3,5-dibromosalicyl)-Fumarat unter anaeroben Bedingungen ebenfalls
zur Stabilisierung des Tetramers und Verringerung der O,-Affinitét fiihrt (TYE et al., 1983).
Das Crosslink wird hierbei zwischen den Lysinen G6(99)a der beiden a-Ketten ausgebildet
(CHATTERIEE et al., 1986; VANDEGRIFF et al., 1989). Das Produkt war die bis dahin am

wenigsten heterogene Himoglobinlosung.

2.2.6.3 Polymerisiertes und "cross-linked'" Himoglobin

Die stabilisierten Hdmoglobinmolekiile konnen durch Anfiligen einer reaktiven Gruppe zu
grofleren Aggregaten arrangiert werden, wobei Glutaraldehyd (ROSEN et al., 1982; SEHGAL et
al., 1983) am haufigsten verwendet wird. Die so erreichte relativ niedrige O,-Affinitdt und die
auf 46 Stunden verldngerte Plasmahalbwertszeit stellten einen erheblichen Fortschritt dar
(GouLD et al, 1986), gleichzeitig konnte eine hdohere Hamoglobinkonzentration

(14 — 16 g/dl) isoonkotisch appliziert werden. Das Priparat wies jedoch eine erhebliche
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Heterogenitit auf (MARKS et al., 1988), auBlerdem ist Glutaraldehyd sehr leicht fliichtig und
schon in geringer Konzentration zytotoxisch (SPEER et al., 1980). Andere Agentien zur
Polymerisation von Hidmoglobinmolekiilen zeigen im wesentlichen die selben Probleme

(MoK et al., 1975; SCANNON, 1982; HsIA et al., 1986).

2.2.6.4 Hamoglobinbindung an Makromolekiile

Eine andere Variante Himoglobin chemisch zu modifizieren, um die oben genannten Ziele zu
erreichen, stellt die Konjugation an Makromolekiile wie Dextran (TAM et al., 1976), Poly-
vinylpyrrolidon (SCHMIDT, 1979), Inulin (IWASAKI et al., 1983), Polyethylenglykol (AJISAKA

et IWASHITA, 1980; YABUKI et al., 1990) oder Polyoxyethylen (MATSUSHITA et al., 1988) dar.

2.2.6.5 Hamoglobin in Liposomen

Die Herstellung einer Art kiinstlichen Blutzelle aus in eine Membran gepacktem Himoglobin
gelang erstmals 1957 (CHANG, 1988). Hamoglobin kann in Liposomen aus natiirlichem
Lecithin oder synthetischen, aus gesittigten Fettsduren hergestellten Phospholipiden verpackt
werden. Letztere sind im Gegensatz zu jenen aus Lecithin unempfindlich gegen
Lipidperoxidation. Die Himosome (RABINOVICI et al., 1990) oder "neo red cells" (USUBA et
al., 1992) bezeichneten Emulsionen haben als unilamelldre Liposomen mit einen
Durchmesser von weniger als 1 Mikrometer ausgezeichnete rheologische Eigenschaften und
weisen neben einem sehr hohen Hamoglobingehalt eine niedrige osmotische Aktivitat
(RaBINOvICT et al, 1995) auf, woraus hervorragende Sauerstofftransport- und
-verteilungskapazitit resultiert. Weiterhin besteht die Mdoglichkeit, Medikamente unter
anderem zum Schutz vor Oxidation zu integrieren (SZEBENI et al., 1988) oder die
Sauerstoftbindungskurve bzw. den Sauerstoffhalbséttigungsdruck an Blut durch Zugabe von
2,3-DPG anzupassen (TSUCHIDA, 1992). Die lagerungsstabilen Liposome, die sogar
gefriergetrocknet werden konnen, sind weder nephrotoxisch noch wirken sie antigen, sie
werden jedoch von Makrophagen in Milz und Leber abgefangen, persistieren nach Aufnahme
in Leberzellvakuolen und werden in das durch sie aktivierte Retikuloendotheliale System
eingebaut. AuBlerdem ist auch hier die Endotoxinkontamination ein wesentliches Problem bei

der Herstellung (RABINOVICI et al., 1989).
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2.2.6.6 Rekombinantes Himoglobin

Eine weitere Moglichkeit der Hamoglobingewinnung ist die gentechnische Produktion in
Zellkulturen, wobei auch die Verdnderung der Sauerstofftransporteigenschaften und der
Plasmahalbwertszeit moglich sind (COGHLAN et al., 1992; OGDEN et al., 1992). Derzeit
handelt es sich dabei wegen der damit verbundenen Probleme der Verfahrenstechnik um eine
fiir die Bereitstellung grofBerer Mengen nicht geeignete Methode. Es ist auch schon gelungen,
funktionelles humanes Hamoglobin in transgenen Médusen zu synthetisieren (BEHRINGER et
al., 1989). Auch die Anreinigung des rekombinanten Himoglobins stellt aber ein ernsthaftes
Problem dar: die Kontamination mit Endotoxin steht insbesondere bei der Produktion von

Héamoglobin in Escherichia-coli-Kulturen im Vordergrund.

2.3 Intravitalmikroskopische Technik

Bereits Anfang dieses Jahrhunderts wurden Untersuchungen mit direkter Visualisierung
durchgefiihrt und nach Einfiihrung eines transparenten Kammermodells am Kaninchenohr
morphologische und funktionelle Verdnderungen analysiert (SANDISON, 1924, 1928). In den
folgenden Jahren wurde ein Reihe von Verbesserungen der chirurgischen Technik erzielt, wie
etwa eine an die Korperhaut adaptierte Kammertechnik am Kaninchenohr (WILLIAMS, 1934)
und eine Riickenhautkammer bei Médusen (ALGIRE, 1943). Eine erhebliche Verbesserung der
optischen Qualitdt im Vergleich zur Kaninchenohrpriparation wurde durch eine neue,
zweigeteilte Kammer aus Plexiglas erzielt, welche in die Hamsterbackentasche implantiert
wurde (SANDERS, 1963; SANDERS et SHUBIK, 1964) und Untersuchungen bei
Transillumination des ektropionierten Mundschleimhautepithels erlaubte. Weiterhin wurden
Kammerpréparationen entwickelt, welche in die Riickenhautfalte von Ratten implantiert
werden konnten; sie bestanden aus Plexiglas (YAMAURA et al., 1971) oder Aluminium
(PAPENFUSS et al., 1979). Das fiir die Ratte beschriebene Riickenhautkammermodell wurde
auf den Syrischen Goldhamster iibertragen. Dabei wurde nachgewiesen, daB keine
ultrastrukturellen Verdnderungen des unter dem Kammerfenster liegenden Haut-
muskelgewebes induziert wurden (ENDRICH et al., 1980). Ein Uberblick iiber die
verschiedenen Techniken bei der Implantation von Riickenhautkammern wurde in jiingerer
Zeit von Nolte gegeben (NOLTE et al., 1995a) Die Voraussetzungen einer idealen
Kammerpréiparation — die anatomische und funktionelle Integritit des ortstaindigen

Gewebeareals (SEWELL, 1966) — waren in diesem Modell ebenso erfiillt wie die Mdglichkeit

27



zur chronischen Beobachtung des in der Kammer befindlichen Gewebeareals. Zur
Verminderung der durch die Priparation hervorgerufenen Artefakte schlug Sewell eine
weitestgehende Reduktion der Anisthesie oder — wenn moglich — den volligen Verzicht auf
Anisthesie wihrend der Intravitalmikroskopie vor. Die Einfliisse von Inhalations- und
Injektionsandsthetika auf makrohdmodynamische Parameter, die zur Verinderung der
mikrohdimodynamischen Parameter beitragen, sollten so ausgeschlossen werden. Unter
anderem resultierte die in Abhdngigkeit von der Dosierung einer Allgemeinanésthesie
auftretende systemische Hypotension in einer peripheren Dilatation der Mikrogefdfle
(ALTURA et al., 1980; LONGNECKER et HARRIS, 1980; CONZEN et al., 1989a, 1989b;
HABAZETTL et al., 1989). Weiterhin wurde gezeigt, dal3 sich das Interaktionsverhalten von
Leukozyten und Geféllendothel in Anhéngigkeit vom verwendeten Anisthetikum signifikant
verdndern kann (MILLER et al., 1996). Ein intravitalmikroskopisches Modell, bei dem sich das
Tier ohne Anwendung von Anisthesie zur Untersuchung physiologischer Mef3daten der
Mikrozirkulation in einem normalen Wachzustand befindet, stellt folglich ein "ideales"
Mikrozirkulationsmodell dar. Die transparenten Hautmodelle wurden bis zum Jahre 1980 nur
verwendet, um morphologische und hidmodynamische Aspekte der Mikrogefdle auf
mikroskopischer Ebene (CLARK, 1935; ALGIRE et LEGALLAIS, 1947; ALGIRE et MERWIN,
1955) sowie die funktionellen Verdnderungen einzelner Blutzellen bei deren Passage durch
das kapillare Netzwerk zu beschreiben und eine genaue Analyse der GefaBarchitektur und des
Mikrogefifinetzes des jeweils untersuchten Gewebeareals durchzufiihren (GOODALL et al.,
1965). Nach Einfilhrung des Riickenhautkammermodells am Syrischen Goldhamster
(ENDRICH et al., 1980) war mit Hilfe der quantitativen Fluoreszenzmikroskopie und eines
computergestiitzten Mikrozirkulationsanalysesystems (ZEINTL et al., 1989) eine umfassende
Analyse der Mikrozirkulation am wachen Versuchstier beziiglich der lokalen
Mikrohdmodynamik und der in den Gefdllen stattfindenden Zell/Zell-Interaktion mdglich.
Entscheidend verbessert wurde das Modell durch den Einsatz von Titan als Material fiir die
Konstruktion der Riickenhautkammer, da es sich gegeniiber dem bis dahin gebrauchlichen
Aluminium durch groBere Biokompatibilitdit und mechanische Stabilitit auszeichnet. In
zahlreichen Untersuchungen wurde an diesem Modell die Wirkung von Pharmaka auf die
mikrovaskulidre Durchblutung und die Interaktion von Leukozyten mit dem mikrovaskulédren
Endothel quantitativ erfa3t (MENGER et al., 1989a, 1990, 1991; LEHR et al., 1991a, 1991b,
1992; NOLTE et al., 1991a, 1991b, 1992a).
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3. Material und Methode

3.1 Versuchstiere und Materialien

3.1.1 Versuchstiere

Fiir die Untersuchungen wurden fiinf bis sieben Wochen alte syrische Goldhamster mit einem
Korpergewicht zwischen 50 und 70 Gramm verwendet. Die Tiere stammten aus der Zucht des
Instituts fiir Chirurgische Forschung der Universitit Miinchen sowie von der Firma Charles
River Wiga GmbH (Sulzfeld, Deutschland). Im Tierstall herrschten als Umweltbedingungen
22°C Raumtemperatur, 40 % relative Luftfeuchtigkeit und ein 12-Stunden Hell-Dunkel-
Rhythmus. Jungtiere wurden mit einem Kdrpergewicht von 40 bis 45 Gramm von der Mutter
abgesetzt und in geschlechtsgetrennten Gruppen von zwei oder drei Tieren gehalten. Als
Nahrung stand ihnen handelsiibliches Futter fiir Nagetiere (Altromin®-Standard-Diit
Ratten/Méuse, Altromin GmbH & Co KG, Lage, Deutschland) und Leitungswasser ad libitum
zur Verfiigung; Sdgespine dienten als Einstreu. Nach dem chirurgischen Eingriff befanden
sich die Tiere in FEinzelkédfigen. In den Versuch wurden nur solche Versuchstiere
aufgenommen, welche keine Anzeichen von Erkrankungen, ein normales Fref- und
Putzverhalten sowie die von Sewell geforderten Giite-Kriterien (SEWELL, 1966) aufwiesen.
Die Versuche wurden von Mai 1991 bis Dezember 1994 im Institut fiir Chirurgische
Forschung der Universitdt Miinchen durchgefiihrt und ausgewertet. Die unten aufgefiihrten
Ergebnisse wurden an 130 Tieren ermittelt, fiir Vorversuche waren weitere 60 Tiere

eingesetzt worden.

3.1.2 Versuchsmodell

Fiir die Untersuchungen wurde das Riickenhautkammer-Modell beim syrischen Goldhamster
(ENDRICH et al., 1980) verwendet. Aus Griinden der biologischen Vertrdglichkeit, der

Stabilitdit des Rahmens und zur Reduzierung der thermischen Konduktion wurde als
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Werkstoff das biologisch inerte Titan gewahlt. Die Riickenhautkammer (Abb. 4) besteht aus
zwei symmetrischen Kammerhilften, in deren Zentrum eine kreisformige Offnung mit einem
Durchmesser von 11,8 Millimeter eingelassen ist. Sie dient dem Einlegen eines mit einem
Sprengring fixierbaren Deckglases fiir intravitalmikroskopische Untersuchungen. Der obere
Rand der Kammerrahmen, an dem sich die Bohrungen fiir Schrauben und Féaden befinden,
dient zur Fixierung der Riickenhaut an der Kammer. Vor Beginn der Implantation werden drei
Schrauben mit den zugehdrigen Distanzmuttern, welche im Bereich des Sichtfensters einen
Abstand von ca. 0,45 Millimeter zwischen den Kammerhélften aufrechterhalten, an der
spiateren rechten Kammerhélfte befestigt. Die Distanz entspricht der Dicke der
Hautprédparation, so dafl eine Kompression des freipriparierten Riickenhautmuskels
verhindert wird. Im AnschluB an die Préparation werden die beiden Kammerhilften
miteinander verschraubt und durch zwei Einzelnihte am oberen Rand zusétzlich an der

Rickenhaut fixiert.

Abb. 4: Konstruktionsskizze einer Riickenhautkammerhilfte. Eine Riickenhautkammer besteht
aus zwei spiegelbildlichen, durch Schrauben verbundenen Kammerhalften.
A = Offnung zur intravitalmikroskopischen Untersuchung des Hautmuskels
B1 = Bohrungen fiir Fixierungsschrauben und Adaptierung der beiden Kammerhalften
B2 = Bohrungen fiir Haltefdden
C = Offnungen im Bereich des Sattels als Gewichtsreduktion
D = Sprengring zur Deckglasfixierung (Malistab 1 : 0,5)
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Uber das in die Titankammer eingelassene Fenster kdnnen dann mittels Durchlicht- und
Fluoreszenz-Auflicht-Mikroskopie sdmtliche Gefdabschnitte des in der Riickenhautkammer
enthaltenen quergestreiften Riickenhautmuskels, bestehend aus prékapilliren Arteriolen,

nutritiven Kapillaren, postkapilldren Venolen und Sammelvenolen, beobachtet werden.

3.1.3 Implantation der Riickenhautkammer

Die Implantation der Riickenhautkammer (Institut fiir Chirurgische Forschung der Universitit
Miinchen, Miinchen, Deutschland) erfolgt nach der von Endrich beschriebenen Methode
(ENDRICH et al., 1980). Neben den fiir die Praparation bendtigten Instrumenten wurden auch
die Titankammern sowie die zugehorigen Schrauben und Distanzmuttern, Sprengringe und

Deckgldschen dampfsterilisiert.

- Riickenhaut o

R. cutaneus
a. costalis

Beobachtungsfenster Insertion
M. retractor

Abb. 5: Schematische Darstellung der Positionierung des Beobachtungsfensters zwischen Ramus
cutaneus arteriae costalis und Insertionsgebiet des Musculus retractor.

Vor Implantation der Riickenhautkammer wurden die Tiere durch eine intraperitoneale
Injektion von 50 Milligramm Pentobarbital-Natrium (Nembutal®, Sanofi, Hannover,
Deutschland) pro Kilogramm Korpergewicht zunédchst narkotisiert. AnschlieBend erfolgte die
Rasur mit einem elektrischen Rasiergerdt (Typ GT 104/ GH 204, Aesculap, Tuttlingen,
Deutschland) und die Epilierung mit Enthaarungscreme (Pilca Med®-Enthaarungscreme,

Schwarzkopf, Hamburg, Deutschland). Nach zweiminiitiger Hautdesinfektion mit Kodan-
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Tinktur-Forte®-Spray ~ (Schélke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland) wurde der
chirurgische Eingriff auf einem auf 37°C vorgeheizten Kleintier-Operationstisch (IFB,
Hiddenhausen, Deutschland) durchgefiihrt. Unter visueller Kontrolle des Gefaf3verlaufs
wurde die extendierte Riickenhaut mit einem kranialen und einem kaudalen Haltefaden
(Ethibond®, griin geflochten, 5-0, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) fixiert, so dal3 unter
weitgehender Uberlagerung der GefiBe beider Seiten die mediane Linie einen Scheitel
bildete. Die bereits mit Schrauben und Distanzmuttern versehene Kammerhélfte wurde auf
der dem Prédparationsareal abgewandten, rechten Seite des Versuchstiers mit zwei
Einzelnédhten so angebracht, dal} sich das Beobachtungsfenster zwischen dem Ramus cutaneus

arteriae costalis und dem Insertionsgebiet des Musculus retractor befand (Abb. 5).

| Rickenhautkammer

Cutis
Subcutis
Hautmuskel
subkutanes Fettgewebe

Spreng-
Musculus retractor ring
Musculus retractor Deckglas
subkutanes Fettgewebe
Hautmuskel
Subcutis
Cutis

L

F

Abb. 6: Hautschichten des syrischen Goldhamsters im Bereich des Beobachtungsfensters und
Fixierung des Deckgldschens im Kammerring durch einen Sprengring.

Die beiden unteren Schrauben wurden nach Hautinzisionen auf die gegeniiberliegende Seite
vorgeschoben und jeweils mit einer Moskitoklemme versehen, so dafl die Haut plan auf der
Innenseite der rechten Kammerhélfte zu liegen kam. Zur Vermeidung gréferer Blutungen
durfte sich das den Muskel versorgende Gefdf3biindel nicht im Operationsfeld befinden. Im
Bereich des Beobachtungsfensters wurde nun aus dem so vorbereiteten Hautareal die Cutis in
einem kreisformigen Gebiet von ca. 15 Millimeter Durchmesser mit einer Schere vorsichtig
entfernt; anschlieBend wurde das Versuchstier in Rechtsseitenlage unter das
Operationsmikroskop (Typ M 650, Wild, Heerbrugg, Schweiz) gelegt. Die verbliebenen
Schichten der linken Hautseite — Subcutis, Hautmuskel, subkutanes Fettgewebe und
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Retraktormuskel — wurden bei zehnfacher, der Retraktormuskel und das subkutane
Fettgewebe der rechten, unteren Hautseite bei 16-facher Vergroferung abpripariert, so dafl
nur noch die Cutis und Subcutis mit der ca. 30 Mikrometer dicken Hautmuskelschicht der
rechten Hautseite verblieb (Abb. 6).

Wihrend der gesamten Priparation wurde mit besonderer Sorgfalt das chirurgische Trauma
so gering wie moglich gehalten, um Stérungen der Gewebehomdostase zu vermeiden. Zum
Schutz gegen Austrocknung wurden die entsprechenden Gewebeschichten zwischen den
einzelnen Priparationsschritten mit physiologischer Kochsalzlosung feucht gehalten. Nach
Beendigung der Priparation wurde die zweite Kammerhilfte mit dem durch einen Sprengring
fixierten Deckglidschen auf die freiprdparierte Hautseite aufgesetzt und mit zwei Muttern an
den beiden unteren Schrauben die gegeniiberliegenden Kammerhilfte druckfrei angeschraubt;
Austrocknung, Traumatisierung und sekunddre Infektion des Gewebes sowie eine
Kompression der in die Beobachtungskammer ziehenden Gefdfle konnten dadurch
ausgeschlossen werden. AbschlieBend wurde der obere Rand der Kammer mit zwei

Einzelndhten durch die dafiir vorgesehenen Bohrungen an der Haut festgenéht.

3.1.4 Implantation der arteriellen und venosen Verweilkatheter

Zwei Tage nach der Kammerimplantation wurden unter den gleichen Anisthesiebedingungen,
wie sie fiir die Kammerpriparation gewihlt worden waren, die Verweilkatheter implantiert.
Nach Enthaarung der Halsregion mit Pilca Med® wurde bei den Versuchstieren in
Linksseitenlage eine Infusionskaniile (Abbocath® 13 G * 51 mm, Abbott, Ingelheim,
Deutschland) subkutan vom kranialen Rand der Kammer entlang der rechten Halsseite bis in
die Region der rechten Vena jugularis dextra vorgeschoben und vorsichtig perkutan nach
aullen gefiihrt; nach Entfernung des Stahlmandrins wurden die beiden ca. 40 Zentimeter
langen Polyithylenkatheter (PE-10, 800/110/100/100, Innendurchmesser 0,28 Millimeter,
AuBendurchmesser 0,56 Millimeter, Portex Ltd., Lythe, Kent, England) vom Ort der
transkutanen Inzision in das Priparationsfeld gefiihrt und schlieBlich die Infusionskaniile
entfernt. Die Katheter wurden iiber Kaniilen (0,4 * 20 Millimeter (27 G), Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland) mit Tuberkulinspritzen (1 Milliliter-Einmalspritze G 17 8 A,
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) verbunden, die mit physiologischer
Kochsalzlosung gefiillt waren. Eine luftblasenfreie Befiillung der Katheter vor Insertion sowie
die jederzeitige Uberpriifung der intravasalen Lage der Katheters nach Insertion durch

Aspiration wurde so ermdglicht.
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Der Hamster wurde nun auf zwei ca. 20 * 10 * 5 Zentimeter groen Plexiglasblocken unter
dem oben beschriebenen Operationsmikroskop so in Riickenlage gebracht, daf} sich die
Riickenhautkammer zwischen den beiden Blocken befand. An der Durchtrittsstelle der
Katheter wurde die Haut mit einem ca. zwei Zentimeter langen Léangsschnitt in der
Medioklavikularlinie vom rechten Unterkieferast bis zum Schliisselbein eréffnet und zunachst
der Thymus mit zwei spitzen chirurgischen Pinzetten freipripariert und stumpf nach medial
verlagert.

Zur Insertion des arteriellen Katheters wurde die Arteria carotis communis dextra im
Trigonum caroticum von dem sie umgebenden Fettgewebe freiprapariert und dargestellt.
Weiter wurden drei Schlingen aus Naht-Seide (Perma—Hand® Seide, schwarz geflochten, 6-0,
Ethicon, Norderstedt, Deutschland) vorgelegt: zwei davon proximal der geplanten
Inzisionsstelle. Eine weitere distal der geplanten Inzisionsstelle unmittelbar proximal der
Aufzweigung der Arteria carotis communis in die Arteriae carotis interna und carotis externa.
Diese Schlinge wurde zur Vermeidung einer retrograden Blutung nach Eroffnen des Gefdl3es
zugezogen, chirurgisch verknotet und unter leichtem Zug fixiert, wodurch ein Ausweichen
der Arteria carotis wihrend des Eingriffes vermieden wurde. Um bei der Eréffnung der
Arterie eine starke Einblutung in das Operationsfeld zu verhindern, wurde das Gefdl3
proximal aller Schlingen mit einer Yasargil-Klemme (Yasargil®, Aesculap, Tuttlingen,
Deutschland) abgeklemmt. Danach konnte die Arterie mit einer GefaBBschere erdffnet und der
Katheter einige Millimeter nach zentral vorgeschoben werden. Sobald der Katheter mit einer
der beiden proximal der Inzisionsstelle liegenden Schlingen fixiert war, konnte die
Yasargil-Klemme entfernt und der Katheter insgesamt ca. 15 Millimeter herzwiérts
vorgeschoben und mit den beiden verbleibenden Schlingen endgiiltig fixiert werden.

Zur Insertion des vendsen Katheters wurde die Vena jugularis communis dextra von dem sie
umgebenden Fettgewebe freipripariert und dargestellt. AnschlieBend wurden drei Schlingen
aus Naht-Seide vorgelegt: zwei distal der Einmiindung des Gefilles in die Vena
brachiocephalica und eine proximal der Einmiindung der Vena jugularis interna, welche
sofort zugezogen und chirurgisch verknotet wurde, um eine Einblutung in das Operationsfeld
nach Eroffnen des Gefilles zu vermeiden. Nach Erdffnen der Vena jugularis communis mit
einer Gefdflschere wurde der Katheter ca. 15 Millimeter nach zentral vorgeschoben und mit
den liegenden Schlingen fixiert.

AbschlieBend wurde der Thymus reponiert und die Hautwunde mit fiinf bis sechs
Einzelknopfnihten verschlossen. Die am kranialen Ende der Riickenhautkammer transkutan
austretenden Katheter wurden mit mehreren Schlingen und Knoten an den hierfiir

vorgesehenen Bohrungen der rechten Kammerhélfte befestigt, in Achter-Touren um die
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Riickenhautkammer gelegt und mit zwei ca. 5 Millimeter breiten Leukosilk®-Streifen

(Beiersdorf, Hamburg, Deutschland) an der Riickenhautkammer festgeklebt.

3.1.5 Beurteilung der Kammerpriparation

Nach Implantation der Riickenhautkammer wurde den Hamstern eine Ruhepause von zwei
Tagen, nach Implantation der Verweilkatheter eine weitere von einem Tag gewéhrt, um
Verdanderungen der Mikrozirkulation durch chirurgisches Trauma oder Narkose
auszuschlieen.

Fiir Versuche kamen nur solche Tiere in Betracht, welche normale Nahrungsaufnahme,
arttypisches Verhalten sowie Reaktion auf Futterreize zeigten. Am Ende der Ruhephasen
wurde die Kammerpriparation kontrolliert. Es durften keine Blutungen, Schwellungen oder
makro- bzw. mikroskopisch sichtbaren Entziindungen vorhanden sein (SEWELL, 1966;
ZWEIFACH, 1973), wie zunehmende Vasodilatation und Schlingelung der
physiologischerweise gestreckt verlaufenden Gefdae oder Neovaskularisation (ENDRICH et al.,
1980), Odembildung, Permeabilititsstorungen (SVENSIO et al., 1978) oder vermehrtes
Anhaften von Leukozyten am Endothel der postkapilldren Venolen. Bei Vorhandensein nur

eines dieser Kriterien wurde das Versuchstier von der Studie ausgeschlossen.
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3.2 Apparative Ausstattung

3.2.1 Untersuchungstechniken

Fiir die intravitalmikroskopischen Untersuchungen der Mikrozirkulation im quergestreiften
Riickenhautmuskel des syrischen Goldhamsters stand folgende MeBanordnung zur
Verfiigung: Die Hamster wurden fiir die Dauer des Versuches in einer Untersuchungsréhre
Tubus, deren Innendurchmesser mit ca. 35 Millimetern in etwa dem Korperumfang eines
Hamsters entspricht, immobilisiert. Die notwendige Frischluftzufuhr wurde durch eine ca.
10 Millimeter groBe Offnung an der Vorderseite der Untersuchungsrohre sichergestellt.
Weiterhin hatte sie im oberen Bereich einen ca. 5 Millimeter breiten Schlitz in Langsrichtung,
welcher der Aufnahme der Riickenhautkammer diente.

Der in der Untersuchungsrohre befindliche Hamster wurde nun auf einer Plexiglasbiihne
derart fixiert, dal} die frei abstehende Riickenhautkammer auf einem Prizisionshalter mit dem
Kammerring in einer Bohrung (h7-Passung) im rechten Winkel zur optischen Achse
bewegungsstabil zu liegen kam und somit ohne Beeintrachtigung ihrer Durchblutung oder der

Atmung und Kreislaufsituation des Tieres unter dem Mikroskop beobachtet werden konnte.

3.2.2 Intravitale Fluoreszenzvideomikroskopie

3.2.2.1 Optisches System

Das Mikroskop Orthoplan® (Leitz GmbH, Wetzlar, Deutschland) war mit einem
Projektionsokular mit 1,25-fachem Vergroferungsfaktor ausgestattet. Drei Objektive kamen
zur Anwendung: fiir Ubersichtsaufnahmen wurden ein 2,5-fach vergroBerndes und ein 10-
fach vergroflerndes Objektiv mit langem Arbeitsabstand (Leitz GmbH, Wetzlar, Deutschland)
verwendet, flir die quantitativen Analysen der Mikrozirkulation wurde ein 25-fach
vergroflerndes  Salzwasser-Immersionsobjektiv  (Leitz GmbH, Wetzlar, Deutschland)
verwendet.

Durch FEinsatz eines FSA-Tubus-GW sowie eines Vario-Zooms (Leitz GmbH, Wetzlar,
Deutschland)  fiir  stufenlose, maximal filinffache VergroBerung konnten die
intravitalmikroskopischen Bilder mittels einer CCD-Kamera (charge coupled device camera
FK6990, Lichtempfindlichkeit 102 Lux, Prospective Measurements Inc., San Diego,

Kalifornien, USA) aufgezeichnet werden.
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Das gesamte Mikroskop war, um dessen Bewegung in der vertikalen Achse (z-Achse) zu
ermoglichen, an einem Mikro-Makrotrieb aufgehéngt, der zur Feinfokusierung der jeweiligen

Priparationsareale diente.

3.2.2.2 Beleuchtung

Als Lichtquelle diente eine 75 Watt Xenon-Lichtquelle (XBO-75, Leitz GmbH, Wetzlar,
Deutschland) an einem mit den Filterblocken 12/3 und N2 (Leitz GmbH, Wetzlar,
Deutschland) bestiickten Ploemopak-Illuminator-System. Die Anregung erfolgte mit Licht der
Wellenldnge 380 - 760 Nanometer, das emittierte Licht wurde mit einem Bandpassfilter
BP 450-490 (Anregungsfilter 12/3, Anregungsbereich: blau) und BP 530-560 (Anregungsfilter
N2, Anregungsbereich: griin) gefiltert. Soweit notwendig, wurden LangpaBfilter LP 515
(FITC-Dextran) und LP 580 (Rhodamin 6G) als Sperrfilter vorgeschaltet.

Als Durchlichtquelle stand eine Kaltlichtquelle (Kaltlichtfontaine 485, Fa. Karl Storz,
Tuttlingen, Deutschland) zur Verfiigung. Das emittierte Licht passierte vor der
Durchleuchtung der Beobachtungskammer einen 443 Nanometer-Filter.

Von allen untersuchten Gefiflen wurden durch einfaches Umschalten der Filterblocke 12/3
und N2 Videosequenzen in FITC-Dextran-Kontrastierung zur Auswertung der
Gefildurchmesser, der BlutfluBgeschwindigkeit, der Extravasation und der funktionellen
Kapillardichte  sowie in  Rhodamin 6G-Kontrastierung  zur  Auswertung  der

Leukozyten/Endothel-Interaktion aufgenommen.

3.2.2.3 Videoanlage

Die intravitalmikroskopischen Bilder wurden nach Einblendung eines Zeit-Codes
(Videozeitgenerator VTG 33; Fora Company Ltd., Tokio, Japan) auf einem 34-Zoll
Videobandgeridt (Sony U-Matic, Vo-5800--PS; Sony GmbH, Miinchen, Deutschland) mit
einer Geschwindigkeit von 50 Halbbildern pro Sekunde aufgezeichnet, wobei wihrend der
Versuche das Live-Bild (online) auf einem Videomonitor (PVM-1442QM; Sony GmbH,
Miinchen, Deutschland) dargestellt wurde, was Aufnahmekontrollen zu jedem Zeitpunkt
erlaubte. Fiir die Videoaufnahmen wurden Videokassetten (KAC-60BRS, Sony GmbH,
Miinchen, Deutschland) verwendet. Uber ein Mikrophon am Videobandgerit konnten

Identifikationskriterien wie Art des Versuches, Zeitpunkt und Ort sowie
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Versuchsbedingungen und Beobachtungen am Bildschirm auf dem Band protokolliert

werden.

3.2.2.4 Mikroskopiertisch

Die Untersuchungsplattform wurde auf dem Mikroskopiertisch in den dafiir vorgesehenen
Fiihrungsschienen platziert. Da die Plattform hierdurch jedes Mal in die identische
Ausgangsposition gebracht wurde, stellte diese Fixierung einen fiir alle Versuche
einheitlichen Nullpunkt sicher. Durch zwei Schrittmotoren war der Mikroskopiertisch in
zweidimensionaler Richtung (x-Achse, y-Achse) beweglich. Eine Koordinatensteuerung
(KOS Ingenieurbiiro Uhlenbohm, Deisenhofen, Deutschland) erhielt von einem Computer
iiber eine RS-232-Schnittstelle die Positionierungsbefehle in Form von x- und y-Koordinaten
und steuerte damit die Schrittmotoren an. Alle eingangs definierten Beobachtungspunkte
konnten so zu unterschiedlichen Zeitpunkten immer wieder aufgerufen und untersucht
werden.

Fiir die Untersuchungen zum EinfluB von Hamoglobinlésungen wurden sechs Gefédlareale
(SOI, "site of interest") ausgewdihlt, von denen ein SOI eine Arteriole, die iibrigen fiinf SOIs
Venolen und Sammelvenolen enthielten. Weiterhin wurde iiber einem SOI ein
ca. 1,65 Quadratmillimeter groBes Gewebeareal (ROI, "region of interest") zur Bestimmung

der funktionellen Kapillardichte festgelegt.

3.2.2.5 Auswerteeinheit

Zur offline-Auswertung der Videobdnder wurden das oben genannte Videogerit und die
computergestiitzten Mikrozirkulations-Analyse-Systeme CAMAS (ZEINTL et al., 1989) und
CAPIFLOW (Version 3.1, Lawrence Comp., Sulzbach, Deutschland) verwendet (Abb. 7). Zur
Verarbeitung der Bilder stand bei CAMAS eine vollstindige Bildverarbeitungseinheit zur
Verfiigung, der ein Computer (M 380 XP1, Olivetti, Italien), ein Videomonitor
(PMV-1442QM, Sony GmbH, Miinchen, Deutschland), ein Digitalisierbrett mit
dazugehoriger Digitalisierlupe (MM 11-1201, Summagraphics Corp., Miinchen, Deutschland)
und ein Farbbildschirm zugeschaltet waren. Das Analyseprogramm CAPIFLOW wurde auf

einem gesonderten Computer (Petruch GmbH, Germering, Deutschland) betrieben, dem
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ebenfalls ein Videomonitor (PMV-1442QM, Sony GmbH, Miinchen, Deutschland)

zugeschaltet war.
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Abb. 7: Bildaufnahme und -analysesystem der intravitalmikroskopischen Auswerteeinheit.



3.3 Versuchsdurchfiithrung

3.3.1 Makrohimodynamische Untersuchungen

3.3.1.1 Messung des mittleren arteriellen Blutdruckes

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) wurde {iber den in der Arteria carotis implantierten
chronischen Verweilkatheter mit Statham-Elementen PD 23 gemessen (Gould Statham,
Kalifornien, USA) und in Millimetern Quecksilbersdule [mm Hg] angegeben. Die Messungen

wurden zu den jeweils angegebenen Versuchszeitpunkten (siehe 3.3.3) durchgefiihrt.

3.3.1.2 Messung des Himatokrits

Der Hématokrit wurde durch die Zentrifugation arteriellen Vollblutes in einer Himatokrit-
Zentrifuge (Typ 2011, Hettich, Tuttlingen, Deutschland) bei einer Drehzahl von
13.000 Umdrehungen pro Minute {iber einen Zeitraum von fiinf Minuten und anschlieBendem

Ablesen der Sedimenth6he an einer Hamatokrit-Skala in Prozent [%] ermittelt.

3.3.2 Analyse der intravitalmikroskopischen Parameter

Alle im folgenden dargestellten Parameter wurden durch Analyse der auf Videoband
aufgezeichneten Bildsequenzen offline erhoben, so dal der Untersucher sich wihrend der
Versuche vollkommen auf deren Ablauf konzentrieren konnte, wodurch die Gesamtdauer der
Versuche und vor allem die Expositionszeit der Prdparationen mit dem energiereichen
Fluoreszenzlicht auf ein Minimum reduziert wurde. Wiederholte Bildaufzeichnungen an den
zuvor definierten SOIs erlaubte der verwendete Schrittmotor. Insgesamt wurde so ein hohes

MabB an Prazision erreicht. Dabei kamen zwei verschiedene Fluoreszenzmarker zum Einsatz:
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e FITC-Dextran 150.000 (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) als hochmolekularer
Plasmamarker in einer Dosis von 10 Milligramm pro Kilogramm Korpergewicht
[mg/kg KG] intravends verabreicht zur Bestimmung des GefiBBdurchmessers, der
FlieBgeschwindigkeit der roten Blutkdrperchen, der Extravasation und der funktionellen

Kapillardichte (FKD).

* Rhodamin 6G (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in einer Dosis von 0,1 Milligramm pro
Kilogramm Korpergewicht [mg/kg KG] intravends verabreicht zur selektiven

Sichtbarmachung der Leukozyten.

3.3.2.1 Mikrohimodynamik

3.3.2.1.1 Gefaidurchmesser

Dem Computer der Auswerteeinheit konnten mit Hilfe des Digitalisierbrettes die Koordinaten
zweier Punkte, die sich auf einer senkrecht zum GefaBverlauf liegenden Geraden befanden,
vermittelt werden, aus deren Distanz und dem bekannten Vergroferungsfaktor mittels
CAMAS (ZEINTL et al., 1989) der GefaBdurchmesser errechnet wurde. Die Werte wurden in

Mikrometer [um] angegeben.

3.3.2.1.2 FlieBligeschwindigkeit der roten Blutkorperchen

Zur Messung der FlieBgeschwindigkeit der roten Blutkérperchen wurde die
Zweischlitz-Methode (dual slit technique) angewandt, welche nach dem zeitlichen
Korrelationsverfahren arbeitet (INTAGLIETTA et TOMPKINS, 1987). Fiir die vorliegenden
Untersuchungen wurde das Analyseprogramm CAPIFLOW verwendet. Dabei wurden auf
dem Monitor zwei Videodensitometerfenster iiber dem zu messenden Gefdf3 positioniert und
die aufgrund der vorbeiflieBenden Erythrozyten gemessenen densitometrischen Muster
korreliert. Aus dem Abstand (As) und der zeitlichen Verzogerung (At) der iiber den beiden
Fenstern gemessenen Muster wurde die FlieBgeschwindigkeit der roten Blutzellen abgeleitet
und in Millimeter pro Sekunde [mm/s] angegeben.

In Arteriolen war der FluB zu schnell (>1,8 mm/s), um mit Hilfe von CAPIFLOW eine

Messung und Korrelation der densitometrischen Muster durchfithren zu kénnen, so daf3

41



ausschlieflich die FlieBgeschwindigkeit der roten Blutkdrperchen in postkapilliren Venolen

bestimmt wurde.

3.3.2.2 Leukozyten/Endothel-Interaktion

Die Leukozyten jedes GefiaBBsegmentes wurde 30 Sekunden lang ausgezdhlt, wobei die

Leukozyten eine gedachte Linie passierten und nach folgenden Kriterien eingeteilt wurden:

* Als nicht-adhédrente Leukozyten wurden diejenigen Zellen definiert, welche sich frei im
Blutstrom bewegten und im beobachteten GefaBabschnitt keine merklich geringere
Geschwindigkeit als der Blutstrom selbst hatten. Sie werden als Zellen pro Blutvolumen
[Zellen/mm’] angegeben, welche eine "Lichtschranke" mit dem GefiBdurchmesser d
passieren.

Aus dem Gefalldurchmesser und der Blutzellgeschwindigkeit wurde die Zahl der nicht-
adhdrenten Leukozyten (NA) pro Mikroliter an der "Lichtschranke" vorbeiflieBenden
Blutes wie folgt kalkuliert:

n*10°

d?* rxv*l 5

NA =

n = Anzahl der nicht-adhdrenten Leukozyten
d = Gefalldurchmesser in Mikrometer [um]
v = Blutzellgeschwindigkeit im Gefdf3abschnitt in Millimeter pro Sekunde [mm/s]
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» Als rollende Leukozyten, sogenannte "Roller", wurden sich im Randstrom bewegende
Zellen bezeichnet, die am mikrovaskuldren Endothel mit einer Geschwindigkeit vorbei-
flieBen, die deutlich gegeniiber dem zentralen und gefdBwandnahen Blutflufl reduziert ist.
Sie sind als Zellen pro GefaBumfang und Minute [Zellen/mm * min] angegeben, die eine
"Lichtschranke" mit dem GefaBdurchmesser d passieren.

Aus dem GefdaBdurchmesser wurde die Zahl der an der "Lichtschranke" vorbeirollenden

Leukozyten (Ro) pro Millimeter "Lichtschranke" und Minute wie folgt kalkuliert:

n*10°
d*m

Ro =

n = Zahl der rollenden Leukozyten pro Minute

d = GefdBdurchmesser in Mikrometer [pm]

* Als adhirente Leukozyten, sogenannte "Sticker", wurden diejenigen Zellen definiert,
welche sich wihrend der Beobachtungszeit von 30 Sekunden in einem 200 Mikrometer
langen GefdfBabschnitt nicht vom Gefdendothel l6sten. Sie werden als Zellen pro
Quadratmillimeter Endothelfliche [Zellen/mm®] angegeben.

Aus dem GefaBdurchmesser wurde die Anzahl adhirenter Leukozyten (St) pro

Quadratmillimeter Endotheloberflache wie folgt kalkuliert:

St _ n*10°

T ds ]

n = Anzahl der adhdrenten Leukozyten
d = Gefdlldurchmesser in Mikrometer [um]
1 = Lénge des GefilBabschnittes: 200 Mikrometer
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3.3.2.3 Mikrovaskulire Permeabilitit

Zur Bestimmung der mikrovaskuldren Permeabilitit wurden an die Gefdlle angrenzende
Gewebeareale definiert, die sich, vor allem im Bereich der postkapilldren Venolen, im Falle
der Extravasation des hochmolekularen Plasmamarkers FITC-Dextran (MG 150.000 Da) in
das Interstitium als hell leuchtende Fliachen darstellten. Im offline-Modus wurde dann mit

Hilfe von CAMAS der entsprechende Fluoreszenzintensitatsquotient

L

QF: Li

berechnet, wobei I, die Fluoreszenzintensitit auBlerhalb und I; die Fluoreszenzintensitét

innerhalb des Gefdflsegmentes bedeutet.

3.3.2.4 Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte wurde bestimmt, indem mit dem Cursor iiber dem
Digitalisierbrett die auf dem Monitor abgebildeten, von Erythrozyten durchstromten
Kapillaren im offline-Modus nachgezeichnet und mit Hilfe von CAMAS die Lénge der
nachgezeichneten Kapillaren als Quotient des untersuchten Gewebeareals in Millimeter pro
Quadratmillimeter [mm/mm?] angegeben wurde. Der Quotient aus der Standardabweichung
eines Mittelwertes und dem jeweiligen Mittelwert selbst wurde als Varianz der funktionellen
Kapillardichte angegeben. Als zusitzliches Mal der Homogenitit der Gewebeperfusion in
den Versuchsprotokollen von isovoldmischer Hdmodilution sowie hidmorrhagischem Schock
und Wiederbelebung wurde die Varianz der funktionellen Kapillardichte in den pro

Beobachtungszeitpunkt untersuchten acht Gesichtsfeldern errechnet.
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3.3.3 Versuchsprotokolle

3.3.3.1 Hypervolimische Infusion

Die zu untersuchenden Losungen (siehe 3.3.4) wurden den Tieren als Bolus von 10 % ihres

Blutvolumens (errechnet aus 7% des Korpergewichtes) intravends

intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden zu den

Zeitpunkten durchgefiihrt.

injiziert. Die

in Abb. 8 angegebenen

Chirurgie

Intravitalmikroskopie

-2d - 12h

-0 0-5 30’ -35°

60’ - 65°

Infusion von 0,5 ml Losung

Abb. 8: Versuchsprotokoll fiir die hypervoldmische Infusion. Die intravitalmikroskopischen

Untersuchungen wurden zu den hier

gezeigten Zeitpunkten vor

und nach

hypervolamischer Infusion der verschiedenen Lésungen (physiologische Kochsalzlosung,
Albumin, bovine und humane Himoglobinldsungen) durchgefiihrt.

45



3.3.3.2 Isovoliamische Himodilution

Nach Untersuchung der Auswirkung einer geringen Volumenmenge der Himoglobinlosung
(10 %ige hypervoldmische Infusion) auf die Mikrozirkulation sollten groBere Volumina
verabreicht werden, um mdgliche dosisabhidngige Effekte der Hamoglobinlésungen zu
erfassen. Dazu wurde eine isovolimische Himodilution (Hamatokrit: 30 %) durch simultane
Gabe der Losung tliber den Verweilkatheter in der Vena jugularis und Entzug von Blut {liber
den Verweilkatheter in der Arteria carotis iiber flinf bis maximal zehn Minuten durchgefiihrt
(MENGER et al., 1988). Die makrohdmodynamischen wund intravitalmikroskopischen

Untersuchungen wurden zu den in Abb. 9 angegebenen Zeitpunkten vorgenommen.

Chirurgie Intravitalmikroskopie

MAP —Y 1 Hamatokrit

Bos 4 @&

-2d - 12h 57 -10°

Isovolamische Hamodilution (Hkt 30 %)

Abb. 9: Versuchsprotokoll fiir isovoldmische Himodilution. Die makrohdmodynamischen und
intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden zu den hier gezeigten Zeitpunkten vor
und nach isovoldmischer Hdmodilution mit den verschiedenen Lésungen (Dextran 60,
bovine und humane Hémoglobinldsungen) durchgefiihrt.
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3.3.3.3 Hamorrhagischer Schock und Wiederbelebung

Nach den unter 3.3.3.1 und 3.3.3.2 beschriebenen Versuchsansitzen der Volumengabe unter
physiologischen Bedingungen sollte schlieBlich auch die fiir diese Losungen wesentliche
Indikation des Volumenersatzes am Modell des himorrhagischen Schocks untersucht werden.
Dazu wurde bei den Tieren durch Entzug von ca. 50 % des Blutvolumens (errechnet aus 7 %
des Korpergewichtes) ein hdmorrhagischer Schock induziert (Abb. 10). Wurden keine
wiederbelebenden Mallnahmen ergriffen, so verstarben die Tiere spétestens zwei Stunden
nach Induktion des Schocks, der durch einen mittleren arteriellen Blutdruck von ca.
35 Millimeter Quecksilbersdule definiert war. Bei Reinfusion des entzogenen Blutes
tolerierten die Tiere eine maximale Schockdauer von 45 Minuten. Die Tiere der
Versuchsgruppen wurden demnach 45 Minuten nach Schock-Induktion mit den
entsprechenden Losungen therapiert und die intravitalmikroskopischen Untersuchungen zu

den in Abb. 10 angegebenen Zeitpunkten durchgefiihrt.

Chirurgie Intravitalmikroskopie

MAP —Y 1 Hamatokrit

YA

-2d - 12h 5 -10 120 - 125°

Héamorrhagischer Schock Wiederbelebung

Abb. 10: Versuchsprotokoll fiir hdmorrhagischen Schock. Die makrohdmodynamischen und
intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden zu den hier gezeigten Zeitpunkten vor
und wéhrend des hdmorrhagischen Schocks sowie nach Infusion der verschiedenen
Losungen  (Dextran 60, Ringer-Losung,  Eigenblut, bovine und humane
Hamoglobinlosung) durchgefiihrt.

47



3.3.4 Versuchsgruppen

In allen Versuchsgruppen wurde die Mikrozirkulation zu den angegebenen Zeitpunkten

anhand der verschiedenen Versuchsprotokolle (Abb. 8 bis Abb. 10) intravitalmikroskopisch

untersucht.

3.3.4.1 Hypervolamische Infusion

Bei der jeweils angegebenen Anzahl von Tieren wurde die Wirkung einer 10 %igen

hypervoldmischen Infusion folgender Lésungen untersucht:

Loésung Hersteller Anzahl d.er
Versuchstiere
Isotone Kochsalzlosung (NaCl 0,9 %)  Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland 7
Albuminlésung Baxter Healthcare Corp., Deerfield, Illinois, USA 9
Bovine Hb-Losung F-1 Biopure Corp., Boston, Massachusetts, USA 4
Bovine Hb-Losung 038 Biopure Corp. 3
Bovine Hb-Losung 1 Biopure Corp. 6
Bovine Hb-Losung 2 (U-PBHb") Biopure Corp. 8
Humane Hb-L&sung 1 Baxter Healthcare Corp. 3
Humane Hb-Losung 2 (DCLHb") Baxter Healthcare Corp. 3
Humane Hb-Ldsung 3 Baxter Healthcare Corp. 3
Humane Hb-Ldsung 4 Baxter Healthcare Corp. 3
Humane Hb-Loésung 5 Baxter Healthcare Corp. 3
Humane Hb-Losung 6 Baxter Healthcare Corp. 3
Humane Hb-Ldsung 7 Baxter Healthcare Corp. 3

Tab.2:  Losungen, die als hypervoldmische Infusion verabreicht wurden.
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3.3.4.2 Isovoliamische Himodilution

Auf der Grundlage der Ergebnisse nach hypervoldmischer Infusion wurde die Wirkung einer
isovoldmische Hamodilution mit folgenden Losungen bei der jeweils angegebenen Anzahl

von Tieren untersucht:

Losung Hersteller Anzahl d.er
Versuchstiere
Macrodex® (6 %, MG 60.000 g/mol) Schiwa GmbH, Glansdorf, Deutschland 8
Bovine Hb-Losung 1 Biopure Corp., Boston, Massachusetts, USA 8
Bovine Hb-Lésung 2 (U-PBHb®) Biopure Corp. 8
Humane Hb-Losung 2 (DCLHb") Baxter Healthcare Corp., Deerfield, Illinois, USA 8

Tab. 3:  Losungen, die bei Untersuchungen zur isovoldmischen Hdmodilution eingesetzt wurden.

3.3.4.3 Hamorrhagischer Schock

Fiir die Untersuchung der Wiederbelebung nach hdmorrhagischem Schock wurden auf der
Grundlage der Ergebnisse der isovoldmischen Hédmodilution folgenden Losungen bei der

jeweils angegebenen Anzahl von Tieren eingesetzt:

. Anzahl der
Losung Hersteller Versuchstiere
Macrodex” (6 %, MG 60.000 g/mol) Schiwa GmbH, Glansdorf, Deutschland 8
Ringer-Losung DAB 7% Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland 8
Eigenblut (Antikoagulation durch Zusatz von Natriumcitrat) 8
Bovine Hb-Lsung 2 (U-PBHb") Biopure Corp., Boston, Massachusetts, USA 7
Humane Hb-Ldsung 2 (DCLHb®) Baxter Healthcare Corp., Deerfield, Illinois, USA 8

Tab. 4:  Losungen, mit denen nach Induktion des hdmorrhagischen Schocks die Wiederbelebung durchgefiihrt
wurde.
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3.3.5 Himoglobinlésungen

3.3.5.1 Bovine Himoglobinlésungen

Die bovinen Hdmoglobinlosungen waren durch intermolekulare Vernetzung zwischen den
einzelnen Ketten des Hamoglobinmolekiils (oo und B) mit Glutaraldehyd als Vernetzer zu
grofBeren Molekiilen polymerisiert (FEOLA et al., 1983; CHANG, 1997; PEARCE et GAWRYL,
1997). Von den verwendeten Ldosungen sind in Tabelle 5 Bovine Hidmoglobinldsung 1 und
U-PBHb® genauer spezifiziert. Das Bovine Hamoglobin wird weltweit unter Uberwachung
der Haltungsbedingungen einschlielich der verwendeten Futtermittel durch den Produzenten
der Himoglobinldsung gewonnen. Seit die Ubertragung der Bovinen Spongiformen
Enzephalopathie (BSE) durch Prione sowie die hierdurch vermittelte Auslosung der
Varianten Creutzfeld-Jacob-Krankheit beim Menschen vermutet wird, werden nur noch
Rinder aus BSE-freien Regionen verwendet (PEARCE et GAWRYL, 1997). An Ratten konnte
gezeigt werden, dafl heterologe Hadmoglobinlosung nur dann zu Immunreaktionen bei
Empfangern fiihren, wenn die Empfanger zuvor durch wiederholte subkutane Injektionen des
heterologen

Hamoglobins gegen dieses immunisiert worden waren (CHANG et al., 1992).

Bovine Hamoglobinlésung 1 U-PBHb"
Hamoglobin-Konzentration 11 g/dl 13 g/dl
Methdmoglobin-Gehalt <10% <10 %
Natrium 120 mmol/l 150 mmol/l
Kalium 4,0 mmol/l 4,0 mmol/l
Chlorid 115 mmol/l 145 mmol/l
Osmolaritt 250 mOsm/kg 295 mOsm/kg
Onkotischer Druck 20 mmHg 18 mmHg
pH bei 25°C 7,8 7.8
P50 34 mmHg 38 mmHg
MG 64 - 500 kDa 130 - 500 kDa
Phospholipid-Gehalt <3 nmol/ml <3 nmol/ml
Endotoxin-Gehalt <0,5U/ml <0,5U/ml

Tab. 5:  Zusammensetzung der bovinen Himoglobinldsungen (mit freundlicher Genehmigung von
Dr. M. Gawryl, Biopure Corp. Boston, Massachusetts, USA).

3.3.5.2 Humane Hiamoglobinlosungen

Die verwendete humane Hamoglobinlosung war intramolekular zwischen den beiden o-
Ketten des Hémoglobinmolekiils vernetzt. Dies wurde durch den Einsatz von
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Di-acetyl-salizylat (Diaspirin) bei der Herstellung der Losung erreicht (CHATTERJEE et al.,
1986; CHANG, 1997; NELSON, 1997). Da die verwendeten Varianten der Losung nur im
unterschiedlichen Gehalt an Membran-Phospholipiden differieren, ist in Tabelle 6 als Beispiel
DCLHb" genauer spezifiziert. Vom Produzenten der Himoglobinldsung wurde zudem ein
Verfahren zur Entfernung von Viren wie HIV, CMV und den verschiedenen Hepatitis-Viren
entwickelt, so daB die Ubertragung von Krankheiten durch die Himoglobinldsung

ausgeschlossen scheint (NELSON, 1997).

DCLHb®
Hamoglobin-Konzentration 10,0 g/dl
Methdmoglobin-Gehalt 7,6 %
Natrium 132,0 mmol/l
Kalium 4,0 mmol/l
Osmolaritt 284 mOsm/1
Onkotischer Druck 42 mmHg
pH bei 25°C 7,75
P50 36 mmHg
MG 64 kDa
Endotoxin-Gehalt <0,5U1

Tab. 6: Zusammensetzung der human Hédmoglobinlosung (mit freundlicher Genehmigung

von Dr. K. Burhop, Baxter Healthcare Corp., Deerfield, Illinois, USA).

3.4 Statistische Auswertung

Die Werte der einzelnen MeBzeitpunkte wurden als arithmetisches Mittel =+
Standardabweichung (SA) der Mittelwerte der Einzeltiere berechnet, die wiederum als
arithmetisches Mittel aus den EinzelmeBwerten eines Versuchstiers zum jeweiligen
MeBzeitpunkt errechnet wurden. Zur Berechnung des Signifikanzniveaus abhéingiger Daten
wurde zum Vergleich einzelner MeBwerte innerhalb der Gruppen die Friedman-Varianz-
Analyse und zum Vergleich verschiedener Gruppen zu einem MeBzeitpunkt die Kruskal-
Wallis-Varianz-Analyse, jeweils gefolgt von einem Student-Newman-Keul-Test (Sigma Stat
for Windows, Version 1.00, Jandel Scientific, San Rafael, Kalifornien, USA) durchgefiihrt.
Als statistisch relevant wurden hierbei p-Werte < 0,05 angesehen. In den Abbildungen sind
die Daten trotz nonparametrischer Verteilung der MeBwerte als arithmetisches Mittel +
Standardabweichung dargestellt, um eine rasche Interpretation und die Vergleichbarkeit mit

der géngigen Literatur zu gewéhrleisten.
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4. Ergebnisse

4.1 Hypervolimische Infusionen

In den Tabellen 7 bis 9 sind die Ergebnisse aller Losungen, welche dem Protokoll der
hypervoldmischen Infusion unterzogen wurden, als Mittelwert + Standardabweichung

dargestellt. Die Parameter wurden zu folgenden MefBzeitpunkten erhoben:

e 0 unmittelbar vor hypervoldmischer Infusion
e 1 0 Minuten nach hypervoldmischer Infusion
e 2 30 Minuten nach hypervoldmischer Infusion

e 3 60 Minuten nach hypervoldmischer Infusion

In den Abbildungen 11 bis 16 wird nur auf jene Losungen eingegangen, welche aufgrund der
Ergebnisse bei der hypervoldmischen Infusion zur isovoldmischen Hdmodilution (Bovine
Himoglobinlosung 1, U-PBHb® und DCLHb®) und zur Wiederbelegung nach
hdmorrhagischem Schock (U-PBHb® und DCLHb®) verwendet wurden (siche 3.3.4.2 und
3.3.4.3). Sie werden im Vergleich zur hypervolimischen Infusion von physiologischer

Kochsalzlosung und Albumin dargestellt.
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Durchmesser

Durchmesser

Blutzell-

in Arteriolen in Venolen ges.chwmdlgkelt MCB_
in Venolen zeitpunkt
[nm] [nm] [mm/sec]

NaCl 478 +13.4 28,1 +3,1 0,33 +£0,10 0
48,5+ 13,2 29,6 £ 3.4 0,33 + 0,08 1
44,7+ 13,2 29,5+3,5 0,37 £0,14 2
46,6 £ 13,2 29,7+272 0,31 +£0,11 3
Albumin 52,6 +19,3 272+22 0,29+0,19 0
46,2 £ 11,7 26,8+1,8 0,48 £0,15 1
54,3 +£24,6 27,8 +£22 0,56+ 0,12 2
53,8+ 18,2 27,5+33 0,52 +0,18 3
Bovine Hb-Losung F-1 62,8 +16,2 32,5+3,8 0,29 £ 0,09 0
56,3+11,6 32,4+47 0,40 £ 0,05 1
56,7 £ 14,0 32,1£5,0 0,39 +0,07 2
56,1 £ 15,5 31,0+ 5,1 0,29 £ 0,15 3
Bovine Hb-Losung 038 71,8 +£2,6 289428 0,24 £ 0,05 0
67,6 +7,8 28,6 £4.2 0,38 +0,14 1
63,5+9,0 29,3+3.9 0,38 +0,13 2
74,0+12,8 30,9 +4,1 0,31 +0,16 3
Bovine Hb-Losung 1 62,3+ 15,5 33,3+49 0,36 £ 0,17 0
64,3 £ 16,5 32,8+49 0,37+0,19 1
64,6 + 14,1 33,7+4,3 0,34+ 0,18 2
64,7+ 16,1 334+4,1 0,30+ 0,15 3
Bovine Hb-Losung 2 54,1 +£13,0 25,1+1,9 0,43 +0,21 0
(U-PBHD") 53,1+12,0 252429 0,40 £ 0,24 1
51,8+12,2 25,0+ 1,7 0,43 +£0,15 2
53,5+11,0 2524272 0,39 +0,14 3
Humane Hb-Ldsung 1 53,0 £ 20,1 28,2+34 0,46 = 0,09 0
49,2 £18.6 28,027 0,41 +£0,11 1
55,7+27,9 29,2 +3.,8 0,44 +0,10 2
55,6 £ 26,5 29,3 +3,7 0,35 +0,05 3
Humane Hb-L&sung 2 62,2+ 14,7 26,1 +£1,1 0,35+0,11 0
(DCLHb®) 60,3 +12,3 27,0+ 1,8 0,37+0,16 1
57,7+ 16,0 272+1,8 0,42 +0,23 2
59,2 +13.2 28,1+14 0,29 £ 0,17 3
Humane Hb-Ldsung 3 69,7+ 5,3 252+2.4 0,37 +£0,04 0
71,8 +15,2 246+1,5 0,33 +£0,14 1
773+ 6,8 24,6 +2,0 0,39 £ 0,09 2
742+ 4,0 26,7+33 0,34 +£0,10 3
Humane Hb-Ldsung 4 65,8+ 5,8 26,4+ 1,4 0,37+0,11 0
62,5+ 6,8 26,1 +1,7 0,38 £ 0,09 1
65,0+ 8,4 26,6 £23 0,44 + 0,07 2
593+ 6,2 277+1,5 0,45+0,12 3
Humane Hb-Losung 5 53,5+20,2 29,1+22 0,25 +0,08 0
53,3+21,2 29,8 £3.4 0,29 +£0,16 1
51,2+245 30,5+3,6 0,31 +£0,13 2
54,3 £25,0 30,9 +2,8 0,34+ 0,18 3
Humane Hb-Ldsung 6 62,0+ 14,1 32,1+£2.2 0,27 +0,15 0
44,7+ 13,1 33,7+2,0 0,26 £0,14 1
550+ 9,2 35,1+1,5 0,22 +0,10 2
53,8 +12,1 356=+1,1 0,14+£0,14 3
Humane Hb-Ldsung 7 71,0 £ 18,7 30,4+ 1,6 0,19+ 0,09 0
64,7+ 8,5 31,5+3,0 0,21+0,13 1
67,8 +21,5 312+24 0,32 £0,21 2
64,0 + 28,1 31,7+0,5 0,34 +0,17 3

Tab. 7:  Mikrohdmodynamik vor und nach hypervoldmischer Infusion
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Nicht-Adhérente Rollende Adhirente
Leukozyten Leukozyten Leukozyten in MeB-
in Venolen in Venolen Venolen zeitpunkt
[Zellen/pl] [Zellen/mm+min] [Zellen/mm?]
NacCl 3.566 + 1.782 242 + 67 30+£27 0
2.693 +1.099 197+ 99 35+43 1
2310+ 605 224+ 87 30+ 38 2
3.170 £ 1.543 188 + 93 53+£32 3
Albumin 3.212+1.509 170+ 97 19£12 0
2.372+1.488 215+ 78 31+30 1
2.871+1.786 226+ 52 25+20 2
3.054 + 1.639 225+ 63 20+ 17 3
Bovine Hb-Losung F-1 2291+ 482 427+ 190 14+13 0
2.707+ 931 404 + 82 5£ 5 1
1.978+ 722 405116 4+ 4 2
2.434+1.076 229+ 76 5+ 5 3
Bovine Hb-Losung 038 1.301 + 813 110+ 15 26+ 12 0
1.259+ 468 187+ 110 47 £40 1
1.344+ 532 148 +£ 51 63+ 57 2
1311+ 396 158+ 65 35+ 16 3
Bovine Hb-Losung 1 2328+ 651 138+ 69 11£12 0
2.569 + 881 141+ 54 16 +13 1
2.046 + 980 90+ 49 24 +23 2
1.701+ 979 68+ 30 21+ 17 3
Bovine Hb-Losung 2 3.075+1.434 298 £123 22+ 16 0
(U-PBHb") 4.199 +£2.566 212 + 106 10+ 13 1
3.345+1.646 260 £ 115 1414 2
3.063 + 1.377 258 + 107 11+11 3
Humane Hb-Ldsung 1 1.924 + 844 225+ 52 2712 0
2411+ 477 228+ 92 55+15 1
1.601 £ 493 217+ 60 41 +£21 2
1903+ 189 223+ 73 47 +£22 3
Humane Hb-Losung 2 2279+ 817 233+ 65 32+20 0
(DCLHb") 2220+ 787 225+ 43 36+24 1
3.277+1.611 241+ 56 24+ 15 2
3.301 +£1.045 201+ 72 24+ 18 3
Humane Hb-Losung 3 1.640+ 674 210+ 81 49+ 12 0
1.647+ 640 207 £ 117 61+27 1
1.107+ 503 205+ 68 79 £42 2
1.386+ 579 154+ 78 58+ 8 3
Humane Hb-Ldsung 4 1432+ 60 193+ 63 16 £10 0
1426+ 523 180 + 57 26+ 18 1
1.939+ 430 225+ 51 15+11 2
1.659+ 51 210+ 41 15+ 12 3
Humane Hb-Losung 5 1.542+ 590 185+ 20 14+ 7 0
1.206 + 641 190+ 57 45+ 35 1
1.656 + 537 266+ 59 58 £ 36 2
1.296 + 256 277 + 100 36 +23 3
Humane Hb-Ldsung 6 1.150+ 330 136 £ 56 13+ 5 0
967+ 107 192+ 97 20+ 9 1
1.261 + 225 244 + 132 3011 2
1.704 £ 297 221+ 92 34+ 8 3
Humane Hb-Ldsung 7 4.234 +3.337 158+ 81 21+ 7 0
3.415+2.787 140 £+ 106 22+ 8 1
2.539+1.010 164 £ 108 24+ 2 2
2.038+ 420 164+ 69 34+ 13 3

Tab. 8:
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Funktionelle

Extravasation Extravasation . . MebB-
. . . Kapillardichte .
in Arteriolen in Venolen zeitpunkt
[cm/cm?]
NaCl 0,32 +0,07 0,39 £ 0,09 132 +£39 0
0,27 £0,07 0,46 +0,14 133 +£42 1
0,27 £0,10 0,42 £ 0,08 136 +33 2
0,34 + 0,09 0,45+0,11 129 £33 3
Albumin 0,45+0,12 0,52 £0,07 127 £ 29 0
0,39 £ 0,09 0,48 £ 0,06 130+ 33 1
0,44 +0,14 0,52 £ 0,08 143 £ 16 2
0,45+0,14 0,55 +0,09 134 £ 25 3
Bovine Hb-Losung F-1 0,47 £ 0,05 0,54 £ 0,09 115+29 0
0,41 £0,05 0,52 + 0,08 117 £ 24 1
0,45+ 0,03 0,51 £0,08 127 £26 2
0,47 £ 0,05 0,53 +£0,07 119+ 16 3
Bovine Hb-Losung 038 0,39+ 0,02 0,54+ 0,03 98 £ 10 0
0,42 £0,07 0,51 +£0,04 97+ 17 1
0,40 = 0,03 0,51 £0,03 108 +£4 2
0,39 £ 0,04 0,54 + 0,00 105+9 3
Bovine Hb-Losung 1 0,27 £0,09 0,30+0,12 114+ 17 0
0,27+0,17 0,27 £0,07 111 +£18 1
0,25+0,10 0,31 £0,09 112 +24 2
0,28 +0,13 0,30 £ 0,08 108 £ 27 3
Bovine Hb-Losung 2 0,45+0,11 0,55+ 0,06 142 + 19 0
(U-PBHD") 0,44 +£0,11 0,56 = 0,05 141 £21 1
0,46 + 0,14 0,59 £ 0,06 144 £ 31 2
0,50 £ 0,09 0,59 + 0,05 144 £ 26 3
Humane Hb-Ldsung 1 0,57+0,13 0,56 + 0,05 125+ 36 0
0,56 +0,16 0,57 £0,08 118 £41 1
0,59 +0,10 0,55 +£0,09 128 + 37 2
0,57 £ 0,04 0,58 + 0,08 145 £ 34 3
Humane Hb-Ldsung 2 0,53 £0,09 0,59+0,11 135+ 15 0
(DCLHb") 0,51 + 0,08 0,58 + 0,08 132+ 19 1
0,57 0,09 0,62 £0,07 144 £ 19 2
0,57+0,11 0,65 £ 0,09 137 £ 15 3
Humane Hb-L&sung 3 0,51 £0,08 0,68 £0,10 103+ 9 0
0,47 £0,07 0,66 £0,10 91+15 1
0,49 + 0,08 0,69+0,10 82+ 26 2
0,48 = 0,08 0,69 +£0,11 98+ 0 3
Humane Hb-Ldsung 4 0,40 £ 0,07 0,57 + 0,04 123 £42 0
0,39 £ 0,09 0,58 £ 0,07 91 +54 1
0,45+0,13 0,58 £ 0,06 96 + 36 2
0,52+0,14 0,59 £ 0,06 109 + 45 3
Humane Hb-Ldsung 5 0,48 £ 0,04 0,57 £ 0,05 150+ 4 0
0,43 + 0,06 0,54 £0,04 144+ 5 1
0,50 £0,07 0,56 £ 0,07 139 +£11 2
0,53 +0,13 0,62 +0,13 146+ 2 3
Humane Hb-Ldsung 6 0,30 £ 0,04 0,41 £ 0,03 113 +29 0
0,32 + 0,05 0,40 £ 0,02 112+ 22 1
0,32 +£0,04 0,42+ 0,01 108 £ 24 2
0,31 £ 0,05 0,41 £0,01 96 + 24 3
Humane Hb-Ldsung 7 0,39 + 0,04 0,44+0,12 128+ 5 0
0,39 £ 0,04 0,41£0,10 121+ 6 1
0,41 +0,07 0,43+0,11 101+ 7 2
0,41 £ 0,05 0,44+0,12 121+ 5 3

Tab.9:  Mikrovaskuldre Permeabilitit und Funktionelle Kapillardichte vor und nach
hypervoldmischer Infusion
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4.1.1 Mikrohimodynamik

Der Durchmesser der préikapilldren Arteriolen und postkapilliren Venolen (Abb. 11) wurde
bei den Tieren vor und nach hypervoldmischer Infusion der beschriebenen Losungen zu den

angegebenen Zeitpunkten gemessen.
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Abb. 11: Mikrohdmodynamik I vor und nach hypervolamischer Infusion
Mittelwert = Standardabweichung.
T p<0,05vs.NaCl 0,9 %: Kruskal-Wallis-Varianz-Analyse
und Student-Newman-Keul-Test

Die hypervoldmische Infusion der dargestellten Losungen fiihrte bei keiner der dargestellten
Gruppen zu irgendeinem Zeitpunkt zu einer signifikanten Anderung des arterioldren

GefaBdurchmessers im Vergleich zum Ausgangswert, iiberzufillige Unterschiede der
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Gruppen der mit Boviner Himoglobinlésung 1, U-PBHb® oder DCLHb® behandelten Tiere
zu den Gruppen der mit physiologischer Kochsalzlosung oder Albumin behandelten Tiere
konnten ebenfalls nicht beobachtet werden. Bei der Messung des venoldren
Gefaldurchmessers (Abb. 11) fillt die Gruppe der Tiere, die Bovine Hdmoglobinlsung 1
erhalten sollten, schon vor Applikation der Losung gegeniiber der Gruppe jener Tiere, die mit
physiologischer Kochsalzlésung infundiert werden sollten, durch einen iiberzufallig groBeren
venoldren GefaBdurchmesser auf. Dieser Unterschied findet sich 30 und 60 Minuten nach der
hypervoldmischen Infusion der Losungen wieder. Eine signifikante Verdnderung des
venoldren GefaBdurchmessers gegeniiber dem Ausgangswert infolge hypervoldmischer
Infusion wurde bei keiner der beschriebenen Losungen beobachtet. Insgesamt féllt jedoch
auBer bei jenen Tieren, die mit U-PBHb® infundiert wurden, eine tendenzielle
GroBenzunahme im Zeitverlauf auf. Hieraus erklirt sich auch der signifikante Unterschied der
mit U-PBHb” behandelten Tiere gegeniiber den mit physiologischer Kochsalzlosung

behandelten Tieren 30 und 60 Minuten nach hypervoldmischer Infusion.
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Abb. 12: Mikrohdmodynamik IT vor und nach hypervolédmischer Infusion
Mittelwert + Standardabweichung.
* p<0,05vs. Ausgangswert: Friedman-Varianz-Analyse fiir wiederholte Messungen
und Student-Newman-Keul-Test

Die Geschwindigkeit der frei in postkapilliren Venolen flieBenden roten Blutzellen (Abb. 12)
war nach hypervoldmischer Infusion von Albumin zu allen Zeitpunkten gegeniiber dem
Ausgangswert signifikant erhoht, die Applikation der anderen beschriebenen Losungen fiihrte
zu keiner signifikanten Anderung gegeniiber dem Ausgangswert. Zu den jeweiligen

Mefzeitpunkten konnte allerdings kein tiberzufélliger Unterschied in der Geschwindigkeit der
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frei in postkapilldren Venolen flieBenden roten Blutzellen in den Gruppen der mit Boviner
Himoglobinlésung 1, U-PBHb"™ oder DCLHb® behandelten Tiere zu der in den Gruppen der

mit physiologischer Kochsalzlosung oder Albumin behandelten Tiere beobachtet werden.

4.1.2 Leukozyten/Endothel-Interaktion
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Abb. 13: Leukozyten/Endothel-Interaktion I vor und nach hypervoldmischer Infusion
Mittelwert = Standardabweichung.
T p<0,05vs.NaCl 0,9 %: Kruskal-Wallis-Varianz-Analyse
und Student-Newman-Keul-Test

Die Anzahl der frei im Blutstrom der postkapilldren Venolen flieBenden Leukozyten in Bezug
auf das die Gefdlle durchstromende Blutvolumen (Abb. 13) wurde bei keiner der dargestellten

Gruppen durch die hypervoldmische Infusion zu irgendeinem Zeitpunkt signifikant gegeniiber
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dem Ausgangswert verdndert, iiberzufillige Unterschiede der Gruppen der mit Boviner
Himoglobinlésung 1, U-PBHb® oder DCLHb® behandelten Tiere zu den Gruppen der mit
physiologischer Kochsalzlosung oder Albumin behandelten Tiere konnten ebenfalls nicht
beobachtet werden. Die Anzahl der eine virtuelle Lichtschranke passierenden rollenden
Leukozyten (Abb. 13) erfuhr durch die hypervoldmische Infusion der dargestellten Losungen
im Vergleich zum Ausgangswerk keine iiberzufillige Anderung, jedoch war ihre Zahl 30 und
60 Minuten nach der Applikation von Boviner Himoglobinldsung 1 signifikant geringer als

nach Applikation von physiologischer Kochsalzlésung.
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Abb. 14: Leukozyten/Endothel-Interaktion II vor und nach hypervoldmischer Infusion
Mittelwert + Standardabweichung.

Auf die Anzahl der am Gefdflendothel der postkapilliren Venolen adhédrenten Leukozyten in
Bezug auf die GefdBlinnenfliche (Abb. 14) hatte die hypervoldmische Infusion bei keiner der
dargestellten Gruppen im Vergleich zum Ausgangswert einen signifikanten Einfluf,
iiberzufillige Unterschiede der Gruppen der mit Boviner Himoglobinlésung 1, U-PBHb®
oder DCLHb® behandelten Tiere zu den Gruppen der mit physiologischer Kochsalzldsung

oder Albumin behandelten Tiere konnten auch hier nicht beobachtet werden.
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4.1.3 Mikrovaskulire Permeabilitit
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Abb. 15: Mikrovaskuldre Permeabilitdt vor und nach hypervolamischer Infusion
Mittelwert = Standardabweichung.
T p<0,05vs.NaCl0,9 %: Kruskal-Wallis-Varianz-Analyse
und Student-Newman-Keul-Test

Bei der Messung der Fluoreszenzintensitidt auBerhalb des Gefafibettes bezogen auf die
Fluoreszenzintensitit innerhalb des Gefdlbettes als Ma3 der mikrovaskuldren Permeabilitdt
(Abb. 15) fallen auBler der Gruppe der Tiere, die Bovine Hidmoglobinldsung 1 erhalten sollten,
die Tiere, die mit allen anderen dargestellten Losungen (Albumin, U-PBHb® und DCLHb®™)
behandelt werden sollten, schon vor Applikation der Losung gegeniiber der Gruppe jener
Tiere, die mit physiologischer Kochsalzlosung infundiert werden sollten, durch einen

signifikant hohere mikrovaskuldre Permeabilitit in Arteriolen und Venolen auf. In den
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beobachteten Arteriolen bleiben diese Unterschiede nach hypervoldmischer Infusion
tendenziell bestehen, wobei der Unterschied zur Gruppe der mit physiologischer
Kochsalzlosung behandelten Tieren 30 Minuten nach Applikation bei den mit Albumin,
U-PBHb® und DCLHb® behandelten Tieren erneut signifikant war. Unmittelbar nach
hypervoldmischer Infusion war dies lediglich bei der Gruppe der mit DCLHb® behandelte
Tieren, 60 Minuten nach Applikation war dies bei den Gruppen der mit U-PBHb" oder
DCLHb® behandelten Tiere der Fall. Zu keinem Zeitpunkt nach hypervolimischer Infusion
konnte jedoch in einer der dargestellten Gruppe eine {iberzufillige Anderung der arterioldren
mikrovaskuldren Permeabilitdt im Vergleich zum Ausgangswert beobachtet werden. Auch in
den beobachteten Venolen blieben die Unterschiede in der mikrovaskuldren Permeabilitét
nach hypervolamischer Infusion tendenziell bestehen, wobei der Unterschied zur Gruppe der
mit physiologischer Kochsalzlosung behandelten Tieren 30 Minuten nach Applikation bei
allen anderen Gruppen signifikant war. Unmittelbar nach hypervoldmischer Infusion war dies
lediglich bei der Gruppe der mit Boviner Himoglobinlosung 1 behandelten Tiere, 60 Minuten
nach Applikation nur bei der Gruppe der mit DCLHb" behandelten Tieren der Fall. Zu
keinem Zeitpunkt nach hypervoldmischer Infusion konnte jedoch in einer der dargestellten
Gruppe eine signifikante Anderung der venoliren mikrovaskuliren Permeabilitit im

Vergleich zum Ausgangswert beobachtet werden.
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4.1.4 Funktionelle Kapillardichte

Auf die als Linge der perfundierten Kapillaren pro Fldche angegebene funktionelle
Kapillardichte (Abb. 16) hatte die hypervoldmische Infusion aller dargestellten Losungen im
Vergleich zum Ausgangswert zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten Einflul3, signifikante
Unterschiede der Gruppen der mit Boviner Himoglobinlésung 1, U-PBHb® oder DCLHb"
behandelten Tiere zu den Gruppen der mit physiologischer Kochsalzlosung oder Albumin

behandelten Tiere konnten ebenfalls nicht beobachtet werden.
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Abb. 16: Funktionelle Kapillardichte vor und nach hypervolédmischer Infusion
Mittelwert = Standardabweichung.
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4.2 Isovolamische Himodilution

In den Abbildungen 17 bis 23 sind die Lésungen, die dem Protokoll der isovoldmischen
Héamodilution unterzogen wurden, im Vergleich mit Dextran 60 als Mittelwert + Standard-

Abweichung dargestellt. Die Parameter wurden zu folgenden MeBzeitpunkten erhoben:

e unmittelbar vor isovoldmischer Himodilution
e (0 Minuten nach isovoldmischer Himodilution
e 30 Minuten nach isovoldmischer Himodilution

e 60 Minuten nach isovoldmischer Himodilution

4.2.1 Makrohimodynamik

Der Hématokrit (Abb. 17) der Tiere aller Gruppen wurde durch die isovoldmische
Héamodilution auf 51 bis 60 % der Ausgangswerte signifikant gesenkt. Auch 60 Minuten nach
isovoldmischer Hamodilution wurde weiterhin ein im Vergleich zu den Ausgangswerten
signifikant geringerer Hamatokrit (55 bis 65 % der Ausgangswerte) gemessen. Ein
tiberzufilliger Unterschied der Gruppen der mit den Hdmoglobinldsungen behandelten Tiere
zur Gruppe der mit Dextran 60 behandelten Tiere wurde zu keinem Zeitpunkt beobachtet. Der
mittlere arterielle Blutdruck (MAP) betrégt beim Syrischen Goldhamster ca. 100 mmHg, aus
technischen Griinden wurde er bei der Versuchsdurchfiihrung erst nach der isovoldmischen
Héamodilution sowie nur bei den mit Dextran 60, U-PBHb" und DCLHb® behandelten Tieren
gemessen. Unmittelbar nach isovoldmischer Hamodilution konnte beim MAP (Abb. 17) kein
tiberzufilliger Unterschied der Gruppen der mit den Hdmoglobinldsungen behandelten Tiere
zur Gruppe der mit Dextran 60 behandelten Tiere beobachtet werden, wihrend 30 Minuten
nach isovoldmischer Himodilution ein signifikanter Anstieg des MAP in den Gruppen der mit
den Hémoglobinlosungen diluierten Tiere iiber den MAP der Gruppe der mit Dextran 60
diluierten Tiere auffiel. Bei der Gruppe der mit DCLHb" behandelten Tiere konnte dieser

Effekt auch 60 Minuten nach isovoldmischer Himodilution noch beobachtet werden.
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Abb. 17: Makrohdmodynamik vor und nach isovoldmischer Himodilution,
Mittelwert + Standardabweichung.
* p<0,05vs. Ausgangswert: Friedman-Varianz-Analyse fiir wiederholte Messungen
und Student-Newman-Keul-Test
T p<0,05vs. Dextran 60:  Kruskal-Wallis-Varianz-Analyse und Student-Newman-
Keul-Test
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4.2.2 Mikrohimodynamik
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Abb. 18: Mikrohdmodynamik I vor und nach isovoldmischer Himodilution
Mittelwert = Standardabweichung.
T p<0,05vs. Dextran 60:  Kruskal-Wallis-Varianz-Analyse
und Student-Newman-Keul-Test

Nach isovoldmischer Himodilution kam es unabhidngig davon, ob die Tiere der einzelnen
Gruppen mit Dextran 60 oder einer der Himoglobinldsungen (Bovine Hidmoglobinldsung 1,
U-PBHb® oder DCLHb") behandelt worden waren, zu keinem Zeitpunkt zu einer
signifikanten Anderung der arterioliren GefdBdurchmesser (Abb. 18) im Vergleich zum
Ausgangswert. Uberzufillige Unterschiede der Gruppen der mit den untersuchten
Hamoglobinlosung behandelten Tiere zu der Gruppe der mit Dextran 60 behandelten Tiere

konnten ebenfalls nicht beobachtet werden. Auch bei den venoldren GefdaBdurchmessern
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(Abb. 18) kam es nach isovoldmischer Himodilution unabhingig davon, ob die Tiere der
einzelnen Gruppen mit Dextran 60 oder einer der Hamoglobinlosungen behandelt worden
waren, zu keinem Zeitpunkt zu einer signifikanten Anderung. Allerdings lag der
durchschnittliche venoldre GefaBdurchmesser der Tiere, die mit Boviner Himoglobinldsung 1
diluiert werden sollten, unter Ausgangsbedingungen um 16 % (signifikant) {iber dem
durchschnittlichen venolidre Gefd3durchmesser jener Tiere, welche mit Dextran 60 diluiert
werden sollten. Unmittelbar nach isovoldmischer Hamodilution konnte dieser signifikante
Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen noch beobachtet werden, 30 und 60 Minuten
nach isovoldmischer Hédmodilution bestand er nicht mehr. Der durchschnittliche venoldre
Gefalldurchmesser stieg 60 Minuten nach isovoldmischer Hdmodilution mit Dextran 60 um
8 % iiber den Ausgangswert an, wihrend er bei den mit U-PBHb" behandelten Tieren um 4 %
unter den Ausgangswert abfiel, so daf} fiir diesen Zeitpunkt ein liberzufélliger Unterschied
zwischen diesen beiden Gruppen resultiert. Zu keinem Zeitpunkt nach isovoldmischer
Hamodilution kam es zu einer signifikanten Verdnderung der Geschwindigkeit der roten
Blutzellen in Venolen (Abb. 19) im Vergleich zum Ausgangswert in einer der untersuchten
Gruppen. Uberzufillige Unterschiede der Gruppen der mit den untersuchten
Hamoglobinlosung behandelten Tiere zu der Gruppe der mit Dextran 60 behandelten Tiere

konnten ebenfalls nicht beobachtet werden.
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Abb. 19: Mikrohdmodynamik IT vor und nach isovoldmischer Himodilution,
Mittelwert = Standardabweichung.
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4.2.3 Leukozyten/Endothel-Interaktion
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Abb. 20: Leukozyten/Endothel-Interaktion I vor und nach isovoldmischer Hdmodilution,
Mittelwert = Standardabweichung.

Bei der Anzahl der frei im Blutstrom der postkapilldren Venolen flieBenden Leukozyten in
Bezug auf das die GefdBle durchstromende Blutvolumen (Abb. 20) kam es im Vergleich zum
Ausgangswert bei keiner der untersuchten Gruppen zu einer signifikanten Verdnderung. Zu
keinem Zeitpunkt konnte auBlerdem ein signifikanter Unterschied der Gruppen der mit den
Hamoglobinlosungen diluierten Tiere zur Gruppe der mit Dextran 60 diluierten Tiere be-
obachtet werden. Bei der durchschnittlichen Anzahl der am Gefdf3endothel entlangrollenden
Leukozyten (Abb.20) wurde ebensowenig ein Effekt beobachtet wie bei den frei im
Blutstrom der postkapilldren Venolen flieBenden Leukozyten. Auf die Anzahl der am GefaB-
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endothel der postkapilliren Venolen adhdrenten Leukozyten in Bezug auf die
GefaBinnenfliche (Abb. 21) hatte die isovolimische Himodilution mit Dextran 60 U-PBHb®
oder DCLHb® im Vergleich zum Ausgangswert zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten
Einflu, widhrend ihre durchschnittliche Anzahl in der Gruppe der mit Boviner
Hamoglobinlosung 1 diluierten Tiere 30 bzw. 60 Minuten nach der Behandlung signifikant
anstieg. Beriicksichtigt werden muf3 jedoch, daB8 die Anzahl der am Gefdendothel der
postkapilldren Venolen adhdrenten Leukozyten in Bezug auf die GefiBinnenfldche in den
Gruppen der Tiere, die mit Boviner Himoglobinlésung 1 oder mit DCLHb® diluiert werden
sollten, unter Ausgangsbedingungen iiberzufillig geringer war als die in der Gruppe der
Tiere, die mit Dextran 60 diluiert werden sollten. Nach der isovoldmischen Hdmodilution
konnten keine Unterschiede mehr zwischen den Gruppen der mit den Himoglobinldsungen

behandelten Tiere und der Gruppe der mit Dextran 60 behandelten Tiere beobachtet werden.
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Abb. 21: Leukozyten/Endothel-Interaktion II vor und nach isovoldmischer Himodilution
Mittelwert = Standardabweichung.
* p<0,05 vs. Ausgangswert: Friedman-Varianz-Analyse fiir wiederholte Messungen
und Student-Newman-Keul-Test
T p<0,05vs. Dextran 60:  Kruskal-Wallis-Varianz-Analyse
und Student-Newman-Keul-Test
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4.2.4 Mikrovaskulire Permeabilitit
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Abb. 22:

Mikrovaskuldre Permeabilitdt vor und nach isovoldmischer Himodilution
Mittelwert = Standardabweichung.

Bei der Messung der Fluoreszenzintensitdt aufBlerhalb des Gefdflbettes bezogen auf die

Fluoreszenzintensitiat innerhalb des GefaBbettes als MalB3 der mikrovaskuldren Permeabilitit

Abb. 22) fillt die Gruppe der Tiere, die mit DCLHb® diluiert werden sollten, gegeniiber der
pp geg

Gruppe der Tiere, die mit Dextran 60 diluiert werden sollten, schon vor isovoldmischer

Hémodilution durch eine iiberzufillig hohere mikrovaskuldre Permeabilitit in Arteriolen auf.

Dieser Unterschied bleibt nach isovoldmischer Himodilution bestehen und konnte auch in

Venolen zu allen Zeitpunkt nach der Behandlung beobachtet werden. Zudem fiel die Gruppe

der mit U-PBHb® Tiere behandelten Tiere unmittelbar nach isovolimischer Himodilution
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durch eine im Vergleich zur Gruppe der mit Dextran 60 behandelten Tiere durch eine
signifikant hohere mikrovaskuldre Permeabilitit auf. In allen beobachteten Gruppen kam es
zu keinem Zeitpunkt nach isovoldmischer Hdmodilution sowohl bei Arteriolen als auch bei
Venolen zu einer signifikanten Verdnderung der mikrovaskuldren Permeabilitdt im Vergleich
zum Ausgangswert. Eine hohere Fluoreszenzintensitidt auBerhalb des Gefdlbettes als
innerhalb des Gefallbettes (Werte > 1,00) wurde zu keinem Zeitpunkt beobachtet (Minimum:
0,34, Maximum: 0,68).

4.2.5 Funktionelle Kapillardichte

Vor und nach isovoldmischer Hdmodilution konnten keine signifikanten Unterschiede in der
als Lange der perfundierten Kapillaren pro Fldche angegebenen funktionellen Kapillardichte
(Abb. 23) bei den Gruppen der mit den Himoglobinlosungen behandelten Tiere im Vergleich
zur Gruppe der mit Dextran 60 behandelten Tiere beobachtet werden. Allerdings fallt die
Gruppe der mit U-PBHb" behandelten Tiere zu allen Zeitpunkten nach isovoldmischer
Héamodilution durch eine im Vergleich zum Ausgangswert signifikant geringere funktionelle
Kapillardichte (70 bis 77 % des Ausgangswertes) auf. Fiir die mit Dextran 60, U-PBHb" oder
DCLHb® behandelten Tiere wurde zudem als Maf der Homogenitit der kapilliren Perfusion
die Varianz der funktionellen Kapillardichte bestimmt: die Gruppe der mit U-PBHb"
behandelten Tiere fiel zu allen Zeitpunkten nach isovoldmischer Himodilution durch eine im
Vergleich zum Ausgangswert iiberzufillig erhohte Varianz der funktionellen Kapillardichte
(62 bis 85% iiber dem Ausgangswert) auf. Bei den Gruppen der mit den
Hamoglobinlosungen behandelten Tiere wurde nur unmittelbar nach isovoldmischer
Himodilution mit DCLHb® ein signifikanter Unterschied zur Gruppe der mit Dextran 60

behandelten Tiere beobachtet.

70



300 4

Funktionelle Kapillardichte
[ Dextran 60
KN Bovine Hamoglobinlosung 1
KX U-PBHb"
Il DCLHb"
=}
=
200 £
=
|z
£ i
E Il P
N :
100 g
2
0 T T T
-10 bis -5 0bis 5 30 bis 35 60 bis 65

min

] Varianz der funktionellen Kapillardichte
[ Dextran 60

RN Bovine Himoglobinldsung 1

&3 U-PBHb”

N DCLHb®

Isovoldmische Hamodilution

Oﬁaﬁéﬁgﬁéﬁ

-10 bis -5 0 bis 5 30 bis 35 60 bis 65

min

Abb. 23: Funktionelle Kapillardichte vor und nach isovolamischer Himodilution
Mittelwert + Standardabweichung.
* p<0,05vs. Ausgangswert: Friedman-Varianz-Analyse fiir wiederholte Messungen
und Student-Newman-Keul-Test
T p<0,05vs. Dextran 60:  Kruskal-Wallis-Varianz-Analyse
und Student-Newman-Keul-Test
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4.3 Hamorrhagischer Schock und Wiederbelebung

Die Effekte der Himoglobinlosungen U-PBHb® und DCLHb® sollten nun im Vergleich zu
tiblichen  Substitutionslosungen  (siche 3.3.4.3) unter den StreBbedingungen des
hdmorrhagischen Schocks untersucht werden, wobei als ZielgroBe das als 7% des
Korpergewichtes berechnete halbe Blutvolumen innerhalb von fiinf Minuten entzogen wurde.

Die Wiederbelebung durch Volumensubstitution fand 45 Minuten spiter statt.

In den Abbildungen 24 bis 30 sind die Lésungen (U-PBHb® und DCLHbL®), die dem
Protokoll der Induktion eines hdmorrhagischen Schocks und nachfolgender Wiederbelebung
unterzogen wurden, sowie Dextran 60 im Vergleich mit autologem Blut und Ringer-Losung
als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die Parameter wurden zu folgenden

Melzeitpunkten erhoben:

e unmittelbar vor Induktion des himorrhagischen Schocks
e 30 Minuten nach Induktion des hdmorrhagischen Schocks
¢ ( Minuten nach Wiederbelebung

e 30 Minuten nach Wiederbelebung

e 60 Minuten nach Wiederbelebung

e 120 Minuten nach Wiederbelebung

Weder beim durchschnittlichen Ausgangsgewicht der Tiere (53 g bis 60 g) noch beim den

Tieren durchschnittlich entzogenen Blutvolumen (1,75ml bis 2,15 ml) weisen die

untersuchten Gruppen signifikante Unterschiede zueinander auf.
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4.3.1 Makrohimodynamik
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Abb. 24: Makrohdmodynamik vor, wihrend und nach hamorrhagischem Schock
Mittelwert = Standardabweichung.
* p<0,05 vs. Ausgangswert: Friedman-Varianz-Analyse fiir wiederholte
Messungen und Student-Newman-Keul-Test
$ p<0,05vs. Schock: Friedman-Varianz-Analyse flir wiederholte

Messungen und Student-Newman-Keul-Test
T p<0,05vs. Ringer-Losung:  Kruskal-Wallis-Varianz-Analyse

und Student-Newman-Keul-Test
O p<0,05 vs. autolog. Blut: Kruskal-Wallis-Varianz-Analyse

und Student-Newman-Keul-Test

Vor Induktion des hdmorrhagischen Schocks bestand beim durchschnittlichen Hamatokrit
(Abb. 24) der Gruppen der Tiere, die mit den Himoglobinldsungen Dextran 60 behandelt
werden sollten, kein liberzufalliger Unterschied zu den Gruppen der Tiere, die mit autologem

Blut oder Ringer-Losung wiederbelebt werden sollten. Um die Beobachtung der
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Mikrozirkulation nicht zu storen, wurde die Bestimmung des Hématokrits nach der
Behandlung nur am Ende der Beobachtungszeit durchgefiihrt. Bei der Gruppe der Tiere, die
das entzogene Blut zuriickerhalten hatten, wurde 120 Minuten nach der Behandlung wieder
ein Hématokrit im Ausgangsniveau gemessen, widhrend bei den Tieren, die nicht mit
autologem Blut behandelt worden waren, der Himatokrit 120 Minuten nach der Behandlung
signifikant (42 % bis 59 % des Ausgangswertes) unter Ausgangsniveau lag. Der Unterschied
im Hématokrit zur Gruppe der mit autologem Blut behandelten Tiere war am Ende der
Beobachtungszeit allerdings nur bei den Gruppen der mit Dextran 60 oder U-PBHb"
behandelten Tiere signifikant, ein Unterschied zur Gruppe der mit Ringer-Ldsung
behandelten Tiere fiel bei keiner der anderen Gruppen auf. Der mittlere arterielle Blutdruck
(MAP) betriagt beim Syrischen Goldhamster ca. 100 mmHg. Aus technischen Griinden wurde
er bei der Versuchdurchfiihrung erst nach Induktion des hamorrhagischen Schocks gemessen.
Nach Wiederbelebung zeigten die Tiere aller untersuchten Gruppen iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum einen im Vergleich zu dem wihrend der Schockphase gemessenen
MAP signifikant hoheren MAP (Abb. 24). Der MAP der Gruppen der Tiere, die mit
Dextran 60 oder Ringer-Losung behandelt worden waren, war 30, 60 und 120 Minuten nach
Wiederbelebung signifikant geringer als der MAP der Gruppe der Tiere, die autologes Blut
zurlickerhalten hatten. Demgegeniiber war der MAP der Gruppen der Tiere, die mit den
Hamoglobinlosungen behandelt worden waren, 30 und 60 Minuten nach Wiederbelebung
signifikant hoher als der MAP der Gruppe der Tiere, die autologes Blut zuriickerhalten hatten.
Demzufolge war der MAP der Gruppen der mit den Hédmoglobinlosungen sowie der mit
autologem Blut behandelten Tiere 30, 60 und 120 Minuten nach Wiederbelebung auch
signifikant hoher als der MAP der Gruppe der Tiere, die mit Ringerlosung behandelt worden

waren.
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4.3.2 Mikrohimodynamik
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Abb. 25: Mikrohdmodynamik I vor, wihrend und nach hdmorrhagischem Schock
Mittelwert = Standardabweichung.

* p<0,05vs. Ausgangswert: Friedman-Varianz-Analyse flir wiederholte
Messungen und Student-Newman-Keul-Test
$ p<0,05 vs. Schock: Friedman-Varianz-Analyse fiir wiederholte

Messungen und Student-Newman-Keul-Test

Die Induktion des hamorrhagischen Schocks resultierte lediglich bei den Tieren der Gruppe,
die mit U-PBHb" wiederbelebt werden sollten, in einer iiberzufilligen Abnahme des arterio-
laren Gefalldurchmessers (Abb. 25). Nach Wiederbelebung wurde bei dieser Gruppe iiber den
gesamten Beobachtungszeitraum signifikant gegeniiber dem in der Schockphase gemessenen

Wert vergroferte arterioldre GefaBdurchmesser festgestellt. Ein signifikanter Unterschied
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zum Ausgangswert bestand bei dieser Gruppe nach Wiederbelebung nicht. Bei keiner
untersuchten Gruppen kam es durch die Induktion des hdmorrhagischen Schocks oder durch
die Behandlung mit einer der Losungen oder mit autologem Blut zu einer iiberzufélligen
Verdnderung des arterioldren Gefd3durchmessers im Vergleich zum Ausgangswert bzw. zum
wihrend der Schockphase gemessenen Wert. Zu keinem Zeitpunkt bestanden signifikante
Unterschiede des arterioldren GefdBdurchmessers der Gruppen der Tiere, die mit den
Hamoglobinlosungen oder Dextran 60 behandelt wurden, zu den Gruppen der Tiere, die mit
autologem Blut oder Ringer-Losung behandelt wurden. Die venoldren GefaBdurchmesser
(Abb. 25) wurden durch die Induktion des hidmorrhagischen Schocks nicht signifikant
verdndert. Bei der Gruppe der Tiere, die mit autologem Blut behandelt worden waren, fiel
eine Uberzufillige VergroBerung des venoldren Gefddurchmessers im Vergleich zum
Ausgangswert und zum wiahrend der Schockphase gemessenen Wert unmittelbar, 30 und
60 Minuten nach Wiederbelebung auf. Der gleiche Effekt wurde auch bei der Gruppe der mit
Dextran 60 behandelten Tiere unmittelbar nach Wiederbelebung beobachtet. Die
Wiederbelebung der Tiere mit Ringer-Losung oder einer der Himoglobinldsungen hatte im
Beobachtungszeitraum keinen signifikanten Einflu auf den durchschnittlichen venoldren
GefaBdurchmesser der untersuchten Gruppen im Vergleich zum Ausgangswert oder zum
wiahrend der Schockphase gemessenen Wert. Zu keinem Zeitpunkt bestanden auBerdem
signifikante Unterschiede des venolidren GefaBdurchmessers der Gruppen der Tiere, die mit
den Hamoglobinlosungen oder Dextran 60 therapiert wurden, zu den Gruppen der Tiere, die
mit autologem Blut oder Ringer-Losung therapiert wurden. Unter Ausgangsbedingungen war
die durchschnittliche Geschwindigkeit der roten Blutzellen in Venolen (Abb. 26) bei den
Gruppen der Tiere, die mit den Himoglobinldsungen oder Dextran 60 behandelt werden
sollten, im Vergleich den Gruppen der Tiere, die mit autologem Blut oder Ringer-Losung
behandelt werden sollten, nicht {berzufillig verschieden. Nach Induktion des
hdmorrhagischen Schocks war die Geschwindigkeit der roten Blutzellen in Venolen so
gering, da3 mit der verwendeten Technik keine Messung mdglich war. Daher sind hier und
auch fiir die Leukozyten/Endothel-Interaktion (siehe 4.3.3), wo zur Diskriminierung frei im
Blutstrom postkapilldrer Venolen flieBender, am GefiaBBendothel entlangrollender und am
Gefillendothel adhidrenter Leukozyten ein erkennbarer BlutfluB unverzichtbar ist, fiir die
Schockphase jeweils keine MeBwerte angegeben. Unmittelbar nach Wiederbelebung war die
Geschwindigkeit der roten Blutzellen in Venolen in allen Gruppen signifikant geringer als
unter  Ausgangsbedingungen.  Dieser  Effekt  fiel = wihrend des  gesamten
Beobachtungszeitraums nach Wiederbelebung bei der Gruppe der mit U-PBHb® therapierten

Tiere sowie 30 Minuten nach Wiederbelebung noch bei der Gruppe der mit Ringer-Losung
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therapierten Tiere auf. Zu allen verbleibenden Zeitpunkten und bei den iibrigen beobachteten
Gruppen keine tiberzufilligen Unterschiede zu den jeweiligen Ausgangswerten festgestellt.
Bei den Gruppen der mit autologem Blut oder DCLHb® behandelten Tiere war die
Geschwindigkeit der roten Blutzellen in Venolen zudem 30, 60 und 120 Minuten nach
Wiederbelebung signifikant gegeniiber den unmittelbar nach Wiederbelebung gemessenen
Werten erhoht. Im iibrigen bestanden auch nach der Wiederbelebung zu keinem Zeitpunkt
signifikante Unterschiede der Geschwindigkeit der roten Blutzellen in den Venolen der
Gruppen der Tiere, die mit einer der Himoglobinldsungen oder Dextran 60 behandelt worden
waren, zu den Gruppen der Tiere, die mit autologem Blut oder Ringer-Losung behandelt

worden waren.
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Abb. 26: Mikrohdmodynamik II vor, wiahrend und nach hdmorrhagischem Schock
Mittelwert = Standardabweichung.

* p<0,05 vs. Ausgangswert: Friedman-Varianz-Analyse fiir wiederholte
Messungen und Student-Newman-Keul-Test
$ p<0,05 vs. nach Schock: Friedman-Varianz-Analyse fiir wiederholte

Messungen und Student-Newman-Keul-Test
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4.3.3 Leukozyten/Endothel-Interaktion
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Abb. 27: Leukozyten/Endothel-Interaktion I vor, wéhrend und nach hamorrhagischem Schock
Mittelwert + Standardabweichung.
* p<0,05 vs. Ausgangswert: Friedman-Varianz-Analyse fiir wiederholte
Messungen und Student-Newman-Keul-Test
T p<0,05vs. Ringer-Losung:  Kruskal-Wallis-Varianz-Analyse
und Student-Newman-Keul-Test

Bei der Anzahl der frei im Blutstrom der postkapilldren Venolen flieBenden Leukozyten in
Bezug auf das die Gefde durchstromende Blutvolumen (Abb.27) kam es nach
Wiederbelebung im Vergleich zum Ausgangswert bei keiner der untersuchten Gruppen zu
einer signifikanten Verdnderung. AusschlieBlich bei der Gruppe der mit DCLHb®
behandelten Tiere fiel 120 Minuten nach Wiederbelebung eine im Vergleich zu Gruppe der
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mit Ringer-Losung behandelten Tiere eine signifikant geringere Anzahl der frei im Blutstrom
der postkapilliren Venolen flieBenden Leukozyten auf. Ein iliberzufilliger Unterschied zur
Gruppe der mit autologem Blut behandelten Tiere sowie zu beiden Kontrollgruppen zu
anderen Zeitpunkten nach Wiederbelebung ergab sich nicht. Dies gilt auch fiir die Gruppen
der mit Dextran60 oder U-PBHb® behandelten Tiere fiir den gesamten
Beobachtungszeitraum nach Wiederbelebung. Bei der durchschnittlichen Anzahl der am
GefaBendothel entlangrollenden Leukozyten (Abb.27) wurde als einziger Effekt in der
Gruppe der mit autologem Blut behandelten Tiere unmittelbar und ausschlieBlich nach
Wiederbelebung eine im Vergleich zum Ausgangswert signifikant geringere Anzahl

festgestellt.
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Abb. 28: Leukozyten/Endothel-Interaktion II vor, wiahrend und nach hdmorrhagischem Schock
Mittelwert = Standardabweichung.

Auf die Anzahl der am Gefdflendothel der postkapilliren Venolen adhédrenten Leukozyten in
Bezug auf die Gefdllinnenfliche (Abb. 28) hatte die Induktion des hdmorrhagischen Schockes
und die nachfolgende Wiederbelebung im Vergleich zum Ausgangswert zu keinem
Beobachtungszeitpunkt einen signifikanten Einflu. Zwar kam es bis 120 Minuten nach
Wiederbelebung bei den Gruppen der mit autologem Blut (von 14 auf 54 Leukozyten/mm?),
Ringer-Losung (von 12 auf 90 Leukozyten/mm?) oder U-PBHb" (von 6 auf 51 Leuko-
zyten/mm?) behandelten Tiere bis 120 Minuten nach Wiederbelebung zu einem Anstieg der
Zahl der am Gefdfendothel der postkapilldren Venolen adhirenten Leukozyten auf das vier
bis achtfache, aufgrund der erheblichen Streuung der Einzelwerte konnte der Trend jedoch

nicht als {iberzufillig erkannt werden. Im {ibrigen bestand weder vor Induktion des
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hdmorrhagischen Schocks noch wéhrend des gesamten Beobachtungszeitraums nach
Wiederbelebung ein signifikanter Unterschied in der Anzahl der am GefdBendothel der
postkapilldren Venolen adhirenten Leukozyten bei den Gruppen der Tiere, die mit den
Hamoglobinlosungen oder Dextran 60 behandelt wurden, im Vergleich zu den Gruppen der

Tiere, die mit autologem Blut oder Ringer-L6sung behandelt wurden.

4.3.4 Mikrovaskulire Permeabilitit

Die Induktion des hdmorrhagischen Schocks und die nachfolgende Wiederbelebung fiihrte in
keiner der beobachteten Gruppen zu einer signifikanten Verdnderung der Fluoreszenzinten-
sitdt aulerhalb des arterioldren Geféf8bettes bezogen auf die Fluoreszenzintensitdt innerhalb
des arterioldren Gefdllbettes als Mal3 der arterioldren mikrovaskuldren Permeabilitdt (Abb. 29)
im Vergleich zum Ausgangswert oder zum wéhrend der Schockphase gemessenen Wert.
Auch fiel weder vor Induktion des hémorrhagischen Schocks noch wihrend des
hdmorrhagischen Schocks noch wiéhrend des gesamten Beobachtungszeitraums nach
Wiederbelebung ein iiberzufilliger Unterschied in der arterioliren mikrovaskulidren
Permeabilitét bei den Gruppen der Tiere, die mit den Himoglobinldsungen oder Dextran 60
behandelt wurden, im Vergleich zu den Gruppen der Tiere, die mit autologem Blut oder
Ringer-Losung behandelt wurden, auf. Bei der Untersuchung der venoldren mikrovaskulidren
Permeabilitit (Abb. 29) bot sich ein nahezu identisches Bild: lediglich unmittelbar nach
Wiederbelebung zeigte die Gruppe der mit U-PBHb" behandelten Tiere eine im Vergleich zur
Gruppe der mit autologem Blut behandelten Tiere eine gesteigerte venoldre mikrovaskulére

Permeabilitit.
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4.3.5 Funktionelle Kapillardichte
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Abb. 30:

Funktionelle Kapillardichte vor, wahrend und nach hamorrhagischem Schock

Mittelwert = Standardabweichung.
* p<0,05vs. Ausgangswert:

$ p<0,05vs. Schock:
T p<0,05 vs. Ringer-Losung:

O p<0,05 vs. autolog. Blut:
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Unter Ausgangsbedingungen war die als Lénge der perfundierten Kapillaren pro Fliche

angegebene funktionelle Kapillardichte (Abb. 30) bei den Gruppen der Tiere, die mit den

Hamoglobinlosungen oder Dextran 60 therapiert werden sollten, im Vergleich den Gruppen
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der Tiere, die mit autologem Blut oder Ringer-Losung therapiert werden sollten, nicht
tiberzufillig verschieden. Durch die Induktion des hidmorrhagischen Schocks fillt sie in allen
untersuchten Gruppen (auf 14 % bis 48 % der Ausgangswerte) signifikant ab, iiberzufillige
Unterschiede zwischen den Gruppen der Tiere, die mit den Hadmoglobinldsungen oder
Dextran 60 behandelt werden sollten, im Vergleich zu den Gruppen der Tiere, die mit
autologem Blut oder Ringer-Lésung behandelt werden sollten, fielen auch wihrend der
Schockphase nicht auf. Nur durch die Wiederbelebung mit autologem Blut wurde die
funktionelle Kapillardichte soweit (auf 82 % bis 93 % des Ausgangswertes) normalisiert, daf3
sie wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes nach Wiederbelebung signifikant iiber
dem wiéhrend der Schockphase gemessenen Wert lag und sich gleichzeitig vom Ausgangswert
nicht mehr iberzufillig unterschied. In den Gruppen der mit den Hidmoglobinldsungen
therapierten Tiere wurde durch die Behandlung eine im Vergleich zu den Ausgangswerten
und im Vergleich zu der bei der Gruppe der mit autologem Blut therapierten Tiere zu den
jeweiligen Beobachtungszeitpunkten eine signifikant geringere funktionelle Kapillardichte
erreicht: nur 120 Minuten nach Wiederbelebung wurde in der Gruppe der mit U-PBHb®
behandelten Tiere eine nicht liberzufdllig unter dem Ausgangwert und unter dem in der
Gruppe der mit autologem Blut behandelten Tiere zu diesem Zeitpunkt liegende funktionelle
Kapillardichte ermittelt. Aufgrund der in der Gruppe der Tiere, die mit U-PBHb® behandelt
werden sollten, wihrend der Schockphase sehr — aber im Vergleich zu den Gruppen der Tiere,
die mit autologem Blut oder Ringer-Losung behandelt werden sollten, nicht iiberzufillig —
geringen funktionellen Kapillardichte unterscheiden sich bei dieser Gruppe alle nach
Wiederbelebung gemessenen Werte signifikant vom wihrend der Schockphase gemessenen
Wert. Wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums nach Wiederbelebung wurde in der
Gruppen der mit Ringer-Losung oder Dextran 60 behandelten Tiere eine zwar deutlich — aber
nicht signifikant — geringere funktionelle Kapillardichte gemessen als unter
Ausgangsbedingungen. Im Vergleich zur Gruppe der mit autologem Blut behandelten Tiere
fiel bei diesen beiden Gruppen nur 60 Minuten nach Wiederbelebung ein signifikanter
Unterschied auf. Die als Mafl der Homogenitit der kapilliren Perfusion bestimmte Varianz
der funktionellen Kapillardichte (Abb. 30) zeigte eine kongruente Entwicklung. Durch die
Induktion des hdmorrhagischen Schocks stieg sie in allen untersuchten Gruppen signifikant
an, tiberzufdllige Unterschiede zwischen den Gruppen der Tiere, die mit den
Héamoglobinlosungen oder Dextran 60 behandelt werden sollten, im Vergleich zu den
Gruppen der Tiere, die mit autologem Blut oder Ringer-Losung behandelt werden sollten,
fielen unter Ausgangsbedingungen, wéhrend der Schockphase und wihrend des gesamten

Beobachtungszeitraumes nach Wiederbelebung nicht auf. Nur in der Gruppe der mit
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autologem Blut behandelten Tiere ging sie 30 und 60 Minuten nach Wiederbelebung
signifikant unter das wihrend der Schockphase ermittelte AusmaR zuriick und unterschied
sich wihrend des gesamten Beobachtungszeitraums nach Wiederbelebung nicht tiberzufillig
von dem unter Ausgangsbedingungen festgestellten Wert. Bei der Gruppe der mit Dextran 60
behandelten Tiere war die Inhomogenitit der kapillaren Perfusion auch tliber den gesamten
Beobachtungszeitraum nach Wiederbelebung signifikant iiber das Ausgangsniveau erhdht.
Dieser Effekt wurde auch bei der Gruppe der mit U-PBHb® behandelten Tiere ausschlieBlich
unmittelbar nach Wiederbelebung beobachtet. Im {ibrigen fielen keine {iberzufilligen
Unterschiede der untersuchten Gruppe nach Wiederbelebung im Vergleich zu den

Ausgangswerten oder den wihrend der Schockphase errechneten Werten auf.
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5. Diskussion

5.1 Methodik

Das Riickenhautkammermodell beim syrischen Goldhamster hat sich als besonders geeignet
fiir intravitalmikroskopische Untersuchungen erwiesen, da die Riickenhaut in lockerem
Verbund zum Korper steht und zum Zwecke der Kammerpréiparation problemlos vom Riicken
des Tieres abgehoben werden kann. Ohne die Notwendigkeit akuter chirurgischer Eingriffe
sind so in der Riickenhautkammer chronische Mikrozirkulationsuntersuchungen mdglich
(ENDRICH et al., 1980; COLANTUONI et al., 1982; FUNK et al., 1983; NOLTE et al, 1995a).
Lokale Parameter wie lonenkonzentration, Gaspartialdrucke und Temperatur werden dabei
vom Gewebe selbst reguliert (FUNK et INTAGLIETTA, 1983). Bei Hamstern mit und ohne
Riickenhautkammer wurden nach zwei und nach acht Tagen beziiglich der arteriellen und
zentralvendsen Blutdrucke, des Hamatokrits, der arteriellen Blutgase und der pH-Werte keine
Unterschiede zwischen den Gruppen gefunden (BALDINGER, 1986). Elektronenmikrosko-
pische Untersuchungen erbrachten ebenfalls keine Unterschiede hinsichtlich der Ultrastruktur
des Skelettmuskels, des subkutanen Gewebes, des Gefdllendothels wund der
Gewebe-Mastzellen beim Vergleich von Riickenhautmuskelgewebe aus Riickenhautkammern
und von Kontrolltieren ohne Riickenhautkammer (FUNK et INTAGLIETTA, 1983; ENDRICH,
1984). Zahlreiche, in der Zwischenzeit durchgefiihrte Untersuchungen (MENGER et al., 1988,
1989b; LEHR et al. 1992, 1993a; NOLTE et al., 1992b; NOLTE et al., 1995a) lassen das
verwendete Riickenhautkammermodell als fiir die vorliegenden Untersuchungen geeignet
erscheinen, insbesondere sind auch phototoxische Effekte durch die Fluoreszenzmikroskopie
selbst ausgeschlossen (STEINBAUER et al., 2000).

In der vorliegenden Studie wurde neben dem angestrebten Toxizitdtsauschlul und der Frage
nach der Effektivitidt der getesteten Himoglobinlosungen hinsichtlich der mikrovaskulidren
Gewebeperfusion erstmals die Mikrozirkulation im Riickenhautmuskel wihrend des
hamorrhagischen Schocks untersucht. Da Vorversuche ergeben hatten, da3 eine Schockphase
von 120 Minuten von den meisten Versuchtieren nicht iiberlebt wurde, wurde eine

Schockdauer von 45 Minuten vorgegeben. Wird allerdings Blut in bis zu vier Portionen
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orientiert an einem minimalen MAP von 40 mmHg und {iber 30 Minuten hinweg entzogen,
adaptieren sich die Tiere so an die Bedingungen der Schockphase, da3 gut die Hélfte der
Versuchstiere auch eine Schockphase von 240 Minuten {berlebt und anschlieBend
retransfundiert werden kann (KERGER et al., 1996, 1997, 1999). Das Muskelgewebe wird in
den 45 Minuten der Schockphase nicht schwerwiegend geschédigt. In Untersuchungen am
verwendeten Versuchsmodell konnte gezeigt werden, daB3 mit irreversiblen Schiden erst ab
einer Ischdmiezeit von vier Stunden zu rechnen ist (SACK et al., 1987; HARRIS et al., 1996).
Da ein Schock unter anderem in einer systemischen Leukozytose resultiert, erschien der
gewihlte Versuchsansatz auch besonders geeignet, die Wirkung der Himoglobinlosungen auf

die intra-mikrovaskuldr aktivierten Leukozyten zu untersuchen.

5.2 Ergebnisse

5.2.1 Hypervolidmische Infusion

Der Anstieg des mittleren arteriellen Blutdruckes (MAP) nach Anwendung von
Hamoglobinlosungen wurde bereits von zahlreichen Autoren beobachtet (VOGEL et al., 1986;
HESS et al., 1993; DUNLAP et al., 1995; MALCOM et al., 1994; STEINHAUSER, 1994; NOLTE et
al., 1997a; Tsal, 2001). Bei der hypervoldmischen Infusion wurde diesem Effekt nicht erneut
nachgegangen. Mittlerweile scheint klar, daB der Anstieg des MAP und auch die zu
beobachtende Vasokonstriktion um so geringer ausfallen je groBBer die eingesetzten, vernetzen

Héamoglobinmolekiile sind (SAKATI et al., 2000).

5.2.1.1 Mikrohimodynamik

Die arterioldren und venoldren Gefafldurchmesser blieben nach hypervoldmischer Infusion
der untersuchten Losungen in allen Gruppen unverdndert. Die nach hypervoldmischer
Infusion von Albumin erhdhte Geschwindigkeit der frei in postkapilliren Venolen flieBenden
roten Blutzellen mit einem Maximum 30 Minuten nach Applikation erklért sich am ehesten

durch den héheren onkotischen Druck der Albumin-Losung.
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5.2.1.2 Leukozyten/Endothel-Interaktion

Aufgrund der Interaktion von Himoglobin mit vasoaktiven Mediatoren (GULATI et REBELLO,
1994; SCHULTZ et al., 1993; TopA, 1990) und Produkten der Lipidperoxidation nimmt man
an, es wirke als Fenton-Reagens (SADRZADEH et al., 1984) und begilinstige so die Bildung von
zytotoxischen Hydroxylradikalen (OH®) in der Haber-Weiss-Reaktion und verstirke so die
Lipidperoxidation. Hierauf reagiert die Leukozyten/Endothel-Interaktion sehr sensibel, wie
das vermehrte Rollen und Adhérieren von Leukozyten bei Hamstern nach intravendser Gabe
von oxidierten LDL zeigt (LEHR et al., 1992). Eine relevante Verdnderung der Interaktion der
Leukozyten mit dem Endothel der postkapilldren Venolen nach hypervoldmischer Infusion
der auch graphisch dargestellten Himoglobinlosungen (Abb. 13 und 14) konnte ebenso wenig
wie nach Applikation von physiologischer Kochsalzlosung oder Albumin beobachtet werden.
Es liegt der Schlu nahe, da die wuntersuchten Hidmoglobinlésungen frei von
Verunreinigungen — wie z. B. Endotoxin — sind, welche die Leukozyten/Endothel-Interaktion
anregen konnten. Hohere Dosen von Endotoxin verstirken unabhéngig von der Spezies die
durch Ischdmie und Reperfusion angeregte Leukozyten/Endothel-Interaktion (LEHR et al.,
1993b). In den untersuchten Losungen konnte jedoch praktisch kein Endotoxin nachgewiesen

werden (WHITE et al., 1986).

5.2.1.3 Mikrovaskulire Permeabilitit

Die Permeabilitit des mikrovaskuldren GefdBBbettes fiir Makromolekiile wie den
Plasmamarker FITC-Dextran 150 nimmt durch Einschrinkung oder Verlust der
Barrierefunktion nach Endothelschddigung zu. Diese kann nicht nur durch die Aktivierung
und Adhédrenz von Leukozyten am GefdBendothel (BARROSO-ARANDA et SCHMID-
SCHONBEIN, 1989) sondern auch unabhéngig von Leukozyten durch die Bildung toxischer
Sauerstoffradikale (GRANGER, 1988; GRANGER et al., 1989) verursacht werden. Die
hypervoldmische Infusion der untersuchten Hamoglobinlosungen beeintrachtigte die
Barrierefunktion des Gefdflendothels fiir Makromolekiile nicht, so da3 die Bildung toxischer
Sauerstoffradikale durch die Losungen im verwendeten Versuchsmodell ausgeschlossen
erscheint. Im Fall von DCLHb® wurde dies auch direkt nachgewiesen (PINCEMAIL et al.,

1995).
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5.2.1.4 Funktionelle Kapillardichte

Die hypervoldmische Infusion der untersuchten Hidmoglobinlésungen wirkte sich
grundsitzlich nicht wesentlich auf die funktionelle Kapillardichte aus, die als wesentlicher
Parameter flir die Gewebeintegritit angesehen wird (SZCZESNY et al., 2001). Weiterhin ergab
sich auch keine Anhalt fiir eine Verstopfung der Kapillaren durch Leukozyten ("capillary
plugging"). Dieser Effekt resultiert zwar auch in einer verminderten funktionellen
Kapillardichte, hat allerdings auf die Gewebeintegritit keinen nennenswerten Einfluf3
(HARRIS et al., 1997). Eine Minderdurchblutung bestimmter Organsysteme in Folge der
Applikation einer Himoglobinlésung konnte zumindest fiir DCLHb® ausgeschlossen werden

(SHARMA et GULATI, 1994).

5.2.2 Isovolimische Himodilution

5.2.2.1 Makrohimodynamik

Bei der isovoldmischen Hédmodilution ist die ZielgroBe der Hamatokrit. Dieser war auch am
Ende der Beobachtungszeit in allen beobachteten Gruppen gleich. Von der beschleunigten
Elimination einer der untersuchten Losungen aus dem GefaB3bett kann somit nicht ausge-
gangen werden. Nach isovolimischer Hamodilution mit U-PBHb® oder DCLHb® wurde im
Gegensatz zur isovoldmischen Hamodilution mit Dextran 60 ein Anstieg des MAP mit einem
Maximum 30 Minuten nach der Intervention registriert. Dieser lange bekannte Effekt wird
auch von anderen Arbeitsgruppen regelmifBig gefunden (HARRINGER et al., 1992; WASCHKE
et al., 1993; HEss et al., 1994; SHARMA et GULATI, 1994) und kann medikamentos
unterdriickt werden (SHARMA et GULATI, 1995). Der GefaBtonus wird von Endothelin
(endothelium derived constriction factor) und NO® (endothelium-derived relaxing factor)
reguliert (POHL et BUSSE, 1989; RUBANYI et POLOKOFF, 1994). Im Gegensatz zum
Héamoglobin der Erythrozyten kann modifiziertes, zellfreies Hidmoglobin in Endothel und
glatte Muskulatur der GefdBwinde eindringen (GOULD et al., 1997) und dort an NO® binden
(MACDONALD et MOTTERLINI, 1994; HESS et al., 1994; NAKAI et al., 1994; NELSON, 1997).
Oxyhdmoglobin wird hierbei zu Methamoglobin und Nitrit, Deoxyhdmoglobin bindet NO® an
seinen Eisen-Kern. Nach Infusion von bis zu 750 ml DCLHb" (O’HARA et al., 2001) und bis
zu 150 ml U-PBHb® (SPRUNG et al., 2002)im Rahmen elektiver chirurgischer Eingriffe bei

Menschen wurde zwar vermehrt Methdmoglobin nachgewiesen, jedoch kam es zu keinem
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Methdmoglobinanstieg, aus dem Komplikationen resultierten. Andererseits wird von einer
Héamoglobin-induzierten Freisetzung von Endothelin (MACHI et al., 1991; MALCOLM et al.,
1994) ausgegangen, bei Ratten konnten erhohte Endothelin-1-Spiegel nach Applikation von
DCLHb" nachgewiesen werden (GULATI et al.,1995). Die Verinderungen des MAP miissen
somit in Zusammenschau mit den Verdnderungen der mikrovaskuldren GefdBdurchmesser
betrachtet werden. Nach Inkubation von Endothelzellen menschlicher Nabelvenen mit U-
PBHb" und anderen bovinen Himoglobinldsungen wurden dagegen verminderte Endothelin-
1-Spiegel nachgewiesen. Der verursachte Abfall des Endothelin-1-Spiegels fiel dabei um so
deutlicher aus, je ausgeprégter die durch die Inkubation mit der jeweiligen Himoglobinlosung

hervorgerufene oxidative Schidigung des Endothels war (SIMONI et al., 1995).

5.2.2.2 Mikrohimodynamik

Nach isovoldmischer Hémodilution konnten im beschriebenen Versuchsablauf keine
relevanten Verdnderungen der mikrovaskuldren — insbesondere der arterioliren -
GefiBdurchmesser beobachtet werden. Allerdings konnte fir DCLHb® von der eigenen
Arbeitsgruppe am identischen Versuchsmodell unter den Bedingungen der hypervoldmischen
Infusion und der isovoldmischen Hidmodilution eine nur maximal zwei Minuten nach
Applikation andauernde arterioldre Vasokonstriktion um ca. 25 % nachgewiesen werden
(NOLTE et al., 1997a), die bei der in der vorliegenden Untersuchung gewéhlten zeitlichen
Abfolge der Beobachtungen — es wurden zu jedem Untersuchungszeitpunkt zunéchst fiir ca.
drei Minuten die Venolen auf Video aufgenommen — aus dem diagnostischen Fenster fallt.
Die Geschwindigkeit der frei in Venolen flieBenden Erythrozyten wurde durch die
isovolimische Hiamodilution nicht relevant verandert. Fiir DCLHb® wurde eine Zunahme des
Herzzeitvolumens ohne Anstieg der Herzfrequenz nachgewiesen. Hierbei wurde mit
radioaktiven Mikrosphédren eine vermehrten Durchblutung von Herz, Milz, Diinndarm,
Magen, Magen und Haut, jedoch eine unverénderte Durchblutung von Gehirn, Leber, Nieren,
Dickdarm und des muskuloskeletalen Systems gemessen (GULATI et al., 1994). Auch hier
wurde, wie von weiteren Untersuchern (HESS et al., 1994; NAKAI et al., 1994) eine Zunahme
des muskuloskeletalen sowie des gesamten peripheren GefiBwiderstandes festgestellt. Er
diirfte aber, wie auch die nur kurz zu beobachten arterioldre Vasokonstriktion (NOLTE et al.,
1997a) weniger als das gesteigerte Herzzeitvolumen Ursache des oben beschriebenen
Anstiegs des MAP sein. Neben den oben beschriebenen Auswirkungen von Hédmoglobin auf

Endothelin und NO® (siche 5.2.2.1) wird auBerdem ein EinfluB von Hamoglobin auf die
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sympathische, nicht aber auf die cholinerge neurogene Regulation der Gefdfregulation
vermutet (LINNIK et LEE, 1989, 1993; GULATI et SHARMA, 1994; SHARMA et GULATI, 1994).
Fiir nach zufilligem Muster perfundierte Mikrogefie wurde allerdings ein Uberwiegen der
Autoregulation iiber die sympathische Regulation der Durchblutung, insbesondere unter

kritischen Perfusionsbedingungen, nachgewiesen (ERNI et al., 1999).

5.2.2.3 Leukozyten/Endothel-Interaktion

Aufgrund der unter Normalbedingungen sehr hohen BlutfluBgeschwindigkeit in Arteriolen ist
die Beobachtung der Interaktion von Leukozyten mit dem GefdBBendothel dort nicht nur
technisch schwierig. Vielmehr wird die hohe BlutfluBgeschwindigkeit als Ursache fiir die
fehlende Interaktion von Leukozyten mit dem arterioldren GefdBBendothel angenommen (LEY
et al, 1989; LAWRENCE et al., 1990). Trotzdem konnte die Abhéngigkeit der
postischdmischen Leukozyten/Endothel-Interaktion in Venolen von der Verdnderung der
mikrovaskuldren BlutfluBgeschwindigkeit ausgeschlossen werden (SACK et al., 1987; LEHR et
al., 1991a; MENGER et al., 1991; NOLTE et al., 1991a, 1991b). Die Senkung des systemischen
Héamatokrits bis 20 % hat keinen Einflufl auf den mikrovaskuldren Himatokrit (INTAGLIETTA,
1989). Die nach isovoldmischer Himodilution mit den untersuchten Losungen beobachtete
Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel der postkapilliren Venolen bleibt also im
Vergleich zu den Ausgangsbedingungen durch die Héamatokritverainderung selbst
unbeeinflufit. Die initiale Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel der postkapilldren
Venolen wird vor allem durch Selektine und Chemokine sowie Glykoproteinen als deren
Liganden vermittelt (BEVILACQUA et NELSON, 1993; VARKI, 1997; LEY et al., 1998; EBNET et
VESTWEBER, 1999; VESTWEBER et BLANKS, 1999). Eine relevante Verdnderung der
Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel der postkapilliren Venolen konnte nach
isovoldmischer Hiamodilution mit den untersuchten Hadmoglobinlosungen ebenso wie nach
Applikation von Dextran 60 nicht beobachtet werden. Eine Schiddigung des mikrovaskulidren
Endothels durch isovoldmische Hédmodilution mit den untersuchten Hdmoglobinlésungen

erscheint ausgeschlossen (NOLTE et al., 1994).
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5.2.2.4 Mikrovaskulire Permeabilitit

Wenn auch die Messungen der Fluoreszenzintensitit innerhalb und auBerhalb der
beobachteten Gefille als Mall der Extravasation von Fluoreszenzmarkern und damit der
mikrovaskuldren Permeabilitdt nicht vollig homogene Ergebnisse erbracht haben, so konnten
doch keine relevanten Verdnderungen dieses Parameters festgestellt werden. Die
gleichsinnigen Beobachtungen bei Leukozyten/Endothel-Interaktion und mikrovaskulérer
Permeabilitét erkldren sich u. a. durch beiden gemeinsame Effekte wie die Mediation durch
Leukotriene (LEHR et al., 1991b) oder die Lipidperoxidation (SADRZADEH et al., 1984). Auch
fiir purifiziertes stromafreies Himoglobin wurde in vitro eine Induktion der Lipidperoxidation
in Abhingigkeit von Lagerzeit und Lagertemperatur nachgewiesen (FAASSEN et al., 1988),
aufgrund der vorliegenden Ergebnisse ist aber Anregung der Lipidperoxidation

unwahrscheinlich.

5.2.2.5 Funktionelle Kapillardichte

In Folge der isovoldmischen Hadmodilution wurde bei allen untersuchten Lodsungen,
insbesondere jedoch bei U-PBHb®, eine verminderte funktionelle Kapillardichte gefunden,
die Varianz der funktionellen Kapillardichte nahm in gleicher Weise leicht zu. Die
funktionelle Kapillardichte wird als Lange aller von Erythrozyten durchstromten Kapillaren
pro Fliche angegeben (siehe 3.3.2.4, NOLTE et al., 1995b), zellfreie Hdmoglobinlésungen
konnen jedoch auch ausschlieBlich von Plasma durchstromte Kapillaren erreichen. So konnte
trotz reduzierter funktioneller Kapillardichte in identischen Versuchsprotokollen fiir U-
PBHb" und DCLHb" eine Homogenisierung der Gewebeoxigenierung nachgewiesen werden
konnte (NOLTE et al., 1997b; BOTZLAR et al., 2002). Der therapeutische Effekt der
Hémodilution bei der Behandlung einer fokalen cerebralen Ischdmie bei Ratten konnte durch
die Anwendung von DCLHb" erheblich gesteigert werden (COLE et al., 1992, 1993). Die
Tiere tolerierten dabei eine Hidmodilution bis zu einem Hématokrit von 9 % problemlos. Mit
U-PBHb® wurden bei Untersuchungen zu Gehirndurchblutung und Glucoseverwertung durch
das Gehirn Hdmodilutionen bis zu einem Hamatokrit < 3 % durchgefiihrt und von den
Versuchtieren uneingeschriankt toleriert (WASCHKE et al., 1993). Die dabei beobachtete
Steigerung der Gehirndurchblutung bei gleichbleibender Oxygenierung wurde nicht dadurch
verursacht, dal die Hdmoglobinl6sungen im Gegensatz zu Blut Newton’sche Fliissigkeiten

sind (WASCHKE et al., 1994). Fiir DCLHb® wurde schlieBlich der Nachweis erbracht, daB eine
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Héamodilution auch iiber die fiir nicht sauerstofftragende Losungen kritische Grenze hinaus
moglich ist. Bei einem Hématokrit von 1,2 % waren bei Schweinen Durchblutung und
Funktion des Herzens im Gegensatz zur Hémodilution mit Humanalbumin (auf einen
Héamatokrit von 6,1 %) regelrecht erhalten. Auf die Sauerstoffversorgung der Peripherie nach
extremer Hidmodilution hatte die Hdmoglobinlosung allerdings keinen positiven Einfluf}

(MEISNER et al., 2001).

5.2.3 Himorrhagischer Schock

5.2.3.1 Makrohimodynamik

Aufgrund der unterschiedlichen Ausgangswerte von Hamatokrit und Korpergewicht wurden
bei der Induktion des hdmorrhagischen Schocks verschieden grofle Blutvolumina entzogen;
die entzogene Menge Blut im Bezug auf des Kdrpergewicht zeigte aber keine signifikanten
Unterschiede, so daB3 die Schockbedingungen in allen Gruppen als gleich angesehen werden
konnen. Der Hé@matokrit war auBerdem in allen nicht mit autologem Blut behandelten
Gruppen am Ende der Beobachtungszeit gleich, so dafl nicht von einer beschleunigten
Elimination einer der untersuchten Losungen aus dem Gefaflbett ausgegangen werden kann.
Durch die Wiederbelebung nach 45 Minuten Schockphase wurde bei den mit Eigenblut
behandelten Tieren ein fiir Hamster regelrechter MAP erreicht. Um Effekte der Hypervoldmie
auszuschlieBen, erfolgte auch die Volumensubstitution mit Dextran 60 oder Ringer-Losung in
einfacher Menge des entzogenen Blutes. Ein fiir Hamster regelrechter MAP wurde so aber
nicht erreicht, wihrend die Anwendung der verschiedenen Hamoglobinldsungen
erwartungsgeméil in einem Anstieg des MAP {iber das physiologische Niveau resultierte.
Entsprechende Beobachtungen wurden bei der Behandlung von Ratten im hdmorrhagischen
Schock gemacht: durch Eigenblut kam es zu Wiederherstellung des vor Induktion des
hamorrhagischen Schockes gemessenen MAP, bei Anwendung von Himoglobinldsungen
lagen die Werte liber, bei Anwendung anderer Losungen unter der Ausgangswerten (CHANG
et VARMA, 1992). Bei Hunden, die nach 20 Minuten Herzstillstand durch &uBere
Herzdruckmassage reanimiert wurden, konnte durch Infusion von U-PBHb® iiber einen
groBlumigen zentralvendsen Katheter und aortale Gegenpulsation eine verbessere
aortocoronare Perfusion und ein wesentlich besseres Uberleben der Versuchstiere erreicht
werden, wobei dieser Effekt durch die Gegenpulsation alleine nicht erreicht werden konnte

(PARADIS et al., 1994). In einem &hnlichen Modell mit Defibrillation nach Herzstillstand
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konnte zudem nachgewiesen werden, dall die Wiederkehr der spontanen Herztatigkeit direkt
von der applizierten Menge von U-PBHb" abhingig war (PARADIS, 1997). In einem weiteren
Modell wurde bei Hunden ein hdmorrhagischer Schock — wie in der vorliegenden Arbeit an
Hamstern — innerhalb von fiinf Minuten induziert und nach 45 Minuten durch
Fliissigkeitszufuhr behandelt. Hier konnte schon durch geringe Mengen von U-PBHb" ein
physiologischer MAP wieder erreicht werden, die zusitzliche Anwendung von hypertonischer
Kochsalzlosung (NaCl 7,5 %) fiihrte dort allerdings zu einer weitern Verbesserung des
BlutfluBes (DE FIGUEIREDO et al., 2001). Die Volumentherapie mit DCLHb® nach
hdmorrhagischem Schock bei Ratten fiihrte ebenfalls zum Ansteigen des MAP {iiber das
Ausgangsniveau (PRZYBELSKI et al., 1991). AuBerdem wurde auch fir DCLHb® an einem
Modell mit septischem Schock ein dosisabhidngiger Vasopressor-Effekt gezeigt, der jedoch
keine Auswirkungen auf den Herzindex hatte (CRETEUR et al., 2000). Unter den Bedingungen
einer induzierten relevanten Koronarstenose und eines hdmorrhagischen Schockes konnte bei
Hausschweinen durch die Behandlung mit DCLHb® ein vollstindiges Uberleben der Tiere
erreicht werden, wihrend die Hélfte der mit Humanalbumin behandelten Tiere innerhalb von
20 Minuten an Linksherzversagen verstarb (HABLER et al., 2000). Eine Verbesserung der
linksventrikuldren Pumpfunktion konnte hier allerdings auch nicht beobachtet werden (PAPE
et al., 2001). Als Ursache des durch die Bindung von NO® an Hédmoglobin vermittelten
Blutdruckanstiegs kann das Vorhandensein von Hamoglobin-Tetrameren in den Ldsungen
gelten, da die Tetramere auch bei intaktem Endothel extravasieren konnen (KEIPERT et al.,
1994). Bei einer intermolekular verkniipften Losungen aus pyridoxyliertem humanem
Héamoglobin wurden alle Tetramere aus der Préparation entfernt und kein Blutdruckanstieg

beobachtet (GOULD et al., 1997; CHANG, 1997).

5.2.3.2 Mikrohimodynamik

Nach Induktion des hdmorrhagischen Schockes wurde nur fiir eine Gruppe vor Beginn der
jeweiligen Behandlung (in diesem Fall sollte U-PBHb® verabreicht werden) eine signifikante
Verminderung des arterioldren GefdBdurchmessers beobachtet. Durch die Behandlung wurde
dieser Unterschied nivelliert, so daBl insgesamt nicht von relevanten Verdnderungen
ausgegangen werden kann. In wie weit hier auch das Versuchsprotokoll Einflufl hat, wurde
bereits diskutiert (siche 5.2.2.2). Allerdings waren die beobachteten Blutdrucksteigerungen
(siche 5.2.2.1 und 5.2.3.1) jeweils von deutlich ldngerer Dauer als die beobachtete
Konstriktion der Arteriolen (NOLTE et al., 1997a; VUYLSTEKE et al., 2001). Ein Uberlegenheit
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von DCLHb® gegeniiber der Applikation von nicht himoglobinhaltigen Lsungen wurde in
der Wiederherstellung der FlieBgeschwindigkeit der Erythrozyten in postkapilliren Venolen
beobachtet. Wie nach Applikation von autologem Blut wurde 30 Minuten nach
Wiederbelebung das Ausgangsniveau erreicht, was nach Behandlung mit U-PBHb" — &hnlich

wie in einem Schockmodell an Hunden — nicht der Fall war (DE FIGUEIREDO et al., 2001).

5.2.3.3 Leukozyten/Endothel-Interaktion

Die Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel der postkapilliren Venolen gilt — wie
bereits erwéhnt — als unabhéingig von BlutfluBgeschwindigkeit (SACK et al., 1987; LEHR et al.,
1991a; MENGER et al., 1991; NOLTE et al., 1991a, 1991b) und mikrovaskularem Hamatokrit
(INTAGLIETTA, 1989). Die nach isovolamischer Hamodilution mit den untersuchten Losungen
beobachtete Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel der postkapilliren Venolen bleibt
also im Vergleich zu den Ausgangsbedingungen durch die Hadmatokritverdnderung selbst
unbeeinfluft. Somit ist auch die nach himorrhagischem Schock und Wiederbelebung durch
Ringer-Losung, Dextran 60 oder die untersuchten Hamoglobinlosungen beobachtete
Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel der postkapilliren Venolen mit den
Ausgangsbedingungen vergleichbar. Auch dem Vergleich mit den mit autologem Blut
behandelten Tieren stehen weder der wunterschiedliche Héamatokrit noch eventuell
unterschiedliche BlutfluBgeschwindigkeiten entgegen. Weder unter physiologischen noch
unter pathophysiologischen Bedingungen konnte eine durch die Anwendung von
Héamoglobinlosungen verstdrkte Interaktion von Leukozyten mit dem Endothel postkapillarer
Venolen festgestellt werden. Die Zahl der nicht-adhdrenten Leukozyten war vielmehr zwei
Stunden nach Wiederbelebung mit DCLHb® bei den entsprechenden Tieren signifikant
geringer als bei jenen, welche mit Ringer-Losung behandelt worden waren. Auch nach
vierstindiger Ischimie und Applikation von DCLHb® 15 Minuten vor Beginn der
Reperfusion wurde in dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Modell im Vergleich zur
Applikation von physiologischer Kochsalzlosung eine verminderte Anzahl am Endothel
postkapilldrer Venolen entlangrollender und adhérenter Leukozyten beobachtet (PICKELMANN
et al., 1998). Ebenso wurde in der Mikrozirkulation des Pankreas nach Wiederbelebung von
Ratten mit DCLHb® keine vermehrte Leukozyten/Endothel-Interaktion gefunden (VON
DOBSCHUETZ et al., 1999). Die auch unter physiologischen Bedingung frei im Blutsrom
zirkulierenden Leukozyten sind zu etwa 70 % polymorphkernige neutrophile Granulozyten,

die, wie auch das Endothel der postkapilliren Venolen, unter den Reizen von Trauma,
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Infektion oder Entziindung sowie beim Eindringen von Fremdstoffen innerhalb von Sekunden
Adhisionsmolekiile exprimieren und am GefdBendothel adhdrieren konnen (SIMON et
GOLDSMITH, 2002). Weiterhin wurde nachgewiesen, dal aus dem GefiaBlbett emigrierte
Leukozyten auch bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Modell wesentlich fiir die
Schiadigung postischdmischen Gewebes mitverantwortlich sind (PICKELMANN et al., 1999).
Eine Schidigung der beobachteten Hautmuskulatur durch die beobachteten Losungen

erscheint somit ausgeschlossen.

5.2.3.4 Mikrovaskulire Permeabilitit

Das Ausmall der Gewebeschiddigung korreliert mit dem Ausmall des Verlustes der
Barrierefunktion des ischdmisch geschiadigten Geféd3endothels fiir Makromolekiile, da sich im
perivaskuliren Gewebe ein Odem ausbildet (HARRIS et al., 1997). Nach himorrhagischem
Schock und Wiederbelebung konnten keine durch die jeweilige Behandlung verursachten
relevanten Unterschiede und somit keine fiir die Gewebeintegritdt nachteilige Wirkung der
untersuchten Himoglobinldsungen festgestellt werden. Ein Uberlegenheit der untersuchten
Hamoglobinlosungen konnte jedoch selbst gegeniiber der rasch aus dem GefdBBbett
eliminierten Ringer-Losung ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Es sei darauf verwiesen,
daB eine Uber- oder Unterlegenheit von DCLHb"™ gegeniiber physiologischer Kochsalzldsung
hinsichtlich schwerwiegender Komplikationen wie Nierenversagen auch in einer Multicenter-
Studie beim additiven Einsatz der Himoglobinlosung im Rahmen des Volumenmanagements
nach hdmorrhagischem Schock nicht nachgewiesen werden konnte, allerdings fielen nach der
Applikation von DCLHb® vermehrt Herzrhythmusstorungen auf. Eine geringe, jedoch
statistisch nicht signifikante Uberlegenheit der Himoglobinldsung war allerdings bei der
72-Stunden-Uberlebensrate aufgefallen (PRZYBELSKI et al., 1999). Trotz des schon erwihnten
Zusammenhangs zwischen einer vermehrten Leukozyten/Endothel-Interaktion und dem
Verlust der Barrierefunktion des geschéddigten GefaBendothels handelt es sich um getrennt zu
beeinflussende Parameter, wie auch fiir das in der vorliegenden Arbeit verwendete Modell
nachgewiesen werden konnte (NOLTE et al., 1999). Bei den zitierten (siche 5.2.3.3)
Untersuchungen zur Mikrozirkulation des Rattenpankreas wurde die unter den Bedingungen
des hdmorrhagischen Schocks iibliche Zunahme der Lipidperoxidation durch die Applikation
von DCLHb® ebenfalls nicht verstirkt (VON DOBSCHUETZ et al., 1999). Als Ausdruck
erhaltener Integritit der Gehirnfunktion wiesen Ratten nach Behandlung eines

himorrhagischen Schocks mit DCLHb® im Vergleich zur Behandlung mit autologem Blut
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bzw. Humanalbumin oder Ringer-Losung keine Defizite bei Orientierung, Auffinden von
Nahrung und koordinierter Bewegung auf (PRZYBELSKI et al., 1990; BAUMAN et al., 1991).
Als weiterer Hinweis fiir durch Hiamoglobinlésungen nicht wesentlich gestorte
Gewebeintegritit kann der sichere Nachweis der fehlenden renalen Ausscheidung von U-
PBHb" gelten, das im Ubrigen einer Pharmakokinetik erster Ordnung unterliegt und vom
Retikuloendothelialen System eliminiert wird (HUGHES et al., 1996). Beim der isolierten
Perfusion von Nieren wurde zudem ein ldnger anhaltender Funktionserhalt erreicht als mit

einer konventionellen Perfusionslosung (WILLINGER et al., 1995).

5.2.3.5 Funktionelle Kapillardichte

Der schon nach isovoldmischer Hamodilution beobachtete Riickgang der funktionellen
Kapillardichte erklért sich auch nach hamorrhagischem Schock zum Teil aus der Definition
des Parameters (NOLTE et al., 1995b). In identischen Versuchsprotokollen wurde fir DCLHb®
im Vergleich zu Dextran 60 eine Homogenisierung der Gewebeoxigenierung nachgewiesen.
Die im hdmorrhagischen Schock eingetretene Hypoxie des Riickenhautmuskels wurde durch
die Himoglobinldsung ebenso effektiv behandelt wie durch die Retransfusion autologen
Blutes (NOLTE et al., 1997b). SchlieBlich stellt auch die Behandlung des Organs Muskel
durch ein verbessertes Sauerstoffangebot nach Ischdmie und Reperfusion eine klinisch
relevante MaBBnahme zu Therapie des postischdmischen Reperfusionsschadens dar (SIRSJO et
al., 1993). Bei der Volumentherapie eines hamorrhagischen Schocks von Ratten wurde mit
Hilfe der Autoradiographie nach Applikation U-PBHb® eine im Vergleich zu physiologischen
Bedingungen nur leicht verstirkte Heterogenitit der Gehirndurchblutung beobachtet, eine
Storung der Gehirndurchblutung oder der cerebralen Glucoseverwertung konnte nicht
nachgewiesen werden (WASCHKE et al., 1994). Die Applikation von DCLHb® zur
Behandlung einer durch Schéddel-Hirn-Trauma und nachfolgende Unterbindung beider Aa.
carotideae fiir 30 Minuten hervorgerufenen, posttraumatischen Hirnschwellung fiihrte im
Vergleich zur Behandlung mit Humanalbumin neben einer Steigerung des craniellen

Perfusionsdruck zu einer Zunahme cerebralen Blutflu3es (PIPER et al., 1998).

5.3 Weitere Ergebnisse und klinischer Einsatz
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Aufgrund der vielfiltigen positiven Ergebnisse, die mit den auch in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Hadmoglobinldsungen erzielt worden waren, wurden klinische Studien der
Phasen I bis III begonnen, wobei Nebenwirkungen wie der von DCLHb® vermittelte MAP-
Anstieg klinisch z. B. zur kardiovaskuldren Stabilisierung wéhrend der Operation von
Bauchaortenaneurysmata genutzt wurde (GARRIOCH et al., 1999). AuBlerdem konnte bei der
elektiven Versorgung infrarenaler Bauchaortenaneurysmata durch den Einsatz von U-PBHb"
der Bedarf an Blutkonserven reduziert werden: 27 % der Patienten, die innerhalb der ersten
vier Tage nach Einsetzen der Transfusionspflichtigkeit bis zu 150 g U-PBHb" erhalten hatten,
benotigten keine zusidtzlichen Erythrozytenkonzentrate. AuBler einem moderaten MAP-
Anstieg wurden keine anderen Nebenwirkungen als bei der konventionellen Behandlung mit
humanen Erythrozytenkonzentraten beobachtet (LA MURAGILA et al., 2000). Bei Patienten mit
kardiochirurgischen Eingriffen konnte der Transfusionsbedarf in 34% der Fille (49 Patienten)
ausschlieBlich mit U-PBHb" befriedigt werden (LEVY et al., 2002). Unter #hnlichen
Bedingungen wurde dieser Effekt auch fir DCLHb® bei 19% von 104 Patienten
nachgewiesen (LAMY et al., 2000). In Zaire wurde U-PBHb" bei neun Kindern zur Therapie
von Auswirkungen der Sichelzellandmie eingesetzt. Bei fiinf Kindern mit aplastischer Krise
konnte eine signifikanter hédmatopoetischer Effekt erzielt werden, bei vier Kindern mit
vasookklusiver Krise kam es zu einer raschen Besserung der Schmerzen (FEOLA et al., 1992).
Erwachsene, denen ohne Sichelzell-Krise U-PBHb® infundiert worden war, fielen bei
korperlicher Belastung durch einen geringeren Anstieg der Herzfrequenz auf als jene, die
physiologische Kochsalzlosung behandelt wurden waren (GONZALEZ et al., 1997). Zudem
konnte gezeigt werden, dafl Chemotherapeutika unter Raumluftbedingungen bei gleichzeitiger
Applikation von U-PBHb® — wohl aufgrund der durch die Himoglobinldsung verbesserten
Sauerstoffversorgung der ansonsten hypoxischen Tumorareale — wesentlich effektiver sind
(TEICHER et al., 1993, 1994).

Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stiitzen die Auffassung, daB ein Einsatz der
untersuchten Hadmoglobinlosungen an Patienten mit starkem Blutverlust in Folge eines
Traumas oder eines elektiven Eingriffs sowie mit Krankheitsbildern, die mit Ischdmie und
Hypoxie von Geweben einhergehen, moglich sei. Beim Einsatz von DCLHb® zur Versorgung
von polytraumatisierten Patienten hatte die Applikation geringer Mengen der
Hamoglobinlosung keine der bekannten unerwiinschten Wirkungen bis hin zum
Nierenversagen dafiir aber Herzrhythmusstdrungen hervorgerufen (PRZYBELSKI et al., 1999).
Die Applikation von bis zu 1.000 ml wihrend der ersten Stunde der Krankenhausbehandlung
resultierte in einer erhdhten Sterblichkeit (46 %) innerhalb der ersten 28 Tage gegeniiber der

Infusion von physiologischer Kochsalzlosung (17 %). Die mit der Hidmoglobinlosung
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behandelten Patienten entwickelten zudem zu 72 % hiufiger ein Multiorganversagen (SLOAN
et al,, 1999a). Bei der Analyse dieser Ergebnisse stellte sich heraus, dafl 24 % der mit
DCLHb® Patienten, denen nach der TRISS-Methode (trauma and injury severity score) ein
Uberleben vorhergesagt worden war verstarben, wihrend von den mit physiologischer
Kochsalzlosung initial behandelten Patienten nur 3 % unerwartet verstarben. Ein dhnliches
Ergebnis brachte die Aufarbeitung nach der PTOS-Methode (Pennsylvania trauma outcome
study): 30 % unerwartetes Versterben nach Applikation von DCLHb® und 8 % unerwartetes
Versterben nach Applikation von physiologischer Kochsalzlosung. Bei der Aufarbeitung der
Krankenakten fiel allerdings auf, daB 72 % der Verstorbenen einen traumatischen
Herzstillstand erlitten, bei Aufnahme einen Glasgow-Coma-Score von 3 Punkten oder einen
Base-Exzess von mehr als 15 mEq/l aufgewiesen hatten. Von den Todesfallen wurden 94 %
als klinisch gerechtfertigt eingestuft (SLOAN et al., 2002). Der Einsatz von nur fiir Studien
zugelassenen Hamoglobinlosungen im Rahmen der Polytraumaversorgung ist zudem
besonders schwierig, da das Einverstidndnis der Patienten vorausgesetzt werden muf3 und erst
nach erfolgreicher Behandlung eingeholt werden kann (SLOAN et al., 1999b, 1999¢c, LEWIS et
al., 2001). Auch wenn fiir U-PBHb" nach wie vor keine publizierten Daten aus Phase-III-
Studien verfiigbar sind (STANDL, 2000, 2001) konnten die untersuchten Losungen letztendlich
in Phase-III-Studien die in sie gesetzten Erwartungen nicht erfiillen. Hierfiir findet sich in der
Literatur insbesondere fiir das vielfiltig untersuchte DCLHb" keine schliissige Ursache
(WINSLOW, 2000). Da beispielsweise in den Vereinigten Staaten von Amerika ein Drittel der
jahrlich transfundierten ca. 10 Millionen Blutkonserven unter Notfallbedingungen eingesetzt
wird (COHN, 1997), erscheint die Entwicklung einer von den Gesundheitsbehorden
zugelassenen, auf Himoglobin basierenden Blutersatzlosung fiir die Behandlung
polytraumatisierter Patienten nach wie vor wiinschenswert und fiir die ndhere Zukunft hoch

wahrscheinlich (ARNOLDO et MINEI, 2001).
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6. Bewertung

In der vorliegenden Studie wurde die Wirkung verschiedener Hamoglobinlosungen auf die
Mikrozirkulation im quergestreiften Riickenhautmuskel des Syrischen Goldhamsters unter
verschiedenen Bedingungen erfafit. Wéhrend unter den physiologischen Bedingungen von
hypervolamischer Infusion und isovoldmischer Héamodilution keine einschneidenen
Verdnderungen der Mikrozirkulation beobachtet werden konnten, fielen die untersuchten
Hamoglobinlosungen bei ihrem Einsatz zur Volumenersatztherapie unter den
pathophysiologischen Bedingungen des rasch induzierten, hdmorrhagischen Schocks
insbesondere durch einen transienten Anstieg des MAP und auch durch eine Verminderung
der funktionellen Kapillardichte auf. Wiahrend der Blutdruckanstieg von einigen Autoren auch
als wiinschenswerte therapeutische Wirkung angesehen wird (BOURA et al., 2003) und durch
Modifikation der Hdmoglobinmolekiile weitgehend verhindert werden kann (SAKAI et al.,
2000), tritt die Verminderung der funktionellen Kapillardichte in ihrer Bedeutung hinter den
Effekt der Homogenisierung der Gewebeoxygenierung zuriick (STEINHAUSER, 1994; NOLTE
et al., 1995b; NOLTE et al., 1997b; BOTZLAR et al., 2002). So erscheint auch bei zumindest
gleichbleibendem Bedarf an Blutkonserven (siehe 2.2.2) die Weiterentwicklung und der
angestrebte klinische FEinsatz von hidmoglobinbasierten Blutersatzlosungen sinnvoll und
wiinschenswert. An den in der vorliegenden Studie untersuchten Himoglobinlosungen wurde
— bei &dhnlichen Ergebnissen im Bereich der Mikrozirkulation des quergestreiften
Riickenhautmuskels — von den jeweiligen Hersteller-Unternehmen sehr unterschiedlich
weitergearbeitet.

Im Mai 1998 wurde das Unternehmen Somatogen®, das sich bis dahin mit der Entwicklung
einer aus rekombinant — d. h. gentechnisch — vermehrtem, humanen Hamoglobin hergestellten
Infusionsldsung beschiftigt hatte, durch Baxter” Healthcare Corporation aufgekauft (POTTER,
1998). Die Entwicklung einer aus nicht weiter verwendbarem, gespendetem menschlichen
Blut produzierten Himoglobinlésung — und somit die Entwicklung des Produktes HemAssist™
(DCLHb™) — wurde in der Folge eingestellt. Seit September 1998 wird von Baxter”

Healthcare Corporation auf der Basis des fiir den Hersteller nun verfiigbaren, gentechnisch
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gewonnenen Hamoglobins weiter an der Entwicklung einer zulassungsfdhigen
Himoglobinlésung gearbeitet (BAXTER", 2003).

Im Gegensatz dazu konnte die Biopure® Corporation, die bereits im Januar 1998 von der
U.S.Food and Drug Administation fiir eine aus bovinem Héadmoglobin hergestellte
Himoglobinldsung (Oxyglobin®) die veterinirmedizinische Marktzulassung zur Behandlung
von Andmien jedweder Ursache bei Hunden erhalten hatte, im April 2001 in der Republik
Siidafrika durch den South Africa's Medicine Control Council die humanmedizinische
Marktzulassung fiir U-PBHb" als Hemopure® zur Behandlung von periopertiven Animien
erreichen. Die Zulassung gibt ausdriicklich die Verzogerung, die Verminderung oder den
Ersatz von Bluttransfusionen als Indikationen an. Am 31.07.2002 wurde schlieBlich die
humanmedizinische Marktzulassung fiir diese Indikationen auch in den Vereinigten Staaten
von Amerika bei der U. S. Food and Drug Administation beantragt; der Antrag wurde am
01.10.2002 zur Uberpriifung zugelassen. Das in den Vereinigten Staaten von Amerika nach
wie vor hohe 6ffentliche Interesse an einer bei Raumtemperatur und {iber grofle Zeitrdume
stabilen, sauerstofftragenden und Blutverluste ausgleichenden Infusionslosung zeigt sich
neben den fiir den Hersteller in den Fiskaljahren 2002 und 2003 vom Kongress genehmigten
staatlichen Zuwendungen auch in der finanziellen Unterstiitzung (U.S. Army Medical
Research Acquisition Activity Grant DAMD17-02-1-0697) sowie in der Zusammenarbeit
(Cooperative Research and Development Agreement; U. S. Naval Medical Research Center)

mit militirischen Einrichtungen (BIOPURE”, 2003).
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7. Zusammenfassung

Fiir das Uberleben eines Organismus ist die Versorgung mit Sauerstoff entscheidend, da
Ischdmie und Hypoxie durch Versagen der mikrovaskuldren Perfusion zum Zelltod fiihren.
Ein lange verfolgtes Ziel ist die Entwicklung sauerstofftragender Blutersatzlosungen, denen
der klinische Erfolg aufgrund verschiedener Problemkreise wie Nephrotoxizitét, systemischer
Aktivierung der Komplementkaskade, Vasokonstriktion und anderen Nebenwirkungen bisher
versagt geblieben war. Um die Unbedenklichkeit und Wirksamkeit der heute vorhandenen
Losungen nachzuweisen, bedarf es unter anderem der quantitativen Erfassung der
Mikrozirkulation als einem entscheidenden Parameter fiir die Gewebeintegritit.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Riickenhautkammermodell des Hamsters verwendet,
um die Effekte von bovinen und humanen Hédmoglobinlosungen auf die Mikrozirkulation im
quergestreiften Riickenhautmuskel mit Hilfe computer-gestiitzter Auswerteverfahren
quantitativ zu analysieren. Dies geschah sowohl unter physiologischen Bedingungen durch
eine hypervoldmische Infusion von ca. 10 % des errechneten Blutvolumens bzw. durch
isovoldmische Hémodilution auf einen Hadmatokrit von ca. 25% als auch unter
pathophysiologischen Bedingungen: als Stressmodell wurde durch unfraktionierten Entzug
von 50 % des errechneten Blutvolumens innerhalb weniger Minuten ein hdmorrhagischer
Schock induziert, welcher durch Volumensubstitution mit den entsprechenden Ldsungen
behandelt wurde.

Unsere Ergebnisse zeigen, da3 die Anwendung der untersuchten Hdmoglobinlosungen unter
physiologischen Bedingungen die Mikrozirkulation nicht beeintrachtigt. Unter
pathophysiologischen Bedingungen bewirken sie gegeniiber gebrauchlichem Volumenersatz
mit Ringer-Losung eine verbesserte Erholung des Blutflusses. Eine Gewebeperfusion, wie sie
durch Retransfusion autologen Blutes erreicht werden kann, wurde mit den
Hamoglobinlosungen jedoch nicht erzielt; dennoch wurde durch die spezifischen
FEigenschaften der Hémoglobinlésungen eine ausreichende Gewebeoxygenierung
sichergestellt. Die untersuchten Hdmoglobinlosungen konnten in der klinischen Erprobung

zwar bei elektiven Eingriffen mit eingeplantem groBen Blutverlust, nicht jedoch in der
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Polytraumaversorgung erfolgreich eingesetzt werden. Die Entwicklung einer auch hierfiir

geeigneten sauerstofftragenden Blutersatzlosung wird weiterhin angestrebt.
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8. Summary

Effects of stroma free hemoglobin solutions on microcirculation in the striated dorsal

skin muscle of the hamster.

Since ischemia and hypoxia lead to cellular necrosis by failure of microvascular perfusion,
oxygen delivery to the tissue is crucial for survival of the organism. For decades there was
pursuit of developing oxygen carrying blood substitutes, but the breakthrough of stroma free
hemoglobin solutions has failed due to different issues such as nephrotoxicity, systemic
activation of complement cascade, vasoconstriction and other side effects. To prove the in
vivo safety and efficiency of the solutions available to date, quantitative analysis of the
microcirculation is needed as a crucial parameter of tissue integrity. In the present study, the
skin fold chamber model of the hamster was used to investigate the effects of bovine and
human hemoglobin solutions on the microcirculation of the striated dorsal skin muscle by
means of computer assisted microcirculation analysis. This was done under physiologic
conditions by a hypervolemic infusion of appr. 10 % of the calculated blood volume, and by
an isovolemic hemodilution to a hematocrit of appr. 25 %, respectively. For pathophysiologic
conditions a hemorrhagic shock as a stress model was induced by non-fractioned withdrawal
of half the calculated blood volume within a few minutes, and treated by volume substitution
with the respective solutions. Our results demonstrate that the application of the investigated
hemoglobin solutions under physiologic conditions does not impair the microcirculation.
Under pathophysiologic conditions they lead to an improved recovery of blood flow as
compared to common volume substitutes. However, the level of tissue perfusion provided by
retransfusion of autologous blood was not achieved by treatment with the hemoglobin
solutions. Nevertheless, a sufficient tissue oxygenation was warranted by the specific
properties of the hemoglobin solutions. In clinical trials the studied hemoglobin solutions
were effective in elective surgery with expected major blood loss but not in trauma patients.
The development of an oxygen carrying blood substitute suitable for trauma patients is still

being pursued.
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